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Résumé

Notre étude a pour objectif d” évaluer in vitro les propriétés antioxydantes des extraits
polaires des racines d’Atractylis humilis (Degaa) et d’étudier in silico l'activité inhibitrice de
quelques enzymes par certains métabolites secondaires de cette plante. In vitro, les extraits
organiques ont été obtenus par macération ( aprés une délipidation par héxane ) en utilisant
trois solvants: le dichlorométhane, 1’acétone et le méthanol. Les teneurs totales en polyphénols
ont été déterminées en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, le dosage montre que la richesse
de I’extrait en polyphénols de dichlorométhane avec une valeur de 18,589 mg EAG/g ES. Les
teneurs en flavonoides ont été évalués en utilisant la méthode AICI;, 1’exrait méthanolique
était le plus riche en flavonoides avec une valeur de 1,454 mg EQ/g ES. L’activité
antioxydante a été évaluée en utilisant la méthode de réduction de radical libre DPPH, la
valeur la plus élevée de VCEAC est représentée dans l’extrait le plus polaire (extrait de
MéEOH). D’autre part, en utilisant les programmes AutoDock Tools et Discovery studio pour
étudier in silico la capacité inhibitrice de quelques métabolites secondaires de cette plante
contre les enzymes sélectionnées. L’inhibition révele que les deux molécules la swertisine et
I’acide oléanolique ayant des scores d'affinité élevées par rapport au I’inhibiteur de référence
pour la xanthine oxydase, mais avec 1’alpha amylase et la télomérase leurs affinités ont été
classées comme modérées. L'application de la régle de Lipinski nous informe de maniére
positive sur les propriétés physicochimiques de ces molécules. Tous ces résultats in silico ne
représentent que la premiére étape dans la recherche de composés biologiquement actifs
d’origine naturelle, d’autres recherches in vitro et in vivo sont nécessaires pour mieux

comprendre les activités biologiques des extraits de cette plante.

Mots clés : Atractylis humilis ; alpha amylase ; xanthine oxydase ; télomérase ; la régle de

Lipinski.



Abstract

Our study carried out to evaluate in vitro the antioxidant properties of the polar
extracts of the roots of Atractylis humilis (Degéa) and to study in silico the inhibitory activity
of some enzymes by certain secondary metabolites of this plant. In vitro, the organic extracts
were obtained by maceration (after hexane delipidation) using three solvents:
dichloromethane, acetone and methanol. The total polyphenol contents were determined using
the Folin-Ciocalteu reagent, the assay shows that the richness of the dichloromethane extract
with a value of 18,589 mg EAG/g ES. The flavonoid contents were evaluated using the AICI3
method, the methanol extract was the richest in flavonoids with a value of 1,454 mg EQ/g ES.
The antioxidant activity was evaluated using the free radical reduction method DPPH, the
highest value of VCEAC is represented in the most polar extract (MeOH extract). On the other
hand, using the AutoDock Tools and Discovery studio programs to study in silico the
inhibitory capacity of some secondary metabolites of this plant against the selected enzymes.
Inhibition reveals that, the two molecules, swertisine and oleanolic acid having high affinity
scores compared to the reference inhibitor for xanthine oxidase, but with alpha amylase and
telomerase their affinities have been classified as moderate. The application of Lipinski's rule
informs us positively about the physicochemical properties of these molecules. All these in
silico results represent only the first step in the search for biologically active compounds of
natural origin, further in vitro and in vivo research is necessary to better understand the

biological activities of the extracts of this plant.

Keywords: Atractylis humilis; alpha amylase; xanthine oxidase; telomerase ; Lipinski's rule.
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Introduction

es plantes médicinales traditionnelles et une alimentation équilibrée sont des
sources majeures d'antioxydants qui ont protégé nos ancétres des dommages

causés par les radicaux libres (Bentabet et al., 2014).

Les antioxydants sont une classe de substances qui neutralisent les radicaux libres et
préviennent ainsi I'apparition de maladies associées au stress oxydatif. Parmi les antioxydants
naturels les plus connus, on peut citer 1’a-tocophérol (vitamine E), l'acide ascorbique
(vitamine C) et les composés phénoliques (Sarr et al., 2015) qui sont des composés naturels
largement répandus dans le regne vegetal et revétent une importance croissante, notamment en

raison de leurs bienfaits pour la santé (Bougandoura & Bendimerad, 2013).

Le déséquilibre entre la production d'espéces réactives et l'activité de défense
antioxydante est connu sous le nom de stress oxydatif. Cette condition est associée a de
nombreuses maladies chroniques, telles que le diabéte, le cancer, les maladies

neurodégénératives et les maladies cardiovasculaires (HAMMA et al., 2015).

La recherche dans I'industrie pharmaceutique est une procédure couteuse et fastidieuse
qui a étée amélioré par l'utilisation de techniques « a haut débit » combinées avec des outils
informatiques. Une nouvelle approche visant a simuler et a prédire I'affinité d'un grand
nombre de molécules et protéines cibles d'intérét thérapeutique est connue sous le criblage
virtuel par le docking moléculaire (Ghillemain, 2012).

C’est dans cette optique que 1’objectif de notre travail est une étude quantitative de la
plante Atractylis humilis et une contribution a 1’évaluation in vitro de 1’activité antioxydante et
analyse in silico de l'activité inhibitrice de différentes enzymes alpha amylase, xanthine
oxydase et télomérase par quelques métabolites secondaires de cette plante identifiés a partir
des travaux antérieurs.

Le manuscrit est divisé en trois chapitres :

e Le premier chapitre aborde une étude bibliographique préalable réalisée sur
I’espece étudié, les métabolites secondaires, le stress oxydatif et le docking
moléculaire.

e Le deuxieme chapitre décrit les matériels et les méthodes utilisées.
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e Le troisieme chapitre portera sur les résultats et la discussion (interprétation et

comparaison des résultats obtenus avec d’autres résultats précédents).

Enfin, une conclusion résume ’ensemble de 1’étude, met en évidence les résultats

intéressants et recommander les respectives a envisager a 1’avenir.
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Synthese bibliographique

1. Etude botanique

1.1. Présentation de la plante

Le genre Atractylis fait partie de la famille des Asteraceae (appelées aussi
Compositeae) est l'une des plus importantes familles botaniques de plantes vasculaires
contenant environ 24 000 especes regroupées dans 1600 a 1 700 genres réparties dans le
monde entier (Chabani et al., 2016).

En région de la Kabylie, on compte 49 genres et 69 especes (Sifouane et al., 2020).

1.2. Systématique de la plante

La classification de la plante Atractylis humilis est présentée dans le tableau ci-dessous.

Tableau 1. Classification botanique de la plante Atractylis humilis (Benbouziane &
Benderra, 2016).

Régne Plantae
Embranchement Embryophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Genre Atractylis
Espece Atractylis humilis

Selon (Sifouane et al., 2020), cette plante a plusieurs nom vernaculaires :

e En Frangais : Atractyle humble, Chardon-fuseau.

e En arabe : Degaa (43l) .Et dans notre région Elbarka (3s_4),
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1.3. Description botanique

L’espece Atractylis humilis est une plante herbacée annuelle (Sifouane, 2021),
épineuse a souche ligneuse d’une hauteur de 5 a 35 cm. La tige simple et courte généralement

non ramifiée.

Les fleurs apparaissent en été (entre le mois de juin et juillet). Elles sont appelées «
fleurons ». Elles sont hermaphrodites de couleur violette. Un fruit sous forme d’akenes

couverts, il est velu-laineux de poils blancs (Tela Botanica, 2012).

Figure 1. Image de la plante Atractylis humilis (Orchidées du Nord).

1.4. Distribution géographique

L’Atractylis humilis est une espece endémique de 1’ouest-méditerranéenne. Et du sud-
est de la France, mais il y a aussi quelques citations ponctuelles au Maroc, Espagne et
localement, dans la région de Laghouat (Aflou) et des Aures en Algérie (hautes montagnes de
Bel lezma, Batna). Qui pousse habituellement dans les paturages rocheux (Sifouane et al.,
2020).
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1.5. Caractérisation Chimique

L’Atractylis humilis plante a une diversité surprenante de métabolites secondaires
malgré la rareté des études photochimiques sur elle. Certains des types chimiques naturels qui
ont été découverts comprennent les triterpénes, les flavonoides, dérivés osidiques et les

produits chimiques phénoliques (Sifouane et al., 2020).

L’espece Atractylis humilis, originaire d’Algérie, a déja fait 1’objet de recherches en
chimie végetale, et divers produits chimiques ont été découverts, dont la majorité

appartiennent aux catégories susmentionnées. Il comprend quatorze composés :

e Un nouveau lignane identifié comme (7'S,8R,8'S)-9'-5-D-glucopyranosyl-3,4',9-
trihydroxy-3',4,5,5'-tétraméthoxy-2,7'-cyclolignanenommeé Humilisane A (1) avec un
autre connu déterminé a (7'S,8R,8'S)-7a-[(#-glucopyranosyl)-oxy]-lyoniresinol (2). Ces
deux lignanes sont de type aryltétraline.

e Deux flavonoides C-glucosylés nommés Swertisine (3) et 3',7-diméthyl-lsoorientine
(4).

e Cing composés phénoliques : 2,5-dihydroxyéthyl cinnamate (5), 3,4,5-
triméthoxyphenyl S-D-glucopyranoside (6), Tachioiside (7), Acide vanillique (8) et
2,6-diméthoxy 1,4-benzoquinone (9).

e Trois triterpénes : Lupéol (10), Acide oléanolique (11) et g-sitostérol (12).

e Deux dériveés osidiques : 1-O-éthyl-f-D-xylose (13) et 1-O-éthyl-S-D-glucopyranoside
(14) (Sifouane et al., 2020).
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1.6. Propriété et ’utilisation en médecine traditionnelle

L’espéce d’Atractylis humilis ont été utilisées pour traiter un large éventail de
maladies, y compris I’hépatite, les ulcéres, les parasites intestinaux, et 1’intoxication par les
morsures de serpent. Ils sont réputés pour leurs propriétés diurétiques. Les pays d’Europe du
Sud utilisent les fleurs d’Atractylis humilis pour coaguler le lait. Dans la région d’Aurés en
Algérie, la plante Atractylis humilis est appelée "Degéda" localement, et sa poudre est

appliquée localement pour traiter 1’acné juvénile (Sifouane et al., 2020).

