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RESUME

Notre travail s’inscrit dans le courant de la recherche de nouveaux inhibiteurs de
1’acétylcholinestérase ; cible thérapeutique validée pour le traitement de la maladie d’Alzheimer. A
partir de ces approches, nous avons testé I’inhibition de I’ AChE par plusieurs extraits naturels et des
molécules pures. Dans la premiére partie, nous avons estimé la quantité des composés phénoliques,
des terpenes et des alcaloides a partir les extraits des graines de Cresson. Les résultats ont montré
qu’ils contiennent des quantités considérables de ces composés. Dans la deuxiéme partie, nous avons
étudié leurs effets inhibiteurs sur l'activité de I’ AChE, les résultats ont confirmé la capacité d’inhiber
I'enzyme avec des valeurs varient d’IC50 de 0,59+0,043mg/ml & 1,73+£0.074mg/ml. Ces résultats sont
accompagnés par 1’étude bio-informatique en déterminant le mécanisme d’inhibition et les
interactions effectuées avec les acides aminés du site actif de I’ AChE, Le docking moléculaire a donné
les mémes résultats que les études in vitro avec des distances de 0,7A & 2,1 A pour les molécules
étudiées (lepidine B, quercétine et donépezil).

Les mots clés : acétylcholinestérase; inhibition ; 1Cso ; composés phénoliques ; alcaloides ; terpénes ;

docking moléculaire ; maladie d’Alzheimer.



Liste des abréviations

AP : peptide amyloide-f ;

AChE : acétylcholinestérase ;

ACh : acétylcholine ;

ACTI : acétylthiocholine iodide ;

ADN : acide désoxyribonucléique ;

APP : Amyloid Precursor Protein ;

DNF : Dégénérescences neuro-fibrillaires ;
DTNB : acide 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoique ;
IC50 : la constante inhibitrice & 50% ;

MA : maladie d ’Alzheimer ;

PDB : banque de données de protéine ;
TNB : 2-nitro-5-thiobenzoate ;

T/M : tour par minute.
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INTRODUCTION GENERALE




Introduction générale

Certains voient en elle un « probléme majeur de société », d’autres la qualifient de
«maladie de la mémoire » ou de « retour en enfance ». Elle, c’est la maladie d’Alzheimer,
décrite pour la premiére fois par le psychiatre du méme nom en 1906, aprés avoir étudié le
cerveau d’une de ses patientes décédée a 56 ans, suite a la perte précoce et progressive de
I’ensemble de ses facultés mentales (Doudrich et al., 2006).

La maladie d’Alzheimer est la pathologie neurodégénérative la plus fréquente qui
affecterait plus de 50 millions de personnes dans le monde en 2015 dont la moitié dans les

pays occidentaux dans lesquels 1’age moyen de la population est élevé (Maitre et al., 2017).

De nombreuses études indiquent que les lésions engendrées lors de la maladie
d’Alzheimer touchent principalement les voies cholinergiques. Il en résulte une diminution
parfois massive des taux de neurotransmetteurs circulant dans le cerveau. Le déficit en
acétylcholine peut atteindre jusqu’a 90% dans les stades séveres de la maladie (Khan, 2009 ;
Y-M. Liu et al., 2017).

Pour compenser le déficit en acétylcholine, les médecins font habituellement appel
aux inhibiteurs de I’acétylcholinestérase (AChE). Ces molécules empéchant la dégradation
de I’acétylcholine au niveau de la fente synaptique ont montré leur efficacité en soulageant

quelques symptdmes liés a la maladie d’ Alzheimer (Singh et al., 2013).

Ces dernieres années, un grand nombre d'inhibiteurs de I'AChE ont été signalés a
partir de sources naturelles a l'origine synthétique (Chen et al., 2007). Un grand nombre
d'alcaloides naturels ont été trouvés comme des inhibiteurs d’acétylcholinestérase (X.C. He

et al., 2007).

Plusieurs classes de composés naturels et des extraits ont été également rapportes
comme des inhibiteurs d’AChE (Mukherjee et al., 2007). Certains d'entre eux ont montré un
potentiel de développement de molécule pour le traitement de la Maladie d’Alzheimer
(Mukherjee et al., 2007).



Les inhibiteurs, tels que le donépézil, le rivastigime, le tarcine et la galanthamine,
sont les principaux et la classe la plus développée de médicaments de thérapie de la maladie
d’Alzheimer approuvés jusqu'ici. Ces médicaments ont été approuvés par La Food and Drug
Administration (FDA) des Etats-Unis et I'Agence européenne des médicaments pour le

traitement des symptomes de la maladie d’Alzheimer (Y. Li et al., 2015).

C’est a cette approche du traitement par inhibition de ’AChE que nous nous
intéressons dans ce travail. Alors notre travail vise a démontrer I’effet inhibiteur de quelques
extraits et molécules pures sur I’acétylcholinestérase, dont notre étude englobe deux parties:

La premiére partie est basée principalement sur l'extraction des alcaloides, des
composés phénoliques et des terpénes a partir des graines de Cresson alénois (Lepidium
sativum), par différents solvants.

La deuxieme partie est consacré a étudier le pouvoir inhibiteur de ces extraits et
d’autres molécules pures (Quercitine, acides ascorbique, acide salysalique ............ ) contre
I’AChE, suivies des résultats et leur discussion et se terminera par une conclusion générale
et perspectives.

Afin de contribuer au développement de nouveaux inhibiteurs de I’AChE, nous avons
fait appel aux approches par criblage virtuel in silico. Ces méthodes consistent a prédire
I’affinité d’un trés grand nombre de molécules (collectées en chimio-théques) pour le site
actif ciblé, ce qui est plus facile a mettre en ceuvre pour un colit bien moindre que les
criblages expérimentaux. Le criblage virtuel s’est développé pour devenir, de nos jours, un
outil incontournable dans la recherche de produits biologiquement actifs car les industries
pharmaceutiques consacrent prés de 10% de leur budget a la recherche de médicaments
assistée par ordinateur. Parmi les logiciels de criblage virtuel, nous citons AutoDock Vina,
Glide, FlexX et Gold (Arrault A, 2007). Ce dernier a été utilisé, dans ce travail, afin de
confirmer la vertu de certains inhibiteurs de I’ AChE par criblage virtuel.

L’objectif majeur de cette étude est de chercher et d’analyser la capacité d’inhibition
de ’AChE par des extraits et des molécules pures naturelles y-compris des composés
phénoliques et des alcaloides afin d’atteindre le but de trouver un traitement contre la

maladie d’Alzheimer.



RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES




1. Définition de la maladie d’Alzheimer (MA)

Affection neurologique chronique, d’évolution progressive, caractérisée par une
altération cérébrale irréversible aboutissant a un état démentiel. Elle se traduit par une

dégénérescence nerveuse d’évolution inéluctable, causée par une diminution du nombre de

neurones avec atrophie cérébrale et présence de « plaques séniles » (Wainsten et al., 2017).

