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Résumé

Cette étude vise a évaluer les activités biologiques in vitro et in silico des extraits de
flavonoides totaux de neuf plantes médicinales utilisées dans la médecine traditionnelle en
Algérie. Les plantes étudiées sont Ajuga iva L, Assa-foetida L, Berberis vulgaris L, Echium
vulgare L, Laurus nobilis L, Lavandula dentata L, Pergularia tomentosa L, Pimpinella
anisum L et Salvia officinalis L. La caracterisation des composes flavonoidique dans les
extraits a eté évaluée par les méthodes spectroscopiques UV-Vis, HPLC, IR et CCM.
Cependant, L'estimation quantitative des flavonoides totaux et des flavonols par UV-Vis
révéle des concentrations élevées de flavonols par rapport aux flavonoides dans les extraits.
L’activité anti hémolyse induite par la chaleur a été évaluée en utilisant la méthode UV-Vis.
En effet,L'extrait d'Echium vulgare L a donné de bons résultats de protection de la membrane
des globules rouges, tandis que I'extrait de Laurus nobilis L a une faible protection de
globules rouges, ces résultats sont traduits par la valeur d’IC50. En revanche, Les résultats de
l'activité anticancéreuse par I’interaction avec I'ADN des extraits de plantes in vitro et in silico
par Dockingont montré des bons résultats traduits par les paramétres d'interaction K et AG.
D’ailleurs, les extraits de plantes ont été évalues pour leur activité antibactérienne in silico et
in vitro. Les résultats ont montré une interaction spontanée de type €électrostatique entre les
composés bioactifs et les protéines bactériennes, avec des liaisons hydrogenes. Cette
interaction altére le fonctionnement des bactéries et peut entrainer un échec de l'activité
biologique de I'enzyme cible. L'évaluation in vitro a révélé une activité inhibitrice efficace des
extraits, confirmé par la valeur IC50.En fin, une prédiction in silico des propriétés
physicochimiques, pharmacocinétiques par SWISS ADMET et toxicologiques par PROTOX
des neuf composés actifs,montre des propriétés de Druglikness traduits par les parametres
ADMET et que ces composés ne présentent aucun toxicité. Pour cela nous pourrons dire que
ces composés peuvent étre des futurs médicaments anti bactérienne et anti cancéreuse tres
puissantes.

Mots clés : flavonoides, in vitro, Docking, activité antibactérienne, activité anti-hémolyse,
activité anti-cancéreuse, SWISS ADMET et PROTOX.




Abstract

This studyaims to evaluate the in vitro and in silico biological activities of total flavonoid
extracts of nine medicinal plants used in traditional medicine in Algeria. The studied plants
are Ajuga iva L, Assa-foetida L, Berberis vulgaris L, Echium vulgare L, Laurus nobilis L,
Lavandula dentata L, Pergularia tomentosa L, Pimpinella anisum L and Salvia officinalis L.
The characterization of flavonoid compounds in the extracts was evaluated by UV-Vis,
HPLC, IR and TLC spectroscopic methods. However, the quantitative estimation of total
flavonoids and flavonols by UV-Vis reveals high concentrations of flavonols compared to
flavonoids in the extracts.The heat-induced anti-hemolysis activity was evaluated using the
UV-Vis method. Indeed, Echium vulgare L extract gave good results of red blood cell
membrane protection, while Laurus nobilis L extract has low red blood cell protection, these
results are reflected by the 1C50 value. On the other hand, the results of anti-cancer activity
by interaction with DNA of plant extracts in vitro and in silico by Docking showed good
results translated by the interaction parameters K and AG. More over, the plant extracts were
evaluated for their anti-bacterial activity in silico and in vitro. The results showed a
spontaneous electrostatic type interaction between the bioactive compounds and the bacterial
proteins, with hydrogen bonds. This interaction alters the function of the bacteria and can lead
to a failure of the biological activity of the target enzyme. The in vitro evaluation revealed an
effective inhibitory activity of the extracts, confirmed by the IC50 value.Finally, an in silico
prediction of the physico chemical, pharmaco kinetic by SWISS ADMET and toxicological
properties by PROTOX of the nine active compounds, shows Drugliken sproperties translated
by the ADMET parameters and that these compounds do not present anytoxicity. For that we
can say that these compounds can be future anti bacterial and anti cancer drugs very power
ful.

Key words: flavonoids, in vitro, Docking, anti-bacterial activity, anti-hemolysis activity,
anti-cancer activity, SWISS ADMET and PROTOX.
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Liste des abréviation
A: Angstrém.
ADMET: absorption, distribution, métabolisme, excrétion, et toxicité.
ADT:AutoDockTools.
AICI;: trichlorure d’aluminium.
ATCC: American Type Culture Collection.
C° : Degrés Celsius C.
CCM : chromatographie sur couche mince.
CYP: cytochromes P450.
DMSO: Dimethylsulfoxide.
DO : la densité optique.
HPLC : La chromatographie liquide haute performance .
1%: pourcentage d'inhibition.
IC50: Concentration causant une inhibition de 50% d’une activité.
IR : Spectroscopie Infrarouge.
K: la constante de liaison .
Min : minute .
Mg: Milligramme.
Mg EQ/g Ps: Milligramme d’équivalent Qurcétine par gramme du poids sec de la plante.
Mg ER/g Ps: Milligramme d’équivalent Rutine par gramme du poids sec de la plante.
MI : millilitre .
Nm: nanomeétre .

PDB: Protein Data Bank.




PH : potentiel Hydrogéne.

Rf : Les rapports frontaux.

UFC : unité formant colonies.

UV-Vis: Ultraviolet-visible.

VTRS: la Valorisation et Technologie des ressources saharienne.
VIV : Volume par volume.

AG: énergie libre de liaison.

pl :microlitre.
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Introduction

Depuis des milliers d'années, I'nomme utilisé les plantes trouvées dans la nature, pour
traiter et soigner des maladies (Sanago, 2006).

La phytothérapie est I'une des vieilles médecines du monde. Elle représente une alternative
intéressant pour traiter et soigner sans crée de nouvelles maladies. Malgreé le développement
phénoménal de I’industrie pharmaceutique et chimique, 1’intérét populaire pour la
phytothérapie n’a jamais cess¢ d’évoluer. De nos jours ces deux type de médication se
retrouvent intimement liés puisque le modéle moléculaire de la plupart des médicaments mis
sur le marché, ont pour origine la plante (Shu, 1998).

L’utilisation des plantes en phytothérapie est trés ancienne et connait actuellement une
région d’intérét aupres du public, selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS),environ
65 80% de la population mondiale a recours au médicine traditionnelle pour satisfaire ses
besoins en soins de santé primaire, en raison de la pauvreté et du manque daccés a la
médecine moderne (Jiofack et al., 2009).

Les plantes médicinales renferment de nombreux principes actifs ou certains sont issus du
métabolisme secondaire. Les plantes produisent déja 70% de nos médicaments, déja environ
170000 molécules bioactives ont été identifiées a partie de plantes (Chaabi, 2008).

De nombreuses études in vitro et in silico ont été menées pour prouver I’efficacité des
ressources naturelles de médication. Un nombre énorme de plantes ont donc été exploitée en
raison de leurs propriétés thérapeutiques dus essentiellement a leurs richesses en antioxydants
naturels a savoir les poly phénols et les flavonoides etc. Parmi ces métabolites, les composes
phénoliques qui sont abondants et distribués dans la majorité de la partie aérienne des plantes,
présentent un large spectre d’activités biologiques, antioxydant et antimicrobiennes,

L'efficacité des antibiotiques contre les bactéries est actuellement remise en question en
raison del'émergence de la résistance bactérienne. Les bactéries ont développé des
mécanismes de défense qui les rendent moins sensibles aux antibiotiques couramment utilisés.
Face a cette problematique, la recherche s'est tournée vers d'autres alternatives, notamment les
substances d'origine végétale, qui offrent une efficacité supérieure contre les bactéries tout en
complétant I'action des antibiotiques existants. Dans cette perspective, explorons les raisons
de la faible efficacité des antibiotiques et I'intérét croissant pour les substances végétales dans

la lutte contre les infections bactériennes.
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Actuellement la recherche en biologie ne peut se passer des outils informatiques pour traiter
Leflux de données produites et optimiser ses avancées. L’un de ces outils est la
modélisationmoléculaire et plus précisément 1’amarrage moléculaire (plus souvent connu sous
le term eanglo saxon " D ocking"). L’emploi initial du "Docking" moléculaire a été de prédire
étreproduire des complexes protéine-ligand (Chabbi et Nabti, 2017).

Dans ce cadre se dirige notre travail qui consiste a 1’évaluation, in vitro et in silico des
activités biologiques des extraits préparés a partir des neuf plantes étudiees (Ajuga iva L,
Assa-foetida L, Berberis vulgaris L, Echium vulgare L, Laurus nobilis L, Lavandula dentata
L, Pergularia tomentosa L, Pimpinella anisum L et Salvia officinalis L).

Notre travail a été divisé en deux parties ; nous aborderons dans la premiére partie une étude
bibliographique qui regroupe trois chapitres dont :

v" Le premier chapitre est consacré a des généralités bibliographiques sur la plantes
médicinales étudiées.

v" Le deuxiéme chapitre concerne 1’étude des flavonoides et les activités biologiques.

v' Le troisiéme chapitre concerne 1’étude des contexte théorique des techniques
expérimentales utilisées.

La deuxieme partie concerne la partie expérimentale comportant deux chapitres:

v’ Le premier chapitre est consacré matériels et méthodes comporte les matériels et les
méthodes utilisés dans ce manuscrit.

v" La deuxiéme chapitre concerne les résultats obtenus ainsi la discussion de ces
résultats.

v Enfin, une conclusion générale vienne résumer notre travail avec des perspectives.
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Chapitre I Les plantes médicinales

I.1.Géneralités

Une plante médicinale est une plante qui est utilisée pour prévenir, soigner ou soulager
divers maux. Les plantes médicinales sont des drogues végétales dont au moins une partie
posséde des propriétés medicamenteuses (Farnsworth et al., 1985). Environ 35000 espéces
de plantes sont employées par le monde a des fins médicinales, ce qui constitue le plus large
éventail de biodiversité utilisé par les étres humains (Elgaj et al., 2007).

Malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie offre de
multiples avantages. Les ressources naturelles offrent encore des occasions importantes
d’accéder a une large gamme de meédicament et de diététique. Les plantes ont toujours
faitpartie de la vie quotidienne de I’homme, au travers des ages, ’homme a pu compter sur
lanature pour subvenir a ses besoins de base ; nourriture, abris, vétements,..

Récemment, il y a eu un changement dans la tendance universelle de ’artificiel ou chimique
aunaturel, qui peut é&tre nommé comme un «retour a la nature» (Bouzidi, 2018). Le monde
desvégétaux est plein de ressources et de vertus d’ou I’homme puise non seulement sa
nourrituremais aussi des substances actives qui procurent souvent un bienfait a son organisme
parfoisaffecté de troubles insidieux. L utilisation thérapeutique des extraordinaires vertus des
plantespour le traitement de toutes les maladies de I’homme est trés ancienne et évolue
avecl’histoire de I’humanité.

Les avantages les plus importants pour sélectionnée cette plantes médicinales sont leur
différentes utilisations dans la vie quotidienne en plus d’étre économiques, efficacité dans
médecine traditionnelle et leur facilité de disponibilité.

I.2.Les plantes médicinales étudiees
I.2.1.Ajugaiva L
1.2.1.1.Géneralités

Le genre Ajuga comprend environ 40 a 50 especes herbacées annuelles et vivaces. Ce
sont des plantes a fleurs appartenant a la famille des lamiacées dont la majorité des espéces
sont natives de I’Europe, 1’ Asie et I’ Afrique. Dans la région méditerranéenne et en Algérie,
elle est treés employée dans la médecine traditionnelle pour une variété des maladies (Taleb-
Senousi et al., 2009).
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1.2.1.2.Dénomination internationale
v en Arabe: Chendgoura,
v en Berber: Taftelba,
v" en Francais: lvette, Petit if, Bugle,
v" en Anglais:Herb ivy, Musky bugle .

La dérivation du nom: Ajuga, du latin "Jugum": joug. Avec le suffixe "a": sans joug, du fait
que la corolle est dépourvue de lévre supérieure. iva, est un ancien nom féminin latin qui est
utilisé pour la premiére fois pour cette plante (Halimi, 2004; Taleb-Senousi et al., 2009).
1.2.1.3.Classifications

D’aprés la nouvelle classification de (Dupont et Guignard, 2012) Ajuga iva est classée
comme suite :

Tableau I.1: Classification botanique d'Ajuga iva L (Dupont et Guignard, 2012) .

Catégorie Classement
Régne Plantae
Embranchement Embryophytes

Sous Embranchement | Trachéophytes

Super Classe Spermaphytes

Classe Angiospermes

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Ajuga Ajugaiva L (Halimi, 2004).
Espece Ajugaiva L

1.2.1.4.Composition chimique
I1 Contient des tanins, anthocyanes et des flavonoides, d'acides phénoliques et d’autres

substances en particulier 1’ Ajugarine (Halimi, 2004).
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1.2.1.5.Activité biologique

Tableau I.2: :Activités biologiques d' Ajuga iva L.

