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Résumé

Cette étude approfondie se concentre sur deux plantes spécifiques : Veronica rosea, une plante
endémique d'Algérie de la famille des Plantaginaceae, et Cytisus purgans, une plante

méditerranéenne de la famille des Fabaceae.

Nous avons réalisé une analyse chimique approfondie en utilisant des techniques
chromatographiques pour obtenir des produits purs, qui ont ensuite été identifiés par des
techniques spectrales telles que la RMN et la spectroscopie de masse. Au total, nous avons
identifié 10 flavonoides, 4 isoflavonoides et un phytostérol. Les extraits des deux plantes ont
été évalués pour leur activité antioxydante a I'aide de trois méthodes différentes (DPPH, FRAP,
capacité antioxydante totale). Les résultats ont montré une action antioxydante trés intéressante,
ainsi leur action photoprotectrice a été confirmée par le calcul du SPF selon la méthode de
Mansur et al., indiquant un potentiel effet dermoprotecteur. Nous avons également testé leur
action anti-inflammatoire in vitro en utilisant le modéle de stabilisation de la membrane des
globules rouges, et leur effet hémostatique a été évalué en mesurant le temps de recalcification
du plasma. Les résultats ont démontré un effet anti-inflammatoire significatif par rapport au
diclofénac de sodium, ainsi qu'une diminution hautement significative du temps de

recalcification de plasma.

En outre, nous avons évalué l'activité inhibitrice de l'uréase et des cholinestérases. Bien que
I'activité antiuréasique soit bonne, I'activité butyrylcholinestérasique était tres encourageante.
Par conséquent, nous avons envisagé un essai de docking moléculaire des phytocomposés de
Cytisus purgans avec la butyrylcholinestérase. Les résultats ont confirmé les essais in vitro,
montrant que toutes les biomolécules extraites de C. purgans formaient des liaisons stables avec
le site actif de la butyrylcholinestérase, par rapport a la galantamine, notre molécule de

référence.

En somme, Veronica rosea et Cytisus purgans sont trés riches en flavonoides, ce qui explique
probablement leurs potentiels pharmacologiques. Par conséquent, elles peuvent étre exploitées
dans I'amélioration de certaines pathologies ainsi que dans la préparation de produits

cosmétiques.

Mots clefs: Cytisus purgans, Veronica rosea, antioxydant, HRBC, activité hemostatique,

acetyl/butyrylcholinesterase , docking moléculaire.



Abstract

This in-depth study focuses on two specific plants: Veronica rosea, an endemic plant from
Algeria belonging to the Plantaginaceae family and Cytisus purgans, a Mediterranean plant

from the Fabaceae family.

A thorough chemical analysis using chromatographic techniques was conducted to obtain pure
products, which were then identified using spectral techniques such as NMR and mass
spectrometry. In sum, we identified 10 flavonoids, 4 isoflavonoids, and a phytosterol. Extracts
from both plants were evaluated for their antioxidant activity using three different methods
(DPPH, FRAP, total antioxidant capacity). The results showed a very interesting antioxidant
action. Thus, their photoprotective action was confirmed by calculating the SPF using the
method of Mansur et al., indicating a potential dermoprotective effect. In vitro anti-
inflammatory action was evaluated using the red blood cell membrane stabilization model, and
even hemostatic effect was evaluated by measuring plasma recalcification time. The results
demonstrated a significant anti-inflammatory effect compared to sodium diclofenac, as well as

a highly significant reduction in recalcification time.

Furthermore, we evaluated the inhibitory activity of urease and cholinesterases. Although the
anti-urease activity was good, the butyrylcholinesterase activity was very encouraging.
Therefore, we considered a molecular docking assay of the phytochemicals from Cytisus
purgans with butyrylcholinesterase. The results confirmed the in vitro assays, showing that all
the biomolecules extracted from C. purgans formed stable bonds with the active site of

butyrylcholinesterase, compared to galantamine, our reference molecule.

In conclusion, Veronica rosea and Cytisus purgans are rich in flavonoids, which probably
explains their pharmacological potentials. Therefore, they can be exploited in improving certain

pathologies as well as in the preparation of cosmetic products.

Keywords : Cytisus purgans , Veronica rosea , antioxidant , HRBC , hemostatic activity ,

acetyl/butyrylcholinesterase , molecular docking .
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Introduction




Introduction

La région mediterranéenne se distingue par une diversité biologique exceptionnelle ainsi
gu'une riche biodiversité estimée a 25 000 espéces de plantes vasculaires dont 5 500 sont
uniques, representant 9,2% de la diversité totale des especes dans un territoire ne couvrant que
1,5% de la surface terrestre (Habib et al., 2020). Le Bassin méditerranéen a été décrit comme
I'une des régions les plus riches et les plus complexes sur le plan géologique, biologique et
culturel , il fait partie des 34 points chauds de la planéte . Ces points chauds se caractérisent par
leur richesse spécifique et leur taux d'endémisme (Djebbouri & Terras, 2019), en effet , il est le
troisieme hotspot le plus important de la planete en termes de diversité végétale et I'un des
habitats les plus significatifs pour les especes endémiques (Bedair et al., 2023,Guemou et al.,
2023). En fait, la position de la Méditerranée entre I'Europe et I'Afrique, sa géographie et son
role de refuge pour les espéces en altitude pendant les périodes glaciaires ont contribué a son
immense biodiversité et a un endémisme élevée. (ZEDAM Abdelghani et al., 2016)

En raison de sa position géographique, I'Algéerie offre une grande variété d'habitats
abritant une importante richesse floristique. (Habib et al., 2020). En effet sa position entre deux
empires floraux, le Holarctis au nord et le Paleotropis au sud, la place au septiéme rang en
nombre de taxons floraux . (Benchouala et al., 2023). Selon Quézel & Santa, la flore algérienne
compte 3 139 especes, comprenant 3 744 taxons, dont 464 endémiques et 1 818 especes plus
ou moins rares. Cette évaluation de I'inventaire est désormais portée a 4 449 taxons répartis
dans 150 familles botaniques et 917 genres, dont 464 sont des taxons endémiques nationaux
comprenant 387 espéces, 53 sous-especes et 24 variétés.(ZEDAM Abdelghani et al., 2016),
avec 3 951 taxons autochtones et 498 introduits en Algérie. (Habib et al., 2020).
Indubitablement la flore algérienne est I'une des plus riches d'Afrique du Nord.(Miara et al.,
2018)

En plus de sa richesse en biodiversité, I'Algérie possede une tradition médicinale a base
de plantes longue et riche. Dans ce pays, la phytothérapie fait partie intégrante de la culture
locale qui, dans une large mesure, n'a pas éte écrite et continue d'étre transmise oralement de
génération en génération (Bouasla & Bouasla, 2017). La médecine a base de plantes en Algérie
découle de la médecine arabo-islamique, qui combine la médecine prophétique avec la
médecine humorale galénique. Elle est pratiquée a la fois par des herboristes professionnels et
des guérisseurs bases dans les centres urbains, mais aussi transmise oralement et pratiquée par

la population profane.(Miara et al., 2018)



Aujourd’hui, ce patrimoine est moins transmis en raison de l'industrialisation et des

changements de mode de vie.(Bouasla & Bouasla, 2017)

L'intérét des sciences médicales et de l'industrie est croissant pour les plantes médicinales,
aromatiques, et endémiques, de leur production a leur utilisation par le public ; plusieurs
sciences et disciplines sont concernées, notamment la foresterie, I'agronomie, la chimie, la

pharmacie et I'écologie. (Hind et al., 2020)

Les biomolécules synthétisés par les plantes en tant que métabolites secondaires, jouent
un role crucial dans leur croissance et leur physiologie. Leurs potentiels et leurs abondances en
font I'objet d'études constantes, étant parmi les phytochimiques les plus présents dans notre
alimentation et dotés d'une gamme d'effets biologiques importants pour la santé et le bien-étre
général. Ces composes offrent une protection contre les maladies causées par les dommages
oxydatifs, tels que les maladies coronariennes, les accidents vasculaires cérébraux et les

cancers.

Compte tenu de l'intérét croissant pour les biomolécules d'origine végétale dans le
domaine de la santé, cette étude se concentre sur deux plantes spécifiques. D’abord, Veronica
rosea, une plante endémique d'Algérie appartenant a la famille des Plantaginaceae. La majorité
des especes du genre Veronica sont utilisées pour leurs propriétés antimicrobiennes, anti-
inflammatoires, antiulcéreuses, spasmolytiques, expectorantes et hémostatiques (Hasan AL-
Hadeethi et al., 2022). Puis, Cytisus purgans, une plante appartenant a la famille des Fabaceae
et originaire de la région méditerranéenne. Les plantes du genre Cytisus ont démontré diverses
actions pharmacologiques, telles que des propriétés analgésiques, anti-inflammatoires,
antiulcéreuses, anticancéreuses, antidiabétiques, antirhumatismales, antimicrobiennes,
antibactériennes et cytotoxiques (Ahmad et al., 2016) . Une analyse détaillée des
phytoconstituants de ces deux plantes est réalisée, suivie d'un criblage pharmacologique visant

a étayer leurs utilisations thérapeutiques.
Ce manuscrit est organisé en trois parties :

La premiere partie est une revue de la littérature sur les biomolécules dérivées de plantes, le
processus et les techniques de développement de médicaments a partir des plantes ainsi qu’une

présentation botanique des deux plantes étudiées.

La seconde partie est consacrée aux protocoles et méthodes opeératoires suivies pour la

purification et identification des phytomolécules extraites des deux plantes ainsi que



I’évaluation de leurs potentiel pharmacologique et une étude bio-informatique des

phyocomposés de Cytisus purgans
La derniéere partie expose et discute les résultats expérimentaux obtenus.

Finalement, I’ensemble de ce travail est cloturé par une conclusion générale portant sur une

lecture attentive des différents résultats obtenus et des perspectives de recherche envisageables.



Recuell ’\.\
Bibliographique ’/

"




Chapitre I N
| Blomolécules dérivées

de plantes e |




Chapitre | : BIOMOLECULES DERIVEES DE PLANTES

1.1. Introduction

Les biomolécules, également appelées molécules biologiques, sont produites par toutes les
cellules vivantes. Les biomolécules d'origine végétale sont utilisées non seulement pour traiter
les maladies, mais sont également populaires en tant que nutraceutiques et excipients

pharmaceutiques. (Mandal et al, 2022)

La caractérisation chimique et la purification des plantes ont débuté vers I'an 1800 de notre ere.
Ainsi, environ 80 000 structures chimiques uniques ont été isolées a partir de de plantes
supérieures. Différentes familles de plantes produisent différents métabolites secondaires, qui
varient également considérablement dans leur structure chimique, ce qui donne un grand

nombre de structures étroitement apparentées.(Omprakash et al., 2019)
1.2. Biomolécules dérivées de plantes

Les biomolécules dérivées des plantes constituent une source inépuisable de composeés bioactifs
qui possedent d’innombrables applications potentielles en nutrition, en médecine et en

agriculture.

Leur exploration est essentielle pour exploiter pleinement leur potentiel bénéfique dans le
domaine des soins de santé humaine, animale et environnementale. Leur utilisation est répandue
a l'échelle mondiale, bénéficiant ainsi de leurs propriétés physico-chimiques et
pharmacologiques distinctes.(Shin et al., 2020)

Les biomolécules d'origine végétale sont des composés organiques réparties en métabolites

primaires et secondaires. (Mandal et al, 2022)
1.2.1. Les métabolites primaires

Sont des produits essentiels a la croissance et au maintien des fonctions cellulaires normales.
Les métabolites primaires sont présents dans tous les organismes vivants sans exceptions. Ces
métabolites primaires comprennent des glucides, des acides aminés, des acides gras et des
acides organiques nécessaires a la croissance, au développement, a la respiration, a la

photosynthése et a la synthése d’hormones et de protéines (Mandal et al, 2022) .

Les métabolites primaires sont produits a un taux élevé pendant la phase de croissance de
I'organisme, appelée tropophase. Leur production requiert la présence de nutriments dans leurs
milieux de culture. lls font partie des structures de base des cellules comme les phospholipides
des membranes et le peptidoglycane et la chitine des parois cellulaires, sans oublier leurs roles

4



dans la transmission de 1’information génétique chapeauté par I’ADN et I’ARN (Elshafie et al.,
2023).

1.2.2. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des petites molécules organiques de masse moléculaire
généralement inferieure & 3000Da. Leurs natures chimiques ainsi que la composition des
plantes en métabolites secondaires varient selon 1’espéce. Les métabolites secondaires
réjouissent d’une importance indéniable pour diverses raisons notamment leurs potentiels

d’étre candidats médicaments (Twaij & Hasan, 2022) .

Les plantes produisent différents métabolites secondaires a différentes phases de
développement qui sont importants pour communiqguer et interagir avec d'autres organismes et
avec I’environnement, c’est le cas des glycoalcaloides tomatine et déshydratomatine qui
protégent les tomates vertes contre la consommation par les herbivores et contre I'infection par
les champignons et les lichens. Certains métabolites secondaires appelé phytolaxeine se
forment uniquement lorsque la plante est infestée par des agents pathogenes microbiens.
(Omprakash et al., 2019)

Les métabolites secondaires sont divisés en quatre grandes classes (Fig.1) selon leurs voies de

biosynthése

1. Les composeés phénoliques

2. Les terpénes et les stéroides

3. Les composes azotés.

4. Les composes soufrés (Twaij & Hasan, 2022)
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Figure 1. Classification générale des métabolites secondaires (Sharma & Sharma, 2022)

La combinaison infinie des caractéristiques structurelles des métabolites secondaires, telles que
les noyaux aromatiques complexes spécifiquement agencés, les centres chiraux, ainsi que le
nombre et le rapport des hétéroatomes pourrait étre essentielle et responsable de leur interaction
avec les tissus vivants et avoir un effet sur la santé humaine en tant que point de départ pour la

découverte de médicaments (Sharma& Sharma, 2022)
1.2.2.1. Composés phénoliques :
IIs sont classés en composeés phénoliques simples et polyphénoles
a. Composés phénoliques simples

Ayant dans leurs structures une unité phénolique (ou dérivé). Leurs structure générale est

illustrée dans la figure (Fig.2)

OH
R

Figure 2. Structure générale des composés phénoliques simples
Le substituant désigné R sur la structure peut étre en position ortho, méta ou para, on distingue :

+ Composés phénoligues simplement substitués

- Hydroxyphénols ou dihydroxybenzéne
- Dihydroxyphénols ou trihydroxybenzéne



+ Acides phénoligues

- Si le groupe fonctionnel de I'acide carboxylique est directement lié au cycle phénolique,
le composé phénolique est appelé acide hydroxybenzoique . On cite comme exemple

I’acide gallique et le phlorglucinol (Fig.3)

OH o [¢]
HO
OH OH
HO OH HO
OH
Phlorglucinol Acide gallique

Figure .3. Exemples de dérivés de 1’acide hydroxybenzoique

- Lorsque le groupe fonctionnel de l'acide carboxylique et le noyau phénolique sont
séparés par deux carbones doublement liés (une liaison C=C), les composés phénoliques

sont appelés acides hydroxycinnamiques comme 1’acide caféique (Fig.4)

(0]

HO \

OH
HO
Figure 4. Structure de I’acide caféique
+ Coumarines

Les coumarines et les hydroxy-coumarine (Fig.5) sont des exemples de substances

phénoliques largement répandues dans le régne végétal ( Del RiO et al., 2014 )

| | @io;/ro
@j "

Coumarine Hydroxy-coumarine

Figure 5. Structure de base des Coumarines et hydroxycoumarines

b. Polyphénols

Le terme "polyphénol” désigne les composés phénoliques ayant plus d'une unité
phénolique. En général, ils sont caractérisés par au moins deux cycles phényles et un

ou plusieurs substituts hydroxyle. (Singla et al., 2019)



On distingue dans cette classe, les flavonoides, les tanins, les stilbénes , les lignanes et

les lignines (Fig.6)

Stilbénes

, V. — /  Lignanes

-

Figure 6. Les sous classes des polyphénols
+ Flavonoides

Le plus grand groupe de composés phénoliques naturels. (Sun & Shahrajabian, 2023) .

Leur dénomination est attribuée au noyau flavane qui provient du squelette 3,4-dihydro-2-
phényl-2H-1-benzopyrane. IlIs ont un squelette composé de 15 carbones disposés en trois

noyaux (Fig.7).

Figure 7. Structure de base des flavonoides

Les flavonoides peuvent étre subdivisés en différents sous-groupes en fonction du carbone de
I'anneau C sur lequel est fixé I'anneau B et du degré d'insaturation et d'oxydation du cycle C.

(Carradori, 2022, Panche et al., 2016)

Sur la figure 8 (Fig.8) sont présentées les différentes biomolécules flavonoides
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Figure 8. Principales classes des flavonoides

Les flavonoides dans lesquels I'anneau B est lié a la position 3 de I'anneau C sont appelés
isoflavones (daidzéine). Les flavonoides avec l'anneau B lié en position 4 sont appelés
néoflavonoides. Pour ceux avec I'anneau B lié en position 2, ils peuvent étre divisés en plusieurs
sous-groupes selon les caractéristiques structurelles de I'anneau C. Ces sous-groupes incluent
les flavones (lutéoline), les flavonols (kaempférol), les flavanones (haringénine), les flavanols
(catéchines), les anthocyanes (delphindine) et les chalcones. La majorité des flavonoides se
présente sous forme de glycosides, a I'exception des flavan-3-ols, qui sont rarement glycosylés
(N. Shen et al., 2022; Sun & Shahrajabian, 2023)

+ Tanins

Les tanins sont des composés polyphénoliques de poids moléculaire élevé. Historiquement, les
tanins ont éte divisés en deux groupes principaux : hydrolysables et condensés également

connus sous le nom de proanthocyanidines. (Fig 9)

En ce qui concerne leur classification chimique, on peut actuellement les diviser en cing
catégories principales : Gallotanins, ellagitanins, tanins complexes, tanins condenseés et
phlorotanins.(Fraga-Corral et al., 2020)



Les gallotannins sont des polymeres d'unités galloyl qui se lient & des unités polyol, catéchine

ou triterpénoide.

Les unités galloyl sont également les principaux composants des ellagitanins mais, dans ce cas,
I'oxydation d'au moins deux moitiés galloyl conduit & leur couplage par des liaisons carbone-
carbone, et aboutit a la formation de I'acide hexahydroxydiphénique (HHDP). La molécule la
plus simple appartenant aux éllagitannins est I'acide éllagique qui se forme apres la lactonisation
spontanée de 'HHDP.

Les tanins complexes ou une unité de catéchine est liée de maniére glycosidique a une unité de

gallotannin ou d'ellagitannin (Fraga-Corral et al., 2020)

Les tanins condensés (proanthocyanidines) sont des produits oligomériques et polymériques
issus de la voie de biosynthése des flavonoides. Les éléments constitutifs des
proanthocyanidines sont la catéchine et I'épicatéchine. (Sieniawska & Baj, 2017, Rauf et al.,
2019)

Figure 9. Structure des tanins. A - Tanin Hydrolysable B - Tanin condensé

4 Stilbénes

Les stilbénes sont définis par la présence d'un noyau 1,2-diphényléthyléne et peuvent étre
classés en deux catégories : les stilbénes monomeres et les stilbenes oligomeres.(T. Shen et al.,
2009)

Cette structure de base relativement simple donne lieu a une grande variété de composés qui se
distinguent par le nombre et la position des groupes hydroxyles sur les cycles phénoliques, la
conjugaison avec des sucres et divers groupements fonctionnels (méthyles, méethoxyles, etc.),
ainsi que la formation d'oligomeres resultant de la condensation oxydative des
monomeres.(Richard et al., 2014; Sun & Shahrajabian, 2023)
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Figure 10. La structure du noyau de base des stilbénes
+ Lignanes

Les lignanes sont traditionnellement définies comme une classe de métabolites secondaires
dérivés de la dimérisation de deux ou plusieurs unités phénylpropanoides. lls présentent une

grande diversité structurelle. (Barker, 2019)
Dans la nature, ils sont le plus souvent libres et quelques-uns sont des glycosides.

Traditionnellement, les lignanes sont divisées en deux classes : les lignanes classiques et les
néolignanes. Il convient de noter que le terme lignane utilisé dans la littérature fait référence

aux lignanes classiques dans la plupart des cas.

En ce qui concerne la classification des lignanes classiques, quatre types différents sont
signalés. La premiére classe des lignanes classiques est subdivisée en trois sous-groupes : les
dérivés acycliques, les dérivés de I'arylnaphtalene et les dérivés du dibenzocyclooctadiene. Le
deuxiéme type comprend six sous-groupes : dibenzylbutanes, dibenzylbutyrolactones,
arylnaphtalénes, dibenzocyclooctadienes, tétrahydrofuranes substitués et les 2,6-
diarylfurofuranes . Le troisiéme est composé de huit sous-groupes : furofuranes, furanes,
dibenzylbutanes, dibenzylbutyrolactones, aryltétralines, arylnaphtalénes,
dibenzocyclooctadienes et dibenzylbutyrolactones. Le quatrieme groupe comprend sept sous-
groupes (Fang & Hu, 2018).

D'un point de vue chimiqgue, les lignanes et les néolignanes présentent une énorme diversité
structurelle, bien que leur moléculaire ne comporte que deux unités de phénylpropane (C6C3).
La nature elle-méme offre une immense bibliothéque de composés, qui pourrait difficilement
étre surpassée par les techniques modernes de chimie combinatoire. Dans la figure 11 quelques

exemples de structure des lignanes (Apers et al., 2003)
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Figure 11. Structure générale des lignanes et exemples
+ Lignines

Les lignines sont constituées d'unités phénoliques ou de composés phénoliques liés entre eux

par des chaines de carbone. (Carradori, 2022)

La lignine est un polymere naturel hétérogene et amorphe qui confere résistance et rigidité a la
paroi cellulaire. Les lignines représentant jusqu'a 15-30 % de la composition chimique de la

lignocellulose.

La lignine naturelle est principalement constituée de trois monomeres, I'alcool p-coumarylique
(unité H de la lignine), l'alcool coniférylique (unité G de la lignine) et I'alcool sinapylique (unité
S de la lignine) (Figl2). Le rapport entre ces monomeres difféere entre les lignines des
differentes espéces de plantes et dans les differentes parties des plantes. (Okonkwo et al., 2023,
Wang & Deuss, 2023)
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Figure 12. Structure des lignines

1.2.2.2. Terpénes

Les terpénoides sont également appelés isoprénoides dont la formule générale est (CsHg)n.

L'isopréne est I'élément constitutif de tous les terpénoides et est chimiquement le 2-méthylbuta-
1,3-diene (Banik et al., 2022)

Terpenes are simple hydrocarbons,
¢ while terpenoids are modified class ;
i of terpenes with different functional ;
i groups ( Use of the term "terpene” :
i more broadly, to include the ;
i terpenoids.) $

{ Terpenoids are modified terpenes, i
: wherein methyl groups have been:
i moved or removed, or oxygen atoms i
: added or removed, or carbon skeleton is :
modified by oxidation or rearrangement

Classified by Number of
Isoprene units
[2-metivd- 13- Butadiene|

J\/ " Hemiterpenes - Sesterterpenes ,'\/; )v; )v
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Figure 13. Les différentes classes de terpenoides (Sharma , 2022)
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1.2.2.3. Composes azotés

Les composés azotés représentent une autre catégorie majeure de métabolites secondaires
végétaux, comprenant principalement des alcaloides, des glycosides cyanogeénes, des

glucosinolates et des acides aminés non proteiques. (Sharma, 2022)
Les alcaloides

Les alcaloides sont généralement divisés en groupes principaux en fonction de la position/de
I'emplacement de I'atome d'azote et cette classification est le plus souvent utilisée que I'azote
fasse ou non partie d'un cycle, c'est-a-dire les alcaloides hétérocycliques et les alcaloides non

hétérocycliques.

Selon leur précurseur moléculaire, leurs structures et leur origine biologique, les alcaloides sont
classés en trois principales catégories : les vrais alcaloides, les protoalcaloides et les

pseudoalcaloides.
a. Alcaloides vrais

Cette classe d'alcaloides, également connue sous le nom d'alcaloides hétérocycliques, est
dérivée des acides aminés. Ils sont également constitués d'un ou plusieurs anneaux
hétérocycliques avec des composés mono- ou polycycliques, ainsi qu'avec de l'oxygeéne, du

soufre ou plus d'un atome d'azote.

Par exemple, alcaloides de pyridine, alcaloides de pyrrolidine, alcaloides de pipéridine,
alcaloides de tropane, alcaloides de quinoléine, alcaloides d'isoquinoléine, alcaloides de
quinolizidine, alcaloides d'indole, alcaloides pyrrolizidiniques et alcaloides imidazoliques.
(Figure 14)

Lupanine Aphylline

Figure 14. Structure de quelques alcaloides vrais
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b. Protoalcaloides

Les protoalcaloides sont également connus sous le nom d'alcaloides non hétérocycliques.
L'atome d'azote ne fait pas partie de I'anneau hétérocyclique mais est présent dans le systeme

exocyclique. Ce qui signifie qu'il fait partie d'une chaine latérale comme la mescaline (Fig.15)
H,C-O

NH,
H,C-O

0O-CH,
Figure 15. Mescaline
c. Pseudoalcaloides

La structure carbonée de base des pseudo-alcaloides n'est pas directement dérivée des acides
aminés ; au lieu de cela, ils sont liés aux voies des acides aminés d'ou ils proviennent par
réaction d'amination ou de transamination a partir de précurseurs ou de métabolites postérieurs
des acides aminés. Les précurseurs non acides aminés peuvent également produire des pseudo-
alcaloides. lls peuvent étre dérivés de la phénylalanine ou de lI'acétate. La capsaicine, la caféine

et I'éphédrine ( Fig. 16)sont des exemples tres courants de pseudo-alcaloides.(Dey et al., 2020)

OH
HO H

CH,

o CH,

Caspaicine Ephédrine
Figure 16. Structures de quelques pseudoalcaloides
1.2.2.4. Composés soufrés

Ils ont souvent une odeur caractéristique et jouent divers réles tels que les molécules de
signalisation (pour les fonctions cellulaires fondamentales) et les composés de défense contre

les maladies infectieuses.

IIs sont subdivisés en différentes sous-classes : phytochelatins, glucosinolate, phytoalexins, et

les défensines. (Fig.17)
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Figure 17. Les métabolites secondaires soufrés (Sharma, 2022)
1.3. Activités biologiques des biomolécules dérivées de plantes

Une molécule bioactive est une molécule ayant une certaine activité biologique, c’est-a-dire
elle exerce des effets physiologiques ou cellulaires directs sur un organisme vivant ainsi peut
modifier I'état de santé des humains ou des animaux. En général, les composés bioactifs issus
des plantes sont des métabolites secondaires, induisant des effets pharmacologiques ou

toxicologiques chez les humains et les animaux. (Walia et al., 2019)

Cette section explore brievement le rdle des biomolécules dérivées de plantes dans le traitement

ou prévention de certaines pathologies. (Fig 18)
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Figure 18. Activités de biomolécules dérivées de plantes dans la lutte contre certaines
maladies (Rahman et al., 2022)

1.3.1. Activité antioxydante

Le stress oxydatif fait référence a un déséquilibre entre la production des espéces réactives de
I'oxygene (ROS) et les défenses antioxydantes de I'organisme. Les ROS sont des espéces
chimiques avec des électrons appariés, augmentant la réactivité des atomes ou des molécules.
Les ROS courants chez les humains comprennent I'nydroxyle, le superoxyde, le monoxyde
d'azote, le peroxyde, le peroxynitrite, I'acide hypochloreux, le peroxyde d'hydrogene, I'oxygene
singulet et I'ozone. L'équilibre entre la génération de ROS cellulaires et la capacité de défense

antioxydante détermine le niveau de stress oxydatif.
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Lorsque les defenses antioxydantes cellulaires sont insuffisantes, les ROS peuvent endommager
les composants cellulaires (protéines, lipides et ADN), servant de facteur déclenchant pour
diverses maladies humaines. Les mecanismes de dommages cellulaires dus au stress oxydatif
ont été largement étudiés. Le stress oxydatif est impliqué dans la pathogenése du diabéte, du
cancer, des maladies cardiovasculaires et des maladies neurodégénératives (Fig 19) .(Al-
Gubory & Laher, 2018)
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Figure 19. Les éspeces réactives de 1’oxygéne et leurs implications dans certaines pathologies

(Al-Gubory and Laher, 2018)

Afin de neutraliser les effets déléteres des especes réactives de I'oxygene (ROS) et d'atténuer le
stress oxydatif, diverses stratégies antioxydantes ont évolué en renforcant les défenses
enzymatiques antioxydantes endogénes et en améliorant les defenses non enzymatiques par des

méthodes alimentaires ou pharmacologiques. (Al-Gubory & Laher, 2018)

De nombreuses études ont démontre que les polyphénols ont la capacité de piéger les especes
réactives de I'oxygéne (ROS) in vitro. Cependant, certains polyphénols ne peuvent exercer cet

effets antioxydants in vivo en raison de leur biodisponibilité limitée.

Des concentrations plus faibles de polyphénols présentes in vivo activent les enzymes
antioxydantes endogénes cytoprotectrices pour faciliter I'élimination des ROS et contrer les
dommages induits par ces ROS. Les principaux mécanismes antioxydants des polyphénols

contre le stress oxydatif sont illustrés dans la figure (Fig 20)
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Figure 20. Mécanismes d’action antioxydante des polyphénols (Al-Gubory & Laher, 2018)

Les enzymes antioxydantes cytoprotectrices sont généralement régulées par les régions
promotrices des éléments de réponse antioxydants (ARE), et ces enzymes comprennent la de y-
glutamylcystéine synthétase (yGCS), la glutamate cystéine ligase (GCL), la glutathion
peroxydase (GPX), la thioredoxine (TRX), la thioredoxine réductase (TRXR), la
peroxiredoxine (PRX) et I'neme oxygénase-1 (HO-1) qui maintiennent les niveaux cellulaires
de glutathion et thioredoxine et réduisent les niveaux de ROS. Ce processus est régulé par de

multiples voies de signalisation cellulaires. (Al-Gubory & Laher, 2018)

Nrf2 joue un role important dans le maintien de I'homéostasie rédox cellulaire en régulant ces
génes porteurs d'’ARE. Dans des conditions physiologiques normales, Nrf2 est séquestré par la
protéine associée a I'échappement de Kelch-like ECH-1 (Keapl) dans le cytosol et limite
I'expression des génes antioxydants. Lorsque les cellules sont exposées a des polyphénols par
exemple, Nrf2 est active, transloqué vers le noyau, se lie a la séquence ARE pour activer les

enzymes antioxydantes cellulaires, qui éliminent les ROS produits en excés (Shen et al. 2014).

Les polyphénols inhibent le stress oxydatif en interagissant avec les kinases activées par les
mitogénes (MAPK), la protéine kinase C (PKC), la phosphatidylinositol 3-kinase (PI13K) et la

kinase de la protéine (PERK), car ces kinases activent Nrf2 par phosphorylation

De plus, les polyphénols sont capables de supprimer l'activation de NF-xB ; d'inhiber
I'expression de la NO synthase inductible (iNOS), de l'interleukine (IL)-1p et de la COX2 ; et

ainsi de réduire les réponses immunitaires cellulaires. (Figure.21)
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Un nombre croissant de preuves soutient ce réle des polyphénols, tels que le resvératrol, la
curcumine, la querceétine et I'acide caféique, dans I'inhibition du stress oxydatif. La quercétine
favorise l'activité de transcription médiée par Nrf2, renforce la stabilisation de Nrf2, augmente
le niveau endogene d'antioxydant glutathion (GSH) et augmente les expressions d'enzymes

antioxydantes cellulaires, telles que la superoxyde dismutase (SOD), la GPX et la yGCS.

Tout comme le resvératrol, la curcumine active Nrf2 et régule les enzymes antioxydantes

cellulaires.

En résumé, de nombreuses études ont confirmé I'efficacité des polyphénols contre le stress
oxydatif, apportant ainsi la preuve de leur capacité a prévenir diverses maladies non
transmissibles telles que le cancer, l'inflammation, les maladies cardiovasculaires et le
diabéte.(Al-Gubory & Laher, 2018)
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Figure 21. Meécanismes d’action antioxydante de certains composés phénoliques
(flavonoides) (Shen et al., 2022)
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1.3.2. Activité neuroprotectrice

La maladie d'Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative progressive principalement
causée par le vieillissement de la population humaine. Il s'agit d'une maladie multifactorielle
(Figure.22), ainsi I'nypothéese amyloide et I'hypothese cholinergique sont les théories majeures

qui expliquent cette pathogénése.
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Figure 22. Pathogénie des maladies neurodégénératives (Sairazi & Sirajudeen, 2020)
L’hypothése de la déficience cholinergique, suggére que la perturbation de la capacité
cholinergique est un facteur dans le développement de la maladie d’Alzheimer (Figure. 23).
L'acétylcholine est hydrolysée par l'acétylcholinestérase (AChE), qui est responsable de la
conduction des impulsions électriques. La butyrylcholinestérase (BChE) est un co-régulateur
de I'nydrolyse de l'acétylcholine et de la neurotransmission. L'inhibition de I'AChE et de la

BChE peut augmenter la disponibilité de I'acétylcholine (Rahman et al., 2022).
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Figure 23. Hypoth¢se cholinergique de la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer
(Khan et al., 2018)
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L'ACh est un neurotransmetteur produit par acétylation de la choline et de lI'acétyl-CoA par
I'enzyme choline acétyltransférase, qui est générée dans le noyau basal de Meynert. Chez les
patients atteints de la MA, le Meynert nucleus basalis est retarde, ce qui entraine une carence
en ACh dans la fente synaptique, I'ACh est dégradée par l'acétylcholinestérase (AChE) et la
butyrylcholinestérase (BuChE), formant de I'acétate et de la choline qui sont recapturés par les

neurones pré-synaptiques. (Figure.23) (Khan et al., 2018).

Or, I’hypothése amyloide se caractérise par des dépodts intracellulaires de protéines tau, qui
affectent le transport intracellulaire et conduisent a la mort cellulaire, et des dépots
extracellulaires de peptides B-amyloides qui s’accompagnent d’un stress oxydatif et d'une

inflammation qui conduisent a la dégénérescence des neurones.

Le stress oxydatif est un facteur clé du vieillissement du cerveau et de la maladie d'Alzheimer
(Figure.24). La plethore de produits thérapeutiques qui ciblent le stress oxydatif neuronal en
est la preuve. Le moyen le plus courant de réduire le stress oxydatif est le traitement antioxydant
qui, dans certains cas, s'est avéré efficace pour réduire le stress oxydatif lié au vieillissement et

les marqueurs de la neurodégénérescence. (lonescu-Tucker & Cotman, 2021)
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Jusqu'a présent, on sait que quatre médicaments ont été approuvés pour le traitement avec ce
mécanisme d'action. Il s'agit de la tacrine, du donépézil, de la galanthamine et de la

rivastigmine.

Les biomolécules actives non alcaloidiques ayant une activité anti-cholinesterasique
considérable sont les terpenoides, les composés phénoliques notamment les coumarines (Tamfu
etal., 2021)

1.3.2.4. Les substances phénoliques et la maladie d’Alzheimer

L'activité antioxydante des composés phénoliques est liée a la position, au nombre de groupes
hydroxyle-méthoxyle liés a I'anneau phénolique et a la substitution méthoxy sur l'anneau

phénolique de plus les acides phénoliques peuvent inhiber la formation des fibres amyloides p-
peptide (APB)

Les acides phénoliques sont considérés comme agents neuroprotecteurs malgré leur faible
diffusion a travers la barriére hémato-encéphalique (Szwajgier et al., 2017).

Il semble que les composés phénoliques ayant des motifs structurels similaires a I'acide caféique
soient capables de s'insérer dans la gorge du site actif de I'AChE en positionnant I'anneau
aromatique dans le sous-site PAS.

Par conséquent, les flavonoides pourraient jouer un role clé dans les systémes enzymatiques et
récepteurs du cerveau, exercant des effets significatifs sur le systéme nerveux central,
notamment dans la prévention de la neurodégénérescence associée a la maladie d'Alzheimer et

a la maladie de Parkinson (Figure. 25).

Les flavonoides sont capables d'inhiber plusieurs enzymes, comme en témoignent de solides
rapports sur l'inhibition d'enzymes telles que 1’aldose réductase, la xanthine oxydase, la
phosphodiestérase, la Ca?* ATPase, la lipoxygénase et la COX dans la prévention des maladies
neurodégénératives. En outre, la plupart d'entre eux ont montré des activités inhibitrices de
I'’AChE plus puissantes que la rivastigmine, un medicament contre la maladie d'Alzheimer. De
plus, il a été mentionné que le squelette isoflavone constituerait un modele structural prometteur

pour le développement de nouveaux inhibiteurs de I'AChE. (Panche et al., 2016)

Les flavonoides qui possédent un groupe OH libre a C3 sont plus inhibiteurs que leurs
homologues glycosylés qui n‘ont pas de groupe C3 -OH, comme la lutéoline et I'apigénine. aussi
les anneaux aromatiques potentialisent I'activité inhibitrice de I'AChE des composés
phénoliques.(Roseiro & Serralheiro, 2012 )
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Action of flavonoids in neuroprotection
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Figure 25. Action neuroprotectrice des flavonoides (Solanki et al., 2015)

Les composés phenoliques interagissent avec les résidus d'acides aminés qui définissent le site
actif de 'AChE par la formation de liaisons hydrogene et d'interactions hydrophobes et mt-m.