2. Métabolites Secondaires

Les composeés organiques complexes appelés métabolites secondaires sont produits et
accumulés en quantités infimes par les plantes autotrophes. Ils présentent généralement des
concentrations modestes dans les tissus végétaux.

On peut les classer en trois grandes familles : alcaloides, terpénes flavonoides et
polyphénols (Macheix et al., 2005).

2.1. Acides phénoliques
Les acides phénoliques sont constitués d'un squelette a sept atomes de carbone
(Hmid, 2013). lls peuvent étre divisés en deux groupes : les dérivés d’acide benzoique et les
dérivés d’acide cinnamique, et ils sont largement présents dans les aliments.
Les acides hydroxycinnamiques les plus répandus sont I’acide coumarique, la caféine,

la férulique et le sinapique (Pandey & Rizvi, 2009).

2.2. Flavonoides

Les flavonoides sont des composés polyphénoliques comprenant 15 atomes de carbone
formant une structure C6-C3-C6, soit deux noyaux aromatiques reliés par un pont de 3
carbones. Ce sont les composés les plus abondants parmi tous les composés phénoliques.
Comme métabolites secondaires, ils jouent un certain nombre d’activités différentes dans les
plantes, y compris la protection UV, la pigmentation, la stimulation des nodules de fixation
d’azote, et la résistance aux maladies (Macheix et al., 2005).
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2.3. Triterpénes
Les triterpénes sont une grande collection de composés naturels structuraux divers
dérivés biogenétiquement de l'isopréne actif. Deux unités C15 peuvent produire du squaléne
ou des précurseurs acycliques visibles a 30 carbones. Suite a leur cyclisation et oxydation,

plusieurs structures apparaissent (Nazaruk & Borzym-Kluczyk, 2015).
3. Stress oxydant
3.1. Définition

Le stress oxydant se définit par un déséquilibre dans laquelle les pro-oxydants sont en
large majorité par rapport aux antioxydants (Béguel, 2012), que se soit par déficit en

antioxydants ou par suite d’une suproduction de radicaux libres (Adjadj, 2018).

3.2. Radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique qui contient un ou plusieurs électrons non
appariés sur sa couche externe (Adjadj, 2018), lui conferant une grande réactivité, d’ou son
effet pro-oxydant (Durand, 2018).

2 électrons appariés

I Une molécule stable I

1 électron célibataire

Une molécule instable
= un radical libre

Figure 3. Réprésentation d’un radical libre (Durand, 2018).

Physiologiquement, les mécanismes de défense antioxydants permettent au systeme de
notre corps de contrdler la quantité de radicaux libres dans le sang pour maintenir un équilibre
oxydatif sain (Durand, 2018).
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Don d’un électron

| Radicaux libres I

Figure 4. Les antioxydants neutralisent les radicaux libres grace au don d’électron

(Durand, 2018).

Les espéces réactives de I'oxygeéne peuvent étre des molécules non radicalaires hautement
instables (02 simple) ou des radicaux libres (O2¢ -: anion superoxyde, HO-: radical
hydroxyle). Alors que la majorité des radicaux libres proviennent des activités NADPH et
xanthine oxydase de la chaine respiratoire, la majorité des espéces réactives NO sont produites
par la NO-synthase (Berger, 2006).

Habituellement, la génération des radicaux libres est permanente mais faible (en
médiateurs tissulaires ou résidus énergétiques ou formes de réponses de défense). Cette
production physiologique est entierement contrblée par des systemes de défense, ils
s’adaptent au niveau des radicaux présents. Dans ces conditions normales, la balance
antioxydants/pro oxydants est considérée comme équilibrée. Si ce n’est pas le cas, c’est soit
due a manque d’antioxydants, soit & une surproduction massive de radicaux libres appelé «

stress oxydatif » (Favier, 2003).

3.3. Les conséquences d’un stress oxydatif

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques (oxydation de I’ADN, des protéines , des lipides et des glucides) (Favier, 2003).

De nombreuses anomalies pathologiques sont également induites par le stress oxydant :
mutations, carcinogenese, malformations des foetus, dépots de protéines anormales, fibrose,

formation d’auto-anticorps, dépots de lipides oxydés, immunosuppression (Favier, 2006).
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3.4. Les systemes antioxydants

3.4.1. Systémes de défense enzymatiques

» Superoxyde dismutase (SOD)

Les SOD sont des enzymes représentent 1’une des premiéres lignes de défense contre
le stress oxydatif, agissant dés le début de la cascade d’oxydation directement a 1’anion
superoxyde O2e- par une réaction dismutation, en le transformant en peroxyde d'hydrogéne et
en oxygéne (Haleng et al., 2007).

> Catalase (CAT)

La catalase est une enzyme capable de transformer le peroxyde d’hydrogene en eau et en
oxygene moléculaire. La réaction catalysée par cette enzyme consiste en une dismutation du
peroxyde d’hydrogéne (Adjadj, 2018).

» Glutathion peroxydase (GPx)

GPx est une sélénoprotéine qui réduit les peroxydes au détriment de son substrat
spécifique, le glutathion réduit (GSH) (Haleng et al., 2007).Son r6le principal est d'éliminer
70% des peroxydes organiques et 94% de H,O, par réduction (Bensakhria, 2018). GPx
s'effondre avec une carence sévére en sélénium, il reflete donc bien cette carence (Haleng et
al., 2007).

3.4.2. Systémes antioxydants non enzymatiques
» Glutathion et les protéines-thiols

Le glutathion est un tripeptide (acide glutamique-cystéine-glycine). Il est le thiol (-SH)
majoritaire au niveau intracellulaire (I’albumine étant son équivalent plasmatique), ou il est
présent sous forme essentiellement réduite (GSH). Dans des conditions physiologiques, sa
forme oxydée (GSSG) est en concentration tres faible (Haleng et al., 2007).

La plupart des protéines dont 1’albumine contiennent des groupements « thiols » qui possédent

des propriétés réductrices et pieégent facilement les espéces oxygénées (Haleng et al., 2007).

10
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» Les polyphénols Flavonoides

C’est une famille importante d'antioxydants présents dans les plantes. Globalement, ce

sont d'excellents piégeurs de ROS et de trés bons chélateurs des métaux de transition tels que

le fer et le cuivre (Haleng et al., 2007).

> Les vitamines

Les vitamines captent 1’¢électron libre d’un radical libre qui devient une molécule ou un

ion stable. La vitamine devient un radical détruit ou régénére.

3.5.

Vitamine C antioxydant puissant, inhibe peroxydation lipidique, régénere vitamine E.
Vitamine E (a-tocophérol) antioxydant puissant, inhibe peroxydation lipidique.
Vitamine A (Pincemail et al., 2002).

Oligoéléments

Zinc est un des cofacteurs essentiels de la SOD, protection des groupements thiols des
protéines, inducation de protéines antioxydantes, inhibition partielle de la formation
des ROS.

Cuivre est le cofacteur de la SOD. Cependant, en tant que métal de transition, il joue
un role important dans le déclenchement de réactions de production de ROS.

Sélénium joue un réle primordial comme cofacteur de la GPx.

Manganese est indispensable a I’activité de la SOD mitochondriale (Hamma, 2016).

11
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4. Généralité sur les méthodes d’évaluation des activités biologiques de

molécules bioactives
Les molécules bioactives d’origine végétales, notamment celles extraites a partir des
plantes médicinales, sont douées de plusieurs activités biologiques. L’évaluation de ces
activités passe par 1’application de plusieurs méthodes expérimentales comme des expériences

in vitro, ex vivo, et in vivo.

Mais cette démarche reste problématique car il existe des milliers de molécules
bioactives et leur évaluation experimentalement reste inatteignable. Récemment des analyses
in silico sont appliquées comme solution pour étudier et se faire une idée préliminaire sur les
propriétés et les activités biologiques de ces molécules. Avec le développement technologique
et informatique plusieurs méthodes in silico sont en service maintenant, et la méthode de

docking moléculaire en est une des plus intéressantes.

5. Docking moléculaire

Par définition, le Docking moléculaire (Molecular Docking, en anglais), également
connu sous le nom de (Ancrage ou Amarrage moléculaire), est une technique qui consiste a
faire interagir une petite molécule organique, appelée "'ligand”, dans le site actif d’une

macromolécule (protéine), appelée ""récepteur™ (Boucherit et al., 2022).

L'objectif de cette technique est de déterminer le meilleur mode de fixation du
complexe "'Ligand-Récepteur", ainsi de prédire la conformation dite **bioactive' du ligand a
I'intérieur de son récepteur. En effet, chaque conformation relative issue du docking est reliée
a une énergie, appelée ""Score™. La conformation bioactive correspond a la plus faible énergie
(Hammad, 2020). Plusieurs récepteurs impliqués dans le développement de diverses
pathologies sont disponibles actuellement. Selon les objectifs de notre présent travail, nous

avons sélectionné trois récepteur ou cibles moléculaires qui sont cités ci-dessous.