2. Physiopathologie de la MA

Deux types de lésions cérébrales sont observés en histologie dans la MA : les
dégénérescences neurofibrillaires (DNF) et les plaques amyloides. Il est désormais admis
que ces lésions sont les déclencheurs de la survenue d’autres processus pathologiques, qui
seront décrits plus loin. Toutefois les phénomenes a I’origine de 1’apparition de ces Iésions
ne sont pas encore connus, et I’influence des DNF et des plaques sur la cascade

neurodégénérative est encore a 1’étude.

2.1. Plaques amyloides
Ces plagues, appeléees aussi plagues séniles ou plaques neuritiques, correspondent
a I'accumulation extracellulaire anormale du peptide amyloide-p (Ap). Cette protéine résulte
d’un clivage anormal par des béta-sécrétases et gamma-secrétases d'une glycoprotéine
membranaire, I’ Amyloid Precursor Protein (APP) (Serrano-Pozo et al., 2011). Le schéma

expliquant ce clivage est représenté dans la figure 01.

APPsa a-stub APP APPsB B-stub -
s Flemish/Dutch B R o
= Arctic m.tations B ¢ [AP TM
— — | mutations
L™ =

P3 / ABgso \
Fiorillogenesis ~ ApPoE ~ Degradation/removal

(LRP/RAGE/A2M/insulin-
degrading enzyme
Neurotoxicity (IDEY/neprilysin?)

Figure 1. Schéma représentatif du clivage de la protéine APP par trois sécrétases: a, f3, y.
20 (Sisodia et Hyslop, 2002).



La protéine AP existe sous deux formes correspondant en fait a deux longueurs :
AB40 et AB42. La forme AP42 a une tendance fortement a s’auto-agréger et favorise alors

I’apparition de plaques amyloides (Serrano-Pozo et al., 2011).
»
‘o® 95
>
v
%

Figure 2. Plaques amyloides B révélées en immunohistochimie par des anticorps anti-

amyloide . D’apres (Serrano-Pozo et al., 2011).

2.2. Dégénérescences neuro-fibrillaires DNF
Leur apparition serait due a une augmentation de la capacité de phosphorylation de
la protéine tau (constituant essentiel a stabilité du cytosquelette et au transport axonal
rapide). Hyper-phosphorylée, cette protéine tau se détache des microtubules pour se
conformer en paire de filaments hélicoidaux pathologiques, s'agrégeant en amas de

neurofibrilles (Serrano-Pozo et al., 2011). (Figure 3).

Figure 3. Dégénérescences neurofibrillaires révélées en immunohistochimie par des
anticorps anti- tau (Serrano-Pozo et al., 2011).




2.3. Cascade amyloide
En 1992, Hardy et Higgins ont posé I’hypothése de la cascade amyloide (Hardy et
Higgins, 1992), modéle désormais largement repris dans d’autres travaux : celui-ci considere
la production puis I’agrégation d’amyloide-f comme phénomeéne a 1’origine des autres
atteintes cérébrales qui surviennent dans la MA. Les pathologies associées a la protéine tau

sont alors considérées comme pouvant étre un des processus en aval de cette cascade

amyloide
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Figure 4. lllustration de la cascade amyloide. Illustration issue de la revue (Forlenza et
al., 2010).

3. Etiologie de 1a maladie d’Alzheimer

Une multitude de facteurs ont été étudiés notamment dans les études
épidémiologiques, pour tenter d’expliquer 1’apparition de la maladie d’Alzheimer. Elle
demeure inconnue. De nombreuses théories ont été formulées, mais aucune d’entre elle n’est
pleinement satisfaisante ou completement vérifiée.

3.1. Age

C’est le plus grand facteur de risque pour 1’apparition d’'une MA. Une étude
américaine portant chez les personnes trés agées a récemment montré que le taux d’incidence
de la démence augmente de 12,7% par an chez les personnes agées entre 90 et 94 ans, de
21,2% par an chez les personnes agées entre 95 et 99 ans, pour atteindre 40,7% par an chez
les &gés de plus de100 ans (James & Schneider., 2010).



L’age accroit la proportion de mutations somatiques qui s’accumulent dans le

génome nucléaire des cellules cérébrales, surtout dans celles en phase post-mitotique

(neurones) ou I’absence de réplication du ADN limite les capacités cellulaires dans la

correction de mutations ponctuelles (Maitre et al., 2017).

3.2. Les antécédents familiaux

Les ¢études épidémiologiques révélant I’existence d’antécédents familiaux de la

maladie chez 15 % des sujets atteints (Wainsten et al, 2017).

L’¢tude des familles aussi a permis d’orienter les recherches sur des génes

considérés comme les principaux facteurs de risque de la MA. Parmi ceux-ci, trois génes

sont essentiels :

. le géne codant pour la protéine amyloid precursor protein (APP) qui est clivé
par les sécrétases (o, B, v). La plupart des mutations d’APP se situent pres des sites
de clivage des a- et B-sécrétases. Environ 49 différentes mutations sont connues,
concernant 119 familles. Ces mutations sont dominantes pour leur quasi-
totalité (Maitre et al., 2017) ;

o le géne codant pour la préséniline de type 1, faisant partie du complexe vy-
sécretase. Les mutations dans ce gene représentent environ 50 % des MA précoces
(Maitre et al., 2017);

. le géne codant pour la préséniline de type 2. La fréquence des mutations dans
ce gene est beaucoup plus rare. La protéine correspondant est également un

composant important du complexe y-sécrétase (Maitre et al., 2017).

3.3. Les facteurs génétiques

De nombreuses régions du génome ont été identifiées comme facteur de risque

d’une MA tardive, la plupart codant pour des protéines impliquées dans trois domaines

biologiques distincts (Tableau 1) :

a.
b.
C.

les genes impliqués dans le métabolisme du cholestérol ;
les génes impliqués dans la réponse immunitaire ;

les genes impliqués dans le transport et I’endocytose vésiculaire.



Tableau 1. Facteurs génétiques et maladies d’ Alzheimer (Maitre et al., 2017).

Fonctions Génes Caractérisation
APOE Facteur de risque le plus important, principal
transporteur du cholestérol dans le cerveau.
ATP binding cassette : transport HDL, r6le
Genes impliqués dans le - ABCAT7 o_Ians le t/r_anspc_wt gu cholesterol.
- . . Apo-lipoprotéine J ; Role dans le transport
métabolisme du cholesteérol des linides. abont ‘] tecti
- Clusterin (CLU) pides, & apoplose ct 1a protection
membranaire ;
Role dans le transport cellulaire et la
- SORLL maturation de I’APP.
- MS4A Interagit avec les cellules B activés par les
antigenes.
- CR1 Récepteur pour I’activation du complément,
L impligué dans la formation des dép6ts de
Geénes impliqués dans la -
réponse immunitaire o proteine tau.
- TREM2 Exprimé dans la microglie, role dans la
phagocytose et I’inflammation.
- CD33 Inhibe les réponses immunitaires, Régule les
phénomeénes apoptotiques.
Réle dans le trafic intracellulaire et la
- CD2AP régulation des fonctions cytosquelettiques.
Fonctions dans la transmission synaptique,
Genes impligqués dans le - PICALM dans la clearance de I’APP.
transport vésiculaire et Participe a la formation des synapses et au
I’endocytose - EPHAlL développement du systéme nerveux.
Intervient dans le trafic intracellulaire de
- BIN1 I’ APP, dans les phénomenes d’endocytose et
d’apoptose.

