gl A Jagal) Ay i1 3ad) iy ggan
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

Al Gl g al) adasl) 5515 g
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE

A ~1955¢ 9) 20 dzala
UNIVERSITE 20 AOUT 1955- SKIKDA

Faculté des Sciences
Département des Sciences de la Nature et de la Vie

Meémoire Presenté en Vue de I’Obtention du Dipléme de Master

Filiere : Sciences Biologiques
Spécialité : Biochimie Appliquée
Intitulé :

Contribution a I’étude de P’activité immunomodulatrice de la
plante médicinale vitex agnus Castus

Présenté Par : CHAREF Amira
DJEKRIF Douaa
FRIGA Fatima

Membre de Jury:
Pr. SLIMANI souheila Président Univ. du 20 Ao(t 1955 — Skikda

Dr. BELAMBRI SAHRA Amel Promoteur Univ. du 20 Ao(t 1955 — Skikda
Dr. KHADRI sihem Examinateur Univ. du 20 Ao(t 1955 — Skikda

Année universitaire 2022/2023




Remerciment

Avant tout, on remercie Allah le tout puissant de nous avoir donnée le
courage, la patience et la persévérance pour pouvoir d chever ce
travail.

Tout d’abord, ce travail ne serait pas aussi viche et n’aurait pas pu le
Jjour sans l'aide et 'encadrement de Dvr BILEMBRI SAHRA Amel

On le remercie pour la qualité de son encadrement exceptionnel, pour
sa patience, sa rigueur et sa disponibilité durant notre préparation de
ce méemoire.

On remercie nos chers parents pour leur soutien financier et moral
continu

Nous tenons également a remercier a Pr SLIMANI Souheila qui nous a
fait un grand honneur en acceptant de présider ce jury.

Nos remerciements s’orientent ensuite vers Dv KHADRI Sihem qui nous
a fait 'honneur d’avoir accepté d’examiner et juger ce travail.

Remerciments s’adressent également au médecin et le groupe de service
anatomie pathologique et aussi le groupe de CRMT sonatrach pour son
aide pratique et son soutien moral et ses encouragements.

Un grand merci au doctorante BOUACHA Anissa pour sa disponibilité
et son aide pratique et pour les bonnes conditions qu’elle a assurer et la
collegue hind pour son aide pratique




Dédicace

Je dédie ce travail a :
A Mes trés chers parents
Pour leur soutien continu tout au long de ma vie et de mon parcours
scolaire, leurs émotions, leur amour, leur fatigue et leurs
encouragements
Toujours pour moi autant d’exemple et source de tendresse et de
courage.
A Mon cher fiancé Chamss Edin
Pour son soutien continu, ses encouragements et son aide dans
I'organisation de ma mémoire

A Mes Chers freres
Amer et ses enfants, Ahmed et Mouhamed, Ils sont mon soutien
A Mes chéres soeures

Souhila, Karima et Meriem et leurs enfants pour leur amour, et leur

encouragement

A les femmes de mes frére Asma et Chaima , A mon ami proche Marwa

et A toute ma famille et mes amis

Friga Fatima




Dédicaces
A mon pére et ma meére, ma chére sceur et mes chers fréres qui
Vous avez toujours cru en moi et su me redonner confiance lorsque
la motivation n'était plus au rendez-vous. Acceptez ce travail
comme le téemoignage de mon profond amour et mon attachement
indéfectible.

Djekrif Douaa




Dédicace

Je dédie ce mémoire

A mon pére qui m'a soutenu et encouragé durant les années qu'il a

vécu.
A ma mére qui m'a soutenu et encouragé durant ces années d'études.
Qu'elle trouve ici le témoignage de ma profonde reconnaissance.

A mes sceurs wafa et khouloud, mes neveux ilyes et djessim et
chouaib et ma niece ihcen qui ont partagé avec moi tous les moments
d'émotion lors de la réalisation de ce travail. Ils m'ont

chaleureusement encouragé tout au long de mon parcours.

A ma famille, mes proches et a ceux qui me donnent de 'amour et de

la vivacité.

A tous mes amis qui m'ont toujours encouragé, et a qui je souhaite

plus de succés

A tous ceux que j'aime

CHAREF AMIRA




Liste des figures

Figures page

Figure 1 : schéma simplifié du systéme immunitaire. Tc, 06
Lymphocytes T cytotoxiques ; Th, Lymphocytes T auxiliaires

Figure 2 : image réel présente la fleur du gattilier, et fruit du 08
gattilier

Figure 3 : rats de I’expérience 11
Figure 4 : schéma récapitulatif de protocole expérimentale 12
Figure 5 : Préparations des organes pour I’¢tude histologique 13
Figure 6 : eétapes de réalisation des coupes histologique. 14
Figure 7 : variation de nombre des globule blancs (x10%/L) 15
Figure 8 : les variation du taux de la Ferritine (mg / ml) 16
Figure 9 : les variations du taux de la Crp (mg/l) 17
Figure 10 : Des coupes longitudinales de foie(A), et de larate (B) | 18

de pancréas (C)




Liste des tableaux

tableaux

page

représente la classification taxonomique de la plante Selon « An
Integrated System of Classification of Flowering Plants (1981) »

09




La liste d’abréviation :

