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INTRODUCTION GENERALE

De nombreux ordres d’insectes participent a la pollinisation, notamment les Dipteres,
les Lépidopteres, les Coléoptéres et les Hyménopteres. Parmi ces derniers, les abeilles,
principalement les abeilles domestiques (Apis mellifera) jouent un réle prédominant en tant
que pollinisateurs. Grace a la pollinisation, les abeilles domestique participant au maintien de
la biodiversité végétale et a I’équilibre des écosystémes (Anderson et al.,2011; Krupke et al.,
2012).

Malgre leur importance, un déclin des abeilles a été enregistré a 1’échelle mondiale.
Les causes de ce déclin sont multifactorielles et sont en relation avec des facteurs
environnementaux et anthropiques auxquels sont exposées les populations d’abeilles. Aussi,
les différents pathogénes et parasites pouvant affecter le cheptel apicole contribuent a
I’affaiblissement et aux mortalités des colonies d’abeilles (Vanengeldorp et al., 2009;
Vanengledrop & Meixner, 2010). L utilisation des pesticides en agriculture et des acaricides
et autres traitements a I’intérieur des ruches exposent également les abeilles a des risques
toxicologiques (Loucif et al., 2010; Oliveira et al., 2014; Menail et al., 2020; Benchaabane et
al., 2022) .

Au cours de la derniére décennie, l'apiculture en Algérie s’est remarquablement
développée grace aux efforts des associations des apiculteurs amateurs et professionnels et
des scientifiques du domaine apicole. Plusieurs études ont été realisées en Algérie sur les
abeilles. Dans un premier temps, il était important de connaitre la biodiversité des populations
d’abeilles locales. Trois principales approches ont été envisagées. La premicre a fait appel a la
morphométrie classique en effectuant des mensurations sur les différentes parties du corps des
abeilles (Loucif-Ayad & Tahar, 2001; Bendjedid & Achou, 2014). La deuxiéme approche a
concerné la morphométrie géométrique basée sur la configuration des points-repéres
(Landmarks) (Barour et al., 2011; Barour & Baylac, 2016) et enfin la troisiéme approche a
utilisé des marqueurs moléculaires tels que I’ADN mitochondrial (ADNmt) et les
microsatellites pour la caractérisation de la diversité génétique des populations d’abeilles
locales. Les études réalisées ont permis la confirmation de I’existence de deux sous-especes
d'abeilles melliferes endémiques appartenant a la lignée africaine A en Algérie: Apis mellifera
intermissa et Apis mellifera sahariensis (Chahbar et al., 2013; Loucif-Ayad et al., 2014;
Achou et al., 2015).

Aussi, 1’état sanitaire du cheptel apicole est important et nécessite des contrdles et des

observations au niveau des ruchers car une détection précoce des symptdémes et la

1
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reconnaissance des maladies permettent de préserver au maximum la santé des abeilles. Les
pathologies peuvent présenter des signes cliniques spécifiques ou étre asymptomatiques et les
agents pathogénes ne sont pas tous observables directement. Pour cela, des techniques de
microscopie et de microbiologie associées aux techniques de biologie moléculaire sont
nécessaires pour révéler la présence d’acariens, de bactéries, de microsporidies et de virus
chez les abeilles. Ces techniques ont permis la détection de plusieurs maladies et agents
pathogénes dans les populations d’abeilles locales. Des acariens parasites (Varroa destructor,
Acarapis woodi); des microsporidies [Nosema ceranae, Nosema apis, Nosema bombi); des
protozoaires (Apicystis bombi, Crithidia mellificae), des bactéries (Paenibacillus larvae,
Melissococcus plutonius) et plusieurs virus (virus des ailes déformées (DWV), virus du
couvain sacciforme (SBV), virus du Cachemire (KBV), virus de la paralysie aigué (ABPV),
virus du lac Sinai (LSV), virus israélien de la paralysie aigué (IAPV), virus de la paralysie
lente (SBPV) et virus de la paralysie chronique (CBPV)] ont été répertoriés. A cela s’ajoute
un parasitisme par des dipteres Megaselia scalaris et Senotainia tricuspis (Loucif-Ayad et al.,
2013; Adjlane & Haddad, 2014; Haddad et al., 2015; Menail et al., 2016; Loucif-Ayad et al.,
2023). Tous ces pathogénes peuvent co-infecter les populations d’abeilles et leur synergie
peut mener a la perte des colonies (Cornman et al., 2012).

Les abeilles melliféeres sont également importantes grace aux produits qu’elles
élaborent. Ces produits de la ruche sont connus non seulement pour leur importance
économique gréce a leur commercialisation mais aussi pour leurs effets bénéfiques sur la
santé. llIs sont impliqués dans des domaines trés variés afin de contenter les exigences d’un
public désireux de retrouver des produits naturels et sains. Le miel, le pollen, la gelée royale
et la propolis sont particulierement connus en tant que compléments alimentaires grace a leurs
propriétés nutritionnelles et thérapeutiques. Le miel posséde des propriétés énergétiques,
nutritionnelles et antibactériennes. Le pollen possede également des propriétés énergétiques et
nutritionnelles. La gelée royale présente des actions stimulantes, antibactériennes et nutritives.
La propolis, antivirale, antibactérienne, antifongique, anti-inflammatoire est quant a elle,
plutdét employée dans le domaine thérapeutique. Les produits de la ruches, notamment le miel,
la propolis et la gelée royale peuvent exercer plusieurs effets positifs sur la santé tels que des
effets antioxydants (Yang et al., 2011), antifongiques (Kog et al., 2011), antiviraux (Shimizu
et al., 2011), antiparasitaires (Abdel-Fattah & Nada, 2007; Fidalgo et al., 2011),
antibacteriens (Kim et al., 2011; Ramanauskiené & Inkenieng, 2011) et cicatrisants (Pessolato

et al., 2011). Ces produits, dont la composition est variable, possédent une certaine richesse
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en composants recherchés en thérapeutique humaine. Des lors, ils présentent un potentiel
intéressant dans de nombreux domaines notamment la dermatologie, la microbiologie, la
stomatologie et la cancérologie. De ce fait, les abeilles domestiques et les produits de la ruche
sont d’une importance primordiale a large contribution dans les domaines agronomique,
écologique, économique et thérapeutique (Martinello & Mutinelli, 2021).

Pour cela, la conservation des abeilles autochtones constitue une priorité urgente étant
donné qu’elles sont des réservoirs importants d'attributs souhaités tels que I'adaptation locale a
I'environnement local et la résistance aux facteurs de stress biotiques et abiotiques locaux.
Ainsi, des stations de fécondation et d'élevage de reines ont été créées en Algérie afin de
permettre aux apiculteurs de s’acquérir des reines d’abeilles de souche contrélée et de

promouvoir leurs produits naturels tels que la propolis et la gelée royale.

Deux principaux chapitres ont fait 1’objet de cette étude.

Le premier chapitre est relatif a la valorisation biologique et thérapeutique de la propolis
récoltée par les deux sous-espéces d’abeilles locales algériennes (Apis mellifera intermissa et
Apis mellifera sahariensis) au niveau de trois stations de fécondation contrélées des reines
(Annaba, Médéa et Ghardaia).

e Dans un premier temps, une confirmation de I’appartenance des abeilles situées dans
les trois stations de fécondation contr6lée des reines a la lignée Africaine a été faite
par I’emploi des outils moléculaires.

e Par lasuite, la valorisation de la propolis a été effectuée par la détermination :

- des teneurs en composés phenoliques
- des activités biologiques: antiradicalaire, antioxydante, anti-inflammatoire,
anticancéreuse, antibactérienne et acaricide.

Le second chapitre concerne la valorisation biologique et thérapeutique de la gelée royale
par la détermination :

e des teneurs en composes phénoliques et en acide 10-hydroxy-2-décénoique (10-HDA)

e des activités biologiques: antiradicalaire, antioxydante, anticancéreuse et anti-

inflammatoire.
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CHAPITRE | Propolis

1. INTRODUCTION

La propolis est un mélange complexe formé de matieres résineuses et balsamiques
provenant de diverses parties des plantes, telles que les bourgeons, les pousses et les feuilles, et
qui est recueillie par les abeilles melliferes puis mélangée a leur salive (Ahn et al., 2004; Reis et
al., 2019). Elle est utilisée par les abeilles comme barriere protectrice afin de sceller la ruche
contre les conditions climatiques défavorables (Wilson-Rich et al., 2008), de stériliser la ruche
pour empécher la prolifération de micro-organismes envahissants et d'éloigner les agents
pathogenes et les prédateurs (Bankova et al., 2005; Huang et al., 2014). La propolis est
composee de 50% de résines, 30% de baumes, 10% de cire, 5% dhuiles essentielles et
aromatiques, 5% de pollen et d'autres substances dont les dérivés des acides phénoliques, l'acide
cinnamique, les acides benzoiques substitués, les acides aminés et les flavonoides (Bankova et
al., 2000; Rufatto et al., 2017). La composition chimique de la propolis dépend de la source des
plantes, de la situation géographique (Dantas Silva et al., 2017), de la sous-espece d'abeilles
(Silici et al., 2005) et de la saison de la collecte (Tagliacollo et al., 2011). La propolis présente
un large éventail d'activités biologiques, notamment antibactériennes (Nedji et al., 2014),
antifongiques (Silici et al., 2005), immunomodulatrices (Cheung et al., 2011), antivirales
(Yildirim et al., 2016) antiparasitaires (Dantas et al., 2006), anti-oxydantes (Yangi et al., 2018;
Kocot et al., 2018), anti-inflammatoires (Hu et al., 2005; Yangi et al., 2018) et anticancereuses
(Szliszka et al., 2013; Dogan et al., 2020). Les flavonoides et les polyphénols sont les familles
des molécules les plus bioactives présentes dans la propolis a 1’origine de ces activités.

Compte tenu des diverses applications de la propolis et de son utilisation accrue, les
objectifs de cette etude étaient tout d'abord
(1) dévaluer le statut généetique des populations d'abeilles melliferes situées dans les trois
stations de fécondation contrélée des reines d’abeilles en Algeérie.

(2) de déterminer la composition chimique ainsi que les teneurs en composés phénoliques des
extraits de propolis recueillis auprés des deux sous-especes d'abeilles locales dans les trois
stations

(3) de tester les activités biologiques :

- antioxydante et antiradicalaire,



CHAPITRE | Propolis

- pro-apoptotique et antiproliférative contre des lignées cellulaires de leucémie lymphocytaire
aigué humaine,
- anti-inflammatoire et antibactérienne,

- acaricide a I’encontre de l'ectoparasite de 1’abeille : Varroa destructor.
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Présentation de I’abeille et organisation sociale

L’abeille mellifére algérienne appartenant a la lignée Africaine A est représentée par Apis
mellifera intermissa (Buttel-Reepen, 1906) et Apis mellifera sahariensis (Baldensperger, 1924).
La position systématique d’A. mellifera intermissa/ A. mellifera sahariensis est la suivante:
Embranchement : Arthropoda
Sous embranchement : Antennata
Classe : Insecta
Sous-classe : Pterygotera
Ordre : Hymenoptera
Sous-ordre : Apocrita
Section : Aculeata
Famille : Apidae
Genre : Apis
Espéce : Apis mellifera
Sous-espéce : Apis mellifera intermissa (Buttel-Reepen, 1906)

Sous-espece : Apis mellifera sahariensis (Baldensperger, 1924)

Figure 1. Taxonomie d’Apis mellifera intermissa et d’Apis mellifera sahariensis.

Chaque colonie d’abeilles est composée de trois castes : la reine (femelle reproductrice),
les faux-bourdons (males) et les ouvriéres (femelles non fertiles) ainsi que le couvain renfermant
des ceufs, des larves et des nymphes (Fig. 2). Chaque caste présente des fonctions particuliéres

qui sont indispensables a la survie de la colonie (Martin, 2001).
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Figure 2. Différentes castes d’A. mellifera intermissa. A: Reine (Grx3); B: Ouvriere (Grx1,2);
C: Faux bourdon (Grx4); D: Couvain (photos personnelles).

Le cycle de développement difféere en fonction de la caste (Fig.3). La reine possede un
cycle de développement de 16 jours contre 21 jours pour les ouvriéres et 24 jours pour les faux-
bourdons (Caron, 1999). L’espérance moyenne de vie est de 3 ans pour la reine, de 15 a 70 jours
pour les abeilles d’été et de 170 a 243 jours pour celles d’hiver et de 60 jours pour les males

(Page & Peng, 2001).

Développement de la reine

Stade ocuf Stade larvane Stade mymphal

e
S

Développement de l'ouvriére

Stade cenf Stade larvaire Stade nymphal

L2 s a5 e 7 s o o 1 B ESeI

Développement du faux-bourdon

Stade ceuf Stade larvaire Stade nymgphal

123 4 s e 7 s 9 10 U DS

Figure 3. Cycle de développement des trois castes (Riva, 2017).
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2.2. Choix des stations d’étude

Trois stations de fécondation contrblée des reines situées a Annaba (36°54'40.8"N,
7°41'46.5"E), Médéa (36°14'12.9"N, 2°57'22.6"E) dans le nord-est et le centre de I'Algérie
respectivement et Ghardaia (32°44'54.5"N, 4°31'10.9"E) dans le sud de I'Algérie ont été

sélectionnées (Fig. 4).

S Propolis de Medea D

Propolis d'Annaba

Rropeolisi

‘-'-v’“

Figure 4. Situation géographique des stations de prélevement de la propolis.

Les stations de fécondation de Médéa et de Ghardaia ont été mises en place par
I’ Association Nationale des Apiculteurs Professionnels (ANAP) et permettent de sélectionner et
de préserver le patrimoine génétique des abeilles autochtones et de maitriser 1’élevage des reines
d’abeilles et des males. Au niveau de la station d’Annaba, des reines fécondées en provenance

de la station de fécondation de Médéa ont été introduites dans un rucher présélectionné.

2.3. Echantillonnage des abeilles

Pour I’étude génétique, des abeilles ouvriéres, d’age indéterminé, ont été prélevées a
I’intérieur des ruches, a raison de quatre ouvriéres par colonie dans 24 colonies réparties dans les
trois stations d’étude durant l'hiver 2022. Les échantillons ont été conservés dans de I'éthanol

(97%) jusqu'au processus de 1’extraction de I'ADN.
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2.4. Analyse moléculaire
2.4.1. Extraction de I'ADN

L’ADN a été extrait selon la méthode Chelex a partir des pattes d’ouvriéres (Walsh et al.,
2013) avec de légeres modifications (Madella et al., 2020). Pour chaque abeille, apres broyage
des pattes, chaque broyat obtenu a été additionné de 100 ul de solution chaude (60°C) de Chelex
a 10 % et placé dans un puits de la plaque a 96 puits. Avant de sceller les plaques, 6 ul de
protéinase K (10 mg/mL) ont été rajoutés a chaque puits et les plaques ont été placées sur un
thermocycleur (Bio-Rad CFX1000 Touch) avec les cycles suivants : 60°C pendant 1 heure, 99°C
pendant 15 minutes, 37°C pendant 1 minute, 99°C pendant 15 minutes et un arrét final a 5°C.
Les extraits d'/ADN ont été conservés a -20°C pour des analyses ultérieures.
2.4.2. Amplification de la région intergénique COI-COII par PCR et électrophorese sur gel
d’agarose

Afin d'identifier et de confirmer 1’appartenance des sous espéces a la lignée africaine A
au niveau des trois stations d’étude, le test in silico de 'ADNmt COI-COI|I a été réalisé (Alburaki
et al., 2022). La région non codante intergénique de I'ADNmt située entre les cytochromes
oxydases I et Il a éte amplifiée par PCR (Réaction en Chaine par Polymérase servant a multiplier
des séquences d’ADN) a l'aide d'un nouvel ensemble d'amorces, validé dans Madella et al.
(2020) et capable de capturer toute la longueur de la séquence de la région COI-COII. Cette
amplification par PCR a été réalisée dans un mélange réactionnel de 14 pL comprenant 6 pL de
Master Mix pour PCR (2X), 0,5 uL de chaque amorce (10 uM), 5 pL d'eau exempte de nucléase
et 2 uL d’ADN. Cette amplification a été faite selon un programme qui consiste en 3 min de
dénaturation initiale a 92°C suivie de 35 cycles comprenant chacun 30 secondes de dénaturation
a 92°C, 90 secondes d’hybridation a 47°C et 2 min d’élongation a 63°C, et finalement 10 min
d’élongation a 63°C et un maintien final a 5°C. Par la suite, une électrophorése sur un gel
d’agarose & 1 % a éteé réalisée. Pour chaque échantillon, une fraction aliquote de 2ul d’ADN
amplifié est mélangée a 4 pl de bleu de bromophénol puis soumise, en présence d’un marqueur
de taille, a une électrophorese. Le gel a été par la suite plongé dans une solution de bromure
d’éthidium (BET) puis visualisé sous un transilluminateur a ultra-violets (U.V.) afin de définir la

taille du fragment amplifie.
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2.4.3. Digestion enzymatique et électrophorese sur gel de polyacrylamide

L’amplifiat de chaque échantillon a été mis a digérer, grice a une enzyme de restriction: la
Dral. Apres digestion enzymatique, 10 ul de bleu de bromophénol ont été ajoutés dans
I’ensemble des amplifiats digérés. Pour chaque échantillon, 10 pl de ce mélange ont été soumis,
en présence d’un marqueur de taille, a une électrophorése sur gel de polyacrylamide a 5%. Les
longueurs des fragments de restriction ont été visualisées au transilluminateur a U.V. apres dép6t
du gel dans une solution de bromure d’éthidium (BET) afin de déterminer les différents

haplotypes mitochondriaux.

2.5. Collecte et extraction de la propolis
2.5.1 Collecte de la propolis

Les échantillons de propolis ont été collectés dans les trois stations de fécondation
contr6lée des reines. L'échantillonnage a été effectué entre janvier et avril 2022. Des grilles a
propolis, en plastique souple, dotées d’interstices que les abeilles combleront avec de la propolis
ont été déposées a I’intérieur des ruches, au dessus des cadres, afin de récolter le maximum de
propolis (Fig. 5). Aprés une période d’un mois, les grilles a propolis ont été récupérées puis

stockées a I'obscurité a -20°C afin de solidifier la propolis et faciliter sa manipulation.
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Figure 5. Dispositif de la collecte de la propolis (photos personnelles).

Afin de procéder a I’extraction de la propolis, les grilles ont été retirées du congélateur et
la propolis a été detachée puis broyée a I'aide d'un mortier réfrigéré et conservés a -20°C une fois

réduite en poudre (Fig. 6).

AT

i
]

R T

Figure 6. Méthode de collecte de la propolis a partir des grilles & propolis (photos personnelles).
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2.5.2. Extraction de la propolis

Chaque 10g de propolis en poudre ont été pesés et auxquels ont été rajoutés 40 mL
d'éthanol (a 70%). Chaque mélange a été placé dans un appareil a ultrasons (Sonicator: Qsonica
ultrasound processor, Qsonica L.L.C, Newtown, CT, USA, équipé d'une sonde) pendant 20 min
(40 W; 20% d'amplitude). Les mélanges ont été conservés pendant 24h puis ont été centrifugés
pendant 10 min a 1,644 g. Les suspensions ont été congelées a -20°C pendant 24h et filtrées afin
d’¢liminer les cires et les débris. Les solutions ont été par la suite évaporées et s€chées sous vide
et sous pression réduite a température ambiante (Cunha et al., 2004; Sambou et al., 2020).

Toutes les procédures ont été effectuées en triplicata.

2.6. Dosage des composés phénoliques de la propolis
2.6.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur des polyphénols totaux de la propolis a été déterminée selon la méthode de
Folin-Ciocalteu comme décrite par Sambou et al. (2020). Le réactif de Folin-Ciocalteu est
constitué par un mélange dacide phosphotungstigue N(H3PW12040) et dacide
phosphomolybdique (H3PMO12040). En milieu basique, ce reactif oxyde les groupements
oxydables des composés polyphénoliques. Les produits de réduction (oxydes métalliques de
tungstéene WgO23 et de molybdene MogO23) de couleur bleue, présentent un maximum
d’absorption a 725 nm dont 1’intensité est proportionnelle a la quantité des polyphénols présents
dans l'extrait (Ortiz et al., 2013). Ainsi, la quantité des polyphénols pour chaque extrait a été
déterminée par la projection de la valeur de la densité optique a 760 nm sur une courbe étalon
d’un polyphénol standard (acide gallique) réalisée dans les mémes conditions. Pour cela, 100 pL
des extraits méthanoliques de propolis (1 mg/mL) ont été mélangés avec 500 pL d'eau et 100 pL
de Folin-Ciocalteu. Apres six minutes, 1 mL de carbonate de sodium (7%) et 500 pL d'eau ont
été ajoutés respectivement. Les solutions obtenues ont été conservées pendant 90 min a
I'obscurité. Ensuite, 100 pL de chaque dilution ont été déposes en triplicata dans une plaque de
96 puits et I'absorbance a été mesurée a l'aide d'un spectrophotométre multiplaques a 760 nm. Le
dosage des polyphénols totaux a été effectué par la comparaison de la densité optique observée a

celle obtenue en utilisant des solutions standards d'acide gallique (0,03-1 mg/mL) (Fig. 7).
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Les résultats obtenus ont été exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par

gramme d’extrait de propolis (mg EAG/g EP).
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Figure 7. Courbe standard du dosage des polyphénols (acide gallique).

2.6.2. Dosage des flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides totaux a eté réalisé selon la méthode colorimétrique comme
décrite par Sambou et al. (2020). Le réactif utilisé est une solution incolore de trichlorure
d’aluminium (AIClIs, 10%). Le principe de la méthode est basé sur 1’oxydation des flavonoides
par ce réactif entrainant la formation d’un complexe brunatre qui est absorbé a 510 nm. La
comparaison de la densité optique observée a celle obtenue par un étalon de quercétine (0, 12 -

10 mg/mL a permis d’évaluer la teneur en flavonoides totaux (Fig. 8).
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Figure 8. Courbe standard du dosage des flavonoides (quercétine).

Pour cela, 100 pL des extraits méthanoliques de propolis (1 mg/mL) ont été mélangés
avec 500 pL d'eau distillée et 100 pL de nitrate de sodium a 5%. Apres six minutes, 150 pL
d'une solution de chlorure d'aluminium a 10% ont été ajoutés et 5 min plus tard, 200 pL d'une
solution d'hydroxyde de sodium 1M ont été ajoutés. 100 puL de la solution obtenue ont été
déposés en triplicata dans une plaque a 96 puits et I'absorbance a été mesurée a I’aide d’un
spectrophotometre multiplaques a 510 nm. Les teneurs en flavonoides totaux ont été exprimées

en milligramme d’équivalent de quercétine par gramme d’extrait de propolis (mg EQ/g EP).

2.7. Caractérisation chimique des extraits de propolis

Les profils chimiques des extraits de propolis ont été analysés par chromatographie
liquide en gradient a micro-échelle (Ultimate 3000, Thermo-Fisher Scientific, San Jose, CA,
USA) couplée a un spectrometre de masse quadripolaire-Orbitrap a haute résolution/précision
utilisant une source d'ionisation par électrospray assistée pneumatiquement en mode ion négatif
comme décrit par Sambou et al. (2020). Les échantillons des extraits complexes ont été
fractionnés par chromatographie liquide a gradient en ligne avec une colonne a phase inversée
(Altima C18) de 10 cm de long et de 1,0 mm de diametre avec des particules de 3 um (VWR,
Mississauga, ON, Canada). Les solvants "A" et "B" ont été acheminés vers la colonne & un débit

combiné de 40 puL/min. Le solvant "A" était constitué d'acide formique aqueux a 0,1% tandis que
14
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le solvant "B" était composé de 90/9,9/0,1 v/v/v acétonitrile/eau/acide formique. Le gradient LC
a commencé a 5% B et a été augmenté jusqu'a 100% B pendant 20 minutes. La colonne a ensuite
été rincée a 100% B pendant 5 minutes et rééquilibrée a 5% B pendant 15 minutes
supplémentaires avant l'injection de I'échantillon suivant. Chaque extrait a d'abord été dissout
dans 500 ul d'éthanol, puis dilué 20 fois dans 50/50 éthanol/eau. Pour la détection des composés,
le spectromeétre de masse a été utilisé en mode ionique négatif a la résolution maximale de 140
000 sur une plage masse/charge de 100-700 Thomson (Th). Le spectromeétre de masse a été
étalonné a l'aide du mélange d'étalonnage commercial d'ions négatifs (de Thermo-Fisher
Scientific). Les temps de rétention et les fragments de masse caractéristiques ont été comparés a
24 standards (Sambou et al., 2020).

2.8. Activité antiradicalaire

Le potentiel antiradicalaire des extrais de propolis a été évalué par la méthode
colorimétrique en utilisant le test DPPH. La méthode consiste en la réduction du radical pourpre
stable du 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyl-hydrate (DPPH) en présence d'anti-oxydant et, en la
formation de la forme non radicale DPPH-H, jaune, a la fin de la réaction (Ferreira-Santos et al.,
2020). Pour cela, 200 pL de solution éthanol-DPPH (250 puM) ont été rajoutés aux eéchantillons
de propolis a différentes concentrations (1, 5, 10, 25, 50, 100 et 125 pug/mL). Les tubes ont été
agités, maintenus dans I'obscurité pendant 30 min a température ambiante puis les absorbances
ont été mesurées a 517 nm par un spectrophotomeétre multiplaques. Le DPPH avec I'éthanol a été
utilisé comme controle, tandis que l'acide ascorbique a été employé comme référence lors de la
comparaison avec les extraits de propolis. L'activité de piégeage des radicaux des échantillons a
été calculée comme suit :
% d'inhibition = [(Al - A2) /A1] x 100 ou
Al est I'absorbance de I'addition de I'éthanol au lieu de I'échantillon.
A2 est I'absorbance de la solution de I'échantillon du test.
Les concentrations de propolis qui inhibent 50% de radicaux DPPH (Clsg) ont été déterminées
sur la base du pourcentage d'inhibition de chaque dilution d'échantillon et les résultats ont été

exprimés en microgramme par mL (pg/mL).
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2.9. Activité antioxydante

Le test antioxydant a été réalisé en suivant la méthode de Boudreau et al. (2012). La
méthode consiste a rajouter 3,5 uL des extraits de propolis a différentes concentrations (5, 1, 0,3,
0,1 mg/mL) au mélange de 350 puL de solution tamponnée au phosphate a la concentration de 5
mM contenant 0,05 % de Tween 20 et 3,5 puL d'acide linoléique (0,16 mM). La réaction
d'oxydation a été lancée en ajoutant 8,75 pL d'une solution de dichlorhydrate de 2,29-azobis (2-
amidinopropane) (AAPH) (2mM) aux solutions. 100 pl du mélange ont ensuite été ajoutés dans
une plaque a 96 puits a fond plat transparente aux U.V. Une condition sans acide linoléique a été
utilisée pour une soustraction de matrice tandis qu'une condition sans AAPH (sans oxydation) a
servi de controle. Apres l'ajout de I'AAPH, ou de la solution saline tamponnée au phosphate
(TPS) pour la réaction témoin, le taux d'oxydation des lipides a été déterminé en mesurant
I'absorbance de chaque échantillon toutes les 5 minutes pendant 180 minutes en utilisant la
détection U.V. a 234 nm (lecteur de microplaques hybride Synergy H1 de Biotek). L'inhibition
de l'oxydation de I'acide linoléique a été calculée selon la formule suivante :
(%) = (1 - taux de changement de I'absorbance avec le compose testé / taux de changement

d'absorbance avec le solvant).

