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Résumé 

Les plantes médicinales à propriétés anti-inflammatoires sont utilisées afin d’éviter les 

nombreux effets néfastes associés aux anti-inflammatoires synthétiques. De nombreuses 

investigations indiquent que les activités anti-inflammatoires des plantes pourraient être 

attribuées à leur contenu en polyphénols et en flavonoïdes. Dans la présente étude, la teneur 

en composés phénoliques et en flavonoïdes a été estimée pour les extraits méthanoliques (E-

Met) des feuilles et des fruits et de l’extrait aqueux (E-AQ) des feuilles de Pistacia lentiscus. 

Ces extraits semblent avoir des taux différents en ces molécules bioactives. Par ailleurs, l’effet 

anti-inflammatoire de 3 extraits a été étudié in vitro sur le chimiotactisme des neutrophiles 

humains activés par l’fMLP. Nos résultats montrent que l’E-AQ et E-Met des feuilles inhibent 

le chimiotactisme d’une manière dose-dépendante avec des IC50 de 34.6± 0.5 et 26.7± 

0.7µg/ml, respectivement. Cependant, l’E-Met des fruits donne l’effet anti-chimiotactique le 

plus fort avec IC50 de 19.8 ± 0.8µg/ml. En outre, nous avons évalué l’effet inhibiteur de ces 

extraits sur l’activité de l’élastase leucocytaire. Dans ce contexte, l’E-AQ et l’E-Met des 

feuilles et l’E-Met des fruits à 100µg/ml inhibent complètement l’activité élastasique de 82%, 

90% et 94%, respectivement. En effet, l’E-Met des feuilles (IC50 de 11.5± 0.2µg/ml) et celui 

des fruits (IC50 de 10.7± 0.7µg/ml) présentent un pouvoir inhibiteur très importants et dose-

dépendant sur l’élastase leucocytaire, tandis que l’E-AQ des feuilles inhibe fortement 

l’élastase (IC50 de 13.7± 0.4µg/ml) mais moins important que les extraits méthanoliques. En 

conclusion, P. lentiscus, et surtout ses fruits, possède des capacités anti-chimiotactiques et 

anti-élastasique très importantes. En effet cette plante peut être considérée comme une source 

naturelle de molécules bioactives, douées d’activité anti-inflammatoire, ce qui supportent son 

usage traditionnel.   

Mots clés: Neutrophile, Chimiotactisme, Elastase leucocytaire, Pistacia lentiscus. 

 

 

 

 



 
 

 

 صـــملخ

رسزعًم انُجبربد انطجيخ راد انفعم انًضبد نلانزٓبثبد ثٓذف رجُت انزأصيشاد انجبَجيخ انًشافقخ 

انًضبد نلانزٓبثبد نهُجبربد   انفعم أكذد انعذيذ يٍ انذساسبد أٌ .نًضبداد الانزٓبة انًصُعخ

رىّ في ْزِ انذساسخ رقذيش يحزٕيبد . اداحزٕائٓب عهٗ عذيذاد انفيُٕل ٔانفلافَٕٕيذساجع إنٗ 

نلأٔساق ٔ   (E-Met) يسزخهصبد انًيضُٕل [ Pistacia lentiscusيسزخهصبد َجزخ  

 ٬عذيذاد انفيُٕل ٔانفلافَٕٕيذاديٍ [  (E-AQ)قانضًبس ثبلإضبفخ نهًسزخهص انًبئي نلأٔسا

ًّذ . عذيذاد انفيُٕل ٔانفلافَٕٕيذاديعذلاد يزفبٔرخ يٍ حيش أظٓشد ْزِ انًسزخهصبد  ر

عهٗ انٓجشح  انضلاس ًسزخهصبدنهانًضبد نلانزٓبثبد  انفعم دساسخ ٬أخشٖخ يٍ َبحي٬

ثيُذ انُزبئج أَّ أيٍ  .fMLP  جزةانًٕجٓخ نهخلايب انًزعبدنخ ٔانزي رى رحفيزْب ثعبيم  ان

حيش  ٬يزعهقب ثبنزشكيز (P<0.5) يعزجشا رأصيشا يضجطب نلأٔساق E-AQ ٔ E-Met كم يٍنـ

 في حيٍ. عهٗ انزٕاني ٬يهم/غشاوشٔييك 0.7 26.7 ±ٔ ±0.5 34.6ثـ  IC50 قذّسد انزشاكيز

 fMLP (IC50= ±19.8 0.8ٕ نـ فعم يضبد نهٓجشح َح عهٗأ أظٓشنهضًبس  E-Met أٌ

عهٗ  نهضًبسE-Met نلأٔساق ٔ E-Met E-AQ٬  رأصيشرى اخزجبس كًب (. يهم/ٔغشاوكشيي

نٓزِ  ٔانًعزجش elastase حيش أكذّد انُزبئج انفعم انزضجيطي انًجبشش عهٗ .elastaseَشبط 

-E. ٬ عهٗ انزٕاني%94ٔ  %٬90  %82ٔ ثُسجخ يهم/غشاوشٔييك 100انًسزخهصبد عُذ 

Met  نكم يٍ الأٔساق(IC50 = 0.2±11.5انضًبس )يهم/غشاوشٔييك ٔ(IC50 =0.7±10.7 

ْٕ الآخش صجظ َشبط  elastase .E-AQأظٓشد فعلا رضجيطيب ْبيب نُشبط  )يهم/غشاوشٔييك

elastase (IC50=0.4 ±13.7  ثيُذ انذساسخ أٌ. ثفعبنيخ أقمنكٍ  ٔ )يهم/غشاوشٔييك P. 

lentiscus خٔ يضجط نهٓجشح انًٕجٓخ يضبد ْبيخ قذساد نذيٓب٬ صًبسْبخصٕصب ٬ٔ  

 انحيٕيخ انُشطخ نهجزيئبد طجيعيب يصذسا انُجزخ ْز٬ِ يًكٍ اعزجبس ٔ يٍ رنك.  elastaseنـ

 .اسزخذايبرٓب انزقهيذيخ انزي رذعى

  Pistacia lentiscus. ٬ Elastase ٬ انًٕجٓخانخلايب انًزعبدنخ٬ انٓجشح : الكلمات المفاتيح

 



 
 

Summary 

The medicinal plants with their anti-inflammatory properties are used to avoid the many 

undesirable effects which are associated with synthetic anti-inflammatory drugs. Many 

investigations clearly indicated that the anti-inflammatory activities of plants could be 

attributed to their contents in polyphenols and flavonoids. In this study, the content, in 

polyphenols and flavonoids, was estimated for the methanolic extracts (E-Met) of leaves and 

fruits with the aqueous extract (E-AQ) of leaves of Pistacia lentiscus. The results 

demonstrated that extracts had a high content in phenolic compounds and flavonoids. In 

addition, the anti-inflammatory effect of P. lentiscus extracts, particularly chemotaxis was 

evaluated in vitro on human neutrophils which were activated by fMLP. Our results showed 

that E-AQ and E-Met of leaves inhibited the chemotaxis response with an IC50 of 34.6± 0.5 

and 26.7± 0.7µg/ml, respectively. However, the E-Met of fruits showed the highest anti-

chimiotactic effect with an IC50 of 19.8± 0.8µg/ml.  Moreover, the inhibition effect of these 

extracts on elastase activity was evaluated. Both E-AQ and E-Met of leaves and E-Met of 

fruits extracts at 100µg/ml exhibited a high elastase inhibitory effect which was estimated by 

82% 90% and 94%, respectively.  In fact, that makes it possible to prove that E-Met of both 

leaves (IC50 of 11.5± 0.2µg/ml) and fruits (IC50 of 10.7 ± 0.7µg/ml) presented an important 

inhibition. Meanwhile, aqueous extract of the leaves showed a moderate anti-elastasic effect 

(IC50 de13.7± 0.4µg/ml).  In conclusion, P. lentiscus, and especially its fruits, have an 

important anti-chimiotactic and anti-elastase capacities.  Indeed, this plant can be considered 

as a natural source of the bioactive molecules which support it traditional use.   

Key words: Neutrophil, Chemotaxis, Elastase, Pistacia lentiscus.   
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INTRODUCTION 

Les polynucléaires neutrophiles constituent la première barrière de défense de l’immunité 

innée et participent efficacement dans la réaction inflammatoire contre toute sorte 

d’agression. En effet, les neutrophiles migrent vers le site affecté par chimiotactisme et 

engloutissent les agents pathogènes par phagocytose. Ces phagocytes semblent avoir un 

bagage extraordinaire des substances microbicides et des hydrolases. Principalement,  

l’élastase, avec une large spécificité des substrats, est libérée afin d’hydrolyser et de tuer 

l’envahisseur phagocyté.  

L’accumulation prolongée et irrégulière des neutrophiles dans le site affecté et leurs activités 

cytotoxiques ainsi que la dégranulation excessive de l’élastase, qui peut échapper aux 

systèmes de régulation, peuvent induire des dommages et des lésions tissulaires irréversibles, 

contribuant ainsi à l’apparition des maladies inflammations graves.  

Les anti-inflammatoires et les inhibiteurs anti-élastasiques synthétiques, utilisés contre cette 

dérégulation du fonctionnement du neutrophile, présentent des effets secondaires  néfastes sur 

l’organisme. En effet, des recherches récentes dans le domaine de la phytothérapie n’ont fait 

que confirmer le bien fondé des vertus anti-inflammatoires des plantes médicinales, 

anciennement utilisées de façon empirique.  

Dans la présente étude, nous avons évalué, in vitro, les effets des extraits des feuilles et des 

fruits de P. lentiscus sur les neutrophiles humains isolés. Nous nous sommes intéressés plus 

particulièrement de leur action sur le chimiotactisme des neutrophiles activés et sur l’activité 

enzymatique de l’élastase leucocytaire, suite à une stimulation par l’fMLP. 

 

 

 

 

 

 



 
 

1. Polynucléaires neutrophiles 

Les polymorphonucléaires neutrophiles (PMNs) appartiennent au sous-groupe des 

granulocytes. Ils ont une taille moyenne de 10 à 14µm et se caractérisent par un noyau 

polylobé de 2 à 5 lobes (Fig. 1). Les neutrophile comportent dans leur cytoplasme de fines 

granulations qui fixent les colorants neutres, à la coloration au May Grünwald Giemsa d’où 

leur dénomination. Tandis que, les granules du polynucléaire éosinophile ont la propriété de 

fixer l’éosine acide et que ceux du polynucléaire basophile fixent les colorants basiques. Les 

neutrophiles sont très abondants et représentent plus de 95% du sous-groupe des granulocytes. 

D’ailleurs, les PMNs constituent la plus importante population leucocytaire de 60 à 70% soit 

5400 cellules/µl dans la circulation sanguine (Mashima, 1996).  

 

 
Figure 1. Micrographe électronique du neutrophile mature. Le neutrophile est caractérisé par un 

noyau multilobé (N) et un cytoplasme riche en granules tels que les granules primaires (PG) et les 

granules secondaires, SG (László et al., 1991). 

 

 

 

 

 



 
 

1.1. Source et maturation 

Dans la moelle osseuse, les polynucléaires neutrophiles sont développés d'une cellule souche 

pluripotente médullaire qui donne naissance aux différentes lignées cellulaires. De la lignée 

myéloïde, Dix milliards des cellules sont produites chaque jour dans le processus de 

l’hématopoïèse. Pour atteindre leur maturation, les PMNs prennent environ 14 jours de temps 

nécessaire pour la différenciation des cellules pro-génitrices, les myéloblastes, en neutrophiles 

mature. les myéloblastes passent dans la phase mitotique qui dure environ une semaine, pour 

se différencier en promyélocytes, puis en myélocytes où la prolifération de ces cellules pro-

génitrices est en réponse aux nombreux facteurs de croissance (Fig. 2), principalement le G-

CSF granulocyte colony-stimulating factor (Semerad et al., 2002) et le GM-CSF 

granulocyte/macrophage colony-stimulating factor (Baumann et al., 2005).  

 

Figure 2. Facteurs de croissance  induisant la différenciation des cellules sanguines. Les neutrophiles  

proviennent d’une cellule souche hématopoïétique. Cette cellule souche pluripotente commence à se 

différencier sous l’effet des facteurs de croissance tels que GM-CSF et G-CSF menant aux 

polynucléaires neutrophiles matures qui quittent la moelle osseuse et se mobilisent vers la circulation 

sanguine lors qu’ils vont être stimulés. 

Jusqu’au stade de promyélocyte, les cellules polynucléaires ne possèdent pas de granulations 

spécifiques et on ne peut pas distinguer morphologiquement les lignées granuleuses entre 

elles (myéloblastes, promyélocytes, éosinophiles et basophiles). Suite de la phase mitotique, 

le métamyélocyte se différencie en polynucléaire neutrophile mature caractérisé par son 

noyau polylobé. Après cette maturation médullaire, les PMNs résident dans le compartiment 

myélopoéitique de la moelle osseuse.  



 
 

Lors qu’une réaction inflammatoire est mise en place, les neutrophiles matures quittent la 

moelle osseuse et passent dans la circulation sanguine. Dans le sang, les neutrophiles ont une 

demi-vie de 6 à 10 heures s’ils ne sont pas recrutés au site enflammé. En réponse aux stimuli 

inflammatoires, les PMNs laissent la circulation sanguine et migrent dans les tissus 

périphériques pour gagner le site inflammatoire et ils ne ré-circulent plus après leur sortie des 

vaisseaux sanguins. Dans ce cas, ils peuvent survivre jusqu’à quelques jours afin d'accomplir 

leur approche durant l’inflammation (Martin et al., 2003).  

