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Résumé

Cette étude vise à explorer la diversité des molécules bioactives de l'espèce algérienne

Astragalus arpilobussubsp. Hauarensis en analysant son profil phénolique par LC-MS/MS et

en évaluant in vitroses activités antioxydante et anti-inflammatoire. Les tests DPPH et

d'inhibition de la dénaturation de la BSA ont été utilisés pour mesurer les propriétés

biologiques de l'extrait hydroalcoolique de cette plante. Ces analyses permettront de mieux

comprendre le potentiel pharmacologique de cette plante et d'identifier les composés

responsables de ses effets bénéfiques.L'extraction des parties aériennes de l'A. arpilobus par

macération dans un mélange éthanol-eau a permis d'obtenir un extrait avec un rendement

élevé de 20%, supérieur aux rendements habituels de 10-15% observés pour d'autres plantes

médicinales. L'analyse phytochimique de cet extrait par LC-MS a révélé une grande diversité

de composés phénoliques, incluant des acides phénoliques tels que l'acide gallique, l'acide

syringique, l'acide p-coumarique, l'acide protocatéchique, l'acide trans-férulique, l'acide

sinapique, l'hydroxybenzaldéhyde, l'acide salicylique, l'acide chlorogénique et l'acide

vanillique. Les flavonoïdes présents ont été caractérisés en différents sous-groupes, incluant

les flavan-3-ols (catéchines) et diverses flavones, flavonols, flavanones, et isoflavones, telles

que la baicaléine, la scutellarine, la morine, le kaempférol, la quercétine, la fisétine,

l'hespérétine, la naringénine et la biochanine A. Des formes glycosylées de flavonoïdes,

comme le quercétine-déoxyhexosylhexoside, l'hespérétine-déoxyhexosylhexoside, le

quercétinepentoside et le kaempférolhexoside, ont également été détectées. L'essai de

piégeage du radical DPPH a démontré un potentiel antioxydant significatif de l'extrait, avec

un pourcentage d'inhibition de 91.81 % à une concentration de 160 μg/mL et une valeur de

CI50 de 19.44 ± 0.04 µg/ml, comparable à celles des standards antioxydants tels que le BHA,

le BHT, l'acide ascorbique et l'α-tocophérol. En termes d'activité anti-inflammatoire, La

valeur de CI50 de l'extrait (35.73 µg/ml) était nettement inférieure à celles du diclofénac

(63.78 µg/ml) et du kétoprofène (164.79 µg/ml), ce qui indique une efficacité supérieure. Ces

résultats soulignent le potentiel pharmacologique élevé de l'extrait d'A. arpilobus pour

atténuer le stress oxydatif et les affections inflammatoires, justifiant des recherches futures

approfondies sur ses mécanismes moléculaires et ses applications cliniques. L’étude in silico

sur le gène PTGS2 et sa protéine a révélé que la molécule Chrysin, présentant une forte

affinité de liaison et des propriétés pharmacocinétiques favorables, a été choisie pour des

investigations futures.

Mots clés :Astragalus arpilobussubsp. hauarensis, composés phénoliques, LC MS/MS ;

activités antioxydante et anti-inflammatoire.



Abstract

This study aims to explore the diversity of bioactive molecules in the Algerian species

Astragalus arpilobus subsp. Huaoranis by analyzing its phenolic profile using LC-MS/MS

and evaluating its antioxidant and anti-inflammatory activities. The in vitroDPPH assay and

the inhibition of BSA denaturation were employed to assess the biological properties of the

hydroalcoholic extract of this plant. These analyses will enhance our understanding of the

pharmacological potential of this plant and identify the compounds responsible for its

beneficial effects. Extraction of the aerial parts of A. arpilobus by maceration in an ethanol-

water mixture yielded an extract with a high yield of 20%, exceeding the typical yields of 10-

