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Résumé

L’allergie aux protéines de lait de vache (APLV) est considérée comme un probléme de
santé publique. La compréhension de cette pathologie a permis de chercher d’autres pistes
thérapeutiques telles que la thérapie antioxydante qui a connu une grande évolution ces
derniéres annees. La gelée royale constitue un modeéle naturel riche en antioxydants qui peut
lutter contre le stress oxydant et prévenir les réponses allergiques.

L’objectif de notre travail est d’évaluer I’effet antioxydant de la gelée royale dans
I’APLV en utilisant la souris Balb/c comme mod¢le expérimental.

La gelée royale (GR) utilisée dans ce travail a d’abord fait 1’objet d’une évaluation de
ses propriétés antioxydantes par le test de DPPH. Ensuite et en vue de I’étude de son effet
antioxydant, 30 souris femelles Balb/c agées de 4 semaines sont réparties en 3 groupes de
10 souris chacun. Un groupe témoin positif et un groupe témoin négatif et un groupe dont
les souris recoivent la gelée royale comme un prétraitement par un gavage gastrique a une
dose de 1g/kg, les souris du groupe témoin positif sont gavées a I’eau physiologique
pendant 7 jours consécutifs, toutes les souris de I’expérience excepté les témoins négatifs,
sont sensibilisés par voie intrapéritonéale a la B-Lactoglobuline allergéne majeur du lait de
vache. Au 35°™ jours de I’expérimentation, un prélévement du sang et des organes (foie et
intestin) est effectué afin de mesurer la teneur en substances réactives a 1’acide
thiobarbiturique (TBARS) pour évaluer la peroxydation lipidique au niveau tissulaire et
sérique. Enfin, I’impact de la GR sur I’inflammation allergique intestinale a été évalué par
I'examen histologique et morphométrique.

Vu la situation exceptionnelle que vit le monde aujourd'hui suite a la pandémie causée
par le Covid-19, ainsi que I'état de confinement instauré par notre gouvernement, le travail
au niveau du laboratoire a été impossible, et nous nous sommes retrouvé dans l'incapacité
de poursuivre notre travail expérimental. Seuls les résultats concernant I'étude histologique
sur l'effet de la GR sur l'architecture intestinale, ont été obtenus.

En nous basant sur des expériences qui ont mis en évidence lien entre le stress oxydant
et I’allergie aux protéines du lait de vache, nous avons déduit que la gelée royale grace a ses
propriétés antioxydantes et antiallergique peut moduler la réaction allergique et prévenir
I’action délétére de la B-Lg en réduisant ’augmentation de la peroxydation lipidique. Elle
prévient aussi I’altération de la muqueuse intestinale induite par I’immunisation.

Mots clés: Antioxydants, La gelée royale, APLV, Stress oxydant, -Lactoglobuline.



Summary

Cow's milk protein allergy (CMPA) is considered a public health problem. Understanding
this pathology has made it possible to look for other therapeutic options such as the
antioxidant therapy, which has undergone a great evolution in recent years. Royal jelly (RJ) is
a natural substance rich in antioxidants that can cope with oxidative stress and prevent allergic
responses.

The aim of our work is to assess the antioxidant effect of royal jelly in CMPA using Balb/c
mice as an experimental model.

The RJ used in this work was first evaluated for its antioxidant properties by the DPPH
test. Then, with a view to studying its antioxidant effect, 30 female Balb/c mice, aged 4
weeks, are divided into 3 groups of 10 mice each. A positive control group , a negative control
group and a group whose mice receive royal jelly as a pretreatment by gastric gavage at a
dose of 1g/kg, mice of the positive control group received by gavage physiological water for 7
consecutive days, all experimental mice except negative controls, are sensitized by the
intraperitoneal route to B-Lactoglobulin (B-Lg), a major allergen of cow's milk, on the 35th
day of the experiment, a sampling of blood and organs (liver and intestine) is performed to
measure the content of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) ,and assess lipid
peroxidation in sera and tissues. Finally, the impact of RJ on allergic intestinal inflammation
is assessed by histological and morphometric examination.

Given the exceptional situation the world is experiencing today following the pandemic
caused by Covid-19, as well as the state of containment established by our government, work
at the laboratory | was impossible, and we found ourselves in the inability to continue our
experimental work. Only the results concerning the histological study on the effect of GR on
the intestinal architecture were obtained.

Based on several experiences that have shown the link between oxidative stress and cow's
milk protein allergy, we have deduced that royal jelly, thanks to its antioxidant and
antiallergic properties, can modulate the allergic reaction and prevent the deleterious action of
B-Lg by reducing the increase in lipid peroxidation. It can also prevent damage of the
intestinal lining caused by immunization.

Keywords: Antioxidants, Royal jelly, CMPA, Oxidative stress, 3-Lactoglobulin
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Introduction

L’allergie alimentaire est un probléme de santé publique dans les pays industrialisés et reste un
sujet a controverse dans le monde scientifique et médical. Son incidence a été estimée a 4 % pour la
population adulte et a 8 % pour les enfants (Sicherer & Sampson, 2014). Parmi les 170 allergénes
alimentaires identifiés, les protéines de lait de vache (PLV) sont les premieres responsables
d’allergie alimentaire chez 1’enfant et débute, le plus souvent, chez le nourrisson dans les premiers
mois de vie. En Algérie, la prévalence de I’APLV est estimée a 3,64 % (Boughellout et al., 2015).

L’allergie aux protéines du lait de vache (APLV) occupe une place importante en allergologie
pédiatrique alimentaire. Il s’agit d’une réaction exagérée et inadaptée du systéme immunitaire face a
des protéines du lait de vache (PLV) qu’on peut trouver dans le lait premier 4ge, mais aussi dans le
lait maternel lorsque la maman allaitante consomme des laitages (Dupont, 2008), C’est une réaction
d’hypersensibilit¢ immédiate médiée par les IgE mais peut également faire intervenir d’autres
classes d’anticorps et/ou des mécanismes cellulaires responsables des manifestations retardées
chroniques (Wal, 2011).

Lors de I'APLYV, I’éviction de I’allergéne est reconnue comme une forme de gestion efficace de la
maladie, cependant I'éviter ne revient pas a un véritable traitement vu les conséquences que cela
peut avoir sur la santé. Pour faire face a ce probléme, I’immunothérapie spécifique a I’antigéne qui
consiste a administrer une quantité croissante d'allergene sur une période prolongée (Tordesillas et
al., 2017) et les thérapies préventives qui se basent sur I’administration de nutriments a propriétés
immunomodulatrices et antioxydantes sont prometteuses.

Beaucoup de chercheurs ont récemment démontré le réle des radicaux libres oxygénés (ERO)
dans la pathogenese des allergies alimentaires (Kamer et al., 2010; Amin et al., 2015). Ces ERO
sont produits en permanence mais en faible quantité, pour que la balance antioxydants/ prooxydants
soit en équilibre. Si tel n'est pas le cas, par déficit en antioxydants ou par suite d'une surproduction
énorme de radicaux, I'exces de ces radicaux est appelé « stress oxydant » (Desmier, 2016).

La compréhension de cette allergie et les développements scientifiques dans 1’alimentation
permettent de proposer des prises en charge adaptées et de nouvelles thérapies dites « les thérapies
antioxydantes ». Récemment, des études expérimentales sur des animaux ont montré qu’une
supplémentation en substances antioxydantes telles que la vitamine E, les caroténoides et la taurine,
permettent de diminuer trés significativement la production d’anticorps antigénique de type IgE
(Bando et al., 2003; Sato et al., 2004; Sato et al., 2010; Grar et al., 2015; Ainad-Tabet et al., 2019).

Actuellement, la tendance est a I’utilisation de la médecine traditionnelle, plus précisément,
I’apithérapie qui est une discipline qui s’intéresse a ’emploi d'une variété de produits de la ruche
(miel,pollen, gelée royale, propolis et cire) a des fins diététiques et thérapeutiques pour I’homme
(Ballot-Fluri, 2010).




Introduction

En effet, diverses études scientifiques s’intéressent particulierement a la GR, ce qui lui redonne la
vraie place que les anciens lui avaient attribuée. Cette miraculeuse substance a été longtemps
utilisée pour renforcer le systeme immunitaire du fait de ses multiples effets immunomodulateurs
(Nagai et al., 2006), antioxydants (Magsoudlou et al., 2018) et anti-allergique (Okamoto et al.,
2003). Une recherche menée sur la gelée royale réalisée par (Guendouz et al., 2017) a permis de
montrer que cette derniére pouvait étre un prétraitement efficace contre I’ APLV.

Par ailleurs, la gelée royale agit contre les problémes respiratoires et I'asthme, elle supprime les
réactions allergiques du type | gréce a la restauration de la fonction des macrophages et des
réponses des cytokines Th1/Th2 (Mehebodini et al., 2018).