1.2. Granules du neutrophile 

L’une des particularités du neutrophile est sa compartimentation. Au repos, les molécules 

«prêtes à l’usage» sont  stockées dans des compartiments distingués au sein de la cellule. Ces 

compartiment sont classifiés en granules azurophiles (primaires), granules spécifiques 

(secondaires), granules à gélatinase (tertiaires), lysosomes et vésicules sécrétoires (Borregaard 

et Cowland, 1997).  

Dans les promyélocytes, les granules primaires contenant des hydrolases acides et des 

protéases neutres s’apparaissent dont leur contenu va jouer un rôle majeur dans la réaction 

inflammatoire et la lutte bactérienne après leur libération (Gullberg et al., 1999; Lacy, 2005). 

Au stade de la maturation des myélocytes, les granules spécifiques sont identifiés par leur 

contenu en phosphatase alcaline et en lactoferrine. Ils comportent également des molécules 

essentielles aux fonctions de neutrophile telles que les β2-intégrines (CD11b/CD18) et le 

cytochrome b558, le constituant membranaire du système NADPH oxydase (Descamps-

Latscha et Witko-Sarsat, 1999; Faurschou et Borregaard, 2003). Ensuite, les granules 

tertiaires sont formés dans les métamyélocytes. ils se distinguent, des précédents, par leur 

contenu en gélatinase et en molécules impliquées dans les mécanismes d’adhésion des 

neutrophiles et de leur migration trans-endothéliale (Mollinedo et al., 1993; Faurschou et 

Borregaard, 2003). Enfin, les vésicules sécrétoires sont crées par le processus d’endocytose et 

apparaissent plus tardivement à la fin de la maturation du neutrophile. Ces vésicules 

constituent un réservoir d’une variété de récepteurs membranaires et de molécules 

d’adhérence tels que β2-intégrines, le récepteur de fMLP et celui de lipopolysaccharid (LPS), 

les produits de bactéries infectieuses (Gougerot-Pocidalo et Halbwachs-Mecarelli, 2005; 

Borregaard et al., 2007).  

 



 
 

2. Fonctions du neutrophile 

Les neutrophiles exhibent des fonctions anti-infectieuses par lesquelles empêchent la 

croissance et la propagation des microbes pathogènes. Leur capacité est étroitement liée aux 

nombreuses activités spécifiques, y compris l'adhérence aux parois endothéliales vasculaires, 

le chimiotactisme, la phagocytose, la dégranulation et la sécrétion de médiateurs pro-

inflammatoires (Johansson et al., 2002). 

2.1. Migration 

Le recrutement des neutrophiles de la circulation sanguine vers le site enflammé est un 

événement fondamental dans la réaction inflammatoire. Il débute par une adhésion réversible 

des PMNs, dite de roulement, le long de la paroi vasculaire. Ce roulement s’achève par une 

adhésion ferme. Les PMNs stimulés se positionnent alors pour traverser la paroi vasculaire et 

passer vers le milieu interstitiel, phénomène nommé diapédèse (Fig. 3). Arrivés au milieu 

extravasculaire, les PMNs vont migrer par chimiotactisme vers le foyer inflammatoire, guidés 

par un gradient des chimioattractants (Artoli et al., 2007).  

 

Figure 3. Etapes de la migration des neutrophiles activés à travers la paroi endothéliale vasculaire. 

Nombreuses molécules d’adhérence sont exprimées à la surface du neutrophile et de l’endothélium des 

veinules post-capillaires à la suite de leur exposition aux médiateurs pro-inflammatoires. Parmi ces 

molécules qui aident à l’interaction neutrophile-endothélium, les L, P, E-sélectines, les β2- intégrines 

(LFA-1 et Mac-1) et leur récepteur endothélial, ICAM-1 (Guo et Ward, 2002; Theilgaard-Mönch et 

al., 2006 ). 



 
 

2.1.1. Marginalisation et adhésion de roulement de neutrophiles aux parois vasculaires 

La réponse inflammatoire implique initialement des changements de la microcirculation 

sanguine proche du tissu affecté. Ces changements mènent à l’augmentation de la 

perméabilité vasculaire et au ralentissement du débit sanguin local. Ces événements 

permettent, dans un premier temps, la marginalisation des PMNs, habituellement circulants au 

centre du vaisseau (Granger et Kubes, 1994).  

Durant la marginalisation, les PMNs entrent en contact réversibles avec les cellules 

endothéliales le long de la paroi vasculaire via des interactions adhésives de faible-affinité. En 

outre, les globules rouges exercent une force dynamique sur les leucocytes marginalisés 

conduisant de ce fait au mouvement de rotation des neutrophiles, un processus dit adhésion de 

roulement (Lotufo et al., 2001; Sun et Munn, 2006). L’adhésion de roulement de PMNs sur 

l’endothélium vasculaire s’effectue par l’intermédiaire des molécules d'adhérence appartenant 

à la famille des sélectines (Artoli et al., 2007; Krasik et al., 2008). Trois types de sélectines 

sont impliqués dans l’adhésion réversible, L-sélectines ou LECAM-1, P-sélectines ou ICAM-

1 et E-sélectines ou VCAM-1 (Gougerot-Pocidalo et Halbwachs-Mecarelli, 2005). 

Selon le site enflammé, les médiateurs pro-inflammatoires servent d’activer les cellules 

endothéliales menant rapidement à leur expression accrue de P-sélectines, qui est suivie dans 

quelques heures par une expression élevée d'E-sélectines (Lunn et Hurley, 2009). Les P- et E-

sélectines vont interagir d’abord avec les ligands d’adhérence qui présentent des résidus 

oligosaccharides α-2.3-sailycilé et α-1.3-fucosylé, reconnus par le sailyl de Lewis x, S-Le
x
. 

Les principaux ligands sont le dimère PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand-1) et les L-

sélectines, qui sont constitutivement exprimés à la surface des PMNs (Guo et Ward, 2002; 

Zen et al., 2007).  

2.1.2. Adhésion ferme du neutrophile sur l’endothélium vasculaire 

Dans un deuxième temps, les neutrophiles adhérés sont activés par différents médiateurs 

dérivés de l’endothélium, en particulier l’IL-8, le PAF et la LTB4 (Descamps-Latscha et 

Witko-Sarsat, 1999). Cette activation est caractérisée par la disparition rapide des L-sélectines 

de la surface du neutrophile. Parallèlement, l’expression et l’affinité des β2-intégrines 

leucocytaires, notamment macrophage antigen Mac-1 (CD11b/CD18) et lymphocyte-

associated function antigen LFA-1 (CD11a/CD18), vont être augmentées (Gougerot-Pocidalo 

et al., 2006; Gaborski et al., 2008). En effet, les PMNs activés sont immobilisés (Fig. 4) grâce 

des interactions de plus forte affinité établies entre les intégrines et les intercellular adhesion 

molecule-1 (ICAM-1) et probablement VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule), menant à 



 
 

l’adhésion ferme du neutrophile sur l’endothélium vasculaire (Guo et Ward, 2002; Krasik et 

al., 2008). Cette adhésion ferme est une étape cruciale et nécessaire à la transmigration dans 

l'espace extravasculaire vers l’agent infectieux. 

 

Figure 4. Adhésion ferme-signal dépendante du neutrophile. Sous l’effet des médiateurs solubles 

sécrétés par l’endothélium stimulé, l’adhésion ferme et les interactions de β2-intégrines (LFA-1 et Mac 

1) avec leur ligands endothéliaux (ICAM-1,-2) et les P, L sélectines avec le PSGL-1 sont établies. 

L’adhésion ferme peut augmenter la perméabilité vasculaire en déclenchant la mobilisation du Ca
2+

 

endothélial via plusieurs voies de signalisation en menant finalement à la réorganisation du 

cytosquelette au sien des cellules endothéliales (DiStasi et Ley, 2009).                                                                                                                               

2.1.3. Migration trans-endothéliale (diapédèse) 

De nombreux facteurs solubles importés du site affecté sont connus par leur capacité 

d’augmenter la perméabilité vasculaire et d’activer séquentiellement l’expression des 

molécules d’adhérence et leurs ligands, en agissant à la fois sur les neutrophiles et 

l’endothélium, parmi lesquels la thrombine, la bradykinine, l'histamine, les facteurs de 

croissance, l’IL-8 et le TNF-α. En effet, Ces facteurs se lient à leurs récepteurs membranaires 

endothéliaux et provoquent la contraction de ces cellules et la perturbation de l’intégrité des 

jonctions inter-endothéliales (Mehta et Malik, 2006).  

Le neutrophile dévie alors sa forme sphérique par l'aplatissement contre les cellules 

endothéliales et prolonge un pseudopode dans la jonction des cellules endothéliales. Ceci est 

suivi par le glissement du PMN entre les cellules endothéliales, dans un processus connu par 

la diapédèse (Tözeren et Ley, 1992). Le contact endothélium-neutrophile, durant la diapédèse, 

fait intervenir des interactions homotypiques PECAM-1-PECAM-1 qui sont exprimées, à la 

fois, sur la jonction endothéliale et les PMNs stimulés (Guo et Ward, 2002; DiStasi et Ley, 

2009). 



 
 

2.1.4.  Migration tissulaire du neutrophile (Chimiotactisme) 

Le chimiotactisme est défini comme étant le mouvement orienté des cellules ou d'une 

organisation en réponse au gradient de chimioattractants. Ce déplacement est associé aux 

changements morphologiques produits dans les cellules à migrer (Xu et al., 2003).  

Après avoir glissé entre les cellules endothéliales, les neutrophiles orientés migrent dans les 

tissus vers le site inflammatoire à l’aide des molécules d’adhérence. Des anciennes études ont 

démontré que plusieurs substances chimioattractantes ont la capacité de moduler l'expression 

de certaines molécules d'adhérence à la surface du neutrophile, en particulier le fMLP qui 

augmente l’expression des β-intégrines (Lotufo et al., 2001). En plus de l’expression des 

molécules d’adhérence, l’exposition du neutrophile au gradient de substances chimiotactiques 

déclenche sa polarisation où il perd sa forme sphérique de repos pour prendre une forme 

allongée polarisée. La polarisation des neutrophiles stimulés est indispensable pour la 

locomotion et la migration orientée. Devenant polaire (Fig. 5), le PMN présente un 

pseudopode (lamellipode) dans le bout antérieur et un uropode contractile au bout postérieur 

(Weiner, 2002; Xu et al., 2003).  

 

 

Figure 5. Polarisation orientée du neutrophile en réponse au gradient de l’fMLP. (A) Image du 

neutrophile non polarisée. (B) Répondant à l’agent chimioattractant, le neutrophile perd sa forme 

sphérique et prend la forme allongée polarisée après 80s. (C) Après 130s d’exposition au fMLP, le 

neutrophile polarisé présente un lamellipode, pointant dans la direction des concentrations les plus 

fortes du fMLP, et un uropode postérieur (Weiner, 2002). 

Les PMNs se déplacent ensuite par des mouvements amiboïdes complexes et cycliques en 

étendant le lamellipode dans la direction du gradient chimiotactique et en rétractant 

simultanément son uropode postérieur. La vitesse d'un neutrophile peut atteindre 2,5mm par 

heure, soit deux à trois fois plus rapide que celle d'un monocyte (Descamps-Latscha et Witko-

Sarsat, 1999). Les mécanismes du mouvement sont complexes et font intervenir la 

mobilisation du calcium intracellulaire et l’activation de nombreuses voies de signalisation 

aboutissant à la polymérisation/dépolymérisation des filaments d’actine (Weiner, 2002).  



 
 

2.1.5. Mécanisme du chimiotactisme du neutrophile   

Les interactions entre les protéines cytosquelettiques, principalement l’actine, sont 

responsables de fonctions fondamentales du neutrophile où elles interviennent dans la tension, 

la polarisation, la mobilité, la transduction du signal et la phagocytose (Florentinus et al., 

2011). L’actine se trouve sous deux formes, l’actine globulaire ou monomérique (actine-G) et 

l’actine filamenteuse (actine-F). Au cours du chimiotactisme, les actines-G se polymérisent en 

longs filaments d’actine-F au front du PMN. Les polymères d’actine-F nouvellement 

synthétisés sont associés à l’apparition d’une extension ou d’un pseudopode antérieur qui se 

déplace et propulse le corps cellulaire dans le sens de migration, tandis que la contraction du 

bord arrière permet l’attraction du neutrophile vers l’avant (Descamps-Latscha et Witko-

Sarsat, 1999; Pollard et al., 2003).  

L’adhésion via les intégrines fournit le moyen physique de cette traction. La force de traction 

est créée par les propriétés contractiles de la myosine II qui forme un réseau d’actinomyosine 

dans l’uropode de la cellule. La myosine II est ainsi localisée le long des régions latérales du 

neutrophile polarisé où elle augmente la tension contractile et prévient la formation des 

pseudopodes latéraux. En fin, le corps cellulaire se contracte grâce à la dépolymérisation de 

l’actine-F en actine-G et avance dans le sens du gradient de chimioattractant (Xu et al., 2003; 

Sasawatari et al., 2010). Le chimiotactisme du neutrophile dépend d’un remodelage rapide de 

l’actine cytosqulettique, via des cycles continus de polymirésation/ dépolymérisation. Ces 

cycles sont hautement régulés par les actin binding proteins, ABPs (Kamal et al., 2007).  

2.1.6. Voies de signalisation du chimiotactisme de neutrophiles stimulés par le fMLP 

Durant l’infection, les neutrophiles sont exposés à des nombreux médiateurs pro-

inflammatoires induisant des multiples voies de signalisation intracellulaire touts en passant 

de la notion récepteur-ligand dépendant. Ces voies sont traduites en plusieurs réponses 

physiologiques, en particulier le chimiotactisme. Ce processus correspond à la sensibilité des 

PMNs au gradient de chimioattractants, principalement le fMPL (Faurschou et Borregaard, 

2003). 