15% observed for other medicinal plants. Phytochemical analysis of this extract by LC-MS

revealed a wide variety of phenolic compounds, including acids such as gallic acid, syringic

acid, p-coumaric acid, protocatechuic acid, trans-ferulic acid, sinapic acid,

hydroxybenzaldehyde, salicylic acid, chlorogenic acid, and vanillic acid. Present flavonoids

were characterized into different subgroups, including flavan-3-ols (catechins) and various

flavones, flavonols, flavanones, and isoflavones, such as baicalein, scutellarin, morin,

kaempferol, quercetin, fisetin, hesperetin, naringenin, and biochanin A. Glycosylated forms of

flavonoids, such as quercetin-deoxyhexosylhexoside, hesperetin-deoxyhexosylhexoside,

quercetin pentoside, and kaempferol hexoside, were also detected. The DPPH radical

scavenging assay demonstrated a significant antioxidant potential of the extract, with an

inhibition percentage of 91.81% at a concentration of 160 μg/mL and an IC50 value of 19.44

± 0.04 µg/ml, comparable to that of antioxidant standards such as BHA, BHT, ascorbic acid,

and α-tocopherol. In terms of anti-inflammatory activity, the IC50 value of the extract (35.73

µg/ml) was significantly lower than those of diclofenac (63.78 µg/ml) and ketoprofen (164.79

µg/ml), indicating superior efficacy. These results underscore the high pharmacological

potential of A. arpilobus extract in mitigating oxidative stress and inflammatory conditions,

warranting further in-depth research into its molecular mechanisms and clinical

applications.The in silico study on the PTGS2 gene and itsproteinrevealedthat the

Chrysinmolecule, exhibiting high binding affinity and favorable pharmacokineticproperties,

waschosen for future investigations.

Keywords: Astragalus arpilobus subsp. hauarensis, phenolic compounds, LC MS/MS;
Antioxidant activities; anti-inflammatory activities.



ملخص

Astragalus arpilobussubsp. لنبات حيوًيا النشطة الجزًئات تنوع استكشاف إلى تهدف الدراسة هذه

للكسدة المضادة نشاطاته وتقييم LC-MS/MS بواسطة محتواهالفينولي تحليل خلل من Hauarensisالجزائري

الخصائص لقياس البلزميني البروتين تحلل واحتجاز DPPH اختبارات استخدام تم in vitro. لللتهاب والمضادة

الجزًئات وتحدًد النبات لهذا الدوائية للمكانات أفضل فهم على التحاليل هذه ستساعد النبات. هذا لمستخلص البيولوجية

من مزًج في النقع .Aبواسطة Arpilobusلنبات الهوائية الجزاء استخراج عملية تمكنت الًجابية. تأثيراته عن المسؤولة

بين تتراوح التي العادًة النسب من أعلى وهو ،٪20 تبلغ عالية عائد بنسبة مستخلص على الحصول من والماء الًثانول

عن LC-MS بواسطة المستخلص لهذا النباتية المركبات تحليل كشف الخرى. الطبية النباتات في الملحظة ٪15-10

البي-كومارًك، حمض السيرًنجيك، حمض الجاليك، حمض مثل الحماض ذلك في بما الفينولية، المركبات من كبير تنوع

حمض الساليسيليك، حمض بنزالدًهيد، هيدروكسي السينابيك، حمض الترانس-فيروليك، حمض البروتوكاتيك، حمض

الفلفان- ذلك في بما مختلفة، فرعية مجموعات في الموجودة الفلفونوًدات توصيف تم الفانيليك. وحمض الكلوروجينيك،

الباًكالين، مثل والًزوفلفونات، الفلفانونات، الفلفونولت، الفلفونات، من متنوعة ومجموعة (الكاتيكينات) 3-ول

ا أًضي الكشف تم A. والبيوكانين النارًنجينين، الهيسبيرًتين، الفيستين، الكوًرسيتين، الكامبفيرو، المورًن، السكوتيلرًن،