3.4. Facteurs toxiques et environnementaux
La pollution de I’air semble jouer un réle mineur sur le risque de démence a long
terme, en particulier ce qui concerne les particules, les oxydes d’azotes ou 1’ozone (Maitre
et al., 2017). L’augmentation de taux d’aluminium dans le cerveau a été mise en cause dans

certaines études (Wainsten et al., 2017).

une déficience en vitamine D pourrait favoriser une neurodégenérescence et une

supplémentation a été proposée (Maitre et al., 2017).

3.5. Sexe
L’affection touche plus de femmes que d’hommes puisqu’au-dela de 75 ans, les
proportions sont de 13,2 % pour les hommes et de 20,5 % pour les femmes (Doudrich et al.,
2006). Néanmoins la question de savoir si les femmes sont plus susceptibles de développer
la maladie d’Alzheimer que les hommes restent ouverts, (Notamment apres la ménopause)

soit plus grande que celui des hommes, ce facteur de risque est contesté du fait de la



différence de I’espérance de vie entre les hommes et les femmes notamment aprés la

ménopause (Laétitia, 2012).

4. Symptomes de la maladie d’Alzheimer
La maladie d’Alzheimer commence toujours par une phase asymptomatique qui
peut durer plus de 20 ans, au fur et a mesure qu’elle affecte les régions du cerveau, elle va

entrainer la perte de certaines fonctions ou habiletés.
4.1. Symptomes cognitives

4.1.1. Trouble de la mémoire
Les défaillances de la mémoire comptent parmi les premiers signes de la maladie
d’Alzheimer. Ces défaillances se manifestent d’abord par des petites perturbations de la vie
quotidienne. Ces troubles peuvent étre isolés et durer plusieurs années, les malades
n’arrivent plus a retrouver le nom d’une personne ou d’un lieu pourtant bien connus. Enfin,

peu a peu, la mémoire du passé plus lointain est atteinte (Wainsten et al., 2017).

4.1.2. Trouble du langage (Aphasie)

Il passe parfois inapercus au début: le malade cherche ses mots, utilisant
fréguemment périphrases et mots passe-partout. Plus tardivement, 1’aphasie ne fait plus de
doute : discours peu informatif ou incohérent, inversion ou substitution de syllabes ou de
mots. Des troubles séveéres de la compréhension du langage s’installent (Wainsten et al.,
2017).

4.1.3. Difficulté a effectuer les taches familieres, troubles du geste
(Apraxie)

Une personne atteinte de cette maladie n’est plus capable d’effectuer les gestes
méme parfois les plus simples tels que mettre une cuillére a la bouche, 1’utilisation d’un
peigne, ou de gestes plus complexes tels que monter des escaliers, s’habiller ou conduire une
voiture, elle oublie méme quels sont les objets et a quoi ils servent. La succion, la mastication
et la déglutition, premiers réflexes acquis, sont le plus longtemps préservés (Doudrich et al.,
2006).

4.1.4. Troubles de reconnaissance (agnosie)

Les personnes atteintes de la maladie d’Alzheimer deviennent incapables de

reconnaitre des visages et des objets. Le probleme ne se situe pas au niveau de la vision ou

de la mémoire, mais d’une incapacité du cerveau a traiter I’information visuelle, auditive,



olfactive, etc. Autrement dit, le malade pergoit les contours d’un objet/ visage, mais ne peut

lui donner une signification (Doudrich et al., 2006).

4.2. Troubles psycho-comportementaux

4.2.1. Hallucination et délires

A cause du mauvais fonctionnement de leur cerveau, les personnes atteintes de la
maladie d’Alzheimer ont parfois des hallucinations visuelles ou auditives qui sont
généralement désagréables, et elles sont convaincues de la réalité de cette fausse sensation
(Talbert et al., 2011).

Comme les personnes malades égarent leurs affaires, elles pensent qu’on les vole,
ou que le facteur ne leur distribue pas du courrier important. Il arrive qu’elle traite leur
conjoint ou enfants comme des inconnus et des imposteurs, elles peuvent étre convaincues
qu’un visiteur imaginaire vit a leur domicile, parfois elles se prennent pour un autre en se

voyant dans le miroir (Talbert et al., 2011).

4.2.2. L’errance et des objets égarés
Chez les personnes atteintes d’une démence, le phénoméne d’errance n’est pas
inhabituel et ils croient souvent avoir perdu leurs affaires et sont inquictes tant qu’on ne les

a pas retrouvées ; elles ont oublié ou elles ont mis 1I’objet ou qu’elles I’ont donné a quelqu’un

(Wainsten et al., 2017).

4.2.3. Anxiété et les troubles d’humeur
La fréquence de I’anxiété se situe autour de 48%, tous stades de la maladie
confondus, Elle peut apparaitre bien avant la découverte des signes cognitifs (Mega et al.,
1996).
Devant un patient présentant des troubles cognitifs débutants, un diagnostic de
dépression est tres souvent posé avant le diagnostic de maladie d’Alzheimer. Il peut s’agir

d’une confusion sémiologique entre apathie et depression (Mega et al., 1996).

5. Traitement de la maladie d’Alzheimer
Les pistes de traitement de la MA découlent pour 1’essentiel de la mécanistique

moléculaire de la maladie, telle qu’elle est majoritairement envisagée aujourd’hui. Pour



I’instant, il n’existe pas de substances médicamenteuses ou de stratégies pour prévenir ou
guerir une MA (Maitre et al., 2017).

5.1. Les médicaments utilisés actuellement

5.1.1. Les anticholinestirasiques
Les Anticholinestérasiques sont les premiers medicaments ayant une action
démontrée dans la maladie d’Alzheimer. Ils augmentent la quantité d'acétylCholine dans la
synapse, en bloquant I’AChE, qui dégrade I'ACh dans la fente synaptique.
La tacrine (COGNEX), c’est le premier anti-cholinestérasique commercialisé, a été

retirée du marché en raison de son hépatotoxicité en mai 2004 (Talbert et al., 2011).

5.1.2. Les anti-glutamates (antagoniste des récepteurs NMDA)

Les anti-glutamates visent a bloquer les récepteurs du glutamate, molécule
responsable d’une excitation toxique du systéme nerveux. Ils ont pour effet de retarder la
perte des fonctions cognitives allant parfois jusqu’a les améliorer chez certains patients
(Talbert et al., 2011).