(Katalini¢ et al., 2010)

On pense que les groupes hydroxyles multiples du composé phénolique renforcent I'inhibition
de I'AChE en raison de la capacité de liaison accrue. Ces activités inhibitrices expliquent le
potentiel fonctionnel associé a la plupart des composes phénoliques, mais tous n‘agissent pas
selon le mécanisme exact (Balkis et al., 2015, Aluko, 2021)

1.3.2.5. Les terpenoides comme inhibiteurs des cholinestérases

Parmi les diverses activités biologiques des terpénoides, l'activité anticholinestérase a retenu
I'attention des chercheurs. L'hypothése cholinergique étant une approche acceptée pour
expliquer la pathologie de la maladie d'Alzheimer. (Min et al., 2022)

Bien que plusieurs dérivés terpeniques actifs sur le cholinestérase aient été identifiés, aucun
d'entre eux n’a fait I'objet d'évaluations précliniques (pharmacocinétique, pharmacodynamique,
toxicité et mécanismes du SNC) et cliniques plus poussées. L'une des principales limites du
passage des composés principaux aux études précliniques et cliniques est de produire les
composés souhaités a plus grande échelle. Comme les terpénes dérives des plantes ont
généralement un faible rendement d'extraction et une structure complexe, il est difficile de les

synthétiser au laboratoire. (Min et al., 2022)

Les terpénoides représentatifs des effets anti alzheimer sont les ginsénosides de Panax. ginseng,
les ginkgolides et bilobalides de gingko. biloba, et les cannabinoides de Cannabis. sativa. (Yoo
& Park, 2012)
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1.3.2.6. Les coumarines comme agents de neuroprotection

Plusieurs études approfondies se sont penchées sur les fonctions anti-amnésiques, de
restauration de la mémoire et neuroprotectrices des dérivés de la coumarine, dans divers

modeles expérimentaux d'amnésie associée a la maladie d'Alzheimer Anand et al. (2012)

Elles ont démontré les puissantes activités d'inhibition de I'AChE et de restauration de la
mémoire des coumarines. Elles ont également projeté les coumarines comme des molécules
potentielles pour la synthése d'agents thérapeutiques efficaces pour le traitement de la maladie
d’Alzheimer. (Anand et al., 2012)

Les études de relation structure activité ont démontré que les coumarines a double site
d'interaction présentent d'autres activités pharmacologiques bénéfiques pour la prise en charge
de la maladie d'Alzheimer, y compris la diminution des dépdts amyloides grace aux activités
antiagrégantes de L’AP. En outre, certains de ces composés présentent également des activités
inhibitrices significatives de la MAO. (Anand et al., 2012)

1.3.3. Potentiel des composeés naturels comme agents de protection solaire

Plusieurs organismes naturels, en particulier ceux exposés a un rayonnement intense, ont
développé divers mécanismes de photo-adaptation, notamment via la production de métabolites
secondaires antioxydants et absorbant les UV. La caractéristigue commune de la molécule de
filtrage UV est son systeme d'électrons &, que l'on trouve principalement dans des structures de
liaisons conjuguées représentées a la fois dans des molécules linéaires a liaisons simples et
doubles alternées et dans de nombreux composés aromatiques et cycliques contenant une

résonance électronique. (Chopra et al., 2018)

Les métabolites secondaires importants agissant comme bloqueurs UV comprennent les acides
phenoliques, les non-flavonoides, les flavonoides, les polyphénols de lichen, les terpénoides et
les acides aminés de type mycosporine. Ces composés peuvent empécher la pénétration du
rayonnement dans la peau, entrainant la réduction de I'inflammation, du stress oxydatif et des

effets endommageant I'ADN. (Saewan & Jimtaisong, 2015)
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Figure 26. Effets néfastes des rayons solaires sur la peau ( Fernandes et al.,2023)

En plus de leur capacité d'absorption des radiations UV, certains composés naturels ont
également été découverts pour réduire l'inflammation, le stress oxydatif et affecter plusieurs
voies de signalisation pour protéger la peau contre les dommages infligés par les radiations UV.
Ainsi, les biomolécules dérivées de plantes ont suscité une attention considérable pour leur
utilisation en tant que réducteurs de dommages photo-induits chez I'nomme via divers
mécanismes en raison de leur implication dans de multiples voies de phototoxicité. (Saewan &
Jimtaisong, 2015)

La surexposition au soleil, précisément aux radiations ultraviolettes ayant la capacité de générer
des radicaux libres nocifs dans les cellules, pouvant causer des dommages tissulaires ou des
pathologies, peut entrainer le cancer de la peau et le photo-vieillissement qui se traduit par
I'apparition de ridules, de rides, d'une perte d'élasticité de la peau et I'apparition de marques
d'hyperpigmentation (Figure. 26) . (Mansuri et al., 2021)

Dans les tendances anti-age et beauté, le désir d'ingrédients plus naturels est I'une des
croissances les plus rapides dans le monde entier. Les extraits de plantes peuvent guérir et
adoucir la peau et fournir des effets de protection solaire. Les antioxydants botaniques ont été
associés a une réduction de l'incidence de la photo-carcinogenese et du vieillissement cutané
dis au soleil. Une combinaison de différents phyto-antioxydants serait la meilleure stratégie de

défense contre les dommages dus au soleil (Figure.27). (Serafini et al., 2014)
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Figure 27. ROle des phyto-antioxydants dans la dermoprotection (Chanchal & Swarnlata,
2009)

Les composés végétaux naturels tels que les acides phénoliques, les flavonoides et les
polyphénols de poids moléculaire elevé sont trés utiles pour prévenir les effets néfastes du

rayonnement UV sur la peau. (Chanchal & Swarnlata, 2009)

Plusieurs phyto-constituants (ex. phénols, vitamines, flavonoides, etc.) peuvent absorber les
rayons UV et prévenir les dommages cutanés (Fig 28). Les flavonoides peuvent réduire les
dommages causés par les UVB en inhibant la génération de radicaux libres et en les piégeant
(Kumar & Jose, 2020)
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Figure 28. Les phytoconstituants et la protection solaire : (a) : peau non protégee , (b) :

peau protégée par une phytomolécule (Kumar & Jose, 2020)
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1.3.4. Potentiel anti inflammatoire des biomolécules dérivées de plantes

L'inflammation est une réponse protectrice de I'organisme aux stimuli nocifs tels que les agents
pathogenes, les lésions tissulaires et les irritants. Elle est coordonnée par des capteurs
inflammatoires (mastocytes, macrophages) et une cascade complexe de médiateurs de signal
(chémoquines, cytokines, etc.). (Sychrova et al., 2020)

L'acide arachidonique (AA), libéré par clivage des phospholipides membranaires par la
phospholipase A2 (PLAZ2), subit un métabolisme ultérieur par la voie de la COX pour former
des prostaglandines (PG) et la thromboxane A2 (TXA2), ou par la voie de la LOX pour générer
des leucotriénes (LT), des acides hydroperoxyeicosatetraénoiques (HpETE) et des acides
hydroxyeicosatetraénoiques (HETE). Ces eicosanoides jouent un réle crucial dans la régulation

du processus inflammatoire.
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Figure 29. effet antinflammatoire des phytomolécules (Zhu et al., 2017)

Les enzymes COX ont deux isoformes majeures, COX-1 et COX-2, cette derniére étant une
enzyme inductible fortement exprimée dans les cellules stimulées par des cytokines pro-
inflammatoires. L'inhibition des enzymes impliquées dans la génération d'eicosanoides, a savoir
PLA2, COX et LOX, s'avere une approche efficace pour limiter la réponse inflammatoire et

réduire I'inflammation.
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Récemment, Un large éventail de classes de phytocomposés ciblant les processus
inflammatoires a été étudié. Les polyphénols jouent un réle dans l'inhibition de ces enzymes
tant au niveau transcriptionnel que protéique, réduisant ainsi la production d'AA, de PG et de
LT. Certains composés phénoliques peuvent inhiber I'activité ou I'expression génétique des
médiateurs pro-inflammatoires, tels que la cyclo-oxygénase (COX) et réguler les éléments
transcriptionnels impliqués dans les voies antioxydantes, tels que le facteur nucléaire-xB (NF-
kB) ou le facteur nucléaire lié au facteur 2 de 1'érythroide (Nrf-2). (Figure. 29)

Ces composes phénoliques suppriment la liaison des médiateurs pro-inflammatoires, régulent
la synthése des eicosanoides, inhibent les unités résistantes stimulées ou inhibent l'activité de
la NO synthase et de la COX-2 par des effets inhibiteurs sur le NF-xB . Les médiateurs
inflammatoires, tels que I'IL-6, sont affectés par les flavonoides alimentaires, tels que les
flavones présents dans le cacao et le thé, qui ont un effet dose-réponse sur les niveaux d'IL-6
dans le sang. (Rahman et al., 2022)

Les composés polyphénoliques inhibent les phosphatidylinositide 3-kinases/protéine kinase B
(PIBK/AKT), I'inhibiteur de la kappa kinase/c-Jun amino-terminal kinases (IKK/JNK), la cible
mammalienne du complexe rapamycine 1 (mnTORC1), un complexe protéique qui contrble la
synthese des protéines, et JAK/STAT. Ils peuvent supprimer I'expression des récepteurs Toll-
like (TLR) et des génes pro-inflammatoires. Leur activité antioxydante et leur capacité a inhiber
les enzymes impliquées dans la production d'eicosanoides contribuent également a leurs

propriétés anti-inflammatoires (Figure. 30). (Saleh et al., 2021)
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Figure 30. Mode d’action de quelques biomolécules dérivées de plantes @enisteine :
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o epicatechine . (Rahman et al., 2022)

Une série d'études in vitro a montré que les polyphénols tels que l'acide oléanolique, la
curcumine, le kaempférol-3-O-sophoroside et le lycopéne inhibent la protéine high mobility
group box1, une importante protéine de la chromatine qui interagit avec les nucléosomes, les
facteurs de transcription et les histones, régulant ainsi la transcription et jouant un réle clé dans

I'inflammation. (Rahman et al., 2022)
1.3.5. Phyto-molécules et inhibition de I’uréase

Les recherches sur l'inhibition des enzymes restent un sujet important dans le domaine du
développement des médicaments, car elles ont permis de découvrir de nouveaux composes

bioactifs qui peuvent étre utilisés dans la lutte contre les maladies infectieuses.

Les métabolites secondaires jouent un réle crucial dans la recherche pharmaceutique depuis des

décennies. Cette recherche a le potentiel de produire de nombreuses pistes thérapeutiques
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différentes, chacune ayant une structure chimique unique et un ensemble de propriétés

biologiques uniques. (Amin et al., 2013, Al-Rooqi et al., 2023)

L'uréase (urée amidohydrolase ; EC 3.5.1.5) est une enzyme a plusieurs sous-unités contenant
du nickel qui catalyse I'nydrolyse de I'urée, en carbamate et en ammoniaque a la suite du
catabolisme des composés azotés.

Une grande partie de I'urée produite dans le foie est excrétée dans les intestins, ou elle peut étre
digérée et absorbée par diverses bactéries uréolytiques tels que streptococcus salivarius, une
bactérie buccale courante, pouvant utiliser I'urée comme principale source d'azote pour sa

croissance.

Hélicobacter pylori est une bactérie uréolytique qui provoque des ulcéres gastriques et
duodénaux. Pendant I'uréolyse résulte une libération d’ammoniaque qui augmente le pH, ce qui

permet aux bactéries de prospérer dans un tel environnement.

De surcroit, les infections des voies urinaires sont causées par des bactéries uréolytiques telles
que Proteus vulgaris et Proteus mirabilis. Les calculs urinaires se forment lorsque le pH de
I'urine augmente en raison de la précipitation d'ions polyvalents généralement solubles dans

l'urine.

L'ammoniac a un impact cytostatique constant sur les cellules épithéliales. Les dérivés d'acide
hydroxamique sont des inhibiteurs puissants et spécifiques de I’uréase, en effet ils possedent
une forte capacité de chélation avec les métaux de transition et peuvent se lier aux ions de nickel
du site actif de l'uréase, rendant I'enzyme inactive. (Mamidala et al., 2021). Les acides
hydroxamiques liés a une fraction aromatique ont montré une excellente activité contre l'uréase

de H. pylori avec des valeurs de ICso dans la plage des nanomoles. (Liu et al., 2018)

Les extraits de plantes ou les substances naturelles sont une option supérieure car ils ont moins
d'effets secondaires et sont bien tolérés. Plusieurs plantes ont été décrites comme puissantes

dans l'inhibition de l'uréase dans les essais scientifiques.
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Figure 31. Activité anti uréase des différentes classes des flavonoides (Al-Roogi et al., 2023)

Les polyphénols, en particulier les flavonoides, ont été signalés comme des inhibiteurs notables
de l'uréase de Hélicobacter pylori. Ainsi, la génistéine, une isoflavone largement produite par
les plantes de la famille des Fabaceae a inhibé I'uréase de H. pylori de 50 % lorsqu'elle est a
430 pg/mL, tandis que son dérivé 7-O-glucoside n'avait aucun effet sur ’activité (Modolo et
al., 2015)

En effet, les flavonoides ont une activité inhibitrice sur I'enzyme uréase. Les flavones ont une
activité modérée, les flavonols ont une puissante capacité anti-uréase et un impact anti-adhérent
contre H. pylori, Les flavonones et les isoflavonoides ont manifesté une activité anti uréase
considérable et les anthocyanines ont une activité relativement faible cependant les derniéres
recherches suggeérent que la teneur en anthocyanes des extraits pourrait étre en grande partie

responsable des actions inhibitrices contre 1’uréase (Al-Rooqi et al., 2023)

Les inhibiteurs de l'uréase a base de flavonoides seront probablement explorés plus comme
traitement potentiel des calculs rénaux, notamment en combinaison a d'autres thérapies, telles
que les antibiotiques, afin d'améliorer I'efficacité du traitement d'affections telles que les

infections des voies urinaires. (Al-Rooqi et al., 2023)

L’¢étude SAR a montré que le profil d'action inhibitrice des espéces dérivées de plantes

dépendait de I'emplacement et du type de groupes fonctionnels.

La figure 31 est un résumé des flavonoides les plus puissants inhibiteurs de 1’uréase, le type

d'inhibition qu'ils exercent et les groupements les plus actifs qu'ils contiennent.
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1.3.6. Activité hémostatique des biomolécules dérivés de plantes

Les biomolécules dérivées des plantes stimulent le processus d'hémostase. Ces composes
bioactifs responsables de l'activité hémostatique comprennent les tanins, les glycosides
iridoides, les lignanes, les saponines et les composés phénoliques. Les mécanismes d'action
comprennent la stimulation de la coagulation, I'inhibition de la fibrinolyse, la constriction des
muscles vasculaires ou lisses et lI'agrégation plaquettaire. (Ghosh et al., 2023, Ebrahimi et al.,
2020)

En raison de leurs excellentes propriétés physiques et chimiques, les composés phénoliques ont
suscité beaucoup d'attention et sont devenus l'un des points chauds du développement de

médicaments.

Certaines études ont indiqué que les composés phénoliques ont non seulement une activité
hémostatique, mais gu'ils présentent également une meilleure activité anticoagulante (Luo et
al., 2017)

Les propriétés hémostatiques ont été attribuées a l'activation de la coagulation intrinséque

Les alcaloides qui favorisent I'némostase en réduisant la perméabilité capillaire, en ralentissant
le flux sanguin et en induisant la contraction de la paroi vasculaire sont principalement

I'ergonovine, I'hydrastine et I'hydrastinine.

Les quinones et les saccharides réduisent également la perméabilité capillaire, ralentissent le
flux sanguin et induisent la contraction des parois vasculaires, formant ainsi des ingrédients
actifs hémostatiques. lls peuvent améliorer également le taux d'agrégation plaquettaire en

affectant I'activation, I'adhésion et la déformation des plaquettes pour former I'némostase.

Les flavonoides tels que la rutine, la quercétine et I'isoquercitrine peuvent favoriser I'némostase
en réduisant la perméabilité capillaire et d'autres voies pour promouvoir la contraction de la
paroi vasculaire et activent les plaquettes et en augmentent le taux de plaguettes. Ils pourraient
exercer des effets hémostatiques en raccourcissant le temps de saignement et en resserrant les

vaisseaux sanguins dans les oreilles de lapin isolées.

Les terpénoides sont des ingrédients hemostatiques importants, on peut citer la cornine, la
loganine, le protopanaxatriol, le panaxatriol, le protopanaxadiol et le panoxadiol, dotés de bons
effets hémostatiques. Ils favorisent l'activation des plaquettes , augmentent le nombre de
plaquettes et les paramétres de la largeur de distribution des érythrocytes et favorisent
I'agrégation plaquettaire induite par I'adénosine triphosphate.(Mu et al., 2023)
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Chapitre Il LE PROCESSUS ET LES TECHNIQUES DE DEVELOPPEMENT DE
MEDICAMENTS A PARTIR DES PLANTES

I11.1. Introduction

L'utilisation de produits naturels dérivés de plantes pour concevoir de nouvelles pistes dans
le processus de synthese de médicaments est une tache tres difficile. Ce processus comprend
I'analyse phyto-chimique de la plante, I'étude de la nature et des structures des composes

bioactifs, les caractérisations et I'évaluation pharmacologique (Koparde et al., 2019).

11.2. Les principales phases du développement des médicaments a partir de biomolécules

issues de plantes

Le processus de découverte de médicaments dérivés de plantes implique plusieurs phases, telles
que décrites par Pan et al. (2013).(Pan et al., 2013) Ces étapes comprennent la phase pré-
médicamenteuse ( predrug ), la phase quasi-médicamenteuse ( quasi-drug) et la phase

médicamenteuse complete ( full drug) ( Figure.32) .
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Figure 32. Approches actuelles pour la découverte de médicaments a partir de biomolécules



Voici un apercu de chaque étape :
11.2.1. Phase Pré-médicamenteuse (predrug stage)
11.2.1.1. Exploration et Collecte

Dans le processus de découverte de médicaments a partir de sources vegétales, la premiére et
I'une des étapes les plus importantes consiste a sélectionner les plantes candidates pour
I'extraction/isolation des principes actifs et le dépistage des activités biologiques. (Najmi et al.,
2022)

Le processus commence généralement par la collecte, l'identification, l'authentification et le
dépot d'échantillons de plantes dans I'herbier. Une méthode de sélection de plantes appropriée,
adaptée aux intéréts du médicament a développer, devrait étre adoptée. L'approche peut étre
une approche de sélection aléatoire, une approche taxonomique, une approche ethnomédicale,
une approche phytochimique (chimiotaxonomique) ou une approche gérée par l'information.
La plante sélectionnée possede des constituants chimiques ayant une activité biologique,
également appelés composeés bioactifs. (Sabiu, 2022)

L'authentification des matiéres premiéres collectées est le point de départ de base dans le
développement des produits naturels. L'authentification des matieres végétales peut étre réalisée
par l'application d'une ou plusieurs des méthodes impliquant I'analyse taxonomique,
macroscopique, microscopique, chromatographique, spectroscopique, chimiométrique,

d'immunoanalyse et de profilage ADN. (Najmi et al., 2022)
11.2.1.2. Extraction et purification

Les composés actifs sont extraits des herbes collectées. Il est bien évident que la valeur
médicinale des herbes/plantes dépend de la présence d'ingrédient(s) biologiquement actif(s)
ayant des propriétés semblables a celles des médicaments. Des recherches récentes ont identifié
de nombreuses substances/ingrédients biologiquement actifs a la fois dans des végétaux

terrestres et marins.(lbrahim et al., 2017)

Lorsqu'un composé principal (ou principe actif) est observé dans un mélange comprenant
d'autres composés d'une plante, le composé identifié doit d'abord étre isolé et purifié. La
structure, la stabilité et la quantité du composeé principal déterminent la facilité avec laquelle le
principe actif peut étre isolé et purifié. Le processus d'isolement commence par I'extraction par
solvant, qui est la préparation des extraits a utiliser pour I'analyse phytochimique et les tests
biologiques (Figure. 33). ( Sabiu, 2022, Atanasov et al., 2021)
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Les extraits sont soumis a une séparation chromatographique pour isoler les composeés d'intérét.
Chaque composé est purifié a lI'aide de techniques de purification appropriées telles que la

chromatographie sur colonne, la HPLC préparative, Les structures chimiques des composés

présentant une activité biologique optimale sont élucidées en utilisant des techniques modernes
telles que la spectroscopie RMN, la spectrométrie de masse, la LC-MS, (Figure.34).(Najmi et

al., 2022)
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Figure 34. Purification des biomolécules actives extraites de plantes (Najmi et al., 2022)
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Par exemple, jusqu’en 2007, 3 563 extraits et 5 000 composés uniques provenant de 3 000
plantes médicinales traditionnelles ont été recueillis en Chine (Ibrahim et al., 2017)

11.2. 2. Phase Quasi-médicamenteuse (quasi drug stage)
11.2.2.1. Screening Biologique

Les composés isolés sont soumis a un criblage biologique pour évaluer leurs activités
pharmacologiques. Cette phase implique des tests des composés pour des effets thérapeutiques
potentiels, la toxicité et les mécanismes d'action. Des études in vitro et in vivo sont souvent

menées pour évaluer I'efficacité des composés. (Ibrahim et al., 2017; Chugh et al., 2018)

En général, les produits naturels sont criblés pour leurs activités biologiques sur la base de leurs
utilisations ethnopharmacologiques et traditionnelles rapportées. Par exemple, la plante
médicinale traditionnellement utilisée pour la gestion du diabete peut étre testée pour son effet
hypoglycémiant et I'utilisation traditionnelle est rationalisée scientifiquement une fois qu'une
molécule tres prometteuse a eté identifiée. Ces essais sont effectués en utilisant plusieurs lignées
cellulaires animales ou humaines et des microorganismes. Un certain nombre d'instruments

précis et efficaces ont été développés a cet égard. (Najmi et al., 2022)

Les Etats-Unis, a titre d’exemple ont criblé environ 114 000 extraits issus d'environ 35 000
échantillons de plantes contre divers systéemes tumoraux dés avant les années 1990.(lbrahim et
al., 2017)

11.2.2.2. Etudes de Relation Structure-Activité (SAR)

Les biomolécules actives extraites de plantes servent de composés de départ pour le
développement de nouveaux agents thérapeutiques. En utilisant la modélisation moléculaire et
les bases de données de produits naturels, ces composes sont optimisés grace a des techniques
de chimie médicinale moderne pour créer des analogues plus efficaces. Les familles de
molécules structuralement apparentées fournissent des informations SAR précieuses. Les
composés isolés font I'objet d'études SAR et de modélisation moléculaire pour concevoir des
analogues avec une puissance accrue et une toxicité reduite. (Chugh et al., 2018; Pan et al.,
2013). Les analogues prometteurs sont synthétisés et évalués par des essais biologiques pour le

développement de médicaments. (Kitchen et al., 2004)
11.2.3. Phase Médicamenteuse Compléte (full drug stage)

11.2.3.1. Essais Precliniques
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Les composés optimises font l'objet d'essais précliniques pour évaluer leur sécurité et leur
efficacité. 1l est proposé que les stratégies de tests précliniques des produits botaniques débutent
par I'examen in vivo des extraits dans des modeles animaux pertinents pour étayer I'utilisation
ethnopharmacologique/ethnopharmaceutique, suivi de processus de fractionnement bio-guidés
utilisant un modeéle in vitro adéquat, puis des études pharmacocinétiques et enfin des tests in

vivo des composés isolés chez les modeles animaux. (Butterweck & Nahrstedt, 2012)

Une approche étape par étape (Figure..35) est la mieux adaptée pour les tests précliniques des

produits botaniques.
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Figure 35. approche étape par étape pour les tests précliniques des produits
botaniques(Butterweck & Nahrstedt, 2012)

11.2.3.2. Essais cliniques

En cas de succes, les composés passent aux essais cliniques impliquant des sujets humains. Le
but des essais cliniques est d'évaluer I'efficacité, la sécurité et la sélectivité de I'extrait végétal
ou des composés isolés pour la découverte de médicaments, et cela se fait en 3 phases.(Sabiu,
2022)

L'achévement réussi de ces phases peut conduire a une approbation réglementaire pour la

commercialisation du médicament.

L'utilisation des biomolécules dérivées de plantes dans la découverte de médicaments offre
plusieurs avantages, tels qu'une vaste source de composés chimiques divers, dont beaucoup

peuvent avoir des activités pharmacologiques uniques. Cependant, les défis comprennent la
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normalisation des extraits a base de plantes, garantir la reproductibilité des résultats, et aborder

des problemes liés a la sécurité et a I'efficacité des médicaments dérivés de plantes.

Les progres dans les techniques analytiques, la bioinformatique et la collaboration entre les
praticiens de la médecine traditionnelle et les scientifiques modernes jouent des réles cruciaux
pour surmonter ces défis et exploiter le potentiel thérapeutique des biomolécules dérivées de

plantes.
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CHAPITRE |11l LES PLANTES ETUDIEES

I11.1. VERONICA ROSEA

111.1.1. Position taxonomique de Veronica rosea

Régne - Plantae
Division - Tracheophyta
Sous-division - Spermatophytina
Classe - Magnoliopsida
Super-ordre - Asteranag
Ordre - Lamiales
Famille — Plantaginaceae
Genre - Veronica L.

Espéce — Veronica rosea Desf

111.1.2. La famille des Plantaginacées

La famille des Plantaginaceae (anciennement Veronicaceae) est divisée en 10 tribus :
Plantagineae, Angelonieae, Gratioleae, Antirrhineae, Callitricheae, Sibthorpieae, Digitalideae,
Cheloneae, Veroniceae et Russelieae et est considéré comme un groupe monophylétique

étroitement allié aux Scrophulariaceae .(Maurya et al., 2020)

Les espéces de la famille des Plantaginacées sont des herbes annuelles ou vivaces, et
comprennent a la fois des especes terrestres et des aquatiques enracinees. On compte
notamment : les plantains terrestres, les plantains d'eau, les callitriches, les cymbalaires,
les digitales, les galanes (chélones), les globulaires, les hydrotriches, les hysopes dont
les hysopes d'eau, les limnophiles ou ambulies, les linaires, les littorelles, les

lysimaques, les mufliers, et les véroniques. (AquaPortail, 2021)

La plupart des espéces Plantaginaceae se trouvent principalement dans les zones tempérées et
humides. Elles peuvent également étre trouvées dans les prairies dégradées, les caniveaux et les
champs abandonnés. Cette famille comprend diverses plantes médicinales et aromatiques et

compte environ 94 genres et 1900 especes (Hammami et al., 2020)
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De nombreux membres des Plantaginaceae sont importants dans le commerce horticole, par
exemple la digitale a la fois importante sur le plan horticole et médicinal, car elle est la source
des glycosides « cardiaques ». digitoxine et d'autres (Simpson, 2010)

111.1.3. Description botanique des plantaginaceaes

Les Plantaginacées, sont une famille de plantes dicotylédones, hermaphrodites, monoiques ou
gynomonoiques. Les membres de cette famille sont généralement des plantes herbacées qui ont

rarement une base ligneuse.

> Les feuilles : sont généralement simples, en spirale, opposées ou verticillées, sans

stipules, avec parfois des nervures principales paralleles ( Figure. 36 ).

Callitriche heterophylla
Figure 36. feuilles dimorphiques

> L'inflorescence est une téte, un racéme, un thyrse ou des fleurs solitaires.

Plantago lanceolata Plantago erecta

Figure 37. inflorescence de quelques espéces du genre Plantago
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> Les fleurs sont généralement bisexuées, zygomorphes ou actinomorphes, bractéolées,

hypogynes ou épigynes. Elles sont petites, et discrétes, de couleurs variées telles que le

blanc, le brun ou le jaune et vert, et peuvent pousser en grappes ou isolément formant
des épis simples, cylindriques, allonges ou globuleux ( Fig. 38)

Digitalis purpurea Veronica anagallis-aquatica
Figure 38. Fleurs de quelques espéces des Plantagynacés

> Le périanthe est membraneux a scarioles.

> Le calice est est fusionné et également scarieux (les sépales sont souvent fusionnés en
un tube lobé) , il est synseptique avec 3-5 lobes imbriqués.

> La corolle est sympétale, bilabiée dans certains cas, avec 3 a 5 lobes imbriqués. La

corolle présente un tube généralement allongé, avec quatre lobes lancéolés, qui
deviennent finalement scarieux.( Figure. 39)

personate
corolla

Figure 39. Corolle personée de Antirrhinum nuttallianum.

> Les étamines sont au nombre de 1 a 8, alternipétales et épipétales.

> Les antheres sont versatiles, a déhiscence longitudinale ou transversale.
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> Le gynécée est syncarpe, avec un ovaire supérieur ou inférieur, et 1 a 2 carpelles et
loges.

> Le style est solitaire; le(s) stigmate(s) est(sont) a 2 lobes ou capité. La placentation est
axile ou basale;

> Les ovules sont anatropes a hémianatropes, uniovulés, de 1 a 40 par carpelle.

> Le fruit est une capsule (circumscissile ou septicide), un akéne, une baie ou un
schizocarpe de nucules. ( Fig.40)

Callitriche heterophylla. Digitalis lutea

Figure 40. Fruits de quelques Plantagynacés

> Les graines sont endospermiques.

» Les plantes sont pollinisées par les insectes ou le vent. (Simpson, 2010)
I11.1.4. Le genre Veronica

Les véroniques sont des plantes angiospermes dicotylédones appartenant a la famille
des Plantaginacées, un groupe qui passe souvent inapercu. Pourtant, des la fin de
I'niver, elles sont parmi les premiéres a ajouter de la couleur a nos paysages. La
véronique de Perse (Veronica persica) est la plus connue, se déployant généralement
en de jolis tapis bleus au printemps (Norb, 2019.)

Le genre Veronica comprend environ 450 (Albach et al. 2004) a 500 espéces et est
le plus grand genre de Plantaginaceae (Norb, 2019.) . Un tel nombre d'espéces est
révélateur de la grande adaptabilité écologique du genre Veronica . et peut expliquer
I'intérét que Veronica a suscité depuis longtemps. (Prkic et ial., 2018 ,Albach & Meudt,
2010)
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Récemment, des techniques moléculaires et des analyses phylogénétiques ont été
appliquées a Veronica et a des genres apparentés ( Albach & Chase 2001, Albach &
al. 2004). Ces études ont contribué a révolutionner les idées sur I'évolution du genre
et ont conduit a une nouvelle classification phylogénomique intragénérique de Veronica
(Albach & al. 2004). Combiné a la grande quantité d'informations provenant d'autres
aspects de leur biologie, nous avons maintenant une bien meilleure compréhension de
la maniére dont les principaux groupes de Veronica sont delimités, apparentés et ont
évolué. (Albach, 2006)

En outre, les plantes du genre Veronica sont largement utilisées a des fins horticoles et comme

plantes de jardin.

Les especes de Veronica sont communément appelées "véronique", "ceil d’oiseau », car leur
période de floraison est longue et varie du printemps a l'automne, et elles sont faciles a

entretenir. ( Figure.41)

La veronique est utilisée comme médicament traditionnel pour traiter les rhumatismes,
la laryngopharyngite, I'némoptysie, la hernie et les maladies respiratoires. (Kim et al.,
2021)

V .orientalis V. czerniakowskiana v.mirabilis

Figure 41. Quelques especes Iranienne du genre Veronica (Doostmohammadi et al., 2022)

111.1.5. Distribution géographique du genre Veronica

Les especes du genre Veronica présente une grande diversité de distribution, s'étendant
des habitats aquatiques jusqu'aux steppes séches, et des régions de niveau de la mer

jusqu'aux zones alpines. (Salehi et al., 2019)

Veronica se réparti principalement dans I'hémisphére nord et dans la région australasienne
(Australie, Nouvelle-Zélande, Nouvelle-Guinée), avec des centres de diversité en Asie

occidentale et en Nouvelle-Zélande . (Mehrvarz et al., 2008)
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La plupart des especes de Veronica se rencontrent dans les régions a régime méditerranéen, de
la mer aux hautes altitudes. Malgré leur importance dans de nombreux habitats, les plantes
aquatiques de Veronica sont principalement étudiées dans le cadre d'études biosystématiques
modernes. (Salehi et al., 2019)

111.1.6. Description botanique du genre Veronica

Le genre Veronica comprend genéralement des plantes annuelles de petite taille,
souvent rampantes.

> Les feuilles des especes appartenant genre Veronica sont linéaires-lancéolées,
fortement dentées 4-6 fois plus longues que larges, sessiles.

> Le calice hétérosépale a quatre sépales et parfois cing.

> Dans le genre Veronica, la fleur est composée de :

4 sépales formant un calice.

4 pétales formant la corolle, soudés a leur base, ce qui rend la fleur gamopétale.

2 étamines fusionnées a la corolle.

2 carpelles formant un ovaire supere

Le pistil est surmonté d'un seul style.

Les fleurs peuvent former des racémes, plus rarement des épis, ou étre solitaires a
l'aisselle des feuilles. ( Figure. 42)

Pétales soudées de V.

V.persica V. beccabunga
chamaedrys

Figure 42. Fleurs de quelques espéces du genre Veronica (Doostmohammadi et al., 2022)

Le fruit est une capsule aplatie ou globuleuse, a deux lobes souvent en forme de cceur. Les

capsules sont glabres, orbiculaires. ( Figure.43)
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V. persica V. hederifolia V. montana

Figure 43. Fruits de quelques especes de Veronica(Doostmohammadi et al., 2022)

111.1.7. Description botanique de I’espéce Veronica rosea Desf

Veronica est un exemple d’un taxon dont les caracteres sont généralement dérivés ou de
nombreuses especes ont développé des états de caractéres autrement considérés comme

plésiomorphes (caractere qui n'a pas subi de modification au cours de I'évolution).

Ces reversions de caracteres ne se retrouvent pas seulement dans la fleur, mais aussi dans la

morphologie de I'inflorescence, I'embryologie et la caryologie.(Albach et al., 2004)

Tiges : Arbustives, filiformes, pubescentes, ascendantes mesurant 10-20 cm de hauteur,
décombantes a érigées, pilosées ou pubérulentes (rarement sub glabres), couvertes de poils
églandulaires de longueur variable (<0,1-0,7 mm), généralement incurvés, apprimés et
antrorse, parfois concentrés en 2 lignes opposeées ; la pousse apicale porte 3-8 paires de feuilles.
(Figure.44)
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Figure 44. les parties aérienne illustrant la tige de V.rosea

Feuilles : De 1 a 2 centimétres de long, 5-7 millimetres de large, glabres , les basales sont le
plus souvent elliptiques ou ovales a suborbiculaires ,cunéiformes, dentées, obtuses, décurrentes
en pétiole; les feuilles moyennes sont linéaires-lancéolées, oblancéolées, ovales a elliptiques, £
profondément dentées a pinnatifide ; cunéiforme a obtus a la base, subrévoluté a révoluté,
subglabre ou pilosé, brievement pétiolés ; les feuilles de la pousse apicale sont opposées,

généralement linéaires a oblancéolées. Entiéres (rarement dentées), révolues.( Figure.45)

Figure 45. les feuilles de V. rosea

Grappes : Terminales, généralement par paires ou par triples, de 6 a 8 centimetres, nues a la
base.

Fleurs : Nombreuses, serrées, pédonculées. Bractéole linéaire, un peu plus courte que le
pédoncule. Calice a quatre parties ; lobes linéaires-lancéolés, inégaux.
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Les fleurs sont d'un bleu pale et plus courtes que le calice , regroupées en grappes au sommet
des rameaux, avec des pedoncules fructiferes courts et dressés.( Quezel.,1963)

Apparentée a V. austriaca Jacq. Elle differe par sa tige arbustive ascendante, ses grappes
terminales et sa corolle rose. Elle fleurit en été. (Figure.46)

Figure 46. la fleur de V. rosea

Les racémes : sont axillaires, presque toujours opposés, portant des fleurs, disposées de
maniere lache a dense ; pédoncules de 1-9 cm de long, subglabres ou couverts du méme type
d'indument que la tige. (Figure.47)

Figure 47. Racémes de V. rosea

Les bractées : ont 3,5-5 mm de long, linéaires-lancéolées a étroitement elliptiques, entiéres,

subglabres ou pilosées ; pédicelles (3-4 ) mm de long. Calice de 3-5 mm de long ; les sépales,
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linéaires-lancéolés a oblancéolés, le plus souvent plus courts que la capsule, subglabres ou

pilosés, avec des poils églandulaires.

Corolle : Corolle rotative de la taille de V. Teucrii Lin. ; lobes ovales, obtus ; le lobe inférieur
plus petit.10-14 cm de diamétre, bleue, rarement rose pale. Capsule légérement plus longue que
large, légerement plus large que longue ou aussi longue que large, obcordée, obovale a
largement obovale ou suborbiculaire, + arrondie a la base, généralement émarginée, sinus

jusqu'a 0,9 mm de profondeur, glabre ou pilosé, avec des poils églandulaires.

Style : 5-6,5 mm de long.

Graines : 1-2 x 0,7-1,8 mm, environ 6-10 par capsule.

Nombre de chromosomes: -2n = 16.

Phénologie: Floraison d'avril a juillet. (Rojas-Andrés & Martinez-Ortega, 2016)

Notons gque Veronica rosea est morphologiquement tres variable. Par conséquent, de nombreux
taxons infra-spécifiques ont été décrits . Malgré cette variabilité morphologique, V. rosea
constitue une lignée monophylétique d'aprés les données AFLP et les données de séquence
ADN . (Rojas-Andrés & Martinez-Ortega, 2016), Al Yasmina N°1 (2020) - René MAIRE : Flore
de L Afrique du Nord.)

111.1.8. Répartition géographique de I’espéce Veronica rosea Desf

Veronica rosea Desf est retrouvée dans les prairies seches et rocailleuses et clairiéres forestieres
(800-3,500 m.)

Veronica rosea Desf est une plante endémique de 1’Algérie et du Maroc. La carte ci-dessous

(Figure.48) surligne les zones de pousse de cette espece.
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Figure 48. Distribution géographique de 1’espéce Veronica rosea Desf (Rojas-Andrés &
Martinez-Ortega, 2016)

111.1.9. Propriétés pharmacologiques des espéces du genre Veronica

Les especes de Veronica sont devenues importantes en raison de leurs utilisations
traditionnelles et de leurs activités biologiques. Auparavant, des rapports indiquaient que la
véronique était antimicrobienne (Stojkovi¢ et al., 2013) , diurétique, cicatrisante, analgésique,
expectorante et antiscorbutique, posseédant des propriétés qui pourraient étre utiles pour traiter
le cancer, la grippe, I'hémoptysie, la laryngopharyngite, la toux et les maladies
respiratoires.(Barreira et al., 2014)
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111.2. CYTISUS PURGANS

I11.2.1. Position Taxonomique de I’espéce cytisus purgans

G‘agne - Plantae

Division - Tracheophyta

Sous-division - Spermatophytina
Classe - Magnoliopsida
Ordre - Fahales
Famille — Fabaceas
Genre - Cyiisus

Espéce — Cytisus purgans subsp. balansae (Boiss.) Maire

J

111.2.2. Les Fabaceae

Les Fabaceae ou Leguminosae, communément appelées la famille des Iégumineuses, des pois
ou des haricots, est une grande famille de plantes a fleurs, importante sur le plan économique.

Arbres, arbustes ou herbes, vivaces ou annuelles, parfois grimpantes ou décombrantes,et
facilement reconnaissables a leurs fruits (Iégumineuses) et a leurs feuilles composées
et stipulées Ce groupe est la troisieme famille de plantes terrestres en nombre
d'espéces, derriére les Orchidaceae et les Asteraceae, avec 730 genres et plus de 19

400 especes. (A. Rahman & Parvin, 2014)

En Algérie, on recense environ 53 genres et 337 espéces de Fabaceae (Quezel et Santa, 1963).
Les légumineuses sont remarquablement riches en flavonoides. Notamment, la sous-famille
des Papilionaceae se distingue par la presence d'isoflavones, d'anthocyanines, et de flavonols

glycosylés .

A I'heure actuelle, la famille des lIégumineuses est classée en trois sous-familles distinctes : les
Caesalpinioideae, les Mimosoideae et les Papilionoideae. Les Caesalpinioideae sont subdivisés
en quatre tribus, a savoir les Caesalpinieae, Cassieae, Cercideae et Detarieae, regroupant
environ 170 genres et 2250 especes. Les Mimosoideae sont quant a elles divisées en deux

tribus, les Ingeae et les Mimoseae, comptant environ 80 genres et 3 270 especes. Enfin, les

55



Papilionoideae comprennent 28 tribus, totalisant environ 480 genres et 13 800
espéces.(Andrews & Andrews, 2017)

111.2.3. Description botanique des Fabaceae

Les Fabaceaes peuvent étre des herbes, sous-arbrisseaux, arbrisseaux, arbustes ou arbres, de

port, tres varie.
Les tiges sont erigées, grimpantes ou tortueuses.

Feuilles ordinairement alternes, rarement opposées, stipulées composées ou simples, pennées,
bi-tri-pennées folioles parfois pourvues de stipelles a leur base, sessiles ou pétiolulées ; feuilles
parfois réduites a un phyllade (pétiole dilaté). Stipules et stipelles sont présentes ou absentes, et

parfois les stipules se transforment en épines. (Figure.49)

Figure 49 . Feuilles des espéces du genre Cytisus

Inflorescences ordinairement en grappes terminales ou axillaires, parfois spiciformes ou

capituliformes, ordinairement pourvues de bractées et de bractéales.(Figure.50)
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Figure 50. Inforescence en raceme

Fleurs zygomorphes, ou parfois actinomorphes, hermaphrodites, rarement polygames ou
dioiques par avortement. Le plus souvent en racémes, corymbes, épis, tétes ou panicules (
Figure.51)

STANDARD
LEGUME FLOWER

Banaer

wing petal % wing petal

Calyx Fused stamens el

Figure 51. Fleur d’une Fabacée

Calice = gamosépale, ordinairement zygomorphe ; les sépales rarement en nombre de 4,
ordinairement en nombre 5, libres ou connivents, généralement inégaux et parfois bilabiés avec
le sépale impair antérieur. (Figure.52)

Figure 52. Calice des Fabaceaes
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Les pétales sont généralement isomeéres avec les sépales, rarement moins nombreux ou
inexistants, imbriqués ou valvés, distincts et souvent tres différenciés en corolle papilionacée,
le pétale supérieur (standard) étant le plus en avant, avec une téte en forme d'étoile., les deux
pétales inférieurs les plus internes sont généralement liés par leurs bords inférieurs et forment

une carene.

Les étamines sont le plus souvent au nombre de dix , monadelphes, diadelphes ou libres,
rarement au moins, hypogynes ou insérées sur un disque + périgyne ; antheéres basifixes ou
dorsifixes, introrses, a 2 loges, déhiscentes par une fente longitudinale, rarement par un pore.

parfois transversalement et rarement longitudinalement septés.

Carpelle unique, sessile ou stipité, ordinairement uniloculaire. Ovules ordinairement nombreux,

rarement un seul, insérés sur la suture ventrale, campylotropes, amphitropes ou anatropes.