CSH : Cellules Souches Hématopoiétiques
CD34+ : Cluster De Différenciation

LB : Lymphocyte B

LT : Lymphocyte T

TC : Lymphocyte T Cytotoxique

Th: Lymphocyte T Helper

NK: Naturel killer

BCR: Recepteur Cellule B

TCR : Recepteur cellule T

IGM : Immunoglobulines M

IGD : Immunoglobulines D

IL-1 : Interleukine-1

IL-4 : Interleukine-4

TNF-a : Facteurs De Nécrose Tumorale A
IFNy : Interféron I

PMS : Syndrome Prémenstruel

LH : Hormone Lutéinisante

CRP : Protéine C Réactive

FNS : Numération De La Formule Sanguine



¢ Remerciment
e Dédicace
e Liste des figures

e Listes des tableaux

Sommaire

| 5900 (0 16 L0 To] 5 10 ) o N 01

1. HematoPOiCSE.ereerreeensrereneresnressnsrosssossnsssssnsscssssessnnns 02
2. SySteme IMMUNITAITC. euerererernreenssssasssssessosssssssssnsssnnsnes 04
2.1.  Les Cellules IimmunitaireS...oeeeeeeeeeeeieeeenrenneceacennns 0S
3. Plante d’¢tude : Vitex agnus CAStUS «ovevevereeisnresisniesenssesnssonns 08
5.1 Composition ChIMIQUES..eeeeereeererereenrernsesnssonnsesenses 09
3.2.  Utilisations therapeutiqueS..cueeeerereeieereensreeessecensonns 09
3.3. Activités pharmacologiqUesS..eeeeeeteressieseercssesscosnssens 09

Matériels et méthodes

) LY 1 7<) 0 1<) 11
1.1. Animaux d’€tude...ccceeiieeiiieiiiniiiiiieiiiiiiiniiiniennnens 11

1.2.  Plante d’étude..ccceieiieiiniiiiiiiiiieiiniiiiiiiiieiiniciecinnnnn 11

2V (531 410 T [ 11
2.1.  Mcéthode d’eXtraction ..ceeeeeeeeeeierinreeciecinececnnennccnns 11

2.2.  Etude in vivo de I’effet immuno- modulateur de I’extrait Vitex agnus

CASTUS . tuerreerennnnseosennsssecsssnsssssssssnssossssnnssssssnnnssssssses 12
2.3.  Etude histopathologique...cceeeeeereinreinreinreinecsinrennrenne 13

Résultats et discussion

1. RESUIALS vuvinniiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieitiieesnecnnnnes 15
1.1. Effets de ’extrait de Vitex agnus castus sur les parametres
héMatolOZIQUES.cueerererenrernreenresnecsnersnscsensoensssnsosnssonsons 15



1.2. Effets de I’extrait de Vitex agnus castus sur les paramétres

ID 0] (0 e 10 1§ 1R 17
2. DISCUSSION e ttteereeeeeeeneeeeeessssseseecsssssssssssssssssssssssssssssssaassnnns 19
1) 1 16 L1 1) 1 20

Références Bibliographiques........cccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnicnnns 22



Résumé

Le but de notre étude est d’évaluer 1’effet immunomodulateur de 1’extrait alcoolique Vitex
agnus castus largement utilisée en médecine traditionnelle en Algérie. Pour cela, nous avons utilisé
un modéle animal d’immunoaltération en utilisant la prédnisolone pour altérer le systeme immunitaire
chez le rat. Les tests sont effectués sur des groupes de rats traités ou non par la prédnisolone
(0.6mg/kg) avec ou non administration orale de I’extrait du gattilier (100mg/kg). Apres 30 jours
consécutifs de traitement, un échantillon de sang a été prélevé (pour le dosage de quelques parametres
sanguins) et de quelques organes (pour I'étude histologique). Les résultats obtenus indiquent que le
traitement par la prédnisolone seule et avec I’extrait du gattilier n’a pas affect¢ de maniere
significative (p>0.05) le nombre des leucocytes chez ces rats comparés aux rats du groupe témoin.
Par contre, nous avons montré que la prédnisolone a réduit tres significativement le taux de la ferritine
75%=xSEM. Cette diminution a été inhibée de pres de 4+SEM % par le traitement oral au Gattilier.
Par ailleurs, le dosage de la CRP chez les rats étudiés, n’a pas montré de résultat concluant vue qu’il
n’ay a pas eu de différence significative au sein des différents groupes de rats. Outre les paramétres
sanguins testés, l'observation microscopique des coupes histologiques du foie, de la rate et du
pancréas a montré une inflammation du foie et une adénite réactionnelle du pancréas chez rats traites
par la prédnisolone, et I’extrait du gattilier administré par voie orale n’a pas remédié aux atteintes de
ces organes. En prenant en considération ’ensemble des résultats apportés par cette étude, il est
possible de suggérer que ’extrait hydroalcoolique a donné un effet immunomdulateur modéré dans
nos conditions de travail, car de tous les parameétres testés, il a pu rétablir uniqguement le taux de la

ferritine qui a été fortement diminuée par la prédnisolone.