Cette classe thérapeutique, apparue en 2002, ne contient qu'un seul médicament :
la mémantine (Ebixa®) qui posséde des actions protectrices sur les vaisseaux et les cellules
cérébrales en réduisant la neurotoxicité du glutamate et protégeant le récepteur NMDA.

(Talbert et al., 2011). Les médicaments utilisés sont représentés dans le tableau 2.



Tableau 2. Les médicaments de la MA mise en marché (Roguet et al,. 2016).

Médicaments, structure chimique
du principe actif

Utilisation

Effets secondaires

Donépézil chlorohydrate: ARICEPT®
(comprimés de 5 mg) : C24H20NO3

—
[

C’est un anti-cholinestérasique
utilisé dans le Traitement
symptomatique de la MA dans
ses formes légeres a
modérément séveére. Il agit
dans le cerveau pour
améliorer la réflexion, la
mémoire, I'attention et la
capacité d'accomplir des
taches toutes simples.

- Diarrhées

- Crampes
musculaires

- Fatigue

- Nausées

- Vomissements

- Insomnie

Rivastigimine : EXELON® (gélules de
4.5 mg) : C14H22N20:

CHs CHs
|
H:C 0 N CHs
Y ~
|
CH;s 0

C’est un anti-cholinestérasique
utilisé dans le Traitement
symptomatique de la MA dans
ses formes légeres a
modérément sévere. Il peut
améliorer la fonction
cognitive (mémoire,
orientation et langage).

Les réactions cutanées
au le site d’application
sont les effets
indésirables les plus
fréquentes, les autres
sont de types gastro-
intestinaux :

- Nausées
- Vomissements

Galantamine : REMINYL®
(comprimés pelliculés a 4
mg) :C17H21N03

C’est un anti-cholinestérasique
utilisé dans le Traitement
symptomatique de la MA dans
ses formes légeres a
modérément sévere. Il peut
améliorer la fonction cognitive
(mémoire, orientation et
langage) et 'aptitude générale
requise pour
I'accomplissement des
activités de la vie quotidienne.

Les plus fréquentes
sont:
- Nausées
- Vomissements

Mémantine : EBIXA® (comprimés
pelliculés a 10 mg) : C12H21N

NH,

H,C CH,

C’est un anti-glutamate utilisé
dans le Traitement des
patients adultes atteints d'une
forme modérée a sévére de la
MA.

- assoupissement;

- constipation;

- étourdissements;
- fatigue;

- maux de téte;
- perte d'appétit;
- des troubles du

sommeil;
- vomissements.




5.2. Les recherches en cours

5.2.1. Les thérapeutiques a ’essai ciblant les peptides p-amyloides

Grace a I’injection d’anticorps capables de les supprimer, Dans le premier cas, ils
vaccinent le patient contre I’APP, les monomeéres ou les oligoméres d’APB ou contre les
transporteurs ou les canaux affectés a la distribution et a 1’élimination des peptides
amyloides. Cette approche est nommeée « vaccin thérapeutique » (Maitre et al., 2017).

Les anticorps administrés aux malades sont le plus souvent des anticorps
monoclonaux humanisés de souris ou des anticorps d’un donneur humain. Un tel anticorps
a été développé, (le nom de la molécule est (bapineuzumab) et il est en cours d’évaluation
clinique aupres de personnes atteintes de la maladie (Maitre et al., 2017).

A coté de Iimmunothérapie, les essais conduits pour réduire la formation de
peptides amyloides ont ciblé les sécrétases a et f. Sur le plan conceptuel, il est apparu
difficile de synthétiser des inhibiteurs de ces enzymes passant facilement la barriére hémo-
encéphalique et ayant suffisamment de spécificité pour ne pas toucher d’autres cibles
stratégiques, comme la voie Notch ou les canaux sodium-voltage-dépendant (Maitre et al.,
2017).

5.2.2. Les thérapeutiques a I’essai ciblant la protéine tau
Selon les hypotheses mécanistiques de la MA, la formation des enchevétrements
neurofibrillaires formés par des brins de protéine tau hyperphosphorylées serait la
conséquence de 1’accumulation et de 1’agrégation des peptides f-amyloides. L’élimination
de ces protéines tau anormales ou leur stabilisation en forme non phosphorylée empéchant
leur oligomérisation est donc un objectif thérapeutique, mais qui est toujours en devenir a
I’heure actuelle. Peu d’essais cliniques ont été entrepris et ce domaine est 1’objet

d’importantes recherches (Schroeder et al., 2015 ; Maitre et al., 2017).

5.2.3. Le ciblage de I’apolipoprotéine E4
Des approches pour prévenir ou ralentir I’expression clinique de la MA ont été
tentées par la modification des taux d’apolipoprotéine E4 ou pour modifier son interaction
avec les peptides A B, ce qui favorise le dépot de plaques insolubles et réduit la clearance de

ces peptides (Maitre et al., 2017).



5.2.4. Autres cibles possibles appartenant a des mécanismes réputés
accessoires
D’autres essais en prévision ou en réalisation imaginent de cibler des facteurs
responsables de la neuro-inflammation impliqués dans la neurodégénérescence (AINS,
certaines substances anti-cytokines). Des maladies métaboliques comme le diabéte ayant un
role dans D’altération du systéme nerveux, des agonistes des récepteurs au glucagon ou
I’insuline par voie nasale ont été proposés ou essayés dans des études cliniques préliminaires.
Dans le domaine de I’hypertension, détectée comme facteur important de comorbidité,
certains antihypertenseurs (inhibiteurs des canaux calciques de type L) ont donné des

résultats encourageants (Maitre et al., 2017).



MATERIEL ET METHODES




1. Matériel végétal

Graines de Cresson alénois : ( Lepidium sativum , 4 qua)

Description de la plante et le Systeme botanique

Le Cresson alénois (Lepidium sativum), c’est une plante herbacée, appartient a la

famille des Brassicacées (tableau 3), Elle est tres répandu dans le monde entier et tres célébre
en médicine traditionnelle. C’est une plante annuelle, a saveur acre, dont la tige haute de 20
a 50 cm est dressée et rameuse (figure5). Les Feuilles et les graines ayant des alcaloides,
flavonoides, glycosides, vitamines, minéraux, protéines et lipides (Nakhleh et al., 2014).
Ces molécules donnent a la plante un effet hépato-protecteur, antihypertenseur, diurétique,
de guérison des fractures, guérison des troubles respiratoires, antimicrobiens, production de
lait, anti-inflammatoire, antioxydant, laxatif, chimio-protecteur et de nombreuses autres

applications thérapeutiques (Nakhleh et al., 2014).