Le fMLP, un tri-peptide chimioattractant produit par Escherichia coli., exhibe une flexibilité 

conformationelle qui lui permet d’établir des interactions spécifiques avec les N-formyl-

peptide receptors (FPRs). Ces récepteurs, de 7 segments transmembranaires couplés aux 

protéines G hétérotrimériques,  incluent le FPR, FPRL1 et 2 (FPR-like 1, 2). Le FPR doit son 

nom au fait qu’il lie le fMLP avec une haute affinité et active fermement la réponse 

chimiotactique (Salvatisi et al., 2006; Huang et al., 2008; Lee et Bae, 2008).  



 
 

Après fixation du fMLP, les FPRs subissent des changements de conformation qui leur 

permettent d'interagir avec les protéines Gi. Ces protéines hétérotrimériques, constituées des 

sous unités α GTPase, β et γ, interviennent dans la plupart des effets stimulateurs des 

chimioattractants (Jin et al., 2008; Lee et Bae, 2008). L’activation des FPRs conduit à 

l’échange du GDP liée au sous unité Gα contre le GTP et à la dissociation de la sous unité Gα-

GTP du dimère Gβγ (Salvatisi et al., 2006; Huang et al., 2008).  

Les deux sous unités Gα et Gβγ activés permettent la transduction du signal à l’intérieur de la 

cellule où elles activent, à son tour, un ensemble des protéines effectrices telles que les 

pholspholipases, la PKC, la PI3K et la voie de tyrosine Kinases à l’intermédiaires des seconds 

messagers tels que l’inositol triphosphate (IP3), le diacyl glycérol (DAG), et la mobilisation 

du C
2+

 intracellulaire (Hwang et al., 2006; Salvatisi et al., 2006; Bernstein and Bamburg, 

2010). Ces protéines effectrices modulent de multiples voies de signalisation intracellulaires 

qui régulent à la fin le processus de chimiotactisme du PMN, en intervenant dans les étapes de 

l'adhérence cellulaire, la réorganisation cytosquelettique, la formation de l’extension 

lamellipode, la contraction du corps cellulaire et le déplacement de l’uropode vers l’avant 

(Liu et al., 2004; Zen et al., 2006).  

La PI3Kγ activée par la sous unité Gβγ , sous la stimulation du le fMLP (Burelout et al., 2007),  

joue un rôle central dans l'amplification asymétrique de la signalisation interne et ainsi dans la 

polarisation du neutrophile. En effet, l’accumulation sélective de ses produits, en particulier le 

phosphatidyl-inositol (3,4,5)-trisphosphate (PIP3) dans la membrane du bord antérieur du 

neutrophile, permet de définir et de diriger ce bord principal vers le sens du gradient de 

chimioattractant par l’activation des membres de la famille des Rho GTPases tels que Rho, 

Rac et Cdc42 (Xu et al., 2003; Yoo et al., 2010). 

Une fois activée, la protéine Cdc42 empêche la formation des filopodes latéraux et régule la 

polarisation cellulaire dans le sens du gradient de chimioattractant. De plus, cette protéine 

peut activer la nucléation du complexe Arp2/3, le régulateur de la transformation de l‘actine-

G en actine-F (Mañes et al., 2005; Firat-Karalar et Welch, 2011). Les protéines Rac, activées 

par le PIP3, sont également impliquées dans la polymérisation d'actine, la formation de 

lamellipode et à la mobilisation de la cellule vers l’avant (Millius et al., 2009). Par ailleurs, la 

protéine RhoA activée phosphoryle la MLC kinase calcium/calmoduline-dépendante qui 

induit, à son tour, la phosphorylation de la chaine légère de la myosine II, située dans le bord 

postérieur du neutrophile. En effet, la RhoA régule l’association d'actine-myosine et intervient 

dans la rétraction de l’uropode du neutrophile (Saito et al., 2002). 



 
 

2.2. Phagocytose 

Arrivés au site infecté, les PMNs recrutés ont pour but de reconnaitre les agents envahisseurs, 

les ingérer par phagocytose et les détruire. La fonction phagocytaire du neutrophile dépond 

des opsonines extracellulaires en particulier les immunoglobulines de classe G (IgG1 et IgG 

3) et les dérivés du C3 du complément activé (Descamps-Latscha et Witko-Sarsat, 1999) et 

les récepteurs qui reconnaissent ces opsonines tels que le FcγRs, le CR1(CD35) et le CR3 

(CD11b/CD18), en facilitant l’adhérence entre le neutrophile et la cible (Lee et al., 2003; 

Nuutila et al., 2009). Cependant, des interactions directes peuvent être appliquées entre les 

PMNs et les cibles indépendamment des molécules opsonines mais via des récepteurs qui 

reconnaissent des motifs conservés à la surface des micro-organismes, parmi lesquels les 

récepteurs Toll-like (TLRs), les récepteurs des β-glycanes, Dectin-1 (Underhill et Gantner, 

2004; Goodridge et Underhill, 2007).   

Comme dans la figure 6, l’étape de l’adhésion est le plus souvent suivie d’une phagocytose de 

la particule opsonisée où les récepteurs se regroupent en clusters et déclenchent une série de 

signalisation intracellulaire. En fin, l’actine se polymérise et forme des pseudopodes 

d’internalisation qui entourent la particule cible, lorsque sa taille le permet, et l’englobent 

dans une vacuole de phagocytose ou phagosome (Allen et Aderem, 1996; Milon, 2005).  

 

 

Figure 6. Mécanisme et voie de signalisation de phagocytose au sein du neutrophile. La particule 

étrangère opsonisée par IgG forme le complexe qui va être reconnu par les récepteurs de l’IgG (FcγRs) 

exprimés sur la surface du neutrophile.  À la suite de cette reconnaissance, les récepteurs se regroupent 

en clusters et le signal se propage vers le réseau de l’actine-G cytosquelettique via une cascade de 

signalisation intracellulaire. L’actine-G se polymérise et forme des pseudopodes qui se développent 

jusqu'à ce que la particule soit entièrement englobée dans le phagosome (Florentinus et al., 2011).  



 
 

2.3. Dégranulation 

La dégranulation est l’une des principales fonctions de neutrophiles, par laquelle les contenus 

granulaires sont libérés après la fusion des différents granules et vésicules sécrétoires avec la 

membrane du phagosome. Ce processus débute le plus souvent avant la fermeture complète 

du phagosome et le contenu des granules est déversé dans le phagolysosome, comme dans le 

milieu extracellulaire (Gougerot-Pocidalo et Halbwachs-Mecarelli, 2005; Nuutila et al., 

2009). La mobilisation hiérarchique et l’exocytose de dévers granules du PMN, suite à la 

stimulation par le fMLP, sont liées à un certain seuil du Ca
2+

 intracellulaire qui doit être 

dépassé (Faurschou et Borregaard, 2003). En effet, ces ions à un taux suffisant interviennent 

dans la réorganisation d’actine (Ligeti et Mócsai, 1999; Lacy, 2005) et régulent les 

interactions entre les récepteurs v- et t-SNARs (vesicle- et target-membrane-specific SNARE 

proteins) exprimés sous forme des complexes à la surface des granules et de la membrane 

cible, respectivement (Ligeti et Mócsai, 1999; Lindmark et al., 2002).  

Sur la membrane plasmique du PMN, les t-SNAREs fournissent le lien de la fixation des v-

SNAPEs. En outre, les SNAPs, principalement le N-ethylmaleimide sensitive factor (NSF) et 

les SNAPs-α, -β, -γ (NSF-attaching proteins), interviennent fortement dans la régulation de la 

dégranulation (Borregaard et al., 2007). Les associations SNAPs/SNAREs sont la machinerie 

qui régule la fusion et l’exocytose de granules (Fig. 7). 

 
Figure 7. Modèle SNAREs expliquant la libération des granules du neutrophile. (1) v-SNARE 

exprimé à la surface de granules reconnait spécifiquement le t-SNARE présents sur la membrane 

plasmique. (2) L’assemblage des SNAREs permet (3) l’ancrage de la vésicule à la membrane cible 

puis (4) la fusion des deux membranes et la libération du contenu granulaire. (5) La liaison des SNAP 

facilite la fixation de SNF (ATPase). (6) L’hydrolyse de l’ATP par NSF permet la dissociation des 

SNAREs (Adapté de Hussain et Davanger, 2011). 



 
 

2.4. Libération des médiateurs pro-inflammatoires 

Étant souvent la première cellule inflammatoire recrutée au site d’agression, le neutrophile 

peut moduler la réponse inflammatoire, communiquer avec les cellules environnantes et 

amener à la migration des autres cellules inflammatoires via la production des plusieurs 

médiateurs lipidiques et peptidiques. 

Les principaux médiateurs lipidiques générés dans les neutrophiles sont le PAF, la leucotriène 

(LTB4), la prostaglandine (PGE2) et le thromboxane TXA2 (Hsu et al., 2004; Lötzer et al., 

2007). Au sein du neutrophile activé, le TXA2 avec la PGE2 et les peptido-leucotriènes 

(LTC4, LTD4 et LTE4) sont produits par les cyclooxygénases (Cox-1/-2) et 5-lipoxygénase 

respectivement et présentent des propriétés vasoconstrictrices et vasodilatatrices (Haeggström 

et al., 2010). Les PMNs sont également une source importante d’autres dérivés lipidiques tels 

que les lipoxines LX (A4 et B4), médiateurs anti-inflammatoires qui favorisent la résolution 

des tissus enflammés pour être rendus à l'homéostasie (Baetta et Corsini, 2010). 

Arrivés au site infecté, les neutrophiles activés libèrent une variété des médiateurs protéiques 

comme l’IL-8, le GM-CSF, le G-CSF, le TNF-α, l’interferon-γ et la macrohgage 

inflammatory proteine-1, MIP-1α et MIP-1β (Schröder et al., 2005; Kumar et Sharma, 2010). 

Pendant la phagocytose, les neutrophiles  régulent positivement l’expression d’une variété de 

(CC- et CXC-) chimiokines et de cytokines qui agissent en tant que médiateurs 

d'autocrine/paracrine stimulant le changement de la forme du neutrophile, le chimiotactisme 

des cellules immunisées et la production des ROS (Padrines et al., 1994; Zhu et al., 2007; 

Maio et al., 2011; Witko-Sarsat et al., 2011). 

2.5. Flambée respiratoire 

Pendant la réaction inflammatoire, les PMNs synthétisent de ROS afin de détruire le 

pathogène phagocyté. La production des ROS est initiée par l’activation du complexe 

NADPH oxydase qui génère l’anion superoxyde O2
•-
, dans le processus de l’explosion 

oxydative (Massenet et al., 2005). Ce phénomène est associé à l’augmentation de la 

consommation de l’oxygène moléculaire et à l’activation de la voie des hexoses 

monophosphates, source endogène du NADPH (Borjesson et al., 2005).   

Au repos, les constituants du système NADPH oxydase sont distribués dans des 

compartiments subcellulaires distincts, ce qui garantit son inactivité. Les composants  p47
phox

, 

p67
phox

,
 
p40

phox
 et la Rac GTPase forment un complexe dans le cytosol de la cellule, tandis 

que les deux autres composants (flavine-hémeglycoprotéine gp91
phox

 et p22
phox

) se localisent 



 
 

dans les membranes des vésicules sécrétoires et des granules spécifiques (Werner, 2004; 

Massenet et al., 2005; Ueyama et al., 2007). Sous la stimulation du neutrophile, le système 

NADPH oxydase devient actif après l’assemblage de ces composés cytosoliques avec ceux 

membranaires (Witko-Sarsat et al., 2000; Dang et al., 2011). La dismutation du O2
•-
 donne 

naissance au superoxyde d’hydrogène qui favorise la production d’une variété des substances 

hautement réactives (Fig. 8) telles que le 
•
OH et le HOCl (Murphy et DeCoursey, 2006). 

Toutefois, la surproduction des ROS peut endommager les cellules et les composants 

tissulaires ce qui peut entraine des maladies inflammatoires graves. 

 
 

Figure 8. Système NADPH oxydase et génération des ROS par les neutrophiles stimulés. Durant la 

phagocytose, le pathogène est détruit par des substances cytotoxiques libérées après la fusion  des 

différents granules et vésicules avec le phagosome. Les constituants du complèxe NADPH oxydase 

sont assemblés en réponse aux produits pathologiques libérés dans le site infecté, principalement le 

fMLP. Le système NADPH oxydase actif transfère un électron du NADPH à travers la membrane 

cellulaire pour réduire l’O2 moléculaire en anion O2
•-
. L’anion O2

•-  
est l’origine des autres espèces 

fortement microbicides qui peuvent être produites sous l’action des autres enzymes comme la 

myeloperoxydase, MPO (Murphy et DeCoursey, 2006). 

 

 

 



 
 

3. Elastase leucocytaire 

Les élastases de la famille de chymotrypsine-like incluent l'élastase leucocytaire, l'élastase 

pancréatique, la métallo-élastase de macrophage et l'élastase de fibroblaste. L’élastase du 

neutrophile humain (HNE; E.C. 3.4.21.37) est une serine protéase de 29 à 33kDa avec 

plusieurs isoformes qui diffèrent de glycosylation. HNE est synthétisée sous forme d’une 

glycoprotéine zymogène et prend son activité après une série de clivages protéolytiques 

(Kawabata et al., 2002; Gu et al., 2011). Sous sa forme active, la HNE est principalement 

située dans les granules azurophiles de PMNs avec d’autres serine protéases (Nozawa et al., 

2000; Kawabata et al., 2002 ). Une fois les neutrophiles sont activés, une quantité élevée 

d’élastase est libérée dans des phagolysosomes afin de digérer les micro-organismes 

phagocytés. Par ailleurs, la HNE rapidement sécrétée dans l'espace extracellulaire dégrade 

une variété des protéines intercellulaires, membranaires et plasmatiques (Sun et Yang, 2004; 

Korkmaz et al., 2008).   