Fruit formé typiquement par une gousse, parfois charnu ou transformé en série d'akenes

(lomentum) ou réduit a un akene ou a une samare.( Figure.53)

Figure 53. Fruit type des Fabaceaes

Graines : . Les graines sont généralement exalbuminées, parfois strophiolées. Les
cotyledons sont grands, charnus ou foliacés. a tégument ordinairement coriace ou
induré. Funicule + allongé ou court, parfois appendiculé au sommet par une strophiole.
Albumen souvent peu développé ou nul. Embryon courbé ou droit. Germination

hypogée ou épigée. (Xu & Deng, 2017 , Simpson, 2010)

Les fabacées représentent une vaste famille qui se divise en trois sous-familles bien
distinctes (Al Yasmina N°1 (2020) - René MAIRE : Flore de L Afrique du Nord)

1. Mimosoideae : Fleurs actinomorphes ; corolle trés petite, a préfloraison valvaire.
Etamines ordinairement vivement colorées. Graines souvent albuminées, a embryon

droit. Pollen ordinairement en tétrades ou en glomérules
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2. Caesalpinioideae : Fleurs + zygomorphes (ou * actinomorphes, et alors apétales).

Corolle a préfloraison imbriquée, ascendante. Graine souvent albuminée, a embryon

droit. Sépales ordinairement libres

3. Papilionoideae : Corolle a préfloraison imbriquée, descendante. Graine exalbuminée, a

embryon courbé. Sépales ordinairement concrescents

Figure 54. Glycirrhiza glabra

111.2.4. Le genre Cytisus

Le genre Cytisus est prévalent dans le bassin méditerranéen, comprenant environ 70 especes,

dont huit poussent dans le nord de I'Algeérie. (Bouziane et al., 2018)

Les genéts sont des arbustes a fleurs, des sous-arbrisseaux ou de petits arbres ordinairement

inermes, rarement a rameaux un peu spinescents ( Figure.55)
Les branches sont alternes .

Les feuilles sont unifoliées a trifoliées, caduques, ordinairement trifoliolées, rarement

unifoliolées, souvent stipulees, a stipules petites, sétacées.

Les fleurs sont simples ou en paires jusqu'a quatre axilles foliaires, jaunes, blanches ou
purpurines, tantot latérales axillaires, tantot en grappes allongées ou courtes ombelliformes ou

capituliformes, terminales sur des brachyblastes ou méme sur des macroblastes.

Bractées et bractéales ordinairement petites et caduques.
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Le calice campanulé ou tubulé, bilabié, a dents ordinairement courtes. Etendard ovale ou
suborbiculaire ; ailes obovales ou oblongues ; carene incurvée ou presque droite, obtuse ou a
peine acuminée ; onglets des pétales tous libres.

Les étamines toutes concrescentes en tube fermé ; anthéres externes dorsifixes ; anthéres

internes basitixes plus longues.
Ovaire sessile, pluriovulé ;
Le style incurvé a stigmate capité, transversal ou un peu oblique.

Les fruits sont principalement des gousses typiques avec une dehiscence plus ou moins

explosive (et valvulaire) via des sutures dorsales et ventrales

Les graines presque toujours arillée. (Ferreira-Sousa et al., 2024)

Cytisus spp.

multiflorus oromediterraneus scoparius striatus

Figure 55 . Description botanique de certaines espéces du genre Cytisus (Ferreira-Sousa et
al., 2024)

Ces plantes sont distribuées dans le monde entier, prévalant dans les sites ouverts (typiquement
les buissons et les landes) du Bassin méditerranéen (Europe et Afrique du Nord) et de I'ouest de
I'Asie.
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111.2.5. Description botanique de Cytisus purgans

Arbrisseau vert sombre, trés rameux des la base, formant un buisson dense plus ou moins

hémisphérique, plus ou moins spinescent.

Rameaux jeunes sillonnés-cotelés, pubescents soyeux par des poils simples apprimés,
basifixes, atteignant 0,45 mm long., lachement feuillés, bient6t glabres et aphylles, rigides,

dressés ou étalés-dressés, souvent intriqués.

Feuilles sessiles, non stipulées, toutes unifoliolées, insérées sur un coussinet saillant a 3 cotes,
pourvues souvent d'un fascicule foliaire axillaire souvent réduit a des écailles. Folioles petites,
atteignant au plus 8 X 3 mm, linéaires-lancéolées oblancéolées ou obovales-oblongues,
atténuees a la base, subsessiles, obtuses ou plus ou moins aigués, mucronulées au sommet,
entiéres, a marges souvent plus ou moins involutées. Villeuses-soyeuses sur les 2 faces ou
glabres sur la face supérieure ; nervation pennée ; nervure médiane un peu saillante en dessous,
nervures secondaires tres gréles, anastomosées en réseau peu dense, avec des terminaisons

libres, visible seulement par transparence.

Fleurs latérales , solitaires ou géminées vers le sommet des rameaux d'un an, a l'aisselle de
feuilles plus ou moins réduites. Pédoncules floriféres courts (3-5 mm), gréles, pubescents-

soyeux, pourvus de 2 bractéales tres petites au-dessus du milieu ou au sommet. (Figure.56)

Calice court (3-4 mm), membraneux, blanchatre ou plus ou moins purpurescent, bilabié,
pubescent-soyeux extérieurement, glabre intérieurement ; tube calicinal campanulé, a partie
réceptaculaire presque nulle ; levres divariquées, subégales, séparées par des sinus tres larges et
plus ou moins obtus ; labre plus large que long, presque semicirculaire, a 2 dents minuceules,
rapprochées, souvent peu visibles ; labiole parfois un peu plus long que le labre, a peu pres de

méme forme, a 3 dents minuscules, rapprochées et parfois peu visibles.

Corolle jaune d'or, 9- 13 mm long, étendard glabre, obovale ou suborbiculaire, 9- 12 X 7,5-9
mm, a limbe multinervié, émargine au sommet, + cordé a la base ; onglet court, 1 -2 mm long.
Ailes un peu plus longues ou un peu plus courtes que I'étendard, entierement glabres, oblongues

ou oblongues-cultriformes, 3-5 mm larg., a oreillette défléchie ; onglet libre, étroit, 3 mm long.

Carene égalant les ailes ; un peu arquée, non ou + incurvée au sommet, obtuse, 3,5-4 cm larg, a
marges antérieures pubescentes en face de l'oreillette, du reste glabre ; oreillettes non ou +
défléchies ; onglets libres.

Etamines glabres concrescentes en tube fermeé long (2/3-3/4 de I'androcée) ; anthéres jaunes

alternativement linéaires-oblongues, basifixes, c. 1 mm, et oblongues, dorsifixes, 0,6 mm.
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Ovaire vert, atténué et substipité a la base, linéaire-lancéolé, comprimé, v illeuxsoyeux, 3-6-
ovulé, atténué en style aussi ou plus long que lui. Style subulé + incurveé, glabre ou portant
quelques poils a la base, stigmate a peine renflé, un peu oblique extrorse.

Gousse oblongue - linéaire ou largement linéaire, entourée a la base par le calice persistant, non
stipitee, J ,2-2,5 X 0,5-0,6 mm, tres aplatie, non ou a peine toruleuse, villeuse (a villosité +
apprimée), brunatre ou noire a maturité, brievement acuminée au sommet, coriace, dehiscente,
1 -4-sperme.

Graines brun noir, lisses, ovées ou ovées-suborbiculaires, trés comprimées, 2,5-4 x
2,25-3,5 mm (sans larille) ; arille jaunatre, en fer a cheval ou parfois trés allongée,
bilobée a la base, atteignant 2,75 X 0,75 mm. . (Dobignard & Chatelain, 2010)

Figure 56. Cytisus purgans

111.2.6. Répartition géographique du genre Cytisus

Le genre Cytisus compte environ 60 especes reparties du nord de I'Afrique (Maroc) a I'Europe
du sud, de l'ouest et du centre, atteignant I'Allemagne et la Pologne au nord, et la Russie
occidentale, la mer Noire et la Turquie a I'est. La plus grande diversité d'espéces est observée
autour de la mer Méditerranée.(Cristofolini et al., 2006)

Cytisus purgans subsp. balansae (Boiss.) Maire est une espéce endémique de la méditerranée
on la retrouve exactement en Algérie, Maroc et Espagne. ( Figure.57)

En Algérie , Cytisus purgans subsp. balansae (Boiss.) Maire, sévit dans les foréts claires et
paturages rocailleux calcaires et siliceux des moyennes et hautes montagnes bien arrosées et
semi-arides, de 1 600 a 3 600 m, - C. Aures ; Bellezma ; Monts du Hodna - A. Djurdjura :
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sommet de Lalla Khadidja - M. Rif : M ont Azrou (E. et M .) ; commun dans le Moyen Atlas et
le Grand Atlas ; Siroua et Sargho ; Monts des Ait-Mesrouh (Maire, 1987.)

Figure 57. Distribution géographique de Cytisus balanseae boiss ball Maire

111.2.7. Propriétés pharmacologiques du genre Cytisus

Les Fabaceaes sont utilisées pour synthétiser une large gamme de produits naturels y compris
des ardbmes, des poisons, des colorants, et ont aussi une grande importance a des fins
médicinales. Traditionnellement, ces plantes fournissent une thérapie sre et efficace pour le

traitement de nombreuses pathologies .(Ahmad et al., 2016)

Le genre Cytisus a été mentionné dans la medecine populaire comme diurétique et pour le
traitement de I'hypertension légére. De plus, une décoction de feuilles a également été signalée

comme efficace pour soulager les problemes des voies respiratoires.

Plusieurs espéces du genre Cytisus ont été utilisees en médecine traditionnelle, principalement
pour leurs potentiels antioxydants, cytoprotecteurs, diurétiques, hypnotiques, anxiolytiques,

antiparasitaires et antidiabétiques.(Bouziane et al., 2018)

Plusieurs espéces du genre sont utilisées dans la médecine traditionnelle de différents pays. Au
Portugal, les especes Cytisus multiflorus (L'Hér.) Sweet, C. scoparius (L.) Link et C. striatus
(Hill) Rothm sont utilisées en médecine populaire pour leurs propriétés biologiques et parfois

comme condiment alimentaire. Ces especes sont connues pour leurs propriétés anti-
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inflammatoires. Des infusions, décoctions et toniques prépares a partir de fleurs fraiches ou
séchées a I'ombre sont utilisés pour les affections respiratoires, gastro-intestinales et cutanees.
IIs sont également appliqués pour controler le diabéte et le cholestérol (Pinela et al., 2011). Les
fleurs de C. multiflorus ("Xesta branca™) sont utilisées dans la médecine traditionnelle du
Portugal comme diurétique, pour traiter les problemes du systeme urinaire et contre
I'nypertension artérielle. Cytisus scoparius, également appelé Sarothamnus scoparius, est une
plante bien connue en Ayurveda. Cette plante est utilisée comme diurétique, hypnotique et
sédatif, anti-diabétique et hépatoprotecteur . Elle est également connue comme un tonique
cardiaque stimulant et diurétique et a été signalée comme un remede utile dans la gestion de

I'insuffisance cardiaque et de I'eedéme cardiaque (Bouziane et al., 2018)

Comme rapporté precédemment, depuis longtemps, les extraits de ces plantes sont utilisés a des
fins thérapeutiques en raison de leurs propriétés hypnotiques et sédatives, diurétiques,
antidiabétiques, hépatoprotectrices, antioxydantes, anti-inflammatoires, antiparasitaires,
lithotritiques, cardiotoniques, hypotensives, cathartiques et émétiques. Les propriétés
thérapeutiques des Cytisus spp. sont principalement associées a leur haute concentration en
composés polyphénoliques, Le schéma de la Figure.58 présente les principales actions
thérapeutiques rapportées jusqu'a présent pour les produits dérivés des plantes du genre
Cytisus.
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Figure.58 : Importance médicinale des espéces du genre cytisus (Ferreira-Sousa et al.,
2024)
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V1. 1. Objectifs de I’étude

Dans le but d'accroitre les chances de découvrir de nouvelles biomolécules naturelles issues des
plantes, les chercheurs sont souvent incités a explorer des espéces peu étudiées, voire inédites
jusqu'a présent. Cependant, un scientifique avisé peut également faire des découvertes
significatives en examinant une plante déja largement étudiée sous un nouvel angle : en se
concentrant sur un organe ou un extrait différent, en utilisant de nouvelles techniques

analytiques, en visant des cibles biologiques différentes, etc.

L'objectif de cette étude est d’explorer les phytoconstituants de deux plantes de la flore
Algérienne Cytisus purgans et Veronica rosea, puis d’évaluer leur effet thérapeutique en

examinant les différentes activités biologiques de leurs extraits.
V1.2. Matériel végétal

V1.2.1. Veronica rosea Desf

Veronica rosea Desf a été récoltée au mois de juin 2020 dans les montagnes de Chelia, a I'est de

I’ Algérie précisément dans la région de Khenchela. (Fig.59)

Figure 59. Veronica rosea Desf

L'identification botanique de 1’espéce a été réalisée par le Professeur Bachir Oudjehih de
I'Institut des Sciences Vétérinaires et des Sciences Agronomiques de I'Université de Batnal.

Un échantillon de référence a été déposé au niveau du laboratoire sous la référence
155/LPTPCMB.
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Apres séchage dans un endroit sec et a ’abri des rayons solaires et a température ambiante, les
parties aériennes ont été coupées en petits morceaux, réduites en une poudre fine a l'aide d'un
broyeur électrique et pesées (500Q)

V1.2.2. Cytisus purgans subsp. balansae (Boiss.) Maire

Cytisus purgans a été récolté au mois de juillet 2020 dans les montagnes des Aures plus

précisement a Ichemoule .

L’espéce Cytisus purgans subsp. balansae (Boiss.) Maire a été identifié par Professeur
F.Bekdouche de I'Université de Batna2. Des spécimens de référence ont été déposés dans
I'nerbier du Laboratoire de pharmacognosie du département de pharmacie de Batna, Algérie
(Figure.60) sous le numéro de référence : 194/LPTPCMB

Figure 60. Cytisus balansae boiss ball Maire
Le matériel végétal collecté a été séché a I'abri de la lumiére directe du soleil, a I'obscurité et a
température ambiante puis réduit en poudre fine.
V1.3. Analyses phytochimiques

V1.3.1. Préparation des extraits de plantes

L'extrait hydro-éthanolique a été obtenu par macération de la poudre de plante (500g) dans 5 L
d’un mélange éthanol/eau (70:30, VV/V) pendant trois jours a température ambiante. Cette étape
a été répétée deux fois de plus en remplacant le solvant.
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L'extrait obtenu a été filtré sur du papier filtre Wattman n°3 et le solvant organique a été éliminé
a l'aide d'un évaporateur rotatif sous pression réduite a 35°C. Le fractionnement de I'extrait brut
par la méthode liquide-liquide est effectué en utilisant une série de solvants de polarité
croissante. (Figure. 61)

L'extrait aqueux brut a été initialement mélangé I'nexane (\VV/V) pour éliminer les lipides et les
pigments, et apres séparation, la phase organique supérieure a été récupérée. Cette étape est

répétée plusieurs fois avec renouvellement du solvant jusqu'a ce qu'il devienne transparent.

La phase aqueuse inférieure a été soumise & un autre fractionnement avec de ’acétate d’éthyle
pour donner la fraction d'acétate d'éthyle (EAE) et enfin au n-butanol pour donner I'extrait au n-
butanol (BUE).
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Matériel végétal

V.rosea, C.purgans

Macération EtOH(70%), T° ambiante , Filtration,
Evaporation (T°=35°)

lEau distillée

Extrait aqueux

Extrait aqueux

Figure 61. La procédure d'extraction séquentielle pour préparer les fractions
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V1.3.2. Calcul du rendement d’extraction

Le rendement en pourcentage (%), est defini comme étant le rapport entre la masse d’extrait et

celle de la plante séche en poudre. Il est calculé par la formule suivante :

poids de l' extrait

Rendement % = x 100

poids de la poudre
V1.3.3. Criblage phytochimique

Le screening phytochimique implique I'analyse qualitative et quantitative des extraits de plantes
pour identifier la présence de différentes classes de phytochimiques ou métabolites

secondaires. (Traoré et al., 2019)

Les phytocomposés couramment testés comprennent les alcaloides, les flavonoides, les
saponines, les tanins, les glycosides, les terpénoides et les composés phénoliques.(Dubale et al.,
2023)

Plusieurs méthodes sont utilisées pour le dépistage phytochimique, notamment des tests
colorimétriques, des réactions de précipitation et des tests chimiques spécifiques pour les
phytochimiques individuels. (Hamid EL-Haoud et al., 2018)

Dans I'ensemble, le dépistage phytochimique est une étape importante dans I'évaluation des

extraits de plantes pour leurs composeés bioactifs potentiels.

Les essais phytochimiques ont été réalisés selon les techniques classiques (P. K. Singh et al.,
2022) Les groupes phytochimiques majeurs qui ont été déterminés sont les suivants : les

alcaloides, les flavonoides, les tannins, saponines, stérols et les terpénes.
Les différents protocoles sont décrits ci-apres :
V1.3.3.1. Test des Alcaloides

La méthode de détection des alcaloides repose sur leur aptitude a former des précipités ou des
complexes insolubles avec des métaux lourds et/ou des métalloides (comme Bi, Hg, 12, etc.)

présents dans les "réactifs généraux des alcaloides” (Mayer, Bouchardéat, Dragendorff).

Les réactions de précipitation ne donnent un résultat positif qu'avec les sels d'alcaloides dans

une phase aqueuse acide.

Dans cette démarche, nous avons effectué une macération sous agitation pendant 2 heures de 2
grammes de poudre végétale (C. purgans et V. rosea) dans 40 millilitres de solution d'HCI

diluée a 1%. Ensuite, ce mélange a eté filtré. L'apparition d'une turbidité ou d'un preécipité blanc,
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orange ou marron apres l'ajout des réactifs de Mayer, Bouchardat et Dragendorff,

respectivement, indique la présence des alcaloides.(Shaikh & Patil.,2020)
V1.3.3.2. Test des Flavonoides

Dans un tube a essai, mettre 0,5 g de poudre de plante et 8 ml d'éthanol, puis chauffer au bain de
sable pendant 10 minutes. Ensuite, filtrer a chaud sur papier filtre et ajouter au filtrat 1 ml
d'acide chlorhydrique (HCI) et une pincée de Mg. Le dégagement de gaz (H2) et la présence
d'une couche surnageant de couleur rouge indiquent la présence des flavonoides vrais (Jaradat

et al., 2015). Si cette coloration devient :
- rose orangée : présence de flavones.

- rouge violacée : présence de flavanones.
- rouge cerise : présence de flavonols.
V1.3.3.3. Test des Tanins

On peut se servir de ces deux réactifs (Stiasny et FeCI3) pour mettre en évidence les différents
types de tanins présents dans une drogue végétale. Par ailleurs pour l'identification des tanins
catéchiques, on peut se servir de la réaction spécifique de Bate-Smith dans laquelle les tanins
condenses, traités a chaud par un acide, se dégradent en anthocyanidols pigments colorés en

rouge.
a. Oxydation des tanins condensés (Bate-Smith)

Par chauffage en milieu chlorhydrique, les tanins condensés s'oxydent en phlobaphénes colorés

en rouge.
-On mélange 0.5g de la poudre avec 5ml de butanol chlorhydrique.
-On porte a ébullition ce mélange.
*Le test est positif si on obtient une coloration rouge
b. Recherche des tanins hydrolysables (Stiasny et FeCl3)

On peut mettre en évidence les tanins hydrolysables par addition de FeCI3 a 2% dans le filtrat,

apres preécipitation des tanins condensés a chaud par addition a I'infusé du réactif de Stiasny.

-Dans un erlenmeyer, on met 0.5g de la poudre a laquelle on ajoutel ml d'eau distillée., on
laisse infuser pendant 30 min, puis on filtre. Au filtrat, on ajoute 2 ml de réactif de Stiasny. On

met le mélange a I'évaporation pendant 30 min au bain de sable . On note la présence d'un
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précipite, donc la présence des tanins condenses. On filtre, puis au filtrat on ajoute de I'acétate

de sodium (tampon) jusqu'a saturation. Ensuite, on met quelques gouttes de FeClI3 a 2%.
L’obtention d’une coloration bleu-noire indique la présence des tanins hydrolysables.
V1.3.3.4. Test des Saponines

Le test de la mousse consiste a placer 2 grammes de matiére végetale dans une fiole contenant
50 millilitres d'eau tiéde, a laisser bouillir pendant 5 minutes, puis a filtrer le mélange et a le

laisser refroidir.

Dans un tube a essais, on met quelques millilitres du filtrat. La solution est fortement agitée
pendant environ 30 secondes et on laisse reposer quelques secondes. La présence de saponines

est indiquée par I'apparition d'une mousse qui dure quelques secondes.
V1.3.3.5. Test des Stérols et des terpénes

La détection est basée sur la réaction de Libermann Burchard. C’est une réaction colorée, les
réactifs employés donnent des indications positives, avec les composés triterpéniques et avec
les composés stéroidiques sachant que ces derniers sont des composés de biodégradation de

triterpénes, donc elle sert a distinguer entre les triterpénoides et les stéroides.

Le groupement OH en 3 est protégé par addition d'anhydride acétique. Cette réaction est suivie
soit d'une isomérisation soit d'une transposition moléculaire, ce qui provoque le changement de

coloration

- La réaction se fait sur une macération dans 1’hexane : 1 g de poudre avec 10 ml d’hexane avec
agitation. Le mélange est ensuite filtré, puis le volume est ajusté a 10 ml, ensuite évaporé a sec
dans un bain marie. Le résidu obtenu est repris par un mélange de 0,1 ml d’anhydride acétique

et 0.1 ml de chloroforme.

La formation d’un anneau rouge-brunatre ou violet dans la zone de contact des deux phases et
d’une coloration verte ou violette de la couche surnageant indique la présence des sterols et des

triterpenes.
V1.3.3.6. Les hétérosides cardiotoniques

La détection est basée sur la réaction de Keller Killiani. En effet, les 2-désoxy-hexoses des
cardénolides peuvent étre mis en évidence par le test de Keller Killiani. En présence d’acide
acetique et d’acide sulfurique (renfermant des traces de sels ferriques), les 2-désoxyriboses sont

responsables de la formation d’un anneau brun a I’interface.
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-Dans un tube a essai, on introduit 1g de poudre, puis on ajoute 5ml d’acide acétique et 5ml

d'acide sulfurique, ensuite, on rajoute au mélange 2 a 3 gouttes de FeCls 2%.

La présence des glycosides cardiotoniques est confirmée par la formation de deux phases, lI'une

colorée en brun rouge (acide acétique), et la deuxieme en bleu-vert (acide sulfurique)
V1.3.3.7. Les coumarines

La mise en évidence des coumarines est basée sur la fluorescence des coumarines sous la

lumiére ultraviolette a 366 nm .

Une quantité de quelques milligrammes de 1’extrait est solubilisée dans 2 ml d’eau chaude. La

solution obtenue est divisée en deux parties égales dont :
- La premiére représente un témoin ; - La deuxiéme est traitée avec 0.5 ml de NH4sOH a 10%.

L’examen est réalisé sous la lumiére ultraviolette et I’apparition d’une fluorescence intense

réveéle la présence de coumarines (Houta et al., 2012.)

VI1.3.4. Séparation chromatographique des fractions et identification structurale des
produits purs

Les fractions acétate d’éthyle des deux extraits ont subi des tests préliminaires sur plaque CCM

afin de déterminer le bon systéme de séparation sur colonne.

Le fractionnement des extraits acétate d’¢thyle de Veronica rosea (11.29) et et n-butanolique de

Cytisus purgans (11,3g) a été effectué par chromatographie sur colonne ouverte.
V1.3.4.1. Fraction acétate d’éthyle de Veronica rosea

La fraction acétate d’éthyle de V. rosea a été séparés par chromatographie sur colonne en
polyamide et 1’élution en mode gradient avec des mélanges toluéne-Ethanol (de 1:0 & 0:1).

Des fractions de 100 ml recueillies a chaque fois sont soumises a une chromatographie sur
couche mince (C.C.M), visualisées a la lumiere UV (254 et 365 nm) et révélées avec une

solution de chlorure d’aluminium ou & la vanilline sulfurique et chauffage a 100°C.

Les 7 fractions collectées (P1 a P7) ont ensuite été purifiées sur colonne de gel de silice, colonne

a phase inverse la RP-18 et enfin sur colonne de gel de polyamide.

Le suivi de ce fractionnement par chromatographie sur couche mince, a permis de rassembler
les fractions présentant des similitudes, ce qui aboutit a I’obtention de fractions majoritaires .

Plusieurs étapes de séparation et purification par une combinaison de chromatographie sur
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colonne de gel de silice ainsi les plaques préparatives (CCE) ont conduit a I’isolement de 08
huit composés (1-8), dont les structures ont été soigneusement identifiées a I'aide d'une
combinaison de techniques spectrales notamment la spectrométrie de masse et la RMN .

V1.3.4.2. Fraction n-butanolique de Cytisus purgans

La fraction n-butanolique de C.purgans a été dissoute dans le méthanol et mélangée avec du
gel de silice et évaporee a sec, en donnant une poudre solide qui est déposée sur une colonne de

gel de silice préparée dans I’hexane .

L'élution effectuée en mode de gradient en utilisant un mélange de solvants Hexane — Acétate
d’éthyle 100/00 & 00/100 puis Acétate d’éthyle/Méthanol 100/00 a 100/00

Les CCM des fractions collectées sont visualisées sous la lumiére UV et révélées a ’acide

sulfurique et chauffage.

Les huit fractions majoritaires obtenues ont été retraitées avec différentes techniques

chromatographiques de purifications ce qui nous a permis I’isolement de 7 COmMpOSEs purs.

L’identification structurale des composés isolés est basée sur les données d’analyse
spectroscopiques . Les spectres de résonance magnétique nucléaire monodimensionnelle et
bidimensionnelle (RMN 'H, RMN *3C, COSY, HSQC et HMBC) ont été enregistrés sur un
appareil de type BRUKER Avance de I’Institut de Chimie de 1’Université de Strasbourg. Les
spectres RMN H ont été obtenus a 500 et 300 MHz, tandis que les spectres RMN *C ont été
enregistrés a 125 et 75 MHz. Les échantillons ont été solubilisés dans des solvants deutérés tels
que le CDCI3, le CD30D et le DMSO-d6.

V1.3.5. Dosage des polyphénols totaux

Les teneurs phénoliques totaux (PPT) ont été déterminées selon la méthode de Mousavi et al.,
(2019) en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu avec des modifications mineures. (Mousavi et
al., 2019)

La technique des reactifs de Folin-Ciocalteu, initialement décrite en 1965 par Singleton et
Rossi, et est largement utilisée pour quantifier les polyphénols dans les extraits d'origine

végétale, ainsi que dans les aliments et les boissons.

La pharmacopée inclut le test Folin—Ciocalteu , et I'Europe I'a adopté comme une procédure
officielle de mesure de la teneur totale en phénols dans les vins (Communauté européenne
1990).(Munteanu & Apetrei, 2021)
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En effet , ce réactif est un acide jaune constitué d'un mélange d'acide phosphotungstique
(H3sPW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PMo012040) , qui une fois réduit par les
polyphénols forme un complexe molybdene (MogO23) -tungstene (WgO23) bleu fixe .(Georgé et
al., 2005)

Brievement, Un volume de 200 pL de chaque extrait (dilué au 1/50) est introduit dans un tube a
essai, 1 mL de réactif Folin-Ciocalteu (dilué au 1/10) y est additionné. Apres incubation a
température ambiante de 5 min, 800 uL de solution de carbonate de sodium (NaxCOsz 7.5 %)
sont ajoutés. La solution finale est bien mélangée et gardée a 1’obscurité pendant 30 min dans
un bain marie. L’absorbance est mesurée a 765 nm contre un blanc a I’aide d’un

spectrophotometre.
Le composé de référence utilisé dans cette méthode est I'acide gallique

Une courbe d’étalonnage est réalisee en paralléle dans les mémes conditions opératoires
en utilisant 1’acide gallique comme standard a différentes concentrations (0.5, 1, 2, 4,
6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 et 20 pg/mL d’acide gallique)

La concentration des polyphénols totaux est exprimée en milligramme d’équivalent

acide galliqgue par gramme d’extrait sec (mg EAG/g MS) en valeur moyenne + écart-
type (n = 3).

Ces tests, basés sur le phénomeéne d'oxydo-réduction, ne présentent pas de spécificité a I'égard
d'une classe particuliere de polyphénols et sont sujets a des interférences avec des composés
tels que les acides aminés de type tyrosine et d'autres substances non phénoliques, comme

I'acide ascorbique. (Georgé et al., 2005)
V1..6. Dosage des flavonoides

L'une des méthodes phares largement utilisées pour la détermination du taux des flavonoides
dans les extraits de plantes est le dosage colorimétrique au chlorure d'aluminium, ou Al(I11) est
utilisé comme agent complexant.(Shraim et al., 2021). Le réactif est une solution incolore de
nitrite de sodium (NaNO2, 5%) et de chlorure d'aluminium (AICl3, 10%). La réaction
d'oxydation des flavonoides possédant un groupe hydroxyle libre conduit a la formation de

complexes jaunatre par chélation de I'ion Al*3 absorbant & 415 nm.

Dans un flacon, 250 pL de I’extrait (dilué au 1/50) sont melangés avec 1 mL d’eau distillée, on
introduit ensuite 75 puLL d’une solution de NaNO> (5%). Aprés 5 minutes on ajoute 75 pL de
AICIz (10 %) suivi de I’addition aprés 6 minutes de 500 uL de NaOH (1N) et 600 uL d’eau

distillée et le mélange est agité immédiatement.
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L’absorbance est mesurée a 415 nm contre un blanc a I’aide d’un spectrophotometre.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en
utilisant la quercétine comme standard a différentes concentrations (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 101, 110 et 120 pug/mL de quercétine)

La concentration des flavonoides totaux est exprimée en milligramme d’équivalent de
quercétine par gramme de matiere séche (mg EQ/g MS) et calculée comme une valeur moyenne

+ écart-type (n = 3)

V1.3.7. Dosage des tanins

VI1.3.7.1. Les tanins condensés

La teneur en proanthocyanidine est déterminée par la méthode de Scalbert (Scalbert1989, in.d.).

Un volume de 200 pL des extraits (dilué au 1/10) est ajouté a 2 ml d’une solution ferreuse acide
(77 mg de FeSO4.7H,0 dissoute dans 500 mL de HCI / BuOH (2/3)). La solution est incubée

pendant 15 min dans un bain marie.
L'absorbance est mesurée a 530 nm contre un blanc a I’aide d’un spectrophotometre.

La concentration est exprimée en milligramme de cyanidine équivalent (CyaE) par gramme
d’extrait sec (mg CyaE / g MS) . La teneur en tanins condensés a été calculée en utilisant la

formule donnée ci-dessous :

g=Abs X VXD X M X V2

mg CyaE/gM I XexvXm

Abs est I'absorbance de I'échantillon a 530 nm;

V est le volume de réaction total (ml);

D est le facteur de dilution;

M est la masse molaire de cyanidine (g mol™?);

V2 est le volume de I'extrait avant dilution (ml);

L est la longueur du trajet (cm™);

€ est le coefficient d'extinction molaire (34.700 L mol™*cm™)
v est le volume de I’extrait dilué 10 fois

m est la masse en poids sec de la matiere seche (g) (Naima et al., 2015)
V1.3.7.2. Lestanins hydrolysables

La teneur en tanins hydrolysables est déterminée par la méthode de Bossu et al. (2006) (Bossu
et al., 2006)
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Un volume de 500 pL des extraits (dilués au 1/50) est ajouté a 2,5 mL d’une solution de KIO3
(2.5%) et laissé réagir pendant 2 min & 30°C dans un bain marie.

L’absorbance est mesurée & 550 nm contre un blanc a I’aide d’un spectrophotométre.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en
utilisant 1’acide tannique comme standard a différentes concentrations (0, 100, 200, 400, 600,
800, et 100 pg/mL d’acide tannique)

La concentration des tannins hydrolysables est exprimée en milligramme d’équivalent acide

tannique par gramme de matiére séche (mg EAT/g MS)

V1.3.8. Dosage des anthocyanes

Les pigments anthocyaniques subissent des transformations structurelles réversibles lors d'un
changement de pH qui se manifestent par des spectres d'absorbance remarquablement
différents. La forme oxonium colorée (orange a violet) prédomine a pH 1,0 et la forme
hémikétal incolore & pH 4,5 . La méthode de différence de pH est basée sur cette réaction et
permet une mesure précise et rapide des anthocyanines totales, méme en présence de pigments

dégradés et d'autres composés interférents.

La quantification des anthocyanes totaux a été évaluée par la méthode du différentiel de pH
(Giusti & Wrolstad, 2001)

Pour le dosage de nos extraits, deux solutions sont préparées, I’une a pH = 1 a I’aide d'un
tampon de chlorure de potassium (0,03 M) et la seconde a un pH = 4,5 a I’aide d’un tampon
d’acétate de sodium (0,4 M).

Un volume de 2 mL de chaque solution tampon est mélangé avec 1mL de chaque extrait (dilue
au 1/50). Les solutions sont ensuite incubées pendant 15 min a I’obscurité puis 1’absorbance est
mésurée a deux longueurs d’ondes 510 nm et 700 nm contre un blanc a I’aide d’un

spectrophotometre. L’absorbance est calculée par la formule ci-dessous :

Abs = (ADs 520 - AbS «700) pH=1- (ADS 520 - ADS 700) pH=45
La concentration des anthocyanes exprimée en mg/L est calculée selon la formule suivante.

—AbsxPM xFD x 1000
mg/! €xd

AVEC :

Abs est I’absorbance ;
PM est le poids moléculaire (g/mol) = 449,2 g/mol pour le cyanidin 3 glucoside ;
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FD est le facteur de dilution (FD=10) ;
€ est le coefficient d’extinction pour le cyanidin 3-glucoside (€ =26900 L mol-tcm™ et

d est I’épaisseur de la cuve (d =1cm).

V1.4. Activités biologiques des extraits des plantes étudiées

V1.4.1. Potentiel antioxydant

Les méthodes et instruments utilisés pour mesurer l'activité des antioxydants ont connu des

progres remarquables au cours des derniéres décennies(Munteanu & Apetrei, 2021)

Pour évaluer I’activité antioxydante in vitro des deux extraits, nous avons sélectionné trois

méthodes qui ont I’avantage d’étre simples et rapides.
V1.4.1.1. Activité du pouvoir réducteur (FRAP)

Le pouvoir réducteur du fer (Fe®*") dans les extraits est déterminé selon la méthode
décrite par(Bougandoura & Bendimerad, 2013) La méthode de la réduction du fer est basée
sur la réduction directe de fer ferrique de la forme ferrique Fe**(CN")s de couleur jaune
en une forme ferreuse Fe**(CN)s, par les antioxydants, qui est déterminée par la
détection spectrophotométrique du complexe (Fe®*")a[Fe?"(CN)s]s de couleur bleu (bleu
de Prusse) présentant une forte absorption a 700 nm (Figure.62)
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Figure 62. Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe
ferricyanide Fe(l11) et un antioxydant (Sadeer et al.,2020)

En pratique, un millilitre de des solutions méthanoliques des extraits étudiés a différentes
concentrations est mélangé avec 0,5mL d'une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et
0,5ml d'une solution de ferricyanure de potassium KsFe(CN)es a 1%. L'ensemble est incubé au

bain-marie a 50°C pendant 20 min et ensuite laissé refroidir, 0.5ml d'acide trichloracétique a
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10% sont ajoutés pour stopper la réaction. Les tubes sont centrifuges a 3000 tr/min pendant 10
min. Un aliquote (0,5mL) de surnageant est combinée avec 0,5ml d'eau distillée et 0,2mL d'une
solution aqueuse de FeCls (Chlorure ferrique) a 0,1%. La lecture de I'absorbance du milieu
réactionnel se fait a 700 nm contre un blanc semblablement préparé, en remplacant I'extrait par
de I'eau distillée qui permet de calibrer I'appareil (spectrophotometre UV-VIS). (Vijayalakshmi
& Ruckmani, 2016)

Le contrble positif est représenté par un standard d'un antioxydant; I'acide ascorbique dont
I'absorbance a été mesure dans les mémes conditions que les échantillons. Une augmentation de

I'absorbance correspond a 1I’augmentation de 1’activité antioxydante .

Le pouvoir réducteur de fer est exprimé par ICso qui correspond a la concentration de

1’échantillon donnant une absorbance de 0.5.
V1.4.1.2. Activité de piégeage des radicaux DPPH

Le pouvoir antioxydant des extraits des deux plantes a été testé par la méthode qui utilise le
DPPH (1,1-diphénylpicrylhydrazyl) comme un radical libre relativement stable.

Cette méthode est basée sur la dégradation des radicaux DPPHe. Le DPPH de couleur violette se
réduit en un composé jaune, le diphénylpicrylhydrazine, dont I’intensité de la couleur est
inversement proportionnelle a la capacité réductrice des antioxydants présents dans le
milieu.(Munteanu & Apetrei, 2021)

Cela permet d'évaluer le taux de réduction de DPPH- et fournit donc un moyen pratique de

mesurer le pouvoir antioxydant des extraits étudiés.

Dans notre expérimentation, nous avons utilisé le protocole expérimental développé par
(Mousavi et al., 2019) avec des modifications mineures. Une solution de 0.1 mM de DPPH a

été préparée dans du méthanol et garder a I'abri de la lumiére.

La réaction est réalisée dans un volume total de 2.5 ml contenant 2 ml de DPPH a 0,1 mM
solubilisé dans le méthanol. Les échantillons des extrais ont été préparés par dissolution dans le
méthanol absolu, ces solutions dites solutions méres subiront ensuite des dilutions pour obtenir

les concentrations finales.

L’acide ascorbique est utilisé comme un antioxydant de référence, une solution mére de
0.05mg/ml est préparés, cette solution subira des dilutions pour obtenir des concentrations
finales de 1 a 10 pg/mL.(Huang et al., 2016)
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Les échantillons sont ensuite laissés a I’obscurité pendant 60 minutes, et la décoloration par
rapport au témoin négatif contenant uniquement la solution du DPPH est mesurée a 515 nm.

L’activité antioxydante est estimée selon 1’équation suivante :

AA G = ABScontrole — ABStest % 100
0~ ABScontrole

Tel que :
AA : activité antioxydante, Abs : absorbance a 515 nm.

La concentration inhibitrice de 50 % de l'activité DPPHe (ICso) de chaque extrait a ensuite été
calculée a partir de I'équation qui détermine le pourcentage d'inhibition en fonction de la
concentration de l'inhibiteur. Elle a été exprimée en pug/mL et comparée a celle de I’acide
ascorbique.

Cette méthode est basee sur la dégradation des radicaux DPPHe. L'antioxydant réagira avec le
DPPHe, lui transférant ainsi des électrons singulets. La solution de radical DPPH pourpre sera
réduite en DPPH jaune-vert ( Figure.63 ) . En mesurant la diminution du violet en fonction du
temps, il sera possible de déterminer I'lC50, qui correspond au temps apres la disparition de

50% de la couleur, c'est-a-dire que la moitié de I'antioxydant réagit avec (DPPHe) (Rahal, 2018)

NO, NO,

O,N NO,

Deep purple Pale vellow

Figure 63. Mécanismes de capture du DPPH par un antioxydant.(Munteanu & Apetrei,
2021; Sadeer et al., 2020)
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V1.4.1.3. La capacité antioxydante totale (CAT)

Elle est évaluée par la méthode de phosphomolybdéne. Cette technique est basée sur la
réduction des ions molybdéne Mo (V1) présents sous la forme d'ions molybdate MoOs> &
molybdéne Mo (V) MoO?*" en présence de l'extrait ou d’un agent antioxydant (V) Cette
réduction se matérialise par la formation d’un complexe verdatre (phosphate/ Mo (V) a un pH

acide ( Fig.64) qui absorbe la lumiere a une longueur d'onde de 695 nm. (Prieto et al., 1999)

"|'|J ArOH [ArOH]
Mo POy [HsPMogV Vo, YO0, 1™
— e =
L‘;f 0 He Greenish-blue
= - 12
Yellow
Feggin ion
A =695 nm
Yellow Greenish-blue

Figure 64. Mécanisme de réaction du phosphomolybdene(Sadeer et al., 2020)

A la différence des autres tests, ce test permet non seulement de quantifier I’apport de I’activité
antioxydante des polyphénols mais aussi d’autres composés antioxydants tel que les vitamines
(C,E...).