Tableau 3 Classification botanique de la plante du cresson alénois (Lepidium sativum)

Régne |Plantae

Sous-regne [Tracheobionta

Classe |Magnoliopsida

Sous-classe |Dilleniidae

Ordre |Capparales

Famille |Brassicaceae

Genre |Lepidium

Figure 5. Graines et plante de Cresson alénois (Lepidium sativum)
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2. Préparation des extraits

2.1. Prétraitement de I’échantillon
Les graines de cresson (Lepidium sativum : 3L 1l cas) a été achetée d’un herboriste
au centre-ville de Laghouat, au mois de mars 2018. Elle a été identifiée au Laboratoire de
botanique, Département de Biologie, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie,
Université de Laghouat.
Les graines sont réduites en poudre manuellement a I’aide d’un mortier puis avec
un broyeur électrique ; Aprés broyage la poudre est tamisée a la méme granulométrie et

utilisée pour I’extraction.

2.2. Extraction

Les extraits des graines de Lepidium sativum ont été obtenus selon les protocoles

d’extraction montrés dans les deux figures 6 et 7.

25g de la poudre des graines de cresson+200
ml HCI 10%

Macération (48 h),Filtration

h

Filtrat+ le méme volume d’ammoniaque 25% + double volume
de chloroforme

Décantation

v

A 4

Phase organique Phase aqueuse

Séchage avec le sulfate de sodium

| Na,S0, + Filtration

Filtrat

|| Evaporation sous la hotte

Alcaloides

v

Résidus sec

Figure 6. Organigramme résumant les différentes étapes de 1’extraction des alcaloides a

partir des graines de cresson (Lepidium sativum).




25g de la poudre des graines de
Cresson + 100ml d’hexane

Macération (48 H) +

filtration
I ¥
Filtrat Le gateau+100ml
d’acetate d'éthyle
Evaporation sous la hotte Macération (48 H) +
i filtration
Résidus sec Filtrat
Evaporation sous la hotte
a A 4
Composés Les terpenes et les
apolaires composés phénoliques Residus sec

Figure 7. Organigramme résumant les différentes étapes de I’extraction des composés
phénoliques et des terpénes a partir des graines de cresson (Lepidium sativum)

3. Extraction de I’acétylcholinestérase du cerveau bovin (Bos taurus):
L’acétylcholinestérase (AChE) est une protéine exprimée dans les systémes
nerveux et sanguins des eucaryotes supérieurs. Si au sein du systéme circulatoire, son réle
physiologique reste encore a élucider, sa fonction principale, au sein du systeme nerveux,
est parfaitement caractérisée. L’AChE est un enzyme exprimé au sein des synapses dites
cholinergiques, en catalysant le neurotransmetteur acétylcholine (ACh), selon la réaction

suivante (figure 8):

CH3 CH3 C|I~I3 CH3
I /
CH3=—N'=—(CH2),= O = C == CH3—N'—(CH2),—OH + HO=—C
I \ | A\
CH3 o CH3 o
Acétylcholine Choline Acide acétique

Figure 8. Schéma réactionnel de I’hydrolyse de 1’ Acétylcholine par AChE.

Dans ce travail, ’extraction de I’AChE se fait a partir du cerveau bovin (Bos

taurus) ; dont il est acheté d’un boucher au centre-ville de Laghouat ; suivant ces étapes



regroupées dans le schéma représenté dans la figure 9. Le protocole est adopté de (Santos et
al., 2016).

pet Its morceaux.

|@age: al'aide d'un mixeur avec 500 ml d'eau disD

 J

[ L homogénat ] .,|[ Leculot ]

[ Le cerveau bovin a été pesé (200 g), coupé en J

Centrifugation : a 5000
T/M, 30 minutes a 5 “c. Le culot a été remis en
suspension en utilisant le
méme vohimes du tampon &
pH 8 ensuite une
centrifugation : a 13500
TAM ¥ mnaseC

4

Le surnageant a eté utilisé comme
extrait enzymatique brute.

Figure 9. Organigramme résumant le protocole d’extraction de I’acétylcholinestérase du
cerveau bovin (Bos taurus) (Santos et al., 2016).

4. Activité enzymatique de I’acétylcholinestérase :

4.1. Principe de ’activité enzymatique de I’AChE:

L’activité d’acétylcholinestérase était dosée selon les méthodes spectrophoto-
métriques développées par Ellman et al, avec le réactif d’Ellman : DTNB : acide 5,5'-
dithiobis-(2-nitrobenzoique). Ce réactif réagisse avec des thiols alors le clivage de la liaison
disulfure pour donner le 2-nitro-5-thiobenzoate TNB -, qui ionise le TNB 2 dianion dans

I’eau a pH neutre et alcalin.

Alors dans cette étude, nous s’intéressons a 1’apparition du produit d’une coloration jaune
(5 thio-nitrobenzoate) (TNB?) qui absorbe & 412 nm en suivant I’évolution de sa densité
optique. Le 5 thio-nitrobenzoate se produit du clivage du DTNB en présence de I’AChE

selon I’équation de la réaction suivante ( figure 10):
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Figure 10. Schéma réactionnel de la réaction catalysée par I’AChE en présence du
réactif d’Ellman (Badawy et El-Aswad, 2014).

4.2. Tests d’inhibition de P’activité d’AChE :

Dans le but d’étudier I’effet de nos extraits et molécules pures sur I’AChE et de
déterminer le paramétre d’inhibition IC50; la concentration nécessaire de 1’inhibiteur pour
inhiber 50 % de I’enzyme ou diminuer 50 % de ’activité enzymatique (IC50) ; nous avons
procédé a la méthode décrite par (Cayan et al., 2012).

Le mélange réactionnel contenait 130 pl de tampon (pH 8,0), la solution d'enzyme
20 pl avec les composés d’essai 10 pl avec huit concentrations croissantes (de 0.25mg/ml a
2mg/ml) et ils ont été dissous soit dans 1’éthanol soit dans le tampon (pH 8,0). Aprés
incubation pendant 15 min a 25 ° C, la réaction était initiée avec lI'addition de 20 pul de DTNB
puis 20 pl de substrat ATCI (Acétylthiocholine iodide) (2mg/ml). L'hydrolyse de I'ATCI a
été surveillée a 405 nm aprés incubation de la réaction solution a 37 © C pendant 10 min
contre un contrdle négatif et un blanc. Tous les tests ont été effectués en trois répétions.