2.10. Activité anticancéreuse
2.10. 1. Culture cellulaire

Les lignées cellulaires Jurkat (leucémie T aigué humaine) et Reh (leucémie
lymphocytaire aigué humaine) ont été achetées a 'ATCC (Manassas, VA). Les cellules Jurkat et
Reh qui ne sont pas adhérentes ont été cultivees a 37°C dans une atmosphére humide a 5% de
CO> dans un milieu de culture (RPMI 1640) supplémenté avec 10% de sérum bovin feetal (SBF)
et 100 pg/mL de pénicilline (pen) et 100 pg/mL de streptomycine (strep) (1% pen/strep). Les
cellules non adhérentes ont été utilisées pour l'analyse de l'apoptose in vitro et les tests de
viabilité cellulaire. Aprés 24 heures de culture des cellules, un contréle quotidien de leur état est
effectué afin de s’assurer de la non contamination de la culture et de vérifier la confluence et la
viabilité cellulaires. Si la confluence est adéquate, un passage des cellules est réalisé sous la
hotte. Concernant les cellules Jurkat et Reh, le passage consiste a transférer une partie des
cellules dans de nouveaux flacons avec un volume de milieu de culture RPMI 1640 complété par
10% (SBF) et 1% de (pen/strep).
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2.10.2. Comptage des cellules

La détermination du nombre cellulaire est une étape nécessaire qui précéde chaque
expérience. La méthode du bleu de trypan a été utilisée pour le dénombrement des cellules. Cette
méthode permet de distinguer les cellules vivantes qui apparaissent claires entourées d’un halo
bleu alors que les cellules mortes apparaissent totalement bleues. Un volume de 50 pl de la
suspension cellulaire a été mélangé avec 50 pl de la solution du bleu de trypan 0,4 %. La solution
obtenue a été incubée pendant 5 minutes a température ambiante puis, les deux chambres de
I’hémocytometre ont été remplies et les cellules ont été comptées a I’aide d’un microscope a
phase inverse sous un objectif X10.
2.10.3. Isolement et culture des lymphocytes

Du sang frais a été préleve sur des donneurs sains consentants au Centre de Médecine de
Précision du Nouveau-Brunswick, & Moncton. Les cellules mononucléaires du sang périphérique
(PBMC) ont été isolées par centrifugation avec un milieu de centrifugation a gradient de densité
stérile de Ficoll-Paque comme décrit par Boyum (1968). Les cellules ont été lavées deux fois par
centrifugation dans une solution saline tamponnée au phosphate (TPS). Les PBMC ont été
cultivées pendant une nuit (37°C, 5% CO3) dans du RPMI1640 contenant 10% de FBS et 1% de
pen/strep pour la déplétion des monocytes par adhérence plastique. Les lymphocytes non
adhérents ont été collectés le jour suivant, comptés et incubés pendant 72 heures dans un milieu
de culture en présence de différentes concentrations des extraits de propolis.
2.10.4. Test de I’apoptose

Les cellules Jurkat et Reh ont été ensemenceées dans des plaques a 12 puits a la densité de
1 x 10° cellules/puits dans un volume de 2 mL de milieu RPMI 1640 + 10% de FBS et 1% de
pen/step. Ensuite, 4 uL. de différentes concentrations des extraits de propolis ont été ajoutés aux
cellules a des concentrations finales de 30, 10, 3, 1 ou 0,3 pg/mL. Les effets de la propolis sur
I'apoptose ont été contrdlés apres 72h. 500 uL. de suspensions cellulaires ont ensuite €té incubés
avec 100 pL de solution Master mix (98,5 puL. de tampon d'annexine V + 1 uL. d'annexine V-647
et 0,5 uL Zombie aqua) pendant 15 min a température ambiante dans I'obscurité. L'apoptose a été
mesurée par la cytométrie en flux (Attune NXT) avec le logiciel FACS Attune Nxt Software
v4.2.0. Afin d’¢évaluer l'effet de la propolis sur des cellules normales non transformées, des

lymphocytes isolés du sang périphérique ont été traités pendant 72h avec des extraits de propolis
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a des concentrations proches de la Clsg (3 et 10 pg/mL) déterminée dans les cellules Jurkat et
Reh.
2.10. 5. Test de la viabilité cellulaire

Le test de la viabilité cellulaire a été réalisé a l'aide du test CellTiter-Blue (Promega,
Madison, WI, USA) comme décrit par Riss et al. (2016). Pour cela, 10* cellules Jurkat et
Reh/100 pL dans un milieu complet ont été ensemencées dans des plaques de 96 puits et
incubées avec des extraits de propolis a différentes concentrations (30, 10, 3, 1, 0,3 pg/mL)
pendant 72h. Ensuite, 20 puL de substrat CellTiter Blue ont été ajoutés aux suspensions cellulaires
traitées et incubées a 37°C pendant 1h pour les cellules Jurkat et pendant 2h pour les cellules
Reh. Les plagues ont été analysées sur un lecteur de microplaques a fluorescence (Synergy H1
Hybrid Microplate Reader) puis les Clsg ont été déterminées pour chaque extrait de propolis.
2.11. Activité anti-inflammatoire
2.11.1. Culture cellulaire

Les cellules HEK293 de rein embryonnaire humain authentifiées ont été achetées a
I'ATCC (Manassas, VA). Les cellules HEK293 ont été cultivees a 37°C dans une atmosphére
humide a 5% de CO> dans un milieu de culture (DMEM) avec 10% de sérum bovin feetal (SBF)
et 1% de pen/strep pour la réalisation du test d'inhibition de la 5-lipoxygénase. Le passage des
cellules HEK293 consiste a ’aspiration de I’ancien milieu de culture et au lavage des cellules par
le tampon TPS, ou, 4 mL de la trypsine-EDTA ont été additionnés et les cellules ont été incubées
pendant 2 a 3 minutes a 37°C. Aprés détachement des cellules de la surface de la boite de
culture, un volume de 15 mL du milieu de culture a été ajouté et une homogénéisation a été
pratiquée afin de bien séparer les cellules encore en agrégats. Aprés comptage et dilution, les
cellules ont été transférées dans un nouveau flacon. Une homogeénéisation a été pratiquée afin de
répartir uniformément les cellules. Ces dernieres ont subi deux passages avant d’étre utilisées
dans les expérimentations et le reste des cellules a été éliminé.
2.11. 2. Test de la biosynthese des produits de la 5-LO dans les cellules HEK293

Les cellules HEK293 ont été co-transfectées de facon stable avec un vecteur pcDNA3.1
exprimant la 5-LO et un vecteur pPBUDCE4.1 exprimant la protéine activatrice de la 5-LO
(FLAP) comme décrit par Allain et al. (2015). Les cellules transfectées ont été propagées dans le
milieu de culture DMEM contenant 10% de FBS, 1% de pen/strep et incubées a 37°C dans un

18



CHAPITRE | Propolis

incubateur humidifié. Pour la stimulation cellulaire des produits de la 5-LO, les cellules HEK293
transfectées ont été collectées apres trypsinisation et les cellules ont été remises en suspension
dans une solution saline équilibrée de Hank (HBSS) contenant 1,6 mM CaCl. a une
concentration de 10° cellules/mL. Les cellules ont été préincubées avec les extraits de propolis a
différentes concentrations (30, 10, 3, 1, 0,3 pg/mL) a 37°C pendant 5 minutes. Les cellules ont
ensuite été stimulées pendant 15 min a 37°C avec 10 uM d'ionophore calcique A23187 et 10 uM
d'acide arachidonique. La réaction a été stoppée par l'ajout de 0,5 mL de solution d'arrét froide
(MeOH:MeCN, 1:1) contenant 200 ng/mL de 19-OH prostaglandine B2 (PGB2) comme standard
interne (Doiron et al., 2009; Sambou et al., 2020). Les solutions obtenues ont été vortexées et
congelées (-20°C). Elles ont été ensuite analysées par chromatographie en phase liquide a haute
performance en phase inverse (RP-HPLC) comme décrit précedemment par Robichaud et al.
(2016).

2.12. Activité acaricide
2.12. 1. Collecte de Varroa destructor

Des colonies d'abeilles n’ayant pas été traitées contre le varroa au cours des 12 mois
précédents ont été utilisées comme source d'acariens V. destructor. Un cadre a couvain a été
récupéré de chaque ruche et la collecte des acariens a été effectuée a température ambiante en
ouvrant et en inspectant chaque cellule du couvain au niveau du cadre (Fig. 9). Les acariens
présents étaient collectés a I'aide d'un pinceau fin et placés dans des boites de Pétri contenant des
larves et des pupes d'abeilles vivantes afin d’éviter que les acariens ne meurent de faim pendant

les opérations de récolte et d’expérimentation.

Figure 9. Collecte de Varroa destructor a partir d’un cadre a couvain (photos personnelles).
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2.12. 2. Réalisation du test anti-varroa

Le test anti-varroa a été realisé selon la méthode décrite par Damiani et al. (2010).
Différentes concentrations de propolis ont été préparées dans de I'éthanol a 70% (5%, 7,5% et
10%). Pour chaque essai, 200 pL de chaque concentration de propolis ont été appliqués sur six
acariens placés sur un morceau de papier filtre. Chaque traitement a été arrété apres contact des
acariens avec la propolis pendant 30 s. Ensuite, les acariens ont été retirés du papier filtre (3x3
cm) et transférés dans une boite de Pétri propre. Trois répétitions par concentration ont été
effectuées. Des lots d’acariens traités uniquement avec de 1'éthanol a 70% ont servi de témoins.
L'activité des acariens a été observée aprés 10, 30, 60 min et chaque 1h pendant les 7h qui
suivent le début de chaque traitement. La mortalité a été évaluée en poussant doucement chaque
acarien avec un pinceau fin et I'absence de réponse a des stimuli consécutifs a été considérée

comme une indication de la mort du varroa (Fig. 10).
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Figure 10. Evaluation de I’activité acaricide des extraits de propolis par application topique sur
Varroa destructor (A) et par pulvérisation sur les abeilles et V. destructor (B).

Dans une seconde expérience, et sur la base des résultats du premier essai, la
concentration des extraits de propolis qui a donné le maximum de mortalité des varroas en
I’occurrence celle de 10%, a été pulvérisée sur des ouvriéres adultes et sur les acariens de V.
destructor accroches sur ces abeilles et dont ces dernieres servaient comme source de nourriture
selon le protocole de Damiani et al. (2010) avec quelques modifications. En bref, 10 acariens
femelles adultes et 10 abeilles ouvriéres nouvellement émergées ont été placés dans une boite en
plastique (13 x 9 x 4 cm) dont le fond était tapissé de papier filtre. Une fois les acariens attachés

au corps de l'abeille dans chaque boite expérimentale, 3,4 ml de la concentration d'extrait de
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propolis ont été pulvérisés a l'aide d'un pulvérisateur manuel. Pour les groupes témoins, 10
acariens et 10 ouvrieres par boite ont été vaporisés avec 3,4 ml d'éthanol a 40 %.
Apres le traitement, les boites ont été placées dans un incubateur a I'obscurité et a 30°C et 70%
d'’humidité relative et les abeilles ont été nourries avec du sirop de sucre. La mortalité des
acariens et des ouvrieres a été évaluée apres 1, 2 et 3 jours en sondant chaque acarien ou abeille a
I'aide d'un pinceau étroit. L'absence de réponse a un stimulus consécutif pendant une minute a été
considérée comme une indication de la mort. Pour chaque concentration, trois répétitions ont été
effectuées.
2.13. Activité antibactérienne
2.13. 1. Souches bactériennes

L'étude a été réalisée sur des bactéries a Gram positif, Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Enterococcus faecalis (ATCC 29212) et des bactéries a Gram négatif, Escherichia coli
(ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) et Pseudomonas aeruginosa (ATCC
25953). Toutes les souches de référence ont été obtenues aupres du laboratoire de microbiologie
du Centre de Recherche en Sciences Pharmaceutiques (CRSP) de Constantine.
2.13. 2. Mesure de P’activité antibactérienne des extraits de propolis

L'activité antibactérienne des extraits de propolis a été réalisée selon la méthode de
diffusion par disque sur gélose (Bauer et al., 1966; NCCLS, 2002). Les souches bactériennes ont
été réactivées sur de la gélose nutritive et les cultures bactériennes obtenues ont été ajustées avec
une solution saline stérile (0,9% NaCl) a opacité équivalente a 0,5 McFarland. Les suspensions
bactériennes standardisées ont ensuite été ensemencées sur le milieu de Mueller-Hinton
préalablement coulé dans des boites de pétri. Des expériences préliminaires ont été réalisées avec
des extraits éthanoliques de propolis a des concentrations allant de 5% a 20% et la concentration
la plus efficace (10%) a été utilisée pour I'analyse antibactérienne. Des disques de papier filtre
stériles (6 mm de diameétre) imprégnés de 10 ul de I'extrait éthanolique de propolis ont été placés
a la surface des boites précédemment ensemencées. Les contrbles négatifs et positifs ont été
réalisés respectivement avec des disques de papier filtre stériles saturés d'éthanol a 70% et des
disques de gentamicine commerciale (10 pg) (Bio-Rad). Toutes les boites de Petri ont été
incubées & 37°C pendant 24 heures. Aprés incubation, les diamétres des zones d'inhibition autour

des disques ont été mesurées en millimétre. Chaque expérience a été réalisée en triplicata.
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2.13. 3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice

La concentration minimale inhibitrice (CMI) des extraits de propolis a été déterminée par
la méthode de dilution en utilisant des microplaques conformément aux directives du CLSI
(CLSI, Wayne, PA, USA). Des dilutions en serie (10 dilutions) des extraits de propolis ont été
préparées avec le milieu de bouillon MH et réparties dans une plaque de 96 puits. Une colonie de
chaque souche bactérienne de référence a été prélevée a l'aide d'une anse, puis inoculée dans le
bouillon MH et incubée pendant 24 heures a 37°C. La suspension a été diluée pour obtenir
10%ufc/mL et 50 pl de la solution ont été placés dans chaque puits. Les plaques préparées ont
ensuite été incubées a 37°C pendant 24h. La CMI visuelle étant relative a la concentration la plus
faible de I’extrait de propolis qui inhibe la croissance bactérienne apres incubation.

2.14. Analyses statistiques

Concernant 1’analyse génétique, l'alignement des séquences et la génération des fichiers
FASTA ont été réalisés a l'aide de Geneious Prime 2022.0.1 (https://www.geneious.com). La
génération de réseaux d'haplotypes et le calcul des relations génétiques (diversité des haplotypes
et des nucléotides, statistique de Tajima) ont été effectués conformément a Nei (1987) et Nei &
Tajima (1981) dans R CORE TEAM 2022 (v. 2022.07.0) a l'aide de deux bibliotheques
principales : "ape" et "pegas" (Paradis, 2010; Paradis & Schliep, 2019).

Les données relatives aux teneurs des composés phénoliques et aux différentes activités
biologiques ont été exprimées en moyennes + SEM. L’analyse de la variance a un critére de
classification suivie des tests HSD (Honest Signficative Difference) de Tukey et Dunnet ont été
utilisés.

Les données sur la survie ont été analysees par les tests log-rank Mantel-Cox et Kaplan-
Meier. Les analyses statistiques des données ont été réalisées avec le logiciel GraphPad Prism
8.0.2 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).
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3. RESULTATS

3.1. Identification moléculaire des abeilles

L’analyse in silico de 'ADNmt des abeilles ouvrieres collectées dans les trois stations de
fécondation contrdlée des reines a confirmé leur appartenance a la lignée Africaine A (A.
mellifera intermissa et A. mellifera sahariensis). Cette analyse a révélé I’existence de 17
haplotypes mitochondriaux a différentes fréquences appartenant a la lignée A ainsi qu’une
diversité haplotypique élevée (0,908) (Fig. 11). Parmi les 17 haplotypes identifiés, 14 étaient de
nouveaux haplotypes jamais enregistrés auparavant et 3 étaient des haplotypes déja signalés dans
la lignée africaine A (Tab. 1). Les nouveaux haplotypes ont été nommés selon la nomenclature

proposée par Alburaki et al. (2022).
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Figure 11. Réseau des haplotypes de la region COI-COIl de I'ADNmt. Nombre d'échantillons
(n), diversité des haplotypes (H), diversité des nucléotides (x), statistique de Tajima (D), valeurs
P de Tajima sous des distributions normales (P1) et béta (P2). La taille des cercles est relative au
nombre de copies des haplotypes.

Les trois haplotypes les plus dominants étaient A9-828-2-DZA (23,81 %), suivis par
A8d (14,29 %) et A8-828-2-DZA (11,90 %). D'autres haplotypes ont été enregistres: A1-637-3-
DZA et A2-637-3-DZA (7,14%); A8f, A3-637-3-DZA, A3-637-3-DZA (4,76%); A5-638-2-
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DZA, A7-638-3-DZA, Al4-637-3-DZA, A6-828-2-DZA, Al0-827-2-DZA, A11-828-3-DZA,
A12-828-3-DZA, A13-828-2-DZA (2,38%) (Tab.1).

Tableau 1. Identification des haplotypes mitochondriaux. Structure génétique COI-COII (S),
lignée évolutive (L), profil de restriction de la Dral (pb) in silico, longueur de la séquence (pb),
référence NCBI, sous-espéces attendues, nombre d'échantillons (n) et pourcentage global de
chaque haplotype (%).

S L Haplotype Profil Dral (pb) pb Référence NCBI Sous espece n %
POQ | A A8d 47/590 637 KX463819 intermissa/sahariensis 6 14,29
POQ | A A8f 47/591 638 KX463821 intermissa/sahariensis 2 4,76
POQ | A A8h 47/590 637 KX463823 intermissa/sahariensis 1 2,38
POQ | A A1-637-3-DZA 47/108/482 637 MW677201 intermissa/sahariensis 3 7,14
POQ | A A2-637-3-DZA 47/108/482 637 MW677201 intermissa/sahariensis 3 7,14
POQ | A A3-637-3-DZA 47/108/482 637 MW677201 intermissa/sahariensis 2 4,76
POQ | A A4-638-2-DZA 47/591 638 KX463820 intermissa/sahariensis 2 4,76
POQ | A Ab-638-2-DZA 47/591 638 KX463821 intermissa/sahariensis 1 2,38
POQ | A A7-638-3-DZA 47/109/482 638 MW677201 intermissa/sahariensis 1 2,38
POQ | A A14-637-3-DZA 47/108/482 637 MW677201 intermissa/sahariensis 1 2,38
P0Q2 | A A6-828-2-DZA 471781 828 KX463839 intermissa/sahariensis 1 2,38
P0Q2 | A A8-828-2-DZA 471781 828 KX463836 intermissa/sahariensis 5 11,90
POQ2 | A A9-828-2-DZA 471781 828 KX463836 intermissa/sahariensis | 10 | 23,81
P0OQ2 | A | AI10-827-2-DZA 471780 827 KX463839 intermissa/sahariensis 1 2,38
P0OQ2 | A | A11-828-3-DZA 47/299/482 828 KX463839 intermissa/sahariensis 1 2,38
POQ2 | A | A12-828-3-DZA 47/299/482 828 KX463839 intermissa/sahariensis 1 2,38
POQ2 | A A13-828-2-DZA 47/781 828 KX463836 intermissa/sahariensis 1 2,38
Total 42 100

3.2. Teneurs en polyphénols totaux de la propolis

Les teneurs en polyphénols totaux des extraits de propolis ont été mesurées et exprimées
en mg d'équivalent d'acide gallique par gramme d'extrait de propolis (mg EAG/g EP) et sont

illustrées dans la figure 12.
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Figure 12. Teneurs en polyphénols totaux des extraits de propolis (m £ SEM de trois
expériences indépendantes). Les différentes lettres indiquent des différences significatives entre
les régions.
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Les résultats montrent que la teneur en polyphénols totaux de la propolis de la région de
Médéa est la plus élevee avec une valeur de 302 + 28 mg EAG/g EP, suivie de celles d'Annaba et

de Ghardaia avec des valeurs de 189 + 22 et 70 £ 25 mg EAG/g EP, respectivement.

3. 3. Teneurs en flavonoides totaux de la propolis

Les teneurs en flavonoides totaux des extraits éthanoliques de propolis exprimées en mg
d’équivalent de quercétine par gramme d'extrait de propolis (mg EQ/g EP) sont représentées
dans la figure 13.
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Figure 13. Teneurs en flavonoides totaux des extraits de propolis (m + SEM de trois expériences
indépendantes). Les mémes lettres indiquent 1’absence de différences significatives entre les
régions.

Les résultats montrent que les valeurs des extraits de propolis varient de 787 + 207 a
1870 + 385 mg EQ/g EP. Les extraits de propolis d'Annaba présentant des teneurs
significativement plus importantes que les extraits de propolis des deux autres stations.

3.4. Caractérisation chimique des extraits de propolis

Les échantillons de propolis ont été analysés par LC-MS/MS a l'aide de 22 standards
sélectionnés et en double. Les signaux d'intensité ont été enregistrés pour les 30 analytes
énumérés dans le tableau 2.
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Tableau 2. Détermination de la composition chimique des extraits de propolis algérienne par LC-
MS/MS. Pour chaque extrait de propolis, les composés dont les signaux sont intenses sont en rouge et les
moins intenses sont en vert. Le rouge le plus foncé indique les composés les plus abondants et le vert le
plus foncé indique les composés les moins abondants.

Propolis d’Annaba Propolis de Ghardaia Propolis de Médéa
[M-HT, . o . . . . . .
Composant miz tg, Mmin Confirmé Essai#l Essai#2 Essai#l Essai#2 Essai#l Essai#2
Acide .
cinnamique 147,0441 | 9,68 Oui
Vanilline 151,0386 6,5 Non 1,52E+07 1,60E+07
Acide p- 163,039 | 7,68 Oui 876E+07  1,02E+08 372E+07  3,77E+07 4,58E+07 4,85E+07
coumarigue
Acide caféique | 179,0339 | 6,89 Oui 1,46E+08 530E+07  5,53E+07
Acide Ferulique | 193,0495 | 7,92 Oui 2,10E+07 246E+07  2,37E+07
Acide 3,4-
dimethoxycinnam | 207,0652 8,84 Oui
ique
Ethyl caféate 207,0652 9,64 Oui 1,11E+07 1,21E+07
Coumarate 231,012 | 12,26 Non 7.20E+07  7,90E+07 167E+07  1,49E+07 6,11E+07 6,04E+07
d’isoprényle
Caféate 2491118 | 11,91 Non 2,61E+07  2,62E+07 1,35E+07  1,29E+07 3,60E+07 3,48E+07
d’isopentyle
Apigénine 269,0444 | 9,89 Oui 4,99E+07  5,17E+07 3,00E+07  3,13E+07 3,70E+07 3,85E+07
Galangine 269,0444 | 11,73 Oui 7,16E+07  7,83E+07 6,76E+07  6,80E+07 8,52E+07 8,28E+07
Cbagﬁgfl ede 260,0808 | 11,34 Non 6,95E+07  7,50E+07 6,25E+07  6,3LE+07 1,58E+07 1,62E+07
Pinostrobine 269,0808 12,76 Oui 5,24E+07 5,41E+07 nd nd
Pinobanksine 271,0601 10,18 Oui
Ester caféate de | ,g5 1965 | 11,69 oui 7,78E+07  7,68E+07 377E+07  3,78E+07 1,61E+07 1,72E+07
Phenylethyle
Kaempférol 2850394 | 10,12 Oui 2,19E+07  2,22E+07 1,62E+07  1,85E+07 1,61E+07 1,73E+07
Sakuranétine 285,0757 11,51 Oui
1,89E+07  1,99E+07 1,98E+07 2,07E+07
Isosakuranétine 285,0757 11,58 Oui
Chrysine 253,0495 11,47 Oui
giﬁ:}ﬁy‘l’g 2950965 | 12,18 Oui 101E+08  1,03E+08 402E+07  4,03E+07 2,91E+07 2,98E+07
Isokaempféride 299,055 10,27 Oui 3,02E+07  3,23E+07 1,84E+07 2,01E+07 1,99E+07 2,06E+07
Kaempféride 299,055 11,74 Oui
7,92E+06 8,14E+06
Rhamnocitrine 299,055 11,74 Oui
Quercetine 301,0343 | 9,38 Oui 2,10E+07  2,17E+07 1,01E+07  1,10E+07 1,22E+07 1,33E+07
Hesperetine 301,0707 10,13 Non 8,25E+06 8,98E+06
Pinobanksine-3-O
ool 3130707 | 11,72 Non
Isorhamnétine | 315,0499 | 10,13 oui 1,61E+07 1,60E+07
Rhamnétine 3150499 | 10,82 oui 123E+07  1,29E+07 1,15E+07 1,05E+07
Pinobanksine-3- | 5,7 ha5s | 1241 Non 456E+07  4,61E+07 150E+07  1,63E+07 8,10E+06 !
propionate
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L'identité de 20 de ces composés a été confirmée en comparant les valeurs m/z et le
temps de rétention avec ceux des étalons analytiques, tandis que des formules empiriques ont été
prédites pour les huit autres composés sur la base des mesures de leurs masses exactes. Les
données sont décrites comme semi-quantitatives dans le sens ou nous n‘avons pas (a) établi de
courbes d'étalonnage externes, (b) mis en ceuvre des étalons internes ou (¢) évaluer la linéarité de
la réponse pour aucun des composés. En effet, I'objectif de ces analyses n'était pas de fournir une
liste exhaustive des composés et de leurs quantités exactes, mais plutét d'analyser certains
composés communément trouvés dans la propolis afin de mettre en évidence certaines
différences entre les trois sources de propolis. Les résultats ont révélé que la pinocembrine et le
pinobanksine-3-acétate étaient parmi les composés les plus abondants identifiés dans chaque
extrait, tandis que l'acide cinnamique était le moins abondant parmi les molécules identifiées
dans chaque extrait. Les différences notables entre les extraits comprennent la teneur
relativement plus élevée en acide férulique dans I'extrait de Ghardaia comparativement aux deux
autres extraits. De méme, la pinostrobine était relativement abondante dans I'extrait d'Annaba
mais était I'un des composés les moins abondants identifiés dans I'extrait de Médéa et n'a pas éte

détectée dans l'extrait de propolis de Ghardaia.

3.5. Activité antiradicalaire de la propolis

Tous les échantillons de propolis ont montré une activité de piégeage des radicaux libres.
L'activité la plus élevée a été observée dans la propolis de Médéa avec une valeur de Clso de
13,50 pg/mL, qui est comparable a celle du témoin acide ascorbique avec une valeur de Clso de
9,05 pg/mL (Tab. 3). La propolis d’Annaba a été moins active, tandis que l'activité de piégeage

de la propolis de Ghardaia était trop faible pour pouvoir établir une valeur de Clso.
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Tableau 3. Activité antiradicalaire des extraits de propolis mesurée par piégeage des radicaux libres.

Echantillons Clso (pg/mL)
Propolis d’Annaba Moyenne 39,30
Ic 28,30 252,20
Propolis de Médéa Moyenne 13,50
I 8,10 2 20,80
Propolis de Ghardaia Moyenne > 100
IC
Acide ascorbique Moyenne 9,05
IC 6,06 a 12,86
Ethanol Moyenne Al
IC
Les valeurs sont les moyennes de trois expériences indépendantes.
IC = intervalle de confiance a 95 %. Al : Absence d'inhibition.

3.6. Activité antioxydante de la propolis

L'activité antioxydante des extraits de propolis a été évaluée en utilisant la méthode
d'inhibition de I'oxydation de I'acide linoléique. Les résultats ont montré que tous les extraits de
propolis ont une activité antioxydante avec des valeurs de Clso comprises entre 2,90 et 4,90
pg/mL (Fig. 14; Tab. 4) ou la propolis d’Annaba a présenté une activité antioxydante plus

importante que celle des deux autres régions.
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Figure 14. Activité antioxydante des échantillons de propolis.
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Tableau 4. Valeurs des Clso de I'activité antioxydante des extraits de propolis.