3.1. Structure de l’élastase leucocytaire 

Le gène de HNE (HNE2 de 4Kb) est organisé en 5 exons alternatifs avec 4 introns et localisé 

sur le bras court du chromosome 19, dans un cluster avec les gènes codants la protéinase-3 et 

l’azurocidine (Sun et Yang, 2004; Belaaouaj, 2002). Ce gène code une pré-proprotéine de 267 

acides aminés qui subit des modifications post-traductionnelles aux deux extrémités (Fig. 9). 

Le clivage de l’extrémité pro-N-terminale est essentiel pour l'acquisition de son activité 

catalytique et facilite également son stockage optimal dans les granules azurophiles (Garwicz 

et al., 2005). En outre, l’extrémité pro-C-terminale est également éliminée pour atteindre la 

conformation requise de l’enzyme à destiner hors des vésicules trans-Golgi aux granules 

azurophiles (Horwitz et al., 2004; Pham, 2008; Källquist et al., 2010). 

L'activité de la HNE est associée à une triade catalytique constituée de His-57, Asp-102 et 

Ser-195. Dans la structure primaire de l’élastase, ces trois résidus sont largement séparés et ils 

vont être rassemblés pour former son site actif en sa structure tertiaire (Fig. 10). En fin, la 

mobilisation des granules azurophiles des PMNs et la dégranulation de leurs contenus, 

constitués principalement d’élastase, sont déclenchées au cours des interactions neutrophile-

endothélium vasculaire (Gu et al., 2011).  

 

 

 



 
 

 

 
Figure 9. Diagramme structural de la forme pré-proprotéase de l’élastase leucocytaire. Le zymogène 

se compose d'un peptide typique du signal (N-terminale) suivi d'un pro-dipeptide et d'une prolongation 

C-terminale. La protéase mûre stockée dans les granules primaires des neutrophiles est subi des 

clivages protéolytiques multiples impliquant le signal peptidase, la dipeptidyl peptidase-I et l'enzyme 

traitant C-terminale aux positions indiquées dans la séquence (Wiesner et al., 2005; Korkmaz et al., 

2008). 

 

 

 

 
Figure 10. Structure tertiaire de l’élastase leucocytaire et son site actif. La triade (Ser-195,His-57 et 

Asp-102) du site actif est associée à l’inhibiteur dihydro-pyrimidone (DHPI) de HNE. La HNE est 

représentée avec une couleur brune et le DHPI en jaune (Hansen et al., 2011). 

 

 



 
 

3.2. Substrats spécifiques de l’élastase leucocytaire 

Dans les conditions physiologiques, la HNE dégrade tous corps protéiques étrangers 

phagocytés par les neutrophiles. En effet, cette protéase a une large gamme de substrats. la 

HNE sert non seulement au clivage de l'élastine fibreuse insoluble mais presque à tous les 

constituants protéiques de la matrice extracellulaire, des tissus connectifs et des membranes 

basales (Kawabata et al., 2002 ; Gu et al., 2011) telles que le collagène, la fibronectine, la 

laminine et les protéoglycanes (Fujie et al., 1999; Nozawa et al., 2000; Góngora et al., 2002). 

De plus, elle peut hydrolyser des protéines plasmatiques (Gu et al., 2011), les récepteurs des 

plaquettes IIb/IIIa, et ceux du complément et des cadherines (Alam et al., 2011). En outre, la 

HNE peut agir sur quelques facteurs de croissance (Sun et Yang, 2004) et dégrader des divers 

cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1 et TNFα (Owen et al., 1995), l’IL-2 (Ariel et 

al., 1998) et IL-6 (Bank et al., 1999).  

Parmi les enzymes protéolytiques du neutrophile, la HNE est le plus connue pour sa capacité 

de dégrader ses substrats par le transfert des électrons au niveau du site actif à partir du 

groupe carboxylique de l’acide aminé Asp-102 à l'oxygène de Ser-195 qui devient un 

nucléophile et attaque la liaison peptidique spécifique (Belaaouaj, 2002; Heinz et al., 2012). 

Préférentiellement, Cette protéase hydrolyse la liaison peptidique adjacente d’ un acide aminé 

hydrophobique et/ou aliphatique tel que l’alanine, la valine, la glucine ou l’isoleucine (Hansen 

et al., 2011; Heinz et al., 2012).  

Des nombreuses investigations ont prouvé que la HNE est non seulement une protéase mais 

c’est un important régulateur qui contrôle la réponse immunitaire innée et module la 

signalisation cellulaire et le fonctionnement des cellules inflammatoires. En effet, L’élastase 

peut agit sur la sécrétion des cytokines et des interleukines et activer leurs récepteurs 

spécifiques exprimés sur les surfaces de cellules cibles (Benedek et al., 2007; Pham, 2008; 

Alam et al., 2011; Heinz et al., 2012). En outre, la HNE joue un rôle important dans 

l’agrégation et l’adhérence plaquettaire (Wohner et al., 2011), l’activation des lymphocytes et 

l’infiltration des sites enflammés par les neutrophiles (Raptis et al., 2005; Gu et al., 2011). De 

plus, la HNE peut stimuler la production de l’IL-6, l’IL -8 et le GM-CSF (Seidle et al., 2003; 

Alam et al., 2011).  

 

 

 

 



 
 

3.3. Inhibiteurs endogènes de l’élastase leucocytaire 

Une fois libérées, l’élastase leucocytaire demeure active dans l’environnement extracellulaire. 

Dans les conditions physiologiques normales, son activité protéolytique est  étroitement réglée 

par les serpines, inhibiteurs endogènes des sérine-protéinases incluant le α1 proteinase inhibitor 

(α1-PI ou α1-antitrypsine), l’elafin ou skin-derived anti-leukoprotease (SKALP), le secretory 

leukocyte peptidase inhibitor (SLPI) et la α2-macroglobuline. Ces inhibiteurs des protéases sont 

libérés localement dans le site endommagé (Fujie et al., 1999; Henriksen et al., 2008;  Gu et 

al., 2011). 

L’alpha1-antitrypsine de la famille des serpines est le principal inhibiteur endogène de la 

HNE. Les serpines représentent approximativement 10% de toute les protéines du plasma, 

dont le α1-antitrypsine constitue 70% de ceux-ci (Zsila et al., 2010). Cet inhibiteur est 

principalement sécrété par les cellules hépatiques, les monocytes, les macrophages et les 

cellules épithéliales. La concentration plasmatique de α1-PI augmente jusqu’aux 3 ou 4 fois 

durant l’inflammation (Henriksen et al., 2008; Dokai et al., 2011). 

Dans le foyer inflammatoire, l'élastase de neutrophiles peut échapper à la régulation des anti-

protéases par différents mécanismes. D’abord, les inhibiteurs endogènes, ayant des grands 

poids moléculaires, ne peuvent pas accéder au microenvironnement entre l’élastase et ses 

substrats tissulaires, à cause des limitations stéréochimiques. De plus, l’activité  protéolytique 

de la HNE liée au substrat n'est pas complètement inhibée par ces inhibiteurs pourtant ils 

peuvent totalement bloquer l'activité de l’élastase plasmatique libre (Owen et al., 1995). Un 

autre mécanisme est que l’inhibiteur spécifique de la HNE (α1-antitrypsine) est inactivé par 

l'oxydation de son site catalytique en présence des ROS produites par les PMNs activés (Fujie 

et al., 1999). Ces mécanismes, en ensemble, peuvent mener à un déséquilibre local entre la 

HNE et les inhibiteurs endogènes et favorisent l’attaque des tissus. 

3.4. Inhibiteurs synthétiques de l’élastase leucocytaire 

Lorsque l’activité inhibitrice des inhibiteurs endogènes de protéases est altérée, l’intervention 

des inhibiteurs synthétiques de l’élastase devient nécessaire pour empêcher les dommages 

tissulaires sans interférences mécanistiques de la taille et de la limitation stérique des 

inhibiteurs endogènes (Dokai et al., 2011).  

En raison de sa nature fortement cationique, l’élastase leucocytaire se lie aux poly-anions 

comme le glycosaminoglycane sulfaté (Bartolucci et al., 1995; Seidle et al., 2003) et les 

dérivés de l’alkyl-tri-méthyle-ammonium-bromures qui inhibent efficacement son activité 



 
 

(Kouadri-Boudjelthia et Wallach, 1997). Des composés non protéiques incluant FR134043 

(Fujie et al., 1999), le SSR69071 (Bidouard et al., 2003), le 2-pyridin-3-yl-benzo[d 

][1,3]oxazin-4-one (Shreder et al., 2009), l’acide oléique et l’oleoyl-galardin (Moroy et al., 

2011) inhibent également l’activité protéolytique de la HNE. Récemment, Hansen et al. 

(2011) ont montré que le dihydro-pyrimidone se lie au site actif de la HNE, d’une manière non-

covalente, et inhibe fortement son activité catalytique. En outre, les esters aromatiques de l’α-

aminoalkyl phosphonates et les anti-élastases protéiques synthétiques sont également des 

inhibiteurs efficaces et irréversibles (Sieńczyk et al., 2011, Hansen et al., 2011). Toute fois, la 

plupart des inhibiteurs synthétiques ont montré une toxicité et des effets secondaires pendant 

des épreuves cliniques (Gu et al., 2011). 

3.5. Effets délétères de l’élastase leucocytaire 

Lorsque le site enflammé est infiltré par un grand nombre de neutrophiles et lorsque des 

quantités énormes de l'élastase activée sont libérées, l'activité élastasique devient excessive ce 

qui induit des dommages intensifs du tissu. De ce fait, la HNE intervient dans la pathogénie 

des plusieurs maladies inflammatoires aigues et chroniques comme la fibrose kystique 

(Voynow et al., 2008) et l’arthrite rhumatoïde (Korkmaz et al., 2008). Cette enzyme 

cytotoxique se trouve également aux plaques d’athérosclérose (Henriksen et al., 2008). Au 

niveau de poumons, la HNE excessivement libérée peut échapper à la régulation des 

différents anti- protéases et cause l'emphysème et les lésions pulmonaires (Kawabata et al., 

2002), la bronchite chronique, le syndrome de détresse respiratoire aigue et la maladie 

pulmonaire obstructive chronique, COPD (Sun et Yang, 2004; Hansen et al., 2011). 

L’arrêt de la maturation myélopoiétique de neutrophiles est associée à la neutropénie 

héréditaire, cyclique et congénitale grave (Aprikyan et al., 2001; Sun et Yang, 2004; Horwitz 

et al., 2007). La base moléculaire de ces maladies est que les mutations dans le gène ELA2 

codant la HNE perturbent l’adressage physiologique de cette protéase et conduisent à son 

accumulation intracellulaire qui déclenche la réponse apoptotique dans les myélocytes (Pham, 

2008).  

D’ailleurs, Taniguchi et al. (2002) ont trouvé des polymorphismes de nucléotides au niveau 

du promoteur de ELA2 chez 348 patients qui présentent le cancer du poumon. Les cellules 

tumorales produisent excessivement diverses protéases et principalement la HNE qui 

hydrolyse rapidement les constituants tissulaires. L'activité élastasique intervient non 

seulement durant l'invasion des cellules cancéreuses (la métastase) mais également dans leur 

adhérence aux cellules endothéliales vasculaires (Nozawa et al., 2000; Sato et al., 2006).  



 
 

4. Pistacia lentiscus L.  

4.1. Distribution géographique 

Le genre Pistacia appartient à la famille de l’Anacardiacée. Dans le monde, il y a 10 espèces 

de ce genre dont les plus connues sont Pistacia lentiscus L., P. terebinthus L., P. vera L., P. 

atlantica, P. integerrima, P. palestina, P. khinjuk et P. chinensis (Adams et al., 2009). En 

Algérie, les quatre premières espèces sont les plus répondus (Ghalem et Benhassaini, 2007). 

P. lentiscus est une plante aromatique que l'on trouve couramment en sites arides intensifs de 

l’Asie et de la région méditerranéenne de l’Europe et de l’Afrique, jusqu'aux Canaries. Cette 

espèce thermophile pousse à l'état sauvage dans la garrigue. Elle est retrouvée sur tout type de 

sol aride et subhumide en l'Algérie (Dedoussis et al., 2004; Palacio et al., 2005). 

4.2.  Nomenclature et classification botanique 

Pistacia lentiscus a été connu par de nombreux synonymes parmi les quels Lentiscus 

massiliensis (Mill.), Terebinthus vulgaris Fourr., Pistacia narbonensis Mill., Pistacia chia 

Desf.…etc. et actuellement Pistacia lentiscus L. a également des noms vernaculaires tels que 

le lentisque (Français), chios mastic tree (Anglais) et darou en arabe. Pistacia lentiscus est 

botaniquement classifié  comme un arbrisseau de   

Règne: Plantae 

Embranchement: Tracheobionta 

Super-division: Spermatophyta 

Division: Magnoliophyta 

Classe: Magnoliopsida 

Sous-classe: Residae 

Ordre: Sapindales 

Famille: Anacardiaceae 

Genre: Pistacia  

Espèce: lentiscus  

4. 3. Description botanique 

P. lentiscus est un arbrisseau (Fig. 11A) ramifié de 3 à 7m d’hauteur, dans les conditions 

favorables, avec une odeur forte et désagréable de résine. Les branches de cette plante sont 

tortueuses et pressées. Les feuilles sont persistantes et paripennées de 6 à 10 paires de folioles 

elliptiques. De plus, elles sont  dures, glabres, coriaces, luisantes en dessus et pâles en dessous 

avec un pétiole étroitement ailé (García-Fayos et Verdú, 1998). Cet arbuste est dioïque (fleurs 



 
 

mâles et femelles poussant sur des arbustes différents). La floraison (Fig. 11B) apparait entre 

mars et la fin d’avril. Selon le sexe, la couleur des fleurs est variée de rouge foncé (les fleurs 

mâles) au rouge clair pour les fleurs femelles qui sont regroupées en racèmes de 8 à 10 fleurs 

(Jordano, 1989 ; Castro-Díez et al., 1998).  