En pratique, On a meélangé 0,3 ml de chaque extrait avec 3 ml d'une solution réactive (0,6 M
d'acide sulfurique, 28 mM de phosphate de sodium, et 4 mM de molybdate d'ammonium). Les
tubes contenant la solution réactive ont été incubés a 95 °C pendant 90 minutes. Ensuite,
I'absorbance de la solution a été mesurée a 695 nm a l'aide d'un spectrophotométre par rapport
au blanc. La capacité antioxydante totale a été exprimée en milligrammes d'équivalent d'acide
ascorbique par gramme d'extrait.(Cheurfa & Allem, 2016). Le blanc est constitué de de
méthanol mélangé avec les réactifs mentionnés ci-dessus. Les échantillons et le blanc sont

incubés dans les mémes conditions.
V1.4.2. Activité photoprotectrice

Le facteur de protection solaire (FPS) de I'EAE de V. rosea a été évalué selon le protocole

largement utilisé rapide et accessible décrit par Mansur et al. (1986). (Terto et al., 2020)
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En effet, L'activité photoprotectrice a été mesuree a laide d'une technique
spectrophotométrique en scannant I'absorbance de différentes dilutions de I'extrait (0,1, 0,2,
0,4, 0,6, 0,8 et 1 mg/ml) & des longueurs d'onde allant de 290 a 320 nm, avec des intervalles de
5 nm. En utilisant le méthanol comme blanc de référence Trois répliques ont été analysées a
chaque longueur d'onde en utilisant une cuvette en quartz d'une longueur de trajet de 1 cm et du

méthanol comme blanc pour déterminer la longueur d'onde d'absorption maximale (max).

Le FPS in vitro a été déterminé pour chaque concentration en utilisant I'équation mathématique

développée par Mansur et al :
SPF= CF X Y320 EE(A) X I(1) x Abs(4)
Avec :
EE () : est le spectre d’effet érythémal (erythemal effect spectrum) ;
I (1) : est le spectre d'intensité solaire (solar intensity spectrum) ;
Abs (1) : est I'absorbance des échantillons (absorbance of sunscreen product) ;
CF : est le facteur de correction (correction factor : 10).

Les valeurs de EE (A) x | (1) sont des constantes (Tab.1) , et elles ont été déterminées par
(Sayre et al., 1979).

Tablean 1. Les valeurs de EE () = I(A) utilizées dans le calcul de la SPF (Mansur et al_ | 1986).

Longueur d’onde i. (nm) EE (#)x I(2)
290 0,0150
205 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0837
320 0,0180
Total 1

V1.4.3. Test de stabilisation des membranes de globules rouges

Le test de stabilisation des membranes des globules rouges est une méthode couramment

utilisée pour évaluer I'activité anti-inflammatoire in vitro des extraits de plantes. Cette méthode
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implique l'utilisation de globules rouges qui sont soumis a des conditions de stress, telles que la
chaleur ou I'hypotoniciteé, qui peuvent endommager les membranes cellulaires. Les extraits de
plantes sont ensuite ajoutés aux globules rouges pour évaluer leur capacité a protéger et

stabiliser les membranes cellulaires contre les dommages.

Les résultats de ces tests peuvent fournir des informations sur le potentiel des extraits de plantes
en tant qu'agents anti-inflammatoires, ce qui est pertinent dans le domaine de la recherche en

médecine et en santé. (Ranasinghe et al., 2012)

En effet , la membrane globulaire est analogue a la membrane lysosomale et peut étre utilisée
pour 1’évaluation du pouvoir stabilisateur de membrane par des extraits des plantes. Plusieurs
études ont évalué l'activité anti-inflammatoire in vitro d'extraits de plantes en utilisant des
méthodes telles que la mesure de la libération d'hémoglobine, la dénaturation protéique et la
stabilisation membranaire des globules rouges. Ces études ont montré que certains extraits de
plantes possédent une activité anti-inflammatoire in vitro, ce qui en fait des candidats
prometteurs pour le développement de traitements anti-inflammatoires de stabilisation des

membranes des globules rouges (Akinyemi et al., 2021)
V1.4.3.1. Préparation de la suspension érythrocytaire

Un échantillon de sang total (5 mL) a été prélevé chez des volontaires sains n’ayant pas pris
d’antiinflammatoires depuis 2 semaines par ponction veineuse a l'aide d'une seringue et
immédiatement transféré dans un tube EDTA . L'échantillon de sang a été centrifugé pendant
10 minutes a 3000 tours par minute (rpm) et le surnageant a été soigneusement éliminé tandis
que culot globulaire étaient lavé dans une solution d'isosaline stérile (0,9 % de NaCl m/v)

fraichement preparée et centrifugé a plusieurs reprises jusqu'a ce que le surnageant devienne
clair et incolore. Le composant cellulaire a été reconstitué en une suspension a 40 % (v/v) avec
du tampon phosphate salin (10 mM, pH 7,4) et a été utilisé dans les tests. (Md. K. M. Akanda &
Hasan, 2021)

V1.4.3.2. ’hémolyse induite par I’hypotonicité

Le mélange d'essai contenait 1 mL de tampon de phosphate de sodium (pH 7,4, 0,15 mol/L), 2
mL de solution d'hyposaline (0,36% p/v de NaCl), 0,5 mL de suspension de globules rouges
(10%, v/v) avec 0,5 mL del’extrait ou de diclofénac sodique & des concentrations variables dans
des tubes a essai. Notons que Le tampon de phosphate a €té utilisé pour préparer une série de
dilutions de chaque extrait de plante ainsi que celles du diclofenac de sodium . Pour le témoin

négatif , de I'eau distillée a remplacé la solution d'hyposaline pour induire une hémolyse a
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100%. Les différents tubes a essai ont été incubés a 56 °C dans un bain-marie pendant 30
minutes, puis centrifugés a 5000 tours par minute. La teneur en hémoglobine de chaque tube a
été estimée a l'aide d'un spectrophotometre UV-visible (Schimadzu Double Beam UV-2600,
Japon) a 560 nm.(Parvin et al., 2015, Anyasor et al., 2019).

Le pourcentage de stabilisation est calculé selon 1’équation :

densité optique du tube avec extrait

Stabilisation % = 100 — [ X 100]

densité optique du tube témois
V1.4.3.3. Test d’hémolyse induite par la chaleur

Dans le présent essai , 1 mL de tampon phosphate contenant des dilutions de I'extrait allant de
50 a 400 pg/ml a été combiné avec 1 mL de suspension globulaire , et le mélange obtenu a
ensuite été incubé pendant 20 min a 54 -C dans un bain-marie agité. Le mélange a été centrifugé
(2500 rpm pendant 3 min) apres I'incubation, et I'absorbance du surnageant a été mesurée a 540

nm.

L'expérience a eté réalisée avec une solution isosaline comme contréle , et une solution de

diclofénac sodique a été utilisee comme témoin positif. (Rehman et al., 2021)

Le pourcentage d'hémolyse de la membrane des globules rouges humains a été calculé selon
I’équation :

- Ab b du test
Inhibition % = ——2L2AMC@ R eS” 100

absorbance controle

V1.4.4. Activité hémostatique :

L'analyse in vitro de l'activité hémostatique par la mesure du temps de recalcification du plasma
(PRT) est une méthode couramment utilisée pour évaluer I'effet des extraits de plantes sur la

coagulation sanguine.

Cette méthode implique la mesure du temps nécessaire pour que le plasma coagule en présence
d'extraits de plantes. Plusieurs études ont utilisé cette méthode pour évaluer l'activité
hémostatique des extraits de plantes, démontrant ainsi son importance dans la recherche sur les
traitements hémostatiques naturels. Cette méthode est donc un outil précieux pour évaluer le

potentiel des extraits de plantes dans le traitement des troubles de la coagulation sanguine

Le sang a été prélevé chez des adultes sains dans des tubes contenant du citrate de sodium. La
capacité de I'extrait de V. rosea et C.purgans a induire I'némostase a été évaluée en mesurant le
temps de recalcification du plasma sanguin.
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Afin de déterminer le temps de recalcification du plasma sanguin, une premiere étape consiste
en la préparation du plasma appauvri en plaquettes nécessaire pour 1’étude. En effet , Apres
centrifugation de I'échantillon de sang a 3000 tours par minute pendant 20 minutes, le
surnageant constitué de plasma a été prélevé a l'aide d'une pipette pour obtenir du plasma
appauvri en plaquettes (PPP). Ensuite , 200 pl de PPP ont été mélangés avec 200 pL d'extrait a
différentes doses (1, 2, 4, 6 et 8 mg/mL) et incubés pendant 1 minute & 37 C. Le processus de
recalcification a été initié en ajoutant 200 pL d'une solution aqueuse de CaCl, (0,025 M). Les
tests ont éte realisés en triplicata. Chaque tube a été légérement incliné a 45 ° afin de déceler la
présence éventuelle du coagulat qui est représenté par une masse visqueuse semi-solide et le
chronométre a été arrété des qu’un caillot a été observé. Un autre tube ne contenant que du

plasma et CaCl, a été considéré comme témoin. (Wang et al., 2011)
VI1.4.5. Activité inhibitrice des cholinestérases

Une grande variété de méthodes a été développée au cours des derniéres décennies pour la

quantification de I'activité inhibitrice de 'AChE

L’activité de I’AChE est déterminée suivant la méthode colorimétrique d’Ellman et al, (1961)
(Ellman et al., 1961), une méthode courante pour la détermination de l'inhibition de la
cholinestérase in vitro basée sur la réaction de la thiocholine avec le 5,5’dithio-bis 2-
nitrobenzoate (DTNB) qui donne le Thio- 2- N nitro-Benzoate (TNB) un composé jaune qui
absorbe a 470 nm. L’absorbance du TNB mesurée a 1’aide du spectrophotométre est

proportionnelle & I’activité enzymatique de 1’ Acétylcholinestérase.

Le test d'Ellman est largement utilisé pour quantifier les groupes sulfhydryles dans les peptides
et les protéines, et il est utile dans la recherche en biologie moléculaire et en biochimie pour
évaluer la présence de thiols libres dans les échantillons. Le test d'Ellman est également utilisé
pour évaluer l'activité de la cholinestérase, en particulier pour le dépistage de nouveaux

composés visant a traiter les maladies neurodégénératives.(Patel, 2023)
Principe du test d’Ellman

L'acétylcholinestérase (AChE) est une enzyme spécifique des tissus nerveux et des jonctions
neuromusculaires. Elle hydrolyse rapidement l'acétylcholine (neurotransmetteur) en choline

inerte et en acétate. ( Figure.65)
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Figure 65. Schéma d’hydrolyse de I’acétylcholine par 1’acétylcholinesterase

Ce test implique l'utilisation du réactif DTNB (5,5'-dithio-bis-(2-acide nitrobenzoique)), qui
réagit avec les groupes sulfhydryles pour produire un produit coloré, permettant une mesure
spectrophotométrique. Le processus implique la préparation d'un réactif de travail
DTNB, Il'ajout d'échantillons ou de produit de réference, et la mesure de l'absorbance
a une longueur d'onde spécifique, genéralement 412 nm.

Expérimentalement on utilise 1’iodure d’acétylcholine (IATC) comme substrat de cet enzyme
dont le produit de la réaction est la Thiocholine .

Le test d'Ellman évalue I'inhibition d’un produit sur 'AChE. C'est un protocole standard qui
permet de déterminer les thiols libres. Le test d'Ellman repose sur le clivage de
I'acétylthiocholine par I'AChE / butyrylcholinesterase pour produire du thiocholine, qui réagit

avec le 5,5'-dithiobisnitrobenzoate (DTNB) pour former un anion jaune. Cette réaction est
illustrée dans la figure.66.
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Mixed disulphide Yellow 5-thio 2- nitrobenzoic acid (TNB)

Figure 66. Mécanisme de la réaction d’Ellman (Ali-Shtayeh et al.,2014)
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En présence d'inhibiteurs enzymatiques, la réaction permet d'étudier les paramétres cinétiques
puis de quantifier I'inhibition exprimée par sa ICso (la concentration réduit de moitié I'activité
enzymatique) (Ellman et al., 1961).
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Figure 67. Activité de I’ AchE par la méthode d’Ellman (Koyuncu et al.,2019)

En pratique, 150 pl de tampon phosphate de sodium (100 mM, pH 8,0), 10 pl d'une solution
d'échantillon dissoute dans de I'éthanol a diverses concentrations, et un volume de 20 pl
d'AChE (5,32 x 10-3 U) ou de BChE (6,85 x 10-3 U) ont été mélangés et incubés pendant 15
minutes a 25°C. Ensuite, 10 pl de DTNB (0,5 mM) ont été ajoutés. La réaction a été initiée par
I'addition de 20 pl d'iodure d'acétylthiocholine (0,71 mM) ou de chlorure de butyrylthiocholine
(0,2 mM). Les hydrolyses de ces substrats ont été suivies par spectrophotométrie en mesurant la
formation d'un anion jaune de 5-thio-2-nitrobenzoate de méthyle, résultant de la réaction de
DTNB avec la thiocholine, libérée par I'hydrolyse enzymatique de l'iodure d'acétylthiocholine
ou du chlorure de butyrylthiocholine, respectivement, a une longueur d'onde de 412 nm, a l'aide

d'un lecteur de microplaques a 96 puits (Figure.67) .

L’absorbance du TNB est proportionnelle a I’activité enzymatique de 1’ Acétylcholinestérase ou

la butyrylcholinesterase
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Le controle négatif est preparé de la méme maniere avec du méthanol au lieu de I’extrait de la
plante. Quant & la galantamine hydrobromide de I’espéce Lycoris sp. est utilisée comme un

contrdle positif.

Le pourcentage d'inhibition de I'AChE ou BChE a été déterminé par comparaison des vitesses
de réaction d'échantillons par rapport a I'échantillon témoin (éthanol dans du tampon

phosphate, pH 8) en utilisant la formule :

. . A trole—Aextrait
% inhibition = 22220 2eXTAR 100

Acontrole

Les différences entre les résultats ont été considérées comme statistiquement significatifs

lorsque la valeur P < 0,05.
V1.4.6. Activité inhibitrice de I’uréase
Cette méthode, établie par (Muhammad Taha et al., 2018), a été légerement modifiée.

Dans des plaques de 96 puits, le mélange réactionnel comprenait 10 pL d'extrait, 25
pL d'enzyme urease ( 1 mg enzyme dans 1mL tampon) , 50 pl durée( 0,2553 g Urea
dans 25 mL tampon (PH=8,2)), et 45 pyL du réactif de phénol ( 2 g Phenol (C¢HsOH)
dans 25 mL H2O + 25 mg Naz[Fe(CN)sNO],2H20 dans 25 mL H.0). Ces échantillons
ont été incubés avec 70 pL du réactif basique (0,7125 g NaOH dans 25 mL H.O +
1,175 mL NaOCL (Lig) dans 25 mL H,O ) a 30°C dans une étuve pendant 50
minutes. Ensuite, la lecture de I'absorbance a été effectuée a 630 nm. La thiourée a

été utilisée comme standard.(Taha et al., 2018)

Le pourcentage d’inhibition de I’uréase a été calculé par la formule suivante :

. . A trole—Aextrait
% inhibition = 222106 2eXTAR o 100

Acontrole

Ou Acontréle est l'absorbance du controle négatif, et Aextrait l'absorbance de

I'extrait/standard.
V1.5. Calculs statistiques

Tous les tests ont été répétés trois fois et les résultats ont été exprimes en moyenne
+ écarts types. Les valeurs de I'lCso ont été calculées en effectuant une analyse de
régression linéaire. Pour des comparaisons efficaces, le test de student a été appliqué
en utilisant le logiciel GraphPad. Les différences ont été considerées comme

significatives a P < 0,05.
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IVV.6. Approche insilico et docking moléculaire

Les biomolécules dérivées des plantes présentent un intérét pharmacologique significatif et sont

appelées a devenir des futurs médicaments.

Historiquement, le processus de découverte de nouveaux médicaments impliquait un
criblage aléatoire et des observations empiriques des effets des produits naturels sur
les maladies connues. Actuellement, ce processus est amélioré par le criblage a haut
débit (HTS), permettant un dépistage rapide de nombreux composés contre des cibles
moléculaires ou des tests cellulaires. De plus, les chercheurs explorent continuellement
de nouvelles méthodes pour améliorer l'efficacité du processus de découverte de
médicaments. La conception de médicaments assistée par ordinateur (CADD), souvent
désignée sous le nom de méthodes in silico, est une stratégie visant & améliorer
I'efficacité du développement de nouveaux médicaments. Grace a la modélisation
moléculaire, le CADD permet de cribler virtuellement un grand nombre de composés
pour leurs propriétés similaires a celles des médicaments et leur interaction avec les

cibles pharmacologiques.

Le profilage de I'activité in silico des composés est une méthode informatique émergente
permettant de prédire les cibles les plus probables d'un composé bioactif (Bultum et al., 2022)

Les méthodes in silico peuvent permettre I'identification de candidats médicaments prometteurs
avant méme que des tests in vitro ne soient réalisés, en effet le docking moléculaire est un outil

utile pour prédire I'activité biologique des molécules (Dilshad et al., 2022).

Cependant, les expériences in vitro sont essentielles pour valider les prédictions faites par les

méthodes in silico et fournir des preuves directes de I'activité biologique d'un composé.
IV.6.1. Les molécules a étudier

Les molécules isolées retrouvées dans 1’extrait n-butatanolique de Cytisus purgans ont été
analysées in silico afin de prédire les activités biologiques probables de I’extrait et les

confronter aux résultats des tests in vitro déja effectuées

Le tableau ci-dessous (Tableau.2 ) regroupe les molécules incluses dans 1’étude in silico
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Tableau 2. Les molécules a étudier

Plantes Molécules
Quercetin
Chrysine

Biochanine

Cytisus purgans Isoprunetine
Genistein
Daidzein

Daucostérol

1V. 6.2. Outilsinsilico

Les outils in silico offrent des moyens efficaces et économiques pour effectuer des analyses, des
prédictions et des simulations dans de nombreux domaines scientifiques, Au fil du temps, de
nombreux logiciels de docking ont été développés, proposant une diversité d'algorithmes de

recherche et de fonctions de score.

Dans la présente étude on a utilisé des logiciels ainsi que des sites web qui sont répertoriés dans
les tableaux ci-dessous (Tableau.3 et Tableau.4)

Tableau 3. Les logiciels utilisés dans 1’étude

Logiciels Reéference Usage
systéme expert principalement utilisé dans des applications
Open Babel 241 de chemo-informatique pour la conversion de fichiers de
structures chimiques.

Logiciel de simulation de modélisation moléculaire. Il est

Auto Dock
158 particulidrement efficace pour l'accostage de protéines-
Tools ligands.
Offre une interface conviviale et un environnement
graphique avancé. Elle permet d'accéder a des flux de
Maestro travail de modélisation computationnelle et d'apprentissage

automatique de pointe, permettant des prédictions précises

et économisant du temps pour les chercheurs.
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Tableau 4. Les sites web utilisés dans 1’étude

Nom Adresse électronique Usage
PubChem hitps/‘pubchem nebi nim nth sov | Informations générales (5. Kim
et al,, 2018)
Molinsipiration hitp:/wwwmolingpiration.com’ | prédire les scores de bicactivité
des ligands (Jarrahpour et al.,
2011
ADMET-S5AR http./lmmd ecust educn'admetsar | prédire les propriétés ADMET
1 des ligands (Cheng et al | 2012)
Swiss ADMF http:/wranwr. Swiszs ADME ch de prédive avec précision les
cibles protéiques les plus
probables des petites
molécules.(Craina et al., 2019)

PASS online www. pharmaexpert ripassorling’ | predicg les activités biclogiques
(Jairajpuri et al | 2021)
Pharmmapper hitp:/lilab ecust edu.co/'pharmma ne plateforme web dédies a

ppet/ l'identification potentielle de
cibles médicamenteuzses (J0
Wang et al , 2017}
PDE Bank http:/anawresboorg Télécharger 12 protéine sous
forme de PDB
pockdrug hitps:pockdmg rpbs univ-paris- Prédire le site actif
diderot.fr/cgi- (Huszein et al., 2013)

bin/index py?page=home
1VV.6.3. Méthode du docking moléculaire

Les principales étapes ( Figure. 68 ) impliguées dans la mécanique du docking moléculaire sont

les suivantes :
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Figure 68. Etapes du docking moléculaire

IV.6.3.1. Etape | - préparation de la protéine
+ Choix d'une cible a intérét biologique

Le serveur PharmMapper est un serveur web accessible congu pour identifier les candidats
cibles potentiels pour les petites molécules données (médicaments, produits naturels ou autres
composes recemment découverts avec des cibles de liaison non identifiées) en utilisant une
approche de cartographie pharmacophore. Il posséde une grande capacité de débit et ne prend

en moyenne qu'une heure pour analyser I'ensemble de PharmTargetDB.(X. Liu et al., 2010)

Les sept molécules ont été saisies sur Pharmapper pour avoir les cibles thérapeutiques
potentielles. Et suite aux résultats encourageants obtenus pour 1’évaluation de 1’activité
inhibitrice des cholinestérases, un screening sur le site PDB data base pour sélectionner la
protéine humaine la plus appropriée pour cette activité que nous avons examiné attentivement
la littérature avant de choisir I''D PDB.

La structure tridimensionnelle de la protéine doit étre recupéree a partir de la banque de données
des protéines (PDB) ensuite, elle doit étre prétraitée optimisées et minimisées. Cela devrait
permettre I'amputation des molécules d'eau de la cavité, la stabilisation des charges, la
substitution des résidus manquants, la production des chaines latérales, etc., selon les

parametres disponibles. (Kumar et al., 2023)
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1V.6.3.2. Etape Il - prédiction du site actif

Une étape fondamentale dans la stratégie de criblage virtuel est I'identification des résidus
d'acides aminés pouvant intervenir dans le processus de reconnaissance du ligand. Apres la
préparation de la protéine, le site actif de la protéine doit étre prédit. La protéine réceptrice
possede de nombreux sites actifs, car, pour un méme récepteur, le site actif peut étre différent
selon le profil pharmacologique de la molécule (agoniste, antagoniste, agoniste inverse)
Généralement, les molécules d'eau et les atomes hétéro sont négligés s'ils sont

présents.(Dnyandev et al., 2021)

Le "PockDrug-Server" est un outil efficace pour prédire la « druggabilité » des poches, méme
lorsqu'elles ne sont pas associées a la présence d'un ligand. Il se base sur I'analyse des atomes
d'acides aminés formant la surface des cavités potentielles de liaison. Ce serveur offre une
estimation fiable de la « druggabilité » en utilisant diverses méthodes d'analyse des poches,

garantissant ainsi des résultats cohérents.(Hussein et al., 2015)

Un ligand cristallisé avec le récepteur peut offrir de renseigner sur I’emplacement du site actif.
Néanmoins, il est impératif de traiter ces informations avec précaution et de les interpréter

judicieusement.

+ Prédiction de la druggabilité a I'aide d'une protéine
La structure de la proteine correspond a un code PDB ;
Le type d'information sur la structure de la protéine est la méthode d'estimation fpocket.
Cette méthode, qui n'est pas guidée par des informations sur les ligands, est une méthode
géométrique automatisée basée sur la decomposition d'une protéine 3D en polyedres de VVoronoi.
Elle extrait toutes les poches de la surface de la protéine apo ou holo (Figure.69) en utilisant des
sphéres de différents diameétres. Ses avantages résident dans sa rapidité de calcul et ses
performances satisfaisantes en termes de superposition des sites de liaison connus avec les sites
predits. Cette methode est utilisée par défaut car elle convient a la fois aux protéines apo et
holo.(Hussein et al., 2015)
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Figure 69. Methode d'estimation de fpocket.

Aprés cette premiere étape d'estimation de la poche, certains descripteurs géométriques et
physico-chimiques de la poche et des descripteurs de la protéine impliqués dans le modele
PockDrug sont calculés en arriere-plan, dans le but de prédire la druggabilité de la poche. Dans
la partie suivante, les détails de la sortie seront affichés.

La page de sortie peut étre constituée d'un ou deux onglet(s), variant en fonction du choix d'une
ou deux méthode(s) d'estimation : un onglet de résultat par méthode d'estimation sélectionnée.
En fonction du type d'entrée, deux affichages de résultats sont possibles (Figure.70) :
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Figure 70. Prédiction de la druggabilité de la poche

Si la requéte soumise correspond & une liste de codes PDB, chaque onglet correspond a un
tableau tribal présentant :
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Code PDB de la proteine : donnant acces a la page de résultats détaillés telle qu'elle est décrite

précédemment dans ce paragraphe (case a).

- Nombre de poches estimées (pour chaque méthode)
- Nombre de poches druggables (probabilité de druggabilité supérieure a 0,5)
- Probabilité de druggabilité la plus élevée et son écart-type

4+ Section d'aide a I'analyse
Scores de chevauchement entre les poches estimées différemment (prox vs fpocket) :

Si différentes méthodes d'estimation des poches sont appliquées, il est possible de

comparer les poches grace aux scores de chevauchement.

La figure 71 montre une poche de 1R55 liant le ligand "097", estimée par prox (en

magenta) et fpocket (en bleu).

Pockets Comparison

Observed pocket of theprom‘

estimated by prox4 using protein and
ligandstructural information(HET code
097)

Predicted pockets of the protein
1R55 estimated by fpocket using

only protein structural information

% The Relative overlap (RO):
overlap between one predicted
and one observed pocket for
the same protein.

% The score of overlapping
(S0) : overlap between the
two pocket estimates, estiml-
pocket and estim2-pocket

Observed pocket vs. predicted pocket
S0 =0.38; R0=0.46

Figure 71. Comparaison des poches et scores de chevauchement.

N

Si deux méthodes d'estimation de poche par défaut (prox et fpocket) sont testées, les
scores de chevauchement entre ces deux estimations de poche sont calculés et inclus
dans le fichier de résultats compressé teléchargé, afin de comparer les estimations de
poche. Le chevauchement entre deux poches estimées a été quantifié a l'aide de deux

Scores .

Le score de chevauchement (SO) indique le chevauchement entre les deux poches

estimées, c'est-a-dire la poche 1 et la poche 2, comme suit :
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Ncommon
SO

- Npocketl + Npocket2 — Ncommon

Ou Npocketl et Npocket2 sont le nombre datomes dans la pochel et la poche2,
respectivement, et Ncommon est le nombre datomes communs a la pochel et a la
poche2. SO donne des valeurs comprises entre 0 et 100 %. Une valeur SO de 100

% indique un chevauchement maximal entre les paires de poches estimées utilisées.

Le chevauchement relatif (RO) a éeté défini par Schmidtke et al (2010). indique le
chevauchement en termes d'atomes exposes entre les deux poches estimées pour le

méme site de liaison :

_ SApocketl n SApocket?2
B SApocketl

Ou SApocketl et SApocket2 sont les zones accessibles au solvant de la poche 1 et de
la poche 2, respectivement, calculées a l'aide du logiciel NACCESS. Une valeur RO
proche de 100 % indique que toutes les zones exposées de la poche 1 sont incluses

dans la poche 2.

Le chevauchement mutuel (MO) a été défini par Schmidtke et al. en complément du
RO.

_ SApocketl n SApocket2
B SApocket?2

+ Préparation du fichier des macromolécules
Le poche a éte extrait de la protéine de la base de données Protein Data Bank (PDB) au format
(* .pdb). Les molécules d'eau ont été supprimées en plus de toute molécule étrange ou d'une
entité chimique trouvée a la surface de nos macromolécules. Tous les atomes d'hydrogéne ont

été ajoutés avant que les charges totales de Kollman et de Gastiger attribuées puis enregistrées.
1V.6.3.3. Etape 111 - préparation du ligand

Le ligand peut étre récupéré a partir de nombreuses bases de données telles que ZINC, Pub

Chem, ou peut étre dessineé en utilisant un outil de dessin chimique.

Les fichiers de ligands de tous les composés ont été extraits de la base de données Pubchem

dans un format SDF puis convertis par un logiciel Openbabel a un format PDB.

Lors du choix du ligand, la régle de Lipinski des 5 doit étre utilisée. La régle de Lipinski des 5

aide a discriminer entre les molécules non médicamenteuses et médicamenteuses. La méthode
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de conception et de detection assistée par ordinateur (CADDD) promet une grande possibilité

de réussite ou d'échec en raison de la similarité avec les médicaments .

V1.6.3.4. Etape IV - Docking

Le ligand est docké avec la protéine et les interactions sont analysées (Dnyandev et al., 2021)
c. Préparation du fichier de ligands

Avant le demarrage, AUTODOCK 4.2 assignait automatiquement le type de chaque atome et
détectait la racine (la partie rigide du ligand) ainsi que le nombre de liaisons rotatives qui étaient

déplacées via une option de torsion dans le logiciel. Enfin, le ligand a été enregistré au format
(* .pdbqt).

d. Préparation du fichier des parametres de Grid

Le fichier d'autogrid a été préparé avec des dimensions pré-calculées; selon la taille de Grid
appropriée, selon les résidus flexibles, I'espacement de la grille a été modifié en fonction de la
taille de chaque macromolécule ( Figure.72). Le fichier Grid était situé a un endroit de la
surface du récepteur ou I’interaction récepteur-ligand attendue se produit. Enfin, le fichier Grid
préparé a été enregistré au format de fichier (* .gpf).

7% Grid Options

File Center View Help
Current Total Grid Pts per map: 64000
number of points in x-dimension:

[[TT1140 [T
number of points in y-dimension:

||]II|||40 |||]]]]|

number of points in z-dimension:

71140 |||]]]]I
Spacing (angstrom): 1T 0-375 TN |

Center Grid Box: <offset>

x center: |136.511 _
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Figure 72. Les parametres de GridBox

e. Préparation du fichier des parametres d'Autodock

Aprés une préparation correcte des fichiers d'entrée (ligand et protéine) et le calcul des cartes

d'affinité, des analyses d'amarrage ont été effectuées a l'aide du logiciel AUTODOCKA4.2
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utilisant I'algorithme Lamarckian Genetic Algorithm avec les fichiers de structure resultants
d’AUTODOCK4.2

L'amarrage peut étre effectué par différentes méthodes. Mais la méthode la plus efficace est
I'algorithme génétique de Lamarckian. AUTODOCK a été executé plusieurs fois pour obtenir

diverses conformations ancrées et pour analyser I'énergie d'amarrage prévue.

Les sites de liaison de ces molécules ont été sélectionnés sur la base de la poche de fixation du
ligand des gabarits(T. Khan et al., 2018)
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V.1. Introduction

Ce chapitre présente une synthése des résultats obtenus lors de I’identification structurale des

phytocomposés. En plus des dosages des flavonoides, polyphénols totaux, et tanins . Ainsi que

des tests d'activités biologiques réalises sur différents extraits des deux plantes du nord-est de

I'Algérie : Veronica rosea et Cytisus purgans .

Les activités biologiques évaluées in vitro comprennent :

e L'activité antioxydante, mesurée a I'aide de trois tests distincts.

e L’activité photoprotectrice et dermoprotectrice

e Test de stabilisation de la membrane des globules rouges

e L'activité hémostatique
e L'activité neuroprotectrice

e [’activité inhibitrice de 1’uréase

V.2. Résultats de ’investigation chimique

V.2.1. Rendements des extractions

Les biomolécules actives se trouvent généralement a des concentrations faibles dans les plantes.

Une méthode d'extraction efficace est celle qui permet d'obtenir des extraits a haut rendement

tout en préservant au mieux les propriétés fonctionnelles des composes.

Les extraits, des deux plantes étudiées sont obtenus par maceération, puis fractionnés par

extraction liquide-liquide avec des solvants a polarité croissante. Les rendements d'extraction

ainsi que les aspects et les couleurs des extraits obtenus sont répertoriés dans le tableau.5

Tableau 5. Caractéristiques et rendements des extraits de Veronica rosea et Cyvtisus purga

Plante Extrait
Veronica rosea #-Hexanique
Acétate d’éthyle
n- butanolique
Cytisus purgans | »- Hexamique
Acétate d’ethyle

n-butanolique

Aspect
huileux

Pite visqueuse
poudreux
huileux
pateux

poudreux

Couleur

Vert foncé
Vert foncé
Marron foncé
Vert foncé
Vert foncé

Marron foncé

Rendement
0.6

1.6

3.4

0.54

1.3

234
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La méthode d'extraction revét une importance capitale dans I'isolement et la récupération des
composés phytochimiques contenus dans le matériel végétal. Cette étape est influencée par la
nature chimique des composés, la technique d’extraction employée, la quantité d'échantillon

étudiée et la présence de substances interférentes.(Vuong et al., 2013)

Malgre l'utilisation d'une méthode d'extraction non épuisante par macération a froid, les

rendements obtenus sont adéquats pour atteindre nos objectifs d'étude.

Les extractions successives par des solvants de polarité croissante permettent de séparer les

composés de la matiére végétale selon leur degré de solubilité dans le solvant d’extraction.

Le rendement d'extraction des deux especes ci étudiées est grandement influencé par la méthode
et le solvant d'extraction. Le n-butanol, le solvant le plus polaire, a montré le rendement le plus
élevé, tandis que le n-hexane a donné le rendement le plus bas. (Vuong et al., 2013). Ces
résultats sont concordants avec les rendements d’extraction obtenus avec Veronica thymoides
(1.4% extrait éther de pétrole et 5.2% extrait méthanolique ) (Ertas et al., 2015) et également
Cytisus villosus (0.05% chloroforme , 0.5% acétate d’éthyle , 1% n-butanolique ) (Larit et al.,
2019)

En général, le rendement d'extraction augmente avec la teneur croissante en eau dans les
systemes d'éthanol, d'acétone et de méthanol. Cela peut étre dd a la combinaison de solvant
organique et d'eau qui facilite I'extraction de tous les composés solubles a la fois dans I'eau et
les solvants organiques. Contrairement au rendement d'extraction, les taux en polyphénols et
flavonoides diminuent avec la teneur croissante en eau dans les solvants organiques. (Do et al.,
2014)

V.2.2. Criblage phytochimique

Les tests phytochimiques ont permis d’identifier les différentes familles de métabolites
secondaires présentes dans la partie étudiée de la plante a l'aide de réactions qualitatives de

caractérisation.

L'objectif du screening est de diriger les recherches vers les familles moléculaires réellement
présentes dans les plantes étudiées, telles que les polyphénols, les flavonoides, les tanins, les

saponines, les alcaloides et les terpénes.

Ces reactions reposent sur des phénomeénes de précipitation ou de coloration induits par des

réactifs spécifiques a chaque famille de composés.
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sont présentés dans le tableau.6.

Les résultats des tests préliminaires du screening phytochimique des extraits des deux plantes

Tableau 6. Fésultats du screening phytochimiques de V. rosea et C purgans

Composé Test / réaction Résultat

phytochimique V.rosea C.purgans

Flavonoide Test de Shinoda +++ ++

Alcaloide Dragendorff - ++
Bouchardat - +++
Mayer - +++

Tanins Tanins condensés - -
Stiasny et + +
FeCl;Tanins gallique

Triterpénes Libermann Burchard | + +

Hétérosides Keller killiani - -

cardiotonigques

Dérives Borntriger - -

anthracéniques

Saponosides Test de mousse ++ +++

(-) : absence (+) : faible présence (+++) : forte présence

Cette évaluation fournit des informations précieuses sur le profil chimique des plantes, Par
exemple, le screening phytochimique peut aider a identifier les composés bioactifs présents
dans les plantes, ce qui peut orienter la recherche sur de nouvelles applications thérapeutiques

ou la découverte de principes actifs. (Salam et al., 2023)

Les deux plantes sélectionnées ont été présentés avec des résultats phytochimiques positifs
intéressants (Tableau.6), qui ont été confirmés par des changements de couleur remarquables.
Les flavonoides, les alcaloides et les saponosides étaient les classes de composés les plus
abondantes dans les plantes testées. Les flavonoides ont montré une forte positivité avec un

changement de couleur significativement visible.

En effet, les especes du genre Veronica étudiées jusqu’ici sont toutes riches en iridoides et aussi
en flavonoides . (Salehi et al., 2019) . En outre dans le genre Cytisus des alcaloides
quinolizidiniques, dont la cytisine et la spartéine, sont courants (Wink, 2003) aussi bien que

des isoflavonoides.(Faugeras & Paris, 1965)
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V.2.3. Investigation chimique des espéces étudiées

L’investigation phytochimique des deux fractions, d'une part, acétate d’éthyle de Veronica

rosea et, d'autre part, n-butanolique de Cytisus purgans a conduit a l'isolement de huit

composés purs de Veronica rosea et sept produits de Cytisus purgans . L'identification de ces

composés a été réaliseée au moyen de méthodes spectroscopiques RMN et spectroscopie de

masse ainsi que la comparaison avec la littérature.

V.2.3.1. Investigation chimique de I’espéce Veronica rosea

La purification de I’extrait acétate d’ethyle de V. rosea a abouti a I’isolement de huit

flavonoides dont les structures sont représentées dans la figure.73

Isoscutellareine

HOH
OH
HO Ho OH
HO
[¢) (6] (6]
H HO O |
OH O

Isoscutellareine-7-O -B-D-glucopyranoside

Apigenine

O,
HO
HO
HO o
OH

HOH,C

OH o

Isoscutellareine-8-O -p-D-glucopyranoside

OH OH O OH
é o
o o
HO o |
HO

HO OH

Isoscutellareine 7-O- [6-O-acétyl-g-D -
allopyranosyl- 1 — 2)] - p-D-

glucopyranoside

H OH

apigenine-7-O-B-glucopyranoside
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Luteoline-7-O-Glucoside

Luteoline

Figure 73. Composés isolés 3 partir de 'extrait acétate d’éthvle de I'espéce Feronica rosea

Elucidation structurale du composé VAcl :

L’examen du spectre RMN H du composé VAc 1 montre des signaux caractéristiques d’un
noyau flavonoide ( Fig.74).
On détecte sur ce spectre :
» Deux doublet d’intégration 2H résonant & 6H 7,88 et 6H 6,91 attribuables aux protons
(H-2’/H-6") et (H-3°/H-5") du noyau B oxygéné en position para.
» Unsinglet a 6H 6,59 correspondant au proton H3.
» Unsingulet a 6H 6,75 d’intégration un proton attribuable au proton H6.
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Figure 74. Spectre R MN *H du composé VAc 1
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L’analyse conjuguée des spectres RMN **C (Fig. 75) et HSQC (Fig.76) a permis de localiser
tous les 15 carbones du composé VAc 1, identifiés comme suit: 8C183,0(C-4) 6C165,1(C-2);
3C161,5(C-4"); 8C152,5(C-7); 6C150,4(C-5); 6C143,7(C-9); 128,4(C-2’ct C-6"); 128,2(C-8);
121,6(C-1"); 115,6 (C-3’ et C-5”); 106,2(C-10); 102,8 (C-3); 100,2(C-6).
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Figure 75. Spectre RMN *3C du composé VAc 1
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Figure 76. Spectre HSQC du composé VAc 1
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Ces donnees spectrales ainsi la comparaison avec la littérature (Teles et al., 2015)suggere une

structure 5,7,8,4’-tétrahydroxyflavone connu sous le nom Isoscutellareine (Fig.77)

Figure 77. Isoscutellarein

Elucidation structurale du composé VAc2

L’examen des spectres RMN *H et RMN 23C du composé VAc2 montre une grande similitude

avec ceux du composé VAc 1. La seule différence consiste a la présence des signaux osidiques

dans I’intervalle3,27- 5,07ppm.

Sa masse moléculaire de 448 uma correspond parfaitement a une Isoscutellareine glycosylée.

On observe :

>

YV V V

Deux doublets d’intégration 2H chacun a 6H 6,93 (J = 9 Hz) et 6H 8,14 (J= 8,8Hz)
attribuables aux protons (H-3/H5") et (H-2/H6") respectivement

Un singulet d’intégration 1H résonnant a 6H 6,80 caractéristique au proton H-3.

Un singulet d’intégration 1H a 6H 6,26ppm attribuable au proton H-6

En plus, le spectre RMN *H permet de visualiser les protons osidiques d’un glucose :
Un proton anomeérique résonnant a 6H 4,67 (J = 7,7 Hz), la grande constante de couplage
indique une liaison de configuration f.

Un triplet a 0H 3,42 (t, J= 8 Hz) correspondant au proton H-2"".