Activités biologiques Référence

Activité hypoglycémique (El hilaly et Lyoussi, 2002; El hilaly et al.,
2007 ; Chabane et al., 2013)

Activité hypotensive (Tahraoui et al., 2007)

Activité hypolipidéemique (El hilaly et al., 2006; Lacaille-Dubois et
al., 2006)

Activité hypercholestérolémie et (El hilaly et al., 2007)

hypertriglycéridémie

Activité antioxydant (Lacaille-Dubois et al., 2006; Chenni et al.,
2007; Taleb-Senouci et al., 2009; Ayari et
al., 2013 ; Makni et al., 2013)

Activité antimicrobien (Zerroug et al., 2011; Ayari et al., 2013 ;
Makni et al., 2013)

Activité anti-inflammatoire, (Bouderbala et al., 2008)
antiparasitaire

Pouvoir sédatif (Bennaghamouche et al., 2001)

1.2.2. Assa-foetida L
1.2.2.1.Géneralité

Le genre Ferula appartient a la famille des Apiacées et il a été révélé qu’il s’agit d’une
richesource de gomme-résine. Ferula assa-foetida est I'une des espéces les plus importantes
parmiles 30 espéces du genre Ferula en Iran. L’ase fétide est une gomme-oléorésine, un
exsudatlaiteux qui coagule au contact de l'air, obtenu a partir des racines de Ferula assa-
foetida.

Cette résine-gomme est également connue sous les noms Anghouzeh, Khorakoma et
Anguzakoma en Iran( Akhlaghiet al., 2012).
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1.2.2.2.Dénomination internationale

v' Arabe : Anjodane , Elhiltite.
v’ francais : L'Ase fétide.
v' Anglais : Asa foetida (Ross, 2005).

1.2.2.3.Classification

Tableau I.3:Classification botanique d'Assa-foetida L (Pharmacopée ayurvédique de

I"'Inde, 1989).
Catégorie Classement
Regne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Equisetopsida
Sous-classe Magnoliidae
Ordre Apiales
Famille Apiaceae
Sous-famille Apioideae Assa-foetida L(Akhlaghi et al., 2012).
Genre Ferula
Espéce Assa-foetida L

1.2.2.4.Composition chimique

Assa-foetida riche en gomme (galactane) 25 %, résine 62 % (acide férulique libre,

asaresinotanol, ester férulique de asaresi notanol, soluble a I’éther), essence, contenant des

sulfates organiques et pinéne (Khalighi-Sigaroodi et al., 2005).
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1.2.2.5.Activite biologique
Tableau I.4: Activités biologiques d' Assa-foetida L.

Activités biologiques Référence

Anti-oxydante (Dehpour et al., 2009)

Antivirale (Lee et al., 2009)

Antifongique (Singh, 2007; Angelini et al., 2009)

Chimio-préventive (Aruna et Sivaramakrishnan, 1992; Saleem
et al., 2001)

Antidiabétique (Abu-Zaiton, 2010)

Antispasmodique, hypotensive (Fatehi et al., 2004 ),et
molluscicide:(Kumar et Singh, 2006).

1.2.3. Berberis vulgaris L
1.2.3.1.Géneralité
Berberis vulgaris appelé communément en Algérie, Ghriss (Drofler et Roselt, 1989), est un
arbuste résistant qui peut pousser dans une région semi-aride avec des champs a faible
quantité d’eau (Sun et al., 2021). Il est originaire de I'Europe centrale et méridionale, de
I'Afrique du Nord-Ouest et de I'Asie occidentale, naturalisé en Europe du Nord, en Amérique
du Nord et dans d'autres pays (Akbar, 2020).
1.2.3.2.Dénomination internationale
v" Noms communs : Epine-vinette, Barberry, European Barberry, Berberis, Ghriss
(Saeed Arayne et al., 2007 ; Azzi et al., 2012).
v Arabe : o4 Ll 3 uad Shajarat al barbaris.
v Francais : Agrivoutat, Agrivoutier, Berberis commun, Pissevinaigre, Vinettier .
v Anglais: Barberry, Berbery, Pipperidge, Jaundice Berry, Sow Berry, Mountain
Grape,Oregon grape ; (Ghedira et Goetz, 2019).
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1.2.3.3.Classification
D’aprés (Ghedira et Goetz, 2019), la classification botanique de Berberis vulgaris est la

suivante :

Tableau 1.5: Classification botanique de Berberis vulgaris L (Ghedira et Goetz, 2019).

Catégorie Classement

Régne Plantae

Super-division | Embryophyta

Division Tracheophyta (Plantes
vasculaires)

Subdivision Spermatophytina

(Phanérogames)
Classe Magnoliopsida
Super ordre Ranunculanae
Ordre Ranunculales
i i Berberis vulgaris L (Saeed Arayne et al.,
Famille Berberidaceae
2007).
Genre Berberis L
Espece Berberis vulgaris L

1.2.3.4.Composition chimique

Les especes de Berberis ou Barberry, contiennent une quantité importante d'alcaloides
(Boudjlida et al., 2019), ainsi que, d’autres espéces chimiques, dont les tanins, les composés
phénoliques et I'acide oléanolique (Salehi et al., 2019).

Les composés les plus importants de Berberis vulgaris sont le lupéol, I'acide oleanolique, le
stigmastérol, le stigmastérol glucoside, la berbéramine, la palmatine, la berbérine,
I'oxyberbérine, la columbamine, l'isocorydie, la lambertine, le magniflorine et I'oxycanthine
(Sun et al., 2021).

11
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1.2.3.5.Activités biologiques

Tableau 1.6: Activités biologiques du Berberis vulgaris L.

Activités biologiques

Référence

Antiinflammatoire

(Ivanovska et Philipov, 1996)

Immunomodulatrice

(Imanshahidi et Hosseinzadeh, 2008)

Antihistaminique

(Khosrokhavar et al., 2010)

Activité antagoniste narcotique Sédatif

(Imanshahidi et Hosseinzadeh, 2008)

Activité anticholinergique

(Khosrokhavar et al., 2010)

activité hypotensive

(Fatehi et al., 2005)

Activité antidiabétique

(Meliani et al., 2011; Rajaei et al., 2011)

Activité antimicrobienne

(Kosalec et al., 2009)

Antioxydante

(Motalleb et al., 2005; Hanachi et al., 2006 ;
Hanachi et Golkho, 2009 ;Zovko Conci¢ et al.,
2010)

Cytotoxique

(Hanachi et al., 2006)

Activité liée a la fertilité

(Aliev et Yuzbashinskay, 1953)

Urolithiase (lithiase rénale)

(Jyothilakshmi et al., 2013; Bashir et Gilani,
2011)

1.2.4.Echium vulgare L
1.2.4.1.Géneralité

Echium vulgare ou vipérine est une plante appartenant a la famille des Borraginacées. Elle

est vivace ou bisannuelle de 30 a 80 cm de longueur, peuple les terres non cultivées, les terres

caillouteuses et les zones cotiéres. Elle possede un systéme racinaire pivotant (Graves et al.,

2010). Les tiges et les feuilles sont couvertes de poils robustes. Les fleurs sont de couleurs

bleues ou violacées (Bock, 2012).
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1.2.4.2.Dénomination internationale
v" Nom commun: Echium bleu, chardon bleu, diable bleu, la vipérine, la langue d'oie ou
I'nerbe piquante .
v" Nom latin : Echium vulgare L.

v" Nom francais : Vipérine commune (Darbyshire et al., 2000).

1.2.4.3.Classification
La classification botanique est comme suit (Gibbs, 1971).
Tableau I.7: Classification botanique d' Echium vulgare L (Gibbs, 1971).

Catégorie Classement
Régne Végétal
Embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiale
Famille Borraginaceae
Genre Echium Echium vulgare L (Bock, 2012).
Espéce Echium vulgare L

1.2.4.4.Composition chimique

Le genre Echium est particulierement riche en flavonoides (Tomas-Barberan et al., 1986),
en acides phénolcarboxyliques (Mitkov et al., 2002),en stéroles (Pardo et al., 2000), en
naphthoquinones et en alcaloides de pyrrolizidine (Papageorgiou et al., 1999).Cette classe

d'alcaloides est connue par sa toxicité (EI-Shazly et al., 1996 a ; EI-Shazly et al., 1999).
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1.2.4.5.Activité biologique
Tableau 1.8: Activités biologiques d'Echium vulgare L.

Activités biologiques Référence
Activité antimicrobienne (Sherbanivs’kii, 1971 ; Tabata et al., 1975)
Activité anti-tumorale (Papageorgiou, 1980)
Activité anticancéreuse (Karakas et Yildirim, 2012)

1.2.5.Laurus nobilis L
1.2.5.1.Géneralité

Laurus nobilis L membre de la famille des lauracées qui renferme 32 genres et environ
2000-2500 espéces (Barla et al., 2007). Laurus, nom latin, d’origine celte qui veut dire
« toujours vert » allusion au feuillage persistant de la plante (Pariente, 2001).

Les feuilles sont largement appliquées et connues comme assaisonnement et herbe
médicinaledepuis les périodes antique grec et romain (Demir et al., 2004).
1.2.5.2.Dénomination internationale

La plante posséde plusieurs noms vernaculaires, "Rand", est le nom le plus connue en
Algérie
(Anton, 2005; Ballabio, 2010).

v Frangais : Laurier d’Apollon, Laurier commun, Laurier franc, Laurier noble.

v" Anglais: Laurel oil, sweet bay, bay tree, roman Laurel, noble Laurel.

v Arabe: Rand, habb r'ar (warakat sidna moussaa (s s« U 43 ) 9).
1.2.5.3.Classification

La classification botanique est comme suit (Quezel et Santa, 1962).
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Tableau 1.9: Classification botanique de Laurus nobilis L (Quezel et Santa, 1962) .

Catégorie Classement
Régne Plantes
Sous regne Plantes
vasculaires
Embranchement Spermaphytes

Sous —embranchement

Angiospermes

Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Laurales
Famille Lauracées
Genre Laurus

Espece Laurus nobilis L

Les feuilles de Laurus nobilis L (Beloued, 2005).

1.2.5.4.Composition chimique

Les feuilles du Laurier sont tres riches en plusieurs substances actives. Les constituants

majoritaires incluent : cinéol, a et B pinéne, sabinéne, linalol, eugénol terpinéol, avec d’autres

esters et terpenoides dont les proportions varient selon 1’origine géographique.

On retrouve également dans les feuilles des flavonoides polaire (dérivés glycosylés de

quercétine, kaempferol et de catéchine) et apolaire (quatre dérivés acylés de kaempferol),
alcaloides (Kubeczka et al., 1982).
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1.2.5.5.Activités biologiques

Tableau I.10: Activités biologiques du Laurus nobilis L.

Activités biologiques

Référence

Effets antioxydants

(Ferreiraetal., 2006 ; Demo et al., 1998)

Effet cytotoxique

(Barla et al., 2007)

Effet reequilibrage de la glycemie

(Khan et al.,2009)

Activité antibactérienne

(Dadalioglu et Evernddilek, 2004 ;
Annelise et al., 2017;Yakhlef et al., 2011)

Effet anticonvulsive

(Sayyah et al., 2002)

L'activité anti-inflammatoire

(Olivier et Imaél,2017 ;Fang et al., 2005)

Effet inhibiteur d’absorption d’alcool

(Matsuda et al.,1999 ; Yoshikawa et al.,
2000).

Effet gastroprotectif

(Gurbuz et al., 2002)

Effet inhibiteur d’enzyme

(Ferreira et al., 2006)

Activité antifongique

(Salhi et al., 2015)

Effets fumigenes et insecticides

(Erler et al., 2006 ; Rozman et al., 2007)

Effet curatif de blessures

(Khalil et al., 2007)

1.2.6.Lavandula dentata L
1.2.6.1.Généralités

Selon (Sudria et al., 1999), Lavandula dentata L. est une plante de la famille des labiées, qui

pousse a I'état sauvage dans les régions arides du sud et de I'est de I'espagne.ses sommités

florales contiennent une huile essentielle qui est importante pour I'industrie des parfums, des

produits cosmétiques et des produits pharmaceutiques.
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1.2.6.2.Dénomination internationale
v Francais: Lavande Dentée (Lim, 2014).

v Englais: French Lavender, Fringed Lavender, Gray French Lavender, Lavender,
Toothed Lavender (Lim, 2014).
v" Nom arabe : Khzama (Belghomari et Belakhdar, 2020).

1.2.6.3.Classification

La lavande est classée comme suit : (Medjaheri et Mehadjri, 2020).

Tableau I1.11: Classification botanique de Lavandula dentata L (Medjaheri et Mehadjri,

2020).
Catégorie Classement
Régne Plantes
Sous regne Viridaeplantae
Embranchement Spermaphytes

Sous —embranchement

Angiospermes

Classe Dicotylédones

Sous classe Magnoliidae

Ordre Lamiales

Famille Lamiacées

Genre Lavandula

Espéce Lavandula dentata L

Lavandula dentata L (Melluk, 2017).

1.2.6.4.Composition chimique
Selon (Ferreres et al., 1986 ; Lawrence, 1996 ; Mastelic et Kustrak, 1997) les

constituants chimiques potentiellement actifs du genre Lavandula sont:

» Monoterpenes: a-pinene, B-pinene, f-ocimene, camphre, limonene, p-cymene, Sabinene et

terpinene.

» Monoterpenes alcools: o -terpineol, borneol, lavandulol, linalool, p-cymen-8-ol, et

transpivocarveol.

* Monoterpenes aldéhydes: aldéhyde de cumin.
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» Monoterpenes ethers: 1,8-cineole.
» Monoterpenes esters: acetate de linalyl, acetate de terpenyl.
» Monoterpenes cétones: carvone, coumarine, cryptone, fenchone, et hylheptenone,
noctanone.
* Nopinone et p-methylacetophenone.
* Benzenoides: eugenol, coumarine, carvacrol, acide hydroxycinnamique, acide rosmarinique,
thymol.
* Sesquiterpenes: caryophyllene, oxide de caryophyllene, a-photosantanol, a-santalal.
* Norsantalenone.

Les flavonoides identifiés de L.dentata suivant(Ferreres et al., 1986): genkwanine
(apigénine 7-methyl éther), lutéoline, apigénine, lutéoline 7-glucoside, apigénine 7-glucoside,
lutéoline 7-rutinoside, vitexine etvicenine-2.

1.2.6.5.Activités biologiques

Tableau 1.12: Activités biologiques du Lavandula dentata L.