5.1. L’alpha amylase

La digestion de I'amidon et du glycogéne (polymeére de glucose dont la dégradation
dans l'organisme augmente le taux de glucose dans le sang) est effectuée par I'enzyme alpha-

amylase. L'hyperglycémie entraine une augmentation de la croissance des radicaux libres, ce

12
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qui provoque un stress oxydatif dans I'organisme (Mbarga et al., 2020). L’alpha-amylase est
considéré comme une stratégie pour le traitement des troubles de I'absorption des glucides, tels
que le diabéte et l'obésité (Sales et al., 2012), qui dépasse la capacité de détoxification du
systéeme antioxydant cellulaire, entrainant des dommages biologiques, en particulier la
libération réduite d’insuline. Par conséquent, le stress oxydatif joue un role essentiel dans le
développement des complications du diabéte, de la résistance a I’insuline. Ce role
physiopathologique de cette enzyme a fait d’elle une des cibles moléculaires pour traiter les
troubles liés a la glycémie et stress oxydatif (Etsassala et al., 2020).

5.2. La xanthine oxydase

La xanthine oxydoréductase (XOR) est une enzyme joue un réle essentiel a la
production d'acide urique, notamment la xanthine oxydase (XOD) et la xanthine
déshydrogénase (XDH) (figure. 5). XOD utilise I’hypoxanthine ou la xanthine comme substrat
et 1’02 pour produire du superoxyde ‘02 et 1’acide urique. XOD a été proposé comme source
de radicaux d’oxygéne (Liu et al., 2021). L’augmentation du stress oxydant est liée a une
induction de la production de radicaux libre au niveau de la xanthine oxydase (Bravard et al.,
2009), cette enzyme est responsable de la maladie de la goutte caractérisé par une
I’hyperuricémie (Santi et al., 2017).

Par conséquent, XOD devient une cible médicamenteuse efficace pour le traitement de
I'hyperuricémie. A I'heure actuelle, plusieurs médicaments inhibiteurs XOR ont été largement
utilisés et de nouveaux médicaments (Liu et al., 2021).

Xanthine Xanthine
oxidase oxidase
03 03' + H:!O: 03 03- i ”303
Hypoxanthine Xanthine Uric acid
NAD' NADH NAD' NADH
Xanthine Xanthine
dehydrogenase dehydrogenase

Figure 5. Méecanisme du métabolisme de I'hypoxanthine en acide urique (Zhao et al.,
2022).
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5.3. Latélomérase

L’une des caractéristiques les plus importantes des cellules cancéreuses est leur

capacité a se répliquer, qui est atteinte par la maintenance des télomeres. Les télomeéres

contribuent a la stabilité génomique en protégeant les extrémités chromosomiques contre la

détérioration et les fusions de bout en bout. La télomérase, une polymérase a ADN spécialisée,

est responsable du maintien des télomeres dans la majorité des tumeurs malignes humaines

(Ledo et al., 2018) ( figure.6).

La télomérase est devenue une nouvelle cible anticancéreuse viable puisqu’elle est

réactivée dans la majorité des cellules malignes. En raison de la complexité de cette enzyme,

les inhibiteurs directs de la télomérase n’ont pas encore été mis a disposition dans les cliniques

malgré des recherches importantes (Baginski et al., 2020).

TERC
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Figure 6. Activité transcriptase inverse aux télomeres de la télomérase (Billard, 2017).
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L’ensemble de ce travail a été effectué au laboratoire pedagogique de biochimie

(Département de biologie) et laboratoire des sciences fondamentales de 1’Université Amar

Telidji, Laghouat. La réalisation de cette étude est illustrée dans 1’organigramme ci-apres.

Atractylis humilis

Partie étudiée : racines

. 4

Etude in vitro

) 4

Extraction solide-liquide

R

4

Analyse quantitatives des

composés phénoliques
e

h

Evaluation de I’activité
antioxydante avec le test
de DPPH

b

Etude in silico

$

Préparation des protéines

A 4

Préparation des ligands

[ ]

h

Docking moléculaire

b4

Prédiction des propriétés

moléculaires

Figure 7. Organigramme de notre travail.
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Atractylis humilis est la plante qui a fait I’objet de la présente étude, le choix a été justifié
par le fait que cette espéce soit parmi les plantes utilisées dans la médecine traditionnelle pour
traiter de nombreuses maladies, aussi par le fait qu’il s’agit d’une espéce trés abondante

localement et relativement peu étudiée en Algérie.

1. Matériel

1.1. Matériel végétal

La récolte de la plante Atractylis humilis a été effectuée au mois de juin 2019 dans la
région d’Aflou (Wilaya de Laghouat).
La partie souterraine de la plante a été lavée, séchée, broyée et conservée dans des sacs

en papier a I’abri de la lumiére et ’humidité jusqu’a son utilisation.

1.2. Matériel et produits chimiques

Les produits chimiques et les réactifs utilisés :

v Produits chimiques v' Réactifs utilisés

- Hexane - Réactif de Folin-Ciocalteu

- Méthanol - Réactif de trichlorure d’aluminium
- Acétone - Réactif de DPPH

- Dichlorométhane

- Ethanol

- Acide gallique

- Quercétine

- Carbonate de sodium

- Vitamine C
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1.3. Matériel bioinformatique
1.3.1. Programmes utilisés

» Auto Dock Tools (ADT)

C’est une interface utilisateur graphique utilisée pour préparer, exécution et analyse des
amarrages moléculaires générés par AutoDock par 1’ajout de charge atomiques, fixation des
liaisons, ajout d’hydrogénes, préparation de ligand et la cible protéique au format PDBQT,

création de la grille et le fichier de paramétres d’amarrage (figure.8) (EI-Hachem et al., 2017).

T4 AutoDockTools

File 3D Graphics Edit  Select Display

- o X
Color  Compute  Hydrogen Bonds  Gnd3D Help

HEA AN = 0= i

[4DT4 2 | Ligand  Flexible Residues

Grd _ Docking _Run _ Analyze

DashBoard | AniMol | Tools |

Sel _v|jcMD v|

R F1Zz SIEIGENS LD

Al Molecules D% %% BBV
Current Selection BB VY

Figure 8. Interface du logiciel ADT (version 1.5.6)

» Discovery Studio Visualiser

C’est un logiciel de modélisation moléculaire qui permet la visualisation des

conformations des ligands en interaction avec la cible protéique en indiquant les liaisons

impliquées dans la fixation des ligands sur leur site au niveau de la protéine (El-Hachem et
al., 2017).

—
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Discovery Studio Visualizer - o >4

File Edit View Chemistry Structure Sequence Chart Scripts Tools Window Help

Hocomeleces  Smiaion [ SR PRI PTRETSAY hamacophores | Sl Holecs | o  Hy Toos | Prrrr——Y|
X ML)

Yhew " BRE S »

Tools B3 Files

Step through ligands.

Display receptor-igand interactions. =
+ . V. >
&= Actions =2 Data v Upgrade
My Recent Actions My Recent Files Want more Discovery Studio?
fs ctions, the most recently
used ite

Contract My Recent Tool Panels
R » View nteractions

Show receptor-lgand interactions on a 20
diagram.

Yefine and Edit Binding Site

* Scag .pdb

» out_lig

Enable Additional Features

Figure 9. Interface du logiciel Discovery Studio Visualizer (version 20)

» ChemDraw
C’est un logiciel nous a éte utilisé pour la conception des structures chimiques 2D des

ligands auxqguels nous nous sommes intéresses a étudier dans ce travail.

© ChemDraw Professional - [Microsoft Word - C:\Users\SEDMAKER\Desktop\Docking (2).docx] - X
@ File Edit View Object Structure Text Curves Colors Search Window Help & x

habl=0 e Ee e
— n

Figure 10. Interface du logiciel ChemDraw
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1.3.2. Bases des donnes

a. Base des données PubChem
Cette banque permet ’accés a plusieurs millions de compositions identifiés jusqu’a nos

jours et nous donne des informations essentielles sur ces produits notamment leurs propriétés
structurales et biologiques (Kim et al., 2016).

G Fiatora oy,

Pub(Clhem asow rosts

Submit Contact

Explore Chemistry

Quickly find chemical inforrmation from authoritative sources

Figure 11. Page d’accueil de la base des données PubChem

b. Banque de données sur les protéines (BDP)
La banque de données protéiques RCSB, plus communément appelée PDB, a été

utilisée pour obtenir la structure des protéines cibles. Cette base de données est la principale
source de données de biologie structurale et permet en particulier d’accéder a des structures

tridimensionnelles de protéines d’intérét pharmaceutique (Burley et al., 2018).

RCSB PDB

Experimentally-determined 30
structures from the Protein

Data Bank (PDB) archive

context of external I annotations
providing a structural view of
biology.

Figure 12. Capture d’écran de la page web de la base de données RCSB
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c. SwissADME

C’est un serveur a acces libre qui offre une multitude de paramétres physicochimiques

et propriété pharmacocinétique des composes minuscules pour qu’ils puissent étre évaluees et

estimées (Daina et al., 2017).

=
&= SwissADME

Spiss Institute of
Bioinformatics Home FAQ Help Torms of use

dict ADME parameters, pharmacokinete proper tes.
cules 1o'su A
ADME: o free web 1901 10 evaluate
Sci. Rep. (7017) 742717,
ple; robust and efficient descripiien of n-
odel. (2014) 54(12).:3284-3301

refer to thi: riicle: A BOILED-Egg to predict gastroi ntestinal
O'IE) 11[11) 1117 1121,

tained by the Molecular Modeling Group of the SIB | Swiss Inslitute of Bicinformatics

Developed and main tain

Enter a list of SMILES here:

O E=Ea > ¢ xXx o 6

2 2 O O O D -
(i wi: on exampie | (ciser ] [ Runt ]

Figure 13. Capture d’écran de la page web de SwWisSADME

d. ADMETIab

ADMETIlab 2.0 est une version améliorée de ADMETIlab utilisé pour évaluer les
caractéristiques ADMET, des physico-chimiques et de compatibilité pharmaceutique.
ADMETIab 2.0 a plus de capacité a aider les chimistes pharmaceutiques a accélérer le

processus de recherche et de développement de médicaments (Xiong et al., 2021).

|@\ ADMEMab 2.0 #Home @ services EResources WExplanation [WPublications B Contact

Atome [ Services | ADMET Evaluation

Paste a single SMILES string Draw a molecule using JMSE editor

SMILES
e

iTip

* Before submitting, users should prepare a valid SMILES in case of errors.
* Molecules composed of more than 128 ctoms are not recommended for evaluation.