Un autre triplet d’intégration 1H a 6H 3.32 correspondant au proton H- 3"’

Un doublet de doublet a 6H 3,67 (dd, J= 12,0, 4,0Hz) attribuable au proton H-6""a

Un double de doublet a 6H 3,59 attribuable au proton H-6""b

Un massif d’intégration de 2 H a 8H 3,25 attribuable aux protons H-4"’et H-5"’

Les déplacements chimiques des protons osidiques ( Fig.78) ainsi que les valeurs des

constantes de couplage sont caractéristique d’ un hexose de type glucose
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Figure 78. Spectre R MN H du composé VAc 2

Le spectre RMN 3C (Fig.79 ) montre la présence de 21 atomes de carbone résonant a 5C 182,3

(C-4), 164 ,4 (C-2), 161,7 (C-4’), 157,7 (C-5), 157,5 (C-7), 149,8 (C-9), 129,6 (C-2'et C-6),

125,7(C-8),121,5(C-17), 116,2(C-3’et C-5),99,4 (C-6),103,9(C-10), 102,8(C-3), 106,9 (C-1"’)

77,7(C-37"), 76,4(C-5""), 74,5(C-2""), 69,5(C-4""), 60,9(C-6").
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Figure 79. Spectre RMN *3C du composé VAc 2
109

~50000

~45000

+-40000

~35000

+-30000

~25000

+20000

+15000

10000

5000



Le point de branchement du glucose sur la génine est localisé en position C-8 suite aux

corrélations visualisées sur le spectre HMBC (Fig.80).
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Figure 80. Spectres HMBC du composé VAc 2
Sur la base de cette analyse et par comparaison avec les données de la littérature (Mattawska et

al., 2007.), le compose VAc2 est identifie comme étant P’isoscutellareine-8-O-f-D-

glucopyranoside.(Fig. 81)

Figure 81. Isoscutellarein-8-O -B-D-glucopyranoside

Elucidation structurale du composé VAc 3

Les spectres de RMN H et 3C du composé VAc3 sont trés voisin a ceux du composé VAc 2 et
semblables & ceux attendus pour une flavonoide Isoscutellareine glycosylée que 1’on peut
identifier par la présence des signaux caractéristiques de ce squelette.
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Le spectre RMN H permet de reconnaitre tous les signaux des protons (Fig.82) constituant le

noyau isoscutellareine glycosylé. En effet, on identifie facilement :

>

>
>

Deux doublets a 6H 6,95 et a 6H 7,96 attribuables aux protons H-3°/H-5’ et H-2’/H-6’
respectivement.
Un singulet résonant a 6,81ppm correspond au proton H3.

Un autre singulet & 6.70 ppm correspondant au proton H-6 du cycle A.

En plus de ces signaux, le spectre RMN *H montre également les protons du glucose:

» Un signal sous forme de doublet d’intégration 1H a 6H5.07 (1H, d, J= 8,0Hz)
caractéristique au proton anomérique H-1"’. La grande constante de couplage indique
une configuration p.

» Un triplet d’intégration 1H a 3,60 ppm attribuable au proton H-2’

» Un massif a 6H 3,27 s’intégrant pour 1H correspondant au H-4"".

» Unautre massif a 6H 3,45-3,55 s’intégrant pour 2H correspondant aux protons H-3"’et
H-5.

> Un doublet de doublet résonant a 6H 3,75 attribuable au proton H-6""a

» Unautre doublet de doublet & 8H 3,88 ppm correspondant au proton H-6’b
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Figure 82. Spectre R MN *H du composé VAc 3

Les spectres RMN C (Fig.83) et HSQC (Fig.84) confirme bien la nature flavone glycosylé du

composé VAC3.
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L’analyse conjointe de ces spectres RMN *3C et HSQC permet d’attribuer les déplacements
chimiques de tous les carbones :182,8 (C-4) ,164,5 (C-2),161,8 (C-4), 152,6 (C-5), 150,9 (C-7)
, 1442 (C-9), 129,1 (C-6°),129,1 (C-27), 127,9 (C-8),121,6 (C-1°), 116,4 (C-3"), 116,4 (C-
5%),106,0 (C-10), 103,0 (C-3), 99,9 (C-6). 6C 100,9 83,1 (C-2*"), 77,6 (C-5""), 76,1 (C-3""), 69,4
(C-4"),61,0 (C-6).
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Figure 83. Spectre RMN *3C du composé VAc3
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Figure 84. Spectre HSQC du composé VAc3
112



L’expérience HMBC (Fig.85) indique a travers les taches de corrélations que la

glycosylation est en position C-7.
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Figure 85. Spectre HMBC du composé VAc3
Cette analyse spectrale plus les données de la littérature (Pereira et al., 2012) permet de

proposer la structure Isoscutellarein-7-O -B-D-glucopyranoside (Fig.85)

HOH-C OH OH
o
Q
HO °

HO OH ‘
OH

OH 0

Figure 86. Isoscutellarein-7-O -B-D-glucopyranoside

Ce compose a deja été isolé antérieurement de plusieurs espéces du genre Veronica, telles que

V. teucrium L. et V. jacquinii. (Zivkovi¢ et al., 2017)
Elucidation structurale du composé VAc4

L’analyse des spectres RMN H et * C du compose VAc 4 révéle une forte similitude avec les
spectres du composé VAc 3, 1'unique différence est la présence des signaux en plus dans la
région osidique 3,30-4,40ppm .
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On repére sur le spectre RMN H tous les protons caractéristiques de Isoscutellareine-7-O -p-

D-glucopyranoside, a savoir (Fig.87) :

>
>

Un singulet & 6H 6,85 d’intégration 1H attribués au proton H-3
Deux doublets d’intégration 2H a 6H 7,01 (J = 8,5 Hz) et 7,98 (H-2°/6") attribuable au

protons . (H-3°/5")

Un singulet d’intégration 1H & 6H 6,69 attribuable au proton H-6
Deux doublet d’intégration 1H a 8H 4,79 (d, J = 7,5 Hz, H-1""") et 5,16 (d, J = 8,1 Hz,

H-1"") caracteéristiques de protons anomériques, ce ci révéle que le composé VAc4 est

diosidique. Les grandes valeurs des constantes de couplage pour ces deux protons

indiquent une conformation p pour chaque unité osidique.

singulet attribuable a un méthyle.
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Figure 87. Spectre R MN *H du composé VAc4
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On observe également la présence d’un signal a 2,10 ppm d’intégration 3H sous forme

Sur le spectre RMN C (Fig.88) on constate : 29 signaux de carbones repartis en 14 carbones

aromatiques, 12 osidiques, 2 carbonyles et un méthyle.
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Figure 88. Spectre RMN *C du composé VAc4
La localisation des déplacements chimiques des protons et des carbones osidiques a été
effectuée par comparaison avec les données de la littérature (Chari et al.,1981, Abdel-Sattar et

al.1995), qui suggérent que les deux unités hexose sont un glucose et un allose.

o Lessignaux de carbones caractéristiques du f-D-glucose sont : 6C 83,9 (C-2"), 77,4 (C-
3"), 70,6 (C-4"), 78,3 (C-5") et 62,1 (C-6").

o Les signaux de carbones caractéristiques du p-D-allose sont : 6C 72,9 (C-2"), 72,5 (C-
3"), 68,2 (C-4™), 73,3 (C-5™) et 64,8 (C-6").

Les taches de corrélations sur le spectre HMBC(Fig.89) indiquent une glycosylation en
C7 et une liaison B-D-glucosyl (1—2)-B-D-allose. On effet observe des taches de
corrélation entre le carbone C-7(6C 153,85) et H-1"" (6H 5,16) et entre le proton anomérique a
on4,79 et le carbone C-2’ résonant a d¢ 83,9ppm . On repére également des corrélations entre
les protons du méthyle (6H 2,10 ppm) et le carbone d'un carbonyle (8C 172,1 ppm), indiquant
la présence d'un groupement acétyle. Ce carbonyle montre d'autres corrélations dans ce spectre

avec les deux protons Ha-6" et Hb-6" de I'allose, révélant son estérification en position 6™.
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Figure 89. Spectre HMBC du composé VAc4
Ces données spectrales ainsi que la comparaison avec la littérature (Frezza et al., 2022)
permettent de proposer la structure isoscutellareine 7-O- [6-O-acétyl-g-D-allopyranosyl-(1

— 2)] - B-D-glucopyranoside (Fig.90)

HO OH
Figure 90. Isoscutellarein 7-O- [6-O-acétyl-B-D -allopyranosyl- (1 — 2)] - B-D-
glucopyranoside
Notons que l'isoscutellarein  7-O-[6-O-acétyl-p-D-allopyranosyl-(1  —  2)]-B-D-
glucopyranoside est un glycoside de flavone acétylé présent dans nombreuses espéces de
Veronica. Il a été isolé a partir des parties aériennes de Veronica fuhsii et V. multifida, ainsi que

de Veronica orientalis Mill, Veronica multifida.(Ozipek et al., 2002) et Veronica teucrium
(Zivkovié et al., 2017)

Les déplacements chimiques des protons et des carbones des composés 1,2,3,4 sont regroupés

dans le tableau suivant
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Tableau 7. Déplacements chimiques RMN *H (500 MHz) et 3C (125 MHz) des composés

1.2.3et 4 identifié dans D’extrait de V.rosea

Position

©O© 00 N O O b~ WwN

. (=) (9] £ w N . =
- - - - - - - o
-

29,

6”(a)
(b)
12
299
30
4
500
6" (a)
(b)
CHs
C=0

VAc 1
a 6H

6,75, s

6,59, s

7,88, d (10)
6,91, d (10)

6,91, d (10)
7,88,d (10)

2 5c
165,1
102,8
183,0
150,4
100,2
152,5
128,2
143,7
106,2
121,6
128,4
115,6
161,5
115,6
128,4

VACc 2

b6H

6,80, s

6,26, s

8,14, d (8,8)
6,93,d (9)

6,93,d (9)

8,14, d (8,8)
4,67,d (7,7)
3,42t (8,0)
3,32, (8,1)
3,25, m

3,25, m

3,67, dd (12,0;
4,0)

3.58, dd (12;8,0)

b §c
164,4
103,9
182,3
157,7
99,4
157,5
1257
149,8
102,8
1215
129,6
116,8
161,7
116,8
129,6
106,9
74,5
71,7
69,6
76,4
60,9

Elucidation structurale du composé VAc 5

VAc 3

bBH

6,81, s

6,70, s

7,95, d (8,8)
6,95, d (9,6)

6,95, d (9,6)
7,95, d (8,8)
5,09, d (8,0)
3,60, t (9.8)
3,48, m
3,27, m
3,52, m
3,75, dd (12,5;
4,0)

3,88, dd
(12,5:8,5)

b §e
164,5
103,0
182,8
152,6
99,9
150,9
127,9
1442
106,0
121,6
129,1
116,4
161,8
116,4
129,1
100,9
83,1
76,1
69,4
77,6
61,0

VAc 4
a 8H

6,85, s

6,69, s

7,98, d (8,5)
7,01, d (8,5)

7,01, d (8,5)
7,98, d (8,5)
5,16, d (7,5)
3,80, m

3,63, m

3,43, m

3,63, m

3,80, m

3,91, dl (12)
4,74,d (8,1)
3,43, m
4,25,1(2,5)
4,08, dl (12)
3,63, m

4,40, dd (12; 5)
4,16, dd (12;2,5)
2,10, s

Le spectre RMN *H du produit VAc5 (Fig.91) présente des signaux des protons aromatiques

caractéristique d’un noyau flavonoide répartis comme suit :
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166,4
103,6
184,3
151,7
101,5
153,8
129,7
145,0
107,6
122,9
129,5
116,8
162,7
116,8
129,5
102,6
83,9

77,4

70,6

78,3

62,1

104,2
72,9
72,5
68,2
73,3
64,8

20,8
1729



» Un signal singulet sortant a 6H 6,60 d’intégration 1H attribué au proton H-3.

» Deux singulets larges d’intégration 1H pour chacun résonant a 6H 6,21 et 6,46
attribués aux protons H-6 et H-8, respectivement du cycle A.

» Deux doublets d’intégration 2H pour chacun résonant a 6H 6,94 et 7,85 attribués aux

protons H-3'/H-5" et H-2'/H-6', respectivement du cycle B.
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Figure 91. Spectre R MN *H du composé VAc5
Le spectre RMN 3C (Fig.92) révele la présence de quinze atomes de carbone repérés
a 6C 102,4 (C-3), 98,8 (C-6), 93,7 (C-8), 128,1 (C-2'/C-6") , 115,7 (C-3/C-5'"), 164,6
(C-2), 182,6 (C-4), 161,8 (C-5), 164,9 (C-7), 158 (C-9), 103,9 (C-10), 121,8 (C-1") et
161,3 (C-4").
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Figure 92. Spectre RMN **C du composé VAc5
Ces élucidations spectrales ainsi que la comparaison avec la littérature (Owen et al.,
2003) permettent d'assigner le composé VAc5 la structure : 5,7,4" trihydroxyflavone

connu sous le nom Apigénine ( Fig.93)

OH 6}

Figure 93. Apigénine
L'apigénine apparait comme le composé le plus caractéristique des Veronica. (Nikolova
et al., 2005). On la retrouve dans V. teucrium, V. jacquinii and V. urticifola (Beara et
al., 2015) V. triloba , V. cymbalaria , V. alpina , V. bellidioides , V. officinalis
et V. beccabunga (Nikolova et al., 2005)

Elucidation structurale du composé VAc 6

La comparaison entre les spectres RMN H des composés VAc 5 et VAc 6 indique que ce

dernier possede des signaux d’une flavone glycosylée de type Apigénine.
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On observe clairement sur le spectre du compose VAc 6 (Fig.94) les signaux du noyau
Apigenine suivants :
> Deux doublets a 6H 7,86 et 6,91 ppm d’intégration 2H chacun, attribuables aux protons
(H-2°, H-6) et (H-3’, H-5") du noyau B.
» Unsingulet a 6H 6,80 ppm d'intégration 1H attribuable au proton H-3.
» Deux doublets d’intégration 1H chacun & dH 6,63 et a 6H 6,47correspondant aux
protons H-8 et H-6 du cycle A.
> Ce spectre presente également des signaux caracteristiques d’un hexose:
- Undoublet a 3,93 ppm attribuable au proton H-6b"’
- Undoublet de doublet résonant a 3,72 ppm correspondant au proton H-6a’’
- Plusieurs multiplets apparaissent dans la région de 3,2 a 3,7 ppm, accompagnés d'un
doublet a 5,06 ppm avec une intégration de 1H, attribuable au proton anomérique H-1"’
du glucose. La valeur de la constante de couplage (J= 7,3 Hz) indique qu’il est de

configuration .

p9-28& 120206-ap. 10.fid MINERG G ZERE I RUTERINEERRTRICSRRLR
s WY uewew Yo i
Al Y —
B3 v
Y 0 H-3'
&3 H.5
w2 700
HE e
1 H-8 500
[ :
|
\ { u " ‘”rl .
| . \ ‘ e ' . Hs' | H4 |
N L1 I \ o i%' I I |||'H| |
A A A VAN A |HI| il ||| I|II f."wl,l_ o \
, y L TR ad UL, |
2 § ] 0 __,J‘ VoL - ) R k______) " i kfk\ﬁ“J .
By
11 (om)
1
|
e o T
& & § g8 5 g8

1200

_—
80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 ( 5‘2) 50 48 46 44 42 40 38 3.6 34 32 30 28 26
ppm

Figure 94. Spectre R MN *H du composé VACc6
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Le spectre RMN®C du composé VAc6 (Fig.95) présente 21 signaux distincts dont quinze
correspondent aux signaux du noyau Apigénine, et six signaux caractéristiques d’un

glucopyranoside.
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Figure 95. Spectre RMN *3C du composé VAc6

L’ensemble de ces données spectrales ainsi que la comparaison avec les données de la

littérature (Frezza et al., 2022) nous permettent d’attribuer au composé VAc6 la

structure  5,4'-dihydroxyflavone-7-O-B-D-glucoside appelé également Apigenin-7-O

glucopyranoside ( Fig.96)

Figure 96. Apigenine-7-O-B-glucopyranoside
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L’ Apigenin-7-O-B-glucopyranoside a été antérieurement caractrisee dans les espéces

suivantes V. teucrium, V. jacquinii et

V. urticifola (Beara et al., 2015)

Les déplacements chimiques des protons et carbones des composé VAc 5 et VAc 6 sont

regroupés dans le tableau suivant.
Tableau 8. Déplacements chimiques RMN *H (500 MHz) et $3C (125 MHz) des composés VAc

5et 6 identifié dans I’extrait de V.rosea

position

© 0O N O o b~ W N

N = & N A W N e
M - - - > - M - O
M M

VAc 5
sy,

6,60, s

6,21, s

6,46, s

7,85, d (9,0)
6,94, d (7,5)

6,94, d (7,5)
7,85,d (9,0)

8 8¢c

164,6
102,4
182,6
161,8
98,8

164,9
93,7

158

103,9
121,8
128,1
115,7
161,3
115,7
128,1

Elucidation structurale du composé VAc 7

VAcC 6

L

6,80, s

6,47, d(3,0)

6,63, d(3,0)

7,87,d (9,0)
6,91, d (7,5)

6,91, d (7,5)
7,87, d (9,0)

5,08, d (7,3)

3,48, m

3,50, m

3,40,t (10)

3,58, £ (9,5)

3,71, dd(6,0;12,5)
3,93, dI (13,0)

b8
166,5
104,4
183,9
158,9
101,1
161,0
96,2
162,9
107,2
123,1
129,8
117,3
162,7
117,3
129,8
101,7
74,9
77,9
714
78,6
62,5

Les données spectrales RMN H du composé VAc 7 révélent des signaux aromatiques

d’un flavonoide de type lutéoline (Fig.97) caractérisé par ;
» Un singulet a 6H 6,50 attribuable au proton H-3.
> Deux doublet & 6H 6,16 et 6,40 attribuables aux protons H-6 et H-8 en position

méta du cycle A

122



» Un doublet a 6H 6,86 correspondant au proton H-5’

> Un multiplet & 7,35 ppm d’intégration 2H attribuable aux protons H-2’ et H-6’.
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Figure 97. Spectre R MN H du composé VAC7
Le spectre RMN *C du composé VAc 7 (Fig.98) montre clairement les déplacements
5C182.4 (C-
4), 164,8(C-7),164,6 (C-2), 161,7 (C- 5), 157,9 (C-9), 149,6 (C-4°), 1456 (C-3°), 122,2
(C-1°), 118,9 (C-6%), 115,3 (C-5°), 112,7 (C-2°),103,8 (C-10), 102,4 (C-3), 98,7 (C-6)
et 93,6 (C-8).

chimiques des carbones caractéristiques du noyau lutéoline résonant a :

123

1300

F1200

1100

1000

200

800

700

600

500

400

300

200

100

=100



p9-3-190121.11.fid i8¢ o 8 8 g RY IRAp 1320
g gz & % % §¢ 95  g3gg
| Fry [ [ [

300

280

260

+240

220

200

180

160

140

120

100

=20

® 0 e om0 130 2o 0 w0 w0 s M s s 4
Figure 98. Spectre RMN *3C du composé VAc7

Toutes ces analyses spectrales, associées a la comparaison avec les données

bibliographiques (Francisco et al., 2014) permettent de proposer pour le composé VAc 7

présente la structure de la 5,7,3’,4’-tétrahydroxyflavone, connu sous le nom

lutéoline.(Fig.99)

Figure 99. Luteoline

Elucidation structurale du composé VAc 8

Les spectres RMN *H et 3C du composé VAc 8 sont quasiment identiques a ceux
du composé VAc7 et révelent la présence des signaux d'une flavone osidique de type
lutéoline glycosylée, identifiables par (Fig.100) :
» Deux singulets larges a 6,49 et 6,79 ppm at tribuables aux protons (H-6) et (H-
8) respectivement.

» Un singulet a 8H 6,60 d'intégration 1H correspondant au proton H-3.
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» Un doublet d’intégration 1H repéré a 6,90 ppm attribuable au proton H-5’.
» Un massif a 7,40 ppm d’intégration 2H correspondant aux protons H-2’et H-6
Pour la partie osidique, le spectre RMN !H étalé présente :

» Un doublet a 6H 5.06 ppm (J= 9,4 Hz) attribuable au proton anomérique. La
constante de couplage est en faveur d’une configuration B-osidique.

» Un multiplet résonant & 6H 3,50 attribuables aux protons H-2"’ et H-3’
respectivement.

» Un triplet sortant a 6H 3,41 correspondant au carbone H-4".

» Un signal a 6H 3,55 attribuable au proton C-5".

» Deux signaux sous forme de doublet de doublet & 6H 3,94 et a 3,73

attribuables aux Protons H-6"o et H-6"B.
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Figure 100. Spectre R MN *H du composé VAc8

Les déplacements chimiques des carbones sont déduits par analyse combinée des
spectres RMN 13C (Fig.101) et HSQC (Fig.102). lls sont localisés a : 8C182,6 (C-
4),165,4 (C-2),163,3 (C-7), 161,4 (C-5), 157,5 (C-9), 1494 (C-4’), 145,6(C-3"), 122,0
(C-1°), 119,1 (C-6’), 1153 (C-5°), 112,8 (C-2 °),105,6(C-10), 102,7(C-3), 99,7 (C-6),
94,6 (C-8), 100 (C-1""), 76,9 (C-5"),73,3 (C-3”"), 76,4 (C-2”"), 69,8 (C-4"), 61,0 (C-
6") et 76,9 (C-5").
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Figure 101. Spectre RMN *C du composé VAc8
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Figure 102. Spectre HSQC du composé VAc8
Le point de branchement du glucose avec la flavone lutéoline est localisé en position
C-7 en raison de la présence d’une tache de corrélation sur le spectre HMBC (Fig.103)

entre le proton anomere H-1°" et le carbone C-7 (163,3 ppm).
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Figure 103. Spectre HMBC du compose VAc8
L’analyse spectrale ainsi que la comparaison avec les données existantes dans la
littérature (Francisco et al., 2014) nous permettent de déterminer de maniere précise la
structure du compose 8 comme étant le 5,3',4" trihydroxyflavone7-O-B-D-glucoside,
appelé aussi lutéoline7-O-g glucoside. (Fig.105)

Figure 104. Luteolin-7-O-Glucoside

La luteoline et I'apigenine 7-O-glycosides sont trés courantes dans les especes du genre
Veronica. (Taskova et al., 2008) . Le Luteolin-7-O-Glucoside a été retrouvé dans d’autres
especes comme Veronica spicata L. , Veronica thymoides (Saracoglu et al., 2004) , Veronica
montana , V. polita, V. spuria (Barreira et al., 2014) , V. teucrium, V. jacquinii , V. urticifola
(Beara et al., 2015 , Zivkovi¢ et al., 2017) et V. fushii(Ozipek et al., 1999)

Les déplacements chimiques des protons et carbones des composés VAc 7 et VAc 8
sont regroupés dans le tableau suivant. ( Tableau .9)
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Tableau 9. Déplacements chimiques RMN *H (500 MHz) et 3C (125 MHz) des composés

7et 8 identifié dans 1’extrait de V.rosea

position VAc7 VAc 8
# 8 2 8¢ b 8H b 8¢
2 164,6 165,4
3 6,50, s 102,4 6,60, s 102,7
4 182,4 182,6
5 161,7 161,4
6 6,16,d (5,0) 98,7 6,49, sl 99,7
7 164,8 163,3
8 6,40,d (5,0) 93,6 6,79, sl 94,6
9 157,9 157,5
10 103,8 105,6
1 122,2 122,0
2 7,35,m 112,7 7,40, m 112,8
3 145,6 145,6
4 149,6 149,4
5 6,86,d (10) 1153 6,91, d (9,0) 115,3
6’ 7,35, m 118,9 7,40, m 119,1
17 5,06, d (9,4) 100,2
2” 3,50, m 73,3
3” 3,50, m 76,4
47 3,41, t(9) 69,8
5” 3,55, m 76,9
6’(a) 3,94, dd(12,5;2,5) 61,0
(b) 3,73, dd(12,5;6,0)

Dans la littérature 46 flavonoides ou glycosides de flavonoides ont été isolés du genre
Veronica. Un hydroxyle libre est généralement observé au C-5, C-6 ou C-8 du cycle
A. Les sites de glycosylation des glycosides de flavone sont principalement présents
au C-7 du cycle A, et l'acylation des sucres est une autre caractéristique de ces
composés. La distribution des glycosides de flavone acylés chez les especes de
Veronica peut étre utile du point de vue de la chimiotaxonomie du genre (Albach et
al., 2003 ; Saracoglu et al., 2004, Xue et al., 2019)

Notons que les especes retrouvées a des altitudes plus élevées présentent souvent une

composition aglycone plus complexe par rapport a ceux des altitudes inférieures : V.
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vindobonensis, V. arvensis, V. verna, V. officinalis et V. beccabunga en sont de bons

exemples

Les populations qui poussent sur des roches calcaires et dans des conditions plus
xériques présentent des teneurs plus élevées en flavonoides (V. teucrium s.str.) ou des
profils aglycone plus complexes (Veronica hederifolia, Veronica urticifolia, V.

officinalis )

Au niveau des espéces, on a également observé certaines tendances d'accumulation liees
a l'influence des conditions écologiques. Les especes alpines vivaces V. fruticulosa, V.
fruticans, V. kellererii et V. alpina contiennent des quantités considérables de flavones
aglycones, principalement I'apigénine et la lutéoline non méthylées. Ce schéma
pourrait s'expliquer par les habitats alpins xériques et la fonction présumée de
protection contre les rayons UV des flavonoides présents a la surface des feuilles
(Nikolova et al., 2005)

V.2.3.2. Investigation chimique de I’espéce Cytisus purgans

Les méthodes d'analyse spectroscopiques telles que la RMN 1D (*H, C), la RMN 2D
(COSY H-H, HSQC, HMBC), la spectrométrie de masse ESI-MS ainsi que la
comparaison avec les données de la littérature, ont été utilisées également pour la

détermination structurale des différents produits isolés de Cytisus purgans .

Les produits isolés et caractérises de [I’extrait n-butanolique de C. purgans sont

organisés dans le tableau.10
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Tableaul0. Structure des biomolécules isolées de 1’extrait n-butanolique de C.purgans

OH

OH

HO 0}

OH

OH (6}

Quercetin

Biochanin A

0]

Genistein

” ‘
o
H
HO

OH

Daucosterol

Elucidation structurale du produit CPB1

Le spectre RMN !H du produit CPB 1(Fig.105) montre huit protons aromatiques répartis

comme suit ;

HO (0)
OH 0
Chrysin
H

OCH; O
OH
Isoprunetin
HO o
0
OH
Daidzein
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» Deux doublets d’intégration 2H chacun résonant a 6,85 et 7,35 attribuables aux protons

(H-3', H-5" et (H-2', H-6") du cycle B substitué en position para.

> Deux autre doublets résonant a H 8,04 et 6,82 correspondant respectivement aux

protons H-5et H-8 du cycle A substitué en C-7.
> Doublet dédoublet détecté a 6H a 6,91 correspondant au proton H-6

» Un singulet résonant a 6H 8,14, relatif au proton H-2 d’une isoflavone.

H-2 H-3
H2 g5 H-6 H-S5
| H6 |, HS
j W
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Figure 105. Spectre R MN *H du composé CPB1

L’identification des déplacements chimiques des carbones du composé CPB 1 est réalisée par
I’analyse combinée des spectres RMN *3C (Fig.106) et HSQC (Fig.107). lls sont localisé a : 8¢

102,1(C-8), 115 (C3',C-5"), 115,3(C-6), 123,1 (C-1'), 127,2 (C-5), 130,1 (C-2',C-6"),
2), 158,3 (C-9), 163,2 (C-7), 175,9 (C-4).
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Figure 106. Spectre RMN *C du composé CPB1
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Figure 107. Spectre HSQC du composé CPB1
En se basant sur ces résultats spectraux et la comparaison avec les références existantes, le
composé a été identifié comme étant la daidzéine (Fig.108), une isoflavone également

désignée sous le nom de 4',7-dihydroxyisoflavone retrouvée dans (Abreu et al., 2017).

HO o)

OH
Figure 108. Daidzéine

Elucidation structurale du produit CPAc?2

Le profil du spectre RMN *H du composé CPB2 ( Fig.109) est proche de celui du composé
CPB1. On observe sur ce spectre :

» Un singulet sortant a 6n 7,84 caractéristique du proton en position 2 du noyau
isoflavone.

> Deux doublets repérés a on 6,82 et 7,32 correspondant aux protons H-3'/H-5' et H-2'/H-
6

» Deux doublets résonant a én 6,37 et 6,41 attribuables aux protons H-6 et H-8

respectivement.
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Figure 109. Spectre R MN *H du composé CPB2
Les corrélations de ces protons sur le spectre HSQC (Fig.110) ont permis de visualiser les
déplacements chimiques de leurs carbones a : 6¢152,9 (C-2), 98,3 (C-6) ; 93,1 (C-8) ; 114,9 (C-
3, C-5);130,3 (C-2', C-6").
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Figure 110. Spectre HSQC du composé CPB2
La multiplicité du proton H-6 (d, J = 2 Hz), ainsi que le déplacement du carbone C-5 & 6¢ 162,6

indiquent la substitution du proton H-5 par un groupement hydroxyle.
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Le spectre RMN®C (Fig.111) présente 13 signaux relatifs aux 15 atomes de carbones, avec des
déplacements chimiques similaire aux carbones du composé CPB 1 sauf pour le carbone C-5
oxygéné dans le composé CPB 2. Ce carbone est bien localisé sur le spectre HMBC a travers la

tache de corrélations entre le proton aromatique H-6 a on 6,37 et le carbone C-5 a 6¢c 162,6.
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Figure 111. Spectre RMN *C du composé CPB2
L’ensemble de ces données spectroscopiques ainsi que la comparaison avec les données
bibliographiques (Venkata et al., 2013.) permettent d’identifier le composé CPB2 au 4'5,7
trihydroxyisoflavone, connu sous le nom de Génistéine.(Fig.112)

Figure 112. la génistéine

La genisteine a été isolée précédemment de Cytisus jankae , Cytisus striatus (Abreu et

al., 2017), C. scoparius (Caramelo et al., 2022) et Cytisus villosus Pourr.(Larit, Nael, et
al., 2018)

Elucidation structurale du produit CPB 3

Les spectres RMN *H et RMN **C du composé CPB 3 présentent une grande ressemblance avec
ceux du produit CPB2 . L’unique différence entre ces deux composés est la présence d’un

groupement méthoxyle a o1 3,90 (s, 3H) / 6¢ 55,9
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L’examen du spectre RMNH (Fig.113) permet de visualiser les signaux du squelette génistéine

suivants:

» Un singulet d’intégration 1H detecté a on 7,96 caractéristique du proton H-2 d’une

isoflavone.

» Deux doublets d’intégration 2H chacun localisés a 6+ = 6.84 et 7.35 ppm correspondant
aux protons H-3', H-5' et H-2', H-6' respectivement.

» Un singulet repéré a o1 6,43 ppm d’intégration 2H attribuable aux protons H-6 et H8

suggérant la di-substitution du noyau A.
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H6/HS8 ‘ L300

— \
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2004
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Figure 113. Spectre R MN *H du composé CPB3
L’étude combinée des spectres RMN 3C (Fig.114) et HSQC (Fig.115) permet de
déterminer tous les signaux des carbones du composé CPB3. lls sont détectés a : oc
151,1 (C-2); 1255 (C-3); 174,9 (C-4); 161.6 (C-5); 96,2 (C-6); 162,9 (C-7); 94,8
C-8); 160,1 (C-9); 107,8 (C-10); 123,1 (C-1'); 130,2 (C- 2/C-6); 114,6 (C-3/C-5";
157,1( C-4") et OCHs a 8¢ 55,9.
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Figure 114. Spectre RMN *C du composé CPB3
La position du groupement OCH3 est déterminer a partir de la tache de corrélation
entre les protons OCHsz a on 3,90 et le carbone C-5 & oc 161,6 indiquant que ce

groupement est localisé en position C-5.
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Figure 115. Spectre HSQC du composé CPAc3
Toutes ces analyses spectrales ainsi que la comparaison avec les données de la littérature
(Kamel et al., 2024) permettent de déterminer le composé CPB 3 comme: 7, 4' dihydroxy-5-

méthoxyisoflavone connu sous le nom Isoprunétine ( Fig.116)
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Figure 116. Isoprunétine

Elucidation structurale du produit CPB 4

Les spectres RMN tH des deux composés CPB 3 et CPB 4 sont quasiment identiques par la

présence de :

> Un singulet déblindé d’intégration 1H a dn 7,98 attribuable a H-2, caractérisant la

structure isoflavone.

» Un singulet a 6n 6,42 ppm d’intégration 2H correspondant aux protons aromatiques H-

6 et H-8 du cycle A substitué en positions 5 et 7.
» Deux doublets d’intégration 2H a on 6,82 et 61 7,33 attribuables aux protons H-3', H-

5'et H-2', H-6' respectivement indiquant que le cycle B est substitué en position 4'.

» Unsingulet a o4 3,88 d’intégration 3H attribuable & un groupement méthoxyle (Fig.117)
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Figure 117. Spectre R MN *H du composé CPB4
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L’analyse du spectre HMBC ( Fig.118) permet de localiser le branchement du groupement

méthoxyle sur I’isoflavone par la présence d’une tache de corrélation entre ce groupement a oH

3,88 et le carbone quaternaire C-4'a 6c 161,1.
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Figure 118. Spectre HSQC du composé CPB4
L’analyse combinée des spectres RMN *C et HMBC (Fig.119) permet de localiser les

déplacements chimiques de tous les carbones du composé CPB 4 .
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Figure 119. Spectre RMN *C du composé CPB4
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Les données spectroscopiques et la comparaison avec celles de la littérature (De Almeida et al.,

2008) nous permettent de suggérer au composé CPB 4 la structure suivante: 5,7-dihydroxy-4'-

méthoxyisoflavone ou Biochanine A.(Fig.120)

Figure 120. Biochanine A

Les déplacements chimiques des protons et carbones des composés CPB 1, CPB 2,
CPAc 3 et CPAc 4 sont réunis dans le tableau suivant ( Tableau .11)

Tableau 11. Déplacements chimiques RMN tH (500 MHz) et 1*C (125 MHz) des composés
CPB1, CPB2, CPB 3 et CPB 4 identifi¢ dans I’extrait de C.purgans

position

10
1’

2’

CPB1
Daidzeine
OoH Multiplicité
oc
J(Hz)
8,14(s) 153,0
/ 123,5
/ 175,9
8,04d
127,2
(J=8,4)
6,91 dd
115,3
(J=2-8,4)
/ 136,2
6,82 d
102,1
(J=2)
/ 158,3
/ 116,4
/ 123,1
7,35d
130,1
J=8,4)

CPB 2
Genisteine
O
Multiplicité oc
J(Hz)
7,84(s) 1529
/ 123,2
/ 180,1
/ 162,6
6,37 d
98,3
(=2
/ 164,2
6,41 d
93,1
(=2
/ 158,1
/ 104,2
/ 121,2
7,32 d
130,3
(J=8,5)

CPB3

Isoprunetine

OoH Multiplicité

J(Hz)

7,96(s)
/
/

6,43(S)

6,43(S)

7,354
(J=8,8)

1511
1255
1749
161,6

96,2

160,1

94,8

160,1
107,8
123,1

130,2

CPB 4 Biochanine

o1 Multiplicité

J(Hz)

7,98(s)
/
/

6,42(s)

6,42 (s)

7,33 d
(J=8,8)

155,0
123,9
180,3

164,0

100,1

165,6

94,7

159,7
105,8
122,9

131,1
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6,85d 6,82d 6,82 d

3’ 115,0 114.9 6,84 114.6 11572
(J=84) (J=8,5) (9=8.8)

& / 157,3 / 156,9 / 157,1 / 161,1
6,85d 6,82d 6,84 d 6,82 d

5’ 115,0 1149 114,6 115,2
(J=84) (J=8,5) (J=8,8) (J=8,8)
7.35d 7.32d 7,354 7,33 d

6’ 130,1 130,3 130,2 131,1
(J=8,4) (J=8,5) (J=8,8) (J=8.8)

OCHs 390(s) 559  388(s) 55,9

Elucidation structurale du produit CPB5

Le spectre RMN H du composé CPB 5 (Fig.121) permet de visualiser une structure

flavonoique pour ce composé. Il présente :

> Un doublet repéré a 6,22 ppm, attribuable au proton H-6.

» Un doublet a 6,48 ppm d’intégration 1H attribuable au proton H-8.

» Un singulet sortant & 6,73 ppm caractéristique du proton oléfinique H-3 d’une
flavone.

» Un doublet de doublet d’intégration 2H repéré a 7,99 attribuables aux protons
H-2'/ H-6' du noyau B.

» Deux signaux massif chacun résonant a 7,58 et 7,56 ppm d’intégration 1H et

2H respectivement attribuables aux protons H-4' et H-3/H-5'.
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Figure 121. Spectre R MN *H du composé CPB5
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Le spectre RMN 3C (Fig.122) permet de confirmer la structure flavonoique du compose
CPB 5.

On detecte la présence de 13 signaux pour des carbones aromatiques. La comparaison
avec les données de la littérature (Bertellietal., 2012) , permet I’attribution des signaux
des atomes de carbones: 6c 164,2 (C-2), 182,5 (C-4), 161,9 (C-5), 164,9 (C-7), 158,1
(C-9), 104,1 (C-10) et 131,1 (C-1"), 104,6 (C-3), 98,9 (C-6), 93,7 (C-8), 131,6 (C-4),
126 (C-2'/C-6") et 128,8 (C-3'/C-5").
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Figure 122. Spectre RMN *3C du composé CPB5
Les données spectroscopiques permettent d’identifier le composé CPB 5 comme étant 5,7-
dihydroxyflavone (Chrysine) (Fig.123) .

Figure 123. chrysine
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Ce métabolite a été précédemment détecté dans plusieurs espéces du genre Cytisus
telles que : C. triflorus I’Her, C. multiflorus, C striatus (Abreu et al., 2017) , C.
multiflorus (Caramelo et al., 2022) et Cytisus villosus Pourr. (Larit et al., 2018)

Elucidation structurale du produit CPB6

Le spectre RMN 'H (Fig.124) présente des signaux reconnaissables pour une structure

flavonoidique du composé CPB 6. 1l révele la présence de :

> Deux doublets a 6H 6,19 et 6,36 ppm attribués respectivement aux protons aromatiques
H6 et H-8 du cycle A substitué en positions C-5 et C-7.

> Deux autres doublets a a 5w 6,90 et 7,64 attribués respectivement aux protons H-5' et H-
o

» Un doublet dédoublet & 7,59 correspondant au proton H-6'".

Ceci suggéré la présence d’un cycle B trisubstitué en positions C-1', C-3', C-4".
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Figure 124. Spectre R MN *H du composé CPB6
Le spectre RMNC (Fig.125) montre 15 atomes de carbone , a ¢ 176,9 (C-4), 166,1 (C-7),
161,4 (C-5), 158,7 (C-9), 150,0 (C-4"), 148,1 (C-2), 146,6 (C-3),.136,5 (C-3), 123,2 (C-1),
121,1(C-6", 117,2 (C-5") 116,6 (C-2", 103,8 (C-10), (C-6), 94,9 (C-8).
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Figure 125. Spectre RMN **C du composé CPB6
La comparaison avec la littérature (Bertelli et al., 2012) nous permet de déterminer tous
les carbones d’un flavonol 5,7,3',4'-tétrahydroxyflavonol, connu sous le nom Quercétine
(Fig.126).

La quercetine a été isolée de plusieurs especes du genre Cytisus comme C. multiflorus
(Caramelo et al., 2022)

Figure 126. La quercetine

Les déplacements chimiques des protons et carbones des composés CPB 5 et CPB 6

sont rassemblés dans le tableau ( Tableau.12) suivant :
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Tableau 12. Déplacements chimiques en RMN H (a 500 MHz) et RMN *¥C (a 125 MHz) des
produits CPB 5 et CPB 6 de Cytisus purgans

CPB 5. Chrysine CPB 6. Quercetine
L. 8H 6H &
Position
&Multiplicité, oc Multiplicité, oc
J(Hz) J(Hz)
2 / 164,2 / 148,1
3 / 104,6 6,73 s 136,5
4 / 182,5 / 176,9
161,4
5 / 161,9 /
6,22 d
6,19 d
6 98,9 (@=2 100,0
(J=2,1)
7 / 164,9 / 166,1
6,36 d 6,48 d
8 93,7 94,9
(J=2,1) =2
9 / 158,1 / 158,7
10 / 104,1 / 103,8
r / 1311 / 123,2
7,64d 7,99 dd
2’ 126,0 116,6
(J=2,1) (J=8,2-1,9)
3 / 128,8 7,56 m 146,6
4 / 131,6 7,58 m 150,0
6,90d
5 128,8 7,56 m 117,2
(J=8,4)
7,59 dd 7,99 dd
6’ 126,0 121,1
(J=8,4-2,1) (J=8,2-19)

Elucidation structurale du produit CPB7

Les spectres RMN'H (Fig. 127) et RMN *3C (Fig.128) du composé CPB 7 montrent des

signaux caractéristiques d’un phytostérol de type B-sitosterol glycosylé.
En effet on observe sur ces spectres :

» Un groupement oxyméthine CHO-3 résonant a on 3,57 /dc 78,7.
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» Six groupements méthyliques résonant a on 0,72 (CH3-18) /6c 11,3 ; on 1,04
(CH3-19) /8¢ 19,7 ; 6n 0,94 (CH3-21) /3¢ 18,9; 6n 0,93 (CH3-26) /3¢ 20,9;
on 0,83 (CH3-27) /oc 19,4; dn 0,86 (CH3-29) /6c 11,4.

