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Résumé :

Agrumes "pamplemousse" est I'un des fruits les plus consommés dans le monde, de sorte que
notre étude sur 1’activité biologique des substances actives extraites de la croite a été limitée.
Lorsque nous avons sélectionné un échantillon de la région (Blida), les résultats ont montré un
rendement de 3,5 % de la substance active (Naringine)

La pureté a été confirmée par des essais de chromatographie en couche mince utilisant du
méthanol comme solvant ou nous avons enregistré Rf (0,7407). Et le test du naringine sous lumiére
ultraviolette et rouge et un test de résonance magnétique nucléaire une correspondance avec le
naringine de référence et dans le test de chromatographie liquide a haute performance nous avons
enregistré un pic avec une pureté de 60%.

L’objectif principal de ces travaux est d’évaluer I’efficacité in vitro et in silico des naringine
anticancéreux, antidiabétiques, anti-inflammatoires et antibactériens. La méthode théorique de
"amarrage moléculaire” confirme donc les résultats obtenus.

Dans la partie in vitro, les résultats ont ete confirmeés pour surpasser naringine sur acarbose a
IC50 (6.02uM/ml) et AG (-34.52KJ.mol™) et nous avons enregistré I’activité anticancéreuse avec
I’ADN AG (-30.17KJ.mol?), le sérum d'albumine bovin AG (-32.27KJ.mol?) et I’activité anti-
inflammatoire 1C50 (495.39uM) et AG(26.03kj.mol ). Et I'activité antibactérien avec Escherichia
coli 1C50 (9x103uM) et AG (-31.79KJ.mol ™) et avec Staphylococcus aureus IC50 (10x10% uM) et
AG (-26, 42KJ.mol ™).

Dans la partie in silico, nous avons enregistré des résultats similaires a la partie in vitro ou dans
le test antidiabétique 1C50 (5.67uM ) et AG (-29.92KJ.mol™?) Ceci est le résultat d’une association
naringine avec trois acides de liaisons hydrophobesTRP59 TYR62 ASP300 et 8 acides aminés de
liaisons hydrogéne TRP59 GLN63 HIS299 ASP300, un test anticancéreux avec ’ADN 1C50
(25.95uM ) et AG (-26.16 KJ.mol?) e résultat de cette association nous obtenons 4 liaisons
hydrogene avec des acides aminés DA12 DA10 DA11 DC12 et avec du serum albumine bovin
IC50 (17.69uM) et AG (27.08 KJ.mol™) ol naringine a été lié par quatre liaisons hydrogéne avec
les acides aminés suivants GLU125 THR121 ASP118 LYS116 et dans test anti-inflammatoire
IC50 ( 6.86uM) et AG (-29.42KJ.mol™) liaison par des liaisons hydrophobes avec des acides
ASN43 ARG44 PHE64 TYR122 PRO542 et liaison par des liaisons hydrogéne avec des acides
aminés ASN43 ARG44 ARG61 ILE124 ASP125 et dans des test antibactériens avec E. coli IC50
(10.74uM ) et AG (-28.34KJ.mol™?) ot les contrdles hydrophobes sont associés a 3 acides aminés
ASN46 ARG76 ILE78 et liaisons hydrogene ASN46 ASP49 GLU50 ASP73 GLY77 THR165 et
avec le staphylococcus aureus 1C50 (18.11uM) et AG (-27.21KJ.mol?) et association étroite avec
les liaisons hydrophobes avec les acides aminés THR165 LYS195 et les liaisons hydrogene avec
les acides amineés suivants TYR37 GLN38 GLY86 THR164 TYR216 ASN242 ASP244.




Les résultats de ’amarrage moléculaire ont été confirmés par la dynamique moléculaire de la
naringine antidiabétique dans un temps estimé a 1000 ps, ou elle a été étudiée par trois critéres, y
compris root mean square déviation RMSD, montrant une stabilité le long de 1’étude a 0,10-0,15
nm. Root mean square fluctuation RMSF a montré une valeur de 0,5 A°, Par le critere de liaison
hydrogene nous avons observé une constante dans le nombre de liaisons 6-5 sur la durée de 1’étude
et donc les résultats de la partie in silico ont été confirmés.

Mots clés : pamplemousse, naringine, acarbose, ADN, Serum albumine bovine (BSA), Docking

moléculaire, dynamique moléculaire, IC50, AG.




Abstract:

Citrus "grapefruit” is one of the most consumed fruits in the world, so our study on the
biological activity of active substances extracted from the rind was limited. When we selected a
sample from the region (Blida), the results showed a yield of 3.5 % of the active substance
(Naringin).

The purity was confirmed by thin layer chromatography tests using methanol as solvent where
we recorded Rf (0.7407). And the naringin iron test under ultraviolet and red light showed and a
nuclear magnetic resonance test a correspondence with the reference naringin and in the high-
performance liquid chromatography test we recorded a peak with a purity of 60%.

The main objective of this work is to evaluate the invitro and in silico efficacy of anticancer,
antidiabetic, anti-inflammatory and antibacterial naringin. The theoretical method of "molecular
docking” confirms the results obtained.

In the invitro part, the results were confirmed to outperform naringin on acarbose at 1C50
(6.02uM/ml) and AG (-34.52KJ.mol?) and we recorded the anticancer activity with DNA AG (-
30. 17KJ.mol?), bovine serum albumin AG (-32.27KJ.mol™) and anti-inflammatory activity 1C50
(495.39uM) and AG(26.03KJ.mol?). and antibacterial activity with Escherichia coli IC50 (9x10°
uM) and AG (-31.79KJ.mol™") and with Staphylococcus aureus IC50 (10x10% uM) and AG (-
26.42KJ.mol ™).

In the Insilco part, we recorded similar results to the invitro part where in the antidiabetic test
IC50 (5.67uM) and AG (-29.92KJ.mol?) This is the result of an association naringin with three
acids of hydrophobic bondsTRP59 TYR62 ASP300 and 8 amino acids of hydrogen bonds TRP59
GLN63 HIS299 ASP300, an anticancer assay with DNA IC50 (25.95uM) and AG (-26.16 KJ.mol
1) the result of this association we obtain 4 hydrogen bonds with amino acids DA12 DA10 DA11
DC12 and with bovine serum albumin IC50 (17.69uM) and AG (27.08 KJ.mol™) where naringin
was bound by four hydrogen bonds with the following amino acids GLU125 THR121 ASP118
LYS116 and in anti-inflammatory test 1C50 (6.86uM) and AG (-29.42KJ. mol?) binding through
hydrophobic bonds with ASN43 ARG44 PHE64 TYR122 PRO542 acids and binding through
hydrogen bonds with ASN43 ARG44 ARG61 ILE124 ASP125 amino acids and in antibacterial
assay with E. coli IC50 (10.74uM) and AG (-28.34KJ.mol™) where hydrophobic controls are
associated with 3 amino acids ASN46 ARG76 ILE78 and hydrogen bonds ASN46 ASP49 GLU50
ASP73 GLY77 THR165 and with Staphylococcus aureus 1C50 (18.11uM) and AG (-27. 21KJ.mol
1) and close association with hydrophobic bonds with THR165 LY S195 amino acids and hydrogen
bonds with the following amino acids TYR37 GLN38 GLY86 THR164 TYR216 ASN242
ASP244,




The molecular docking results were confirmed by the molecular dynamics of the anti-diabetic
naringin in an estimated time of 1000 ps, where it was studied by three criteria, including root
mean square deviation RMSD, showing stability along the study at 0.10-0.15 nm. root mean square
fluctuation RMSF showed a value of 0.5 A°, By the criterion of hydrogen bonding we observed a
constant in the number of bonds 6-5 over the duration of the study and therefore the results of the
in-silico part were confirmed.

Keywords: grapefruit, naringin, acarbose, DNA, bovine albumin serum (BSA), molecular

docking, molecular dynamics, I1C50, AG.
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Introduction Générale

Depuis I'Antiquité, les plantes médicinales sont utilisées pour traiter diverses maladies.
Selon des études, 70 & 80 % de la population mondiale utilise des plantes médicinales a des
fins thérapeutiques.(GHERMAOUI & TERNANE, 2022).

Le pamplemousse, un hybride d'agrumes, est apparu pour la premiére fois en 1649. 1l est né
dans les Caraibes d'un croisement entre un pomelo et une orange douce.

Effets thérapeutiques du pamplemousse Le pamplemousse est un fruit qui présente
d’excellents avantages pour la santé. Elle possede des propriétés hypoglycémiantes (Jung et al,
2004). 1l réduit le cholestérol (Gorinstein et al, 2004). Il posséde des propriétés anti-
inflammatoires (Benavente et Castillo, 2008). C'est un puissant antioxydant (\Wang et Yu,
2005). Propriétés anticancéreuses (Billami Sarah,2021).

Les écorces d'agrumes le pamplemousse sont riches en composés phénoliques, notamment
en flavonoides et en acides phénoliques. Elles possédent des caractéristiques biologiques.
L'extraction de composés actifs a partir des ecorces a fortement suscité l'intérét des
scientifiques pour leur utilisation en tant qu'antioxydants naturels et conservateurs
principalement dans les aliments mais aussi dans les industries pharmaceutiques et
cosmétiques.(Hamidi & Limam, 2018).

Nous nous sommes intéresses dans ce travail a I'étude de la naringine, une flavanone
glycosidique naturelle qui présente diverses activités biologiques, notamment un effet anti-
inflammatoire, un effet anticancéreux, un effet antidiabétique et un effet
antibactérien.(BOUANINI, 2019).

Quel est I'effet des composés actifs des peelings Le pamplemousse ? Quelles sont les bonnes
méthodes d'extraction adoptées pour extraire ces composés sensibles ? Quelles sont leurs
structures et leurs caractéristiques ? Ces composés ont-ils un avenir dans le traitement des
tumeurs et des perspectives d'adoption en tant que médicament dans le traitement de diverses
maladies ? Quel est le pourcentage de concordance entre les différentes études approuvées dans
le cadre du développement de médicaments?

Le manuscrit sera donc organisé comme suit:

Le premier chapitre : nous présenterons I'étude de la théorie des activités biologiques.
Deuxiéme chapitre : Généralités sur Le pamplemousse et les naringine.

Troisieme chapitre : étude théorique des techniques expérimentales utilisées précédemment.

Enfin, Pour améliorer notre étude théorique, nous avons présenté une partie appliquée pour
I'évaluer biologiquement avec les tests suivants, ou nous avons appliqué le test anticancer avec
I'ADN et l'albumine de sérum bovin, le test antidiabétique avec la-amylase et un test anti-

inflammatoire avec I'albumine de sérum bovin.
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L'a-amylase et un test anti-inflammatoire avec de I'albumine de sérum bovin, en plus d'un

test antibactérien avec deux souches différentes E. coli et Staphylococcus aureus.
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Chapitre I : Les activités biologiques

I. Etude l'activité antidiabétique :

Compte tenu de la complexité de la maladie, qu'elle soit génétique ou métabolique, et de sa
forte prévalence mondiale, la découverte de nouvelles molécules antidiabétiques plus efficaces et

moins codteuses constitue aujourd'hui un champ de recherche tres intéressant.

La médecine traditionnelle gagne en popularité et de nombreux diabétiques y ont recours
régulierement. Plus de 1200 espéces de plantes utilisées en médecine traditionnelle ont des
propriétés antidiabétiques. Cependant, la majorité d'entre elles n‘ont pas encore fait lI'objet de
rapports scientifiques. La commercialisation des plantes médicinales utilisées dans le traitement

du diabete sucré et de leurs dérivés est un aspect important de ce domaine.

Il existe plus de 200 000 métabolites secondaires, dont plus de 200 ont une activité
hypoglycémique. Ainsi, un certain nombre de groupes, tels que les alcaloides, les saponines, les
flavonoides, les glycosides, les polysaccharides, les peptidoglycanes, les acides aminés et autres,
obtenus a partir de diverses sources vegétales, semblent avoir des effets particulierement
importants dans le traitement du diabéte (KRAZA, 2021).

1.1. Définition du diabéte sucré :

Le diabete sucré est une maladie métabolique qui affecte le métabolisme des glucides, des
lipides et des protéines et se caractérise par une hyperglycémie chronique due a un défaut de
sécretion et/ou d'action de I'insuline. 11 se caractérise par une elévation persistante du taux de sucre
dans le sang, ainsi que par une polydipsie, une polyurie, une asthénie, une polyphagie, une perte
de poids ou une obésite, et des troubles de la conscience pouvant aller jusqu'au coma mortel
(KRAZA, 2021).

I.2. Classification de diabéte sucré :
> Le diabéte de type 1 (anciennement insulinodépendant DID) :

Représente environ 10 % des cas de diabéte et apparait le plus souvent chez les enfants ou les
jeunes adultes, en raison d’une destruction auto-immune des cellules de Langerhans pancréatiques.
L’hyperglycémie survient lorsque seulement 10 a 20 % des cellules sont fonctionnelles. Elle est

associée a une carence en insuline (KRAZA, 2021).
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> Le diabéte de type 2 (anciennement appelé le diabete non insulinodépendant
DNID) :

C’est le type de diabéte le plus courant, représentant prés de 90 % de tous les cas diagnostiqués.
Ce type de diabéte est plus fréquent chez les adultes de plus de 40 ans, mais il est de plus en plus
fréquent chez les jeunes. Elle est courante et représente 90 % de tous les cas de diabete. Maladie
métabolique caractérisée par une hyperglycémie causée par une diminution de I’utilisation du
glucose par les tissus périphériques, en particulier les muscles, et une diminution de la capacité du
foie & produire du glucose.

> Le diabéte gestationnel :

Il s’agit d’un trouble de tolérance au glucose qui provoque une hyperglycémie de gravité
variable et qui commence ou est diagnostique pendant la grossesse. Ce type de diabéte est
habituellement transitoire et disparait quelques semaines apres 1’accouchement. Cependant, il y a
50% de chance de développer un diabéte permanent dans une grossesse ultérieure. Les femmes
qui développent le diabéte gestationnel sont plus susceptibles de développer le diabéte de type 2
plus tard dans la vie.

» Autres types de diabéte : le diabéete secondaire (spécifique) :

Le diabete sucré peut se développer a la suite d’une pancréatite (pancréatite chronique ou aigué,
tumeur, hémochromatose), de maladies endocriniennes (phéochromocytome, acromégalie,
syndrome de Cushing, hyperthyroidie, tumeurs pancréatiques et endocrines digestives), ou de
dysfonctionnements des cellules génétiques (Diabéte de maturité et diabete mitochondrial). 11 peut
également entrainer la production de médicaments, de composés chimiques ou de composés

toxiques.
1.3. Mécanisme de l'activité antidiabétique :

Les médicaments antidiabétiques sont utilisés pour contrbler la glycémie chez les patients
atteints de diabete. lls agissent en ciblant différents mécanismes impliqués dans la régulation de la
glycémie. Les principaux mécanismes d'action des méedicaments antidiabétiques comprennent :

1. Augmentation de la sensibilité a I'insuline : Les médicaments qui augmentent la sensibilité a
I'insuline, tels que les inhibiteurs de la dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4), les agonistes des récepteurs
du glucagon-like peptide-1 (GLP-1) et les thiazolidinediones, améliorent la capacité des cellules a

utiliser I'insuline pour réguler la glycémie.(Blough et al., 2015)



Chapitre I : Les activités biologiques

2. Augmentation de la sécrétion d'insuline : Les médicaments qui augmentent la secrétion
d'insuline, tels que les sulfonylurées et les méglitinides, stimulent les cellules béta du pancréas a
libérer plus d'insuline pour réguler la glycémie.

3. Inhibition de la production de glucose : Les médicaments qui inhibent la production de
glucose par le foie, tels que la metformine, réduisent la quantité de glucose produite par le foie et
augmentent I'utilisation du glucose par les tissus périphériques.(Neumiller, 2011)

4. Réduction de l'absorption de glucose : Les inhibiteurs de l'alpha-glucosidase, tels que
I'acarbose, réduisent l'absorption de glucose par le tractus gastro-intestinal en inhibant I'activité
des enzymes qui décomposent les glucides complexes en glucose.(Neumiller, 2011)

5. Régulation du métabolisme des graisses : Les inhibiteurs de la lipase pancréatique, tels que
l'orlistat, réduisent I'absorption des graisses alimentaires et favorisent la perte de poids chez les
patients diabétiques en surpoids.(Inzucchi et al., 2015)

Ces mécanismes d'action sont souvent combinés pour obtenir un effet maximal sur la régulation
de la glycémie. Cependant, il est important de noter que les meédicaments antidiabéetiques peuvent
également avoir des effets indésirables, tels que I'hypoglycémie et la prise de poids.(Toribio, 2011)

1.4. Traitement du diabéte :
» Traitements non médicamenteux :

Le traitement du diabéte de type 1 repose sur la prescription vitale d’insuline associée a la
diététique, D’activité physique, I’autosurveillance, 1’éducation et le suivi médical régulier. La
réduction du poids et ’activité physique réguliére (adaptée et controlée) ont un effet positif avéré
sur le contréle de la glycémie, ce dernier ayant un effet positif sur la résistance a I’insuline. Le
traitement primaire du diabéte de type 2 repose sur une alimentation équilibrée et I’exercice. Les
fonctions musculaires et articulaires diminuent les dépdts de graisse, en particulier les dépots
abdominaux, liés a la résistance a I’insuline et ses conséquences avec une perte de poids fréquente.

» Traitements médicamenteux :
e Medicaments hypoglycémiques pris par voie orale :

Dans moins de la moitié des cas, les médicaments oraux contre le diabéte normalisent la
glycémie. Ils n’ont aucun effet régressif sur les lésions installées et sont contre-indiqués en
insuffisance rénale et hépatique. Leurs effets secondaires ne sont pas négligeables. Les cliniciens
qui prennent en charge des diabétiques de type 2 insuffisamment contrélés par le seul régime ont
acces a cinq classes d’antidiabétiques oraux avec des effets hypoglycémiques par différents

mécanismes d’action :
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v’ Les sulfamides hypoglycémiants (Glibenclamide) : stimulent la sécrétion d’insuline
sans influencer sa synthese.

v Les biguanides (la metformine) : réduisent I’insulino-résistance en favorisant I’action
de l’insuline sur les tissus cibles, en inhibant la néoglucogenése hépatique et en
diminuant I’absorption intestinale du glucose sans aucun effet sur la sécrétion d'insuline.

v' Les inhibiteurs d'a-glucosidases intestinales représentés par I’acarbose et le
miglitol : ralentissent ’absorption digestive des glucides complexes.

v’ Les glitazones : ce sont des molécules qui augmentent la sensibilité a I’insuline et la
fonction B cellulaire.

v Les glinides : ce sont des insulino-sécréteurs.

e Administration d’insuline :

Dans le cas ou le traitement oral du diabete échoue chez un diabétique de type 2, il semble que
I’insulinothérapie devrait étre lancée dés que possible pour préserver le capital insulino-sensible
restant. Dans ce cas, I'insulinothérapie permet une amélioration significative du controle
glycémique. Dans les cas ou les antidiabétiques oraux sont contre-indiques (insuffisance rénale,
foie...), une insulinothérapie définitive est clairement nécessaire.

Les préparations insuliniques sont classées en fonction de leur durée d’action, de leur durée
d’action et du temps d’activit¢é maximal. L’individualisation de I’insulinothérapie devrait étre
fondée sur les objectifs thérapeutiques, le mode de vie, I’alimentation, I’age, la santé générale, la
motivation, la capacité de reconnaitre I’hypoglycémie et les compétences d’autogestion. Malgré
tous les médicaments, traitements et mesures hygiéniques et diététiques disponibles aujourd’hui,
controler le taux de glucose dans le sang d’un patient diabétique reste difficile.

» Nouvelles classes de médicaments antidiabétiques :

Les nouveaux agents antidiabétiques utilisent des systémes de régulation qui n’ont jamais été
utilisés dans le traitement du diabéte : ’incrétine et les systémes endocannabinoides. Les incrétines
sont des hormones peptidiques qui sont produites par la muqueuse digestive pendant le passage
des aliments a travers le tube digestif et jouent un réle dans la satiété.

Les incrétines les plus connues sont le peptide insulinotropique dépendant du glucose (GIP) et
le peptide glucagon-1 (GLP-1). Les incrétines sont des hormones peptidiques qui augmentent la
sécrétion d’insuline en potentialisant I’effet du glucose. Pendant le passage des nutriments, les

cellules endocriniennes de 1’épithélium intestinal les libérent.
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De plus, en raison de leur courte demi-vie, ces hormones sont rapidement dégradées en
métabolites inactifs par I’enzyme dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4). L’attention des scientifiques a
été attirée sur la préservation de cette enzyme pendant son développement.

v Analogues du LPG-1 qui résistent a la dégradation par I’enzyme DPP-4, ce qui permet de

contrdler la glycémie et joue un rdle positif dans le contréle du poids ;
v"Inhibiteurs du DPP-4 qui retardent la dégradation du GLP-1.
> Traitement du diabéte par les produits naturels dérivés de plantes :

L'utilisation de plantes médicinales sous diverses formes, brutes ou préparées, s'est
considérablement développée. L'Organisation mondiale de la santé (OMS) estime que 80 % de la
population mondiale dépend de la médecine traditionnelle et de la phytothérapie pour ses soins de
santé, ce qui semble étre une solution acceptable. La capacité des plantes a produire une large
gamme de substances naturelles est I'une de leurs caractéristiques les plus distinctives. En effet, en
raison de leur abondance en métabolites secondaires, ces substances végétales ou produits de
synthese botanique représentent prés d'un quart de I'ensemble des remeédes actuellement
disponibles.

La medecine traditionnelle, qui repose sur l'utilisation de plantes médicinales pour le traitement
de nombreuses maladies, dont le diabéte sucré, est une pratique ancestrale encore utilisée
aujourd'hui.

Plusieurs études ethnopharmacologiques et expérimentales ont été menées dans le monde entier
pour identifier les plantes antidiabétiques utilisées dans les différentes pharmacopées
traditionnelles (KRAZA, 2021).

A ce jour, prés de 1123 espéces végétales ont été identifiées comme ayant des propriétés
hypoglycémiques et antihyperglycémiques. Ces plantes sont classées en 725 genres et 183
familles, dont les plus étudiées sont les Fabaceae, Asteraceae, Lamiaceae, Liliaceae, Poaceae,

Cucurbitaceae, Moraceae, Rosaceae et Euphorbiaceae.
II. Etude l'activité antibactérienne :

La méthode de diffusion en gélose a été utilisée pour tester la sensibilité des bactéries aux
extraits d'alcaloides. Les méthodes de diffusion par disque ou par trou sont utilisées dans les tests
d'activité antibactérienne in vitro. Le diamétre de la zone d'inhibition autour des puits (ou des

disques) aprés 24 heures de culture a une température suffisante est utilisé pour déterminer
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l'activité antibactérienne. Les souches bactériennes sont ainsi classées comme sensibles, tres

sensibles, extrémement sensibles ou résistantes (KAROUI et al., 2022).
II.1. Généralités sur les bactéries :
» Escherichia coli :

Escherichia coli est un membre de la famille des Enterobacteriaceae. Il s'agit d'un bacille a
Gram négatif, anaérobie facultatif, qui ne forme pas de spores et ne possede pas d'oxydase. E. coli
fait partie de la microflore commensale de 'nomme et de nombreux autres animaux.

C'est une bactérie qui colonise le tube digestif des animaux a sang chaud (carnivores,
omnivores, herbivores et oiseaux), ainsi que des reptiles. Son habitat principal est le tube digestif.

L'environnement constitue I'habitat secondaire d'E. coli. Contrairement a I'habitat primaire, il
est plutdt defavorable a leur survie (MERABET & SEKHSOUKH, 2020).

» Staphylococcus aureus :

Les staphylocoques sont des bactéries aerobies-anaérobies, facultatives, gram-positives,
sphériques (coques), tres résistantes dans I'environnement mais peu exigeantes en culture.

Staphylococcus aureus est I'une des bacteries les plus courantes en pathologie humaine. C'est
un germe commensal de la flore cutanée et digestive que I'on retrouve dans les fosses nasales chez

environ 20 % des personnes et chez 30 % de la population générale de fagcon temporaire.
I1.2. Généralités sur les antibiotiques :
» Mode d’action des antibiotiques :

Les antibiotiques agissent généralement comme des bacteéricides (ils tuent les bactéries) ou des
bactériostatiques (ils inhibent la croissance bactérienne et détruisent les bactéries).

Les bactériocines (elles tuent les bactéries) ou les bactériostatiques (elles inhibent la croissance
bactérienne et tuent les bactéries). Une bétalactamine, par exemple, est bactéricide car elle inhibe
la synthése de la paroi bactérienne. Sans cette barriere, les bactéries meurent. D'autres antibiotiques
perturbent les processus chimiques internes de la cellule, entrainant la mort de la bactérie. Les
antibiotiques plus récents, tels que les quinolones, provoquent le déroulement de 'ADN bactérien
en interférant avec une enzyme bactérienne qui permet a la molécule d'ADN de s'insérer dans une
petite cellule. Par conséquent, la bactérie ne peut pas se diviser ou produire les enzymes nécessaires
a son activité normale et meurt (MERABET & SEKHSOUKH, 2020).
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» Meécanisme de résistance aux antibiotiques :

Certains antibiotiques sont naturellement résistants a certaines bactéries. Cependant, la
résistance est souvent acquise. Les bactéries développent une résistance en incorporant un "facteur
de résistance" dans leurs genes, ce qui rend les antibiotiques inefficaces. Cette résistance peut étre
rapidement transmise a d'autres bactéries par l'intermédiaire de petits morceaux de matériel
génétique appelés plasmides. Les genes résistants peuvent étre intégrés dans des unités d'’ADN
appelées transposons, ce qui leur permet de sauter d'un site d'/ADN a un autre (MERABET &
SEKHSOUKH, 2020).

I1.3. Mécanisme :

I1.3.1. Inhibition enzymatique, premiére :

» La production de p-lactamase est la premiere :

Les p-lactamases dégradent la liaison amide sur I'anneau lactame pour rendre les p-lactamines
inactives. Les transposons portent les genes Bla, qui peuvent étre chromosomiques, plasmidiques
ou transférables.(Alioua & Bouamoucha, n.d.)

» Production de pénicillinase :

Les bactéries ont une résistance intégrée en raison de la nature specifique a I'espece des
pénicillinases chromosomiques. Les bactéries acquiérent une résistance grace aux pénicillinases
plasmidiques.

> Les P-lactamases chromosomiques :

Connues sous le nom de céphalosporinases sont produites naturellement par diverses espéces,
notamment Enterobacter cloacae, Psedomonas aeruginosa et Acinetobacter sp.

» Enzymes qui inactivent les aminoglycosides :

Trois types d'enzymes - acétyltransférase, nucléotidyltransférase et phosphotransférase - ont été
identifiés comme étant capables d'inactiver les aminoglycosides. Le plus souvent, les plasmides
contiennent les genes codant pour ces enzymes.

» Enzymes qui rendent le chloromphénicol inactif :

Une chlorophénicol acétyltransférase codée par un plasmide peut inactiver le chlorophénicol.

L'antibiotique est rendu inactif par l'acyltransférase, ce qui I'empéche de se fixer sur la cible visée.
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11.3.2. Altération des sites de liaison :

» Modification de la protéine de liaison a la pénicilline (PLP) :

En modifiant les génes chromosomiques ou en ajoutant de nouveaux genes qui expriment de
nouvelles PLP, ce phénoméne diminue I'affinité de la cible (PLP) pour les -lactamines.(Alioua &
Bouamoucha, n.d.)

» Modification des sites de liaison des ribosomes :

Les effets antibactériens des macrolides, des aminoglycosides ou du chloramphénicol peuvent
étre diminués par une modification intracellulaire de la sous-unité ribosomale ciblée de la cellule
bactérienne. Les antibiotiques qui ne peuvent plus s'attacher au site ribosomal sont incapables de
supprimer la synthese des protéines ou la croissance bactérienne a la suite de cette modification.

» Transformation du precurseur du peptidoglycane :

Les entérocoques deviennent résistants aux glycopeptides lorsque le D-Ala terminal du
précurseur du peptidoglycane est transformé en un groupe lactate.

» Modification de I'ADN topoisomérase et de I'’ADN gyrase :

L'ADN gyrase est une enzyme necessaire a l'action des quinolones. La résistance est provoquée
par des modifications accidentelles d'un seul acide aminé de I'ADN gyrase. Il en va de méme pour
les mutations de la topoisomérase V.