Mots clés :

Vitex agnus castus, corticoide, ferritine, protéine C réactive, leucocytes, extrait de

plante, immunomodulateur, inflammation
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Abstract

The purpose of our study is to assess the immunomodulatory effect of the alcoholic extract Vitex
agnus castus widely used in traditional medicine in Algeria. For this, we used an animal model of
Immunoalteration using prednisolone to alter the immune system in rats. The tests are carried out on
groups of rats treated or not with prednisolone (0.6mg / kg) with or without oral administration of the
extract of the plant (100mg / kg). After 30 consecutive days of treatment, a blood sample was taken
(for the determination of some blood parameters) and some organs (for the histological study). The
results obtained indicate that the treatment with prednisolone alone and with the extract of plant the
did not significantly affect (p > 0.05) the number of leukocytes in these rats compared to rats of the
control group. On the other hand, we have shown that prednisolone very significantly reduced the
level of ferritin 75% + SEM. This decrease was inhibited by almost 4 + SEM % by oral treatment
with chaste tree. Furthermore, the dosage of CRP in the rats studied did not show any conclusive
result since there was no significant difference within the different groups of rats. In addition to the
blood parameters tested, microscopic observation of histological sections of the liver, spleen and
pancreas have shown inflammation of the liver and reactive adenitis of the pancreas in rats treated
with prednisolone, and the extract of chaste tree administered orally did not remedy the damage to
these organs. Taking into consideration all of the results provided by this study, it is possible to
suggest that the hydroalcoholic extract gave a moderate immunomdulatory effect in our working
conditions, because of all the parameters tested, it was able to restore only the level of ferritin which

was greatly reduced by prednisolone.
Keywords :

Vitex agnus castus, corticosteroid, ferritin, reactive protein C, leukocytes, plant extract,

immunomodulator, inflammation
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INTRODUCTION

Le corps humain est continuellement exposé a différents types d’agressions susceptibles de
menacer son équilibre et son homéostasie. Ces agressions peuvent étre d’origine exogéne comme des
agents infectieux ou des traumatismes, ou endogene comme des cellules tumorales qui se développent
dans I’organisme. Pour faire face a ces agressions, 1’organisme est doté d’un systéeme de défense
élégant et trés complexe représenté par le systéme immunitaire qui réagit aux attaques par une réponse
qui peut étre innée et rapide ou adaptative et tardive. Ce systéme immunitaire censé protéger et
défendre 1’étre vivant peut-étre lui-méme a 1’origine de la base pathologique de différentes maladies
comme les maladies inflammatoires ou les immunodéficiences. On a recours dans ces cas-1a a des
traitements par des immunomodulateurs qui sont des substances d’origine naturelle ou synthétique
qui peuvent moduler les composantes du systeme immunitaire par une stimulation spécifique ou un

effet suppresseur (Juyal et Singla, 2001).

L’immunomodulation utilisant les plantes médicinales est d'un intérét primordial dans le
milieu scientifique car elle pourrait fournir une alternative a la chimiothérapie conventionnelle pour
une tres large gamme de maladies (Ganju et al., 2003). En effet, les immunomodulateurs d’origine
naturelle sont considérés comme peu toxiques et doux par rapport aux molécules pharmacologiques

habituellement utilisées.

Les plantes médicinales demeurent encore une source de soins médicaux dans les pays en voie
de développement, en absence d’un systéme de santé moderne (TABUTI et al., 2003). Le territoire
algérien, de par sa position géographique, présente une large gamme de végétation riche et de diverses
d’étages bioclimatiques de plantes utilisées comme condiments, aliments naturels OuU encore a usage
thérapeutiques (Emberger, 1971). Parmi ces plantes Vitex agnus castus (le gattilier) est une plante
de la famille des Lamiaceae réputée en médecine folklorique pour avoir des activités biologiques tres

intéressantes comme notamment les activités immunomodulatrices.

Nous avons alors orienté notre travail dans ce sens, et nous avons choisi de tester I’extrait du
gatiilier pour essayer de confirmer et évaluer son effet immunomodulateur. Pour ce faire, nous avons

utilisé un modéle animal d’immunoaltération chez le rat induit par la prédnisolone.
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Revue bibliographique
1. Hématopoieése

L’hématopoiése est le processus physiologique couvrant la production et le
renouvellement de I’ensemble des cellules sanguines. Le renouvellement permanent de
ces cellules qui représente environ 90% de la production de nouvelles cellules du corps
humain n’est possible que grace a une petite sous-population des cellules : les cellules
souches hématopoiétiques (Cosgrove et al., 2021). L'hématopoiese commence dans le
sac vitellin et passe temporairement dans le foie avant d'établir finalement une

hématopoiese définitive dans la moelle osseuse et le thymus (Tavian et al., 2010)

e Lescellules souches hématopoiétiques (HSC)

Ce sont des cellules primitives en phase GO et présentant les molécules
CD34+a leur surface. Elles se caractérisent par deux propriétés fondamentales : 1’auto-
renouvellement et la capacité de différenciation en ’ensemble des types cellulaires
sanguins. Le terme est apparu a la fin du XI1Xeme siéecle pour désigner les cellules de
la moelle osseuse ayant un double potentiel de différenciation myéloide et érythroide
(Pappenheim, 1896). La capacité d’auto-renouvellement de ces cellules, quant a elle,
ne sera démontrée qu’avec les travaux de Becker et de Till et McCulloh dans les années
60 (Becker et al, 1963)

e LesProgéniteurs

Ce sont des cellules qui perdent progressivement leur capacité d'auto-
renouvellement et sont capables de se différencier et de s’engager dans une lignée

lymphoide soit myéloide (Chapman et Zhang, 2022).

e Les précurseurs
Ce sont les premieres cellules morphologiquement identifiables, ils ont perdu toute
capacité d'autorenouvellement.

