République Algérienne Démocratique et populaire
Al Akl 8 genal) 4y 3l 3all 4y ) sganll
Ministere de 1’enseignement supérieur et de la recherche scientifique
alall Gl g el aalaill 3 ) 5
UNIVERSITE DES FRERES MENTOURI
CONSTANTINE 1
FACULTE DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE LA VIE

DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE ET DE BIOLOGIE CELLULAIRE ET
MOLECULAIRE

MEMOIRE

Présenté pour obtenir le dipldme de Master en science de la nature et de la vie

Spécialité : Biochimie appliquée

Etude phytochimique et évaluation de I’activité antioxydante
de la plante Medicago Truncatula : Etude d’article
scientifique

Présenté par : soutenu le : 19/10/2020
Bensid Abir
Mokhnache Hadjer

Devant le jury composé de :
Président : Dr. TENIOU Soumia Maitre assistante A UFM-Constantinel.
Encadreur : Dr. MEDOUKALI Imane Maitre de conférences B UFM-Constantinel.
Examinateur : Dr. GUENDOUZE Assia Maitre de conférences B UFM-Constantinel.

Année universitaire 2019-2020




Remerciements

Nous remercions notre bon Dieu, qui nous a donné la force et la patience d’accomplir ce

modeste travail.

Nous tenons a adresser nos sincéeres remerciement et le plus grand respect a notre
encadreur de mémoire Mme MEDOUKALI Imane, Docteur au département de Biochimie et
Biologie Cellulaire et Moléculaire a l'université des Freres Mentouri Constantine, qui nous a
guidé dans notre travail, Merci de nous avoir accordé votre temps, Merci d’avoir été tres

patiente avec nous, Merci d’avoir votre expérience a notre profit ,Merci de tout coeur .

Nous remercions les membres de jury d’avoir bien voulu accepter de juger ce travail. Nous

VOUS en sommes tres reconnaissants et en espérant étre a la hauteur de votre confiance.

A Dr. TENIOU S, Trouvez ici I'expression de nos respectueuses gratitudes et le témoignage
de nos profonds remerciements pour avoir accepté de présider ce jury. Veuillez accepter cher

maitre toute notre reconnaissance.

Nous remercions également l’examinatrice de ce mémoire, Madame GUENDOUZE A, Nous
vous adressons nos sinceres remerciements et nos profonds respects pour l’intérét que vous

apportez a ce travail.

En fin nos remerciements a tous ceux qui ont aidé a [’élaboration de ce mémoire du pré ou

du loin.



Dédicaces

Je dédie cet humble travail a Allah le tout puissant de m’avoir donné la santé, le courage et la
force de mener ce travail a bout.

A mes parents qui m’ont donné la naissance et la croyance religieuse. Aucun homogéne ne
pourrait étre a la hauteur de I’amour dont ils ne cessent de me combler. Que dieu leur procure.

A la lumiére de mes yeux, I’'ombre de mes pas et le bonheur de ma vie Ma mére Samia qui
m’apporté son appui durant toutes mes années d '€tudes, pour son sacrifice et soutien qui m’ont
donné confiance, courage et sécurité. Je prie Dieu pour qu il vous accorde santé et une longue
vie.

Merci Mama sans toi je ne serai pas arrivée jusque-la.

A mon exemple éternel, celui qui s’est toujours sacrifié pour me voir réussir qui m’a élevé,
éduque et ma donnée les actes les plus nobles de la vie pour grandir dans un environnement
sain : Mon pére Nasser-Eddine

A ma petite chére sceur, ma source de joie et de bonheur : Hanine que j ‘adore.
A mes chers fréres : Mustapha et Mohamed.
A la mémoire de ma grande mére : Fadhila j ‘aurais tant aimé que vous soyez présents.

A mes chers amis : Aicha, Lokmane, Hanifa, Assia, Hadjer, Ismail. Qui ont partagées avec
moi tous les moments de joie et de bonheur, je vous remercie pour votre amitié et votre soutient.

A tout le membre de ma famille Marmi, Bensid, et surtout & mes chéres cousines Lina,
Soundes, Fadi, Chaima. Amira, Beissen.

A tous ceux que J aime. Je dédie ce travail

Abir. B



Dédicaces

Avec joie fierté et respect je dédie ce modeste travail :

A celle qui m’a donnée la vie qui s’est sacrifié pour mon bonheur et ma réussite a ma mere :

Cherifa

A mon pére qui a été mon ombre durant toutes les années des études qui a veillé & me donner
[’aide a m’encourager et a me protéger : Miloud

A mes adorables sceurs Meriem et Batoul et mon frére Ismail que ce travail soit un exemple
pour vous a suivre et vous incite a mieux faire.

A mon dme sceur Aicha pour son immense amour son soutien son affection et les conseils qui
n’a cesse de m’apporter.

A mes grandes parents : Fatima et Hada .Recevez une profonde gratitude ici.
A mes chers amies : Abir, Yasser, Hanine. Qui ont partagées avec moi tous les moments de

joie et de bonheur je vous remercier pour votre amétier et votre soutien.

A tout le membre de ma famille Mokhnache et Ould bey, et surtout & mes chéres tantes Dalila
Hanifa, Sonia, Assia, Sabria . Soultana, Rachida.

A tous ceux que J aime

Je dédie ce travail

Hadjer. M



Sommaire

Liste des abréviations
Liste des Figures

Liste des tableaux

I OTUCTION . oo

1 ere Partie : Recherche bibliographique

Chapitre 1. Généralités

1. Famille des Fabaceae. ........oovirini e
2. Présentation du genre MediCago. .. .......ouiuiiriniiit e
2 O I 0 1 0] 1 01 =
2.2. Aire de répartition du genre MediCago. .........courerurrireiieirie e
2.3. Espéces spontanées du genre Medicago rencontrées en Algerie...............oooviiiiiiiiiiiiiiiieeeene,

3. Présentation de I’espéce étudiée (M. truncatula).....................ooiiiiiiinl.
3.1. Description DOtaNIQUE. ... ..cuorit it
3.2. POSItION SYStEMALIQUE. ... vttt e e e
3.3, Alre de rEPartitioN. ... ..ot
3.4. M. truncatula plante modele...............oooiiiiiii
3.5. Substances du métabolisme secondaire..............oooviiiiiiiiiii

Q. FlaVONOTUES. . ...

D, SAPONINES. ...t

3.6. Intéréts de M. truncatula.............ouiniiiiii e

a. Intérét phytochimique. ... ...

D, INtErét therapeuUtiQUE. .. ... e

C. It GBNBLIQUE. ... e

d. INtErét agrONOMIGUE. ... . ettt e e e e

Chapitre 11. Les composés phénoliques

1. Classification des composés PheNolIQUES. .........c.ovviniiiiii e,
L1 FIaVONOTAES. ... et
1.1.1. Structure chimique des flavonoides...............ccooviiiiiiiiiiiiee
1.1.2. Classification des flavonoides. ...........oooviiiiiiiii e,

A Flavomnols. .....oouoii e

D. 1SOFIAVONOITES. .. ... e

C. FIAVANONES. . . ..ot



Sommaire

o ANENOCYANES. .. .ottt e e e e 14
1.1.3. Biosynthese des flavonoTdes. ... ......o.oiniiii e, 14
1.1.4. Propriétés antioxydantes des flavonoides. ............oouiiiiii 14

S T 1010 10 16
1.2.1. Propriétés physicochimigques des SAPONINES. ...... ..ttt ettt ettt et 16
1.2.2. SapPONINES tHtEIPENIGUES. . ... ettt ettt et et e e e e e e e et et e e 16
1.2.3. SAPONINES SEEFOTAIGUES. .. ..ottt et e e e e e e et et et e e e e e eens 16
1.2.4. Propriétés pharmacologiques des SAPONINES. .........c.iuiniirinie it 16

Chapitre I11. Stress oxydant et activités antioxydantes

L TS0 D 7 0 18
2. Espéces réactives de I’'oxXygene (ERO)........oouiiiiiii e s 18
2.1. Antioxydants et systémes de defense...........ooiiiiiiii i 19
2.2. ANLIOXYdaNtS ENZYMALIGUES. . .. ..ttt ettt et et et e e et e et et e e 20
2.3. AntioxXydants NON ENZYMATIQUES. . ... ..ueuut ettt et et et et e et et e e et eeteateeseaaeaneenneaneanaenns 21
3. ANLIOXYANTS 0E SYNENESE. .. .ottt e e 22
4 .Consequence du Stress OXYdatif. ... ..ot 23
5. Quelques activités biologiques antioXYdantes. ..........ouiiiriri e 23
5.1. Piégage du radical 2.2 diphényle-1-picrylhydrazyl (DPPH)..........ccooiiiiiiiiiiieeceee, 24
5.2. Test de la capacité antioxydante par reduction de cuivre (CUPRAC).........ccooviiiiiiiiiiieenns 24
5.3. Capacité de piégeage du radical-cation ABTSe +........ooiiiiirii e 25
5.4. Capacité de réduire I’ion ferrique (pouvoir FEAUCTEUN).........oieiriiir i 25
5.5. L activité de phénanthroline. ....... ... i e 26

2 éme partie : Etude expérimentale

Chapitre 1. Matériel et Méthodes

1.

1.

MaLEriel VEGELAL. .. ... e e e e 26

1.1. Germination des graines de M. trunCatula..............oooiiiiiii e 26

S U\ o (L o0 S S UP 30

1.3, RECOIE des PIaNteS. .. ..ottt e 31

1.4. Préparation de la poudre VEQALale. ..o 31
3 éme partie : Etude d’article scientifique

Matériel €t MEtNOAES. ... .. e e e e 34

L1 Materiel VEGELaL. .. ... e 34



Sommaire

1.1.1. Isolement, purification et identification des dérivés de l'apigénine......................coeenni, 34

1.2. Isolement du plasma NUMAIN. ... e, 35
1.3. Biomarqueurs du Stress OXYdatif. ... ... ... 35
1.3.1. Mesure de la peroxydation plasmatique des lipides.............coooviiiiiiiiiiiiie, 35
1.3.2. Mesure du groupe CarbonyIe. ... ... 35
1.3.3. Détermination du groupe thiol....... ... 35

1.4. Parametres de COagUItIoN. ... .. ..ottt 35
1.5. Lanalyse des dOnnEes. ... ..o 35

3. RESUIALS 6t AISCUSSION. ... e ettt e e e e e e e ettt e e e e s eneaanas 36
A, CONCIUSION. ..o e e e 40
CONCIUSION GENBTAIE.........iiieeeie e ettt st s et s e st s et et es et et en e e seseeneeneen seneans 41

Réferences bibliographiques
Annexes

Résumés



102
ABTSe+
ADN
APTT
BHA
BHT
CUPRAC
Cm

°C
DPPH
EDTA
ERO
ESI

6-
Fe2SO4
H2S04
H202
H3PO4
MeCN
MeOH
MS

m/z
NO-

nm

02e
*OH
ONOO-
PT
RMN
TBARS
TT

Liste des abréviations

Oxygene singulet
3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique

Acide désoxyribonucléique

Temps de thromboplastine partielle activée
Butyl-hydroxy-anisole

Butyl-hydroxy-toluéne carboxylase/oxygénase L

Cupric Reducing Antioxydant Capacity
Centimetre

Degré celsius
1-diphenyl-2-picrylhydraxyl

Acide éthylene-Diamine-tétra-Acétique
Especes oxygénées réactives
L'ionisation par électronébulisation
Electron

Sulfate ferrique

Acide sulfurique

Peroxyde d’hydrogéne

Acide phosphorique

Acétonitrile

Méthanol

Spectrométrie de masse

Rapport masse /charge

Monoxyde d’azote

Nanométre

Anion superoxyde

Radical hydroxyle

lon peroxynitrite

Temps de prothrombine

Résonance magnétique nucléaire
Substances réactives a l'acide thiobarbiturique

Temps de thrombine


https://www.aquaportail.com/definition-473-acide.html
https://www.aquaportail.com/definition-11720-ethylene.html
https://www.aquaportail.com/definition-7670-tetra.html

Figure 01.
Figure 02.
Figure 03.
Figure 04.
Figure 05.
Figure 06.
Figure 07.
Figure 08.
Figure 09.
enzymatique
Figure 10.
Figure 11.
Figure 12.
Figure 13.
Figure 14.
N £ T3 o P
Figure 15.
Figure 16.
Figure 17.

Figure 18.

Liste des figures

Carte de répartition géographique des Fabacées (en rouge)..........ccovvveiiiiiiiiiiiinnnnnnn.
Origine géographique des MediCagO0. .........o.ouiririii e,
La Plante Medicago Truncatula.............coiiiiiiri e,
Les différentes classes des composés phénoliques...........covviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiinennn,
Structure du FIavone. ...
Structure des 1S0flaVones. ... ..ot
Composantes de la balance entre les molécules anti- et pro-oxydantes.........................
Origine des différents radicaux libres oxygénés et espece réactives de I’oxygene............

Les défenses antioxydantes : complémentarité entre systeme non enzymatique et

Structure chimique de BHA et BHT ... ..o,
Equation de radical DPPH transformé en DPPH....................ooiiiiiii
Formation et piégeage du radical ABTS  + par un antioxydant donneur de He...............
Schéma sur la réaction de test FRAP (ferric reducing antioxydant power).....................

Localités géographiques des 10 accessions de 1’espéce M. truncatula dans le Nord

Les graines de la plante Medicago truncatula..................oooiiiiii i
Le développement des graines de M.truncatula dans la plaque alvéolée aprés 15 jours......
Les 10 plantes de M.Truncatula cultivées en serre dans des pots...............ccevevveninnnn.n.

La photo a été prise lors de l'arrosage d'une plante sept jours apres

| (501221 (o) | P

Figure 19.

Figure 20.

Les plantes de M.truncatula aprés 8 semaines de développement.................cceeeeeeennn.

Le Matériel utilisé lors de la récupération des parties aériennes des plantes M. truncatula....