Les acides gras insaturés, les acides aminés et les gamma-globulines, les enzymes, les protéines
et les vitamines E et A aident le systtme immunitaire a combattre les infections, le cancer, les
allergies et les inflammations. La plupart de ces composés se trouvent dans la GR, ce qui peut donc
stimuler le systéme immunitaire.

Notre travail s’inscrit dans le cadre d’une étude immunologique visant a contribuer a I’évaluation
de I’effet antioxydant de la gelée royale sur I’allergie aux protéines de lait de vache. Cette étude
nécessite au préalable la mise en place d’un modéle expérimental, notre choix a reporté sur la souris
femelle de souche Balb/c.

Ce travail a donc pour but:

e Etudier les propriétés antioxydantes de la gelée royale.

e D’¢évaluer I’effet antioxydant de la gelée royale chez des souris Balb/c sensibilisées a la f3-
Lactoglobuline.

o Evaluer les effets de la gelée royale sur 1’aspect histologique de I’intestin.
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Rappels bibliographiques

Chapitre I: Physiopathologie de I’allergie aux protéines de lait de vache (APLV)
1. Historique

Au début du vingtiéme siecle, la littérature allemande permet de retrouver les premiéres
descriptions de symptomes tels que des diarrhées ou des retards de croissance chez les enfants
nourris aux protéines lactées bovines. En 1905, le premier cas de choc anaphylactique mortel
apres ingestion de lait de vache a été publié. En 1910, le terme « allergie au lait de vache» a
été proposé pour la premiére fois en posant I’hypothése d’une premiére exposition au lait de
vache responsable de la modification de la réactivité au lait lors des prises suivantes. A partir
des années 1950, des publications rapportent 1’augmentation de 1’allergie ou intolérance au
lait de vache (APLV/IPLV).

Cette derniére est probablement liée a la diminution de I’allaitement maternel et a
I’augmentation de 1’utilisation de formules a base de lait de vache (Molkhou, 2006). De plus,
la transmission de protéines lactées a 1I’enfant au cours de 1’allaitement a bien été confirmée et
le mécanisme de sensibilisation in utero étudié et détaillé par différentes équipes. Dans la
seconde moitié du vingtieéme siécle, les mécanismes immunologiques de ’allergie alimentaire

ont été analyses, grace aux progrés réalisés en immunologie (Navarro & Schmitz, 1993).
2. Allergie aux protéines de lait de vache (APLV)

L’APLV est définie par la survenue de manifestations cliniques dues a une réponse
immunologique anormale apres ingestion des protéines lactées bovines (Dupont et al., 2010).

Parmi les protéines responsables de 1I’APLV, les trois allergénes principaux sont 1’a
lactalbumine, la B-Lg et la caséine (Wal, 1998; Natale et al., 2004; Tsabouri et al., 2014) ainsi
que d'autres protéines telles que la sérum albumine bovine (SAB) et la lactoferrine (présente
sous forme de traces) qui sont aussi des allergénes potentiels (Sharma et al., 2001; Fritsche,
2003; Negaoui et al., 2016).

A la différence des autres allergies, I’APLV est transitoire (Saidi et al., 1995). Elle se
résorbe spontanément dans la majorité des cas entre 3 a 5 ans (Juchet et al., 2003; Sicherer &
Sampson, 2010). Cependant, 1’étude de Spergel et al . (2013) montre que le taux de
résolution spontanée a 1’age de 5 ans est plus faible de 1’ordre de 50 % avec une acquisition

de tolérance qui peut se poursuivre jusqu’a 1’adolescence.

Les symptdmes ne sont pas spécifiques et peuvent recouvrir des manifestations allant de
légéres a séveres qui affectent souvent différents organes (la peau, les voies respiratoires, le

tractus gastro-intestinal et la circulation systémique) ou méme des réactions généralisées

-
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(irritabilité, troubles du sommeil, une mauvaise croissance ou choc anaphylactique) (Wal,
2011; Wood et al., 2013; Salvatore & Vandenplas, 2016).

3. Epidémiologie de I’allergie aux protéines de lait de vache

La fréquence de I’APLV a considérablement augmenté au cours des dernieéres années
(Molkhou, 2003); classée comme la quatrieme allergie alimentaire derriére 1I’ceuf, I’arachide
et le poisson, elle représente 12,6 % des allergies alimentaires de 1’enfant, en touchant 2 a 3 %
des nourrissons.

Dans la population générale mondiale, I’incidence de I’APLV varie de 0,1 a 7.5 %
(Osborne, 2011; Ponvert, 2014). En Algérie peu de données sont disponibles sur 1’incidence et
la prévalence de I’APLV, cependant quelques cliniciens et biologistes s’y sont intéressés
(Tableau 01).

4. Mécanisme immunologique de PAPLYV

Le mécanisme de I’APLV peut impliquer une réaction d’hypersensibilité immédiate (IgE-
médiée) (Wal, 2011), retardée (non IgE-mediée) ou encore mixtes IgE/non IgE-médiés
(Fiocchi et al., 2010; Katz et al., 2010; Pramil & Rancé, 2011; Koletzko et al., 2012; Kim &
Burks, 2015).

4.1. Réaction d’hypersensibilité de type | (immédiate, & médiation IgE)

La réaction allergique aux protéines de lait de vache IgE médiée s’effectue classiquement

en deux phases:
4.1.1. Phase de sensibilisation

Les allergénes sont présentés par les cellules dendritiques aux lymphocytes T naifs, qui
vont se différencier en CD4 Th2 activés dans un environnement cytokinique Th2 (IL4) (Hadis
et al., 2011). Ces derniers vont a leur tour activer les lymphocytes B, entrainant une induction
et leur différenciation terminale en plasmocytes secréteurs d'IgE spécifiques d'allergene. Les
IgE spécifiques circulent dans I’organisme et se fixent sur leurs récepteurs de haute affinité
(FceR1), exprimés par les basophiles circulants et les mastocytes muqueux (Adel-Patient,
2016). Cette premicre étape n’occasionne aucun signe clinique (cliniquement muette), son
role est de préparer 1’organisme a réagir de facon immeédiate lors d’un futur contact avec le

méme allergene.

-
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Tableau 01 : L’incidence et la prévalence d’APLV en Algérie.

Annaba 2010 Une étude qui a concernée 822 nourrissons montre une
prévalence de I’APLV de 4,9 %. L’ APLV apparait dans un

age précoce, 60 % ont développé I’APLV le premiers mois
de vie et 82,5 % des nourrissons les trois premiers mois de
vie. 70 % des enfants allergiques ont au moins un parent

atopique (Boughellout et al., 2010).

Alger 2013 Une étude réalisée sur une cohorte de 995 nouveaux —nés
suivis jusqu’a I’dge de un an dans un milieu urbain a
trouvée une incidence globale de APLV de 1.8% et une
incidence de APLV par IgE - Médie a 1,1% (Ibsaine et
al., 2013).

Constantine 2015 Une autre étude réalisée sur 770 enfants agés de 0 a 3 ans
a fait apparaitre une prévalence de I’APLV de 3,64%

prédominances masculines (Boughellout et al., 2015).
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4.1.2. Phase effectrice

Lors d’une seconde exposition, les protéines lactées arrivent au niveau de la muqueuse du
tube digestif. L’antigéne fixe I’'IgE spécifique sur le mastocyte via un récepteur de haute
affinité (FceRl) et le pontage de deux IgE délivre un signal d'activation du mastocyte et
entraine la libération des médiateurs de inflammation (Burks, 2003; Untersmayr & Jensen-
Jarolim, 2006; Molkhou, 2009; Reber et al., 2017) (figure 1). Ces médiateurs sont a 1’origine
des symptdbmes cutanés (eczéma, urticaire), gastro-intestinaux (nausées, vomissements,
diarrhée, syndrome allergique oral) et/ou respiratoires (rhino conjonctivite, asthme) (Wal,
2011; Wood et al., 2013)

4.2. Réaction d’hypersensibilité de Type IV (retardée, a médiation cellulaire)

Elle implique des lymphocytes T spécifiques qui en présence de I'allergéne entrainent la
production de cytokines inflammatoires (LT CD4+) ou activent la cytotoxicité (LT CD8+).

Les réactions cliniques sont retardées étant donné qu’elles se produisent 24 a 48 heures
apres l’ingestion de lait de vache. Jusqu'a maintenant, il n’y a pas de tests fiables de

laboratoire pour diagnostiquer les réactions retardées, non IgE-médiées.