Activités biologiques Référence
Activité antibactérienne (Fahed, 2016)
Activité antioxydant (Bouzid, 2018)
Activité antifongique (Bouzid, 2018)
Activité anti-inflammatoire (Bouzid, 2018)

1.2.7.Pergularia tomentosa L
1.2.7.1.Généralité

La plante Pergularia tomentosa Ait. appartient a la famille des Asclepiadeceae. C’est
un arbrisseau vivace, spontané, xérophyte et chamaephyte trés répandue en Afrique du Nord,
plus commune dans le Sahara algeérien. Elle est observée en pieds isolés ou en petits groupes
dans les oueds sablo-argileux et les regs, montrant une amplitude assez large pour les sols
sableux, argileux graveleux ou pierreux ainsi que sur les plateaux caillouteux (Cherif et al.,
2016).
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1.2.7.2.Dénomination internationale
v Arabe : ghoulga, demya, leben el hamir et tellakh.
v" Frangais : Pergulaire.
v" Anglais : Pergularia (Rebouh et Belkhirat, 2016 ; Lahmar et al., 2017).
1.2.7.3.Classification
Tableau 1.13: Classification botanique de Pergularia tomentosa L (Dahane, 2017).

Catégorie Classement
Régne Plantes
Embranchement Spermaphytes
Sous —embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Rosidae
Ordre Gentianales

Pergularia tomentosa L (Al-Mekhlafi

Famille Asclepiadeceae et Masoud, 2017).
Genre Pergularia
Espece Pergularia tomentosa L

1.2.7.4.Composition chimique
Les études phytochimiques menée sur le Pergularia tomentosa montrent la présence de

métabolites primaires et secondaires.
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1.2.7.5.Activité biologique
Tableau 1.14: Activités biologiques du Pergularia tomentosa L.

Activités biologiques Référence
Activité Cardiotonique (Bouhmama, 2013)
Activité antioxydante (Lahmar et al., 2017)
Anti-dermatophytique (Al-Mekhlafi et Masoud, 2017; Shinkafi, 2013)
Activité molluscicide (Bouhmama, 2013)
Activité allélopathique (Cherif et al., 2016)
Activité cytotoxique (Piacente et al., 2009)
Activité anti-microbiennes (Hassan et al., 2007)
Anti tumorale (Rebouh et Belkhirat, 2016)

1.2.8.Pimpinella anisum L
1.2.8.1.Géneralite
Pimpinella anisum L est une plante qui appartient a la famille des Apiaceae. Elle est
annuelleoriginaire d’Orient et largement cultivé dans le bassin méditerranéen. Elle a été
utilisée commeune herbe aromatique et épice depuis I'époque égyptienne (Hansel et al.,
1999). Les graines decette plantes avaient été utilisé comme carminative, antispasmodique,
antiseptique, expectorantet comme un médicament contre le stress, la bronchite, I'indigestion
et les poux (Gorji etGhadiri, 2001).
1.2.8.2.Dénomination internationale
v" Nom commun : Anis-vert.
v Nom usuel francais : Anis vert, petit anis, anis d’Europe.
v Nom anglais :Aniseed.
v" Nom arab 553 4a (Peter, 2001).
1.2.8.3.Classification
La classification de la plante de Pimpinella anisum (Boukri, 2014).
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Tableau I1.15: Classification botanique de Pimpinella anisum L (Boukri, 2014).

Pimpinella anisum L (Thome, 1885).

Catégorie Classement
Régne Plantes
Sous régne Viridaeplantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Apiales
Famille Apiaceae
Genre Pimpinella
Espéce Pimpinella anisum L

1.2.8.4.Composition chimique

Les graines de Pimpinella anisum contient : Sesquiterpénes, acides phénoliques,

furocoumarines, huile essentielle a base d'anéthol, sucres, amidon, flavonoides, résine, acide

malique (Cengiz, 2008).

1.2.8.5.Activités Biologiques

Tableau 1.16: Activités biologiques du Pimpinella anisum L.

Activités biologiques

Référence

Activité parasiticide et insecticide

( Peter, 2001; Ntalli et al., 2011)

Activité antifongique

(Kosalec et al., 2005; Nollet et Toldrg, 2012)

Activité antibactérienne

(Freidman et al., 2002; Singh et al., 2002; Robles-
Zepeda et al.,2011)

Activité antiulcéreuse

(Al Mofleh et al., 2007)

Activité antioxydant

(FaragetEl-khawas, 1998;Gulgin et al., 2003;Al-
Mofleh et al., 2007;Topal et al., 2008)
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1.2.9.Salvia officinalis L

1.2.9.1.Géneralite

Salvia officinalis ou sauge commune est un arbuste rond vivace de la famille de Labiatae /

Lamiaceae (Rice-evans et al., 1995).

1.2.9.2.Dénomination international

v" Noms Communs : Herbe sacrée, thé de Grece, herbe sage (Fabre et al., 1992).

v" Nom francais : Sauge.
v" Nom anglais : Garden sage (Ghourri, 2013 ; Azzi, 2013).
v Nom arabe :&x .

1.2.9.3.Classification

Tableau 1.17: Classification botanique de Salvia officinalis L selon (Hans, 2007; Ristic et
al., 1999; Quezel et santa, 1963).

Catégorie Classement
Régne Plantae (végétal)
Sous régne Tracheobionta
Embranchement Spermaphytes

Sous- embranchement

Angiospermes

Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Salvia

Espéce Salvia officinalis L

Salvia officinalis L (El-Feky et Aboulthana,
2016).

1.2.9.4.Composition chimique

Huile essentielle ;Composés phénoliques dont I'acide rosmancinique ;Tanins et flavonoides ;

Riche en cestrogénes (hormones féminines) ;Salvéne (Teuscher et al., 2005).
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1.2.9.5.Activités biologiques

Tableau 1.18: Activités biologiques du Salvia officinalis L.

Activités biologiques Réference
Activité antibactérienne (Benkherara et al., 2011; Fabian et al., 2006; Onawunmi et
al., 1984).
Activité antioxydant (Favier, 2003 ; Richard et Peyron, 1992)
Activité anti-inflammatoire (Martins et al., 2015; Devansh, 2012; Baricevic et al., 2001).
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Chapitre 11 Les flavonoides et les activités biologiques

11.1. Définition

Le terme« métabolite secondaire », qui a probablement été introduit par Albrecht Kossel en
1891, sont des moléecules organiques complexes synthétisées par les plantes autotrophies, ils
sont responsables des fonctions périphériques indirectement essentielles a la vie des plantes
(Nesba et al., 2018).

11.2. Role biologique

Les métabolites secondaires sont impliqués dans l'adaptation des plantes a leur
environnement et dans la régulation de la symbiose et d'autres interactions plante-animal. Ils
interviennent donc de maniére trés efficace dans la tolérance des plantes aux différents stress.
Action anti-herbivore, inhibe I'attaque des pathogénes bactériens et fongiques, résiste a la
sécheresse et aux rayons ultraviolets.

Ils peuvent également attirer des agents responsables de la pollinisation ou de la
dissémination des fruits. De nombreux métabolites secondaires sont toxiques et sont alors
stockés dans des vésicules ou vacuoles spécifiques (Mansour, 2015).

11.3. Distribution et localisation

Les métabolites secondaires sont présents dans toutes les plantes supérieures et ont une
distribution limitée dans les organismes végétaux (Hartmann, 2007). Celles-ci sont souvent
caractérisées par de faibles concentrations dans les tissus végétaux(Nesba et al., 2018).

Les métabolites secondaires sont bio synthétisés a partir des métabolites primaires (Peeking
et al., 1987) et sont généralement produits par trois voies de biosynthése : la voie du
shikimate, la voie du mévalonate et la voie du pyruvate (Aref et al., 2015).

11.4. Différentes classes des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires peuvent étre divisés en trois classes : les polyphénols, les
terpénoides et les alcaloides.
11.4.1. Terpénoides

Constituent un vaste groupe de métabolites secondaires, sont des hydrocarbures naturels, de
structure cyclique ou de chaine ouverte (Ounis et Boumaza, 2017). Le terme de terpénoide
est attribué a tous les composés possédant une structure moléculaire construite d’un
monomere a 5 carbones appelé isopréne, ces composés sont majoritairement d’origine
vegétale (Malecky, 2008).

Ces molécules présentent en forme des huiles essentielles ; parfums et goGt des plants,
pigments (carotene), hormones (acide abscissique), des stérols (cholestérol) (Laifaoui et
Aissaoui, 2019).
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11.4.2.Saponines

Le terme saponosides est dérivé de mot savon, sont des terpénes glycosylés comme ils
peuvent aussi se trouve sous forme aglycones, ils ont un goGt amer et acre lls existent sous
deux formes, les stéroides et les terpenoides (Zerari, 2015).
11.4.3.Alcaloides

Ce sont des substances organiques azotées d'origine végétale, de caractére alcalin et de
structure complexe (Badiaga, 2012), laplupart des alcaloides sont solubles dans l'eau et
I'alcool et ont un gout amer et certains sont fortement toxiques (Gaci et Lahiani, 2016). 1l ont
une action directe sur le corps : activité sédative, effets sur les troubles nerveux (maladie de
Parkinson) (Iserin, 2001).
11.4.4.Polyphénols

Les polyphénols ou composés phénoliques forment une grande classe de produits

chimiques qui on trouve dans les plantes au niveau des tissus superficielles, ils sont des
composes photochimiques polys hydroxylés et comprenant au moins un noyau aromatique a 6
carbones. lls subdivisent en sous classe principales ; les acides phénols, les flavonoides, les
lignines, les tanins...etc (Rezzik , 2016).
11.4.4.1.Acides phénoliques

Les phénols ou les acides phénoliques sont des petites molécules constituées d'un noyau
benzénique et au moins d'un groupe hydroxyle, elles peuvent étre estérifiées, éthérifiées et
liées a des sucres sous forme d'hétérosides, ces phénols sont solubles dans les solvants
polaires, leur biosynthése dérive de I'acide benzoique et de l'acide cinnamique (Laifaoui et
Aissaoui, 2019).
11.4.4.2.Lignine

Composés qui s'accumulent au niveau des parois cellulaires (Tissus sclérenchymes ou le
noyau des fruits), au niveau de séve brute qu'ils permettent la rigidité des fibres, ils sont le
résultat d'association de trois unités phénoliques de base dénommées monolignols de
caractére hydrophobe (Seghaouil et Zermane, 2017).
11.4.4.3.Tanins

Toutes les plantes contiennent des tanins a un degré plus ou moins élevé. Les tanins sont des
composants polys phénoliques qui contractent les tissus en liant les protéines et en les
précipitant d’ou leur emploi pour « tanner » les peaux. Ils permettent de stopper les
hémorragies et de lutter contre les infections. Les plantes riches en tannins sont utilisées pour

rendre les tissus souples comme dans le cas des veines variqueuses, pour drainer les
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secrétions excessives comme dans la diarrhée et pour réparer les tissus endommagés par un
eczéma ou une brulure (Iserin, 2001).
11.4.4.4.Coumarines

Les coumarines, de différents types, se trouvent dans de nombreuses pieces et possédent des
propriétés tres diverses.

Certaines coumarines contribuent a fluidifier le sang (Melilotusofficinalis) alors que d’autre,
soignent les affections cutanées (Apiumgraveolens).

Rapidement métabolisées au niveau du foie en 7 hydroxy- coumarine, elles peuvent
rarement induire une hépato nécrose sévére (Habibatni, 2008).
11.4.4.5.Anthocyanes

Les anthocyanes terme général qui regroupe les anthocyanidols et leurs dérivés glycosylés.
Ces molécules faisant partie de la famille des flavonoides et capables d'absorber la lumiere
visible, ce sont des pigments qui colorent les plantes en bleu, rouge, mauve, rose ou orange.
Leur présence dans les plantes est donc détectable a I'oeil nu (Bessas et al., 2007).
11.4.4.6.Flavonoide
11.4.4.6.1.Définition

Le nom flavonoide proviendrait du terme Latin flavus, (flavus= jaune). Les flavonoides sont
uneclasse importante de polyphénols. Plus de 4000 variétés de flavonoides ont été identifiées
chezles plantes. lls peuvent étre présents dans toutes les parties des plantes : racines, tiges,
bois, écorce, feuilles, graines, fleurs et fruits ou ils sont responsables de la couleur de ces
derniers (généralement jaune) (Bouadjeb et Bouzaout, 2018).
11.4.4.6.2.Structure chimique

Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, ils possedent un squelette
carboné de quinze atomes de carbones constitué de deux cycles aromatiques (A) et (B) qui
sont reliés entre eux par une chaine en C3 en formant ainsi I'hétérocycle (C) (W- Erdman et
al., 2007).

Généralement, la structure des flavonoides est représentée selon le systeme C6-C3-C6 en
formant une structure de type diphényle propane dont des groupements hydroxyles, oxygénes,
méthyles, ou des sucres peuvent étre attachés sur les noyaux de cette molécule (figure 11.1)

(Narayana et al., 2001).
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Figure 11.1:Squelette de base et numérotation adoptée des flavonoides (Anthoni, 2007).

11.4.4.6.3. Classification structurelle

Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules selon le
degré d‘oxydation et la nature des substituants portés sur le cycle C (Pietta, 2000), 14 groups
différents ont été identifiés dont six groupes sont particulierement les plus répandus et les
mieux caractérisés : flavones, isoflavones, flavanones, flavanols, flavonols, anthocyanidines
(Heim et al., 2002).
11.4.4.6.3.1. Flavones

Une classe de molecules flavonoides possedant une double liaison entre les carbones 2 et 3
et une cetone en carbone 4 du cycle C. La plupart des flavones des legumes et des fruits ont
un groupe hydroxyle en position 5 du cycle A, autres hydroxylation sont determinees en
position 7 du cycle A ou 3' et 4’ du cycle B(Dias et al., 2021).
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Figurell.2:Structure chimique de base des flavones (Dias et al., 2021).