Les différents précurseurs existant sont (Ward et Linden, 2018) :

e Les myéloblastes (Futurs polynucléaires)
e Les proérythroblastes (Futurs hematies)

e Les mégacaryoblastes (Futurs plaguettes)
e Les lymphoblastes (Futurs lymphocytes)

e Les monoblastes (Futurs monocytes)
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e | es cellules matures

Ce sont les cellules terminales fonctionnelles ayant des modifications spécifiques

(noyau, membranes ...), les différentes lignées étant (Loughran, et al., 2020) :

e Lignée érythrocytaire
e Ligneée plaguettaire
e Lignée granulo-monocytairea

e Lignée lymphoide
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2. Systéme immunitaire

Le systéme immunitaire est un réseau complexe formé d'organes, de tissus, de cellules
spécialisées et de protéines qui, ensemble, tentent de protéger le corps humain contre les attaques des
‘envahisseurs étrangers’ susceptibles de causer des infections. Une déficience du systéme
immunitaire peut se manifester par un grand nombre de maladies telles que les infections, le
vieillissement, les allergies, les troubles de divers organes ainsi qu’une série de maladies allant du
cancer au sida (Cherng et al., 2008).

La réponse immune est la fagon la plus efficace du systéme immunitaire pour contrecarrer et
¢liminer I’agent infectieux de l'organisme. Ceci est accompli par l'action mutuelle de 1’immunité
innée (rapide mais non spécifique) et adaptative ou acquise (rapide et trés spécifique) (Volman et al.,

2008).

Le systéme immunitaire inné est constitu¢ de barriere anatomique, de molécules secrétées ainsi
que de composants cellulaires. Parmi les barriéres mécaniques de I’anatomie on retrouve la peau, les
épithéliums internes, le péristaltisme intestinal et les oscillations des cils broncho-pulmonaires. Le
toutes constituent la premiére ligne de défense. L'épithélium agit comme une barriére physique a
l'entrée des microbes et produit également un large éventail de facteurs antimicrobiens. Leucocytes
qui sont impliqués dans cette réponse sont des granulocytes (neutrophiles), les monocytes /
macrophages, les cellules tueuses naturelles (NK) et le systeme de completent. Ces cellules jouent un
role important dans la phagocytose des agents pathogeénes, la production de radicaux libres
(oxydative), la production de cytokines, et la présentation de I'antigéne aux lymphocytes
(Aichour.R,2017).

Contrairement a I'immunité rapide et non spécifique, la réponse immunitaire adaptative est
plus lente, mais tres spécifique. Cette réponse dépend de la production d'anticorps par les lymphocytes
B dirigés contre des antigénes spécifiques présents sur les pathogenes (appelé réponse immunitaire
humorale). Elle implique aussi les lymphocytes T cytotoxique (Tc) et les lymphocytes T auxiliaires
(Th) pour I’attaque directe contre le photogene (réponse immunitaire a médiation cellulaire). Ces
cellules sont responsables de la mémoire immunologique, suite aux contacts répétés avec le méme
antigene (figure01).

Lorsque les leucocytes du systéme immunitaire inné sont activés, ils secrétent les cytokines et
présentent I’antigéne aux lymphocytes B et T, ces derniers activent a leur tour le systéme immunitaire
adaptatif. Cela représente l'interaction entre les deux systemes, qui génere finalement une réponse

immunitaire (Volman et al., 2008).



Revue bibliographique

Systéme Immmunitaire

Naturelle Adaptative (Spéceifique)
Cellules / neutrophiles / \
Syaremes menocyles of immunité cellulaire immunité humorale
umpliqués macrophages
natural killer et systéme - Jubontse B
complement =
Th
(Tno)
Thi Tha
Processus: phagocytoses production des cytokines (Tni+Tn2) | production d'anticorps

activation des macrophages (Tui)
lyse des cellules infectées (Te¢)
activation des cellules I3 (Tuz)

présentation d’antigénes
métabolisme oxydatif
production des cytokines

Figure01 : schéma simplifi¢ du systéme immunitaire. Tc, Lymphocytes T cytotoxiques ; Th,

Lymphocytes T auxiliaires (Volman et al., 2008).

2.1. Cellules immunitaires
Les cellules impliquées dans la défense de I’organisme sont les leucoytes produits dans la
moelle osseuse, ou beaucoup d’entre elles mirissent et migrent vers les tissus en circulant dans les
vaisseaux sanguins et lymphatiques. Certaines d’entre elles sont responsables de la défense générale,
tandis que d’autres sont formées pour lutter contre les agents pathogenes hautement spécifiques. Pour
un fonctionnement efficace, une coopération continue entre ces cellules est nécessaire. Il existe
différents types de leucocytes issus de deux lignées différentes, les cellules lymphoides et les cellules

my¢loides ( Rima Daoudi,2016).

Les lymphocytes sont des petits leucocytes qui possedent une grande responsabilité dans le
systeme immunitaire. Il existe deux principaux types de lymphocytes : lymphocytes B (ou cellules
B), qui lors de I’activation, se différencient en plasmocytes (ou des cellules plasmatiques) capables

de sécréter des anticorps et les lymphocytes T (ou cellules T) ( Rima Daoudi,2016)

a. Lymphocytes B

Les lymphocytes B ont une durée de vie relativement courte par rapport aux lymphocytes T.
Les lymphocytes B, ou cellules B, sont des lymphocytes qui ont pour rdle de sécréter des
immunoglobulines. Les cellules B matures expriment a leur surface des immunoglobulines IgM ou
IgD, qui jouent le role de récepteurs spécifiques de l'antigene ou BCR (B Cell Receptor), mais aussi
différents marqueurs de surface, dont les molécules HLA de classe I et de classe II. Lorsque les

lymphocytes B sont activés, ils proliférent en présence d'IL-4 puis ils se transforment en