03

05

07

11

12

13

18

19

20

23

24

25

26

27

29

29

30

30

31

31



Figure 21. Les différentes étapes des récupérations des parties aériennes de la plante M.Truncatula
(A-stérilisation, B- coupure, C-ringage avec 1’cau distillée, D- séchages a I’air libre, E-broyage)......... 32
Figure 22. Structures de dérivés d'apigénine isolés des parties aériennes de Medicago

EPUNCAIUIAL ...ttt bbbt h et e st ee s e ne e nn e et et e e st n et enes 36
Figure 23. L’effet de 1'apigénine et de sept de ses dérivés (composés 1 - 5) sur la peroxydation des

lipides plasmatiques induit par H2 O 2 / Fe. ..o 37
Figure 24. L’effet de I'apigénine et de sept de ses dérivés (composés 1- 5) sur la carbonylation des

protéines plasmatiques induite par H2 O 2/ Fe. ... 37
Figure 25. L’effet de I'apigénine et de sept de ses dérivés (composés 1 - 5) au niveau des groupes thiol

dans les protéines plasmatiques traitées Par H2 O 2/ Fe.....oooiiiiiiiii e 38
Figure 26. L’effet de I'apigénine et de sept de ses dérivés (composés 1 - 7) sur l'activité de coagulation

du plasma humain (APTT (A), PT (B) €t TT (C)).nueniintiiiiii e e, 38



Liste des tableaux

Tableau 01. Especes annuelles et pérennes du genre Medicago rencontrées en Algérie................... 05
Tableau 02. La répartition de saponines a travers les différentes parties de M. Truncatula......... .. ..... 09
Tableau 03. Origines géographiques des 10 accessions étudiées, avec les paramétres éco-

gE0graphigquESs COTTESPONAANES. ... ...\ttt ittt ettt et et e et et et e et e e 28
Tableau04. Une comparaison de I’effet de l'apigénine et de ses dérivés (composes 1 - 5) sur les

biomarqueurs du stress oxydatif dans le plasma traité avec H 2 O 2/ Fe et coagulation .................... 39



Introduction génerale



Introduction générale

La région méditerranéenne d’une maniére générale, avec son climat doux et ensoleillé est
particulierement favorable a la culture des plantes médicinales (Anthoula., 2003).Ces plantes
ont été traditionnellement employées pour la prolongation de la durée de conservation des
aliments(Wang et al.,2010).

Durant ces deux derniéres décennies, la recherche en phytothérapie devient une des plus
grandes préoccupations scientifiques (Niyahnjike et al., 2005). Depuis toujours, les plantes
médicinales ont été utilisées pour prévenir ou traiter diverses maladies. Selon des études
pharmacologiques plus de 1200 plantes utilisées a travers le monde, en médecine traditionnelle,
pour leurs activités biologiques(Bisht et al., 2010).

Ces maladies sont a I’origine du stress oxydatif et sont dues généralement a la production
excessive des especes d’oxygene (ERO) et qui pourraient devenir toxiques pour les composants
majeurs de la cellule ; les lipides, les protéines et les acides nucléiques (Valko et al., 2006).
Ceci provoquerait un dysfonctionnement cellulaire et serait impliqué dans diverses pathologies
telles que les maladies cardiovasculaires, le cancer, le diabéte, les maladies neurodégéneératives
(Alzheimer, Parkinson) et le processus de vieillissement (Aruoma., 2003). De nos jours, nous
comprenons de plus en plus, que les principes actifs des plantes médicinales sont souvent liés
aux produits des métabolites secondaires, qui sont largement utilisés, comme des agents
préventifs anti-inflammatoires, antimicrobiens, antiseptiques, diurétiques, Mais essentiellement

antioxydants qui défendent contre le stress oxydatif (Bourgaud et al., 2001 ; Kar., 2007).

Les antioxydants sont des molécules naturelles ou synthétisées presents dans les aliments en
vue, notamment : les especes, le climat et les pratiques agricoles. Ils sont naturellement présents
a tres variable concentrations dans les fruits et les Ilégumes (Bazinet., 2015). Les antioxydants
jouent un réle majeur dans la protection contre les dommages oxydatifs moléculaires (Evans.,
2007).

En effet, les plantes représentent une source inépuisable de remedes traditionnels et efficaces
grace aux principes actifs tels que les alcaloides, les acides phénolique, les flavonoides, les
hétérosides, les saponines, les coumarines (Lafon., 1991). Ces composés ont des intéréts
multiples mis a profit dans I’industrie alimentaire, en pharmacie et en cosmétologie (Bahorun

et al., 1996).



Introduction générale

La flore algérienne, I’'une des plus riches du bassin méditerranéen, recéle de nombreuses
especes végétales aux vertus thérapeutiques et organoleptiques. Parmi celles-ci, les plantes de
la famille des (Fabaceae) inclut des especes végétales médicinales bien connues possédant
diverses propriétés biologiques (Mai et al., 2001). C'est pourquoi, nous nous sommes intéressés
a étudier Medicago truncatula, une plante modeéle qui a beaucoup de caractéres et qui est riche
en composés chimiques qui lui donnant des propriétés exceptionnelles (Faid et al., 1995 ;
Hsieh, 2000 ; Michal et al., 2009). Permettant ainsi de protéger 1’organisme contre les
endommagements oxydatifs et nombreuses maladies (Bruneton., 2009).

Dans ce mémoire, nous exposerons un récapitulatif des données bibliographiques existantes
ainsi que les principaux résultats d’étude expérimentale récente concernant [’activité

antioxydante des parties aériennes de la plante M. truncatula.

Notre travail a été devisé en trois parties : Dans un premier temps, de ce mémoire nous

proposerons une étude bibliographique, qui regroupe 3 chapitres :

-Le premier chapitre basé principalement sur des notions sur la plante de M.truncatula.

-Le deuxiéme chapitre sera consacré a un apercu théorique sur les métabolites secondaires

notamment, les flavonoides et les saponines.

-Le troisieme chapitre s’intéresse au stress oxydant, les différents systémes antioxydants et une

présentation générale de quelques tests de la capacité antioxydante.
-La deuxieme partie de ce manuscrit est consacrée aux travaux personnels.

-La troisieme partiec de ce mémoire englobe une étude expérimentale d’article scientifique

traitant le méme sujet dans nos recherches. Et on termine a la fin par une conclusion générale.
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1% partie : Recherche bibliographique chapitre 1

1. Famille des Fabaceae

La luzerne tronquée ou Medicago truncatula appartient a la famille des Fabaceae
(légumineuses) qui constituent la troisieme famille la plus importante du monde végétal
(environ 12000 espéces) apres les Astéracées et les Orchidacées.
Les Fabaceae, au sens large, sont des plantes herbacées, des arbustes, des arbres ou des lianes.
C'est une famille cosmopolite des zones froides a tropicales (Gilbert et al., 1952 ; 1953 ; 1954).
(Figure 01)

Figure 01. Carte de répartition géographique des Fabaceae (en rouge)
(Heywood., 1996).
Les trois sous-familles des Fabaceae sont :
» Sous-famille Caesalpinioideae avec une fleur pseudo-papillonacée.
» Sous-famille Mimosoideae avec une fleur réguliere.

» Sous-famille Faboideae ou Papilionoideae avec une fleur typique en papillon.

On observe normalement la présence de nodules fixateurs de 1’azote atmosphérique sur les

racines chez les Papilionoideae et les Mimosoideae alors qu'ils sont absents chez la plupart des

Caesalpinioideae (Raven et al., 2000).

Ces nodosités sont le résultat d'une symbiose entre des bactéries fixatrices d'azote, les
Rhizobiums et ces différentes espéces de légumineuses. C'est pourquoi elles peuvent se

développer sur des sols pauvres en azote et I'enrichir en engrais vert.

Les légumineuses sont également capables, comme la plupart des plantes sauvages ou

cultivées, de s'associer a des champignons symbiotiques pour former des endomycorhizes

(Gianinazzi., 1996 ; Harrison., 1997).
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Une particularité métabolique des Fabaceae est la présence d'une hémoprotéine fixatrice de
dioxygene, la leghémoglobine (ou LegHDb), trés proche de ’hémoglobine. Cette protéine se
trouve dans les nodules des racines et permet de fixer I'oxygene pour former un milieu anaérobie
favorable au développement de Rhizobium. Dans les applications pharmaceutiques, de trés
nombreuses préparations (baumes, gommes, sirops, insecticides) sont faits a partir de Fabaceae

papilionacées (Harrier et al., 1995).

De plus, les Légumineuses présentent d'autres spécificités biologiques, par exemple
concernant leurs interactions avec des pathogénes et des ravageurs (insectes, nématodes),
I'architecture de la plante, la formation de graines protéagineuses, la production de métabolites
secondaires spécifiques (isoflavonoides impliqués dans la signalisation symbiotique, dans les

réactions de défense, et présentant aussi un grand intérét pharmaceutique (Dixon., 1999).

Elles constituent une source trés importante de protéines et de lipides dans l'alimentation
humaine et animale : protéagineux tels que le pois, la féverole, le haricot, le pois chiche, les
lentilles ; oléoprotéagineux comme le soja et l'arachide ; et fourrages tels que la luzerne et le
trefle (Etienne-Pascal et al., 2001).

2. Présentation du genre Medicago

Selon Fournier (1961), le terme "Medicago”, vient du mot latin "Medica" ou «herbes de
Médic», il fut modifié par Dale champs en 1587, et devient : Medicago. Le nom scientifique du
genre Medicago n’est pas lié a ses propriétés médicinales, mais au fait que la luzerne serait

originaire de Médie (région allant du Nord-Ouest de I’Iran a I’ Azerbaidjan) (Medoukali., 2016).

2.1. Taxonomie

Le genre Medicago appartient a la tribu trifolieae (famille de fabaceae), sous —famille de
papilionoideae, il est proche des genres Melilotus et Trigonella (Lesins et Lesins., 1979). Ce
genre comprend la principale culture fourragére largement cultivée et les especes de mauvaises
herbes M. sativa L. (luzerne) et I’espéce modele de légumineuses M. truncatula Gaertn
(Sadeghian et HesamzadehHejazi., 2014).

Ce dernier comporte un grand nombre d’espéces annuelles et pérennes,
Géographiquement, elles ne se distribuent pas de la méme maniére. Les especes annuelles sont
cantonnées particulierement dans la région méditerranéenne. Par contre, les especes pérennes
sont a large distribution et se localisent plutot a I’Est de la Méditerranée et principalement au

Centre et a I’Ouest asiatique.
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2.2. Aire de répartition du genre Medicago

Les luzernes annuelles ont parfois des distributions tres limitées. Elles se retrouvent dans
tous les étages bioclimatiques : de I’humide au saharien. Certains espéces sont a large spectre
de répartition, d’autres ont une distribution spatiale plus délimitée. M. truncatula et M.
polymorpha, présentes dans tous les étages bioclimatiques, sont considérées comme des formes
ubiquistes.

Les Medicago pérennes se rencontrent essentiellement sur les rives nord de la
Méditerranée. S’étendent jusqu’en Asie centrale ; quelques formes spontanées sont localisées

sur les hauts plateaux des chaines de I’ Atlas Nord-Africain (Medoukali., 2016). (Figure 02)

MMedicago Annuelle (dedics) Medicago Pérennes (Alfalfa)

Figure 02. Origine géographique des Medicago (Delalande et al., 2007).

2.3. Especes spontanée du genre Medicago rencontrées en Algérie

Le genre Medicago est représenté par de nombreuses espéces spontanées dont les plus

importantes sont :

Tableau 01. Espéces annuelles et pérennes du genre Medicago rencontrées en Algérie
(Hireche., 2006).

Espéces Caractéristique et aire de répartition en Algérie

M. sativa Plante vivace rencontré un peu partout.

M. falcate Plante vivace trés résistante au froid.

M. lupilina dite lupiline ou minette : plante annuelle ou bisannuelle.

M. scundiflora

Plante annuelle ou bisannuelle.

M. scutellata

dite luzerne a écusson : plante annuelle, se rencontre sur les sols
argileux du Telle.
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M. orbicularis Plante annuelle du paturage de Telle.

M. echuris Plante annuelle, elle est assez commune dans les paturages de Telle
(constantinois).

M. ciliaris rencontré surtout dans les paturages et praires du Telle a sol semi salin.

M. truncatula Plante annuelle tres commune dans Telle.

M. littoralis Plante annuelle, elle est abonde sur les dunes et les littoral et de
I’intérieure. elles constituent des paturages de bonne qualité.

M. murex Plante annuelle commune dans tout le territoire algérien.

M. minima Plante annuelle, est souvent rencontré sur les sols pauvres.

M. Arabica Plante annuelle.

M. lanciniata Plante annuelle.

M. hispida Plante annuelle.

3. Présentation de I’espece d’étude M. truncatula

M. truncatula est une espece végétale herbacée des régions méditerranéennes (Adel Amar.,

2016), appelée communément Luzerne tronquée ou encore luzerne sauvage, fait partie des

luzernes annuelles surnommées « Medic » appartenant a 1I’ordre des fabales et a la famille des

Iégumineuses (ou Fabaceae) (choi et al., 2004 ; Doyle et Luckow., 2003). Un proche parent de

la culture fourragére premium Medicago sativa L (Dixon et al., 1995 ; Dixonet al., 2003).

3.1. Description botanique

M. truncatula est une plante annuelle herbacée, ramifiée au port souvent rampant de 15 a

80 cm de long. Elle porte des feuilles trifoliolées. Les gousses sont cylindriques, en forme de

vrilles, glabres, trés dures, les spires jointives des gousses portent des épines recourbées,

souvent perpendiculaires au plan de spires. Les graines ont une durée de vie importante

supérieure a 40 ans, et une dormance qui peut étre levée facilement (Lesins et Lesins., 1979 ;
Prosperi et al., 1995). (Figure 03)
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Figure 03. La Plante Medicago truncatula .

3.2. Position systématique
Régne : Plantae
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Fabla
Famille : Fabaceae
Sous-famille : papilionoideae
Tribu: Trifolieae
Genre: Medicago

Espéce: Medicago truncatula

3.3. Aire de répartition

Cette espece est localisée dans la flore du pourtour méditerranéen et principalement dans
les zones de moyennes altitudes (relativement froides). Ainsi, M. truncatula est abondante en
Algérie (Abdelguerfi., 1978).