والهيسبيرًتين- الكوًرسيتين-دًوكسيهيكسوزًلهيكسوزًد، مثل للفلفونوًدات، السكر متعددة أشكال عن

للكسدة مضادة إمكانية DPPH ال اختبار أظهر والكامبفيروهيكسوزًد. والكوًرسيتينبنتوزًد، دًوكسيهيكسوزًلهيكسوزًد،

مقارنة ميكروغرام/مل، 0.04 ± 19.44 تبلغ CI50 وقيمة ميكروغرام/مل 160 تركيز عند ٪91.81 تثبيط نسبة مع ،

المضاد النشاط حيث من وألفا-توكوفيرول. السكوربيك، حمض ،BHT ، BHAمثل القياسية الكسدة لمضادات القيم بتلك

63.78) للدًكلوفيناك تلك من بكثير أقل ميكروغرام/مل) 35.73) للمستخلص CI50 قيمة كانت لللتهاب،

الدوائية المكانية النتائج هذه تؤكد أعلى. فعالية إلى ًشير مما ميكروغرام/مل)، 164.79) والكيتوبروفين ميكروغرام/مل)

المعمقة المستقبلية البحوث ًبرر مما اللتهابية، والحالت الكسدي الجهاد .Aللتخفيفمن Arpilobusلمستخلص العالية

جزيء اختيار تم أنه PTGS2وبروتينه جين inعلى silico دراسة السرًرًة.كشفت وتطبيقاتها الجزًئية آلياتها حول

مستقبلية. تحقيقات لجراء مواتية، دوائية حركية وخصائص عالية ارتباط درجة ًيظهر الذي ،Chrysin

LC؛ MS/MS الفينولية، المركبات ،Astragalus arpilobussubsp. hauarensis, : المفتاحية الكلمات

لللتهابات. المضادة النشطة للكسدة. المضادة النشطة
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Introduction

L'inflammation joue un rôle crucial dans la réponse immunitaire en empêchant les

infections grâce à la libération et à la production de médiateurs chimiques pro-

inflammatoires face à des facteurs internes ou externes. Ce mécanisme est bénéfique car il

contribue à préserver l'intégrité de l'organisme. Toutefois, une inflammation non maîtrisée

peut entraîner la destruction des tissus et une série de réactions, y compris la

douleur (Mbaïhougadobe et al., 2024) . Ces processus inflammatoires sont liés à de

nombreuses maladies humaines, telles que l'arthrite, le diabète, l'asthme, les allergies et le

cancer(Nko’o Moise et al. 2024).

D’autre part, au cours des deux dernières décennies, le stress oxydatif est devenu un

sujet de recherche majeur en biologie à l'échelle mondiale, en raison de son rôle écologique

et évolutif significatif et de sa capacité à éclairer les interactions fonctionnelles entre les

traits de l'histoire de vie (Hu et al., 2024a). Ce phénomène se caractérise par une oxydation

intracellulaire excessive, résultant d'un déséquilibre entre la production d'espèces réactives

de l'oxygène (ERO) et les systèmes antioxydants. Cette oxydation peut endommager des

biomolécules telles que les protéines, les lipides et les acides nucléiques, entraînant

finalement la mort cellulaire et provoquant des troubles physiologiques comme le cancer,

le diabète, l'asthme, le vieillissement prématuré, ainsi que des maladies cardiovasculaires,

neurodégénératives et inflammatoires (Zhu et al., 2024a)

L'inflammation et le stress oxydatif sont des processus physiopathologiques

étroitement interconnectés. L'un peut survenir avant ou après l'autre, mais la présence de

l'un augmente fortement la probabilité de l'apparition de l'autre. Ensemble, ils contribuent à

la pathogenèse de nombreuses maladies chroniques. Bien que l'identification et le

traitement de l'anomalie primaire soient cliniquement cruciaux, ils peuvent ne pas toujours

être efficaces. En effet, une fois initiés, l'inflammation et le stress oxydatif se renforcent

mutuellement, entraînant des dommages progressifs (Huang et al., 2023).