Les valeurs des IC50 ont été déterminées a 1’aide d’une représentation graphique
1%=f (C) tel que | % a été calculé comme suit :

196— E=S)x100
E

Avec :
e 1% : le pourcentage d’inhibition.
e E :I’activité enzymatique en absence de I’inhibiteur a tester.

e S:Tactivité enzymatique en présence de I’inhibiteur a tester.
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5. Docking moléculaire

Les fichiers des structures tridimensionnelles de Donépezil, quercétine et lepidine
B ont été obtenues a partir de la banque de données PubChem, ils ont été assemblés avec le
logiciel Discovery Studio visualizer v4.0. La structure 3D de I’acétylcholinestérase humaine
avec ce code PDB ID: 1b41 a été obtenu a partir de la banque de données de protéine (PDB).
Pour initialiser les études de docking, la protéine a été préparée en enlevant toutes les
molécules d'eau, n'importe quels solvants Co-cristallisé et ses ligands. En citant que les
hydrogenes sont absents dans les fichiers de PDB, par conséquent, les hydrogenes polaires
ont été ajoutés a la structure en utilisant le logiciel PyMol. Des calculs de docking ont été
exécutés avec le programme GOLD 4.1.2 (Genetic optimisation of ligand docking). Le
fichier de configuration utilisé dans le logiciel GOLD est préparé en fixant les acides aminés
du site actif, afin de spécifier le docking. Le nombre de solutions est fixé a 10, chaque
inhibiteur donne ses propres solutions en se basant sur I’énergie d’association entre I’enzyme

et I’inhibiteur.

Toutes les solutions ont été bien traitées et les conformations préférées étaient celles
de la plus basse énergie de liaison avec le site actif. Les résultats de docking produits ont été
directement étudiés dans le PyMol. Les interactions hydrogénes avec leurs distances
interatomiques exactes a été déterminés avec le logiciel PyMol.



RESULTATS ET DISCUSSION




1. Rendement d’extraction en métabolites secondaires

Les extraits obtenus, présentent des aspects visqueux différents avec des couleurs
différentes. Les teneurs de ces différentes fractions, leurs couleurs ainsi que leurs aspects sont

consignés dans le tableau 04.

Tableau 4. Teneur, aspect et couleur des différents extraits.

] Teneur
Extrait Aspect Couleur
(%)
Hexanique Huileux Jaune claire 13,17
Acétate d’éthyle Pate huileuse Jaune foncé 7,12
Extrait alcaloidique brut ~ Poudre cristalline Blanc a jaune trés claire 0,25

Au regard du tableau précédent, nous remarquons que tous les extraits ont montré
différents aspects avec la couleur jaune d’intensité différente variant du jaune tres claire a
jaune foncé.

D’apreés les résultats obtenus (Tableau 04), nous remarquons que la teneur d’extrait
hexanique est la plus grande avec 13,17 % suivi par I’extrait d’acétate d’éthyle avec 7,12%
et ’extrait alcalordique brut a la plus faible teneur avec 0,25 %.

En comparant ces résultats avec d’autres travaux, nous pouvons dire que I’extrait
hexanique présente une teneur plus élevé que les mémes extraits pour les plantes suivantes :
Globularia alypum (1,78%), Teucrium polium (2,01 %), Juniperus oxycedrus (1,244%),
Ajuga iva (2,38%) et Juniperus phoenicea (2,90%), (Serseg, 2017). Ces résultats peuvent
étre interprétés par la partie de la plante utilisée (graines) qui sont connues de leurs réserves
en lipides, alors, que les autres parties des plantes, ¢’étaient des parties aériennes. La méme
observation est enregistrée pour les extraits d’acétate d’éthyle par rapport aux méme plantes.

Pour I’extrait des alcaloides, nous avons enregistré une faible teneur par rapport a
celle enregistrée pour la plante de Peganum harmala (5.6%), (Benarous et al, 2013 et 2015).
Ceci est expliqué par la différence de la méthode d’extraction ainsi la richesse des graines
de chaque plante.

Ces différences de rentabilité des métabolites secondaires s'expliquent par la méthode
d'extraction et le type de solution utilisée, ainsi que la date et la région de récolte des plantes.
Dont les facteurs externes affectent le type, la qualité et la quantité des métabolites de la

plante.



2. Inhibition de la réaction catalysée par ’AChE :

Afin d’évaluer le pouvoir inhibiteur de nos molécules pures et extraits sur I’activité
de I’acétylcholinestérase dans le but de trouver un traitement de la maladie d’Alzheimer,
l'activité de I’AChE de Bos taurus a été inhibée par les différents inhibiteurs.

Nous avons tracé les courbes représentant la variation du pourcentage d’inhibition
1% en fonction des concentrations des inhibiteurs exprimées en mg/ml, nous avons déterminé
la concentration inhibitrice a 50 % (ICso) de chaque échantillon (les courbes sont présentés
dans la figure 11). Ces représentations graphiques nous a permis de déterminer les valeurs

des IC50 ou les valeurs sont enregistrés dans le tableau 5.

Tableau 5. Les valeurs d’IC50 pour les divers extraits et molécules étudiées sur 1’ AChE.

Inhibiteur ICso (mg/ml)  1Cs0 (MM)
Extrait hexanique 1,41+0,12 /
Extraits I’extrait alcaloidique brut 0,59+0,04 /
Extrait d’acétate d’éthyle 1,73+0,07 /
_ Acide salicylique 1,35+0,19 9,77+£1,34
Acides ] ]
_ Acide ascorbique 0,76+0,07 4,31+0,38
organiques _
Acide benzoique 1,53+0,08  12,52+0,63
) Quercétine 1,15+0,04  3,80+0,14
Composes )
) Catéchine 0,97+0,05 3,34+0,17
phénoliques o
Hispidine 0,93+0,14 3,77+0,58
Médicament Donépézil <0,25 <0,65

Les résultats obtenus montrent que tous les extraits et molécules pures ont un
pouvoir inhibiteur vis-a-vis de I’AChE avec des pourcentages d’inhibitions supérieures a
50% (presentées dans la figure 11). Les valeurs des IC50 varient selon la nature et la structure
chimique de chaque inhibiteur et les groupements fonctionnels que les constituent. Ces
présents résultats démontrent que les dix solutions inhibitrices ont montrées une dégradation
de la couleur proportionnelle a I’augmentation de la concentration d’inhibiteur par rapport

au controble.



Les résultats indiqués dans le tableau 5; concernant les extraits de Lepidium
sativum ; ont montré que 1’extrait alcaloidique brut a donné le meilleur effet inhibiteur avec
un IC50 de 0,59+0,04 mg/ml, suivi par les extraits hexanique et d’acétate d’éthyle avec des
valeurs de IC50 de 1,41+0,12 et 1,73 £0,07 mg/ml, respectivement. D’apres ces résultats,
nous pouvons dire que les alcaloides des graines de cresson ont un pouvoir inhibiteur
important contre I’ AChE par rapport aux composés phénoliques et les terpénes et aussi par
rapport aux acides organiques et les flavonoides utilisées comme des molécules pures. Si
nous comparons ces valeurs avec celle du médicament Donépézil (1C50 <0,25 mg/ml), nous

pouvons dire que nos inhibiteurs sont de deux a six fois moins efficaces que le Donépézil.
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Figure 11 : Représentations graphiques de I’inhibition de la réaction catalysée par 1’ AChE.