Cette réaction d’hypersensibilité de type IV peut entrainer une atteinte de la muqueuse
intestinale conduisant parfois a une atrophie villositaire totale. La sévérité des lésions dépend
du rapport des cellules Th1/Th2, en sachant que les Iésions les plus séveres sont associées aux
réponses Thl (Lafitedupont, 2011). La majorité des signes sont gastro-intestinaux, mais
d’autres manifestations touchant la peau et les voies respiratoires peuvent se produire (Tsuge

et al., 2006; Fiocchi et al., 2010; Vrdoljak et al., 2014).
5. Relation entre le stress oxydatif et la réponse allergique

Le stress oxydatif a été mis en cause dans la pathogenése de nombreuses maladies
allergiques, sans que 1’on sache encore s’il est la cause ou la conséquence de ces maladies
(Kamer et al., 2010; Celik et al., 2012; Sivaranjani et al., 2013; Amin et al., 2015; Dilek et al.,
2016). 1l a recemment suscité un nombre important d'études évaluant le réle du stress oxydatif
et les dommages tissulaires comme lien possible entre 1’allergie inflammatoire et les

complications allergiques.

-
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Figure 01 : Mécanisme cellulaire de I’allergie alimentaire IgE médiée (Broekman et al.,
2015).
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En effet des études réalisées sur des enfants allergiques ont souligné le réle potentiel des
especes réactives de I’oxygéne (ERO) dans la pathogénese des allergies alimentaires (Kamer
et al., 2010). Les ERO participent de maniere contrblée a la réponse allergique en modulant
et amplifiant de nombreuses réponses cellulaires. Cependant, ces ERO en surproduction
incontrolée peuvent, avoir des effets délétéres sur la cellule et endommager les tissus
conduisant ainsi a un état de stress oxydatif (Favier, 2003; Halliwell & Gutteridge, 2007).

Au cours d‘une réaction allergique, les mastocytes activés sont capables de générer des
especes radicalaires, favorisant ainsi, un état de stress oxydatif (Matsui et al., 2000; Ekoff &
Nilsoon, 2011). L’équipe d’Amin et al. (2015) a montré le role des especes radicalaires dans
la genése de la pathologie chez des patients atteints d’allergie alimentaire. Ceci a été confirmé
par la mesure de I’augmentation de la peroxydation lipidique. D’autre part, et au cours de
I’inflammation intestinale chronique, I’infiltration de la lamina propria par les cellules
inflammatoires (macrophages) est associée a la libération d’une grande quantit¢ de ERO
(Kruidenier et al., 2003).

Récemment, les travaux d’Ainad Tabat. (2019) montrant une corrélation entre le stress
oxydatif et le développement de I’APLV induite par la B-Lg avec une augmentation
significative de la peroxydation lipidique au niveau de la muqueuse intestinale chez les souris
Balb/c.

6. Stress oxydatif

Le stress oxydant se définit comme 1’incapacité de I’organisme de se défendre contre les
especes réactives de I’oxygeéne (ERO) en raison de la perturbation d’équilibre endogene entre
ces derniers et les agents oxydants (AQO). Ce déséquilibre conduit potentiellement a des dégats

structuraux et fonctionnels. (Bensakhria, 2018).
6.1. Les radicaux libres

Les différents radicaux libres oxygénés ou ROS (Reactive Oxygen Species) ou ERO
(Espéces Réactives de 1’Oxygene) impliqués dans le stress oxydant sont rapportés dans le
tableau 2.

Ces radicaux libres ont des propriétés physico-chimiques bien établies dont des potentiels
oxydants propres a chaque radical. A titre d’exemple, Le radical peroxyle a la capacité
d’engendrer une réaction d’oxydation particuliecrement délétere pour 1’organisme, La

peroxydation des lipides notamment présents dans les membranes cellulaires. Cette réaction

-
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conduit a la dégradation des membranes induisant alors la destruction de la cellule (Delattre et
al., 2005)

Par ailleurs, les ERO, comme les radicaux des ions superoxyde (O2e-), le peroxyde
d'hydrogene (H202), et le réactif radical hydroxyle (HOe¢) peuvent aussi réagir avec les
macromolécules biologiques sensibles et produisent la peroxydation des lipides, des
dommages de I’ADN et 1’oxydation des protéines, d'ou le stress oxydatif (Livingstone, 2001;
Delattre et al., 2005, Shi et al., 2005). Les défenses anti-oxydantes, dont une partie est
dépendante de 1’alimentation, peuvent étre insuffisantes pour empécher les dégats cellulaires

que peuvent causer les radicaux libres de 1’oxygene (Valko et al., 2007).
6.2. Les antioxydants

Un antioxydant est une substance qui, a faible concentration, prévient ou retarde
significativement I’oxydation d’un substrat (Halliwell, 1990; Bensakhria, 2018). Un nouveau
concept beaucoup plus général a défini un antioxydant comme "une substance qui retarde,
empéche ou élimine les dommages oxydatifs a une molécule cible" (Gutteridge & Mitchell,
1999; Medina-Navarro et al., 2010). Un antioxydant idéal devrait étre aisément absorbé,
susceptible d’éliminer les radicaux libres et chélater les métaux « red ox » a des niveaux
physiologiquement appropriés (Rahman, 2007).

L’activité ou le potentiel antioxydant d’une molécule constitue sa capacité¢ a diminuer ou
empecher 1’oxydation d’autres substances chimiques. Ces réactions d’oxydations qui
attaquent nos composants organiques comme les protéines, les sucres, ’ADN ou encore les
membranes de nos cellules, sont a I’origine de perturbations métaboliques, du vieillissement
tissulaire accéléré, du cancer et beaucoup d’autres maladies (Garcia-Tenesaca et al., 2017).

Afin de maintenir I’homéostasie redox de la cellule, il existe de nombreux systémes de
défense antioxydante endogénes ou exogenes, enzymatiques ou non (Rezaie et al., 2007)
(Figure 2).

Les antioxydants les plus connus sont le B-caroténe (provitamine A), 1’acide ascorbique

(vitamine C), le tocophérol (vitamine E), les polyphénols, et le lycopéne. (Favier, 2006).

-
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Tableau 02 : Les radicaux libres oxygéneés impliqués dans le stress oxydant
(Delattre et al., 2005)

Nom Formule chimique
Radical superoxyde 02°
Radical perhydroxyle HO2°
Radical hydroxyle. OH°
Radical peroxyle RO°
Radical alkoxyle RO2°

| Cofactors Vitamins & Derivatives
Primary enzymes | Secondary enzymes Coenzyne 010 A (Retinol)

o ) ) . C (Ascorbic Acid)
Superoxide dismutase Clutatiione reduciis: ‘ Minerals | E (Tocopherols & Tocotrienols)
Ca Glucose-6-] hate- c
: : 4 o P. ’ Zinc K
(risifa "-;I.'.'-'.'u'\' peroxide -tenyarogendase C;cl(.“j“[n

: Carotenoids
Organosulfur p-carotene
Ly
compounds veapens
Allyl sulfide Zeaxanthin
Indoles 4 H
| Flavonols | | Flavanols I | Anthocyanins I Glutathione Nitrogen non-protein
- S— S— compounds
Quercetin Catechin Cyanidin
Kaempferol Pelagonidin Pelargonidin Uric acid

| Phenolic Acids |

|Isaﬂa1muuids | | Flavanones l | Flavones l

Genistein Hesperidin Chrysin | |
| Hydroxycinnamic acids | Hydroxybenzoic acids
Ferulic acid Gallic acid
p-coumaric Ellagic acid

Figure 02 : Différentes classe d’antioxydant, exogeéne (bleu) endogenes (jaune). Adapté de
(Pietta, 2000; Ratnam et al., 2006; Godman et al., 2011).
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Chapitre 02 : la gelée royale
1. La gelée royale

La gelée royale (GR) est une substance centrale de la ruche, elle assure son existence et
son fonctionnement. Elle est sécrétée par les glandes hypopharyngiennes et mandibulaires des
jeunes nourrices agées de 5 a 15 jours.

La GR sert a nourrir toutes les larves pendant les trois premiers jours et le long de la vie
des larves qui sont sélectionnées a devenir reines (Rigal, 2012; Fratini et al., 2016) (Figure 3).
Ces derniéres seront beaucoup plus résistantes aux maladies et vont vivre beaucoup plus
longtemps (4 a 5 ans au lieu de 45 jours environ). Une reine peut déposer jusqu’a 2000 oeufs
par jour, soit son propre poids, en période de reproduction. Chaque cellule royale peut
contenir de 200 a 300 mg de gelée royale (Corbara, 2002).