Echantillons Clso (pg/mL)
Propolis d’Annaba Moyenne 2,90
IC 2,604a3,30
Propolis de Médéa Moyenne 4,90
IC 4,30 &4 5,50
Propolis de Ghardaia Moyenne 4,42
IC 3,904a5,00

Les valeurs sont les moyennes de trois expériences indépendantes.
IC = intervalle de confiance & 95 %.

3.7. Analyse de la mort cellulaire apoptotique

Pour évaluer I'effet de la propolis sur la mort cellulaire, les cellules Jurkat et Reh ont été

incubées 72h avec différentes concentrations d'extraits de propolis. Les résultats de la cytométrie

en flux ont montré une réduction dose-dépendante du nombre de cellules de leucémie

lymphocytaire Jurkat (Fig.15) et Reh (Fig.16) lorsqu'elles sont exposées aux extraits de propolis.

29




CHAPITRE | Propolis

100+ -e- Propolis d'Annaba

| g So_i -& Propolis de Médéa

j -
N3 -+ Propolis de Ghardaia
> ¢ 604 °
o 3
3
27 401
C o
<3S

e\cl 20 Y

O r———T——T1 71

-05 0.0 0.5 1.0 15
Concentration (Log pg/mL)

Figure 15. Pourcentages moyens de cellules Jurkat vivantes apres traitement avec différentes
concentrations de propolis pendant 3 jours. Les valeurs représentent la moyenne + SEM de 3
expériences indépendantes, chacune réalisée en double.
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Figure 16. Pourcentages moyens de cellules Reh vivantes aprés traitement avec différentes
concentrations de propolis pendant 3 jours. Les valeurs représentent la moyenne + SEM de 3
experiences indépendantes; chaque expérience a été realisée en double.

Les tableaux 5 et 6 montrent la distribution des résultats de la cytométrie en flux
Annexine V-Zombie aqua. Les extraits de propolis ont diminué la proportion de cellules
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doublement négatives (Annexine V-/Zombie-) de maniere dose-dépendante qui est accompagnée

d'une augmentation des cellules apoptotiques précoces (Annexine V+/Zombie-) et tardives

(Annexine V+/Zombie+), avec une faible accumulation non significative de cellules Annexine

V-/Zombie+ qui sont généralement indicatives d une nécrose.

Tableau 5. Pourcentages moyens de cellules Jurkat vivantes et apoptotiques apres traitement
avec des extraits de propolis. Les valeurs représentent la moyenne = SEM de 3 expériences
indépendantes; chaque expérience a été réalisée en double. *Valeurs significativement
différentes (p < 0,01) comparativement au témoin comme détermineé par ANOVA a un facteur
avec le test post hoc de Dunnett.

Jurkat Teémoin (0,3pg/mL) (A pg/mL) (GBpg/mL) (10 pg/mL) (30 pg/mL)
,3 pg/m m m g/m g/m
(DMSO) n ng ng n n
AZ 795+6,1 741+65 730+74 592+101" 200+472° 153+38"
+ - * *
Propolis AtZ 67+25 7,0+09 83+24 134+34 349+36° 355+84
d’Annaba  A*Z* 11,7+46 16,4+5,0 16,3+59 254+60 427+19" 476+11,6*
A Z* 20+14 24+14 22+11 1,8+0,6 22+0,8 1,5+0,8
AZ 795+61 76,7+53 759+81 481+116" 206+40° 95+27"
+ - * * *
Médéa At Z* 11,7+46 142+37 151+6,7 32,6+10,7° 510+50" 600+7,8"
A Z* 20+14 21+172 15+0,7 18+1,1 25+1,0 23+0,.2
AZ 795+6,1 763+53 684+60 472+28 156+31° 135+54"
+ - * *
Propolis de At Z 67+25 73+14 80+21 154+24 264+28 257145
Ghardaia A*Zz* 11,7+46 150+5,1 21,7433 349+01° 548+37° 570+20"
A Z* 20+14 13+07 1,7+1,0 23+05 29+0,7 36+172
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Tableau 6. Pourcentages moyens de cellules Reh vivantes et apoptotiques apres traitement avec
des extraits de propolis. Les valeurs représentent la moyenne + SEM de 3 expériences
indépendantes; chaque expérience a été réalisée en double. *Valeurs significativement
différentes (p < 0,01) comparativement au témoin comme détermine par ANOVA a un facteur

avec test post hoc de Dunnett.

Reh Temoin (0,3 pg/mL)  (1pg/mL) Gpg/mL) (10 pg/mL) (30 pg/mL)
, m m m m m
(DMSO) ng ng ng ng ng
A Z 895+10 894+04 884+11 859+1,6 759+35 298+6,5"
Propolis At Z 21+0,6 29+0,3 34+05 43+0,8 9,6 +3,3 25,6 +9,7
d’Annaba  A*Z* 7,711 6,9+0,6 74 +0,7 90+£1,0 13,6 2,7 426+84"
A Z* 05+0,1 0,6+0,1 06+0,1 05+0,1 0,7+0,2 1,8+0,6
AZ 895+10 899+0,7 813+44 524+124" 135+6,8" 53+0,6"
+ - * *
Propolis de AT Z 21+0,6 23+0,3 41+05 11,3+6,3 335+9,.3 234177
Médéa At Z* 7,7+11 7,0+0,8 13,3+ 3,8 33,0+6,9° 475+11,0° 66,2+6,7"
AZ* 05+0,1 0,6 +0,2 1,0+£0,8 29+1.3 52+14 48+15
A Z 895+10 864+04 723+4,9" 330+11,7" 87+41" 89+472"
Propolis de AT Z 2,1+0,6 39+1,1 7369 364+120 354+138 355+18,7
Ghardaia A*Zz* 7711 90%0,8 144+21 278+40" 496+162" 512+211"
AZ* 05+0,1 0,5+0,06 58+8,3 25+0,3 6,1+1,2 42+23

Les valeurs des Clsg calculées pour la réduction du nombre de cellules non apoptotiques

étaient similaires pour les trois préparations de propolis et pour les deux lignéees cellulaires, a

I'exception de la préparation de la propolis d’Annaba qui était significativement moins puissante

lorsqu'elle était incubée avec des cellules Reh (Tab.7).
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Tableau 7. Valeurs des Clso pour l'apoptose des cellules Jurkat et Reh apres traitement avec des

extraits de propolis.

Echantillons Clso (ng/mL)
Cellules de Jurkat Cellules de Reh
Propolis d’Annaba Moyenne 2,96 18,10
IC 1,96 44,38 13,94 & 24,60
Propolis de Médéa Moyenne 2,54 2,22
IC 1,85 4 3,46 180a2,72
Propolis de Ghardaia Moyenne 2,112 1,85
IC 1,6342,73 1,50 a4 2,26

Les valeurs sont les moyennes de trois expériences indépendantes,

IC = intervalle de confiance a 95 %.

Apres avoir déterminé I'induction de I'apoptose dans les lignées cellulaires Jurkat et Reh,

I'impact de ces extraits sur l'induction de I'apoptose a été mesuré dans les lymphocytes du sang

périphériqgue comme modele de cellules normales et non transformées. Ces derniéres cellules ont

été incubées avec des concentrations d'extraits de propolis proches de la Clso (3 pg/mL) et

environ 3x Clso (10 pg/mL) mesurées dans les lignées cellulaires cancéreuses (Fig. 17 et Tab. 8).

Les résultats montrent que le traitement avec la propolis Médéa a 10 pug/mL réduit le nombre de

cellules doublement négatives avec une augmentation du nombre de cellules apoptotiques

précoces (Annexine V+/Zombie-). Les autres conditions de traitement n'ont pas induit de

changements significatifs par rapport aux témoins, bien qu'il y ait une tendance a l'augmentation

des cellules apoptotiques précoces.
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Figure 17. Pourcentages moyens des lymphocytes vivants et apoptotiques apres 3 jours de
traitement avec des extraits de propolis. Les valeurs représentent la moyenne + SEM de 3
expériences indépendantes; chagque expérience a été réalisée en double.

Tableau 8. Pourcentages moyens des lymphocytes vivants et apoptotiques apres traitement avec
des extraits de propolis. Les cellules ont été cultivées dans RPMI-1640 avec 10% de FBS
pendant 72h en présence des concentrations de propolis indiquées. Les valeurs représentent la
moyenne + SEM de 3 expériences independantes; chaque expérience a éte réalisée en double.
*Les valeurs sont significativement différentes (p < 0,01) du témoin, comme déterminé par
ANOVA a un facteur avec test post hoc de Dunnett.

Témoin Propolis Propolis  Propolisde  Propolis Propolis  Propolis de

(DMSO) d’Annaba de Médéa  Ghardaia d’Annaba de Médéa  Ghardaia

(B pg/mL) (3pg/mL) (Bpg/mL) (10 pg/mL) (10 pg/mL) (10 pg/mL)

Total 59,6 +14,7 56,0+87 453+83 332+38 503+100 312+38 335+48"
AZ 94,0£0,5 90,5+4,2 82,9+81 831+23 86,6+61 727+63 839+13
A*Z 55+0,6 8,8+3,8 165+79 162+19 12,7+6,1 265+6,1" 155+1,2
A" Z* 0,2+0,1 0,3+0,3 03+02 04%04 05+£05 05+04 03%0,2

A Z* 0,1+0,06 0,1+0,2 0,1+003 0,1+007 005+0,02 0,08+0,01 0,08+0,05
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3.8. Viabilité cellulaire

Apres avoir déterminé les concentrations pour lesquelles les échantillons de propolis
induisaient la mort apoptotique, les effets antiprolifératifs des extraits de propolis sur les cellules
Jurkat et Reh ont été évalués a l'aide du test Cell Titer Blue. Un test dose-réponse a été réalisé en
utilisant des concentrations de 0,3; 1; 3; 10 et 30 ug/mL et les valeurs des Clso calculées sont

indiquées dans le tableau 9.

Tableau 9. Valeurs des Clso pour la viabilité des cellules Jurkat et Reh aprés incubation avec des
extraits de propolis.

Echantillons Clso (Hg/mL)
Cellules de Jurkat Cellules de Reh
Propolis d’Annaba Moyenne 2,0 28,2
Ic 13284 1854619
Propolis de Médéa Moyenne 2,4 2,2
IC 1,1420,2 18a27
Propolis de Ghardaia Moyenne 1,1 0,5
IC 0,7a1,6 0,4a0,6

Les valeurs sont les moyennes de trois expériences indépendantes.
IC = intervalle de confiance a 95 %.

Tous les extraits ont montré une activité antiproliférative similaire, & une exception pres
ou les cellules Reh étaient significativement moins sensibles a la propolis d'’Annaba avec une
Clso de 28,2 pg/mL.

3.9. Biosynthese des produits de la 5-L.O dans les cellules HEK293

Des cellules HEK293 exprimant de maniére ectopique la 5-LO humaine et la FLAP ont
été utilisées pour évaluer I'effet des extraits de propolis sur la biosynthése des produits de la 5-
LO. Les cellules ont été incubées avec les extraits de propolis a différentes concentrations et les
Clso ont éte déterminées (Fig. 18, Tab. 10). Comme le montre la figure 18, tous les extraits de
propolis ont induit une diminution concentration-dépendante de la biosynthése des produits 5-LO

par rapport aux témoins incubés avec le solvant (DMSO). Les extraits de propolis d'/Annaba et de
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Médéa ont montré une inhibition similaire de la biosynthese du produit 5-LO avec des valeurs de

la Clsg de 0,57 pg/mL et 0,81 pg/mL, respectivement, tandis que la propolis de Ghardaia a

montré une activité inhibitrice significativement plus faible (Clso = 3,18 pg/mL).
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Figure 18. Inhibition de la biosynthése des produits de la 5-LO dans les cellules HEK293 par
différentes concentrations de propolis. Les valeurs sont les moyennes + SEM de trois

expériences indépendantes, chacune réalisee en double.

Tableau 10. Valeurs des Clsg pour l'inhibition de la biosynthése des produits de la 5-LO par des

extraits de propolis.

Echantillons Clso (ng/mL)
Propolis d’Annaba Moyenne 0,57
IC 0,38 40,87
Propolis de Médéa Moyenne 0,81
IC 0,65 & 1,00
Propolis de Ghardaia Moyenne 3,18
IC 2,3544,31

Les valeurs sont les moyennes de trois expériences indépendantes.

IC = intervalle de confiance a 95 %.
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3.10. Analyse de I’activité antibactérienne de la propolis
3.10.1. Diamétre des zones d’inhibition de la croissance des souches bactériennes

Dans la présente étude, 1’activité antibactérienne des extraits de propolis algérienne a été
évaluée a I’encontre des bactéries a Gram positif de référence Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis et des bactéries a Gram négatif, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae

et Pseudomonas aeruginosa (Tab. 11).

Tableau 11. Diamétres des zones d'inhibition (mm) des extraits de propolis sur des bactéries de
référence. Les valeurs représentent la moyenne £ SEM de 3 expériences indépendantes. Les
différentes lettres indiquent des différences significatives entre les groupes; p <0,05 comme
déterminé par ANOVA a un facteur avec le test Tukey.

Zone d’inhibition (mm)
Souche bactérienne Gentamicine Propolis Propolis de Propolis de
d’Annaba Médéa Ghardaia
Staphylococcus aureus | 23,0+0,0% | 123+25°" 20,0 +3,4° 18,3+1,1°2
Enterococcus faecalis 20,0+0,0% 18,3+152 22,3+3.2% 216+4,0°%
Escherichia coli 20,0+0,0% | 10,3+05° 11,0+3,0° 11,3+1,1°
Klebsiella pneumoniae | 11,0+0,0® | 96+23% 12,0+1,0° 76+1,1°
Pseudomonas aeruginosa | 15,0+0,02 96+30° 10,0+1,7° 8,3+1,1°

Les diamétres des zones d'inhibition des extraits de propolis varient de 12,3 a 22,3 mm
pour les bactéries a Gram positif (S. aureus, E. faecalis) et de 7,6 a 12 mm pour les bactéries a
Gram négatif (E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa).
3.10.2. Concentration minimale inhibitrice de la propolis

Les données relatives a la CMI des extraits de propolis a I’encontre des bactéries a Gram-

positif et a Gram-négatif testées sont illustrées dans le tableau 12.
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Tableau 12. Concentration minimale inhibitrice des extraits de propolis (ug/mL) pour chaque

souche bactérienne testée.

Propolis (pg/mL)

Souche bactérienne Propolis d’Annaba | Propolis de Médéa | Propolis de Ghardaia
Staphylococcus aureus 15,62 15,62 15,62
Enterococcus faecalis 125 62,5 62,5
Escherichia coli 31,25 31,25 31,25
Klebsiella pneumoniae 15,62 7,81 31,25
Pseudomonas aeruginosa 62,5 62,5 62,5

Une inhibition de la croissance de toutes les souches testées apres traitement aux extraits

de propolis a été observée. Les valeurs des CMI varient entre 15,62- 125 pg/mL et 15,62- 62,5

pg/mL pour la propolis d’Annaba et de Ghardaia respectivement et de 7,81-62,5 pg/mL pour la

propolis de Médéa.

3.11. Effet acaricide de la propolis

L’effet acaricide des extraits de propolis a été évalué, dans une premiére étape

expérimentale, sur la base de la mortalité des acariens apres exposition de V. destructor a

différentes concentrations (5%, 7,5% et 10%) des extraits de propolis des trois stations

sélectionnées. Les résultats montrent que les acariens sont sensibles aux extraits de propolis

conduisant & leur mortalité (Fig. 19).
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Figure 19. Evaluation de 1’activité acaricide des extraits de propolis sur Varroa destructor par
application topique. (a) Boite de Pétri ou les V. destructor ont été traités par application topique.
Taux de survie des acariens V. destructor apres traitement avec les trois différents extraits de
propolis algérienne de (b) Annaba, (c) Médéa, et (d) Ghardara a trois concentrations de 5%, 7,5%
et 10%. Les courbes de survie des acariens ont été analysées selon la méthode Kaplan-Meier et
comparées entre elles par le test log-rank de Mantel-Cox. 6 acariens ont été utilisés par unité
expérimentale (n=6), et I'expérience a été réalisée en triplicata.

Le pourcentage d'acariens tués apres traitement varie entre 71% et 100% pour les trois
concentrations et les trois échantillons de propolis. Les courbes de survie ont montré une
diminution significative des acariens apres exposition a la propolis d'’Annaba (test de log-rank :
x2 = 251,8; p < 0,0001), de Médéa (x2 = 317; p < 0,0001) et de Ghardaia (y2 = 39,72; p <
0,0001). La mortalité des acariens est plus importante en relation avec l'augmentation de la
concentration. Les propolis de Médéa et d'’Annaba ont montré une forte activité acaricide avec
une mortalité de 100% des acariens apres seulement 3-4h. En revanche, la propolis de Ghardaia a

provoqué une mortalité de 92% des acariens apres 7 heures.
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Dans la seconde étape expérimentale, la concentration des extraits de propolis qui a
donné le plus d’effet sur la mortalité de V. destructor; en 1’occurrence celle de 10% a été
pulvériseée en méme temps sur les acariens et sur les ouvriéres porteuses de ces acariens et les

résultats relatifs a la survie de V. destructor et des abeilles sont représentés dans la figure 20.
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Figure 20. Evaluation de I’effet des extraits de propolis sur la survie de Varroa destructor et des
abeilles par la méthode de pulvérisation. (a) Installation d'une mini-ruche dans laquelle des
abeilles infectées par le varroa ont été traitées par pulvérisation. Le tube Eppendorf fournit du
sirop de sucre aux ouvriéres. Taux de survie (b) de V. destructor et (c) ouvriéres apres traitement
avec trois extraits différents de propolis a une concentration de 10% par la méthode de
pulvérisation. Les données ont été analysées selon la méthode Kaplan-Meier et comparées entre
elles par le test log-rank de Mantel-Cox. 10 acariens et 10 abeilles par unité expérimentale (n =
10) ont été utilisés et I'expérience a été réalisée en triplicata.
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La pulvérisation d'une concentration de 10% d'extraits de propolis provenant des trois
sites a pu tuer les acariens de maniere significative (test de Log-rank ¥2 = 65,65; p < 0,0001).
Les extraits de propolis d'Annaba, de Médéa et de Ghardaia ont provoqué respectivement une
mortalité de 85%, 87% et 77% des acariens 3 jours apres la pulvérisation (Figure 20 a; b).

D'autre part, les courbes de survie des abeilles ouvriéres sur lesquelles les acariens se
nourrissaient apres la pulvérisation des extraits de propolis a 10% (Fig. 20c), ont montré qu'il n'y
avait pas une atteinte de la survie des ouvriéres (test de log-rank: ¥2 = 0,1002; p > 0,05),
confirmant que les trois extraits de propolis a la concentration 10% sont inoffensifs pour les

abeilles.
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4. DISCUSSION

La composition chimique de la propolis provenant de différentes régions géographiques
présente une grande variabilité en relation avec la flore, la situation géographique (Laaroussi et
al., 2021), les saisons de collecte et les races d'abeilles (Nedji & Loucif-Ayad, 2014; EI Menyiy
et al., 2021). Cette diversité chimique se traduit par des activités biologiques différentes. Dans ce
contexte, la présente étude a évalué les populations d'abeilles, la composition chimique et les
activités biologiques de la propolis collectée dans des stations de fécondation contrdlée des
abeilles dans trois zones géographiques de I'Algérie. La propolis d'’Annaba provient du nord
méditerranéen de I'Algérie, celle de Médéa d'un climat plus transitionnel des collines du nord et
celle de Ghardaia au niveau du sud du pays.

L'analyse génétique des populations d'abeilles melliferes collectées dans les trois stations
a révélé la présence d'une seule lignée, la lignée africaine A. Cette lignée est répartie sur
I'ensemble du continent africain et, est tres diversifiée (Chahbar et al., 2013; Achou et al., 2015;
Loucif-Ayad et al., 2015). L'analyse génétique actuelle a confirmé I'absence d'introgression de
I'’ADNmt par des lignées étrangeres au niveau des stations sélectionnées, et que toutes les
abeilles ouvrieres qui ont récolté la propolis analysée dans cette étude représentent les sous-
especes autochtones d'Algérie A.mellifera intermissa et A.mellifera sahariensis. Trois des dix-
sept haplotypes (A8d, A8f, A8h) ont été précédemment identifiés dans les populations d'abeilles
algériennes (Chahbar et al., 2013; Achou et al., 2015). Cependant, un nombre remarquable de
nouveaux haplotypes a été enregistré pour la premiere fois qui, selon l'analyse du réseau
d'haplotypes, ces haplotypes different clairement des haplotypes précédemment connus.

La caractérisation de la propolis algérienne collectée dans les trois stations a été réalisée
en mesurant les teneurs en composés phénoliques. Pour les teneurs en polyphénols totaux, les
résultats obtenus dans cette étude sont similaires & ceux rapportés pour la propolis chinoise qui
varient de 89 4 202 mg EAG/g EP ainsi que ceux obtenus pour la propolis brésilienne (278 & 398
mg EAG/g EP) (Reis et al., 2019; Ding et al., 2021). Cependant, les valeurs des teneurs en
flavonoides totaux étaient plus élevees que celles rapportées pour les différents échantillons de
propolis chinoise, variant de 166 a 520 mg EQ/g EP (Ding et al., 2021). Ces teneurs dépendent
également de la méthode d'extraction et du type du solvant utilisé (Sun et al., 2015; Narimane et

al., 2017; Kocot et al., 2018). Dans la présente étude, la méthode d’extraction aux ultrasons a été
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choisie du fait que cette méthode permet I’extraction d’'un maximum de molécules bioactives et
que I'éthanol a 70 % constitue le meilleur solvant pour I'extraction de la propolis (Devequi-
Nunes et al., 2018; Tan et al., 2018) générant des extraits avec une activité biologique élevée
(Sawaya et al., 2010; Fonseca et al., 2017).

Les analyses chimiques par LC-MS/MS ont révélé que les composés détectés dans les
différents échantillons de propolis algérienne sont communément trouvés dans différents types
de propolis provenant de diverses régions du monde. Les propolis asiatiques, africaines et
européennes contiennent principalement des phénols, des alcaloides et des flavonoides,
notamment la galangine, la pinocembrine, I'apigénine, la pinobanksine, la chrysine, le caféate de
cinnamyle, l'acide caféique et I'acide p-coumarique (De Groot, 2013; Huang et al., 2014), qui
figurent également parmi les composés les plus abondants identifiés dans la présente étude. Bien
que l'analyse LC-MS/MS de ces extraits ait été semi-quantitative et que la caractérisation
moléculaire des trois extraits avait révélé de nombreuses similitudes, quelques différences claires
ont été constatées: la pinostrobine était beaucoup plus présente dans I'extrait d'’Annaba tandis que
I'acide férulique était relativement plus abondant dans I'extrait de Ghardaria comparativement aux
deux autres extraits. Les différences dans I'abondance relative des composés identifiés dans les
extraits de propolis sont probablement basées sur les différences dans la flore trouvée dans
chacune des stations sélectionnées géographiquement distinctes. 1l convient de noter que la
pinostrobine n'a pas été détectée dans la propolis de la région de Ghardaia. Bien que plusieurs
plantes soient connues pour contenir de la pinostrobine (Patel et al., 2016), cela suggere que les
plantes a fleurs riches en cette substance phytochimique n'étaient pas abondantes a proximité des
ruches dans cette région. Par ailleurs, il n'est pas exclu que la sous-espéce d'abeilles identifiée
dans les ruches de Ghardaia A. mellifera sahariensis, ne récolte pas le pollen des plantes qui
contiennent de la pinostrobine. 1l est également probable que dans notre étude, les polyphénols et
les flavonoides sont considérés comme les principaux composants phytochimiques efficaces
responsables de plusieurs activités biologiques attribuées a la propolis.

Pour l'instant, il n'est pas possible d'identifier avec certitude quel aspect des signatures
moléculaires des différents extraits pourrait étre responsable des variations dans les activités
biologiques des trois extraits, mais certaines différences claires dans I'activité biologique ont été
détectées. La propolis de Médéa avait la plus forte activité de piégeage des radicaux libres, qui
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pourrait étre liée a sa teneur phénolique plus élevéee (Kocot, 2018; Ding et al., 2021). A l'inverse,
I'extrait de propolis de Ghardaia a montré une tres faible activité antiradicalaire ce qui est
cohérent avec sa plus faible teneur en composés phénoliques. L'activité antiradicalaire des
extraits d'/Annaba et de Médéa dans cette étude était similaire a celle rapportée pour les propolis
grecque, marocaine, turque et brésilienne qui ont montré des valeurs de Clsp allant de 8 a 100
pg/mL en utilisant le méme test DPPH (da Cruz Almeida et al., 2017; Kasiotis et al., 2017;
Laaroussi et al., 2021; Kahraman et al., 2022).

Contrairement a 1’activité antiradicalaire, les trois extraits de propolis ont montré une
activité antioxydante similaire et assez puissante avec des valeurs de Clso de l'ordre de pg/mL,
ou I'extrait d'’Annaba étant significativement plus efficace pour inhiber I'oxydation de l'acide
linoleiqgue comparativement aux deux autres extraits. Cette activité est supérieure a celle
rapportée en utilisant le méme test avec un extrait de propolis indienne qui a montré une Clso de
710 pg/mL (Kumari et al., 2016) et a celle des extraits de propolis de Roumanie qui ont montré
une inhibition d'environ 50 % a des concentrations de 40 pg/mL (Gatea et al., 2015). Le potentiel
antioxydant de divers extraits de propolis, évalué par plusieurs tests antioxydants, a montré un
degré élevé de corrélation avec les teneurs en composes phénoliques (Sawaya et al., 2011; da
Cruz Almeida et al., 2017; Hern&ndez Zarate et al., 2018; Naik et al., 2021). En effet, plusieurs
composés connus pour leurs propriétés antiradicalaires et antioxydantes ont été identifiés dans la
présente étude, notamment l'ester phénolique de l'acide caféique, la chrysine, I'acide coumarique,
la quercétine, le kaempférol, la pinocembrine, I'acide cinnamique et I'acide férulique, dont il a été
suggéré qu'ils s'incorporent aux membranes cellulaires et les protégent contre les attaques des
radicaux libres (Barrientos et al., 2013; Pitchai et al., 2014; Bastos et al., 2017; Devequi-Nunes
et al., 2018). Cependant, il est difficile d'identifier les composants les plus efficaces, étant donné
que plusieurs composés d'un extrait de propolis peuvent agir en synergie sur les capacités
antiradicalaires et antioxydantes (Johnston et al., 2005 ; Kuguk et al., 2007).

De nombreuses études ont montré que la propolis possede un effet marqué sur la
prolifération et la survie des cellules cancéreuses (Forma et al., 2021; Zabaiou et al., 2017; Aso
et al., 2004). Dans cette étude, les effets antiprolifératifs et pro-apoptotiques des extraits de
propolis ont été étudiés sur les lignées cellulaires de leucémie T aigué humaine Jurkat et de
leucémie lymphocytaire aigué humaine Reh. Les trois extraits de propolis ont induit I'apoptose
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de maniére dose-dépendante dans les deux lignées cellulaires. Alors que les extraits de Médéa et
de Ghardaia étaient efficaces pour induire I'apoptose avec des Clsg de 1,9 a 2,5 pg/mL dans les
deux lignées cellulaires, I'extrait d’/Annaba était significativement moins efficace dans les cellules
Reh. De méme, les trois extraits ont montré une puissante inhibition de la prolifération cellulaire
par le test 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide appelé test MTT dans
les deux lignées cellulaires, I'extrait d’Annaba étant significativement moins efficace que dans les
cellules Reh. L'explication de cette moindre efficacité de I'extrait d'Annaba dans les cellules Reh
est actuellement inconnue mais pourrait éventuellement étre due a une résistance particuliere des
cellules de leucémie lymphocytaire aigué a la composition de I'extrait d'’Annaba. En ce qui
concerne les cellules Jurkat, les extraits testés étaient beaucoup plus puissants comparativement
aux extraits de propolis libanaise (Noureddine et al., 2017) ou la prolifération des cellules Jurkat
a été inhibée avec une valeur de Clsp de 72 pg/mL et I'apoptose a été induite avec une Clsg
d'environ 60 pg/mL.