De nos jours, les plantes continuent d'avoir une importance significative dans les

pratiques thérapeutiques et le quotidien des populations. Ces dernières années, de

nombreuses études se sont concentrées sur la valorisation de la médecine traditionnelle,

cherchant à vérifier la sécurité et l'efficacité des plantes employées, tout en établissant des

normes scientifiques pour leur utilisation.
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Grâce à la richesse et à la diversité de sa flore d'origine, l'Algérie possède un

réservoir phytogénétique important. Cette caractéristique lui confère une position

privilégiée parmi les pays méditerranéens qui ont une longue histoire médicale et une

expertise traditionnelle dans l'utilisation des plantes médicinales pour traiter diverses

affections, bien que peu d'études aient été menées à ce sujet (Bendifallah, 2023)

La présence de remèdes de la médecine traditionnelle ayant démontré leur efficacité

dans le traitement des maladies inflammatoires suscite notre intérêt pour une plante

d'origine algérienne appartenant au genre Astragalus. Ce genre, l'un des plus vastes de la

famille des Fabaceae, présente une diversité remarquable d'espèces réparties à travers le

monde. L'une de ces espèces, l'Astragalus arpilobussubsp. Hauarensis, a attiré l'attention

des botanistes, des écologistes et des praticiens de la médecine traditionnelle en raison de

ses caractéristiques uniques et de ses multiples utilisations (Long et al. 2012)

A.arpilobusest une plante herbacée vivace originaire de régions montagneuses

d’Asie centrale, notamment d’Iran, d’Afghanistan et du Turkménistan (Maassoumi, 2022).

Reconnaissable par ses feuilles composées et ses fleurs de couleur blanche ou pourpre, A.

arpilobusoccupe une place importante dans les écosystèmes semi-arides et montagneux où

elle pousse (Mahmoudi et al., 2021) . En plus de son rôle écologique en tant que fixateur

d’azote et de source de nourriture pour divers herbivores, cette plante a également été

étudiée pour ses propriétés médicinales potentielles. Dans la médecine traditionnelle,

certaines cultures ont utilisé diverses parties de la plante pour traiter les morsures de

serpent(Mahmoudi et al., 2021).

Cette étude vise à poser des bases scientifiques pour l'utilisation de cette plante

dans la médecine traditionnelle en Algérie. Pendant la recherche, un extrait de cette plante

a été obtenu par macération. Ensuite, les activités antioxydantes et anti-inflammatoires in

vitro de l'extrait hydro-éthanolique des parties aériennes de la plante ont été évaluées. Une

analyse par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse (LC-MS) a été

réalisée afin d'identifier les composés phénoliques présents dans cet extrait et de

caractériser les principaux constituants chimiques pouvant conférer à cette plante les

activités mentionnées.
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1. L’inflammation

L'inflammation, également appelée réaction inflammatoire, est la réponse des tissus

vivants et vascularisés à une agression d'origine physique, chimique ou biologique, visant à

préserver leur intégrité (Wang et al, 2024). Cette réponse se manifeste par des symptômes

tels que rougeur, douleur, chaleur, gonflement, et parfois, une perte de fonction de la zone

affectée (Mohammadi et al, 2024).

L’inflammation est généralement un processus bénéfique pour l'organisme agressé,

impliquant de nombreux systèmes biologiques dont l'objectif est d'éliminer l'agent

pathogène et de réparer les tissus endommagés. Cependant, ce mécanisme peut devenir

nuisible en raison de la virulence du pathogène, de sa persistance, de la localisation de

l'inflammation, ou encore de régulations anormales du processus inflammatoire, pouvant

ainsi entraîner des dommages irréversibles (Mohammadi et al, 2024).