11.4.4.6.3.2. Flavonols

Les flavonols présentent des schémas de méthylation et d’hydroxylation sur des positions
trés variés, compte tenu des différents schémas de glycosylation, ils constituent peut-étre le
sous-groupe de flavonoides le plus courant et le plus important dans les fruits et Iégumes

(Barreca et al., 2021).
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Figurell.3: Structure chimique de base des flavonols (Dias et al., 2021).

11.4.4.6.3.3. Flavanones

Les flavanones, également appelées dihydroflavones, ont le cycle C saturé, contrairement
aux flavones, la double liaison entre les positions 2 et 3 etait saturée et c'est la seule différence
structurelle entre les deux sous-groupes de flavonoides. Les flavanones peuvent étre multi-
hydroxylées, plusieurs groupes hydroxyle peuvent étre glycosylées et/ou méthyles. Certaines
présentent des schémas de substitution uniques, comme les furanoflavanones, les flavanones
prénylées, les pyranoflavanones ou les flavanones benzylées, ce qui donne un grand nombre

de dérivés substitués (Yang et al., 2022).
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Figurell.4: Structure chimique de base des flavanones (Dias et al., 2021).
11.4.4.6.3.4. Les flavanols
Les flavanols également connus sous le nom de dihydroflavonols, sont des deérivés 3-

hydroxy des flavanones, elles constituent un sous-groupe tres diversifié et multi-substitué
(Dias et al., 2021).
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Figure 11.5: Structure chimique de base des flavanols (Dias et al., 2021).

11.4.4.6.3.5. Isoflavones
Les isoflavones sont un sous-groupe de flavonoides avec un cycle B attaché au cycle C en
position 3, connus sous le nom de phytoestrogenes, ils partagent des similitudes structurelles

avec les oestrogenes tels que l'estradiol (Kim, 2021).
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Figurell.6: Structure chimique de base des isoflavones (Dias et al., 2021).

11.4.4.6.3.6. Anthocyanidines
Les anthocyanidines sont des cations de flavylium et se présentent généralement sous forme

de sels de chlorure. Les anthocyanines sont des glycosides d'anthocyanidines (Marzouk,

2021).
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HO 0
N
o
OH
OH

Figurell.7: Structure chimique de base des anthocyanidines (Dias et al., 2021).
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11.4.4.6.4. Biosynthése

Les flavonoides possedent le méme squelette car ils dérivent d’une origine biosynthétique
commune. Le cycle A est forme a partir de trois molécules de malonylcoenzyme A, alors que
le cycle B provient de la p-coumaroyl-coenzyme A issue de la phénylalanine. Ainsi deux
chalcones sont obtenues. Celles-ci permettront ensuite, via différentes réactions
enzymatiques, la synthese des différentes classes de flavonoides (Pessel, 2013).

La teneur en flavonoides dans les plantes peut étre augmentée par la surexpression d'un ou de
plusieurs génes impliqués dans la biosynthese des flavonoides et/ou en augmentant leur
stabilité (Mierziak et al., 2014).

Enfin, des enzymes réalisant des réactions de substitution, telles que les methylases, les
acetyltransferases, et les glycosyltransferases, permettent de différencier les flavonoides au
sein de chaque classe, ce qui détermine leurs propriétés chimiques et biologiques (Pessel,
2013).
11.4.4.6.5. Propriétés physico-chimiques
11.4.4.6.5.1. Solubilité des flavonoides

En présence d’un solvant, la structure du flavonoide pourrait étre différente selon les diverse
interactions (type hydrophobe, liaisons hydrogéne, type electrostatique...) (Mompon et al.,
1996 ; Saidman et al., 2002).

Les différences structurales au sein d’une méme famille sont tellement importantes qu’il est
difficile d’estimer la solubilité d’un composé dans un solvant. Toute fois, les flavonoides sont
faiblement solubles dans 1’eau (Abou El Hassan et al., 2000 ; Benavente- Garcia et al.,
2001 ; Calias et al., 1996 ; Pulley, 1936 ; Walle, 2004).
11.4.4.6.5.2. Absorption des rayonnements UV

Les spectres UV des flavonoides permettent d’observer deux bandes d’absorption
principales dans la région 240-400 nm. La bande | (300-395 nm) dde a 1’absorption de la
partie cinnamoyle (noyau B) du flavonoide et de la bande 11 (240-280 nm) qui est associée a

I’absorption de la partie benzoyle (figure 11.8) (Harborne et Williams, 2000).
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benzoyle cinnamoyle

Figure 11.8: Partie benzoyle et partie cinnamoyle d’absorption en UV (bande | et bande I1)
(So Jin Leeetal., 1999).

11.4.4.6.5.3. Stabilité des flavonoides

La lumiére, le pH, la température, la nature du solvant, la présence d’enzyme, d’ion
métallique , d’oxydant exercent une influence sur la stabilité des flavonoides (Fargeix, 2000).

Les substituants (alkyle, alcoxy, glycosyle) interviennent également dans la stabilité des
flavonoides (Friedman et Jurgens, 2000 ; Makris et Rossiter, 2002 ; Smith et al., 2000 ;
Ungar et al., 2003). Par exemple, la quercétine 3-O-galactoside et la rutine ont une
photostabilité et une thermorésistance plus élevées que la quercétine (Makris et Rossiter,
2002 ; Smith et al., 2000).
11.4.4.6.6. Intéréts thérapeutiques des flavonoides

Les flavonoides ont été décrits comme agent de promotion de la santé avec des effets
biologiques in vitro et éprouveées, telle que :
* Activité antioxydant

Les flavonoides ont la capacité de piéger les radicaux libres, générées par notre organisme en
réponse aux agressions de notre environnement et qui favorisent le vieillissement cellulaire
(Karabin et al., 2015). Parmi ces flavonoides : la rutine.
* Activité anti-inflammatoire

Les flavonoides sont des agents protecteurs contre les inflammations chroniques, la
Production excessive d’activateur de tissus en particulier les prostaglandins (Karabin et al.,
2015).
* Activité anticancéreux

Ils excitent des agents anticancéreux dans les flavonoides qui sont capable d’inhiber la
prolifération des cellules tumorales et participe activement a inhiber la carcinogénese dans la

phase initiales (Karabin et al., 2015).
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* Activité cardiovasculaire

Les flavonoides ont des effets bénéfiques sur les parameétres associés a lI'athérosclérose, y
compris I'oxydation des lipoprotéines, I'agrégation des plaquettes du sang, et la réactivité
vasculaire, les flavonoides jouer un réle clé dans la réduction du risque de développer des
maladies cardiovasculaires (Karabin et al., 2015).
*Activité antibactérienne

Les flavonoides ont une activité antibactérienne trés vaste et tres diversifiée. En effet, ils s’

attaquent a un grand nombre de bactéries avec une intensité différente selon le
microorganisme et 1’écosysteme dans lequel il se trouve : les flavonoides sont capables
d'inhiber la croissance de différents types de bactéries « des souches de bactéries gram (+) et
gram (-) » (Babayi et al., 2004 ; Harikrishna et al., 2004 ; Ulanowska et al., 2006).

11.5. Activités biologiques des plantes médicinales

11.5.1.Généralités

Les activités biologiques des plantes médicinales sont connues depuis la préhistoire.
Cependant, il aura fallu attendre le début du 20éme siecle pour que les scientifiques débutent
a s'y intéresser, ces propriétés sont duesabsolument aux métabolites secondaires (composés
phénoligues) contenues dans les plantes (Djeridane et al., 2006).
Plusieurs études et travaux ont montré que les composés phénoliques jouent un réle important
dans la santé humaine en raison de leurs activités pharmaco -logiques diverses comme
antimicrobiennes (Ladoh et al., 2015).
11.5.2.Differentes activités biologiques des plantes médicinales
11.5.2.1. Activité antibactérienne

Les bactéries sont responsables de diverses infections dans les organismes vivants. Les
chercheurs ont espéré pouvoir éradiquer certaines maladies avec la découverte des
antibiotiques. Malheureusement la large utilisation de ces médicaments a généré une
résistance croissante des bactéries face aux antibiotiques. Dans cette perspective, il y a eu
ungrand intérét pour la recherche de nouvelles substances biologiquement actives et efficacies
comme alternative a partir des ressources naturelles (Fatteh, 2019).
11.5.2.1.1.Les antibiotiques

Ce sont des substances chimiques élaborées par des microorganismes, ces
substancespossédent le pouvoir d’inhiber la croissance ou le développement d’autres

microorganismes,dans lesquelles elles pénétrent en perturbant le métabolisme, ou en agissant
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spécifiguementsur une étape essentielle de ce dernier, mais qui sont dépourvus de toxicité
pour les autrescellules humaines ou animales (Rahimi et Refice, 2021).
11.5.2.1.1.1.Mode d’action des antibiotiques

A la différence des antiseptiques et des désinfectants, les antibiotiques agissent en général
de facon tres spécifique sur certaines structures de la cellule bactérienne. Cette grande
spécificité d’action explique pourquoi les antibiotiques sont actifs a tres faible concentration.
(Asselineau et al., 1973). Les antibiotiques peuvent agir sur :la paroi bactérienne, la

membrane cellulaire, I’AND, le ribosome bactérien, autres.

@ Inhibition de la synthése @ Inhibition de la synthése
de la paroi bactérienne de la membrane cytoplasmique

Inhibition de la

synthése protéique @ Inhibition de la
synthése de I'ADN

@ Autres meécanismes

Figure 11.9: Mode d’action des antibiotiques (Bbosa et al., 2014).

11.5.2. 1.1.2.Résistances aux antibiotiques
La résistance bactérienne est définie comme la capacité des bactéries a résister aux
effets des antibiotiques ou des biocides censés les controler ou les tuer (Mégraud, 2017).

Cette resistance peut etre naturelle ou acquise.
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Meécanismes de résistance a I'antibiotique

La diminution de la permée&abilite
de la membrane empéche
I'antibiotique d'entrer

/
Antibiotique / D

— Pompe

Antibiotique
refoule

Les antibiotiques sont
décomposes par les enzymes

Figure 11.10: Mécanismes de résistances bactériennes aux antibiotiques (Singh et al., 2014).

11.5.2.1.1.3.Les bactéries testées
v" Pseudomonas aéruginosa
Pseudomonas aeruginosa est une bactérie en forme de batonnet hétérotrophe motile
gramnégatif d'environ 1 &5 de long et 0,5 & 1 de large, c'est un aérobie facultatif. C'est une
importante bactérie du sol. P. aeruginosa est un pathogéne opportuniste (Diggleet Whiteley,
2020).
v Escherichia Coli
Escherichia Coli est un micro-organisme polyvalent capable de survivre et de prospérer
dansdifférents habitats écologiques. C'est un anaérobie facultatif a Gram négatif qui réside
généralement dans l'intestin humain en tant que bactérie commensale. Cependant, certains
membres de cette espéce ont également le potentiel de provoquer des infections graves, tant
intestinales qu'extra-intestinales, dans les établissements de soins de santé ainsi que dans la
communauté (Paganini et al., 2021).
v’ Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus est une bactérie gram positive et cocoide, qui peut coloniser les
narines et la peau humaines sans causer de maladie. Cependant, ¢’est un agent pathogene
opportuniste qui peut provoquer une infection lorsqu'il accede a un environnement hote

vulnérable par des conditions telles que des plaies profondes(Chang et al., 2020).
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v Candida albicans

Le Candida albicans est un champignon microscopique, habituellement inoffensif et
présentau niveau des voies génitales, du tube digestif, de la bouche et sur la peau. Il peut
parfoisdevenir pathogéne (McCall et al., 2018). Si I'n6te devient immunodéprimé, sa
proliférationle rend pathogene. Chez les patients atteints du SIDA, la candidose oropharyngée
(OPC) estune infection opportuniste courante.
11.5.2.2. Activité anti-hemolytique
11.5.2.2.1.Généralités

Ces dernieres années, le domaine de la recherche scientifique investigue de nouvelles
substances anti hémolytiques d’origine végétale, pour remplacer les anti-hémolytiques
synthétiques. De nombreuses études (Devjani et Barkha, 2011 ; Tay-yaba, 2016 ;Belkhiri
et al., 2017)sur différentes plantes démontrent 1’effet anti-hémolytique des extraits végétaux.
11.5.2.2.2.Principe

L’effet anti hémolytique d’extraits etudié est évalué in vitro par 1’utilisation de modele
érythrocytaire qui est facile a isoler du sang et que sa membrane présente une similitude avec
d'autres membranes cellulaire (Shobana Set Vidhya, 2016).

L’exposition des globules rouges (RBC) a certains parameétres physicochimiques telles que
lemilieu hypotonique, 'utilisation d’un perturbateur membranaire comme les détergents ou
lesespéces réactives oxygénees, les températures élevée provoque une rupture de sa
membranecytoplasmique et par conséquent la libération de I'némoglobine qui sera alors doser
parspectrophotométrie d’absorbance visible.
11.5.2.2.3.Généralités sur les hématies

L’hématie normale est une cellule anucléée arrondie en forme de disque biconcave de taille
quivarie de 4 a 7ul selon les espéces animales. Chez les mammiféres, les globules rouges sont
deformes discoides biconcaves en milieu isotonique. Dans un milieu hypotonique, quand
laconcentration de NaCl dans le plasma diminue par rapport a celle des globules rouges
(GR),’hémolyse se déclenche et I’hémoglobine est libérée. Par contre, dans un milieu
hypertoniqueou la pression osmotique extérieure est supérieure a celle des globules rouges,
les cellulesgonflent et prennent un aspect crénelé (Gwalter, 1992).