> Une double liaison a dne 5,35/8ce 121,7 et dcs 140,4
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/
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Figure 127. Spectre R MN H du composé CPB7
La comparaison des déplacements chimiques des protons et des carbones osidiques avec
les données bibliographiques révéle que ce compose possede un glucose de

configuration .
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Figure 128. Spectre RMN *3C du composé CPB7
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Les données spectrales ainsi que la comparaison avec celles de la littérature (Njinga et

al., 2016) permettent d’identifier le composé CPB 7 comme étant f-sitostéryl-3-O-B-D-

glucopyranoside nommé Daucostérol. (Fig.129)

HO
o)
H
H

OH

T

Figure 129. CPB7 Daucostérol

Le tableau 13 regroupe les déplacements chimiques des signaux observés en RMN *H et $3C du

composé CPAC 7.

Tableau 13. Déplacements chimiques en RMN *H (2 500 MHz) et RMN *3C (a 125 MHz) du produit

CPB 7 de Cytisus purgans

Position

© 00 ~N o o

11

CPB 7. Daucostérol

1 Multiplicité, J(Hz)
a=1,87m
b=1,07 m
a=1,90 m
b=1,58 m

3,57m
a=2,40 ddd (J = 13-6-3)
b=2,22 td (J = 13-3)
/
5,35d (J = 5,9)
1,48 m
1,96 m
0,97 m
/
a=1,45m
b=1,02m

oc

37,2

29,4

78,7
38,5

140,4
121,7

31,8
31,9
50,2
36,6

22,9
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12

13
14

15

16

17
18
19
20
21

22

23
24
25
26
27
28
29
1
2’
3
4
5

6,

a=2,01m
b=1,17m
/

1,03 m
a=1,59m
b=1,11m
a=1,84m
b=1,29 m

1,16 m

113s

1,04

1,36 m

0,94 d (J =6,7)
a=135m
b=1,05m

1.19m
0.93m

1.66 m

0,93d (J =5,4)

0.83d (J=6,9)

1,28 m

0.86t (J = 7,5)

437d(J=8)
3.17t(J=8,6)

3.36 t(J=8,6)

3,33m

3,26 m

a=385dl (J = 12)
b=3,66dd (J = 12-5,4)

39,7

42,2
56,8

25,8

28,1

53,4
11,3
19,7
36,1
18.9

33,8

26,7
45,8
45,8
20,9
19,4
241
114
101,1
73.6
77,4
70.2
76,4

61.5

Le daucosterol a étée isolé a partir de diverses especes de la famille Fabaceae,

notamment Astragalus tanae,

Ononis mitissima L, Cassia italica,

Archidendron

clypearia , Cassia mimosoides var. nomame Makino et Astragalus membranaceus.

(Omari et al., 2022). Sa présence a été signalée pour la premiere fois dans le genre

Cytisus
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V.3. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux dans les plantes est une mesure de la quantité totale de
composés phénoliques présents, tels que les flavonoides et les acides phénoliques. L'évaluation
des polyphénols totaux dans les deux extraits ci étudiés a été effectuée a I'aide de la méthode
Folin-Ciocalteu , qui en raison de sa simplicité et de son utilisation minimale de réactifs,
convient pour une estimation initiale de la teneur en polyphénols totaux. Toutefois, elle présente
des limites en termes de spécificité envers les polyphénols, étant donné qu'elle repose sur

I'utilisation d'un composé standard.(Attard, 2013)

Les concentrations en polyphénols totaux ont été déterminées en utilisant I'équation de
régression dérivée de la courbe d'étalonnage de I'acide gallique ( Fig. 130), et les résultats sont
exprimés en milligrammes d'équivalent d'acide gallique par gramme d'extrait sec (mg EAG/g
ES).
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'1.!' ':‘-
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Figure 130. Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux
Les résultats du dosage indiquent une richesse des deux plantes en polyphénols.

Avec une teneur en polyphénols de 158.8 +£0.4 mg GAE/g, I’extrait acétate d’éthyle de V. rosea
est considéré comme assez riches en composés phenolique. Dans la littérature, les études
précédentes sur les espéces de Veronica ont montré que la teneur totale en polyphénols varie
considérablement. Bien que certains chercheurs aient découvert que la teneur en polyphénols
dans les parties aériennes de Veronica teucrium serbe est d'environ 157 mg GAE/g d'extrait
méthanolique sec et 172 mg GAE/g d'extrait d'acétone sec, d'autres ont observé des niveaux
plus élevés dans Veronica officinalis, atteignant environ 200 mg GAE/g d'extrait méthanolique

sec. Cependant, des recherches antérieures ont mis en évidence que la quantité totale de
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composés phenoliques présents dans plusieurs espéces telles que Veronica jacquinii, Veronica
urticifolia, Veronica orientalis, Veronica multifida, Veronica spicata et Veronica baranetzkii
Bordz, variait de 83,15 mg GAE/g a 196,67 mg GAE/g de poids sec (Ignjatovi¢ et al., 2015 ,
Dunki¢ et al., 2015)

Par ailleurs, I’extrait n-butanolique de C.purgans a montré également une teneur intéressante
en polyphénols ( 138.98 + 5.38 mg GAE/g d’extrait sec ) . Si on compare cette valeur avec
celles trouvées dans les études antérieures, on constate que C.purgans est relativement riche
en polyphénols. Récemment, Larit et al. (2019) ont utilisé un solvant hydroéthanolique (80%
d'éthanol) pour I'extraction sélective des composés phénoliques de la plante Algérienne Cytisus
villosus Pourr. Les auteurs ont indiqué que la teneur totale en composés phénoliques de la
fraction acétate d'éthyle était de 1’ordre de (208 mg GAE/g d'extrait (Larit et al., 2019). De
surcroit, I’extrait des feuilles de C.multiflorus a révélé une teneur en polyphénols semblable a
celle de C.purgans ci- étudiée ( 142.4 mg GAE/g ) (Luis et al., 2011).

Il est important de noter que la teneur totale en polyphénoles d'une plante dépend de nombreux
parametres, tels que I'espéce végétale, le tissu végétal et le stade de développement, ainsi que
des facteurs environnementaux tels que la température, le stress hydrique et les conditions

lumineuses.(Chaves et al., 2020)

Le choix du solvant d'extraction a un impact significatif sur la teneur totale en polyphénols et
le potentiel antioxydant des extraits de plantes. Diverses études ont démontré que différents
solvants peuvent influencer la quantité et la qualité des composés extraits, ainsi que la capacité
antioxydante des extraits. Par exemple, des solvants organiques hautement polaires tels que
I’éthanol et le méthanol se sont révélés efficaces pour l'extraction de formes d'aglycones
phenoliques hautement hydroxylées, qui sont solubles dans ces solvants. (Temesgen et al.,
2022)

Les polyphenols sont reconnus comme des métabolites secondaires bioactifs, réputés pour leurs
propriétés anti radicalaires, notamment les flavonoides et les tanins. Ces composés ont été au
centre de nombreuses recherches récentes dans le domaine de la thérapeutique

antioxydante.(Srinivasan, 2014)
V.4. Dosage des flavonoides totaux

La teneur totale en flavonoides des extraits des parties aériennes des plantes a été déterminéee
en utilisant un dosage colorimétrique au chlorure d'aluminium en utilisant la quercétine comme

étalon pour construire une courbe d'étalonnage.
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La courbe d'étalonnage (Fig.131) de la quercétine a été établie en tracant différentes

concentrations de quercétine par rapport a I’absorbance y = 0,0055x - 0,0351, (R? = 0,997).

En utilisant cette courbe d'étalonnage, la teneur totale en flavonoides des extraits a été calculée

y = 0,0055x - 0,0351
0E R?=0,997 o4
=
0,5 -
e
%)
o
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Figure 131. Courbe d’étalonnage de la quercetine pour le dosage des polyphénols totaux

Les flavonoides sont une classe de métabolites secondaires végétaux avec des activités
biologiques profondes. Ces activités biologiques des flavonoides dépendent de la structure et
du motif de substitution des groupes hydroxyle (Pandey, 2013).

Le contenu total en flavonoides de Veronica rosea était de 179,48+9,86 mg QE/g d'extrait sec,
cette teneur considérée comme élevee en flavonoides et est similaire aux valeurs obtenues
pour V. multifida avec 206,17 mg QE/g d’extrait sec (Kog¢ et al., 2019) et Veronica polita avec
un taux de 289,785 + 0,988 mg RU/g d'extrait .(Jeon, 2012).

La richesse de I'EAE de V. rosea peut s'expliquer par l'efficacité élevée de I'extraction.
Effectivement, le choix du solvant devrait étre déterminé en fonction des types de metabolites
secondaires prévus a extraire des matériaux végétaux. Les extraits aqueux et éthanoliques ont
démontré une forte concentration en composés phénoliques, tandis que I'acétone s'est avérée

efficace pour I'extraction des flavonoides.(Dirar et al., 2019)

Quant a C.purgans, la teneur en flavonoide de I’extrait n-butanolique était de 1’ordre de 101 +
4.73 mg QE/g extrait sec . La comparaison avec d’autres espéces du genre Cytisus a révelé que
I’extrait de C. purgans est notablement riche en flavonoides par rapport aux autres espéces. En

effet, un taux élevé de flavonoide a été rapporté par Olgica et al. (2011) dans les extraits acétone

150



de C. nigricans (169,96 mg de RUE/g d'extrait sec) et C. capitatus (168,11 mg de RUE/g ).
(Stefanovi¢ & Comié, 2011)

Cependant un taux plutét modéré en flavonoide a été observé avec 1’extrait hydro-ethanolique
de C. triflorus (52,13 £ 1,69 mg QE/g ) (Ait-KaciAourahoun et al., 2015)

L’évaluation des tencurs en flavonoides réalisée par Pinela et al. (2011) de C. multiflorus, C.
scoparius et C. striatus adémontré des taux modérés également (72.64 +£7.08 , 45.55 + 7.36
et 86.98 + 4.24 respectivement ) (Pinela et al., 2011)

Ces variations peuvent étre expliquées par le fait que la méthode d'extraction liquide-liquide
(par fractionnement) peut diluer ou au contraire augmenter les teneurs en composés phénoliques
de l'extrait brut. Aussi, il est tres important de souligner que la méthode de détermination du
taux des flavonoides totaux n'est pas basée sur des mesures des quantités absolues, mais sur
leurs capacités de réduction chimique par rapport a la quercetine .(Amzad Hossain & Shah,
2015)

V.5. Dosage des tanins hydrolysables et condensés

La concentration des tanins hydrolysables a été calculé aprés établissement de la courbe
d’¢étalonnage de 1’acide tannique et 1'équation de régression correspondante (y = 0,0012 x +
0,003, avec R2 = 0,9941) ( Fig.132) Les teneurs en tanins hydrolysables ont été exprimés en
mg EAG/mg d’extrait sec .

La teneur en tanins hydrolysables de I’extrait acétate d’éthyle de Veronica rosea était de 36,44
+ 3,37 mg TAE/g d'extrait sec et celle de Cytisus purgans était 35.96 + 3.51 mg TAE/q.

0,18 y=0,0012x + 0,003 o
o B=10,9041 a9
0,14 .
Y n,12
=t
m
2 01
(=]
5 0,08
™ o
LR e #
0,04 P
0,02 s
-
W]
0 20 40 &0 B0 100 120 140 160

concentration

Figure 132. Courbe d’étalonnage de 1’acide tannique pour le dosage des tanins hydrolysables
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Les concentrations des tannins condensés sont exprimées en mg/g de matiére végétale seche.
Pareillement, la teneur en tanins condensé de C.purgans est de 25.17+2.31mg/g tandis que celle
de V.rosea est de 10.05+£1.53mg/qg .

Le dosage des tanins hydrolysables et condensés a révélé que les tanins ne sont pas les

constituants majoritaires des composes phénoliques des plantes étudiées ci présents.

Les tanins sont des composés astringents naturels présents dans les plantes, ils aident a la
défense de la plante contre les attaques fongiques, bactériennes et insecticides, ainsi qu'a sa

survie pendant les périodes de sécheresse. (Pizzi, 2021)
V.6. Dosage des anthocyanes

Les anthocyanes constituent un sous-type de flavonoides qui conférent différentes teintes de
rose, de rouge, de violet et de bleu aux fleurs, aux légumes et aux fruits. lls sont produits par
les plantes et sont principalement présents dans les fruits et les fleurs, mais sont également
détectés dans les organes vegétatifs. Ils jouent également un réle important dans la propagation

des plantes, I'écophysiologie et les mécanismes de défense des plantes.

Structurellement, les anthocyanes sont des anthocyanidines modifiées par des sucres et des
acides acylés. Les couleurs des anthocyanes sont sensibles au pH, a la lumiére, aux températures
et aux ions métalliques. La stabilité des anthocyanes est contr6lée par divers facteurs,
notamment les complexations inter et intramoléculaires.(Alappat & Alappat, 2020)

Dans notre étude, la teneur en anthocyanes de V. rosea et C.purgans s'est avérée modeste avec
des valeurs de 7.47 = 0.45 mg de Cy-3-glu equivalents/100 g extrait sec et 1,66+0,88 Cy-3-glu

équivalents/100 g extrait sec respectivement .

Vu que les fleurs du genre Veronica se présentent dans une variété de couleurs, notamment le
bleu, le rose et le pourpre il était judicieux de tenter de quantifier les anthocyanes. Une analyse
des anthocyanes dans 1’extrait de pétales bleues de Veronica persica a démontre effectivement
la présence d’anthocyanines de type delphinidine acylées contribuant a la coloration bleue.(Ono
etal., 2010)

V.7. Résultats de ’investigation pharmacobiologique

V.7.1. Pouvoir antioxidant de Veronica rosea et Cytisus purgans

Des preuves chimiques, biochimiques, cliniques et épidémiologiques prouvent les effets
chimioprotecteurs des antioxydants phénoliques contre les troubles médiés par le stress

oxydatif.
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Les actions pharmacologiques des antioxydants phénoliques découlent principalement de leurs
propriétés de piégeage des radicaux libres et de chélation des métaux, ainsi que de leurs effets
sur les voies de signalisation cellulaire et I'expression des génes (Soobrattee et al. 2005).

Les études in vitro et in vivo ont montré que les composés phénoliques présents dans les
aliments sont bénéfiques pour maintenir la santé humaine. Les activités de piégeage des
radicaux libres et d'antioxydant des composes phénoliques dépendent de l'arrangement des
groupes fonctionnels autour de la structure nucléaire. Le nombre et la configuration des groupes
hydroxyle donneurs d'hydrogene sont les principales caractéristiques structurelles influencant
la capacité antioxydante des composés phénoliques (Zeb, 2021)

Pour évaluer l'activité antioxydante in vitro des extraits naturels, diverses méthodes ont été
élaborées. Ces méthodes impliquent la combinaison d'espéces oxydantes telles que les radicaux
libres ou les complexes métalliques oxydés avec un échantillon contenant des antioxydants
capables d'inhiber la formation de radicaux. Ces antioxydants peuvent agir selon deux
mécanismes principaux : soit en transférant des atomes d'hydrogene, soit en transférant des
électrons.(Dontha, 2016; Gupta, 2015)

Trois méthodes ont été utilisées pour évaluer 1’activité antioxydante des extraits de V.rosea et
C. purgans car I"'activité antioxydante n'est pas conclue sur la base d'un seul mod¢le de test
antioxydant. (Dontha, 2016). Malheureusement, une methode spécifique appropriée pour
mesurer l'activité antioxydante n'est pas disponible c’est pourquoi différents tests sont

nécessaires pour évaluer les différents modes d'action des antioxydants.

Les tests DPPH, ABTS et FRAP ont été largement utilisés pour déterminer le potentiel
antioxydant des extraits de plantes car ils sont simples a appliquer et fournissent des résultats
rapides et reproductibles. De plus, les tests DPPH et ABTS sont les plus faciles a utiliser et
fournissent les résultats les plus cohérents. (Stephanie dudonne, xavier vitrac, philippe coutiere
& merillon, 2009)

V.7.1.1. Pouvoir réducteur du fer :

Cette démarche a été utilisée pour mesurer la capacité réductrice des extraits étudiés. Le fer est
reconnu comme le pro-oxydant le plus important des lipides en raison de sa grande réactivité.
Ainsi, les agents chélateurs offrent une protection contre les dommages oxydatifs des cellules
en éliminant les ions Fe?" qui participent a la peroxydation lipidique. En pratique , le fer peut

stimuler l'oxydation des lipides par la réaction de Fenton et accélérer cette oxydation en
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décomposant les hydroperoxydes en radicaux peroxyde et alcoxyles, qui peuvent a leur tour

entretenir la réaction de peroxydation lipidique.(H. Khan, Jawad, et al., 2018)

La capacité réductrice de I'extrait de V. rosea . Ainsi que celle de C.purgans a augmenté de
maniére dépendante de la concentration ( Tableau . 14) avec une valeur de 1Csp de 5,87+0,096
ug/mL et 6.37+0.27 respectivement. Ces valeurs sont trés proches de la valeur de I’ICso de la

molécule de référence utilisée : 1’acide ascorbique ICso= 4.74+0.073 pg/mL.

Tableau 14. Capacité antioxydante des extraits par le test FRAP

Concentrations pg/mL
Extrait
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

v.rosea 03624 0,6603 1,1619 1,1935 1,743 11,9332 2,2857 12,4878 12,8906 2,9163

c.purgans 02819 0,3106 05111 0,7198 1,5764 1,4488 1,8618 2,4054 3,6362 3,7062

La recherche bibliographique sur le pouvoir réducteur des especes du genre Veronica, a relevé
qu’elles sont dotées d’un puissant potentiel de réduction du fer . En effet, les extraits de
Veronica teucrium et Veronica spicata presentent une activité FRAP élevée par rapport a la
référence BHT avec des valeurs d’ICso ge 4,06 mmol Fe2+/g), et ICso = 2,25 £+ 0,02 pg/mL
respectivement . (Dunki et al., 2015, Zivkovi¢ et al., 2012 )

L’excellente activité observée est due certainement a la présence de composés réducteurs dans
les extraits, notamment des donneurs d’électrons qui sont probablement les groupement

hydroxyle des composés phénoligues.

Plusieurs etudes se sont focalisees sur les propriétés réductrices des polyphénols
particulierement les flavonoides et leur capacité a former des complexes stables avec les métaux
de transition, surtout le fer et le cuivre qui peuvent moduler divers processus d'importance
biologique impliquant I'état redox de I'ion meétallique. L'interaction des polyphénols avec les
métaux de transition joue un réle significatif dans les propriétés antioxydantes de ces COmposés.
(Perron & Brumaghim, 2009)

Notons qu’au niveau cellulaire, I’évaluation FRAP refléte adéquatement la capacité a maintenir
I'état redox dans les cellules ou les tissus et n’est pas valable pour les composés qui agissent par
piégeage des radicaux (transfert d'H), en particulier les bio-thiols (comme le glutathion) et les
protéines. Pour cette raison, la méthode est plutt inadéquate pour mesurer la capacité

antioxydante des fluides intracellulaires et du plasma/sérum humain. (Danet, 2021)
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Le mécanisme FRAP est totalement un transfert d'électrons et non un mélange de transfert
d'électrons et de transfert d'hydrogene, et donc en association avec d'autres méthodes
antioxydantes, il peut étre trés utile pour différencier les mecanismes prédominants avec
différents antioxydants (Danet, 2021)

V.7.1.2. Test de piégeage du radical DPPH

Les résultats obtenus, sont exprimeés en termes de concentration inhibitrice de 50% des radicaux
(ICs0) . L’ICs0 est inversement lié a la capacité antioxydant d’un extrait, il représente la
concentration d’antioxydant nécessaire pour inhiber 50% du radical DPPH . Plus la valeur
d’ICsp est basse, plus I'activité antioxydante est importante.

L’extrait acétate d’éthyle de V. rosea a montré une activité de piégeage du radical DPPH trés
intéressante, en effet, avec une ICso de 16.09 £+ 0.2 pg/mL et en comparaison avec 1’acide
ascorbique (ICso = 3.813 +0.008 pg/mL) (Tableau .15 ) V. rosea a une excellente activité

antioxydante .
Tableau 15. Capacité de piégeage du radical DPPH

Extrait Concentrations pg/mL
20 30 40 50 60 70 80 90 100
v.rosea | 61,17 8428 94,14 95,23 95,803 9557 9557 9563 9547
c.purgans 31.16 44.82 6151 76.29 8253 8853 90.63 91.01 91.11

Quant a C. purgans , une valeur de ICso de 26.66+0.25 pug/mL a été trouvé . En comparaison
avec I’acide ascorbique, cette plante est aussi considérée comme ayant une trés bonne activité

de piégeage du radical DPPH.

Selon Reviana R et al. (2021) une substance est classee en terme de force de piégeage de DPPH
selon la valeur I1Cso comme suit : tres forte si la valeur de I'lCso est <10 pg/ml, forte si la valeur
de I'ICsp se situe entre 10 et 50 ug/ml, modérée si la valeur de 1'lCsp est comprise entre 50 et
100 pg/ml, faible si la valeur de 1'lCsq est entre 100 et 250 pg/ml, et non active si 1'l[Cso dépasse
250 ug/ml.(Reviana et al., 2021). Donc V. rosea et C. purgans possedent un fort effet

antioxydant pour la neutralisation des radicaux libres (DPPH?) .

Ces propriétés peuvent étre dues a l'activité combinée des composants bioactifs identifiés dans
ces extraits, des composeés polyphénoliques capables de donner de I'hydrogene a un radical libre
(DPPH?®) pour les convertir en especes non réactives comme il est le cas de 1’acide ascorbique
(Fig.133).
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Figure 133. Réaction entre DPPH et acide ascorbique (Apak et al., 2018)
En effet , les antioxydants, a savoir les phénols , les amines aromatiques, les phénothiazines,
les pyridinols, les pyrimidinols et les thiols, peuvent éliminer les radicaux libres tels que le
radical peroxyle par donation d'atome d'hydrogéne. Cela est possible en raison de la liaison
relativement faible formée entre I'hydrogene et I'nétéroatome correspondant (O, N, S).
Néanmoins, des études sur les propriétés de capture des radicaux libres des phénols ont
démontré une contribution de transfert d'électron (ET). Ce dernier suit ou précede un transfert
de proton ou peut méme se produire de maniére concertée de sorte que le mécanisme de la

réaction présente un mode mixte. (Apak et al., 2018)

Les espéces de Veronica sont d'excellentes sources de biomolécules avec des activites
antioxydantes puissantes. Les extraits de plusieurs espéces ont été testeés in vitro par plusieurs
méthodes telles que le piégeage des radicaux libres DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle).

Dans une étude antérieure, le pouvoir antioxydant de divers extraits obtenus a partir des parties
aeriennes fleuries de trois espéces de Veronica a savoir : V. teucrium, V. jacquinii ,V. officinalis
et V. urticifola, a été évalué in vitro par l'activité de piégeage des radicaux libres DPPH , les
valeurs d’ICsp variaient de 12,58 a 66,34 pg/mL témoignant un potentiel anti radicalaire
considérable. (Zivkovié et al., 2012 , Harput et al., 2011)

L’activité antioxydante des especes de Veronica pourraient étre attribuées a leur teneur en
iridoides et en acides phénoliques et surtout en flavonoides. A titre illustratif, les flavonoides
acylés et les glycosides phénoliques de V. thymoides subsp. pseudocinerea ont montré une
activité puissante de piégeage du radical DPPH (Saracoglu et al., 2004) . Les deux glycosides
phényléthanoides, turrilliosides A et B, isolés de Veronica turrilliana Stoj. & Stef , se sont
révelés étre de puissants piégeurs du radical DPPH, environ 1,6 fois plus efficaces que la
quercétine (Kostadinova et al., 2007). Aussi , la capacité antioxydante des extraits enrichis en

flavonoides de V. persica étaient corrélée a leur teneur totale en phénols. (Fierascu et al., 2018)

Plusieurs especes du genre Cytisus ont été évaluées pour leur activité antioxydante. Par
exemple, les extraits hydroalcooliques des feuilles de C. villosus ont montré une forte activité
antioxydante dans le piégeage du DPPH, avec une valeur de ICso de 19,17 pg/mL (Bouziane

et al., 2018) résultat similaire a celui obtenu dans la présente étude avec C. purgans.
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Des études antérieures sur C. multiflorus ont révélé une capacité significative a piéger le DPPH,
avec une valeur de ICso de 13,4 £ 0,5 pg/mL, (Pereira et al., 2012). De surcroit, C.
monspessulanus, C. nigricans, C. albus et C. scoparius ont montré des variations dans leur
capacité de capture du DPPH, avec des valeurs de ICso respectives de 14 + 0,018 pg/mL, 88,44
+ 0,72 pg/mL, 131,13 + 0,6 pg/mL et 24,33 + 0,14 pg/mL.(Bakchiche & Gherib,
2014,Sundararajan et al., 2006 ,Hanganu et al., 2016)

Evidemment, toutes les molécules isolées des deux plantes sont dotées de pouvoir
antiradicalaires ainsi , Chunlian Tian et al.(2021) ont testé I’activité anti radicalaire DPPH de
la lutéoline, et de la quercétine, les valeurs ICsg étaient spectaculaire avec des valeurs de
1,977 et 1,819 pg/mL respectivement , et toutes les deux étaient inféricures a celle du 1’acide
ascorbique (Tian et al., 2021). Deux glucosides d'isoscutellareine acylée ont été testées par Ali
Sen et al.(2019) pour leurs activité de piégeage du radical DPPH , d’excellents résultats ont
été constatés , les valeurs d’ ICsp obtenues étaient de ’ordre de 2.35 £ 0,00 et 13.94 + 1,65
pHg/mL(Sen et al., 2019)

V.7.1.3. Capaciteé antioxydante totale

La méthode du phosphomolybdene est couramment utilisée pour évaluer la capacité
antioxydante totale des extraits de plantes. Cette méthode est quantitative et fournit des résultats

en tant que nombre d'équivalents d'acide ascorbique ou d'a-tocophérol.

C'est un outil précieux dans I'évaluation du potentiel antioxydant des sources naturelles et a été
utilisé dans de nombreuses études de différents échantillons d'origines et de compositions

différentes a la recherche de sources naturelles de vitamine E et d'autres puissants antioxydants.

La capacité antioxydante totale (CAT) au phosphomolybdéne évalue a la fois les antioxydants
liposolubles et hydrosolubles . Elle se distingue par le fait qu’elle est simple, peu coliteuse et
constitue une bonne alternative aux autres méthodes laborieuses utilisées pour évaluer la

capacité antioxydante totale. (Dixit & Reddy, 2017)

Le test du phosphomolybdate est une variante du test du piegeage du DPPH. Pendant ce test,
I'nydrogene et I'électron sont transférés du composé réducteur (extrait-antioxydant) vers le
complexe oxydant (PPM). Ce transfert est conditionné par le potentiel redox, le pH du milieu

et la structure propre du composé antioxydant. (Prieto et al., 1999)

La capacité antioxydante totale est rapportée en équivalents d'acide ascorbique par gramme
d'extrait. La courbe d'étalonnage de l'acide ascorbique établie dans la présente étude était
linéaire dans la plage de y = 0,005x - 0,057, avec R2 = 0,9901. ( Fig.134)
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Les valeurs d'absorbance significatives obtenues indiquent une forte capacité antioxydante de

cette molécule standard (acide ascorbique).
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Figure 134. Courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique pour la determination de la capacité

antioxydante totale

La capacité antioxydante totale de V. rosea a été quantifiee a 172,74 + 6,17 mg d'AAéqg/g
d'extrait sec, et celle de C..purgans a 106.57+5.81 mg d'AA éq/g d'extrait sec . Les extraits ont

montré une capacité antioxydante concentration dépendante.

Le test au molybdate a indiqué que I'extrait hydroéthanolique de C. villosus avait une valeur
TAC élevée de 101,14 + 3,02 mg EAA/g d'extrait, une valeur comparable au résultat obtenu
avec C.purgans , tandis que l'extrait aqueux a montré une capacité antioxydante de 94,18 +
2,31 mg EAA/g d'extrait.(Zouhri et al., 2023)

V.7.2. Activité dermoprotectrice et photoprotectrice

La peau est une cible principale du stress oxydatif car elle est constamment exposée a
I'environnement, y compris aux rayons UV, qui induisent la génération d'especes réactives de

I'oxygéne (ROS) dans la peau.

Il est largement accepté que les rayons UVA et UVB jouent un role significatif dans le
vieillissement prématuré et les dommages photo-induits de la peau par divers mécanismes
impliquant le stress oxydatif . Alors que les UVB ont un impact biologique sur la peau
principalement en causant des dommages directs a I'ADN et une inflammation , les UVA
contribuent aux dommages photo-induits de la peau en genérant divers types de radicaux libres
qui interagissent avec les biomolécules et perturbent la signalisation cellulaire, affectant ainsi

la survie cellulaire et la fonction des cellules cutanées (Dunaway et al., 2018) .
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Les dommages oxydatifs induits par les UVA et les UVB sont associés a lI'apoptose et a la
nécrose des cellules cutanées, associées a la réaction de coup de soleil et au processus de
vieillissement cutané.(Chopra et al., 2018)

Par conséquent, la recherche visant a fournir des connaissances dans ces domaines a augmenté
de maniére exponentielle afin de développer des approches préventives et

thérapeutiques.(Bosch et al., 2015)

Le facteur de protection solaire (SPF) est un indice qui mesure I'efficacité d'un produit de
protection solaire (PPS) contre les rayons UVB. Le calcul du SPF est basé sur la capacité d'un

produit a bloguer les rayonnements UVB, et il est déterminé a I'aide de tests in vitro et in vivo.

II'y a un nombre suffisant de phytomolécules a potentiel photoprotecteur qui pourraient
constituer une part importante des formulations photoprotectrices. citons comme exemples les
flavonoides, les polyphénols, les polyphénols du thé, la curcumine, le resvératrol, etc , Elles sont
capables de moduler la machinerie apoptotique (Bax, Caspase-3, Caspase-9, APAF-1) vers des voies de

survie cellulaire (Bcl-2, PI3/AKT, kinases activées par les mitogenes).(Chopra et al., 2018b)

Les extraits de plantes sont parfois utilisés dans la formulation de produits de protection solaire
pour leur potentiel photoprotecteur, mais il est important de noter que l'utilisation seule

d'extraits vegétaux comme filtre UV n'est pas suffisante pour procurer un SPF élevé.

Dans le présent travail, une absorption manifeste dans les longueurs d'onde UVB/UVA a été
observée dans le scan spectrophotométrique de I'extrait de V. rosea et C.purgans .

Le SPF a été calculé pour estimer la valeur de la photoprotection en utilisant les valeurs
d'absorbance de balayage et les résultats sont rassemblés dans le tableau 16

Tableau 16. Valeur du SPF des deux extraits V.rosea et C.purgans

Concentration SPF
(mg/mL) V.rosea C.purgans
0.2 41.53+0.01 40.55
04 58.55+0.02 45.64
0.6 54.80+0.03 46.10
0.8 73.80+0.13 80.45
1 92.09+0.15 87.84

159



L’extrait de V. rosea a montré un SPF éleveé (de 40 a 92 pour des concentrations de 0,2a 1,0
mg/mL) et a ainsi efficacement protégé contre les radiations UVA et UVB. Cet effet bénéfique
pourrait étre attribué a sa teneur considérable en polyphénols, notamment les flavonoides, qui

sont tous de puissants piégeurs de radicaux.

De méme les résultats issus de nos investigations sur 1’extraits n-butanolique de C.purgans (
SPF =87.84 a 1Img/mL) indiquent son utilité potentielle en tant qu'agent de protection solaire

dans les formulations cosmétiques .

Le phototypage de la peau fait référence a un systeme de classification de la peau basé sur la
facon dont la peau réagit a I'exposition au soleil. La classification de Fitzpatrick est la méthode
de phototypage de la peau la plus largement accepté sur la base de la tendance d'une personne
a prendre des coups de soleil et sur sa capacité a bronzer ( Fig.135) . Le phototypage de la peau
est également utile pour prédire le risque de photo-dommages et de cancer de la peau.(Sashdeva
2008) .

Les résultats de SPF des deux extraits indiquent que nos deux plantes peuvent potentiellement
étre exploitées pour la formulation des préparations écran solaire pour les phototypes de peau |
etll

Fitzpatrick Description Individual Skin color UVE protection UVA protection | High energy visible
phototype Typalogy Angle light protection
(ITA) {ITA claseification) {SPF}) {UMA-FF) {VL-PF)
| Always burms, ITA® =58° Very light SPF50+ UVA-PF 444
newer lans d (=1/3 labelled SPF)
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) A1° <|TA® «55° Light
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L] always tans 28" <ITA® <41

", Raraly burns,

tans easily 107 <ITA® <28°

Raraly burna
W tans easily; -30¢ <ITA" <107 Brown
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Rarely bums, tans

Wi prompdly and

intensely; highly
pigmentad

ITA® <-30° SPF30+ UVA-PF +++

{= 2/3 abatled SPF)

Figure 135. les phototypes de la peaux et le SPF correspondant .(Sashdeva 2008)

En fait, une utilisation appropriée des écrans solaires atténue les chances de développer un
cancer de la peau induit par les UV. Certains phytoconstituants remplissent cette fonction
parfaitement.(Bosch et al., 2015)
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Les stratégies de photoprotection reposent essentiellement sur : le blocage de I'incidence des
photons UV, la réparation de I'ADN gréce aux enzymes de réparation, I'élimination des ROS
avec des agents antioxydants, et I'anti-inflammation/immunomodulation avec des agents anti-

inflammatoires.

Beaucoup de ces stratégies de photoprotection impliquent des dérivés de plantes, y compris des
polyphénols (flavonoides et non-flavonoides), des dérives non phénoliques et des extraits de
plantes entiéres (Fig. 136), qui assurent une augmentation du blocage des radiations UV ainsi
que le renforcement de I'équilibre antioxydant cellulaire réduiront I'incidence du photo-
vieillissement et de la photocarcinogeneése.(Bosch et al., 2015)

L]

Skin
NATURAL AGENTS INHIBIT/REDUCE
/eipeccs, )| ROS generation DNADamage Genomicinstability Activation of signaling
Osckeach l (Direct: CPDs.6-4PPs) & (p53 dysfunction) pathways [ GIr.Ecce,
Simarin (Indirect: 8-0x0dG) ﬁ_  (NFxB,AP-,STAT3,|| PFE.GSPs,
Quer catin Depletion of T — TR | GIP,PFE, PI3K/AKt and MAPK) Ri?v'e"v‘:lol
\ Suoraphane | Antioxidant System | S, Dolghic \ - | oo
- _ (Enzymatic, Non-enzymatic) |__GSPs, Genistein, Baicaln | Kaempferol
[ EccG, Inflammation || Sgmstem
G'&g:" (Cytokines, COX-2 and Luteolin
_Protein oxidation,

Prostaglandins) Curcumin
/ ‘ _ Delphinidin

Proliferation

ecc, HLipidperoxidatio

GIP, PFE, Immune suppression

Ro:viip:lml ‘ (Initiated cells, Resistance
Dehinkiin | o yjdative stress l to ap°i‘°s'$)
[ Skin Cancer +————— Transformation

(Clonal expansion of
initiated cells)

Figure 136. Les stratégies de photoprotection des substances naturelles(Bosch et al., 2015)

Rappelons que dans les deux plantes ci étudiées, plusieurs flavonoides ont été détectés et
identifiés. Les effets protecteurs des flavonoides dans les systémes biologiques sont attribués a
leur capacité a transférer des électrons aux radicaux libres, a chélater les catalyseurs métalliques
a activer des enzymes antioxydantes , a réduire les radicaux de l'alpha-tocophérol et a inhiber
les oxydases . De plus, les flavonoides protégent les plantes contre le rayonnement solaire UV
et neutralisent les ROS générés par les UV. Par conséquent, les flavonoides naturels ont un

potentiel de photoprotection incontestable. (Saewan & Jimtaisong, 2013)

Il est maintenant évident que I’extrait acétate d’éthyle de V. rosea est riche en luteoline et
apigenine . Ces deux flavonoides ont été deja testés pour leurs action photoprotectrice . Ainsi
dans une étude precédente ; le SPF-UVB de I’apigenine a été calculé par la méthode de Diffey

et al. (1989) et était de ’ordre de 28.8. (De Alencar Filho et al., 2016) Une valeur trés
161



intéressante dans la protection solaire. Par conséquent, I'apigenine peut étre considérée comme

un composé photoprotecteur a large spectre. (Forero et al., 2019)

D’autre part, les propriétés antioxydantes et photoprotectrices de la lutéoline ont été étudiees in
vitro, ex vivo et in vivo sur des kératinocytes humains. La spectroscopie a révélé des absorptions
maximales de lutéoline dans la région UVB ainsi que dans la région UVA, et moins de 10 %
d'absorption étaient en dessous de 370 nm, la lutéoline inhibait a la fois I'érytheme cutané induit
par les UVB, la surexpression de la cyclooxygénase-2 et la production de prostaglandine E2
dans la peau humaine en interférant avec la voie MAPK. Ces données suggerent que la lutéoline
peut protéger la peau humaine contre les dommages causés par les UVB par une combinaison
d'absorption des UV, de protection de I'ADN, d'activité antioxydante et de propriétés anti-
inflammatoires( Fig.137) (Afag, 2011)
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Figure 137. La lutéoline dans la photo protection de la peau (Wolfle et al., 2011)

La quercetine protege les systemes antioxydants de la peau, protege les activités de la glutathion
peroxydase, de la réductase, de la catalase et de la dismutase. Dans le cadre de I'étude de la
photoprotection , la quercétine a presenté un SPF-UVB de 10,3, selon la méthode de Diffey
et al. (1989). (De Alencar Filho et al., 2016)

Evans-Johnson et al. (2013) ont découvert que l'application topique d'un mélange de

polyphénols dérivés d'amandes ou la quercétine préedominait , a significativement atténué

162



I'apoptose induite par les rayons UVA dans les fibroblastes dermiques. De plus, ce mélange a
également eu un impact positif sur la morphologie de la peau ainsi que sur la différenciation
cellulaire, tout en tendant a réduire la prolifération des kératinocytes induite par les
UVA..(Evans-Johnson et al., 2013)

Les isoflavonoides purifiés a partir de I’extrait de C.purgans ont prouvé une dermoprotection
efficace , en effet I'application topique de la génistéine et de ses métabolites tels que I'équol,
Iisoequol et le dehydroéquol, sur la peau de souris glabre a considérablement inhibé la
production de peroxyde d'hydrogéne (H202) induite par les UV-B, I'nypersensibilité de contact

et réduit la réaction d'cedéme inflammatoire.(Saraf & Kaur, 2010)

Dans ce méme contexte, La daidzeine , la biochanin A et la genisteine ont manifesté une
activité photoprotectrice efficace in vitro en utilisant la peau de porc comme model . En effet
une protection contre 1’érythéme et des brulure UV-induits a été constaté (De Alencar Filho et
al., 2016, Wolfle et al., 2011)

Dans une étude portant sur la chrysine, on a constaté que ce flavonoide isolé présente un spectre
d'absorption dans les deux régions (UVA et UVB). Son SPF calculé par la méthode de Diffey
et al. (1989) était de 18,6 . (De Alencar Filho et al., 2016)

D’apres cette analyse des effets des flavonoides et iso flavonoides constituant les deux extraits

étudiés, on peut expliquer I’excellente photoprotection assurée par V.rosea et C.purgans .