3.4. M. truncatula plante modéle

M. truncatula (luzerne tronquée) a été proposée comme plante modele depuis les années
90 (Barker et al., 1990 ; Frugoli et Harris., 2001). Cette espéce est étroitement apparentée a
une importante légumineuse fourragére qui constituent des cultures destinées a lI'alimentation
humaine ou animale (Djemel et al., 2005). La luzerne tronquée, a été choisie comme espéce
modeéle pour les études génomiques en vue de son petit génome diploide, son temps de
génération court, son auto fécondité, et haute efficacité de transformation (Cook., 1999 ;
Watson et al., 2003).
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De plus, elle présente une grande synthénie avec beaucoup de légumineuses cultivées tels
que le pois et la luzerne pérenne (Zhu et al., 2005). Permettant ainsi le transfert des acquis sur
cette plante modele vers ces légumineuses. M. truncatula est un excellent modél en raison de
ses nombreux atouts aux niveaux de la biologie, de la génétique et des différents outils
génomiques qu’elle offre (Huguet et Prospéri., 1996 ; Young et al., 1996).

M. truncatula, initialement développée comme plante modéle pour les études de
symbiose entre les rhizobactéries fixatrices d'azote et légumineuses, a maintenant été
développée comme modéle pour des études sur aspects de la biologie végétale (Rose., 2008), y
compris le développement foliaire composé (Wang et al., 2013). Développement des fleurs et
régulation du temps de floraison (Benlloch et al., 2003 ; Weller et al., 2015). Interactions avec
les bactéries, les champignons et les insectes (Harrison et al., 2002 ; Chen et al., 2017), et
tolérance a la sécheresse (Badri et al., 2011 ; Liu et al., 2016). Sans surprise, M. truncatula a
également éte utilisee comme plante modeéle pour les études sur les plantes du métabolisme
secondaire. Toutes ces caractéristiques ont contribué a choisir M. truncatula comme

Iégumineuse modele (Cook., 1999).

3.5. Substances du métabolisme secondaire

a. Flavonoides

M. truncatula produit des membres de tous classes de flavonoides trouvés dans les
plantes, c'est-a-dire les isoflavones (la formononétine, medicarpin, génistéine et biochanine A),
anthocyanidines lacyanidine), les proanthocyanidines (le polymere d'épicatéchine), flavanones
(naringénine), flavonols (quercétine et myricétine), et les flavones (apigénine, chrysoeriol,

tricine et lutéoline). (Chenggang et al., 2018).

b. Saponines

M. truncatula est également riche en saponines triterpenoides, dont beaucoup peuvent
étre spécifiques a cette espéce (Huhman et al., 2002 ; Mertens et al., 2016). Elle est maintenant
devenue l'usine modele de choix pour les études sur la biosynthese des saponines. (Chenggang
et al., 2018).
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Tableau 02. La répartition des saponines a travers les différentes parties de M. Truncatula.

Les composeés de Partie aérienne Les racines

saponines
Les glycosides d’acide %
zanique
Les glycosides de X
Bayogénine
Les glycosides de X
hédéragénine
Les glycosides de soya X
asaponine B
Les glycosides d'acide %
médicagene

soja saponine B %

3.6. Intéréts de M. truncatula

a. Intérét phytochimique

En plus de sa valeur en tant que systeme modeéle pour les études sur la fixation
symbiotique de l'azote, M. truncatula est récemment devenue un organisme de choix pour la
dissection de voies complexes du métabolisme secondaire. (Chenggang et al., 2018).
M. truncatula produit de nombreux métabolites secondaires qui sont principalement distribués
dans les legumineuses, ce qui en fait une indispensable usine modéle pour des études sur ces
métabolites. En plus a leur role de composés antimicrobiens (Tanaka et al., 2002 ; Mukneetal.,
2011), et d’inducteurs de génes de nodulation rhizobiale (Kosslak etal., 1987 ; Pueppkeet al.,
1998), il y a une longue histoire d'intérét pour la biosynthese des isoflavonoides répandus dans
les légumineuses mais manquant dans les plantes modéles Arabidopsis et riz (Dixon et al.,
1999).

b. Intérét thérapeutique

Les isoflavonoides ayant des roles fonctionnels dans la maladie et les interactions de
défense dans les plantes (Dixon., 1986 ; Dixon, L.W., 2003 ; Weisskopfet al., 2006). Ils ont
également pertinence pour la santé humaine avec les isoflavonoides décrits comme présentant

des propriétés cestrogéniques, anti-angiogéniques, antioxydantes et anti-cancérigenes (Dixon et
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al., 2002). Ainsi qu’étre impliqué dans la prévention des troubles Post-ménopausiques et les

maladies cardiovasculaires. (Cornwell et al., 2004).

Les saponines d'origine végétale sont considérées faire partie des systemes de défense
contre les agents pathogénes et les herbivores. Les saponines ont également des avantages
potentiels pour la santé humaine, et les plantes contenant des saponines sont utilisées depuis
longtemps en médecine traditionnelle (Chenggang et al., 2018). lls ont été documentés comme
possédant des propriétés antifongiques, antibactériennes, anti-nutritionnelles et anti-insectes et
contribuent au développement des plantes et la défense contre les agents pathogénes (Moses et
al., 2014).Les saponines ont été signalé comme causant des ballonnements, réduisant ainsi la

digestibilité des protéines (Francis et al., 2002).

c. Intérét genétique

M.truncatula forme de petites graines permettant leur culture dans des tubes a essais. Le
partenaire bactérien de cette plante modele est le plus étudié parmi les bactéries rhizobiales et
le séquencgage du génome de la souche de référence de S.meliloti 1021 a été achevé (Capela et
al., 2001). Elle est facilement transformée par Agrobactérium rhizogen A.tumefasciens
(Boisson et al., 2001). Cette espéce a permis d’identifier un grand nombre de genes reliés a la
symbiose dont certains ont déja été isolés, sequences, et leur expression etudiée (Gamas et al.,
1996 ; Ane et al., 2002 ; Amor et al., 2003 ; Lévy et al., 2004).

d. Intérét agronomique

Notre espece d’étude possede un intérét agronomique majeur pour la production
fourragére en zone seche et pour la suppression ou la diminution de 1’épandage d’engrais azotés.
Son intérét est étroitement lié a sa capacité a ressemer naturellement d’une année a une autre.
Cette propriété peut aboutir a une installation pérenne adaptée aux aléas climatiques des zones
méditerranéennes diminuant ainsi le phénomeéne d’érosion des sols. Par ailleurs, de nombreuses
espéces et sous-espéce de Medicago présentent aussi des caractéres d’intérét agronomique,
qu’il serait souhaitable d’introduire dans la luzerne cultivée, tels que la tolérance au paturage
(capacité d’enracinement et de repousses), la résistance a la sécheresse, a la salinité et aux

maladies (Prosperi et al., 1993).
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Les composés phénoliques regroupent un vaste ensemble de substances chimiques
comprenant au moins un noyau aromatique, et un ou plusieurs groupes hydroxyles, en plus
d'autres constituants. La relation entre le métabolisme phénolique et le programme général de
développement de l'organisme végétal pose en elle-méme la question d'un réle éventuel de ces
substances.
Les composés phénoliques des végétaux constituent un groupe d’une extréme diversité et

c’est pour cela, ils ont plusieurs activités selon leur voie. (Bahorun., 1997).

1. Classification des composés phénoliques

Les polyphénols naturels sont des molécules simples, comme les acides phénoliques, a des
composeés hautement polymérisés comme les tanins. 1l existe différentes classes de polyphénols,
notamment : les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins, les stilbenes, les lignanes, les
saponines, les phytostérols ou bien phytostanols (Figure 04). Les plus importants sont les

acides phénols, les flavonoides et les tanins (Yvon Gervaise., 2004).

Polyphénols
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Figure 04. Les différentes classes des composés phénoliques (Yvon Gervaise., 2004).
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Le terme flavonoides rassemble une trés large gamme de composés naturels appartenant
a la famille des polyphénols. Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs
(racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois). Leur fonction principale semble
étre la coloration des plantes (au-dela de la chlorophylle, des caroténoides et des bétalaines)
(Chevallier., 2008). lIs sont universellement présents dans la cuticule foliaire et dans les cellules
épidermiques des feuilles. Ils sont susceptibles d’assurer la protection des tissus contre les effets
nocifs du rayonnement UV (Riberau-Gayon., 1968). Les flavonoides sont des dérivés du noyau
flavone ou 2-Phenyl Chromone portant des fonctions phénols libres, éthers ou glycosides

(Heller et al., 1998).(Figure 05)

L]

NOY AL FLASWONE

Figure 05. Structure du Flavone (Bruneton., 1993 ; Elicoh-Middleton., 2000).

1.1.1. Structure chimique des flavonoides

Les flavonoides sont des derivés de génines, sur lesquelles sont greffés un ou plusieurs
oses : D-glucose, L-rahmnose, glucorhamnose, galactose, arabinose, etc....La liaison génine-
ose existe grace a la réunion, soit d’un hydroxyle phénolique, soit d’un hydroxyle de
I’hétérocycle oxygéné, soit d’un -CH avec ’hydroxyle hémiacétalique du génine ou des 0se(s)
(Macheix et al., 2005). Les positions des substituants hydroxylés et méthoxylés des génines
peuvent étre trés diverses. On obtient ainsi des O-hétérosides et des C-hétérosides ayant chacun
des structures qui leur sont propres. Les C-hétérosides semblent intéressants en thérapeutique.
La rupture de la liaison Génine-Ose est plus difficile dans le cas des C-hétérosides que dans
celui des Ohétérosides (Macheix et al., 2005).

12
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Les flavonoides sont classés en plusieurs classes différentes :
a. Flavones
Les flavonols (hydroxy-3 flavone) sont largement répandus et incolores. Les flavonols
qui possédent en plus des hydroxydes en 6 ou 8 colorent certaines fleurs en jaune. Parmi les
flavonols les plus répandus, on trouve le kaempférol (OH en 4', 5, 7), le quercétol (OH en 3',4',

5, 7), ces deux flavonols sont incolores ; le myricétol et I’isorhamétol (Higdon., 2004).

b. isoflavonoides

Les isoflavonesn font partie de la famille des flavonoides (génisténine-5-7-4-
trihydroxyisoflavone, biochanine A, daidzéine-7-4-dihydro-isoflavone, formononétrie), ils sont
formés par I’oxydation et 1’élimination d’une molécule d’eau d’une flavone. Selon leur formule
chimique, il existe une douzaine de types structuraux, mais le squelette principal reste la méme
(les 3 phenylchromane). Ils se présentent presque exclusivement dans la famille des Fabaceae
(Braden et al., 1967). (figure 06).

O

O

Figure 06. Structure des isoflavones (Giulia et al., 1999).
c. Flavanones
Ces composés ne comportent pas de groupements OH en position 3 et présentent de fortes
similitudes de structures avec les flavonols. Dans cette catégorie, il faut ranger les flavonoides
responsables de la saveur amére de certaines pamplemousses, citrons, orange et qui sont la

naringine (naringénol lié & du glucose et du rhamnose) et I’hespéridine (Higdon., 2004).

13
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d. Anthocyanes

Les anthocyanes (du grec anthos, fleur et Kuanos, bleu violet) terme général qui regroupe
les anthocyanidols et leurs dérivés glycosylés. Ces molécules faisant partie de la famille des
flavonoides et capables d'absorber la lumiére visible, sont des pigments qui colorent les plantes

en bleu, rouge, mauve, rose ou orange (Chevallier., 2008).

1.1.3. Biosynthese des flavonoides

Elle se fait a partir d'un précurseur commun, la 4, 2', 4, 6'-tétrahydroxychalcone. Cette
chalcone métabolisée sous l'action d'enzyme, la chalcone isomérase, en naringenine. Sur cette
dernicre agit la flavone synthase pour donner I’apigénine ou le dihydroflavonol.
Le dihydroflavonol, en présence de la flavonol synthase se métabolise en flavonol ou en
anthocyanes, en présence de dihydroflavonol réductase se métabolise en tanins condensés (Ono
et al., 2006 ; Seeram et al., 2006).

1.1.4. Propriété antioxydante des flavonoides

L’interaction des flavonoides avec de nombreux radicaux a été employée dans plusieurs
études afin de déterminer les éléments majeurs de I’activité antioxydante. A cause de leurs
faibles potentiels redox (Rice-Evans et al., 1996), les flavonoides (FI-OH) sont
thermodynamiquement capables de réduire les radicaux libres oxydants comme le superoxyde,
le peroxyle, I’alkoxyle et I’hydroxyle par transfert d’hydrogene.

L’activit¢ anti-radicalaire peut étre évaluée par radiolyse pulsée, par 1’étude

spectrométriqgue du piégeage de radicaux colorés tels que le 1-diphenyl-2-picrylhydraxyl

(DPPH) ou I’acide 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTSe+).

e Mécanismes d’action

Plusieurs modes d’action de I’activité antioxydante des flavonoides ont été décrits :

- Piégeage direct des radicaux libres
Les flavonoides sont capables de piéger les radicaux libres oxygénés (X) par transfert d’un
électron ou d’un hydrogéne
Xe+AroH ___, XH +ArQOe

X +AroH — X=+ ArOH-e

Le radical aryloxyle formé est stabilisé par résonance. L’¢lectron non apparié peut se délocaliser
sur ’ensemble du cycle aromatique. Mais, il peut continuer a évoluer selon plusieurs processus

(dimérisation, dismutation, recombinaison avec d’autres radicaux, réduction en molécule

14
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parent, oxydation en quinone) soit en réagissant avec des radicaux ou d’autres antioxydants,
soit avec des biomolécules. L’activité anti radicalaire a été corrélée avec le potentiel

d’oxydation des flavonoides (Van Acker et al., 1996).

