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Résumeé

L'objectif de cette étude est la mise en évidence de Il'activité hypoglycémiante (in vivo) et
anti-oxydante (in Vitro) des polyphénols et des flavonoides des feuilles de la plante Rubus
fruticosus, couramment utilisées dans la médecine traditionnelle comme  agent
antidiabétique ou antihypertensif.

Les polyphénols et les flavonoides de cette plante sont extraits dans du méthanol ou
dans de I’eau distillée (milieu aqueux).

Les teneurs en polyphénols (estimée par le test de Folin-Ciocalteu) et en  flavonoides
(par le test d’AICI3) sont différentes : 268,529 mg EAG/gEXS dans I’extrait méthanolique
contre 87,058 mg EAG/g EXS dans I’extrait aqueux. Les polyphénols des feuilles de Rubus
fruticosus sont donc mieux extraits dans le méthanol que le milieu aqueux.

En ce qui concerne les teneurs en flavonoides, 1’extrait méthanolique contient 55,909 mg

EQ/g EXS vs 54,192mg EQ/g EXS dans I’extrait aqueux. Les teneurs en flavonoides sont
équivalentes dans les deux milieux d’extraction.
Le test de tolérance au glucose réalise sur des rats de race Albinos pendant une durée de
150 min ou les extraits des feuilles de la plante Rubus fruticosus (méthanolique ou aqueux)
sont administrés par voie orale. Les résultats indiquent un effet dose dépendante de I’extrait
aqueux a la dose de 500mg/kg. L’extrait posséde donc un effet hypoglycémiant. Plusieurs
mécanismes hypoglycémiants existent parmi eux la capacité antioxydante des polyphénols et
des flavonoides.

Trois tests pour évaluer 1’activité anti-oxydante des extraits méthanolique ou aqueux des
feuilles de la plante Rubus fruticosus : le test de piégeage de radical libre (DPPH), test
pouvoir réducteur (PR) et le test de la Capacité Antioxydante Totale (CAT). Les résultats sur
I’activité antiradicalaire et antioxydante montrent que ces polyphénols présentent dans les
extraits ont une capacité de piéger le radical DPPH*° avec des IC50 de 20,70 et 95,82ug/ml
pour I’extrait méthanolique et aqueux respectivement cette capacité antioxydante est
confirmée par les tests de la capacité antioxydante totale et du pouvoir réducteur. L’extrait
aqueux est plus performant dans son pouvoir antioxydant.

Conclusion :Les polyphénols et les flavonoides des feuilles de la plante Rubus fruticosus

ont des capacités anti-oxydante et hypoglycémiante (antidiabétique).



Mots clé :Feuilles de Rubus fruticosus ,activité antioxydante (test DPPH, test FRAP et test
CAT) ,Test de tolérance au glucose.



Abstract

The objective of this study is to demonstrate the hypoglycemic activity (in vivo) and the
antioxydant activity (in vitro), this leaves of the plant Rubus fructicosus commonly used in
traditional medicine as antimicrobial, antidiabetic, and antidiarrheal agent.

The polyphenols and flavonoids content of this plant are extracted by methanol or ageous
solvant. The levels of polyphenols (estimated by the test of Folin-Ciocalteu) and flavonoids
(by the AICI3 test) are different: 268,529mg EAG/g EXS in the methanol extract compared to
87,058mg EAG/g EXS in the aqueous extract. So the polyphenols inside the leaves of the
plant are better extracted in the methanol the aqueous medium.

As regards the flavonoid contents, the methanolic extract contains 55.909 mg EQ / g EXS
vs 54.192 mg EQ / g EXS in the aqueous extract. The flavonoids of the two extracts had
equivalent contents in the two solvents.

The glucose tolerance test carried out on Albinos rats for a period of 150 min where the
extracts of the plants of Rubus fruticosus (methanolic or aqueous) are administered orally.
The results indicate a dose dependent effect of the aqueous extract at the dose of 500 mg / kg.
The extract therefore has a hypoglycaemic effect. Several hypoglycaemic mechanisms exist
among them the antioxidant capacity of polyphenols and flavonoids.

The antioxidant capacity of this polyphenolic extract was evaluated in vitro by three different
test: DPPH?® free radical scavenging assay, redusing power(RP) and total antioxidant capacity
(CAT) test, the results of the antiradical and antioxidant activity, shown that the polyphenols
present in the extracts have a high capacity to trap the DPPH® radical with IC 50s of 20,70
and 95,82 pg/ml for the methanolic and aqueous extract respectively, this capacity
antioxidant is confirmed by tests of total antioxidant capacity and reducing power(RP).

Conclusion: leaves of the plant Rubus fruticosus have anti-oxidant and antidiabetic

capacities.

Key words: Rubus fruticosus leaves, antioxidant activity (DPPH test, FRAP test and CAT
test),Antidiabetic activity.
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Introduction

Introduction

La phytothérapie a existé depuis I’antiquité. Les plantes, par leur métabolisme secondaire,
synthétisent des métabolites de nature variée ou plusieurs études scientifiques ont démontré leurs

effets bénéfiques sur plusieurs pathologies (Katalinic et al, 2006, Umeno et al, 2016).

L’Algérie, grace a sa situation géographique, son relief, sa grande variété de climats et de sols,
possede une flore variée dans les régions cotieres, les massifs montagneux, les hauts plateaux, la
steppe et les oasis sahariennes, renfermant plus de 4125 plantes vasculaires inventoriées réparties en
123 Familles botaniques (Nouioua, 2012).

Plusieurs plantes ont été identifiées comme ayant un potentiel antioxydant (Lee et al., 2000,
Yawadio et al,2008; Zivkovi¢ et al, 2010 ). Les phénols, en particulier les bioflavonoides, sont trés
intéressants par leur propriété antioxydante en raison de leur origine naturelle et de leur capacité

d'agir comme piégeurs de radicaux libres (Hertog et al, 1993, Simonetti al, 1997, Katalinic et al, 2006).

Le diabete est une maladie considérée par ’OMS depuis 2013 comme une épidémie dont la
prévalence ne cesse d’augmenter au cours de ces dernieres années. Actuellement, il existe 300
millions d’adultes qui vivent avec le diabéte, principalement dans les pays en voie de développements
(Bernard et al, 2013)

Le diabete est lié principalement au stress oxydant qui favorise le développement de la pathologie
en perturbant I’insulino-sécrétion (Auberval, 2010). La nature de 1’alimentation représente une bonne
source de molécules antioxydantes (comme les vitamines E et C, les caroténoides, les polyphénols et

autres molécules) qui anéantirent le stress provoqué par la pathologie.
Les polyphénols agissent par plusieurs mécanismes sur le diabete :

1. Diminuent I’activité antioxydante (Simonetti et al, 1997, Umeno et al, 2016)

2. Inhibent les activité des glycosidases : a-amylase (Gulati et al, 2012), maltase (Mukhopadhyay
Piyasi, Prajapati ,2015)

3. Inhibent I’inflammation via la voie NFKB, ou la phospholipase A2 (PLA2), la cyclooxygénase?2
(COX2) et la lipoxygénase (LOX) (Hui et Chi, 2017) ou les cytokines TNFa et I11B ( Visnagri
et al, 2014).

4. Stimulent la sécrétion d’insuline et réduisent I'apoptose et favorisent la prolifération des
cellules B pancréatiques (Mukhopadhyay, Prajapati, 2015 et Neha Lavle, Priyanka Shukla, 2016)

5. Favorisent [’internalisation du glucose dans les cellules musculaires via le GluT4

(Mukhopadhyay Piyasi, Prajapati , 2015, Neha Lavle, Priyanka Shukla, 2016)

Dans la présenté étude, nous avons ciblé 1’effet hypoglycémiant (étude in vivo sur des rats Albinos)
et I’effet antioxydant (étude in vitro) des polyphénols et des flavonoides des feuilles de la plante

Rubus fruticosus.


http://pubs.acs.org/author/Hertog%2C+Michael+G.+L.
http://pubs.acs.org/author/Simonetti%2C+Paolo
http://pubs.acs.org/author/Simonetti%2C+Paolo

Introduction

Ce mémoire comporte trois parties :

e Une étude bibliographique sur :

a)- Les polyphénols, leur classification et leurs propriétés biologiques.

b)- Etude moléculaire du stress oxydante.
c)- Le diabete et les mécanismes moléculaires impliqués

e Un chapitre réservé a la description des méthodes utilisées.
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1. Les polyphénols

Les polyphénols constituent une famille de molécules trés largement répandues dans les
régne vegetal et sont issus du métabolisme secondaire (Zhang et al, 2016) localisés dans les racines
jusqu’aux fruits (Kim et al, 2014). lIs jouent un r6le majeur dans les interactions de la plante avec
son environnement (Ganesan et al, 2017). Plus de 9000 composes phénoliques naturels sont
identifiés (Hu et al, 2017).

Les polyphénols possédent des propriétés biologiques diverses : antioxydant, antidiabétique,
anticancéreux,anti-inflammatoire,cardioprotecteur,ostéoprotecteur,neuroprotecteur,
antihypertenseur, anti-a4ge, antiseptique, protecteur cérébrovasculaire, réducteur de cholestérol,

hépatoprotecteur, antifongique, antibactérien (Ganesan et al., 2017).
1.1. Classification des polyphénols

Leur classification est basée essentiellement sur la structure, et est divisée deux catégories (Hu
etal, 2017) :

v' Les flavonoides : les flavonols,isoflavonones,flavanols,proanthocyanidines,anthocyanines
;flavanones,flavones.

v' Les non flavonoides : les stilbénes, les acides phénoliques et les lignanes (Oliver et al,

2016).
Polyphenols
|
‘ ‘ | !:
. _ !;
Flavonoids Stilbenes Phenolic acids Lignans

. Flavonols

Hydroxycinnamic
acids

T Isoflavones

., Flavanols and
Proanthocyanidins

Hydroxybenzoic

e s> Anthocyanidins acids

> Flavanones

> Flavones

Figure 1 : Les principales classe des polyphénols (Oliver et al, 2016).
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1.2. Composés polyphénolique non flavonoidiques
1.2.1. Les acides phénoliques
Ce sont des composes organiques possédant au moins une fonction carboxylique et un
hydroxyle phénolique et ils sont représentés par deux sous-classes (Sandrina et al, 2014) :
v Les dérivés de I’acide hydroxybenzoique.
v Les dérivés de I’acide hydroxycinamique.

e Les dérivés de I’acide hydroxybenzoique : sont des dérivées de 1’acide benzoique
et ont une structure de base (C6-C3), sous forme libre ou combinée a I’état d’esters
ou hétérosides. Cette derniére est abondante dans les fruits et légumes : les fraises et
les épices (Hosseini et al, 2016).

O

R4 R4 R> Rs
p-Hydroxybenzoic acid H H OH
Protocatechuic acid OH H OH
Gallic acid OH OH OH
Vanillic acid OCHs3 H OH
Syringic acid OCH3; OCH3; OH
Methyl p-hydroxybenzoate H H OCHs3
Methyl gallate OH OH OCHs3
Ethyl protocatechuate OH H OCHCH3;

Figure 2 : Structure des dérivés de ’acide hydroxybenzoique (Farhoosh et al, 2016).

e Les acides Hydroxycinamiques (C6-C3) : abondants dans les feuilles de thé, les graines de
café, le vin rouge, les fruits variés .Ils sont souvent estérifies et peuvent étre combinés a des
sucres (O-acylglucosides) (Hosseini et al, 2016). L’acide Hydrocinamique posséde plusieurs

activités thérapeutiques : anti-inflammatoire, antioxydant, cardioprotecteur (Alam et al,
2016).

L acide caféique est le représentant principal de cette catégorie (Scalbert et al, 2015).
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R1 R2 R3
p-Coumaric H H H
Caffeicacid | OH H H
Ferulicacid OCH3 H H
Sinapicacid OCH3 OCH3 H

Figure 3 : Structure des acides Hydroxycinamiques (Teixeira et al, 2013).

1.2.2. Les Lignanes (C6-C3-C6)

Les lignanes forment la classe des composés phénoliques les plus répandus dans le
regne végétal (Sang et Zhu 2014). lls ont une structure dimérique lors de I’oxydation de deux unités de

phénylpropanoideC6-C3 (Teponno et Kusar 2016)

CH3O CHOH
HO I CHyOH
I O H
OH
Lignans

Figure 4:Structure des lignanes (Casarin et al, 2014).

Les lignanes sont associés a la fibre végétale de nombreux aliments comme les céréales, les

noix, les graines, les légumes et les boissons ( le thé, le café ou le vin) (Seth et al, 2015).
1.2.3. Les stilbenes (C6-C2-C6)

Les stilbenes sont, naturellement, présents dans une grande varieté de produits alimentaires

comme les raisins, les baies, les cacahuetes, le vin rouge (Tsai et al, 2017) et certaines plantes

( < )
{1 > )


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780124078253000071
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médicinales comme Polygonum cuspidatum, Rhodomyrtus,tomentosa, Rheumundu latum (Reinisalo et
al, 2015).

La structure de base des stilbénes est composée de deux cycles aromatique joints par un pont
d'éthylene. Deux isomeres optiques existent naturellement: cis et trans, avec des propriétés

chimiques et biologiques différentes (Tsai et al, 2017).

O
Cr -
oH :
o " =
OH -
OH CH

Figure 5 : Structure de base des stilbenes (trans ou cis) (Sergides et al, 2015).

Les stilbénes sont des phytoalexines synthétisées par les plantes en réponse a 1’attaque par les
microbes pathogenes :champignons, bactéries et virus (Hurtado et al, 2017). |ls possédent un large
spectre d’effets thérapeutiques : antioxydant, anticancéreux, cardioprotecteur et neuroprotecteur
(Filippis et al, 2017).

Les stilbenes les mieux connus sont le trans-resveratrol, le pterostilbéne et le 3'-hydroxypterostilbéne
(Tsai et al, 2017).

OH OCH3

OCH

(C) 3'"-Hydroxypterostilbene

Figure 6: Structures chimiques de resvératrol (A), pterostilbéne(B) et du 3'-hydroxypterostilbéne (C) (Tsai et
al, 2017).

Le resvératrol est le stilbene le plus largement étudié a ce jour, en raison de ses multiples
effets bénéfiques sur la santé humaine (Nivelle et al, 2017). Cette molécule possede de nombreuses
actions therapeutiques : anti-inflammatoire, antioxydant, cardioprotecteur, antidiabétique, anti-age et
anticancéreux (Tang et al, 2017).
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1.3. Composés polyphénoliques flavonoidiques
1.3.1. Les flavonoides

Les flavonoides représentent une trés large gamme des composés phénoliques
généralement présents dans la regne végétal (Seleemet al, 2017). lls forment les pigments responsables
de la coloration des fruits, des fleurs et parfois des feuilles. A 1’état naturel, les flavonoides se trouvent
le plus souvent sous forme hétérosides (Cirmi et al, 2016).
Leur squelette de base est constitue de 15 atomes de carbone formant deux noyaux aromatiques et un
hétérocycle central de type pyrane, soit la structure C6-C3-C6 (Hatahet et al, 2017).

OH
_—
e ———
0

Figure 7 : Squelette de base des flavonoides (Heller et al, 1993).

Les flavonoides jouant de nombreux réles dans les processus vitaux des plantes : défense contre
les prédateurs, attraction des pollinisateurs, pigmentation des organes, croissance, protection contre les
ultra-violets (Jiang et al, 2016).