Figure 14. Interface graphique de la plateforme ADMETIab.
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e. Molinspiration

Molinspiration est un programme en ligne, qui fournit une méthode d’évaluation de la
cinétique médicamenteuse des composé€s, au moyen d’une inspection virtuelle en partie et
d’une prévision de 1’activité biologique pour estimer 1’absorption, la distribution métabolique

et ’excrétion des composés (Paul et al., 2018).

MISMILES: CC5(C)CEC4(C(=0)0)CCCa(CICEECC2C1(CICCOIO)C(CHTICI CCC2ITICACS
[ 3-Hydrosyolean-12-en-268-oic acid

OH
o

OH nrotb L

molinspirstion)

New molecule  Predict bigactvity About properties MyMolecules — Molinspiration horne

2023 Molinspiration Cheminformatics Terms of serice

Figure 15. Interface Web du logiciel Molinspiration.

1.3.3. Métabolites secondaires de I’espéce Atractylis humilis

Sifouane et al., (2020) a isolé guatorze molécules parmi les principaux métabolites
purs de l'espece Atractylis humilis, et nous avons choisies deux molécules pour I'étude de la

prédiction de leurs propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques.

+ Swertisine : Il s'agit d'un flavonoide C-glycoside, qui joue un role d'agent anti-
inflammatoire, d'antioxydant et d'agent hypoglycémiant, qui a été isolé et signalé pour
la premiére fois dans les racines de genre Atractylis. De plus, ce composé n'a pas été

détecté dans d'autres genres du méme sous-tribu (Sifouane et al., 2020).

+ Acide oléanolique : ce compose est un triterpéene, qui présentent differentes activités
biologiques telles que les effets antioxydants, antitumoraux, anti-inflammatoires,
antidiabétiques et antimicrobiens (Ayeleso et al., 2017), qui est composé de base, donc

commun pour la majorité des plantes (Sifouane et al., 2020).
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2. Méthodes

2.1. Extraction par macération solide-liquide

La macération consiste a exposer la matiére végétale en poudre a un solvant pendant
des périodes prolongées pour extraire les ingrédients actifs. Il s'agit d'une extraction réalisée a
température ambiante.
» Delipidation

Avant d’entamer 1’extraction proprement dite, nous avons procédé a une délipidation
du matériel végétal par macération dans I’hexane. Cette étape préliminaire a pour but
d’¢liminer les lipides et les pigments (Bouchouka, 2016).

L’extraction adoptée par trois solvants organiques de polarité croissante ; il s’agit de
dichlorométhane, acétone et de méthanol. En principe, 10 g de tourteaux d’hexane, a été
macérée dans 100 ml pour les mémes conditions mais avec d'autres solvants, aprés chaque
étape de filtration, le solvant est évaporeé a sec sous pression réduite a 40° C.

Cette série d’extraction a permis d’obtenir trois extraits organiques bruts : extrait de
dichlorométhane (DCM), extrait d’acétone (ACT) et extrait de méthanol (MéOH), qui seront
récupérés dans des flacons en verre puis conservés a 4° C jusqu’a utilisation.

Nous avons choisi cette méthode d'extraction dans notre étude pour comparer avec les
recherches antérieures utilisant la méthode d'extraction liquide-liquide, Khiati (2022) par deux
systémes d’extraction : acétone/H,0 (70/30) et méthanol/H,0 (80/20). Et Sifouane (2020) par
le systéeme éthanol/H,O (70/30).
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Racines

Atractylis humilis

Nettoyage Broyage

50 g de poudre
d’Atractylis humilis

Hexane 150 ml
Macération/48h

Extrait
d’hexane 10 g de tourteaux
d’hexane
N
O
Q\\@ &\Q&
N
Q/ﬂ‘b’Qo 4‘2}9‘5
@@
DCM 100 ml Hrati ACT 100 ml .
Filtration \
Macération/48h Macération/dgh |—-uation

Evaporation
Par rotavap

Evaporation
Par rotavap

a40° a 40°
Extrait 01 Extrait 02
DCM ACT

MéOH 100 ml
Macération/48h

Filtration
Evaporation

Par rotavap
a40°
Extrait 03
MéOH

Figure 16. Schéma simplifié des étapes d’extraction par la macération.

2.2. Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction est calculé suivant la formule ci-dessous (Boubekri, 2014) :

Rendement (%) : (Masse de I’extrait / Masse séche d’échantillon) x 100
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2.3. Analyses quantitatives des composés phénoliques

Des determinations quantitatives des principaux groupes de métabolites secondaires ont

été effectuées sur les extraits d’Atractylis humilis.
2.3.1. Dosage des polyphénols totaux

a. Principe

La méthode de dosage des polyphénols adapté par Singleton et Ross en 1965 avec le
réactif de Folin-Ciocalteu, en utilisant 1’acide gallique comme standard. Le réactif de Folin-
Ciocalteu de couleur jaune est constitué par un mélange d’acide phosphotungestique
(H3PW1,040) et d’acide phosphomolybdique (H3PM;1,040), Lorsque les polyphénols sont
oxydés, ils réduisent le réactif Folin-Ciocalteu en un complexe ayant une couleur bleue
constitué¢ d’oxyde de tungsténe (WgO,3) et de molybdéne (MogO,3). L’intensité de la couleur
est proportionnelle aux taux des composés phénoliques oxydés (Boizot & Charpentier,
2006).

b. Mode opératoire

Un volume de 100 pl de chaque solution diluée de I’acide gallique ou de I’extrait
végétal dilué est introduit dans des tubes & essai a différentes concentrations, nous avons
effectué trois répétitions pour chaque dilution, 500 ul de réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10
fois y est additionné. Apres incubation de 2 minutes, 2 ml de solution aqueuse de carbonate de
sodium Na,COj3 (2%) sont ajoutés au mélange (favoriser un milieu alcalin pour déclencher la
réaction d’oxydoréduction). Aprés agitation, le mélange est conservé a I’obscurité pendant 30
minutes a température ambiante.

La lecture de I'absorbance de chaque solution est effectuée est mesurée a 760 nm
contre un blanc a I'aide d'un spectrophotométre.

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

d’acide gallique par gramme extrait sec (mg d’EAG/g ES).
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2.3.2. Dosage des flavonoides totaux
a. Principe

Le dosage des flavonoides totaux des extraits est mesuré par une méthode
colorimétrique adaptée par Lamaison et Carnat (1991) en utilisant le réactif trichlorure
d’aluminium. Ce réactif forme un complexe flavonoides- aluminium de coloration jaune
ayant un maximum d’absorption a 430 nm. Le standard utilisé pour établir la courbe

d’étalonnage est la quercétine (Khalfallah, 2013).

b. Mode opératoire

Un volume de 500 pl de chaque solution diluée de quercétine ou de I’extrait végétal
dilué est introduit dans des tubes a essai a différentes concentrations. Pour chaque dilution,
nous avons effectué trois répétitions, 500 ul de réactif de trichlorure d’aluminium 2 % Yy est
additionné. La solution est bien agitée et maintenue a I’obscurité pendant 15 minutes a
température ambiante. La lecture de I'absorbance de chaque solution est effectué¢e a I’aide d’un
spectrophotometre a une longueur d’onde de 430 nm contre un blanc.

La concentration des flavonoides totaux est exprimée en milligramme d’équivalent de

quercétine par gramme extrait sec (mg d’EQ/g ES).

2.4. Test de ’avtivité antioxydante
a. Principe

Le DPPH (2,2-diphényle-picrylhydrazyl) fut I’un des premiers radicaux libres utilisé
pour étudier la relation structure-activité antioxydante des composés phénoliques. Il posséde
un électron non apparié sur un atome du pont, d’azote. La réduction du radical libre DPPH°®
par un antioxydant peut étre suivie par spectrophotométrie UV-Visible, en mesurant la
diminution de I’absorbance a 517 nm provoquée par les antioxydants. En présence des
piégeurs de radicaux libres, Le DPPH° 2,2-diphényle-picrylhydrazyl de couleur violette se
réduit en 2,2-diphényl-1-picrylhydrazine de couleur jaune (Popovici et al., 2009).
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ON, ON,
H
N—N? NO, + AH ——— N—N NO, + A
NOZ N02

Figure 17. Réaction de I’antioxydant et du radical libre de DPPH (Sirivibulkovit et al.,
2018).

b. Mode opératoire

0.5 ml de chaque extrait, a différentes concentrations, est ajouté a 0.5 ml de la solution
de DPPH. Le mélange réactionnel est agité et incubé 30 min a I’obscurité. La vitamine C est
utilisée comme antioxydant de référence. La réaction est mesurable a 517 nm avec
spectrophotometre UV-Visible.

L’activité antioxydante est estimée en pourcentage d’inhibition des radicaux libres de

DPPH? selon I’équation suivante :

Le pourcentage d’inhibition (PI) % = ([Abs contr6le—Abs échantillon] /Abs contrdle) x 100

Abs : Absorbance a 517 nm.

L’activité antioxydante a été exprimée en équivalent de vitamine C (VCEAC).