Beaucoup de recherches scientifiques ont été réalisées pour évaluer les effets

anticholinergiques, des extraits et des molécules isolées des plantes ou d’autre source sur

I’activité de I’AChE, dans le but de trouver un nouveau médicament naturel traitant cette

maladie sans effets secondaires. Dans cette étude, nous avons fait la méme chose et nous

voulons comparer nos extraits et molécules pures avec des molécules isolées des extraits



naturels et d’autres molécules pures par des travaux antérieurs qui sont regroupés dans le
tableau 6.

Les molécules pures comme boldine qui est le principal alcaloide que contient la
famille de 1’arbuste boldo avec une valeur d’IC50= 8,5 uM (Kostelnik et Pohanka, 2018),
ainsi le dérivé de la thio-urée (composeés b3) (IC50 de 8,92 uM), selon les études de (Larik
et al., 2018), sont plus efficaces que les acides organiques utilisées : 1’acide salicylique
(9,77£1,34 mM) et 1’acide benzoique (12,52+0,63 mM) et I’acide ascorbique (4,31+0,38
mM) et les composés phénoliques utilisées : quercétine (3,80+0,14 mM), catéchine
(3,34£0,17mM) et hispidine (3,77£0,58mM).

Ainsi, nous citons le 1-Benzylpiperidine, un alcaloide dérivés de pyridazine-3-
carboxamide avec une valeur d’IC50 de 0,11 uM (Burcu et al,. 2018) présente une efficacité
plus élevée que tous les molécules pures et les extrait utilisés dans notre travail .

Plusieurs extraits isolés des plantes ont présenté leur pouvoir inhibiteur contre
I’ AChE a savoir :

L’extrait méthanolique de Fritillaria walujewii (de la famille des liliacées) avec
IC50= 7,6 mg/ml (Y-M. Liu et al., 2017) est beaucoup moins efficace que nos trois extraits :
I’extrait alcaloidique brut, hexanique et d’acétate d’éthyle. La disponibilité des graines de
cresson par rapport aux bulbes de Fritillaria walujewii qui n’existe que dans certaines
régions et avec ces résultats mentionnés, nous ameéne a s'intéresser a l'utilisation de ces
graines et a compléter les études sur elles.

L’extrait méthanolique de Phyllanthus emblica (de la famille Euphorbiacées) avec
IC50 de 53,88ug/ml (Kushal et al,. 2015) et I’extrait dichlorométhanique de Hieronymiella
aurea (de la famille des Amaryllidacées) avec IC50 d’intervalle de 1,84 - 15,40 pg/ml
(Chen et al,. 2018), sont beaucoup plus efficaces que nos trois extraits et méme les acides
organiques et les composés phénoliques étudiées.

Les molécules pures isolées de Corni fructus (de la famille des cornacées)
présentent de pouvoir inhibiteur différent : Loganin , Morronisid et 7-O-galloyl-D- sedohep
tulose avec des valeurs d’IC50 = 0,33 pug/ml, 1C50= 3,95 pug/ml et IC50= 10,50 pg/ml,
respectivement (Himanshu et al,.2016). Elles présentent une efficacite plus élevée que tous

les molécules pures et les extraits utilisés dans notre travail.



Tableau 6. Les valeurs d’IC50 de quelques extraits et molécules pures selon la littérature.

. , 1Cso
Extrait/ molecule Famille Plante |1Cs0 (ng/mly*, Référence
pure (mg/ml)
(HM) **
Fritillaria .
- R Y-M. Liu et
MeOH Liliaceae walujewii 7,60 / al,, 2017
. Phyllanthus - Kushal et al,.
MeOH Euphorbiaceae emblica 0,053 53,88 2015
. ) . Hieronymiella 1,84 - Chen et al,.
Dichlorométhane Amaryllidaceae aurea / 1540 * 2018
Loganin,
Morronisid . 0,128 0.33** Himanshu et
cornaceae Corni fructus 1,6 3.95**
- 7-O-galloyl-D- al,.2016
/ 10.50**
sedohep tulose '
) Kostelnik et
**
Boldine / / 2,78 8,5 Pohanka 2018
S Burcu et al,.
- * %k )
1-Benzylpiperidine / / 0,019 0,11 2018
Dérivé de la thio- . Larik et al.,
urée (composés b3) / / / 8.92 2018

3. Docking moléculaire

Les résultats expérimentaux obtenus ne sont pas assez suffisants pour confirmer la
potentialité de ces inhibiteurs. Donc, il est nécessaire de faire des études bio-informatiques
plus approfondies (docking moléculaire) dans le but d’avoir une idée sur le type et la nature
d’interaction de I’AChE et ces molécules. Alors, dans ce travail, nous intéressons a étudier
les interactions des acides aminés de site actif (Ser203, Glu334 et His447)
d’AChE représenté dans la figure 12 avec quelques molécules : lepidine B, quercétine et le
donépézil (médicament de référence), en utilisant le programme Gold 4.1.2 (Genetic

optimisation of ligand docking).



SER-203

GLU-334

HIS-447

Figure 12. les acides aminés du site actif de 1’acétylcholinestérase humain (PDB ID : 1b41).

Les résultats de docking produits ont été directement étudiés dans le PyMol. Les
interactions avec leurs distances interatomiques exactes sont indiquées dans le tableau 7 et

représentés dans les figures 13,14 et 15.

Tableau 7. Les résultats de docking.

S Acide Distance Type d’interaction
inhibiteur )
aminé (A)
Ser203 O-H:1
Médicament O-H:1,8
donépézil His447 N-H:2
O-H:0,7 Liaisons hydrogénes
Ser203
o ) N-H:1,6
Lepidine B His447
O-H:21

Ser203 O-H: 2,9
Quercétine Glu334 O-H:18




Donépeézil  (RS-2-[(1-benzyl-4-pipéridyl)  meéthyl]-5,6-diméthoxy-2,3-dihydro
indén-1-one) est un médicament de référence. Cet alcaloide prend une position bien observée
au sein du site actif. 1l est bien entouré par les acides aminés du site actif formants une
cavité, ce qui lui permet de faire des multiples liaisons hydrogénes avec ces acides aminés
(Ser203 et His447) avec des distances de 1 A entre 1’oxygéne de Serzos et I’hydrogéne de
donépézil ; de 1,8 A entre I’oxygéne de Serzos et 1’hydrogéne de donépézil et de 2 A entre

I’azote de Hisaa7 et ’hydrogéne de donépézil (figure 13).

GLU-334

HIS-447

Figurel3. Docking moléculaire du médicament donépézil (couleur bleu cyan) avec
1b41 : distance entre O-Seraps......... H-Donépézil = 1 A°. ; O-Serps......... H-Doné =1,8
A°.; N-Hisgsr......... H-Donépézil = 2 A°.