Il est important de noter que les extraits de propolis de la présente étude ont montré une
induction faible ou nulle de l'apoptose dans les cellules lymphocytaires normales du sang
périphérique a des concentrations de 10 pg/mL, ce qui suggére une spécificité ou une selectivité
pour les cellules cancéreuses. De plus, les effets antiprolifératifs et pro-apoptotiques des extraits
avec des valeurs des Clso de I'ordre de 2 a 3 pg/mL suggerent la présence de molécules ou de
combinaison de molécules a des concentrations qui pourraient étre cliniqguement pertinentes. En
effet, le depistage de molécules thérapeutiques potentielles par le NCI-60 (National Cancer
Institute ~ americain)  est  effectué & une  concentration de 10 pM
(https://dtp.cancer.gov/discovery_development/nci-60/methodology.htm) (Shoemaker, 2006), et
les extraits de plantes brutes montrant des valeurs de Clso & des concentrations de 20 pg /mL ou
moins seraient considérés comme des extraits actifs (Boik, 2001; Cragg & Newman, 2006).

Les flavonoides et les polyphénols tels que ’ester caféate de phénylethyle (CAPE),
I'acide caféique, l'apigénine, la quercétine, la génistéine, la chrysine, I'acide p-coumarique, la
naringénine, le kaempférol et la formononétine sont abondamment présents dans différents
extraits de propolis, y compris dans ceux testés dans cette étude, et pourraient avoir une activité
antitumorale (Noureddine et al., 2017; Belmehdi et al., 2022; Seyhan et al., 2019; Valenga et al.,
2013). En conséquence, la propolis et ses composants présentent une activité pro-apoptotique en
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induisant les voies apoptotiques intrinséques et extrinseques (Forma et al., 2021). Il a été
démontré gue la chrysine, par exemple, déclenche I'apoptose par la voie mitochondriale et induit
des effets cytotoxiques provoquant une perte du potentiel de la membrane mitochondriale tout en
augmentant la production d'espéces réactives de l'oxygéne (ROS), les niveaux de Ca?*
cytoplasmiques et la peroxydation des lipides (Naz et al., 2019). La galangine, un autre
composant de la propolis, exerce une activité anticancéreuse par le biais de multiples voies de
signalisation (Benguedouar et al., 2016; Noureddine et al., 2017; Liu et al., 2017) et il a été
démontré qu'elle réduisait la progression tumorale chez les souris porteuses de cellules de
mélanome B16F1 (Liu et al., 2017). L'acide caféique est connu pour arréter le cycle cellulaire en
fonction de la dose et du temps et activer l'apoptose (Kabata-Dzik et al., 2017; Celinska-
Janowicz et al., 2018; Espindola et al., 2019), tandis que la quercétine, un flavonoide présent
dans la propolis, inhibe la croissance des lignées cellulaires d'adénocarcinome pulmonaire
humain (A549 et HCC-44) (Sak et al., 2017) et des cellules JB6 P+ (Li et al., 2012) en induisant
I'apoptose dépendante de la caspase-3 (Zheng et al., 2017; Zulhendri et al., 2021; Rechek et al.,
2023). 1l a été démontré que l'acide féruliqgue modulait plusieurs voies moléculaires impliquées
dans une multitude de fonctions biologiques et pouvait diminuer la résistance a plusieurs
médicaments anti-cancéreux (Muthusamy et al., 2016; Zhang et al., 2016).

Les propriétés anti-inflammatoires de la propolis constituent une autre activité biologique
signalée, bien que les mécanismes cellulaires et moléculaires par lesquels la propolis exerce une
activité anti-inflammatoire dans certaines études n‘aient pas été completement éelucidés (Viuda-
Martos et al., 2008; Belmehdi et al., 2022). La 5-LO et ses produits, les leucotriénes, sont
intimement impliqués dans le processus inflammatoire. La 5-LO est une cible anti-inflammatoire
validée, mais a ce jour, seul le zileuton a été approuvé aux Etats-Unis. Malgré son efficacité
clinique, ses propriétés pharmacocinétiques médiocres et ses problemes de toxicité hépatique ont
limité son utilisation. La présente étude montre que les extraits de propolis algérienne inhibent la
biosynthese des produits de la 5-LO dans les modeéles cellulaires HEK293 avec des Clsg
inférieures a 1 pg/mL. L'extrait de propolis de Ghardaia, cependant, était moins efficace que les
autres extraits, probablement en raison d'une faible activité antiradicalaire (Boudreau et al.,
2012). Nos résultats sont en accord avec ceux montrant que la propolis canadienne a une
concentration finale de 5 pg/mL inhibe environ 40% de la biosynthese de la 5-LO (Sambou et
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al., 2020), bien que la propolis algérienne ait montré une inhibition plus puissante. Les composés
phenoliques, notamment le CAPE, la pinocembrine, la chrysine et le kaempférol, possédent des
propriétés anti-inflammatoires remarquables en inhibant la libération de I'acide arachidonique de
la membrane cellulaire et/ou son métabolisme ultérieur (Mirzoeva et al., 1996), et sont liés a un
large éventail de voies de signalisation inflammatoire (Shahinozzaman et al., 2020; Wang et al.,
2020). La présence de ces composes peut expliquer I'inhibition de la biosynthése de la 5-LO par
les extraits de propolis algérienne.

Dans la présente étude, 1’activité antibactérienne des extraits de propolis algérienne a été
évaluée a I’encontre des bactéries & Gram positif de référence S. aureus, E. faecalis et les
bactéries a Gram négatif, E. coli, K. pneumoniae et P. aeruginosa. Nos résultats sont similaires a
ceux obtenus par EI Menyiy et al. (2021) et qui ont montré que l'activité antibactérienne des
échantillons de propolis marocaine et serbe variait entre 12,3 £ 1,5 mm et 32,2 £ 1,1 mm pour S.
aureus suivie par S. faecalis, avec un diameétre variant de 10 + 0,12 a 31,5 + 1,1 mm, et E. coli
avec un diamétre variant de 8,12 + 1,09 a 19,33 £ 2,51 mm. P. aeruginosa présente la valeur la
plus faible du diametre d'inhibition (8,02 £ 0,5a 12,3 + 0,5 mm).

Les valeurs des CMI des extraits de propolis algérienne a 1’encontre les bactéries a Gram positif
et a Gram négatif sur différentes souches de bactéries référencées varient de 7,81 a 62,5 pug/mL.
Ainsi, il est difficile de comparer les résultats de la CMI aux différentes études en raison des
différentes compositions de propolis et/ou des différentes méthodes utilisées pour I'évaluation.

Notre resultat est en accord avec les résultats rapportés pour la propolis d'Algérie (Nedji et al.,
2014), du Kenya (Muli & Maingi, 2007), d'Egypte, de Chine, de Bulgarie, d'Espagne,
d'Australie, de Gréce, d'ltalie (Hegazi et al., 2014), du Brésil (Mohan et al., 2015), du Portugal
(Falcéo et al., 2014), de Bosnie (Senka et al., 2011), d'lIran (Afrouzan et al., 2017) et de la
Turquie (Katircioglu & Nazime, 2006) qui ont montré une activité élevée contre les bactéries a
Gram positif et une activité limitée contre les bactéries a Gram négatif. Le fait que les bactéries a
Gram positif soient plus sensibles aux extraits de propolis a été attribué a la spécificité
structurelle de chagque groupe de bactéries (AL-Ani et al., 2018). Les bactéries a Gram négatif
ont une membrane externe qui contient une plus grande proportion de lipides et de
polysaccharides que celle détectée chez les bactéries a Gram positif, ce qui peut empécher
I'entrée des molécules bioactives de la propolis dans la cellule (Ding et al., 2021; Kahraman et
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al., 2022). En outre, ce groupe de bactéries a la capacité de produire des enzymes hydrolytiques
qui décomposent les composants de la propolis (Kedzia et al., 2013; Bhargava et al., 2021).
L'action antibactérienne de la propolis a été associée a différents mécanismes directs essentiels a
la survie et a la prolifération, tels que I'inhibition de la synthése des acides nucléiques (Xie et al.,
2015; Barreto et al., 2022), la perturbation du potentiel membranaire et la diminution de la
production d'adénosine triphosphate (ATP) (Bankova et al., 2000; Da Silveira Regueira-Neto et
al., 2018). Cette sensibilité a également été attribuée au type de propolis qui dépend des sources
végétales. Par conséquent, la composition chimique de la propolis est également trés variable
dans des régions géographiques distinctes ou les composés antibactériens de la propolis sont
différents. La propolis turque a montré que sa principale source est I'exsudat des bourgeons de
peuplier (Velikova et al., 2001; Popova et al., 2005). Elle contient de la pinocembrine, de la
pinobanksine-3-O-acétate et de la galangine, qui sont considérées comme des marqueurs
taxonomiques de la propolis de peuplier (Greenaway et al., 1990). Les flavonoides et les dérivés
de l'acide cinnamique sont présents dans les échantillons européens alors que les acides
diterpéniques et les acides coumariques prénylés sont retrouvés dans les échantillons brésiliens
(Bankova et al., 2000). En effet, I'action bactéricide est liée a la présence de la plus forte
concentration de composés phénoliques et flavonoides notamment I'acide caféique, la galangine,
I'acide cinnamique, la pinocembrine, la pinobanksine, et lI'acide férulique (Afrouzan et al., 2017;
Popova et al., 2017; Ding et al., 2020). Cependant, il est difficile d'attribuer cette activité a une
seule molécule en raison de la complexité de la propolis qui contient plus de 1000 composés
suggérant que l'activité antimicrobienne est due a un effet synergique entre les composants de la
propolis (Devequi-Nunes et al., 2018). Par ailleurs, des auteurs (Kartal et al., 2003; Kallio et al.,
2012; Boufadi et al., 2016) ont testé certains composés purs identifiés dans la propolis et ont
démontré que l'acide caféique, l'acide cinnamique, l'acide coumarique, la quercétine et l'acide
féruliqgue conférent aux extraits de propolis l'activité antibactérienne. Cependant, l'activité
antibactérienne obtenue par la propolis naturelle était supérieure a celle des composés isolés, ce
qui confirme que l'activité antibactérienne de la propolis est due a l'effet synergique de plusieurs
COmMpOsés.

La variation des résultats microbiologiques entre les différents extraits de propolis algérienne
pourrait s'expliquer par des facteurs associés a l'origine géographique (la quantité et la diversité
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des plantes, le climat et la race d'abeilles) qui conduisent a des différences dans les propriétés de
la propolis (Seidel et al., 2008; Boufadi et al., 2016; Przybytek & Karpinski, 2019; Ding et al.,
2020).

Dans notre étude, la propolis d’Annaba provenait du nord méditerranéen de I'Algérie produite par
A. mellifera intermissa et celle de Médéa est produite par la méme race d'abeille dans un climat
plus transitionnel des collines du nord. Ces deux propolis ont été prélevées dans des régions
riches en plantes et en eau. En revanche, la propolis de Ghardaia a été récoltée dans une région
désertique plus méridionale du pays par A. mellifera sahariensis. Ces facteurs peuvent expliquer
les différences de diversité chimique des échantillons de propolis, ce qui peut se traduire par des
activités biologiques différentes.

Les analyses chimiques par LC-MS/MS de ces trois échantillons ont révelé que les composeés
détectés ont une action bactériostatique. Bien que I'analyse de ces extraits soit semi-quantitative,
les différences notables entre les extraits comprennent des teneurs relativement plus élevées en
acide férulique dans I'extrait de Ghardaia que dans les deux autres extraits. De méme, la
pinostrobine était beaucoup plus enrichie dans I'extrait d’Annaba suivi de I'extrait de Médéa et n'a
pas été detectée dans l'extrait de propolis de Ghardaia. Ces quelques différences claires
pourraient expliquer la variation des résultats de 1’effet antibactérien des échantillons de propolis
Algérienne.

L’efficacité des extraits de propolis en tant que bioacaricide a été testée contre
I'ectoparasite de l'abeille domestique V. destructor. Les extraits de propolis des trois stations ont
montré leur efficacité variable a ’encontre de ce parasite. La variabilité dans les résultats
obtenus entre les échantillons de propolis algérienne, bien que faible, pourrait étre due a la
différence des sous-especes d'abeilles et des sources botaniques puisque des recherches
antérieures ont démontré que la composition de la propolis dépend de la source des plantes et de
I'origine géographique (Dantas Silva et al., 2017), de la sous-espéce d'abeille (Salatino et al.,
2005) et de la saison de collecte (Tagliacollo et al., 2011). Aussi, l'activité acaricide des extraits
de propolis pourrait étre due aux composants bioactifs tels que les phénols et les flavonoides,
présents dans les échantillons de propolis (Damiani et al., 2010; Drescher et al., 2011; Habbi-
Cherifi et al., 2021). En effets, la propolis de Médéa et d'Annaba présentait des teneurs en

composés phénoliques et en flavonoides plus élevées que celles de Ghardara, ce qui pourrait
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expliquer la différence de 1’activité acaricide entre les échantillons. Nos résultats sont en accord
avec de nombreux auteurs qui suggerent que l'activité acaricide des extraits de propolis est due
aux composants bioactifs tels que les phénols et les flavonoides présents dans les échantillons de
propolis (Damiani et al., 2010; Drescher et al., 2017; Habbi-Cherifi et al., 2021). Certains
auteurs (Garedew et al., 2002; Drescher et al., 2017) ont observé que les effets létaux des extraits
éthanoliques sur les acariens étaient principalement observés en utilisant des extraits obtenus
avec de I’alcool a 70% comparativement aux extraits obtenus ayant une teneur en alcool plus
faible, concluant que les composants les plus biologiquement actifs pourraient étre obtenus
lorsque la propolis est extraite avec de 1’éthanol a 70%. L'effet narcotique de la propolis sur V.
destructor a également été détecté suite a I’utilisation des extraits de propolis par contact sur les
acariens conduisant a des nécroses cellulaires et a des mortalités (Garedew et al., 2002; Damiani
etal., 2010).

Dans notre étude, la pulvérisation des acariens varroas et des abeilles dans une mini-
ruche avec 10% d'extrait de propolis algérienne a tué efficacement les acariens et était
inoffensive pour les abeilles. En se basant sur les travaux de Garedew et al. (2002) et Hassan et
al. (2016), il a eté suggeré que le contact avec un extrait de propolis pourrait conduire a un
affaiblissement de la cuticule des acariens, ce qui faciliterait I'entrée des composeés actifs présents
dans la propolis. En outre, la propolis peut accroitre I'immunité des abeilles en renforcant leur
réaction défensive (Evans et al., 2006). Des résultats similaires ont été obtenus avec la propolis
d’Allemagne et d’Argentine a une concentration de 10 % qui a tué 100 % des acariens varroas
(Garedew et al., 2002; Damiani et al., 2010).

En revanche, des études ont révelé que 1’ingestion de la propolis chez les abeilles,
administrée par voie orale dans du sirop, n'est pas recommandée car elle affecte le
développement des corps gras et des glandes hypopharyngiennes des abeilles (Damiani et al.,
2017). Des recherches antérieures ont également montré que les acaricides actuellement utilisés
ont des effets négatifs sur les abeilles aux concentrations utilisées dans la lutte contre les acariens
(Loucif-Ayad et al., 2010; Damiani et al., 2017). Dans des conditions normales, au niveau des
ruchers, bien que les abeilles ouvriéres appliquent la propolis sur les parois de la ruche et sur les
cadres, les varroas présents dans ces ruches ne sont pas affectés et aucun effet acaricide direct n'a
été detecté. Il est probable que la propolis soit insoluble a I'intérieur de la ruche car la plupart des
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composants actifs de la propolis sont insolubles dans I'eau (Garedew et al., 2002; Cunha et al.,
2004).

Il convient aussi de noter que les extraits de propolis présentent également d’autres
avantages intéressants pour la santé des abeilles ou des études ont montré une action remarquable
de la propolis contre de nombreux types de micro-organismes affectant les abeilles, tels que les
bactéries responsables de la logue européenne (Ascosphaera apis) (Rufatto et al., 2017) et la
loque américaine (Paenibacillus larvae) chez les abeilles (Bastos et al., 2008; Wilson et al.,
2015).
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5. CONCLUSION

Les propolis collectées dans les trois stations de fécondation contrlée des reines
d'abeilles présentent des activités biologiques importantes. Les extraits de propolis sont trés
riches en composés phénoliques et présentent des activités antiradicalaires (deux des trois
extraits) et antioxydantes élevées qui sont associées a une puissante inhibition de la biosynthése
des produits de la 5-LO. Ces extraits de propolis présentent également un potentiel anticancéreux
en réduisant la prolifération et en induisant I'apoptose des lignées cellulaires cancéreuses a des
concentrations relativement faibles. Aussi, ces extraits de propolis ont montré une activité
antibactérienne a 1’encontre de diverses souches bactériennes référencées et un effet acaricide

vis-a-vis de I’acarien V. destructor sans porter atteinte a la survie des abeilles.
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1. INTRODUCTION

La gelée royale est une sécrétion blanche jaunatre, de nature acide, crémeuse, a l'odeur et
au goQt piquants, de consistance gélatineuse, produite par les glandes hypopharyngiennes et
mandibulaires des abeilles nourriciéres (adultes agées de 3 a 12 jours) (Fontana et al., 2004;
Buttstedt et al., 2018). C'est la nourriture exclusive de la reine des abeilles. Grace a cette
nourriture spéciale, les reines se distinguent des ouvriéres par leur taille, leur fertilité (une
moyenne de 1000 ceufs par jour) et leur longévité (entre 4 et 5 ans) (Barnutiu et al., 2011). La
gelée royale fraiche contient principalement de I'eau (50-70%), des protéines (9-18%), des sucres
(7-18%), des lipides (3-8%), des éléments minéraux (environ 1,5%), des vitamines (complexe A,
B, C et E), des polyphénols, des nucléotides, des enzymes et des hormones (Cornara et al.,
2017). Plusieurs propriétés pharmacologiques ont été attribuées a la gelée royale, parmi
lesquelles des propriétés antioxydantes (Ozkok & Silici. 2017), antivirales (Hashemipour et al.,
2014), antitumorales (Premratanachai & Chanchao, 2014), anti-inflammatoires (Teixeira et al.,
2017), antivieillissement (Nagai & Inoue, 2004), neuroprotectrices (Pasupuleti et al., 2017),
antimicrobiennes (Pavel et al., 2011), immunomodulatrices et antihypercholestérolémique
(Tbrahim, 2014). Ces propriétés biologiques sont essentiellement reliées a la présence du
principal acide gras de la gelée royale, l'acide 10-hydroxy-2-décénoique (10-HDA), qui
représente plus de 50% de la teneur en acides gras libres et dont la présence n‘a éte signalée dans
aucun autre produit naturel, ni méme dans les autres produits apicoles (Hattori et al., 2011).

La quantité de 10-HDA dans la gelée royale differe en fonction de I'origine de la gelée
royale et de la sous-espece d'abeilles, elle peut ainsi étre utilisée comme marqueur de la qualité
de la gelée royale. En outre, des protéines comme les protéines majeures de la gelée royale
(PMGR) (Cornara et al., 2017), des vitamines et des composés phénoliques contribuent a ces
bio-activités (Jamnik et al., 2012; Ramadan & Al Ghamdi, 2012). Outre la gelée royale fraiche,
la gelée royale lyophilisée est également disponible dans le commerce. Le processus de
lyophilisation élimine I'eau de la gelée royale et s'effectue par sublimation de I'eau. L'avantage de
la gelée royale lyophilisée est qu'elle peut étre stockée a température ambiante, ce qui facilite son
utilisation et sa commercialisation (Nascimento et al., 2015). En raison de ces attributs, la gelée
royale est de plus en plus reconnue comme un complément alimentaire dans l'industrie
alimentaire, cosmétique et pharmaceutique. Elle joue aussi un réle important dans les stratégies

thérapeutiques de nombreuses maladies en 1’occurrence les cancers. Parmi les cancers, les
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leucémies lymphoblastiques, notamment les formes aigues de la maladie, sont les plus
couramment diagnostiquées chez les enfants dans le monde entier (Ribera et al., 2009). De
nouvelles stratégies de traitement efficaces et a moindre effets secondaires, se basant sur des
produits naturels comme des traitements anticancéreux sont en plein essor (Bommareddy et al.,
2018; Miyata et al., 2018).

Dans le but de déterminer si le processus de lyophilisation maintiendrait les propriétés
chimiques et biologiques de la gelée royale, le présent travail vise d’une part a caractériser la
gelée royale algérienne fraiche et lyophilisée collectée dans trois stations de fécondation
contr6lée des reines par I'évaluation des teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux et en 10-
HDA et a révéler leurs capacités antiradicalaires et antioxydantes. D’autre part, il consiste a
évaluer les activités pro-apoptototiques et antiprolifératives de la gelée royale contre les lignees
cellulaires humaines de leucémie lymphocytaire aigué ainsi que ses propriétés anti-

inflammatoires potentielles via la 5-lipoxygénase.
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Collecte et préparation des échantillons de gelée royale

Des echantillons de gelée royale fraiche ont été prélevés dans trois stations de
fécondation contr6lée des reines situées a Annaba (GFA), Médéa (GFM) dans le nord de
I'Algérie et & Ghardaia (GFG) dans le sud de I'Algérie. Les souches d'abeilles locales présentes
aux ruchers d'’Annaba et de Médea sont A. mellifera intermissa et A. mellifera sahariensis au
rucher de Ghardaia.

Les échantillons de gelée royale lyophilisée d'Annaba (GLA), de Médéa (GLM) et de Ghardaia
(GLG) ont été obtenus apres lyophilisation de la gelée royale fraiche a I'aide d'un lyophilisateur
(Freezemobile 12ES Series Freeze Dryer). Le méthanol a été utilisé comme solvant pour les
différents essais, a I’exception des études cellulaires ou le DMSO a été utilisé. Des échantillons
de gelée royale fraiche et lyophilisée ont d'abord été mis en suspension dans 1 ml de solvant
(méthanol ou DMSO). Les suspensions ont été mélangées au vortex pendant 1 minute, puis
soumises a une sonication pendant 20 minutes dans un bain ultrasonique (Fisher scientific FS30)
(Ibrahim & EI-Banna, 2021).

2.2. Quantification de I’acide 10-hydroxy-2-décénoique (10-HDA) dans la gelée royale

Vingt-cing mg de gelée royale fraiche et 10 mg de gelée royale lyophilisée ont été ajoutés
a 10 ml de méthanol: eau (50:50) et la solution obtenue a été soumise a une sonication pendant
30 min dans un bain-marie a ultrasons (Fisher scientific FS30). Les mélanges ont été ensuite
centrifugés pendant 10 minutes a 1400g avant d'étre filtrés a travers des filtres a seringue de 0,45
um et transférés dans des flacons avant d'étre injectés. Une solution mére de 10-HDA (400
ug/mL) dans 1: 1 méthanol: eau a été préparée et diluée en série avec le méme solvant pour
générer des solutions standards de 200 ug/mL; 100 ug/mL; 50 ug/mL; 25 ug/mL; 12,5 ug/mL;
6,25 ug/mL; 3,125 ug/mL et 1,563 upg/mL qui ont été injectées avant les échantillons
expérimentaux pour générer une courbe standard. La teneur en 10-HDA des extraits de gelée
royale fraiche et lyophilisée a été analysée par chromatographie en phase liquide a haute
performance (HPLC) a l'aide d'un systeme Agilent 1260 Infinity Il équipé d'un détecteur a
barrettes de diodes et d'une colonne Agilent Poroshell 120 EC-C18 4,6 x 100 mm (2,7 microns).
La longueur d'onde d'analyse était fixée a 235 nm et le volume d'injection a 10 uL avec des

débits de 1 mL/min. Les solvants d'élution étaient les suivants: solvant A composé de 54% d'eau
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déionisée, 23% de méthanol, 23% d'acétonitrile, 0,0025% de H3PO4 et le solvant B composé de
5% d'eau déionisée, 32% d'acétonitrile, 63% de méthanol et 0,01% de HsPOas. Le gradient HPLC
était de 3 minutes a 0% B, suivi d'une rampe de 1 minute et d'un maintien de 3 minutes a 100%
B, suivi d'une rampe de 1 minute a 0% B et d'un rééquilibrage de 5 minutes a 0% B et le 10-
HDA a été élu a environ 2,9 minutes.

2.3. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux a été déterminée en utilisant la méthode de Folin-
Ciocalteu comme décrit par El-Guendouz et al. (2020) avec des modifications mineures.
Brievement, 100 pL d'échantillons méthanoliques de la gelée royale a des concentrations de 50
mg/mL ont été meélangés avec 500 pL d'eau puis 100 pL de Folin-Ciocalteu. Six minutes plus
tard, 1 mL d'une solution de carbonate de sodium (7%) et 500 pL d'eau ont été ajoutés. Les
solutions obtenues ont été placées a l'obscurité pendant 90 min. Ensuite, 100 pL de chaque
dilution ont été placés en triple dans une plaque de 96 puits et I'absorbance a été mesurée a l'aide
d'un spectrophotométre multiplaque (VarioScan spectrophotometer, Thermo-Fisher Scientific,
San Jose, CA, USA) a 760 nm. La teneur en polyphénols totaux a été calculée a partir de la
courbe d'étalonnage (y= 1,1193 x + 0,0429 et R? = 0,998) en utilisant des solutions étalons
d'acide gallique (0,01-1 mg/mL) et a été exprimée en milligramme d’équivalent d'acide gallique

par gramme de gelée royale (ngEAG/g gelée royale).
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Figure 21. Courbe standard de la teneur en polyphénols (acide gallique).
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2.4. Dosage des flavonoides totaux

La teneur en flavonoides totaux a été évaluée par la méthode colorimétrique décrite par
El-Guendouz et al. (2020) avec quelques modifications mineures. Brievement, 100 uL
d'échantillons méthanoliques de la gelée royale a des concentrations de 50 mg/mL ont été
mélangés avec 500 uL d'eau distillée puis avec 100 pL d'une solution de nitrate de sodium a 5%.
Six minutes plus tard, 150 pL d'une solution de chlorure d'aluminium a 10% ont été ajoutés et 5
minutes plus tard, 200 pL d'une solution d’hydroxyde de sodium (1M). Cent pL de cette solution
ont été placés en triple dans une plagque de 96 puits et I'absorbance de la solution a été mesurée a
l'aide d'un spectrophotométre multiplague a 510 nm. La teneur en flavonoides totaux a été
calculée & partir de la courbe d'étalonnage (y= 0,1179x + 0,2234 et R? = 0,9846) en utilisant des
solutions étalons de quercétine (0,03 - 1 mg/mL) et exprimée en milligramme d’équivalent de

quercétine par gramme de gelée royale (mg EQ/g gelée royale).
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Figure 22. Courbe standard de la teneur en flavonoides (quercétine).