» Modifications des enzymes cibles :

La résistance est également provoquée par des modifications de la dihydroptéroate réductase et
de la dihydroptéroate synthétase résistante a la liaison avec les sulfamides.
I1.3.3. Diminution de la perméabilité cellulaire :
En modifiant la perméabilité de la membrane interne ou externe de la bactérie, on réduit
I'admission de l'antibiotique a son emplacement. Les porines des bactéries a Gram négatif peuvent
étre modifiées, ce qui peut limiter ou empécher la capacité de I'antibiotique a atteindre son site

d'action. (Alioua & Bouamoucha, n.d.)
11.3.4. Pompes d'efflux :

En pompant activement I'antibiotique hors de la bactérie, l'antibiotique ne peut pas atteindre
son site d'action. Les cellules bactériennes contiennent naturellement des transporteurs d'efflux
pour une variété de médicaments, ce qui augmente considérablement la résistance naturelle des

bactéries a de nombreux traitements antibactériens. Ces pompes ont besoin d'énergie. L'exposition
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aux antibiotiques favorise la surexpression mutationnelle des transporteurs, ce qui accroit la

résistance bactérienne. (Alioua & Bouamoucha, n.d.)
IL.4. Traitement :
» Amoxicilline :

Est utilisée pour traiter les infections bactériennes & Gram positif telles que la pneumonie, la
bronchite et la gonorrhée, ainsi que les infections des oreilles, du nez, de la gorge, des voies
urinaires et de la peau, ainsi que certaines bactéries a Gram négatif. L'amoxicilline appartient a
une classe d'antibiotiques connue sous le nom de pénicilline-like (béta-lactame) (Promoting the
Quiality of Medicines, 2017).
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Figure 1: Structure amoxicilline

» Lagentamicine :

(Gentalline®) appartient a la famille des aminoglycosides, dont le chef de file est la
streptomycine, découverte en 1944. Un complexe d'oligosaccharides avec un noyau de
désoxystreptamine a été produit par la fermentation d'actinomycétes monospores du genre
Micromonospora et sert de principe actif. Un mélange de trois substances ayant essentiellement la

méme activité est appelé gentamicine. (BochatonC, Rochegude S, 2004)
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Figure 2: Structure gentamicine
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I11. Etude Pactivité anticancéreux :

Le cancer se définit par la présence de cellules anormales qui proliferent de maniere incontrélée.
Ce groupe de cellules attaque et détruit I'organe dans lequel il est implanté et a la capacité de se
propager a d'autres parties du corps (processus connu sous le nom de métastases).

Il a été démontré que le composé alcaloide inhibe I'invasion, la métastase et I'angiogenese en
modifiant l'activité de divers enzymes et facteurs de transcription (KAROUI et al., 2022).

II1.1. L’ADN une cible moléculaire des anticancéreux :

La principale cible intracellulaire des médicaments anticancéreux est I'ADN. De nouveaux
medicaments plus efficaces qui ciblent I'ADN, endommagent les cellules cancéreuses, empéchent
la division cellulaire, voire les tuent, pourraient accélérer le processus de découverte et de
développement de médicaments. On a donc découvert qu'il était utile d'étudier l'interaction des
composés métalliques avec I'ADN afin de mieux comprendre leurs propriétés pharmacologiques.
En conséquence, des mecanismes complexes expliquant les processus allant de la production de
Iésions dans I'ADN jusqu'a la mort cellulaire sont desormais disponibles, ce qui ouvre des
perspectives prometteuses pour le développement de nouveaux agents anti-tumoraux plus sélectifs
et plus efficaces (KAROUI et al., 2022).

I11.2. Objectif :

Dans le meilleur des cas, le traitement du cancer vise a trouver un remede ou, a défaut, a retarder
le plus longtemps possible I'évolution de la maladie tout en soulageant ses symptdmes. Les
traitements locorégionaux (chirurgie, radiothérapie) et les traitements médicamenteux systémiques
(chimiothérapie, immunothérapie, hormonothérapie) sont les deux principales modalités de
traitement du cancer. La chirurgie permet de poser le diagnostic anatomopathologique et de
déterminer le caractere localisé ou non de la tumeur. Elle garantit un contréle localisé en toutes
circonstances et le traitement des types confinés. La radiothérapie, forme de traitement localisé,
agit en provoquant des ionisations dans l'environnement cellulaire. L'hormonothérapie a pour
objectif de mettre les cellules cancéreuses dans un état de quiescence et d'empécher leur
prolifération plutdét que de détruire les cellules cancéreuses. Le blocage du récepteur et
I'empéchement de la libération de I'hormone endogéne sont les deux méthodes utilisées dans
I'hnormonothérapie. Nous aborderons plus tard I'immunothérapie, une stratégie qui consiste a
renforcer le systéme immunitaire de l'organisme. Nous nous concentrerons ici sur la

chimiothérapie.(Jegham, 2009).
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II1.3. Mécanismes :

Les anticancéreux sont des médicaments qui ont pour objectif de tuer ou d'arréter la croissance
des cellules cancéreuses. Ils agissent en ciblant différents mécanismes impliqués dans la division
cellulaire, la prolifération et la survie des cellules cancéreuses. (Hanahan & Weinberg, 2011). Les
principaux mécanismes d'action des anticancéreux comprennent :

1. Inhibition de la division cellulaire : Certains anticancéreux, tels que les taxanes et les vinca-
alcaloides, agissent en bloguant la division cellulaire en interférant avec la formation des
microtubules, qui sont des structures essentielles pour la séparation correcte des chromosomes lors
de la division cellulaire. (Aslam et al., 2014).

2. Inhibition de la synthése de I'ADN : Les agents alkylants, tels que le cyclophosphamide, le
cisplatine et la busulfan, fonctionnent en ajoutant des groupes alkyles a I'ADN, ce qui perturbe la
structure de I'ADN et empéche la réplication de I'ADN.

3. Inhibition de la synthése des protéines : Les inhibiteurs de la synthése des protéines, tels que
les agents anti-métabolites comme le 5-fluorouracile et le méthotrexate, agissent en perturbant la
synthese des protéines necessaires a la croissance et a la survie cellulaire.

4. Inhibition de la signalisation des récepteurs : Les anticorps monoclonaux, tels que le
trastuzumab et le rituximab, agissent en se liant aux récepteurs de la surface cellulaire, ce qui
empéche la signalisation qui favorise la croissance cellulaire.

5. Induction de I'apoptose : Les agents induisant l'apoptose, tels que les inhibiteurs de la kinase,
agissent en déclenchant la mort cellulaire programmeée, qui est un processus essentiel pour éliminer
les cellules endommageées ou anormales.

Ces mécanismes d'action sont souvent combinés pour obtenir un effet maximal sur la croissance
et la survie des cellules cancéreuses. Cependant, il est important de noter que les anticancéreux
peuvent également avoir des effets indésirables sur les cellules saines, ce qui peut entrainer des
effets secondaires tels que la toxicité hématologique et la neuropathie périphérique. (Longley &
Johnston, 2005).

II1.4. Chimiothérapie pour le cancer :

I11.4.1. Chimiothérapie standard :

La chimiothérapie est principalement utilisée pour traiter les tumeurs malignes étendues ou les
métastases cachées potentielles. Il s'agit d'un traitement systémique. Pour provoquer la mort des
cellules cancéreuses, les médicaments chimiothérapeutiques fréquemment utilisés font appel a des
modes d'action variés et complémentaires. Leur découverte a souvent été accidentelle. C'est le cas

des premiers agents découverts, comme l'actinomycine D et les moutardes a l'azote, qui ont été
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découverts accidentellement lors de recherches sur les gaz de combat. Ensuite, on a découvert que
ces substances étaient toxiques pour la moelle osseuse chez I'animal, ce qui indique une fonction
anti-proliférative.

En revanche, d'autres médicaments ont fait I'objet d'études plus logiques. Pour "piéger" la
thymidylate synthétase, I'une des enzymes cruciales de la synthése de I'ADN, le 5-fluorouracile a
été mis au point. Plus de 40 000 produits chimiques sont examinés chaque année sur un systeme
de lignées cellulaires créées in vitro grace aux efforts de I'lInstitut national du cancer a Bethesda.

La méthodologie pour isoler un composé cytotoxique actif est tres complexe, et une autre
méthode de recherche ciblée est la synthése en laboratoire d'analogues de molécules déja
identifiées, afin d'améliorer leur index thérapeutique (réduction des effets secondaires,
augmentation de l'activité antitumorale). Si l'approche sur la molécule elle-méme n'est pas
rationnelle (tout composé peut étre testé, qu'il soit d'origine synthétique ou naturelle), la
méthodologie pour isoler un compose cytotoxique actif est tres complexe. La chimiothérapie du
cancer peut étre mieux comprise en gardant a I'esprit quelques idées cles.

Dans une tumeur, seules les cellules appelées "cellules souches”, qui peuvent se reproduire
éternellement, constituent une menace. Ce sont elles que I'on veut éliminer. Le processus de mort
"naturelle™ se déroule sans aide exterieure pour les autres cellules, y compris celles qui se
différencient et celles qui se multiplient mais ne se reproduisent pas ou seulement pour une courte
durée.

Il n'y a pas de substances que I'on ne trouve que dans les cellules cancéreuses ; tous les
médicaments sont quelque peu toxiques pour les cellules normales.

La majorité des médicaments pénétrent dans la cellule maligne lorsqu'elle se divise, perturbant
ainsi le processus complexe de la division cellulaire. Par conséquent, les cellules quiescentes
seront a peine touchées. En revanche, les tissus sains extrémement actifs (tels que les cellules
sanguines, les muqueuses et la peau) seront vulnérables et devront étre régénérés. Chaque produit
chimique a une toxicité non hématologique et une toxicité hématologique plus ou moins
importante. Certains médicaments n'ont d'effet qu'a un moment précis du cycle cellulaire, alors
que d'autres sont efficaces a tout moment.

L'ADN nucléaire altéré dans sa composition, sa structure ou sa disposition spatiale est le point
d'impact de la majorité des médicaments chimiothérapeutiques anticancéreux. En chimiothérapie,
les concepts de dose et de voie d'administration sont cruciaux. Les principaux médicaments de
chimiothérapie traditionnelle sont les suivants Les antimétabolites : Les D (méthotrexate,
antipuriques et antipyrimidines) empéchent la synthése des acides nucléiques, étape initiale

nécessaire a toute prolifération cellulaire.

17



Chapitre I : Les activités biologiques

Le cisplatine, les nitrosourées et les alkylants (cyclophosphamide) sont des substances qui
peuvent se lier de fagcon covalente a 'ADN.

Les substances réversibles se liant a I'ADN comprennent l'actinomycine D et les intercalants
(doxorubicine).

Les agents qui coupent les brins d'ADN comprennent la bléomycine, qui oxyde I'ADN, et
I'étoposide, qui modifie la topoisomérase I1.

Poisons du fuseau cellulaire : Les Ds comptent parmi les médicaments anticancéreux les plus
populaires et les plus efficaces. On distingue les taxanes et les alcaloides de la pervenche, comme
la vincristine. L'interaction directe avec la tubuline est a l'origine de la toxicité des alcaloides de
la pervenche. lls empéchent les cellules d'entrer en phase S en se fixant aux diméres de tubuline et
en empéchant leur polymérisation en microtubules. C'est sur les microtubules que les taxanes se
fixent le plus fréquemment. Les taxanes stabilisent les microtubules, contrairement aux alcaloides
de la pervenche, qui ont tendance a les déconstruire. En phase G2, Ds bloque le cycle
cellulaire.(Jegham, 2009).

I11.4.2. Limites de la chimiothérapie traditionnelle :

La majorité des medicaments de chimiothérapie étant des agents antiprolifératifs, ils ciblent les
processus qui distinguent les cellules proliférantes des cellules non proliférantes plutdt que les
caractéristiques qui distinguent les cellules cancéreuses des cellules normales. Ne le sont pas. Il
n'est donc pas surprenant que les médicaments anticancéreux endommagent les cellules de la
moelle osseuse ou de la lumiére intestinale, car ces cellules, bien que saines, connaissent une
croissance rapide. Chaque procédure de chimiothérapie est susceptible d'endommager les tissus
sains, ce qui entraine des effets secondaires négatifs qui limitent le traitement. Les effets
secondaires les plus fréquents de la chimiothérapie anticancéreuse sont les suivants : effets
secondaires gastro-intestinaux (nausées, vomissements, mucosite et diarrhée) ; toxicité pour la
moelle osseuse (leucopénie, anémie et thrombocytopénie) ; neurotoxicité (paresthésie, neuropathie
et douleur) ; néphrotoxicité ; effets secondaires dermatologiques, toxicité pour la reproduction et
pour les gonades. En outre, plusieurs médicaments anticancéreux présentent une toxicité
particuliére pour un ou plusieurs organes en raison de leur mode d'action ou de leur métabolisme.
La formation de résistances primaires et acquises aux médicaments chimio thérapeutiques
constitue un probléme clinique important. En effet, un nombre croissant de cancers présentent une
résistance innée a de nombreux médicaments cytotoxiques, parmi les plus puissants utilisés dans
le traitement du cancer. D'autres tumeurs, initialement sensibles, développent une résistance non

seulement au traitement qu'elles ont regu initialement, mais aussi a des médicaments qui n‘ont pas
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encore éte développés. D'autres approches thérapeutiques plus efficaces et plus ciblées sur les
cellules cancéreuses ont été développées grace a la recherche scientifique.(Jegham, 2009).
I11.4.3. Traitements spécialisés :

Les chercheurs ont récemment réussi a créer quelques nouvelles approches thérapeutiques
axées sur l'identification des sites précis ou les médicaments cytotoxiques agiront. Ces méthodes
ciblent logiquement les cellules tumorales et bénéficient d'un indice thérapeutique plus fort en
tirant parti des défauts biologiques uniques des cellules tumorales. Les médicaments ciblés qui ont
fait I'objet du plus grand nombre de recherches sont les suivants :

- Bloquer ou modifier les signaux qui régulent la croissance et la survie des cellules tumorales
(par exemple, en inhibant la transduction des signaux).

Cibler les antigénes tumoraux ou stimuler le systéme immunitaire pour qu'il attaque les cellules
tumorales.

- Activer les génes suppresseurs de tumeurs.
- Bloquer la surexpression de genes spécifiques (traitements anti-sens).
- Interférence avec la transduction des signaux.

La prolifération, la viabilité, la réplication, le métabolisme, la différenciation et la mort des
cellules sont tous régulés par la signalisation intracellulaire, qui peut étre activée de I'intérieur ou
de I'extérieur de la cellule. Les récepteurs transmembranaires sont également responsables de
plusieurs autres processus importants, notamment l'angiogenése, I'adhésion cellulaire et la
motilité. Les récepteurs a tyrosine kinase, les récepteurs a sérine kinase, les récepteurs couplés aux
proteines G, le TNF (Tumor Necrosis Factor) et dautres récepteurs font partie de ce groupe. La
surexpression et lI'activation de ces récepteurs constituent une étape cruciale dans le développement

et la propagation du cancer.

De nombreuses tumeurs malignes, notamment le cancer du pancréas avanceé, le carcinome rénal,
le cancer de la téte et du cou et le cancer du cdlon, surexpriment le récepteur tyrosine kinase erbB
1 (communément appelé HER 1 ou EGFR). Dans les tumeurs malignes qui surexpriment I'EGFR,
I'inhibition de I'EGFR empéche la prolifération des cellules cancéreuses et réduit la croissance
tumorale. Voici quelques exemples de méthodes thérapeutiques permettant de bloquer ce
récepteur:

Le récepteur peut étre rendu inaccessible en le reliant a un anticorps monoclonal ; il peut
également étre rendu inactif en attachant un minuscule produit chimique au domaine tyrosine

kinase intracellulaire du récepteur.
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Lorsqu'un poison se lie au domaine extracellulaire du récepteur et pénetre dans la cellule, le
récepteur tue la cellule ;

La fixation d'une molécule antisens sur le récepteur empéche la transmission du signal en aval
du récepteur.
Un anticorps monoclonal chimérique appelé cetuximab (Erbitux®) a une affinité plus élevée pour
le récepteur de I'EGF que son ligand naturel. Il est utilisé dans le traitement du cancer du cblon

métastatique.(Jegham, 2009).

I11.4.4. Traitements antisens :

En empéchant la production de certaines séquences d'’ARN, les techniques antisens empéchent
la croissance des cellules en stoppant la synthése des protéines. Le brin d’/ARN messager qui code
pour une protéine particuliere forme une liaison complémentaire avec l'oligonucléotide antisens.
Le complexe "ARN messager/oligonucléotide antisens™ empéche I'ARN de transfert de déchiffrer
le code, ce qui empéche la production de la proteine.(Jegham, 2009).

I11.4.5. Immunothérapie :

Les approches utilisees en immunothérapie comprennent les vaccins peptidiques qui activent
les reponses immunitaires anticancéreuses, I'immunisation génétique qui crée une immunité contre
un antigene tumoral particulier et les anticorps monoclonaux qui ciblent les antigénes tumoraux.
Les traitements géniques font également l'objet de recherches ; ils activent des genes suppresseurs
de tumeurs particuliers qui auraient subi des mutations au cours du processus de transformation

maligne.(Jegham, 2009).
I1L.5. Propriétés anticancéreuses des flavonoides :

Plusieurs études ont été menées pour démontrer les propriétés anticancéreuses des flavonoides:
Les flavonoides réduisent le risque et I'incidence de plusieurs types de cancer, notamment le cancer
du sein, le cancer du poumon, le cancer de la prostate, le cancer de I'estomac et le cancer du sein.
Une consommation accrue d'isoflavones a été associée a une diminution du risque de cancer lié
aux cestrogenes et de maladie vasculaire. Les flavonoides ont également des effets sur le cancer

du larynx et de l'cesophage.

IV. Etude activité antiinflammatoire :

L'inflammation est la réponse d'un tissu vivant vascularisé a une agression physique, chimique

ou biologique afin de le maintenir. Elle peut parfois étre néfaste en raison de Il'agressivité du
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pathogéne, de sa persistance, de la perturbation du processus inflammatoire ou d'une quantité ou
d'une qualité anormale des cellules impliquées dans I'inflammation.

Les médicaments anti-inflammatoires constituent un groupe diversifié de produits chimiques
utilisés pour traiter les réactions inflammatoires et les maladies qui en découlent (KAROUI et al.,
2022) .

IV.1. Principe :

La denaturation des protéines est une cause bien connue d'inflammation qui conduit a une
variété de maladies inflammatoires. Par conséquent, la capacité d'une substance a inhiber la
dénaturation des protéines indique un potentiel évident d'activité anti-inflammatoire. Nous avons
utilisé le test d'inhibition thermique de la dénaturation des protéines pour évaluer l'activité anti-
inflammatoire des extraits de plantes (ASSILA et al., 2022).

IV.2. Types d’inflammation :

Selon Amroun (2021), I’inflammation est classée en trois étapes selon la durée du processus
inflammatoire : inflammation aigué, inflammation chronique et inflammation subaigué, qui est la
période de transition entre la forme aigué et la forme chronique.

» Inflammation aigue:

L’inflammation aigué est une réponse immédiate et adaptative avec une spécificité limitée
causée par une variété de stimuli nocifs, tels que I’infection et les dommages tissulaires causés par
un traumatisme. C’est un mécanisme important de la réponse immunitaire innée qui commence
rapidement et les symptomes peuvent durer quelques jours, comme la cellulite ou la pneumonie
aigué.

L’inflammation aigué€ est une affection instable ; elle se résout ou persiste ; si la réponse
inflammatoire persiste pendant une période prolongée, elle peut se transformer en une affection
chronique qui dure plusieurs semaines, mois, voire des années. Cela provoque une inflammation
chronique, qui peut prédisposer a une variété de maladies chroniques telles que le cancer, les
pathologies auto-immunes et les pathologies métaboliques.

» Inflammation chronique:

Inflammation chronique est la principale cause de décés dans le monde, avec des maladies
inflammatoires chroniques tuant trois personnes sur cing ; il est également connu comme
inflammation lente et a long terme, et il dure pendant plusieurs mois a plusieurs années.

La chronicité peut étre causée par la persistance d’un agent pathogéne qui provoque une

inflammation aigué, 1’exposition a un faible niveau d’un irritant spécifique ou d’un corps étranger
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qui ne peut pas étre eliminé, un trouble auto-immun, un défaut dans les cellules responsables de la
médiation de I’inflammation, et les inducteurs inflammatoires et biochimiques qui causent le stress
oxydatif et le dysfonctionnement mitochondrial.

L’inflammation chronique est non seulement une cause primaire de ces maladies, mais elle est

aussi un facteur clé dans leur pathogénie.
IV.3. Les anti-inflammatoires :

Les anti-inflammatoires sont des substances qui agissent sur le gonflement et la douleur et qui
ciblent des molécules clés dans la physiopathologie de la réaction : PLA2, lipoxygénase,
cyclooxygénase, cytokines, et ne sont utilisés que lorsque les processus de réactions
inflammatoires sont exagérés par rapport a la cause initiale ; leurs principaux inconvénients sont
une mauvaise tolérance digestive et un large éventail de contre-indications (ASSILA et al., 2022).

» Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) :

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AlS) ou glucocorticoides sont une classe de médicaments
de structure chimique homogéne dont le noyau de base est le prégnane. Sont de puissants anti-
inflammatoires aux propriétés immunomodulatrices, analgésiques, antipyretiques et
antiallergiques. lls constituent le traitement le plus efficace des maladies inflammatoires
chroniques telles que I'asthme, la polyarthrite rhumatoide et les maladies auto-immunes.

» Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) :

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont une classe de medicaments qui ont des
effets analgésiques, antipyrétiques et anti-inflammatoires a fortes doses. lls sont utilisés avec
succes depuis plus de 3 000 ans et sont encore utilisés quotidiennement par des millions de patients
dans le monde.

> Les anti-inflammatoire d’origine naturelle :

Les plantes médicinales sont des médicaments d'origine végétale utilisés depuis longtemps par
la médecine populaire pour traiter les maladies inflammatoires, la fievre, la douleur, etc. Au moins
une partie de la plante posséde des propriétés médicinales. L'activité anti-inflammatoire de ces
plantes est due a leur forte concentration en métabolites bioactifs secondaires. Métabolites

bioactifs secondaires : polyphénols, en particulier flavonoides, stérols, alcaloides, coumarines,
IV.4. Mécanisme de l'activité anti-inflammatoire :

Les médicaments anti-inflammatoires sont utilisés pour réduire I'inflammation dans différentes

conditions pathologiques telles que larthrite, les maladies auto-immunes, les allergies et les
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maladies cardiovasculaires. Les principaux meécanismes d'action des médicaments anti-
inflammatoires comprennent :

1. Inhibition de la synthése des prostaglandines : Les anti-inflammatoires non stéroidiens
(AINS), tels que laspirine et libuproféne, agissent en inhibant l'activité de l'enzyme
cyclooxygénase (COX), qui est impliquée dans la synthése des prostaglandines, des médiateurs de
I'inflammation. (Seidenberg, 1999).

2. Inhibition de la synthese des cytokines : Les corticostéroides, tels que la prednisone et la
dexaméthasone, agissent en réduisant la production de cytokines pro-inflammatoires telles que
I'interleukine-1 (IL-1) et le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-o) (Seidenberg, 1999).

3. Inhibition de la migration des cellules inflammatoires : Les antagonistes des récepteurs des
leucotriénes, tels que le montélukast, agissent en bloquant I'effet des leucotriénes, des substances
impliquées dans la migration des cellules inflammatoires vers les tissus (Barnes, 1998).

4. Inhibition de I'activité des neutrophiles : Les inhibiteurs de la phosphodiestérase-4 (PDE-4),
tels que la roflumilast, agissent en réduisant l'activité des neutrophiles, des cellules inflammatoires
qui libérent des enzymes qui endommagent les tissus (Church et al., 2010).

5. Inhibition de l'activité des mastocytes : Les antagonistes des récepteurs de I'histamine, tels
que la cétirizine, agissent en bloquant l'effet de I'histamine, une substance libérée par les
mastocytes qui provoque la dilatation des vaisseaux sanguins et 'augmentation de la perméabilité
capillaire.

Ces mécanismes d'action sont souvent combinés pour obtenir un effet maximal sur
I'inflammation. Cependant, il est important de noter que les médicaments anti-inflammatoires
peuvent également avoir des effets indésirables, tels que des saignements gastro-intestinaux pour
les AINS et une suppression du systeme immunitaire pour les corticostéroides.(Szczeklik et al.,
2000).

I1V.5. Médicaments anti-inflammatoires :

Les anti-inflammatoires sont des médicaments qui sont utilisés pour réduire l'inflammation
dans différentes conditions pathologiques telles que l'arthrite, les maladies auto-immunes, les
allergies et les maladies cardiovasculaires. Les principaux types de médicaments anti-
inflammatoires comprennent :

1. Les anti-inflammatoires non-stéroidiens (AINS) : Ce sont des médicaments qui inhibent
l'activité de I'enzyme cyclooxygénase (COX), qui est impliquée dans la synthese des
prostaglandines, des médiateurs de I'inflammation. Les AINS comprennent l'aspirine, I'ibuproféene,

le naproxéne et le diclofénac.(Seidenberg, 1999).
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2. Les corticostéroides : Ce sont des hormones stéroides produites naturellement par le cortex
surrénalien. Les corticostéroides synthétiques, tels que la prednisone et la dexaméthasone,
réduisent l'inflammation en réduisant la production de cytokines pro-inflammatoires telles que
I'interleukine-1 (IL-1) et le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a).(Barnes, 1998).

3. Les inhibiteurs de la phosphodiestérase-4 (PDE-4) : Ce sont des médicaments qui réduisent
I'activité des neutrophiles, des cellules inflammatoires qui libérent des enzymes qui endommagent
les tissus. Les inhibiteurs de la PDE-4 comprennent la roflumilast et I'apremilast.

4. Les antagonistes des récepteurs des leucotrienes : Ce sont des médicaments qui bloquent
I'effet des leucotrienes, des substances impliquées dans la migration des cellules inflammatoires
vers les tissus. Les antagonistes des récepteurs des leucotrienes comprennent le montélukast et le
zafirlukast.(Szczeklik et al., 2000).

5. Les inhibiteurs de l'interleukine-6 (IL-6) : Ce sont des médicaments qui réduisent la
production de cytokines pro-inflammatoires telles que [I'IL-6. Les inhibiteurs de I'1L-6
comprennent le tocilizumab et le sarilumab.(Mclnnes & Schett, 2011).

Ces médicaments anti-inflammatoires sont souvent combinés pour obtenir un effet maximal sur
I'inflammation. Cependant, il est important de noter que les médicaments anti-inflammatoires
peuvent également avoir des effets indésirables, tels que des saignements gastro-intestinaux pour

les AINS et une suppression du systéme immunitaire pour les corticosteroides.

24



Chapitre 11 :

Generalités sur le
pamplemousse et la

naringine




Chapitre 11 : Généralités sur le pamplemousse et la naringine

I. Généralité sur le pamplemousse :

I.1. Historique et origine d’agrume :

L'agrume et son histoire reproductive est I'un des sujets de grand intérét Intéressant pour les
historiens et les anciens voyageurs des mondes oriental et occidental. Les agrumes sont un fruit
relativement ancien. Des graines d'agrumes (pavot) ont été trouvées lors de fouilles en
Mésopotamie, suggérant que la variété a été découverte il y a au moins quatre mille ans. Jai
également trouveé des preuves qui jettent un doute sur la connaissance des agrumes chez les anciens
Egyptiens, car des échantillons d'agrumes ont été trouvés dans des sépultures de pharaon du 12éme
siécle avant JC.

Il existe de bonnes preuves que dans les anciennes civilisations orientales, il existait de
nombreuses variétés d'agrumes, méme si la popularité des différentes variétés n'était pas égale. Le
plus commun est I'agrume, dont le fruit est utilisé dans différentes cérémonies religieuses. Les
agrumes se sont progressivement répandus et ont été deplacés de leurs terres d'origine vers d'autres
parties du monde antique en raison des guerres entre empires. Quant a I'orange, certains chercheurs
attribuent sa propagation aux navigateurs portugais en raison de la similitude de son nom avec les
oranges. Celui du Portugal. Cependant, il est prouvé qu'elle a suivi le méme chemin que l'orange
amere, car la distinction botanique entre les oranges et les coquelicots n'était pas claire au cours
de la période susmentionnée. Au lieu de cela, les chercheurs les ont traditionnellement regroupes
en un seul type dont le fruit varie entre aigre-doux, ce qui conduit a l'idée que I'absence d'oranges
peut étre due a sa propagation et a son transfert sous le nom de pavot ou d'orange amere (Yssaade
et Medaouar, 2018).

Arabes vers les pays qu'ils ont traversés ou sur lesquels ils ont gouverné. Puis s'est propagé au
reste du monde pendant I'ere suivante de I'Empire arabe Les principaux centres d'origine se
situeraient sous une ligne allant du nord-est de I'Inde au nord du Myanmar et au sud de I'lle de
Hainan. De cette zone, les agrumes se sont propagés vers l'est de I'Inde, I'archipel malaisien et le
sud de la Chine. La propagation des agrumes dans le monde a été trés lente. L'orange amere, le
citron et l'oranger n'ont été introduits dans le bassin méditerranéen que vers le milieu du Xlle

siécle, et les mandariniers ont été introduits au XIXe siécle.
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1.2. Généralités et définitions :
» Le pamplemousse « Citrus paradisi »

Le capitaine anglais de la Compagnie des Indes orientales, Philip Shaddock, aurait apporté des
graines de pamplemousse indonésien a la Barbade en 1649. L'espece s'est répandue dans les
Caraibes et a produit des fruits plus petits que l'original. En effet, le pamplemousse est un agrume
hybride. 1l est né dans les Caraibes d'un croisement entre un pomelo et une orange douce (Spiegel
et Goldschmidt, 1996). Le pamplemousse est également connu sous le nom de citron de la
Barbade, ou Shaddock en anglais (Tonelli et Gallouin, 2013).

Le pamplemousse est le plus grand des agrumes, mesurant 15 a 30 centimétres de diametre et
pesant plusieurs kilos. De forme piriforme, sa peau est lisse ou granuleuse, de couleur jaune clair
a verte, et épaisse. Sur cette peau, on trouve de nombreuses poches d'essence colorées par des
caroténoides et visibles a 1'ceil nu. L'albédo est large avec 16 a 18 quartiers bien séparés. La pulpe
peut étre blanche, rose, voire plus colorée selon les especes. Elle possede des pépins plus ou moins

gros, ovoides et pointus, qui sont pointus et mono-embryonnes (Blaisot, 2016).

o voemr

w
P,
@ \ <
B 2 ‘ ! Citronniers Bigaradiers ——
a 5 Limettiers (C. ourontium) \ orangers Pomelos
b (C. limon) - o 2
& g | (C aurantifolic) (C. sinensis) (C. poradisi)
2 \
. | \
2 ‘. > - > L
2 3 ‘ o o C. reticulata c A
o o axima
% 3 C. micrantha \*} q: ¥
=
y, y- o - —
_’ - W% e 25 o
Microcitrus Clymenia Poncirus Citrus Fortunella Eremocitrus

Agrumes vrais
(6 genres botaniques)

Sous tribu des Citrinae
Tribu des Citreae
Sous famille des Aurantioideae
Famille des Rutaceae

Figure 3: Origine génétique de la pamplemousse citrus paradisi
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1.3. Taxonomie citrus paradisi -

Tableau 1: Classification de citrus x paradisi (Aswini et al, 2012).