Figure 03 : Une cellule royale contenant une larve de future reine et la gelée royale
(Ramanathan et al., 2018)

2. Propriéetés physicochimiques de la gelée royale
2.1. Propriétés physique

La gelée royale est une substance épaisse et laiteuse, Elle est partiellement soluble dans
I'eau et fortement acide (pH 3,4-4,5), avec une densité de 1,1 g/ml (Ramadan & Al Ghamdi,
2012). Elle a une odeur piquante et un peu fruité et un golt amer (Moselhy et al., 2013;

Shirzad et al., 2013). Sa couleur est blanchatre a jaune qui augmente pendant le stockage
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(Isidorova et al., 2009; Barnutiu, 2011; Ramadan & Al Ghamdi, 2012). Ces caractéristiques
sensorielles sont d'importants critéeres de qualité (Popesco et al., 2008; Pavel, 2011).
2.2. Composition chimique

La composition de la gelée royale dépend de la race d’abeilles qui la produit (Rigal, 2012),
elle est composé majoritairement de lipides, de sucres, de protéines, d’acides aminés, de
vitamines et de minéraux (Ahmed et al., 2014) et d’environ 3% de substances indéterminées
(Philippe, 1999).

Les relations quantitatives entre les différents composants de ce produit peuvent étre
variables et dépendent de nombreux facteurs, y compris I’origine, la race de I’abeille (Shibi et
al., 1993; Jianke et al., 2003; Lian-Fei, 2016), I’age de I’ouvriére (Ali, 1994), I’intervalle de
récolte et le nombre de coupes de la reine greffées (Ali, 1994; Sharaf EI-Din, 2010; Ali,
2017), la saison, les conditions régionales et le type de flore pollinifere Wongchai &
Ratanavalachai, 2002; Ramadan & Al-Ghamdi, 2012).

La composition chimique générale de la gelée royale est décrite dans le tableau 3.
3. Propriétés thérapeutiques de la gelée royale

De nombreuses études ont montré les différentes activités pharmacologiques de la gelée
royale. En effet, elle posséde un pouvoir vasodilatateur (Shinoda et al., 1978), hypotenseur
(Pan et al.,, 2019), antimicrobien (Boukraa, 2008; Melliou &Chinou, 2014), anti-
inflammatoire (Kohno et al., 2004; Karaca et al., 2012), hypocholestérolémiant (Viuda-Martos
et al., 2008; Kashima et al., 2014; Chiu et al., 2017), antitumoral (Zhang et al., 2017), hépato-
protecteur (Zimmermann, 2002; EI-Nekeety et al., 2007), anti-allergique (Okamoto et al.,
2003; Guendouz et al., 2017), mais aussi des effets antioxydants et immunomodulateurs
(Nagai et al., 2006; Gasic et al., 2007; Ozkok & Silici, 2017; Abdel-Hafez et al., 2017;
Balkanska, 2018).

3.1. Activité antioxydante

La gelée royale ralentit les effets du vieillissement cellulaire de la peau grace a sa richesse
en produits antioxydants. Elle contient des oligoéléments et des vitamines qui jouent un role
protecteur vis-a-vis des radicaux libres. En plus de la vitamine C, la gelée royale contient de
la vitamine E sous forme de trace qui posséde des propriétés anti-radicalaires et anti-
inflammatoires, expliquant son action protectrice contre les effets nocifs du soleil (Martini &
Seiller, 2006).
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Tableau 03 : Composition générale de la gelée royale.

Quantité (en pourcentage de GR fraiche)

Bibliographie

60%-70%

Sabatini et al.,

Eau e Son activité est supérieure a 0,92. 2009; Ramadan
&Al  Ghamdi,
2012 ; Xue et
al., 2017
3%-8% dont: Ramadan & Al
Lipides - Acides gras libres (80 — 90 %) dont: Ghamdi, 2012
e Acide 10-hydroxy-2 décénoique
(LOH2DA): 32%
e Acide gluconique: 24%
e Acide-10 hydroxydécénoique: 22%
e Acides dicarboxyliques et autres:5%
e Stérols: 4 —10%
e Cires: 5-6%
e  Phospholipides: 0,4-0,8%
e Stéroides:3-4%
9%-18% dont : Sabatini et al.,
Protéines e MRJP 1 a MRJP 5 représente : 90% des 2009 ; Barnutiu

protéines de la GR par un groupe de 9
protéines MRJP (major royal jelly proteins).
Peptides : Royalisine - Jelleines

Enzymes :

1- Endopeptidase - Exopeptidase

2- Glucose-oxydase (un précurseur de I’a-
glucosidase et la glucose déshydrogénase).

et al, 2011;
Han et al., 2011;
Ramadan & Al
Ghamdi., 2012 ;
Xue et al,
2017 ;
Ramanathan et
al.,

2018 ;
Magsoudlou et
al., 2018 ;
Okumus
Yukunc., 2019

Acides aminés
libres (AAL)

AAL totaux: 0,73%.
- 2,3 % dont (en mg/g de gelée royale):

Prolines: 2,4-5,4%

Lysine: 0,6-2,2%

Acide glutamique: 0,5-0,9%
B-alanine: 0,3-0,5%
Phénylalanine: 0,2-0,6%
Acide aspartate: 0,2-0,5%

Boselli et al.,
2003




Sucres

Minéraux

Vitamines

e Serine: 0,1-0,3%
Autres : traces
11-23%
e Fructose: 2,3-7,8%
e Glucose: 3,4-7,7%
e Sucrose:1,7%
e Erlose: <0,3%
e Maltose: <1,4%

Tréhalose,  mélibiose,  ribose,  gentiobiose,
isomaltose, raffinose, melezitose: traces

0,8-3% dont :
e Potassium, Phosphore, Soufre, Sodium,
Calcium, Aluminium, Magnésium, Zinc,
Fer, Cuivre et Manganeése.

En mg/100g GR :
- Potassium: 200-1000
- Magnésium: 20-100 mg/100g
- lrone : 1-11 mg/100g
- Zinc: 0.7-8 mg/100g
- Copper : 0.33-1,6 mg/100g

e Nickel, Chrome, Etain, Tungstéene,
Antimoine, Titane et Bismuth : traces.

En mg/100g
e B1 (Thiamine): 0,1-0,7
B2 (Riboflavine) :0,5-2,5
B3 (Niacine): 4,5-19
B5 (acide Pantothénique): 3,6-23
B6 (Pyridoxine): 0,2-5,5
B8 (Biotine): 0,15-5,5
B9 (Acide Folique): 0,01-0,06
B12: 0,5
D:0,2
A:1,10
E : 5,00
e C (Acide Ascorbique): 2

(Sesta,  2006;
Daniele et
al., 2012)

Stocker et al.,,
2005; Sabatini
et al, 2009;
Maghsoudlou et
al., 2019)

Sabatini et al.,
2009; Barnutiu
2011 ;
Xue et al,
2017 ;
Maghsoudlou et
al., 2019)

et al,
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De plus, la présence des composés phénoliques dans la gelée royale lui permet d’exercer

une activité antioxydante contre la peroxydation des lipides (Cousin, 2014).
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Récemment, 1’étude de Magsoudlou et al. (2018) montre que l'activité antioxydante de la
GR est liée aux composés phénoliques, aux protéines et aux peptides de cette derniére,

toutefois, le mécanisme exact de son effet antioxydant reste encore inconnu.

Nagai et al. (2001) et Magsoudlou et al. (2018) ont notamment testé le pouvoir antioxydant
de la gelée royale par détermination de la production de I’anion superoxyde, ils ont montré
que la gelée royale a un pouvoir antioxydant trés élevé. D’autre part, la GR protége ’ADN
des dommages oxydatifs au niveau des tissus en reduisant les niveaux de 8-hydroxy-2-
deoxyguanosine (un marqueur du stress oxydant) au niveau de I’ADN (Inoue et al., 2003) et

module le stress oxydatif et I'apoptose dans le foie et les reins (Cemek et al., 2010).
4.2. Activité immunomodulatrice et antiallergique

Jusqu'a présent, la plupart des effets immunomodulateurs de la gelée royale ont été
attribués a ses composants protéiques, en particulier la protéine majeure de la gelée royale 3
(MRJP 3) (Kohno et al., 2004; Fang et al., 2010) et apalabumin 1 (Majtan et al., 2006). La
MRJP 3 a été décrite comme la composante anti-inflammatoire et immunosuppressive
dominante de la gelée royale car elle supprime la production de cytokines (en particulier I'lL-
4) des lymphocytes T qui favorisent la réponse antiallergique (Okamoto et al., 2003; Kohno et
al., 2004).

Une étude faite par Kataoka et al. (2001) a démontré que I'administration intrapéritonéale
de la gelée royale diminue le risque de sensibilisation allergique ainsi que le taux des
anticorps IgG1 et IgE spécifiques a I'OVA ainsi que la production des cytokines de type Th2,
telles que les IL-4, IL-5.

La GR supprime les réactions allergiques de type | grace a la restauration de la fonction
des macrophages et I'amélioration des réponses cellulaires Thl/Th2 chez les souris
immunisées a la DNP-KLH (Dinitrophenylated keyhole limpet hemocyanin) (Oka et al.,
2001).