5
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lymphoblastes et effectuent une prolifération clonale en plasmocytes. Ces derniers secretent des
anticorps, des immunoglobulines (Ig) libres dont la spécificité est identique a celle des Ig de surface
du lymphocyte B original ( Aichour, 2017).

b. Lymphocytes T

Les cellules T sont appelées ainsi parce qu’elles arrivent a maturité dans le thymus. Elles sont
pour fonction la réglementation des actions des autres cellules,et attaquer directement les cellules
hotes infectées. Les lymphocytesT peuvent €tre subdivisés en trois sous-classes principales: les
cellulesT aideuses,(Thelper), les cytotoxiques ou cellulesT tueuses(T killer)et les lymphocytes T

suppresseurs(suppressor T cells). (Henry Dreher ,1995)

Les cellules T aideuses sont essentiellement chargées de 1’activation des cellules B. Les
cellules T tueuses, sont capables d’éliminer les envahisseurs microbiens, les virus ou les cellules
cancéreuses. Une fois activées et liées a leurs ligands, elles injectent des produits toxiques dans les
autres cellules, perforant leur membrane de surface, et provoquant leur destruction. Les lymphocytes
T suppresseurs quant a elles, sont essentielles au maintien de la réponse immunitaire. Elles servent a
éviter les réactions immunitaires non appropriées (maladies auto-immunes). Les lymphocytes B et T
expriment sur leur surfaces, des récepteurs hautement spécifiques pour un déterminant antigénique
donné. Le récepteur des cellules B est une Forme de 1la molécule d’anticorps li¢ a la membrane, et qui

sera sécrété apres que la Cellule soit convenablement activée. (Charles A Janeway et al.,2005)

c. Les lymphocytes Natural Killer (NK)
Les cellules tueuses naturelles reconnaissent les cellules infectées (en particulier par les virus) ou

les cellules modifiées (par exemple les cellules tumorales). Ces lymphocytes font partie de
l'immunité innée car ils n'expriment pas de récepteur a I'antigéne comme le TCR ou le BCR. Ils
expriment cependant des récepteurs activateurs ou inhibiteurs qui leur sont propres et libérent des
cytokines comme I'I[FNy ou des protéines cytotoxiques contenues dans leurs granulations

(Guislaine et Michelles ,2018)

Les cellules NK sont présentes :

e dans la circulation sanguine, ou elles représentent 5 a15 % des lymphocytes

e dans les organes lymphoides (rate, amygdales, ganglions périphériques)

e dans certains tissus (foie, poumon, placenta...) ou elles exercent un réle de sentinelle.

Leur renouvellement dans le sang est d'environ deux semaines.



Revue bibliographique

d. Macrophages :

Les monocytes sont formés a partir de la moelle osseuse. Ils ont une demi vie de 24-100 heures
et ne constituent que 2-3% des leucocytes circulants (Tanner et al., 1984 ; Russo-Marie et al., 1998).
C’est au niveau du site inflammatoire que les monocytes se différentient en macrophages. Les
macrophages servent de cellules présentant 1’antigéne et lorsqu’ils sont armés d’IgG spécifique ils
agissent comme des cellules cytotoxiques (Shah et al., 2002). Les macrophages sont impliqués dans
la défense de 1’organisme contre les microorganismes, intervient dans I’élimination des cellules
mortes ou endommagges. Ils interviennent également dans la modulation de la réponse immunitaire
et la synthése des molécules biologiquement actives comme les composants du complément, les
prostaglandines, les especes réactives oxygénées, des cytokines (interféron) et des protéases neutres
comme I’¢élastase (Tanner et al., 1984). Les macrophages sont activés dans des sites inflammatoires.
I1s sont aussi activés par les lipopolysaccharides bactérien, l'interféron, I'lL-12, IL-18, le rayonnement
ultraviolet et I'ozone. Les macrophages activés peuvent efficacement détruire les microbes, les
parasites et les cellules tumorales (Shah et al., 2002). Grace a TNF-a et d'IL-1, les macrophages
contrdler la prolifération, la différenciation, et les fonctions effectrices des lymphocytes (Suigiura et

al., 2001).
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3. Plante d’étude : Vitex agnus castus

C’est un arbuste qui grandit au bords des rivicres au pays méditerranées et I’Europe du
sud et de I’est en plus dans 1’Asie centrale (Chiadet al., 2015). Appelé en francais : gattilier,
arbre au poivre, agneau-chaste, poivre de moine, poivre sauvageou encore petit poivre. Alors
qu’en arabe la plante est dite :Jwill s oy ye S 2l ) 3,55 (Ghedira et Goetz,2016). Ce petit
arbre est considéré comme une plante médicinale vu qu’elle est utilisée depuis I’antiquité pout
traiter plusieurs problemes de santé. (Daovy Allais, 2008). En effet, C’est un arbre qui ne
dépasse 6 metre de haut, posséde des feuilles en forme de doigts et fleurs violet, fleurit dans
I'été qui produit apreés la pollinisation un fruit brun foncé a noir de taille similaire aux grains de
poivre posseédant sa saveur et son ardme également un ardbme et saveur de poivre. (Murray,
2020)

Figure 02 : fleur du gattilier (image perssonnelle,2022) et fruit du gattilier (Daovy Allais,
2008).
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Le Tableau 01 représente la classification taxonomique de la plante Selon « An Integrated
System of Classification of Flowering Plants (1981) »

regne Plantae (\VVégétal)
Embranchement Magnoliophyta (=Spermaphytes)
classe Magnoliopsida
ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Vitex L.
Espéce Vitex agnus-castus L.