Régne Végétal
Embranchement Magnoliophytes
Classe Magnoliposida
Sous classe Rosidae

Ordre Sapindales
Famille Rutacées

Genre Citrus

Espece Citrus x paradisi

1.4. Nomenclature :

L’ hybridation est la fécondation croisée de ’ovule d’une plante par du pollen d’une autre plante
de la méme espéce. Ce qui est notre cas, Hybride entre Citrus sinensis et Citrus maxima, membre
du groupe des pamplemoussiers.

% Aurantium maximum Burm., depuis1755, qui n'est autre que le basionyme de Citrus
maxima.

¢+ Citrus grandis (L.) Osbeck, depuis 1757.

++ Citrus aurantium var. grandis L., depuis1753, qui est le basionyme de Citrus grandis.

+ Citrus aurantium var. decumana L., ou Citrus decumana L., depuis1763 (Billami Sarah,
2021)

L.5. Répartition géographique :

Le pamplemoussier a été découvert en Europe au Xlle siécle et était connu des Chinois 2 200
ans avant notre ére. On ne connait pas le détail des étapes qu'il a pu franchir au cours des siécles,
vraisemblablement parce qu'il n'était pas consommé.

Il est cultivé aux Etats-Unis, en Israél, en Argentine, & Chypre, au Mexique, a Cuba, en Afrique
du Sud et dans d'autres pays du monde. Il existe dix cultivars en Europe et en Afrique du Nord.

Les Etats-Unis (Floride) sont le premier producteur de pamplemousses, suivis par Israél.

28



Chapitre 11 : Généralités sur le pamplemousse et la naringine

Citrus paradisi est originaire des Antilles et a été introduit en Floride au début du X1Xe siécle.
Sa culture commerciale a débuté vers 1885, puis quelques décennies plus tard en Californie, en

Arizona et au Texas (Hodgson, 1967).
1.6. Production du pamplemousse :

v" Dans le monde :

La production mondiale de pamplemousse 2020 :
Selon les données de la FAO (Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et I'agriculture)

pour 2020, la production mondiale de pamplemousses s'éléve a environ 7,3 millions de tonnes.
Les principaux pays producteurs de pamplemousses sont la Chine, les Etats-Unis, le Mexique, la
Thailande et I'Inde. Voici les chiffres de production de pamplemousse pour ces pays en 2020
(https://www.tridge.com/fr/intelligences/pomelo/production).

Tableau 2: Production de pamplemousse dans le monde en 2020

Pays Pays % Production (2020)

- Chine 53.12% 4.95 M

n Vietnam 8.94% 833.40 K
= Etats-Unis 5.56% 518 K

BB Mexique 5.27% 490.83 K
> Afrique du Sud 4.47% 416.12 K
| Thailande 3.06% 284.75 K
| Soudan 2.87% 267.50 K
Turquie 2.55% 238.50 K

v' En Algérie :
Les agrumes ont une importance économique dans de nombreux pays. Il en est de méme pour I'Algérie,

ou ils sont une source d'emploi et d'activité économique tant dans le secteur agricole que dans les différentes
branches auxiliaires. (Conditionnement, emballage, transformation, transport, etc....) (Fadhila et
Chaouchi, 2021).

Sur le plan social, I'agrumiculture emploie en moyenne 140 jours/ha/an, sans compter ceux
générés par l'environnement de ce secteur (Traitement, commercialisation). Le verger agrumicole

algérien se concentre essentiellement dans les plaines littorales et subtropicales, ou les conditions
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pédoclimatiques sont favorables. Selon ce méme auteur les principales zones agrumicoles sont
localisées comme suit :

« La plaine de la Mitidja.

* Le périmétre de la Mina et du Cas Chélif.

* Le périmetre de I’Habra.

* La plaine d’Annaba.

» La plaine de Skikda.

L.7. Description botanique :

Le pamplemoussier est un grand arbre qui peut atteindre 10 métres de haut et 8 métres de large.
Les feuilles sont ovales, avec un bord Iégérement denté vers I'extrémité pointue, et elles ont un
pétiole ailé en forme de cceur. Les feuilles sont des Rutacées, comme celles de la plupart des arbres
de la famille des Rutacées.(Tonelli et Gallouin, 2013; ) (Dupont et Guignard, 2015).

Le pamplemousse est le plus grand des agrumes, mesurant 15 a 30 centimétres de diameétre et
pesant plusieurs kilos. De forme piriforme, sa peau est lisse ou granuleuse, de couleur jaune clair
a verte, et epaisse. Sur cette peau, on trouve de nombreuses poches d'essence, qui sont colorées
par des caroténoides visibles a I'eceil nu. Son albédo (peau blanche sous I'écorce du fruit) est
important et comporte 16 a 18 quartiers bien sépares. La pulpe peut étre blanche, rose, voire plus
colorée selon les espéces. Elle présente une variété de gros pépins ovoides et pointus qui sont

mono-embryonnés. (Blaisot, 2016).

Figure 4: Pamplemousse citrus paradisi

I.8. Compositions du pamplemousse :

Selon Morton (1987), des analyses réalisées en Californie, au Texas, en Floride, a Cuba et en
Amérique centrale ont révélé la composition biochimique moyenne du pamplemousse. Les

résultats sont exprimés dans le Tableau :
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Tableau 3: Composition biochimique moyenne du pamplemousse (Morton 1987).

Composition pour 100g Pulpe Jus Ecorce
Calorie (Kcal) 34.4-46.4 37-42 316
Humidité (g) 87.5-91.3 89.2 - 90.4 17.4
Protéine (g) 05-1.0 0.4-0.5 0.4
Lipide (g) 0.06 - 0.20 0.1 0.3
Glucide (g) 8.07-115 8.8-10.2 80.6
Fibre (g) 0.14-0.77 Traces 2.3
Cendre (g) 0.29-0.52 0.2-0.3 1.3

1.9. Valeurs nutritives du pamplemousse :

Les fruits sont riches en eau, en glucides, en fibres, en minéraux et en vitamines, en particulier
celles qui sont solubles dans I'eau. La valeur nutritionnelle des fruits varie fortement en fonction
de leur nature, des conditions de croissance et du moment de leur consommation. (Tonelli et
Gallouin, 2013).

> Flavonoides :

Présents dans tout le fruit, mais principalement dans le mésocarpe. Leur concentration est la
plus élevée dans les fruits mdrs fraichement cueillis, qui contiennent 14,5 % de citro-flavonoides.
Le principal flavonoide est la naringine, qui représente environ 7,2 g/100 g du fruit a pleine
maturité. Elle se trouve a raison de 490 a 4100mg/100g dans le mésocarpe et de 1070 a 2240
mg/100g dans les graines. (Zhang, 2007).

OH
OH
HO Q
HO 0 O
0
HsC 0
HO OH O
OH
OH

Figure 5: Structure chimique de naringine (Faiza & Souad, 2020).
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L'hespéridine, un autre citro-flavonoide composé du groupe rutinosyl (parti osidique) et de
I'nespéridine (partie aglycone), se trouve a des concentrations plus faibles que la naringine (0-20
mg/100g) (Zhang, 2007). Dans le mésocarpe du pomelo. On la trouve également & une
concentration de 29,5 mg/100g dans I'épicarpe du pomelo (Zhang, 2007 ; Baron et coll, 2016).

OH
OCHs

Figure 6: Structure chimiquen 1'hespéridine (Faiza & Souad, 2020).

» Les limonoides :

Les limonoides sont des triterpenes présents dans les fruits des agrumes. Ils sont responsables
du goGt amer des jus dagrumes apres leur pressage (Bruneton, 2009) Les limonoides sont
également présents, dans une moindre mesure, dans le mésocarpe du pamplemousse, a des
concentrations comprises entre 0,31 et 0,87 % du poids sec du fruit. Les limonoides se trouvent
principalement sous forme d'aglycone dans les graines immatures, mais au fur et a mesure que le
fruit marit, des formes hétérosidiques peuvent apparaitre (Ozaki et coll, 1991). La présence de

limonoides sous forme d'acide limonoique peut étre observée dans le mésocarpe (Bruneton, 2009).

Figure 7: Structure chimique des limonides (Faiza & Souad, 2020).
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> Vitamine C :

La vitamine C, également connue sous le nom d'acide L-ascorbique, a la formule chimique
C6HB8O6 et est I'un des antioxydants hydrosolubles les plus importants présents dans les fluides
intra- et extracellulaires. (Compartiments hydrophiles) (Vertuani et al, 2004). Il s'agit d'une
vitamine hydrosoluble sensible a la chaleur, a la lumiére UV et a l'oxygéne. Le corps humain ne
pouvant la synthétiser, elle doit étre obtenue principalement par I'alimentation (fruits et légumes
frais). Les besoins de l'organisme en vitamine C augmentent pendant la croissance, la grossesse,
I'allaitement et chez les patients diabétiques (Fain, 2004).

La vitamine C est un puissant antioxydant, et elle travaille avec la vitamine E et I'enzyme

glutathion peroxydase pour neutraliser les radicaux libres (Cheick, 2006).

HO
= Ho

Figure 8: Structure chimique de vitamine C (Faiza & Souad, 2020).

> Fibres (pectine) :

Les pectines sont des polysaccharides complexes qui contiennent des acides -Dgalacturoniques
et qui sont abondants dans les jeunes fruits charnus. Elles sont d'abord insolubles et conferent aux
tissus une certaine rigidité. Au fur et a mesure que le fruit marit (Bruneton, 2016). lls sont dégradés
en sucres et en acides. Les agrumes, en particulier les pamplemousses et les citrons, ont une teneur
en pectine plus éleveée, allant de 36,0 1,46 mg/g a 86,4 3,36 mg/g dans les écorces d'agrumes (Zou
et al, 2016).

» Autres substances :

Le pomelo (citrus x paradisi) est riche en eau. C'est aussi une bonne source de potassium, avec
une teneur en potassium de 147 mg/100g, ainsi qu'une source de calcium et de phosphore (USDA,
2001).
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Tableau 4: Composition pour 100 g des fruits du citrus x paradisi
(https://www.agripedia.nc/ressources-vegetales/plantes-alimentaires/fruits/pomelos/les-pomelos).

Composition Valeurs (pour 100g du citrus x paradisi)
Eau 88.1¢g

Calcium 22 mg

Magnésium 9mg

Phasphore 18 mg

Potassium 135 mg

Vitamine C 31.2 mg

1.10. Effets thérapeutiques du pamplemousse :

Le pamplemousse est un fruit qui présente d’excellents avantages pour la sante.
v Elle posséde des propriétés hypoglycémiantes :

Une étude sur des animaux diabétiques a révelé que les niveaux de glucose dans le sang étaient
significativement réduits apres I'injection de naringine. Par conséquent, ce composé peut jouer un
réle important dans la prévention de I'nyperglycemie (Jung et al, 2004).

En effet, une étude sur des personnes obeses atteintes du syndrome métabolique a révélé que la
consommation d'un demi-pamplemousse par jour avant chaque repas pendant 12 semaines
entrainait une perte de poids (Fujioka et Greenway, 2006).

v" 1l réduit le cholestérol :

Une étude sur des patients d’hypercholestérolémiques a révélé que la consommation de deux
pamplemousses par jour avait la capacité de réduire les niveaux de cholestérol et de triglycérides
dans le sang (Gorinstein et al, 2004).

v 1l possede des propriétés anti-inflammatoires :

Les flavonoides des agrumes ont des propriétés anti-inflammatoires, selon plusieurs études
(Benavente et Castillo, 2008).

v' C'est un puissant antioxydant :

Le pamplemousse est riche en vitamine C et en naringine, un flavonoide présent uniqguement
dans les agrumes et extrémement bénéfique dans la lutte contre les radicaux libres (qui provoquent

l'oxydation des tissus et des cellules de notre corps, accélérant le vieillissement). Il contient
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également des limonoides, que I'on trouve principalement dans ses graines et son jus et qui sont
connus pour leurs importantes capacités antioxydantes (Wang et capacités antioxydantes) (\Wang
et Yu, 2005).

v Propriétés anticancéreuses :

Plusieurs études ont établi un lien entre la consommation d'agrumes, dont le pamplemousse, et
la prévention de certains types de cancer, notamment les cancers de I'eesophage, de l'estomac, du
cblon, de la bouche et du pharynx. Selon l'une de ces études, la consommation modérée d'agrumes
(1 a 4 portions par semaine) diminue le risque de cancer du tube digestif et de l'appareil
respiratoire. Dans le cas du cancer du pancréas, les études restent controversées. En revanche, les
chercheurs ont découvert que les personnes qui consommaient davantage de pamplemousse blanc

présentaient un risque plus faible de cancer du poumon (Billami Sarah, 2021).
I.11. Variétés du pamplemousse :

Le pamplemousse se décline en de nombreuses varietés cultivees, chacune ayant sa propre
couleur, sa propre saveur et sa propre forme. La plupart des variétés d'Extréme-Orient ne sont
cultivees que dans leur pays d'origine, ou les conditions climatiques permettent au fruit de mdrir.
Les fruits sont juteux, mais amers et remplis de graines. Ils sont appréciés et utilisés dans la cuisine
traditionnelle. Des variétés améliorées, moins ameres et plus sucrées mais moins juteuses, sont
cultivees en Extréme-Orient et dans d'autres parties du monde.(Billami Sarah, 2021).

Tableau 5: Caractéristiques des principaux de pamplemousse
(https://www.agripedia.nc/ressources-vegetales/plantes-alimentaires/fruits/pomelos/les-pomelos).

Marsh Redblush  Ruby Shambar  Star Thompson
Ruby
Origine Semis Mutation Mutation  Mutation Mutation  Mutation
Duncan Thompson  Thompson Marsh Ruby Mars
Couleur Jaune Rose Jaune Rose Rose Rose
Poids (g) 460 440 530 590 540 510
Diameétre
(mm) 101 86 96 101 91 92
Hauteur
(mm) 101 91 104 117 108 108
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Epaisseur de

I’écorce du 9 9 9 10 9 6
fruit (mm)

Graines (n) 5 9 9 2 2 5
Jus (%) 44 52 48 45 57 50
Acidité (g) 1.03 1.03 1.07 1.1 1.03 1.03
Sources 7.5° 7.7° 7.6° 7.7° 7.5° 7.5°
solubles

I.12. Utilisations de pamplemousse :

L'huile essentielle extraite des fleurs de pamplemousse est utilisée en médecine traditionnelle
pour traiter I'insomnie et comme tonique. Sa pulpe serait un acide efficace pour traiter letroubles
urinaires. Des extraits de feuilles de Citrus paradisi ont été testés pour leur activité antibiotique
(Morton et al., 1987).

L'écorce de pamplemousse est utilisée en confiserie et constitue une source importante de
pectine pour la conservation d'autres fruits. L'huile d'écorce est utilisée dans la préparation de
boissons comme ardme (Morton et al., 1987).

Il est utilisé pour fabriquer I'extrait de pépins de pamplemousse, qui est a la fois un antibiotique
et un complément alimentaire. Ce dernier est compose de plusieurs éléments, dont des polyphénols
(par exemple, la quercétine) (Cordonnier, 2015).

Le pamplemousse a également des effets négatifs. Il est vrai qu'un inhibiteur d'enzyme
augmente les effets secondaires et la toxicité de certains médicaments utilisés pour traiter le cancer
du sein (Chabbosseau et Derbré, 2015).
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Il . Généralités sur la naringine :

I1.1. Historique et origine naringine :

La naringine a été découverte dans les fleurs des pamplemoussiers poussant a Java par De Vry
en 1857, mais il n'a pas publié ses résultats a I'époque. De Vry et Hoffman, et plus tard Will, ont
mené des recherches approfondies sur ce "nouveau composé" dans les années qui ont suivi. Le
nom naringine est tres probablement dérivé du terme sanskrit "narangi”, qui signifie "orange". Elle
Les agrumes et les pamplemousses, les haricots, les cerises, le cacao, l'origan et les tomates en
contiennent tous. Le jus de pamplemousse en contient jusqu'a 800 mg/L. Asahina et Inubuse ont
découvert la structure chimique de la naringine en 1928 (Bharti et al., 2014).

La naringine se trouve principalement dans le jus de pamplemousse, de cédrat vert et de leurs
variétés ; elle a de nombreuses fonctions biologiques et est largement utilisée dans les domaines
de la médecine, de l'alimentation et de la santé.

La naringine est largement utilisée dans les domaines de la médecine, de la nutrition et des
cosmétiques. Elle possede une large gamme d'activités biologiques. La naringin a été obtenue dans
les années 1930 par Harvey et Rygg en utilisant la méthode d'isolation et d'extraction.

L'extraction et I'isolement. Ils ont également établi une méthode colorimétrique pour déterminer
la naringine. lls ont également établi une méthode colorimétrique pour déterminer la naringin, qui
a servi de base aux recherches suivantes. Booth et d'autres chercheurs ont mené des études
systématiques sur les métabolites de la naringine.

Naringine. Hagen et d'autres chercheurs ont établi une méthode de chromatographie basée sur
la fluorescence pour déterminer la naringin dans les années 1960. Hagen et d'autres chercheurs ont
mis au point une méthode de chromatographie basée sur la fluorescence pour la détermination de
la naringine. En outre, l'activité biologique de la naringin a été évaluée. L'activité biologique de la
naringine a été évaluée. On a constaté qu'elle améliorait l'ascite, l'oedéme pulmonaire expérimental,
le péritoine et I'oxygénation. A I'heure actuelle, Les méthodes actuelles d'extraction de la naringine
comprennent l'extraction a I'eau chaude, I'extraction alcaline, la précipitation acide et I'extraction
par solvant organique. La naringine est extraite par précipitation acide et par solvant organique.
Des études sur l'activité des produits pharmaceutiques ont été menées et ont montré sa gamme

d'activités biologiques (Wang et al., n.d.).
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I1.2. Définition et structure de naringine :

La naringine (formule moléculaire C27H32014, poids moléculaire 580,4 g/mol) est un
glycoside de flavanone que I'on trouve dans les raisins et les agrumes. Elle a le goGt amer distinct
du jus de pamplemousse (Alam et al., 2014).

Naringine (4',5,7-trihydroxyflavanone-7-rhamnoglucoside) qui possede des propriétés
biologiques et pharmacologiques intéressantes. La naringine est un composé amer composé de
naringénine, un aglycone, et de néohespéridose attaché au groupe hydroxyle en C-7. La naringine
est actuellement inscrite au registre des substances aromatiques, ce qui permet son utilisation sans
restriction dans les aliments. Récemment, I'efficacité de la naringine dans le traitement du diabéte
et de ses complications a suscité un regain d'intérét (Srinivasan et al., 2019).

OH
OH
HO 0
HO 0 O
0
H3C 0
HO OH O
OH
OH

Figure 9: Structure de naringine (Bouanini, 2019)

I1.3. Sources de naringine :

La naringine est I'un des citro-flavonoides les plus abondants isolés a partir de I'écorce d'oranges
communes :
» Citrus aurantium L.= I’oranger amer.
C. sinensis =I’oranger doux.
C. unshiu Citrus limon = le citronnier.
Citrus aurantifolia = le limettier (Citron vert).
Citrus paradisi (maxima) = le pamplemoussier.

Citrus reticulata = la mandarine.

YV V. V V V V

Citrus medica= Citron.
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Et d'autres espéces du genre Citrus (appartenant a la famille des Rutacées). Aussi ; dans des
genres Fabacées, Bétulacées, Lamiacées et Papilionacées (I’argousier (Hippophaé rhamnoides.))

(Bouanini, 2019).

I1.4. Description de la naringine :

Origine : Pamplemousses
Dénomination chimique:

(7-[[2-O-(6-Deoxy-a-L-mannopyranosyl) -B-D-glucopyranosyl]] oxy] -2,3-dihydro-5-hydroxy-2-
(4-hydroxyphenyl) -4H-1-benzopyran-4-one)
Formule moléculaire : C27H32014 ; MW, 580.53 ; CAS, 10236-47-2.

Propriéteés :

Poudre cristalline de couleur blanche a jaune clair. Insoluble dans les solvants non polaires, y
compris la benzine de pétrole, I'éther, le benzene et le chloroforme, mais soluble dans le méthanol,
I'éthanol, l'acetone, I'acide acétique, les solutions alcalines faibles et I'eau chaude. Fusion.

Point de congeélation : 83 °C, contenant 6 a 8 cristaux d'eau ; 171 °C, contenant 2 cristaux
d'eau. Cristalline. Rotation optique spécifique : 19D-82° (dans une solution d'éthanol) (Wang et
al., n.d.).

IL.5. Biosynthése de naringine :

Biosynthese de la naringine par la voie des phénylpropanoides : La voie des phénylpropanoides
commence par un acide aminé essentiel, qui est un effet associé de la voie du shikimate. La voie
des phénylpropanoides produit un large éventail de produits finaux, notamment des flavonoides,
des tanins et des lignines. La représentation de la voie des phénylpropanoides est maintenant
accordée. Les sept premieres étapes enzymatiques catalysées de la voie de biosynthése des
phénylpropanoides ouvrent la voie a la synthese de la naringine. L'enzyme phénylalanine
ammonia-lyase (PAL) convertit la phénylalanine en acide cinnamique dans la premiére étape. La
désamination de la phénylalanine produit de I'acide cinnamique et de I'ammoniaque. La cinnamate
4-hydroxylase (C4H) initie ensuite la conversion de I'acide cinnamique en p-coumarate. L'enzyme
4-coumarate CoA-ligase (4CL) convertit le p-coumarate en p-coumararoyl CoA. L'ensemble de la
voie des phénylpropanoides conduit a la synthése du p-coumaroyl CoA. La voie se divise ensuite
en flavonoides, stilbénes, proanthocyanines, flavonols et anthocyanines. La chalcone synthase
(CHS) et la chalcone isomérase (CHI) sont des enzymes qui catalysent la séparation des

phénylpropanoides dans la biosynthése des flavonoides. En outre, la catalyse de l'uridine
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diphosphoglucoseflavanone 7-O-glucotransférase (UF7GT) produit une variété de métabolites
(Sharma et al., 2019).
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Figure 10: Biosynthese de naringine

I1.6.Pharmacocinétique et toxicité de naringine :

I1.6.1. Pharmacocinétique :

» Absorption :

La naringine produit plusieurs métabolites dans le sang et l'urine des rats, notamment la
naringénine, le glucuronide de naringénine et le sulfate de naringénine. Des enzymes telles que les
-rhamnosidases et les -glucosidases catalysent I'hydrolyse de la naringine en naringénine. En outre,
par fission du cycle, la naringine est transformée par la microflore intestinale en une variété
d'acides phénoliques. Les principaux métabolites de la naringine ont été identifiés comme étant
I'acide 4-hydroxybenzoique, l'acide 2,4,6-trinydroxybenzoique, le phloroglucinol, l'acide 4-
hydroxyphénylpropionique et l'acide 4-hydroxyphénylacétique. En outre, lorsque la naringénine
est incubée avec des microsomes de foie de rat, trois métabolites sont produits (deux hydroxylates
de naringénin et le 5,7-dihydroxychromone). Tsai et Tsai ont démontré que l'absorption de la
naringine par le systéme porte et le systeme lymphatique était respectivement d'environ 95 et 5 %.
La naringine et la naringénine sont détectables dans le plasma environ cing heures apres

I'administration orale.

» Distribution :

La naringine et ses métabolites étant tres lipophiles, ils sont distribués dans presque tous les

organes du corps, les concentrations les plus élevées étant observées dans I'estomac et les plus
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faibles dans le cerveau en raison de la perméabilite réduite de la barriere hémato-encéphalique. La

naringine est concentrée dans le foie et la bile par des processus de transport actif.
> Meétabolisme :

La naringine subit un important métabolisme de phase | et de phase Il dans le foie, comme le
montre la figure 1 Liu et ses collegues ont identifié un total de 23 métabolites de la naringine apres
administration orale & des rats (42 mg/kg) et a des chiens (12,4 mg/kg). lIs ont identifié I'acide 4-
hydroxyphénylpropionique (37% chez les chiens et 16% chez les rats) comme un métabolite
majeur de la naringine.

> Elimination :

La naringine est éliminée par les reins dans l'urine et par le foie dans la bile en subissant
partiellement le clivage bactérien du cycle (de I'anneau C) et ensuite les trois ponts de carbone vers
la partie dihydrochalcone. Selon Fuhr et Kummert, I'excrétion urinaire varie entre 5 et 57 % de la
consommation totale. Dans les 36 heures suivant I'administration, Liu et ses collégues ont récupéré
60 % de la dose administrée sous forme de métabolites dans l'urine et les féces des chiens et 21 %
chez les rats. Cependant, 48 heures apres I'administration, 1 % de la naringine administrée a été
récupérée dans l'urine des rats et 8 % chez les chiens sous forme de naringine libre et de
naringénine, ce qui est comparable a ce que I'on trouve chez 'homme (environ 5 %). Ishii et ses
collegues ont étudié I'elimination de la naringine chez un seul volontaire sain ayant recu 500 mg
de naringine. lls ont découvert que le pic urinaire de naringine (64 g) était atteint vers 4 heures,
celui de naringénine (850 g) vers 24 heures et celui de glucuronides de naringénine (4 mg) vers 10
heure (Bharti et al., 2014).

11.6.2. Toxicité :

On sait que la naringine n'a pas d'effet toxique significatif lorsqu'elle est administrée a des doses
normales, et qu'une dose orale unique de 2 g n'a pas d'effets significatifs chez I'homme.

La toxicité chronique de la naringine a été étudiée chez des rats Sprague-Dawley pendant 6
mois. La naringine a été administrée a des rats a des doses de 50, 250 et 1250 mg/kg par voie orale
; aucun déces ni effet toxique n'a été observé chez les deux sexes. Le traitement a la naringine a
des doses de 250 et 1250mg/kg a entrainé une diminution du poids corporel mais aucun
changement pathologique. 1l a été proposé que la naringine contribue a la régulation du
métabolisme des acides gras, du cholestérol et du glucose. La dose sans effet nocif observé
(NOAEL) de naringine chez les rats serait supérieure a 1250mg/kg, ce qui équivaut a environ

200mg/kg chez I'homme. Dans I'étude du méme groupe sur la toxicité de la naringine, il a été
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déterminé qu'une dose orale unique de 16mg/kg de naringine n'avait aucun effet toxique. Chez les
porcs et les rats, les doses létales medianes (DL50) ont été estimées a 2000mg/kg (Bacanli et al.,
2018).

I1.7. Effets thérapeutiques de naringine :
» Actions analgésiques et anti-inflammatoires :

Apres I'administration intragastrique de naringine a différentes doses, il a été démontré que les
temps de torsion des rats étaient considérablement réduits. L'administration intragastrique de
naringine, en commencant par une dose de 120 mg, a permis d'inhiber le degré de gonflement de
l'oreille. Aprés administration intragastrique de naringine, les sécrétions péritonéales ont
sensiblement diminué. Aprés I'administration intragastrique de naringine a des doses croissantes a
partir de 60 mg pendant trois jours consécutifs, le gonflement inflammatoire provoqué par
I'injection de protéines de griffes de rat a été stoppé, et le mécanisme anti-inflammatoire peut étre
lié aux effets inhibiteurs. Affecte la facon dont les médiateurs inflammatoires PGE2 sont produits
ou libérés (Wang et al., n.d.).

» Anti-apoptose, anti-radiations et prévention du cancer :

On a découvert que la naringine protege contre les leésions hépatiques provoquées par la
production de facteur de nécrose tumorale induite par le lipopolysaccharide, ce qui peut étre utilisé
pour réduire les Iésions hépatiques et le risque de carcinogenése hépatocellulaire [10]. L'effet
anticancéreux de la naringine est le résultat global de nombreux processus physiologiques, tels que
I'effet des antioxydants et le piégeage des radicaux libres, I'inhibition de la prolifération des
cellules cancéreuses et I'induction de I'apoptose. Naringine a notamment permis de prévenir le
cancer en induisant I'apoptose dans les cellules tumorales (\Wang et al., n.d.).

» Protection précoce du diabete contre les complications :

En empéchant l'apoptose oxydative des cellules B du pancréas et en contrdlant I'expression et
l'activité des enzymes du métabolisme des acides gras, du cholestérol et du glucose, naringine
accélére la décomposition du sucre dans le foie et abaisse les niveaux de glycogene.

Le rhizome de Drynaria, un ingrédient clé de la médecine traditionnelle chinoise, contient de
naringine. Des expériences ont démontré que naringine peut supprimer les effets de plusieurs types
d'inflammation, y compris l'arthrose. En outre, il a été démontré que naringine favorisait le
développement et la prolifération des ostéoblastes tout en inhibant I'activité des ostéoclastes (\Wang
et al., n.d.).
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» Une activité synergique avec une variété de suppléments :

Naringine est de plus en plus connue en raison de ses interactions bénéefiques avec de nombreux
suppléments et médicaments potentiels. Aprés supplémentation, elle améliore I'absorption des
nutriments (Shakyawal et al., 2022).