2. Les anti-inflammatoires

2.1. Les anti-inflammatoires conventionnels

Les anti-inflammatoires sont nombreux et appartiennent à des familles de médicaments

différents, comprenant des analgésiques, des corticoïdes et des antihistaminiques (Yvan,

1997). Ils sont divisés selon leur mode d’action en deux catégories.

 Anti-inflammatoires stéroïdiens (AIS)

 Anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS)

2.2. Les anti-inflammatoires traditionnels

Depuis des temps anciens, les plantes ont été employées dans la prévention et le

traitement d'une gamme variée de maladies, incluant des troubles inflammatoires tels que

le rhumatisme et l'arthrose. Leurs composants bioactifs présentent un potentiel prometteur

pour la création de nouveaux médicaments anti-inflammatoires, caractérisés par leur

efficacité pharmacologique élevée et leurs effets secondaires minimes (Yıldızlı et al, 2024).

Les flavonoïdes, les tanins et les huiles essentielles figurent parmi ces composés, agissant

supposément par inhibition des voies enzymatiques, ou par neutralisation des radicaux

libres. Ces caractéristiques sont recherchées pour leur potentiel thérapeutique dans le

traitement de diverses maladies inflammatoires (Ibrahim et al, 2024).
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Ces dernières années, un nombre considérable d'études, aussi bien in vitro qu'in vivo,

ont été axées sur la valorisation de la médecine traditionnelle afin d'évaluer l'efficacité anti-

inflammatoire des plantes utilisées, ainsi que leur mode d'action, et d'établir des protocoles

scientifiques pour leur utilisation (Cheng et al., 2021). Environ 47 plantes et 52 molécules

extraites de plantes, jugées bénéfiques pour le traitement de l'inflammation, ont été

validées par des études cliniques et précliniques (Maione et al, 2016) . Les résultats

biochimiques de ces recherches mettent en lumière le potentiel des plantes et/ou de leurs

composés dans l'inhibition de la formation des principaux médiateurs pro-inflammatoires

du métabolisme de l'acide arachidonique, notamment par l'inhibition des cyclooxygénases

et des lipoxygénases. Des exemples de plantes pour lesquelles le mode d'action a été mis

en évidence sont répertoriés dans le tableau 01.

Tableau 1 :Les propriétés anti-inflammatoires de certaines plantes médicinales (Abu

Bakar et al, 2018 ; Ghasemian et al, 2016 ; Maione et al, 2016)

Plante Partie
utilisée

Mécanisme d'action

Boswelliaserrata Parties
Aérienne

Modulation des médiateurs inflammatoires (TNF-�, IL-1�, IL-
6, IFN-�, et PGE2).

Cimicifuga
racemosaL.

Racines Inhibition de la production de TNF-α par la régulation négative
Des activités de ERK et de NF-κB.

Eriobotryajaponica Feuilles Inhibition de l'IL-8, de l'activation du NF-κB et de l'expression
de l'ARNm de l'iNOS.

Forsythiakoreana
Nakai

Fruits Inhibition des activités de COX-2 et de iNOS.

Harpagophytum
procumbens

Racines Inhibition potentielle du NO, des cytokines inflammatoires (IL-
6, IL-1�et TNF-�) et de la PGE2, ainsi que prévention du
métabolisme de l'acide arachidonique et de la biosynthèse des
eicosanoïdes, entraînant l'inhibition de la COX-2.

Oenotherabiennis Parties
Aérienne

Modulation de l'oxyde nitrique (NO), du TNF-�, de l'IL-1�et du
thromboxane B2(TXB2) conduisant à la suppression de
l'expression du gène COX-2.

Oleaeuropaea Huiled'olive
vierge

Modulation du lipo polysaccharide plasmatique postprandial, des
cytokines pro-inflammatoires, du TXB2 et du LTB4.

Rosmarinus
officinalis

N/A Inhibition de l'infiltration des neutrophiles et réduction des
médiateurs pro-inflammatoires : TNF-�etIL-1.