Les études menées in vitro chez le rat ont montré que les acides gras a chaine courte de la
gelée royale (contenant 8-12 atomes de carbone) ont une activité modulatrice sur les cellules
immunitaires et que les acides gras isolés de la gelée royale: 1’acide 10-hydroxy-2-décanoique
(10H2DA) et I’acide 3,10-dihydroxydécénoique (3,10-DDA) inhibent la production d’IL-2
par les LT actives. Seul le 10H2DA inhibe la présence a la surface des LT des récepteurs aux

IL-2. De plus, le 10H2DA inhibe la maturation des cellules dendritiques «cellules

-
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présentatrices d’antigéne», entrainant une moindre stimulation des LT (Gasic et al.,
2007 ;Vucevic et al., 2007).

5. Effets secondaires de la gelée royale

La gelée royale est contre-indiquée chez les personnes allergiques aux produits de la ruche
(Maghsoudlou et al., 2018). Ainsi une dose trop forte et trop prolongée peut provoquer des

troubles hormonaux (Toth, 1965; Majtan et al., 2006; Viuda-Martos et al., 2008; Ballot -
Flurin, 2009)
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1. Etudes des propriétés antioxydantes de la gelée royale

1.1. Echantillonnage et preparation des échantillons

La gelée royale utilisée dans le cadre de ce travail est fraichement récoltée de la ruche
d’abeilles de race Apis mellifera intermissa ,dans la région de Boumerdes tout en respectant
les conditions d’hygiéne, Dés sa récolte, la gelée royale est mise en flacons de verre propres,

secs et sombres et fermes hermétiquement a une température de 2 a 4 C°.
1.2. Extraction des antioxydants

1,5 g de gelée royale est pesée dans un bécher puis 30 ml de solvant d’extraction (éthanol
80%) est ajouté. L’extraction est réalisée en premier lieu par un malaxage, avec un ultra turrax
pendant 5 min, puis en deuxiéme lieu avec une agitation magnétique durant 20 heures a
température ambiante. Le mélange est filtré a I’aide d’un papier filtre et les extraits obtenus

sont conservés au réfrigérateur a 6°C (Moreno, 2000).

1.3. Dosage des antioxydants
1.3.1. Dosage des composés phénoliques

e Principe

Pour l'analyse des composés phénoliques de la gelée royale, un dosage des polyphénols
totaux est réalisé selon la méthode de Folin Ciocalteu. Le réactif du Folin-ciocalteu est un
mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique
(H3PMo012040). 11 est réduit, lors de 1’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus
de tungsténe et de molybdéne. La coloration produite est proportionnelle a la quantité de
polyphénols présents dans les extraits (Boizot & Charpentier, 2006).

e Mode opératoire

Un volume de 100ul d’extrait est mélangé avec 100ul du réactif de Folin-Ciocalteu (dilué
a 50% avec I’eau distillée) et du 2,2ml de carbonate de sodium a 2%. Aprés 30 min
d’incubation, la lecture de 1’absorbance est faite a 720nm (Naithani et al., 2006).

Les résultats sont exprimés en mg équivalents d’acide gallique par 100g d’échantillons (mg

EAG/100g) en utilisant la courbe standard d’acide gallique.
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1.3.2. Dosage des flavonoides
e Principe
Le contenu en flavonoides est déterminé par la méthode colorimétrique décrite par
Marquele et al. (2005).

e Mode opératoire

Un volume de Iml d’extrait est mélangé avec 1ml de la solution de chlorure d’aluminium a
(2%). Aprés 30min d’incubation, I’absorbance est lue avec un spectrophotométre a une
longueur de 415nm.

Les résultats sont exprimés en mg equivalents quercétine/100g d’échantillons (mg

EQ/100g) en utilisant la courbe standard de quercétine.

1.3.3. Dosage des flavonoles

e Principe

Le taux des flavonoles dans la GR est déterminé par la méthode décrite par (Adedapo et
al., 2008).

e Mode opératoire

Un volume de 500ul d’extrait est ajouté a 500 pl d’acétate de sodium (50%) et 750ul de
chlorure d’aluminium AICI3 (2%). La lecture de 1’absorbance est faite a 440 nm apres 2

heures et demie d’incubation.

Les résultats sont exprimés en mg équivalents quercétine/100g d’échantillons (mg

EQ/100g) en utilisant la courbe standard de quercétine.

1.4. Evaluation de I’activité antioxydante
1.1.4. Activité anti radicalaire DPPH
e Principe

Le composé chimique 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl est un radical libre stable de couleur
violacée, en présence des antioxydants le radical DPPH sera réduit par un transfert
d’hydrogéene et change de couleur vers le jaune (Chaabi, 2008).

La capacité antioxydante de la gelée royale a réduire le radical DPPH est évaluée par la
méthode décrite par (Adedapo et al., 2008).

-



Matériels et méthodes

e Mode opératoire

Un volume de 0,1ml d’extrait est additionné a 1ml de la solution alcoolique de DPPH
(80mM). Apreés 30min d’incubation a température ambiante, la lecture de I’absorbance est
faite a 517nm.

Les résultats sont exprimés en mg équivalents d’acide gallique par 100g d’échantillons

(mg EAG/100g) en utilisant la courbe standard d’acide gallique.

2. Evaluation de D’effet antioxydant de la gelée royale chez des souris Balb/c rendue
allergique a la p-Lactoglobuline

2.1. Animaux

Notre étude a été réalisée sur des souris Balb/c femelles obtenues auprés de 1’institut
Pasteur d’Alger. Ces souris ont été soumises a une période d’adaptation d’une semaine, au
niveau de I’animaleric de I’Ecole Supérieure en Sciences Biologique d'Oran a une
température de 22°C + 2°. Les souris vivent dans des cages en plastique munies de biberons et
d’une mangeoire et sont abreuvés a l’eau et nourris ad libitum a l’aide d’un aliment
commercial pour les rongeurs. Les expériences sont effectuées en respectant le bien-étre de

I’animal, évitant le stress et 1’agitation susceptibles d’interférer avec les résultats.
2.1.4. Constitution des lots

Pour les besoins de 1’ensemble de cette deuxiéme partie de notre travail, 30 femelles agées
entre 4 semaines et pesant en début de manipulation 20 = 1.5 g sont utilisées. Les animaux

ont été répartis en 3 lots comme suit :

e Lot 1 (n=10): Constitué de souris ne recevant aucun traitement (T-).

e Lot 2 (n=10): Constitué¢ de souris recevant 1’eau physiologique pendant 7 jours par voie
orale (gavage) puis sensibilisées a B-Lactoglobuline par une injection intrapéritonéale (T+).

e Lot 3 (n=10): Constitué de souris recevant la gelée royale a raison de 1g/kg pendant 7 jours
par voie orale (gavage) puis sensibilisées a [-Lactoglobuline par wune injection

intrapéritonéale.

2.2. Protocole d’immunisation a la g-Lactoglobuline

Les souris sont immunisées par voie intrapéritonéale avec 100 ul de PBS pH 7,4 contenant
10pg de B-Lg + 2 mg Al (OH)s.
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Les injections intrapéritonéales ont lieu a Jo, puis sous forme de rappels et dans les mémes

conditions aux 14°™m¢, 21°Me et 28°™ jours du protocole (Négaoui et al., 2009).
2.2.1. Réle de ’adjuvant

Nous avons utilis¢ de I’hydroxyde d’aluminium Al(OH) 3 comme adjuvant pour sa

contribution a la stimulation de la réponse Th 2 (Petrovsky & Aguilar, 2004).
2.3. Prélévements des échantillons sanguins et des organes

Au 35éme jour du protocole d’immunisation, on procéde au prélévement du sang des
animaux par ponction au niveau du sinus rétro orbitaire de I’ceil a I’aide d’une pipette Pasteur.
Le sang est centrifugé a 2000 x g pendant 15 min a 4 °C. Le sérum recueilli est aliquoté dans
des micro tubes Eppendorf qui sont conservés a 80 °C jusqu’a utilisation. Les animaux sont
sacrifiés par dislocation cervicale, puis rapidement le foie et I’intestin sont soigneusement

prélevés, rincés avec une solution fraiche de PBS 1/10 et sont conservés a -80 °C.