- Chélation des ions métalliques (Fe3+, Cu+)
Le pouvoir antioxydant des flavonoides peut s’exercer par la complexation des métaux de
transition. En effet, ces derniers accélérent la formation d’espéces oxygénées réactives. Par
ailleurs, la complexation des flavonoides par des métaux de transition peut améliorer leur

pouvoir antioxydant en diminuant leur potentiel d’oxydation (Afanas et al., 2001).

- Inhibition d’enzyme
Les flavonoides sont connus par leur pouvoir d’inhibition d’enzyme dont, en particulier, les
oxydo-reductases qui font intervenir au cours de leur cycle catalytique des espéces radicalaires
(lipoxygenase, cyclo-oxygénase, monoxygeénase, xanthine oxydase,phospholipase A2, protéine
kinase...). La régénération des antioxydants liés aux membranes comme 1’a tocopherol (Rice-

Evans et al., 1996).

¢ Relation structure-activité antioxydante des flavonoides
Les éléments structuraux nécessaires a 1’obtention d’une activité antioxydante optimale ont été

établis par plusieurs auteurs (Aliaga., 2004 ; Sroka., 2005) Il s’agit de :

-Présence d’une fonction catéchol sur le cycle B
La configuration des hydroxyles du noyau B est le parametre structural le plus significatif de
I’activité antioxydante. Les radicaux phénoxy sont stabilisés par la présence d’un hydroxyle en
ortho de celui qui a cédé¢ son atome d’hydrogeéne. En effet, cette stabilité résulte de la

délocalisation de I’électron non apparié et de la formation d’une liaison hydrogene.

-Présence d’un motif énone dans le cycle C
La double liaison entre C2 et C3 et la fonction carbonyle en C4 permet une délocalisation

électronique stabilisante du radical phénoxy.

-Présence de groupement hydroxyle en position 3
La glycosylation ou la méthylation de I’hydroxyle en position 3 des flavonols conduit a une
diminution importante de I’activité antioxydante. Cet effet est moins marqué lorsque les autres
groupements phénoliques sont substitués. La présence d’un groupement hydroxyle en position

3 renforce donc les propriétés antioxydantes dans le cas ou le cycle C est insaturé. La présence
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d’un groupe hydroxyle en position 5 peut aussi contribuer a I’effet antioxydant dans le cas des

isoflavones (Heim., 2002).

D’autre part, plus le degré d’hydroxylation du flavonoide est important, plus le pouvoir
antioxydant est élevé (Cao., 1997). De méme, la polymérisation de flavonoide peut améliorer,
comme dans le cas des polymeéres de rutine (Kurisawa., 2003) ou des procyanidines (Lotito.,

2000), ou conserver les activités anti radicalaires.

1.2. Saponines

Ce sont des composeés naturels dont la structure est d'hétérosides (glucides), de stérols ou
de triterpénes, trés abondants dans les végétaux. Les saponines sont des substances tensio-
actives, qui forment des solutions colloidales et font apparaitre de la mousse comme le savon

(en latin : sapo signifie savon) (Cheeke et al., 2005).

1.2.1. Propriétés physicochimiques des saponines

Les saponines sont formées par deux parties :
- Une partie osidique comprenant une, deux a trois chaines de sucres ; parmi les sucres les plus
connus et qui sont attachés aux génines des saponines on cite, le D-glucose, D-galactose, D -
xylose, D-ribose, D- rhannose et I'acide uronique, I'acide Dglucuronique.
- Une partie aglycone dont on distingue deux classes, les saponines triterpeniques et les

saponines stéroidiques (Cheeke et al., 2005).

1.2.2. Saponines triterpéniques

La plupart des saponines végétales appartiennent a cette classe. Elles sont trés abondantes
chez les dicotylédones. La majorité des génines triterpéniques sont des molécules
pentacycliques : oleanane, ursane, hopane et plus rarement tétracyclique : lanostane. (Guclu-
Ustundag et al., 2007).

1.2.3. Saponines stéroidiques
Les composés de cette classe sont principalement présents chez les monocotylédones. Ils
sont classés en hétérosides de spirostanales, hétérosides de furostanols et hétérosides d'amines

Stéroidiques (pseudo-alcaloides) (Alexander., 2009).

1.2.4. Propriétés pharmacologiques des saponines
Les saponines jouent un réle pharmacologique trés important. Elles sont caractérisées par
leur fort pouvoir hémolytique lié a la nature de la génine et du nombre des unités osidiques.

Elles sont connues par leur action anti-fongique qui est plus efficace chez les saponines a génine
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stéroidiques que les saponines a génine triterpénique. La majorité des saponines possedent des
propriétés cytotoxiques et anti-tumorales. Elles sont toxiques a I'égard des animaux a sang froid,

surtout les poissons.
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1. Stress oxydant

Le stress oxydant est la conséquence d’un déséquilibre entre la production d’especes
réactives oxygénées (EOR) et leur destruction par des systemes de défense antioxydantes
(Christophe et al., 2011 ; Papazian et al., 2008). La réduction univalente de 1’oxygéne résulte
dans la formation d’espéces oxygénées réactives (EOR) tels que les radicaux libres (anion
superoxyde, radical hydroxyle, le peroxyde d’oxygene singulet). Dans les conditions
physiologiquement normales, les espéces réactives oxygenées (EOR) sont produit en faible
quantité comme des médiateurs tissulaires ou des résidus des réactions énergétiques ou de
défense, et cela sous le contrdle de systeme de défense adaptative (vitamine, enzyme,
oligoéléments) qui permet de réguler cette production afin de prévenir tout dégat cellulaire
excessif. Dans ces conditions, on dit que la balance pro-oxydante /antioxydante est en équilibre.
Cette derniére peut étre rompue pour diverses raisons en faveur du systeme pro-oxydant, et est

alors a I’origine d’un stress oxydant (Favier., 2003 ; Pincemail., 2009).
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Figure 07. Balance d’équilibre entre les systémes pro et antioxydants (Favier., 2006).

2. Espéces réactives de ’oxygéne (ERO)

L’oxygene est un radical libre peu réactif, présent le plus souvent sous forme de dioxygene.
Physiologiquement et dans certaines circonstance, il est a I’origine de la formation de dérivés
plus réactifs appelés especes réactives oxygénées (ERO). Ces molécules sont indépendantes
(libres) en contenant un ou plusieurs électrons célibataires (électron non apparié sur une
orbitale). Cela leurs conféere une grande réactivité donc une demi-vie tres courte. En effet, ces

molécules auront toujours tendance a remplir leur orbitales en captant un électron pour devenir

plus stable (Goudable et Favier., 1997).
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Les principaux (ERO) physiologiques sont les intermeédiaires métaboliques entre 1’oxygéne
et I’eau (radical superoxyde (O2 -), peroxyde d’hydrogéne (H202) et radical hydroxyle (*OH),
ainsi que le monoxyde d’azote (NO¢) et son dérivé : le peroxynitrite (ONOO-) (Figure 08).
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Figure 08. Origine des différents radicaux libres oxygénés et espece réactives de

I’oxygeéne (Favier et al., 2003).

Ce déséquilibre peut avoir diverses origines, tels que 1’exposition aux radiations ionisantes
(exposition importante au soleil, radioactivité artificielle ou naturelle), la pollution, le contact
avec certains pesticides et solvants, la consommation de tabac et d’alcool, la prise de certains
médicaments, la pratique du sport intensif et tout processus susceptible de surcharger les
réactions de détoxication hépatique, notamment une perte de poids importante (Medart., 2009
; Poirier., 2004).

2.1. Antioxydants et systéemes de défense

Les antioxydants peuvent étre définis comme toute substance qui, présente a faible
concentration par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir 1’oxydation de ce
substrat. Cette définition fonctionnelle s’applique a un grand nombre de substances,
comprenant des enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, mais aussi de petites

molécules hydro-ou liposolubles (Cano et al., 2006).

Plusieurs processus de défense contre les ERO existent de maniere a contrer leurs effets
néfastes sur les fonctions cellulaires. La premiére ligne de défense est leur captation par des
systéemes non enzymatiques tels que les vitamines C et E, les caroténoides, les polyphénols et

le glutathion réduit, et plusieurs enzymes dont les plus importantes sont les enzymes super

19



1% partie : Recherche bibliographique chapitre 111

oxyde dismutases (SOD), la glutathion peroxydase , la catalase et les peroxiredoxines (quuet
et Hebuterne., 2007 ; Boldyrev., 1993).

Des concentrations tissulaires normales d’antioxydants suppriment les processus oxydatifs
et protégent les tissus. Par contre, lorsque cette premicre ligne de défense antioxydante n’est
plus suffisante, des mécanismes secondaires sont recrutés pour réparer les dommages subis et
préparer les tissus contre les futures attaques oxydantes. Ces mécanismes inclus les genes et les
protéines induits par le stress tels que les protéines de choc thermique et les enzymes de
réparations oxydantes comme les glycosylases d’ADN qui sont activées une fois les dommages

subis. (Figure 09)

t:. Glutathwa
X o .: ::. ° Nicotinamide

Radcal

.——‘ ! \scor byl V csuV NADP

‘:i (e aha= ‘ N *

\..- shme ) U srderew

I N
PR \scorbique GSSG NADPN

Figure 09. Les défenses antioxydantes : complémentarité entre systeme non enzymatique

et enzymatique (Leverve., 2009).

2.2. Antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques (le superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion
peroxydase et la glutathion réductase) sont considérés comme la premiére ligne de défense de
notre organisme contre les ERO.

- Catalase : Catalyse la dismutation de I'H202 pour donner 2H20. C’est un complexe
tétramérique contenant un héme, localisé essentiellement dans les peroxysomes. La catalase est

liece au NADPH qui la protége et améliore son activité (Ichai et al., 2011).

- Superoxyde dismutase : Est une des rares enzymes capables d’avoir un radical substrat,
en l’occurrence I’anion superoxyde. La superoxyde dismutase transforme les radicaux
sueroxydes (O2 «-) en peroxyde d’hydrogene (H202), ce dernier étant beaucoup moins réactif.

le peroxyde d’hydrogéne produit sera ensuit détoxifié par la catalase (Ichai et al., 2011).
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-Glutathion peroxydase : Catalyse I’oxydation du glutathion aux dépens du peroxyde
d’hydrogene (Levraut et al., 2003). Elle peut aussi réagir avec d’autres substrats comme les
lipides expliquant son role protecteur vis-a-vis la peroxydation lipidique. Son site actif contient
du sélénium et elle a besoin de glutathion réduit pour fonctionner. C’est une enzyme ubiquitaire.
Dans la cellule, on la trouve essentiellement dans le cytosol et les mitochondries. C’est une des
défenses antioxydantes les plus importantes de 1’organisme (Ichai et al., 2011). Contenant un
héme, localisé essentiellement dans les peroxysomes. La catalase est liée au NADPH qui la

protége et améliore son activité (Ichai et al., 2011).

- Thiorédoxines : Sont des enzymes qui réduisent les ponts disulfures. Une fois oxydées a
leur tour, elles sont régénérees par la thiorédoxine réductase. Elles peuvent étre inhibées par la

thiorédoxine-inter acting protein (Txnip).

Cette derniere peut étre activée en cas d’hyperglycémie par exemple : une cascade
signalétique impliquant la p38 MAP kinase induit I’expression de Txnip, qui inhibe alors

I’activité de la thiorédoxine. L’équilibre redox est rompu et on voit apparaitre un stress oxydant

(Schulze et al., 2004).

2.3. Antioxydants non enzymatiques
- Glutathion : Est un tripeptide composé de cystéine, glutamine et glycine. C’est la plus
importante des défenses antioxydantes en quantité et probablement en qualité. Le glutathion est
capable de réagir in vitro, avec les radicaux HOe, RO2¢, RO+, 102, ONOO- (Delattre et al.,
2005).

- Vitamine E : Est le principal antioxydant de la famille des tocophérols. Le caractére
hydrophobe de la vitamine E lui permet de s’insérer au sein des acides gras de la membrane
cellulaire et des lipoprotéines ou elle joue un réle protecteur en empéchant la propagation de la

peroxydation lipidique induit par les radicaux libres (Yoshida et al., 1993 ; Kaiser et al., 1990).

- Vitamine C : La vitamine C ou acide ascorbique n’est pas synthétisée par I’organisme.
C’est un excellent piégeur des ERO qui peut protéger divers substrats biologiques (protéines,

acides gras, ADN) (Ichai et al., 2011 ; Retsky et al., 1999).

- Caroténoides : Agissent en tant qu’antioxydant en bloquant les radicaux libres. Leurs
potentiels antioxydants pour lutter contre la peroxydation lipidique a été démontré tres tot
(Monaghan et Schmitt., 1932), et ils sont capables de réagir avec les radicaux libres par trois

maniere : par le transfert d’électron, d’hydrogéne ou par la liaison avec le radical. Ils sont
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également capables de régénérer la vitamine E et ses eux-mémes régénérés par la vitamine C
(Hermes., 2005).

-Flavonoides : Les relations structures activités antioxydantes des flavonoides et des
composés phénoliques ont montré que I’activité antioxydante était déterminée par la position
et le degré d’hydroxylation (lIgor., 2002).

-Tanins : La propriété majeure de ces molécules est celle d’étre antioxydantes (Pietta.,
2000). Ce sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produits au cours de la
peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont alors formés, ce qui a pour conséquence

de stopper la réaction en chaine de I’auto oxydation des lipides (Cavin., 1999).

-Coumarines : Sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de
capter les radicaux hydroxyles, super oxydes et peroxydes. Les conditions structurales requises
pour I’activité antiperoxydante des coumarines sont similaires a celle signalées pour les
flavonoides (lgor., 2002).

3. Antioxydants de synthése

Il existe plusieurs antioxydants synthétiques dont les squelettes sont souvent dérivés des
antioxydants naturels. Dans 1’industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques phénoliques,
tels que le butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluene (BHT), (figure 10) sont
largement utilisés parce qu’ils sont efficaces et moins chers que les antioxydants naturels.
Cependant, leur sécurité est trés discutée car ils sont susceptibles de manifester des effets

secondaires et toxiques.