Salviaofficinalis Feuilles Inhibe la production de PGE2 via l'inhibition de la PGE2
synthèse-1microsomale.

Uncariatomentosa Parties
Aérienne

Inhibition du TNF-� et diminution de la production de PGE2.

Urticadioica Feuilles Potentiel inhibiteur sur le facteur de transcription pro-
inflammatoire NF-�B.
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3. Test anti-inflammatoiresin vitro

3.1. Dénaturation protéique

La dénaturation des protéines est un phénomène complexe qui se produit lorsque

les protéines perdent leur structure tridimensionnelle native, généralement à la suite d'un

changement de conditions environnementales telles que la chaleur, l'exposition à des

produits chimiques, des variations de pH extrêmes ou même le stress oxydatif. Cette perte

de structure altère la configuration spatiale des acides aminés constitutifs de la protéine, ce

qui entraîne une perte de leur fonction biologique normale (Ballo et al, 2023).

Dans le corps humain, la dénaturation des protéines peut avoir des conséquences

importantes sur la santé, notamment en déclenchant des réponses inflammatoires. Lorsque

les tissus subissent des dommages, que ce soit par une blessure, une infection ou d'autres

facteurs, les protéines présentes dans ces tissus peuvent être affectées par la dénaturation

(Thida et al, 2024) . Par exemple, lors d'une blessure, les températures locales peuvent

augmenter, provoquant la dénaturation des protéines dans la région touchée.

Lorsque les protéines sont dénaturées, elles peuvent perdre leur capacité à interagir

avec d'autres molécules de manière spécifique, ce qui peut perturber les processus

cellulaires normaux. De plus, les protéines dénaturées peuvent être perçues par le système

immunitaire comme des corps étrangers, déclenchant ainsi une réponse

inflammatoire(Purnomo et al, 2023) .

Cette réponse inflammatoire est caractérisée par une série de réactions

biochimiques et cellulaires conçues pour éliminer les agents pathogènes, réparer les tissus

endommagés et restaurer l'homéostasie. Cependant, si l'inflammation n'est pas contrôlée,

elle peut devenir chronique et contribuer au développement de nombreuses maladies, y

compris les maladies auto-immunes, les maladies cardiovasculaires et même le cancer

(Chaiya et al, 2022).



CHAPITRE 1 : L’INFLAMATION

8

3.2. L’utilisation de BSA dans le test anti-inflammatoire

La BSA, ou albumine sérique bovine, est une protéine présente dans le sang des

bovins. Malgré son origine animale, elle est largement utilisée comme substitut à

l'albumine sérique humaine (HSA) dans les études et les tests anti-inflammatoires pour

plusieurs raisons. Tout d'abord, sa structure est très similaire à celle de l'HSA, ce qui

permet des résultats comparables dans les expériences. De plus, les coûts de production de

la BSA sont généralement moins élevés que ceux de l'HSA, ce qui en fait une option plus

économique pour la recherche (Sivapalan et al, 2023).

Dans le corps humain, l'albumine sérique joue un rôle crucial dans le maintien de

l'homéostasie et du transport des nutriments, des hormones et des médicaments dans le

sang. Elle agit également comme un antioxydant et contribue à la régulation de la pression

osmotique du sang (Sitar et al, 2013).

Cependant, lorsqu'elle est dénaturée, que ce soit à cause de conditions

environnementales extrêmes ou de réactions chimiques, l'albumine sérique peut perdre sa

structure tridimensionnelle et, par conséquent, sa fonction biologique normale (Belinskaia

et al, 2021) . Cette dénaturation peut entraîner une perte de la capacité de l'albumine à

remplir ses fonctions physiologiques, ce qui peut avoir des conséquences néfastes sur la

santé. Par exemple, une dénaturation de l'albumine sérique peut entraîner une

augmentation de la perméabilité vasculaire, favorisant ainsi l'accumulation de liquide dans

les tissus et contribuant à l'inflammation et à l'œdème. En outre, elle peut affecter le

transport des nutriments et des médicaments dans le sang, compromettant ainsi la

régulation métabolique et la réponse aux traitements médicaux (Levitt et al, 2016).