Les flavonoides sont divisés en plusieurs classes :flavones, flavanols, flavonols, isoflavones,

flavanones et anthocyanes (Malgorzata et al, 2017).
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Tableau 1 : Différentes classes des flavonoides et quelques représentants de
Polyphénols alimentaires (NKHILI et al, 2009).

R
Flavonols Flavones OH
- ]
Q R
OH ©
R=R’=H: Apigénine
R=R'=H: Kaempfeérol R=OH, R* = H: Lutéoline
R=OH, R’ = H: Quercétine R R’ OCH;: Tricine
R= OCH ;. R’ = H: Isorthamnétne
R=R'= OH: Myncetine
Flavan-3-ols Flavanones
R
OH
HO. ! o C
R=R =11 Afzeléchine
R—OH.R’' — H : Caréchine OH ©
R =R~ OH : Gullovatéchiues R=I1 : Naringénine
R= OH : Eriodictyvol
o=
Chalcones R o Aurones
= o
R oM R=R"=H ' Pélargomdine
R=0H. R"=H ' Cyvaidine
0
R = H - Buléme HO, & = R=0CH; R'=H : Péonicdine
R = 01 - Okanine R =R"= OH ' Délphmidine
oM R = R’ = OCH; : Malvidine
oH R=0H R’ =0CH;  Perunidine
Flavanonols Anthocyanes
R R=R"=H Peélmgomdine
oM
R =OH.R" = H: Cvimidine
O, b - R = OCH;, R’ = H - Péomdine
R = R'= OH : Délphuudine
oM R = R'*= OCH; : Malvidine
oM R = OH.R" = OCH; : Petumdine

R= OH. R’ =M. Taxitoline
R= OI1L R’= OI1: Ampeloptol
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Tableau 2 : Quelques classes de flavonoides et leurs activités biologiques

Classes Structure R3 | R4 R5 | Exemples Propriétés Références
chimique
H |OH H | Apigénine Antioxydant -Katarzyna
Flavones O |OH H | Lutéoline -anticancéreuses Malgorzata, 2017.
H | OCH3 | H | diosmétine -Nan Jiang 1,2,
@) Andrea 1.2016
H
H | OH H | Kaempférol antihistaminique,an | -SantaCirmi,
O |OH H | Quercétine tiinflammatoire Nadia
H | OH O | myrecétine et antioxydante Ferlazzo,2016
0] H -Katarzyna
flavonols H Malgorzata, 2017.
-Nan Jiang 1,2,
Andrea I. 2016
Neutralisation des | Katarzyna
H | OH H | Naringénine | radicaux Malgorzata, 2017
Rd , OH | H | Eriodictyol | libres. -Nan Jiang 1,2,
R¢ - amélioration de | Andrea 1.2016)
flavanones L O 2 Re 1’absorption -ColinD.
de la vitamine C. Kay,Gema
- la prévention des | Pereira-Caro,2017
"o cancers de la peau.
-Katarzyna
Flavanols OH H | catéchine -Antioxydant Malgorzata, 2017
H -anticancéreux -Nan Jiang 1,2,

Andrea 1.2016

——
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- lutte contre le -Katarzyna
H | OH H | Pelargonidine | vieillissement Malgorzata, 2017
T3| H' cellulaire en -Nan Jiang 1,2,
AT améliorant Andrea 1.2016
Hlf\ QH\ ‘ " O | OH H | Cyanidine 1’¢élasticité et la
anthocyane | ' H densité de la peau.
s VN ™ oH |0 | Delphénidine | oo 1eurs prillantes
(H 0 H des fruits et des
H Iégumes.
-antiseptique
| urinaire.
R4 | R5 R7
Isoflavones R O0H Daidezine - Katarzyna
N P O |OH O | Genisteine phytoestrogéniques. | Malgorzata, 2017
]F; 5 j\ H O- H Nan Jiang 1,2,
YRy o lew o Andrea 1.2016
H

1.3.2. Les tanins

Les tanins représentent une classe tres importante des polyphénols, combinés a des

protéines et a d’autres polymeéres organiques comme les glucides, les acides nucléiques, les stéroides et

les alcaloides pour former un précipité (Sekowski et al, 2016). Ces composés, naturellement produits

par les plantes , se caractérisent par leur facilité a se combiner aux protéines (Makkar, 2003).

ils sont particulierement abondants dans les caroubes, les féves, le thé, le vin, 1’écorce des grenades,

les graines (Devin et al, 2014)

Chez les végétaux supérieurs,
(Arbenz et al, 2015) :

deux groupes des tanins se distinguent par leur structure

v Les tanins condensés : sont des oligomeres ou des polymeres de flavan-3-ol reliés par

des liaison entre les carbones C4 et C8 ou C4 et C6 (Klongsiriwet et al, 2015).

——

10
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Condensed tannins:
R = H: procyanidins
R = OH: prodelphinidins

Figure 8 : Structure de tanins condensés (Ropiak et al, 2017).

v Les tanins hydrolysables : formés d’esters du D-glucose et de I’acide gallique ou de
ses dérivés en particulier 1’acide éllagique (Alice et al, 2015). Ces molécules sont

facilement hydrolysables par voie chimique ou voie enzymatique (Jiménez et al, 2014).

OH

OH

Figure 9 : Structure de tanins hydrolysable (1-O-galloyl-4,6-hexahydroxydiphenoyl-
B-D-glucose (OGBDG) (Arbenz et al, 2015).

1.4. Biosynthése de polyphénols
La biosynthése des polyphénols se fait par deux voies principales:
1.4.1. Lavoie de I’acide shikimique
La voie de shikimate est une série de sept étapes métaboliques, qui convertissent le

phosphoénolpyruvate (PEP, de la voie glycolytique) et de I'érythrose 4-phosphate (Ery4P de

11

——
| —
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la voie du pentose phosphate) au chorismate (Widhalm et al, 2015), précurseur des acides aminés

aromatiques (AAA) : le L-phénylalanine (Phe), la L-tyrosine(Tyr) et L-tryptophane précurseurs pour la

production des métabolites secondaires tel que les polyphenols (Zhu et al, 2016).

1.4.2. La voie de ’acide malonique

La glycolyse et la B-oxydation aboutissent a la formation de 1’acétyl-CoA donnant le

malonate aprés condensation de 2 acétyl-CoA. A travers cette voie que s’effectue la chaines

polycétoniques obtenues par condensation répétée d-unités « acétate»>qui se fait par carboxylation de

I’acety-COA catalysée par I’enzyme acétyl-CoA carboxylase (Widhalm et al, 2015).
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Figurel0: Biosynthése des polyphénols végétaux (Aharoni et al, 2011)
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1.5. Les propriétes biologiques des polyphénols

Des effets protecteurs lors de la consommation d’aliments riches en polyphénols vis-a-vis des
différentes pathologies (diabéte, inflammation, maladie cardiovasculaires...) ont été mis en évidence
d'un point de vue épidémiologique expérimental . Aussi, de nombreuses études penchent sur le mode
actions des polyphénols qui, par leurs propriétés réductrices, sont utilisés dans la prévention ou la

thérapie de ses pathologies :

> Inhibition des enzymes par les polyphénols

Les polyphénols possédent une grande variété des protéines, via des interactions de cycles
aromatiques et des liaisons hydrogénes (groupements OH), les flavones, les flavonols et les
flavonoides aglycones se lient aux protéines globulaires, aux enzymes et aux récepteurs (Tsai et al,
2017).

L’inhibition des enzymes génératrices des radicaux libres dans les systémes biologique est une
mécanisme important d’effet antioxydant par les polyphénols ,les flavonoides , molécules susceptibles
d’étre impliquées dans cet effet par la formation de complexe inhibiteur-enzyme et par piégeage direct

des radicaux libre (Akbarian et al, 2016).

Les flavonoides inhibent également les métalloenzymes (CYTP450, ... etc.), la lipoxygénase,
L’amyéloperoxydase et la NADPH oxydase (Leyva et al, 2016).
> Polyphénols et diabete

Beaucoup d’études (Piyasi al, 2015, Neha et al, 2016) ont révélé que les flavonoides ont le
potentiel d'atténuer le trouble du métabolisme du glucose et d'agir comme antidiabétiques puissants par

plusieurs mécanismes:

v"Inhibent les activités des enzymes digestives : a- amylase ,a-glucosidase (Hyun et al.,
2016).

v' Améliorent la sécrétion d’insuline, réduisent I'apoptose et favorisent la prolifération
des cellules § pancréatiques.

v Atténuent la résistance a l'insuline, I'inflammation et le stress oxydant dans les organes
cibles.

v Stimulent I'absorption de glucose dans le muscle squelettique et le tissu adipeux blanc

via les Glut 4 (Piyasi et Prajapati, 2015, Lavle N et Shukla, 2016)

13
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Increased glucose uptake and
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Figure 11:Les effets possibles de la quercétine sur le foie, le muscle, le pancréas et I'intestin gréle pour
maintenir un niveau de glycémie normal(Piyasi et al, 2015).

Ces inhibitions ou activation des favonoides est expliquée en détail par la figure suivante :

WpmEAZEN

MEAVRErS AR R R
EEUE LT TTL IS

Figure 12 : Réle des flavonoides dans le traitement de I'hyperglycémie en ciblant diverses voies cellulaires dans
le pancréas, le foie, le muscle squelettique et le tissu adipeux blanc (Lavle et al, 2016).

14
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La quercétine (flavonoide non glycosylée) a un effet protecteur contre les dommages des cellulesp
en exercant ces effets antioxydant et anti-apoptotiques. Cela facilite la régénérationdes cellules  en
stimulant les cellules souches a se régénerer et se différencier en cellule d’ilots pancréatiques (Piyasi et

al, 2015).

Au niveau des muscles, la quercétine accélére la fonction du transporteur de glucose 4 (GLUT 4)
et du récepteur d'insuline, ce qui entraine une absorption élevée de glucose et le mantien d’une
glycémie normale . Au niveau hépatique, l'activité de glucokinase est augmentée et aboutit a une
augmentation du stockage en glycogéne. Dans l'intestin gréle, les flavonoides diminuent les activités
du maltase et du transporteur de glucose (GLUT 2) conduisant & une diminution de I'absorption du

glucose dans le milieu intestinal (Piyasi et al, 2015).
» Polyphenols et inflammation

Les propriétés anti inflammatoires des flavonoides est démontrée par plusieurs études et selon

différents mécanismes:

v"Inhibition des enzymes métabolisant I'acide arachidonique (AA), la phospholipase
A2 (PLA2), la cyclooxygénase (COX) et la lipoxygénase (LOX) ( Tsai et al, 2017) .

v Inhibent I'enzyme de production d'oxyde nitrique (NO), nitrique Oxyde synthase
(NOS) réduisent la production d'acide arachidonique (AA), de prostaglandine, les
leucotriénes et les NO, qui sont des médiateurs cruciaux de inflammation (Leyva et
al, 2016).

v Les polyphenols inhibent la production de ROS et I’enzyme pro-oxydante comme
NOS etle balayage du radical qui favorise I'inflammation et cause des dommages
aux tissus (Sonar et al, 2016).

v Agents anti-cytokine par I’inhibition de la sécrétion et I'expression des cytokines

pro-inflammatoires (Yu et al, 2016).
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Figure 13 : Effets possibles des flavonoides au niveau de certains médiateurs inflammatoires dans les
macrophages (Leyva et al, 2016).

Le tableau 03 résume 1’action, au niveau moléculaire, de molécules de flavonoides

Tableau 03: Réle des flavonoides comme modulateurs de cytokines (Leyva et al, 2016).

Quelques flavonoides

Effet

Mécanisme moléculaire impliqué

Apigenine Réduction de la production | Inhibition de I’exprission de géne
de NO et de la|responsable de la synthése des
prostaglandine E2 (PGEz), | NOS, COX2, 116, II1B et TNF
Inhibition de la sécrétion de | alpha, amilioration de p38-MAPK
TNF alpha et la phosphorilation de ERK et

JNK.

Fistine Diminution de 1’expression | Inhibition de la phosphorilation de
et de la sécrétion de TNF | p38, INK et ERK.
alpha, 1118 et le 118

Luteoline Réduction de la production | Réduction de I’expression de NOS
de NO, 116, MCP-1 et TNF | et de COX2.
alpha.

Naringenine Diminution de la sécrétion | Inhibition de NOS et de COX
NO, TNF alpha

Quercétine Inhibition de la production | Inhibition de I’activité de NF-kB et

de NO, TNF alpha et d’IL-
1R

AP-1
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Par leur effet anti inflammatoire, les flavonoides réduisent 1’athérosclérose par réduction de I'adhérence
plaquettaire et l'agrégation notamment, les peroxydations des lipides, empéchent la formation des

ROS, inhibent de la migration et de la prolifération des cellules musculaires lisses (Erin et al, 2016).

Monocyte

uscle Cells

Media

resveratrol = ﬁ

Figure 14 : Effet du resvératrol sur le processus d’athérosclérose (Leyva et al, 2016).

Le resvératrol (R) empéche la formation des ROS directement par I'inhibition de NADPH
oxydase, inactive la formation de NOS, inhibe 1’expression du monocyte chemoattractant protéine-1
(MCP-1), inhibe le Facteur de nécrose tumorale (TNF-a) et I’angiotensine II (Angll) induite par la
cellule endothéliale apoptotique (Catalgol et al, 2012).

D’autres pathologies résumées dans la figure suivante :

Anti-
Inflammatory Cercbrovascular
& Anti- protection
Infective

Anti-
Diabetic

E Anti.
Anti-Ageing & Asthmatic &
Osteo tective Antibypertensive

Figurel5 : Role des polyphénols dans la santé humaine (Ganesan et al, 2017).
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En conclusion : les polyphenols ont des effets benéfiques pour la santé et peuvent étre utilisés en
supplémentation nutritionnelle pour alléger les effets néfastes des pathologies. Leur action est avérée

pour certaines pathologies : diabéte, cancers, cardiopathologies, pathologies cognitives....

2. Le stress oxydant

Dans cette partie, nous faisons une synthése des connaissances sur le stress oxydant.
Les radicaux libres, sont des molécules non complétement oxydées, avec un électron célibataire (Zou
et al, 2008)

2.1. Origine de formation des ROS

La plupart de ces substances vient de la chaine phosphorylante, la chaine respiratoire
mitochondriale. Cette chaine métabolique joue un réle capital dans la cellule en étant responsable de
la transformation de I’oxygéne en deux molécules d’eau. Cette réaction de réduction directe impliquant
la présence de quatre électrons est rendue possible grace a la chaine respiratoire localisée dans la
membrane interne de la mitochondrie. Les conséquences de cette activité mitochondriale seront
doubles et paradoxales. D’une part, la mitochondrie fournira a la cellule I’énergie nécessaire a son
fonctionnement (36 molécules d’ATP) et d’autre part, suite a des imperfections de la chaine
respiratoire mitochondriale, environ 0,4 a 4 % de I’oxygéne ne sera pas correctement converti en eau,

ce qui géneére des radicaux libres ou ROS « Radical oxygen species » (Jeremy, 2006)
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Tableau 4 : Les principales espéces réactives de 1’oxygene.