Le BHA et BHT ont été suspecté d’étre responsables de lésions hépatiques et de la

carcinogenese (sherwin., 1990 ; wichi.., 1988).
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Figure 10. Structure chimique de BHA et BHT (Heloizy et al., 2010).

4. Conséquence du stress oxydatif

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques (oxydation de I’ADN, des protéines, des lipides, des glucides), (Jacob., 2007 ;
Davies., 1987), les conséquences biologiques du stress oxydant seront extrémement variables
selon la dose et le type cellulaire. De légers stress augmenteront la prolifération cellulaire et
I’expression de protéines d’adhésions. Des stress moyens faciliteront 1’apoptose, alors que de
forts stress provoqueront une nécrose et la dégradation des cellules et des tissus (Bonnet et al.
2010 ; Favier., 2003).

De nombreuses autres anomalies biologiques sont induites par le stress oxydant : mutation,
carcinogenese, malformation des foetus, dépot de protéines anormales, fibrose, formation
d’auto-anticorps, dépdt de lipides oxydés, immunosuppression, accélérant le vieillissement
(maladies cardiovasculaires et neurodégénératives, cancer, diabéte...) (Pincemail et
Defraigne., 2003 ; Favier., 2003).

5. Quelques activités biologiques antioxydantes

Les tests d’activité antioxydante sont effectués en utilisant plusieurs méthodes dans la
littérature, en raison de la complexité chimique des extraits, souvent un mélange de dizaines de
composés avec différents groupes fonctionnels, polarité et comportement chimique pourrait
conduire a des résultats dispersés, selon le temps employe. Par conséquent, une approche avec
plusieurs tests pour évaluer le potentiel antioxydant des extraits serait plus informatif et méme

nécessaires (Gulcen., 2012).
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5.1. Piégeage du radical 2.2 diphényle-1-picrylhydrazyl (DPPH)

Le composeé chimique 2.2 diphényle-1-picrylhydrazyl (DPPH*) fut 1’'un des premiers
radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure —activité antioxydante des composés
phenoliques (Brand et Williams., 1995 ; Blois., 1958). Il possede un électron non apparié sur
un atome du pont d’azote (figurell). De couleur violette en solution, lorsqu’il est réduit en
présence d’une substance réductrice (par un mécanisme combinant le transfert d’un atome
d’hydrogéne et le transfert d’électrons), la couleur de la solution devient jaune .La mesure de
I’efficacité¢ d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la coloration violette due a
une recombinaison des radicaux DPPH* mesurable par spectrophotométrie & 517 nm (Brand
et Williams., 1995).

Les réactions ont lieu a température ambiante et en milieu généralement méthanolique qui
permet une bonne solubilisation de la plupart des antioxydants (Huang et al., 2005). La capacité
anti-radicalaire (capacité a fixer des radicaux libres, donc a arréter la propagation de la réaction
en chaine) ne peut étre mesuré directement, mais par contréle de I’effet de la réactivité.
Plusieurs facteurs influent sur le potentiel antioxydant et la cinétique de réduction comme la
lumicere, I’oxygene et le pH du mélange réactionnel affectant également I’absorbance du DPPH.

(Huang et al., 2005).
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Figure 11. Equation de radical DPPH transformé en DPPH (Talbi et al., 2015).

5.2. Test de la capacité antioxydante par reduction de cuivre (CUPRAC)

La méthode CUPRAC (Cupric ion Reducing Antioxydant Capacity) est une méthode de
mesure du potentiel antioxydant utilisée pour une grande variété de polyphénols, y compris les
acides phénoliques, les acides hydroxy cinnamiques, les flavonoides, les caroténoides, les

anthocyanines, ainsi que pour des thiols et les antioxydants synthétiques, les vitamines C et E.
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(ozyurek et al., 2011). Le principe de ce test se base sur la conversion des hydroxyles
phénoliques en quinones a travers la réduction du complexe Cu2+-Nc, produisant ainsi un

complexe chromogéne Cu2+-Nc qui absorbe a 450 nm (Apac et al., 2011) (Apac et al., 2004).

5.3. Capacité de piégeage du radical-cation ABTSe +

L’acide 2.2’-azinobis-(3éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) est un radical libre et stable trés
utilisé pour 1’évaluation du pouvoir antioxydant capable de réagir avec des antioxydants
classiques phénols et thiols mais aussi avec tout donneur d’hydrogéne ou d’électron (Rice et
al., 1997 ; Rice et Miller., 1996). Ce radical pourrait étre genéré par voies enzymatiques,
chimiques et électrochimiques (Roberta et al., 1999 ; Rice et Miller., 1999 ; Bourbonnais et
al., 1998 ; Campos et al., 1996 ; Miller et al., 1996 ; Childs et Badsky., 1975). Le radicale
ABTSe + (absorbant a 734 nm) est form¢é par arrachement d’un électron e- a un atome d’azote
de I’ABTS. En présence de Trolox (ou d’antioxydant donneur de He), L’atome d’azote concerné
picge un He, conduisant a I’ABTS, ce qui entraine la décoloration de la solution (Lien et al.,

1999).
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Figure 12. Formation et piégeage du radical ABTS e + par un antioxydant donneur de He
(Lien., 1999).

5.4. Capacité de réduire I’ion ferrique (pouvoir réducteur)
Le pouvoir réducteur du fer (Fe3+) dans les extraits est déterminé selon la methode décrite
par (Oyaiz., 1986). La présence des reductants provoque dans les extraits la réduction de Fe3+

complexe ferricyanide a la forme ferreuse .Par conséquent, Fe2+ peut étre évalué en mesurant
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I’augmentation de la densité de la couleur bleu vert dans le milieu réactionnel @ 700 nm (Ou et

al., 2001).
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Figure 13. Schéma sur la réaction de test FRAP (ferric reducing antioxydant power) (Prior
et al., 2005).

5.5. L’activité de phénanthroline

Phénanthroline1-10, ou orthophénanthroline constituent une famille de composés
organiques qui forment des complexes stables avec le fer (11) et certains autres ions. Le composé
de base a deux atomes d’azote situés dans les positions tels que chacun d’eux peut former une
liaison covalente avec 1’ion fer (II). Trois molécules d’orthophénanthroline se combinent avec
chaque ion fer (11) pour former un complexe .Ce complexe, aussi appelé : ferroine. En pratique,
la couleur de la forme oxydé est trop pale pour étre détectable et le virage associé a la réduction

passe du quasi incolore au rouge (Szydlowska., 2008).
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Ce travail a pour but de rechercher et de mettre en évidence I’activité antioxydante présente
dans la plante M. truncatula en vue de valoriser la richesse végétale de 1’ Algérie en plantes
modeles endémiques. Mais compte tenu des conditions globales du virus Corona Covid 19,
notre prochain travail ne peut pas étre terminé, du ce fait nous étions satisfaits du travail

théorique en choisissant un article scientifique traitant le méme sujet dans nos recherches.

1. Matériel végetal

Dix échantillons de M. truncatula, ont été utilisés pour ces travaux. Les graines nous ont été
ramenées par Dr. MEDOUKALI Imane qui a réalisé le processus de recherche et de collecte
dans différents régions de 1’ Algérie.

Figure 14. Localités géographiques des 10 accessions de 1’espéce M. truncatula dans le Nord

Algérien.
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Tableau 3. Origines géographiques des 10 accessions étudiées, avec les parameétres éco-

géographiques correspondants.

N° REGION PROVENANCE | ALT LAT LON Pm|Tm | TM | CLIMAT
Mt2 | Mila Bab Trouche 831 | 36°21'31,41"N | 6°19'27,41"E | 742 | 4,4 31,1 HH
Mt5 | Constantine | Chaabet ersas 584 | 36°20'20,08"N | 6°37'27,04"E | 624 | 3,3 32 HH
Oum - 883 | 35°51'27,30"N | 7°06'45,04"E | 462 | 0,4 | 31,3 | HH
Mt6 | Bouaghi
Mt9 | Tipaza - 196 | 36°35'53,73"N | 2°38'20,83"E | 626 {84 | 30,1 | HH
Mt12 | Bourdj air lac ain zada 997 | 36°02'57,40"N | 4°51'29,75"E | 495 (0,2 | 31,1 | SH
bouarriridj | 2000 m
Mt13 | Bourdj - 984 | 36°04'21,92"N | 4°38'52,93"E | 420 | 1,2 | 33,1 | SH
bouarriridj
- 537 | 36°22'09,18"N | 3°51'33,64"E | 506 | 0,2 | 30,9 H
Mt14 | Bouira
Mt18 | Blida - 70 36°32'48,32"N | 2°48'23,72"E | 791 | 7 30,9 HH
Mt25 | Guelma - 798 | 36°22'08,93"N | 7°13'59,93"E | 564 |19 | 32,1 H
Mt27 | Sétif Centre-ville 1089 | 36°11'41,65"N | 5°24'25,79"E | 473 | 0,3 | 31,7 H

ALT : Altitude, LAT : Latitude, LON : Longitude, Pm : La pluviométrie moyenne ; Tm : La température minimale du mois le

plus froid ; TM : La température maximale, HH : Hyper-humide, H : Humide, SH : Subhumide, SS : Semi sec.

1.1. Germination des graines de M. truncatula

Concernant la germination, les graines de M. truncatula sont placées dans des tubes

eppendorf contenant I’acide sulfurique concentré (H2SO4) pendant 8 minutes. Elles sont

ensuite rincées 4 fois a 1’eau distillée. Au dernier ringage les graines sont gardées dans I’eau

pendant une nuit pour I’imbibition pour lever leur dormance et permettre ainsi une meilleure

synchronisation de leur germination.
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Figure 15. Les graines de la plante Medicago truncatula.

Le lendemain, une fois les graines se gonflent, elles sont transférées dans une plaque de
semis alvéolée pendant 15 jours pour les expériences apres ’émergence de la radicule. Le
tégument se fend et la radicule émerge et s’oriente vers le milieu (sol). Puis, la tigelle émerge

et s’allonge vers le haut (le ciel).

Figure 16. Le développement des graines de M. truncatula dans la plaque alvéolée aprés 15

jours.
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Les plantes sont cultivées en serre dans des pots (& : 17cm) en présence de terreau (La

température est de 25°C). L’irrigation a été faite chaque 2 jour avec 1’eau de robinet.

Figure 18. La photo a été prise lors de I'arrosage d'une plante sept jours apres la cultivation.

1.2. Suivi des pots

On a observé un développement clair des plantes dans chacun des pots plus précisément
dans les pots (2, 12, 13, 14, 25) dans lesquels on a enregistré un nombre élevé des fleurs de
grande taille. Nous avons continué a arroser les plantes jusqu’a ’obtention d’un bon rendement

suffisant pour faire notre expérience.
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Figure 19. Les plantes de M. truncatula aprés 8 semaines de développement.

1.3. Récolte des plantes
Les parties aériennes de la plante ont été récoltées au mois d’ Avril 2020 apres 12 semaines
de développement pendant la période de floraison .La récolte des plantes a été effectuée trés

soigneusement de maniére a ne pas détériorer les éléments organiques et minéraux présents.

Figure 20. Le Matériel utilisé lors de la récupération des parties aériennes des plantes M.

truncatula.

1.4. Préparation de la poudre végétale

Les plantes utilisées dans cette étude ont subi un nettoyage et lavage a I’eau distillée pour
¢liminer toutes traces d’impuretes, puis séchées a I’air libre pendant 7 semaines, ensuite broyées
a I’aide d’un mortier et pilon afin de pouvoir récupérer des poudres fines et homogénes. Les
poudres des plantes obtenues ont été conservées chacune dans des flacons en verre au

réfrigérateur jusqu’a utilisation.
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Figure 21. Les différentes étapes de récupération des parties aériennes de la plante M.
Truncatula (A-Stérilisation, B- Coupure, C-Ringage avec I’eau distillée,
D- Séchage a I’air libre, E-Broyage).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Apigenin is a phenolic compound widely present in many fruits, vegetables and herbs. Its name originates from

Apigenin Apium: a genus of the Apiaceae. The aim of the present study was to determine the antioxidant or pro-oxidant

Oxidative stress properties of apigenin and seven of its derivatives, isolated from the aerial parts of barrel medic (Medicago

Coagulation truncatula) and common wheat (Triticum aestivum), in human plasma treated with a hydroxyl radical donor (OH)
in vitro. It also examines their influence on the parameters of coagulation. The compounds were found to de-
monstrate different effects on oxidative stress and coagulation which may be related to differences in their
structure. In particular, apigenin 7-0-{2-O-feruloyl-[8-D-glucuronopyranosyl(1 — 3)]-f-D- glucuronopyranosy!
(1 — 2)-0-8-D-glucopyranoside} demonstrates both antioxidant and anticoagulant activities, and may offer the
most promise for the prevention and treatment of cardiovascular disorders of all the phenolic compounds tested
so far.

1. Introduction coagulation in human plasma: activated partial thromboplastin time

Apigenin is a natural phenolic compound whose name originates
from the Apium genus of the Apiaceae family. It is known to be present
in many fruits, vegetables and herbs, and can be readily isolated from
chamonmile, celery, parsley, thyme, onions, green tea and wheat sprouts
(Zhu et al., 2015; Bak et al., 2016; Zhou et al., 2016). It displays a wide
spectrum of biological properties, including anti-inflammatory, anti-
microbial and anti-cancer (Kaur et al., 2008; Bao et al., 2013; Hu et al.,
2014; Banerjee and Mandal, 2015; Bian et al., 2017). In addition, api-
genin has also been found to possess low intrinsic toxicity and anti-
oxidative potential (Gupta et al., 2001; Shukla and Gupta, 2010).