2.5. Docking moléculaire

a. Préparation des protéines

L’analyse in silico de I’interaction de quelques constituants d’Atractylis humilis avec

les protéines a été faite en suivant les étapes ci-dessous :

La structure cristallographique 3D (Figure.18) de 1’alpha amylase (PDB ID : 10SE et
résolution 2.30 A), xanthine oxydase (PDB ID : 1N5X et résolution 2.80 A) et le télomérase
(PDB ID : 5CQG et résolution 2.30 A) ont été téléchargées de la banque de donnée Protéine
Data Bank (PDB). Les différentes propriétés structurales des protéines sont résumées dans le

tableau 2. Dans le cas des protéines constituées de plusieurs sous-unités, seule une chaine a été
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gardee pour réaliser I’analyse de docking. Le ligand de référence et les molécules d’eau sont
supprimés du PDB par Discovery Studio Visualiser. Via AutoDock Tools. Les charges
atomiques de type gasteiger et les atomes d’hydrogeénes sont ajoutés. Les structures sont ainsi

sauvegardées en format PDBQT.

Figure 18. Chaine A du I’alpha
amylase (A); Chaine A du la
xanthine oxydase (B); Chaine A

du la télomérase (C).
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Tableau 2. Caractéristiques de I'alpha amylase, xanthine oxydase et télomérase.

Protéine Code PDB Leschaines Inhibiteur Résolution Classification
réf
Alpha 10SE A Acarbose 230 A Hydrolase
amylase
Xanthine 1N5X A B TEI 2.80 A Oxydoréductase
oxydase
Télomérase 5CQG A B BIBR1532 2.30 A Transférase /

Transférase

inhibiteur

b. Préparation des ligands

Les structures chimiques des ligands étudiés ont été téléchargees a partir de base de

données PubChem sous forme de fichier SDF, par la suite sauvegardés en formats PDB a

I’aide de programme Discovery Studio Visualiser. Et avec le programme AutoDock Tools les

ligands sont convertis au format PDBQT. Le tableau 3, résument les informations concernant

les ligands utilisés lors de cette étude.

—
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Tableau 3. Détails des molécules sélectionnés avec leurs identifiants PubChem utilisés pour
cette étude.

Molécule PubChem ID Structure Chimique

Swertisine 124034

Acide oléanolique 10494

2.6. Propriétés pharmacologiques
» Regle de Lipinski

Chaque produit pharmaceutique éventuel doit répondre a un certain nombre d’exigences
fondamentales, notamment étre stable, soluble et a faible colt de production, ainsi que des
échelles liées a ses qualités pharmacologiques d’absorption, de distribution, de metabolisme,
d’excrétion et de toxicité. La ""régle de Lipinski de 5" est utilisée dans cette situation pour
évaluer la probabilité qu’un produit chimique ayant des qualités thérapeutiques soit donné
oralement aux gens. Selon cette regle, une substance peut étre administrée oralement si elle

satisfait a au moins trois des cing exigences suivantes :

e Un poids moléculaire maximum de 500 g/mol.
e Un coefficient de partition octanol / eau (logP) ou une lipophile < 5.
e Le nombre de donneurs de liaisons Hydrogene un maximum de 5 (< 5).

e Le nombre d’accepteurs de liaisons Hydrogene un maximum de 10 (< 10) (Lipinski et
al., 2001)
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» Reégle de Veber
La regle de Veber suggére que la flexibilité moléculaire et la surface polaire (PSA)

sont des déterminants importants de la biodisponibilité orale (Veber et al., 2002). Une
flexibilité moléculaire réduite (mesurée par le nombre de liaisons rotatives) et une faible
surface polaire sont des prédicateurs importants de la bonne biodisponibilité orale (Remko et
al., 2006). Pour une biodisponibilité orale idéale, Veber et al ont identifié deux descripteurs
supplémentaires (Segall, 2012) :

e Le nombre d’angles de rotation < 5.

e Lasurface polaire (PSA) <140 A2

Dans notre travail, ces parameétres ont été calculés en utilisant le serveur Molinspiration

2.7. Propriétés pharmacocinétique

Le développement et la découverte de médicaments dépendent fortement de la
compréhension de 1’absorption chimique, de la distribution, du métabolisme, de 1’excrétion et
de la toxicit¢ (ADMET). En plus d’étre suffisamment efficace contre la cible thérapeutique, un
candidat-médicament de haute qualité doit également avoir des qualités ADMET adaptées a
un dosage thérapeutique. Pour la prévision des propriétés chimiques ADMET, de nombreux
modeles in silico ont ainsi été construits. L’évaluation de la similarité pharmacologique d’un

composé en termes de ces caractéristiques adaptées est toutefois difficile.

Nous avons proposeé le score ADMET, une méthode de notation, dans cette étude pour

évaluer a quel point une molécule ressemble a un médicament (Guan, 2019).
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Résultats et discussions

1. Rendement d’extraction

L’extraction de la partie souterraine d’Atractylis humilis a permis d’obtenir trois
extraits bruts : L’extrait dichlorométhanolique (DCM), I’extrait acétonique (ACT), I’extrait
méthanolique (MéOH).

Exprimé en pourcentage de masse d’extrait par rapport a la masse de la plante fraiche,

les extraits obtenus sont de couleur et d’aspect différents (tableau 4).

Tableau 4. Rendement, aspect et couleur de différents extraits d’Atractylis humilis.

Extrait Rendement (%) Aspect Couleur
DCM 1,91 Pateux Jaune foncé
ACT 4,68 Pateux Jaune foncé

MéOH 11,51 Visqueux Jaune ambré

[NOM DE |
CATEGORIE]
[VALEUR]%

[NOM DE
CATEGORIE]

[NOM DE [VALEUR]%

CATEGORIE]
[VALEUR]%

Figure 19. Comparaison entre les rendements de déférents extraits.

Selon les résultats présentés dans le tableau 4 et la figure 19, on remarque que la
plupart de nos extraits ont un aspect pateux avec une coloration jaune (de claire au fonce).

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait de méthanol représente le plus éleve avec
(11,51 %), suivi par I’extrait d’acétone (4,68 %), et enfin I’extrait dichlorométhanolique
posséde le plus faible rendement avec une valeur de 1,91 %. La différence de rendement entre

les extraits est due aux méthodes d’extraction utilisées et aux solvants utilisés.
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Nos résultats sont supérieurs a ceux reportés par (Khiati, 2022), qui a obtenu un
rendement d’extraction pour : I’extrait de dichlorométhane de systéme acétone/H,O (1,138
%), suivi par la fraction de dichlorométhane de systeme méthanol-eau (0,832 %), d’acétate
d’éthyle de systéeme d’acétone/H,O (0,72 %), et la fraction d’acétate d’éthyle de systeme
méthanol-eau (0,658 %).

La polarité des solvants et la composition chimique des molécules associées a chaque
extrait difféerent conduit a des différences dans les rendements des extraits bruts et de leurs
fractions.

Le rendement de I'extraction dépend du solvant, en particulier de sa polarité, du temps
et de la température d'extraction, du rapport solide-liquide, de la composition chimique et des
caractéristiques physiques des émulsions, telles que la taille des particules d'émulsion. La
réduction de la taille des particules améliore le rendement des composés phénoliques, ce qui
nécessite moins de solvants polaires pour extraire les composés phénoliques lipophiles
(Belmokhtar, 2015).

2. Résultats de I’étude quantitative
2.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux estimée par la méthode de Folin-Ciocalteu pour
chaque extrait a partir de la courbe d’étalonnage établie avec différentes concentrations
d’acide gallique. Les résultats obtenus sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide
gallique par gramme extrait sec (mg d’EAG/g ES) (tableau 5).

1.8

1.6
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R*=0,9975

1.2

1
0.8
0.6
0.4
0.2

0

Absorbance a 760 nm

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
Concentration (mg/ml)

Figure 20. Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.
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Tableau 5. Teneurs totales en polyphénols, des extraits obtenus d’Atractylis humilis.

Extrait Teneur totale en polyphénols
(mg EAG/g ES)
DCM 18,589 + 2,543
ACT 17,004 + 1,597
MéOH 5,758 + 0,664

D’apres les résultats, on peut constater que tous les extraits de la plante étudiés, sont
riches en polyphénols mais avec des quantités différentes. Le tableau 5 montre que 1’extrait
dichlorométhanolique posséde la plus haute teneur en polyphénols (18,589 mg EAG/g ES),
suivi par I’extrait acétonique (17,004 mg EAG/g ES) et enfin I’extrait méthanolique (5,758 mg

EAG/g ES). Les valeurs des teneurs sont regroupées dans 1’histogramme suivant :

18,589

20 4 17,004
(%]
w18
20
g 16
w
o 14
€
c 12
(0]
5 10
8
S 8 5,758
©
o 6
2
S 4
>
o 2
a.

0

DCM ACT MOH

Figure 21. Comparaison entre les teneurs en polyphénols totaux des différents extraits

d’Atractylis humilis

Les teneurs des polyphénols totaux déterminées ne sont pas des mesures absolues des
quantités des phénols du matériel de départ, elles sont en fait, basées sur la capacité réductrice

relative a une capacité réductrice équivalente a ’acide gallique (EAG) (Saidi, 2019).
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Cependant, le type d'extrait ou la polarité du solvant d'extraction peut également

affecter la concentration de composés phénoliques dans les extraits de plantes (Bakli, 2021).

Selon (Khiati, 2022), les teneurs en polyphénols totaux d’Atractylis humilis de leurs
extraits : I’extrait acétate d’éthyle de systéme acétone/H,O (12,84 mg EAG/g ES), suivi par la
fraction de dichlorométhane de systeme d’acétone-eau (5,32 mg EAG/g ES), de
dichlorométhane de systeme méthanol-eau (4,97 mg EAG/g ES), et la fraction d’acétate
d’éthyle de systeme méthanol-eau (4,22 mg EAG/g ES) de la méme plante, inférieure aux
résultats obtenus de notre étude. Par ailleurs, (Sifouane, 2021), a noté une valeur inférieure a
celle de notre étude : I’extrait AcOEt (140,97 ug EAG/mg ES) et I'extrait n- BuOH (113,77 ug
EAG/mg ES).