11.5.2. 2.4.Processus de I’hémolyse

Le processus d’hémolyse est un phénomene irréversible au cours duquel les hématies sont
détruites et libérent leur contenu. Des facteurs proprement corpusculaires, comme 1’état de la
membrane, le métabolisme énergétique intracellulaire, la structure de 1’hémoglobine, reéglent

ledegre de I’hémolyse. Des facteurs extra-corpusculaires sont également importants dans le
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processus d’hémolyse citant, le plasma, I’état anatomique de I’appareil circulatoire et 1’état
fonctionnel du systéme mononuclée phagocytaire. (Aguilar, 2007)
11.5.2. 3.L activité anticancéreuse

Le cancer est la présence de cellules anormales qui se multiplient de maniére incontrolée.
Selon (Badiaga, 2011), le cancer se caractérise par I'anarchie et le développement perturbé de
cellules « anormales » dans I'organisme, conduisant a la formation de tumeurs ou de « masses
».Ce groupe de cellules attaque et deétruit I'organe dans lequel il est implanté, et peut migrer
vers d'autres parties du corps (ce qu'on appelle alors métastase).
11.5.2.3.1. L’ADN une cible moléculaire des anticancéreux

L'ADN est la principale cible intracellulaire des médicaments anticancéreux. De nouveaux
médicaments plus efficaces ciblant I'ADN, causant des dommages aux cellules cancéreuses et
bloque leur division et méme entrainer sa mort, ce qui peut accélérer la découverte de
médicaments et les processus de développement. Ainsi, il a été jugé utile d’étudier
I’interaction des composés a base de métal avec I'ADN pour une meilleure compréhension de
leurs propriétés pharmacologiques, de ce fait aujourd’hui les mécanismes complexes
expliquant les processus de la production de lésions dans I'ADN jusqu'a la mort cellulaire,
ouvrant des perspectives prometteuses dans la mise au point de nouveaux agents anti-
tumoraux plus sélectifs et plus performants (Maolin et al., 2017 ).
11.5.2. 3.2.La chimiothérapie

La chimiothérapie est traditionnellement basée en grande partie sur l'interaction de ligands
cytotoxiques avec 'ADN. Elle se repose sur le fait d’empécher les cellules de se reproduire et

bloquer la réplication de I’ADN dans le noyau cellulaire (Nafees et al., 2014).

37




/ Chapitre Il N

Contexte theorique

des techniques

experimentales
N J




Chapitre 111 Contexte théorique des techniques expérimentales

I11.Techniques expérimentales
I11.1.Spectroscopie UV-Visible
La spectroscopie d’absorption UV /Visible est I’'une des méthodes d’analyse de la
spectroscopie moléculaire les plus utilisées. Elle permet 1’analyse structurale de certaines
molécules et de nombreuses déterminations quantitatives. Elle est aussi une méthode tres
précieuse en chimie — physique pour 1’étude des équilibres et des cinétiques en solution.
La spectrophotométrie est une méthode analytique qui repose sur 1’absorption de la lumicre
par les substances a analyser.
En effet, la lumicére étant une onde correspondant a la vibration d’un champ
¢électromagnétique et émettant des particules d’énergie lumineuses appelées photons. Cette
vibration, en se propageant, décrit une courbe présentant un maximum et un minimum. La
longueur d’onde caractéristique de I’onde électromagnétique est définie par la distance
séparant deux maximumsou deux minimums successifs.
v Les rayons UV (de 100 a 400 nm).
v La lumiére Visible (de 400 a 800 nm) (Benbahmed et Outaleb, 2018).
v La loi de Beer-Lambert sert a etablir une relation entre 1’absorbance,
I’épaisseur de 1’échantillon et la concentration des especes absorbantes.

v" Cette relation secrit : Log10 (I0/T)= f €Cl.
v" Ou bien sous sa forme actuelle est : A : f eCl.

Avec:

A : absorbance.

g: Coefficient d’extinction (mol-1.cm-1.L).

C : Concentration (mol/L).

| : Epaisseur de la cuve (cm).

10 : Intensité de 1’énergie d’irradiation arrivant sur 1’échantillon (Lumiére incidente).

| : Intensité de la radiation qui a traversé 1’échantillon (Lumiére transmise) (Ibrahimet

Ouazine, 2014).
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Figure 111.1: Spectrophotométrie UV-Visible (SHIMADZU1800).

I11.2. Spectroscopie Infrarouge (IR)

La spectroscopie infrarouge (IR) est une technique analytique principalement utilisée pour
déterminer la présence de groupes fonctionnels dans la structure des molécules organiques et
de certaines molécules simples. Il est basé sur I'absorption du rayonnement infrarouge par
I'échantillon a analyser. Les fonctions chimiques présentes dans I'échantillon sont analysées
(Peter et al., 2004).

< Les nombres d'onde 9, il est défini comme :9=1/A.

% Ou A est la longueur d'onde dans le vide mesurée en cm. L’unité du nombre
d'onde est donc le cm-1.

< Par exemple, les nombres d'onde des raies d'émission de I'atome d'hydrogéne

sont données par :

1 1
b =R(5~-=)

n? n?
* R est la constante de Rydberg.
* nl et n2 sont les numéros des orbitales avec n1 >n2.
NP: Nombres d'onde .
* Proche IR 0.8-2.5um.
133004000 cm1
* IR moyen 2.5-25 um. 4000-400 cm-1

* IR —lointain 25-1000 um. 400-10 cm-1
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111.3. Chromatographique sur couche mince
111.3. 1.Définition

La chromatographie sur couche mince est un phénoméne d'adsorption, principalement pour
I'analyse et la séparation des substances chimiques qui composent les objets, et I'équipement
utilisé pour la chromatographie sur couche mince est relativement simple. 1l se compose d'une
plaque et d'une fente rectangulaire pour I'élution. Cette derniere dépend du choix de la phase
stationnaire et de la phase mobile (éluant), les phases stationnaires les plus couramment
utilisées en chromatographie sur couche mince sont le gel de silice, I'alumine et la cellulose en
poudre. Nous rapportons ci-dessous le protocole réalisé pour [I'huile essentielle de
Bryon(Mohamed, 2010).

\~ Front d’éluam

-
o Y
Cenue de la tache >~ (@ ~
Re= —
Niveau de déposition > - A 4
. » - *®

Figure 111.2: Protocole de CCM (Mohamed, 2010).

111.4.Chromatographie liquide haute performance (HPLC)

La chromatographie liquide a haute performance consiste a exploiter les interactions des
solutés avec deux phases I’'une mobile et I’autre stationnaire sous haute pression. Les solutés
derniers sont séparés en fonction de plusieursparametres tels que 1’affinité du soluté dans
I’éluant, lapolarité ou la charge électrique. Aprés leur séparation, les solutés sont identifiés et
dosés a I’aide d’un détecteur couplé a la colonne chromatographique.

Le mode de fonctionnement de la HPLC est largement décrit. Ainsi, & un instant donne, le
mélange a séparer est injecté a ’entrée de la colonne, et se trouve entrainé par la phase
mobile.

Les constituants du mélange sont ensuite recueillis et identifiés en fonction de leurs vitesses
d’adsorption et de désorption. La chromatographie aboutit a un tracé représentatif de
constituant (pic) en fonction deleur temps de rétention a la sortie de la colonne : c’est un

chromatogramme (Panaiva, 2006).
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Schéma de principe
d'une chaine d"HPL.C

Syst
Reésevoir de solvant d?;x’ll:::ﬁon ot

Indicateur de d'impression
pression ot debit

Systeme d'ingjection

Colonne

Figure 111.3: Principe et appareillage d’une chaine d’HPLC (Colomb, 2016).

111.5. Docking Moléculaire

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 trés 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 Said, 2016 ; Lanez, 2016).
I11.5.1. Principes du Docking moléculaire

Le Docking peut étre réalisé en deux étapes complémentaires : la premiere consiste a placer
le ligand dans le site actif de la protéine et a échantillonner les conformations, positions et
orientations possibles, en ne retenant que celles qui représentent les modes d’interactions les
plus favorables. La deuxiéme étape est celle du classement (scoring). Elle consiste a évaluer
I’affinité entre le ligand et la protéine, et de donner un score aux poses obtenues lors de la
phase de docking. Ce score permettra de retenir la meilleure pose parmi toutes celles proposé
(El Hadji Said, 2016).

Idéalement, les algorithmes de Docking devraient étre capables de reproduire le mode de
liaison expérimental et la fonction de scoring devrait également le classer le plus haut parmi
toutes les conformations générées (Bouchagra, 2018).

Les fonctions de notation (scoring) prédisent des facteurs tels que : la force de van der
Waals, I'énergie de liaison, les effets de solvatation, les effets d’entropie, le nombre des

liaisons hydrogénes formees entre la protéine cible et le ligand, et d'autres types d'interactions
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intermoléculaires (interactions hydrophobes et électrostatiques) (George Priya Doss et al.,
2014; Lebbad, 2016).

Le score est globalement une approximation de 1’énergie libre résultant du passage de la
forme libre de la protéine et du ligand a 1’association sous forme de complexe. Le principe
thermodynamique est le suivant (Arrault, 2007) :

AG = AGcomplexe — AGligand - AGProtéine

Théoriquement, le complexe est favorable si la variation d’énergie libre globale de
complexation est négative (AG complexation < 0) (Lebbad, 2016).
111.5.2.Etapes de Docking Moléculaire

Les étapes clés communes a tous les protocoles de Docking, commencent d’abord par le
choix des structures 3D de la macromolécule cible et le ligand. Puis, chaque structure doit étre
préparée conformeément aux exigences de la méthode utilisée. Apreés le Docking, les résultats
doivent étre analysés (Morris, 2008).
111.5.3.0utils du Docking moléculaire

Comme chaque protocole expérimental, 1’application pratique du Docking moléculaire
nécessite la disponibilité de plusieurs paramétres qui sont :
a) Protéine :macromolecules

L'application pratique du Docking moléculaire nécessite avant tout la disponibilité de la
structure tridimensionnelle (3D) de la cible d’intérét (Enzyme dans notre cas) (Dar et Mir,
2017), qui peut étre facilement acquise depuis les bases de données protéiques notamment la
PDB « Protein Data Bank ».

b) Ligand

L’acquisition des structures du (ou des) ligand (S) est une étape importante et indispensable
dans le processus du docking moléculaire. Ces structures peuvent étre obtenues a partir de
diverses bases de données (ZINC, PubChem...etc), ou construits grace aux programmes de
modélisation moléculaire (Chemsketch, Titan, Gaussian...etc) ou les différentes structures
sont générées par optimisation de géométrie. Ces structures sont gouvernées par les lois de la
chimie quantique (Jade et Gupta, 2016; EI Hadji Said, 2016).

» Modelisation moleculaire

Afin de réaliser I’amarrage moléculaire, les structures des ligands doivent étre optimisées

par modélisation moléculaire.
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c¢) Les programmes du Docking

Les logiciels de Docking moléculaire sont des outils tres utiles en biologie, pharmacie et
médecine (Amina et Khaoula, 2017). A I’heure actuelle, plus de 30 programmes de docking
moléculaires (Commerciaux ou non) sont disponibles. Les plus fréqguemment cités sont :
Surflex, GOLD, FlexX, DOCK et AutoDock. Ils permettent un criblage rapide de vastes
librairies de composés. Ces programmes reposent le plus souvent sur des algorithmes
spécifiques tel que : 1’Algorithme génétique (GA), I’algorithme de Monte Carlo (MC) et
I’ Algorithme de construction incrémentale (IC)...etc, (Dias et al., 2008 ; Forli et al., 2016).
Tableau I11.1: Les principaux programmes de Docking moléculaire, le nom de leur éditeur et

le site d'internet (Taylor et al., 2003).

Nom Editeur Site internet
AutoDock Scripps http://www.scripps.edu/mb/olson/doc/autodock/
Dock UCSF http://dock.compbio.ucsf.edu/
FlexX BioSolvel T http://www.biosolveit.de/FlexX
Fred OpenEyse http://eyesopen.com/products/applications/fred.html
Glide Schrédinger | http://www.schrodinger.com/Products/glide.html
Gold CCDC http://www.ccdc.cam.ac.uk/products/life sciences/gold/
ICM Molsoft http://www.molsoft.com/products.html/
LigandFit Accelrys http://www.accelrys.com/cerius2/c2ligandfit.ntml
Surflex Biopharmics | http://www.biopharmics.com/products.html

Dans ce travail, nous avons utilisé le programme AutoDock qui est une suite de logiciels
libres et gratuits utilisés pour le Docking moléculaire (Forli et al., 2016 ).Dans ce logiciel
I’amarrage se base sur la simulation de trajectoire, est plus précise : a partir d’une position
initiale aléatoire, a ’extérieur du site actif, le ligand explore le site étudie par la répétition
successive de mouvements et d’évaluations de [’interaction ligand-récepteur. Les
mouvements sont effectués par des opérations de translation, de rotation et de changement de
conformation. L’énergie d’interaction est calculée par une fonction énergétique. Les
mouvements du cycle a venir sont guidés par les variations d’énergie induites par les

mouvements des cycles précédents.
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L’algorithme s’arréte lorsqu’il a trouvé la position idéale du ligand dans le récepteur. Ces
techniques prennent mieux en compte la flexibilité du ligand et permettent I’exploration de
régions plus vastes.

» Serveurs utiliseés
% 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
modeles 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 simples et efficaces 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 parametres clés pour une collection de molécules pour soutenir leurs efforts de découverte

de médicaments (Dainaet al., 2017).

SwissADME

Home FAQ Hel

you to compute physicochemical descriptors as well as to predict ADME parameters, pharmacokinet
nedicinal chemistry friendliness of one or multiple small molecules to support drug discovery

cribing the web service and its underlying methodologies is SwissADME: a free web tool to evaluate
'ug-likeness and medicinal chemistry friendliness of small molecules. Sci. Rep. (2017) 7:42717
relopment and validation of ILOG. please refer to this article: ILOGP: a simple. robust. and efficient de
iion coefficient for drug design using the GB/SA approach. J. Chem. Inf. Model. (2014) 54(12):3284-3
relopment and validation of the BOILED-Egg, please refer to this article: A BOILED-Egg to predict gas
penetration of small molecules. ChemMedChem (2016) 11(11):1117-1121

ained by the Molecular Modeling Group of the SIB | Swiss Institute of Bioinformatics

Figure 111.4: Page d’accueil du serveur SwissADME.