Espece reactives Reaction de formation Proprités

L"anion Forme par [a réductionmonoelectnque | C'est le radical le moins réactif
superoxyde: dz ['oxygene - addition d'un seul miats |e précurseur des autres ROS.
0 electron. (Fmaud, 2008)

g A L8 Py
Lepyroxyde Produit a partir de I'amton superoxyde, | La majeure partie de la toxicite de
d’hydrogene: réaction catalysé par 2 ['equ oxygenee provient dz sa
H2012 superoxvdedismutase, (Goldsteinet af, | capacité a generer leradical

1994) ydroxyle (OH").

0740, Iy 0040,
Leradical Forme par [a réaction dz Fenton a parttr | C'est le radical le plus avids
hydroxyle: HO® | de['H202 enprésence demetawxde | d'électron et le plus dangereux

transition - 'ton femeux qui réagt avec | pour ['organisme.

le peroxyde d'hydrogene (Wardman &

Candenas,1996)

e+ 3= Fe”
Oy +2¢2H FE HOy
;0 + Fe'* — HO® + O « Fe'

Loxygene singulet : Forme excitée de'oxypéne
0 molaculatre, st souvent assmlée 2

1 fadical libte &n rasson de sa forte
reactvite. (Delattre et al, 2003).
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La production des ROS dans les cellules humaines est essentiellement d’origine enzymatique
(Beaudeux , 2006) et résulte de plusieurs mécanismes :

v Chaine Respiratoire Mitochondriale

La mitochondrie représente le site majeur de production cellulaire du ROS : dans les cellules
nonphagocytaires 80 % de 1’anion superoxyde proviennent du fonctionnement de la chaine
respiratoire. En effet une proportion significative de ’oxygene (2 a 3 %) échappe a la réduction
complete en H20 et subit une réduction monoélectronique au niveau des complexes | et 11l de la
chaine respiratoire pour donner naissance a I’anion superoxyde (O2-), qui est le précurseur des

ROS (Davezies, 2006)

Mitochondrial matrix

MnSOD

’b’— Hypoxia

+ 2

Cyanide
Antimycin A

. g s ) Cyamde
Scavenge - M

i Myxothiazol
Inhibit- qe
Enhance-.] >
g B {? SRga;' release 1
o b a<* entry
db Rho kinase )

Rotenone
Myxothiazol

H,0 l
Suppress ] :
without mimicking hypoxia ' HPV Rt Rotenone + Succinate ]

Cytosol

Figure 16: Formation des radicaux libres des ROS au niveau de la
chaine respiratoire (Davezies, 2006).

v Les phagocytes
La phagocytose des bactéries et parasites par les macrophages ou les polynucléaires

s’accompagne d’une production d’ROS connue sous le nom d’explosion respiratoire. Au sein
du phagosome, 1’activation de la NADPH oxydase va donner lieu a la production de 1’anion

superoxyde (O2-°) qui sera dismuté (H202) grace I’action des superoxydes dismutases (SOD),
le peroxyde d’hydrogene en présence de I’ion ferreux va former le radical hydroxyle (OHa). Le

mélange d’O2-, OH et I'eau oxygénée H202 et présence de chlore et sous D’effet de
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myelopéroxydase (MPO) va donner de 1’acide hypochlorique. Ce mécanisme, lorsqu'il est

controlé, est capital dans la lutte anti-infectieuse car il permet la phagocytose des bacteéries.

(Favier, 2003)
Vacuole de phooocyN

Membrane plasmique

Protéases
cationiques
MPO

* « Charges
K /Hgm pensatoires

/l

H. O, 2H*, 20CI-

2

cytopiasme

Figurel?7 : Métabolisme oxydatif des cellules phagocytaires (Favier, 2003).

v' L’environnement

Des facteurs environnementaux peuvent contribuer a la formation d’entités radicalaires. Une
production importante d’ERO est observée lors d’une intoxication par des métaux lourds
(cadmium, mercure, arsenic) ou dans les phénoménes d’irradiations provoquant des dommages au
niveau de I’ADN. Par ailleurs, la fumée de tabac, 1’alcool ou méme certains médicaments
(Xénobiotiques) peuvent étre une source de radicaux libres par oxydations de ces composes au
niveau du cytochrome P450 (Favier, 2003).

2.2. Principales cibles biologiques des ROS
Les ROS avides d’électrons pour se stabiliser, s’attaquent in vivo aux biomolécules.

v' Les lipides membranaires

Le radical hydroxyle se lie a liaisons acides grasse polyinsaturées des membranes. Il en
résulte une altération de la fluidité membranaire qui conduit inévitablement a la mort cellulaire (Favier,

2007). La cacade d’oxydation est représenté dans la figue qui va suivre
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Figure 18 : Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et nature des produits

terminaux formés (Favier, 2007)

Les peroxydes générés seront neutralisés par la glutathion peroxydase ou continueront a

s’oxyder et a se fragmenter en aldéhydes (malondialdéhyde, 4-hydroxynonénal) et en alcanes (éthan,

éthyléne) ( Haleng et al., 2007).

v L’acide désoxyribonucléique ou ADN

Le radical hydroxyle OH°® peut agir avec la base guanine pour former la 8-hydroxy-
2’déoxyguanosine (8-OH.dG). Cette base au lieu de s’apparier avec la base cytosine, elle va s’associer
avec une autre base « Adénine » conduisant a des changements au niveau du cadre de lecture et donc
des altérations du message génétique impliquées dans le déclenchement du cancer et le vieillissement

(Haleng et al, 2007)
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Figure 19 : Tllustration d’un mode d’action des radicaux hydroxyles (addition sur les doubles liaisons) avec une
base de I’ADN, la guanine. (Gardes et al, 2005)

v’ Les protéines

Les acides aminés possedent des susceptibilités différentes vis-a-vis des EOA. Les plus réactifs
sont I’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine (Haleng et al, 2007). Exemple :
I’oxydation des fonctions thiols de la cystéine donne I’acide sulfénique (R-SOH), puis I’acide
sulfinique (R-SO2H) et solfonique(R-SO3H).Les acides sulfiniques et sulfoniques sont stables et que
leur oxydation est irréversible, alors que 1I’oxydation de I’acide sulfénique est réversible sous I’action

du glutathion et/ou de la thiorédoxine( Migdal et al, 2011)

Ohydation réversible Ohey dation irréversible
Signalisation rédex Perte de fonction
ERD
—
s B .R-S0OH—+»R-SOH
GSH, thiorédoxine

Figure 20:Oxydation des fonctions thiols de la cystéine (Migdal et al, 2011)

Concernant la chaine peptidique I’oxydation est initiée par le radical hydroxyle qui enléve un atome
d’hydrogéne sur le carbone o d’une liaison peptidique en donnant naissance a un radical centré sur le
carbone. En absence d’oxygene deux radicaux centrés sur le carbone peuvent réagir ensemble pour
former des liaisons croisées ouinterchaines. D’autre part et en présence d’oxygeéneune réaction

d’addition a lieu pour former un radicalperoxyle (Migdal et al, 2011)

Aprés une série de réactions completes, un radical alkoxyle est formé, étape nécessaire a la

fragmentation de la chaine polypeptidique.
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Figure 21 : Attaque radicalaire des protéines ( Migdal et al, 2011)

v' Les lipoprotéines

La production excessive des ROS perturbe le métabolisme du cholestérol, a 1’état normal ce
dernier est transporté vers les cellules par les lipoprotéines type LDL afin de couvrir leurs besoins,
mais dans les situations de stress, Les LDL sont oxydées, de ce fait les cellules ne peuvent pas les
reconnaissent, donc ils ne captent plus ce cholestérol. Celui-ci s’accumule alors dans la paroi
vasculaire. Cette présence entraine le recrutement de cellules inflammatoire (monocytes et
macrophages) qui se chargent de cholestérol sans pour autant étre capable de 1’évacuer. Une réaction
inflammatoire se développe au sein de la paroi vasculaire et donne naissance a la plaque d’athérome

(Philippe, 2006) et a la résistance a I’insuline qui conduit au diabéte type 2( Strycharz et al, 2017).

2.3. Les défenses antioxydantes

Dans le cas d’une production physiologique de radicaux libres, 1’organisme dispos d’un systeme
efficace de protection qui lui permet de lutter contre ces espéces radicalaires. Ce systéme s’appelle les
capacités anti-oxydantes.

v’ Le systéme antioxydant enzymatique
a- Les superoxydes dismutases (SOD) : (EC : 1.15.1.1)

Elles constituent la premiére ligne de protection contre les ROS, elles catalysent la dismutation de
I'anion superoxyde en oxygeéne et en peroxyde d'hydrogéne, empéchant ainsi la coexistence de ces
deux especes radicalaires, et par conséquent la génération du radical hydroxyle. Il existe trois types de
SOD ayant une localisation différente : une SOD cytoplasmique dimérique a cuivre et zinc, une SOD
extracellulaire tétramérique a cuivre et zinc, et une SOD mitochondriale tétramérique & manganése.
(Haleng J. et al., 2007)

SOD
O +2H e >0, +H-0-

24

——
| —



Etude Bibliographique

1o e O: (oxygene fondamental)
-
o _I 1e ’;;?LL;_"’J' catalase lipoperoxydes
Anion su zt-erox de* H.O, 4 "
P ¥ "‘K_H.h_ Peroxyde d'hydrogéne 4V
' ™~ SOD. Vit C N
T Vit E. Se-GPx.

ubiquinone, phospholipasas

; ) —— roteines oxydees
farmine, transferrine; P ¥

agents chélateurs _ ;.f‘
OH- 7+
s e macroxrﬁroter’nasei
1 Dz .' ol protésome

Oxygéene singulet ] 7 )
acide wrigque, Vit C, GSH.

\ albumine, bilirubine ADN oxydeé
caroténoides

endonucldases, ligase

Figure 22 : Régulation de la production des especes oxygénées activées (EOA) par des systéemes antioxydants. (
fa g

). SOD :superoxyde-dismutase ; Se - GPx : glutathion-peroxydase séléno-dependante ; GSH : glutathion.
(Pincemail et al, 2001)

b-Catalase : (EC : 1.11.1.6)

Cette enzyme joue un roOle important dans I’¢limination de peroxyde d’hydrogene (H202)
intracellulaire produit généralement sous 1’action de SOD (superoxydedismutase). H202 est toxique
pour les cellules (Kravea et al, 2017).

Catalase
2 HgOg . > HIO + 02

c-Les glutathion peroxydases (GPxs) : (EC : 1.11.1.9)

Des sélénoprotéines, catalysent la réaction de réduction des peroxydes aux dépens de son substrat
specifique (le glutathion). Son réle principal consiste en I’élimination des peroxydes lipidiques

résultant de I’action du stress oxydant sur les acides gras polyinsaturés.

Il existe en 5 isoformes : LaGPx 1 cytoplasmique et mitochondriale, La GPx2 gastro-intestinale,
La GPx3 et la GPx4 plasmique, et la GPx5 Epididymaire (Delattre et al, 2005).

d-Le systeme thiorédoxines

Le milieu intracellulaire est plut6t réducteur, les protéines contiennent des groupements thiols libres
et les ponts disulfures sont rares. L antioxydant majeur responsable du maintien des protéines a 1’état
réduit est la thiorédoxine qui sera régénérée par le NADPH sous I’action de la thiorédoxine réductase

(TrxR) qui posséde un groupement sélénocystéine dans son site actif.
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e-Glutathion-S-transferase(GST) : (EC 2.5.1.18)

C’est une famille des enzymes multifactorielles présentes chez tous les organismes (Renuka et al,

2003).

La glutathion-S-transférases (GST) est un systéeme trés important dans la protection de la cellule
contre les especes réactives de 1’oxygene, par sa capacité de conjuguer le glutathion avec les composés

électrophiles et la réduction des peroxydes (Zhihua et al, 2004) (Gattas et al, 2004).

L'activité de conjugaison du GSH avec les composés électrophiles est présentée comme suit :

GSH + R-X — GSR + HX

v’ Systeme antioxydante non enzymatique

Certains aliments sont riches en antioxydants, comme les omégas 3 (poissons, huile de lin, noix,
noisettes), en polyphénols (fruits et Iégumes), vitamines anti-oxydantes (Vit C, Vit E, VitD) et certains

minéraux, cofacteurs d’enzymes antioxydantes (Se, Mg, Cu, Zn, Fe).
a-Les omégas 3

Les acides gras polyinsaturés omégas 3 (AGPI) sont des acides gras essentiels qui doivent étre
dérivés de I’alimentation, ne peut étre fabriqué par I’homme et d’autres mammiféres en raison du

manque de I’enzyme endogéne pour la désaturation des omégas 3 (Artemis et Simopoulos, 2016)

b- Les polyphénols

Les composés phénoliques sont capables dagir comme des antioxydants, qui peuvent
neutraliser les radicaux libres en donnant un électron ou un atome d’hydrogéne. Leurs structures leur
conférent une activité anti-oxydante aussi importante. Les groupes hydroxyles des polyphénols sont
bien des donneurs d’atomes d’hydrogenes, ils peuvent réagir avec les especes réactives de I’oxygeéne et
les especes réactifs de 1’azote, enfin de réaction, le cycle de génération de nouveaux radicaux est

interrompu. (Enrigue et al, 2012)

c- La vitamine C

L’acide ascorbique joue un rdle antioxydant trés important, qui est lui aussi lié a sa capacité a

donner des électrons. Ces électrons vont étre donnés de maniére séquentielle.

Dans un premier temps, 1’acide ascorbique va perdre un électron et former un radical ascorbyle
assez stable (10~>secondes) comparé aux autres radicaux libres. Ce radical ascorbyle va ensuite perdre
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un ¢électron et va donner 1’acide déhydroascorbique. Sa stabilité est importante, de 1’ordre de
quelques minutes. Le passage de la forme oxydée a la forme réduite, et inversement, va dépendre
majoritairement de pH. L’acide L-ascorbique et I’acide déhydroascorbique forment un couple redox
(ou oxydant/réducteur) avec un passage par une forme intermédiaire (le radical ascorbyle) qui va
permettre de capter les radicaux libres. Cette interaction avec les radicaux libres est responsable de son
potentiel antioxydant (Pescheux , 2016)

~HO - . -
~ ”

[— ’\7 ("):4 "’.:,)
o= Y O ) kV Z :\‘
L . - . —
HO—CH k-,

L) o N

O

Acide déhydroascorbique

Figure 23 : La réaction d’oxydoréduction de I’acide ascorbique (Pescheux, 2016)

d-Vitamine D

La vitamine D contribue non seulement & maintenir le métabolisme normal du calcium, mais aussi
a une vaste gamme d’actions non classiques (Mokhtari et al, 2017). Parmi ces actions actions en
trouvent 1’activité antioxydante. Qui se traduire par :
v’ Un effet inducteur de [D’expression des enzymes impliquées dans la défense
antioxydant : superoxyde dismutase (SOD) et le Glutathion (GSH).
v"Un effet inhibiteur de I’expression de la NADPH oxydase.

Il 'y a peu d’études consacrées a 1’action antioxydante de vitamine D et son mécanisme
moléculaire impliqué (Mokhtari et al, 2017).
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Figure24 : Structure des 2 formes actives de vitamine D (D2 et D3) ( Landrier , 2014).
e-Vitamine E

La vitamine E intervient dans I’inactivation des formes réactives de 1’oxygene et est donc impliquée
dans la problématique du stress oxydant. Le terme vitamine E correspond a 2 grands groupes de
molécules : les tocophérols et les tocotriénols (Cuverlier, 2003).