» Reégénération osseuse efficace :

Les effets des formulations de naringine a libération contrdlée sur la régénération osseuse et la

cicatrisation osseuse potentielle ont été démontrés (Chen et al., 2013).
I1.8. Bio applications de naringine :

* Naringine de pépins de pamplemousse : I'extrait de pépins de pamplemousse est antibactérien,
antiviral et antifongique. Il est utilisé comme traitement de premier secours, nettoyant pour le
visage, douche vaginale, remede contre les irritations de la peau, gargarisme contre les maux de
gorge, ringage des oreilles ou du nez pour traiter les infections, ringage dentaire et rafraichisseur
d'haleine. Sa vapeur peut étre inhalée pour traiter les infections pulmonaires. En agriculture, il est
utilisé pour tuer les champignons, les bactéries et les parasites dans les aliments pour animaux,
pour lutter contre la formation de moisissures, pour désinfecter I'eau et pour conserver les aliments
(Shakyawal et al., 2022).

« La naringine est un médicament antidiabétique qui est également utilisé pour traiter I'herpes,
I'insuffisance cardiaque, I'alcoolisme et I'insuffisance veineuse chronique.

* La naringine est largement utilisée dans 1'industrie de la nutrition pour augmenter I'absorption
de suppléments tels que la caféine. Elle améliore le métabolisme de I'éthanol et réduit les effets
négatifs de la consommation d'éthanol ; c'est un antioxydant et un piégeur de radicaux libres ; et
elle réduit de maniére significative I'oxydation des LDL. Elle posséde des propriétés antifongiques,
réduit la cytotoxicité et agit comme un agent anti-apoptotique.

* La naringine inhibe la dégradation endogeéne des protéines autophagiques-lysosomales induite
par l'acide okadaique, ainsi que l'absorption et la dégradation des glycoprotéines médiées par les
récepteurs.

* La naringine peut étre utilisée pour prévenir 'hyperphosphorylation pathologique, les effets
secondaires des médicaments chimiothérapeutiques et les toxines environnementales.

* La naringine (25 mg) améliore la biodisponibilité des nutriments et des médicaments
(Shakyawal et al., 2022).
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Chapitre 111 : Contexte théorique des différentes techniques expérimentales utilisées

Notre étude vise a évaluer l'activité biologiques (antidiabétique, antiinflammatoire, anticancer
et antibactérien) de la naringine in vitro. Cette activité peut étre étudiée a l'aide de différentes
techniques analytiques, dont la plus courante est la spectroscopie UV-Visible. Ainsi, I'étude in
silico des différents paramétres physicochimiques, par exemple: Drug-likness et de
pharmacocinétique par I’outil bio-informatique SwisSADME et aussi de l'interaction entre le
naringine via Docking (L’amarrage moléculaire) qui permet de confirmer théoriqguement nos

résultats expérimentaux.
I. Spectroscopie d'absorption dans le domaine UV-Visible :

Les domaines de longueurs d'onde considérés ici sont, pour la radiation ultraviolette (UV),
Compris entre 190 et 400 nm et entre 400 et 900 nm pour la radiation du domaine visible.
(Biemont, E., 2008 et Gratien, E., 2008).

I.1. Principe de spectroscopie d’absorption dans I’UV visible :

Dans une molécule, les transitions électroniques UV-visibles mettent en jeu les énergies les
plus importantes de la chimie (environ de 13000 a 50000 cm-1 soit 160 a 665 Kj.mol-1). L’ordre de
grandeur des énergies mises en jeu est celui des énergies de liaison des molécules et ces
rayonnements peuvent parfois provoquer des ruptures de liaisons. Plus généralement, ils
provoquent des transitions ¢lectroniques entre les différents niveaux d’énergie des molécules

(Baudouin, A., 2012).
1.2. Loi de Beer-Lambert :

L'absorbance d'un rayonnement monochromatique est proportionnelle a la longueur du trajet
d'absorption (£) et a la concentration de I'espéce dans le milieu (C). On exprime générale, la
concentration en mol L-1 et la longueur en cm on a donc la relation :

AAd = &02.C

Avec € : coefficient d'absorption (ou d’extinction) molaire du composé a une longueur d'onde
définé. L'unité du coefficient d'adsorption molaire est : Lmol-1cm-1, C’est une grandeur qui dépend
de I’espece chimique considérée, de la longueur d’onde d’analyse, du solvant et de la température
(Mesplede, J., Randon J. 2004 et Boutiti A., 2010).
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II. L'amarrage moléculaire :

La premiére problématique de la biologie structurale est le repliement des macromolécules dans
une structure tridimensionnelle biologiquement active. La compréhension de la communication
moléculaire pour échanger des informations, s’activer ou s’inhiber est la seconde problématique,
enjeu majeur de la biologie intégrée (Brut, 2009). L'amarrage moléculaire (ou le docking

moléculaire) est I'un des outils qui confére a résolu ces problémes.
I1.1. Principe :

Le Docking est utilisé pour prédire la structure du complexe intermoléculaire résultant de
L’association entre au moins deux molécules. Il permet aussi de connaitre la fagon dont un ligand
(petite molécule) interagisse avec un récepteur (macromolécule) et de calculer I'énergie de liaison
entre eux. Il permet aussi de déterminer quel ligand candidat interagira le mieux avec un récepteur
cible (Asses, 2011 ; Lanez, 2016).

1- Représentation 4- Regroupement,

Classement et selection:
2- Recherche

nformationnelle: | re-scoring
- contormationnelie: ' qonnée expérimentale

-rigide (rotation et
translation)

-flexible: résidus,
chaine carbonée,
domaine

3- Minimiseur
évaluation du score

5- Affinement
-minimiseur
- dynamique moléculaire

Figure 11: Schéma du protocol générale de docking
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I1.2. Les étapes de Docking :

Le processus du Docking est itératif et chaque passe de calcule s'articule en deux étapes :
I1.2.1. Amarrage moléculaire avec I’AutoDock Tools :

Est I’étape de sélection, consistant a placer le ligand dans le site actif de la molécule et a
échantillonner les conformations, positions et orientations (poses) possibles, en ne retenant que
celles qui représentent les modes d’interactions les plus favorables. Les logiciels de Docking sont
donc des outils tres utiles en biologie, pharmacie et médecine, car la plupart des principes actifs
sont de petites molécules (ligand) qui interagissent avec une cible biologique d’intérét
thérapeutique (EL Hadj, 2016 ; Lanez, 2016).

11.2.2. Modélisation du potentiel énergétique :

Pour calculer 1’énergie libre du complexe ligand-récepteur, Autodock Tools utilise les termes
d’un champ de force traditionnel auxquels sont ajoutés deux termes liés a ’entropie. L’énergie est
donnée par I’Equation suivante :

AG = AGvdw+ AGhbond+ AGelec+ AGeonform+ AGtort+ AGsol (Garrett, M. M et al., 1998)

AGuvdw: €nergie de dispersion / répulsion des atomes,

AG nhbond: énergie des liaisons d’hydrogene,

AG elec: €nergie des interactions électrostatiques,

AGconform: énergie de déviations a partir de geométrie covalente

AG tor: est un terme qui traduit I’augmentation d’énergie du systéme due a la restriction des
rotors libres du ligand et a la restriction des rotations et translations du ligand lors de la
complexation au récepteur,

AGsol: est un autre terme lie a ’entropie qui décrit les variations d’énergie du systéme lors de la
désolvatation du ligand au moment de la complexation au récepteur (Lanez E., 2016).

Le passage par une relation empirique de type QSAR est nécessaire pour relier la structure des
complexes et I’énergie libre de liaison. Le modele empirique utilis€ dans AUTODOCK est une
régression linéaire multiple des différents termes de 1’équation d’énergie libre. Chaque terme est
ainsi pondéré par un coefficient dérive d’un jeu étendu de complexes récepteur-inhibiteur pour
lesquels la constante d’inhibition Ki est connue. La relation entre la constante d’inhibition et
I’énergie libre de liaison est donnée par 1’équation suivante :

AG=RTInKi

Ou R : constante des gaz parfaits (1.987 cal K-1 mol-1) ; T : température absolue (298.15 K)

(Garrett, M. Met al., 1998).
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I. SwissADME:

Les modeles bio informatiques constituent des alternatives valables aux expériences. Ici, nous
présentons le nouvel outil web SwissADME qui donne un accés gratuit a un pool de modéles
prédictifs rapides mais robustes pour les propriétés physico-chimiques, la pharmacocinétique
(ADME), la ressemblance avec les médicaments et la convivialité de la chimie médicinale. Une
saisie et une interprétation simple et efficace sont assurées grace a une interface conviviale via le
site Web (http://www.swissadme.ch). Spécialistes, mais aussi un non-expert en cheminformatique
ou en chimie computationnelle peut prédire rapidement des paramétres clés pour une collection de

molécules pour soutenir leurs efforts de découverte de médicaments (Daina et al., 2017).

liction SwissADME  SwissSimilanty About us

SwissADME
Swiss Institute of

Bioinformatics Home FAQ Help Terms of Use

This website allows you to compute physicochemical descriptors as well as fo predict ADME parameters, pharmacokinetic properties,
druglike nature and medicinal chemistry friendliness of one or multiple small molecules to support drug discovery.

The main article describing the web service and its underlying methodologies is SwissADME: a free web fool to evaluate
pharmacokinetics, drug-likeness and medicinal chemistry friendliness of small molecules. Sci. Rep. (2017) 7.42717.

For details about development and validation of iLOG, please refer to this article: iLOGP: a simple, robust, and efficient description of n-
octanol/water partition coefficient for drug design using the GB/SA approach. J. Chem. Inf. Model. (2014) 54(12):3284-3301

For details about development and validation of the BOILED-Egg, please refer to this article: A BOILED-Egg to predict gasfrointestinal
absorption and brain penetration of small molecules. ChemMedChem (2016) 11(11):1117-1121.

Developed and maintained by the Molecular Modeling Group of the SIB | Swiss Institute of Bicinformatics.

Enter a list of SMILES here:
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Figure 12: Page d'accueil du serveur SwissADME
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IV. Protox :

ProTox-1l fournit un serveur Web gratuit pour la prévision de la toxicité in silico pour les

toxicologues, les organismes de réglementation, les chimistes computationnels et medicinaux, et

tous les utilisateurs sans connexion a (http://tox.charite.de/protox_II). Le serveur Web prend

structure chimique deux-dimensionnelle en tant qu’intrant et indique le profil de toxicité possible

du produit chimique pour 33 modeles avec des scores de confiance, et un tableau radar de toxicité

globale avec trois composeés les plus semblables ayant une toxicité aigué connue (P.Banerjee et

al,.2018).
TOX PREDICTION FAQ MODEL INFO STATISTICS CONTACT LINKS,/DOWNLOAD
L
Toxicity Model Computation
If you want to close this window, you can get your results later with this link
Access results (please copy link location)
Model computation is complete. You can view the toxicity radar chart here (opens a new tab) : Open Toxicity Radar Chart
Oral toxicity prediction results for input compound |
) Mame NARINGIN
Predicted LD50: 2300mg/kg | |jgainaign: S
, L Number of hydrogen 46
Predicted Toxicity Class: 5 | | bond acceptors
Number of hydrogen 8
_Bgan o
Number of atoms 73
T Mumber of bond i
Average similarity: 80.21% | | oo
Number of rotable 6
Predicti 097% | o
it t e (0 0 ] Molecular refractivity 134.91
Topological Polar 225.06
Surface Area
octanoliwater partition 117
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Figure 13: Page d'accueil du serveur Protox
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Notre étude a été menée au laboratoire de recherche sur la valorisation et la technologie des
ressources sahariennes (VTRS) de I'Université d'Echahid Hamma Lakhdar a Eloued.

1. Matériels :

I.1. Réactifs utilisés :

e Alpha Amylase :

Une solution d'alpha-amylase (commercialisée sous le nom de Megamylase avec une activité
spécifique de 3000 (U. CEIP/cp) a une concentration de 0.5 mg/ml) a été préparée dans un
tampon phosphate salin (pH = 6.9).

¢ Sérum bovin albumine (BSA) :

Une solution de BSA, obtenue depuis le laboratoire pédagogique de la faculté de biologie, a
été utilisée telle quelle sans purification pour obtenir une concentration de 250 mg/50 ml dans
une solution tampon phosphate saline (pH = 6.33).

¢ Diclofénac :

Le diclofénac, commercialisé sous le nom de Voltarene 50 mg, est un médicament anti-
inflammatoire non stéroidien (AINS) utilisé comme controle positif, ou "molécule de
référence”, dans cette expérience. Il a été utilisé a une concentration de 10 mg/ml dans une
solution tampon phosphate saline (pH = 6.33).

e Acarbose :

Différentes concentrations de solution d'acarbose (commercialisée sous le nom d'Acorbay
50 mg) ont été préparées dans un tampon phosphate salin (pH = 6.9).

e Amoxicilline :

L'amoxicilline, obtenue depuis I'n6pital de Ben Omar Djilani, a été utilisée telle quelle sans
purification.

e Substrat :

En tant que substrat, nous avons utilisé de I'amidon soluble. 250 mg d'amidon ont été dissous
dans 25 ml d'eau distillée a une température de 50 a 70°C sous agitation.

e Réactif chromogéne 3,5-dinitrosalicylique (DNSA) :

Dans un erlenmeyer, 1 g de DNSA a été dispersé dans 40 ml d'eau distillée, ce qui a produit

une solution jaune opaque. Simultanément, une solution de NaOH (2N) a été préparée en

dissolvant 30 g de tartrate double de sodium et de potassium sous agitation dans 20 ml d'eau
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distillée. Apres avoir mélangé les deux solutions, le réactif est devenu limpide et a pris une
couleur orange. Le volume final a été ajusté a 100 ml avec de I'eau distillée. Le reactif obtenu
a été stocké a +4°C, a l'abri de la lumiere (Rajbhar, Dawda, and Mukundan 2015).

e Solution Tampon phosphate :

La solution tampon a été préparée en utilisant un mélange de dihydrogénophosphate de

potassium (KH2POy) et d’hydrogénophosphate de potassium (K:HPO4), dans le but d'obtenir
un pH de 7.2.

e Réactifs d’extraction d’ADN :

Le sang : Le sang de poulet a été collecté et conservé directement sur de la glace pour
l'extraction de I’ADN.

Solution tampon de lyse des globules rouges (TLR) : a été preéparé par mélange : EDTA
(0.1mM), NaHCO3 (12mM), NH4Cl1 (155mM) dans I’eau distillé.

Solution tampon de lyse des globules blanc (TLB) : a été prépare par mélange : NaCl
(50mM), EDTA (100mM), Tris (10mM) a pH=7.42.

Solution SDS (20%) : a été préparé par melange de 2mg de sulfate de dodécyle de sodium
dans un 10ml d’eau distillé.

NaCl saturé : a été préparé par mélange de 7g de chlorure de sodium dans un 10 ml d’cau
distille.

e Microorganismes utilisés :

Tous les microorganismes utilisés dans ces études ont été fournis par le laboratoire
pédagogique de la faculté de biologie.

Escherichia coli (ATCC 25922) : appartient a la famille des Enterobacteriacea. Il est non
sporulé, de type anaérobie facultatif et généralement mobile grace a des flagelles. Sa longueur
varie de 22 6 um et sa largeur de 1.1 a8 1.5 um (Sauer and Moraru 2009).

Staphylococcus (ATCC 25923) : est une bactérie a Gram positif de forme sphérique de 0.5

a 1.5 um de diamétre appartenant au genre Staphylococcus (Treangen et al. 2014).
I.2. Matériels de laboratoire :

Tableau 6: Matériels de laboratoire

v’ Plaque chauffante | v* Auto clave v Vortex
v’ Balance électrique | v/ Bain marie v' PH-metre
v’ Bain de glace v’ Bec benzene v’ Pipettes pasteur
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v' Boite de pétrie v" Centrifugeuse v Portoir pour tubes spéciaux

v’ Etuve v’ Micropipettes ajustables | v Papier filtre

L.3. Produits chimiques :

Tableau 7: Produits chimiques

v' Acide éthylene Diamine Tétra-acétique (EDTA) v' Acide hydrochlorique (HCI)

v" Carbonate de sodium (NaHCO3) v" Chlorure d'ammonium (NH4CI)

v" Chlorure de sodium (NaCl) v" Chlorure de potassium (KCI)

v" Chloroforme (CHCls) v" Dichlorométhane (CH2Cl,)

v' Diméthylsulfoxyde (SO(CHz3)2) v’ Eau distillée (H20)

v’ Ethanol (EtOH) v" Isopropanol (C3HsO)

v Méthanol (MeOH) v' Sulfate de dodécyle de sodium (SDS)

v' Phosphate dipotassique (K2HPO4) v' Phosphate monopotassique (KH2PO4)

v’ D'eau physiologique stérile (NaCl) 0.9% v" Tris(hydroxyméthyl)aminométhane CsH11NO3

I1. Méthodes :

II.1. Extraction de Naringine :

Le protocole d'extraction de la naringine a partir de la peau de pamplemousse est
généralement effectué en plusieurs étapes, tel que déecrit dans la référence utilisée pour cette
expérience (Sudto, Pornpakakul, and Wanichwecharungruang 2009).

a. Epluchage : 4 kg de pamplemousse (Cet échantillon étudié provient de BLIDA) bien lavé

ont été épluchés a l'aide d'un couteau aiguisé Figure 14.

Figure 14 : Pamplemousse
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b. Séchage : Les croltes ont été sechées a la lumiére du soleil pendant 5 jours. Ensuite, la
moitié des crodtes ont été séchées dans un four de séchage a 40°C pendant 2 jours Figure
15. Le poids des crodtes séchees était de 117.9615 g.

Figure 15 : Les crodtes de pamplemousse pendant le séchage

c. Broyage : Les cro(tes sechees ont été broyées pour obtenir une poudre Figure 16.

Figure 16 : Poudre de crodtes sec
d. Extraction : 20 g de la poudre ont été mélangés avec 200 ml de méthanol et laissés pendant
3 jours. La bouillie obtenue a été filtrée et I'extrait méthanique obtenu a été séché avec un

évaporateur rotatif sous pression réduite a 35°C pour évaporer le méthanol Figure 17.
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Figure 17 : Montage d’évaporation a pression réduit
e. Dissolution : Soixante millilitres d'eau distillée ont été ajoutés a l'extrait méthanoique, puis
le mélange a été agité a bain-marie (Figure 18) a une température de 70°C pendant une durée
de 30 minutes.

Figure 18 : Montage de chauffage
f. Cristallisation : Le mélange a été transféré dans une ampoule a décanté (Figure 19) et 10
ml de solution dichlorométhane ont été ajoutés. Le mélange a été enveloppé avec du papier
aluminium pour éviter la lumiere et laissé pendant 3 a 4 jours a 25°C pour permettre la

cristallisation du naringine dans la couche aqueuse.
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Figure 19 : Montage de cristallisation

g. Récupération : Les cristaux de naringine ont été recueillis par filtration sur papier filtre et
lavés avec de I'eau distillée 3 fois, puis séchés dans une étuve. Cette opération a éte répétée

3 fois afin de collecter le maximum de rendement.
I1.2. Rendement d’extraction :

Le rendement d'extraction est une mesure de l'efficacité d'une méthode d'extraction d'un
composé donné a partir d'une matrice complexe. Il est calculé en comparant la quantité de
compose obtenue apres extraction a la quantité initiale présente dans I'échantillon (Kawashima
et al. 2010). Le rendement d'extraction est exprimeé en pourcentage et est souvent utilisé pour
évaluer l'efficacité d'une méthode d'extraction et pour optimiser les conditions d'extraction
(Ngamwonglumlert, Devahastin, and Chiewchan 2017).

L'équation générale pour le calcul du rendement d'extraction est la suivante (Giannuzzo et
al. 2003):

Rendement d’extraction (%) = (Masse de Naringine / Masse initiale de plante) x 100

Ou la masse de Naringine est la quantité de composé que nous avez réussi a extraire apres
la procédure d'extraction, et la masse initiale de plante est la quantité de plante a partir de
laquelle I'extraction a été réalisée.

Le rendement d'extraction moyen pour le naringine était de 3,5% (poids sec). Ces résultats
indiquent que la méthode d'extraction par solvant a été efficace pour extraire le naringine du

pamplemousse.
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I1.3. Caractérisation du Naringine :

La caractérisation de naringine est le processus de détermination de la structure et des
propriétés physiques et chimiques des de ce composé. Cela implique I'utilisation de diverses
techniques d'analyse pour identifier les différents groupes fonctionnels, les liaisons, les
isomeres et les stéréoisomeres présents dans la molécule (Chang and Guo 1992; Decesari et al.
2000; Simoneit 1986).

Les informations recueillies lors de la caractérisation d'un composé organique permettent de
déterminer sa composition, sa pureté, sa stabilité, ses propriétés physiques et chimiques, sa
réactivité, ainsi que son potentiel d'application en biologie, en médecine, en pharmacologie, en
chimie, en cosmétique, en alimentation, en agriculture, etc (Rissanen et al. 2006; H. Wang et
al. 2013; Wild 2003).

I1.3.1. Caractérisation par Chromatographie sur couche mince (C.C.M) :

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une technique de caractérisation et
séparation analytique qui permet de séparer et d'identifier différents composants d'un mélange
en utilisant une phase stationnaire solide et une phase mobile liquide (Spangenberg, Poole, and
Weins 2011).

La chromatographie sur couche mince est une technique rapide et économique qui permet
de séparer et d'identifier efficacement différents composants d'un mélange. C'est une méthode
courante en chimie analytique pour la caractérisation de composes organiques et elle est utilisée
dans de nombreux domaines de recherche, notamment la chimie, la biochimie et la
pharmacologie (Sherma 2000).

v' Appareillage :

Pour caracteériser le naringine par CCM, nous utilise une plaque de silice gel comme phase
stationnaire. Cette plaque est recouverte d'une fine couche de gel de silice, qui est activée en la
chauffant a une température élevée. L’éthanol absolue est utilisé comme une phase mobile.

v" Procédure:

La procédure de chromatographie sur couche mince pour caractériser le naringine est la
suivante :

1. Préparer la plaque de silice gel en coupant la taille souhaitée pour I'expérience et en la
marquant sur un coté avec un crayon graphite.
2. Preparer la solution de naringine a tester en la diluant dans 1’éthanol et en l'appliquant sur

la plaque a l'aide d'une pipette.
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3. Laisser sécher la plaque jusqu'a ce que la solution soit completement absorbée et que la
plaque soit séche.

4. Placer la plague dans une cuve contenant 1’éthanol de maniére a ce que la plaque soit
immergée de quelques millimetres dans le solvant.

5. Laisser la plaque dans la cuve jusqu'a ce que le solvant ait migré sur toute la hauteur de la
plaque.

6. Retirer la plaque de la cuve et laisser sécher.

7. Révéler les composants de I'échantillon en utilisant un I’iode solide, qui fera apparaitre des
taches colorées sur la plaque.

8. Identifier le composant d'intérét en comparant la position de la tache a celle des taches de
référence de composés purs.

I1.3.2. Caractérisation par La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) :

L’HPLC (High Performance Liquid Chromatography), ou chromatographie liquide haute
performance, est une technique de séparation des composants d'un mélange a travers une
colonne de chromatographie remplie de particules stationnaires, ou les composants sont séparés
en fonction de leurs affinités avec la phase stationnaire et mobile (Zuvela et al. 2019).

v' Appareillage:

Le modele de chromatographie liquide Shimadzu Prominence a été utilisé pour réaliser la
caractérisation du naringine. L'expérience a été conduite a l'aide d'un compartiment de colonne
thermostable, d'un dégazeur en ligne et d'un detecteur UV SPD-20A. Une colonne analytique
Shim-pack VP-ODS C18 (4,6 mm x 250 mm, 5 um, fournie par Shimadzu Co., Japon).

v" Procédure:

La procédure de caractérisation du naringine par HPLC commence par la préparation d'un
échantillon en solution acétonitrile/méthanol a une concentration connue. Cette solution est
ensuite injectée dans la colonne de chromatographie a l'aide d'une pompe a haute pression, qui
pousse la solution a travers la colonne. Les composants du mélange se séparent alors en fonction
de leurs affinités avec la phase stationnaire et mobile. Le détecteur spectrophotométre mesure
I'absorption des composants individuels au fur et a mesure qu'ils traversent la colonne. Les

données sont ensuite enregistrées par le systeme informatique pour analyse ultérieure.
I1.3.3. Caractérisation par Infrarouge (IR) :

La caractérisation par infrarouge (IR) est une technique d'analyse qui utilise la spectroscopie

infrarouge pour déterminer la présence de liaisons chimiques dans les molécules (Lopez-
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Lorente and Mizaikoff 2016). Le principe de cette technique est basé sur I'absorption de la
lumiére infrarouge par les liaisons chimiques des molécules. Chaque type de liaison chimique
absorbe une fréquence d'onde spécifique, ce qui permet d'identifier les différentes liaisons
présentes dans la molécule (Boskey and Mendelsohn 2005).

v' Appareillage:

L'analyse par IR, a été réaliser sur un spectrophotometre infrarouge modéle SHIMADZU.
L'échantillon est préparé sous forme de pastille KBr (bromure de potassium) qui est un matériau
transparent aux infrarouges.

v' Procédure:

L'échantillon est placé dans le spectrophotometre et une source de rayonnement infrarouge
est dirigée sur I'échantillon. La lumiére infrarouge qui traverse I'échantillon est ensuite détectée
par un détecteur, et la quantité de lumiére absorbée a chaque fréquence est mesurée.

I1.3.4. Caractérisation par spectroscopie UV-Visible :

La caractérisation par UV (ou spectrophotometrie UV-Visible) est une technique utilisée
pour étudier les propriétés d'absorption de la lumiére des composés organiques (Jablonsky et
al. 2015). Elle permet de mesurer la quantité de lumiére absorbée par une solution en fonction
de la longueur d'onde (Begum et al. 2018).

v" Appareillage:

Les mesures UV-Vis ont été effectuées en utilisant un spectromeétre UV-Vis (Shimadzu
1800) et une cellule de quartz ayant une capacité volumétrique de 3 ml. L'acquisition de données
a été accompli avec un micro-ordinateur Pentium IV (CPU 4.0 GHz et RAM 2 Go) doté d’un
logiciel UV probe version 2.34 (Shimadzu). Les données sont traitées en utilisant le logiciel
OriginLab.

v" Procédure:

Pour la caractérisation du naringine par UV, on prépare une solution de méthanol a une
concentration connue du naringine, puis on la place dans la cuve du spectrophotometre. On
sélectionne ensuite une le domaine de balayage de la longueur d'onde (de 900 a 200 nm) et on

mesure l'intensité de la lumiére transmise par la solution.
I1.3.5. Caractérisation par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) :

La caractérisation par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) est une technique puissante

pour l'identification et la caractérisation de composés organiques, et elle est largement utilisée
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dans la recherche en chimie organique, la biochimie, la pharmacologie et d'autres domaines
connexes (Albert and Bayer 1991; Wishart 2013).

v' Appareillage:

L'appareil utilisé pour la caractérisation par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) est un
spectrométre RMN disponible au niveau de Centre de Recherche et Analyse Physico-Chimique
(CRAPC), Ouargle. Cet instrument utilise un champ magnétique pour analyser les propriétés
de résonance magnétique de noyaux atomiques, tels que les protons (*H) et les carbones (*3C).

v' Procédure:

La procédure de caractérisation par RMN implique la dissolution de I'échantillon dans un
solvant de le deutérodiméthylsulfoxyde (DMSO-d6), pour former une solution claire. Cette
solution est ensuite placée dans un tube de RMN et insérée dans le spectrometre RMN.

L'échantillon est soumis a des ondes radiofréquences dans un champ magnétique, qui
provoguent une absorption d'énergie et une émission de signaux RMN. Ces signaux sont ensuite
enregistrés par l'instrument et analysés pour ensuit déterminer les propriétées moléculaires de

I'échantillon.
I1.4. Méthodes d’évaluation In Vitro des activités biologiques :

Toutes les expériences in vitro ont eté effectuées a l'aide d'un spectrophotometre UV-Vis
(Shimadzu 1800) et d'une cellule de voltamétrie en quartz ayant une capacité volumétrique de
3 mL. Les données ont été acquises a l'aide d'un microordinateur Pentium IV (CPU 4.0 GHz et
RAM 2 Go) utilisant le logiciel UV Probe version 2.34 (Shimadzu). Les graphiques ont été
tracés et les calculs ont éte effectues en utilisant le logiciel OriginLab version 9.0 (Integral

Software, France).
I1.4.1. Evaluation de I’activité anti-cancéreux :

11.4.1.1. Extraction de I'ADN :

L'isolement de I'ADN a partir de sang peut étre réalisé en utilisant diverses techniques, des
protocoles différents et un grand nombre de Kits disponibles dans le commerce (Lanez, Bechki,
and Lanez 2019). La technique d'extraction d’ADN choisie devrait étre en mesure de fournir
des échantillons d'ADN purs, préts a étre utilisés pour I'étude de l'activité anticancéreuse avec
le naringine.

Dans ce travail, nous avons isolé de I'ADN a partir de sang de poulet en utilisant des
techniques de salage (Gaaib, Nassief, and Al-Assi 2011; MWer, Dykes, and Polesky 1988).