+ La base des données Pubchem
Depuis son lancement en 2004, la base de données PubChem est devenue une source

d'information clé sur les produits chimiques pour les scientifiques, les étudiants et le grand
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public. Chaque mois, notre site Web et nos services de programmation fournissent des
données a plusieurs millions d'utilisateurs dans le monde. PubChem contient principalement
de petites molécules, mais aussi des molécules plus grosses telles que des nucléotides, des
glucides, des lipides, des peptides et des macromolécules chimiquement modifiées. Nous
recueillons des informations sur les structures chimiques, les identifiants, les propriétés
chimiques et physiques, les activités biologiques, les brevets, la santé, la securité, les données
de toxicité et bien d'autres (Trad, 2020).

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Pub @ hem About Posts Submit Contact

Explore Chemistry /

Quickly find chemical information from authoritative sources

Try covid-19 aspirin EGFR  C9H804 57-27-2 C1=CC=C(C=C1)C=0 InChl=15/C3H60/c1-3(2)4/h1-2H3

D Use Entrez

Figure 111.5: Page d’accueil du serveur base des données Pubchem.

«  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 médicinaux,
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 modeéles avec des scores de confiance, et un tableau
radar de toxicité globale avec trois composés les plus semblables ayant une toxicité aigu

connue (Banerjee et al., 2018).
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ProTox-1l enables uncomplicated predictions of different levels of tococities. To conduct a
toxcicity prediction, please click on the image.

Figure 111.6: Page d’accueil du serveur Protox.

«  AutoDockTools

AutoDockTools, ou ADT, est l'interface graphique gratuite d'AutoDock développée par
leméme laboratoire qui développe AutoDock. Elle permet de configurer, d'exécuter et
d'analyser les amarrages AutoDock et les cartes d'affinité Auto Gridisocontour, ainsi que pour

calculer les surfaces moléculaires, d'afficher les rubans de structure secondaire, de calculer les

liaisons hydrogéne et de faire de nombreuses autres fonctions (Ahmedou, 2021).

I(c) 1999-2011 Molecular Grap!

AutoDockTools
Version 1.5.7 Dec_19_18

ALL RIGHTS RESERVED

INECR

Figure 111.7: Page d’accueil du serveur AutoDockTools.
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++ Discovery Studio

Discovery Studio est une suite de logiciels pour stimuler les systemes de petites molécules et
macromolécules. Il couvre les domaines suivants: simulations, conception de ligands,
modeélisation de pharmacophore, conception basée sur la structure, QSAR et ADMET
(Ahmedou, 2021).

7 o .
2S BIOVIA | Discovery Studio 2021

Solutions for Computational Chemistry and Biology

Discoye fty Studio v21.1.0.202598

P
S DASSAULT
© 2020 Dassault Systemes, all rights reserved 4)—) SYUSTEMES

Figure 111.8: Page d’accueil du serveur Discovery Studio.

< LaProtein Data Bank (PDB)

La Protein Data Bank (PDB) est la seule base de données mondiale pour les structures 3D
desmacromolécules biologiques. Les structures sont déposées par des scientifiques du
mondeentier et sont accessibles gratuitement. Beaucoup de grands journaux scientifiques
demandentaux auteurs de déposer leurs structures sur la PDB. La PDB a, selon son site, une
communauté internationale d’utilisateurs qui inclut des biologistes (dans des domaines
comme la biologie structurale, la biochimie, la génétique ou la pharmacologie) ; d’autres
scientifiques (dans des champs comme la bioinformatique, le développement des logiciel pour
I’analyse et la visualisation des données) ; des étudiants et €ducateurs (tous niveaux) ; des
journalistes, illustrateurs, auteurs de manuels et le grand public. La PDB est ainsi visitée par

environ 140 000 visiteurs uniques par mois, d’environ 140 pays différents (Dorey, 2012).
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RCSB PDB  Deposit + Search + Visualize v Analyze + Download ~+ Leam ~ More ~ Documentation ~ Careers

19 Biological
omolecular Structures ~ PDB Archive @
Enabling Breakthroughs in

PROTEIN DATA BANK ResearchandE Advanced Search | Browse Ann

- Wordwico

@i koo .Lﬂ | s 5 o O sk
EMDeoRoor:  UEL) P O

ST

DA ~
A Structural View of Biology

This resource is powered by the Protein Data Bank archive-information about the
3D shapes of proteins, nucleic acids, and complex assemblies that helps
students and researchers understand all aspects of biomedicine and agriculture
from protein synthesis to health and disease

Developers: Join the RCSB PDB Team Explore O

#™ Deposit

As a member of the wwPDB, the RCSB PDB curates and annotates PDB data

Q Search

The RCSB PDB builds upon the data by creating tools and resources for
research and education in molecular biology, structural biology, computational

Cal Visualize biology, and beyond

Analyze CoviD-19
CORONAVIRUS
# Download Resources

Figure 111.9: Page d’accueil du serveur Protein Data Bank (PDB).
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Chapitre 1V Matériels et méthodes

IVV.Etude experimentale
IV.1.Introduction

Ce travail a été réalisé dans le laboratoire de recherche :de laValorisation et Technologie des
Ressource saharienne (VTRS) au niveau de la faculté des Sciences et Technologie a
I’université d’Echahid Hamma Lakhdar El Oued.L'activité antibactérienne a été effectuée au
sein du laboratoires pédagogique de la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de la
méme université.
IV.2.Matériels d’étude
IVV.2.1.Matériel biologique
1V.2.1.1. Matériel végétal

Les plantes médicinales utilisées dans notre travail est : Ajuga iva L, Assa-foetida L,
Berberis vulgaris L, Echium vulgare L, Laurus nobilis L, Lavandula dentata L, Pergularia
tomentosa L, Pimpinella anisum L, Salvia officinalis L.
1VV.2.1.2. Matériel bactérien

Les especes bactériennes utilisées dans notre travail est:

Escherichia coli (ATCC25922), Pseudomonas aéruginosa (ATCC27853), Staphylococcus
aureus (ATCC25923) et Candida albicans (ATCC10231).
1VV.2.1.3. Echantillons de sang

Du sang frais a été collecté a partir des personnes volontaires sain qui ne sont pas pris des
médicaments anti-inflammatoires depuis 21 jours.

1VV.2.2.Produits chimiques et réactif
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Produits chimiques et réactif

Ethanol ( C;H¢O)

Hexane (CgH14)

Chloroforme (CHCI3)

Acétate d’éthyle (C,HgO,)
N-butanol (C4H100)

Acide chlorhydrique (HCI)
Chlorure de fer (FeCly)

Acide acétique (CH3;COOH)
Acide sulfurique (H2SO,)
Hydroxyde de sodium (NaOH)
Hydroxyde ’ammonium (NH,OH)
Chlorure d’aluminium (AICI;)

Acétate de sodium(C,H;NaO,)

L’eau distille

L'eau physiologique ( NaCl) 0.9%
Gélose nutritif

Geélose Mueller Hinton

DMSO

Dragendroff

Quercétine

Rutine

Limailles de Magnésium

Acide acétyle salicylique (Aspirine)

Réactif de Wagner
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IVV.2.3.Matériels non biologiques (appareils et instruments)

Appareils

Instruments

Spectrophotométre UV-Vis

Centrifugeuse
Réfrigérateur
Agitateur

Vortex

Autoclave
Rotavapeur rotatif
Balance

Bain marie

La hote

Plaque chauffante

Etuve

tubes en verre, ballon en verre, béchers
eprouvette, verre a montré, erlenmayer
Ampoule a décanter, Flacons(250 ml)
entonnoiren verre, bec bunsen

fioles, boite de pétri, tubes secs a bouchons
spatule, portoir, écoviont, micropipette
tube héparine, embouts jaune et bleu
seringue 5ml, aiguille a insuline

para film, papier d'aluminium, papier film
cuves de quartz, cuve en plastique 10 mm
les disques d'antibiotiques, passoire
Papiers filtre de wattman, anse de platine

Gants, disque de papier filtre

I1V.2.4.Les logiciels bioinformatiques
Notre étude in silico a été réalisé avec les 4 logiciels suivantes :
- Autodock Tools4 - GaussView9 - Swiss ADME - Protox.
IV.3.Méthodes d’étude
IVV.3.1.Extraction
Notre travail est effectué par deux méthodes d’extraction successives, solide-liquide et
liquide—liquide.
1VV.3.1.1.Extraction solide-liquide
10 g de la poudre végétale a eté macéré dans un mélange hydro alcoolique éthanol / eau
(70/30 ;v/v) sous agitation pendant 24 heures a température ambiante . Le mélange est filtré

sur papier filtre Whatman (0,5 um) par filtration sous vide, la macération a été répété trois
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fois pendant 72 heures avec renouvellement du solvant chaque 24 heures pour permettre la
solubilisation maximum des composes. Les trois macérats filtrés sont réunis pour donner
I’extrait brut hydro éthanolique ,La majeur quantité du solvant est éliminée du filtrat sous vide
a 40°C a I’aide d’un Rota vapeur, et le reste est éliminé a 1’aide de I’étuve a 40°C (Markham,
1982).

I’extrait brut hydro
éthanolique

Figure 1V.1: Les étapes de 1’extraction solide -liquide.

1VV.3.1.2.Extraction liquide- liquide ( par solvant)

L’extraction par solvant consiste a séparer les constituants d’un mélange a I’aide d’un
solvant qui ne se mélange pas avec I’eau. Le solvant se charge des molécules a extraire grace
a sa forte affinité avec elles. On sépare ensuite le solvant avec 1’eau dans une ampoule a
décanter. Pour récupérer les molécules, on élimine le solvant a I’évaporateur rotatif (Asada et
Oshikawa, 1998 ; Bruneton, 1999).

Tableau 1V.1: Fractionnement de 1’extrait brut hydro éthanoliqueen phase liquide- liquide.

Solvant Fractionnement (deux phases)

Hexane
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Chloroforme
(2 fois)

Acétate d’éthyle

n-butanol (3 fois)

Phase agueux Résreiduelle
(Pextraits de flavonoides totaux)
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109g/25 g des plants

Matériels et méthodes

e Macération (3 fois 70 % éthanol 30 % eau )
eFiltration
eEvaporation

Extaits hydro-éthanoliques ‘

Phase aquex

eRepritdans100mld’eaudistillé bouillante
eDissolution
eFiltration

!

Affrontement par Hexane ‘

Affrontement par chloroforme ‘

Affrontement par I’acétate d’éthyle ‘

Affrontement par le n-butanol ‘

g

Phase aqueux résiduelle

Evaporation a sec 45°C

L

I’extraits de flavonoides totaux ‘

Figure 1V.2: Schéma illustrant les différentes étapes d’extraction.
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1V.3.1.3.Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction correspond au pourcentage des métabolites secondaires dissouts
dans un solvant organique et/ou aqueux utilisé pour 1’extraction (Abe et al., 2010). Il est
défini comme étant le rapport entre la masse de I’extrait sec obtenue aprés évaporation du
solvant et la masse de la poudre végétale utilisée. Ce rendement est calculé par 1’équation

suivant :

A |

R%= (Me/Mv) x 100

A | A | A |

Me: Masse de Mv: Masse de la

R%: Rendement I’extrait aprés matiere végétale
en % évaporation du utilisée pour
solvant I’extraction

I1VV.3.2.Screening phytochimique

Dans cette test , nous avons utilisé 1’extrait brut hydro éthalonique.
Le screening phytochimique représente 1’ensemble des techniques qualitatives permettant la
détermination des différents groupes chimiques contenus dans un organe végeétal. Ce sont des
réactions physicochimiques qui permettent d'identifier la présence des substances chimiques.
Les groupes phytochimiques sont nombreux, mais les principaux sont les polyphénols totaux
y compris les flavonoides, les anthocyanes, les tannins, les coumarines, les alcaloides, les
saponosides, les stéroides, les stérols, les terpénes...etc (Lendvai et al., 2002).
Le screening phytochimique a été réalisé tant sur les phases aqueuses qu’organiques par des
réactions usuelles a I’aide des réactifs de caractérisation classique (Bruneton, 2009).
IV.3.2.1. Teste des alcaloides

On ajout 2 ml de réactif de Wagner (2g d’iodure de potassium KI + 1,27 g d’iode 12 + 100
ml d’eau distiller) a 2 ml de chaque extrait. L'apparition d’un précipité blanc jaune indique la

présence des alcaloides (Chaouch, 2001).
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1VV.3.2.2.Teste des Tanins

Pour détecter la présence des tanins, on ajoute a 2 ml de chaque extrait quelques gouttes
deFeCls a 1%. La couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques et au bleu verdatre
enprésence de tanins catéchiques (tanins condenses) (Karumi et al., 2004).
1VV.3.2.3. Teste des Stéroides

La présence des stéroides a ét¢ mise en évidence on ajout a 5 ml de I’extrait, 5 ml
d’anhydride acétique dans une capsule, puis reprise dans un tube a essai dans lequel sont
coulés 0,5 ml de H,SO, concentré. L’apparition d’une coloration violette qui vire au bleu puis
au vert indique une réaction positive (Harborne, 1998).
1VV.3.2.4.Test des Flavonoides

Dans un tube a essai, 1ml de I’extrait a tester a été mélangé avec 1 ml d’acide chlorhydrique
(HCL) concentré et 3 copeaux de magnésium. L’apparition d’une coloration rose, rouge ou
jaune indique la présence des flavonoides (Harborne, 1998).
IVV.3.2.5.Teste des térpénoides

A 5ml de chaque extrait on ajoute 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide sulfurique
concentré,la formation de deux phases et un couleur marron a I’interphase indique la présence
de terpénoides(Edeoga et al., 2005).
1VV.3.2.6.Polyphénoles