The aim of the present study was to determine the antioxidant or
prooxidant properties of apigenin and seven of its derivatives, five
isolated from the aerial parts of barrel medic (Medicago truncatula -
Fig. 1A) and two from common wheat (Triticum aestivum- Fig. 1B), in
vitro in human plasma treated with a hydroxyl radical donor (OH’) -
H,0,/Fe. The effectiveness of seven tested compounds was determined
by measuring the level of lipid peroxidation based on thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS) concentration, and carbonyl and thiol
group levels. As changes in coagulation are often correlated with oxi-
dative stress, and hence with the development of cardiovascular dis-
orders (Nowak et al., 2010), a second aim of the study was to determine
the influence of apigenin and its derivatives on selected parameters of
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(APTT), prothrombin time (PT) and thrombin time (TT).

M. truncatula, colloquially known as barrel medic due to the shape
of the pod, is an annual plant commonly grown in Australia. It is an
economically-important crop produced for animal feed, human nutri-
tion and the industrial processing of concentrates due to its well-ba-
lanced amino acid composition (Djemel et al., 2005). It also produces a
range of secondary metabolites that serve various functions in the plant.
Together, all these features make M. truncatula a model plant for the
study of members of the Fabaceae family (Cook, 1999). Two classes of
secondary metabolites produced by M. truncatula are of particular in-
terest. The first is that of the triterpene saponins, primarily medicagenic
acid, zanhic acid glycosides, soyasapogenol B and soyasapogenol E
glycosides (Kapusta et al., 2005a,b); the second are various flavones,
such as apigenin, luteolin, chrysoeriol and tricin derivatives, and fla-
vonols, such as quercetin, laricitrin and myricetin derivatives
(Kowalska et al., 2007).

T. aestivum also produces a wide variety of secondary metabolites,
many of which are of nutraceutical and pharmaceutical importance
(Haig, 2001; Dinelli et al., 2009). The content of flavonoids, typically
luteolin and apigenin glycosides, as well as benzoxazinoids and phe-
nolic acids, in the grain and aerial parts have been found to vary be-
tween different wheat varieties (Liu et al., 2010; Kowalska et al., 2014,
2019; Kowalska and Kowalczyk, 2019). These compounds have been
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Une comparaison des effets de I'apigénine et de sept de ses dérivés sur des biomarqueurs

sélectionnés du stress oxydatif et de la coagulation in vitro.

L'apigénine (ou apigénol) est un composé chimique de la famille des flavones, une sous classe
des flavonoides, 1l est connu pour étre présent dans de nombreux fruits, légumes et herbes. Il
présente  également des propriétés biologiques ; anti-inflammatoires;  antioxydantes ;

antigénotoxiques ; antimicrobiennes et anti-cancéreux.

-Le but de la présente étude était de déterminer les propriétés antioxydantes ou prooxydantes de
I'apigénine et de cing de ses dérivés, isolés des parties aériennes du baril medic (M. truncatula) in

vitro dans le plasma humain traité avec un donneur de radical hydroxyle (OHe).

-Un deuxieme objectif était de déterminer 1’influence de I'apigénine et de ses dérivés sur certains

parametres de coagulation dans le plasma humain.

Deux classes de métabolites secondaires produits par M. truncatula présentent un intérét
particulier. Ces composés ont été demontrés des proprietés antioxydantes et bénéfiques pour la

santé. Dont l'activité antioxydante dépend fortement de la structure chimique.

Diverses études ont examiné la relation entre I'activité biologique des composés phénoliques et la
position et le nombre de groupes fonctionnels qui leur sont attachés. L'activité radicalaire des
glycosides acylés semble dépendre du type de résidu sucre attaché a Il'aglycone, ainsi que du

nombre de fragments sucre.

1. Materiel et méthodes
1.1. Matériel végétal

M. truncatula, a été sélectionnée dans la collection du département de biochimie et de qualité

des cultures, institut des sciences du sol et de la culture des plantes, Le critére de sélection était

qu’elle s’agissait de plante dans lesquelles des dérives d’apigénine sont Synthétisés.

1.1.1. Isolement, purification et identification des déerivés de I'apigénine

Apreés la cultivation des plantes. Les parties aériennes ont été récoltées au début de floraison
puis congelées, lyophilisées seulement en poudre et utilisées pour l'extraction.
L’extrait brut a été appliqué sur un 6 cm x 10 cm, 40-63 pm LiChroprep RP-18 préparatif colonne.
La fraction phénolique a été éluée avec 40% de MeOH et les composés ont ensuite été purifié sur
un RP-18 2 cm x 50 cm, 40-63 um colonne de verre utilisant un systéme isocratique (MeCN-1%

H3PO4). Les cing composés individuels résultants (1 a 5) ont montré des spectres d’absorption
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caracteristique des glycosides d'apigénine. Leurs structures ont €té établies par les techniques

spectrométriques et spectroscopiques (ESI-MS / MS et RMN).

1.2. Isolement du plasma humain

Le plasma humain a été obtenu auprés de six hommes et femmes non-fumeurs qui étaient
des donneurs réguliers d'une banque de sang et d'un centre médical. Les échantillons de sang ont
été collectés dans une solution CPD (citrate / phosphate / dextrose ; 9: 1; v / v sang / CPD) ou
Solution CPDA (citrate / phosphate / dextrose / adénine ; 8,5: 1; v/ v ; sang / CPDA).

Le plasma sanguin a été isolé par centrifugation différentielle. Les échantillons de plasma
ont été divisés en deux groupes. Le premier a été incubé avec I’apigénine ou ses dérivés (composes
1 a 5) a des concentrations finales de 1 a 50 ug / mL (30 min, 37 ° C; pour les parameétres
hémostatiques). Le deuxiéme groupe a éte pre-incubé avec I’apigénine ou ses dérivés (composes
1 a5) a des concentrations finales de 1-50 pg / mL (cing minutes, 37 © C ; pour les parametres du
stress oxydatif), puis traité avec 4,7 mM H202 / 3,8 mM Fe2S04 / 2,5 mM EDTA (25 min a 37 °
C). La concentration protéique des échantillons testés a été déterminée par mesurer l'absorbance a
280 nm.

1.3. Biomarqueurs du stress oxydatif
1.3.1. Mesure de la peroxydation plasmatique des lipides
La lipoperoxydation plasmatique était quantifiée en mesurant la concentration de TBARS

en utilisant le coefficient d'extinction molaire (¢ = 156 000 M).
1.3.2. Mesure du groupe carbonyle

1.3.3. Détermination du groupe thiol
La teneur en groupe thiol dans les protéines plasmatiques a été déterminée en mesurant

l'absorbance a 412 nm avec 5,5’-dithio-bis- (acide 2-nitrobenzoique).

1.4. Paramétres de coagulation

Le temps de prothrombine (PT), le temps de thrombine (TT) et le temps de thromboplastine
partielle activée (APTT).

1.5. Analyse des données

Afin d’éliminer les données incertaines, plusieurs tests ont été utilisés pour effectuer des
analyses statistiques. Le test Q-Dixon, test de Shapiro-Wilk, test de Levene, le test ANOVA, le

test de comparaisons multiples de Tukey ou test de Kruskal-wallis.
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2. Résultats et discussion
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Figure22. Structures de dérivés d'apigénine isolés des parties aériennes de M. truncatula.

Apreés la separation par chromatographie liquide basse pression et purification sur une colonne
semi-preparative C18, cing dériveés de I'apigénine ont été identifies dans les parties aériennes de
M. truncatula (Figure22), qui ont tous donné un pic caractéristique pour l'apigénine a m/ z 269
pour ESI-MS / MS. L'analyse spectroscopique identifiee deux unités d'acide uronique fixees a
l'apigénine de la 7-O- [B-D-glucuronopyranosyl- (I — 2) -O-B-D-glucuronopyranoside]
apigenine; deux unités d'acide uronique liées a l'apigénine de la 7-O- [2'-O-sinapoyl-p-
Dglucuronopyranosyl (1 — 2) -O-p-D-glucuronopyranoside] apigénine, avec acylation de la
chaine de sucre avec l'acide sinapique; trois acide uronique unités attachées a I'apigénine du 7-O-
{2-O-féruloyl- [B-D-glucuronopyranosyl (1 — 3)] - O-p-D-glucuronopyranosyl (1 — 2) -O-B-D-
glucuronopyranoside }, avec acylation par I'acide férulique; deux unités d'acide uronique attaché
a lapigénine du 7-O- {2'-O-féruloyl- [B-D-glucuronopyranosyl (I — 3)] - B-D-
glucuronopyranosyl (1 — 2) -O-B-D-glucopyranoside}; avec acylation de I'acide férulique et six
carbones caractéristique d'un glucose unité; trois unités d'acide uronique liées a I'apigénine du 7-
O- [B-D-glucuronopyranosyl (I — 3) -O-p-D-glucuronopyranosyl (I — 2) -O-B-
Dglucuronopyranoside]. De plus, les concentrations des composés phénoliques (< 50 p g / mL)
testé dans cette étude .Ceux-ci, correspondent aux concentrations physiologiques de composés
phénoliques disponibles apres administration orale.

Sur les cing dérivés testés de l'apigénine, trois (composés 1, 2, 4) ont permis la réduction de la
peroxydation des lipides plasmatiques induite par H 2 O 2 / Fe a toutes les concentrations testées.

Les deux autres dérivés (composés 3, 5) ont également inhibé la peroxydation lipidique.
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Figure 23. L’effet de I'apigenine et de cing de ses derivés (composés 1 - 5) sur la peroxydation

des lipides plasmatiques induit par H2 O 2/ Fe.

La carbonylation des protéines plasmatiques induite par H202 / Fe était significativement

Inhibée par I'apigénine et ses dérivés 1, 2, 3, 4 a toutes les concentrations utilisées.

20 +H,0,/Fe

nmol carbonyl group/mg of plasma

Figure 24. L’effet de I'apigénine et de cinq de ses dérivés (composes 1- 5) sur la carbonylation

des protéines plasmatiques induite par H2 O 2 / Fe.

Dans ce modele in vitro, seuls l'apigénine et son dérivé 1 et 4, a toutes les concentrations

utilisées, ont augmenté les taux de groupes thiol.
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Figure 25. L’effet de I'apigénine et de cing de ses dérivés (composes 1 - 5) au niveau des

groupes thiol dans les protéines plasmatiques traitées Par H2 O 2/ Fe.

Ni I'apigénine ni aucun des cinq derives testés n'ont été trouvés pour influencer le PT ou le TT
du plasma humain a I'une des concentrations testées (1 a 50 pg / mL). De plus, seul le composé 4
(1-50 pg /mL) a changé le niveau d’APTT.
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Figure 26. L’effet de I'apigénine et de cing de ses derivés (composés 1 - 5) sur l'activite de
coagulation du plasma humain (APTT (A), PT (B) et TT (C)).

38



3éme partie : Etude d’article scientifique

Le compose 4 , un dérivé acylé avec l'acide férulique et une unité de glucose, non seulement a
démontreé le plus grand antioxydant ,mais a également montré un potentiel anticoagulant gréace a
la présence d'acide férulique qui réduit considérablement les dommages des radicaux libres dans
les systemes cellulaires neuronaux, et que l'acide férulique atténue considérablement le stress
oxydatif induit par les radicaux peroxyle et hydroxyle dans les synaptosomes systemes

membranaires a un degré plus élevé que cinnamique, coumarique et acides vanilliques.

Le composé 2, un dérivé acylé avec l'acide sinapique, s'est avéré inhibent la peroxydation
lipidique et la carbonylation des protéines. L'acide sinapique est connu pour démontrer une activité
de piégeage du peroxynitrite et peut jouer un role dans la défense cellulaire contre les maladies
impliquant les radicaux libres et s'est également avérée inhiber fortement la formation de 3-

nitrotyrosine dans les protéines. Le composé 1 n'a démontré qu'un potentiel antioxydant.

Tableau 04. Une comparaison de I’effet de I'apigénine et de ses dérivés (composés 1 - 5) sur les
biomarqueurs du stress oxydatif dans le plasma traité avec H 2 O 2 / Fe et coagulation.

Paramétres du

Composés Biomarqueurs du stress oxydatif .
coagulation
Inhibition de la Inhibition de la o
] ) Inhibition de groupe
peroxydation carbonyaltion des - APTT
io
lipidique protéines
Effet positive Effet positive
Apigénine Pas d’effet (potentiel (potentiel Pas d’effet
antioxydant) antioxydant)
Effet positive Effet positive Effet positive
Composé 1 (potentiel (potentiel (potentiel Pas d’effet
antioxydant) antioxydant) antioxydant)
Effet positive Effet positive
Composé 2 (potentiel (potentiel Pas d’effet Pas d’effet
antioxydant) antioxydant)
Effet positive
Composé 3 Pas d’effet (potentiel Pas d’effet Pas d’effet
antioxydant)
Effet positive Effet positive Effet positive .
] ) ) Effet positive
Composé 4 (potentiel (potentiel (potentiel ) )
) ) . (potentiel anticoagulant)
antioxydant) antioxydant) antioxydant)
Effet positive
Composé 5 (potentiel Pas d’effet Pas d’effet Pas d’effet

antioxydant)

39



3éme partie : Etude d’article scientifique

3. Conclusion

Le présent travail est le premier a caractériser I'influence de I'apigénine et de cing de ses dérivés
sur le stress oxydatif et le processus de coagulation in vitro. Parmi les composeés testés, le composé
4, a savoir 7-0O- {2'-O-féruloyl- [B-D-glucuronopyranosyl (1 — 3)] - B-D- glucuronopyranosyl (1
— 2) -O-B-D-glucopyranoside: il s'est avéré exercer a la fois des activités antioxydantes et
anticoagulantes qui jouent un role bénéfique dans la prévention et le traitement des troubles

cardiovasculaires.
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Conclusion générale

Le présent travail porte sur I’investigation phytochimique et biologique d’une plante du
genre Medicago appartenant & la famille des fabaceae (légumineuses). C'est une culture
économiquement importante produite pour l'alimentation animale, la nutrition humaine en

raison de sa composition en acides aminés bien équilibrée.

Cette derniére est connue par sa richesse en métabolites secondaires, tels que les flavonoides,
les proanthocyanidines, flavanones, flavonols, les flavones et les saponines triterpenoides, qui
remplissent diverses fonctions dans la plante, doués d’activités biologiques prometteuses.