Après pollinisation, les arbustes femelles produisent des fruits en drupes (Fig. 11C) en fin 

d’été. Les fruits sont initialement des baies rouges globuleuses. Ces baies ont besoin au moins 

50 jours, en automne, pour atteindre leur maturité. Les baies noires matures contiennent des 

graines viables tandis que les baies rouges renferment des graines non viables (Jordano, 1989; 

Montserrat-Martí et Pérez-Rontomé, 2002).  
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Figure 11. Photographies de Pistacia lentiscus. (A) Aspect général de la plante (B) Les fleurs (C) Les 

feuilles et les baies (D) La résine.  



 
 

4. 4. Composition chimique de P. lentiscus 

Les branches et le tronc du P. lentiscus exsudent naturellement ou par incision une résine 

appelée mastic (Fig. 11D). Le mastic est un suc jaune clair, fortement aromatique qui au 

contact de l'air devient dûr et forme une gomme dite mastic. Une fois distillé, le mastic fournit 

une essence qui a fait l’objet de nombreuses études (Duru et al., 2003; Dedoussis et al., 2004; 

Paraschos et al., 2011). Les huiles essentielles sont également extraites des feuilles et des 

rameaux de P. lentiscus (Duru et al., 2003; Gardeli et al., 2008 ; Djenane et al., 2011). Selon 

Gardeli et al. (2008), les constituants des huiles essentielles des feuilles sont caractérisés par 

un taux élevé des monoterpènes (45-68%), suivis par des monoterpènes oxygénés (13-23%) et 

des sesquiterpènes (9-28%).  

Neuf flavonoïdes glycosides ont été isolés de la fraction d’acétate d’éthyle de la partie 

aérienne de 4 espèces de Pistacia (tableau 1), parmi lesquelles P. lentiscus (Kawashty et al., 

2000; Vaya et Mahmood, 2006). En outre, la richesse des feuilles de P. lentiscus en 

polyphénols a été rapportée (Romani et al., 2002; Baratto et al., 2003) où les trois grandes 

classes de métabolites secondaires identifiés sont des gallotannins à faible poids moléculaire 

tels que les dérivés 5-O, 3.5-O-di- et 3.4.5-O- trigalloyl de l’acides quinique, les anthocyanes 

en particulier la delphinidine 3-O-glucoside et la cyanidine 3-O-glucoside et les flavonols 

glycosides comme les glucosides de la quercétine et de la myricetine. 

Tableau 1. Flavonoïdes dans 4 espèces de Pistacia (Kawashty et al., 2000).  

 

Composant 

Pistacia 

atlantica 

Pistacia 

chinensis 

Pistacia 

khinjuk 

Pistacia 

lentiscus 

Kaempferol-3-glucoside  + + + - + 

quercétine-3-glucoside + + + + + + + + + + + 

quercétine-3-galactoside + +    

quercétine-3-rutinoside + - + + + 

quercétine-3-glucoside-7-

galactoside 
+ - - - 

myricetine-3-glucoside - - + + + + 

myricetine-3-galactoside - - + + + - 

myricetine-3-rutinoside - - + + + - 

Vicenin-2 + + + - + 



 
 

L’étude phytochimique effectuée sur les fruits de P. lentiscus par HPLC–DAD–SM a permis 

d’identifier 3 anthocyanes (Fig. 12) à savoir la cyanidine 3-O-glucoside, la delphinidine 3-O-

glucoside et la cyanidine 3-O-arabinoside (Longo et al., 2007). Une autre étude chimique 

réalisée sur la fraction d’acétate d’éthyle de ces fruits a permis d’isoler deux polyphénols, 

l’acide gallique et le 1,2,3,4,6-pentagalloylglucose (Abdelwahed et al., 2007). Ainsi, ces fruits 

comestibles sont considérés comme une source naturelle d’une huile fixe, l’huile du lentisque. 

 

Figure 12. Chromatogramme correspondant à l'extrait épuré des fruits de P. lentiscus. (1) 

Delphinidine 3-O-glucoside. (2) Cyanidine 3-O-glucoside. (3) Cyanidine 3-O-arabinoside (Longo et 

al., 2007). 

4. 5. Usage traditionnel et activités biologiques de P. lentiscus 

Pendant des siècles, les peuples ont développé des bonnes connaissances sur les plantes 

médicinales suite à leur fréquent contact avec l’environnement naturel. Parmi ces plantes, P. 

lentiscus a été utilisée incorporé dans les cuisines méditerranéennes (grecques, turques et 

arabes) et en  médecine traditionnelle.  

La partie aérienne de P. lentiscus a été traditionnellement utilisée, pour ses propriétés 

diurétiques et pour traiter les toux, les gorges enflammées, l'hypertension, les lithiases du rein 

et l'ictère. Cependant, les feuilles sont utilisées en médecine traditionnelle dans le traitement 

de l'eczéma, la diarrhée et les infections buccales. En Tunisie, la décoction des feuilles ou de 

l'écorce de la racine est effectuée contre les ulcères gastriques et les maux de l’estomac 

(Benhammou et al., 2008; Gardeli et al., 2008).  

La médecine traditionnelle algérienne utilise surtout l’huile du lentisque dans le traitement des 

petites plaies, des brûlures légères et de l’érythème. De plus, l’huile est administrée par voie 

orale pour traiter les problèmes respiratoires d’origine allergique, les désordres gastriques, la 

constipation et les ulcères de l’estomac (Reig-Armiňana et al., 2004).  



 
 

Certaines investigations ont montré que l’extrait brut de P. lentiscus, ses huiles essentielles et 

quelques constituants de triterpénoides ont des activités antioxydantes et anti-inflammatoires 

(Duru et al., 2003; Benhammou et al., 2007), antifongiques et antimicrobiennes (Magiatis et 

al., 1999; Benhammou et al., 2008). Les propriétés antioxydantes des composés phénoliques, 

des feuilles et des fruits, et leurs capacités de piéger les radicaux libres ont été également 

rapportées (Baratto et al., 2003; Abdelwahed et al., 2007; Benhammou et al., 2007 ). Janakat 

et Al-Merie (2002) ont signalés une efficacité de l’extrait aqueux (bouillis et non bouillis)  des 

feuilles de P. lentiscus dans le traitement de l'ictère hépatique chez les rats et probablement 

chez l’homme.  

La partie aérienne semble une faible activité antimicrobienne contre des bactéries gram 

négatives et gram positives
 
par rapport à son activité antifongique qui est beaucoup plus 

intéressante contre la levure clinique (Iauk et al., 1996) et les mycètes pathogènes (Kordali et 

al., 2003). Magiatis et ses collaborateurs (1999) ont démontré que les huiles essentielles de la 

résine sont très  actives contre les bactéries et les mycètes, tandis que celles des feuilles ont 

une activité modérée contre les bactéries et sont complètement inactives contre les mycètes. 

Les mêmes résultats ont été obtenus avec certains champignons (Duru et al., 2003; 

Koutsoudaki et al., 2005; Paraschos et al., 2011). De plus, la résine de P. lentiscus joue un 

rôle thérapeutique contre des divers disfonctionnements gastriques, tels que la gastralgie, la 

dyspepsie et l'ulcère gastrique à cause de son effet antibactérien in vivo  contre les 

Helicobacter pylori (Al-Said et al., 1986; Dabos et al., 2010).  

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

MATERIEL ET METHODES 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

1. Matériel 

1. 1. Matériel biologique 

Les polymorphonucleaires (PMNs) neutrophiles ont été isolés à partir du sang humain frais. 

Ce sang est obtenu par prélèvement veineux au pli du coude de volontaires sains, non fumeurs 

et qui ont certifié n’avoir subi aucune médication au moins durant les derniers 15 jours qui ont 

précédé le prélèvement. 

1. 2. Matériel végétal 

Les feuilles et les fruits de P. lentiscus L. ont été récoltés en octobre 2010, de la région de 

Flifla-Skikda (Nord d’Est d’Algérie). L'identification a été déterminée par Pr. Laaouer H. 

(département de botanique, faculté des sciences de la nature et de la vie. Université Ferhat 

Abbas- Sétif).  

Après la récolte, les baies entièrement pigmentées (violettes foncées) ont été congelées à 4°C, 

et avant leur utilisation elles ont été décongelées, rincées et séchées. Cependant, les feuilles 

ont été séchées à l’ombre dans un endroit sec et à température ambiante pendant quelques 

jours puis 9h à 50°C. Les feuilles séchées ont été emballées et stockées à température 

ambiante dans des sacs en papier. 

1. 3. Solutions du travail 

Tous les produits chimiques et les solvants utilisés dans cette étude sont de grade analytique 

et proviennent de Sigma (Germany), Fluka (Germany) et Prolabo (France). Les solutions du 

travail sont les suivantes 

• Héparinate de lithium (50U/ml), préparé dans du NaCl 0.9% puis répartie en aliquote de 1 

ml et gardée à -32°C. 

• Dextran 10%, préparé dans du NaCl 0.9% puis répartie en aliquote (2 ml) et gardée à -32°C. 

• Hanks Balanced Salt Solution avec ou sans Ca
2+

 et Mg
2+

 (HBSS2 et HBSS1) respectivement 

préparé à 0.95% dans l’eau distillée fraîche. Le pH du tampon est ajusté à 7.4 avec du NaOH 

0.1N. 

• Ovalbumine (0.25%), préparé dans le HBSS2. 

• Tampon phosphate PBS (50mM), préparé en mélangeant la solution acide de NaH2PO4 

2H2O (50mM) avec la solution basique de Na2HPO4 2H2O (50mM) jusqu'à  l’obtention d’un 

pH égale à 7.4. Le mélange obtenu est ensuite supplémenté par du NaCl (150mM). 



 
 

• Tampon HEPES 0.1M, préparé dans du NaCl 0.5M. Le pH est ajusté à 7.4 avec du NaOH 

0.1N. 

• Solution Türk, préparée en mélangeant 1ml de violet de gentiane à 1ml d’acide acétique, 

puis le volume est complété à 100ml par de l’eau distillée.  

• Bleu de Trypan (0.4%), préparé dans du NaCl 0.9% puis filtré. 

• fMLP (10
-2

M), préparé dans le DMSO. La solution est aliquotée (10µl) et gardée à -32°C. 

• Cytochalasine B (2mM), préparé dans du DMSO. La solution est aliquotée (20µl) et gardée 

à -32°C. 

• Substrat d’élastase : N-Méthoxy-Suc-(Ala)2-Pro-Val-p-Nitroanilide (250mM), préparé dans 

1-Methyl-2-Pyrrolidinone, la solution est conservée à 4°C à l’abri de la lumière. 

2. Méthodes 

2. 1. Extraction 

L’extraction aqueuse des feuilles de P. lentiscus a été réalisée selon la méthode de Ljubuncic 

et al. (2005). Brièvement, 25g des feuilles séchées et découpées en petites pièces sont placées 

dans 250ml d’eau distillée. Après une décoction de 20min, l’extrait est filtré puis centrifugé à 

3000rpm pendant 10min. Le surnageant obtenu est lyophilisé et conservé à -32°C (Fig. 13).  

L’extraction méthanolique des feuilles a été effectuée par macération selon le protocole de 

Beara et al. (2010). 25g des feuilles séchées et découpées sont mises dans 250ml du méthanol 

80% sous agitation à l’obscurité pendant 24h. Après filtration et centrifugation, le solvant du 

surnageant est évaporé à 40°C, le résidu obtenu est séché puis conservé à -32°C. 

La macération des baies de P. lentiscus a été réalisée selon le protocole de Longo et al. 

(2007). une prise de 25g des baies concassées a été trempée dans 50ml de méthanol acidifié 

(HCl 0.1%) pendant 24h à l’obscurité. L’extrait est filtré et centrifugé avant l’évaporation du 

solvant à 40°C. Ensuite, le filtrat est séché et gardé à -32°C. 
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Figure 13. Protocoles d’extraction au milieu aqueux et méthanolique des feuilles et des fruits de P. 

lentiscus. 
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2. 2. Dosages des polyphénols et des flavonoïdes de P. lentiscus 

2. 2. 1. Dosage des composés phénoliques 

 La teneur totale en composés phénoliques solubles dans les trois extraits de P. lentiscus a été 

estimée avec le réactif de Folin-Ciocalteu selon la méthode de Slinkard et Singleton (1977), 

en utilisant l'acide gallique comme standard. Brièvement, 100µl de différentes concentrations 

de chaque extrait ou du standard ont été mélangés à 500µl du réactif de Folin-Ciocalteu dilué 

(1/10). Après une incubation de 4min à température ambiante, 400µl d’une solution de 

carbonate de sodium (Na2CO3) 7.5% sont ajoutés. L’absorbance est mesurée après 2h 

d’incubation à 765nm (spectrophotomètre Thermo Spectronic, USA), contre un blanc 

contenant le solvant au lieu de la substance testée. La concentration en polyphénols dans 

chaque extrait est exprimée en μg d’équivalents d’acide gallique par mg d’extrait (EAG 

μg/mg d’extrait), et calculée à partir de l’équation de régression établie de la courbe 

d’étalonnage de l’acide gallique (20-160μg/ml).  

2. 2. 2. Dosage des flavonoïdes 

Pour quantifier les flavonoïdes dans les extraits de P. lentiscus, la méthode du trichlorure 

d’aluminium (Bahorun et al., 1996) a été utilisée. Le mélange de 1ml d’échantillon ou du 

standard (préparés dans du méthanol) à 1ml de la solution d’AlCl3 (2%) est incubé pendant 

10min puis l’absorbance est lue à 430nm. La concentration des flavonoïdes est déduite à partir 

d’une gamme d’étalonnage établie avec la quercétine de 2 à 16μg/ml, et elle est exprimée en 

µg d’équivalents de quercétine par mg d’extrait (EQ µg/mg d’extrait). 