3. Détermination de la peroxydation lipidique par le dosage des substances réactives a
I’acide thiobarbiturique (TBARS)

La détermination des substances réactives a I’acide thiobarbiturique (TBARS) est réalisée par
la mesure du malondialdehyde (MDA), considéré comme un principal marqueur de la
détermination des radicaux libres. Cette méthode repose sur une réaction en milieu acide entre
le MDA et deux molécules d’acide thiobarbiturique (TBA) par la formation d’un pigment
absorbant (complexe de condensation chromogénique) a 532 nm, extractible par des solvants

organiques comme le butanol.
3.1. Au niveau sérique

Les teneurs des TBARS sériques sont déterminées par la méthode de (Quantanilha et al.,
1982). 100ul d’échantillon sont dilués dans 0,9 ml de NaCl (0,9 %) puis a cette solution sont
ajoutées 20ul de buthyl-hydroxy toluéne (BHT) (BHT 2 % dans de 1’éthanol) et 1 ml de TBA
(15 % de TCA et 0,375 % de TBA dans du HCI 0,5 N). Apres incubation a 85 °C pendant 30
min et refroidissement dans la glace, les échantillons sont centrifugés a 2000 x g pendant 10

min a 4 °C. La lecture se fait par spectrophotométrie a une longueur d’onde A=535 nm.

.
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3.2. Au niveau tissulaire

Les homogenats tissulaires (foie et intestin (jéjunum) sont préparés a raison de 100 mg de
tissu broyé dans 0,9 ml de tampon. 200ul d’homogénat sont déposés dans des tubes Sovirels,
puis 200ul de SDS (8,1 %), 1500ul d’acide acétique a 20 % (pH 3,5) et 1500ul d’une solution
aqueuse de TBA (0,8 %), sont ajoutés. Le volume final du milieu réactionnel est ajusté a 4 ml
avec de I’eau distillée. Les tubes sont incubés a 100 °C pendant 60 min, puis placés dans un
bain glacé pendant 5 min afin de stopper la réaction. 1 ml d’eau distillée et 4 ml de butanol
sont additionnés. Les tubes sont vigoureusement agités, centrifugés a 1000 x g, pendant 10
min (Ohkawa et al., 1978).

La lecture de la phase organique (supérieure) est effectuée a une longueur d’onde A=532
nm. La concentration des MDA est déduite a partir d’une gamme étalon établie dans les

mémes conditions.
4. Etude histologique

Cette étude a pour but de vérifier I’existence d’un éventuel effet protecteur de la gelée royale
au niveau de la structure histologique de 1’épithélium intestinal, particuliérement les

modifications de I’architecture villositaire jéjunale induites par la sensibilisation a la -Lg.
4.1. Traitement des échantillons

Les échantillons utilisés sont soumis préalablement a différents traitements qui sont:

4.1.1. Fixation

Les tissus sont fixés dans du formol & 10% tamponné. Les solutions de formaldéhyde sont
les fixateurs les plus répandus.

4.1.2. Déshydratation

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

dure 45 minutes.
4.1.3. Clarification

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

xyléne. Chaque bain dure 45 minutes.
4.1.4. Inclusion

L’inclusion est effectuée avec de la paraffine, les échantillons sont placés dans deux bains

successifs de paraftine pendant une heure chacun a une température de 56°C puis coulés dans

N
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des moules métalliques. Ensuite, des cassettes en plastique seront fixes dessus et le volume
sera complété avec de la paraffine, puis mis au congélateur pendant 15 minutes pour une

bonne solidification.
4.2. Traitement des lames

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

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

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

Avant de procéder a la coloration des lames, il faut les déparaffiner et les réehydrater.
4.2.2. Déparaffinage

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

Chaque bain dure 10 minutes.
4.2.3. Réhydratation

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

70°). Chaque bain dure 2 minutes; le dernier est suivi d’un ringage a 1’eau courante.
4.2.4. Coloration

Les lames sont colorées a 1’hémalun—é€osine qui représente la plus simple des colorations
combinées. On a fait agir successivement un colorant nucléaire « basique » 1’hématéine, et un
colorant cytoplasmique «acide», 1’éosine. La coloration du noyau est bleu-noir et le cytoplasme
rose a rouge. La préparation du colorant hématéine de Harris est indiquée dans le tableau 5
(Hould, 1984).

La coloration des lames s’effectue comme suit:

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

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

3. Colorer les lames a 1’éosine alcoolisée (2g d’¢osine dans 100ml d’alcool éthylique)
pendant 10 secondes.

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

X
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5. Mettre les lames dans du toluéne pendant 1 minute.
6. Mettre entre les lames et lamelle une goutte de baume de Canada ou d’eukitt.

7. Laisser secher puis observer au microscope optique.
5. Analyse statistique

Les resultats sont présentés sous forme de moyenne * erreur standard (X £ ES). Les
comparaisons de deux moyennes sont réalisées en moyen d’un test t de student. Les
comparaisons de plusieurs moyennes sont realisées par I’analyse de variance (ANOVA). Le
seuil de signification retenu est celui qui est habituellement considéré, soit 5 %.

L’analyse statistique est effectuée a I’aide d’un logiciel GraphPad Prism (version 5.01).
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Tableau 04 : Composition chimique de la solution PBS

Composants Quantités ‘
Na2HPO4 1 1.6g
KH2PO4 2 2

NaCl 80g
KClI 2 29
Eau ultra pure 1000 ml

Tableau 05 : Composition du colorant a I’hématéine de Harris (Hould., 1984).

‘ Composants Quantités
Hématoxyline 5¢
Alun de potassium 100g
Ethanol absolu 50 ml
Eau distillée 1000 ml

Faire bouillir le mélange

Oxyde mercurique 2,59

Chauffer la solution et filtrer avant usage

E
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1. Teneurs en antioxydants et activités antioxydantes

Dans la premiere partie de ce travail, nous avons étudié la composition de la gelée royale

en composé phénolique et d’évaluer son activité antioxydante.

1.1. Composés phénoliques

Les composés phénoliques constituent la base des principes actifs des plantes médicinales
(Macheix et al., 2005), Leur role d’antioxydants naturels suscite de plus en plus d’intérét pour
la prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires et cardiovasculaires
(Vérban et al., 2009).

Nous suggérons que les résultats du dosage des composés phénoliques de la gelée royale
soient compris entre 0,15-23,5 mg EAG/g.

Les résultats de notre étude ont été supposés sur la base d'une multitude d'études récentes
qui ont toutes caractérisé la gelée royale dans plusieurs pays géographiquement distincts

Une étude faite par Pavel et al. (2014) montre que la gelée royale Roumaine contient (23,49
+ 6,36 mg EAG/g) de polyhénoles. Cette quantité est semblable a celles mentionnées dans
I’étude de Nagai et al. (2004) concernant la gelée royale japonaise (21,2mg EAG/g). En plus,
I’étude menée récemment par Balkanska, (2018) sur la gelée royale Bulgare a montré une
teneur de 18,07+4,39 mg EAG/g. Alors que les travaux de Nabas et al. (2014) sur la gelée
royale de Jordanie, ont mentionné une teneur inférieure de polyphénole (23,30 pg EAG/Q).

En outre, Liu et al. (2008) ont rapporté que la teneur des polyphénoles totales dans la gelée
royale Taiwanaise était comprise entre 0,150 et 2,19 mg EAG/ ¢

D’un autre coté, la gelée royale de quelque pays méditerranéens contient moins de
polyhénoles par rapport aux données précédentes. En effet, la gelée royale marocaine contient
un taux de composés phénoliques situé entre 3 a 9 mg EAG/g, et un taux de 3,1 mg EAG/g
pour celle de I’Espagne et du Portugal (El-Guendouz et al., 2020). Cependant, La présence
des polyphénoles est minime dans la gelée royale analysée en Algérie et en Turquie (0,75 mg
EAG/g et 0,059mg EAG/g respectivement) (Ait Soura & Mecellem, 2017; Ozko & Silici,
2017).

A l'instar du miel, la composition chimique de la gelée royale est relativement constante
quelles que soient les races d'abeilles (Barnutiu et al., 2012), mais la variation des teneurs en
composés phénoliques rapportées dans la littérature peut étre attribuées dans les pays cités
peut revenir aux différentes origines géographiques, elle dépend aussi de divers facteurs,

notamment les espéces végetales utilisées par les abeilles, la source de florale, la période de la
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récolte, et les facteurs environnementaux. (Kucuk et al., 2007). Les conditions de stockage, de
transport, les techniques d’extraction et la nature et le volume du solvant utilisés pour le

dosage influencent aussi sur la quantité des polyphénoles (Ucar & Barlak, 2019).

Les composants phénoliques posseédent des propriétés antioxydantes, anti-agrégantes
plaquettaires, anti-inflammatoires, anti-allergiques, anti-tumorales et anti-thrombotiques.
C’est ce qui justifie son utilisation croissante en thérapeutique (Martin & Andriantsitohaina,
2002).

1.2. Teneurs en Flavonoides

Dans la gelée royale, la plupart des composés phénoliques sont sous forme de flavonoides
ces derniers sont connus pour posséder des propriétés antioxydantes qui peuvent jouer un réle

clé dans les activités pharmacologiques de la GR.