L’isoforme de vitamine E, possédant la plus forte activité antioxydante, est 1’ a-tocophérol, dans
lequel la partie hydrophobe posséde des fonctions OH dont I’atome d’hydrogéne est facilement

amovible, qui contribue ainsi a la neutralisation des radicaux libres

Figure 25: structure de 1’alpha-tocopérol ( Fereidoon et Adriano, 2016)

f- Les caroténoides

Les caroténoides sont des composes liposolubles largement répandus dans la nature, ayant
diverses propriétés biologiques (Westphal et al, 2015).

Tous les caroténoides dérivent d’une structure linéaire (C40H56) avec de nombreuses doubles

liaisons. Le chef de file des caroténoides est cependant le B-carotene, également appelé provitamineA.
(Halenge et al, 2007)
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Figure 26 : Structure des caroténes (Westphal et al, 2015).
Les oligoélements
a-Le sélénium (Se)

Le sélénium n’est pas un anti-oXydant en tant que tel, car il ne peut piéger les radicaux libres, mais il
joue un role primordial comme cofacteur de la GPx. Dans I’alimentation, on retrouvera essentiellement
du sélénium organique, lié a un acide aminé, la cystéine. Le sélénium organique est mieux absorbé, il
subit une métabolisation hépatique qui conduit a des intermédiaires nécessaires a la synthése de
dérivés physiologiquement actifs comme la GPx (Haleng et al, 2007).

b-Le zinc (Zn)

Le zinc exerce une action antioxydante par le biais de plusieurs mécanismes :
- il protege de I’oxydation les groupes sulfihydryls de certaines protéines (enzymes).
- il peut avoir un effet antioxydant direct en captant les radicaux OH-.

- il joue aussi un réle fondamental dans la structure d’enzymes antioxydantes comme le superoxyde
dismutase (SOD).

c-Le cuivre (Cu)

A concentration physiologique, le cuivre est le cofacteur d’enzymes comme la SOD, le
cytochrome C oxydase, la dopamine B-hydroxylase. Cependant, en tant que meétal de transition, il joue
un role important dans le déclenchement de réactions de production d’EOA (réactions de Fenton) et

peut — lorsque sa concentration est élevée devenir pro-oxydant (Haleng, 2007).

1.2. Pathologie associée au stress oxydant : le diabéte

Le diabete représente un gros probléme de santé publique qui touche plus de 300 millions d’individus
dans le monde, avec une morbidité et une mortalité significatives. En plus des effets délétéres de la
maladie elle-méme, ces complications a long terme peuvent considérablement diminuer la qualité de
la vie des patients atteints de diabéte (Bang et al, 2017). Le diabete sucré est un trouble endocrinien

chronique caractérisé par la présence d’une hyperglycémiechronique, soit une glycémie a jeun
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supérieure a 1,269/l (7mmol/l) a deux reprises (Grimaldi, 2000) , attribuable a une carence insulinique

relative ou absolue (Franc, 2015).
Il existe deux grands types de diabetes (Grimaldi, 2000):

- Le diabete insulino-dépendant (type 1), qui survient le plus souvent avant 1’age de 20 ans et

représente 10 a 15% des diabétes.

- Le diabéte non insulino-dépendant (type 2), qui survient le plus souvent aprés 1’age de 50 ans
et représente 85 a 90 % des diabétes

e Lediabéte type 1

Le diabéte de type 1 est une maladie chronique caractérisée par la destruction des cellules béta
qui produisent I’insuline dans le cadre d’une susceptibilité¢ génétique, probablement en réaction a un
facteur d’environnement qui reste encore inconnu. La présence d’anticorps circulants spécifiques, la
susceptibilité génétique principalement associée au systeme CMH (major histocompatibility
complex).Le r6le de I’'immunité cellulaire suggerent fortement une précipitation auto-immune. Les
auto-anticorps circulants permettent de prédire la survenue d’un diabéte avant 1’élévation da la

glycémie dans les populations a risque (Marchand et Thivolet , 2016).

Chez I’homme, le DT1 est une affection dont 1’expression clinique est hétérogene. Ceci
concerne la grande variabilité de 1’dge de survenue, son association éventuelle a d’autres affections
auto-immunes et son caractére familial ou, beaucoup plus souvent, sporadique (90% des cas). Les

facteurs qui déterminent cette hétérogénéité ne sont pas connus.

Plusieurs études ont montré qu’il existait une prédisposition génétique au DT1. En effet, le fait
d’appartenir a la famille d’un patient diabétique de type 1 induit une prédisposition génétique pour
développer un DT1. Ainsi, 6 a 10 % des malades ont des antécédents familiaux de diabete au premier
degré, soit une prévalence environ 20 fois supérieure a celle de la population générale ou la prévalence
est de ’ordre de 0,3%. De plus, les jumeaux homozygotes ont un taux de concordance pour le DT1
d’environ50%, soit plus de 100 fois supérieur a la prévalence observée dans la population générale, ce

qui démontre un impact majeur de la génétique

L'association avec le diabete se fait essentiellement avec certains alléles de genes de classe 2
codant pour les molécules HLA (Human Leukocyte Antigen) DR et DQ dont certains sont
prédisposant et d’autres protecteurs. Le génotype conférant le risque le plus élevé est représenté par
une hétérozygotie DR3-DQ2/DR4-DQ8 (DQ8 pour DQA1*0301, DQB1*0302). En revanche, le
génotype HLA DQB1*0602 confere une protection vis-a-vis du risque de diabéte. Le systeme HLA

abrite aussi d'autres genes impliqués dans la genése du diabete, comme l'alléle de classe | HLA 1A-24
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ou d'autres genes de classe 111 comme le TNF-a. Il existe, par ailleurs, d'autres genes de prédisposition

a distance du systeme HLA et au moins 25 régions sont reperées (Benmohammed, 2015)

‘rTEIﬂJ'?’?E."E HL.:':'L-G MlGA
PRSS16  MASIL' HLA-A HLA-E -
i;_J | ji 1 ﬁ | | I- | | | | rl | | | | | | |I-|LA-IB
" l |
|
Class |
TNF DQA1
MICBLTA CFB pra DRBY DQBH DPB1 TPR3
7 i Wl @ 01g9EE ™ —
[T AIF-1 NEU1 TNXB NOTCH4 BTNL2 DRB35 Tapz  DPA1 RXRB TAPBP
| | | | | | | | | | -l—"'lll':l:l‘1 | | | | |
| , I\ J
[ [ Centromera—
Class Il Class |l

B Genes encoding classical HLA.

g HLA region genes for which T1D association has been reported in studies with
replication cohorts or in more than one independent study.

Figure 27 : Représentation schématique des génes sélectionnés dans la région HLA. Les génes HLA classiques
sont représentés en noir. D’autres génes ne sont pas signalés comme étant T1D-associé. Les limites

approximatives des régions de classe |, de classe Il et de classe 11 sont indiquées par crochets (Janelle, 2012).

Le développement de toute maladie auto-immune traduit la rupture de la tolérance immunitaire
vis-a-vis de certains antigénes du soi. Ces antigénes peptidiques sont présentés aux lymphocytes T par
les cellules présentatrices d’antigenes (cellules dendritiques et macrophages, principalement) grace aux
molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). L’interaction de ces molécules du CMH
avec les récepteurs a I’antigéne des lymphocytes T (TCR) conduit a une activation lymphocytaire
spécifique a ’antigéne présenté. Cette activation implique donc un complexe peptidique associant le
TCRet les molécules CD3, mais elle met également en jeu des co-signaux qui amplifient ce
phénomene d’activation et induit la prolifération des lymphocytes T. Parmi ces signaux de co-

stimulation, citons le role crucial des molécules B7 et CD28, ainsi que CD40 et CD40L.
Dans les années 1970 ont été decouvertes (Laporte-Daube C, 2013):

v’ la présence d’auto-anticorps sur les coupes de pancréas.
v D’expression de molécules du CMH spécifiques chez les patients atteints de

diabete de type 1.
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v D’existence de lymphocytes T activés contre des antigénes exprimés par les

cellulesp.

Les cellules B du pancréas expriment le VDR (Vitamin D resptor) et ont une activité 1 o-
hydroxylase. La vitamine D participe a la modulation de la sécrétion de I’insuline et de la sensibilité a
I’insuline, en régulant les flux calciques transmembranaires et la concentration calcique extracellulaire.
Les propriétés immuno-modulatrices de la vitamine D peuvent agir sur le processus auto-immun qui
conduit au DT1. L’administration de vitamine D chez les souris permet de prévenir la réaction
immunitaire contre les Tlots de Langerhans et la survenue du diabete. Chez certaines populations,
’association entre un ou des polymorphismes du géne VDR et le risque de DT1est rapportée. Dans
une étude de cohorte, il a ét¢ montré que I’administration de vitamine D régulierement pendant la
premiére année de vie réduisait le risque relatif de survenue d’un DT1 avant 33 ans dans pres de 90 %

en comparaison avec 1’absence de supplémentation (Bahri et al, 2013)

e Le diabete type 2

Le diabéte type 2 est une maladie métabolique caractérisée par une hyperglycémie chronique
dont les éléments physiopathologiques comprennent une résistance accrue des tissus périphériques
(foie, muscles) a I’action de I’insuline, une insuffisance de sécrétion d’insuline par les cellules B du
pancréas, une sécrétion de glucagon inappropriée, ainsi qu’une diminution de 1’effet des incrétines

(hormones intestinales stimulant la sécrétion postprandiale de 1’insuline) (Slama-chaudhry et al, 2013).

Il existe un facteur génétique indéniable dans la transmission du diabete de type 2, faisant
intervenir probablement des mécanismes polygéniques. D’apres les études familiales, 30% environ des
diabétique de type 2 ont au moins un parent diabétique dans leur famille. Lorsque les deux parents sont
diabétiques de type 2, le risque pour les enfants de développer la pathologie est multiplié par deux

comparé au risque encouru si un seul des parents est concerné (Bernard et al, 2013)

Prés de 90% des sujets diabétiques de type 2 présentent ou ont présenté un exces pondéral.
L'obésité est un facteur de risque évident de développement du diabéte de type 2. Le type de I'obésité,
caractérisé par le mode de répartition des masses adipeuses, doit étre également considéré de maniére
attentive. En effet, c’est la répartition des graisses de type androide, c'est a dire au niveau abdominal et
périviscéral, qui semble délétere sur le plan métabolique. A I'opposé, I'obésité gynoide (répartition des
graisses a la partie inférieure du corps) aurait un effet protecteur vis a vis de ces complications
métaboliques (Abbasi et al, 2017).

Le récepteur de I’insuline RI appartient a la famille des récepteurs de facteurs de croissance qui
possédent une activitétyrosine kinase dans leur domaine intracellulaire. Le RI estformé de deux

chaines a extracellulaires reliées par des ponts disulfure & deux chaines B transmembranaires. On peut
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considérer le recepteur comme un hétérodimere pré-associé dans la membrane. Chaque sous-unité o
possede un domaine complet de liaison de I’hormone situé¢ de part et d’autre d’une séquence riche en
cystéines permettant 1’établissement de ponts disulfure structurant ce domaine. Cependant, une seule
molécule d’insuline, en se liant avec une haute affinité sur les deux sous-unités o, va permettre
d’activer complétement le récepteur. Les sites vacants ne peuvent alors étre occupés qu’avec une basse
affinité par une autre molécule d’insuline, du fait de I’encombrement stérique du domaine de liaison

par la premiere molécule et ne participent pas a 1’activation du récepteur (Mangmool et al, 2016)

Insulin Receptor N N
a subunit
)
N S S S N
S S y
Outside of cell C c B subunit
(
{
Cytosol
Tyrosine
kinase —
domains
C C

Figure 29: Structure de récepteur de I’insuline (Mangmool et al, 2016)

Lors de la liaison de l'insuline a son récepteur, une cascade d'événements intracellulaires dans les
cellules est initiée. Le récepteur d’insuline en état de phosphorylation active des protéines de substrat
telles que Shc et IRS. La phosphorylation de Shc favorise la formation du complexe Shc / Grb-2 /
SOS qui stimule la voie MAP kinase, entrainant la mitogénése, la croissance cellulaire et la

différenciation (Mangmool et al, 2016) :

Les protéines IRS phosphorylées interagissent avec de nombreuses autres protéines de
signalisation, y compris Grb-2 et PI3K et changent la fonction cellulaire. PI3K catalyse la formation
de PIP3 qui, a son tour, active Akt et aPKC, et contréle de nombreux aspects de I'action de l'insuline, y
compris la synthése des protéines, la synthese du glycogéne, et le transport de glucose par
translocation de GLUT4 a la membrane plasmique. Le glucose qui pénetre dans les cellules est

rapidement phosphorylé par I’hexokinase pour générer du glucose-6-phosphate (G-6-P) et est ensuite
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utilisé pour le métabolisme et / ou stocké dans les cellules sous forme de glycogene ou TG (Strycharz
etal, 2017).
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Figure 30 : la voie de signalisation de 1’insuline (Mangmool et al, 2016)
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La phosphorylation des résidus sérine ou thréonine semble jouer, vis-a-vis du récepteur et des
protéines IRS, un réle antagoniste de celui de la phosphorylation des seuls résidus tyrosine, intervenant
probablement de fagcon majeure dans les mécanismes de résistance a I’insuline. Cette phosphorylation
des résidus sérine ou thréonine permettrait de mettre fin a I’activation physiologique du récepteur, son
exacerbation en pathologie ayant en revanche un role délétere induisant une résistance a 1’hormone
(Capeau, 2003)

In TNFOL Ins
Acides gras
libres

PTB

PH
960 Tyr—P 60 Tyr—p PTB
307 Ser—P
l IRS
Ser\—P /
IKKPB e pI3K /

M JNK  <+———MAPK
_ AcylCoA > PKCB
Diacylglycérol

Action de I'insuline

Figure 31 : Inhibition du signal insuline par phosphorylation sur Ser/Thr
des protéines IRS (Capeau, 2003)

Cette phosphorylation peut résulter d’un rétrocontrdle du signal insuline ou de I’action d’autres
agents comme le TNFa (tumor necrosis factor a) et les acides gras libres, mais aussi de I’'IL - 1B, et
méme I’insuline. La kinase IKK B (inhibitor of nuclear factor kB kinase), la MAP-kinase et surtout la
Jun kinase (JNK) sont capables d’effectuer de telles phosphorylations. En phosphorylant la sérine 307
de ’IRS1 murin, la JNK empéche I’interaction du domaine PTB de IRS1/2 avec la tyrosine 960
phosphorylée du RI et donc la transmission du signal insulinique. Cette kinase est activée par 1’insuline
et par le TNFa. Par ailleurs, I’élévation des acides gras libres et I’accumulation du diacylglycérol et
d’acylCoA pourraient conduire a une activation de la PKC 6 et a une phosphorylation de I’IRS1 sur
les résidus Ser/Thr (Capeau , 2003).

4. Le matériel végétal utilisé dans cette étude : arbuste Rubus fruticosus

L’arbuste Rubus fruticosus fait partie de la famille des Rosacées qui cohabitent avec les
Fabacées, les Crassulacées, les Saxifragacées, les Platanacées et quelques autres. Elle compte environ
120 genres et 3 000 especes (30 genres et 150 espéces dans la flore de France) vivant principalement
dans les régions tempérées de I'némisphere nord. Elle partage avec les Fabacées le fait d'avoir des
feuilles stipulées et des graines exalbuminées. Elle en différe par ses fleurs presque toujours régulieres

et ses fruits de nature variée qui ne sont jamais une gousse (Reille, 2016).
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Noms communs synonymes : Ronce arbrisseau, Aronce, Catimuron, Mdrier sauvage, Mdrier des

haies, Mdrier de renard, Mdron, Mdre (Wehrlen, 1985).