Ensemble, toutes ces caractéristiques font M. truncatula une plante modele par excellence.

Les polyphénols végétaux constituent le plus grand groupe d'antioxydants. Des milliers de
composes différents ont été déja isolés et leurs structures ont éte elucidées, mais de nouveaux
constituants sont toujours en cours de découverte. Les données scientifiques indiquent que les
polyphénols sont puissants piégeurs de radicaux libres qui peuvent agir comme reducteurs ou
singulet des extincteurs a oxygene. Parmi ceux-ci les composés flavonoides ont fait I'objet de
recherches les plus approfondies pour l'identification des structures chargées et lI'amélioration

des propriétés antioxydantes.

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, 'activité antioxydante,
par piégeage de différent radicaux, comme les peroxydes ROOe« par les méthodes ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity) et TRAP (Total RadicalTrapping Antioxidant
Parametre) ; les ions ferriques par la méthode FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant
Parameter) ; ou les radicaux ABTSe (sel d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-3-
ethylbenzothiazoline-6- sulfonique), ainsi que la méthode utilisant le radical libre DPPHe

(diphenyl-picrylhydrazyle).

Selon les derniers travaux, les chercheurs ont trouvés que M. truncatula posséde non
seulement l'activité antioxydante mais également d’autres activités tels que I’activité anti-
cancérogene ; l’activité anticoagulante ; 1’activité anti-angiogenique impliqué dans la

prévention des troubles poste- ménopausiques et les maladies cardio-vasculaire.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Apigenin is a phenolic comp d widely present in many fruits, vegetables and herbs. Its name originates from
Apigenin Apium: a genus of the Apiaceae. The aim of the present study was to determine the antioxidant or pro-oxidant
Oxidative stress properties of apigenin and seven of its derivatives, isolated from the aerial parts of barrel medic (Medicago
Coagulation truncatula) and common wheat (Triticum aestivum), in human plasma treated with a hydroxyl radical donor (OH’)
in vitro. It also examines their influence on the par of ¢ lation. The c ds were found to de-
monstrate different effects on oxidative stress and coagulation which may be related to differences in their

structure. In particular, apigenin 7-0-{2’-O-feruloyl-[8-D-glucuronopyranosyl(1 — 3)]-8-D- glucuronopyranosyl

(1 — 2)-0-B-D-glucopyr

ide} d

both antioxid: and anticc activities, and may offer the

most promise for the prevention and treatment of cardiovascular di:

so far.

lers of all the phenoli ds tested

1. Introduction

Apigenin is a natural phenolic compound whose name originates
from the Apium genus of the Apiaceae family. It is known to be present
in many fruits, vegetables and herbs, and can be readily isolated from
chamonmile, celery, parsley, thyme, onions, green tea and wheat sprouts
(Zhu et al., 2015; Bak et al., 2016; Zhou et al., 2016). It displays a wide
spectrum of biological properties, including anti-inflammatory, anti-
microbial and anti-cancer (Kaur et al., 2008; Bao et al., 2013; Hu et al.,
2014; Banerjee and Mandal, 2015; Bian et al., 2017). In addition, api-
genin has also been found to possess low intrinsic toxicity and anti-
oxidative potential (Gupta et al., 2001; Shukla and Gupta, 2010).

The aim of the present study was to determine the antioxidant or
prooxidant properties of apigenin and seven of its derivatives, five
isolated from the aerial parts of barrel medic (Medicago truncatula —
Fig. 1A) and two from common wheat (Triticum aestivum- Fig. 1B), in
vitro in human plasma treated with a hydroxyl radical donor (OH’) —
H,0./Fe. The effectiveness of seven tested compounds was determined
by measuring the level of lipid peroxidation based on thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS) concentration, and carbonyl and thiol
group levels. As changes in coagulation are often correlated with oxi-
dative stress, and hence with the development of cardiovascular dis-
orders (Nowak et al., 2010), a second aim of the study was to determine
the influence of apigenin and its derivatives on selected parameters of

* Corresponding author.
E-mail address: beata.olas@biol.uni.lodz.pl (B. Olas).
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Received 16 October 2019; Accepted 30 November 2019
0278-6915/ Published by Elsevier Ltd.

coagulation in human plasma: activated partial thromboplastin time
(APTT), prothrombin time (PT) and thrombin time (TT).

M. truncatula, colloquially known as barrel medic due to the shape
of the pod, is an annual plant commonly grown in Australia. It is an
economically-important crop produced for animal feed, human nutri-
tion and the industrial processing of concentrates due to its well-ba-
lanced amino acid composition (Djemel et al., 2005). It also produces a
range of secondary metabolites that serve various functions in the plant.
Together, all these features make M. truncatula a model plant for the
study of members of the Fabaceae family (Cook, 1999). Two classes of
secondary metabolites produced by M. truncatula are of particular in-
terest. The first is that of the triterpene saponins, primarily medicagenic
acid, zanhic acid glycosides, soyasapogenol B and soyasapogenol E
glycosides (Kapusta et al., 2005a,b); the second are various flavones,
such as apigenin, luteolin, chrysoeriol and tricin derivatives, and fla-
vonols, such as quercetin, laricitrin and myricetin derivatives
(Kowalska et al., 2007).

T. aestivum also produces a wide variety of secondary metabolites,
many of which are of nutraceutical and pharmaceutical importance
(Haig, 2001; Dinelli et al., 2009). The content of flavonoids, typically
luteolin and apigenin glycosides, as well as benzoxazinoids and phe-
nolic acids, in the grain and aerial parts have been found to vary be-
tween different wheat varieties (Liu et al., 2010; Kowalska et al., 2014,
2019; Kowalska and Kowalczyk, 2019). These compounds have been

Please cite this article as: Iwona Kowalska, et al., Food and Chemical Toxicology, https://doi.org/10.1016/j.fct.2019.111016
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found to demonstrate antioxidant and health-promoting properties
(Craig, 1999; Kowalska et al., 2014, 2019), with their antioxidant ac-
tivity strongly depending on chemical structure (Rice-Evans et al.,
1996; Burda and Oleszek, 2001). Various studies have examined the
relationship between the biological activity of phenolic compounds and
the position and number of functional groups attached to them

vatives (compounds 1-7) on plasma lipid peroxida-
tion induced by Hy0,/Fe. Data represent
mean * S.E. of six healthy volunteers. Control ne-
gative refers to plasma not treated with H,0,/Fe, and
control positive to plasma treated with H,0,/Fe.
*p < 0.05 (vs. control positive), #p < 0.05 (be-
tween control negative and control positive).

(Trouillas et al., 2004; Aparicio, 2010). The free radical activity of
acylated glycosides appears to depend on the type of the sugar residue
attached to aglycone, as well as the number of sugar moieties (Olech

et al., 2012).
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Fig. 4. The effects of apigenin and seven of its deri-
'cE; 80 + Hzoz/ Fe vatives (compounds 1-7) on the level of thiol groups
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2. Materials and methods
2.1. Chemicals

Dimethylsulfoxide (DMSO), thiobarbituric acid (TBA) and H,0,
were purchased from Sigma (St. Louis, MO., USA). Other used analy-
tical grade reagents were provided by commercial suppliers including
POCh, (Poland), Acros (Poland) and Chempur (Poland). Analytical
grade methanol, acetonitrile, 85% orthophosphoric acid and chloro-
form were purchased from J. T. Baker (The Netherlands). TLC on cel-
lulose plates (25DC — Alufilien 20 em x 20 cm cellulose) were pur-
chased from Merck (Darmstadt, Germany).

2.2. Plant material

Medicago truncatula, Medicago sativa and Triticum aestivum were se-
lected from the collection of the Department of Biochemistry and Crop
Quality, Institute of Soil Science and Plant Cultivation, State Research
Institute, Pulawy. The selection criterion was that they were plants in
which apigenin derivatives are synthesized.

7-0-|B-D-glucuronopyranosyl(1 — 2)-O--D-glucuronopyranoside]
apigenin (compound 1) was reported for the first time in the leaves of
Perilla ocimoides (Yoshida et al., 1993). Its presence was since confirmed

in the aerial parts of Medicago sativa (Stochmal et al., 2001) and Med-
icago truncatula (Kowalska et al., 2007). 7-0-{2-O-feruloyl-|p-D-glu-
curonopyranosyl(1 — 3)]-0-B-D-glucuronopyranosyl(1 — 2)-0-B-D-
glucuronopyranoside} apigenin (compound 2) was first identified in the
aerial parts of Medicago sativa (Stochmal et al., 2001) and was later
isolated and identified in the aerial parts of Medicago truncatula
(Kowalska et al., 2007). 7-0-]2"-O-sinapoyl-B-D-glucuronopyranosyl
(1 — 2)-0-B-D-glucuronopyranoside] apigenin (compound 3); 7-0-{2"-
O-feruloyl-|B-D-glucuronopyranosyl(1 — 3)]-B-D-glucuronopyranosyl
(1 — 2)-0-B-D-glucopyranoside} apigenin (compound 4) and 7-0-|B-D-
glucuronopyranosyl (1 = 3)-0--D-glucuronopyranosyl(l — 2)-0-p-D-
glucuronopyranoside] apigenin (compound 5) were reported for the
first time in the aerial parts of Medicago truncatula (Kowalska et al.,
2007). Isoschaftoside (apigenin 6-C-a-arabinopyranoside 8-C--gluco-
pyranoside) (compound 6) was reported for the first time in wheat
(Dinelli et al., 2011) and its presence was confirmed in the aerial parts
of Triticum aestivum L. (Kowalska et al., 2014). Apigenin 6-C-B-xylo-
pyranoside 8-C-B-glucopyranoside (compound 7) was reported for the
first time in Triticum durum (Cavaliere et al., 2005) and its presence was
confirmed in the aerial parts of Triticum aestivum L. (Kowalska et al.,
2014).
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Fig. 5. The effects of apigenin and seven of its derivatives (compounds 1-7) on the coagulation activity of human plasma (APTT (A), PT (B) and TT (C)). Data
represent mean + S.E. of six healthy volunteers. *p < 0.05 (vs. control positive), **p < 0.01 (vs. control positive), #p < 0.05 (between control negative and

control positive).
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2.2.1. Isolation, purification and identification of barrel medic (Medicago
truncatula Geartn.) apigenin derivatives

M. truncatula seeds (variety A17 Jemalong) were obtained from Dr.
XianZhi He, The Samuel Roberts Noble Foundation, Ardmore. The
plants were cultivated in an experimental field of the Institute of Soil
Science and Plant Cultivation, Pulawy, Poland. The aerial parts were
harvested at the beginning of flowering, and then frozen, lyophilized,
finely powdered and used for extraction.

The apigenin derivatives (compounds 1-5) were isolated according
to previously-developed procedures for barrel medic (Kowalska et al.,
2007). Briefly, the crude extract was applied to a 6 cm X 10 cm,
40-63 pm LiChroprep RP-18 (Merck, Warsaw, Poland) preparative
column. The phenolic fraction was eluted with 40% MeOH, and the
compounds were then purified on a 2 cm x 50 cm, 40-63 pm RP-18
glass column using an isocratic system (MeCN-1% H3PO,4). The re-
sulting five individual compounds (1-5) showed absorption spectra
characteristic of apigenin glycosides. Their structures were established
by spectrometric and spectroscopic (ESI-MS/MS and NMR) techniques.
Mass spectra and NMR data have been described previously: compound
1 - Yoshida et al. (1993); compound 2 - Stochmal et al. (2001); com-
pounds 3-5 — Kowalska et al. (2007).

Positive effect (anticoagulant potential)

Parameter of coagulation
No effect
No effect
No effect
No effect
No effect
No effect

TT
No effect

2.2.2. Isolation, purification and identification of wheat (Triticum aestivum
L.) apigenin derivatives

Triticum aestivum L. seeds (variety Legenda) were obtained from
Genebank, Zentralinstitute fiir Pflanzengenetik und
Kulturpflanzenforchung (Gatersleben, Germany). The plants were cul-
tivated in an experimental field of the Department of Systems and
Economics of Crop Production, Institute of Soil Science and Plant
Cultivation, State Research Institute in Pulawy, Poland. The aerial parts
were harvested at flag leaf sheath opening, i.e. BBCH stage 47; they
were then frozen, lyophilized, finely powdered and subjected to ex-
traction.

The two apigenin derivatives (compounds 6 and 7) were isolated
according to Kowalska et al. (2014). Briefly, the aerial parts were de-
fatted with chloroform and their content extracted with 70% methanol.
The crude extract was fractionated using vacuum liquid chromato-
graphy. The fraction washed out with 40% MeOH was loaded onto a
preparative column (4 ecm X 50 cm, 40-63 um LiChroprep RP-18,
Merck, Darmstadt, Germany). The obtained compounds were then
further purified on a C18 glass column (2 cm X 50 cm, 25-40 ym,
Merck, Darmstadt, Germany) using an isocratic system (methanol/1%
H3PO,4). Two pure apigenin derivatives were isolated.

The masses of the purified compounds were determined by direct
infusion electrospray high resolution (Q-TOF) mass spectrometry
(HRESI-MS), using a SYNAPT G2-S HDMS mass spectrometer (Waters,
Manchester, UK). NMR spectra were acquired in 650 pL of tetra-
deuteromethanol (MeOH-d4) at 25 °C or dimethyl sulfoxide-d6
(DMSO-dg) at 70 °C on a Bruker Avance III HD 500 MHz instrument
(Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten, Germany) (Kowalska et al.,
2014). Detailed mass spectra and NMR data for compound 6 are given
in Dinelli et al. (2011) and for compound 7 in Cavaliere et al. (2005).

Positive effect (antioxidative potential)
Positive effect (antioxidative potential)

No effect

No effect
Positive effect (antioxidative potential)

No effect
Positive effect (antioxidative potential)

Inhibition of thiol oxidation
No effect

)
)
al)
)
)

Inhibition of protein carbonylation
Positive effect (antioxidative po
Positive effect (antioxidative po
Positive effect (antioxidative po
Positive effect (antioxidative po
Positive effect (antioxidative po
Positive effect (antioxidative potential)

No effect
No effect

2.3. Stock solutions

Stock solutions of apigenin and its derivatives (compounds 1-7)
were prepared in 50% DMSO for biological activity testing. The final
concentration of DMSO in these solutions was lower than 0.05%, and its
effects were determined in all experiments.