2.5. Activité antiradicalaire

L'activité antiradicalaire a été évaluée par le test DPPH comme décris par Sambou et al.
(2020). Pour cela, 200 uL de solution de DPPH dans le méthanol (250 uM) ont été ajoutés a des
échantillons méthanoliques de gelée royale fraiche et lyophilisée a différentes concentrations.
Les tubes ont été agités vigoureusement, maintenus a l'obscurité pendant 30 minutes a

température ambiante et les absorbances ont été mesurées a 517 nm a l'aide d'un
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spectrophotomeétre multiplaques. Le DPPH avec I'éthanol a été utilisé comme témoin, tandis que
I'acide ascorbique a été utilisé comme référence. L'activité de piégeage des radicaux des
échantillons a été calculée comme suit :

% d'inhibition = [(Al - A2) / A1] x 100, ou Al est I'absorbance de I'ajout de méthanol au lieu de
I'échantillon testé et A2 est I'absorbance de la solution de I'échantillon teste.

Les concentrations inhibitrices du DPPH a 50% (Clso) ont été deéterminées sur la base du
pourcentage d'inhibition de chaque dilution d'échantillon et les résultats ont été exprimés en
milligramme d'échantillon de gelée royale par mL (mg/mL).

2.6. Activite antioxydante

Le test antioxydant a été réalisé comme décrit précédemment par Boudreau et al. (2012).
Briévement, 3,5 uL d'échantillons de gelée royale fraiche et lyophilisée a la concentration finale
de 1000 mg/mL ont été ajoutés a un mélange de 350 pL de solution tamponnée au phosphate (5
mM, pH 7,4) contenant 0,05 % de Tween 20 et 0,16 mM d'acide linoléique. La réaction
d'oxydation a été initiée en ajoutant 8,75 uL d'une solution de 2,29-azobis (2-amidinopropane)
dihydrochloride (AAPH) (2mM) aux solutions. Cent puL du mélange ont ensuite été ajoutés dans
une plaque a 96 puits a fond plat transparente aux UV. Une condition sans acide linoléique a été
utilisée pour la soustraction de la matrice, tandis qu'une condition sans AAPH (pas d'oxydation)
a servi de controle de la réaction. Apres l'ajout d'’AAPH ou de solution saline tamponnée au
phosphate (TPS) pour la réaction de contrdle, le taux d'oxydation des lipides a été déterminé en
mesurant l'absorbance de chaque échantillon toutes les 5 minutes pendant 180 minutes en
utilisant la détection UV a 234 nm (lecteur de microplaques hybride Biotek Synergy H1).
L'inhibition de I'oxydation de I'acide linoléique a été calculée selon la formule suivante :

(%) = (1 - taux de variation de I'absorbance avec le composé testé/taux de variation de

I'absorbance avec le solvant).

2.7. Activité anticancéreuse
2.7.1. Test de la mort cellulaire apoptotique

Les cellules Jurkat (leucémie T aigué humaine) et Reh (leucémie lymphocytaire aigué
humaine) ont été ensemencées dans des plaques a 12 puits a la densité de 10° /puits dans un
volume de 2 mL de milieu RPMI 1640 avec 10% de sérum de veau feetal (SVF) et 100 pg/mL de
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pénicilline (pen) et 100 pg/mL de streptomycine (strep) (1% pen/strep). Ensuite, 4 uL de chaque
échantillon de gelée royale a des concentrations finales de 200 ug/mL ont été ajoutés aux
cellules. Les effets des échantillons de gelée royale sur I'apoptose ont été mesurés aprés 72h par
cytométrie en flux en utilisant I'Annexine V et Zombie Aqua (BioLegend®). Cing cents
microlitres de suspensions cellulaires ont ensuite été incubés avec 100 pL de solution Master mix
(98,5 uL de tampon d'annexine V + 1 pL d'annexine V-647 et 0,5 uL. de Zombie aqua) pendant
15 min a température ambiante dans I'obscurité. L'apoptose a été mesurée par cytométrie en flux
(Attune NXT) avec le logiciel FACS Attune Nxt Software v4.2.0.

2.7.2 Test de la viabilité cellulaire

Le test de la viabilité cellulaire a été réalisé a I'aide du test CellTiter-Blue (Promega.
Madison. WI. USA) comme décrit précédemment par Riss et al. (2016). Briévement, 1 x 10*
cellules Jurkat et Reh/100 pL de cellules avec un milieu RPMI 1640 + 10% FBS et 1% pen/strep
ont été ensemencées dans des plaques de 96 puits et incubées avec des échantillons de la gelée
royale aux concentrations 200 pug/mL pendant 72h. Ensuite, 20 mL de substrat Cell Titer Blue
ont été ajoutés aux 100 mL de suspension de cellules traitées et incubées a 37°C pendant 1h pour
les cellules Jurkat et 2h pour les cellules Reh. Les plaques ont été analysées sur un lecteur de

microplaques a fluorescence (Synergy H1 Hybrid Microplate Reader).

2.8. Activité anti-inflammatoire

L'activité anti-inflammatoire des échantillons de gelée royale a été évaluée par des essais
de biosynthése des produits de la 5-LO, comme décrit par Robichaud et al. (2016). Brievement,
les cellules HEK293 co-transfectées avec un vecteur exprimant la 5-LO et la protéine activatrice
de la 5-LO (FLAP) ont été propagées en culture dans du milieu d'aigle modifié de Dulbecco
(DMEM) contenant 10% de SVF et 1% de pen/strep et incubées a 37°C dans un incubateur
humidifié. Les cellules HEK293 transfectées ont été collectées apreés trypsinisation et remises en
suspension dans une solution saline équilibrée de Hank (HBSS) contenant 1,6 mM CaCl, a une
concentration de 10° cellules/mL. La gelée royale fraiche et lyophilisée a été dissoute dans du
DMSO a une concentration de 200 mg/mL et 1 pL de ces échantillons a été transféré dans un
tube en polypropyléne de 5 mL. Un volume de 0,5 mL de suspension cellulaire préparée dans
HBSS/CaCl; (1,6 mM) a ensuite été ajouté, mélangé a l'aide d'un vortex et incubé a 37°C pendant

5 minutes. Les cellules ont ensuite été stimulées pendant 15 min a 37°C par l'ajout de 1 pL du
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mélange de 10 puM d'ionophore calcique A23187 (Sigma-Aldrich) et de 10 uM d'acide
arachidonique (Cayman Chemical). La réaction a été stoppée par I'ajout d'un volume de 0,25 ml
de solution d'arrét a froid (MeOH:MeCN. 1:1) contenant 200 ng/ml de 19-OH prostaglandine B2
(PGB2) comme étalon interne. Les échantillons ont été vortexés et congelés (-80°C), puis ont été
analysés par chromatographie en phase liquide a haute performance en phase inverse (RP-
HPLC).

2.9. Analyses statistiques

Les données relatives aux teneurs des composés phénoliques et aux différentes activités
biologiques ont été exprimées en moyennes + SEM. L’analyse de la variance a un critére de
classification suivie des tests HSD (Honest Signficative Difference) de Tukey et Dunnet ont été
utilisés. Les analyses statistiques des données ont été réalisées avec le logiciel GraphPad Prism
8.0.2 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).
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3. RESULTATS

3.1. Teneurs en acide 10-hydroxy-2-décénoique (10-HDA)

Dans cette étude, la teneur en 10-HDA des échantillons de gelée royale fraiche et
lyophilisée a été déterminée a l'aide de la méthode HPLC. Le tableau 13 présente le pourcentage
de la teneur en 10-HDA des deux formes de la gelée royale. La teneur moyenne en 10-HDA
varie de 1,89 a 3,03% pour les gelées royales fraiches, ou celle d’Annaba (GFA) et de Médea
(GFM) étaient similaires et avaient les valeurs les plus élevées, 3,03 et 2,82, respectivement,
alors que, la gelée royale de Ghardaia (GFG) avait la valeur la plus faible (1,89%). D’un autre
coté, les échantillons de gelée royale lyophilisée présentaient une teneur en 10-HDA variant de

4,91 a 8,41% ou celle de Médéa (GLM) avait la teneur la plus élevée.

Tableau 13. Teneur en acide 10-hydroxy-2-décénoique (LOHDA) dans la gelée royale fraiche et
lyophilisée.

10-HDA (%)
Echantillons Moyenne IC 95%

Gelée royale fraiche d’Annaba 3,03 2,85-3,21
(GFA)

Gelée royale fraiche de Médéa 2,82 2,61-3,04
(GFM)

Gelée royale fraiche de Ghardaia 1,89 1,59-2,19
(GFG)

Gelée royale lyophilisée d’Annaba 491 3,45-6,33
(GLA)

Gelée royale lyophilisée de Médéa 8,41 8,03-8,78
(GLM)

Gelée royale lyophilisée de Ghardaia 5,55 4,64 - 6,45
(GLG)

IC = 95% : Intervalle de confiance. Les valeurs sont issues de trois expériences indépendantes.
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3.2. Teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux, activités antiradicalaire et
antioxydante

Les teneurs en polyphénols totaux des échantillons de gelée royale sont représentées en
milligramme d'équivalent d'acide gallique par gramme de gelée royale (mg EAG /g gelée
royale). Les teneurs en polyphénols totaux des échantillons de GFA et de GFM étaient similaires
avec des valeurs de 16,89 et 21,81 mg EAG/g gelée royale, respectivement. La teneur en
polyphénols totaux de Ghardaia (GFG) était significativement plus élevée que celle d’Annaba
(GFA) et de Médéa (GFM) avec une valeur de 32,42 mg EAG/g gelée royale (Tab.14).
Concernant la gelée royale lyophilisée, celle de Ghardaia a présente la teneur la plus élevée.

La teneur en flavonoides totaux des échantillons de gelée royale est exprimee en
milligramme d’équivalent de quercétine par gramme de gelée royale (mg EQ/g gelée royale).
Comme indiqué dans le tableau 14, de faibles quantités de flavonoides ont été retrouvées dans la
gelée royale fraiche, allant de 0,01 a 0,33 mg EQ/g gelée royale, sans différences significatives
entre les échantillons. Quant a la gelée royale lyophilisée, celle de Médéa a présenté la plus forte
teneur.

Dans la présente étude, les propriétés antiradicalaires et antioxydantes des échantillons de
gelée royale ont été évaluées par des tests DPPH et d'inhibition de I'oxydation de l'acide
linoléique. D'apres les résultats du test DPPH presentés dans le tableau 14, une Clsg plus faible
reflete une plus grande activité de piégeage des radicaux, ce qui montre que l'activité
antiradicalaire présentée par tous les échantillons de gelée royale était faible par rapport a
I'activité présentée par l'acide ascorbique. Dans les échantillons frais de la gelée royale, celle de
Ghardaia (GFG) a présenté l'activité la plus forte (62,42 mg/mL), suivie de celle de Médéa
(GFM) avec une valeur de Clso de 213,80 mg/mL, puis celle d’Annaba (GFA) avec une valeur de
Clso de 345,20 mg/mL. Le méme ordre de succession a été observé dans les échantillons
lyophilisés.

D'autre part, les résultats de I'activité antioxydante par inhibition de I'oxydation de I'acide
linoléique (Tab. 14) ont montré I'ordre d'action suivant: gelée royale d'Annaba (GFA/GLA) >
gelée royale de Ghardaia (GFG/GLG) > gelée royale de Médéa (GFM/GLM). Néanmoins, ces
activités étaient faibles par rapport aux concentrations élevées de gelée royale fraiche et

lyophilisée appliquées.
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Tableau 14. Teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux, activités antiradicalaire (DPPH) et
antioxydante des échantillons de gelée royale.

Teneursen Teneursen
polyphénols flavonoides Activité
DPPH .
totaux totaux antioxydante
; Clso (mg/mL) 0/ %5 btrses
(mg EAG/g (mg EQ/g gelée (% d’inhibition)
gelée royale) royale)
GFA 16,89 + 2,591 0,18 + 0,005° 345,20 28,61 + 2,85
GFM 21,81 + 1,449 0,33+0,14° 213,80 10,90 + 2,72
GFG 32,42 £2,78° 0,01 £ 0,003¢ 62,42 19,65 + 8,75
GLA 47,33 +1,38" 1,38 +0,17° 199,20 55,98 + 19,23
GLM 53,72 +1,31° 3,07+0,73* 123,00 25,46 +£4,0
GLG 64,92 + 4,41° 2,78 0,72 29,29 43,98 + 8,36
Acide ND ND 0,0076
. ND
Ascorbique
Zileuton ND ND ND
81,10
(10uMm) ’
Méthanol ND ND Al Al

Les valeurs sont les moyennes de trois expériences indépendantes.
Al = Absence d'inhibition
EAG, équivalent d'acide gallique; EQ, équivalent de quercétine. Les valeurs suivies de lettres
différentes dans la méme colonne sont significativement différentes selon le test de Tukey.

3.3. Activité anticancéreuse

ND= Non déterminé

Dans cette étude, les effets antiprolifératifs et pro-apoptotiques des échantillons de gelée

royale algérienne ont été étudiés sur les lignées cellulaires de leucémie T aigué humaine Jurkat et

de leucémie lymphocytaire aigué humaine Reh. Les résultats de la figure 23 montrent que tous

les échantillons de gelée royale ne réduisent pas la viabilité des cellules Jurkat (a) et que seuls les
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échantillons lyophilisés de gelée royale réduisent la viabilité des cellules Reh (b).
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Figure 23. Viabilité cellulaire des cellules cancéreuses Jurkat (a) et Reh (b) aprés traitement
avec des échantillons de gelée royale pendant 3 jours. NT : Non traité. Les valeurs représentent
la moyenne + SEM de 2 essais indépendants, chacun réalisé en double; les valeurs avec des
exposants sont significativement différentes (P < 0,01) comme déterminé par ANOVA suivie du
test de Tukey.

Les résultats de I'essai Annexine V-Zombie aqua (Tab. 15) ont montré que la gelée royale
a la concentration finale de 200 pg/mL n'a pas induit des changements significatifs dans la
viabilité des cellules Jurkat comparativement aux témoins, confirmant de ce fait, que la lignée
cellulaire Jurkat n'est pas sensible a la gelée royale. Cependant, seuls les échantillons GFG et
GLA ont induit une légére diminution de la proportion de cellules Reh doublement négatives
(Annexine V-/Zombie-) d'une maniere significative par rapport aux témoins et aux autres
échantillons. Aussi, une légére accumulation de cellules Annexine V-/Zombie+ a été décelée
dans les cellules Reh traitées avec les GFG, GLA, GLM et GLG qui est généralement indicatives

d’une nécrose (Tab. 15).
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Tableau 15. Pourcentages moyens de cellules Jurkat et Reh vivantes et apoptotiques apres
traitement avec des échantillons de gelée royale (200 pg/mL). Les valeurs représentent la
moyenne + SEM de 2 expériences indépendantes; chaque expérience a été réalisée en double
* Valeurs significativement différentes (p < 0,01) du témoin comme déterminé par ANOVA a un
facteur avec test post hoc de Dunnett.

Jurkat Témoin GFA GFM GFG GLA GLM GLG
(DMSO)

A-Z- 76,4 +7,1 76,4 +5,7 774+89 753+85 699+1,3 719+3,0 69,9+1,3

A+ Z- 10,765 6,204 8,0+2,6 79+0,3 78+04 90+1,0 6,6+1,0

A+ Z+ 114+08 133+23 104+69 109+29 122+25 10542 12615

A- Z+ 1,3+0,1 40+29 39+46 57+52 99%16 8,322 10,7+ 3,9

Reh Témoin GFA GFM GFG GLA GLM GLG

(DMSO)

A- Z- 944+12 90,7+31 909+26 872+04" 853+0,1" 888+13 900+20

A+ Z- 1,8+006 18%0.2 19+0,1 25+16 21+03 2,8+0,7 26%0,6

A+ Z+ 36+x11 42+13 38+138 35+03 3909 3,8+05 36+13

A- Z+ 0,07+£01 3,1%15 3,2+0,6 66+15 83+14" 45+01° 3601

3.4. Test de la biosynthese des produits de la 5-LO dans les cellules HEK293

Pour étudier la capacité des échantillons de gelée royale a inhiber la biosynthése des
produits de la 5-LO, des cellules HEK293 transfectées ont été utilisees comme modele et ont été
incubées avec des échantillons de gelée royale fraiche et lyophilisée. Les résultats de la figure 24
montrent qu'il n'y a pas de différences significatives entre les échantillons de gelée royale et les
témoins. Tous les échantillons de gelée royale semblent ne pas inhiber la biosynthése des
produits de la 5-LO, méme aprés avoir essayé de forcer le processus en appliquant de fortes

concentrations de gelée royale fraiche et lyophilisée.
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Figure 24. Inhibition de la biosynthése des produits de la 5-LO dans les cellules HEK293 par

des échantillons de gelée royale fraiche et lyophilisée. Les valeurs sont les moyennes + SEM d'au
moins quatre expériences indépendantes, chacune réalisée en double.
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4. DISCUSSION

La composition chimique de la gelée royale provenant de différentes régions
géographiques est affectée par de nombreux facteurs, notamment I'espéce d'abeille, le moment de
la récolte, I'origine géographique, les conditions environnementales, les méthodes de stockage ou
les technologies de transformation (Ramadan & Al-Ghamdi, 2012; Seven et al., 2014; Zhao et
al., 2016; Collazo et al., 2021). Cette diversité chimique peut se traduire par des activités
biologiques différentes. Dans ce contexte, la présente étude a concerné 1’évaluation de la
composition chimique et des activités biologiques de la gelée collectée dans les trois stations de
fécondation contr6lée des reines et a permis de determiner si le processus de lyophilisation

maintiendrait les propriétés chimiques et biologiques de la gelée royale.

Une premiére caractérisation de la gelée royale algérienne collectée dans les trois stations
a été réalisée en mesurant la teneur en 10-HDA a l'aide de la méthode HPLC.
L'acide gras 10-HDA est communément appelé I'empreinte digitale de la gelée royale. Il est
connu comme un composant unique de la gelée royale car il n'est pas présent dans les autres
produits de la ruche (Ramadan & Al-Ghamdi, 2012; Honda et al., 2015; Kanelis et al., 2015).
C'est I'un des paramétres les plus importants utilises afin de déterminer la pureté, la fraicheur et
la qualité de la gelée royale et auquel sont attribuées diverses activités biologiques (Makino et
al., 2016; Dundar et al., 2022). De ce fait, des valeurs élevées de 10-HDA sont indicatrices d’une
qualité meilleure de la gelée royale bénéfique pour la santé humaine (Mokaya et al., 2020).
Les variations des teneurs en 10-HDA dans les différents échantillons de gelée royale pourraient
étre dues aux sous-especes d'abeilles (Mokaya et al., 2020). Nos résultats sont en accord avec
cette recherche car la gelée royale d’Annaba (GFA) et de Médéa (GFM) ont été produites par A.
mellifera intermissa tandis que celle de Ghardaia (GFG) a été produite par A. mellifera
sahariensis comme précédemment confirmé lors de l'identification des sous-espéces d'abeilles
melliféres locales (Loucif-Ayad et al., 2014; Achou et al., 2015).
Les valeurs de I’acide gras 10-HDA trouvées dans la présente étude se situent dans la limite de
celles rapportées précédemment par différents auteurs (Ferioli et al., 2007; Kanelis et al., 2015;
Mokaya et al., 2020; Balkanska, 2018) au niveau de la gelée royale originaire d'Australie, de
Bulgarie, de Chine, d'ltalie, du Kenya et d’Amérique du Sud et qui se situaient entre 0,8 et 3,4%.
Les échantillons de gelée royale lyophilisée présentaient des teneurs en 10-HDA variant de 4,91
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a 8,41%. Sachant que la gelée royale fraiche contient 60-70% d'eau, il semble que le processus
de lyophilisation maintiendrait la qualité des échantillons de la gelée royale pour les GLM et
GLG. Seul I'échantillon de la GLA a montré une valeur de 10-HDA plus faible aprés
lyophilisation, ce qui pourrait étre di & un probleme de solubilisation. Certains auteurs
(Nascimento et al., 2015; Dundar et al., 2022) ont rapporté que la lyophilisation est une méthode
pratique pour maintenir la teneur en 10-HDA, les activités chimiques et biologiques comme les
activités antioxydantes et antimicrobiennes.

Les teneurs en polyphénols totaux des échantillons de gelée royale sélectionnés dans

notre étude étaient similaires aux valeurs détectées dans les échantillons de gelée royale locaux et
commerciaux de la Roumanie (14,6-39,9 et 15,4-32,5 mg EAG/g gelée royale respectivement) et
du Japon (21,2-22,8 mg EAG/g gelée royale) (Pavel et al., 2014) et supérieures a celles
rapportées par Ozko & Silici (2017) pour les échantillons de gelée royale de la Turquie (59,2 mg
EAG/100 g gelée royale).
D'autre part, les teneurs en flavonoides totaux des échantillons de gelée royale ont été retrouvées
en faibles quantités dans la gelée royale fraiche, allant de 0,05 £ 0,03 a 0,45+ 0,07 mg EQ/g
gelée royale. Ces valeurs se situent dans I’intervalle rapporte par EI-Guendouz et al. (2020) avec
des valeurs comprises entre 0,1 et 0,5 mg EQ/g gelée royale. Seven et al. (2014) ont indiqué que
la faible teneur en polyphénols et en flavonoides dans les échantillons de gelée royale pourrait
étre due au fait que la gelée royale soit sécrétée par de jeunes abeilles ouvrieres qui ne
consomment que de petites quantités de propolis, de miel et de pollen, qui sont la seule source
possible de ces substances phytochimiques.

La variabilité des teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux entre les différents
échantillons confirme que la composition de la gelée royale est affectée par de nombreux
facteurs précédemment mentionnés. Dans notre etude, la gelée royale d’Annaba provient du nord
méditerranéen de I'Algérie et, est produite par A. mellifera intermissa, la gelée royale de Médéa
est produite par la méme souche d'abeille dans un climat plus transitionnel des collines du nord,
tandis que la gelée royale de Ghardaia provient d'une région désertique plus méridionale du pays,
caractérisée par la présence de la souche d'abeille locale A. mellifera sahariensis. Ces facteurs
peuvent expliquer les différences des teneurs en polyphénols et en flavonoides entre les
échantillons de gelée royale. Il semble que le processus de lyophilisation n'a pas d'effet

significatif sur les teneurs en polyphénols et en flavonoides, ce qui suggere qu'il pourrait étre une
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bonne méthode a proposer pour préserver la qualité de la gelée royale, comme précédemment
rapporté par Dundar et al. (2022).

Concernant D’activit¢ antiradicalaire des échantillons de gelée royale, une forte
corrélation a été observée entre I'activité antioxydante déterminée par la méthode de DPPH et les
teneurs des polyphénols totaux pour I’ensemble des échantillons de gelée royale. La faible
activité par rapport au témoin pourrait étre due aux faibles concentrations des substances
phytochimiques dans les échantillons de gelée royale, comme précédemment signalé par Mokaya
et al. (2020). Nos résultats relatifs au test de DPPH se situent dans I’intervalle rapporté par
Mokaya et al. (2020) et Kolayli et al. (2016) qui ont montré que la valeur de la Clso des gelées
royales fraiches d'Afrique et de Turquie se situait entre 102 et 354 mg/mL. Il semble que les
activités antiradicalaires et antioxydantes des échantillons de gelée royale n'ont pas été affectées
par le processus de lyophilisation et soutiennent les conclusions de Dundar et al. (2022). Les
auteurs suggerent que le potentiel de la gelée royale pour l'activité antioxydante provient de
nombreux facteurs et principalement de la présence de I'acide gras 10-HDA (Balkanska, 2018;
Ahmad et al., 2020) mais aussi des composés phytochimiques implicites comme les composés
phenoliques (Balkanska et al., 2018; Mokaya et al., 2020), des protéines (Nagai et al., 2004; Guo
et al., 2009; Collazo et al., 2021) ainsi que des vitamines et des oligoéléments (Aslan et al.,
2012; Chen et al., 2016).

Les propriétés anticancéreuses de la gelée royale constituent une autre activité biologique
signalée. Dans cette étude, les effets antiprolifératifs et pro-apoptotiques des échantillons de
gelée royale algérienne ont été étudiés sur les lignees cellulaires de leucémie aigué a cellules T
humaines Jurkat et de leucémie lymphocytaire aigué humaine Reh. Nos résultats sont en accord
avec certaines études (Borawska et al., 2014; Filipic et al., 2015; Miyata et al., 2018) ou les
gelées royales testées avaient tendance a inhiber la prolifération des cellules d'astrocytome, de
glioblastome multiforme et de cancer colorectal, mais ces effets anticancéreux ne sont pas
reconnus comme étant significatifs.

En revanche, de nombreuses études ont montré les effets antiprolifératifs des échantillons
de gelée royale contre des lignées cellulaires de cancer du sein (MCF7) (Nakaya et al., 2007;
Zhang et al., 2017; Korany et al., 2020; Moubarak et al., 2021), de cancer du poumon (Kimura et
al., 2008), de cancer du c6lon (SW480) et de cancer de la prostate (PC-3) (Ahmad et al., 2020)

de maniére dose-dépendante (Okic-Djordjevic et al., 2013). Les auteurs ont lié cette activité
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antitumorale des échantillons de gelée royale au 10-HDA (Hattori et al., 2007; Collazo et al.,
2021) qui, dans d'autres études, a présenté une réduction significative de la viabilité des cellules
de mélanome B16F1 & une concentration de 1 mM (lbrahim & El-Banna, 2021) et a inhibé le
développement de la leucémie AKR transplantable chez les souris (Hattori et al., 2007).
Cependant, Nakaya et al. (2007) ont rapporté que le 10-HDA ne présentait pas une activité
antiproliférative similaire a celle des échantillons de gelée royale.

Les mécanismes par lesquels les échantillons de gelée royale pourraient présenter une
activité antitumorale ont été rapportés par certains auteurs qui ont montré l'augmentation des
médiateurs de l'apopotose Caspase-3 et la surexpression de Bax (Abdel-Hafez et al., 2017;
Karadeniz et al., 2011; Miyata et al., 2018). En revanche, la méme étude a montré la réactivité
d'un inhibiteur de l'apoptose Bcl-xL (Karadeniz et al., 2011; Miyata et al., 2018). Les
informations sur les effets anticancéreux de la gelée royale sont incomplétes et une analyse plus
détaillée au niveau moléculaire est nécessaire pour confirmer I'utilité et les limites de la gelée
royale en tant qu'agent thérapeutique. Cependant, de nombreux chercheurs et cliniciens estiment
que les effets anticancéreux exerces par la gelée royale seule sont loin d'étre satisfaisants et que
la monothérapie par la gelée royale n'est pas recommandeée (Borawska et al., 2014; Filipic et al.,
2015; Miyata et al., 2018).