La famille des Rosacées est divisée en 5 sous-familles :

Rosaceae

sous-familles

\4

[ SPIRAEOIDEAE I NEURADOIDEAE I ROSOIDEAE I MALOIDEAE ICIRYSOB.—\L-L\'O]DIA[]

l

Genre [ Rubus ]

l

[ Rubus fruticosus ]

Figure 32 : Systématique de Rubus fruticocus, famille des rosaseae (Bulletin annuel, 2011)

Nom botanique de I'espéce étudiée : Rubus fruticosus (Famille des Rosacées).

Les ronces sont des sous-arbrisseaux vivaces, plus ou moins épineux, dont la souche ligneuse
produit de longs rejets d'une longueur moyenne de 2 m, appelés turions ou sarments, a section
anguleuse. Ces rejets sont bisannuels et sont munis d'aiguillons droits ou crochus plus ou moins
nombreux. A la fin de la premiére année, les turions se recourbent, touchent terre a leur extrémité et

s'enracinent (Zia-Ul-Haq et al, 2014).
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Figure 33: Rubus fructicosus : tige et feuilles au stade bourgeonnement (A) et ses fruits (B)

Le fruit de Rubus fructicosus ressemblance avec le "fruit" du mdrier noir, (Morus nigra). C'est un
type de fruit assez rare dans le monde botanique, mais commun a tout le genre Rubus (auquel
appartient le framboisier, Rubus idaeus). C'est un assemblage de petites drupes : chacun des globules
charnus de la mdre est I'homologue d'une cerise, un petit fruit charnu a noyau, contenant une seule
graine (Reille, 2016).

4.1. Distribution mondiale

On trouve I’espéce Rubus fruticosus entre le 30e et le 65e paralléle de I'némisphere Nord et entre le
28° et 40° paralléle de I’hémisphére sud. Son aire de répartition s’étend sur toute 1’Europe, L’Afrique
du Nord(Atlas), I’Afrique australe, le Sud-Est de 1’ Australie, la Nouvelle-Zélande, les Etats-Unis et le
Chili. La ronce est également présente plus prés de I’Equateur, mais a des altitudes plus élevées (on en
trouve jusqu’a plus de 2 000 m d’altitude) (Wehrlen, 1985).

Figure 34 : La répartition mondiale de la Ronce. (Wehrlen, 1985)
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4.2. Classification botanique I’espéce Rubus fruticosus

La ronce commune, ronce des bois ou ronce des haies (Rubus fruticosus) est un arbrisseau épineux

de la famille des rosacées, d’aprés la classification il est une dicotylédone classée de la manicre
suivante (Zia-Ul-Haq et al, 2014):
Régne : Plantae
Sous-regne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae
Ordre : Rosales
Famille : Rosaceae
Genre : Rubus
Espéce : Rubus fruticosus

Le Rubus fruticosus est un Chaméphyte herbacé a base ligneuse : les pousses sont végétatives
durant la premiére année et floriféeres durant la seconde année. Le renouvellement des sarments
s’effectue par des pousses basales. Les uns, arqués, sont issus de bourgeons inférieurs, fixés sur la base
des sarments en place, les autres, plus vigoureux, sont issus directement de bourgeons fixés sur la

souche, donnant I’illusion de pseudo-drageons (Montegut, 1982).

Généralement, en fin de seconde année, les rameaux meurent et se desséchent (Richardson, 1980)
citent le cas de tiges ayant vécu 3 ans). Le rameau arqué qui les a portés meurt et disparait presque
totalement a son tour. Il ne conserve vivant que la base d’ou étaient parties les ramifications de
I’année, porteuses des boutons floraux pour I’année suivante, et ainsi de suite. Les sarments arqués de

deux ans qui portent les inflorescences peuvent se marcotter en entrant en contact avec le sol.
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Figure 35: Cycle de développement de Rubus fruticosus (D’aprés Montegut, 1982)
4.3. Composition en polyphénols du fruit

Les polyphénols sont des composes organiques, tres abondants dans les fruits de mdres, qui jouent
également un rdle sur la physiologie des plantes, particulierement dans la défense contre les biotiques
et le stress abiotique. (Huang et al, 2012)

Tableau 5 : Les polyphénols dans les fruits de mlres (Base Phénol explorer, 2013)

Les polyphénols Quantité (mg/100g)
Flavonoides 199,23
Acides phénoliques 57,43
Polyphénols 256,66

La teneur en flavonoides des fruits de mdres constitue la moitié des polyphénols (Base Phénol
explorer, 2013).
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Figure 36 : Profil de I” HPLC représente la nature des polyphénols qui compose les fruits de mares
(Huang et al, 2012)
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Tableau 6 : Composition en polyphénol des fruits de mires (Huang et al, 2012)

Numeéro de pic Composant
1 Acide gallique.

2 Gallocatechine.

3 Acide protocatechique.

4 Epigallocatechine.

5 Catechine.

6

7

9

Tannins (Proanthocyanidine).
Acide hydroxybenzoique.
Acide caféique.

10 malvidin-3-galactoside.
11 malvidin-3-glucoside.
12 p-coumaric acid.

16 quercetin-3-rutinoside.
17 Acide éllagique.

18 Myricetine.

19 quercetin-3-rhamnoside.
22 Luteoline.

Ry COOH Ry 2, ~COOH
HO Rz
R Rz
Ry=H, R;=H: p-hydroxybenzoic acid Ry=H, Ro=H, R;=H: cinnamic acid
Ry=H, R;=0H: protocatechuic acid Ry=H, R.=H, R;=0H: p-coumaric acid
Ry=0H, Ry=0H: gallic acid Ry=H, R;=0H, R;=0H: caffeic acid
Ry=0CH;, Rz=H: vanillic acid Ra=H, R=0CH, Rz=0H: ferulic acid

aH

HO o
- Rz
1
OH

oH O

R;=0H, R;=H: cyanidin

Ri=H, Rz=H, Ra=0H: luteciin R,=0CH,, R,=0CH," malvidin

R=0H, Rz=H, R:=H: kaempfercl

Ry=0H, Rz=0H, Rz=H: quercaiin I
Ri=0H, Rz=0H, Rs=0H: myricefin on OH
I OH Ho o ..
OH R
HO O. ..
HO oL .. @J R " OH
OH
W H Q
mc H oH
OH
eH ) R=H: epicatechin R=H: epicatechin gallate ~ OH
Catechin R=0H: epigallocatechin R=0H: epigallocatechin gallate

Figure 37 : Structures de certains composes phénoliques typiques détectés dans les fruits de mares
(Huang et al, 2012)
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4.4. Composition en polyphénols des feuilles

Les feuilles de mdres sont utilisées depuis trés longtemps pour leurs diverses propriétés et
composants, au Japon notamment, qui utilisent les jeunes riches en micronutriments et en polyphénols

(Huang et al, 2012) bénéfiques pour la santé humaine.
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Figure 38 : Polyphénols identifiés dans I’extrait de feuilles de mire, en utilisant 1'analyse
UHPLC-LTQ OrbiTrap MS/Ms analysis (Aleksandra et al, 2016)

Tableau 8 : Composition en polyphénols des feuilles de mlres (Aleksandra et al, 2016)

N° de pic Structure Nom de composé
1 C7H505 Acide gallique.
2 C13H1507 Acide gallique hexoside.
4 C13H1507 Acide dihydroxybenzoique hexoside.
8 C18H23013 Acide dihydroxybenzoique.
9 C16H1709 Acide 3-O- caffeoylquinique.
10 C15H1709 Acide caféique hexoside isomére 1
12 C15H1509 Acide p-coumaroylhexarique isomére 1
13 C13H1308 Acide caffeoylthreonique isomére 1
23 C15H1709 Acide cafeique hexoside isomére 3
26 C16H1708 Acide 3-O-P coumaroylquinique.
34 C20H13014 Acide ellagique hexuronide.
37 C17H1909 Methyl 3-O-caffeoylquinate.
47 C16H1909 Acide ferulique hexoside.
49 C17H1909 Méthyl 4-O- caffeoylquinate.
50 C19H13012 Acide éllagique pentoside.
59 C21H19012 Quercitine-3-O- hexoside.
60 C21H17013 Quercitine -3-O-hexuronide.
61 C14H508 Acide ellagique.
64 C27H20015 Kaempférol-7-O(6""-O rhmnosyl)hexoside.
66 C28H31016 Isorhamnetine-7-O(6""-O rhmnosyl)hexoside
71 C21H10011 Kampférol3-O-hexoside isomére 2.
74 C22H19013 Isorhamnetine 3-O-hexuronide.
78 C22H19011 Acide dicaffeocylthreonique.
81 C30H25013 Kaempférol3-O-(6""O-P-coumaroyl)hexoside.
82 C15H907 Quercetine.
84 C15H906 Kampeférol.
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La molécule 1-Deoxynojirimycine (DNJ) des mlres possede de  nombreuses activités

biologiques : activité antihyperglycémiante, anti-obésité et anti-virale (Zhao-Jun et al, 2016).

> La DNJ(1-Deoxynojirimycine) se lie de maniere compétitive au site catalytique de glucosidase
de I’intestin et inhibe ainsi son absorption de glucose (Chao-wei W. et al.,2016). la 1-
dexoxynojirimicine DNJ, connu sous le nom de moranoline, bloque donc I’absorption des glucides par

I’organisme,aussi la consommation de I’extrait des feuilles est recommandée dans un régime de perte de
poids (Hyerisam, 2013)

> Activité anti-virale : Les molécules dérivées de la déoxynojirimycine (DNJ) perturbent le
repliement et ’assemblage des glycoprotéines d’enveloppe et inhibent la formation de
particules virales (Chapel et al, 2004)
Les molécules alkylées a courte chaine (NB-DNJ) semblent agir différemment : un mauvais
repliement et une mauvaise glycosylation des protéines d’enveloppe incorporées dans les
virions pour le NB-DNJ, une modification de la composition en dimeres des virions et une
inhibition potentielle de I’activité canal ionique de la protéine p7 dans le cas du NN-DNJ/NN-
DGJ (Chapel et al, 2004)
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Cette étude a été réalisée au sein du laboratoire de Génie Microbiologiques et Applications et au
niveau de I’Animalerie, Chadbat Erssas, Université des freres Mentouri Constantine 1.
1. Matériels

1.1 Matériel végétal

L’étude a été menée sur les feuilles d’une plante de la famille de rosacées, Rubus fruticosus,
connue sur le nom murier sauvage, récoltées durant la période de bourgeonnement au mois de février

2017 a la commune d’El khroub de la région de Constantine (Est Algérie).

EZl  constantine

Cité
Universitaire
Mentouri N3 |
ezl sl
59400

(N3
| El Khroub
sl

Figure 39 : Géolocalisation du matériel végétal récolté de I’El khroub (Map data 2017, Google)

L’¢échantillon est ensuite Lavé puis séché. Le séchage de cette plante a été effectué dans un

endroit sec et a I’abri des rayons solaires et aussi de la chaleur pendant 8 jours.

A B

Figure 40 : Les feuilles de la plante séchées aprés 8 jours a température de 25°C (A).
Elles sont ensuite broyées en poudre (B), conservées a température ambiante jusqu’au jour de leur utilisation.

1.2. Préparation des extraits

Deux solvants sont utilisés dans 1’étape de I’extraction de principe actif : le méthanol (solvant

organique) et I’eau (milieu aqueux).

43

——
| —



Matériels et Méthodes

Extraction par le méthanol
25 g poudre de feuilles mises a macérer dans 500ml de méthanol a 100 % (w : v) sous une agitation
magnétique (Kika) pendant 48 heures (photo ci-joint).

Figure 41: Macération en milieu aqueux.

Le macérat est filtré 3 fois successives (les deux premiéres filtrations sur coton et la derniere sur

papier filtre Whatman N°2) comme le décrit le protocole suivant :

1 eére Filtration: Volume obtenue est 460 ml

j' | parcown |

2 eme Filtration: Volume obtenue est 420 ml

i L Par coton

3 eme Filtration : Volume obtenue est 310 ml

Papier
LWhatman N°2

L’extrait méthanolique est séché dans une étuve a 37°C pendant 24 heures. L’extrait sec est

récupéré par grattage puis conservé au réfrigérateur jusqu’a utilisation.

v Extraction par Ieau distillée

11 g de la matiére séche des feuilles sont mélangés a 220 ml de I’eau distillée, I’ensemble est agité a
température ambiante pendant 24 heures. La macérat est ensuite filtré une fois sur du coton et une
deuxieme fois sur du papier whatman N° 2 par une filtration sous vide.

( 1
L 4 )
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Figure 42 : Filtration sous vide du maceérat.

Le volume de filtrat généré est divisé dans les boites de pétri pour 1’étape de séchage dans 1’étuve.

2-Méthodes

2-1 Dosages des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux par la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu
(Biochem ) a été décrit en 1965 par Singleton et Rossi, largement répandue pour caractériser les extraits
végétaux d’origine diverse.
Principe :
La quantification des polyphénols totaux est réalisée par une méthode a base de Folin-

Ciocalteu (CFR). Ce dernier est constitué d'un mélange d'acide phosphotungstique (HsPW12049, Sigma

Aldrich) et d'acide phosphomolybdique (H3PMo12040, Sigma Aldrich) dans lesquels le tungstene et le
molybdene sont a 1’état oxydé. Mais en présence d’un réducteur (dans ce cas le cycle phénolique), le

bleu de tungsten et le bleu de molybdéne est formé (Agbor al, 2014)

>

Figure 43: Changement de couleur du a une réduction du molybdate d’ammonium(Jaune) avec le
noyau phénol du CFR (Bleu) (Agbor et al, 2014)
Les polyphénols totaux ont été déterminés par spectrophotomeétrie, suivante le protocole appliqué en
2006 par wong et al.
125ul d’extrait végétal dilué dans 1’eau et le méthanol (Méthanol/Eau ; 1 :1; v/v) est mélangé avec

500ul d’eau distillée et 125ul de réactif Folin-Ciocalteu. Apres 5 minutes, 1250ul a 2% de bicarbonate
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de sodium (Na2Co3) et 1000ul sont ajoutés. Aprés une incubation du mélange réactionnel pendant 90
minutes a température ambiante et a 1’obscurité, 1’absorbance est mesurée a 760 nm.

La courbe d’étalonnage est effectuée a partir d’une solution mere de 1’acide gallique a Img/ml dilué
dans le méthanol et de I’eau distillée (Méthanol/Eau; 1 : 1; v/v), préparer en paralléle et dans les

mémes conditions opératoires avec des concentrations variant de 0 a 500pug/mi.
2.2. Dosage des flavonoides

La quantification de contenu flavonoique est estimée par la méthode colorimétrique au trichlorure
d'aluminium (AICI3). Le trichlorure d'aluminium forme un complexe avec les flavonoides.

Principe :

L’addition de chlorure d’ammonium entraine la formation d’un complexe organométallique
. 3+ . 3+ - .
(Flavonoide-AlI°"). Dans ce complexe les ions Al vont réagir avec les fonctions alcools des 2cycles

aromatique et hétérocycle de la structure flavoidique. Cette réaction elle va générer un changement de

la charge et de la couleur de milieu réactionnel. (couleur jaune).