 2. 3. Préparation des cellules 

 2. 3. 1.  Isolement des neutrophiles  

Les neutrophiles PMNs sont isolés selon la méthode décrite par Selloum et ses collaborateurs 

(2001). Dans un tube conique en polypropylène, 10ml de sang sont prélevés sur 1ml 

d’héparinate de lithium (5U/ml) puis 2ml de dextran 10% sont additionnés pour accélérer la 

vitesse de sédimentation des hématies. Après une heure de sédimentation à température 

ambiante, le plasma est récupéré dans un nouveau tube au fond duquel l’histopaque


-1077 est 

injecté. Ensuite, le tube conique est centrifugé à 1000rpm/ 25min/ 4°C (Rotina R 35, 

Germany). Avec une densité supérieure à 1.077, les neutrophiles sont précipités au fond du 

tube, en formant un culot avec des hématies. Ces hématies résiduelles sont éliminées via une 

série d’hémolyse par 1ml d’eau distillée froide. À chaque fois, l’hémolyse est arrêtée après 

30s en ajoutant 5ml de HBSS1 frais. La suspension est en suite centrifugée à 1000rpm/ 10min/ 

4°C. À la fin de la dernière centrifugation, les neutrophiles exempts, de toutes traces 



 
 

d’hématies contaminantes, sont suspendus dans le HBSS1  et conservés à basse température 

afin d’être comptés. Lors de son utilisation, la suspension cellulaire est centrifugée à 

1000rpm/ 10min/ 4°C, et les neutrophiles sont récupérés dans le HBSS2 avec ou sans 

l’ovalbumine. 

2. 3. 2. Comptage des PMNs 

Les PMNs isolés sont comptés à l’aide d’une cellule de Thoma en mélangeant 50µl de la 

suspension cellulaire à 450µl de la solution Turk. Une goutte de la suspension colorée est 

ensuite déposée contre une lamelle montée sur la cellule de Thoma. Les neutrophiles sont 

comptés dans les 16 carreaux de la cellule sous microscope (Zeiss, Germany) avec l’objectif 

X40. La concentration cellulaire est estimée par la formule suivante:  

[C] = N0 x 10 x 10
4
 

• [C]: Concentration cellulaire (cellule/ml). 

• N0: Nombre de cellules comptées dans les 16 carreaux. 

• 10: Facteur de dilution. 

• 10
4
: Facteur de correction utilisé pour obtenir le nombre de cellules dans un volume égal à 

1ml. 

2. 3. 3. Viabilité et pureté des PMNs 

La viabilité des neutrophiles est estimée après chaque isolement par le test de l’exclusion au 

bleu de Trypan. Pour cela, 300l de la suspension cellulaire sont incubés pendant 10min à 

37°C avec 300l du bleu de Trypan 0.4%. Contrairement aux cellules mortes, les cellules 

vivantes ont la propriété de ne pas internaliser le colorant par l’action de leur barrière 

cytoplasmique active. Après coloration, les cellules mortes se colorent en bleu, tandis que  les 

cellules vivantes restent incolores. Les cellules viables et les cellules non viables sont 

comptées à l’aide de la cellule de Thoma. Le pourcentage de la viabilité est défini par la 

formule suivante: 

% Viabilité = (Nt – Nm/ Nt)  100 

• Nt : Nombre total de cellules comptées (vivantes et mortes).  

• Nm: Nombre de cellules mortes.  

La pureté de neutrophiles est définie comme étant le nombre de neutrophiles parmi les 100 

cellules aléatoirement comptées pratiquement sur un frottis. Une goutte de suspension 

cellulaire est étalée sur une lame en verre et fixée par le méthanol pendant 5min. Après 2min 



 
 

de coloration par le  Wright Stain, l’excès du colorant est éliminé par le rinçage avec un 

tampon PBS et les cellules sont ensuite comptées.   

2. 3. 4. Cytotoxicité des extraits  de P.  lentiscus  

La cytotoxicité des extraits est évaluée par le test d’exclusion au bleu de Trypan. Pour cela, 

les neutrophiles (3x 10
6
 cellule/ml) sont incubés avec les  extraits à la concentration 100µg/ml 

pendant 30min à 37°C. Ensuite, La viabilité est estimée comme précédemment décrit, et 

exprimée en pourcentage par rapport au contrôle (PMNs non traités) considéré comme le 

100% de viabilité. 

2. 4. Effet des extraits de P. lentiscus sur le chimiotactisme in vitro 

L’effet des extraits étudiés sur le chimiotactisme des neutrophiles a été évalué à l’aide d’une 

chambre de chimiotactisme (Neuro, Probe, Inc., USA). Cette chambre est constituée de deux 

compartiments chacune comporte 48 puits répartis en 12 rangées verticales de 4 puits. Les 

deux compartiments sont séparés par la silicone gasket, qui a la même distribution en puits 

que les compartiments de la chambre (Fig. 14). À chaque utilisation, on réserve une rangée 

pour chaque concentration et on laisse une rangée vide entre deux rangées remplis pour éviter 

la contamination.  

Le chimiotactisme in vitro a été réalisé selon la méthode de Falk et ses collaborateurs (1980) 

modifiée par Selloum et al. (2003). Les neutrophiles isolés (2.3x 10
6 

cellules/ml) sont pré-

incubés dans du HBSS2/ ovalbumine 0.25%, ou avec les différentes concentrations (20-

100µg/ml) de chaque extrait à tester pendant 10min à 37°C. Parallèlement, les puits du 

compartiment inférieur de la chambre sont remplis avec 27μl du HBSS2/ ovalbumine 0.25% 

(contrôles négatif) ou avec l’agent chimioattractant, fMLP 10
-7

M (contrôles positif et test). Un 

filtre en polycarbonate d’une porosité de 5μm est déposé contre les puits du compartiment 

inférieur. La silicone gasket est en suite appliquée contre le filtre. La chambre est 

complètement montée en joignant les compartiments par 6 écrous. Une fois la chambre est 

surmontée, on dépose 45μl des neutrophiles non traités dans les puits du compartiment 

supérieur correspondants aux contrôles négatif et positif et 45µl des neutrophiles traités dans 

les puits tests. Finalement, la chambre est placée pendant 80min dans une étuve à 37°C, en 

atmosphère humide et en présence de 5% de CO2. 

À la fin de la période d’incubation, le filtre est retiré et les cellules qui n’ont pas migrées sont 

éliminées par lavage au tampon PBS. Les cellules ayant adhérées à la face inférieure du filtre 

sont fixées par le méthanol (5min d’action) et colorées par le Wright Stain (pendant 3min 

d’action). L’excès du colorant est éliminé par le rinçage du filtre avec l’eau distillée. 



 
 

Les neutrophiles fixés sur le filtre sont comptés sous microscope à l’objectif X100 en 

émersion. Pour chaque puits, on compte les cellules contenues dans 5 champs microscopiques 

choisis aléatoirement. Les résultats sont exprimés en nombre moyen de cellules de 3 puits 

pour chaque concentration où ce test est répété 3 fois. Toutefois, la moyenne des cellules des 

puits contrôles négatifs est soustraite de la moyenne des cellules comptées dans les puits 

contrôles positifs ainsi que dans les puits tests, afin d’obtenir le nombre de cellules ayant 

migrées réellement en réponse à l’agent chimioattractant. Les résultats sont exprimés en 

pourcentage d’inhibition de la migration des neutrophiles dans les puits tests par rapport à 

celle des puits contrôles positifs en appliquant la formule suivante: 

% inhibition = (NC –NT / NC)  100 

• NC : Moyenne du nombre de cellules comptées dans les puits contrôles positifs. 

• NT : Moyenne du nombre de cellules comptées dans les puits tests. 

 

 

                                     A                                                                B 

Figure 14. Chambre de chimiotactisme (48-micro Well chemotaxis chamber). (A) Les différentes 

constituants de la chambre, le compartiment inférieur est réservé à l’agent chimioattractant et le 

supérieur est réservé à la suspension cellulaire. (B) chambre montée, les deux compartiments sont 

séparés par la silicone gasket et tous est rassemblé avec 6 écrous.  

2. 5. Effets des extraits de P. lentiscus sur l’activité de l’élastase 

Avant d’investiguer l’effet des extraits de P. lentiscus sur la dégranulation des neutrophiles 

humains isolés, on a évalué leur effet sur l’activité de l’élastase leucocytaire elle-même selon 

la méthode de Bieth et al. (1974). Les neutrophiles suspendus dans du HBSS2 (6x 10
6 

cellules/ml) sont incubés pendant 20min à 37°C avec fMLP 10
-6

M/ Cytochalasine (CB) 10
-

5
M. Après une centrifugation de 5000rpm/ 25min/ 4°C, le surnageant qui contient l’élastase, 

est récupéré pour une deuxième incubation de 10min à 37°C avec deux gammes différentes de 

concentrations (20-100µg/ml et 4-20µg/ml) des trois extraits de P. lentiscus. Sur une plaque 



 
 

transparente de microtitration, 75µl du surnageant traité sont déposés en mélange avec 75µl 

du substrat spécifique de l’élastase, le N-Méthoxy-Suc-(Ala)2-Pro-Val-p-Nitroanilide 5x10
4
M,  

dilué dans le tampon HEPES 0.1M. Ensuite, la plaque est incubée pendant 40min à 37°C. 

L’activité de l’élastase est déterminée comme étant l’absorbance à 405nm de p-Nitroanilide 

libéré contre des puits témoins contenant le surnageant non traité et considérés comme 100% 

d’activité. Toutes les concentrations citées sont des concentrations finales. 

2.6. Analyse statistique 

Les résultats des différents essais réalisés sont exprimés sous la forme de la moyenne 

d’inhibition d’au moins trois répétitions ± SEM. La signification statistique entre le contrôle 

et les échantillons traités est déterminée par le test t de Student et les différences sont 

considérées significatives au seuil de 5%  (p<0.05).  

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

RESULTATS ET DISCUSSION 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

1. Préparation des extraits de Pistacia lentiscus 

L’extrait aqueux (E-AQ) des feuilles sèches de P. lentiscus se présente sous forme d’une 

poudre jaune. Tandis que, l’extrait méthanolique (E-Met) de la même partie a une couleur 

verte-grisâtre. Cependant, l’extrait méthanolique des fruits a une couleur rouge brique 

attirante. Le rendement d’extraction est exprimé en pourcent de matière sèche. L’extraction 

méthanolique et aqueuse des feuilles donnent les rendements les plus élevés soit 25.65% et 

16.41% respectivement par rapport à l’E-Met des fruits qui présente le rendement le plus 

faible de 1.68% seulement.  

Le rendement obtenu avec l’E-AQ est légèrement plus élevé que le rendement (16%) 

mentionné dans les travaux de Ljubuncic et al. (2005). Ceci peut être expliqué par l’origine 

géographique de la plante (climat et sol), la saison de la récolte et la durée et les conditions de 

stockage. Concernant l’E-Met des feuilles, le rendement est supérieur que celui rapporté dans 

l’étude de Beara et al. (2010). Malgré que la méthode d’extraction appliquée aux feuilles et 

aux fruits soit la même, mais le rendement des fruits est très faible par rapport aux feuilles. 

Cela est probablement dû aux propriétés génotypiques et au contenu chimique de chaque 

organe végétal. En plus de la méthode, le système solvant utilisé est l’un des facteurs qui 

influencent le rendement d’extraction et même la qualité de l’extrait, autrement dit, avec la 

pureté des principes actifs (Tabart et al., 2007). Pour cette raison, le rendement obtenu avec 

l’E-Met des feuilles (25.65%) est supérieur à celui rapporté par Benhammou et al. (2008) 

pour l’extrait éthanolique des feuilles (12.64%). 

Dans la présente étude, le protocole d’extraction est optimisé afin de préserver la bio-activité 

des constituants. En effet, la macération sous agitation permet d’accélérer le processus 

d’extraction et de minimiser le temps de contact de la matière végétale avec le solvant. 

Cependant, l’extraction à température ambiante et à pH modéré ainsi que l’épuisement du 

solvant à pression réduite permettent d’obtenir le maximum des composés et de préserver ces 

composés vis-à-vis des modifications chimiques (Tabart et al., 2007). 

 

 

 

 

 



 
 

2. Dosages des polyphénols et des flavonoïdes 

Les composés phénoliques (acides phénoliques, tannins et flavonoïdes) sont les éléments 

phytochimiques qui présentent les effets pharmacologiques les plus importants des plantes. 

Pour cela, un dosage des polyphénols totaux et des flavonoïdes des 3 extraits étudiés de P. 

lentiscus a été effectué. 

La quantification des composés phénoliques dans les 3 extraits a été estimée par la méthode 

du réactif de Folin et la teneur en composés phénoliques est calculée à partir de la courbe 

d’étalonnage de l’acide gallique (AG) utilisé comme standard (Fig. 15).  

Le dosage des flavonoïdes est déterminé selon la méthode au trichlorure d’aluminium. La 

courbe d’étalonnage de la quercétine (Fig. 16) est utilisée pour calculer le contenu en 

flavonoïdes de chaque extrait. Les résultats obtenus sont exprimés respectivement en 

microgramme d’équivalent d’acide gallique (EAG/mg d’extrait) et d’équivalent de quercétine 

(EQ/mg d’extrait) pour chaque extrait (Tableau 2). 

Tableau 2. Quantification des polyphénols et des flavonoïdes dans les extraits de P. lentiscus. Les 

valeurs représentent la moyenne ± SEM (n=3). 