Lepidine B : 3-(1H-imidazol-2-ylmethyl)-2-[3-(1H-imidazol-2-ylmethyl)phenoxy]
phénol) est un alcaloide dont sa structure lui donne I’occasion d’étre piégé entre les acides
aminés du site actif, donc capable de faire de multiples liaisons hydrogénes avec les acides
aminés du site actif : Ser203 et His447. Ces liaisons hydrogenes se forment entre 1’Oxygene
de Ser203 et I'atome H de lepidine B avec une distance de 0,7 A° ; entre 1’azote de His447
et I'atome H de lepidine B avec une distance de 1,6 A° et entre ’oxygeéne de His447 et
I'atome H de lepidine B avec une distance de 2,1 A° (figure 14). Ce qui confirme I'efficacité
de cet inhibiteur.

Quercétine, appelé aussi (2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3, 5,7-trihydroxychromen-4-
one), est un flavonoide de type flavonol, sa structure dans 1’espace lui méne d’étre piégé
dans une poche entouré par des acides aminés du site actif. Cette structure lui permet de

faire de multiples liaisons hydrogénes avec ces acides aminés. Ces liaisons ce forment entre



1’Oxygéne de Ser203 et I’oxygeéne du carbone 7 de quercétine avec une distance de 2,9
A° etentre I’oxygene de Glu334 et I'atome O du carbone 3’ de quercétine avec une distance
de 1,8 A° (figure 14), ce qui confirme I'efficacité de cet inhibiteur (figure 15).

. ~

|
2,19 ! 1.6
. ‘é j HIS-447 GLU-334
SER-203

Figureld. Docking moléculaire de I’inhibiteur lepidine B (couleur vert) avec 1b41 ; distance entre O-
Serz......... H-Lepi = 0,7 ; N-Hisgar......... H-Lepidine B = 2,1 ; N-His4a7......... H-Lepidine B=1,6.

SER-203

S

¢

Figurel5. Docking moléculaire de I’inhibiteur quercétine (couleur gris) avec 1b41 :
distance entre O-Seraos......... O-C7-Quercétine = 2,9 ; O-Gluzaa......... O-C3'-Quercétine =
1,8.



CONCLUSION GENERALE




Conclusion génerale

Depuis quelques années, de nombreuses substances ont fait 1’objet d’études dans le
cadre de la maladie d’ Alzheimer. Parmi celles-ci, les substances modifiant le fonctionnement
cholinergique méritent une place particuliére. L'inhibition de I’AChE est considérée comme
I'une des plus stratégies importantes pour traiter les patients atteints la maladie d’Alzheimer
(Kushal et al,. 2015).

Par I’étendue de ces recherches impliqués actuellement, nous nous sommes
intéressés dans ce travail a 1I’étude de ’effet inhibiteur de quelques molécules pures : (tels
que I’acide ascorbique, 1’acide salicylique, 1’acide benzoique, la quercétine, la catéchine,
I’hispidine et le donépézil : médicament de référence) et nos extraits (hexanique,
chloroformique et d’acétate d’éthyle des graines de cresson) contre I’AChE afin de les
sélectionner pour un traitement de la MA.

Les résultats obtenus a travers ce modeste travail montrent que tous les molécules
pures et les extraits présentent des effets inhibiteurs tres importants, qui sont confirmes par
les valeurs des IC50. Nous avons enregistré que I’extrait chloroformique riche en alcaloides
de la plante cresson est le meilleur inhibiteur avec une valeur d’IC50 de 0,59+0,04 mg/ml
suivi par I’acide ascorbique 1C50=0,76+0,067mg/ml puis I’hispidine, molécule pure isolée
de [’Inonotus hispidus, avec 1C50=0,93+0,14 mg/ml.

Ces résultats sont accompagnés avec une étude bioinformatique en déterminant le
mécanisme d’inhibition et les interactions effectuées avec les acides aminés du site actif de
I’AChE. Tous les résultats du docking moléculaire ont confirmé 1’inhibition des molécules
étudiées.

L’ensemble de ce travail a permis donc de mieux connaitre I’intérét de 1’étude des
nouvelles substances biologiques. De méme, la modélisation par amarrage moléculaire
présente une actualité importante vis-a-vis sa rapidité en la comparant avec les tests in vitro
ou in vivo.

Ainsi, de nombreuses perspectives peuvent étre envisagées. Il faut isoler les
molécules inhibitrices des extraits des graines de cresson, les identifier et caractériser leurs
structures. Ainsi, elles nécessitent leurs tests in vivo afin d’étudier leurs potentialités comme
des futures médicaments contre la MA. Il reste encore beaucoup de substances biologiques
utiles (graines, feuilles, racines de cette plante et d’autres plantes) qui n’ont pas été analysées

et qui mériteraient de 1’étre afin de déterminer leurs potentialités contre la MA.
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RESUME

Notre travail s’inscrit dans le courant de la recherche de nouveaux inhibiteurs de
I’acétylcholinestérase ; cible thérapeutique validée pour le traitement de la maladie
d’Alzheimer. A partir de ces approches, nous avons testé 1’inhibition de I’AChE par
plusieurs extraits naturels et des molécules pures. Dans la premiere partie, nous avons estimé
la quantité des composés phénoliques, des terpenes et des alcaloides a partir les extraits des
graines de Cresson. Les résultats ont montré qu’ils contiennent des quantités considérables
de ces composés. Dans la deuxieme partie, nous avons étudié leurs effets inhibiteurs sur
l'activité¢ de I’AChE, les résultats ont confirmé la capacité d’inhiber I'enzyme avec des
valeurs varient d’IC50 de 0,59+0,043mg/ml a 1,73+0.074mg/ml. Ces résultats sont
accompagnés par 1’étude bio-informatique en déterminant le mécanisme d’inhibition et les
interactions effectuées avec les acides aminés du site actif de I’AChE, Le docking
moléculaire a donné les mémes résultats que les études in vitro avec des distances de 0,7A
a 2,1 A pour les molécules étudiées (lepidine B, quercétine et donépézil).

Les mots clés : acétylcholinestérase; inhibition ; 1Cso ; composés phénoliques ; alcaloides ;
terpénes ; docking moléculaire ; maladie d’ Alzheimer.

ABSTRACT

Our work is part of the search for new acetyl cholinesterase inhibitors, a validated
therapeutic target for the treatment of Alzheimer's disease. From these approaches, we tested
the inhibition of the AChE by several natural extracts and pure molecules. In the first part,
we have extracted phenolic compounds, terpenes and alkaloids from the cress seeds. The
results showed that they contain considered quantities of these compounds. In the second
part, we studied their inhibitory effects on the activity of the AChE; the results confirmed
the ability to inhibit the enzyme with IC50 values ranging from 0.59+0.04mg/ml to 1.73
+0.07 mg/ml. These results are followed by the in silico study by determining the mechanism
of inhibition and the interactions carried out with the amino acids of the active site of the
AChE, molecular docking gave the same results as the in vitro studies with distances of
0,7A to 2,1 A for the studied molecules (lepidin B, quercetin and donepezil).

Keywords: acetyl cholinesterase; inhibition; 1C50; phenolic compounds; alkaloids;
terpenes; molecular docking; Alzheimer's disease.
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