L'inflammation est un processus normal de la réponse immunitaire innée contre
Iinfection ou la blessure, mais si elle n'est pas bien régulée, elle peut produire des lésions
tissulaires et induire certaines maladies inflammatoires (Radmark et al., 2007). Le processus est
stimulé par une vaste cascade d'aspects biologiques et chimiques, dont la voie de la 5-
Lipoxygeénase (5-LO). La 5-LO et ses produits, les leucotriénes, sont intimement impliqués dans
le processus inflammatoire. La 5-LO est une cible anti-inflammatoire validée et la conception
d'inhibiteurs de la 5-LO est un domaine actif. Les résultats obtenus dans cette étude montrent que
les échantillons de gelée royale semblent ne pas inhiber la biosynthese des produits de la 5-LO,
méme apres avoir essayé de forcer le processus en appliquant de fortes concentrations de gelée
royale fraiche et lyophilisée. En revanche, de nombreuses études in vitro ont révélé I’activité
anti-inflammatoire de la gelée royale en supprimant la production de cytokines pro-
inflammatoires de maniére dose-dépendante sans avoir d'influence cytotoxique sur les
macrophages (Ahmad et al., 2020; El-Guendouz et al., 2020). Une autre voie a été suggérée par

Collazo et al. (2021) selon laquelle les échantillons de gelée royale présentent une activité anti-
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inflammatoire par l'inhibition de I'expression de la protéine pro-inflammatoire COX-2. Nos
résultats sont en désaccord avec ceux obtenus par EI-Guendouz et al. (2020) qui ont rapporté que
les gelées royales du Maroc, d'Espagne et du Portugal sont capables d'inhiber la réaction
enzymatique de la 5-LO. Cependant, les activités démontrées étaient beaucoup plus faibles que
le contréle positif utilisé, le nordihydroguaiaretique. Les auteurs ont indiqué que l'activité anti-
inflammatoire démontrée par la gelée royale était due a la présence de composés phénoliques, de
protéines majeurs et surtout de 10-HDA qui indique un effet anti-inflammatoire important
(Ahmad et al., 2020; EI-Guendouz et al., 2020; Collazo et al., 2021).
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5. CONCLUSION

La gelée royale collectée dans les trois stations de fécondation contrblée des reines
d'abeilles est un mélange complexe de composés bioactifs, en particulier le 10-HDA; les
polyphénols et les flavonoides contribuant aux propriétés bio-fonctionnelles comme les activités
antioxydantes et antiradicalaires. Cependant, il semble que la voie 5-LO ne soit pas le
mécanisme permettant a la gelée royale de présenter ses propriétés anti-inflammatoires. La gelée
royale n'était pas significativement efficace sur la viabilité des cellules Jurkat et Reh. Le
processus de lyophilisation a permis I’obtention d’une gelée royale lyophilisée possédant les
mémes propriétés que la gelée royale fraiche constituant ainsi une bonne alternative pour

maintenir la qualité de la gelée royale et ses propriétés biologiques.
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CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES

Ce travail de recherche s’inscrit dans le programme de la protection de ’abeille locale
Algérienne et la valorisation des produits de la ruche. Il vise a promouvoir la conservation de
la pureté des sous-espéces d’abeilles autochtones par la mise en place des stations de
fécondation des reines et la création future de conservatoires d’abeilles ainsi que la
valorisation biologique des produits de la ruche, notamment la propolis et la gelée royale.

Dans un premier temps, ’analyse génétique des abeilles collectées dans les trois
stations de fécondation contrélée des reines (Annaba, Médéa, Ghardaia) a permis de
confirmer leur appartenance a la lignée Africaine A ainsi que l'absence d'introgression de
I'ADNmt par des lignées étrangéres au niveau des stations sélectionnées, et que toutes les
abeilles ouvrieres qui ont récolté la propolis et produit la gelée royale analysées dans cette
étude étaient les sous-especes autochtones d'Algérie A. mellifera intermissa et A. mellifera
sahariensis. De plus, cette analyse a révélé ’existence de 17 haplotypes mitochondriaux a
différentes fréquences appartenant a la lignée A ainsi qu’une diversité haplotypique élevée.
Parmi les 17 haplotypes identifiés, 14 étaient de nouveaux haplotypes jamais enregistrés
auparavant et 3 étaient des haplotypes deja signalés dans la lignée africaine A.

La propolis collectée dans les trois stations présente des activités biologiques
importantes. Les extraits éthanoliques de propolis sont trés riches en composés phénoliques et
présentent des activités antiradicalaires et antioxydantes élevées qui sont associées a une
puissante activité anti-inflammatoire par 1’inhibition de la biosynthése des produits de la 5-
LO. Ces extraits de propolis présentent également un potentiel anticancéreux en réduisant la
prolifération et en induisant I'apoptose des lignées cellulaires cancéreuses, en I’occurrence les
lignées cellulaires Jurkat (leucémie T aigué humaine) et Reh (leucémie lymphocytaire aigué
humaine) a des concentrations relativement faibles. Des études supplémentaires sont
souhaitables afin de comprendre davantage I’identité des composants responsables de ces
activités biologiques.

L'étude réalisée sur des bactéries référencées a Gram positif, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis et a Gram négatif, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et
Pseudomonas aeruginosa a montré que les extraits de propolis inhibent la croissance de ces
souches bactériennes. L’activité bactériostatique est plus importante sur les bactéries Gram+
comparativement aux bactéries Gram-. Toutefois, il est important de noter que les effets

bactériostatiques peuvent varier en fonction de l'origine géographique de la propolis et des
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souches bactériennes impliquées. Il serait également intéressant de tester les extraits de
propolis sur des souches bactériennes multirésistantes et de voir 1’effet combiné des extraits
de propolis avec des antibiotiques appropriés pour la détection éventuelle d’un effet de
synergie.

Nos données ont montré que la pulvérisation avec une concentration de 10% de
I'extrait de propolis (préparé dans 40% d'éthanol) était trés efficace et pouvait tuer 100% des
acariens V. destructor en 3 jours dans les conditions de mini-ruche au laboratoire, et que ce
traitement par pulvérisation était sans danger sur la survie des abeilles. Les résultats obtenus
dans cette optique sont en faveur d’une utilisation des extraits de propolis par pulvérisation
afin de controler efficacement 1’infestation des colonies d’abeilles par les acariens V.
destructor et sans porter atteinte & la survie des abeilles. Ces données sont d’une grande
utilité, en particulier pour les apiculteurs locaux qui sont confrontés a des mortaliteés élevées
dans leurs colonies suite a I’infestation par ces ectoparasites. Ils contribuent aussi a la
recherche et au développement de nouvelles alternatives pour controler V. destructor afin de
réduire I'utilisation et la quantité d'acaricides synthétiques dans les colonies d'abeilles. Des
recherches supplémentaires sont nécessaires afin d’identifier la meilleure concentration
d'extrait de propolis et la fréquence de traitement par pulvérisation a I’intérieur des ruches. De
plus, les recherches futures devraient permettre d'élucider le mode d'action de cette toxicité
acaricide élevée et sélective des extraits de propolis.

L’analyse de la gelée royale fraiche et lyophilisée a montré une richesse en composés
bioactifs, en particulier en 10-HDA et en polyphénols et flavonoides totaux contribuant
activement dans les activités antioxydantes et antiradicalaires de la gelée royale. Cependant, il
semble que la voie 5-LO ne soit pas le mécanisme permettant a la gelée royale de présenter
ses propriétés anti-inflammatoires. La gelée royale algérienne fraiche et lyophilisée n'était pas
significativement efficace sur la viabilité des cellules Jurkat et Reh, ce qui suggére que la
monothérapie par la gelée royale est loin d'étre satisfaisante. Le processus de lyophilisation
peut offrir une méthode afin de maintenir la qualité de la gelée royale et ses propriétés
biologiques, ce qui permet de l'utiliser dans des produits médicaux, des nutriments pour la
santé, des cosmétiques et a des fins commerciales.

Les abeilles sont un alli¢ dans notre quotidien au niveau de [’alimentation, de
I’écologie et de la santé. Il est impératif de les protéger pour qu’elles continuent a nous faire

profiter de leurs bienfaits.
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RESUME

Les abeilles domestiques Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) sont importantes et
contribuent grandement aux domaines agronomique, écologique, économique et thérapeutique.
Elles produisent une large gamme de produits naturels dont la propolis et la gelée royale riches
en molécules bioactives. L’objectif de cette étude est de valoriser la propolis et la gelée royale,
des deux sous-espéces d’abeilles autochtones Apis mellifera intermissa et Apis mellifera
sahariensis dans trois stations de fécondation contrdlée des reines d’abeilles en Algérie (Annaba,
Médéa et Ghardaia), en se basant sur la caractérisation et la détermination des activités
biologiques et thérapeutiques de ces produits afin de renforcer la mise en place de conservatoires
d’abeilles pour la protection du cheptel apicole local.

L’analyse génétique des abeilles a été faite a 1'aide du test in-silico Dral mtDNA COI-
COIl. Une premiere caractérisation de la propolis et de la gelée royale fraiche et lyophilisée a été
réalisée en mesurant leurs teneurs en composes phénoliques totaux. La caractérisation chimique
a éte faite par LC-MS/MS pour la propolis et la détection de I'acide 10-hydroxy-2-décénoique
(10-HDA) par HPLC pour la gelée royale. Les capacités antiradicalaires et antioxydantes des
échantillons de la propolis et de la gelée royale ont été évaluées par le test de DPPH et de
I'inhibition de l'oxydation de l'acide linoléique. L'apoptose et 1’activité antiprolifératrice de ces
deux produits contre les lignées cellulaires cancéreuses Jurkat et Reh ont été évaluées,
respectivement, par la cytométrie en flux et par ’essai de viabilité cellulaire. L'activité anti-
inflammatoire de ces produits a été évaluée par I'inhibition de la biosynthése des produits de la 5-
lipoxygénase (5-LO). Finalement, 1’activité antibactérienne de la propolis a 1’égard de plusieurs
souches bactériennes référencées ainsi que son effet acaricide contre I’acarien de I‘abeille
(Varroa destructor) ont ete évalues.

Les abeilles ont été identifiées en tant que sous-espéces autochtones appartenant a la
lignée africaine A. Plus de 20 composés ont été identifiés dans les extraits propolis. Le dosage
des teneurs en composes phénoliques a montré que les extraits de propolis sont riches en
polyphénols et en flavonoides totaux. Cette richesse pourrait expliquer la forte activité de

piégeage des radicaux libres ainsi que ’activité antioxydante. Tous les extraits de propolis,
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méme a faibles concentrations, sont cytotoxiques et pro-apoptotiques a 1’encontre des lignees
cellulaires leucémiques humaines et présentent une forte activité anti-inflammatoire en inhibant
la biosynthése de la 5-lipoxygénase. Aussi, ces extraits ont montré une activité antibactérienne
avec des diamétres d’inhibition de la croissance plus élevés a 1’égard des bactéries a Gram positif
(Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis) comparativement aux bactéries a Gram négatif
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa). Finalement, les extraits de
propolis a 10 % ont conduit a une mortalité des acariens V. destructor sans atteinte a la survie
des abeilles ce qui pourrait constituer une alternative pratique pour les apiculteurs locaux afin de
contréler les infestations de ces ectoparasites. D’autre part, les résultats ont montré la présence
de composés phénoliques et de 1’acide gras 10-HDA dans tous les échantillons de gelée royale
fraiche et lyophilisée, ce qui renforce la qualité de la gelée royale et ses activités antiradicalaires
et antioxydantes. Cependant, les échantillons de gelée royale n'ont pas montré une activité
antitumorale contre les lignées de cellules cancéreuses Jurkat et Reh et sont sans effet notable sur
I’inhibition de la biosyntheése de la 5-LO.

Mots clés : Apis mellifera, Propolis, Gelée royale, Activités biologiques.
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ABTRACT

Honey bees Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) are important and contribute greatly
to the agronomic, ecological, economic and therapeutic fields. They produce a wide range of
natural products, including propolis and royal jelly, rich in bioactive molecules. The aim of this
study is to enhance the value of propolis and royal jelly harvested by the two native bee
subspecies Apis mellifera intermissa and Apis mellifera sahariensis at three controlled queen bee
fertilization stations in Algeria (Annaba, Medea and Ghardaia), based on the characterization and
determination of the biological and therapeutic activities of these products, in order to reinforce
the establishment of bee conservatories for the protection of the local bee populations.

Genetic analysis of the honey bees was carried out using the Dral mtDNA COI-COll in-
silico test. An initial characterization of propolis and fresh and lyophilized royal jelly was carried
out by measuring their total phenolic and flavonoid content. Chemical characterization was
investigated by LC-MS/MS for propolis and detection of 10-hydroxy-2-decenoic acid (10-HDA)
by HPLC for royal jelly. The antiradical and antioxidant activities of the propolis and royal jelly
samples were assessed by DPPH and linoleic acid oxidation inhibition assays. The apoptosis and
anti-proliferative activity of these two products against Jurkat and Reh cancer cell lines were
assessed by flow cytometry and cell viability assay, respectively. The anti-inflammatory activity
of these products was assessed by inhibition of the biosynthesis of cellular 5-lipoxygenase (5-
LO) products. Finally, the antibacterial activity of propolis against several referenced bacterial
strains and its acaricidal effect against the bee mite (Varroa destructor) were evaluated.

The bees were identified as local subspecies belonging to the African A lineage. Over 20
compounds were identified in propolis extracts. The propolis extracts are rich in phenolic and
flavonoid compounds. This richness could explain their strong free radical scavenging and
antioxidant activity. All propolis extracts, even at low concentrations, are cytotoxic and pro-
apoptotic against human leukemia cell lines, and display strong anti-inflammatory activity by
inhibiting the 5-lipoxygenase products biosynthesis. Also, these extracts showed antibacterial
activity with higher inhibition diameters towards Gram-positive bacteria (Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis) compared to Gram-negative bacteria (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa). Finally, the propolis extracts at concentration 10% led

to the mortality of V. destructor mites without affecting bee survival, which could constitute a

77



practical alternative for local beekeepers to control infestations of these mites. On the other hand,
the results also showed the presence of phenolic compounds and the fatty acid 10-HDA in all
fresh and lyophilized royal jelly samples, reinforcing the quality of royal jelly and its antiradical
and antioxidant activities. However, the royal jelly samples showed no anti-tumor activity
against Jurkat and Reh cancer cell lines, and no significant effect on inhibition of 5-LO

biosynthesis.

Keywords: Apis mellifera, Propolis, Royal jelly, biological activities.
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Simple Summary: Varroa destructor is an ectoparasitic mite that affects honey bee colonies and
it is considered one of the most important causes of honey bee losses. Botanical origins have
emerged as natural alternative acaricides to diminish the population levels of Varroa mites. Propolis
is a natural product, consisting of a complex mixture of resinous substances collected by honey
bees from different plant sources. In this study, we investigated the effect of propolis, collected
by native Algerian honey bees, on V. destructor by a spraying method. The results indicated that
propolis extracts at 10% are effective in killing Varroa mites and are harmless for honey bees. Propo-
lis extracts could be used in honey bee colonies by spraying to control Varroa mite infestations,
and further investigations are required for a better understanding of the mechanism(s) of this
acaricide activity.

Abstract: Varroa destructor is an ectoparasitic mite and is considered one of the most important causes
of honey bee population loss. In the last years, substances of botanical origin have emerged as natural
alternatives to diminish the mite population levels. Propolis is a natural product and is used by
honey bees for multiple tasks, including protection from pathogens and parasites, and varroacidal
activity of propolis extracts has been shown. In this study, we investigated the potential of propolis,
collected by native Algerian honey bee subspecies (Apis mellifera intermissa and A. m. sahariensis) in
different locations in Algeria and extracted by ultrasound, to control mites of V. destructor and tested
the safety for the honey bees. The most important results were that the best propolis extracts at 10%
killed 100% of the Varroa mites within 3—4 h in a Petri dish assay. In addition, when we sprayed
A. m. intermissa bees infested with Varroa mites with a 10% concentration in a mini-hive setup, we
scored a high mite mortality of 85-87% with the best propolis extracts, and importantly, there was no
mortality in the bees. Our data demonstrated that propolis extracts in Algeria could be used in honey
bee colonies by spraying against Varroa mite infestations, which may develop as an easy method for
local beekeepers to control Varroa in their hives. Further research should investigate the mechanism
of action.

Keywords: propolis; Varroa destructor; acaricide activity; Apis mellifera; spray

1. Introduction

Honey bees are effective pollinators of multiple crops, and managed honey bees
become increasingly important for the regulation of ecosystems [1]. In the past decade,
beekeepers have been confronted with high levels of mortality in their colonies world-
wide [2]. Several factors are associated with honey bee population decline, including a loss
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of natural habitat, climate change, the use of pesticides, and diseases caused by a large
spectrum of bacteria, viruses, or fungi [3-5]. The parasitic mite, Varroa destructor [6], plays a
fundamental role in the decline of honey bees. This parasite feeds on the bee’s fat body and
hemolymph [7], causing a number of detrimental effects on bees at the individual level [8],
and is involved in the transmission of several bee viruses [9]. Infestation with Varroa mites
is generating a fatal disease epidemic within the colony and causing great economic losses
to the beekeeping industry [10,11].

Various methods, including physical, biological, and chemical ones, have been applied
to control the Varroa mites. Synthetic acaricides (e.g., tau-fluvalinate, flumethrin, amitraz,
and coumafos) have been the traditional way of control during the last years, but they
cause lethal effects on bees, and there is a build-up of chemical residues in hive products
and the development of insecticide-resistant mite populations [12,13]. New natural treat-
ments that minimize the above hazards have been developed using organic acids (formic
acid, oxalic acid, and lactic acid), essential oils (thymol, carvacrol, and menthol) [3,14,15],
and propolis [16-20] because they naturally occur in bee colonies and possess significant
acaricide activities [21].

Propolis is a resinous mixture collected by honey bees from tree buds, sap flows, and
other botanical sources and mixed with bee secretions. It is a fundamental substance for the
sealing and sterilizing of the hives to prevent the development of microbial diseases, such
as bacteria, viruses, and fungi [22]. The chemical composition of propolis varies depending
on many factors, including the source of the plant, and generally, it is composed of 50%
resins, 30% vegetable balsams, 10% wax, 5% aromatic and essential oils, 5% pollen, and
other natural products [23]. Several studies have shown the biological activities of various
propolis as having anticancer, anti-inflammatory, antioxidant, antimicrobial, and antifungal
properties, and these interesting properties are attributed to the presence of different
compounds, such as flavonoids, phenolic compounds, aromatic acids, and terpenes, which
can work alone or together [24,25]. In detail, propolis is used by honey bees for multiple
tasks, including protection from pathogens and parasites, but low solubility prevents some
of its active components from having a direct effect; also, varroacidal activity of propolis
extracts has been shown in several papers [21-31].

The aim of this study was to investigate the acaricide activity of propolis extracts
collected by the two native Algerian honey bee subspecies. V. destructor mites were topically
treated in a Petri dish setup. In addition, we infested honey bees with Varroa mites, sprayed
them with the propolis extracts in a mini-hive setup, and followed the efficacy against the
mites and the safety of the honey bees. We believe that our data contribute to the use of
propolis extracts by spraying honey bee colonies to control Varroa mite infestations. For
instance, local beekeepers that are confronted with high levels of mortality in their colonies
can be helped by this easy approach that is efficient and safe for their bees.

2. Materials and Methods
2.1. Propolis Collection and Extraction

The propolis samples (about 30 g per location) were collected with the help of bee-
keepers of the National Association of Professional Beekeepers from three queen breeding
stations that are located in Annaba (36°54'40.8"” N 7°41'46.5" E), Medea (36°14'12.9” N
2°57'22.6"" E), and Ghardaia (32°44'54.5" N 4°31/10.9" E), which are in the northeast, center,
and south of Algeria, respectively. The local bee subspecies present at apiaries of Annaba
and Medea was Apis mellifera intermissa, and Apis mellifera sahariensis was at Ghardaia. A.
m. intermissa is a dark honey bee with a long tongue that is prone to swarming, shows
aggressive behavior, and has abundant use of propolis [9]. Also, this subspecies seems to
be more susceptible to Varroa mites than other African subspecies and is more affected
by these mites compared to other bee species in the rest of Africa. A. m. sahariensis is
smaller and yellowish-reddish, has a short tongue, small hairs, and a large tomentum,
and is characterized by a moderate swarming tendency, little use of propolis, and a weak
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defense reaction [32]. The propolis samples were collected from plastic grills previously
placed in the hives and stored in the dark at —20 °C until extraction.

For ultrasound extraction, we followed the protocol of [33]. At first, the propolis
samples were crushed in a chilled mortar, sieved, and kept at —20 °C once powdered.
Then, 5 g of powder propolis sample was added to 20 mL of 70% ethanol and placed in an
ultrasound liquid processor (Sonics: Vibra-Cell VCX130 Ultrasonic Processor with Sound
Abating Enclosure) for 20 min (40 W; 20% amplitude). These mixtures were kept for 24 h
and then were centrifuged for 10 min at 1644 x g. The suspensions were frozen at —20 °C
for 24 h and filtered to remove waxes, and the solutions were dried under vacuum at
room temperature.

2.2. Toxicity Bioassays with Varroa Mites and Honey Bees

In the first series of experiments, we tested the efficacy of the propolis extract against
Varroa mites in a setup to score acute mortality in a Petri disc setup (Figure 1a), using the
protocol of [26] with some slight modifications. We used V. destructor mites from honey bees
(A. m. intermissa) that were not treated in the preceding 12 months. The mites were collected
with a fine paintbrush and placed in a Petri dish with live honey bee larvae and pupae to
prevent starvation during harvesting operations. For the topical treatment of the mites,
we placed six mites on a filter paper (3 x 3 cm), and then we applied 200 puL of different
concentrations of the propolis extracts per mite (Figure 1a). The different concentrations
(w/v) of the dried propolis extract powder were prepared in 40% ethanol and consisted
of 5%, 7.5%, and 10%. After the contact with the propolis for 30 s, the mites were placed
in a new untreated Petri dish and scored for survival at 10, 30, and 60 min and then each
hour for 7 h in total. Mortality was evaluated by gently prodding each mite with a narrow
paintbrush; lack of response to consecutive stimulus was considered an indication of death.
In the control, the topical treatment was performed with 200 pL of 40% ethanol alone. For
each concentration, we performed three biological repetitions.

In a second experiment, we sprayed the concentration that caused 100% mite mortality
in the Petri dish assay (i.e., 10%), on the Varroa mites, and on the honey bees (A. m.
intermissa) they were feeding on in a mini-hive setup (Figure 2a) based on the protocol
of [26] with some slight modifications. At first, we placed 10 adult female mites and
10 newly emerged bee workers together in a plastic box (13 x 9 x 4 cm) that was lined with
filter paper on the bottom. Then, once the mites were attached to the body of the honey bee
in each experimental box, we sprayed 3.4 mL of the propolis extract concentration on the
paper arena (with the honey bees and mites) with a hand sprayer. The 10% concentration
(w/v) of the dried propolis extract powder was prepared in 40% ethanol, as in the first
experiment. For the control groups, we sprayed 10 mites and 10 bees per box with 3.4 mL
of 40% ethanol. After treatment, the boxes were placed in an insect incubator in darkness
at 30 °C and 70% relative humidity, and we provided sugar syrup as food to the bees. The
mortality of mites and honey bees was assessed after 1, 2, and 3 days by prodding each
mite or honey bee with a narrow paintbrush. Lack of response to consecutive stimulus
over 1 min was considered an indication of death. Per concentration, we performed three
biological repetitions.

All experiments were performed in triplicate, and the data were denoted as mean +
standard error of the mean (SEM). Survival curves of mites and honey bees were set up
following the Kaplan-Meier method and compared to each other by a log-rank Mantel-Cox
test. The results were analyzed with Prism 8.0.2 (GraphPad, San Diego, CA, USA).
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Figure 1. (a) Petri dish setup wherein V. destructor mites were treated by the topical method. We used
V. destructor mites from honey bees (A. m. intermissa) that were not treated in the preceding 12 months.
For the topical treatment of the mites, we placed 6 mites on a filter paper (3 x 3 cm), and then we
applied 200 uL of different concentrations of the propolis extracts (prepared in 40% ethanol) per mite.
The controls were treated with 200 pL of 40% ethanol. Survival rates of V. destructor after treatment
with the three different Algerian propolis extracts from (b) Annaba, (c¢) Medea, and (d) Ghardaia
at three concentrations of 5%, 7.5%, and 10% (w/v) by the topical method. The survival curves of
Varroa mites were analyzed according to the Kaplan—-Meier method and compared to each other by a
log-rank Mantel-Cox test. We used 6 mites per experimental unit (n = 6), and the experiment was
performed with 3 replicates, according to the protocol of [26].
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Figure 2. (a) Mini-hive setup wherein V. destructor mites and honey bees (A. m. intermissa) were
treated by spraying. We placed 10 adult female mites and 10 newly emerged bee workers together in
a plastic box (13 x 9 x 4 cm) that was lined with filter paper on the bottom, and a 1.5 mL Eppendorf
tube provided sugar syrup to the honey bee workers. Then, once the mites were attached to the
body of the honey bee in each experimental box, we sprayed 3.4 mL of the 10% propolis extract
concentration (prepared in 40% ethanol) on the paper arena (with the honey bees and mites) with
a hand sprayer. The controls were sprayed with 3.4 mL of 40% ethanol. Survival rates of (b) V.
destructor and (c) honey bees (A. m. intermissa) after treatment with three different Algerian propolis
extracts at 10% (w/v) by the spraying method. Data were analyzed according to the Kaplan-Meier
method and compared to each other by a log-rank Mantel-Cox test. We used 10 mites and 10 bees
per experimental unit (n = 10), and the experiment was performed with 3 replicates, according to the
protocol of [26].

3. Results

Figure 1b—d present the acaricide activity of the propolis samples from three different
locations and at three different concentrations against V. destructor in a Petri dish setup to
score acute mortality. Seven hours after topical treatment of the mites, it was clear that
the Varroa mites were highly susceptible to the propolis extracts, and the percentage of
mites killed by the treatment ranged between 71% and 100% over the three concentrations
and the three propolis samples. The survival curves showed a significant decrease for
the mites after exposure to the propolis of Annaba (log-rank test: x> = 251.8; p < 0.0001),
Medea (x? = 317; p < 0.0001), and Ghardaia (x> = 39.72; p < 0.0001). The mortality of mites
increased with an increase in concentration. The extract concentration of 10% was very
effective, killing 100% of the mites with the propolis from Annaba and Medea and 92%
with the propolis from Ghardaia, but this difference was not significant (p > 0.05). The
propolis of Medea and Annaba had the strongest acaricide activity of 100% mortality of
mites after only 3—4 h (p > 0.05). The propolis of Ghardaia caused 92% of mites to die after
7h (p <0.01).

In the second experiment, we sprayed the best concentration of the previous assay (i.e.,
10%) on the Varroa mites and the honey bees they were feeding on in a mini-hive setup. In
this setup, the spraying of a 10% concentration of propolis extracts from the three locations
could significantly kill the mites (log-rank test x> = 65.65; p < 0.0001). Figure 2b shows that
10% of Annaba and Medea propolis extract caused 85% and 87% mortality in the mites
at 3 days after spraying compared the control (p < 0.05), while Ghardaia propolis results
in 77% mortality, but the difference was not significant (p > 0.05) compared to Annaba
and Medea. On the other hand, the survival curves of the honey bees (on which the mites
were feeding), after the spraying with 10% propolis extracts (Figure 2c), demonstrated that
there was no loss of survival compared to the control (log-rank test: x> = 0.1002; p > 0.05),
confirming that the three Algerian propolis extracts at 10% are harmless to honey bees. The
mortality in the control honey bees that were sprayed with 3.4 mL of 40% ethanol (with no
propolis extract) was also less than 25%.
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4. Discussion

In this study, we showed that propolis extracts from Algeria can be used to control Var-
roa mites efficiently by spraying, and it did not kill the honey bees. Our results contribute to
the search and development of new alternative strategies to control Varroa mites in order to
reduce the use of and the amount of synthetic acaricides in the honey bee hives. We believe
that our data will be very useful for practice, particularly for local beekeepers who are
confronted with high levels of mortality in their colonies and who can use this easy method
of spraying that is efficient and safe for their honey bees. In addition, it should be remarked
that extracts of propolis also have extra interesting benefits to the health of honey bee hives
with a remarkable action against many microorganisms, such as the causative agents of
chalkbrood (Ascosphaera apis) [22] and American foulbrood (Paenibacillus larvae) [27,28].