I

Figure 44: Réaction entre AICI3+ et les flavonoides (Molnar et al, 2014)
Méthode de dosage

Le protocole expérimental est décrit par Quitteir et al, 2000, Un millilitre d’extrait préparé dans du
méthanol et de I’eau (Méthanol/Eau; 1:1;v/v) est ajouté a 1ml de AICI3-6H20 (Solution
méthanolique de 2%). Aprés 1 heure de réaction, I’absorbance est lue a 415 nm.

La courbe d’étalonnage est effectuée par la quercétine a différentes concentrations (0- 100pg/ml),
dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage. Les résultats sont ainsi exprimés en mg
d’équivalent de quercétine par 1 g poids sec de I’extrait (mg EQU/g EXS). Toutes les mesures sont

répetées 3 fois.
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2.3. Détermination de ’activité antioxydant des deux extraits in vitro
v' Letest de piégeage du radical DPPH

Le DPPH (2,2 diphényl-1-picrylhydrasyl) est généralement le substrat le plus utilisé pour
I’évaluation rapide et directe de ’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme radicale libre

et la simplicité du protocole (Molyneux , 2004).

Principe :

Le test consiste a mettre le radical DPPH (de couleur violette) en présence des molécules dites «
antioxydantes » afin de mesurer leur capacité a réduire ce radical. La forme réduite (de couleur jaune)

n’absorbe pas, ce qui se traduit par une diminution de I’absorbance a cette longueur d’onde a 517 nm.

' \\~ A\ 0\\ ’ p—
:0 _ o S /l i N—O \ /
= ]
:({/N N\ / N_N?—>:+ AH  — ()//N <\ / NH——N = A
=0 ! N=O
l‘\ o \_7,’ o \_7
DPPH" DPPH-H
!
Radical DPPH La forme reduite de DPPH

Figure 45 : Forme réduite du radical DPPH (Molyneux, 2004)

La solution de DPPH a 0,2mM, soit 27,60mg dans 350ml de méthanol, doit étre préparée a
’obscurité et sous agitation facilitant la solubilisation de la poudre DPPH.

Méthode de dosage

Dans notre étude, ce test a été évalué suivant le protocole appliqué en 2007 par Kuramasamy et al.
Briévement, 1 ml d’une solution méthanolique de DPPH (0,2 mM) a été mélangé avec 1 ml de de
différentes dilutions des extraits de plante (0-1 mg/ml). Le mélange obtenu est ensuite gardé a 1’abri de
la lumiére a la température ambiante pendant 30 minutes. Puis I’absorbance est mesurée a 517 nm
contre un témoin compose de 1 ml de la solution de DPPH et de 1 ml de méthanol.

Les temoins positifs (Butylhydroxytoluéne, (BHT), Hydroxyanisole (BHA), et 1’acide ascorbique) et

le blanc sont préparés dans les mémes conditions opératoires.
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L’absorbance lue est ensuite transformée en pourcentage d’inhibition par rapport a 1’absorbance de la
solution témoin. Le tracé de la relation entre le pourcentage d’inhibition et la concentration en

composés phénoliques n’étant pas linéaire mais logarithmique.

P1 = (DO témoin - DO extrait) / DO témoin x 100

P1 : pourcentage d’inhibition.
DO témoin : absorbance du témoin négatif.
DO extrait : absorbance de 1’extrait.
L’étude de la variation de I’activité anti radicalaire en fonction de la concentration des extraits
permet de déterminer la concentration inhibitrice a 50% ou IC 50.
Plus la valeur de IC 50 est faible la propriété anti-oxydante de I’extrait est grande donc 1’extrait est

efficace
v Dosage de la capacité antioxydante totale « test de phosphomolybdate »

Le test du PPM (PhosPhoMolybdate) est une variante du test au DPPH. Au cours de ce test,
I’hydrogene et 1’électron sont transférés du composé réducteur (extrait antioxydant) vers le complexe
oxydant (PPM). Ce transfert dépend du potentiel redox, du pH du milieu et de la structure du composé
antioxydant (Prieto et al, 1999).

Principe :

Cette méthode est basée sur la réduction de Mo (VI) en Mo (V) en présence des composés

antioxydants et donc la formation d’un complexe vert de phosphate/Mo a un pH acide.

Antioxydant

g 5
Mo O 42 s MoO?*"
pH acide
MoO2* + Na,Po, Complexe
phosphate/ Mo(V)
Acide sulfurique (Vert

La capaciteé anti-oxydante totale est exprimée en milligrammes d’équivalent d’acide ascorbique par

gramme d’extrait Sec.

Méthode de dosage

Le protocole expérimental suivi est celui de Priéto et al (1999), la méthode consiste a introduire
dans un tube 200 pl de chaque extrait a différente concentrations mélangés a 2000 pl d’un réactif
compos¢ de H2S04 (0,6 M), de Na2P0O4 (28 mM) et du molybdate d““ammonium (4 mM). Le tube est

ensuite bien fermé puis incubé a 95°C pendant 90 minutes. Apres les avoir refroidis, 1’absorbance est
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mesurée a 695 nm. Le témoin est constitué de 200 pl de méthanol mélangé avec 2000 pl du réactif

mentionné ci-dessus.

Les échantillons et les témoins sont incubés dans les mémes conditions. Les résultats obtenus sont

exprimés en mg equivalent acide ascorbique par gramme de matiére séche de 1’extrait (mg AA/g EXS).

v Dosage du pouvoir réducteur PR
Le dosage de 1’énergie antioxydant réduisant les ions ferreux est une technique pour I’interprétation
de I’action des réducteurs (antioxydant) dans notre extrait méthanolique ou aqueux. Cette méthode est
d’abord été développée par Benzie et Strain année 1996 pour la quantification de I’acide ascorbique
dans le sérum ou le plasma.
Principe :
La méthode est basée sur la réduction de I’ion ferrique (Fe3+) en ion ferreux (Fe2+). Cette méthode

évalue le pouvoir réducteur des composés (Ou et al, 2001)
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Figure 46: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test PR entre le complexe ferricyanide ferrique Fe (I11) et

un antioxydant (AH).

Méthode de dosage

Le protocole utilisé au laboratoire est basé sur celui décrit par Oyaizu, (1986). Dans un tube a essai
en verre contenant 200 pl de solution d’échantillon a différentes concentrations, ont été ajoutés 500 pl
de tampon phosphate (0,2M : pH 6,6) puis 500 pl de potassium hexacyanoferrate [K3Fe (CN) 6] 1%
dans ’eau distillée. L’ensemble est chauffé a 50°C au bain marie pendant 20 minutes. Un volume de
500 pl d’acide trichloracétique (10%) est ensuite ajouté et le mélange est centrifugé a 3000 rpm
pendant 10 minutes. Un aliquote de 500 pL de surnageant et transféré dans un autre tube auquel ont été
ajoutés 500 pl d’eau distillée et 100 ul de FeCI3 1% fraichement préparé dans de I’eau distillée. Un
blanc sans échantillon est préparé dans les mémes conditions en remplacgant I'extrait par méthanol.

La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm contre un blanc semblablement
préparé, en remplagant D’extrait par le méthanol qui permet de calibrer ’appareil (UV-VIS
spectrophotomeétre). Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ;

( 1
L » )
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I’acide ascorbique dont I’absorbance a ét¢ mesuré dans les mémes conditions que les échantillons. Une
augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés.

3. Etude in Vivo : I’effet hypoglycémique et anti-hyperglycémique des 02 extraits
méthanolique et aqueux préparées a partir des feuilles de mQres

Cette étude est réalisée au niveau de I’ Animalerie, Université des Fréres Mentouri Constantine 1,

Chaabat Erssas.

3.1-Animaux

Des rats blancs (24 rats), méles uniquement, pesant entre 140 et 170 g (au début de
I’expérimentation), elevés au niveau de 1’animalerie du département de biologie animale, faculté des
sciences de la nature et de la vie, université de lhadj lakhder de Batna. Sont utilisées pour évaluer
I’effet de la plante sur la glycémie.

Ces animaux sont hébergés dans des cages munies d’un porte étiquette oU est mentionné le
Concentration utilisé et la nature de I’extrait dans chaque lot (formé de 4 rats). Ils sont acces libre a
I’eau et a I’alimentation standard fourni par I’Office National des Animaux du Bétail d’Alger (ONAB),
La température de I’animalerie est contrdlé 20°C=+ 1°C.

L’identification individuelle des expériences se fait a 1’aide des marqueurs colorés utilisées au
niveau des queues de ces rats.

3.2 -Préparation des extraits pour le gavage

Deux types d’extraits sont utilisé dans cette expérimentation : extrait méthanolique ou extrait

agqueux.
v’ Extrait méthanolique
On ajoute 250mg de poudre pour la préparation de la concentration 250mg/8ml et 500mg pour la

concentration 500mg/8ml. (Gbogbo et al, 2015)

250mg on bien SO00mg = -
de poudre obtenue avec figlta’t‘lon
les mémes étapes so‘lll:lr;]“ 1:::“‘
décrite en précede. \_

=--U—1}

S800ul de DMSO . Compléter avec I’eaun

(10%2%) de volume distillée jusqu’a le
totale. volume de Sml.

Figure 47 : étapes de préparation de 1’extrait méthanolique.

La préparation est donnée aux animaux par gavage.
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L’extrait aqueux : Mémes procédés que pour I’extrait méthanolique.
3.3-Effets dose-réponse des deux extraits méthanolique et agueux sur la glycémie

des rats normoglycemiques :
24 rats sont utilisés, ils sont repartis en 6 lots de 4 rats.
Lot 1 (Témoin) : de I’eau distillée (8mI/Kg).

Lot 2 : rats recevant un volume par rapport au poids de leurs rats la dose de 250mg/kg de I’extrait
méthanolique.

Lot 3 : rats recevant un volume par rapport au poids de leurs rats la dose de 500mg/kg de I’extrait
méthanolique.

Lot 4 : rats recevant un volume par rapport au poids de leurs rats la dose de 250mg/kg de I’extrait
agqueux.

Lot 5 : rats recevant un volume par rapport au poids de leurs rats la dose de 500mg/Kg de I’extrait
agqueux.

Lot 6 : Témoins positifs Rats traités avec le metformine a la dose de 500mg/Kg.

La glycémie est d’abord déterminée juste avant les traitements (la glycémie initiale). Apres le
traitement des rats, la glycémie est mesurée toutes les 30 minutes, pendant 2h, et le pourcentage de

variation de la glycémie par rapport a la glycémie initiale est calculé.

3.4-Etude des effets dose-réponse de I’extrait aqueux et méthanolique de la plante
lors du test de tolérance au glucose (Mesure de la glycémie chez les rats post -
traités) :

L’hyperglycémie est provoquée suit d’une administration par voie orale de glucose aprés 30 minutes
que les rats recoivent des extraits, ou la metformine, pour cette étude 28 rats sont repartis en 7 lots.
Lot 1(Témoin négatif) : rats recevant de 1’eau distillée (8ml/Kg) uniquement.

Lot 2 : rats recevant un volume proportionnelle ou poids de la concentration de 250 mg/Kg de I’extrait
méthanolique (8mI/Kg) et du glucose (4mg/kg).

Lot 3 : rats recevant un volume proportionnelle ou poids de la concentration de 500mg/Kg de 1’extrait
méthanolique (8mI/Kg) et 30 min apres, du glucose (4mg/Kg).

Lot 4 : rats recevant un volume proportionnelle ou poids de la concentration de 250 mg/Kg de I’extrait
aqueux (8ml/Kg) et du glucose (4mg/kg).

Lot 5 : rats recevant un volume proportionnelle ou poids de la concentration de 500mg/Kg de 1’extrait
aqueux (8ml/Kg) et du glucose (4mg/kg).

Lot 6 : rats recevant de 1’eau distillée (8ml/kg) et puis 4mg/kg de glucose 30 minutes apres.

Lot 7 : rats recevant le metformine a la dose de 500mg/kg, puis 4mg/kg de glucose 30 minutes apres.
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La glycémie des rats de chaque lot est mesurée juste avant I’administration de glucose ou de I’eau
distillée puis, apres le traitement, & des intervalles de 30 minutes, pendant 2 heures et 30 minutes.

Le pourcentage d’induction de I’hyperglycémie et le pourcentage de réduction de I’hyperglycémie
provoquee sont ensuite calculés.

4-Méthode d’analyse statistique et de tracée des graphiques

Les courbes et les histogrammes sont tracés par le Microsoft Excel 2010. Alors que [’analyse des
données est faite grace au logiciel XL stat pro, les résultats sont donnés sous forme de moyenne des
trois essais (n=3), sauf pour les tests in vivo qui sont des moyennes des 4 essais (n=4). La différence
entre deux valeurs est determinée par le test Student-Newman-Keuls et est considérée comme

significative pour P<0,05.
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Résultats et discussion

1- Détermination du rendement d’extraction et de la teneur en polyphénols

Notre étude est basé sur I’extraction par macération en utilisant deux types de solvants : solvant
méthanolique et de 1’eau distillée, de polarité différente respectives de 6,6 et 9,0 (Bourgou et al, 2016).

Le rendement est utile pour comparer la capacité des solvants a extraire les molécules suite a la
formule de (Lahmar et al, 2017).

(Poids obtenu apreés évaporation du solvant d’extraction / Poids de I’échantillon initial) x 100

30

25

*dk

20 R7%

20

T| 12,92%

15

10

Extrait MeOH Extrait Ag

Figure 48 : Comparaison entre les rendements de I’extraction méthanolique et aqueux
(Test T *** P<0.001).

L’extraction avec du méthanol a donné un rendement plus élevé 20,67% vs 12.92 % en milieu
aqueux. Ces rendements sont largement supérieurs a ceux obtenus par Asnaashari et al, (2015) avec
des rendements respectifs de 15.43% vs 11.87% avec les mémes solvants. Ces différences
s’expliquent par le contenu en polyphénols qui varie selon la localisation géographique (Les plantes

de I’auteur sont récoltées en Iran).

La teneur en polyphénols est estimée par la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu. Nous avons
utilisé I’acide gallique comme standard pour les polyphénols, en se basant sur la valeur d’absorbance
de la solution des deux extraits méthanolique et aqueux. Le réactif de Folin-Ciocalteu donne une
couleur bleu proportionnelle a la quantité des polyphénols. Les résultats sont comparées a une gamme
¢talon de 1’acide gallique en utilisant 1’équation de la régression linéaire du courbe (y = 0,0034x —
0,0084; R2=0,9987). Les résultats sont exprimés en mg d’équivalent d’acide gallique par un gramme
de I’extrait sec (mg EAG/g EXS).
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y=0,0034x-0,0084 4
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Figure 49: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique (Moyenne+ SD de trois essais)
*** - différence hautement significative P<0.001

La teneur en polyphénols dans I’extrait méthanolique est 3 fois supérieure a celle de 1’extrait
aqueux : 268.529 + 0,021 mg EAG/gEXS vs 87,058+ 0,001 mg EAG/QEXS de I’extrait aqueux, avec
une différence hautement significative (Test T de Student : P<0.001).