Le principal inconvénient de ce dosage colorimétrique peut étre la faible spécificité du
réactif "Folin-Ciocalteu”, qui explique la réduction de tous les groupes d’hydroxydes pas
seulement ceux des composés phénoliques ainsi que de certains sucres et protéines a démontré

que le réactif est particulierement sensible a ce processus (Boizot & Charpentier, 2006).

2.2. Dosage des flavonoides totaux

La détermination quantitative des flavonoides totaux s’effectue par la méthode de
trichlorure d’aluminium, basée sur la formation d’un complexe flavonoide-ion d’aluminium,
ayant une absorbance maximale a 430 nm. Le taux des flavonoides totaux est calculé a partir
de la gamme d’étalonnage de la quercétine et exprimé en milligramme d’équivalent de

quercétine par gramme extrait sec (mg d’EQ/g ES) (tableau 6).
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Figure 22. Courbe d’étalonnage de la quercétine.
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Tableau 6. Teneurs totales en flavonoides totaux, des extraits obtenus d’Atractylis humilis.

Extrait Teneur totale en flavonoides
(mg EQ/g ES)
DCM 0,704 + 0,023
ACT 0,627 £ 0,023
MéOH 1,454 + 0,001

La détermination quantitative des flavonoides totaux s’effectue par la méthode de
trichlorure d’aluminium. Les résultats présentés dans le tableau 6 montrent que les teneurs en
flavonoides totaux varient considérablement entre les différents extraits. L’extrait
méthanolique enregistre un maximum de flavonoides totaux (1,454 mg EQ/g ES), suivi par
I’extrait dichlorométhanolique qui renferme des teneurs plus faibles (0,704 mg EQ/g ES).
Tandis que la plus basse concentration des flavonoides totaux a été mesurée dans 1’extrait

acetonique (0,627 mg EQ/g ES). Les valeurs des teneurs sont regroupées dans 1’histogramme
suivant :

e 1,454

1.4

1.2

Flavonoides totaux en mg EQ/g ES

0.8 0,704 0,627
0.6
0.4 |
0.2
0
DCM ACT MOH

Figure 23. Comparaison entre les teneurs en flavonoides totaux des différents extraits

d’Atractylis humilis.

La teneur des flavonoides totaux dans les extraits de la plante, dépend de la polarité des
solvants utilisés dans la preparation des extraits.
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(Khiati, 2022), a déterminé la teneur en flavonoides totaux de la plante Atractylis
humilis, leurs extraits enregistrent des valeurs supérieurs aux résultats obtenus dans notre
étude: I’extrait acétate d’éthyle de systéme acétone/H,O (6,16 mg EQ/g ES), suivi par la
fraction de dichlorométhane de systeme d’acétone-eau (4,23 mg EQ/g ES), de
dichlorométhane de systeme méthanol-eau (3,97 mg EQ/g ES), et la fraction d’acétate d’éthyle
de systeme méthanol-eau (2,18 mg EQ/g ES).

Alors que (Sifouane, 2021), a une valeur inférieure a celle de notre étude : I’extrait
AcOEt (107,40 png EQ/mg ES) et I'extrait n- BUOH (97,91 ug EQ/mg ES).

Les variations entre les concentrations de composés phénoliques (polyphénols totaux et
flavonoides totaux) dans les extraits des plantes examinées et celles découvertes par d’autres
auteurs sont dues aux facteurs liés aux plantes (tels que leurs origines et variétés, le temps de
récolte, les conditions climatiques et environnementales, la localisation géographique, ect), et
les conditions de préparation, et d’extraction de ces composés (solvant, diluant, épuisement,

température, la pression, ...etc) (Akula & Ravishakar, 2011).

3. Résultats de I’activité antioxydante

Ce test permet de mettre en évidence le pouvoir antiradicalaire d’un antioxydant pur,
ou d’un extrait antioxydant. La solution méthanolique du DPPH. Le spectre UV de la couleur
mauve-fonceé a un maximum d'absorbance a 517 nm. Sous ’action d’un antioxydant AOH qui
le réduit en DPPHH, sa couleur change et devient jaune (Kholkhal, 2014).
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Figure 24. La courbe d'inhibition P1% en fonction de la concentration en du Vit C-test DPPH.
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Les valeurs de VCEAC calculées comme un rapport de comparaison avec la vitamine C sont
reprise dans le tableau ci-dessous. VCEAC est definie comme la quantité en mg du vit C
possédant la méme activité antioxydante que 1 g de I’extrait.

Tableau 7. Activité antioxydante des extraits exprimée par les valeurs de VCEAC (test de
DPPH).

Extrait Concentration VCEAC (g/g d’extrait) Interprétation

(g/ml)

DCM

0,0012

Ig de I’extrait a un
0,0042 + 0,0003 pouvoir antioxydant
équivalent de 0,0042g
de vitamine C

ACT

0,0012

1g de I’extrait a un
0,0005 + 0,0001 pouvoir antioxydant
équivalent de 0,0005¢
de vitamine C

MéEOH

0,0012

1g de I’extrait a un
0,0045 + 0,0003 pouvoir antioxydant
équivalent de 0,0045¢

de vitamine C

Pour D’expression de I’activit¢ antioxydante par le VCEAC, on déduit que
plus les valeurs de VCEAC sont grandes plus 1’extrait est un antioxydant puissant. Parmi les
trois extraits d’Atractylis humilis, 1’extrait méthanolique a une capacité de piégeage des
radicaux DPPH plus forte avec une valeur de (VCEAC = 0,0045 g/g de D’extrait), cela
correspond aux nos résultats de la teneur en flavonoides obtenus, qu'ils sont connus comme de
potentiels piégeurs de radicaux libres, suivi de I’extrait dichlorométhanolique avec une valeur
de (VCEAC = 0,0042 g/g), par contre I’extrait acétonique est le plus faible avec une valeur de
(VCEAC = 0,0005 g/g de I’extrait).

Khiati, (2022) a étudié I’activité antioxydante de quatre extraits d ’Atractylis humilis, il
a trouvé VCEAC = 0,132 g/g de l’acétate d’éthyle de systéme acétone/H20 , suivi par
I’acétate d’éthyle de systeme méthanol/H20 (VCEAC = 0,096 g/g), dichlorométhane de
systtme méthanol/H20 (VCEAC = 0,051 g/g), et enfin dichlorométhane de systéeme
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acétone/H20 (VCEAC = 0,05 g/g), ces valeurs sont relativement fortes si elles sont comparées
a celles de nos extraits.

Les critéres généralement utilisés pour quantifier I’activité antioxydante, la valeur
d’IC50 est utilisées pour déterminer la capacité antioxydante des différents extraits. Il s’agit de
la concentration d’extrait nécessaire pour éliminer 50 % du radical DPPH dans une période de

temps prédéterminé.

Sifouane, (2021), a trouvé des valeurs de 1C50 d’extraits ACOEt égale 49,98 et 16,94
pg/ml pour I’extraits de n-BuOH, par contre nous avons utilisé une concentration de 0,0012
g/ml de chaque extrait, qui ont été donné des pourcentages d’inhibition de 1’activité
antioxydante 58,53%, 55,83% et 6,64% respectivement des extraits méthanolique,

dichlorométhanolique et acétonique.

Les propriétés antioxydantes des extraits de plantes sont principalement dues a leur
richesse en composes polyphénoliques, 1’effet antiradicalaire des flavonoides sur les radicaux
libres dépend de la présence de groupements OH libre (Agouazi, 2021).

0,0045
0.005
0.004
0.003
0.002
0,0005
0
DCM ACT MOH

Figure 25. Comparaison entre les valeurs de VCEAC des extraits d 'Atractylis humilis (test de DPPH).

Les corrélations entre 1’activité antioxydante par le test DPPH et les contenus en
polyphénols et en flavonoides ont été établis. Cette analyse révéle une corrélation entre
I’activité antioxydante et les teneurs en en polyphénols et en flavonoides non significative

avec des coefficients de corrélations R? = 0,21 et R* = 0,39 respectivement. Cela peut étre
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expliqué par la possibilité que la capacité antioxydante peut étre liée par d’autres composés

que les polyphénols.
4. Résultats de docking moléculaire

Le docking moléculaire de deux constituants de la partie souterraine d'Atractylis
humilis est effectué sur des protéines cibles : alpha amylase, xanthine oxydase et télomérase
reverse transcriptase. Les résultats obtenus sont illustrés dans les tableaux 8, 9 et 10. Les
inhibiteurs étudiés sont choisis en comparant leurs scores d’affinité par rapport a ceux des

inhibiteurs de référence.

4.1. Les valeurs de docking score des ligands avec I’enzyme alpha amylase

Dans cette étude, I'énergie de ligand acarbose a été choisie comme énergie de référence
pour comparer leurs énergies d’affinité avec celles des constituants d'Atractylis humilis. Le
docking moléculaire de deux molécules a donné des scores d’affinité les plus négatifs

indiquant une plus forte interaction entre le ligand et la protéine (tableau 8).

Tableau 8. Les valeurs de docking score des ligands avec 1’enzyme alpha-amylase.

Ligand Energie (Kcal/mol) AA impliquées Type interaction  Distance (A)
Swertisine  -8,0 GLU233, ASP197 Hydrogene 1,83

ASP300, VAL163, Hvdrophobe

TRP59 yarop
Acide -9,0 ASP197, HIS305 Hydrogene 2,40
oléanolique

Hydrophobe

Acarbose  -9,/4 GLY306, GLU233, Hydrogene 2,92

ASP300, HIS299,
HIS305, GLNG3,
VAL163, LYS200,
TYR62, ASP197,
HIS101, TRP59,
GLY164, SER105,
HIS201, GLY106,
LEU165

Hydrophobe
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D'aprés ces résultats, on remarque que ces molécules : la swertisine (-8,0 Kcal/mol) a
donné une valeur d’énergie €levée, par contre 1’acide oléanolique (-9,0 Kcal/mol) a donné une
énergie plus proche que celle de ligand acarbose (-9,4 Kcal/mol). Autrement dit, ces
composants ont une affinité intéressante pour l'alpha amylase et forment probablement avec
elle un complexe bien stable.