Les composés phénoliques de la gelée royale comprennent du phénol et des groupes
carboxyliques (De Paula et al., 2017). Parmi les composés flavonoides, diverses structures ont
pu étre distinguées, telles que les flavones (I'apigénine et ses glycosides, La lutéoline, la
chrysine et I’acacétine), les flavanones (la naringénine, 1'hespéridine et I’isosakuranétine), les
flavonols (le kaempférol et I'isorhamnetine) et les isoflavonoides (la génistéine et la
formononétine) (Lopez-Gutiérrez et al., 2014; Ahmad et al., 2020).

La teneur en flavonoides des différents produits de la ruche, y compris la gelée royale,
varié entre 1,39 a 987,33 mg EQ/100g.

La gelée royale algérienne contient une teneur en flavonoides de 5,33 mg EQ/100g (Ait
Soura & Mecellem, 2017). Tandis que, cette teneur est inférieure a celle de Jordanie 128mg
EQ /100g) (Nabas et al., 2014).

La différence entre les deux études peut revenir a différents facteurs la date de récolte, la
durée de stockage, I’utilisation de standards différents, la méthode et le volume du solvant

utilisé pour le dosage.
1.3. Teneurs en flavonols

Les Flavonols comptent parmi les sous-classes des flavonoides les plus importantes, ils
sont présents dans la majorité des fruits et légumes et les extraits des plantes (Kuresh et al.,
2002).

Il existe peu d'études qui aient analyse les flavonols contenus dans la GR. La gelée royale
décrite en Algérie contient 0,0248 mg EQ/g de flavonols (Ait Soura & Mecellem, 2017).
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Les flavonols sont connus pour leurs multiples fonctions biologiques telles que les activites
antiallergénique, anti-inflammatoire, antimicrobienne, antithrombotique, antioxydante,
cardioprotectrice et vasodilatatrice (Manach et al., 2005).

2. Evaluation de Iactivité antioxydante
2.1. Activité antiradical DPPH

Le radical DPPH est généralement 1’un des substrats les plus utilisés pour 1’évaluation
rapide et directe de ’activité¢ antioxydante en raison de sa stabilité en forme radicale et la
simplicité de 1’analyse (Bozin et al., 2008).

L’activité antioxydante mesurée par DPPH de la gelée royale est probablement comprise
entre 0,59 a 37,23 mg EAG/g, d’un autre coté elle doit &tre en corrélation avec le contenu des
polyphénoles totales.

D’aprés Pavel et al. (2014), I’activité antioxydante de la gelée royale Romaine est de 37,23
mg EAG/g et 24,90 + 6,41mg EAG/g pour la GR de la Bulgarie. Cependant, cette activité est
minime dans la gelée royale analysée en Algérie, en Turquie et en Lituanie (1,85mg EAG/g,
0,59mg EAG/g et 0,82mg EAG/g respectivement) (Ait Soura & Mecellem, 2017; Ozké &
Silici, 2017).

L’étude de Balkanska (2018) révele un pourcentage d'inhibition du radical libre (DPPH)
entre 10,17 a 39,39% de la gelée royale de la Bulgarie.

Ces différences peuvent revenir aux différentes origines géographiques, c'est pour cela
I'activité antiradicalaire dépend de la nature des composés phénoliques disponibles. Aussi la
nature de 1’extrait utilisé pour le dosage peut changer la valeur de I’activité antioxydante.

Certains auteurs ont rapporté que les fractions protéiques et phénoliques de la GR ont un
pouvoir antioxydants élevées et une activités de piégeage des radicaux libres contre les
espéces réactives de l'oxygene (Nagai & Inoue, 2004; Silici et al., 2009; Ozkok & Silici,
2017). Les propriétés antioxydantes ont été attribuées a certaines biomolécules et composés
de GR tels que les protéines d'albumine, I'acide 10-hydroxy-2-décénoique (10-HDA) ainsi que
les composés polyphénoliques (Guo et al., 2005; Liu et al., 2008; Balkanska, 2018).
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2. Evaluation de I’effet antioxydant de la gelée royale chez des souris Balb/c sensibilisées

a la p-Lactoglobuline

Ce travail nous a permis d’étudier une éventuelle corrélation entre le stress oxydatif et le
développement de I’APLV induite par la B-Lg avec le test de TBARS en mesurant le MDA,
un produit final de la peroxydation lipidique.

Un model de souris femelle de la souche Balb/c est utilisé durant cette deuxieme partie de
travail, cette souche se caractérise par un complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)
proche a celui de ’'Homme et par une balance Th1/Th2 facile a mettre en évidence que chez
I’Homme (Magnan et al., 1997).

Pour la sensibilisation des souris a la B-Lg, nous avons choisi la voie intrapéritonéale en
présence d’hydroxyde d’aluminium, car elle est facile d’utilisation et permet d’introduire
I’antigéne directement au niveau systémique. Elle est efficace, optimise les réponses
immunitaires et entraine une production importante d’IgE spécifiques (Dearman, 2003; Chen
etal., 2013).

Les résultats suggérés dans cette étude sont basés de la littérature.

Les travaux de Grar, (2017) montrent que la sensibilisation intrapéritonéale a la p-Lg
induit une augmentation significative de la peroxydation lipidique au niveau hépatique et
intestinal par rapport aux souris non sensibilisées. En revanche, aucune différence
significative n’est constatée au niveau sérique.

L’étude d’Amin et al. (2015) montre une augmentation de la peroxydation lipidique
reflétée par un taux élevé du MDA est retrouvée dans le sérum de tous les enfants allergiques.
De méme, les résultats précédents semblent supporter I’hypothése de 1’implication des ROS
dans la réaction allergique (Yang et al., 2013).

La supplémentation de 1’organisme par des antioxydants exogenes tel que la vitamine E, le
B-caroténe et aussi la taurine avant la sensibilisation a la B-lg entraine une inhibition
significative de ’augmentation de la peroxydation lipidique qui se traduit par une diminution
des teneurs en TBARS au niveau intestinale et hépatique (Grar, 2017; Ainad-Tabet, 2019).

Dans cette étude, nous suggérons que I’administration de la GR pourrait réduire
I’augmentation de la peroxydation lipidique induite par la f-Lg aux niveaux hépatique et

intestinal.
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Plusieurs hypothéses postulent pour expliquer 1’activité antioxydante de la GR au niveau
hépatique et intestinale, la premiére est que la GR a la capacité de réduire la réponse
allergique de type Th2 en diminuant le nombre des mastocytes et par conséquent la
production des ERO. Guendouz et al. (2017), ont montré une diminution significative du
nombre des mastocytes intestinaux et du taux d’histamine plasmatique chez les souris qui ont
recu la gelée royale a 0,5g/kg, 1g/kg et 1,5g/kg pendant 7 jours et ensuite sensibilisées a la -
Lg.

Yang et al. (2013) ont montré que la dégranulation des mastocytes induite par les
allergenes alimentaires et plus particuliérement par 1’ovalbumine dépend de la production des
ERO. Les ERO influencent de maniére importante I'évolution de I'inflammation allergique
(Kim et al., 2005; Ghosh et al., 2006; Springer et al., 2007) en stimulant la libération de
I’histamine par les mastocytes (Niu et al., 1996; Kim et al., 2005; Ghosh et al., 2006). De
méme, une étude récente montre que I'histamine stimule la production des especes oxydatives
et plus particuliérement le peroxyde d’hydrogene (H20>) par les cellules épithéliales (Rada et
al., 2014). Cependant, jusqu'a present, le mécanisme par lequel les ERO influencent la
signalisation des mastocytes reste encore mal compris (Kim et al., 2013).

La deuxieme hypothese serait que la GR augmente l'activité enzymatique antioxydante et
diminue la peroxydation lipidique. Mahmoud & Fenghour, (2016) ont montré que la
supplémentation de la gelée royale chez les rats traités par le formaldéhyde a provoqué une
amélioration du statut antioxydant au niveau hépatique et une baisse de la peroxydation
lipidique hépatique.

L'efficacité antioxydante de la GR a été évaluée dans diverses études. Dans I'étude réalisée
par Kanbur et al. (2009) et dans I'étude réalisée par Kaynar et al. (2012), il a été rapporté que
les enzymes antioxydantes sont significativement plus élevées dans les groupes ayant recu la
GR par rapport aux autres groupes.

El Nekeety et al. (2007), ont également reporté que la supplémentation en gelée royale
diminue I’expression des genes du cytochrome CYP3A14, diminue I’action des enzymes
catalysant la peroxydation lipidique et augmente la glutathion peroxydase.