268,529+0,021mgEAG/g EXS I

87,058+0,001mg EAG/g EXS

Extrait MeOH

Extrait Aq

Figure 50 : Teneur en polyphénols totaux dans les deux extraits méthanolique et aqueux
en équivalent d’acide gallique
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La teneur polyphénolique dans I’extrait méthanolique est de 268,529 + 0,021mg EAG/g EXS
presque 2 fois supérieure aux résultats d’Asnaashari et al, (2015) qui ont trouvés 108,64 ug EAG/EXS).
Par contre, les extractions en milieu aqueux, sont équivalentes : 87,058 ug EAG/EXS la notre vs
86,8819 EAG/EXS. La teneur en polyphénols dans le méthanol est importante qui constitue le

meilleur solvant d’extraction dans cette étude et autres études (Aitfella, 2010).

Le meilleur solvant d’extraction dans cette étude est le méthanol. Puisque, la plupart des phénols
simples présents dans les vacuoles peuvent facilement étre extraits par les alcools. Ces composés sont
abondants dans les feuilles en géenérale. Donc notre extrait est riche en acides phénoliques. Ainsi que
les flavonoides polaires qui ne sont pas liés aux stérols, ou ceux qui sont présents dans les tissus
externes foliaires peuvent se solubilisées et sortir dans le méthanol (Aitfella, 2010), 1’équipe de
(Bourgou et al, 2016) recommandent une mixture constituée par eau: alcool 30: 70 (v: v), pour
améliorer les résultats, concernant I’extraction des lignines, nécessite une dégradation oxydative

préalable.

2- Détermination de la teneur en flavonoides totaux

D’apres la bibliographie, les flavonoides renferment plus de molécules bioactives que les
polyphénols (Gomez et al, 2006) et (Tapas et al, 2008). Aussi, nous sommes tentés d’extraire ce type de
molécules a partir de feuilles de la plante Rubus fructicosus et également par 1’utilisation des feuilles

en médecine traditionnelle (diabete, hypertension).

Le représentant des flavonoides est la quercétine, elle est donc utilisée comme standard (contréle
positif) a des concentrations variant de 0 a 70 pg/ml. Le courbe étalon donne 1’équation y = 0,0264x

+0,0293 ; R2=0,9951 (Fig.51)
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| Y=0,0264%+0,0293 R?=0,9951

60 70

Figure 51: Courbe d’étalonnage de quercétine, Moyenne + SD (n = 3).

53,11*+0,002mg EQ/g EXS
51,74+0,003mg EQ/g EXS B

E.MeOH

Figure 52 : Taux des flavonoides dans les deux extraits aqueux et méthanolique exprimé en
équivalent de quercétine (mg/ml)
L’analyse du de la Figure 52 révélent que :

v' L’extrait méthanolique contient une concentration en flavonoides de 53,11*+0,002 mg EQ/g
d’extrait sec contre 51,74 £ 0,003 mg EQ/g d’extrait sec pour I’extrait aqueux, quantité
statistiquement faible (P<0,05).
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v' Néanmoins les proportions sont relativement proches, ceci s’explique par le fait les

hétérosides sont hydrosolubles et également solubles dans les alcools (Grotenwold, 2006).

3. Evaluation des activités antioxydants in vitro des polyphénols et des flavonoides

Nous avons testé le potentiel antioxydant des polyphénols et les flavonoides par 03 tests

antioxydants différents pour infirmer ou confirmer nos résultats :
3.1. Le test de piégeage du radical DPPH

Les réactions d’oxydations sont nécessaires a la vie, mais parfois elles peuvent étre destructrices.
Mais les plantes et les animaux produisent des molécules antioxydantes endogenes : enzymes (GPX,
SOD, Cypt 450), cortisol, systeme glutathion, cytokines anti-inflammatoires...) ou exogénes apportées
par I’alimentation [polyphénols, caroténoides, vitamines D, A, C ou E, minéraux (Se, Mg,Cu, Zn ,Fe)]

qui vont limiter les dommages causés a la cellule.

Le test in vitro utilise le DPPH (2,2 diphényl-1-picrylhydrasyl) est généralement le substrat le plus
utilisé pour I’évaluation de I’activité antioxydante des molécules, en raison de sa stabilit¢ en forme

radicalaire libre et la simplicité de I’analyse (Haddouchi et al, 2016).

Ce radical posséde un électron non apparié sur un atome du pont d’azote, la réduction de DPPH est
détectable a I’ ceil nu, ainsi que par la méthode spectrophotométrie. La réduction de ce radical
s’accompagne par le passage de la couleur violette caractéristique de la solution de DPPH a la couleur

jaune (Bentabet et al, 2014).

Dans cette étude, la mesure de 1’absorbance est utilisée pour calculé les pourcentages d’inhibition en

utilisant la formule donnée (décrite dans la partie Matériels et Méthodes).

——BHT
~m-BHA

¢/ AC ASC
——EXT AQU
—+—EXT METH

3 10 al) 20 25 50 5] 100 150 200 250 500
Concentration en pg/ml

Figure 53: Pourcentage d’inhibition du radical DPPH® (Chaque valeur représente la moyenne de 03 essais +
SD).
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Pour évaluer I’effet antiradicalaire du DPPH, le calcul de % d’inhibition est reporté dans I’annexe qui
permet le calcul de I”’IC50.

120
95,821 8,222

100

80

60

40 | 16,7910,581 20,70+ 0,328

Valeur IC50 en pg/ml

+
8,63+ 0,065 7,07 £ 0,207

20

BHA BHT A asc Extrait Me Extrait Aq
OH

Figure 54 : Valeur de IC50 (en pg /ml)) des antioxydants de références et des extraits testés.

D’apres (Bettaieb et al, en 2017), plus la valeur de 1’ CIS0 est faible plus D’efficacité de de

I’extrait est meilleure.

Parmi les standards testés, 1’acide ascorbique, (Vitamine C, naturelle) posséde 1’IC50 la plus faible,
7,07+0,207 pg/ml, suivi par BHT (standard synthétique), 8,63+0,065 pg/ml. Ces IC50 reflétent
I’efficacité anti-oxydante de ces molécules .La molécule synthétique, BHA vient en troisieme position,
avec une valeur de I’IC50 de 16, 79+0,581 pg/ml. Cette différence s’explique par la nature chimique
des molécules. La différence d’efficacité entre la vitamine C et le BHA est hautement significative

(test T, P < 0,0001).

Comparé a la vitamine C et le BHT, les deux extrait sont relativement faibles que les standards.
Néanmoins, 1’extrait méthanolique une 1C50 4 fois plus inférieure a celle du milieu aqueux. Le méme

extrait a une IC50 relativement proche de celle de BHA, malgré une différence statistiguement

significative (P < 0.05).

Il existe d’ailleurs, une différence significative entre les extraits méthanolique et aqueux ; les

IC50 sont de 20,70+0,328 et de 95,82+8,222 respectivement.

Comparé a I’étude d’Asnaashari et al, 2015, nos extraits ont des capacités antioxydantes largement

supérieures :

v 20,70 pg/ml pour notre extrait méthanolique vs 65,043 pg/ml.
v 95,82ug/ml pour extrait aqueux vs 120,064 pg/ml.

—
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Ces différences sont dues a la teneur en flavonoides de nos extraits supérieure a celle de 1’auteur.
3.2. Capacité antioxydante totale (CAT)
La capacité antioxydante totale des deux extraits est exprimée en nombre d’équivalent d’acide

ascorbique par g d’extrait sec (mg EAA/g EXS), a partir d’une courbe d’étalonnage définie par leur
équation linéaire (y=0,4026x — 0,4761 ; R2=0,995)
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Figure 55 : Courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique. (Moyenne + SD de trois essais)

Les capacités antioxydantes des deux extraits sont présentées dans la figure suivante :

Test de la capacité antioxydante totale (g EAA/g EXS)
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Figure 56: Histogramme comparatif de la capacité antioxydante totale des deux extraits lors de développement

de la concentration. (Moyenne + SD de trois essais).
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*EXEDP0,0001

La capacité anti-oxydante de nos extraits est dose dépendante. Cependant, I’extrait méthanolique se
montre plus performant: & la dose maximale de 750ug/ml avec une capacité antioxydante de
236,5£1,145 pg/ml , valeur hautement significative (P <0.001) vs la capacité antioxydante de milieu
aqueux 109,866+0,635 pg/ml, la capacité antioxydante total de 1’extrait MeOH est 2 fois supérieure
que I’extrait aqueux. Ces résultats indiquent qu’il existe une différence hautement significative entre

les deux extraits.

3.3. Le pouvoir réducteur(PR)

La présence des réducteurs dans les extraits des plantes provoque la réduction de Fe3+/ complexe
ferricyanide a la forme ferreux. Par conséquent, Fe2+ peut étre évalué en mesurant et en surveillant
I’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu réactionnel a 700nm (Bougandoura et
Bendimerad et al, 2012).
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Figure 57: cinétique représente 1’évaluation de 1’activité antioxydante des deux extraits aqueux et

méthanolique en utilisant la méthode PR (chaque valeur représente la moyenne de trois essais£SD)

Les résultats obtenus dans la figure reflétent la capacité de I’extrait méthanolique et aqueux a

réduire les ions Fe3+ par rapport a la molécule antioxydante (1’acide ascorbique ou vitamine C)

On remarque que le pouvoir réducteur de 1’extrait méthanolique est largement supérieur (DO=1,86)

par rapport a I’extrait aqueux (DO=1,14), mais nettement inférieur a celui de 1’acide ascorbique.
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Le pouvoir réducteur de I’espéce Rubus fructicosus est probablement di a la présence de
groupement OH des composés phénoliques qui vont agir comme des donneurs d’électrons.

(Bougendoura et Bendimerad, 2012).
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2. Etude in vivo

2.1. Effet dose-réponse des deux extraits méthanolique et aqueux sur la glycémie des
rats Wistar normoglycemiques.

Cet essai vise a vérifier I’activité hypoglycémiante de 1’extrait méthanolique et aqueux des feuilles
de mares sauvages, de déterminer la durée de I’action et le temps optimal d’action.

2

—— Témoin Négatif: Eau distilée
O Extrait aqueux 250
—4— Exfrait Aqueux 500 —
—i— Extrait Méthaolique 250
—+— Extrait méthanolique 500
—o— Metformine 500 mg/kg

5

=
g

Concentration sérique du glucose (g/1)
=
8

e
2

=
8

30 Min 60 Min 90 Min 120 Min 150 Min

itement & la metformine ou a I'extrait aqueux de la plante Temps (Minutes)

Figure 58: Effet dose-réponse de 1’extrait méthanolique et aqueux des feuilles de mGres on comparaison avec
la metformine (Témoin positif) et de I’eau distillée (Témoin négatif).

La figure ci-dessus ’effet hypoglycémiant de nos extraits a différents concentrations par rapport a
la metformine, un inhibiteur du transport du glucose au niveau intestinal, le GIuT 2 (Dominik , 2017)

Les concentrations sériques du glucose sont reportées dans le tableau qui va suivre :
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Tableau 9 : Evolution de la glycémie chez les rats normoglycémiques en fonction du temps et des
concentrations des extraits (n=4)

Lot Doses Glycémie Evolution de la glycémie + écarte type
injectées | basale au Variation de la glycémie(%)
temps TO 30 60 90 120 150
(9/1)
Témoin 4ml/Kg | 0,95+0,10 | 0,99+0,06 | 0,93+0,10 0,87+0,09 0,93+0,005 0,96+ 0,25
négatif eau -4,17 3,13 8,33 3,22 -1,04
distillée
Extrait 250 0,73+0,05 0,94+0,15 | 0,98+0,18 0,89+ 0,08 0,81+0,04 0,77+0,08
aqueux 250 | mg/kg -30,14 -34,24 -21,92 -12,92 -5,48
Extrait 500 1,40+0,10 1,15+0,02 | 1,11+0,10 1,09+0,10 1,04+0,08 0,99+ 0,19
aqueux 500 mg/kg +14,81 +17,78 +19,26 +22,22 +25,93
Extrait 250 0,80+0,04 0,88+0,1 0,87+0,11 | 0,78+0,05 0,89+ 0,02 0,89+ 0,10
méthanolique | mg/kg -10 -10 +1,25 -11,25 -11,25
250
Extrait 500 0,94+ 0,03 | 0,98+0,04 | 0,835%0,09 | 0,815+0,09 0,7875+0,04 | 0,71+0,03
méthanoliqu | mg/kg -15,29 +1,18 +3,53 +7,06 +4,71
e 500
Metformine | 500mg/ | 0,94+0,11 | 0,87+0,07 | 0,81+0,07 | 0,86%0,02 0,80£0,07 0,71+0,10
Kg +6,62 +13,83 +8,51 +14,89 +23,41

L’administration de 1’eau distillée chez les rats témoins négatifs a la dose de 4 ml/kg n’a aucun
effet sur la glycémie basale (0,96+0,11g/l a 0,97+0,25¢/l), qui reste stable pendant toute la durée de
I’expérience (150 min). Ces résultats sont confirmés par I’étude de Gbogbo et al, 2015 ou la glycémie
demeure a la valeur de 0,980,099/l (Glycémie initial) pendant 1’expérience.

L’administration par voie orale des extraits aqueux et méthanolique a la dose de 250 mg/kg
pendant 150 min, n’ont aucun effet signification sur la glycémie aussi.

Par contre, I’administration des mémes extraits a la dose de 500 mg/Kg, ont un effet réducteur de
la glycémie de 14 % pour ’extrait aqueux, mais n’a aucun effet pour 1’extrait méthanolique pendant
les premieres 60 min jusqu’a une réduction respectives de 25,93% et de 4,71% apres 150 min.
L’extrait aqueux s’est montré plus hypoglycémiant et agit probablement sur le transporteur du
glucose Glut 2 (June, 2009). D’autres études corroborent nos résultats et démontrent un effet
antihyperglycémiant de I’extrait méthanolique des feuilles de Gnetum buccholizianum. (Nadomou et
al, 2014)

L’effet hypoglycémiant de I’extrait aqueux des feuilles de la plante Rubus fruticosus est 3 fois
supérieur a celui des fruits de la méme plante : 25,93 % vs 4,71%.

Concernant le témoin positif de 1’expérience, le metformine, est & la dose de 500 mg/kg, il
entraine une réduction importante de la glycémie (23,41%). Mais par rapport a 1’extrait aqueux est
au méme dose la réduction est plus importante que la metformine (25,93%).

Conclusion : I’extrait aqueux des feuilles de la plante Rubus fruticosus a la concentration de 500
mg/kg, s’est avéré parfaitement efficace dans la réduction de taux de glycémie sanguine & partir 60
min d’administration orale. Cet effet hypoglycémiant de I’extrait aqueux est équivalent celui de la
molécule de référence « metformine » a partir de 60 min d’administration orale avec des
pourcentages de réduction respectifs de 25,93% et 23,41% a 150 min.
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2.2. Etude des effets dose-réponse de I’extrait aqueux et méthanolique de la plante : test
de tolérance au glucose

/

—+—Témoin Négatif: Eau distilée —&—Temoin Positif: Glucose 4mg/kg 4~ Extrait aqueux 250

Concentration sérique du glucose (g/

== Extrait Méthaolique 250 =e—Extrait méthanolique 5
—&i—Metformine S00 mg/kg
30 min 60 min 90 MIN 120 MIN 150 Min
f Temps (minutes)
Administration du glucose 4g/kg

rétraitement a la metformine ou a I'extrait de la plante

Figure 59: Cinétique de la glycémie chez des rats hyperglycémiques prétraités avec
les deux extraits aqueux, méthanolique et la metformine.