Quelques gouttes d’HCL, sont ajoutée a 5 ml d’infusé, en présence de polyphénoles la
coloration sera rouge (Rizk, 1982).
1VV.3.2.7.Teste des glycosides cardiagques

Un volume de 2 ml de chaque extrait a été dissous avec 2 ml de chloroforme et d'acide
sulfurique concentré a été ajoutée avec précaution pour former une couche rougeéatre foncée
de couleur brun a l'interface de I'anneau stéroide indique la présence de glycosides cardiaques
(Harbarne, 1973).
1VV.3.2.8.Test des saponines

5ml d’extrait aqueux sont bien mélangés avec 10 ml d’eau distillée pendant 2 mn. La
formation d’une mousse persistante aprés 15 mn confirme la présence des saponosides

(Karumi et al., 2004).
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1VV.3.2.9.Les quinones libres

Sur un volume de chaque extrait quelques gouttes de NaOH a 1% sont ajoutées.
L’apparitiond’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones
libre(Oloyede,2005).
1VV.3.2.10.Les coumarines : Fluorescence UV

Introduire 1ml d’extrait dans un tube a essai, ajouter 0.5 ml de NH,OH a 25% , mélanger
et observer sous UV a 366 nm. Une fluorescence intense indique la présence descoumarines
(Trease et Evans, 1989; Harbone, 1998 ).
IV.3.3. Caracteérisation des extraits
IVV.3.3.1.Caractérisation quantitatif des extraits
1VV.3.3.1.1.Dosage quantitatif des flavonoides totaux

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICl3) cité par (Djeridane et al., 2006) et
(Boudiaf, 2006) avec quelque modification est utilisée pour quantifier les flavonoides dans
notre extraits.
* Principe

Le chlorure d’aluminium (AICl3) forme un complexe tres stable avec les groupements
hydroxydes OH des phénols. Ce complexe jaune absorbe la lumiére visible a une longueur
d’onde 430 nm.
* Mode opératoire

1 mg de chaque extrait et du standard (dissous dans 1ml éthanol et/ou eau distillé) avec les
dilutions convenables a été ajouté a un volume égal d’une solution d’AlCl; (2% dans le
méthanol). Le mélange a été vigoureusement agité et I'absorbance a 430 nm a été lue apres 10
minutes d’incubation.
 Expression des résultats

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage lineaire
(y=ax+b) réalisé par un standard étalon "la Quercétine” et "la Rutine"” a différentes
concentrations dans les mémes conditions que 1’échantillon. Les résultats sont exprimés en
milligramme d’équivalent de Quercétine / Rutine par gramme de poids sec de la plantes (mg
EQ/g Ps et mg ER/g Ps).
1V.3.3.1.2.Dosage quantitatif des flavonols

La méthode du trichlorure d’aluminium AlCl;(Kosalec et al., 2004) avec quelques

modifications est utilisée pour quantifier les flavonols dans les différents extraits étudie.
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* Mode opératoire

1 mg de chaque extrait et du standard (dissous dansIml de éthanol oul’eau distillé) avec les
dilutions convenables a été ajouté 400ul d’AlC13(2% dans le méthanol) et 600ul acétate de
sodium (C;H3NaO;), le mélange est vigoureusement agité, puis I’ensemble est incubé a
I’ombre a la température ambiante pendant 2h30 min. L’absorbance est lue a 440 nm.
« Expression des résultats

La quantification des flavonols se fait en fonction d’une courbe d’étalonnage réalisée par un
flavonoide standard, la Quercétine et Rutine. La teneur en flavonols est exprimée en
milligramme d’équivalent de quercétine / rutine par gramme de poids sec de la plantes (mg
EQ/g Ps et mg ER/g Ps).
I1VV.3.3.2.Caractérisation qualitatives des extraits
1VV.3.3.2.1.Par chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince est une méthode de séparation des composés qui
permet d’analyser la complexité d’un mélange. Cette technique a été utilisée pour visualiser la
séparation des molécules de I’extrait au cours de son fraction évaluer la complexité des

fractions.

Evaporation par

sous lompe UVB Dragendorff

Figure 1V.3: Chromatographie sur couche mince (CCM).

* Mode opératoire

La cuve de migration est partiellement remplie du mélange de solvant chloroforme (phase
mobile) afin qu’elle soit saturée en vapeur d’éluant ce qui facilite et améliore la migration.
Une ligne de dépét est tracée a 1,5 cm du bord, les échantillons (quelques gouttes de I'extrait)

sont déposés, puis la plaque est mise en contact avec la phase mobile dans la cuve jusqu’a
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migration de la phase mobile a 0,5 cm du bord supérieur de la plague. Ces compositions ne
sont bien sOr qu'indicatives et peuvent étre adaptées aux besoins spécifiques d'une analyse.
Les CCM sont analysées en lumiére visible et sous UV (254 et 356 nm), avant et apres
révélation par les réactifs appropriées. l'utilisation de réactif Dragendorff sur les plaques de
Chromatographie sur couche mince aprés élution, permet de comparer les profils des
fractions. Séparées et de les rassembler en fonction de leurs similitudes, d'obtenir des
renseignements supplémentaires sur le type d'une molécule (cas de réactifs spécifiques) et
éventuellement. Permettre de localiser certains composés, invisibles sans dérivatisation
chimique.

1VV.3.3.2.2.Par spectroscopie UV-VIS

Dans le spectrophotométre, I'échantillon est traversé par un faisceau lumineux et un
détecteur mesure, pour chaque longueur d'onde, I'intensité avant et apres absorption (10 et 1)
(Bounab, 2011).

* Pratique

1- On prépare le spectrophotometre et le maitre connecter avec 1’ordinateur.

2- Choisis le mode lecture Absorbance et choisir le domaine de la longueur d'onde (200-
900nm) correspond a I’étude de mes échantillons.

3- Fait premiérement la lecture du blanc.

4- Auto zeéro.

5- Clique sur Baseline et relire le blanc pour confirmer que le blanc est nul.

6- Lis les échantillons des 1’extrait et sauvegarder les pics.

7- Traite les données obtenues avec le logiciel Origine Pro 9.0 & 1’aide d’Excel 2010.
1VV.3.3.2.3.Par Spectroscopie Infra-rouge

On met une goutte de chaque extrait dans I’automate de 'R, le spectre s’affiche sur 1’écran.
1VV.3.3.2.4.Par La chromatographie liquide haute performance (HPLC)

Certains composes phénoliques ont également été doses par un appareil de type
chromatographie liquide a haute performance (RP-HPLC-SHIMADZU), attache a deux
pompes (Pompe A) (Pompe B) (LC 20 AL) pour transférer la phase mobile sous pression,
attachées vers un (installation LCSolution) Colonne de séparation (VP-ODS-C18), (250 mm X
4,5 mm, 5 pm), type détecteur monochrome (UV) (SPD 20A).
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Détermination de certains acides phénoliques et flavonoides par chromatographie liquide a
haute performance (HPLC).Certains composes phénoliques ont été estimes par
chromatographie liquide a haute performance (HPLC) selon les conditions améliorées
présentées dans le tableau. Les composants ont été sépares et quantifies a l'aide de courbes
étalons obtenues en améliorant les conditions de la méthode.

Tableau 1V.2: Conditions expérimentales du dispositif (HPLC) de seéparation des composés

phénoliques étudiés.

Facteur Les conditions
Systéme La phase inverse RP-HPLC
Colonne C18 (25 cm x 46 nm)
Volume de la seringue 20pl
Débit Iml/min
Longueur d‘onde A=268nm
Temps 50 min
Température 25C°
Phase mobile Acetonitrile (A)
2.0% acidacetique 0.2% (B)

Tableau IV.3: Les changements du rapport de phase mobile A et B en termes de temps.

Temp (Min) Le percentage (A) Le percentage (B)
0.01 10 90
2.00 10 90
6.00 14 86
16.00 17 83
23.00 19 81
28.00 23 77
35.00 23 77
38.00 40 60
50.00 10 90
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v Réactifs
Acétonitrile grade HPLC (Carlo Erba), eau ulta pure grade HPLC (Sigma Aldrich),
extrait des flavonoide totaux.

Fichier Grid en m
epf

Fichier Dock en format
h dpf

Fichier Docking
en format dlg

Figure 1V.6: Différentes étapes d’amarrage.
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V . Résultats et Discussion

V.1. Résultats

V .1.1. Rendement des extraits

Le rendement est étant le rapport entre la masse de 1’extrait sec obtenue apres évaporation

du solvant et la masse de la poudre végétale utilisée.

Tableau V.1: Rendements des extraits obtenus.

Extrait Rendement(%o)
Ajugaiva L 8.92
Assa foetida L 29.17
Berberis vulgaris L 37.92
Echium vulgare L 25.87
Laurus noblis L 16.27
Lavandula dentata L 11.11
Pergularia tomentosa L 4.94
Pimpinella anisum L 9.38
Salvia officinalis L 9.58

w B
a o
| 1

w
o
1

Les rendements d'extraits%
5 5 8 B
1 1 1 1

a1
|

Ajuga asse

o
|

Berbe EchiumLau

— —
rus Lavan Pergu Pimpi Salvia

plantes étudiées

Figure V.1: Le rendement d'extraction des différents plantes.
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V.1.2. Screening phytochimique

Les résultats experiment aux des tests phytochimiques réalises pour les plantes étudiées des

plantes sont mentionnés dans le tableau ci- dessous.

Laurus Pimpinell | Pergulari Salvia | Lavandula | Ajugaiva L
noblis L a anisum a officinali | dentata L
L tomentosa sL
Saponines - - + +++ _ "
Alcaloides ++ ++ ++ +++ + +++
Tanins Galliques - ++ + ++ - -
Catéchique + ++ + ++ +++ -
S
Quinones - - + + / /
Stéroides ++ - - + F++ —
Flavonoides -+ o+ ++ +++ ++ ++
Terpénoides - / + ++ + +
Comarines - / / ++ / +
Glycosides cardiaques + - + + ++ ++
Polyphenol ++ ++ ++ ++ ++ ++

Tableau V.2: Les résultats expérimentaux des tests phytochimiques.

(+): Traces  (++) : Positif (+++) : Tres positif ~ (-): Absentas

=L e test de saponoside (test de mousse)

«Si la hauteur de la mousse <1cm ; résultat négative.

oSi la hauteur de la mousse >1cm ; résultat positive.
V.1.3 .Caractérisation quantitatif des extaits
V.1. 3.1. Dosage des flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium

(AICI5) et Iétalon été la Quecétine et la Rutine, I’absorbance a été lue dans une longueur
d’onde de 430nm.

Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage, ayant 1’équation:

67




Conclusion et perspectives

Y=1.797X+0.27
22— R2 = 0.9909

T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
concentration en mg /ml

Y=-132.8448X+2.6245
R2=0.997

2.5

h
o
L

absorbances a 7650nm
N N
o wn
L L

0.5+

T T T T T T T T T
0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010 0.012 0.014 0.016
concentrations en mg/ml

Figure V.2: Droite d’étalonnage de la
Rutine.

Figure V.3: Droite d’étalonnage de la

Quercétine.
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‘0 0.016

¢ 0.010 -
0.008 1
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0.004 1
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Teneur en flavonoide

Les extraits

T
Pimpin Echium Pergul Lavan Ajuga Berberis Laurus Salvia

Figure V. 4 : Histogramme des teneurs en flavonoides totaux dans les extraits eéquivalent de

la Quercétine (mg EQ/g Ps).

V.1. 3.2. Dosage des flavonols

Le dosage des flavonols a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium (AICI5)

et I’étalon été la Quecétine et la Rutine, 1I’absorbance a été lue dans une longueur d’onde de

440nm. Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage, ayant

A b .
I’équation:
Y=4.4445X+0.1735| Y=-13.1304X+2.2548
25 R2= 0.969 R2=0.9497
a 244
224
2.0 20
€ E”
S 1018 "
'cg 154 L] ,‘E
s 164
«© ©
c
S Q14
= 10+ 3
2 S 12
2 . 310
205 <
< 08
0.6
0.0
0.4 T T T T T T T 1
: : : : : : 000 002 004 006 008 010 012 014
0.0 01 02 03 04 05 concentration en mg/ml
concentration en mg/ml
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Figure V.6: Droite d’étalonnage de la Figure V.7: Droite d’étalonnage de la

Rutine. Quercétine.

mg EQ/gPs)

~0.08

0.06 +

Teneur en flavonols

o o o
o o o
<} N N
] 1 1

T T
PimpinEchium Pergul Lavan AjugaBerberisLaurus Salvia asse

Les extraits

Figure V.8: Histogramme des teneurs en flavonols dans les extraits équivalent de la
Quercétine (mg EQ/g Ps).
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o
o
®
1

0.06

0.04

Teneur en flavonols

T T T T
PimpinEchium Pergul Lavan AjugaBerberisLaurus Salvia asse

Les extraits

Figure V.9: Histogramme des teneurs en flavonols dans les extraits équivalent de la Rutine
(mg ER/g Ps).

V.1.4 .Caractérisation qualitatives des extraits
V.1.4 .1 .Caractérisation par CCM

Par ses faibles contraintes techniques, son emploi simple et son colt modeste, Cette
technique informe sur le contenu en phyto composés en se basant sur les résultats analytiques.
Dans notre étude, nous avons réalisé une chromatographie sur couche mince pour les neuf
plantes étudiées et la Quercétine sur une plaque de gel de silice en utilisant deux systemes.
Les spots sont visualisés avant et apres révélation sous une longueur d’onde de 366nm. Cette
derniere a donné des fluorescences plus claires et distinctes. Les meilleurs chromatogrammes
révélés aux (Dragendorff) et aux UV sont représentés dans les photos.