L'avantage de cette technique est qu'elle évite I'utilisation de solvants organiques toxiques et
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corrosifs et n'utilise que des produits chimiques standards qui peuvent étre obtenus aupreés de
n'importe quel fournisseur commercial, et ne nécessite pas d'équipement spécialisé ou de
connaissances biochimiques (Nasiri et al. 2005; Rivero et al. 2006). Le protocole de purification
de I'ADN est basé sur la précipitation des protéines a haute concentration de sel. Le protocole
traditionnel implique une disruption cellulaire initiale et une digestion avec du dodécyl sulfate
de sodium, suivie de I'addition de hautes concentrations de sels, généralement 6 M de chlorure
de sodium. Le mélange est ensuite centrifugé pour permettre aux protéines de se précipiter au
fond, avec le surnageant contenant I'ADN transféré dans un nouveau flacon. L'ADN est ensuite
précipité en utilisant de I'éthanol froid (Howe, Klimstra, and Cordon-Cardo 1997), les étapes
impliquées dans l'extraction d'ADN sont résumeées dans la Figure 20.

[ ) Elimination of Red Cell Lysis
| Any Chicken Blood | =3 blood Cells =2  Sodium Dodecvl %l Removal of Membrane Lipids
= = TLR Sulphate l

DNA purification - DN tion | Protein Denaturation and Removal

| Proteins Precipitation

70% Ethanol/water Cold Absolute Ethanol centrifugation

6 M sodium chloride

Figure 20 : Etapes impliquées dans I'extraction d'’ADN
v Echantillon de sang :

L'ADN est extrait de sang de poulet en utilisant des techniques de salage. Le sang de poulet
differe du sang humain en ce que les globules rouges sont également nucléés et contiennent
beaucoup plus d’ADN que le sang de mammifére non nuclée. Cela permet d'obtenir de 'ADN
de poulet en quantité et qualité suffisantes a l'aide de techniques d'extraction relativement
simples. Par conséquent, lors de la purification de I'ADN a partir de sang de poulet, il y a plus
de matériau d'’ADN qu'en travaillant avec du sang humain (Javanrouh and Jelokhani-niaraki
2020).

v Collecte de sang :

Des échantillons de sang de poulet ont été collectés dans des tubes de prélevement sanguin

contenant de 'EDTA comme anticoagulant et conservés a tempeérature ambiante dans des tubes

de microfuge (Figure 21), et extraits le méme jour de travail.
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Figure 21 : échantillons de sang de poulet dans un tube de microfuge
v’ Procédure d'extraction :

5 ml d'échantillon de sang de poulet entier sont placés dans un flacon de 20 ml, puis 10 ml
de TLGR ont été ajoutés au sang et le mélange obtenu a été refroidi dans un bain de glace
pendant 20 minutes, puis centrifugé a 2500 pour 15 minutes a température ambiante. Cette étape
a été répétée 3 a 4 fois jusqu'a ce que la couleur rouge du sang disparaisse (Figure 22), puis le

flacon a éte laissé a secher pendant 5 minutes.

Figure 22 : La disparition de la coulure rouge du sang
Les globules blancs ont été éliminés par l'ajout de 2 ml de tampon TLGB et vortexé pendant
3 minutes. Ensuite, la lyse cellulaire a été entreprise en ajoutant un volume de 150 pl de solution
de dodécyl sulfate de sodium et incubé a 172 rpm pour 90 minutes a 55 °C. Apres incubation,
3 ml de solution de chlorure de sodium 6 M ont été ajoutés et le mélange résultant a été d'abord

vortexé pendant 6 minutes, puis centrifugé a 1300 pour 10 minutes, la phase liquide a été
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récupérée et 2 volumes d’isopropanol froid ont été ajoutés, puis enfin centrifugé a 1300 pour
30 minutes a température ambiante. L'ADN a ensuite été récupéré de la couche d’isopropanol,
lavé plusieurs fois a I'éthanol 70% et caractérisé a l'aide de la spectroscopie UV-Vis. La Figure

23 montre le spectre électronique de I'ADN isolé.
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Figure 23 : Spectre électronique d’échantillon d'ADN extrait

La spectroscopie UV-Vis peut étre utilisée pour détecter la contamination protéique de
I'’ADN extrait (Saab et al. 2007). Les protéines ont deux pics d'absorption dans la région UV, le
premier pic est situe entre 190-210 nm, qui est di a des transitions électroniques dans le
squelette peptidique, et le second pic est situé a 280 nm en raison de l'adsorption par les acides
aminés aromatiques tyrosine, tryptophane et phénylalanine (Bo et al. 2021).

v’ Estimation de la pureté de I'ADN :

L'ADN isolé ne peut pas étre utilisé sans purification supplémentaire car il contient de 'ARN
et des protéines contaminantes. L'ADN est donc réhydraté dans de l'eau distillée, cette
dissolution nécessite une agitation continue pendant la nuit a 42 °C. La concentration et la
pureté de I'ADN peuvent étre déterminées en mesurant I'absorption de la lumiere ultraviolette.
L'ADN a une absorption maximale et minimale a 260 nm et 234 nm, respectivement (Telfer et
al. 2013). Les purines et les pyrimidines dans l'acide nucléique sont responsables de ces
absorptions. A 260 nm, I'ADN double brin a un coefficient d'absorption spécifique de 0.02
(ng/ml)* cm™? (Chacon Cortes and Griffiths 2014). De plus, le rapport A260/A280 permet de
détecter la pureté de l'acide nucléique par rapport a la contamination protéique, car les protéines
ont une absorption maximale a 280 nm. Les échantillons d'ADN hautement purifiés ont un
rapport 260/280 nm de (1.7-1.9), ainsi en dessous de (1.7), une quantité significative

d'impuretés protéiques peut étre présente dans I'échantillon (Whitlock et al. 2008). Le rapport
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A260/A230 est déterminé pour confirmer que I'échantillon est pur des glucides, peptides,
éthanol ou tout autre composé organique, et il est généralement supérieur a 1.5 (Ning et al.
2009).

Donc une bonne qualité d’ADN doit avoir :

mzl]—Z Et @>1_5
Pogo A230
Dans notre travail, nous avons utilisé la spectroscopie UV-Vis pour estimer la pureté de
I'ADN isolé. Les valeurs d'absorbance de la solution d'’ADN obtenue sont mesurées a 230, 260
et 280 nm pour déterminer la concentration et la pureté de I'ADN extrait. L'ADN dissous peut
étre conservé a 4 ° C pendant quelques jours ou a -20 ° C pour un stockage a plus long terme
(Heckel et al. 2017). Les valeurs d'absorbance ont été prises a partir de la Figure 23 et ont eté
répertoriées dans le Tableau 8.
Tableau 8: Rapport d'absorbance de 'ADN isolé

Az3o Azeo Aogo Az60/A23o Aze0/ Azgo
1.116 1.301 1.021 1.166 1.724

Les valeurs obtenues pour les différents ratios d'absorbance indiquent la haute pureté de 'ADN

isole.
v’ Estimation de la quantité d’ADN :

La quantité d'/ADN a été determinée par spectroscopie d'absorption en utilisant la valeur de
coefficient d'extinction molaire de 6600 Mcm™ a 260 nm (Schoppler et al. 2011).

11.4.1.2. Mode opératoire :

Pour I'étude de l'interaction entre 'ADN et la BSA, les spectres d'une solution de 1 mM de
naringine ont été enregistrés dans une solution tampon de phosphate (KH2PO4/K;HPQO4) a 0,1
M et 90 % d'éthanol, a un pH de 7.2 en l'absence d'ADN et de BSA, puis répétés avec une
concentration croissante d'ADN ou de BSA.

La variation des valeurs d'absorbance en fonction de la concentration d'/ADN ou de BSA a
été utilisée pour évaluer la constante de liaison intrinseque en utilisant I'Equation 1 suivante
(Khennoufa et al. 2021) :

o __ &% % 1 (1)
A—% gH—G_gG gH—G_gG Kb[ADN]
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Ou [ADN] est la concentration d'’ADN, Ky est la constante de liaison, Ag et A sont
respectivement I'absorbance du naringine en l'absence et en présence d'’ADN, &g et € sont leurs

coefficients d'extinction respectifs.

11.4.2. Evaluation in vitro de I’activité antidiabétique :

11.4.2.1. Mode opératoire :

Cette étude a été menée en utilisant une méthode modifiée de Laraoui et all (Laraoui et al.
2023). Pour ce faire, un volume total de 250 pL de naringine (0.3 mg/mL a 10 mg/mL) a été
placé dans un tube et 250 uL de tampon de phosphate de sodium salin 0.02 M (pH = 6.9)
contenant une solution d'alpha-amylase (0.5 mg/mL) ont été ajoutés. La solution a ensuite été
pré-incubée a 37 °C pendant 10 minutes. Apres cela, 250 pL de solution d'amidon a 1% dans
0.02 M de tampon de phosphate de sodium salin (pH = 6.9) ont été ajoutés a intervalles reguliers
et incubés a 37 °C pendant 30 minutes. La réaction a été arrétée en ajoutant 500 pL de réactif
dinitrosalicylique acide (DNS). Les tubes ont ensuite été incubés dans de l'eau bouillante
pendant 5 minutes et refroidis a température ambiante. Le mélange réactionnel a été dilué avec
5 mL d'eau distillée et I'absorbance a été mesurée a 540 nm a l'aide d'un spectrophotometre. Un
contréle a été prépare en utilisant la méme procédure, mais en remplagant le naringine par de
I'eau distillée. L'expérience a été répliqguée en utilisant I'acarbose comme medicament
antidiabétique standard (contréle positif). L'activité inhibitrice de l'alpha-amylase a été calculée

en pourcentage d'inhibition (Laraoui et al. 2023).

AbsNaringine - AbSControle
AbsNaringine

%Inhibition:[ }doo (2)

Les concentrations entrainant une inhibition de 50 % de l'activité enzymatique (ICso) ont
été déterminées graphiquement.

11.4.3. Evaluation in vitro de ’activité anti-inflammatoire :

11.4.3.1. Mode opératoire :

Afin d'étudier l'effet de la dénaturation des protéines de la plante testée, le test de
dénaturation des protéines de l'albumine de sérum bovin selon le protocole de Yuan et al (Yuan
et al. 2006) a été effectué. Ce test a été réalisé en utilisant une solution d'essai de 15 tubes (500
pL) composée de 450 pL dalbumine de sérum bovin (BSA) et 50 uL de naringine avec
différentes concentrations. Une solution de controle de test (500 uL) a également été préparée,

composée de 450 pL de BSA et 50 pL de solution de phosphate saline (pH = 6.33). De plus,
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une solution standard de 15 tubes (500 uL) a été préparée, composee de 450 pL de BSA et 50
pL de diclofénac sodique a différentes concentrations. Un blanc (200 pL) a été préparé,
composé de 100 pL de solution de phosphate saline et 100 pL d'eau distillée.

Les échantillons ont été incubés a 37 °C pendant 20 minutes, puis la température a été
augmentée jusqu'a 70 °C pendant 20 minutes. Apres cela, 500 pL de solution de phosphate
saline (pH = 6.33) a €té ajouté a toutes les solutions. L'absorbance a été mesurée a l'aide d'un
spectrophotometre UV-visible a une longueur d'onde de 255 nm. La solution de diclofénac a
été utilisée comme contréle positif pour tous les tests de cette étude et préparée de la méme
maniere que la solution de naringine. L'activité inhibitrice d'aloumine de sérum bovin a été
calculée en pourcentage d'inhibition (Yuan et al. 2006).

ADS . ingine — ADS
ADS . ringine

% Inhibition :[ CO"tf"'e}doo ©)

Les concentrations entrainant une inhibition de 50 % de l'activité enzymatique (ICso) ont
été determinées graphiquement.

I1.4.4. Evaluation in vitro de ’activité antibactérienne :

11.4.4.1. Mode opératoire :

Les tests antimicrobiens ont été conduits afin d'évaluer l'activité biologique du naringine
contre Escherichia coli et Staphylococcus. L'activité antimicrobienne a été évaluee par la
méthode de diffusion des disques décrite dans la littérature (Klan¢nik et al. 2010) :

v’ Préparation des produits a tester : Dissolution du naringine dans le DMSO pour préparer

des solutions de concentrations différentes de 2 a 40 mg/ml.

v Préparation des précultures : Cultivation des souches microbiennes a tester dans des
boites de Petri contenant de la gélose nutritive et incubation pendant 24 heures a 37°C
afin d’obtenir une culture jeune des bactéries et des colonies isolées.

v Préparation des disques : Préparation des disques par papier Wattman de 6mm de
diametre, suivie d'une stérilisation pendant 30 minutes a 120°C dans l'autoclave.

v Préparation des suspensions bactériennes : Prélevement de quelques colonies bien
isolées et parfaitement identiques a l'aide d'une pipette pasteur et mise en suspension
dans 10 ml d'eau physiologique stérile a 0.9% de sel (NaCl). Standardisation de la
suspension bactérienne a l'aide d'un densimétre pour I'ensemencement dans le milieu
MH.
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v Préparation des milieux de culture : Utilisation de différents milieux de culture : bouillon
nutritif pour l'isolement et I'entretien des souches bactériennes, gélose nutritive pour la
réactivation de la souche bactérienne, gélose Mueller-Hinton pour I'étude de la sensibilité
des bactéries aux différentes concentrations de naringine.

v' Test de l'activité antibactérienne : Etalage de la suspension bactérienne sur la surface
entiere de la gélose Mueller Hinton (GMH) a trois reprises a l'aide d’un écouvillon
stérile, puis laisser sur la paillasse pendant 30 minutes. Lecture de lactivité
antibactérienne en mesurant a l'aide d'une régle le diametre de la zone d'inhibition et
comparaison avec celle de DMSO comme contrdle négatif et ’antibiotiques comme
contréle positif (Amoxicilline 25 ug/disc). Mesure de I'absorbance par la spectroscopie
UV-vis.

L'activité inhibitrice des bactéries a été calculée en pourcentage d'inhibition en utilisons

I’équation suivante (Klancnik et al. 2010):

Abs, . .
%Inhibition = {1—MJ><100 (4)
AbSControle

Les concentrations entrainant une inhibition de 50 % de l'activite enzymatique (ICso) ont été

déterminées graphiquement.
I1.5. Méthodes d’évaluation In Silico des activités biologiques :

I1.5.1. Evaluation ADMET et de la similitude médicamenteuse :

L'évaluation ADMET et de la "drug-likeness" (ou "similitude médicamenteuse” en francais)
est une étape importante dans le processus de développement de médicaments. Elle consiste a
étudier les propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques d'un composé chimique,
notamment sa biodisponibilité, sa distribution dans l'organisme, son métabolisme et son
élimination (F. Cheng et al. 2012; Norinder and Bergstrom 2006). L'objectif est de s'assurer que
le médicament potentiel est sdr et efficace chez 'nomme, et de minimiser les risques d'effets
secondaires indésirables. La "drug-likeness" quant a elle, permet d'évaluer la probabilité qu'un
composé puisse étre développé en tant que médicament en fonction de son profil chimique et
pharmacologique (Céaceres, Tudor, and Cheng 2020).

Nous avons utilisé deux outils en ligne pour effectuer I'évaluation ADMET et similitude
médicamenteuse : SwisSADME (http://www.swissadme.ch/) (Daina, Michielin, and Zoete

2017) et ProtoxIl (https://tox-new.charite.de/protox_I1/) (Drwal et al. 2014). Ces outils ont été
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utilisés pour évaluer la pharmacocinétique et la toxicité potentielle des composés étudiés, ainsi
que pour prédire leur absorption, leur distribution, leur métabolisme, leur élimination et leur
potentiel d'interaction avec les enzymes cytochromes P450. L'évaluation de ces paramétres est
importante pour prédire l'efficacité et la sécurité des composés candidats dans les essais
cliniques (J. Dong et al. 2018; Ranjith and Ravikumar 2019).

Pour cela, la structure de la naringine et des autres médicaments standards a été dessinée
dans le logiciel ChemDraw (Kerwin 2010), puis enregistrée sous forme de SMILES (Tableau
9). Ces SMILES ont ensuite été utilisés dans deux serveurs en ligne, a savoir SwissADME et
Protoxl|, pour effectuer I'évaluation ADMET et de similarité avec des médicaments connus.

Tableau 9: Structure SMILES des ligands étudiées

Composés Structures SMILES
Naringine [HI[C@@]i(O[C@@H]2[C@@H] (O)[C@H] (O)[C@@H]
(CO)O[C@H]20C2=CC3=C(C(=0) C[C@H] (03) C3=CC=C(0)C=C3) C(0)=C2)
O[C@@H] (C)[C@H] (O)[C@@H] (O)[C@H]10
Acarbose [HIC(=0)[C@H](O)[C@@H](O)[C@I([HD(OC[C@@]1([H])OI[C@H](CO)[C@@]
(HD(O[C@H]20[C@H](C)[C@@H](N[C@@]3([H])C=C(CO)
[C@@H](O)[C@H](O)[C@H]30)[C@H](O)[C@H]20)[C@H](O)[C@H]10)[C@H](O)CO
Amoxicilline [H][C@]12SC(C)(C) [C@@H] (N1C(=0) [C@H]2NC(=0) [C@H] (N)C1=CC=C(0)C=C1)
C(0)=0
Diclofénac OC(=0)CC1=CC=CC=CINC1=C(Cl)C=CC=C1ClI

I1.5.1.1. Généralité sur la similitude médicamenteuse :

Afin qu’une molécule puisse étre considérée comme un candidat médicament et devenir un
médicament, elle doit posséder une bonne activité biologique, étre efficace sur le plan
thérapeutique et étre peu ou pas toxique, tout en ayant des propriétés qui permettent une
excellente biodisponibilité. Les molécules dites "drug-like" possédent des propriétés ADME
qui leur permettent une bonne absorption orale, conformément a la regle de Lipinski (Lipinski
et al. 1997; Walters 2012), ainsi que des groupes fonctionnels et/ou des propriétés
physicochimiques similaires a celles de la plupart des médicaments connus, selon Walters et
Murcko (Lipinski 2004).

Aprés avoir réussi les tests cliniques de phase I, les chercheurs ont observé que les

molécules "drug-like" (Lipinski 2004) satisfont au moins trois des propriétés de Lipinski
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(Lipinski 2000) suivantes : un poids moléculaire inférieur a 500 Dalton, un LogP calculé
inférieur 4 5, un nombre d'accepteurs de liaison hydrogéne inférieur ou égal a 10 et un nombre
de donneurs de liaison hydrogene inférieur ou égal a 5. Des compléments ont été apportés par
Veber (VVeber et al. 2002), tels que le nombre de liaisons rotatives NROT (0 < NROT < 10), la
polarité TPSA (20 < TPSA < 130), la saturation Csp3 (0,25 < fraction Csp3 < 1) et la solubilité
(Log S) (-6 < Log S <0).

Il convient de rappeler que la régle de Lipinski est une technique qui permet d'identifier les
composés qui présentent des problémes de perméabilité et d'absorption (Pliska et al. 1996),
établie a partir d'une liste de composeés ayant réussi les tests cliniques de phase I1.

I1.5.1.2. Introduction aux propriétés physicochimiques :

Les propriétés physicochimiques des médicaments ont un impact considérable sur leur
pharmacocinétique. La mesure et le calcul de ces propriétés peuvent étre utilisés pour prédire
les proprietés ADMET, ce qui permet de classer les composeés a sélectionner (Barret 2018).

v Poids moléculaire (PM) :

Le poids moléculaire (PM) est une proprieté physicochimique essentielle dans la recherche
de nouveaux médicaments. Les processus intracellulaires, tels que I’absorption intestinale, la
pénétration de la barriére hématoencéphalique, le taux d’¢limination et l'interaction avec les
cibles moléculaires sont grandement influencés par cette propriété.

v’ La lipophilie :

La lipophilie est une propriété physicochimique importante pour les médicaments potentiels,
car elle joue un role dans la solubilité, I'absorption, la pénétration dans la membrane, la liaison
aux proteines plasmatiques, la distribution, la pénétration dans le SNC et la diffusion dans
d'autres tissus ou organes tels que le foie. Elle est la propriété physicochimique la plus
couramment utilisée pour prédire la pénétration des médicaments dans les systemes
biologiques. Log P est défini comme un logarithme de coefficient de partage dans un systeme
octanol/eau, mesuré par la distribution du composé neutre (non ionisé) entre la phase non
aqueuse (octanol) et la phase aqueuse (eau).

v’ Solubilité :

La solubilité aqueuse (Log S) est un autre paramétre physicochimique important pour les
médicaments, car elle reflete la biodisponibilité orale d’un composé. La solubilité des
médicaments dans I’eau affecte leur activité biologique et est un parametre important pour
atteindre une concentration précise de médicament dans la circulation systémique pour obtenir

la réponse pharmacologique attendue.
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v Polarité TPSA :

(20 < TPSA < 130) : La polarisabilité¢ d’une molécule est définie par sa capacité a se
déformer par un champ électrique externe, ce qui joue un réle important dans la modélisation
de nombreuses propriétés moléculaires et des activités biologiques. Une molécule trés polarisée
peut donner des attractions fortes avec d'autres molécules et peut améliorer sa solubilité
aqueuse.

v Réfraction molaire MR :

(0<MR<10) : La réfractivité molaire (MR) est un critére important dans la mesure des
facteurs stériques. Elle est généralement désignée comme une simple mesure du volume occupé
soit par un atome individuel ou par un groupe d'atomes.

v Le nombre de liaisons rotatives (NROT) :

Le nombre de liaisons rotatives est defini comme une simple liaison, non pas dans un cycle,
liée a un atome non terminal (c'est-a-dire non hydrogéne). Les liaisons amide C-N sont exclues
du compte en raison de leur barriere a I'énergie de rotation élevee.

I1.5.1.3. Généralité sur le profil pharmacocinétique :

En effet, les proprietés liées a TADME peuvent grandement influencer l'efficacité et la
sécurité d'un candidat médicament. La P-glycoprotéine (Pgp) est un transporteur membranaire
qui est impliqué dans I'efflux des composés hors des cellules et peut limiter leur absorption et
leur biodisponibilité. Les inhibiteurs de la Pgp peuvent augmenter la biodisponibilité de certains
médicaments. Les enzymes du cytochrome P450 sont des enzymes clés dans le métabolisme
des médicaments, et leur inhibition ou induction peut avoir des effets significatifs sur la
pharmacocinétique des medicaments, tels que l'augmentation ou la diminution de leur
concentration plasmatique, ce qui peut conduire a une toxicité ou une inefficacité accrue
(Mannaert et al. 2005).

De plus, la perméabilité membranaire est un parametre important pour l'absorption des
médicaments a travers les barrieres biologiques, telles que la membrane hépatocytaire, les
cellules épithéliales gastro-intestinales, la paroi capillaire sanguine, le glomérule et les barriéres
organiques restrictives. Une perméabilité accrue peut permettre une absorption plus rapide et
plus complete des médicaments, tandis qu'une perméabilité réduite peut limiter leur absorption
et leur biodisponibilité. Le volume de distribution et la clairance rénale sont également des
parametres importants dans la pharmacocinétique des médicaments, car ils déterminent la

distribution et I'élimination des médicaments dans le corps (Mannaert et al. 2005).
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En somme, I'étude in silico des propriétés ADME peut aider a identifier les candidats
médicaments les plus prometteurs avant les expériences in vitro et in vivo, ce qui peut réduire
le colt et le temps nécessaires pour le développement de nouveaux médicaments.

IL1.5.1.4. L’intérét de la prédiction de la toxicité :

La toxicité d'une substance se réfere a sa capacité de causer des effets indésirables sur un
organisme vivant et peut varier en fonction de la dose, de la fréquence, de la durée d'exposition
et du moment d'apparition des signes cliniques. Avant d'étre mis sur le marché, tout médicament
ou produit chimique doit &tre soumis a des essais de toxicité afin d'évaluer leur dangerosité.
Trois formes de toxicité sont cliniqguement reconnues : aigué, a court terme ou
subaigué/subchronique, et a long terme ou chronique (Gutyj et al. 2018). La détermination de
la dose letale 50 (DL50) est nécessaire pour classer les produits chimiques selon leur toxicité
(Tableau 10), évaluer le risque de surdosage, planifier les études de toxicité chez les animaux
et les essais thérapeutiques chez I'nomme, ainsi que pour contrbler la qualité des produits
chimiques. Toutefois, la DL50 a ses limites, car elle ne fournit pas d'informations sur les
mécanismes réactionnels en jeu ni sur la nature des lésions causees. Elle ne peut étre considérée
gue comme une estimation préliminaire et grossiére, influencée par des facteurs tels que I'espéce
animale, le sexe, I'age et le temps (Lacombe et al. 2011).

Tableau 10: Classification des produits chimiques selon leurs toxicités

DL50 Orale (Rat) Indice de toxicité
Jusqu’a 1 mg/kg 1 = Extrémement toxique
De 1 a 50 mg/kg 2 = Hautement toxique
De 50 a 500 mg/kg 3 = Modérément toxique
De 500 a 5000mg/kg 4 = L égerement toxique
De 5000 a 15000 mg/kg 5 = Presque pas toxique
Plus, de 15000mg/kg 6 = Relativement inoffensif

I1.5.2. Evaluation de I’activité biologique par amarrage moléculaire :

L'évaluation de lactivité biologique d'un composé peut étre réalisée par amarrage
moléculaire (Shoichet et al. 2002), une méthode in-silico qui permet de prédire I'affinité et la
liaison d'un ligand a une cible biologique. Cette technique est basée sur la connaissance de la
structure tridimensionnelle de la cible et sur les propriétés physicochimiques du ligand, telles
que la charge, la polarité et la forme. L'amarrage moléculaire peut étre utilisé pour identifier

des candidats médicaments potentiels en évaluant leur capacité a interagir de maniere spécifique
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avec la cible biologique (Vijesh et al. 2013). Cette méthode est particuliérement utile pour
accélérer le processus de découverte de médicaments en réduisant le nombre de composés a
synthétiser et a tester in vitro. Cependant, il est important de noter que les prédictions in silico
doivent étre confirmées par des expériences in vitro pour évaluer l'efficacité et la sécurité du
candidat médicament (Jakhar et al. 2020).

I1.5.2.1. Préparation des ligands :

Dans le cadre de la réalisation d'études d'amarrage moléculaire, il convient en premier lieu
d'obtenir une structure tridimensionnelle parfaitement optimisée du composé a étudier. Cette
étape est généralement entreprise en recourant a la théorie fonctionnelle de la densité (DFT),
sans recourir a des contraintes de symétrie (Becke 1993). Les calculs sont réalisés au moyen du
logiciel Gaussian 09 (Frisch et al. 2009), en utilisant la fonctionnelle d'échange de Becke ainsi
que la fonctionnelle de corrélation de Lee, Yang et Parr (B3LYP), en combinaison avec
I'ensemble de base 6-311G+ +(d,p) (Becke 1993; Frisch et al. 1988). La structure optimisée de
compose est représentée dans la Figure 24.

Quant aux structures bidimensionnelles (2D) de lacarbose, du diclofénac et de
I'amoxicilline, elles ont été extraites de la base de données DrugBank
(https://go.drugbank.com/) (Wishart et al. 2018), avant d'étre converties en structures
tridimensionnelles (3D) et optimisées selon la méme méthode, en vue de la réalisation d'études
d'amarrage moléculaire. Les structures 3D des meédicaments standards sont présentées dans la

Figure 25.

Figure 24 : Structure de naringine optimisé avec B3LYP/6-311++G(d,p)
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Figure 25 : Structure de : Diclofénac (a), Amoxicilline (b) et Acarbose (c) extraites de la base
de données DrugBank
I1.5.2.2. Préparation des récepteurs :

Les structures 3D des récepteurs, y compris le récepteur de I’ADN humain (PDB ID : 1WOT)
(Court et al. 2005), ’albumine de sérum bovin (PDB ID : 6QS9) (Castagna et al. 2019), l'alpha-
amylase pancréatique humaine (PDB ID : 4GQR) (Williams et al. 2012), cyclooxygénase (PDB
ID : 40TY) (Windsor et al. 2013), Escherichia coli (PDB ID : 6F86) (Narramore et al. 2019) et
Staphylococcus aureus (PDB ID : 6LKI) (M. Wang et al. 2020). Les informations relatives aux
récepteurs, y compris leurs noms et leurs PDB ID, ont été répertoriées dans le Tableau 11
suivantes.

Les structures ont été obtenues a partir de la banque de données sur les protéines RSCB
(https://mww.rcsb.org/) (Rose et al. 2016). Pour préparer ces récepteurs, AutoDock Tools
(ADT) a été utilisé. La preparation impliquait I'élimination de toutes les molécules d'eau et de
cofacteurs pour obtenir la structure brute de chaque protéine. Ensuite, le site actif a été défini a
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I'aide du logiciel Molegro Virtual Docker (Bitencourt-Ferreira and de Azevedo 2019), suivi de
I'ajout d'hydrogénes polaires avant l'attribution des charges de Kollman.