Positive effect (antioxidative potential)
Positive effect (antioxidative potential)

No effect
Positive effect (antioxidative potential)

Positive effect (antioxidative potential)

No effect
Positive effect (antioxidative potential)

Biomarkers of oxidative stress
Inhibition of lipid peroxidation

No effect

2.4. Human plasma isolation

Human blood or plasma were obtained from six non-smoking men
and women who were regular donors of a blood bank (Lodz, Poland)
and a Medical Center (Lodz, Poland). The blood samples were collected
into CPD solution (citrate/phosphate/dextrose; 9:1; v/v blood/CPD) or

Compound
Apigenin
Compound 1
Compound 2
Compound 3
Compound 4
Compound 5
Compound 6
Compound 7

A comparison of the effects of apigenin and its derivatives (compounds 1-7) (tested concentration of 5 ug/mL) on biomarkers of oxidative stress in plasma treated with H,0,/Fe and coagulation.

Table 1
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CPDA solution (citrate/phosphate/dextrose/adenine; 8.5:1; v/v; blood/
CPDA). None of the donors had taken any medication, any addictive
substances such as tobacco or alcohol, or any antioxidant supple-
mentation. The analysis was performed according to the guidelines of
the Helsinki Declaration for Human Research, and approved by the
Committee on the Ethics of Research in Human Experimentation,
University of Lodz (resolution No. 7/KBBN-UL/111/2018).

The blood plasma was isolated by differential centrifugation as de-
scribed earlier (Lis et al., 2018). The plasma samples were divided into
two groups. The first was incubated with apigenin or its derivatives
(compounds 1-7) at final concentrations of 1-50 pg/mL (30 min, 37 °C;
for hemostatic parameters). The second group was pre-incubated with
apigenin or its derivatives (compounds 1-7) at final concentrations of
1-50 pg/mL (five minutes, 37 °C; for parameters of oxidative stress),
and then treated with 4.7 mM H,0,/3.8 mM Fe,S0,/2.5 mM EDTA
(25 min at 37 “C).

The protein concentration of the tested samples was determined by
measuring the absorbance at 280 nm as described by Whitaker and
Granum (1980).

2.5. Biomarkers of oxidative stress

2.5.1. Plasma lipid peroxidation measurement

Plasma lipid peroxidation was quantified by measuring TBARS
concentration. TBARS concentration was calculated using the molar
extinction coefficient (¢ = 156,000 M~ 'em ™) as described previously
(Wachowicz, 1984; Olas et al., 2018).

2.5.2. Carbonyl group measurement
The level of carbonyl groups in plasma proteins was determined
according to Levine et al. (1990), Bartosz (2008) and Olas et al. (2018).

2.5.3. Thiol group determination

The thiol group content in plasma proteins was determined by
measuring the absorbance at 412 nm with 5,5-dithio-bis-(2-ni-
trobenzoic acid) in a SPECTROstar Nano Microplate Reader (BMG
LABTECH, Germany). The method is described in more detail elsewhere
(Ando and Steiner, 1973a,b; Bartosz, 2008; Olas et al., 2018).

2.6. Parameters of coagulation

The prothrombin time (PT), thrombin time (TT) and the activated
partial thromboplastin time (APTT) were determined coagulometrically
using a model K-3002 Optic Coagulation Analyser (Kselmed, Grudziadz,
Poland), according to Malinowska et al. (2012).

2.7. Data analysis

Several tests were used to carry out statistical analysis. In order to
eliminate uncertain data, the Q-Dixon test was performed. All values
are expressed as mean * S.E. The obtained results were tested with the
Shapiro-Wilk test to confirm normality and Levene's test for equality of
variance. Statistically significant differences were identified by ap-
plying the ANOVA test; p-values below 0.05 were regarded as sig-
nificant. This was followed by Tukey's multiple comparisons test or the
Kruskal-Wallis test.

3. Results and discussion

Oxidative stress induces changes in the structure and function of
plasma and other hemostatic elements, and is often associated with the
presence of cardiovascular disease (Nowak et al, 2010). Phenolic
compounds, inter alia flavonoids, offer effective protection against da-
mage related to oxidative stress and sometimes confer anticoagulant
benefits. Although some papers describe the biological actions of api-
genin, including its effects on oxidative stress (Bian et al., 2017), no

Annexes

Food and Chemical Toxicology x00¢ (X0xx) Xxxx

papers have examined the effects of apigenin on the components of
hemostasis, for example human plasma. Therefore, the present study
examines the effect of apigenin and seven of its derivatives on the
coagulation process and oxidative stress in plasma treated with H,0,/
Fe in vitro.

Following separation by low-pressure liquid chromatography and
purification on a semipreparative C18 column, two individual apigenin
derivatives were isolated from the methanolic T. aestivum extracts.
These were identified on the basis of their ESI-MS/MS and NMR ana-
lyses as isoschaftoside (apigenin 6-C-a-arabinopyranoside 8-C-B-gluco-
pyranoside — compound 6) and apigenin 6-C-f-xylopyranoside 8-C-$-
glucopyranoside (compound 7) (Fig. 1B) (Cavaliere et al., 2005; Dinelli
et al., 2011); the two compounds differ with regard to the type of sugar
substituted in the 6C position. The most common type of flavonoid
found in T. aestivum and other grasses are flavones, particularly the C-
glycosyl-flavones (Zagoskina et al., 2005). Olenichenko et al. (2006)
identified the presence of fifteen phenolic compounds in T. aestivum;
most of which (90%) were flavonoids such as C-glycosides of two fla-
vones (apigenin and luteolin) and their O-derivatives.

Five other apigenin derivatives were identified in the aerial parts of
barrel medic (Fig. 1A), all of which gave a peak characteristic for api-
genin at m/z 269 for ESI-MS/MS. The spectroscopic analysis identified
two uronic acid units attached to the apigenin of 7-O-[B-D-glucur-
onopyranosyl-(1 — 2)-O--D-glucuronopyranoside] apigenin; two
uronic acid units attached to the apigenin of 7-0-[2’-O-sinapoyl-p-D-
glucuronopyranosyl(l1 — 2)-O-f-D-glucuronopyranoside] apigenin,
with acylation of the sugar chain with sinapic acid; three uronic acid
units attached to the apigenin of 7-0-{2-O-feruloyl-[8-D-glucur-
onopyranosyl(1 — 3)]-0-p-D-glucuronopyranosyl(l — 2)-0-8-D-glu-
curonopyranoside}, with acylation by ferulic acid; two uronic acid units
attached to the apigenin of 7-0-{2’-O-feruloyl-| 8-D-glucuronopyranosyl
(1 — 3)]-B-D- glucuronopyranosyl(l — 2)-O-p-D-glucopyranoside};
acylation with ferulic acid and six carbons characteristic of a glucose
unit; three uronic acid units attached to the apigenin of 7-O-[-D-glu-
curonopyranosyl (1 — 3)-O-f-D-glucuronopyranosyl(1 — 2)-0-B-D-
glucuronopyranoside].

A study of apigenin derivatives isolated from wheat, with rutin as a
standard, identified weak antioxidant properties for isoschaftoside
(apigenin 6-C-a-arabinopyranoside 8-C-p-glucopyranoside) but not for
apigenin 6-C-B-xylopyranoside 8-C-B-glucopyranoside (Kowalska et al.,
2014). The study was based on thin-layer chromatography-2,2,-di-
phenyl-1-picrylhydrazyl radical testing (TLC-DPPH’) with image pro-
cessing.

In addition, the concentrations of the phenolic compounds
(=50 pg/mL) tested in the present in vitro study with human plasma,
these being apigenin and its derivatives, correspond with the physio-
logical concentrations of phenolic compounds available after oral ad-
ministration (Manach et al., 2004, 2005). Of the seven tested deriva-
tives of apigenin, four (compounds 1, 2, 4 and 7) reduced plasma lipid
peroxidation induced by H,0,/Fe at all tested concentrations (1-50 pg/
mL); for example, when applied at the highest concentration (50 pg/
mL), compound 7 significantly inhibited this process by about 40%
compared to the positive control (Fig. 2). The remaining three deriva-
tives (compounds 3, 5 and 6) also inhibited lipid peroxidation; how-
ever, these changes were not statistically significant (Fig. 1).

Plasma protein carbonylation induced by H,0,/Fe was significantly
inhibited by apigenin and derivatives 1, 2, 3, 4 and 7 at all used con-
centrations. The greatest inhibitory effects, about 50% reduction com-
pared to positive controls, were observed for the highest concentration,
i.e. 50 pg/mL (Fig. 3). In contrast, compound 6 did not appear to have
any effect on the level of carbonyl groups in the treated human plasma
at any tested concentration (1, 5 or 50 pg/mL) (Fig. 3). In this in vitro
model, only apigenin and derivatives 1 and 4, at all used concentra-
tions, increased the levels of thiol groups (Fig. 4).

Neither apigenin nor any of the tested seven derivatives were found
to influence the PT or the TT of human plasma at any of the tested
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concentrations (1-50 pg/mL). In addition, only compound 4 (1-50 pg/
mL) changed the APTT level (Fig. 5).

Table 1 compares the in vitro antioxidant and anticoagulant poten-
tial apigenin with those of its seven derivatives at a concentration of
5 pg/mL. Of these, compound 4, an acylated derivative with ferulic acid
and a glucose unit, not only demonstrated the greatest antioxidant
potential, as indicated by TBARS, carbonyl group and thiol group as-
says, but also displayed anticoagulant potential. Kanski et al. (2002)
found the presence of ferulic acid to greatly reduce free radical damage
in neuronal cell systems, and that ferulic acid significantly eases per-
oxyl- and hydroxyl radical-induced oxidative stress in synaptosomal
membrane systems to a greater degree than cinnamic, coumaric and
vanillic acids.

Compound 2, a derivative acylated with sinapic acid, was found to
inhibit lipid peroxidation and protein carbonylation. Sinapic acid is
known to demonstrate peroxynitrite scavenging activity and can play a
role in cellular defense against diseases involving free radicals (Niwa
et al., 1999; Zou et al., 2002), and has also been found to strongly in-
hibit the formation of 3-nitrotyrosine in proteins (Niwa et al., 1999).
Compound 1 only demonstrated antioxidant potential. While com-
pounds 1, 2, 4, 5 and 7 inhibit lipid peroxidation, apigenin itself does
not, as indicated by our present findings based on biomarkers of oxi-
dative stress and coagulation in plasma.

The present work is the first to characterize the influence of api-
genin and seven of its derivatives on the oxidative stress and coagula-
tion process in vitro; the results indicate that the tested phenolic com-
pounds have different influences on these processes which may be
attributed to differences in their chemical structure. Of the tested
compounds, the most promise may be offered by compound 4, i.e. 7-O-
{2"-0-feruloyl-[ B-D-glucuronopyranosyl(1 — 3)]-B-D- glucuronopyr-
anosyl(1 — 2)-0-B-D-glucopyranoside}: it was found to exert both an-
tioxidant and anticoagulant activities which play beneficial roles in the
prevention and treatment of cardiovascular disorders.
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Résumé
Ce travail est consacré a I’étude phytochimique de I’espece Medicago truncatula,
appartenant a la famille des Fabaceae ainsi que 1’évaluation de ’activité antioxydante des

parties aériennes de la plante.

Cette espéce est étroitement apparentée a une importante légumineuse fourragere qui
constitue des cultures destinées a I'alimentation animale et la nutrition humaine . M. Truncatula
posséde plusieurs intéréts : intérét phytochimique, thérapeutique, génétique, écologique et
agronomique. L’ensemble de toutes ces caractéristiques font M. truncatula une excellente
plante modele. En plus de sa valeur en tant que systeme modeéle pour les études sur la fixation
symbiotique de I'azote, M. truncatula est récemment devenue un organisme de choix pour la

dissection de voies complexes du métabolisme secondaire.

Deux classes de métabolites secondaires produits par M. truncatula présentent un intérét
particulier. Le premier est celui des saponines triterpéniques ; les seconds sont divers flavones.

Ces composés ont eté demontré des propriétes antioxydantes et bénéfiques pour la santé.

Les polyphénols végétaux constituent le plus grand groupe d'antioxydants. Les données
scientifiques indiquent que les polyphénols sont puissants piégeurs de radicaux libres qui
peuvent agir comme réducteurs ou singulet des extincteurs a oxygene. Parmi ceux-ci les
composes flavonoides ont fait I'objet de recherches les plus approfondies pour l'identification

des structures chargées et I'amélioration des propriétés antioxydantes.

Mots clés : activité antioxydante, Medicago truncatula, flavonoides, saponines, phytochimie,

stress oxydant.



Résumés

Abstract
This work is devoted to the phytochemical study of the Medicago truncatula species,
belonging to the Fabaceae family, as well as the evaluation of the antioxidant activity of the

aerial parts of the plant.

This species is closely related to an important forage legume which constitutes crops for
animal feed and human nutrition. M. Truncatula has several interests: phytochemical,
therapeutic, genetic, ecological and agronomic interest. All these characteristics together make
M. truncatula an excellent model plant. In addition to its value as a model system for fixation
studies A nitrogen symbiotic, M. truncatula has recently become an organism of choice for the
dissection of complex secondary metabolic pathways.Two classes of secondary metabolites
produced by M. truncatula are of particular interest. The first is that of triterpene saponins ; the

second are various flavones.

These compounds have been shown to have antioxidant and health benefits. The largest
group of antioxidants are plant polyphenols. Scientific evidence indicates that polyphenols are
potent free radical scavengers which can act as reducers or singlet of oxygen extinguishers. Of
these the flavonoid compounds have been the subject of the most extensive research for the

identification of charged structures and the enhancement of antioxidant properties.

Key words : antioxidant activity, Medicago truncatula, flavonoids, saponins, phytochemistry,

oxidative stress.
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