Extrait Polyphénols 

μg
 
d’EAG/mg d’extrait 

Flavonoïdes 

μg
 
d’EQ/mg d’extrait

 

E-AQ  feuilles 227 ± 0.34 11 ± 0.12 

E-Met  feuilles 268 ± 0.69 15 ± 0.06 

E-Met  fruits 214 ± 0.34 24 ± 0.42 

 

Les résultats du tableau 2 montre que l’E-Met des feuilles est plus riche en polyphénols que 

l’E-AQ des feuilles et que l’E-Met des fruits qui étant le moins riche des 3 extraits. Par contre, 

l’E-Met des fruits présente la teneur la plus élevée en flavonoïdes. Cependant, les flavonoïdes 

des feuilles sont mieux extraits par le méthanol que par l’eau. 

 

 

 

 



 
 

 
Figure 15. Courbe d’étalonnage de l’acide gallique. 

 

 
 
Figure 16. Courbe d’étalonnage de la quercétine. 
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Le contenu des fruits de P. lentiscus en flavonoides (24 ± 0.42µg EQ / mg E) est identique à 

celui trouvé (23 ± 1µg EQ / mg E) dans les fruits de P. terebinthus (Topçu et al., 2007). 

Cependant, les fruits de P. lentiscus contiennent plus de polyphénols que ceux de P. 

terebinthus (123 ± 0.02µg PE/mg E), où le pyrocatechol (PE) a été utilisé comme standard 

(Topçu et al., 2007). En outre, les travaux réalisés par Maamri (2008) sur les fruits et les 

feuilles de P. atlantica permettent d’affirmer que les teneurs en polyphénols et en flavonoides 

chez P. lentiscus sont elevées par rapport à P. atlantica dans les deux organes, et que les 

feuilles des deux éspeces de Pistacia sont plus riches en composés phénoliques que les fruits.  

Pour les composés phénoliques, le choix du solvant (la combinaison méthanol/eau) peut 

améliorer l'extraction des composés de moyenne et de faible polarité plus que les composés 

phénoliques glycosidés qui sont très hydrosolubles (Lapornik et al., 2005). Les études de 

Romani et ses collaborateurs (2002) ont montré qu’en plus des flavonols glycosidés tels que 

les glycosides de myricétine et de quercétine, les feuilles de P. lentiscus se renferment de 

grandes quantités d'acide gallique et de dérivés galloyl. En outre, Il a été rapporté que les 

fruits de P. lentiscus sont riches en flavonoïdes glycosides tels que le cyanidine 3-O-

glucoside, le delphinidine 3-O-glucoside et cyanidine 3-O-arabinoside en plus des dérivés  de 

l’acide gallique comme 1,2,3,4,6-pentagalloylglucose, qui peuvent être les précurseurs des 

tannins (Romani et al., 2002; Longo et al., 2005).  

La présence des flavonoîdes est plus importante dans les fruits de cette plante que dans ses 

feuilles. De ce point de vue, nos résultats se diffèrent que ceux obtenus par Maamri (2008) et 

Yousfi et al. (2009). L’utilisation d’un milieu d’extraction acidifié (méthanol/HCl 0.1%) 

permet d’extraire des tannins et des flavonoîdes où l’acidification du milieu pourrait 

augmenter la stabilité des flavonoïdes tels que les anthocyanines. De plus, elle favorise la 

dissociation des acides hydroxycinnamiques et accélére la dégradation des procyanidines par 

l’hydrolyse des polymères et des constituants qui forment les envoloppes de fruits. Enfin, le 

méthanol acidifié peut altérer la integrité des parois et des membranes cellulaires ce qui 

facilite la solubilisation et la diffusion des composés phénoliques des fruits dans le milieu 

d’extraction (Ju et Howard, 2003; Chirinos et al., 2007).  

 

 

 



 
 

3. Préparation des neutrophiles humains 

Les neutrophiles sont les cellules immunitaires principales qui interviennent au site affécté 

dans les inflammations. Toutefois, les PMNs sont potentiellement liés à la pathophysiologie 

de nombreux syndromes inflammatoires. L’action délétère de ces cellules est associée à 

l’activation excessive, la dérégulation et la surproduction de radicaux libres et des enzymes 

protéolytiques qui sont fortement toxiques aux tissus environnants (Costa et al., 2006; Mumy 

et McCormick, 2009). Nombreuses expérimentations ont utilisé les neutrophiles isolés comme 

modèle cellulaire in vitro afin d’évaluer la suppression ou la modulation de l’activation 

excessive et inappropriée des PMNs par les anti-inflammatoires stéroïdiens et non stéroïdiens, 

ainsi que par plusieurs plantes médicinales présentant des propriétés anti-inflammatoires 

(Hwang et al., 2006). 

La méthode suivie pour l’isolement des PMNs a permis d’obtenir jusqu’à 3 millions de 

cellules par ml de sang. L’efficacité de cette méthode est vérifiée par la viabilité et la pureté 

de la suspension cellulaire. La viabilité des cellules isolées a été estimée à plus de 94% dont 

plus de 95% sont des neutrophiles. 

3.1. Effet cytotoxique des extraits de P. lentiscus 

La cytotoxicité des extraits appliqués envers les neutrophiles a été évaluée par le test 

d’exclusion au bleu de Trypan. Les PMNs sont incubés avec les extraits des feuilles et des 

fruits de P. lentiscus à des concentration allant jusqu'à 100µg/ml et avec le DMSO (0.1%) 

pendant 30 min. La viabilité obtenue est supérieure à 75%. Ces résultats montrent l’absence 

d’effet cytotoxique pour les concentrations d’extraits appliquéés contre les neutrophiles 

humains au cours de ce travail. Il est donc exclu que tout effet inhibiteur de ces extraits soit dû 

à leur cytotoxicité. 

4. Etude du chimiotactisme des neutrophiles humains  

L’effet des 3 extraits de P. lentiscus sur la réponse chimiotactique des neutrophiles humains a 

été évalué in vitro à l’aide d’une chambre du chimiotactisme (48-Well chemotaxis chamber). 

Les neutrophiles (2.3x 10
6 

cellules/ml) sont incubés dans les puits supérieurs de la chambre en 

présence ou en absence des différentes concentrations des substances à tester. Les PMNs vont 

migrer à travers les pores du filtre en polycarbonate vers les puits inférieurs de la chambre qui 

renferment soit le HBSS2 seul qui représente le contrôle négatif (Fig. 17A), soit le milieu avec 

l’agent chimioattractant fMLP 10
-7

M pour les puits contrôle positif (Fig. 17B) et les puits 

tests. Les résultats montrent qu’en présence de l’agent chimioattractant (Fig. 18), le nombre 



 
 

des neutrophiles qui migrent est au moins 3 fois plus grand (74 ± 4) qu’en son absence (22 ± 

3). La différence notée est statiquement très significative (p<0.01).  

Sous l’effet des facteurs chimioattractants, les neutrophiles stimulés se déplacent d’une 

manière unidirectionnelle guidés par le gradient décroissant de ces chimioattractants générés 

au niveau du site enflammé (Salvatisi et al., 2006; Jin et al., 2008). Les résultats obtenues 

suggérent que l’exposition des neutrophiles au fMLP active fortement leur réponse 

chimiotactique où ils ont migré en très grand nombre. Par contre, en absence de 

chimioattractants, les neutrophiles se déplacent d’une manière spontanée, pluridirectionnelle 

et ne s’éloignent pas significativement de leurs sites initiaux (Jin et al., 2008), ce qui explique 

le faible nombre de neutrophiles ayant migré vers les puits inférieurs qui ne renferment pas du 

fMLP. 

   

                                 A                                                                          B                                                                                                                                                                   

Figure 17. Adhésion des neutrophiles humains sur le filtre après leur migration en absence (A) et en 

présence du fMLP (B). Les neutrophiles (2.3x 10
6 
cellules/ml) sont  incubés pendant 80 min à 37°C 

dans le HBSS2 contenant 0.25% d’ovalbumine, dans un milieu humide et riche en CO2. Après 

incubation, les cellules sont fixées sur le filtre de polycarbonate en présence de méthanol et colorées 

par le Wright Stain, la lecture s’effectue à l’objectif X40.  
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Figure 18. Effet chimioattractant du fMLP (10
-7
M) sur les PMNs humains isolés. Les PMNs 

fraichemment isolés sont incubés pendant 80 min à 37°C dans une atmosphère humide et riche en 

CO2 . Les PMNs ayant adhéré à la face inférieur du filtre sont comptés à l’objectif X100 après leur 

fixation sur le filtre par le méthanol et leur coloration avec le Wright Stain. Les résultats sont exprimés 

en nombre de cellules par champ. Chaque histogramme représente la moyenne  SEM (n=3). Contrôle 

negatif (C-) vs l’fMLP; **p<0.01 (test t de Student). 

4.1. Effet des extraits méthanoliques de P. lentiscus sur le chimiotactisme 

Le traitement des neutrophiles avec différentes concentrations des extraits méthanoliques des 

feuilles et des fruits de P. lentiscus (20-100µg/ml) a réduit significativement leur migration 

induite par le fMLP (Fig. 19). Les inhibitions obtenues sont positivement corrélées à la 

concentration des extraits. Cependant, le chimiotactisme des PMNs en réponse au fMLP est 

complètement réprimé en présence de 100µg/ml d’E-Met des fruits (la concentration la plus 

élevée sans effet cytotoxique), et le pourcentage d’inhibition est de 100%.  

4.2. Effet des extraits des feuilles de P. lentiscus sur le chimiotactisme 

Comme l’E-Met des feuilles, l’E-AQ de P. lentiscus (20-100 µg/ml) a reprimé d’une manière 

dose-dépendante le chimiotactisme des PMNs en répense au fMLP (Fig. 20). Les inhibitions 

engendrées par ces extraits à 100µg/ml sont pratiquement proches et atteignent un taux 

maximal de 71% et de 81% pour l’E-AQ et l’E-Met des feuilles, respectivement.  

 



 
 

 

Figure 19. Effet des extraits méthanoliques de P. lentiscus sur le chimiotactisme des neutrophiles 

humains activés par le fMLP. Les neutrophiles sont  incubés à 37°C pendant 80 min en présence de 20 

à 100µg/ml des extraits méthanoliques (E-Met) des fruits et des feuilles. Les valeurs représentent les 

pourcentages d’inhibition de la migration des neutrophiles par rapport au contrôle considéré comme le 

100% de migration. Chaque valeur représente la moyenne ± SEM (n = 3). Les comparaisons sont 

effectuées par rapport au contrôle positif ; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 (test t de Student). 

 

 

Figure 20. Effet des extraits des feuilles de P. lentiscus sur la migration des neutrophiles humains 

stimulés par le fMLP. Les neutrophiles isolés sont incubés à 37°C pendant 80 min en présence de 20 à 

100µg/ml d’extrait méthanolique (E-Met) et  aqueux (E-AQ) des feuilles. Les résultats sont exprimés 

en pourcentage d’inhibition de la migration des neutrophiles par rapport au contrôle considéré comme 

le 100% de migration. Chaque valeur représente la moyenne ± SEM (n = 3). Les comparaisons sont 

effectuées par rapport au contrôle ; *p<0.05 ; **p<0.01 (test t de Student). 



 
 

 

 

Figure 21. IC50 des extraits de P. lentiscus durant la migration des neutrophiles humains stimulés par 

le fMLP. Chaque histogramme représente la moyenne ± SEM (n = 3). Les comparaisons sont 

effectuées entre les trois extraits ; *p<0.05; **p<0.01 (test d’ANOVA).  

L’extrait méthanolique des fruits de P.lentiscus semble avoir un pouvoir inhibitreur plus fort 

sur la migration des PMNs que l’E-Met et l’E-AQ des feuilles, et les IC50 enrégistrées sont 

respectivement de 19.8 ± 0.8, 26.7 ± 0.7 et 34.6 ± 0.5µg/ml. La figure 21 montre une 

différence très significative (p<0.01) entre l’effet anti-chimioattractant de l’E-Met des fruits 

et celui de l’E-AQ des feuilles et une différence significative (p<0.05) notée aussi entre l’E-

Met et l’E-AQ des feuilles.  

Nos résultats montrent que l’extrait méthanolique des feuilles de P.lentiscus inhibe mieux le 

chimiotactisme que l’extrait aqueux, ce qui peut être dû à la présence de substances à faible 

polarité dans l’extrait méthanolique qui peuvent agir en synergie avec les substances 

hydrosolubles (Lapornik et al., 2005; Seidle, 2002). Par ailleurs, l’extrait méthanolique des 

fruits exerce un effet inhibiteur plus fort que celui exercé par le même extrait des feuilles, ce 

qui indique que les composés responsables de cette inhibition présentent aussi bien dans les 

fruits que dans les feuilles de la plante. Dans la présente étude, l’analyse chimique des extraits 

de P.lentiscus montre que ses fruits sont la plus riche en flavonoîdes par rapport aux feuilles. 

Ces molécules constituent une grande classe des polyphénols qui sont largement distribuées 

dans le règne végétal. Nombreuses études phyto-thérapeutiques affirment que les activités 

anti-inflammatoire et antioxydante des plantes pourraient être attribuées à leur contenu en 

flavonoïdes qui semblent des effets bénéfiques sur l’inflammation (Li et al., 2000; Bouriche 

et al., 2003). Dans ce contexte, l’activité anti-inflammatoire de la rutine, l’isomère glycosylée 

de la quercétine, a été étudiée in vivo et in vitro. Pratiquement, la rutine a exercé un effet 



 
 

inhibiteur significatif (p<0.05) et d’une manière dose-dépendante sur le chimiotactisme des 

neutrophiles humains en réponse au fMLP (Selloum et al., 2001).  