4.2. Analyse visuelle de mode d’action des ligands sur alpha amylase
a. Le complexe swertisine-alpha amylase

L’analyse visuelle montre que le complexe formé entre I’alpha amylase et la swertisine
est stabilisé par plusieurs types des interactions parmi elles une interaction hydrogéne avec les
résidus GLU233, ASP197 et interaction hydrophobique avec les résidus VAL163, TRP59,
ASP300, le ligand est stabilise aussi par des liaisons de van der Waals formées avec les acides
aminés HIS299, TRP58, GLY306, HIS305, ARG195, ALA195, LEU162, TYR62, GLN63,
HIS201 et LEU165.

Interactions

Slte a'Ctlf I:I var der Waals I:I Pi-Sigma
D Conventional Hydrogen Bond D Pi-Pi Stacked

I:I Carbon Hydrogen Bond

Figure 26. Analyse visuelle du site de liaison de la swertisine avec I’enzyme alpha amylase.
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b. Le complexe acide oléanolique_alpha amylase

Cette analyse visuelle montre que le complexe formé entre I’alpha amylase et I’acide

oléanolique est stabilisé par une interaction hydrogene avec I’acide aminé ASP197 et une

interaction hydrophobe avec 1’acide aminé HIS305. Liaisons de type de van der Waals
formées entre le ligand et la fonction amine des résidus ARG195, GLU233, ALA198,
ASP300, LEU162, TRP58, VAL163, HIS101, TYR62, LEU165, GLN63, TRP59.

Site actif

ASP
A:300 LEU
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I:I Caonventional Hydrogen Bond

TRP 2D
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WAL
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ey TRP
A165 L
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GLM
AB3
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Figure 27. Analyse visuelle du site de liaison de 1’acide oléanolique avec 1I’enzyme

alpha amylase.

Tous les acides aminés de la swertisine sont communs avec les acides aminés de

I’acarbose. lls ont des interactions hydrogénes sauf les acides aminés VAL163, TRP59 et

ASP300 ont des interactions hydrophobes. Par ailleurs, les interactions hydrogénes communes

pour I’acide oléanolique sont formées a partir de I’acide aminé ASP197 et liaison hydrophobe

avec HIS305.

Concernant ces interactions hydrogenes qui jouent le réle le plus important en biologie

et le domaine du vivant, et les interactions hydrophobiques jouent un réle essentiel dans la

stabilisation des complexes. Ce sont des interactions non covalentes.

—
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Des infections graves, telles que I'obésité, les troubles et les Iésions du tractus gastro-
intestinal, ont été causées par inhibiteurs synthétiques de 1'a-amylase, comme l'acarbose. Des
inhibiteurs de sources naturelles avec peu d'effets indésirables doivent étre recherchés. Les
flavonoides (la swertisine) (Sadeghi et al., 2022) ), et les triterpénes (I’acide oléanolique)
sont étudiés comme alternatives potentielles aux médicaments commerciaux, étant

responsables de leurs activités inhibitrices contre I'alpha-amylase (Deng et al., 2022).

D’aprés cette analyse on a remarqué que le ligand (swertisine) et (I’acide oléanolique)
se fixent sur le méme site actif d’inhibiteur de référence acarbose. C’est-a-dire le site actif de
I’enzyme suggérant qu’ils sont des inhibiteurs de types compétitifs.

4.3. Les valeurs de docking score des ligands avec I’enzyme xanthine oxydase

Pour comparer leurs énergies d’affinité avec celles des composants de 1 ’Atractylis

humilis, I’énergie du ligand TEI de 1’étude a été utilisée comme énergie de référence.

Tableau 9. Les valeurs de docking score des ligands avec 1’enzyme xanthine oxydase.

Ligand Energie (Kcal/mol)  AA impliquées Type interaction  Distance (A)
Swertisine -7,5 LEU648, VAL1011  Hydrogéne 1,77
LEU1014, PHE914 Hvdrophobe
ALA1079, PHE1009 ' YOTOP
LEU873
Acide -7,2 PHEG649 Hydrophobe 2,65
oléanolique
TEI -6,9 PRO1076, ASN768  Hydrogeéne 2,78
THR803, LYS771,
PHE1013, THR1010
ALA1078,ALA1079 Hydrophobe

VAL1011, LEU373
LEU1014, LEUG48
ARG880, PHE914
PHE1009

A la lumiére des résultats du tableau 9, il ressort que les composés : la swertisine (-7,5

Kcal/mol), I’acide oléanolique (-7,2 Kcal/mol) ont donné des énergies d’affinité plus basses
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que celle de ligand TEI (-6,9 Kcal/mol). En d'autres termes, ces composants ont une plus
grande affinité pour la xanthine oxydase et sont capables de former avec elle des complexes

plus stables par rapport au I’inhibiteur de référence.
4.4. Analyse visuelle de mode d’action des ligands sur xanthine oxydase
a. Le complexe swertisine- xanthine oxydase

L’analyse visuelle révele qu’une seule interaction hydrogeéne avec 1’acide aminé
LEUG648 et liaisons hydrophobiques avec les acides aminés VAL1011, LEU1014, PHE914,
ALA1079, PHE1009, LEU873 qui stabilisent le complexe qui s’est formé. D’autre part, il
apparait également que les liaisons de van der Waals entre le ligand et les acides aminés
ARG880, THR1010, SER876, PRO1076, THR803, ASN768, PHE1013, LYS771, MET770,
PHE775, GLY647, PHE649 et GLUB802 sont significatives.
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Figure 28. Analyse visuelle du site de liaison de la swertisine avec 1’enzyme xanthine

oxydase.
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b. Le complexe acide oléanolique-xanthine oxydase

L’analyse visuelle indique que le complexe est également stabilisé par une liaison

hydrophobe avec le résidu PHE649, le ligand est stabilisé aussi par liaison de van der Waals
formé entre de ligand et la fonction amine des résidus LYS778, SER774, ASN650, PHE775,
LYS771, LEU648, LEU1014, LEU873, VAL1011, et PHE1013.

Site

VAL

A1013

Interactions

I:l van der Waals I:I Pi-Donor Hydrogen Bond

Figure 29. Analyse visuelle du site de liaison de 1’ acide oléanolique avec 1’enzyme xanthine

oxydase.

La stabilité du complexe swertisine-TEI formé régit par divers interactions dans les

figures ci-dessus. LEU 648 partagé par une liaison hydrogene avec la swertisine et une liaison

hydrophobe avec TEI. Et les interactions hydrophobiques communes avec les acides aminés
VAL1011, LEU1014, PHE914, ALA1079, PHE1009, LEU873. Par contre on remarque que

I’acide oléanolique n'a aucun résidu identique avec le ligand de référence.

Une etude faite par Abu-Gharbieh et al., (2018) sur la xanthine oxydase a enregistré

des simulations de docking pour des triterpénes qui révele des interactions avec les résidus du

site actif ont révélés une interaction hydrophobe avec le résidu PHE 649. Cette constatation

concorde avec nos résultats vus qu’on a trouvé le méme résidu PHE 649 avec I’acide

oléanolique.

—
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Alors que, d’autres études réalisées par Santi et al., (2017) ont démontré que les
flavonoides représentent une alternative plus active que I'inhibiteur de référence pour l'activité
inhibitrice de XOD.

Les résultats d'amarrage ont montré que les ligands swertisine et I’acide oléanolique se
lient au site actif de I'enzyme vis-a-vis l'inhibiteur de référence, suggérant qu’ils seraient ainsi

des inhibiteurs de type compétitif.

4.5. Les valeurs de docking score des ligands avec ’enzyme télomérase

L'énergie du ligand BIBR1532 de I'étude a été utilisée comme énergie de référence

pour comparer leurs énergies d'affinité avec celles des composants d'Atractylis humilis.

Tableau 10. Les valeurs de docking score des ligands avec I’enzyme télomérase.

Ligand Energie (Kcal/mol) AA impliquées Type interaction  Distance (A)
Swertisine  -8,2 LEUS54, GLY553 Hydrogéne 3,09
ILE497, MET482 Hvdroohobe
TYR551, MET483 ' VTOP
ILE5S50, ARG486
PHE494
Acide -7,6 ASN492 Hydrogene 2,73
oléanolique
BIBR1532 10,7 LEUS54, ILE497  Hydrophobe 3,1

MET482, TYRS551
ILE5S50, ARG486
PHE494

Comme il est rapporté dans le tableau 10, on observe que les molécules : la swertisine
(-8,2 Kcal/mol) et I’acide oléanolique (-7,6 Kcal/mol), ont donné des énergies d’affinité élevée
que le ligand de reférence BIBR1532 (-10,7 Kcal/mol). En d’autres termes, ces composants
peuvent former des complexes moins stables avec la télomérase en ayant affiché des affinités

moderées en comparaison au I’inhibiteur de référence.
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4.6. Analyse visuelle de mode d’action des ligands sur télomérase

a. Le complexe swertisine-télomérase

En utilisant le programme Discovery Studio Visualiser, il a été démontré que le
complexe formé entre le récepteur de la télomérase et le ligand de swertisine est stabilisé par
plusieurs types de liaisons parmi lesquelles une liaison hydrogene avec le résidu LEUS554, et
des liaisons hydrophobes avec les résidus d’ARG486, MET483, PHE494, ILE497, ILES550,
TYR551, MET483. Le ligand est stabilisé aussi par liaison de van der Waals formé avec les
acides aminés ARG557, GLY495, ASP493, THR487 et PHE478.
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Figure 30. Analyse visuelle du site de liaison la swertisine avec I’enzyme télomérase.
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b. Le complexe acide oléanolique-télomérase

L’analyse visuelle montre que le complexe formé entre la telomeérase et le ligand acide
oléanolique est maintenu fixe par une liaison hydrogéne avec I’acide aminé ASN492. Le reste
des liaisons entre le ligand et son site de liaison sur I’enzyme sont de type de van der Waals
avec les aminés PHE494, GLY553, ARG557, TRP498, LEU554, GLY495, ILE550, GLU549
et ARG486.
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A:492/ 2D
N PHE GLY
i A494 A553
0
Mo
b ARG
ARG AS557
A486
0
LEU
ILE A554
6LU A550 Gl TRP
A549 4495 A
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|:| van der Waals - Conwentional Hydragen Bond

Figure 31. Analyse visuelle du site de liaison de I’oléanolique acide avec I’enzyme télomérase

Nous avons noté que la swertisine et le ligand BIBR1532 ont des résidus identiques :
ILE497, MET482, TYR551 ILE550, ARG486 et PHE494 eétablissent des contacts
hydrophobes, sauf LEU554 méme résidu forme une interaction hydrogéne avec la swertisine
et hydrophobe avec BIBR1532. En revanche on remarque que 1’acide oléanolique n'a aucun

résidu identique avec le ligand standard.