In our study, the spraying of Varroa mites and honey bees in a mini-hive setup with
10% Algerian propolis extract killed the Varroa mites efficiently and was harmless for the
bees. At present, there is unfortunately no information available on the mode of action of
the propolis extracts. Based on Garedew et al. [34] and Hassan et al. [35], it is suggested
that contact with the propolis solution could lead to a weakening of the mite’s cuticle,
which could facilitate entry of the active compounds present in propolis. In propolis, a
wide spectrum of bioactives is reported to be present; for instance, flavonoids, phenolic
compounds, aromatic acids, and terpenes, and these can act synergistically [25]. However,
nothing is known so far about their mechanism to kill mites. Future investigations should
unravel the mechanism(s) of the high acaricide activity. Also, it should be reported that
propolis may increase the honey bee’s immunity with an enhancement of its defensive
response [30]. Similar results have been obtained with propolis from Germany and Ar-
gentina at a concentration of 10%, which killed 100% of Varroa mites [26,29]. The latter
results, together with ours, clearly demonstrate that Varroa mites are highly susceptible
to propolis and that propolis extracts cause narcosis and the death of mites after a contact
treatment. The results obtained based on the contact with propolis extracts, at the concen-
tration tested, suggest that this method should be recommended. A spray treatment is
easy and practical. A treatment of propolis extract via oral intake is not recommendable
since [31] found that delivering propolis via the bee syrup affected the abdominal fat bodies
and the hypopharyngeal gland development of the honey bees. Also, previous research
has shown that currently used acaricides and insecticides pose negative effects on honey
bees of A. m. intermissa at the concentrations used to control Varroa mites [36-38]. Further
research is required to identify the best concentration of propolis extract and frequency of
treatment by spraying honey bee hives in practice.

Under normal conditions, the honey bee workers apply propolis on the walls of
the beehive and the frames; however, the Varroa mites that are living in these hives
are not affected, and no direct acaricide activity is detected. It is likely that propolis is
insoluble in the interior of the bee hive since most active components of propolis are water-
insoluble [31,39]. When propolis is extracted from an organic solvent, such as ethanol,
the most biologically active components are obtained [39,40]. Also, the use of ultrasound
technology enhanced the extraction of propolis compounds [33,40], generating extracts
with higher biological activity [41]. Garedew et al. [29] and Ding et al. [42] reported that
a concentration of 70% was most efficient in extracting, and this finding agreed with a
high lethal activity against mites. However, the authors did not score the safety of honey
bees for such high ethanol concentrations. In fact, ingestion of ethanol in honey bees can
cause immune suppression [43], affect appetitive learning and olfactory perception [44],
and cause mortality in a dose-dependent manner [45]. In our experiments, after drying the
propolis extracts, we used 40% ethanol to reduce the effect of the strong ethanol solution
and after, we used it in the spraying method to treat honey bees against Varroa mites in a
safe manner. More research in extraction optimization is possible.

In this study, we investigated propolis samples from three regions in Algeria. Par-
ticularly, we used propolis from Annaba, which is from Mediterranean northern Algeria
and produced by A. m. intermissa, which is a long-tongued bee, and propolis from Medea,
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which is produced by the same bee strain in a more transitional climate in the northern
hills. These two regions are rich in plants and water. On the other hand, Ghardaia propolis
was collected from a more southern desert region in Algeria by A. m. sahariensis, and the
climate is dry in this region. A. m. sahariensis is short-tongued and adapted to the date palm
(Phoenix dactylifera) and other Saharan flora. In parallel to this project, an LC-MS analysis
of the three propolis samples [46] identified more than 20 compounds, and pinocembrin
and pinobanksin-3-acetate were amongst the most abundant compounds identified in the
extracts of the three locations. But, there were some differences between the extracts. Partic-
ularly, pinostrobin was more abundant in the Annaba extract than in the Medea extract, and
this component was not detected in the Ghardaia propolis extract. The Ghardaia extract
contained more ferulic acid compared to the other two extracts. We think that the variability
between the results obtained by Algerian propolis samples, although the differences in
activity were small (<20%), could be due to the difference between bee subspecies and
botanical sources since previous research has demonstrated that the composition of propolis
may depend on these factors [47,48]. However, future experiments with a more specific
experimental design should answer these questions. In addition, we note that based on the
literature, several of the identified components in the propolis samples are considered the
main effective phytochemical components responsible for biological activities attributed
to propolis [46,49]. As a consequence, we believe that the acaricide activity of propolis
extracts is due to the bioactive components, such as phenols and flavonoids, present in
propolis [19,26,50]. Future investigations should unravel the mechanism(s) behind the high
acaricide activity.

5. Conclusions

In conclusion, our data do not only show that the spraying of a 10% concentration
of propolis extract (made in 40% ethanol) was very efficient and could kill 100% of the
Varroa mites in 3 days in a mini-hive setup but also that this spray treatment was safe for
the honey bees. In turn, these findings suggest that propolis extracts from Algeria could
be used in honey bee colonies by spraying to control Varroa mite infestations. But, further
optimization on extraction, appropriate doses, and concentration to be administered is
useful. Also, future research should unravel the mode of action of this high acaricide
activity by propolis extracts.
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Algerian Propolis from Distinct Geographical Locations:
Chemical Profiles, Antioxidant Capacity, Cytotoxicity and
Inhibition of 5-Lipoxygenase Product Biosynthesis

Ahmed Sabri Ayad,” Mathieu P. A. Hébert,™ 9 Jérémie A. Doiron,”™ 9 Wahida Loucif-Ayad,"?
Tarek Daas,” Guy Smagghe,® "% Mohamed Alburaki,™ David A. Barnett,” "

Mohamed Touaibia,” and Marc E. Surette*™

Propolis was collected from honeybee hives in three geo-
graphically distinct Algerian climates and extracts were charac-
terized for composition and bioactivity. Bees were identified as
native subspecies using an in-silico Dral mtDNA COI-COIl test.
Over 20 compounds were identified in extracts by LC-MS.
Extracts from the Medea region were more enriched in phenolic
content (302+28 mg GAE/g of dry extract) than those from
Annaba and Ghardaia regions. Annaba extracts had the highest
flavonoid content (18704385 mg QCE/g of dry extract). Medea
extracts presented the highest free-radical scavenging activity
(ICsp=13.5 pg/mL) using the DPPH radical assay while Ghardaia
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extracts from the desert region were weak (IC5,> 100 pg/mL).
Antioxidant activities measured using AAPH oxidation of linoleic
acid were similar in all extracts with 1Cs, values ranging from 2.9
to 49 pg/mL. All extracts were cytotoxic (MTT assay) and
proapoptotic (Annexin-V) against human leukemia cell lines in
the low pg/mL range, although the Annaba extract was less
active against the Reh cell line. Extracts inhibited cellular 5-
lipoxygenase product biosynthesis with ICs, values ranging
from 0.6 to 3.2 ug/mL. Overall, examined propolis extracts
exhibited significant biological activity that warrant further
characterization in cellular and in vivo models.

Introduction

Propolis is a complex mixture formed by resinous and balsamic
material originating from various parts of plants that is collected
by honey bees and mixed with their saliva."”? It is used by
honey bees as a protective barrier in order to seal the beehive
against unfavorable weather conditions,” to sterilize the hive to
prevent the proliferation of invading microorganisms and to
shut off pathogens and predators.* Propolis is composed of
50% resins, 30% vegetable balsams, 10% wax, 5% aromatic
and essential oils, 5% pollen and other constituents including
the derivatives of phenolic acids, amino acids and flavonoids.”®”
The chemical composition of propolis depends on the source of
the plants, the geographical location,® the bee subspecies,®
the season of the year and the time of collection."” Propolis
exhibits a large spectrum of biological activities including
antibacterial,"" anti-fungal,” immunomodulatory,"? antiviral"*
and antiparasitic properties," as well as antioxidant,">'® anti-
inflammatory™'” and anticancer activity."®'¥ Flavonoids and
phenolic compounds are the most bioactive classes of mole-
cules present in propolis.

During the last decade, beekeeping activity in Algeria has
grown considerably with a remarkable interest in hive products,
such as propolis, and two endemic honey bee subspecies
belonging to the African lineage A have been recorded: Apis
mellifera intermissa and Apis mellifera sahariensis.?>*" Although
the importation of honey bees is prohibited by Algerian law, a
weak introgression among the local honey bees has been
detected, most likely due to the illegal importation of foreign
queens by some beekeepers, which so far has not lead to major
impacts on the genetic diversity of the native honey bee

© 2024 The Authors. Chemistry & Biodiversity published by Wiley-VHCA AG
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populations.”” The conservation of these two native subspecies
should be a priority given that they possess important desired
genetic attributes such as adaptation to local environment and
resistance to local biotic and abiotic stressors. Therefore, queen
breeding stations in Algeria were created to provide beekeepers
with locally mated and adapted queens based on their needs.

Considering the various applications of propolis and its
increased use, the objectives of this study were first to evaluate
the genetic status of the honey bee populations located in the
three current queen breeding stations in Algeria, and to
evaluate the composition and antioxidant properties of extracts
of the propolis collected by the two native Algerian honey bee
subspecies within the breeding stations located in distinct
geographical locations having diverse climates. Additional
objectives were to test the pro-apoptotic and anti-proliferative
activities of the propolis extracts against human acute lympho-
cytic leukemia cell lines, as well as the potential anti-inflamma-
tory proprieties of the propolis extracts in an established
cellular 5-lipoxygenase assay.

A9-828-2-DZA

oy
1 4

Annaba
Ghardaia
Medea

A8h

n=42

H=0.908
T=0.002
D=-4.49
P;<0.001
P,<0.001

el

A1-637-3-DZA

A8-828-2-DZA

A5-638-2-DZA

A3-637-3-DZA

A2-637-3-DZA

Results
Subspecies identification

Based on the Dral mtDNA (mitochondrial DNA) COI-COIl Test
conducted in silico, samples of honey bee workers collected
from breeding stations were the native subspecies of Algeria (A.
m. intermissa and A. m. sahariensis). A total of 17 haplotypes at
various frequencies belonged to the African lineage (A). Overall,
the honey bee populations of the breeding stations exhibited a
high haplotype diversity of 0.908 with significant Tajima’s P-
value (Figure 1). Among 17 identified haplotypes, 14 were novel
haplotypes never recorded before and 3 were classic haplo-
types previously reported in the African lineage A (Table 1).
Novel haplotypes were named according to the nomenclature
proposed in.?? The three most dominant haplotypes were A9-
828-2-DZA (24%) followed by A8d (14%) and A8-828-2-DZA
(12%). Other haplotypes were recorded: A1-637-3-DZA and A2-
637-3-DZA (7.14%); A8f, A3-637-3-DZA, A3-637-3-DZA (4.8%) ;
A5-638-2-DZA, A7-638-3-DZA, A14-637-3-DZA, A6-828-2-DZA,
A10-827-2-DZA, A11-828-3-DZA, A12-828-3-DZA, A13-828-2-
DZA (2.4%) (Table 1). Haplotype sequences were made avail-
able at NCBI under the accession numbers going from
OM994490 to OM994531.

Non-proportional

Figure 1. Haplotype network of the mtDNA COI-COIl region. Number of samples (n), haplotype diversity (H), nucleotide diversity (r), Tajima’s statistic (D),
Tajima’s P-values under normal (P,) and beta (P,) distributions. Circle size is relative to number of haplotype copies present in the dataset. Perpendicular lines
on branches represent single nucleotide polymorphism (SNP) events. Non-proportional subfigure shows haplotype secondary network (dotted line) without

haplotype copy representation.
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Table 1. COI-COIll genetic structure (S), evolutionary lineage (L), restriction profile of the Dral (bp) in silico, sequence length (bp), accession of best NCBI
match and its percentage, expected subspecies, number of samples (n) and overall percentage of each haplotype (%).

S L Haplotype Dral Profile (bp) bp NCBI Reference Blast % subspecies n %

P0OQ A A8d 47/590 637 KX463819 100 intermissa/sahariensis 6 143
P0OQ A A8f 47/591 638 KX463821 100 intermissa/sahariensis 2 4.76
POQ A A8h 47/590 637 KX463823 100 intermissa/sahariensis 1 238
P0OQ A A1-637-3-DZA 47/108/482 637 MW677201 99.8 intermissa/sahariensis 3 7.14
P0OQ A A2-637-3-DZA 47/108/482 637 MW677201 99.8 intermissa/sahariensis 3 7.14
POQ A A3-637-3-DZA 47/108/482 637 MW677201 99.9 intermissa/sahariensis 2 476
P0OQ A A4-638-2-DZA 47/591 638 KX463820 99.9 intermissa/sahariensis 2 4.76
POQ A A5-638-2-DZA 47/591 638 KX463821 99.9 intermissa/sahariensis 1 2.38
P0OQ A A7-638-3-DZA 47/109/482 638 MW677201 99.8 intermissa/sahariensis 1 2.38
P0OQ A A14-637-3-DZA 47/108/482 637 MW677201 99.8 intermissa/sahariensis 1 2.38
P0Q2 A A6-828-2-DZA 47/781 828 KX463839 99.9 intermissa/sahariensis 1 2.38
P0Q2 A A8-828-2-DZA 47/781 828 KX463836 99.8 intermissa/sahariensis 5 1.9
P0OQ2 A A9-828-2-DZA 47/781 828 KX463836 99.9 intermissa/sahariensis 10 23.8
P0Q2 A A10-827-2-DZA 47/780 827 KX463839 99.9 intermissa/sahariensis 1 2.38
P0Q2 A A11-828-3-DZA 47/299/482 828 KX463839 99.8 intermissa/sahariensis 1 2.38
P0Q2 A A12-828-3-DZA 47/299/482 828 KX463839 99.6 intermissa/sahariensis 1 2.38
P0Q2 A A13-828-2-DZA 47/781 828 KX463836 99.8 intermissa/sahariensis 1 2.38
Total 42 100

Extraction yield, and total phenolic and flavonoid content

The yields in weight percent (100x(dry weight extract (g)/
weight crude propolis (g))) of the extractions were 23.5+1.4%
for Annaba, 18.04+23% for Medea, and 10.7+1.3% for
Ghardaia extracts (means=+SD, n=3).

The total phenolic content of propolis extracts is repre-
sented in terms of gallic acid equivalents (GAE) per gram of dry
propolis extract. As indicated in Figure 2A, the Medea samples

A

400 -

mg GAE/g extract

W

mg QCE/g extract

had the greatest total phenolic content followed by that of the
Annaba and of the Ghardaia regions.

The total flavonoid content of propolis extracts is expressed
as quercetin equivalents (QCE) per gram of dry propolis extract.
As reported in Figure 2B, the values of propolis extracts ranged
from 7874207 to 1870+385mg QCE/g, with the propolis
extracts from Annaba exhibiting significantly greater quantities
than the propolis extracts from the other two regions. It is
noteworthy that the mg QCE exceeded the mass of the Annaba
extract and this is likely due to the nature of the assay since

2500 - 3 Annaba
41 - = Medea
2000 - NN Ghardaia
15004 |- b
10004 T b
. 1
500 -
0

Figure 2. Total phenolic (A) and flavonoid (B) content of propolis extracts. Values are the means =+ SD of three independent experiments performed using an
extract obtained from a pool of propolis samples collected from 5-6 hives per region. Values with different letters are significantly different (p <0.05) as
determined by one-way ANOVA with subsequent Tukey’s adjustment; GAE: gallic acid equivalents; QCE: Quercetin equivalents.
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many flavonoid compounds can give significantly greater = Chemical profiles by LC-MS analysis
responses than that of the quercetin reference material in this
assay.’*¥ The propolis extracts were analyzed by LC-MS using 22 selected
standards and performed in duplicate. Intensity signals were
recorded for the 30 analytes listed in Table 2. The identities of
20 of these compounds were confirmed by comparing the m/z

values and the retention time with those of the analytical

Table 2. Determination of the chemical composition of Algerian propolis extracts by LC-MS. For each propolis extract, the compounds with the greatest intensity
signals are in red and the least intense are green. The darkest red indicates the most abundant compounds based on peak height, and the darkest green indicates the
least abundant compounds. The identification was performed in duplicate. Compounds were confirmed using analytical standards. Compound identification in propolis
extracts were based on very stable retention times that matched those of standards within a few seconds. Non-confirmed compounds were suggested based on exact
mass measurements.
Annaba Propolis Extract Ghardaia Propolis Extract Medea Propolis Extract
Peak heights Peak heights Peak heights
Compound [M-H],, m/z tg, min Confirmed Trial#1 Trial#2 Trial#1 Trial#2 Trial#1 Trial#2
Cinnamic acid 147.0441 9.68 yes
Vanillin 151.0386 6.5 no 1.52E+07 1.60E+07
p-Coumaric acid 163.039 7.68 yes 8.76E+07 1.02E+08 3.72E+07 3.77e+07 4.58E+07 4.85E+07
Caffeic acid 179.0339 6.89 yes 5.30E+07 5.53E+07
Ferulic Acid 193.0495 7.92 yes + 2.46E+07 2.37E+07
3,4-Dimetho'xycinnamic 207.0652 8.84 ves
acid
Ethyl caffeate 207.0652 9.64 yes 1.11E+07 1.21E+07
Isoprenyl coumarate 231.1012 12.26 no 7.20E+07 7.90E+07 1.67E+07 1.49E+07 6.11E+07 6.04E+07
isopentyl caffeate 249.1118 1191 no 2.61E+07 2.62E+07 1.35E+07 1.29€+07 3.60E+07 3.48E+07
Apigenin 269.0444 9.89 yes 4.99E+07 5.17E+07 3.00E+07 3.13e+07 3.70E+07 3.85E+07
Galangin 269.0444 11.73 yes 7.16E+07 7.83E+07 6.76E+07 6.80E+07 8.52E+07 8.28E+07
Benzyl caffeate 269.0808 11.34 no 6.95E+07 7.50E+07 6.25E+07 6.31E+07 1.58E+07 1.62E+07
Pinostrobin 269.0808 12.76 yes 5.24E+07 5.41E+07 nd nd
Pinobanksin 271.0601 10.18 yes
Caffeic acid 283.0965 11.69 yes 778E+07  7.68E+07 3.77€+07 3.78E+07 161E+07  1.72E+07
phenylethylester
Kaempferol 285.0394 10.12 yes 2.19e+07 2.22E+07 1.62E+07 1.85E+07 1.61E+07 1.73e+07
Sakuranetin 285.0757 11.51 yes
1.98€+07 2.07€+07
Isosakuranetin 285.0757 11.58 yes
Chrysin 253.0495 11.47 yes
Cinnamyl caffeate 295.0965 12.18 yes 1.01E+08 1.03E+08 4.02E+07 4.03e+07 2.91E+07 2.98E+07
Isokaempferide 299.055 10.27 yes 3.02E+07 3.23e+07 1.84E+07 2.01E+07 1.99e+07 2.06E+07
Kaempferide 299.055 11.74 yes
Rhamnocitrin 299.055 11.74 yes
Quercetin 301.0343 9.38 yes 2.10E+07 2.17e+07 1.01E+07 1.10E+07 1.22e+07 1.33E+07
Hesperetin 301.0707 10.13 no l.m1 8.98E+06
Pinobanksin-3-acetate 313.0707 11.72 no
Isorhamnetin 315.0499 10.13 yes 1.77€+07 1.61E+07 1.60E+07
Rhamnetin 315.0499 10.82 yes 8 1.23e+07 1.29€+07 1.15e+07 1.05e+07
Pinobanksin-3- 3270863 | 1241 no 4566407  A61E+07 1.50€+07 1.63E+07 M
propionate easitds
tg, min=retention time of analytical standards; nd =not detected.
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standards while empirical formulae were predicted for an
additional 8 compounds based on exact mass measurements.*”
The MS was calibrated routinely such that the measured m/z
values of the substances that have no reference material are
within 10 ppm of the calculated value.

The data are described as semi-quantitative in the sense
that we did not (a) establish external calibration curves, (b)
implement internal standards or (c) evaluate the linearity of
response for any of the compounds. This is because the goal of
these analyses was not to provide an exhaustive list of
compounds and their exact quantities, but rather to analyze
select compounds commonly found in propolis to highlight
some differences in the three sources of propolis. The results
revealed that pinocembrin and pinobanksin-3-acetate were
amongst the most abundant compounds identified in each
extract, whereas cinnamic acid was the least abundant of the
identified molecules in each extract. Notable differences
between extracts include the relatively greater content of ferulic
acid in the Ghardaia extract than that observed in the other
two extracts. Also, pinostrobin was relatively abundant in the
Annaba extract but was one of the least abundant compounds
identified in the Medea extract and was not detected in
Ghardaia propolis extract. Since propolis extracts can contain
hundreds of compounds,*>?*' a more comprehensive character-

Table 3. Antiradical activity of propolis extracts measured by DPPH free
radical scavenging.

Samples 1C5o (ng/mL)

Mean (95 % Cl)

39 (28-52) R*=0.96
13 (8.1-20) R?=0.95

Propolis Annaba

Propolis Medea

Propolis Ghardaia > 100
Ascorbic acid 9.1 (6.1-13) R2=0.93
Ethanol NI

Values are from three independent experiments. Cl= confidence interval.
NI=no inhibition.
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Table 4. ICy, values of the antioxidant activity of propolis extracts against
the AAPH-induced oxidation of linoleic acid.

ICso (ng/mL)
Mean (95% Cl)

Samples

2.9 (2.6-3.4) R®*=0.95
4.9 (4.4-5.5) R*=0.93
4.4 (3.9-5.0) R>=0.93

Propolis Annaba
Propolis Medea

Propolis Ghardaia

Values are from three independent experiments. Cl=confidence interval.

ization of the chemical composition and quantification of
compounds would require the use of authentic standards and is
beyond the scope of this study.

Scavenging of DPPH Free Radical

The free radical scavenging activity varied significantly between
propolis extracts with propolis Medea showing the greatest
activity having an 1Cs, value that was comparable to that of
ascorbic acid (Table 3). Propolis from Annaba was less active
showing a significantly higher 1Cs, value, while the scavenging
activity of propolis from Ghardaia was too weak to establish an
1Cs, value.

Antioxidant activity

The antioxidant activity of propolis extracts was evaluated by
monitoring the AAPH-induced oxidation of linoleic acid. The
results showed that all propolis extracts demonstrated antiox-
idant activity (Figure 3) with IC;, values that ranged from 2.9 to
4.9 ng/mL (Table 4). Propolis extracts from Annaba showed a
greater antioxidant activity than those from the other regions.

—8— Propolis Annaba
—- Propolis Medea
—&— Propolis Ghardaia

T
0.0 0.5

T T
1.0 1.5

Concentration (Log pug/mL)

Figure 3. The antioxidant activity of propolis extracts expressed as the percent of diluent control values for the oxidation of linoleic acid. Values are
means + SD of three independent experiments performed using an extract obtained from a pool of propolis samples collected from 5-6 hives per region.
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Apoptotic cell death

To evaluate the effect of propolis on cell death, Jurkat and Reh
cells were incubated for 72 h with different concentrations of
propolis extracts. The flow cytometry results showed a dose-
dependent reduction in the number of non-apoptotic Jurkat
(Figure 4A) and Reh (Figure 4B) lymphocytic leukemia cells
when exposed to the propolis extracts.

Supplemental Tables1 and 2 show the distribution of
Annexin V-Zombie aqua flow cytometry results. The propolis
extracts decreased the proportion of double negative cells in a
dose-dependent manner, which was accompanied by increases
in both early (Annexin V*/Zombie™) and late (Annexin V*/
Zombie™) apoptotic cells, with little accumulation of Annexin
V~/Zombie™ cells that are generally indicative of necrosis.

The calculated IC;, values for the reduction in the number
of non-apoptotic cells were similar for the three propolis
extracts and for the two cells lines, except for the Annaba

>
—
o
o
|

-a Propolis Medea

H (=2 [
o o o
1 1 1

Annexin V/Z-
(% of Jurkat cells)

S

1

0 I ' I ' I ' I ' 1
-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5
Concentration (Log ug/mL)

-e— Propolis Annaba

—a— Propolis Ghardaia

extract that was significantly less potent when incubated with
Reh cells (Table 5).

After determination of the induction of apoptosis in Jurkat
and Reh cell lines, the impact of these extracts on the induction
of apoptosis were measured in peripheral blood lymphocytes
as a model of normal, non-transformed cells. These latter cells
were incubated with propolis extract concentrations close to
the 1C5, (3 pg/mL) and about 3x ICs, (10 pg/mL) measured in
cancer cell lines (Figure5 and Supplemental Table 3). The
results showed that treatment with Medea propolis at 10 pg/ml
reduced the number of double negative cells with an increase
in the number of early apoptotic cells (Annexin V*/Zombie~).
The other treatment conditions did not induce significant
changes compared to controls, although there was a trend for
an increase in early apoptotic cells (Supplemental Table 3).

-

(=2 o (=]

o o o

1 1 ]
L gl

Annexin V/Z-
(% of Reh cells)
S 8

0 I ' I ! I ! I ! I
05 00 05 10 15

Log concentration (ug/mL)

Figure 4. Average percentages of non-apoptotic Jurkat cells (A) and Reh cells (B) after treatment with propolis extracts for 3 days in the presence of the
indicated propolis extract concentrations. Cells were incubated with Annexin V-647 and Zombie aqua and then analyzed by flow cytometry. Values show the
percent of cells that are negative for staining with Annexin V and Zombie aqua, and represent the means +SD of 3 independent experiments, each performed

in duplicate.

_ 100-

=2 T+

Q

8 80 X
N o \
N \
zg‘ 60 §
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0 2 40- \
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%S5 20 §

H DMSO Control
3 Propolis Annnaba
B3 Propolis Medea
Propolis Ghardaia

0('_:ontrol 3ug/mL

10pg/mL

Concentration of propolis

Figure 5. Average percentages of non-apoptotic lymphocytes after 3 days treatment with the indicated propolis extract concentrations. Cells were incubated
with Annexin V-647 and Zombie aqua and then analyzed by flow cytometry. Values represent the means +SD of 3 independent experiments each performed
in duplicate. *Values significantly different (p < 0.05) from control (DMSO) as determined by one-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparisons test.
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Table 5. ICy, values for loss of non-apoptotic (Annexin V-/Zombie™) Jurkat
and Reh cells after treatment with propolis extracts for 72 hours.

ICso (ng/mL)
Mean (95% Cl)

Samples

Jurkat cells Reh Cells

3.0 (2.0-4.4) R®*=0.87
2.5 (1.9-3.5) R?=0.91
2.1(1.6-2.7) R*=0.94

18 (14-25) R*=0.87
2.2(1.8-2.7) R*=0.97
1.9 (1.5-2.3) R?=0.96

Propolis Annaba
Propolis Medea
Propolis Ghardaia

Values are means from three independent experiments, each performed
in duplicate. Cl=95% confidence interval.

Cell viability

After determination of concentrations at which propolis extracts
induced apoptotic death, the antiproliferative effects of propolis
extracts on Jurkat and Reh cells were assessed using the Cell
Titer Blue assay. A dose response experiment was performed
using concentrations of 0.3, 1, 3, 10 and 30 ug/mL and the
calculated ICs, values are indicated in Table 6. All extracts
showed similar anti-proliferative activity, with one exception
where Reh cells were significantly less sensitive to propolis of
Annaba.

5-Lipoxygenase product biosynthesis

HEK293 cells that ectopically express human 5-lipoxygenase (5-
LO) were used to evaluate the effect of propolis extracts on 5-
LO product biosynthesis. Cells were incubated with the propolis
extracts at various concentrations and then the IC;, were
determined (Figure 6, Table 7). As illustrated in Figure 6, all
propolis extracts induced a concentration-dependent decrease
in 5-LO product biosynthesis compared to controls incubated
with diluent (DMSO). Propolis extracts from Annaba and Medea
showed similar inhibition of 5-LO product biosynthesis with ICs,
values below 1 pg/mL and overlapping 95% Cls, while propolis
of Ghardaia showed a significantly weaker inhibitory activity.

Table 6. 1Cs, values for Jurkat and Reh cell viability using the MTT assay
after incubation with propolis extracts for 72 hours.

Samples 1Cso (ng/mL)

Mean (95 % Cl)

100+
—_ - Propolis Annaba
o) 801 - Propolis Medea
S s -+ Propolis Ghardaia
ot
3 9 60
O 4=
[
a2
O $ 40
28
LI
0 o
£ 5l
0 .