3.1.Composition chimiques

Le gattilier est principalement composé de terpénes (avec 1’huile essentielle, les iridoides
et les diterpenes), de composés phénoliques (avec les phénols, les flavonoides, les tanins) mais
aussi d’autres composés présents en moindre quantité (huiles grasses) (Daovy Allais et al. ;

2008, Bruneton et al ; 2009).

3.2.Utilisations thérapeutiques
Le gattilier est utilisé depuis longtemps pour traiter plusieurs troubles et maladies comme
le syndrome prémenstruel, I’acné, les Fausse couche habituelle, 1’insuffisance de lactation,
I’hyperprolactinémie ainsi que les problemes de fertilité_ (Romm et al., 2010).
3.3.Activités pharmacologiques
Les effets du gattilier ont essentiellement un caractere hormonal ; une action inhibitrice
sur la sécrétion de prolactine en raison de sa capacité a se lier aux récepteurs de la dopamine et
une action lutéotrope en cas d’insuffisance de corps jaune) (Murray, 2020). Il équilibre la
production de progestérone et d'cestrogénes durant le cycle menstruel, Il participe a la

production du LH.
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1. Matériels
1.1. Animaux d’étude
Notre étude a été effectuée sur des rats Albinos wistar fournis par 1’institut Pasteur d’Alger
dont le poids varie de 130g a 200g. Ils ont été utilisés apres une période d’adaptation de 19 jours, ou

ils sont gardés dans des cages en polypropyléne avec acces libre a I’eau et a I’alimentation.

Figure03 : rats de I’expérience

1.2. Plante d’étude

Nos tests ont été effectués sur 1’extrait brute des feuilles du gattilier ou Vitex agnus castus.
Cette derniere a été récoltée au mois de novembre dans la ville d’Azzaba et lavée deux fois et séchée
pendant 21 jours a ’air libre a température ambiante, puis broyées a 1’aide d’un broyer électrique et

gardée a ’abris de ’air et de la lumiére jusqu’a utilisation.

2. Méthodes
2.1. Méthode d’extraction
La poudre résultante du broyage (500g) du gattilier est soumise a une extraction hydro-
alcoolique (méthanol/eau 5V/1V), Le mélange plante solution hydro-alcoolique est laissé sous
agitation pendant 24h suivi par une filtration sur du papier Watman. Le filtrat récupéré (1400ml) est
soumis a une évaporation rotative sous vide a 40°C jusqu’a élimination totale du solvant. Au bout de

I’évaporation rotative, un mélange visqueux est obtenu qui est alors séché dans une étuve a 40°C.
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2.2. Etude in vivo de I’effet immuno- modulateur de I’extrait Vitex agnus castus

L’effet immuno-modulateur de 1’extrait préparé est testé sur des modeles in vivo
(Mesaik et al., 2009) sur des rats dans lesquels des rats ont été traités ou non oralement aux
corticoides (prédnisolone 0.6 mg/kg) une heure avant I’administrion orale ou non de 1’extrait
étudié (100mg/kg) et ce durant un mois. Apres 30 jours de traitement, les rats ont été sacrifies
par asphyxie au chloroforme. Un prélévement sanguin intracardiaque est alors effectué pour
avoir un volume important de sang qui sera alors soumis a des analyses hématologiques, la
ferritine et la CRP (laboratoire d’analyses médicales BILEMBRI et CRMT SONATRACH
a SKIKDA). Des biopsies de chacun du foie, de la rate et du pancréas ont été prélevées sur
chaque rat pour étre soumis a une analyse anatomopathologique au niveau de PEPH de

Skikda. Le schéma ci-dessous résume les différentes étapes de travail

Des lots expérimentaux

15 rats réparties en 3 groupes

e SN

Gl (No _5) GZ (No :5) G2 (N°:5)
Témoin - Traité par eau Traité par une dose de Traité par (0.6mg/kg) du
1disti|lép (0.6 mg/kg) du prédnisolone + (100mg/kg) de
prédnisolone I’extrait

N l P

30 jours successifs du
traitement

Dosage des Crude d ,
parametres Prélévement ﬁ ¢ fsl parametres
biochimiques : du sang ematologiques :
iti FNS
Ferritine, CRP

Prélévement des organes

N

Etude histologique des organes : le pancréas, la rate, le foie

Figure 04 : schéma récapitulatif de protocole expérimentale
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2.3. Etude histopathologique

Apreés le prélevement sanguin intracardiaque, nous avons prélevé des biopsies d’organes chez
les rats étudiés, a savoir le pancréas, la rate et le foie ont été effectuées. Les biopsies sont ensuite
rincées a la solution physiologique 0.9% puis conservées dans du formol 10% pour réaliser 1’étude
histologique qui a été faite au niveau du service d’anatomie, pathologique a EPH fréres Saad

Guermech de Skikda.

Figure05 : Préparations des organes pour 1’étude histologique.