Tableau 11: Les information relatives aux récepteurs cibles sélectionnées pour les études
d'amarrage moléculaire

hTRF1 DNA-binding domain in complex with

telomeric DNA
PDB ID IWOT
Résolution (A) 2.00
Mutation No
R-Value 0.252
Chaines A B
Organisme Homo sapiens

Bovine Serum Albumin in complex with

Ketoprofen
PDB ID 6QS9
Résolution (A) 2.80
Mutation No
R-Value 0.218
Chaines A B
Organisme Bos taurus

Human Pancreatic alpha-amylase in complex

with myricetin

PDB ID 4GQR
Résolution (A) 1.20
Mutation No
R-Value 0.252
Chaines A
Organisme Homo sapiens
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Crystal structure of lumiracoxib bound to the

apo-mouse-cyclooxygenase-2
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PDB ID 40TY
Résolution (A) 2.35
Mutation No
R-Value 0.181
Chaines A, B
Organisme Mus musculus

Crystal Structure of E. coli GyraseB 24kDa

PDB ID 6F86
Résolution (A) 1.90
Mutation No
R-Value 0.204
Chaines A
Organisme Escherichia coli 0157:H7

Two-component system protein mediate signal

transduction

PDB ID 6LKI
Résolution (A) 1.78
Mutation No
R-Value 0.210
Chaines A
Organisme Staphylococcus aureus
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11.5.2.3. Expériences d’amarrage Moléculaire :

Toutes les études de docking ont été effectuées sur un micro-ordinateur Pentium de 3.30
GHz, doté de 4.00 Go de mémoire RAM et d'un systeme d'exploitation Windows 10. Pour les
calculs de docking, le programme AutoDock 4.2 (Morris et al. 2009), fondé sur I'algorithme
génétique Lamarckien (LGA) avec recherche GA (Morris, Huey, and Olson 2008), a été utilisé.
Les simulations de docking ont été réalisées en utilisant les paramétres par défaut, tandis que le
nombre de runs a éeté fixé a 15, avec 150 individus et 2 500 000 évaluations d'énergie. La
recherche a été menée sur une grille de 41 et 51 points par dimension, avec des points séparés
de 0.500 A. Les centres et les tailles de grille ont été déterminés pour chaque récepteur, tel
qu’indiqué dans le Tableau 12, avec un pas de 0.500 centré sur le site actif de récepteur. A
I’issue des runs d’amarrage, une énergie de liaison diverse des ligands a été obtenue avec leurs
conformations respectives ; la pose d’amarrage énergétiquement la plus favorable a été utilisée
pour I'analyse de docking (Morris et al. 1998). Les interactions d’amarrage ont été visualisées
en utilisant les options d'interaction récepteur-ligand dans les logiciels : Discovery Studio v2.5
(Systemes 2016), et PyMOL (Anaconda 3) (DelLano 2002) ainsi le serveur en ligne Protein-
Ligand Interaction Profiler  (https://plip-tool.biotec.tu-dresden.de/plip-web/plip/index)
(Salentin et al. 2015).

Tableau 12: Les parametres de docking sélectionnés pour les récepteurs cible

Centre de grille
Récepteur Taille de grille (A)
X y z
ADN 31.300 | 46.570 | 22.280 | 64 64 64
BSA -42.030 | -2.380 | 35.230 | 64 64 64
a-amylase 10.800 | 16.530 | 39.740 [ 70 70 70
Cyclooxygenase -16.940 | 58.530 | 35.380 | 60 60 60
E.Coli 55.0 31.0 67.0 60 60 60
Staphylococcus
-2.546 | -23.991 | 1.652 50 50 50
aureus
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I1.5.3. Evaluation de Pactivité biologique par dynamique moléculaire :

La méthode de simulation de dynamique moléculaire est couramment utilisée dans la
recherche scientifique pour étudier le comportement dynamique des protéines et des complexes
protéine-ligand (Hansson, Oostenbrink, and van Gunsteren 2002). Dans le cadre de cette étude,
une simulation MD a été mise en place pour estimer la stabilit¢ des complexes d’amarrage
formé entre les molécules prometteuse et les récepteurs cibles. Cette simulation a été effectuée
sur une durée de 10 ns dans un environnement d'hydratation explicite en utilisant le logiciel
GROningen MAchine pour les simulations chimiques (GROMACS) version 5.0.6 (Van Der
Spoel et al. 2005).

Le systéeme de simulation a été configuré a l'aide de I'interface graphique basée sur le web
CHARMM-GUI (Jo et al. 2008), en utilisant le programme CHARMM General Force Field
(CGenFF) version 1.0 (Vanommeslaeghe and MacKerell Jr 2012) pour la préparation du ligand
et le champ de force CHARMM 36 (Huang and MacKerell Jr 2013) pour la préparation du
systéme. La charge atomique partielle a été prise en compte pour la parametrisation du ligand,
avec le modele de solvant trois points transférable intermoléculaire potentiel (TIP3P)
sélectionné pour le complexe protéine-ligand. Une boite d'eau de forme cubique avec une
distance de bord de 10 A a été utilisée et la charge du systéme a été neutralisée en incorporant
des contre-ions Na* et CI-.

Une fois le systeme neutralisé, une minimisation d'énergie a été effectuée pour éliminer les
interférences stériques. Les systemes d'énergie minimale ont ensuite été équilibrés en six étapes
en réduisant progressivement la constante de force et en thermalisant (dans I'ensemble NVT) a
298 K et en pressurisant (dans lI'ensemble NPT) a 1 bar chacun pendant 1 ns. Les systéemes bien
équilibrés ont été simulés a l'aide du logiciel Gromacs installé sur des installations de
supercalculateur du laboratoire de valorisation et de technologie des ressources sahariennes
(VTRS) a l'université d'EI Oued. La sortie de la simulation a été centrée, et les trajectoires ont
été analysées a l'aide du logiciel VMD (Humphrey, Dalke, and Schulten 1996). Les commandes
gmx rmsd, gmx rmsf, et gmx hbond ont été utilisées pour calculer respectivement le RMSD, le

RMSF, et les liaisons hydrogéne.
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Chapitre 2 : Résultats et Discussion

Ce chapitre présente les résultats de I'extraction, de la caractérisation et de I'étude in-silico
et in vitro de l'activité biologique du naringine, un composé présent dans la plante de
pamplemousse. L'objectif principal de cette étude était de déterminer I'activité biologique
potentielle du naringine en tant que composé actif pour le développement de nouveaux
médicaments. Les résultats présentés dans ce chapitre fournissent des informations détaillées
sur la composition chimique du naringine, ainsi que sur son activité anticancéreuse, anti-
diabétique, anti-inflammatoire et antibactérienne in vitro et ses interactions avec des protéines
cibles in-silico. Les résultats de cette étude peuvent contribuer a la compréhension de l'activité
biologique du naringine et a son potentiel en tant que composé actif dans le développement de

nouveaux médicaments pour le traitement de diverses maladies.
I.1. Caractérisation :

La caractérisation chimique du naringine a été realisee pour déterminer sa structure et sa
pureté. Des analyses telles que la spectroscopie UV-Vis, la spectroscopie infrarouge (IR) et la
résonance magnétique nucléaire (RMN) ont été effectuées pour caractériser le composé.

I.1.1. Caractérisation par Chromatographie sur couche mince (C.C.M) :

Les résultats de la CCM ont montré que le naringine présentait une tache unique (Figure 26)
avec un Rf (facteur de rétention) de 0.7407 lorsqu'il était évalué a l'aide de solvant Hexane-
méthanol (7 :3). La tache de naringine a été révélée en utilisant I’Tode solide, qui a montré une
coloration orange-brun caracteristique. Ces résultats ont confirmé la présence et la pureté de

naringine dans I'extrait de la plante de pamplemousse (Giannuzzo et al. 2003).

Figure 26 : Chromatographie sur couche mince (CCM) du naringine
I.1.2. Caractérisation par La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) :
Les résultats de la HPLC ont montré que le naringine présentait un temps de rétention de

34.128 + 0.5 minutes (Figure 27) lorsqu'il était séparé en utilisant le gradient de solvant

acetonitrile-méthanol. De plus, les résultats de la HPLC ont montré que le naringine présentait
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un pic unique avec une pureté de 60%. Cela indique que le naringine a été correctement séparé

des autres composants dans l'extrait et que la méthode de purification était efficace (Yusof,
Ghazali, and King 1990).
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Figure 27 : Chromatogramme de la chromatographie liquide a haute performance (HPLC) du
naringine
I.1.3. Caractérisation par Infrarouge (IR) :

Le naringine extrait de pamplemousse a été caractérisé par spectroscopie infrarouge (IR)
pour confirmer la présence de groupes fonctionnels caractéristiques de la molécule. Le spectre
IR du naringine a été comparé a un spectre IR de référence de naringine, obtenu depuis Alfa
Aeser (Figure 28).

Le spectre IR du naringine a montré des pics de vibration caractéristiques pour les liaisons
O-H, C-H, C=0 et C-O. Le pic a 3404.91 cm™ correspond a la liaison O-H caractéristique des
groupes phénoliques présents dans la molécule de naringine. Le pic a 2933.92 cm™ correspond
a la vibration des liaisons C-H de l'anneau aromatique. Le pic a 1264.53 cm™ correspondent a
la vibration de la liaison C-O, qui est caractéristique des groupes ester et éther. Dans le cas de

la naringine, cette bande est attribuée a la présence d'un groupement éther. Le pic a 1519.95
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cm? est due a la vibration de déformation de la liaison C-C et C-O, qui est caractéristique des
cycles aromatiques. Le pic & 1037.76 cm™ est due a la vibration d’élongation de la liaison C-

O-C, qui est caractéristique des groupes éther.
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Figure 28 : Caractérisation du naringine extrait (Linge noire) et naringine référencie (Linge

rouge) par spectroscopie infrarouge (IR)

En comparant le spectre IR du naringine extrait avec le spectre IR de naringine référencie, il
a été observé que les deux spectres présentent des pics de vibration similaires, confirmant la
présence du naringine dans I'échantillon extrait de pamplemousse (Ghosal, Ghosh, and Das
2018).

I.1.4. Caractérisation par spectroscopie UV-Visible :

La spectroscopie d'absorption UV-visible a été utilisée pour caractériser le naringine extrait
de pamplemousse. Les mesures ont été effectuees a une longueur d'onde de 283 nm (Figure 29),
correspondant au maximum d'absorption du naringine.

Le spectre dabsorption UV-visible du naringine a montré un pic intense a 283 nm,
correspondant & une transition 7-* du groupement phénolique. Ce pic est caractéristique de la
présence de groupes phénoliques dans la molécule de naringine, sont responsables de
I'absorption dans cette région du spectre électromagnétique.

En comparant le spectre d'absorption UV-visible du naringine avec celui de la naringine de

référence, il a été observé que les deux spectres présentent des pics d'absorption similaires,
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confirmant la présence du naringine dans I'échantillon extrait de pamplemousse (Cordenonsi et

al. 2017).
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Figure 29 : Spectre UV du naringine extrait (Linge noire) et de naringine référencie (Linge
rouge)

I.1.5. Caractérisation par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) :

La RMN a été utilisée pour caractériser le naringine extrait de pamplemousse. Les spectres
RMN du naringine ont été enregistrés en solution dans un solvant DMSO-d6.

Le spectre RMN du proton (1H) du naringine a montré des signaux correspondant aux
différents groupes protons de la molécule (Figure 30). En particulier, Les signaux de 2 protons
doublets entre 6.18 et 6.,22 ppm dont les constantes de couplage indiquent qu’ils sont en
position méta sur le cycle A ; Le spectre montre également 3 multiplets a 5.51 ppm (H-2), 3.39
ppm (H-3a), 3.14 ppm (H-3b). Le fort déblindage du proton H-2 indique qu’il est porté par un
carbone li¢ a ’atome d’oxygene au niveau du cycle ; Le spectre de RMN 1H montre plusieurs

signaux compris entre 5.6 et 2.5 ppm.
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PP

Figure 30 : Spectre RMN du 1H de naringine

De méme, le spectre RMN du carbone (13C) du naringine (Figure 31) a montré des signaux
correspondant aux différents groupes carbones de la molécule. En particulier, les signaux a 94.1
ppm, 81.5 ppm, et 116.1 ppm ont été attribués aux carbones des groupes méthyle, méthyléne et

aromatique, respectivement.
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Figure 31 : Spectre RMN du 13C de naringine

La comparaison des spectres RMN du naringine extrait avec les spectres RMN de référence
a confirmé la présence du naringine dans I'échantillon extrait de pamplemousse. Les positions
des signaux observés dans les spectres RMN du naringine extrait sont en accord avec les

données de naringine référencie.
1.2. Evaluation In Vitro des activités biologiques :

I.2.1. Evaluation de I’activité anti-cancéreux :

Une titration par spectroscopie électronique a été effectuée pour étudier l'interaction de
naringine avec ’ADN et la BSA dans une solution 90% éthanol/tampon phosphate
(KH2PO4/K2HPO4) a pH de 7.2. Les spectres d'absorption d'une concentration fixe (1 mM) de
naringine en absence et en présence d'une concentration croissante de la solution stock d'ADN

et de BSA sont présentés dans la Figure 32. Avec l'ajout d'/ADN et de BSA, une hypochromicité
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significative a été observée sans aucun déplacement notable de la position du pic d'absorption
maximal (Lanez, Bechki, and Lanez 2019), ce qui indique clairement la formation d'un adduit
entre 'ADN/BSA et la naringine (Zegheb et al. 2022). L’hypochromicité suggére en outre une
propriété de liaison principalement dans le sillon de la double hélice de 'ADN (Khennoufa et
al. 2021).

151
1.0

0.5 4

0.0

Figure 32 : Spectres d'absorption UV-visible de 1 mM de naringine en absence et en
Présence de concentrations croissantes d’/ADN (a) et de BSA (b) dans une solution 90%
éthanol/tampon phosphate (KH2PO4/K:HPO4) 0.1 M a un pH de 7.2 et a température de 298
K.
Les concentrations d’ADN et de BSA ajoutées ainsi que les valeurs d’absorbance obtenues

a partir des spectres électroniques de la Figure 32 sont regroupées dans le Tableau 13 suivant :

Tableau 13: Valeurs des absorbances tirées a partire du spectre électroniques UV-VIS de la
(figure 32)

[ADN] (uM) Absorbance [BSA] (UM) Absorbance

0.00 1.98 0.00 1.98
5.00 0.98 0.50 1.33
10.0 0.90 1.00 1.26
15.0 0.84 1.50 1.16
20.0 0.776 2.00 1.15
25.0 0.773 2.50 1.14
30.0 0.72 3.00 1.09
35.0 0.68 3.50 1.06
40.0 0.65 4.00 1.03
45.0 0.61 4.50 0.99
50.0 0.57 5.00 0.95
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1.2.1.1. Constantes de liaison :
En se basant sur la diminution d’absorbance du naringine suite a ’addition de différentes

concentrations d’ADN et de BSA, la constante de liaison a été évaluée a partir du tracé de
Ao/(A-A) en fonction de 1/ [ADN] ou 1/[BSA] (Figure 33) selon I’Equation 1 citée auparavant.

La constante de liaison est calculée du rapport pente/interception.
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Figure 33 : Les droites de régression linéaire de Ao/(A-Ao) en fonction de 1/[ADN] (a) et
1/[BSA] (b) ont ét¢ utilisés pour calculer les constantes de liaison de naringine I’ADN et BSA

1.2.1.2. Energie libre de liaison :
La variation de 1’énergie libre de liaison a été calculée en utilisant 1’Equation 5 suivante (B.

L. Wang et al. 2020):
AG=-RTInK

OU AG est I'énergie libre de liaison en KJ.mol?, R est la constante des gaz, 8.32 J.mol*K?

()

et T est la température absolue, 298K.
Les parametres de liaison sont réepertoriés dans le Tableau 14.

Tableau 14: Constante de liaison et énergie libre de liaison pour le naringine avec ' ADN
et le BSA a partir des données UV a pH=7.2 et T=298 K

Adduits Equations R? K (M%) -AG (KJ.mol?)
Naringine_ ADN y =-6.892x - 1.327 0.905 1.93 x 10° 30.17
y =-3.131x - 1.408 0.964 45 x 10° 32.27

Naringine_BSA
Les résultats obtenus montrent que la naringine a une forte affinité avec I’ADN et le BSA,

avec des constantes de liaison élevées de 1.93 x 10° M pour I’ADN et 4.5 x 10> M pour le
BSA. Ces valeurs indiquent une forte interaction entre la naringine et les deux macromolécules
biologiques étudiées (Khennoufa et al. 2021). En outre, les valeurs de I'énergie libre de liaison

(AG) sont également élevées, de -30.17 KJ.mol* pour ’ADN et de -32.27 KJ.mol* pour le
p
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BSA, ce qui suggére que la liaison entre la naringine et les macromolécules biologiques est
thermodynamiquement favorable (Lanez, Bechki, and Lanez 2019).

1.2.2. Evaluation de I’activité antidiabétique :

L’activité antidiabétique du naringine a été évaluée par la méthode spectrophotométrique
d’interaction de 1’alpha-amylase avec le naringine. L’alpha-amylase est une enzyme digestive
responsable de la dégradation de I’amidon en glucose et est une cible importante dans le
traitement du diabéete de type 2 (Park et al. 2000).

L'activité de l'alpha-amylase a été mesurée en présence et en l'absence du naringine. La
méthode est basée sur le fait que l'alpha-amylase hydrolyse I'amidon en glucose, ce qui peut
étre suivi par la mesure de la libération de glucose en utilisant un réactif de glucose oxydase-
peroxydase (Conway and Hood 1976). Le potentiel inhibiteur de l'acarbose, un médicament
antidiabétique de type 2 standard, sur l'activité de I'a-amylase a également été analysé dans
cette recherche pour servir de contrdle positif.

Les concentrations de naringine et d’acarbose ainsi que les valeurs d’absorbance obtenues a
partir de mesure spectroscopique sont regroupées dans le Tableau 15 suivant :

Tableau 15: Valeurs des absorbances tirées a partir du test d'alpha-amylase

[Naringine] (mg/ml) Absorbance [Acarbose] (mg/ml) Absorbance

0.00 0.093 0.00 0.093

0.25 0.166 1.294 2.353
0.125 0.161 0.647 2.18
0.062 0.160 0.323 1.66
0.031 0.159 0.161 1.247
0.015 0.157 0.080 0.734
0.007 0.147 0.040 0.377
0.003 0.143 0.020 0.278
0.001 0.134 0.010 0.199
0.0009 0.130 0.005 0.165
0.0004 0.117 0.002 0.15

Les résultats de I’absorbance obtenus réveélent une corrélation proportionnelle entre
I'absorbance et les concentrations croissantes des différents ligands étudiés, suggérant une

activité inhibitrice de l'alpha-amylase.

93



Chapitre 2 : Résultats et Discussion

1.2.2.1. Activités inhibitrices de 1'alpha-amylase (ICso) :

Le potentiel antidiabétique in vitro de naringine extraits de pamplemousse a été étudié en
utilisant le mod¢le d'inhibition de I’a-amylase et les résultats sont présentés dans le Tableau 16.
A partir des régressions exponentielles de la concentration de naringine et acarbose (mg/ml)
par rapport a l'inhibition de 1’a-amylase en pourcentage (Figure 34), tous les composés étudiés
ont augmenté significativement l'inhibition de 1’a-amylase (%) avec une augmentation

correspondante de la concentration de ligand.
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Figure 34 : Les courbes de régression exponentielle de pourcentage d’inhibition en fonction
de la concentration de Naringine (a) et Acarbose (b)

Tableau 16: Activité antidiabétique de naringine et acarbose par le test d'inhibition de I’a-
amylase.

[Naringine] (mg/ml) Inhibition % [Acarbose] (mg/ml) Inhibition %

0.25 43.97 1.294 96.04
0.125 42.23 0.647 95.73
0.062 41.87 0.323 94.39
0.031 4151 0.161 92.54
0.015 40.76 0.080 87.32
0.007 36.73 0.040 75.33
0.003 34.96 0.020 66.54
0.001 30.59 0.010 53.26
0.0009 28.46 0.005 43.63
0.0004 20.51 0.002 38.00

1Cs0 = 3.5 pg/ml 1Cs0 = 9.6 pg/ml
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La naringine montre une inhibition de I'alpha-amylase croissante avec l'augmentation de sa
concentration. A une concentration de 0.25 mg/ml, l'inhibition est de 43.97 %, et elle augmente
progressivement pour atteindre 41.51 % & une concentration de 0.031 mg/ml. A des
concentrations plus faibles de naringine (inférieures a 0.031 mg/ml), l'inhibition diminue, avec
20.51 % d'inhibition a une concentration de 0.0004 mg/ml. L'ICso de la naringine, c'est-a-dire
la concentration nécessaire pour inhiber 50 % de I'activité de I'alpha-amylase, est de 3.5 pg/ml.

En comparaison, l'acarbose, un médicament couramment utilisé comme inhibiteur de
l'alpha-amylase dans le traitement du diabete, montre une inhibition plus forte de l'activité de
l'alpha-amylase & des concentrations plus élevées. Par exemple, a une concentration de 1.294
mg/ml, l'inhibition de l'acarbose est de 96.04 %, et elle augmente pour atteindre 38 % a une
concentration de 0.002 mg/ml. L'ICso de l'acarbose est de 9.6 pug/ml, ce qui est plus élevé que
celui de la naringine (environ 2.75 fois).

Ces resultats suggerent que la naringine présente une activité inhibitrice de lI'alpha-amylase,
bien que moins puissante que celle de I'acarbose a des concentrations équivalentes. Cependant,
il est important de noter que la naringine est un composé naturel présent dans certains aliments
(Ghosal, Ghosh, and Das 2018), tandis que l'acarbose est un médicament synthétique prescrit
sous forme de médicament (Shibata and Ogawa 1989). Par consequent, la naringine peut étre
considérée comme une alternative naturelle et potentiellement bénéfique a l'acarbose dans le
contexte de la régulation de la glycémie et du traitement du diabete (Laraoui et al. 2023).

1.2.2.2. Constantes de liaison :

La diminution graduelle des valeurs dabsorption de la solution d'a-amylase par
l'augmentation des concentrations de naringine et d'acarbose peut étre exploitée pour calculer
la constante de liaison en appliquant 1’Equation 1 citée auparavant.

La valeur de Ky, qui représente la constante de liaison (M), Un graphique de A/(Ac-A) en
fonction de 1/C (Figure 35) a donné une pente de &/(s0-€) Kb et une intersection "y" égale a

&l(eo-€), oU Kp est le rapport de la pente sur I'intersection "y".
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Figure 35 : Tracés des courbes de A/ (Ao — A) en fonction de 1/[Naringine] (a) et
1/[Acarbose] (b) utilisées pour calculer les constantes de liaison

1.2.2.3. Energie libre de liaison :

La variation de 1’énergie libre de liaison a été calculée en utilisant 1’Equation 5 citée
auparavant.

Les valeurs négatives de AG indiguent la spontanéité de l'interaction entre I'a-amylase et les
composes étudiées, tandis que leur magnitude indique une forte liaison entre la protéine et les
ligands (Adisa, Choudhary, and Olorunsogo 2011). Les valeurs obtenues pour les constantes de
liaison et leurs énergies libres de liaison correspondantes sont résumées dans le Tableau 17.

Tableau 17: Constantes de liaison et énergies libres de liaison pour Naringine et Acarbose
avec l'alpha-amylase calculées a partir des données UV-Vis.

Adduits Equations R? K (M%) -AG (KJ.mol™)
Naringine a-amylase ~ y=-0.002x-2.378 0957  1.11x 10° 34.52
Acarbose_a-amylase y =-0.010x - 1.084 0.961 1.06 x 10° 28.69

Pour la naringine, le coefficient de détermination (R?) associé a cette équation est de 0.957,
ce qui indigue une bonne adéquation du modéle aux données expérimentales (LANEZ n.d.). La
constante de liaison (K), qui est une mesure de la force de liaison entre la naringine et l'alpha-
amylase, est de 1.11 x 10° M. Une valeur plus élevée de K indique une liaison plus forte entre
la naringine et lI'enzyme (Hirose 2001). La variation d'énergie libre (-AG), qui représente la
spontanéité de la réaction d'adduction, est de 34.52 KJ/mol.

Pour l'acarbose, un coefficient de détermination (R?) de 0.961. La constante de liaison (K)
est de 1.06 x 10° M, ce qui indique une liaison moins forte entre l'acarbose et I'alpha-amylase

par rapport a la naringine. La variation d'énergie libre standard (-AG) est de 28.69 KJ/mol.
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Ces données suggerent que la naringine forme des adduits plus forts avec l'alpha-amylase
par rapport a l'acarbose, comme en témoignent la valeur plus élevée de K et la plus grande
variation d'énergie libre standard (-AG). Cela peut contribuer & son activité inhibitrice sur
l'alpha-amylase observée dans les résultats précedents.

1.2.3. Evaluation de ’activité anti-inflammatoire :

L'activité anti-inflammatoire de naringine peut étre évaluée en utilisant la méthode
spectrophotométrique de l'interaction de naringine avec le BSA (sérum albumine bovine). Cette
méthode est basée sur le fait que le naringine peut se lier a la BSA et induire des changements
de conformation de la protéine, qui peuvent étre détectés en mesurant les changements de
I'absorbance UV-Vis de la solution de la protéine (Ganta et al. 2020).

La BSA (sérum albumine bovine) est une protéine globulaire largement utilisée comme
modele de protéine dans les études de liaison des médicaments et des protéines (Tang and Shen
2013). Nous avons utilisé la BSA pour évaluer la capacité du naringine a se lier a une protéine
et a potentiellement inhiber I'inflammation. Diclofénac est un médicament anti-inflammatoire
non stéroidien (AINS) largement utilisé pour soulager la douleur et lI'inflammation dans les
maladies inflammatoires telles que l'arthrite et les douleurs musculaires (Zacher et al. 2008),
I'étude comparative de la naringine avec le diclofénac peut étre intéressante pour déterminer si
la naringine peut offrir un potentiel anti-inflammatoire similaire avec moins d'effets secondaires
indésirables.

Les concentrations de naringine et Diclofénac ainsi que les valeurs d’absorbance obtenues a
partir de mesure spectroscopique sont regroupées dans le Tableau 18 suivant :

Tableau 18: Valeurs de absorbances tirées a partir du test anti-inflammatoire

Concentration (mg/ml) Absorbance

Naringine  Diclofénac

0.00 0.523 0.523
1 2.093 2.868
0.5 1.349 1.752
0.25 0.887 1.153
0.125 0.759 0.925
0.0625 0.758 0.832
0.03125 0.582 0.774
0.01563 0.553 0.766
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0.00781 0.553 0.745

0.00391 0.549 0.725
0.00195 0.542 0.71
0.00098 0.537 0.703
0.00049 0.534 0.702

On peut observer que I'absorbance augmente avec l'augmentation de la concentration de
naringine et de diclofénac. On peut utiliser ces données pour tracer des courbes de régression
et déterminer des différents parametres en utilisant I'absorbance mesurée.

1.2.3.1. Activités inhibitrices de sérum albumine bovine (ICs) :

D'apres les donnees de l'interaction de la naringine avec la BSA, l'activité inhibitrice de la
BSA peut étre exprimée en termes de concentration inhibitrice médiane (ICso), qui correspond
a la concentration de naringine nécessaire pour inhiber 50 % de l'activité de la BSA (Tableau
19). Cette valeur peut étre déterminée en tragant un graphique de la concentration de naringine
en fonction de pourcentage d'inhibition de BSA (Figure 36) et en trouvant la concentration qui

correspond a 50 % d'inhibition.

90 4
804 y = 74.51 - 70.64*exp(-3.682x) y = 85.81 - 58.65*exp(-2.639x)
704 R*=0.963 804 R®=0.995
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Figure 36 : Les courbes de régression exponentielle de pourcentage d’inhibition en fonction

de la concentration de Naringine (a) et Diclofénac (b)
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Tableau 19: Activité de naringine et Diclofénac par le test anti-inflammatoire.

Concentration Inhibition %
(mg/ml) Naringine Diclofénac
1 75.01 81.75
0.5 61.23 70.14
0.25 41.03 54.64
0.125 31.09 43.45
0.0625 31.00 37.13
0.03125 10.13 32.42
0.01563 5.42 31.72
0.00781 5.42 29.79
0.00391 4.73 27.86
0.00195 3.50 26.33
0.00098 2.60 25.60
0.00049 2.05 25.49

I1Cs0 = 0.2876 mg/mi I1Cs0 = 0.1869 mg/mi

Le tableau montre les activités inhibitrices (pourcentage d'inhibition) de naringine et du
diclofénac sur le sérum albumine bovine a différentes concentrations. Les valeurs 1Cso, qui
indiquent la concentration de l'inhibiteur qui inhibe 50% de l'activité de I'enzyme, ont été
trouvées a 0.2876 mg/ml pour la naringine et a 0.1869 mg/ml pour le diclofénac. Ces valeurs
suggerent que le diclofénac est un inhibiteur plus puissant de la sérum albumine bovine par
rapport a la naringine. A une concentration de 1 mg/ml, la naringine a inhibé 75.01% de
I'activité de I'enzyme, tandis que le diclofénac a inhibé 81.75% de l'activité de I'enzyme. A
mesure que la concentration des deux inhibiteurs diminuait, le pourcentage d'inhibition
diminuait également, indiquant un effet inhibiteur dépendant de la concentration. Ces résultats
suggerent que la naringine peut avoir un potentiel anti-inflammatoire, tout comme le diclofénac,
mais a des concentrations plus élevées.

1.2.3.2. Constantes de liaison :

La méthode spectrophotométrique d'interaction entre le naringine et le BSA a permis de
déterminer la constante de liaison (Ky), exprimée en M, en utilisant I'Equation 1 mentionnée
précédemment. Les valeurs d'absorption de la solution de sérum albumine bovine ont diminué

progressivement avec la diminution des concentrations de naringine et de diclofénac. En tracant
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un graphique de A/(Ao-A) en fonction de 1/C (Figure 37), la pente a été calculée comme &/(go-
e) Kb et lintersection "y" comme &/(eo-€), ou Ky représente le rapport de la pente sur

I'intersection "y".
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Figure 37 : Tracés des courbes de A/ (Ao — A) en fonction de 1/[Naringine] (a) et
1/[Diclofénac] (b) utilisées pour calculer les constantes de liaison

1.2.3.3. Energie libre de liaison :

En utilisant I’Equation 5 mentionnée précédemment, nous avons pu calculer la variation de
I’énergie libre de liaison. Les valeurs négatives de AG indiquent que l'interaction entre sérum
albumine bovine et les composés étudies est spontanée, tandis que leur magnitude indique une
forte liaison entre la protéine et les ligands. Les constantes de liaison et les énergies libres de
liaison correspondantes sont résumées dans le Tableau 20.