Chapitre 2 : Stress oxydante
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1. Stress oxydant

Le stress oxydatif se manifeste par un déséquilibre où les systèmes prooxydants

dominent les systèmes antioxydants (Zhu et al., 2024b) (Figure 01). Sous des conditions

quotidiennes normales, les radicaux libres sont produits en quantités minimes et jouent des

rôles intermédiaires dans divers processus physiologiques. Parmi ces processus figurent la

transduction des signaux cellulaires, la défense immunitaire contre les pathogènes, le

fonctionnement de certaines enzymes, l'apoptose des cellules cancéreuses, la

différenciation cellulaire, et la régulation de la dilatation des capillaires. Ils sont également

essentiels pour le fonctionnement de certains neurones, en particulier ceux associés à la

mémoire, la régulation des gènes par le contrôle redox, et la fécondation de l'ovule (Yu et

al., 2024).

Figure 1 : déséquilibre de la balance antioxydants/pro-oxydantes(Bayala, 2014)

La production physiologique des radicaux libres est régulée avec précision par des

systèmes antioxydants, qui s'adaptent au niveau de radicaux présents. Cependant, dans des

conditions pathologiques ou sous l'influence de facteurs exogènes, une surproduction de

ces composés peut se produire (Hu et al., 2024b). En conséquence, les systèmes de défense

sont débordés et deviennent insuffisants pour neutraliser cet excès de radicaux libres.

En outre, une carence en antioxydants, due à une inactivation directe ou à une

production insuffisante, peut aggraver la situation. Ce déséquilibre mène au stress oxydatif,

qui provoque souvent des dommages directs aux molécules biologiques, telles que

l'oxydation de l'ADN, des protéines, des lipides et des glucides. De plus, des lésions
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secondaires peuvent survenir en raison des métabolites cytotoxiques et mutagènes libérés,

notamment lors de l'oxydation des lipides (Abdelnaser et al., 2024). Le stress oxydatif est

impliqué dans le développement de plus d'une centaine de pathologies humaines

différentes, y compris l'athérosclérose, le cancer, les maladies inflammatoires,

cardiovasculaires, neurodégénératives, le diabète, les rhumatismes et le vieillissement

prématuré de la peau (Kishi et al., 2024).

2. Les radicaux libres

Un radical libre est une espèce chimique, qu'il s'agisse d'un atome ou d'une

molécule, neutre ou chargée, qui se caractérise par la présence d'un ou plusieurs électrons

non appariés sur son orbitale externe. Cette configuration lui confère une instabilité

énergétique et cinétique, ainsi qu'une réactivité extrêmement élevée. La demi-vie d'un

radical libre est très courte, de l'ordre de 10 à 9 secondes, ce qui le pousse à réagir

rapidement avec d'autres composants pour tenter de stabiliser ses électrons non appariés.

Les molécules ainsi attaquées deviennent à leur tour des radicaux libres, déclenchant un

processus de réactions en chaîne (Sarkar et al., 2024)

3. Test anti-antioxydant in vitro

3.1. Piégeage du radical libre DPPH

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH°) est un radical

organique stable de couleur violette (Figure 2), qui absorbe à une longueur d'onde de 517

nm. Sa stabilité provient de la présence d'un électron non apparié sur un atome du pont

d'azote. Lorsqu'il est en présence d'agents antioxydants qui agissent comme donneurs

d'hydrogène (AH), le DPPH° est réduit en sa forme non radicalaire, DPPH-H (2,2-

diphényl-1-picrylhydrazine), et change de couleur pour devenir jaune, ce quientraîne une

diminution de son absorbance(Brand-Williams et al., 1995). Cette réaction est illustrée par

la réaction suivante (figure 3)
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Figure 2 :Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH°)(Hua et al.,