Selon la FDA une protection solaire adéquate permettant de minimiser les risques de dommages
cutanés, pourra étre garantie par I'utilisation réguliére de crémes solaires ayant un indice de
protection solaire (SPF) de 15 ou plus, combinée a d'autres mesures de protection. Par
conséquent , l'utilisation de substances naturelles dérivées de plantes ( flavonoides et
polyphénols ) comme ingrédients actifs dotés de propriétés antioxydantes dans les cosmétiques
solaires est une alternative aux produits chimiques qui sont également nocifs pour la peau
(Sabrinaet al., 2022) et V. rosea et C. purgans ont le potentiel d'étre développées comme écrans
solaires et également comme soins anti-age adapté aux peaux hyper allergiques .(Mishra et al.,
2011)

V.7.3. Test de stabilisation de la membrane des globules rouges

L'inflammation est une réponse défensive compliquée impliquée dans différentes
physiopathologies de plusieurs maladies. C’est une réaction du corps aux substances étrangeres,
déclenchée par la reconnaissance par les cellules immunitaires. Les voies pro-inflammatoires

sont activées, entrainant la production de cytokines et I'activation des cellules immunitaires.
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L'inflammation chronique, déclenchée par une surproduction de cytokines, de chimiokines et
d'enzymes inflammatoires, est régulée par des voies & mediation récepteur comme les
récepteurs de type Toll, la voie MPK et NF-kB. La dérégulation de ces voies peut conduire a
des troubles inflammatoires tels que la prolifération vasculaire, la destruction tissulaire, la
fibrose et des maladies secondaires telles que l'arthrite, l'athérosclérose, les maladies

cardiovasculaires, la maladie d'Alzheimer, I'asthme et le cancer. (Al-Khayri et al., 2022)

Les anti-inflammatoires non stéroidiens et stéroidiens actuellement utilisés parviennent
efficacement a controler la réaction inflammatoire aigué. Cependant, lors d'états inflammatoires
chroniques, un traitement prolongé avec ces médicaments entraine souvent des effets
indésirables graves. Cette realité justifie la quéte de nouveaux agents anti-inflammatoires sdrs,
parmi lesquels les composés végétaux se presentent comme d'excellents candidats.(Goncalves
& Romano, 2017)

La méthode HRBC a été choisie pour évaluer in vitro la propriété anti-inflammatoire car la
membrane des érythrocytes présente une analogie avec la membrane lysosomale, et sa
stabilisation suggére que I'extrait pourrait également stabiliser les membranes lysosomales.
Cette stabilisation est importante pour limiter la réponse inflammatoire en empéchant la
libération des composants lysosomaux des neutrophiles activés, tels que les enzymes
bactéricides et les protéases, qui peuvent entrainer une inflammation et des dommages

tissulaires supplémentaires lors de leur libération extracellulaire.(RanaSingh et al., 2012)

Evidemment, les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) exercent leurs effets soit en
inhibant la libération des enzymes lysosomales, soit en stabilisant les membranes lysosomales.
D’ou la prévention de la lyse de la membrane HRBC par les extraits de plantes est considérée

comme une mesure de l'activité anti-inflammatoire. (Salvamani et al., 2016)

L'extrait de V. rosea a démontré une significative activité de stabilisation membranaire dose
dépendante en présence de pression hypotonique (p < 0,05) , A une dose de 400 pg/mL, la
membrane des globules rouges humains a été stabilisée a hauteur de 65 %. Une comparaison
avec le diclofénac, un AINS couramment utilisé, révéle que cet extrait est aussi actif que ce

médicament standard. ( Fig.138)
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Figure 138. Effet inhibiteur de I’hémolyse induite par I’hypotonicité de I’extrait acétate
d’éthyle de V.rosea

En outre, l'inhibition de I'hémolyse induite par le stress thermique a également été évaluée, la
stabilisation de la membrane est évidente et est proportionnelle aux concentration de I'extrait (
Fig.139) avec une inhibition optimale de 88 % a 400 pug/mL. De maniére similaire, cette forte

activité était comparable a celle du diclofénac (88,10 % d'inhibition a 400 pg/mL).
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Figure 139. Effet inhibiteur de I’hémolyse induite par la chaleur de I’extrait acétate d’éthyle

de V.rosea

Par ailleurs, C. purgans a montré un effet stabilisant de la membrane mais moins prononcé que
celui de V.rosea .
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Sous stress hypotonique, I’extrait de C.purgans a montré une action protectrice de la membrane
des globules rouge dose dépendante jusqu’a la dose de 200 ug/mL au-dessus de la quelle une

recrudescence de I’hémolyse a été constatée ( Fig.140) .
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Figure 140. Effet inhibiteur de I’hémolyse induite par I’hypotonicité de I’extrait acétate
d’éthyle de C.purgans

Quant a ’hémolyse induite par la chaleur, C.purgans a démontré une activité inhibitrice
modérée en comparaison avec le diclofenac ( Fig.141) .
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Figure 141. Effet inhibiteur de I’hémolyse induite par la chaleur de 1’extrait acétate d’éthyle
de C. .purgans

Les résultats in vitro suggerent que I'extrait de la partie aérienne de V.rosea et C.purgans

possedent une activité anti-inflammatoire potentielle . Bien que le mécanisme exact de la
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stabilisation de la membrane par les extrait ne soit pas encore complétement élucidé, il est
plausible que I'hnémolyse induite par I'nypotonie soit causée par le rétrécissement des cellules
dd a la perte osmotique d'électrolytes intracellulaires et de composants fluides. L'extrait pourrait
inhiber les processus qui favorisent la sortie de ces composants intracellulaires, contribuant

ainsi a la protection contre I'némolyse.(Parvin et al., 2015)

Tandis que les especes de Veronica aient déja été utilisées dans la médecine traditionnelle pour
traiter divers troubles inflammatoires, y compris le rhumatisme, leurs mécanismes d'action
pharmacodynamiques demeurent encore largement méconnus. Plus récemment, pour confirmer
I'efficacité de leurs usages traditionnels et identifier leurs principes actifs, des évaluations
pharmacologiques modernes associées a la phytochimie ont été entreprises sur nombreuses
especes. Ces études ont révélé que de nombreux extraits et composés actifs présentent des effets
bénéfiques, notamment des propriétés anti-inflammatoires, tant in vivo qu'in vitro.(Xue et al.,
2019)

Citons comme exemple type, V. polita qui se distingue par ses propriétés antioxydantes et anti-
inflammatoires prononcées. Son étude phytochimique a mis en évidence une teneur élevée en
phénoliques totaux et en flavonoides. V. polita a démontré des effets anti inflammatoires dans
plusieurs modeles animaux : elle a amélioré la colite induite par le sulfate de dextran chez les
souris et atténué les cytokines pro-inflammatoires dans un modéle murin de prostatite. (R.
Akanda et al., 2018)

De plus, les molécules phénoliques essentielles que nous avons découvertes dans les extraits
des deux plantes possedent des effets anti-inflammatoires efficaces. D’une maniére générale,
ces phytomolécules sont bien entendu des flavonoides qui exercent leurs effets anti-
inflammatoires a travers plusieurs mécanismes d'action tels que la suppression des enzymes
régulatrices et des facteurs de transcription, l'inhibition des enzymes telles que la protéine
kinase C, les protéines tyrosine kinases, la phospholipase A2 et les phosphodiestérases et le

piégeage des radicaux libres. (Essa et al., 2023) (Parvin et al., 2015)

Malgré que les flavonoides soient omniprésents dans la nature, les flavonoides acylés sont

moins courants, bien qu'ils présentent des effets biologiques potentiels (Fig.142 )
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Figure 142. Activités pharmacologiques des flavonoides acylés(Essa et al., 2023)

Les isoscutellareins acétylés a titre d’exemple, sont de puissants inhibiteurs de la lipooxygénase
(LOX) notamment 1’ isoscutellarein-7-O-[6’"’-O-acetyl-p-D-allopyranosyl-(1 —2)]-B-D-
glucopyranoside, ce dernier a été identifié dans 1’extrait acétate d’éthyle de V. rosea et pouvant
étre responsable sur son activité antiinflammatoire . Ce méme produit a été testé in vivo , ainsi
une diminution tres sensible de I'cedéme de la patte postérieure induit par la carraghénane a été

constatée . (Klpeli et al., 2007)

Le mécanisme d’action pourrait étre médié par l'activité antioxydante des flavonoides acétylés
et leur capacité a chélater le fer présent dans le site actif de la LOX . L’étude de relation
structure-activité pourrait expliquer le réle des sucres acétylés dans la structure des flavonoides,

bien que la position de I'acylation soit trouvée moins influente.(Essa et al., 2023)

Mutoh et al. ont évalué I'activité inhibitrice de douze flavonoides différents sur la transcription
du gene de la cyclooxygénase-2 (COX-2) dans une lignée cellulaire de cancer du célon humain,
specifiquement les cellules DLD-1. Les flavonoides comprenaient la quercétine, la génistéine ,
la lutéoline , la chrysine et I’apigénine tous ont été suppresseur de la transcription de COX-2

, Néanmoins la quercetine était le suppresseur le plus puissant. (Shamsudin et al., 2022)

Redrejo-Rodriguez et al. ont étudié [l'activité inhibitrice des enzymes LOX de quatre
flavonoides différents, a savoir la quercétine , la lutéoline . Leur résultat suggere que la structure
plane de ces flavonoides joue un role significatif dans la détermination de leur capacité

inhibitrice. (Nile et al., 2018) . L’apigénine a ¢été testée également pour son effet
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antiinflammatoire, et les résultats était excellents, en effeta 100 ug, I'apigénine a inhibé a 71%
la LOX. (Shamsudin et al., 2022)

De plus, il a été découvert que I'effet inhibiteur des flavonoides sur la LOX est attribuable a la
présence de la double liaison C2-C3 dans le cycle C, ainsi qu'au groupe hydroxyle en C-3 et C-
4 dans le cycle B. Cependant, la présence de groupes hydroxyle en C3 du cycle C diminue
I'activité inhibitrice. (Shamsudin, et al., 2022)

Lopez-Posadas et al. ont étudié les effets anti-inflammatoires de 14 flavonoides sur les
splénocytes de rats et ont réalisé leur relation structure-activité . Cinq différents essais in vitro
ont été réalisés, a savoir l'inhibition de I'INOS, de la COX-2, de la sécrétion de cytokines,
I'activité antiproliférative sur les splénocytes et la réduction de la viabilité des splénocytes, afin
de comprendre I'effet anti-inflammatoire de ces flavonoides. Premierement, pour l'inhibition de
I'INOS, I'apigénine , la lutéoline et la quercétine ont montré une inhibition compléte ; tandis que
la chrysine a montré une faible inhibition. En revanche, la génistéine et la daidzéine ont été
rapportés comme completement inactifs contre I'INOS. Pour l'inhibition de la COX-2, seuls
I’apigénine a exercé une inhibition. D’un point de vue structure activité, Il a été souligné que la
présence de groupes hydroxyle au C2' et au C4' du cycle B peut influencer les deux activités.
En revanche, les groupes méthoxy et hydroxyle en C3 peuvent réduire I'inhibition de I'INOS.
(Lopez-Posadas et al., 2008) . Deuxiemement, pour l'inhibition de la production de cytokines
telles que le TNF-a, I'IFN-y, et I'IL-2, il a été conclu que tous les flavonoides testés ont montré
une bonne et efficace inhibition. Les auteurs ont résumé cing exigences structurelles pour
I'inhibition de la production de cytokines. La double liaison C2-C3, le groupe hydroxyle en C4,
le groupe hydroxyle en C3, I'absence du groupe hydroxyle en C3, et le groupe hydroxyle en C5

favorisaient I'inhibition de la production de cytokines.(L6pez-Posadas et al., 2008)

Le daucosterol pourrait étre un agent anti-inflammatoire naturel en raison de son puissant effet
inhibiteur sur les cellules inflammatoires activées (Fig. 143) . Comme cela a été observé dans
I'expérience réalisée par Yang et al , ou le daucostérol a diminué de maniére significative la

teneur en NO des macrophages péritonéaux de rat induits par le LPS (Yang et al., 2015)

Dans une autre étude, Kim et al (2020) ont prouvé que le daucostérol agissait comme anti
inflammatoire non seulement par diminution de la production de NO mais aussi par inhibition
de la COX-2, de la iINOS, de la collagénase et des cytokines pro-inflammatoires (TNF-a et IL-
6) (M. J. Kim et al., 2020) (Omari et al., 2022)
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Figure 144 . Mécanismes mises en jeu dans I’action antiinflammatoire du daucostérol

(Omari et al., 2022)

V.7.4. Activité hémostatiques

L'hémostase est un processus en cascade tres compliqué qui implique des plaquettes et une
variété de molécules, conduisant a la formation de chaines de fibrine insolubles. 1l existe
plusieurs indicateurs pour I'étude in vitro des effets hémostatiques, notamment le temps de
saignement, le temps de coagulation, le temps de prothrombine, I'activité de la prothrombine,
le temps de recalcification du plasma et le taux d'adhésion et d'agrégation des plaquettes. En
géneral, un ou plusieurs indicateurs peuvent étre utilisés pour cribler les agents héemostatiques.
(Ibrahimi et al., 2020)

Depuis que l'utilisation des médicaments a base de plantes est devenue populaire dans le monde
entier et compte tenu de la longue histoire de I'utilisation éthnomédicinale des plantes dans le
contréle des saignements, cela constituerait une source inestimable pour trouver de nouveaux

médicaments hémostatiques.(lbrahimi et al., 2020)

Le temps de recalcification du plasma est le temps nécessaire pour la récupération du processus
de coagulation sanguine intrinséque aprés I'ajout de Ca®* au plasma privé de calcium. La mesure
du temps de recalcification du plasma est une méthode simple et directe pour simuler un

processus de coagulation intrinséque in vitro. Il est principalement utilisé dans I'évaluation de
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la capacité des plaquettes a former un thrombus, ce qui est important dans les études sur
I'némostase.(Hu et al., 2018)

L'activité hemostatique in vitro de V. rosea a été évaluée en mesurant le temps de recalcification
du plasma (PRT). Le temps de coagulation a été raccourci de maniere dose-dépendante. En
effet, I'ajout de différentes concentrations (2, 3, 4, 6 et 8 mg/mL) de I'extrait d'acétate d'éthyle

(EAE) a considérablement réduit le temps de coagulation par rapport au témoin (Tab.17).

Tableau 17. Raccourcissement du temps de coagulation induit par V.rosea

Echantillon Concentration Temps de
mg/mL coagulation S
2 16.78+0.04™
3 14.52+0.17
V. rosea extract 4 12.03+0.06™"
6 7.63£0.17""
8 6.15+0.18"""

Control / 18.09+0.07

L’extrait n-butanolique C.purgans a révélé également un raccourcissement du temps de
coagulation dose- dépendant . Ces résultats étaient hautement significatifs en comparaison avec
le controle négatif

Tableau 18. Raccourcissement du temps de coagulation induit par C.purgans

Echantillon Concentration Temps de
mg/mL coagulation S
C. purgans extract 2 13,2+0.17
3 9.95+0.07""
9,71+0.37""
4 *kkk
8,23+0.04
6 7.36+0.17""
8
Control / 18.09+0.07

En fait, il est suggéré que les composés bioactifs, souvent impliqués dans la régulation des

saignements, peuvent étre classés en tant que tanins, saponines, glycosides et autres phénoliques
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( Fig.144) . De plus, I'effet anti-fibrinolytique de la browplasminine (un tanin), du 8-O-acétyl
shanzhiside méthylestere (un glycoside iridoide) et de la lignine a été confirmé.(Ibrahimi et al.,
2020)
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Figure 145. Quelques biomolécules hémostatique et leurs mécanismes d’action (Mu et al.,

2023)

Aprés consultation des études précédentes pertinentes, il a été établi que les flavonoides tels
que la quercétine et I'isoquercitrine peuvent favoriser I'némostase en réduisant la perméabilité
capillaire et en agissant sur d'autres voies pour induire la contraction de la paroi vasculaire.
(Sachetto et al., 2018). La lutéoline par exemple active le systeme de coagulation interne et
externe. (Lin et al., 2014; Mu et al., 2023). Certains isoflavonoides comme daidzéine peuvent

favoriser I'némostase en inhibant la fibrinolyse.
V.7.5. Les activités enzymatiques

Un aspect clé de la découverte de médicaments est I'identification de petites molécules ayant
des activités inhibitrices enzymatiques. Les enzymes sont essentielles a la vie humaine, médiant
les processus biochimiques, y compris le métabolisme, la transduction des signaux cellulaires,
le cycle cellulaire et le développement. Un dysfonctionnement de ces systémes biochimiques
conduit souvent a des maladies, dont la cause premiére peut souvent étre attribuée a la

dysfonction, la surexpression ou [I'hyperactivation des enzymes impliquées. Une

172



compréhension des maladies au niveau moléculaire a conduit a la découverte d'inhibiteurs

d'enzymes efficaces utilisés en pratique clinique. (Ata et al., 2011)
V.7.5.1. Activité neuroprotectrice et anti-alzheimer

Effectivement, il est bien établi que la carence en acétylcholine dans le systeme nerveux est un
facteur prédisposant a de nombreux problemes neurologiques, notamment la maladie
d'Alzheimer (AD). Par conséquent, l'augmentation des niveaux d'acétylcholine dans le cerveau
est considérée comme I'une des approches les plus efficaces pour traiter la maladie
d'Alzheimer.(Marucci et al., 2021)

Quatre inhibiteurs de I'AChE : tacrine, donepezil, galantamine et rivastigmine sont approuvés
par la Food and Drug Administration (FDA) des Etats-Unis pour étre utilisés en clinique. Ces
composes ont une efficacité limitée et un certain nombre d'effets secondaires. Par exemple, la
tacrine présente une labilité hépatotoxique et la rivastigmine a une demi-vie courte. (Vecchio
etal., 2021)

Les inhibiteurs de I'AChE ont également des applications dans le traitement de la démence
sénile, de l'ataxie, de la myasthénie grave et de la maladie de Parkinson. Dans notre effort
continu pour découvrir de nouveaux inhibiteurs de I'AChE, notre recherche phytochimique sur

V.rosea et C.purgans a été suivie par I’investigation de potentiel inhibiteur des cholinesterases

L'activité inhibitrice de I'enzyme acétylcholinestérase des deux extraits de la plante étudiée est
évaluée par une méthode calorimétrique en utilisant la galantamine comme contréle positif .
Les résultats sont exprimés en pourcentage d'inhibition et ICso. Les résultats du test sont

présentés dans le tableau 19.
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Tableau 19 . Activité inhibitrice de I’acetyl/butyrylcholinesterase par V.rosea et C. purgans

Acétylcholinestérase inhibition assay

Extraits  3.125 6.25 125 25 S50pg 100 pg 200 pg 1Cs0
Hg HY Hg (Hg/ml)
V.rosea  06.33+ 1057+ 17.61+ 2535+ 38.16+ 49.31+ 6047+ 1216+
079 048 108 100 051 093  1.90  03.29

C. 10,25+ 22.89+ 30.10+ 52.60+ 69,63+ 7590+ 88.16+ 24.40+
purgans 1.00 1.34 1.00 1.15 1.50 1.40 1.86 02.84

Galanth 3593 43,77 6850 80,69 8578 91,80 94,77 6.27+1.
amine * 228 +000 031 +041 +163 020 =*0,34 15

Butyrylcholineesterase inhibition assay

C. 13,69+ 22,35+ 30,79+ 46,44+ 57,92+ 68,72+ 75,88+ 36.39%
purgans 0.51 1.12 1.17 0.85 0.53 1.21 1.40 0.75

V.rosea 1096+ 17.04+ 2238+ 30,26+ 41.26+ 49,48+ 60,83+ 108.94
1.23 0,95 0,46 0.97 1.55 0.82 1.46 +4.24

Galanth 3,26+ 6,93+ 24,03+ 4513+ 63,87+ 73,57+ 78,95+ 34.75%
amine 0,62 0,62 2,94 2,60 2,85 0,77 0,58 1.99

L'analyse des résultats indique que les deux extraits testés ont une bonne activité inhibitrice de
I'ACh, avec une suprématie de C.purgans . En effet, en comparant nos résultats avec ceux de la
galanthamine , une molécule de référence , [’extrait de C.purgans montre une excellente
activité inhibitrice de la butyrylcholinesterase avec une valeur d’ICso de 36.39 pg/mL contre
34.75 pg/mL pour la galanthamine ( Figure.145) .
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Figure 145. Effet inhibiteur de la butyrylcholinesterase de I’extrait butanolique de

C.purgans. Les données représentent la moyenne £SD. *p<0.05

Pareillement pour 1’acetylcholinesterase ou on observe a 200 pg/mL un pourcentage élevé

d’inhibition de I’ordre de 88.16% contre 94,77 % d’inhibition par la galanthamine a la méme

dose. (Figure.147)
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Figure 146 Effet inhibiteur de 1’acétylcholinesterase de 1’extrait butanolique de C.purgans.

Les données représentent la moyenne +SD. *p<0.05

Peu d’études ont été conduites sur les autres especes du genre Cytisus et leurs effet
neuroprotecteur , encore moins 1’intérét des flavonoides issus de ce genre . Néanmoins les
alcaloides extraits des especes du genre Cytisus ont attiré une attention particuliére. Par
exemple, les alcaloides extraits de C. scoparius ont été observés pour moduler les récepteurs
nicotiniques de l'acétylcholine (nAChR), activer la voie Akt, et préserver l'activité synaptique

dans les neurones hippocampiques. Ces composés représentent des types moléculaires
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importants, offrant ainsi une nouvelle avenue pour le développement de nouveaux outils
pharmacologiques dans le traitement de la maladie d'Alzheimer.(Gavilan et al., 2019). Un autre
effet neuroprotecteur exploré d’une espéce du genre Cytisus , I’effet inhibiteur sur les mono-.-
amines oxydases humaines exercé par C. villosus responsable sur sa capacité neuroprotective

potentielle.(Larit, Elokely, et al., 2018)

L’extrait de V. rosea a montré aussi une activité inhibitrice des cholinestérases modérée avec
des ICso de 121.6 et 108.94 pg/mL ( acetyl/butyrylcholinesterase ) . Toutefois, cette activité
inhibitrice reste inférieure a celle de la galanthamine (Figure.147). Dans une étude précédente,
nous avons rapporté un effets neuroprotecteur modéré des extraits de V. jacquinii et de V.
teucrium sur la lignée cellulaire humaine de neuroblastome SH-SY5Y et de leurs extraits

méthanoliques sur I'AChE . (Zivkovi¢ et al., 2017)
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Figure 147. Effet inhibiteur de 1’acétyl/butyrylcholinesterase de 1’extrait acétate d’éthyle
de V.rosea. Les données représentent la moyenne +=SD. *p<0.05

De nos jours, de nouveaux inhibiteurs efficaces et srs sont recherchés, en particulier ceux qui
agissent par I'intermédiaire de plusieurs sites récepteurs sans provoquer d'effets indésirables. A
cet égard, I'évaluation des substances phytochimiques telles que les flavonoides peut constituer

une approche rationnelle. (H. Khan, Marya, et al., 2018)

Effectivement, les extraits de V.rosea et de C. purgans présentent une capacité inhibitrice de
l'acétylcholinestérase et de la butyrylcholinestérase, probablement en raison des

phytoconstituants contenus dans ces extraits, a savoir les flavonoides et les isoflavonoides.

Les polyphénols, connus pour leurs propriétés antioxydantes, ont également été associés a des

effets neuroprotecteurs. Hashim et al (2021) ont découvert que la lutéoline, la myricétine et le
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kaempférol sont de puissants inhibiteurs de I'AChE, ce qui suggere que les flavonoides peuvent
interagir efficacement avec le site actif de I'enzyme (Hashim et al., 2021) . En outre, les
substances phytochimiques ayant des propriétés neuroprotectrices ont un impact sur diverses
voies en raison de leurs effets antioxydants, anti-inflammatoires et antiapoptotiques. En résumé,
les flavonoides présentent un potentiel significatif pour I'activité anticholinestérasique, tandis
que les acides phénoliques présentent un potentiel plus faible ou moins élevé (Chaira et al.,
2022)

Revoyons les flavonoides contenus dans V. rosea , on constate que 1’apigénine est un
composant important pouvant étre impliqué dans I’activité inhibitrice des cholinestérases . En
effet, selon la récente revue de Nabavi et al. (2018) I’apigénine joue un role neuroprotecteur
dans les modéles animaux expérimentaux de la maladie d'Alzheimer (AD) et de la maladie de
Parkinson (PD), ainsi que dans les études cliniques conduites chez I'nomme. Au-dela de
I'activité antioxydante bien connue de ce flavonoide, I'effet de neuroprotection observé semble
étre lié a I'amélioration des composants inflammatoires de la maladie d'Alzheimer.(Nabavi et
al., 2018)

Par conséquent I'apigénine pourrait représenter un nouvel outil pour retarder I'apparition de la

maladie d'Alzheimer ou ralentir sa progression.(Salehi, Venditti, et al., 2019)

D’autre part, une étude précédente a suggéré que la lutéoline peut retarder ou prévenir
I'apparition et la progression de la maladie d'Alzheimer grdce a ses propriétés anti-
inflammatoires, antioxydantes et anti-déclin cognitif. Cependant, le mécanisme exact impliqué
dans les effets neuroprotecteurs de la lutéoline n'est pas clairement compris. (Kempuraj et al.,
2021) . Ce qui est évident est que la lutéoline protege les rats atteints de la maladie d'Alzheimer
contre les troubles cognitifs induits par AP en régulant le systtme cholinergique ainsi qu'en

prévenant les lIésions oxydatives. ( Gupta et al., 2018)

Quant aux produits purifiés de I’extrait de C.purgans, la quercetine exerce une neuroprotection
in vitro a des concentrations qui se situent dans la plage des micromoles. En effet la quercétine
a une capacité a contrer la neurotoxicité induite par le stress oxydatif.(Costa et al., 2016) . Elle
protége les cellules neuronales en atténuant le stress oxydatif et la neuroinflammation , inhibe
I'agrégation d'AP et la phosphorylation de la tau. Elle restaure les niveaux d'acétylcholine en
inhibant I'nydrolyse de I'acétylcholine par I'enzyme AChE ( Figure 148) . (H. Khan, Jawad, et
al., 2018)
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Figure 148. Mécanisme d’action de la quercetine dans la maladie d’ Alzheimer (H. Khan,
Jawad, et al., 2018)

Deux mécanismes primaires, et probablement complémentaires, ont été proposeés pour les effets
neuroprotecteurs des isoflavones : leur capacité a imiter les effets transcriptionnels des
cestrogénes et leur activité antioxydante. Chimiquement, les isoflavones ont des structures
similaires a I'estradiol et sont classées comme phytoestrogenes. Bien que leur réle en tant que
phytoestrogénes soit clairement important, ces composés ont probablement plusieurs
mécanismes d'action, notamment des effets antioxydants significatifs dans les mitochondries.
(Schreihofer, 2015,Alshehri et al., 2021).

Le mécanisme moléculaire de la neuroprotection de la daidzéine était médié par la diminution
de l'altération cellulaire induite par le palmitate. Plus précisément, le phytoestrogene non
seulement réduit I’apoptose neuronale induite par le palmitate et la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires, mais protége également contre les lésions neuro-inflammatoires en diminuant
la production de ROS, la dysfonction mitochondriale et I'activation de p-JNK et de la caspase-
3, démontrant ainsi a la fois une action antioxydante et anti-apoptotique ( Fig.149 ) (Morelli et
al., 2021)
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Figure 149. Mécanisme de neuroprotection de la daidzeine (Morelli et al., 2021)

La génistéine , améliore la lésions cérébrales hypoxiques-ischémiques chez les souris
néonatales en atténuant le stress oxydatif et I'inflammation grace a l'activation de I'enzyme
Nrf2/HO-1 et l'inhibition de la voie NF-«xB. (Li et al., 2022)

Enfin le phytostérol , daucostérol présente des effets neuroprotecteurs . Il réduit la perte
neuronale et I'apoptose cellulaire en diminuant I'activation de la caspase-3 dans les neurones
traités par privation d'oxygene et de glucose et reperfusion simulée (OGD/R). Il a également
augmenté le niveau d'expression de la protéine IGF1 et diminué la régulation de p-AKT3 et p-

GSK-3b4, activant ainsi la voie de signalisation AKT5.

De plus, le daucostérol diminue la régulation des protéines anti-apoptotiques Mcl-1 et Bcl-2 et
ainsi que le niveau d'expression de la protéine pro-apoptotique Bax. Le daucostérol exerce une
activité neuroprotectrice contre le stress oxydatif induit par I'H>O> par le biais d'une inhibition
des voies MAPK, d'une minimisation des ROS et d'une stimulation des génes antioxydants
(HO-1, CAT et SOD2) ( Figure 150) (Omari et al., 2022)
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Figure 150. Mécanisme de la neuroprotection du daucostérol (Omari et al., 2022)

V.7.5.2. Activité anti uréase

La quéte de médicaments inhibant l'uréase est cruciale dans la lutte contre les infections
bactériennes. Ces inhibiteurs jouent un réle essentiel dans le contréle des micro-organismes
uréolytiques et contribuent également a I'exploration et a la compréhension de nouveaux aspects
du mécanisme d'action des uréases. L'acide anthranilique possede une longue histoire en tant
que précurseur chimique de nombreux composés bioactifs organiques, tels que des diurétiques,

des antioxydants, des agents antiprolifératifs et antiallergiques.(El-Zahabi et al., 2019)

De nombreux polyphénols d'origine naturelle, en particulier les flavonoides, ont été signalés
comme des inhibiteurs notables de I'uréase. Nos résultats ont montré que les flavonoides étudiés
avaient une capacité prometteuse d'inhibition de l'uréase, montrant plus de 50% d'inhibition a
une concentration finale (200 pg/mL) avec une valeur de ICso variant de 77.82 et 132.77

(ug/mL) en comparaison avec le contréle positif thiourée (11.57/mL) (Tableau 20).
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Tableau 20. Activité inhibitrice de 1’uréase par V.rosea et C. purgans

Urease inhibition assay

1Cs0
Extraits 6.25 g 12.5pug 25 ug S0ug 100pg 200 g 400pg
(Mg/ml)
C.purg 18,1741 29,92+1 38,32+1 46,03+0 53,99+1 61,94+1 73,13+1 77.82+4.
ans 52 T1 .40 73 A7 .39 13 59
15,2841 22,18+1 28,44+1 35,91+1 48,74+0 58,39+0 67,69+1 132.77%
V.rosea
24 .50 .65 .58 46 .38 .05 4.73
19,85+2 55,64+4 94,17+0 98,42+0 98,49+0 98,900 11.57+0.
Thiourea Nt
74 24 15 ,19 41 .05 68

Les extraits de V.rosea et C.purgans ont montré une activité inhibitrice modérée de I’uréase (
Fig 151 et 152) . En effet dans les études antérieures la lutéoline, I'apigénine, la diosmétine et
la chrysine ont montré une inhibition significative de l'uréase par rapport a tous les autres

flavonoides.

urease
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Figure 151. Effet d'inhibition de 1’'uréase des extraits de V.rosea par rapport a un controle

classique, la thiourée.

181



150

o (. purgans
-2 THIOUREA

3 1004

- 100 F.l E —&

2 f

= ) —

:'é |I ___‘—__________ -

.-"'E: 5{}_;(._,_.*-__

|
0 1 1 1 1 1
0 100 200 300 400 500

concentration pa/ml

Figure 152. Effet d'inhibition de I’uréase des extraits de C.purgans par rapport a un

contrdle classique, la thiurée.

Plusieurs composés phénoliques bioactifs ont été étudiés, ont montré un effet inhibiteur
significatif et qui ont été identifiés a partir de matériaux végétaux, parmi lesquels figurent les
flavonoides, les tanins, les terpénes, les aldéhydes aromatiques, les alcools, les tanins et les

catéchines qui ont été largement étudiés .(Nile et al., 2018)

Parmi les flavonoides retrouvés dans les extraits de V. rosea et C.purgans : la quercétine a
démontré une activité anti-uréase avec une valeur de ICso de 80mM , le lutéoline-7-O-glucoside
a révélé une forte inhibition de l'uréase de H. pylori avec des valeurs de ICso de 55,8 mM. . De
surcroit, la génistéine a montré une forte inhibition de l'uréase de H. pylori avec une valeur de
ICs0 de 1,6 mM . (Hassan & Zemli¢ka, 2016)

L’étude structure activité a confirmé que les activites inhibitrices de ces composés sont dues a
la présence de groupes hydroxyle, qui peuvent facilement se chélater avec le nickel dans le site

actif de l'uréase.
V.8. Résultats de I’étude in silico et du docking moléculaire

Les résultats de I’investigation pharmacobiologique des deux extraits de plantes a révélé entre
autres résultats une activité inhibitrice de 1’acétyl/butyrylcholinesterase remarquable. Suite a
quoi, on a proposé un effet neuroprotecteur in vitro ce qui nécessite davantage d'expériences
pour le confirmer. De ce fait, une étude insilico docking moléculaire s’impose pour essayer de
comprendre ou prédire le mécanisme d’action des phytomolécules isolées de 1’extrait le plus

actif celui de C.purgans sur la butyrylcholinesterase .
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V.8.1. Les résultats obtenus du site PubChem

Les informations générales obtenues sur les composés de C.purgans comme la formule

moléculaire, poids moléculaire, nom IUPAC et SMILES canoniques sont affichés dans les

tableaux suivants :

Tableau 21. Structure des phytomolécules extraites de C.purgans

O—__
(@]
O—__
OH (0]
. o Daidzene
Biochanine
OH
OH
OH (0]
HO (6)
Isoprunitine
HO o
Genestine
OH 0 OH 0
HO o)
HO ¢}
OH
OH
- Chrysine
Quercitine

183



~

Daucosterol

Tableau 21. Caracteres généraux selon pubchem

Nom IUPAC

SMILES canoniques

Substance | Formule

COC1=CC=C(C=C1)C2=COC3=CC(=

C16H1205
Biochanine

5,7-dihydroxy-3-(4-methoxy phenyl)-4H-
chromen-4-one

Cl=

CC(=C3C2=0)0)0

CC=C(C=C1)C2=CC(=0)C3=C(C

Ci15H1004
Chrysine

5,7-dihydroxy-2-phenyl-4H-chromen-4-one

C1=CC(=CC=C1C2=COC3=C(C2=0)

=C(C=C302)0)0

Ci15H1004
Daidzeine

7-hydroxy-3-(4-methoxy phenyl)-4H-
chromen-4-one

COC1=CC(=CC2=C1C(=0)C(=C02)

C=CC(=C3)0)0

C1H120

Isoprunetine
5

7-hydroxy-3-(4-hydroxy phenyl) -5-methoxy-
4H-chromen-4-one

C1=CC(=CC=C1C2=COC3=CC(=CC(

C3=CC=C(C=C3)0)0

5,7-dihydroxy-3-(4-hydroxy phenyl)-4H-

=C3C2=0)0)0)0

C15H100s
Genisteine
chromen-4-one
(2R,3R,4S,5S,6R)-2-(((3S,8S,
methyl heptan-2-yl)-10,13-dimethyl- =C4C3(CCC(C4)OC5C(C(C(C(O5)CO
Daucosterol | CssHeoOs 2,3,4,7,89,10,11,12, 13,14,15,16,17- )0)0)0)C)C)C(C)C
tetradecahydro-1H-cyclopenta[a]phenanthren-
3-yl)oxy)-6-(hydroxymethyl )tetrahydro-2H-
pyran-3,4,5-triol
C1=CC(=C(C=C1C2=C(C(=0)C3=C(
2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxy-4H- —C(C=
Ouercetine | Cughugoy | 2 &4 dinvaroxypheny) ydroxy C=C(C=C302)0)0)0)0)0
chromen-4-one
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V.8.2. Résultats obtenu a partir de site Molinspiration, PubChem et
SwissADME

Le calcul des descripteurs moléculaires tels que le coefficient de partage, de surface topologique
et un certain nombre d'accepteurs et de donneurs de liaisons hydrogéne a été réalisé a l'aide de
I'outil en ligne des trois sites Molinspiration, Pubchem et Swissadme

Le concept de drug likeness, établi a partir de I'analyse des : propriétés structurales (moitiées
formant des liaisons hydrogeéne, lipophilicité, poids moléculaire (PM), surface polaire),
physico-chimiques (solubilité, permeéabilité, stabilité), propriétés biochimiques (métabolisme,
liaison aux protéines et aux tissus, modalité de transport) et pharmacocinétique / toxicité
(clairance, demi-vie, biodisponibilité). (Figure 153)

entités formant des
liaisons H

structurales

propriétés lipophilie
poids moléculaire

drug likeness
- solubilité

iétés physico- AT
prop:::eimeisq;:]e\,rrsmo - perméabilité

- stabilité

proprietes
biochimiques

Figure 153. Les éléments de la drug-likeness (Athar et al., 2019)

Ci-dessous , sont résumes les caractéristiques des composés isolés de C. purgans ( Tableau 23)

nécessaires pour 1I’évaluation de la drug likeness .(Athar et al., 2019)
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Tableau 23. Principaux paramétres physicochimiques selon Molinspiration des composés
Biochanin

A Daidzein = Isoprunetin = Genisteine  Chrysin ' Quercetin = Daucosterol = Galantamine

Formule CiH1205  CisH100s  Ci6H1205  CisH100s5  CisH100s  CisH1007  CasHeoOs C17H2:NO3

Poids 284.26 254.24 284.26 270.24 254.24 302.24 576.85 287.35
moléculaire g/mol g/mol g/mol g/mol g/mol g/mol g/mol g/mol
Fraction Csp3 0.06 0.00 0.06 0.00 0.00 0.00 0.94 0.53
Nombre.
liaisons 2 1 2 1 1 1 9 1
rotatables
Nombre
d’accepteurs 5 4 5 5 4 7 6 4
de liaison H
Nombre de
donneurs de 2 2 2 3 2 5 4 1
liaison H
Réfractivité
) 78.46 71.97 78.46 73.99 71.97 78.03 165.61 84.05
molaire
131.36
TPSA 79.90 A2 70.67 A2 79.90 A2 90.90 Az 70.67 A2 A2 99.38 A2 41.93 Az
mi Log P 2,8 2,56 2,54 2,27 2,94 1,68 8,37 1,32
Volume 241.58 216.03 241.58 224.05 216.03 240.08 612.13 268.19
charge 0 0 0 0 0 0 0 0

V.8. 3. La bioactivite a partir de molinspiration

Les propriétés de la pharmacorésistance des molécules actives de la plante en tant que ligands
GPCR, modulateurs des canaux ioniques, inhibiteurs de la kinase, ligands des récepteurs
nucléaires, inhibiteurs de la protéase et inhibiteurs enzymatiques ont été étudiés.

Les resultats ont été obtenus en tant que scores de bioactivite ( tableau 24) Dans ce contexte,
les scores > 0,00 indiquent une activité élevée, tandis que les scores compris entre 0,00 et - 0,5
indiquent une activité modérée et les scores < -0,5 indiquent une inactivité.(Suganya et al.,
2020)
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Tableau 24. Estimation des scores de bioactivité selon Molinspiration

Biochanin Chrysin Daidzein Daucosterol Genistein  Isoprunetin  Quercetin  Galantamine

GPCR
ligand

-0.23 -0.11 -0.30 -0.22 -0.21 -0.06

lon
channel

modulator
Kinase
inhibitor
Nuclear

receptor
ligand

Protease
inhibitor
Enzyme
inhibitor

V.8.4. La biodisponibilité des biomolécules

L'outil en ligne SWISS ADME est utilisé pour analyser le profil pharmacologique et
pharmacognostique des phytocomposés selectionnés sur la base de cing filtres basés sur des
regles différentes, a savoir Lipinski, Ghose, Verber, Egan et Mugge. ( Tableau 25) (Daina et
al., 2017)
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Tableau 25 . Score de drug likeness des phytomolécules extraites de C.purgans

Isoprunet  Genistei

Bioavailabil

Biochanin A Daidzein ) Chrysin  Quercetin Daucosterol Galantamine
n n
Lipinski Yes; 0  Yes; 0 Yes; 1
Yes; 0 Yes; 0 Yes; 0 . L Yes; 0 . L
. . . violatio  violatio - violation: Yes; 0 violation
violation violation  violation violation
n n MW>500
Ghose No; 4
violations:
MW>480,
Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes
WLOGP>5.6,
MR>130,
#atoms>70
Veber Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes
Egan Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes
Muegge No; 1
Yes Yes Yes Yes Yes Yes violation: Yes
XLOGP3>5
0.55 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55

ity Score

La régle de cing de Lipinski est utilisee comme outil pour évaluer la similarité avec les
médicaments des composés actifs, afin de déterminer s'ils sont actifs par voie orale ou non. Le
filtre de Lipinski (Pfizer) caractérise les petites molécules en fonction de la propriété physico-
chimique, qui comprend un poids moléculaire < 500 Da, un MLOGP 5, un nombre de liaisons
rotatives inférieur a 10 et un nombre d'accepteurs et de donneurs de liaisons hydrogéne inférieur

a 10 et 5 respectivement . (Lipinski et al., 1997)

Si un composé présente plus d'une violation, il est considéré comme ayant une mauvaise
absorption par voie orale et est probablement exclu de tout développement ultérieur.
(Weerakoon et al., 2023)

Le filtre de Ghose (Amgen) décrit la propriété physico-chimique, I'existence de sous-structures
et de groupes fonctionnels des petites molécules. La plage de qualification comprend la
réfractivité molaire entre 40 et 130, le poids moléculaire entre 160 et 480 Da, le WlogP entre -
0,4 et +5,6 et le nombre total d'atomes entre 20 et 70 respectivement pour une petite molécule
(Ghose et al., 1999).
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Le filtre de Veber (filtre GSK) représente la similarité avec les médicaments si I'aire de surface
polaire totale (TPSA) est égale ou inférieure & 140 A avec 12 donneurs et accepteurs de liaisons
hydrogéne et que le nombre de liaisons rotatives doit étre de 10. Les composés ayant ces
propriétés auront une bonne biodisponibilité par voie orale, un nombre accru de liaisons
rotatives nuisant au taux de perméation et une TPSA réduite corrélée a une augmentation du

taux de perméation (Veber et al., 2002).