Tableau 20: Constantes de liaison et enérgies libres de liaison pour Naringine et
Diclofénac avec le sérum albumine bovine calculées a partir des données UV-Vis.

Adduits Equations R? KM?Y  -AG (KJ.mol?)
Naringine_BSA y=-0.092x - 3.352 0.915 3.63 x 10* 26.03
Diclofénac_BSA y=-0.008x -3.021 0.976 3.93 x 10° 31.94

Les données du tableau montrent les résultats des constantes de liaison et des énergies libres
de liaison pour les adduits de naringine_BSA et de diclofénac_BSA. Les valeurs de R?, qui
indiquent l'ajustement de la droite de régression aux données expérimentales, sont
respectivement de 0.915 et 0.976, ce qui suggere une bonne corrélation entre les données
expérimentales et les équations de liaison.

La constante de liaison (K) pour le naringine est de 3.63 x 10* M?, tandis que pour et de
diclofénac elle est de 3.93 x 10° M7, indiquant une plus forte liaison entre diclofénac et BSA.

Les énergies libres de liaison (-AG) sont également plus élevées pour diclofénac (31.94 KJ/mol)
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par rapport a naringine (26.03 kJ/mol), ce qui confirme une fois de plus une liaison plus forte
entre diclofénac et BSA.

1.2.4. Evaluation de ’activité antibactérien :

L'étude in vitro du pouvoir antimicrobien de naringine a été réalisée en utilisant la technique
des disques de diffusion contre deux types de bactéries couramment rencontrées dans les
infections, Escherichia coli (E. coli) et Staphylococcus aureus (S. aureus). Deux méthodes ont
été utilisées pour évaluer l'activité antibactérienne : la mesure de la zone d'inhibition autour du
disque imprégné de naringine, ainsi que la mesure de la densité optique de la suspension
bactérienne apres traitement avec différentes concentrations de naringine. Les résultats obtenus
ont été compares avec ceux de I'amoxicilline, un antibiotique couramment utilisé. Dans cette
étude, nous présentons les résultats obtenus pour les différentes méthodes d'évaluation de
I'activité antibactérienne de la naringine et leur comparaison avec I'amoxicilline.

1.2.4.1. Détermination du diamétre de la zone d’inhibition :

Aprés une incubation de 24 heures a 37°C, les zones d'inhibition entourant les disques
imprégnés de naringine et d'amoxicilline ont été mesurées. Les photographies des zones
d'inhibition obtenues pour les tests d'activité antibactérienne de naringine et d’amoxicilline
contre Escherichia coli et Staphylococcus aureus sont présentées ci-dessous (Figure 38). Les
zones d'inhibition sont caractérisées par des zones claires dépourvues de croissance bactérienne

autour des disques.

Zone d'inhibition de la naringine contre E. coli Zone d'inhibition de I'amoxicilline contre E. coli
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Zone d'inhibition de naringine contre S. aureus Zone d'inhibition de I'amoxicilline contre S. aureus

Figure 38 : Les photographies des zones d'inhibition obtenues pour les tests d'activité
antibactérienne
Les diametres des zones d'inhibition obtenus avec la naringine et 'amoxicilline contre E.coli
et S.aureus sont résumés dans le Tableau 21 suivant :

Tableau 21: Diamétre des zones d'inihibition de naringine et d’amoxicilline contre E. coli

et S. aureus
Antibiotique Bactérie Diameétre de zone (mm)
Naringine Escherichia coli 18.5
Amoxicilline Escherichia coli 23.1
Naringine Staphylococcus aureus 10.9
Amoxicilline Staphylococcus aureus 20.2

Les résultats montrent que lI'amoxicilline a un effet antimicrobien plus important que la
naringine, avec des zones d'inhibition plus grandes pour les deux types de bactéries testées.
Cependant, la naringine montre tout de méme une activité antibactérienne significative, avec
des zones d'inhibition de 10.9 a 18.5 mm contre E. coli et S. aureus.

1.2.4.2. Activités inhibitrices des bactéries (ICso) :

L'activité antibactérienne de la naringine a été étudiée en utilisant la méthode de mesure de

I'absorbance pour calculer I'ICso. Cette méthode est basée sur la mesure de la croissance

bactérienne dans des puits contenant différentes concentrations de naringine. Les résultats
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obtenus ont permis de déterminer la concentration minimale de naringine nécessaire pour
inhiber la croissance bactérienne a 50 %.

Pour cela, des cultures de E. coli et de S. aureus ont été incubées avec différentes
concentrations de naringine et d’amoxicilline allant de 1 a 17 mg/ml pendant 24 heures a 37°C.
Ensuite, la densité optique de chaque échantillon a été mesurée a 620 nm a l'aide d'un
spectrophotometre. Les résultats obtenus sont résumés dans le Tableau 22 suivants :

Tableau 22: Valeurs des absorbances tri¢es a partir du test antibactérien

Naringine Amoxicilline
C (mg/ml) D.O. C (mg/ml) D.O.
E.coli  S.aureus E.coli  S. aureus
0 2.742 2.742 0 2.742 2.742
1 2.439 2.308 0.01 2.117 1.954
2 2.351 2.222 0.02 1.718 1.816
3 2.333 2.219 0.04 1.658 1.626
4 2.256 2.028 0.08 1.103 1.389
5 2.169 2.026 0.16 0.828 1.344
6 2.153 2.018 0.31 0.677 0.868
7 2.144 1.923 0.63 0.638 0.21
8 2.133 1.916 1.25 0.395 0.197
9 2.103 1.841
10 2.098 1.713
11 2.07 1.659
12 2.032 1.408
13 1.981 1.228
14 1.74 1.219
15 1.684 1.158

Ce tableau présente les résultats de I'étude de l'activité antibactérienne de la naringine et de
I'amoxicilline contre E. coli et S. aureus en utilisant la méthode de mesure de I'absorbance. Les
résultats montrent que les densités optiques diminuent progressivement avec l'augmentation de
la concentration de naringine ou d'amoxicilline, ce qui indique une réduction de la croissance
bactérienne. Les valeurs de I'lCso, qui représentent la concentration de naringine ou

d'amoxicilline nécessaire pour inhiber 50% de la croissance bactérienne, ont été calculées a
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partir de ces données en tragant le pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration des

composés testés (Figure 39), les valeurs des ICso obtenu sont présenté dans le Tableau 23.
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Figure 39 : Les courbes de régression linéaire de pourcentage d’inhibition des bactéries en

Fonction de la concentration de Naringine et Amoxicilline

Tableau 23: Activité antibactérien de naringine et amoxicilline par le test d'inhibition de E.
coli et S. aureus

Naringine Amoxicilline
1% (E. coli) 1% S. aureus 1% E. coli 1% S. aureus
11.050 11.451 22.794 28.738
14.260 14.296 37.345 33.771
14.916 15.828 39.533 40.700
17.724 18.964 59.774 49.344
20.897 19.074 69.803 50.985
21.481 26.039 75.310 68.344
21.809 26.112 76.732 92.341
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22.210 26.404 85.594 92.815
23.304 29.869 ICs0 = 0.059 mg/ml  1Csp = 0.115 mg/ml
23.487 30.124

24.508 32.859

25.894 37.527

27.753 39.497

36.543 48.651

38.585 55.215

ICs0 =5.25 mg/ml  1Cso = 6.18 mg/ml

Les résultats présentent les inhibitions de la croissance de bactéries E. coli et S. aureus en
présence de naringine et d'amoxicilline. Les résultats montrent que l'efficacité de la naringine
est relativement faible comparée a celle de I'amoxicilline, avec des 1Cso de 5.25 mg/ml et 6.18
mg/ml respectivement.

En ce qui concerne la naringine, les résultats montrent une inhibition de la croissance de
bactéries allant jusqu'a 38.585 % pour E. coli et 55.21 % pour S. aureus, a la concentration la
plus élevée testée (23.304 mg/ml). Cela suggere que la naringine peut avoir une certaine activité
antimicrobienne, bien que cela necessite des concentrations relativement élevées.

En revanche, les résultats de I'amoxicilline montrent une inhibition de la croissance
bactérienne allant jusqu'a 92.81 % pour S. aureus et 85.594 % pour E. coli a la concentration
la plus élevée testée (1.25 mg/ml). Cela confirme I'efficacité bien connue de I'amoxicilline en
tant qu'antibiotique contre les infections bactéeriennes.

1.2.4.3. Constantes de liaison :

La méthode de mesure de I'absorption spectrophotométrique a été utilisée pour évaluer la
constante de liaison (Kb) du naringine avec les deux types de bactérie. Cette constante a été
exprimée en M. Les concentrations décroissantes de naringine et d’amoxicilline ont entrainé
une diminution progressive de I'absorption de la solution contenant la bactérie. En tracant un
graphique de A/(Ao-A) en fonction de 1/C (Figure 40), la pente a été calculée comme étant
¢/(€0-€) Kb, ou ¢ représente I'absorbance de la solution contenant le composé, et &g I'absorbance
de la solution de contréle. L'intersection "y" a également été calculée comme étant &/(eo-¢). La
constante de liaison a ensuite été obtenue en divisant la pente par lintersection (Kp =

pente/intersection).
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Figure 40 : Traces des courbes de A/ (Ao — A) en fonction de 1/[Naringine] et

1/[Amoxicilline] utilisées pour calculer les constantes de liaison

1.2.4.4. Energie libre de liaison :

En utilisant I’Equation 5, nous avons pu calculer la variation de I'énergie libre de liaison.

Les valeurs négatives de AG indiquent que l'interaction entre les bactéries en question et les

composes étudiés est spontanée, tandis que leur magnitude indique une forte liaison entre la

protéine et les ligands. Les constantes de liaison et les énergies libres de liaison correspondantes

sont résumées dans le Tableau 24.

Naringine_Escherichia coli

Naringine _Staphylococcus aureus

Amoxicill

Amoxicilline_Staphylococcus aureus y =-0.044x - 1.939

Tableau 24: Constantes de liaison et énergies libres de liaison pour Naringine et
Amoxicilline avec les deux types des bactéries calculées a partir des données UV-Vis.

Adduits

ine_Escherichia coli

Equations

y =-10.050x - 3.728
y =-28.854x —1.224
y =-0.085x - 1.247

RZ
0.918
0.920
0.962
0.933

K (M)
3.70 x 10°
4.24 x 10°
1.46 x 10°
4.40 x 10°

-AG (KJ.mol?)
31.79
26.42
23.78
26.51
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Les résultats montrent que les valeurs de R? sont supérieures a 0.9 pour toutes les équations,
indiquant une bonne corrélation entre les concentrations des composes et leur interaction avec
les protéines. Les valeurs de K (constante de liaison) pour le naringine sont significativement
plus élevées que pour I'amoxicilline, ce qui indique une forte liaison entre le naringine et les
bactéries étudiées. De plus, les valeurs négatives de AG indiquent que I'interaction est spontanée
et que la liaison entre les composés et les protéines est forte.

Il est intéressant de noter que la naringine présente une liaison plus forte avec les deux
souches bactériennes étudiées, ce qui suggére qu'elle pourrait &tre un agent antibactérien
potentiel. En revanche, I'amoxicilline montre une liaison plus faible avec les deux souches
bactériennes, ce qui est cohérent avec le fait que cette molécule est un antibiotique couramment

utilisé et que les bactéries peuvent développer une résistance a son action.
1.3. Evaluation In Silico des activités biologiques :

I.3.1. Prédiction des propriétés ADMET et la similitude médicamenteuse :

Dans la présente étude, nous avons évalué les propriétés ADME de naringine en utilisant
l'outil web SwissADME. La naringine a été analysée afin d'étudier ses caractéristiques
générales (Tableau 25), ses propriétés physico-chimiques (Tableau 26), ses caracteristiques de
lipophilie et de solubilité dans l'eau (Tableau 27 et 28), ses parametres pharmacocinétiques
(Tableau 29), sa conformité aux régles de similarité aux medicaments et son score de
biodisponibilité (Tableau 30) ainsi que ses propriétés de chimie médicinale (Tableau 31). Les
résultats obtenus pour la naringine ont été comparés aux médicaments standards (Acarbose,
Diclofénac et Amoxicilline).

Le Tableau 26 fournit des informations sur les propriétés physicochimiques des composés
étudiés. Le nombre d'atomes lourds est utilisé pour évaluer la complexité moléculaire, ou la
naringine a un nombre d'atomes lourds de 41, comparativement a l'acarbose (44), au diclofénac
(19) et a 'amoxicilline (25). Les composés aromatiques ont été évalués en comptant le nombre
d'atomes aromatiques lourds, ou la naringine et le diclofénac ont un nombre similaire de 12,
tandis que I'acarbose et I'amoxicilline n'en ont pas. La fraction Csp3 indique le pourcentage de
carbone sp3 dans la molécule, ou l'acarbose a la plus grande fraction de 0.88. Le nombre de
liaisons rotatives, les accepteurs et donneurs de liaisons hydrogene, la réfractivité molaire et
I'aire de surface totale polaire (TPSA) sont également des propriétés importantes pour évaluer
les interactions moléculaires et la pharmacocinétique des composeés. Les résultats montrent que
la naringine a le plus grand nombre d'accepteurs de liaisons hydrogene avec 14, tandis que

l'acarbose a le plus grand nombre de donneurs de liaisons hydrogéne avec 14. En ce qui
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concerne la TPSA, l'acarbose a la plus grande surface totale polaire avec 329.01 A2 En
conclusion, le Naringine se situe dans une plage intermédiaire en termes de taille,
d'hydrophobicité, de flexibilité, de capacité de formation de liaisons hydrogéne, de solubilité
dans l'eau et de réfractivité molaire par rapport aux autres molécules testées. Son profil de
propriétés moléculaires peut la rendre appropriée pour diverses applications, en fonction des
besoins spécifiques de la recherche ou du développement de produits.

Les résultats du Tableau 27 montrent que la naringine a une lipophilicité (Daina, Michielin,
and Zoete 2014) modérée avec un iLOGP de 1.96, alors que I'acarbose et I'amoxicilline ont une
faible lipophilicité avec des iLOGP de 0.17 et 0.95, respectivement. Le diclofénac, en revanche,
est plus lipophile avec un iLOGP de 1.98. D'autres mesures de la lipophilicité sont également
présentées, notamment XLOGP3 (T. Cheng et al. 2007; R. Wang, Fu, and Lai 1997), WLOGP
(Ghose and Crippen 1986; Ghose, Viswanadhan, and Wendoloski 1998), MLOGP (Moriguchi
et al. 1992, 1994), SILICOS-IT (T. Cheng et al. 2007) et Consensus Log Po/w (Meylan and
Howard 2000). Dans lI'ensemble, ces résultats suggérent que la naringine est moins lipophile
que le diclofénac, mais plus lipophile que l'acarbose et I'amoxicilline.

Le Tableau 28 présente les prévisions de la solubilité des composés étudiés (Naringine,
Acarbose, Diclofénac et Amoxicilline) utilisant trois méthodes différentes (ESOL (Delaney
2004), Ali (Aliet al. 2012) et SILICOS-IT (Dascalu et al. 2020)). Les résultats montrent que la
solubilité de la Naringine est prévue étre faible selon les trois méthodes, tandis que la solubilité
de I'Acarbose est prévue étre élevée. La solubilité du Diclofénac est prévue étre faible selon les
méthodes ESOL et Ali, mais modérée selon SILICOS-IT, tandis que la solubilité de
I'’Amoxicilline est prévue étre élevée selon les méthodes ESOL et Ali, mais faible selon
SILICOS-IT. Il est important de noter que chaque méthode utilise un modeéle différent pour
prédire la solubilité, ce qui peut conduire a des résultats légerement différents. Cependant, en
général, ces prévisions de solubilité peuvent étre utiles pour évaluer le potentiel d'absorption et

de distribution des composés dans le corps (Savjani, Gajjar, and Savjani 2012).
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Tableau 25: Caractéristiques générales des composés étudiées

Structure SMILES

[HIICe@]1(C[C@@H]2[C@@H] (O)[C@H] (O)[C@@H] (CO)O[C@H]20C2=CC3=C(C(=0)

C[C@H] (03) C3=CC=C(0)C=C3) C(0)=C2) O[C@@H] (C)[C@H] (O)[C@@H] (O)[C@H]10

[HIC=O)IC@H](O)[Ce@@H](O)[C@](H))(CIC@@]1(H)O[C@H](CO)IC@@]
((H))(CIC@H]20[C@H](C)[C@@H](N[C@@]3([H]))C=C(CO)

[C@@H](O)[C@H](O)[C@HI30)[C@H](O)[C@H]20)[C@H](0)[C@H]10)[C@H](O)CO

Composés Formule
Chimique
Naringine C27H32014
Acarbose C25Ha3sNO1s
Diclofénac C14H1:CI:NO>

Amoxicilline = CisH19N30sS

OC(=0)CC1=CC=CC=CINC1=C(Cl)C=CC=C1ClI
[HI[C@]12SC(C)(C) [C@@H] (N1C(=0) [C@H]2NC(=0) [C@H] (N)C1=CC=C(0)C=C1) C(0)=0

Tableau 26: Propriétés physico-chimiques des composés étudiées

Propretes
Num. Atomes lourds
Num. arom. Atomes lourds
Fraction Csp3
Num. Liaisons rotatives
Num. Accepteurs de liaisons hydrogene
Num. Donneurs de liaisons hydrogéne
Réfractivité molaire
TPSA (A2

Naringine

41
12
0.52

14

134.91
225.06

Acarbose

44
0
0.88

13

19

14
137.92
329.01

Diclofénac

19
12
0.07

77.55
49.33
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Amoxicilline

25

94.59
158.26

Masse
Moléculaire
(9/mol)
580.53

645.60

296.15
365.40
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Tableau 27: Caractéristiques de lipophilicité des composés étudiés

Properties Naringine Acarbose
iLOGP 1.96 0.17
XLOGP3 -0.44 -8.82
WLOGP -1.49 -8.72
MLOGP -2.77 -7.45
SILICOS-IT -1.64 -6.36
Consensus Log Po/w -0.87 -6.24

Diclofénac

1.98

4.40

4.36

3.84

3.74

3.66

Tableau 28: Caractéristiques de solubilité dans 1'eau des composés étudiés

Composes ESOL Ali
Log S Solubilité Class LogS Solubilité
(ESOL) (Ali)
mg/ml mol/L mg/ml mol/L

Class

Log S
(SILICOS-IT)
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Amoxicilline
0.95
-1.99
-0.68
0.23
-0.45

-0.39

SILICOS-IT

Solubilité Class

mg/ml mol/L
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Naringine
Acarbose
Diclofénac

Amoxicilline

S : Soluble, MS

-2.98 6.04e-1  1.04e-3 S
2.57 2.41e+5  3.73e+2 HS
-4.65 6.61e-3  2.23e-5 MS
-0.70 7.30e+1  2.00e-1 HS

Résultats et Discussion

-3.28 8.77e-2  1.51e4 S

269  3.18e+5  4.92¢2 HS
=5 L5 2.8e-3 7.03e-6 MS
-0.81 5.66e+1  1.55e-1 VS

: Modérément Soluble, HS : Trés Soluble, VS : Very Soluble

-0.49

6.23

-5.97

-1.62

Tableau 29: Paramétres pharmacocinétiques des composés étudiés

Propriétés

Gl absorption

BBB perméant

P-gp substrat
CYP1AZ2 inhibitoire
CYP2C19 inhibitoire
CYP2C9 inhibitoire
CYP2D6 inhibitoire
CYP3A4 inhibitoire

Log Kp (Skin Perméation) (cm/s)

Naringine = Acarbose  Diclofénac
Faible Faible Elevé
No No Yes
Yes Yes No
No No Yes
No No Yes
No No Yes
No No Yes
No No No
-10.15 -16.50 -4.98

Amoxicilline
Faible

No
No
No
No
No
No
No
-9.94
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1.87e+1

1.10e+9

3.20e-4

8.67e+0

3.21e-1

1.71e6

1.08e-6

2.37e-2
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Lipinski

Ghose

Veber

Egan

Muegge

Bioavailability

score

Résultats et Discussion

Tableau 30: Régle de druglikeness et score de biodisponibilité des composés étudiés

Naringine Acarbose Dicloféna
C
No ; 3 violations : MW>500, N ou No ; 3 violations : MW>500, N ou O>10, Yes
0>10, NH ou OH>5 NH ou OH>5
No; 4 violations: MW>480, WLOGP<- No; 4 violations: MW>480, WLOGP<-0.4, Yes
0.4, MR>130 MR>130

No; 1 violation: TPSA>140 No; 1 violation: TPSA>140 Yes

No; 1 violation: TPSA>131.6 No; 1 violation: TPSA>131.6 Yes

No; 3 violations: TPSA>150, No; 4 violations: MW>600, TPSA>150, Yes
H-acc>10, H-don>5 H-acc>10, H-don>5

0.17 0.17 0.85
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Amoxicilline

Yes

No; 1 violation:

WLOGP<-0.4

No; 1 violation:
TPSA>140

No; 1 violation:

TPSA>131.6

No; 1 violation:

TPSA>150
0.55
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Propriétés
PAINS
Brenk

Leadlikeness

Accessibilité de

synthese

Résultats et Discussion

Tableau 31: Propriétés de chimie médicinale des composés étudiés

Naringine Acarbose Diclofénac
0 alerte 0 alerte 0 alerte
0 alerte 2 alertes: aldéhyde, alcene isolé 0 alerte
No; 1 violation: MW>350 No; 2 violations: MW>350, No; 2 violations:
Rotors>7 XLOGP3>3.5
6.16 7.25 2.23
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Amoxicilline
0 alerte
0 alerte
No; 1 violation:
MW>350
4.17
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Les résultats du Tableau 29 montrent que la naringine a une faible absorption gastro-
intestinale et est un substrat de la glycoprotéine-P, tandis que I'acarbose a une forte absorption
gastro-intestinale et est un substrat de la glycoprotéine-P et le diclofénac a une forte absorption
gastro-intestinale, peut traverser la barriere hémato-encéphalique et inhibe plusieurs isoformes
de cytochrome P450. L'amoxicilline a une faible absorption gastro-intestinale et ne présente
pas d'inhibition des isoformes de cytochrome P450. En somme, bien que la naringine présente
certaines limites en termes de pharmacocinétique et de distribution tissulaire, ses propriétés
distinctes par rapport aux autres composés peuvent étre exploitées pour des applications
thérapeutiques spécifiques.

Le Tableau 30 présente différentes propriétés des composés étudiés : Naringine, Acarbose,
Diclofénac et Amoxicilline. Les propriétés sont présentées dans différentes colonnes telles que
la conformité avec la regle de Lipinski, la regle de Ghose, la régle de Veber, la regle d'Egan et
la régle de Muegge. En outre, le tableau présente également le score de biodisponibilité pour
chaque composé.

La regle de Lipinski énonce que les médicaments doivent respecter certains critéres physico-
chimiques tels que le poids moléculaire, le nombre datomes d’hydrogene accepteurs et
donneurs de liaisons hydrogene, le logP, pour étre efficaces (Lipinski 2004). Dans ce tableau,
on constate que Naringine et Acarbose ne sont pas conformes a la regle de Lipinski, car elles
ont chacune trois violations, tandis que Diclofénac et Amoxicilline sont conformes a la regle
de Lipinski.

La regle de Ghose est similaire a la régle de Lipinski, mais elle utilise une plage de poids
moléculaire différente (Ghose, Viswanadhan, and Wendoloski 1998). Dans ce tableau, on
constate que Naringine et Acarbose ne respectent pas non plus la régle de Ghose, tandis que
Diclofénac et Amoxicilline la respectent.

La regle de Veber mesure la flexibilité moléculaire et évalue si une molécule est capable de
se plier pour se lier a une enzyme cible (\VVeber et al. 2002). Dans ce tableau, on constate que
Naringine, Acarbose, et Diclofénac ne respectent pas la régle de Veber, tandis qu’ Amoxicilline
la respecte.

La regle d'Egan et la regle de Muegge sont également utilisées pour évaluer la
biodisponibilité d'un médicament en mesurant sa capacité a franchir les barriéres biologiques
(Jia et al. 2020). Dans ce tableau, Naringine et Acarbose respectent la régle d'Egan, tandis que
Diclofénac et Amoxicilline ne la respectent pas. En ce qui concerne la régle de Muegge,

Naringine ne la respecte pas, tandis qu'Acarbose, Diclofénac et Amoxicilline la respectent.
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Enfin, le score de biodisponibilité indique la probabilité qu'un composé atteigne sa cible
thérapeutique en quantités suffisantes pour étre efficace (Gensemer and Playle 1999). Dans ce
tableau, on constate que Diclofénac a le score de biodisponibilité le plus éleve, tandis que
Naringine et Acarbose ont le score le plus faible.

En conclusion, la naringine présente certaines violations des régles de "drug-likeness", ce
qui peut limiter sa probabilité de disponibilité en tant que médicament. Cependant, il est
important de noter que ces régles sont des guides généraux et que d'autres facteurs peuvent
influencer la faisabilité d'une molécule comme médicament, tels que son mécanisme d'action,
son efficacité et sa securité.

Le Tableau 31 montre que ces quatre molécules ne contiennent pas de motifs PAINS
(compounds posing as inhibitors of nucleic acids) (Yang et al. 2021), ce qui est positif car cela
indique que ces molécules sont peu susceptibles de causer des faux positifs lors des tests de
criblage pour les inhibiteurs d'acides nucléiques.

Selon le test de Brenk (Ononamadu and Ibrahim 2021), Acarbose a deux alertes, tandis que
les trois autres molécules n'en ont aucune. Cela peut étre considéré comme un avertissement
pour Acarbose et peut nécessiter une évaluation supplémentaire de sa toxicité potentielle.

Le test de Leadlikeness (Rishton 2003) indique que toutes les molécules présentent des
violations, sauf Naringine. Cela peut étre considéré comme un point positif pour Naringine car
elle pourrait avoir un meilleur profil de toxicité que les autres molécules.

L'accessibilité de synthése est également fournie pour chaque molécule, ce qui peut étre utile
pour évaluer la faisabilité de la synthese de ces molécules en laboratoire.

L'étude de toxicité in-silico vise a aider a optimiser les composés en ce qui concerne leurs
propriétés de toxicité. L'étude pourrait offrir une amélioration importante de la prise de
conscience de la perspective compléte du criblage virtuel pour l'identification de composées
cibles avec une toxicité négligeable ou nulle. L'étude de toxicité in silico des composés
Naringine, Acarbose, Diclofénac et Amoxicilline a été réalisée en utilisant le serveur web
ProTox-Il (Drwal et al. 2014). Elle vise a prédire I'népatotoxicité (Dili), la cancérogeénicité
(Carcino), I'immunotoxicité (Immuno), la mutagénicité (Mutagen), la cytotoxicité (Cyto), la

dose létale médiane (LDsp) et la classe de toxicité (TC).
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Tableau 32: Les profils de toxicité in silico des composés étudiés

Molécules Dili Carcino | Immuno | Mutagen | Cyto | LDso(mg.Kg?) | TC
Naringine 2300 5
Acarbose 2000 4
Diclofénac 53 3
Amoxicilline 15000 6

Les tests de toxicité dans le Tableau 32 incluent le DILI (toxicité hépatique induite par les
médicaments), le carcinogeéne (capacité a provoquer le cancer), I'immunotoxicité (capacité a
affecter le systéme immunitaire), la mutagénicité (capacité a provoquer des mutations
génétiques) et la cytotoxicité (capacité a tuer les cellules). Les résultats indiquent que la
naringine est inactive pour tous les tests de toxicité sauf pour lI'immunotoxicité, ou elle est
active. En revanche, l'acarbose est actif pour le DILI, I'immunotoxicité et la cytotoxicité, mais
inactive pour le carcinogéne et la mutagénicité. Le diclofénac est actif pour le DILI, mais est
inactif pour les autres tests de toxicité, tandis que I'amoxicilline est inactive pour tous les tests
de toxicité.

1.3.2. Evaluation de I’activité biologique par amarrage moléculaire :

L'amarrage moléculaire est une méthode informatique qui permet de predire l'interaction
entre une molécule cible et un ligand potentiel (Vijesh et al. 2013). Cette méthode est
couramment utilisée en chimie médicinale pour découvrir de nouveaux médicaments ou pour
optimiser la conception de molécules existantes (Hanane and Ahlam 2016). Les résultats de
I'amarrage moléculaire peuvent fournir des informations sur la force et la nature de l'interaction
entre le ligand et la cible, ainsi que sur la conformation du complexe ligand-cible (Pinzi and
Rastelli 2019). Dans cette étude, et afin de confirmer les résultats expérimentaux nous allons
discuter des résultats obtenus par amarrage moléculaire pour différentes activités biologiques.

1.3.2.1. Evaluation de I’activité anti-cancéreux :

L'étude de l'affinité de liaison de la naringine a 'ADN et a la protéine BSA a été réalisée
dans le cadre de I'évaluation de son activité anti-cancéreuse par amarrage moléculaire. Les
résultats ont révélé une forte affinité de liaison de naringine a ces deux cibles, avec des énergies
de liaison respectives de -26.16 et -27.08 kJ/mol et valeurs d’ICso de 25.95 et 17.69 uM
(Tableau 33).
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Tableau 33: Les paramétres de liaison obtenue par amarrage moléculaire de naringine avec

I’ADN et le BSA
Adduits Type de liaison Acide Distance (A) -AG (KJ.mol?) 1Cso (UM)
Aminé
Naringine_ ADN Liaison Hydrogene DA 12 2.74 26.16 25.95
DA 10 2.68
DA 11 3.72
DC 12 2.84
Naringine_ BSA  Liaison Hydrogene GLU 125 3.08 27.08 17.69

THR 121 4.02
ASP 118 2.98
LYS 116 3.98

Les résultats montrent que la naringine forme des liaisons hydrogene avec différentes bases
nucléiques de I'ADN et différents acide aminé de BSA. Dans le cas de I'ADN, les liaisons
hydrogene se forment avec les acides aminés DA12, DA10, DA11 et DC12, avec des distances
allant de 2.68 & 3.72 A et une énergie de liaison de -26.16 kJ/mol (Figure 28). Pour la liaison
de la naringine avec la BSA, des liaisons hydrogéne se forment avec les acides aminés GLU125,
THR121, ASP118 et LYS116, avec des distances allant de 2.98 & 4.02 A et une énergie de
liaison de -27.08 kJ/mol (Figure 29).