Figure V.10: CCM des extraits de flavonoide et différents plantes réveleé par Dragendroff.
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Le CCM visualisé sous UV présente des taches de couleur violet clair, jaune, jaune pale,

rose, bleu, bleu pale, marron qui peuvent correspondre a plusieurs classes de métabolites

secondaires.

Les rapports frontaux (Rf) des différents échantillons des plantes étudiées sont représentés

dans le tableau suivant.
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V.1.4 .2 .Caracterisation par UV visible

Apsoeption
N
°
L

300 400

longueur d'onde nm

4.0

3.5

3.0

2.5

2.0

Absorption

1.5+

1.0 o

0.5

0.0 4

-0.5 T T
300 400

longueur d'onde nm

Figure V.11: Spectre d’absorption d’Assa
foetida L.

Figure V.12: Spectre d’absorption d’Echium
vulgare L.

Absorption
o

300 400

longueur d'onde nm

a0

3.5

3.0

2.5

2.0

Absorption

15

1.0

o.s

0.0

0.5
400
longueur d'onde nm

300

Figure V.13: Spectre d’absorption de
Berberis vulgaris L.

Figure V.14:Spectre d’absorption d’Ajuga
iva L.

Absorption

300 400

longueur d'onde nm

Absorption

300 400

longueur d'onde nm

Figure V.15: Spectre d’absorption de Salvia

officinalis L.

Figure V.16: Spectre d’absorption de

Lavandula dentata L.
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Figure V.17: Spectre d’absorption de Figure V.18: Spectre d’absorption de
Laurus noblis L. Pimpinella anisum L.
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Figure V.19: Spectre d’absorption de Figure V.20: Spectre d’absorption de

Pergularia tomentosa L. la Rutine.
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Figure V.21: Spectre d’absorption de
la Quercétine.
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Figure 7a. IR spectra of pure rutin

V.1.5 .Evaluation des activités biologiques

Figure V.25: Spectre IR de Rutine.

V.1.5 .1. Evaluation de I'activité anti-hémolytique

Plusieurs études ont montré que certains métabolites secondaires notamment les

flavonoides, les alcaloides et les saponosides posséderaient des propriétés anti-hémolytique

(Fiot et al., 2006). A fin d’étudier I’effet des extraits étudie sur les globules rouges, un test de

cytotoxicité in vitro est réalisé. L’évolution de I’effet hémolytique est évaluée par rapport a un

témoin négatif et un autre positif contenant respectivement de (NaCl 0.9%+Globules rouge),

les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau et figure suivante :
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B Assa ] Ajuga [l Berberis [ Laurus
1007 B Pimpinella [l Lavandula [ Salvia
] [l Pergularia[___] Echium [l Aspirine

Pourcentage d'inhibition

0.3125 0.625 1.25 2.5 5 10
Concentration mg/ml

Figure V.31: Les pourcentages d'inhibitions par les extraits et le standard (Aspirine).

V.1.5 .2. Evaluation de I'activité anticancéreuse
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0.5
0.0
T T T T T T T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800 900
Langueur d'onde

Figure V.32: Spectre d’absorption de I’ADN.
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Figure V.33: Activité anti cancéreuse des extraits.

V.1.5 .2. 2.Evaluation in-silico de I’activité anticancéreuse

L'amarrage moléculaire par le logiciel AUTODOCK de I'interaction de composés bioactives

d'extraits avec I'ADN permet d'obtenir les paramétres de cette interaction a savoir : I'énergie

libre de liaison AG et la constante de liaison K.

Selon les valeurs des énergies libres de liaison AG, la plus stable conformation est la

conformation 1'Aesculetin avec une valeur de AG plus négative -26.54, et qui a trois liaisons

hydrogéne sont formées entre I'Aesculetin et I’ADN.

Alpha-terpinyl acetate

Anethole

1,8 cineol

Kaempferol Trans-sabinene hydrate

Acid ferullic
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Figure V.34: Interaction de liaisons hydrogene et atomes des composés bioactifs et
ADN.

V.15 .2.3.Comparaison entre 1'énergie libre AG dans in-vitro et in_silico de I'activité

anticancéreuse

V.1.5 .3.Evaluation de I'activité antibactérienne
V.1.5 .3. 1.Etude in-vitro de I'activité antibactérienne
Dans ce que suit nous avons étudié in vitro le pouvoir antimicrobienne des extraits par deux

techniques expérimentales. L’objectif de ce travail est d’évaluer la capacité des extraits a
produire des composeés bioactifs, pouvant présenter un effet thérapeutique antibactérienne.

a. Evaluation du Pactivité antibactérien par diameétre d’inhibition

Le tableau V.28 présente les diamétres des zones d’inhibition (en mm) pour chaque souche
bactérienne et chaque concentration (mg/ml).

Tableau V.28: Diamétres des zones d’inhibition des deux souches bactériennes.

Composés Acid ferullic Anethole kaempferol Exo-fenchol Alpha-terpinyl

acetate
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C(mg/ml) Ecoli ST Ecoli ST Ecoli ST Ecoli ST Ecoli
10 11 08 ND 08 12 11 12 10 10
20 12 07 09 09 10 10 11 07 15
30 10 09 13 08 13 08 07 10 11
50 07 07 10 09 09 09 14 10 15
75 06 10 15 08 ND 10 07 08 14
100 07 08 12 10 ND 11 08 09 15

Controle + 20 20 20 20 20 20 20 20 20

(Amoxicillin)

ND: Non définie.
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Figure V.39: Tracés de 1/C (M-1) en fonction de AO/A-AO0 utilisés pour calculer les constants

de liaison des extraits étudiés avec Staphylococcus aureus.
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L'absorption de la molécule dans l'intestin s'explique par le paramétre gastro-intestinal

(Gl),elle est rapportée comme élevee ce qui signifie que toutes les molécules sont fortement

absorbées dans l'intestin HIA.
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L’analyse des molécules par le parameétre de barriere hémato-encéphalique (BBB) qui
protege le systéme nerveux central, montre que toutes les composées ont été prédits comme
perméables a la membrane hémato-encéphalique sauf les deux composés: Aesculetin et
kaempferol , ce qui présent un bon résultat pour les médicaments destinés a agir au niveau du
systéme nerveux central.

Les résultats montrent également et contrairement au médicament de référence que toutes
les composées possedent un effet inhibiteur du CYP2C19 et CYP2C9. Ce pendant, nous
n’avons remarqué aucune inhibition ou modification sur les différents isoformes de
Cytochrome CYP2C9 pour I’ Alpha-terpinyl acetate.

L’inhibition de ces enzymes est une source importante d'interactions médicamenteuses
indésirables étant donné que les changements dans D’activité enzymatique CYP peuvent
affecter le métabolisme des médicaments.

V.1.5 .3. 2.3.Prédiction de la toxicité

Les résultats de la prédiction de la toxicité des extraits et de I'Amoxicillin établie a parti du
serveur online Pro-Tox-Il sont présentées dans le tableau suivant :

La toxicité est I’un des paramétres les plus importants pour établir le ADME des molécules
étudiées . Les résultats obtenus montrent une présence des activités toxiques des extraits
étudiés (Anethole, Alpha-terpinyl acetate, Aesculetin, kaempferol, Acid ferullic, Berberine)
avec I'Amoxicillin pour les 5 types de toxicités présentés , par contre en marque l'absence
des activités toxiques pour les extraits (1,8 cineol, Exo-fenchol, Trans-sabinene hydrate).
V.15 .3. 3.Etude de ’inhibition de bactéries par amarrage moléculaire

L’¢étude de I'amarrage moléculaire des complexes ont été ancrés dans les extraits étudiés afin
de prédire le mode de liaison possible des complexes avec la protéine et de mieux visualiser
les interactions. Les études de simulation moléculaire prédisent également le site de liaison
sélectionné ainsi que la meilleure configuration des ligands étudiés a l'intérieur de protéine.
V.1.5 .3. 3.1. Optimisation structurelle

Les structures de conformation 3D entierement optimisées de composes (Anethole, Alpha-
terpinyl acetate, Aesculetin, kaempferol, Acid ferullic, Berberine, 1,8 cineol, Exo-fenchol,

Trans-sabinene hydrate) sont présentées a la Tableau V.63.

¢ Interaction entre le protéine de S aureus et composé bioactif de Pimpinella anisum
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Forme un seul liaison hydrogéne entre I'atome d'oxygene d’Anethole et le numéro 129 acide

aminé leucine (LEU129) de la chaine B de Staphylococcus aureus.

Tableau V.85: Distances des liaisons hydrogenes, et les atomes d’Anethole et protéine de

Staphylococcus aureus.

Liaison | Residu | AA | Distance | Distance | Angle Donneur | Chaine | Atome Atome
H-A D-A du de latérale | Donneur | Accepteur
donneur | protéine?
1 129B | LEU 1.76 2.71 152.63 v X 3811 4720 [O3]
[Nam]

¢ Interaction entre le protéine de S aureus et composé bioactif de Laurus nobilis
Forme un seul liaison hydrogene entre I'atome d'oxygéne d'Alpha-terpinyl acetate et le

numéro 129 acide aminé leucine (LEU129) de la chaine B de Staphylococcus aureus.

Tableau V.87: Distances des liaisons hydrogenes, et les atomes d'Alpha-terpinyl acetate et

protéine de Staphylococcus aureus.

Liaison | Residu | AA | Distance | Distance | Angle | Donneur | Chaine | Atome | AtomeAccepteur
H-A D-A du de latérale | Donneur
donneur | protéine?
1 129B | LEU 2.80 3.56 131.36 v X 3811 4722 [02]
[Nam]

Tableau V.88: Interaction de liaisons hydrophobique et atomes d'Alpha-terpinyl acetate et

protéine de Staphylococcus aureus.

Liaison Residu AA Distance Atome deligand Atome de protein
1 125B LYS 3.64 4731 3771
2 147B TYR 3.28 4732 4013
3 175B LEU 3.36 4725 4303
4 184B ILE 3.48 4726 4399

¢ Interaction entre le protéine de S aureus et composeé bioactif d’Echium vulgare
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Forme 5 liaisons hydrogene , la premiére entre I'atome d'oxygéne de kaempferol et les acides
aminés : ASN40 de la chaine A, les restes des liaisons hydrogene sont formé entre I'atome
d'oxygene de kaempferol et les acides aminés : GLU 107 et THR124 et MET127et LEU129
de lachaine B de Staphylococcus aureus.

& Interaction entre le protéine de P aeroginosa et composé bioactif de Lavandula dentata
Forme 3 liaisons hydrogene, la premiére entre l'atome d'oxygéne de Trans-sabinene

hydrateet le numérol143 acide aminé phénylalanine (PHE143) de la chaine H, le reste de

liaisons hydrogéne est formé entre I'atome d'oxygéne de Trans-sabinene hydrateet le acides

aminés: GLU145,VAL147 de la méme chaine H de Pseudomonas aeroginosa.

& Interaction entre le protéine de C albicans et compose bioactif de Lavandula dentata

Forme 3 liaisons hydrogene, la premiere entre I'atome d'oxygene de Trans-sabinene hydrate
et le numéro143 acide aminé phénylalanine (PHE143) de la chaine H, le reste de liaisons
hydrogene est formé entre I'atome d'oxygene de Trans-sabinene hydrate et le acides aminés:
GLU145,VAL147 de la méme chaine H de Candida albicans.
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Notre étude s'est intéressée au screening phytochimique et au dosage des flavonoides totaux
et des flavonols dans des extraits de plantes médicinales. Nous avons caractérisé ces extraits
en utilisant diverses techniques telles que la CCM, la spectroscopie UV-Vis, IR et HPLC. En
outre, nous avons évalué plusieurs activités biologiques, notamment I'activité antibactérienne,
I'activité anticancéreuse et I'activité anti-hémolyse des extraits.

Les résultats ont montré une teneur élevée en flavonols par rapport aux flavonoides dans les
extraits de plantes. Les composes flavonoidiques ont été caractérisés avec succes a l'aide de
techniques spectroscopiques et de chromatographie.

En ce qui concerne les activités biologiques, I'extrait d'Echium vulgare L a démontré de bons
résultats dans la protection de la membrane des globules rouges, tandis que I'extrait de Laurus
nobilis L a montré une faible protection. Les résultats de I'activité anticancéreuse, évaluée par
I'interaction avec I'ADN, ont également été prometteurs avec des parametres d'interaction K et
AG favorables.

L'activité antibactérienne a été évaluée a la fois in silico et in vitro. L'étude in silico de
I'interaction entre les composés bioactifs des extraits et les protéines membranaires de
différentes souches bactériennes a été réalisée par Docking moléculaire, tandis que
I'évaluation in vitro a été réalisée en mesurant les zones d'inhibition ainsi que I'absorbance de
la culture bactérienne des différentes concentrationsdes extraits étudies.

En conclusion, nos résultats confirment que les plantes médicinales sont une source
précieuse de nouveaux médicaments. Les extraits étudiés présentent des activités biologiques
intéressantes, en particulier l'activité antibactérienne et anticancéreuse. Ces résultats
contribuent a la recherche de nouvelles molécules d'origine naturelle pour la prévention et le
traitement de diverses maladies.

A l'avenir, nous prévoyons d'utiliser ces résultats comme point de départ pour la recherche
de nouvelles molécules biologiquement actives, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives dans
le développement de médicaments a base de plantes.

Comme perspectives:
v Nous devrons étudier l'activité antibactérienne sur une gamme des micro-organismes
plus variées.

v" Faire les mémes expériences sur des champignons et levures.

<\

Une analyse sur la détermination de CMI et CMB viennent compléter nos résultats.

v’ Etude de l'activité anti cancéreuse in vivo pour confirmer nos résultats in vitro.
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v' Etude de l'activité phagocytaire de ces extrait afin de confirmer l'activité anti

cancéreuse.
v Evaluer l'activité anti hémolyse et anti cancéreuse par méthode électrochimique par

voltametrie cyclique pour bien confirmer les résultats spectroscopiques.
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