Le modele computationnel d'Egan pour I'absorption intestinale passive humaine (HIA) des
petites molécules tient compte des mécanismes de transport actif et d'efflux et est donc efficace
pour prédire I'absorption des médicaments. La régle d'Egan est basée sur les valeurs de TPSA

et de WLogP qui sont inférieures ou égales a 131,6 et 5,88 respectivement (Egan et al., 2000).

Le filtre de Muegge (filtre Bayer) est un filtre de points pharmacophores indépendant qui sépare
les molécules semblables aux médicaments des molécules non semblables aux médicaments.
Ce modele symbolise une molécule comme un médicament si elle a un poids moléculaire
compris entre 200 et 600 Da, un XLOGP entre -2 et +5, une TPSA de 150, un nombre d'anneaux
de 7, un nombre d'atomes de carbone > 4, un nombre d'hétéroatomes > 1, un nombre de liaisons
rotatives de 15, un accepteur de liaison hydrogéne de 10, un donneur de liaison hydrogéne de 5

respectivement (Muegge et al., 2001).

En pratique, les valeurs de Log P, de PM et de TPSA indiquent une bonne perméabilité
membranaire et une bonne biodisponibilité orale des composés. En effet, I'hydrophobicité, la
perméabilité membranaire et la biodisponibilité des molécules médicamenteuses dépendent de
ces parameétres, y compris HBA et HBD. (M et al., 2023)

Une lipophilicité élevée (clogP > 5) conduit fréquemment a des composés ayant un turnover
métabolique rapide, une faible solubilité et une mauvaise absorption. De plus, une augmentation
de la lipophilicité (clogP > 5) augmente la probabilité que les composés se lient a des cibles
protéiques hydrophobes autres que celles désirées, ce qui induit donc des effets toxiques dans

les systéemes biologiques.(Maliehe et al., 2020)

Les phytomolécules étudiées ici ont toutes une moyenne lipophilicité a 1’exception de la

quercetine qui est faiblement lipophile ( Tableau 26 )
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Tableau 26. Classification des phytoconstituants de C.purgans selon la lipophilie

Compose logP Lipophilie
Biochanine 2,44 Moyenne
Chrysine 2,55 Moyenne
Daidzeine 2,24 Moyenne
Isoprunetine 2,19 Moyenne
Genisteine 2,04 Moyenne
Daucosterol 5,51 Moyenne
Quercetine 1,23 Faible

Les valeurs admissibles de nRotB et de MR reflétent également une bonne absorption
intestinale et une bonne biodisponibilité orale des composés. Il est donc affirmé que les
molécules violant les régles ci-dessus ne présentent pas les propriétés optimales de perméabilité

membranaire, d'absorption et de biodisponibilité orale. (Kalita et al., 2019)

De plus, il est également important que la conformation (c'est-a-dire la stéréospécificité) de la
molécule médicamenteuse soit telle qu'elle entraine une interaction optimale avec le récepteur
de médicament. Cela dépend de la propriété de nRotB ,le nombre de liaisons rotatives est une
mesure de la flexibilité moléculaire et constitue I'un des filtres les plus largement utilisés lors
du processus de découverte de médicaments. De plus, TPSA et MR sont trés utiles pour définir

le comportement de transport et de bio distribution du médicament. (Maliehe et al., 2020)

Dans la présente étude, tous les phytocomposés a I'exception du Daucostérol respectent les
limites standard prescrites pour chaque regle et indiquent ainsi un taux d'absorption accru. De
méme, le nombre de donneurs et d'accepteurs de liaisons hydrogéne doit étre dans la plage
acceptable ; s'il dépasse cette capacité, la capacité de la molécule médicamenteuse a traverser
la membrane cellulaire sera affectée. En fin de compte, il peut étre suggeré que les
phytomolécules extraites de C.purgans ont un comportement de similarité avec les
médicaments favorable & une perméabilité membranaire optimale et une biodisponibilité orale
(pharmacocinétique) avec une interaction souhaitée avec le récepteur de meédicament

(pharmacodynamique). (Kalita et al., 2019)
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Apres analyse les phytomolécules de C.purgans la biodisponibilité de toutes les molécules est

jugée bonne (Tableau 27) .

Tableau 27. Biodisponibilité des principaux composés

Plante Composé Biodisponibilité
Biochanine Bonne
Chrysine Bonne
Daidzeine Bonne

Cytisus purgans :
Isoprunetine Bonne
Genisteine Bonne
Daucosterol Bonne
Quercetine Bonne

V.8.5. Les résultats obtenus a partir de site Admet-SAR

Le degré d'activité biologique d'un médicament envers sa protéine cible, ainsi que ses effets
indésirables, est fortement influencé par ses qualités pharmacocinétiques. Cela aide également
a determiner si les composés ou les ligands présentent des qualités souhaitables telles que
I'administration par voie orale, I'absorption, etc., afin d'éviter les échecs en fin de processus
(Chandrasekaran et al., 2019)

Ainsi, les propriétés ADMET jouent un role significatif dans le filtrage des phytomolécules,
qui est réalisé en évaluant les propriétés de similarité avec les médicaments.

Parmi les propriétés ADME, la perméabilité, qui est la capacité d'un médicament a pénétrer a
travers le tractus gastro-intestinal humain (TGI), est un facteur prévalant I'absorption intestinale
humaine (AIH). La perméabilité des cellules Caco-2 (cellules d'adénocarcinome dérivées du
cblon), I'absorption intestinale (humaine) et la perméabilité des cellules MDCK (rein de chien
Madin-Darby) ont été utilisées comme méthodes de criblage a haut débit pour évaluer la
permeabilité de molécules similaires a des médicaments. Les résultats des propriétes ADMET
pour les phytocomposés criblés provenant de C.purgans sont rassemblés dans le tableau 28 .
Le processus de conception des molécules ciblées exige que le profilage ADMET soit initié au
début du processus de découverte. La perméabilite BBB, HIA, Caco-2, la toxicité d'’Ames et de

nombreux autres parametres ont été calculés pour les différents composés.
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Tableau 28. Propriétés ADMET

Biochain A Daidzeine Isoprunetin  Genistein  Chrysine  Quercetine  Daucosterol  Galantamine
Probability
Absorption

Blood-Brain
Barrier

Human
Intestinal
Absorption

Caco-2
Permeability

P-glycoprotein
Substrate

P-glycoprotein

Inhibitor 0.6095

Renal Organic
Cation
Transporter

Distribution

Subcellular
localization

Metabolism

CYP450 2C9
Substrate

CYP450 2D6
Substrate

CYP450 3A4
Substrate

CYP450 1A2
Inhibitor

CYP450 2C9
Inhibitor




CYP450 2D6
Inhibitor

CYP450 2C19
Inhibitor

CYP450 3A4
Inhibitor

CYP Inhibitory

Promiscuity

Excretion

Human Ether-
a-go-go-Related
Gene Inhibition

AMES Toxicity
Carcinogens
Fish Toxicity

Tetrahymena
Pyriformis
Toxicity
Honey Bee
Toxicity
Biodegradation
Acute Oral
Toxicity

Carcinogenicity

(Three-class)

Tous les composeés, ont révélé de fortes probabilités d'étre absorbés dans le tractus gastro-

0.6939

0.9470

0.7746

0.8845

0.9521

0.8682

0.9132

0.9347

0.8680

0.9965

0.7212

0.8757

0.7005

0.6169

0.9199

0.8994

0.6261

0.6929

0.9559

0.9098

0.8906

0.9181

0.8694

0.9394

0.7348

0.8384

0.7012

0.6044

0.7966

0.9623

0.6125

0.8179

0.9508

0.8819

0.7566

0.9277

0.9248

0.9967

0.7140

0.8989

0.7059

0.5611

0.9232 0.9231

0.8881 0.7043

0.7960 0.9580

0.8009 0.7316

Toxicity

0.9569 0.9559

0.8917 0.9098

0.9638 0.9211
0.9276 0.9203

0.9017 0.9427

0.9810 0.9881

0.6794 0.6719

0.8572 0.8811

0.5830 0.5629

0.7003 0.6163

0.9287

0.9025

0.6951

0.5822

0.9781

0.8161

0.7220

0.9450

0.9564

0.9961

0.6330

0.8672

0.7348

0.6750

intestinal. Cela implique une éventuelle administration par voie orale .

D’apreés la classification de Zhang et al, les composés sont classés selon leurs hydrosolubilités

(logS) en trois catégories :

Un composeé de bonne solubilité : logS > -2

0.9187

0.8388

0.7938

0.7103

0.9452

0.5000

0.7989

0.9587

0.9564

0.9981

0.8668

0.8433

0.6774

0.6820

0.5414

0.8301

0.8832

0.9439

0.8023

0.7424

0.7995

0.9055

0.9623

0.9628

0.5318

1.0000

0.4944

0.6110



- Un composé de solubilité moyenne : -7 <logS < -2

- Un composé de mauvaise solubilité : logS < -7

Tous les composés étudiés ont une solubilité moyenne entre -7 et -2.( tableau .29)

Tableau 29. Classification des composes isoles de la plante C.purgans selon Zhang et al (Zhang

et al., 2009)
Composé

Biochanine
Chrysine
Daidzeine

Isoprunetine

Genisteine

Daucosterol

Quercetine

LogS
-5,10
-4,98
-4,48
-5.10
-4,40
-4,40

-3,24

Solubilité

Moyenne
Moyenne
Moyenne
Moyenne
Moyenne
Moyenne

Moyenne

Selon le systeme de classification biopharmaceutique (BCS), les substances médicamenteuses

sont classées en quatre catégories en fonction de leur solubilité et de leur perméabilité:

» Classe | : haute perméabilité, haute solubilité.

> Classe Il : haute perméabilité, faible solubilité.

> Classe Il : faible perméabilité, haute solubilité.

» Classe IV: faible perméabilité, faible solubiliteé.

Selon ces criteres, les phytomolécules de C.purgans sont classées dans le tableau 30

Tableau 30. Classification biopharmaceutique des principaux composés des deux plantes

Composés Perméabilité
Biochanine Bonne
Chrysine Mauvaise
Daidzeine Mauvaise
Isoprunetine Mauvaise
Genisteine Bonne
Daucosterol Bonne
Quercetine Mauvaise

Solubilité

Moyenne
Moyenne
Moyenne
Moyenne
Moyenne
Moyenne

Moyenne

Classe

Classe 11

Classe IV

Classe IV

Classe IV

Classe 11

Classe Il

Classe IV
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Toutes les molécules testées pourraient traverser la barriere hémato-encéphalique (BHE) sauf
la quercetine et la biochanine A. La pénétration a travers la BHE est uniquement obligatoire
pour les composés ciblant le systéme nerveux central (SNC).

Les phyto-constituants trop polaires ne traversent pas la barriére hémato-encéphalique (BHE).
Les coefficients de partition sang-cerveau (logB/B) ont été calculés et utilisés comme
prédicteurs de I'accés au systéme nerveux central. Et la quercetine est faiblement lipophile ce
qui explique qu’elle pénétre pas la barriére hématoencéphalique (James et al., 2023)

Effectivement pour [’activit¢ butyrylcholinestérasique, un passage de la barricre
hématoencéphalique est souhaité et toutes les molécules sont capables de la traverser a

I’exception de la quercetine .

Il est également essentiel de connaitre I'interaction des molécules avec les cytochromes P450
(CYP). Cette superfamille d'isoenzymes joue un réle clé dans I'élimination des médicaments
par biotransformation métabolique. Il a été suggéré que les CYP et la P-gp peuvent traiter

synergiquement de petites molécules pour améliorer la protection des tissus et des organismes.

On estime que 50 a 90 % (selon les auteurs) des molécules thérapeutiques sont des substrats
des cing principaux isoformes (CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4).
L'inhibition de ces isoformes est certainement lI'une des principales causes d'interactions
médicamenteuses liées a la pharmacocinétique entrainant des effets indésirables toxiques ou
autres en raison d'un abaissement du taux d'élimination et d'une accumulation du médicament
ou de ses métabolites. De nombreux inhibiteurs des isoformes du CYP ont été identifiés,
certains affectent différentes isoformes du CYP, tandis que d'autres composés montrent une
sélectivité pour des isoenzymes spécifiques . Il est donc d'une grande importance pour la
découverte de médicaments de prédire la propension avec laquelle la molécule provoquera des
interactions médicamenteuses significatives par inhibition des CYP, et de déterminer quelles

isoformes sont affectées.(Daina et al., 2017)

Les glycoprotéines P (P-gp) sont des transporteurs membranaires de composés dans les
directions intracellulaires ou extracellulaires. Presque tous les composés, a I'exception de la
daidzeine et la chrysine , ont été estimés comme non substrats pour la P-gp.

Cela implique que les composés ne seraient pas affectés par I'action d'efflux de la P-gp, qui
élimine les composés des cellules, entrainant un échec thérapeutique.

L'inhibition du canal ionique hERG2 chez I'humain éther-a-go-go est un élément crucial a
considérer dans le choix de candidats médicamenteux de haute qualité. Une inhibition de

I'NRERG2 peut entrainer un blocage du canal ionique du potassium dans le myocarde, affectant
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ainsi le ceeur et pouvant causer des problémes de santé graves, voire la mort . Heureusement,
les composes sélectionnés et la substance de référence ne sont pas des inhibiteurs de 'hERG2
et n'induisent pas de corrosion oculaire.(Abdul-Hammed et al., 2022)

En somme, tous les candidats médicamenteux sélectionnés et les normes démontrent
d'excellentes propriétés ADMET, ce qui les positionne comme des inhibiteurs potentiels fiables

et sdrs contre le récepteur cible.

Comme prévu, la plupart des composés sélectionnés et la galanthamine ne sont pas des
inhibiteurs des cytochromes P450. lls ne présentent pas de toxicité AMES, La toxicité AMES
a été évaluée en se référant a ADMET , qui mentionne une décision empirique selon laquelle
une valeur de 0 a 0,3 est considérée comme une excellente toxicité, de 0,3 & 0,7 comme une
toxicité modérée, et de 0,7 a 1 comme une toxicité faible.ne sont pas carcinogénes, et affichent
une toxicité orale de type IlI (Iégerement toxique) ).(Abdul-Hammed et al., 2022)(James et al.,
2023)

V.8.6. Résultats de la Prédiction de I'activité biologique obtenu de site Way2drug

L’activité biologique possible de certains constituants bioactifs de C.purgans a été obtenus a
I’aide du serveur en ligne PASS ( Prediction of Activity Spectra for Substances). La méthode
PASS estime les probabilités en se basant sur les structures des composés et leur masse
moléculaire. Deux parametres sont utilisés pour la prédiction PASS : Pa et Pi. Pa représente la
probabilité qu'un compose "soit actif”, tandis que Pi représente la probabilité qu'un composé
"soit inactif". Les valeurs de Pa et Pi peuvent varier de zéro a un . Si la valeur de Pa est
supérieure a 0,7, la probabilité d'observer I'activité d'une substance lors d'une expérience est
plus élevee. En revanche, si Pa est supérieur a 0,5 mais inférieur a 0,7, la probabilité d'observer
une activité particuliére lors d'une expérience est bonne, bien que moins élevée que la
probabilité déterminée lorsque Pa > 0,7. De plus, si Pa est inférieur a 0,5, la probabilité
d'observer I'activité est la plus faible. Cependant, la chance de trouver une activité donnée lors
d'une expérience augmente avec l'augmentation de la valeur de Pa ainsi que la diminution de la
valeur de Pi .(Jairajpuri et al., 2021)

Les résultats de la prédiction PASS sont indiqués dans le tableau suivant.( Tableau 31)
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Tableau 31. Résultat de prédiction des activités des principaux composes

Pa

0,976

0,958

0,947

0,936

0,938

0,936

0,932

0,930

Biochain A
Pi  activité
Aldehyd
0,0 e
02 @ oxidase
inhibitor
Histidin
0,0 )
e kinase
o1
inhibitor
CYP1A
0,0
1
o1
inhibitor
CYP1B
0,0
1
o1
inhibitor
Chlorde
cone
0,0
reductas
03
e
inhibitor
0,0 CYP1A
04  substrate
Ubiquin
ol-
cytochro
0,0 %
me-c
03
reductas
e
inhibitor
0.0 Monoph
02 enol
Monoox

Pa

0,967

0,960

0,917

0,915

0,912

0,910

0,905

0,905

Daidzein
Pi activite
Aldehyde
0,00 )
oxidase
2
inhibitor
Histidine
0,00
kinase
1 |, ..
inhibitor
0,00 CYP2A6
3 substrate
HIF1A
0,00 expressio
5 n
inhibitor
0,00 CYP2A
4 substrate
0,00 CYP1A
4 substrate
CF
transmem
brane
0,00
conducta
1
nce
regulator
agonist
0,00 CYP1lA2
4 substrate

Pa

0,9
39

0,9
36

0,9
28

0,9
28

0,9
20

0,9
13

0,9
14

0,9
11

Genisteine
Pi Activité
HIF1A
0,00 )
A expression
inhibitor
Ubiquinol-
0,00 cytochrome-c
3 reductase
inhibitor
Chlordecone
0,00
3 reductase
inhibitor
0,00 CYP1A
4 substrate
Monophenol
0,00
) monooxygena
se inhibitor
0,00 CYP1B
2 substrate
0,00 CYP2A6
4 substrate
0,00 CYP1A2
4 substrate

Pa

0,9
69

0,9
55

0,9
35

0,9
35

0,9
29

0,9
19

0,9
17

0,9
18

Isoprunetin

Pi

0,002

0,001

0,004

0,004

0,004

0,004

0,002

0,004

activité

Aldehyde
oxidase

inhibitor

Histidine
kinase
inhibitor

CYP1A2
substrate

CYP1A

substrate

Ubiquinol-
cytochrome-c
reductase

inhibitor

CYP1Al

substrate

Monophenol
monooxygenas

e inhibitor

Chlordecone
reductase

inhibitor
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0,930

0,928

0,0
04

0,0
03

ygenase
inhibitor

CYP1A
2

substrate

CYP1A
inhibitor

0,00
0,901

0,01
0,903

Ubiquino
|-
cytochro
me-c
reductase
inhibitor
CYP2C1
2

substrate

13

0,9
06

0,00

0,00
4

Membrane
integrity

agonist

CYP2A
substrate

14

0,9

0,004

0,005

CYP2A6

substrate

HIFLA
expression

inhibitor
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Pa

0,9
67

0,9
65

0,9
62

0,9
46

0,9
44

0,9
42

0,9
42

Chrysine

Pi

0,0
02

0,0
03

0,0
03

0,0
02

0,0
02

0,0
02

0,0
05

activité

Chlordec
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inhibitor
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e
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agonist

HIF1A
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n
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e
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Kinase
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CYP2C1
2

substrate

Pa

0,9
73

0,9
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0,9
62

0,9
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0,9
51

0,9
44

0,9
45

Daucosterol
Pi  activité
0,0 Membra
02 ne
integrity
agonist
0,0 HIF1A
02  expressi
on
inhibitor
0,0 Peroxid
01 ase
inhibitor
0,0 HMOX
02 1
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enhance
r
0,0 CYP1A
01 inducer
0,0 UGTI1A
02 6
substrat
e
0,0 CYP1A
04  substrat
e

Pa

0,9
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0,9
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0,9
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0,9
67

0,9
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0,9
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0,9
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Quercetine
Pi Activité
0,0 = Antihypercholeste

01 rolemic

0,0 Cholesterol
00 antagonist

0,0 Alkenylglyceroph

01 osphocholine
hydrolase
inhibitor

0,0 Chemopreventive

01

0,0 Respiratory
03 analeptic

0,0 Proliferative

01 diseases treatment

0,0 Hypolipemic
03

Pa

0,9
47

08
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0,8
46

0,7
75

0,7
36

0,7
09

0,6
87

Galantamine

Pi

0,0
03

0,0
10

0,0
04

0,0
03

0,0
03

0,0
04

0,0
02

activité
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analeptic
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09 0,0 Aryl- 0,9 00 Antimut 09 0,0 Hepatoprotectant 0,6 0,0 Polarisati

38 01 alcohol 40 01 agenic 61 01 88 04 on
dehydrog stimulant
enase
(NADP+)
inhibitor

09 0,0 Anaphyla 09 00 CYPLIA 09 0,0 Caspase 3 06 00 CYP3A2

34 03 toxin 40 03 1 57 03 stimulant 94 12 substrate
receptor substrat
antagonis e

t

09 0,0 Aldehyde 09 0,0 UGT1A 09 0,0 Glucanendo-1,3- 0,6 00 CYP2D6

33 03 oxidase 39 02 10 46 02 beta-D- 84 09 substrate
inhibitor substrat glucosidase
e inhibitor

V.8.7. Résultats du docking moléculaire

V.8.7.1. Résultats des principaux ligands obtenus du site Pharmmapper

D’apres les résultats obtenus a partir du site pharmapper , les septs molécules avaient une cible
commune : les cholinesterases en s’appuyant sur les résultats in vitro le choix est tombé sur : la
butyrylcholinesterase ayant comme ID: 4BDS ( Tableau.32 )
Au sein de notre champ d'étude notre objectif principal est de confirmer I’effet inhibiteur obtenu
in vitro et le confronter aux résultats in silico

Tableau 32. Cible potentielle pour chaque composé majoritaire utilisant le serveur Pharmapper
Composé ID Nom des protéines cibles

Biochanine
Chrysine
Daidzeine
Isoprunetine 4BDS Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
Genisteine
Daucosterol

Quercetine

La butyrylcholinestérase est une hydrolase a sérine qui catalyse I'nydrolyse des esters dans le
corps. Contrairement a l'acétylcholinestérase, la butyrylcholinestérase a une large gamme de

substrats et une efficacité catalytique inférieure pour I'acétylcholine. La différence dans la
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distribution tissulaire et la sensibilite aux inhibiteurs suggere également son implication en
dehors de la neurotransmission cholinergique. Les études initiales sur la butyrylcholinestérase
ont montré que I'inhibition de I'enzyme entrainait une augmentation des niveaux d'acétylcholine
dans le cerveau. De plus, des études de knockout génique ultérieures ont suggéré son
implication dans la régulation de I'amyloide-béta, une protéine pathogene du cerveau. Ainsi,
elle représente une cible intéressante pour les troubles neurologiques tels que la maladie
d'Alzheimer.(Ha et al., 2019)

La butyrylcholinestérase (BChE) est une a-glycoprotéine présente dans le systeme nerveux
central et périphérique, dans la plupart des tissus et dans le foie. sa demi-vie est d'environ 12
jours. Une activité accrue de cette enzyme a été rapportée dans l'obésité, le diabéte, I'urémie,

I'nyperthyroidie et chez les sujets hyperlipidémiques.(Santarpia et al., 2013)

Pratiquement, le téléchargement de la structure de I'enzyme a été effectue a partir de la base de
données Protein Data Bank de Bookhaven (www.rcsb.org/pdb) en utilisant le code d'acces
(4BDS).

La structure tridimensionnelle (3D) de I'enzyme a été principalement déterminée par diffraction

aux rayons X avec une résolution de 2.10 A. Elle est co-cristallisée avec la tacrine (Fig 154)

Figure 154. Structure 3D de la butyrylcholinesterase humaine (PDB)

La structure macromoléculaire de I’enzyme est corrigée et simplifiée pour permettre une

utilisation plus aisee lors du docking moléculaire.
V.7.8.2. Prédiction du site actif par pockDrug

L'identification des sites actifs revét une importance cruciale dans la compréhension de la

fonction des protéines et des mécanismes d'interaction. Les protéines présentent souvent des
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cavités ou des poches en surface susceptibles de se lier a de petites molécules. Ainsi, repérer
ces cavités représente souvent le point de départ pour prédire les sites de liaison protéine-ligand,
facilitant ainsi I'annotation de la fonction protéique et la conception de médicaments basée sur

la structure.

Une detection précise des sites actifs du ligand constitue une étape préalable indispensable au
docking protéine-ligand et au criblage virtuel a haut débit visant a identifier les molécules

candidates lors du processus de découverte de médicaments.

Le server PockDrug a été utilisée pour détecter les différentes cavités enzymatiques et leurs

propriétés. Le site le plus favorable pour mener notre étude posséde le volume le plus important

Les sites actifs identifiés dans la protéine 4BDS sont présentés dans le tableau suivant (Tab.33)

Tableau 33. Résultats Pockdrug

Vol Hydroph Polar ~ Aromatic Otyr Nb Drugg  standard
Pockets o
Hull Kyte Res Res Atom Res Prob  deviation

PO 1472.41  -0.08 0.48 0.3 0.01 23.0 0.9 0.04
P1 1090.25  -0.07 0.5 0.2 004 20.0 0.87 0.04
P2 684.75  -0.62 0.6 0.33 0.03 15.0 0.73 0.06

P3 544.44  -1.66 0.67 0.07 0.0 15.0 0.04 0.01

La cavité PO a été choisie pour faire le docking moléculaire a cause du volume important par

rapport aux autres poches
V.4.8.3. Résultats de I’analyse i’AUTODOCK

Le docking moléculaire vise a élucider le mode d'interaction entre un complexe composé de
deux ou plusieurs molécules en explorant les orientations spatiales et les conformations

favorables pour la liaison d'un ligand a un récepteur.

Ainsi, chaque ligand donne naissance a un ensemble de modes de liaison, appelés « poses »,
pour lesquels un score est calculé. Ce score, qui est une estimation de I'énergie de liaison du
complexe (exprimée en Kcal/mol), refléte la qualité de I'interaction prédite : plus il est négatif,
meilleure est I'affinité prévue. Le ligand co-cristallisé sert souvent de référence idéale dans ce
processus. Les résultats du docking des sept phyto-molécules extraites de C.purgans sont

exposeés dans le tableau 34 .
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Energie de

liaison

Efficacité du
ligand

Constante
d’inhibition
Energie
intermolécul

aire

Energie
electrostatiq

ue

Energie de

torsion

Energie de

non liaison

cIRMS
refRMS

Acide aminé

Nombre

liaison H

Distance

Theta (don-

h->acc)

Tableau 34. Résultats des parameétres obtenus des complexes protéines ligands pour la premiére

conformation

Biochanine

-6.36

21.72

-7.55

-0.04

1.19

24.22

00

178.74

LEUC 286

2.119

148.478

Daidzein

-6.38

-0.34

21.1

-1.27

-0.01

0.89

17.04

00

178.27

LEU
286

2.179

139.132

Isoprunetin

-6.28

25.09

-7.47

00

1.19

27.05

00
178.46

LEUC 286

2.217

135.548

Genistein

-6.29

-0.31

2441

-7.49

-0.05

1.19

16.59

00

178.39

GLY 117

LEU 286

SER 139

3

GLY 117 2.117

LEU 286 2.106

GLY117 164.90
2

LEU286 148.38
1

Chrysin

-6.27

-0.33

25.39

-7.16

-0.02

0.89

9.38

0.06
177.38

SER 198

2.232

163.829

Quercetine

-6.04

-0.27

37.23

-7.83

-0.02

1.79

9.57

0
179.52
GLY116

LEU286

GLY116 2.189

LEU286 2.158

GLY116 133.56
8

LEU286 140.31
3

Daucoster

ol

-6.68

-0.16

12.7

-10.56

-0.01

3.88

85.87

0

176.05

SER198

2.659

136.099
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-0.27

64.33

-6.31

0.09

0.6

-0.56

0
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Phi (h->acc-

accN)

Energie

114.418 111.188 110.599 GLY117 113.08 91.076 GLY116 96.545 /

9 LEU286 112.68
LEU286 127.94 5
9

-0.769 0468  0.358 GLY117-1.077 -6.589 GLY116-0.028 /
LEU286 -1.57 LEU286 -0.497

L'analyse du complexe entre le pocket O et la molécule de référence revét une importance

significative pour permettre une comparaison avec d'autres ligands.

Les résultats du docking moléculaire révélent que la galantamine, en tant que ligand de
référence, présente une énergie de liaison d'environ -5.72 kcal/mol. Une analyse visuelle
démontre que la galantamine a établi une liaison hydrogéne avec le résidu SER198 du site actif.

Les énergies de liaison de tous les ligands testés dans la présente étude sont plus faibles que

celles du complexes pocket 0 — galantamine et est inférieure a -6 kcal/mol.

Un deuxiéme paramétre dans 1’analyse du docking moléculaire est ’efficacité¢ du ligand
« ligand efficiency » , plus les valeurs de LE sont élevées meilleure est I'affinité de la protéine
au ligand .(Chen et al., 2017) Dans le contexte de nos molécules testées , les ligands efficiency
sont relativement basses a I’exception de LE du daucostérol et de la quercetine qui sont égale

ou supérieures a la LE de la galantamine .

La constante d'inhibition (Ki) est largement utilisée comme indicateur absolu de l'affinité de
liaison. Ki représente I'affinité absolue d'un inhibiteur pour son enzyme cible, et théoriquement,
on peut utiliser Ki pour classer les affinités de liaison de différents inhibiteurs pour une enzyme
commune, définir la sélectivité d'un inhibiteur pour différentes enzymes, et évaluer les

approches in silico pour prédire les affinités de liaison des inhibiteurs.(Darras & Pang, 2017)

Toutes les constantes d’inhibition des phytomolécules testées sont plus réduite que celle de la

molécule de référence.

L’énergie intermoléculaire a été évaluée durant le docking et contrairement a I'énergie
intramoléculaire qui est étudiée pour la transition de I'état non lié a la conformation liée du
ligand et de la protéine. L'énergie intermoléculaire a été estimée pour la combinaison du ligand

et de la protéine dans leur conformation liée.(Fu et al., 2018) . D’aprés nos résultats 1’énergie
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intermoléculaire de toutes les phytomolécules est nettement plus basse que celle de la

galantamine.

Autre conclusion tirée des résultats du docking est le nombre de liaisons établies avec le site
actif , en effet en comparaison avec la galantamine ayant une seule liaison hydrogéne avec
I’acide aminé SER198 , la majorité des phytomolécules ont établi également une seule liaison
hydrogéne avec le site d’action a savoir : biochanine A ( Fig 155) et daidzeine et I’isoprunetine
avec 1’acide aminé LEUC 286 avec des longueurs de liaison différentes , la chrysine et le

daucostérol avec le méme acide aminé mis en jeu dans la liaison de la galantamine SER 198.

Cependant, la génisteine s’est lié a la pocket via trois liaisons hydrogénes avec les acides aminés
GLY 117, LEU 286 et SER 139. La quercetine forme un complexe avec I’enzyme par deux

liaison hydrogénes avec les acides aminés GLY116 et LEU286 du site actif.

A un niveau plus approfondi, I'analyse de docking révéle que la distance entre chaque ligand et
les sites de liaison variait entre [2.106 A et 2.659 A]. Selon Anne Imbert et al(1991) , les
interactions avec des distances comprises entre 2,5 A et 3,1 A sont considérées comme étant
fortes, celles entre 3,1 A et 3,55 A sont considérées comme moyennes, et au-dela de 3,55 A,
elles sont considérées comme faibles.(Imberty et al., 1991). Ainsi toutes les phytomolécules

testées se lient au site actif par des liaisons hydrogenes relativement fortes.

Figure 155. Visualisation de la liaison de la biochanine A avec le site actif

En conclusion, Les résultats du docking étaient cohérents avec nos données experimentales.
Cette ¢étude démontre D’existence de l'interaction entre la butyrylcholinesterase et les
phytomolécules extraites de C.purgans identifiés, suggérant qu'elle pourrait étre a 1’origine de
I’activité significative de cet extrait a 1’égard de cette enzyme . Notons que nous pouvons
affirmer que ces composés ne posent aucun probleme de biodisponibilité orale et présentent des

propriétés similaires a celles de la galantamine .
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Conclusion




Conclusion générale

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a deux plantes de la flore Algérienne. La
premiere Veronica rosea, une plante endémique appartenant a un genre réputé par sa richesse
en flavonoides notamment une large variété de flavones aglycones et des flavones glycosylées.
La seconde plante est Cytisus purgans, dont le genre est une source prometteuse de

biomolécules polyphénoliques bioactives.

Nos recherches se sont déroulées autour de deux principaux axes :
Un axe chimique

Un axe pharmaco-biologique

Dans le premier axe chimique, les phytoconstituants des deux plantes ont été purifiés et
identifiés. Comme pévus par le screening phytochimique préalable , la majorité de ces
phytoconstituants appartenaient a la classe des polyphénols précisement des flavonoides et
isoflavonoides . En effet, grace aux techniques chromatographiques de séparation et les
techniques spectrales différentes (RMN , ESI-Masse ) utilisées dans cette étude , la structure
de ces biomolécules est précisément €lucidée. Effectivement on a pu identifier dans I’extrait
acétate d’éthyle de Veronica rosea huit flavonoides a savoir: [I’isoscutellareine, de
I’isoscutellarein-8-O -B-D-glucopyranoside identifié pour la premiere fois dans le genre
Veronica , de I’isoscutellarein-7-O -B-D-glucopyranoside, de Isoscutellarein 7-O- [6-O-acétyl-
B-D -allopyranosyl- (1 — 2)] - B-D-glucopyranoside, de I’apigenine , Apigenin-7-O-f-
glucopyranoside, lutéoline et Luteolin-7-O-Glucoside . D’autre part, quatre isoflavonoides qui
sont : daidzeine, genisteine , isoprunetine et biochanine A ont été identifiés dans I’extrait n-
butanolique de Cytisus purgans en plus de la quercétine et la chrysine deux flavonoides
connues et aussi un phytostérol le daucostérol retrouve pour la premiére fois dans le genre

Cytisus .

Cette richesse en flavonoides et isoflavonoides nous a inciter a étudier ces deux plantes d’un

point de vue pharmaco-biologique.

Dans ce second axe pharmaco-biologique, et étant donné que le stress oxydant est impliqué
dans la pathogénése de nombreuses maladies chroniques, 1’activité antioxydante était explorée
en premier en utilisant trois tests différents mais complémentaire : le test de piégeage du DPPH
, le test de réduction de fer et le test au phosphomolybdates . Les résultats sont tres satisfaisant
car Veronica rosea a montré une tres forte activité de piégeage du radical DPPH , une excellente
activité réductrice du fer et une significative capacité antioxydante totale . Egalement Cytisus
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purgans a démontré une forte activité anti-radicalaire DPPH, un potentiel pouvoir réducteur et
une excellente capacité antioxydante totale. Ce potentiel antioxydant indéniable nous a conduit
a tester I’activité photoprotectrice et dermoprotective extrémement liée au pouvoir antioxydant.
Cette activité était évaluée en calculant le facteur de protection solaire et les résultats sont
encourageant avec des valeurs de SPF qui dépasse 80 a une concentration de 1Img/mL ce qui
fait des extraits de ces deux plantes des ingrédients potentiels dans les préparations cosmeétiques

de protection solaire aussi bien que certains soins anti- age de la peau.

Veronica rosea aussi bien que Cytisus purgans appartiennent a des genres connus pour leurs
usage dans les maladies inflammatoires, ce qui a impliqué une investigation de propriétés anti-
inflammatoires in vitro via le model du globule rouge. Par conséquent, les deux plantes ont
prévenu I’hémolyse des globules rouges induites par I’hypotonicité et la chaleur avec des degrés
variables affirmant ainsi I’effet anti-inflammatoire qui probablement est lié a leurs richesse en
flavonoides. Dans le méme contexte, les effets des deux plantes sur les parameétres de
I’hémostase ont été testés, plus précisément un effet hémostatique a été investigueé et les deux
extraits des plantes étudiées ont raccourci de maniére significative le temps de recalcification

du plasma signifiant un potentiel hémostatique non négligeable.

Le screening pharmacologique s’est étendu sur ’effet inhibiteur des deux plantes sur des
enzymes clefs impliquées dans la pathogénese de maladies lourdes comme les maladies
neurodégénératives et les maladies infectieuses. Les premiéres enzymes testées étaient
I’acétyl/butyrylcholinesterase impliquées dans la maladie d’Alzheimer et les syndromes
neurodégénératifs. En comparaison avec la galantamine, une molécule de référence , une forte
inhibition a été constaté avec C.purgans sur la butyrylcholiesterase mais aussi sur
I’acétylcholiesterase . Quant a Veronica rosea, 1’inhibition est modérée pour les deux enzymes.
Cet effet est probablement la résultante de la synergie des effets neuroprotecteur des
phytoconstituants identifiés dans les deux extraits.

La deuxieme enzyme testée est impliquée dans la pathogénie infectieuse de certains germes
urolytique comme Helicobacter pylori et Proteus mirabilis. Une bonne inhibition a également
été observée, avec des valeurs d'ICso de 77.82+4.59 pug/mL pour C. purgans et 132.77+4.73

pg/mL pour Veronica rosea, mettant en évidence un potentiel effet anti-uréasique significatif.

A la suite de I'exploration de cet axe pharmaco-biologique, I'activité butyrylcholinestérasique
in vitro intéressante nous a incités a entreprendre une étude in silico des phytomolécules

identifiées dans I'extrait le plus actif, & savoir les phytomolécules de C. purgans. Le docking
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moléculaire a été utilisé dans un premier temps pour confirmer cette activité puis pour tenter de

prédire le mécanisme de cette inhibition.

Les résultats confirment l'activité retrouvée in vitro, car toutes les phytomolécules testées se
lient de maniere efficace au site d'action de I'enzyme butyrylcholinestérase par au moins une
liaison hydrogene, a l'instar de la molécule de référence, la galantamine. Il s'agit de la
biochanine A, de l'isoprunétine, de la daidzéine, de la chrysine et du daucostérol. Selon la
longueur de la liaison hydrogene établie entre I'acide aminé du site actif et la phytomolécule,
celle-ci est plut6t forte, ce qui signifie que ces molécules forment des complexes enzyme-ligand
stables avec des énergies de liaison plus basses que celles de la galantamine.

Toutes les conclusions tirées sont trés prometteuses, cependant, elles représentent seulement le
début de I'exploration des substances naturelles et de leurs activités biologiques. Des recherches
complémentaires, plus précises et approfondies sont nécessaires pour valider pleinement les
découvertes réalisées jusqu'a présent. Plusieurs pistes de recherche peuvent étre envisagées

pour les études futures, notamment :

- Exploration de méthodes avancées pour identifier d’autres métabolites responsables des effets

thérapeutiques.

- Utilisation de cultures cellulaires et d'isolats cellulaires in vitro pour évaluer l'activité

antioxydante et anti-inflammatoire afin de corroborer les découvertes antérieures.

- Laréalisation d'essais in vivo serait indispensable pour élucider toute synergie potentielle entre
différents composés bioactifs, permettant ainsi de déterminer les cibles biologiques et de

comprendre les mécanismes moléculaires et tissulaires sous-jacents.

- Reéalisation d'études pharmaco-toxicologiques approfondies sur les deux plantes pour évaluer

leurs effets a long terme.

- Exploration de nouvelles applications thérapeutiques en évaluant d'autres effets potentiels.
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