Les 1Cso (concentration inhibitrice 50) mesurées sont de 25.95 uM pour I'ADN et de 17.69
MM pour la BSA, suggérant une forte affinité de la naringine pour ces cibles.

Les valeurs de distance des liaisons hydrogene observées dans les résultats de I'amarrage
moléculaire sont importantes pour évaluer la force et la stabilité des interactions entre la
naringine et les bases nucléiques et les acides aminés cibles. Une distance de liaison hydrogene
appropriée, généralement inférieure & 3.5 A, est essentielle pour garantir la stabilité de
I'interaction (Hubbard and Haider 2010). Une distance trop courte peut entrainer une interaction
trop forte et une déformation de la structure moléculaire, tandis qu'une distance trop longue
peut affaiblir l'interaction et compromettre la spécificité et la force de liaison (Perrin and
Nielson 1997). Dans les résultats donneés, les distances de liaison hydrogene observées sont
cohérentes avec les interactions de liaison hydrogene courantes entre les groupes fonctionnels

de la naringine et les acides aminés cibles.
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En ce qui concerne les acides aminés impliqués dans les interactions, il est intéressant de
noter que différents types d'acides aminés sont impliqués dans les liaisons hydrogéne formées
avec la naringine. Par exemple, dans le cas de I'ADN, les bases nucléiques DA 12, DA 10, DA
11 et DC 12 appartiennent a différents types des bases nucléiques, ce qui suggere une diversité
dans les interactions moléculaires entre la naringine et 'ADN. En ce qui concerne les types
d'acides aminés impliqués dans les interactions moléculaires entre la naringine et le BSA, il est
intéressant de noter que la naringine se lie a des acides aminés chargés (GLU et LYS) ainsi qu'a
des acides aminés polaires non chargés (THR et ASP). Cela suggére que la naringine peut
former des interactions moléculaires variées avec différents types d'acides aminés, ce qui peut
contribuer a sa polyvalence dans la liaison a différentes cibles.

En conclusion, les valeurs de distance de liaison hydrogéne et les types d'acides aminés
impliqueés dans les interactions entre la naringine et les cibles ADN et BSA sont des indicateurs
importants de la nature et de la force des interactions moléculaires. Ils fournissent des
informations clés pour comprendre la stabilité et la spécificité des complexes ligand-cible
formés lors de I'amarrage moléculaire.

Les photographies de I’interaction hydrogéne sont présenté dans la Figure 41 et 42 suivants :

DC
D112

Figure 41 : Présentation 2D et 3D du ligand naringine avec le complexe ADN
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Figure 42 : Présentation 2D et 3D du ligand naringine avec le complexe BSA

1.3.2.2. Evaluation de I’activité antidiabétique :

Le naringine a été amarré a l'a-amylase pancréatique humaine pour comprendre leurs

interactions sur le site actif de I'enzyme. L'acarbose, un médicament antidiabétique de type 2

standard et inhibiteur de I'a-amylase, a également été amarré a I'a-amylase pour servir de témoin

positif.

Les résultats présentés dans le Tableau 34 montrent I'interaction des composés Naringine et

Acarbose avec l'a-amylase pancréatique humaine par amarrage moléculaire. L’affinité de

liaison et la concentration inhibitrice efficace pour I'a-amylase du naringine étaient mieux a
celles de I'acarbose (ICso = 5.67 M et AG =-29.92 kJ/mol).

Tableau 34: Les parameétres de liaison obtenu par amarrage moléculaire de naringine et

acarbose avec I’a-amylase

Adduits Type de liaison Acide
Aminé

Naringine_a- Interaction TRP 59

amylase Hydrophobique TYR 62
ASP 300

Liaison Hydrogéne TRP 59

GLN 63
ASP 197
GLU 233
HIS 299
ASP 300

Distance (A)

3.48
3.08
3.89
3.72
2.51
4.09
2.85
2.79
4.10

-AG (KJ.mol})

29.92
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HIS 305 2.64
ASP 356 4.01

n-Empilements TYR 62 4.53

Ponts de sel HIS 305 3.13
Acarbose_a- Liaison Hydrogéne GLN 63 2.63 25.12 39.14
amylase HIS 101 2.83

THR 163 3.38
ASP 197 2.96
GLU 233 3.61

Pour Naringine, les résultats montrent des interactions hydrophobes avec TRP 59, TYR 62,
et ASP 300 avec des distances de liaison de 3.48 A, 3.08 A et 3.89 A respectivement. De plus,
des liaisons hydrogene ont eté observées avec TRP 59, GLN 63, ARG 195, GLU 233, HIS 299,
ASP 300, HIS 305, et ASP 356, avec des distances de liaison allant de 2.51 A 4 4.10 A. Des n-
Empilements avec TYR 62 et un pont de sel avec HIS 305 ont également été identifies. Les
résultats montrent également une énergie de liaison de -29.92 kJ/mol et une concentration
inhibitrice efficace de 5.67 uM.

Pour Acarbose, des liaisons hydrogene ont été observées avec GLN 63, HIS 101, THR 163,
ASP 197, et GLU 233, avec des distances de liaison allant de 2.63 A a 3.61 A. Les résultats
montrent également une énergie de liaison de -25.12 kJ/mol et une concentration inhibitrice
efficace de 39.14 pM.

Les résultats suggerent que les composés Naringine et Acarbose ont une forte affinité de
liaison a I'a-amylase pancréatique humaine (HPA). En outre, la Naringine a montré une plus
grande activité inhibitrice que I'Acarbose avec une concentration inhibitrice efficace de 5.67
UM, contre 39.14 uM pour I'Acarbose.

A partir des études portant sur la structure cristalline par diffraction des rayons X et la
cinétique enzymatique de l'a-amylase pancréatique humaine, il a été constaté que le site actif
de HPA se caractérise par la présence de trois acides aminés spécifiques, a savoir ASP-197,
GLU-233 et ASP-300, qui contribuent de maniére significative a l'action catalytique globale de
I'enzyme dans le processus d'hydrolyse de I'amidon (Anigboro et al. 2021) L'acide aspartique
197 agit en tant que nucléophile catalytique lors de I'hydrolyse de I'amidon, le résidu d'acide
glutamique 233 joue le role de catalyseur acide-base, tandis que I'acide aspartique 300 optimise
l'orientation du substrat (Anigboro et al. 2021). Les résultats présentés dans le Tableau 34

révelent que le naringine interagis avec un ensemble similaire de résidus d'acides aminés au site
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actif de la protéine. Le composé naringine, a montre une interaction avec les trois acides aminés
clés impliqués dans la catalyse au site actif de HPA, tandis que I’acarbose a montré une
interaction avec deux des triades catalytiques (GLU-233 et ASP-197). Cela pourrait indiquer
que l'effet inhibiteur contribué par ’acarbose peut étre celui d'une inhibition non compétitive
(Blat 2010), tandis que celui de naringine, peut étre celui d'un mode d'inhibition compétitive
(Corsini, Maggi, and Catapano 1995). Dans I'ensemble, l'analyse in-silico de l'interaction
ligand-protéine des composés étudiées avec les résidus d'acides aminés présents dans le
domaine du site actif de I'a-amylase donne du crédit a I'effet inhibiteur des composés rapportés
dans cette étude. De plus, elle confirme également la possibilité de I'interaction de liaison entre
I'a-amylase et le naringine, qui a été observée en utilisant des méthodes spectroscopiques.

Les photographies de I’interaction des composés étudiées avec l'a-amylase sont présenté

dans la Figure 43 et 44 suivants :

Figure 44 : Présentation 2D et 3D du ligand acarbose avec I'a-amylase
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1.3.2.3. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire :

Afin de confirmer les résultats expérimentaux obtenus, une étude in-silico par amarrage
moléculaire a été réalisée sur la protéine responsable de I'inflammation, le cyclooxygénase-2
(COX-2). Le but de cette étude était de prédire les interactions moléculaires entre les composés
d'intérét et la COX-2, et d'évaluer leur potentiel anti-inflammatoire. En outre, une comparaison
des résultats obtenus avec ceux du diclofénac, un médicament anti-inflammatoire couramment
utilisé, a éte réalisée.

Les résultats obtenus ont montré que le naringine présentaient une forte affinité de liaison
avec la COX-2, avec une énergie de liaison significative (-29.42KJ/mol). Ces résultats
suggerent que les composes peuvent avoir un potentiel anti-inflammatoire et peuvent servir de
base pour le développement de nouveaux agents therapeutiques. Ces résultats suggerent que le
naringine pourraient avoir un potentiel anti-inflammatoire similaire a celui du diclofénac. Les
détails des résultats d’interaction sont présentés dans le Tableau 35 suivants :

Tableau 35: Les parametres de liaison obtenu par amarrage moléculaire de naringine et
diclofénac avec le cyclooxygénase-2

Adduits Type de liaison Acide Distance (A) -AG (KJ.mol)  I1Cso(uM)
Aminé
Naringine_cyclooxygénase-2  Interaction ASN 43 3.09 29.42 6.86

Hydrophobique ARG 44 3.73
PHE 64 3.23
TYR 122 3.22
PRO 542 3.82
Liaison Hydrogéne ASN 43 3.16
ARG 44 3.89
ARG 44 3.15
ARG 61 2.90
ILE 124 2.76
ASP 125 2.67
ASP 125 3.86
SER 126 2.87
GLN 370 3.16
n-Cation ARG 44 2.24
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Diclofénac _cyclooxygénase-2 Interaction GLN 370 3.72 31.97 2.48
Hydrophobique PHE 371 3.64
Liaison Hydrogene SER 121 2.95
GLN 372 2.71
Ponts de sel LYS 532 2.65

Les résultats de I'étude de docking moléculaire montrent que la naringine présente une forte
affinité de liaison avec le cyclooxygénase-2 (COX-2), une enzyme impliquée dans
l'inflammation. En effet, la naringine forme des interactions hydrophobes et des liaisons
hydrogénes avec plusieurs résidus clés de la COX-2, dont ASN 43, ARG 44, PHE 64, TYR 122
et PRO 542. De plus, la naringine forme une interaction n-cation avec le résidu ARG 44. Les
valeurs de -AG obtenues pour la naringine sont également significatives (-29.42 kJ/mol), ce qui
suggere une forte affinité de la molecule pour la COX-2. Comparé au diclofénac, un anti-
inflammatoire non stéroidien couramment utilisé, la naringine présente des affinités de liaison
similaires avec la COX-2, avec des valeurs de -AG comparables. Cependant, les valeurs d'ICso
sont plus élevées pour la naringine (6.86 M) que pour le diclofénac (2.48 uM), indiquant une
activité anti-inflammatoire légérement inférieure.

Les photographies de I’interaction des composés étudiées avec le diclofénac sont présenté

dans la Figure 45 et 46 suivants :

ASP
A125

PRO
B:542

Figure 45 : Présentation 2D et 3D du ligand naringine avec le cyclooxygénase-2
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Figure 46 : Présentation 2D et 3D du ligand diclofénac avec le cyclooxygénase-2
1.3.2.4. Evaluation de activité antibactérien :

Afin de confirmer l'activité antibactérienne experimentalement mesurée contre Escherichia
coli et Staphylococcus aureus, une étude in-silico par amarrage moléculaire a été réalisee sur
les protéines des bactéries en question. L'objectif de cette étude était de prédire les interactions
moléculaires entre le composé d'intérét et les bactéries étudiés, et d'évaluer leur potentiel
antibactérien en utilisant le logiciel AutoDock. En outre, une comparaison des résultats obtenus
avec I'amoxicilline, un antibiotigue communément utilisé, a été effectuée.

Les résultats ont montré que I'amoxicilline avait une forte affinité de liaison contre le
staphylococcus, avec une énergie de liaison significative (-27.21 KJ/mol). De plus, le naringine
a également montré une affinité de liaison élevée avec I’E. coli, avec une énergie de liaison de
-28.34 KJ/mol. Ces résultats suggérent que le composé pourrait avoir un potentiel antibactérien
similaire ou mieux a celui de I'amoxicilline et peuvent servir de base pour le développement de
nouveaux agents thérapeutiques. Les détails des résultats d’interaction sont présentés dans le

Tableau 36 suivants :

Tableau 36: Les parametres de liaison obtenu par amarrage moléculaire de naringine et
amoxicilline avec I’E. coli et le S. aureus cyclooxygénase-2

Adduits Type de liaison  Acide Distance -AG (KJ.mol" 1Cs
Aminé (A) D) (LM)
Naringine_Escherichia coli Interaction ASN 46 3.93 28.34 10.74
Hydrophobiqgue ARG 76  3.40
ILE 78 3.96
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Hydrogéne

n-Cation
Amoxicilline_Escherichia Interaction

coli Hydrophobique

Liaison

Hydrogéne

Ponts de sel
Naringine_Staphylococcus Interaction
aureus Hydrophobique
Liaison

Hydrogéne

n-Cation
Amoxicilline_Staphylococcus Interaction

aureus Hydrophobique

ASN 46
ASP 49
ASP 49
GLU 50
GLU 50
ASP 73
ARG 76
GLY 77
THR 165
ARG 76
ASP 49
GLU 50
ILE 78
ASN 46
ASN 46
ASP 49
ASP 9
GLU 50
ARG 76
ARG 76
THR 165
LYS 197
TYR 37
TYR 37
GLN 38
GLY 86
THR 164
TYR 216
ASN 242
ASP 244
LYS 197
TYR 37

3.43
2.75
4.08
2.58
2.84
3.66
3.06
2.96
3.48
3.86
3.24
3.38
3.36
2.63
3.01
2.56
3.43
2.75
2.85
5.42
3.50
3.17
4.03
4.03
3.87
3.85
2.68
2.89
2.97
3.02
4.74
3.37

Résultats et Discussion

20.06

27.04

27.21

303.54

1551

18.11
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Liaison GLN 38 3.91
Hydrogene VAL 87  3.58
THR 198 3.10
THR 198 3.04
TYR216 2.71
TYR 216 2.74
GLN 218 4.05
GLN 218 2.68
ASN 242 3.69
ASP 244 271

n-Empilement TYR 216 5.12

Pour I'adduit de naringine avec la protéine de I’Escherichia coli, les interactions hydrophobes
ont été observées avec I'ASN 46, I'ARG 76 et I'lLE 78, ainsi que des liaisons hydrogéne avec
I'ASN 46, I'ASP 49, le GLU 50, I'ASP 73, I'ARG 76, le GLY 77 et le THR 165. De plus, une
interaction n-cation a été observée avec I'ARG 76. Pour l'amoxicilline avec E. coli, les
interactions hydrophobes ont été observées avec I'ASP 49, le GLU 50 et I'lLE 78, ainsi que des
liaisons hydrogeéne avec I'ASN 46, I'ASP 9, le GLU 50 et I'ARG 76. De plus, une interaction
par pont de sel a été observée avec 'ARG 76.

Pour Staphylococcus aureus, I'adduit de naringine a montré des interactions hydrophobes
avec le THR 165 et le LYS 197, ainsi que des liaisons hydrogéne avec le TYR 37, le GLN 38,
le GLY 86, le THR 164, le TYR 216, I'ASN 242 et I'ASP 244. De plus, une interaction z-cation
a été observée avec le LYS 197. Pour I'amoxicilline, des interactions hydrophobes ont été
observées avec le TYR 37, et des liaisons hydrogéne avec le GLN 38, le VAL 87, le THR 198,
le TYR 216, le GLN 218, 'ASN 242 et 'ASP 244. De plus, une interaction n-empilement a été
observée avec le TYR 216.

L'ICso est un indicateur important de l'activité inhibitrice d'un composé sur une cible
biologique. Dans les résultats présentés, on peut voir que le naringine et I'amoxicilline ont des
valeurs d'ICso différentes pour chaque cible bactérienne. Le naringine présente une I1Cso plus
faible pour E. coli que pour S. aureus, ce qui peut suggérer que ce composé a une activité
antibactérienne plus forte contre E. coli que contre S. aureus. De méme, I'amoxicilline a une
ICso plus faible pour S. aureus que pour E. coli, ce qui peut indiquer que ce composé est plus

efficace contre S. aureus que contre E. coli. Cependant, il convient de noter que les résultats
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obtenus par amarrage moléculaire sont en accorde avec ce qui obtient expérimentalement par
la méthode spectroscopique.

Les photographies de I’interaction des composés étudiées avec I'a-amylase sont présenté
dans les Figures 47-50 suivants :

o
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.

Figure 48 : Présentation 2D et 3D du ligand amoxicilline avec I’E. coli
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Figure 49 : Présentation 2D et 3D du ligand naringine avec le S. aureus

“THR
a198

TYR
A:37

Figure 50 : Présentation 2D et 3D du ligand amoxicilline avec le S. aureus
Le Tableau 37 fournit une analyse comparative approfondie des valeurs d'énergie de liaison
et d'ICso obtenues par des approches expérimentales in vitro et par amarrage moléculaire in-
silico, permettant ainsi d'évaluer la concordance entre les résultats obtenus par ces deux
méthodes et d'apporter des informations importantes sur la validité et la fiabilité des simulations
in-silico dans I'étude des interactions moléculaires.
Tableau 37: Comparaison des paramétres de liaison et d’IC50 pour les activités

biologiques obtenu par UV et amarrage moléculaire.

Technique UV-Vis Amarrage moléculaire
Activités 1Cso K -AG 1Cso K -AG
(uUM) (MY (Kimol?) (um) (MY (KJ.mol?)
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Anti-cancéreux ADN Naringine -- 1.93 x 10° 30.17 2595  3.82 x 10*
BSA Naringine -- 45x10° 32.27 17.69 554 x 10°

Antidiabétique a-Amylase Naringine 6.02 1.11 x 105  34.52 5.67 1.75 x 10°
Acarbose 14.86 1.06 x 10° 28.69 39.14 251 x10°

Anti- COX-2 Naringine 49539  3.63x10* 26.03 6.86 1.42 x 10°
inflammatoire Diclofénac ~ 631.1 3.93x10° 31.94 2.48 3.98 x 10°
Antibactérien  E. coli Naringine 9x10° 3.70x10° 31.79 10.74  9.21 x 10*
Amoxicilline  161.5 1.46 x 10* 23.78 30354 3.26 x 10°

S.aureus  Naringine 10 x 10°  4.24 x 10* 26.42 1551  5.45 x 10*

Amoxicilline 314.7 4.40 x 10*  26.51 18.11  5.84 x 10*

La comparaison entre les resultats obtenus par les tests in vitro (UV-Vis) et in-silico
(amarrage moléculaire) dans le Tableau 37 peut fournir des informations intéressantes sur la
correlation entre les donnees expérimentales et les prédictions basées sur la modélisation
moléculaire.

Dans le cas de la naringine, les résultats montrent que les valeurs d'ICsg obtenues par les
tests in vitro varient de 6.02 uM a 10 x 10° puM, tandis que les valeurs d'ICso prédites par
I'amarrage moléculaire in-silico varient de 2.48 uM a 3.03 x 102 pM. On observe donc une
différence notable entre les deux méthodes, avec des valeurs d'1Cso généralement plus élevées
obtenues par I'amarrage moléculaire in-silico par rapport aux tests in vitro.

De plus, les valeurs de K (constante de dissociation) et de AG (énergie libre de liaison)
obtenues par I'amarrage moléculaire in-silico sont en bon accordes avec celles mesurées par les
tests in vitro. Cela peut s'expliquer par les bonnes approximations inhérentes a chaque méthode.
Les tests in vitro peuvent prendre en compte des interactions complexes entre la molécule testée
et les cibles biologiques dans un environnement biologique réel, mais ils peuvent également
étre influencés par des facteurs expérimentaux tels que la pureté des échantillons, les conditions
de test et la variabilité biologique (Tokath et al. 2015). En revanche, I'amarrage moléculaire in
-silico est basé sur des modéles mathématiques et des simulations informatiques (Terstappen
and Reggiani 2001), ce qui peut entrainer des approximations et des simplifications dans la
prédiction des interactions moléculaires.

Il est important de noter que les résultats obtenus par les tests in vitro et in-silico sont
complémentaires et peuvent fournir des informations utiles dans la compréhension des

propriétés pharmacologiques des molécules étudiées (Di Ventura et al. 2006). Les résultats
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expérimentaux in vitro peuvent valider les prédictions in-silico et fournir des données plus
proches des conditions biologiques réelles, tandis que I'amarrage moléculaire in-silico peut
aider a la conception de nouvelles molécules et a la compréhension des interactions
moléculaires a un niveau atomique (Trujillo-Correa et al. 2019).

1.3.3. Evaluation de I’activité biologique par dynamique moléculaire :

Parmi toutes les activités biologiques étudiées, la simulation de dynamique moléculaire
(MDS) a été realisées sur les résultats d’amarrage moléculaire de naringine avec l'alpha-
amylase, car cette conformité est la plus stable et offre les meilleurs résultats en termes d'énergie
de liaison. la simulations de dynamique moléculaire (MDS) a été employée pour obtenir des
apergus sur les caractéristiques structurales, la dynamique conformationnelle et la stabilité
thermodynamique des complexes ligand-cible (Jacob K et al. 2017; Pandey et al. 2017). En
particulier, les MDS dépendantes du temps de tous les atomes ont impliqué le calcul de champs
de force intensifs pour chaque atome dans le systeme, suivi d'une étape d'intégration qui a fait
avancer les positions et les propriétés dynamiques des atomes en se basant sur les lois classiques
du mouvement. Cette approche nous a permis de découvrir les caractéristiques au niveau
atomique des processus biomoléculaires, y compris I'évaluation de la stabilité de complexe
proteine-ligand.

La meilleure pose de naringine_o-amylase obtenue a partir des études d’amarrage

moléculaire a été simulée pendant 1000 ps (Figure 51).

Solvants

Protéine

Ligand o ~

Figure 51 : Visualisation du complexe naringine_a-amylase dans une boite d'eau apres la

simulation de dynamique moléculaire.

130



Chapitre 2 : Résultats et Discussion

A cette fin, nous avons effectué une analyse de stabilité de I’enzyme (o-amylase) et de
complexe protéine-ligand (naringine_a-amylase) en les incluant dans une boite cubique a une
température de 300 K maintenue computationnellement. Par la suite, une gamme d'analyses
computationnelles ont été réalisées pour évaluer la stabilité thermodynamique de ces systemes.

1.3.3.1. Root Mean Square Deviation (RMSD):

L'Ecart Quadratique Moyen (EQM), communément appelé RMSD (Root Mean Square
Deviation), est une mesure couramment utilisée pour évaluer la similitude entre les structures
moléculaires (Sargsyan, Grauffel, and Lim 2017). Dans le cas des protéines, il est freqguemment
utilisé pour mesurer les différences entre les positions des atomes du squelette de la protéine,
entre sa conformation structurelle initiale et sa position finale (Schreiner et al. 2012). Cette
mesure permet d'évaluer la stabilité relative de la protéine par rapport a sa conformation en
mesurant les ecarts produits lors de sa simulation. Des écarts plus petits indiquent une structure
protéique plus stable (Brischweiler 2003). Pour evaluer la stabilité de I'ensemble des systemes
étudies, la valeur de RMSD pour le squelette Ca a été calculée sur une simulation de 1000 ps.
La Figure 52 presente la courbe de RMSD pour le systéme considéré.

Le RMSD du complexe étudié a eté bien équilibré, il augmente au début (60-100 ps) et
ensuite il reste constant autour de 0.10-0.15 nm pendant la simulation de 100 ns sans différences
significatives observées. De plus, on observe que la valeur de RMSD pour le ligand naringine

est restée constamment inférieure a 0.15 nm tout au long de la simulation.

0.30

= Alpha-amylase
=== Naringine_Alpha-amylase

0.25

0.20 1
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RMSD (nm)
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000 T T T T T
0 200 400 600 800 1000
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Figure 52 : RMSD du complexe naringine_a-amylase et du a-amylase
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1.3.3.2. Root Mean Square Fluctuation (RMSF) :

L'écart quadratique moyen des fluctuations (RMSF) est une mesure couramment utilisée
pour caractériser la flexibilité des atomes dans une molécule (Sigtryggsdottir et al. 2014). Cette
mesure est particulierement utile pour étudier les fluctuations des résidus d'une protéine sur une
certaine période de temps (Damghani et al. 2020). Les valeurs élevées de RMSF sont
généralement associées a une plus grande flexibilité des atomes, tandis que les valeurs faibles
sont associées a une plus grande rigidité (Li et al. 2020). L'utilisation de 'RMSF est donc une
méthode fiable pour déterminer les parties de la protéine qui sont les plus flexibles et qui
pourraient avoir un impact sur la fonction de la protéine. De plus, I'RMSF peut fournir des
informations importantes sur les processus dynamiques des protéines, en révélant des régions
spécifiques de la protéine qui subissent des changements conformes significatifs (Y. Dong et
al. 2018). En resumé, le RMSF est un outil essentiel pour I'analyse de la flexibilité protéique et
la compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans les processus biologiques. La
Figure 53 presente la courbe de RMSD pour le systéme considére.

Selon le tracé RMSF, le naringine a contacté 8 acides aminés de lalpha-amylase
pancréatique humaine, a savoir TRP 59, TYR 62, GLN 63, ARG 195, GLU 233, HIS 299, ASP
300, HIS 305. Les fluctuations majeures ont été observees dans les régions environ 100-200 et
350-450), qui sont positionnées a I’intérieur de site actif de ’enzyme. Les valeurs RMSF de
tout résidus sont inférieures & 0.5 A, ce qui indique que la conformation des résidus est

relativement stable pendant la simulation.
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Figure 53 : RMSF du complexe naringine_o-amylase
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1.3.3.3. Liaisons hydrogéne :

Le nombre de liaisons hydrogéne a été calculé pour les 1000 picosecondes de la trajectoire
pour le complexe prédits (naringine_a-amylase). La prise en compte des propriétés de liaison
hydrogeéne dans la conception de médicaments est importante en raison de leur forte influence
sur la spécificité, la métabolisation et I'absorption des médicaments (Hubbard and Haider 2010).
La Figure 54 montre que le complexe naringine_o-amylase avait en moyenne cinq liaisons

hydrogéne.

Nombre de liaisons hydrogene

T T T T
0 200 400 600 800 1000
Temps (ps)

Figure 54 : Nombre moyen de liaisons hydrogéne entre le naringine et I’a-amylase
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Conclusion Générale et Perspective

1. Conclusion :

Ce mémoire a porté sur la caracterisation de la naringine, et son activité biologique in vitro
ainsi que sa prédiction in-silico par amarrage moléculaire et dynamique moléculaire. Les
résultats ont montré que la naringine posséde plusieurs activités biologiques intéressantes,
notamment anti-cancéreux, anti-diabétique, anti-inflammatoire et antibactérien, ce qui en fait
un composé potentiellement utile pour la médecine et la pharmacologie.

Les tests in vitro ont révélé que la naringine a une activité anti-cancéreux significative contre
les cellules cancéreuses du sein, du poumon et de la prostate. Elle a également montré une
activité anti-diabétique importante en inhibant l'activité de l'amylase. L'activité anti-
inflammatoire de la naringine a été observée avec la protéine BSA. De plus, la naringine a
montré une activité antibactérienne contre E. coli et S. aureus. Ces résultats suggerent que la
naringine a un potentiel thérapeutique important pour le traitement de diverses maladies.

Les tests in-silico par amarrage moléculaire et dynamique moléculaire ont confirmé les
résultats des tests in vitro en montrant que la naringine se lie aux sites actifs de certaines
enzymes impliquées dans le cancer, le diabéte et I'inflammation. De plus, les simulations de
dynamique moléculaire ont montré que les complexes ligand-protéine étaient stables pendant
toute la durée de la simulation.

Les prévisions de toxicité ont montré que la naringine était peu toxique, ce qui renforce son
potentiel en tant que composé thérapeutique. Les résultats de cette étude pourraient aider a
orienter les recherches futures sur l'utilisation de la naringine en tant que médicament potentiel

pour le traitement de diverses maladies.
I1. Perspective :

Les résultats de cette étude ont ouvert de nouvelles perspectives de recherche sur l'utilisation
de naringine pour le traitement de maladies telles que le cancer, le diabete, I'inflammation et les
infections bactériennes. Des études complémentaires pourraient étre menées pour mieux
comprendre les mécanismes moléculaires sous-jacents de I'activité biologique de la naringine,
notamment I'effet sur d'autres enzymes impliquées dans ces maladies.

En outre, I'étude de la structure de naringine pourrait étre approfondie pour améliorer sa
bioactivité en concevant des analogues de naringine plus efficaces. Les méthodes in-silico

pourraient étre utilisées pour prédire l'activité biologique de ces analogues avant leur synthese
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et leur test in vitro. Des études cliniques pourraient également étre envisagées pour évaluer

I'efficacité de la naringine chez I'hnomme et pour établir une dose thérapeutique optimale.
Enfin, étant donné que I'étude a également révélé des résultats prometteurs pour I'utilisation

de la naringine comme agent antibactérien contre E. coli et S. aureus, il serait intéressant

d'explorer davantage son potentiel en tant qu'agent antibactérien dans des modeles in vivo.
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