A : Rincage des organes, B : Pesages, C : Conservation dans le formol (Photo personelle,2023)

®,

% L’étude histopathologique est réalisée selon le protocole suivant (Marck, 2010) :

e Fixation : les échantillons sont fixés avec du formol dilué a 10%.

e Introduction de ces fragments dans des cassettes d’inclusion, les cassettes ont été marquées
sur leur bord

o Déshydratation : Ceci par passage du fragment dans des bains d’alcool de concentrations
croissantes, Le but de cette étape est d’éliminer 1’eau intracellulaire, pour pouvoir réaliser une
coupe fine

e Impregnation : Par le passage du prélévement dans un liquide intermeédiaire de xyléne ou le
toluéne afin d’en éliminer les traces d’alcool absolu.

e Inclusion : Elle a pour but de permettre la réalisation de coupes fines. Le milieu d’inclusion
utilisé est la paraffine (résine blanche opaque)

e Microtomie : Réalisation des coupes sur le bloc a I’aide d’un microtome. L’ensemble des

tranches obtenues forme un ruban de qualité trés fine (2 a 4 um).

13
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e Deéparaffinage : La premiere étape de toute coloration d’une coupe histologique est
d’¢éliminer la paraffine du tissu & 40°C pour que les colorants puissent le pénétrer.

e Réhydratation : Consiste a substituer progressivement le solvant du tissu par des bains
d’éthanol pour amener a 1’eau.

e Coloration : Le but de la coloration est d’accentuer les contrastes afin de différencier les
différents constituants tissulaires

e Montage et Observation microscopique : Cette opération consiste a fixer a 1’aide d’une
résine synthétique (goutte de solution EUKITT) une lamelle couvre-objet sur la coupe (la
lame) afin de la protéger de la dégradation chimique des colorants qui s’oxydent a 1’air et des
bris mécaniques.

On obtient, ainsi, une préparation histologique (ou par abus de langage : une lame

histologique) préte a étre observée au microscope optique.

Figure 06 : étapes de réalisation des coupes histologique.

A : fixation, B : déshydrations, C : inclusion, D : Microtomie : E : coloration, F : Montage et lecture
réalisées. (Photos personnelle ;2023)
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1. Résultats

L’objectif de ce travail est d’évaluer I’effet immuno-modulateur de I’extrait alcoolique de
Vitex agnus castus ; pour cela des rats ont été soumis a un traitement a la prédnisolone pendant
30 j dans le but de provoquer une altération de la réponse immunitaire, puis traités ou non par
la plante d’étude. Des mesures des parameétres hématologiques (nombre des leucocytes, taux de
la ferritine et de la CRP) et histologiques sont ensuite effectuées.

1.1. Effets de ’extrait de Vitex agnus castus sur les parameétres hématologiques

Les résultats apportés par cette étude montrent que le nombre des leucocytes n’a pas varié
de maniére significative au sein des différents groupes de travail (figure06). En effet, il est
possible de constater sur la figure06 que le nombre des leucocytes mesurés chez les rats témoins
est pratiquement identique a ceux mesurés chez les rats du groupe contrdle (+) tout aussi
identique a celui récupérés chez les rats traités a la plante. Le test statistique confirme que la

différence n’est significative (P>0.05) entre les différents groupes.

globules blancs (x109/1)
O P N W b 01 O N 00 ©

témoin prédnisolone prédnisolone+extrait

Figure 07 : Effet de la prédnisolone et I’extrait de la plante (Vitex agnus castus) sur le  nombre
des globules blancs, les rats sont traité par 0,6 mg/kg de corticoide et de 100mg/kg de 1’extrait par

voie oral , ’histogramme représente la moyenne (n= 5 ) £SEM,P > 0,05 par rapport au témoin

Le dosage de la ferritine sanguine chez les rats des différents groupes de travail a révélé
que la ferritine est grandement diminuée par le traitement a la prédnisolone p<0.01 (figure 07).
En effet, la prédnisolone a diminué le taux de la ferritine chez les rats de prés de 757 par rapport
au groupe témoin. Par contre, I’administration de 1’extrait de Vitex agnus castus aux rats traités

par la prédnisolone ne les a pas protégés de la diminution du taux de la ferritine (figure 07).
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Nous avons constaté une réduction du taux de la ferritine chez ces rats de prés de 71%. lin’y a

pas une différence significatif (p> 005) entre les groupes prédnisolone et prédnisolone + extrait

1,4 1
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o
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o
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o
~
—

o
[N

témoin prédnisolone prédnisolone+extrait

Figure 08 : Effet de la prédnisolone et I’extrait de la plante (Vitex agnus castus) sur le taux
de la ferritine, les rats sont traité par 0,6 mg/kg de corticoide et de 100 mg/kg de I’extrait par
voie oral, I’histogramme représente la moyenne (n=5) + SEM ,P< 0,001, p<0,01 par rapport
au témoin

Les résultats obtenus concernant les taux de la CRP indiquent que comme pour le nombre des
leucocytes, aucun des traitements administrés n’a affecté de maniére significative (P>0.05) le
dosage de la CRP chez le rat (figure07). Chez les rats traités par I’extrait étudié, le taux de CRP
a été diminué de pres de 23%, mais le test de student indique que cette diminution n’est pas

statistiquement significative (P>0.05).
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2,5 1

1,5 ¢

Crp mg/l

0,5 1

témoin prédnisolone prédnisolone+extrait

Figure 09 : Effet de la corticoide et I’extrait de la plante (Vitex agnus castus) sur le taux de la
Crp, les rats sont traité par 0,6 mg/kg de corticoide et de 100 mg/kg del’extrait par voie oral ,

I’histogramme représente la moyenne (n=5 ) + SEM p>0,005 par rapport au témoin
1.2. Effets de I’extrait de Vitex agnus castus sur les parameétres histologiques