La capacité des flavonoïdes à moduler la réponse chimiotactique chez les  neutrophiles a été 

investiguée et toutefois les mécanismes fondamentaux, avec les quels ces composés agissent, 

ne sont pas encore bien déterminés. Plusieurs études indiquent que les flavonoïdes pourraient 

exercer un effet inhibiteur direct sur des enzymes impliquées dans les voies de signalisation 

au sein du neutrophile comme la PKC et la PI3-kinase (Gamet-Payrastre et al., 1999; Selloum 

et al., 2001) où la PI3-Kinase joue un rôle principal dans la réorganisation du cytosquelette 

d'actine durant le chimiotactisme et dans la dégranulation de PMNs stimulés (Burelout et al., 

2007; Millius et al., 2009). Récemment, Souto et al. (2011) montrent, in vivo et in vitro, que 

la quercétine peut inhiber d’une manière dose-dépendante le chimiotactisme des neutrophiles 

stimulés par différents chimioattractants, parmi lesquels le fMLP, probablement en réduisant 

la polymérisation d’actine. 

Par ailleurs, les activités anti-inflammatoires exercées par les flavonoïdes peuvent être dues 

aussi à l’inhibition de certaines enzymes qui peuvent amplifier le processus inflammatoire, 

parmi ces enzymes la cyclooxygenase (Cox-2) et la lipoxygénase (Lox-5), en réduisant alors 

la production des médiateurs pro-inflammatoires tels que les prostaglandines (Surh et al., 

2001; Hernández et al., 2007). De plus, les anthocyanines, composés poly-phénoliques 

donnent aux fruits de P. lentiscus une couleur bleu-rougeâtre, peuvent expliquer l’activité 

anti-chimioattractant de ces fruits. Le delphinidine, anthocyanine aglycone, inhibe 

efficacement la phosphorylation de certaines enzymes kinases comme la JNK, p38-kinase, 

PI3-kinase et aussi bien la Fyn kinase qui sont impliquées dans l’activation des facteurs de 

transcription au niveau du gène codant la Cox-2 (Hwang et al., 2009).  

Janakat et Al-Merie (2002), dans une étude in vivo sur rats, ont montré que l’extrait aqueux 

bouilli ou non des feuilles de P.lentiscus possède un effet anti-inflammatoire et hépato-

protectif. Ces mêmes résultats ont été trouvés par Ljubuncic et al. (2005) qui suggèrent que 

ceci peut être dû principalement aux composés phénoliques, aux flavonoïdes glycosides et aux 

tannins condensés de la plante. En outre, les polyphénols peuvent affecter la production des 

nombreux cytokines pro-inflammatoires tels que le TNF-α, l'interféron γ et l'IL-1β dans 

différents cellules et tissus (Canali et al., 2000). 

 



 
 

5. Etude de l’activité de l’élastase leucocytaire 

L’inhibition de l'activité de l'élastase libérée par les granules des neutrophiles est évaluée en 

utilisant un substrat spécifique (N-Méthoxy-Suc-(Ala)2-Pro-Val-p-Nitroanilide) pour mesurer 

l’apparition du produit (p-Nitroanilide). La dégranulation chez les PMNs humains a été 

préalablement stimulée par le fMLP
 
/CB. Après être récupéré, le surnageant contenant la HNE 

est pré-incubé en présence de 20 à 100µg/ml des extraits à étudier de P. lentiscus et 

l'absorbance de la p-Nitroanilide libérée par l’élastase leucocytaire est mesurée à 405nm. Les 

résultats sont exprimés en pourcentage d'inhibition de cette activité par rapport au contrôle 

non traité qui représente le 100% d’activité. 

Les trois extraits ont inhibé très significativement (p<0.01) l’activité catalytique de l’élastase 

récupérée. À partir de 40µg/ml de chaque extrait, cette inhibition reste stable formant un 

plateau  à une valeur de 69% et 79% pour l’E-AQ et l’E-Met des feuilles, et de 89% pour l’E-

Met des fruits (Fig. 22). À dose de 100µg/ml, cette inhibition atteint son maximum de 82, 90 

et 94% pour l’E-AQ, l’E-Met des feuilles et des fruits, respectivement. Les concentrations des 

extraits sont élevées ce qu’a engendré une forte inhibition de la HNE.   

À la lumière de ces résultats, nous avons abaissé la gamme de concentrations afin d’éviter 

l’effet inhibiteur intense des extraits de P. lentiscus sur l’activité de la NHE. Dans ce 

contexte, l’élastase récupérée a été traitée par des concentrations de 4 à 20µg/ml du chacun 

des extraits.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 
Figure 22. Effet des extraits de P. lentiscus sur l’activité de l’élastase leucocytaires. Le surnageant, 

contenant l’élastase libérée par les PMNs en réponse au fMLP/CB, est incubé pendant 10min à 37°C 

avecdifférentes concentrations (20-100ug/ml) des extraits. L’activité de l’élastase est estimée en 

mesurant l’absorbance du p-nitroanilide libéré dans le milieu réactionnel à 405nm. Les résultats 

(moyenne ± SEM) sont exprimés en pourcentage d'inhibition de l’activité enzymatique de l’élastase 

par rapport au contrôle non traité qui représente le 100% d’activité (n = 3). *p<0.05 ; **p<0.01; 

***p<0.001 (test t de Student). 

5.1.  Effet des extraits de P. lentiscus sur l’activité de l’élastase 

Lorsque la HNE a été traitée par différentes concentrations des 3 extraits de P. lentiscus (4-

20µg/ml), son activité catalytique est réduite significativement (p<0.05) et de manière dose-

dépendante. À concentration  de 4µg/ml de l’E-Met des feuilles et des fruits, l’apparition de la  

p-nitroanilide est fortement inhibée avec un taux  de 25% et de 34%, respectivement. Cette 

inhibition est par la suite augmenté avec le reste des concentrations de chaque extrait jusqu’à 

79% et 92%, respectivement (Fig. 23). 

Contrairement à l’E-Met des feuilles, l’E-AQ (4-20µg/ml) a inhibé légèrement l’activité 

catalytique de l’élastase leucocytaire et présenté un taux d’inhibition minimal de 11%, à 

concentration de 4µg/ml. À dose de 20µg/ml, l’effet anti-élastasique de cet extrait atteint au 

maximum 70% (Fig. 24). 

 

 



 
 

 

 
Figure 23. Comparaison entre les effets inhibiteurs d’extraits méthanoliques des des feuilles et de 

fruits P. lentiscus sur l’activité de l’élastase leucocytaire. Les conditions expérimentales sont les 

mêmes. L’inhibition de l’élastase est exprimée en pourcentage par rapport au contrôle qu’est non traité 

et considéré comme le 100% d’activité. Les résultats représentent la moyenne ± SEM (n = 3). 

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 (test t de Student). 

 

 

 
Figure 24. Comparaison entre l’effet inhibiteur de l’extrait aqueux et méthanolique des feuilles de P. 

lentiscus sur l’activité de l’élastase leucocytaire. Les conditions expérimentales exercées sur ces 

concentrations sont les mêmes que celles appliquées sur la gamme de 20 à 100µg/ml. Les résultats 

sont exprimés en pourcentage d’inhibition de l’élastase par rapport au contrôle considéré comme le 

100% d’activité et présents sous forme de moyenne ± SEM (n = 3). *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 

(test t de Student). 

 



 
 

La figure 25 montre que l’inhibition engendrée par l’E-AQ des feuilles est significativement 

(p<0.05) faible que celle exercée par l’E-Met. Dans ce cas, les valeurs des l’IC50 sont de 13.7 

± 0.4µg/ml pour l’E-AQ et de 11.5± 0.2µg/ml pour l’E-Met des feuilles. Cependant, l’E-Met 

des fruits a donné le même effet inhibiteur puisant des feuilles, avec une valeur d’IC50  égale à  

10.7± 0.7µg/ml.  

 

 

Figure 25. IC50 des trois extraits P. lentiscus de l’élastase leucocytaire libérée de neutrophiles 

humains stimulés par le fMLP/CB. Chaque histogramme représente la moyenne ± SEM (n = 3). Les 

comparaisons sont effectuées entre les trois extraits ; *p<0.05 ; **p<0.01; NS différence non 

significative (test d’ANOVA).  

L’élastase appartenant à la famille des chymotrypsines est stockée sous forme active dans les 

granules azurophiles avec les autres enzymes protéolytiques (Kim et al., 2004; Garwicz et al., 

2005). Dans de nombreuses études, l’activité de l’élastase libérée par les PMNs stimulés est 

utilisée comme marqueur de la dégranulation de ces cellules (Hwang et al., 2010).  

Durant l’inflammation, l'élastase joue un rôle important dans l’élimination des bactéries 

comme elle peut dégrader les protéines structurales au site infecté. La libération locale 

excessive de la NHE peut provoquer des dommages tissulaires irréversibles, conduisant aux 

divers syndromes inflammatoires (Kim et al., 2004; Siedle et al., 2007).  

Comme dans le cas du chimiotactisme, les extraits méthanoliques des fruits et des feuilles de 

P. lentiscus, à des faibles concentrations (4 à 20µg/ml), exercent une inhibition dose-

dépendante sur l’activité de l’élastase leucocytaire récupérée à partir de PMNs-fMLP/CB 

stimulés. Par ailleurs, l’extrait aqueux des feuilles montre un effet anti-élastasique plus faible 

que celui des deux extraits méthanoliques. Dans tous les cas, l’inhibition enzymatique 

engendrée par les trois extraits est importante, ce qui pourrait être du à leur contenu en 



 
 

molécules bioactives. L’analyse de la composition chimique de P. lentiscus montre que les 

extraits étudiés contiennent une teneur considérable en polyphénols et en flavonoïdes. Longo 

et ses collaborateurs (2007) ont affirmé aussi la présence des précurseurs de tannins 

condensés, principalement les dérives glycosides des anthocyanidines dans les extraits 

méthanoliques des fruits et même des feuilles. La présence des précurseurs de tannins 

hydrolysables comme les dérivés de l’acide gallique et de galloylglucose a été  également 

rapportée (Abdelwahed et al., 2007).  

Les tannins de P. lentiscus sont probablement impliqués dans la modulation de certaines 

fonctions effectrices de neutrophiles. Piwowarski et ses collaborateurs (2011) ont rendu l'effet 

inhibiteur des tannins condensés sur le pouvoir catalytique de l’élastase leucocytaire à leur 

propriété de précipiter cette protéine enzymatique, d’une manière non spécifique. En outre, les 

procyanidines peuvent établir des liaisons électrostatiques et d’hydrogène au niveau du site 

catalytique de la NHE, ce qui peut l’inhiber efficacement (Maffei-Facino et al., 1994; Packer 

et al., 1999; Kim et al., 2004). Les flavonoïdes exhibent également un effet anti-élastasique, 

soit en inhibant cette enzyme directement par un mécanisme qui n’est pas clair jusqu’à 

présent, soit indirectement via leur activité anti-oxydante. En effet, ces molécules bioactives 

piègent certains radicaux libres afin de protéger l’activité inhibitrice de l’α-antitrypsine, 

l’inhibiteur spécifique de la HNE (Hagio et al., 2001; Bouriche et al., 2007). Selon Sartor et 

al. (2002), la présence ou l’absence des groupements hydroxyles et des doubles liaisons dans 

la structure des flavonoïdes jouent un rôle crucial dans leur capacité inhibitrice envers la 

HNE. De plus, les groupes glycosidiques, sur le squelette des flavones, peuvent affecter la 

conformation stérique de la NHE et mener à des interactions enzyme-phénols, en conséquence 

à l’inhibition de son activité protéolytique (Sartor et al., 2002).  

 

 

 

 

 

 

 



 
 

CONCLUSION 

Dans cette étude, nous avons quantifié d’abord le contenu en composé phénoliques et en 

flavonoïdes des extraits (aqueux et méthanolique) des feuilles et de l’extrait méthanolique des 

fruits de Pistacia lentiscus. Ensuite, l’effet anti-inflammatoire des extraits a été étudié in vitro 

sur les neutrophiles humains stimulés. Leur effet inhibiteur sur l’activité enzymatique de 

l’élastase leucocytaire a été également évalué. 

Le dosage des polypnénols totaux et des flavonoïdes des extraits étudiés montre que les fruits 

de P. lentiscus sont plus riches en flavonoïdes que les feuilles. Par contre, les feuilles 

possèdent la teneur la plus élevée en composés phénoliques. 

Les deux extraits méthanoliques, des fruits et des feuilles, de P. lentiscus inhibent le 

chimiotactisme des neutrophiles-fMLP stimulés plus fortement que l’extrait aqueux. 

Cependant, cet extrait queux, lui-même, montre une activité anti-chimiotactique importante.  

En outre, l’inhibition de l’activité catalytique d’élastase leucocytaire récupérée (dégranulation 

-fMLP/CB stimulée) est clairement prouvée pour les 3 extraits étudiés. À chaque fois, ces 

extraits exercent un effet inhibiteur potentiel sur l’élastase leucocytaire où l’extrait 

méthanolique des fruits semble avoir un bon pouvoir inhibiteur. 

Les résultats obtenus, permettent de conclure que P. lentiscus possède des capacités anti-

inflammatoires louables. De plus, cette plante, et surtout ses fruits, peut constituer une source 

naturelle importante de molécules bioactives qui agissent en tant qu’anti-chimiotactant et en 

tant qu’inhibiteur efficace de l’élastase leucocytaire. Cependant, des études complémentaires 

approfondies sont nécessaires pour: 

• Identifier précisément le (ou les) principe actif présent dans  les extraits de P. lentiscus. 

• Comprendre les mécanismes moléculaires avec lesquelles ces molécules bioactives agissent 

et à quel niveau.  

• Déterminer les voies de signalisation cibles au sein du neutrophile de cette (ou ces)  

molécule bioactive. 

• Evaluer les activités anti-inflammatoires de cette plante par différents tests in vivo et in vitro. 

L’évaluation de l’effet anti-dégranulant de P. lentiscus, lui-même, n’est  pas très intéressante 

via le dosage de l’activité élastasique. En conséquence, son effet anti-dégranulant pourrait être 

déterminé via une autre enzyme qui pourrait servir comme indicateur de la dégranulation. 
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