Les effets protecteurs de la gelée royale sont probablement dus a la présence de composes
phénoliques qui sous leurs nombreuses formes sont les principaux composants responsables
des propriétés fonctionnelles de nombreux aliments, comme les capacités antioxydantes et
anti-inflammatoires (Kerem et al., 2006; Wu et al., 2006; Almaraz-Abarca et al., 2007; Arzi et

al., 2015). D’autre part, les composés phénoliques sont connus pour leurs capacités de

-
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recycler la vitamine E et de piéger les radicaux libres, ceci peut donc participer directement a
une réduction de 1’utilisation du GSH (Babu et al., 2006; Wu et al.,2006)

De méme, La GR contient egalement des oligoéléments et des vitamines qui jouent un réle
protecteur vis-a-vis les radicaux libres. En plus, de la vitamine C, la gelée royale renferme de
la vitamine E a 1’état de trace et qui posséde des propriétés anti-inflammatoires et anti-
radicalaires (Zimmermann, 2002).

En outre, une étude récente montre I’effet antioxydant de la protéine majeur da la gelée
royale 2 (MRJP2), cette protéine protége les cellules de mammiféres et d’insectes via la
protection direct de la cellule contre le stress oxydatif, ce qui entraine une réduction de
I’activité de la caspase-3 et 1’apoptose cellulaire induite par le stress oxydatif. De plus, la
MRJP2 présente une activit¢ de protection de I’ADN contre les espéces réactives de
I’oxygeéne (ERO) (Park et al., 2019).

Nagai et al. (2006), montrent I’activité antioxydante des hydrolysats protéiques de la GR
sur les radicaux libres. Les peptides seraient donc bien a 1’origine de ’activité antioxydante de
la gelée royale. Cependant, les peptides ne seraient pas les seuls responsables de cette activité.

D’aprés les études mentionnées précédemment l'activité antioxydante de la GR est

probablement due aux composés phénoliques, aux vitamines, aux protéines et aux peptides.

3. Etude histologique

La dernicre partie de notre travail consiste a I’évaluation de 1’effet protecteurs de la gelée
royale contre les altérations tissulaires au niveau du jéjunum provoquées par la protéine
sensibilisante (B-Lg).

En effet comme le montre la figure 6 les souris ayant recu une solution d’eau physiologique
puis sensibilisées a la B-Lg (T+) présentent des villosités jéjunales élargies et atrophiées ainsi
qu’une infiltration des lymphocytes intra-épithéliaux au niveau du chorion. Par ailleurs les
souris n’ayant regu aucun traitement (T-) présentent des villosités plus longues et plus fines
(Figure 5). Ces resultats concordent avec ceux obtenus par Addou et al. (2004); Negaoui et al.
(2009); Grar et al. (2015); Haddi et al. (2018); Ainad-Tabet et al. (2019). Cette infiltration
lymphocytaire intra-épithéliale suggere une réponse allergique inflammatoire.

Quant au groupe de souris prétraitées a la GR puis sensibilisées a la B-Lg, 1’analyse
histologique révéle une architecture intestinale nettement améliorée comparée au T+, les

villosités sont longues et fines et ’infiltration lymphocytaire intra-épithéliale est moins

prononcée (Figure 7). Les mémes résultats ont été constatés par Guendouz et al. 2017, ceci

<
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confirment que la gelée royale exerce des effets protecteurs contre les lésions tissulaires
intestinales.

Les travaux de Karaca et al. (2010) ont montré que I’administration de la gelée royale par
voie orale diminue le nombre des mastocytes et réduit le domaine de I'érosion du célon chez
les rats atteints de la colite.

L’effet protecteur de la gelée royale a été aussi étudié par Kaynar et al. (2012), qui ont
montré que I'administration orale de la gelée royale diminue les dommages intestinaux induits

par le méthotrexate (un agent chimiothérapeutique).

D’aprés Ghanbari et al. (2016), la gelée royale exerce des effets protecteurs contre les

Iésions tissulaires. Toutefois, le mécanisme exact de son effet reste encore inconnu.

Nous supposons que 1’amélioration de 1’architecture intestinale est principalement due aux
composés phénoliques (pincipalement les flavonoides) de la gelée royale qui en ayant des

capacités antioxydantes et anti-inflammatoires préviennent les lésions tissulaires.

*
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Figure 05 : Observation microscopique d’un fragment de jéjunum d’une souris du groupe

témoin négatif (coloration a I’hémalun-éosine) (Gx100).

Figure 06 : Observation microscopique d’un fragment de jéjunum d’une souris du groupe

témoin positif ayant recu per os une solution saline puis sensibilisées a la f-Lg (coloration a
I’hémalun-éosine) (Gx100).
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Figure 07 : Observation microscopique des fragments de jéjunums des souris ayant regu per
os la gelée royale a une dose de 1g/kg pendant 7 jours puis sensibilisées a la -Lg (coloration

a I’hématoxyline-éosine) (Gx100).
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Conclusion

L’objectif principal de ce travail était d’évaluer les propriétés antioxydantes de la gelée
royale et étudier son effet vis-a-vis du stress oxydant induit par I’APLV chez les souris
femelles de la souche Balb/c.

La premiére partie de ce travail a été consacree a la quantification des antioxydants et a
I’évaluation de I’activité antioxydante de la gelée royale par le test de DPPH. La composition
en antioxydant, spécifiquement les composées phénoliques, differe fortement en fonction de
I’origine géographique. Ces derniers sont connus pour leurs propriétés bénéfiques pour la
santé, comme leur pouvoir antioxydant, anti inflammatoire et plus récemment pour leur
potentiel anti-allergique.

Dans la seconde partie de ce travail, un dosage des TBARS a été prévu pour mettre en
¢vidence DI’implication du stress oxydant dans le déclanchement de I’APLV.
Malheureusement, nous n’avons pas pu réaliser cette partie du travail, a cause de I'état
d'urgence sanitaire préconisé par le gouvernement pour lutter contre la progression du
COVID-19.

Cependant, nous avons pu évaluer I'effet du prétraitement avec de la gelée royale,
administrée par voie orale a une dose de 1g/kg pendant 7 jours, sur 1’architecture intestinale
des souris Balb/c sensibilisées a la B-Lg. Cette derniére a permis de prévenir 1’action délétere
induite par DI’immunisation a la p-Lg. Cet effet protecteur est lié aux capacités
immunomodulatrices et antioxydantes de la gelée royale.

Notre pays posséde une biodiversité végétale immense, et une caractérisation de la gelée
royale algérienne est nécessaire pour valoriser les produits apicoles locaux. De plus, il est
important d’étudier I’activité préventive de la gelée royale sur d’autres types d’allergies ainsi
que ses propriétés thérapeutiques contre différentes maladies telles que les maladies auto-
immunes et les cancers. D’autre part, des études plus approfondies seront nécessaires pour

mieux comprendre le lien existant entre I’APLV et le stress oxydatif.
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Cow's milk protein allergy (CMPA) is considered a public health problem. Understanding this
pathology has made it possible to look for other therapeutic options such as the antioxidant
therapy, which has undergone a great evolution in recent years. Royal jelly (RJ) is a natural
substance rich in antioxidants that can cope with oxidative stress and prevent allergic responses.

The aim of our work is to assess the antioxidant effect of royal jelly in CMPA using Balb /c
mice as an experimental model.

The RJ used in this work was first evaluated for its antioxidant properties by the DPPH test.
Then, with a view to studying its antioxidant effect, 30 female Balb/c mice, aged 4 weeks, are
divided into 3 groups of 10 mice each. A positive control group , a negative control group and a
group whose mice receive royal jelly as a pretreatment by gastric gavage at a dose of 1g/kg, mice
of the positive control group received by gavage physiological water for 7 consecutive days, all
experimental mice except negative controls, are sensitized by the intraperitoneal route to B-
Lactoglobulin (B-Lg), a major allergen of cow's milk, on the 35th day of the experiment, a
sampling of blood and organs (liver and intestine) is performed to measure the content of
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) ,and assess lipid peroxidation in sera and
tissues. Finally, the impact of RJ on allergic intestinal inflammation is assessed by histological
and morphometric examination.

Given the exceptional situation the world is experiencing today following the pandemic
caused by Covid-19, as well as the state of containment established by our government, work at
the laboratory | was impossible, and we found ourselves in the inability to continue our
experimental work. Only the results concerning the histological study on the effect of GR on the
intestinal architecture were obtained.

Based on several experiences that have shown the link between oxidative stress and cow's
milk protein allergy, we have deduced that royal jelly, thanks to its antioxidant and antiallergic
properties, can modulate the allergic reaction and prevent the deleterious action of B-Lg by
reducing the increase in lipid peroxidation. It can also prevent damage of the intestinal lining
caused by immunization.

Keywords: Antioxidants, Royal jelly, CMPA, Oxidative stress, -Lactoglobulin