40 05 00 05 10 15
Concentration (Log ug/mL)

Figure 6. Inhibition of 5-LO product biosynthesis in HEK293 cells by different
propolis extracts. Cells were incubated with the indicated concentrations of
each propolis extract or diluent for 5 minutes prior to stimulation with
arachidonic acid and calcium ionophore. 5-LO products were measure by
RP-HPLC and results are expressed as a percent of 5-LO metabolite
production versus production in cells that were preincubated with the
diluent (DMSO). Values are the means & SEM of four independent experi-
ments, each performed in duplicate.

Table 7. ICy, values for the inhibition of the biosynthesis of 5-LO products
by propolis extracts in HEK293 cells.

Samples ICsp (ng/mL)

Mean (95% Cl)

0.57 (0.38-0.87) R*=0.88
0.81 (0.65-1.0) R2=0.96
3.2 (24-43)R?=0.91

Propolis Annaba
Propolis Medea

Propolis Ghardaia

Values are means from four independent experiments, each performed in
duplicate. Cl=confidence interval.

Jurkat cells Reh Cells

2.0 (1.3-8.4) R®*=0.87
2.4 (1.1-20) R*=0.60
1.1 (0.7-1.6) R*=0.80

28 (18-62) R*=0.77
2.2(1.8-2.7) R*=0.94
0.54 (0.46-0.65) R*=0.97

Propolis Annaba
Propolis Medea
Propolis Ghardaia

Values are means from three independent experiments. Cl = confidence
interval.
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Discussion

The chemical composition of propolis from different geo-
graphical regions show striking variability and complexity, and
is related to the great variability of their botanical sources,
geographical  location, collection seasons and bee
populations.”??¥ Such chemical diversity can correspondingly
result in varying biological activities. In this context, the current
study focused on investigating the honey bee populations, and
the chemical composition and biological activity of the extracts
of propolis collected from honey bee breeding stations of three
geographical areas of Algeria. Annaba propolis was from the
Mediterranean northern Algeria, Medea propolis from a more
transitional climate of the northern hills, while Ghardaia
propolis was from a more southern desert region of the
country.

The genetic analysis of honey bee populations collected
from the breeding stations revealed the presence of a single
lineage, which is the native African lineage A. This lineage is
spread across the African continent and is highly diverse.*?'*”

© 2024 The Authors. Chemistry & Biodiversity published by Wiley-VHCA AG
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The current analysis confirms the absence of foreign mtDNA
introgression in the breeding stations, and that all worker bees
that collected the propolis analyzed in this study were the
native subspecies of Algeria subspecies A.m. intermissa and A.m.
sahariensis. Three of the seventeen haplotypes (A8d, A8f, A8h)
were previously identified in the Algerian honey bee
populations.”®*® However, a remarkable number of novel
haplotypes were recorded for the first time which, according to
the haplotype network analysis, clearly differed by one or more
SNP from the previously known haplotypes.

An initial characterization of the extracts of Algerian
propolis collected from the three queen breeding stations was
performed by measuring their total phenolic and flavonoid
content. For total phenolic content, the results obtained in this
study were similar to those reported for Chinese propolis
extracts that ranged from 89 to 202 mg GAE/g as well as those
obtained for Brazilian propolis extracts (278 to 398 mg GAE/
9).2*% However, the values of total flavonoid content identified
in this study were higher than those reported for different
extracts of Chinese propolis that ranged from 166 to
520 mgQCE/g.B” The measured content of propolis extracts is
also dependent on the extraction method and the type of
solvents used.®*'3? |n the current study the ultrasound method
in 70% ethanol was chosen because it was reported that
ethanol (70-75%) is the most effective solvent for propolis
extraction and that the ultrasound method results in higher
total phenolic and flavonoid yields®>*? generating extracts with
higher biological activity.?**®

The preliminary chemical analyses of select compounds by
LC/MS revealed that the compounds detected in different
Algerian propolis extracts are commonly found in different
types of propolis from various regions around the world. Asian,
African and European propolis contain predominantly phe-
nolics, alkaloids, and flavonoids, including galangin, pinocem-
brin, apigenin, pinobanksin, chrysin, cinnamyl caffeate, caffeic
acid and p-coumaric acid®*® that were also amongst the more
abundant compounds identified in the current study. Although
the LC/MS analysis of these extracts was semi-quantitative, and
the molecular characterization of extracts from the three
regions revealed many similarities, a few clear differences
emerged where pinostrobin was much more enriched in the
Annaba extracts while ferulic acid was relatively more abundant
in the Ghardaia extracts than the other two. The differences in
the relative abundance of the identified compounds in the
propolis extracts is likely based on the differences in flora found
in each of these geographically distinct regions. It is noteworthy
that pinostrobin was not detected in propolis from the Ghardaia
region. Although several plants are known to contain
pinostrobin,®? this suggests that flowering plants rich in this
phytochemical were not abundant in the vicinity of the hives in
this region located in the Sahara desert. Alternatively, the
possibility cannot be excluded that the sub species of bees
identified in the hives from this desert region, A. mellifera
sahariensis, do not collect pollen from plants that contain
pinostrobin.” It is also likely that in our study the phenolics and
flavonoids are considered the main effective phytochemical

Chem. Biodiversity 2024, 21, e202301758 (8 of 13)

components responsible for several biological activities attrib-
uted to propolis.”*!

At this time, it is not possible to identify with any certainty
what aspect of the molecular signatures of the different extracts
may be responsible for any differences in biological activities of
the three extracts, but some clear differences in biological
activity were measured. Propolis extracts from the Medea
region had the strongest free radical scavenging activity that
was possibly related its more elevated total phenolic
content,"®*" while the Ghardaia propolis extract showed very
weak anti-radical activity consistent with its lower phenolic acid
content. While the very weak anti-radical activity of the
Ghardaia extract may be explained by the relative phenolic and
flavonoid content of the 3 extracts, caution should be exercised
when relating anti-radical activity to the total phenolic and/or
flavonoid content of such extracts. Overall, the anti-radical
activity of the Annaba and Medea extracts reported here were
similar with those reported for Greek, Moroccan, Turkish and
Brazilian propolis which show ICs, values that range from 8 to
100 pg/mL using the same DPPH assay.”'~*¥ Further studies are
required to clarify the molecular mechanisms responsible for
the biological activity that we measured in these propolis
extracts.

In contrast to the anti-radical activities, all three Algerian
propolis extracts showed similar and quite potent antioxidant
activity with 1C5, values in the low pg/mL range, with the
Annaba extract being significantly more effective at limiting
AAPH-induced linoleic acid oxidation than the other two
extracts. This activity was greater than that reported using the
same assay with an Indian propolis extract that showed an ICg,
of 710 ug/mL,“ and that of Roumania propolis extracts that
showed approximately 50% inhibition at concentrations of
40 ug/mL" The antioxidant potential of various propolis
extracts, evaluated by several antioxidant tests, shows a high
degree of correlation with phenolic and flavonoids
content.®** |ndeed, several compounds previously shown to
possess physiologically relevant antiradical and antioxidant
properties were identified in the current study including caffeic
acid phenethyl ester, chrysin, coumaric acid, quercetin, kaemp-
ferol, pinocembrin, cinnamic acid and ferulic acid that have
been suggested to incorporate into cell membranes and protect
them from free radical attacks.***°*? However, it is difficult to
indicate the most effective components, considering the fact
that several compounds in a propolis extract could synergisti-
cally act on the antiradical and antioxidant capacities.”>*"
Indeed, we agree that more testing is necessary to reveal the
synergistic potential of compounds in the propolis extracts.

Numerous studies have demonstrated that propolis extracts
possess a marked effect on cancer cell proliferation and
survival.”*>” In this study, the anti-proliferative and the pro-
apoptotic effects of Algerian propolis extracts were investigated
in the Jurkat human T cell acute lymphoblastic leukemia and
Reh human acute lymphocytic leukemia cell lines. All three
Algerian propolis extracts induced apoptosis in a dose-depend-
ent manner in both cell lines. While the Medea and Ghardaia
extracts were equally effective, inducing apoptosis in the 1.9-
2.5 pg/mL range in both cell lines, the Annaba extract was
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significantly less effective in Reh cells by an order of magnitude.
Similarly, all three extracts showed potent inhibition of cell
proliferation using the MTT assay in both cell lines, again with
the Annaba extract being significantly less effective only in Reh
cells. The explanation for this decreased effectiveness of the
Annaba extract in Reh cell is currently unknown. Whether this is
due to a particular resistance of B-cell acute lymphoblastic
leukemia cells to the composition of the Annaba extract may
merit further investigation. With regard to Jurkat cells, our
extracts were considerably more potent than a Lebanese
propolis extract™ where Jurkat cell proliferation was inhibited
with an 1Cs, value of 72 pg/mL and apoptosis was induced at
with an apparent IC;, of approximately 60 pg/mL.

Importantly, the Algerian propolis extracts in the current
study showed little to no induction of apoptosis in normal
peripheral blood lymphocyte cells at concentrations of 10 pg/
mL, suggesting selectivity for cancer cells. Moreover, the anti-
proliferative and pro-apoptotic effects of the extracts with 1Cs,
values in the 2-3 ug/mL range suggest the presence of
molecules or combinations of molecules at concentrations that
could be clinically relevant since the U.S. National Cancer
Institute NCI-60 Cell One-Dose screening for potential therapeu-
tic molecules is conducted at a concentration of 10 uM (https://
dtp.cancer.gov/discovery_development/nci-60/methodology.
htm),®¥ and crude plant extracts showing ICs, values at
concentrations of 20 pg/mL or lower would be considered as
active extracts.**®"" We confirm this interesting result deserves
to be tested further.

Flavonoids and phenolics such as CAPE (caffeic acid
phenethyl ester), caffeic acid, apigenin, quercetin, genistein,
chrysin, p-coumaric acid, naringenin, kaempferol and formono-
netin are abundantly found in different propolis extracts,
including those described here, and could have antitumor
activity.852% Accordingly, propolis and its components have
shown pro-apoptotic activity by inducing both the intrinsic and
extrinsic apoptotic pathways.”™ Chrysin, for example, was
shown to initiate apoptosis via the mitochondrial pathway and
induces cytotoxic effects causing a loss of mitochondrial
membrane potential (MMP), while increasing the production of
reactive oxygen species (ROS), cytoplasmic Ca>* levels, and lipid
peroxidation.®™ Galangin, another component of propolis,
mediates anticancer activity through multiple signaling
pathways®®¢”! and was shown to decrease tumor progression
in mice bearing B16F1 melanoma cells."”” Caffeic acid is known
to arrest cell cycle in a dose- and time-dependent manner and
activate apoptosis,**’® while quercetin, a flavonoid present in
propolis, inhibits the growth of human lung adenocarcinoma
cell lines (A549 and HCC-44)"" and JB6 P+ cells"? by inducing
caspase-3-dependent apoptosis.”>”® Ferulic acid was shown to
modulate several molecular pathways involved in a multitude
of biological functions. Accordingly, ferulic acid was shown to
reverse multiple drug resistance against paclitaxel,”® and
regulated epithelial-to-mesenchymal transitions resulting in the
inhibition of metastasis in MDA-MB-231 breast carcinoma
cells.””

Another reported biological activity of propolis is its anti-
inflammatory properties, although the cellular and molecular

Chem. Biodiversity 2024, 21, e202301758 (9 of 13)

mechanisms by which propolis extracts exhibit anti-inflamma-
tory activity in some studies have not been completely
elucidated.®>’® 5-LO and its products, the leukotrienes, are
intimately involved in the inflammatory process. 5-LO is a
validated anti-inflammatory target, however to date only
zileuton has been approved for use in the United States and
despite clinical effectiveness, its poor pharmacokinetic proper-
ties and liver toxicity issues have limited its use.” The present
study shows that Algerian propolis extracts inhibit the biosyn-
thesis of 5-LO products in a cell-based model with 1Cs,
concentrations below 1 pg/mL. The extract from Ghardaia
propolis, however, was less effective that the other extracts,
perhaps due to poor-antiradical activity.®” Our findings are in
agreement with results showing that Canadian propolis extracts
at a final concentration of 5 ug/mL inhibit approximately 40%
of 5-LO biosynthesis,®" although the Algerian propolis showed
a more potent inhibition. Phenolic and flavonoid compounds
including CAPE, pinocembrin, chrysin and kaempferol possess
remarkable anti-inflammatory properties by inhibiting the
release of arachidonic acid from the cell membrane and/or its
subsequent metabolism,®? and are associated with a broad
range of inflammatory signaling pathways.®*®*¥ The presence of
these compounds may explain the inhibition of 5-LO biosyn-
thesis exhibited by Algerian propolis extracts.

Conclusions

Overall, the extracts of propolis collected from three Algerian
honey bee breeding stations present significant biological
activity. Our data do not only show that they are very rich in
phenolic and flavonoid compounds and present high free-
radical scavenging (two of the three extracts) and antioxidant
activities that are associated with potent inhibition of 5-LO
product biosynthesis, but these propolis extracts also show a
new interesting potential as an anticancer compound by
reducing proliferation and inducing apoptosis of cancer cell
lines at relatively low concentrations. This deserves to be tested
further to understand the mechanisms of propolis action and to
identify which compounds and environmental factors are
responsible for the dissimilar activities in the extracts from
different geographical regions.

Experimental

Chemicals

Folin-Ciocalteu  reagent, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical
(DPPHe), quercetin, gallic acid, calcium ionophore A23187, 2,2'-
azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH) and LC-MS
standards were purchased from Sigma-Aldrich (ON, Canada).
Arachidonic acid was purchased from Nu-Chek Prep (MN, USA) and
linoleic acid was purchased from Cayman Chemical (MI, USA).
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Honey bee samples

Honey bees were collected from three queen breeding stations
located at Annaba (36°54'40.8“°N 7°41'46.5"E) and Medea
(36°14'12.9"N 2°57'22.6"E) in the North-East and center of Algeria,
respectively, and Ghardaia (32°44'54.5"N 4°31'10.9"E) in the South
of Algeria. The local bee strains present at apiaries of Annaba and
Medea are Apis mellifera intermissa, while A. mellifera sahariensis
was present at the apiary of Ghardaia. At each locality, bees were
sampled from 8 to 24 hives. An average of 4 worker bees were
sampled per hive during winter of 2022. Samples were stored in
absolute ethanol until the DNA extraction process.

DNA extraction

A single leg was dissected from each bee sample and the DNA was
extracted in 96-well PCR plates using the Chelex method®' with
slight modifications.®™ Each leg was individually placed in a plate
well with 100 uL of warm (60°C) 10% Chelex solution and was
constantly stirred. The Chelex solution consisted of 1 g of Chelex
powder and 10 mL of molecular biology grade water. Prior to
sealing the plates, 6 uL of Proteinase K (10 mg/mL) was added to
each well and the sealed plates were placed on a CFX1000 Touch
Bio-Rad Thermocycler with the following cycling: 60°C for 1 h, 99°C
for 15 min, 37°C for 1 min, 99°C for 15 min, and a final hold at 5°C.
DNA extracts were stored at —20°C for further downstream
analyses.

Identification of honey bee subspecies

In order to identify the honey bee subspecies, the in silico
cytochrome oxidase subunit | and subunit Il gene of mitochondrial
DNA (mtDNA COI-COll) test was carried out as previously
described.”? The intergenic non-coding region of the mtDNA
located between the cytochrome oxidase | and Il was amplified
using a validated set of primers® able to capture the full sequence
length of the COI-COIl region. This PCR amplification was
conducted on a total volume of 14 uL which included 6 pL of
Master Mix for PCR (2X), (Bio-Rad, USA), 0.5 uL of each primer
(10 uM), 5 pL of nuclease free water and 2 pL of DNA. PCR cycling
was conducted as follows: 92 °C for 3 min, followed by 35 cycles of
(92°C for 30 s, 47°C for 90 sec, 63°C for 2 min), 63°C for 10 min
and a final hold at 5°C. The primer sequences were COI_Seq-F:
ACCACCTCTAGATCATTCACATTT and  COIl_Seg-R:  AGGATG-
GAACTGTTCATGAATGAA. Electrophoresis on 1% agarose gel was
occasionally conducted on a random set of samples to verify proper
amplification of the region prior to Sanger sequencing of the PCR
products.

Propolis extraction

Propolis samples were collected from the previously mentioned
apiaries. Sampling was conducted between January and April 2022.
The samples from 5 to 6 hives per geographical site were pooled
and stored as crude (not dried) samples in the dark at —20°C.
Propolis samples were crushed using a chilled mortar and pestle,
sieved and the resulting powder kept at —20°C. Ten grams of
powdered propolis was added to 40 mL of 70% ethanol and placed
in an ultrasound liquid processor (Sonicator: Qsonica ultrasound
processor, Qsonica L.L.C, Newtown, CT, USA) equipped with a probe
for 20 min (40 W; 20% amplitude). The mixtures were kept for 24 h
then centrifuged for 10 min at 1 644xg. The suspensions were kept
at —20°C for 24 h and filtered to remove any potential residual
waxes.®” Solutions were evaporated and dried under vacuum at
room temperature. The resulting products were weighed to

Chem. Biodiversity 2024, 21, e202301758 (10 of 13)

determine the yield and represent the propolis extracts used for
the remainder of the study. The yield was calculated as weight
percent as indicated the following equation:

Weight percent =
100 x (dried extract (g)/crude propolis (g)).

Total phenolic content

The total phenolic content of propolis extracts was determined
using the Folin-Ciocalteu method.®" Briefly, 100 uL of methanolic
propolis samples (1 mg/mL) were mixed with 500 uL of distilled
water and 100 uL of Folin-Ciocalteu. After 6 min, 1 mL of 7%
sodium carbonate and 500 pL of distilled water were added. The
obtained solutions were kept for 90 min in the dark. Afterwards,
100 pL of each sample was plated in triplicate in a 96-well plate
and the absorbance was measured at 760 nm using a multiplate
spectrophotometer (Synergy H1 Hybrid, Biotek Instruments). Total
phenolic content was calculated from the external calibration curve
(y=1.0447 x+0.0977 and R*=0.99) using gallic acid solutions
(0.03-1.0 mg/mL) and were expressed as mg of gallic acid
equivalents per gram of sample (mgGAE/qg).

Total flavonoid content

Total flavonoid content was evaluated by a colorimetric method as
previously described® by adding 500 pL of distilled water and
100 pL of 5% sodium nitrate to 100 pL of the methanolic propolis
samples (1 mg/mL). After 6 min, 150 pL of 10% aluminum chloride
solution was added to the mixture and 5 min later, 200 uL of 1M
sodium hydroxide was sequentially added. One hundred pL of the
obtained solution was plated in triplicate in a 96-well plate and the
absorbance was measured at 510 nm with a multiplate spectropho-
tometer (Synergy H1 Hybrid, Biotek Instruments). The total
flavonoid content was expressed as mg of quercetin equivalents
per gram of sample (mgQCE/g) by calculating an external
calibration curve (y=0.1138 x+0.4124 and R>=0.99) using querce-
tin solutions (0.12-10 mg/mL) under the same conditions.

Chemical profiles by LC-MS analysis

The chemical profiles of propolis extracts were analyzed by gradient
microscale liquid chromatography (Ultimate 3000, Thermo-Fisher
Scientific, San Jose, CA, USA) coupled to a high-resolution/accurate
mass quadrupole-Orbitrap mass spectrometer using a pneumati-
cally-assisted electrospray ionization ion source using negative ion
mode as previously described.®™ Complex extract samples were
fractionated using on-line gradient liquid chromatography with a
10 cm long, 1.0 mm diameter reversed-phase (Altima C18) column
with 3 um diameter particles (VWR, Mississauga, ON, Canada).
Solvents “A” and “B” were delivered to the column at a combined
flow rate of 40 pL/min. Solvent “A” consisted of 0.1% aqueous
formic acid while solvent “B” was composed of 90/9.9/0.1 v/v/v
acetonitrile/water/formic acid. The LC gradient began at 5% B and
was ramped to 100% B over 20 min. The column was then flushed
at 100% B for 5 min and re-equilibrated at 5%B for an additional
15 min prior to the injection of the next sample. Each extract was
first dissolved in 500 uL of ethanol and then diluted 20-fold in
50/50 ethanol/water. For compound detection, the mass spectrom-
eter was operated in negative ion mode at the maximum resolution
setting of 140,000 over a mass-to-charge range of 100-700
Thomson (Th). The mass spectrometer was calibrated using the
commercial negative ion calibration mixture from Thermo-Fisher
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Scientific immediately prior to submission of the batch analysis the
extracted samples. Retention times were compared to 24
standards.®"

Scavenging of free radicals using DPPH

The DPPH assay was used to evaluate the radical-scavenging
activity.®™ For this assay, 200 uL of a 250 uM DPPH solution in
ethanol was added to 200 uL of propolis extracts prepared at
various concentrations in ethanol (1, 5, 10, 25, 50, 100 and 125 pg/
mL). The tubes were shaken for 30 min in the dark at room
temperature and the absorbance measured at 517 nm using a
multiplate spectrophotometer (Synergy H1 Hybrid, Biotek Instru-
ments). Ascorbic acid was employed as a positive reference. The
radical scavenging activity of the samples was calculated as follows:

% Inhibition = [(A1—A2)/A1] x 100, )

where A1l is the absorbance of the addition of ethanol and A2 is
the absorbance of test sample solution. DPPH inhibition concen-
trations at 50% (IC;,) were determined based on the percent
inhibition of each sample dilution and the results were expressed in
micrograms of dry propolis extract per mL (ug/mL).

Antioxidant activity

The antioxidant assay was performed as previously described.®

Briefly, 3.5 uL of ethanolic propolis extracts at different concen-
trations (5, 1, 0.3, 0.1 mg/mL) were added to a mix of 350 uL of
phosphate-buffered solution (5 mM, pH7.4) containing 0.05%
Tween20 and 0.16 mM linoleic acid. The oxidation reaction was
started by adding 8.75 pL of AAPH solution (2 mM). One hundred
uL of the mixture was then added into a UV-transparent flat bottom
96-well plate. A condition without linoleic acid was used for a
matrix subtraction while a condition without AAPH (no oxidation)
served as the reaction control. After the addition of AAPH, or PBS
for the control reaction, the rate of lipid oxidation was determined
by measuring the absorbance of each sample every 5 min for
180 min at 234 nm with the microplate compartment on the
instrument set at 37°C (Biotek Synergy H1 Hybrid Microplate
Reader). Inhibition of linoleic acid oxidation was calculated
following the formula, where 0% represents poor antioxidant
properties while values close to 100% suggest a greater antioxidant
activity potential:

% —
rate of absorbance change of test compound (3)
- - x100
rate of absorbance change of reaction control

Cell culture

Jurkat (human acute T cell leukemia; Jurkat, Clone E6-1 — ATCC TIB-
152) and Reh (human acute lymphocytic leukemia; ATCC CRL-8286)
immortalized human cell lines were purchased from ATCC
(Manassas, VA) and were cultured at 37°C in a humid atmosphere
of 5% CO, using RPMI 1640 medium (Corning, 10-041-CV)
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS; Corning, 35-077-
CV) and 100 U/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin (1% pen/
strep). HEK293 cells stably transfected to simultaneously express
human 5-lipoxygenase (5-LO) and 5-LO activating protein (FLAP)®"
were cultured as above except using DMEM medium (Corning, 10-
013-CV) supplemented with 10% FBS and 1% pen/strep.
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Lymphocyte isolation and culture

Fresh blood was obtained from consenting healthy donors in tubes
containing the anticoagulant acid citrate dextrose. Peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) were isolated by gradient centrifugation
using a lymphocyte separation medium cushion (density, 1.077 g/
mL; Corning, 25-072-CV) as previously described.”” PBMCs were
cultured overnight (37°C, 5% CO,) in RPMI 1640 containing 10%
FBS and 1% Pen/Strep for monocyte depletion via plastic
adherence. Non-adherent lymphocytes were collected the next day.
This project was approved by the Comité d'éthique de la recherche
avec les étres humains at the Université de Moncton (protocol
number 1314-029).

Apoptotic cell death assay

Jurkat and Reh cells were seeded in 12-well plates at a density of
1x10° cells/well in a volume of 2 mL of RPMI 1640 medium with
10% FBS and 1% of pen/step. Afterward, 4 pL of different
concentrations of propolis extracts were added to cells to final
concentrations of 30, 10, 3, 1 or 0.3 pg/mL. The effects of propolis
on apoptosis were measured after 72 h by flow cytometry using
Annexin V and Zombie Aqua (BioLegend®). Briefly, 500 pL of cell
suspensions were centrifuged at 500xg for 5 min and resuspended
in 100 pL of Master mix solution (98.5 uL of annexin V Buffer+1 puL
of annexin V Alexa Fluor™ 647 +0.5 uL Zombie aqua) and incubated
in the dark for 15 min at room temperature. Apoptosis was
measured using flow cytometry (Attune NxT, Invitrogen) with FACS
Attune Nxt Software v4.2.0. The human lymphocytes isolated from
peripheral blood in the previous section were incubated with the
propolis extracts at concentrations of 3 and 10 ug/mL (near the ICs,
determined for the Jurkat and Reh cells lines) for 72h to assess the
effect of propolis on normal non-transformed human cells.

Cell viability assay

The cell viability assay was performed using the CellTiter-Blue assay
(Promega, Madison, WI, USA) as previously described.®” Briefly,
1x10* Jurkat or Reh cells/100 pL in complete culture medium were
seeded in 96-well plates and incubated with propolis extracts at
different concentrations (30, 10, 3, 1, 0.3, 0pug/mL) for 72 h.
Afterwards, 20 uL of CellTiter Blue substrate was added to the
treated cell suspensions and incubated at 37°C for 1 h for Jurkat
cells and for 2h for Reh cells. The plates were analyzed on a
fluorescence microplate reader (Synergy H1 Hybrid Microplate
Reader) then the IC5, were determined for each propolis extract.

5-LO Product biosynthesis assays in HEK293 cells

Assays for the biosynthesis of 5-LO products used HEK293 cells
stably co-transfected to express 5-LO and FLAP as previously
described.®”” Transfected HEK293 cells were collected following
trypsinization and were resuspended in Hank's balanced salt
solution (HBSS) containing 1.6 mM CaCl, at a concentration of
10° cells/mL. Cells were preincubated with propolis extracts at
various concentrations (30, 10, 3, 1, 0.3 pg/mL) at 37°C for 5 min.
Cells were then stimulated for 15 min at 37°C with 10 pM calcium
ionophore A23187 and 10 uM arachidonic acid. The reaction was
stopped by adding 0.5 volumes of cold stop solution (MeOH:MeCN,
1:1) containing 200 ng/mL of 19-OH prostaglandin B, (PGB,) as an
internal standard.®"*® Samples were vortexed and placed at —20°C
overnight to maximize protein denaturation and precipitation.
Samples were then analyzed for 5-LO products (leukotriene B,
(LTB,), 6-trans-LTB,, 6-trans-12-epi-LTB,, 5-hydroxyeicosatetraenoic
acid (5-HETE) by reverse-phase high-performance liquid chromatog-
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raphy (RP-HPLC) and UV detection at 236 nm and 270 nm as
previously described® with an updated Agilent 1260 system.®

Statistical analyses

Sequence alignment and generation of FASTA files were conducted
using Geneious Prime 2022.0.1 (https://www.geneious.com). Gen-
eration of haplotype networks and computation of genetic relation-
ships (haplotype and nucleotide diversity, Tajima’s statistic) were
conducted according to® and® in R environment (R CORE TEAM
2022) (v. 2022.07.0) using two main Libraries: “ape” and

“pegas”.”7%® Statistical analyses of propolis extract data were

performed with GraphPad Prism 9.3.1 software as described in the
figure legends (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).
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