La lecture de la figure 66 montre que I’hyperglycémie est provoquée par 1’administration de
glucose a la dose de 4g/Kg de poids corporel (par voie orale) a 60 min. Aprés ce temps,
I’administration des extraits aqueux et méthanolique de 250 mg normalisent la glycémie apres 150
min.

A la dose de 500 mg/kg, les extraits aqueux et méthanolique font descendre la glycémie a 0,85g/I
au bout de 150 min, néanmoins la metformine se montre plus efficace la fait descendre plus bas a
la concentration 0,65g/I de glucose sanguin.
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Tableau 10 : Réduction de I’hyperglycémie induite par le glucose chez les rats post-traités avec les deux
extraits des feuilles de la plante Rubus fruticosus et la metformine.

Glycémie 30 60 90 120 150

basale
Témoin 0,95+ 0,05 0,92+0,03 0,97+0,06 0,98+ 0,03 0,97+0,21 1,02+ 0,27
négatif : eau +3,16 -2,10 -3,15 -2,10 -7,36
distillée
Témoin 0,92+0,08 0,97+0,14 1,48+0,20 1,41+0,13 1,31+ 0,14 1,17+0,20
positif : -5,43 -60,86 -53,26 -42,39 -27,17

Glucose4mg/kg

Extrait aqueux | 0,96+0,05 0,91+0,06 1,24+0,18 1,38+0,16 1,20+0,04 0,99+ 0,16

250mg/Kg +5,21 -29,16 -43,75 -25 -3,13
Extrait agueux | 0,93%0,29 0,85:0,16 1,2740,25 1,24+0,27 1,1040,19 0,88+ 0,26
500mg/kg +8,61 -36,55 -33,33 -18,27 +5,38
Extrait 0,70%0,06 0,85+ 0,07 | 1,31+0,12 1,39+0,16 1,2040,25 1,01+ 0,18
méthanolique -21,42 -87,14 -98,57 -71,42 -44,28
250mg/Kg

Extrait 0,85+0,14 0,85+0,04 1,3520,24 1,19+0,12 0,95+0,28 0,88+0,11
méthanoligue 0 -58,82 -40 -11,76 -3,52
500mg/kg

Metformine 0,88+0,14 0,98+0,17 1,4510,32 1,07+0,39 0,74+0,24 0,630,19
500mg/kg -11,36 -64,77 -21,59 +15,91 +28,41

L’administration par voie orale de I’extrait aqueux a la dose de 250mg/Kg ne modifié pas
I’hyperglycémie au niveau des 90 min avec un pic de 1,380,169/l aprés 90 min de I’induction de
I’hyperglycémie, qui correspond au pourcentage de réduction (-43,75). Apres les 90 min on
remarque une diminution de taux de glucose puis une normalisation de la glycémie a 0,99+ 0,16g/I.
Cette normalisation de la glycémie par ’extrait aqueux est prouvé par 1’équipe de Chabane et al,
2013 par un extrait aqueux d’Ajuga iva L. Cette efficacité de I’extrait aqueux correspond au mieux a
la condition des ingestions des aliments chez I’homme.

A la dose de 500 mg/kg de I’extrait aqueux, I’effet hypoglycémiant est plus prononcé : il y a donc
un effet dose —réponse. Nos résultats sont étayés par les travaux de Keita et al, 1998 sur I’extrait
aqueux de feuilles de Scleocarya birrea ou la réduction de la glycémie est dose dépendante.

L’extrait méthanolique est & la dose de 250 mg/kg n’a pratiquement pas d’effet hypoglycémiant.
Au contraire, on observe une légere augmentation de la glycémie (qui passe 0,70+0,07g/l 1,01+0,18
g/l) aprés 150 min,

L’extrait méthanolique est a la dose de 500mg/kg ne posséde aucun effet modulateur du taux de
glucose pendant toute la durée de 1’expérience (150 min).

Les rats traités par la molécule de référence « Metformine » a la dose de 500 mg/kg, voient leur
glycémie se diminuer qui se normalise apres 90 min. A 150 min la glycémie diminue et atteint la
valeur de 0,63+0,19 g/l soit une réduction de 28,41%.

Conclusion : L’extrait aqueux des feuilles de la plante Rubus fruticosus a la dose de 500 mg/kg
entraine une réduction de I’hyperglycémie provoqué par le glucose (4 g/kg de poids corporel) chez le
rat Wistar. Cet extrait posséde des effets hypoglycémiants et anti-hyperglycémiant dont les
performances sont relativement loin de ’effet de I’inhibiteur du transporteur intestinal du glucose
Glut2 qui est la « metformine ». Cette efficacité de 1’extrait aqueux correspond au mieux a la
condition de I’ingestion des aliments chez ’homme.
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Selon la bibliographie, le mécanisme exact de 1’action des feuilles de mires sauvages sur
I’absorption intestinal du glucose n’est pas encore élucide.
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Conclusion et perspectives

La phytothérapie a existé depuis ’antiquité. Les plantes, par leur métabolisme secondaire,
synthétisent des métabolites de nature variée ou plusieurs études scientifiques ont démontré leurs effets
bénéfiques sur plusieurs pathologies (Katalinic et al, 2006, Umeno al, 2016). Plusieurs plantes ont
été identifiées comme ayant un potentiel antioxydant (Lee et al, 2000, Yawadio. et al, 2008;
Zivkovié J. et al., 2010 ). Les phénols, en particulier les bioflavonoides, sont trés intéressants par leur
propriété antioxydante en raison de leur origine naturelle et de leur capacité d'agir comme piégeurs
de radicaux libres ( Hertog et al, 1993, Simonetti et al, 1997, Katalinic et al, 2006).

Le diabéte est lié principalement au stress oxydant qui favorise le développement de la pathologie
en perturbant I’insulino-sécrétion (Auberval, 2010). La nature de 1’alimentation représente la cause
principale de I’apparition du stress parce qu’elle fournit les antioxydants comme les vitamines E et C,

les caroténoides, les polyphénols, et autres molécules.

L’¢tude phytochimique, des deux extraits méthanolique et aqueux des feuilles de la plante Rubus
fruticosus (mares sauvages), montre que 1’extrait méthanolique a une teneur hautement significative en
polyphénols 268,529***+ 0,021mg EAG/g EXS et un taux significative en flavonoides 53,11*+0,002
mg EAQ/g EXS, plus que I’extrait aqueux, 87,058+ 0,001mgEAG/g EXS en polyphénols et
51,74+0,003 mg EAQ/g EXS en flavonoides.

Dans la présente étude, nous avons ciblé [I’effet antioxydant (étude in vitro) et [D’effet
hypoglycémiant (étude in vivo sur des rats Albinos ) des polyphénols et des flavonoides des feuilles de
la plante Rubus fruticosus. L’étude in vivo est réalisée sur des rats Albinos ou nous avons administré
les extraits aqueux et méthanolique des feuilles Rubus fruticosus et mesuré leur capacité
hypoglycémiante. Les résultats de test dose-effet montrent que ’extrait aqueux a la dose de 500 mg/kg
possede un pouvoir réducteur hypoglycémiant de I’ordre de 25% (supérieur a 1’extrait méthanolique)

supérieur a celui de I’extrait méthanolique.

L’évaluation de I’activité antioxydante des deux extraits testés est déterminée par 3 tests : DPPH,
CAT et FRAP. Ces 3 tests montrent que les deux extraits méthanolique et aqueux possédent des
activités antiradicalaire non équivalente ou I’extrait méthanolique prédomine avec une IC50 =
20,70+0,328ug/ml (test DPPH) contre une IC50 de 95,82+8,222 Le test de capacité antioxydante
totale(CAT) est maximal dans la concentration de750ug/ml (236,5+1,145) pour I’extrait méthanolique,
largement supérieur a celle de I’extrait aqueux ( 109,866+0,635) , expliquée par sa richesse en

polyphénols ( 3 fois plus que I’extrait aqueux)..

Enfin, on peut conclure que les feuilles de mares Rubus fruticosus possédent des effets bénéfiques
sur la santé humaine (capacités antioxydante et hypoglycémiante) et son intégration a 1’alimentation
des personnes diabétiques peuvent réduire le taux de glycémie et au méme temps réduire le nombre

d’injection d’insuline par jour.
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Perspectives

La médecine traditionnelle en Algérie utilise les feuilles de mares sauvages pour soigner les brulures
dans les premieres semaines, aussi de diminuer la tension artérielle. Cependant, peu d’études

expliquent ces propriétés. Le perspective, il serait intéressant de :

v' Améliorer I’extraction des polyphénols et des flavonoides en salive artificielle d’un intérét
certain pour la santé humaine pour se rapprocher des conditions in vivo.

v Déterminer la composition des molécules bioactivess responsables de la baisse de tension
artérielle, probablement due, a I’existence de 1’acide Gamma Amino Butyrique (GABA) qui
controle 1’¢quilibre de la tension artérielle, comme dans les feuilles de mdrier blanc
(Gérard ,2013)

v’ Faire des études approfondies sur le mécanisme d’action des molécules bioactives des feuilles
pour expliquer leur effet sur les bralures.

v Déterminer le mécanisme hypoglycémiant : effet sur la sécrétion de I’insuline, effet sur le
tansporteur intestinal Glut2, effet sur les enzymes digestives (a-amylase, maltase...), effet sur la
synthése du glycogéne...
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Annexes

Annexe 1 : les valeurs d’absorbances de courbe d’étalonnage d’acide gallique (dosage des

polyphénols)
[C] Acide gallique Reépétition 1 Répétition 2 Répétition 3
12,5ug/ml 0,039 0,04 0,035
25 pg/mi 0,075 0,075 0,077
50 pg/ml 0,149 0,149 0,151
100 pg/mi 0,319 0,319 0,317
150 pg/ml 0,501 0,536 0,52
200 pg/ml 0,645 0,64 0,64
250 pg/ml 0,829 0,847 0,821
300 pg/ml 1,013 1,013 1,013
400 pg/ml 1,724 1,791 1,870

Annexe 2 : Les valeurs d’absorbances de courbe d’étalonnage de quercitine (dosage des
flavonoides)

[C] de quercitine Répétition 1 Répétition 2 Répétition 3

5ug/mi 0,138 0,126 0,124
10 pg/ml 0,345 0,369 0,345
15 pg/ml 0.503 0.604 0.505
20 pg/ml 0,532 0,532 0,533
30 pg/mi 0,833 0,842 0,842
40 pg/ml 1,13 1,093 1,109
50 pg/ml 1,382 1,375 1,39
60 pg/ml 1,547 1,547 1,57

Annexe 3 : Test DPPH

BHT (pg/ml)
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Standard BHA :
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Extrait aqueux :
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Annexe 4 : test CAT

[C] Acide Asc Reépétition 1 Répétition 2 Répétition 3
50 pg/mi 0,175 0,158 0,174
100 pg/ml 0,343 0,343 0,357
200 pg/ml 0,648 0,648 0,656
300 pg/ml 1,089 1,119 1,091
400 pg/ml 1,49 1,46 1,497
500 pg/ml 1,98 1,935 1,918
600 pg/ml 2,403 2,389 2,457
Annexe 5 : test FRAP
[C] Acide Asc Répétition 1 Répétition 2 Répétition 3

5 pg/ml 0,05 0,051 0,055
10 pg/ml 0,104 0,116 0,113
25 pg/ml 0,284 0,295 0,293
50 pg/mi 0,591 0,589 0,605
75 pg/ml 0,871 0,891 0,858
100 pg/ml 1,106 1,329 1,16

Extrait méthanolique :
Reépétition 1 Reépétition 2 Répétition 3

Sug/ml 0,053 0,061 0,055
10 pg/ml 0,055 0,055 0,065
25 pg/ml 0,066 0,066 0,065
50 pg/ml 0,199 0,192 0,197
75 pg/ml 0,248 0,278 0,264
100 pg/ml 0,354 0,314 0,379
150 pg/ml 0,527 0,527 0,513
200 pg/ml 0,697 0,686 0,685
300 pg/ml 0,961 0,962 0,961
400 pg/ml 1,246 1,36 1,164
600 pg/ml 1,952 1,753 1,894
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Extrait aqueux :

Reépétition 1 Repétition 2 Reépétition 3

5ug/ml 0,027 0,03 0,027
10 pg/ml 0,037 0,038 0,037
25 pg/ml 0,038 0,049 0,039
50 pg/ml 0,05 0,051 0,051
75 pg/ml 0,059 0,056 0,057
100 pg/ml 0,213 0,213 0,192
150 pg/ml 0,308 0,307 0,306
200 pg/ml 0,443 0,442 0,444
300 pg/mi 0,604 0,596 0,605
400 pg/ml 0,765 0,765 0,758
600 pg/ml 1,194 1,190 1,092
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Résumé : L'objectif de cette étude est la mise en evidence de [l'activité hypoglycémiante (in vivo) et
anti-oxydante (in Vitro) des polyphénols et des favonoides des feuilles de la plante Rubus fruticosus,
couramment utilisées en médecine traditionnelle comme agent antidiabétique ou antihypertensif.

Les polyphénols et les flavonoides de cette plante sont extraits dans du méthanol (1v :10v) ou
dans de I’eau distillé (milieu aqueux, 1v :10v).

Les teneurs en polyphénols (estimée par le test de Folin Ciocalteu) et en flavonoides (par le test
d’AICI3) sont différentes : 268,529 mg EAG/GEXS dans I’extrait méthanolique contre 87,058 mg
EAG/g EXS dans D’extrait aqueux. Les polyphénols des feuilles de Rubus fruticosus sont donc
mieux extraits par le méthanol que le milieu aqueux.

En ce qui concerne les teneurs en flavonoides, I’extrait méthanolique contient 55,909 mg EQ/g
vs 54,192ug EQ/g EXS dans I’extrait aqueux. Les teneurs en flavonoides sont équivalentes dans les
deux milieux d’extraction.

Le test de tolérance au glucose réalisé sur des rats de race Wistar pendant une durée de 150
min ou les extraits (méthanolique ou aqueux) des feuilles de la plante Rubus fruticosus a 250 mg/kg
ou 500 mg/kg sont administrés par voie orale. Les résultats indiquent un effet dose dépendante de
I’extrait aqueux a la dose de 500mg/kg. L’extrait possede donc un effet hypoglycémiant. Plusieurs
mécanismes hypoglycémiants existent parmi eux la capacité anti-oxydante des polyphénols ou des
favonoides démontrées dans de nombreux travaux.

Trois tests pour évaluer I’activité anti-oxydante des extraits méthanolique ou aqueux des feuilles
de la plante Rubus fruticosus : le test de piégeage de radical libre (DPPH), le test pouvoir réducteur
(PR) ou le test de la Capacité Antioxydante Totale (CAT). Les résultats sur 1’activité antiradicalaire
et/ou antioxydante montrent que ces polyphénols présentent dans les extraits ont une capacité de
piéger le radical DPPH° avec des 1C50 de 20,70 et 95,82ug/ml pour I’extrait méthanolique et
aqueux respectivement. Ce pouvoir antioxydant est confirmé par le test « capacité antioxydante
totale » et le test « pouvoir réducteur ». L’extrait aqueux est plus performant dans son pouvoir
antioxydant.

Conclusion : Les polyphénols et les flavonoides des feuilles de la plante Rubus fruticosus ont des

capacités anti-oxydante et hypoglycémiante (antidiabétique).

Mots clé : Feuilles de Rubus fruticosus, activité antioxydante (test DPPH, test FRAP et test CAT)

Test de tolérance au glucose.
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