L'observation microscopique de coupes histologiques réalisées sur la rate, le
pancréas et le foie des rats témoins et traités ont révelés des atteintes notoires chez rats
traités (prédnisolone et prédnisolone + extrait d’étude).

e Pour le groupe témoin : L’observation des coupes témoins montre que les tissus sont
sains et sans aucune anomalie ni infiltration (figure008). En effet, L observation
microscopique du foie a montré qu’il y avait une congestion portal et parenchyme
normal et une rate congestive avec parenchyme normal et un pancréas de
parenchyme normal

e Pour le groupe traité a la prédnisolone : Le foie est apparu avec des portites
chroniques, la rate est d’apparence normale. Par contre tous les rats présentaient une

des pancréas avec adénite réactionnelle.
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e Pour le groupe corticoide + extrait : Le foie présente des portites chroniques et pas

d’anomalie pour la rate, alors que I’administration de la plante n’a pas réduit les

adénites réactionnelles induites par la prédnisolone (figure 10).

Figurel0 : Des coupes longitudinales du foie(A), et de la rate (B) de pancréas (C)
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2. Discussion

Notre étude avait pour but d’évaluer I’effet immunomodulateur suggéré par la médecine
traditionnelle de Vitex agnus castus en Algérie. Pour cela, nous avons mené notre étude sur des
groupes de rats que nous avons traités a la prédnisolone comme immunosupresseur pendant 30
jours. Durant toute cette période, les rats recevaient en parallere une dose de I’extrait de Vitex
agnus castus pour tester son effet préventif et/ou curative.

Dans les conditions de notre étude, la prédnisolone n’a pas eu d’effet significatif sur le
taux de CRP et le nombre des leucoccytes. Il est par ailleurs connu que les corticoides
produisent plusieurs effets secondaires dont I’immunosuppression (Bailey and Elliott 2007 ;
Bathe, 2007 ; Dutton, 2007). Il est a noter que la durée du traitement ou la dose de la
prédnisolone administrées peuvent étre insuffisantes dans notre étude pour que le corticoide
produise ses effets.

Par contre le taux de la ferritine a été significativement affecté et diminué par la
prédnisolone. La ferritine est la principale protéine de 1’organisme a emmagasiner le fer
(DENISEWILSON, 2014). 1l a été rapporté que la synthese de I’hepcidine est augmentée lors
de la phase aigué de I’inflammation (G. Nicolas, 2002). L’hepcidine est une protéine qui agit
en causant la dégradation de la ferroportine a la surface des entérocytes duodénaux, des
macrophages et des hépatocytes.

Cela conduit a la séquestration du fer dans les macrophages et a une hyposidérémie
inflammatoire. Cette baisse du taux de fer sérique se développe rapidement quelques
heures apres une infection systémique ou a la suite de 1’injection de composants microbiens
ou de cytokines (L.T. Goodnough, 2010). Ceci pourrait probablement expliquer la diminution
de la ferritine dans notre expérience. L’administration de I’extrait du gattilier a protégé de
maniere notoire les rats de la diminution induite par la prédnisolone qui suggere un effet
immunomodulateur positif de I’extrait du gattilier.

L’analyse microscopique des coupes histologiques des organes préleves des rats montre
qu’aucun des traitements administrés n’a eu d’effet sur les rates des trois groupes que nous
avons étudiés. Par contre, les rats traités a la prédnisolone ont montré des foies avec des portites
chroniques et des pancréas avec des adénites réactionnelles. Il est connu que les corticoides
peuvent induire des effets secondaires de la sorte comme notamment des pancréatites (Schacke
et al. 2002). L’extrait de Vitex agnus castus n’a pas été en mesure de protéger les organes des

rats traités a la prédnisolone.
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Conclusion

Le but de cette expérience est étudié 1’activité immunomodulatrice de 1’extrait brute de
Vitex agnus castus in vivo sur des rats Albinos wistar Pour cela, L'effet de I’extrait d’étude sur
le systéme immunitaire est évalué par son administration a des rats prétraités par la prédnisolone
comme immunosupresseur.les résultats obtenus montrent que 1’extrait méthanolique de cette
plante ne modére aucun effet sur le nombre des leucocytes et le taux de la CRP mais le taux de
la ferritine il a subit une dimunition pour les rats traité par la prédnisolone et 1’extrait alors,
dans nos conditions d’étude, I’extrait de gattilier n’a pas eu d’effets significatifs sur paramétres
sanguins testés. Il est a noter que la durée du traitement pourrait probablement étre insuffisante
pour faire paraitre des différences notoires entre les différents groupes ou la dose utilisée

probablement n’a pas des effets immunomodulatrice par rapport aux différents doses.

L’extrait étudié a induit par ailleurs des atteintes hépatiques qui étaient absentes chez
les rats témoins aussi des pancréatites pour les groupe qu’ils traités par la prédnisolone et
prédnisolone avec 1’extrait, ce résultat surprenant doit étre exploré et confirmé pour écarter la
possibilité qu’il ne soit pas juste un artefact di aux conditions expérimentales de notre étude

par contre les rates des trois groupes ne subit aucune altération histophatologique.

Pour faire suite a ce travail, il serait nécessaire de travailler pour optimiser les conditions
d’étude (durée et dose du traitement) dans un premier temps. Par la suie, essayer de confirmer
I’effet immunomodulateur obtenu avec d’autres paramétres notamment par le dosage des

cytokines qui refletent de maniere plus précise et directe 1’état de la réponse immunitaire.
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