En analysant le site de la liaison de nos ligands avec cette enzyme, nous constatons
qu’ils sont associés au méme site actif, donc I’enzyme indiquant qu’il s’agit des inhibiteurs

compétitifs.
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L’étude menée par Fan et al., (2019) sur la télomérase a démontré que les flavonoides
présentaient une activité inhibitrice élevée contre la télomérase. De plus, les flavonoides ont
montré une activité anticancéreuse puissante. Ces résultats aident a la conception des
inhibiteurs de télomérase les plus puissants basés sur les accumulations structurelles des

produits naturels pour le traitement du cancer.

Résultats des propriétés pharmacologiques

Tableau 11. Les propriétés pharmacologiques des ligands.

Ligands LogP MW nON NnOHN  nVio nRot PSA
Swertisine 0,59 446,41 10 6 4 170,05
Acide 6,72 456,71 3 2 1 57,53
oléanolique

LogP : coefficient de partition octanol / eau < 5; MW : poids moléculaire < 500 g/mol ;
NOHN : nombre donneurs de liaisons Hydrogene < 5 ; NnON : nombre d’accepteurs de liaisons
Hydrogéne < 10 ; nRot : nombre d’angles de rotation < 5 ; nVio : nombre de violation ; PSA :
surface polaire < 140 A.

L’analyse in silico des molécules ont été réalisées a I’aide du serveur Molinspiration
pour valider ces propriétés pharmacologiques. Ce moteur nous permet de Vérifier les 5 régles
de Lipinski et régle Veber.

a) Application de la régle de cing (régle de Lipinski)

Les résultats du tableau 11 montrent que :

e Lavaleurde LogP :

Les résultats ont montré que la swertisine est inférieur a 5, tandis que 1’acide oléanolique
est supérieur a 5 indique qu’une faible liposolubilité ce qui suppose qu’elle s’est faiblement
transportée et distribuée dans le corps.

e Le poids moléculaire :

Les deux molécules sont inférieures a 500 g/mol, par conséquent les ligands sont faciles a
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pénétrer dans la membrane cellulaire.
e On peut avoir a travers le tableau.11 que les deux ligands ont de nombres accepteurs
d’hydrogene inférieurs a 10.
e La swertisine ayant le nombre donneur d’hydrogéne supérieur a 5, tandis que ’acide
oléanolique est inférieur a 5. Ce qui conduit a une meilleure perméabilité.
e Le nombre de violation
Nous remarquons que nos composes ont une violation nVio = 1, car la swertisine a un
nombre donneur d’hydrogéne supérieur au nombre requis, aussi pour 1’acide oléanolique une
LogP supérieur a 5. De cela, nous pouvons conclure que : les deux composés répondent aux
régles de Lipinski, suggérant que ces ligands théoriquement n’auraient pas de problémes avec

la biodisponibilité orale.

b) Application de la régle Veber
e Pour le nombre d’angles de rotation (nRot)

Les composés ont des valeurs d’angles de rotation inférieures a 5. Un faible nombre
d’angles de rotation donc une flexibilité réduite pour tous les composés ce qui indique que ces

ligands lors de la liaison a une protéine ne changent que légerement leur conformation.

e Pour la surface polaire (PSA)

L’acide oléanolique contiennent une valeur de PSA inférieure & 140 A ce qui
montre la bonne prédiction de la biodisponibilité orale et du transport a travers les membranes
biologiques. Alors que la swertisine est une valeur de PSA supérieure & 140 A (= 170.05) par

conséquence, nous prédisons un mauvais transport a travers les membranes.
6. Résultats des propriétés pharmacocinétiques et toxicité

Les propriétés pharmacocinétiques et toxicité des ligands sont présentées dans le tableau

ci-dessous.
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Tableau 12. Les propriétés pharmacocinétiques et toxicité des ligands.

Propriétés Swertisine Acide oléanolique
Gl (Gastrointestinal) Faible Faible
absorption

BBB (Blood Brain Barrier) Non Non
perméabilité

CYP1AZ2 inhibition Non Non
CYP2C19 inhibition Non Non

CYP2C9 inhibition Non Non

CYP2D6 inhibition Non Non

CYP3A4 inhibition Non Non

CL Faible Faible

T < 3h <3h

Test d’Ames Mutagene Non mutagéne
Cancérogénicité Négative Négative
hERG inhibition Risque faible Risque faible

CL : clairance (élevée : >15 ml/min/kg ; modérée : 5-15 ml/min/kg ; faible : <5 ml/min/kg) ;
CYP450 : Cytochrome P450 ; hERG : human Ether Related Gene channel ; Ty, : temps
demi-vie (courte demi-vie : <3h ; longue demi-vie : >3h).

En utilisant le moteur de prédiction SwissADME et ADEMTIlab pour vérifier les
propriétés pharmacocinétiques et toxicité des ligands. Nous constatons d’apres les résultats du
tableau 12 que les deux molécules :

e Faible absorption intestinale, donc ils ont une mauvaise absorption par le tractus
gastro-intestinal.

e La pénétration a travers la barriere hémato-encéphalique (BBB) est négative (faible),
ce qui pourrait entraver la capacité des médicaments a agir sur le systéme nerveux

central.
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Ils n’ont pas inhibé le cytochrome P450 (CYP1 A2, CYP2 C19, CYP2 C9, CYP2 D6,
CYP3 A4).

L'excrétion de ce dernier se fait par une faible clairance avec courte demi-vie.
Le profil de toxicité montre une mutagenicité dans le test d'’Ames (swertisine), mais
nous avons enregistré un résultat négatif et non mutagéne pour les tests de toxicité

(acide oléanolique), avec un faible risque d'inhibition pour le gene hERG.
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Conclusion

ujourd'hui, l'utilisation des plantes médicinales en phytothérapie est largement
reconnue l'intérét pour la recherche biomeédicale est devenu aussi important que la
chimiothérapie. Cette partie du regain d'intérét concerne les plantes médicinales en

tant que source.

Notre travail est une étude quantitative de la plante Atractylis humilis et une
contribution a 1’évaluation in vitro de I’activité antioxydante et 1’analyse in silico de l'activité
inhibitrice de différentes enzymes I’alpha amylase, xanthine oxydase et télomérase par

quelques métabolites secondaires de cette plante.

L’étude in vitro de I’activité antioxydant des différents extraits testés a été évaluée par
la méthode DPPH. Une quantification des composés phénoliques (polyphénols et flavonoides)
a également été réalisée. Les résultats obtenus durant cette étude nous ont permis de conclure

que :

v Le meilleur rendement qui a donné par I'extraction solide-liquide des racines de cette
espece est I’extrait MEOH (11,51 %), suivi par I’extrait ACT (4,68 %) et enfin 1’extrait
DCM (1,91 %).

v La détermination quantitative des contenus composés phénoliques réalisée selon les
méthodes de Folin-Ciocalteau et de 1’AlCl; respectivement. Les résultats révelent des
teneurs variables d’un extrait a un autre, ou on enregistre les teneurs les plus élevees en
polyphénols dans I'extrait DCM par contre en flavonoides, I’extrait de MéOH

représente les teneurs les plus élevées.

v" Pour le test de DPPH, la valeur de la plus élevée de VCEAC est représentée dans

’extrait le plus polaire (extrait de MEOH).

Par ailleurs, les résultats de 1’étude in silico des interactions de nouveaux inhibiteurs
sur I’alpha amylase, xanthine oxydase et télomérase, cibles enzymatiques impliquées dans les
phénomeénes des activités biologiques, montrent que les deux composes étudiés de |’Atractylis
humilis : la swertisine et I’acide oléanolique sont des inhibiteurs puissants envers notre cible.
Dans un deuxiéme temps, nous avons adopté pour la prédiction des paramétres

pharmacologiques et pharmacocinétiques, donc 1’acide oléanolique a présenté un bon profil
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ADMET, les deux composés en répondant a la régle de Lipinski et celle de Veber indiquant
ainsi une bonne biodisponibilité par voie orale.

L’ensemble de ces résultats obtenus in silico ne constitue qu’une premiére étape dans
la recherche de substances d'origine naturelle biologiquement active, une étude in vitro et in
vivo est souhaitable, pour obtenir une vue plus approfondie sur les activités biologiques des
extraits de cette plante.
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Annexe 1. Image d’interaction entre 1’alpha amylase avec la swertisine.
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Annexe 2. Image d’interaction entre 1’alpha amylase avec 1’acide oléanolique.
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Annexe 3. Image d’interaction entre la xanthine oxydase avec la swertisine.

Annexe 4. Image d’interaction entre la xanthine oxydase avec 1’acide oléanolique.
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Annexe 5. Image d’interaction entre la telomérase avec la swertisine.
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Annexe 6. Image d’interaction entre la telomérase avec 1’acide oléanolique.
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