2014)

Figure 3:Mécanisme de réduction du radical libre DPPH par unantioxydant(Molyneux,

2004)



Chapitre 3 : Présentation de la plante

étudiée
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1. FamilleFabaceae :

LesFabaceae, également connue sous le nom de Légumineuses, est une famille de

plantes à fleurs largement répandue dans le monde, comprenant environ 765 genres et près

de 20 000 espèces connues. Parmi les plus grands genres de cette famille figurent

Astragalus (plus de 2900 espèces), Acacia (plus de 1 000 espèces) et Indigofera (environ

700 espèces). Les Fabaceae représentent environ 7% des espèces de plantes à fleurs. Des

études moléculaires et morphologiques récentes confirment que les Fabaceae forment un

groupe monophylétique étroitement lié aux familles des Polygalacées, Surianacées et

Quillajecées, appartenant à l'ordre des Fabales. Outre leur importance écologique, de

nombreusesFabaceae présentent un intérêt économique, notamment pour l'alimentation

humaine et animale. Les Fabaceae constituent donc un modèle d'étude fascinant pour

comprendre l'évolution et la diversification des plantes à fleurs(Lekmine et al., 2024, 2022,

2021).

2. Le genre Astragalus

Le genreAstragalus, comprend environ 2900 espèces de plantes à fleurs réparties à

travers le globe (Brullo et al., 2013;Coulot and Rabaute, 2021) .Ces plantes se distinguent

par leurs fleurs papilionacées, leurs feuilles composées et leur capacité à fixer l’azote dans

le sol grâce à des bactéries symbiotiques présentes dans leurs racines.Elles sont utilisées de

diverses manières, notamment dans l’alimentation animale, la médecine traditionnelle et la

préservation des écosystèmes. Bien que certaines variétés d’Astragalus puissent être

toxiques pour le bétail, d’autres sont recherchées pour leurs vertus médicinales, notamment

dans le traitement des infections virales, des problèmes immunitaires et des affections

cardiovasculaires(Graziani et al., 2019).

2.1. La répartition mondiale du genre Astragalus

Cette section possède une répartition géographique relativement large,

principalement irano-touranienne, mais également présente dans les régions sud-

méditerranéennes. Elle est centrée sur une zone restreinte s'étendant de la moitié est de la

Turquie jusqu'au Pakistan à l'est, et ne s'étend vers le nord que jusqu'au sud du

Kazakhstan (Coulot and Rabaute, 2021) . En Afrique du Nord, plusieurs espèces sont

présentes dans les zones désertiques et subdésertiques. En Europe, elle est représentée

uniquement à l'extrême est, notamment en Grèce et à Chypre (figure 1)
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Figure 4 :La répartition mondiale de genre Astragalus(Coulot and Rabaute, 2021)

2.2. Caractéristiques morphologiques du genre Astragalus

Les espèces de la section Astragalus se distinguent par une série de caractéristiques

botaniques spécifiques. Ces plantes sont principalement herbacées, mais rarement sous-

arbustives(Tian et al., 2021). Elles possèdent de longs poils basifixes blancs, accompagnés

le plus souvent de poils noirs. Leurs feuilles sont longues et comportent de nombreuses

folioles (ZARRE et al., 2024) . Les inflorescences se composent de 1 à 15 fleurs, qui

peuvent être sessiles ou courtement pédonculées. Les bractéoles sont généralement

présentes. Le calice est tubulaire, peu ou pas renflé à l’anthèse. Les pétales sont grands, de

couleur blanche ou jaune. Enfin, les fruits dépassent le calice, parfois de manière

significative, et sont coriaces(Abd El-Ghani et al., 2021)

3. Astragalus arpilobussubsp. Hauarensis

3.1. Présentation de la plante

A.arpilobusest plante saharienne aux propriétés médicinales et traditionnellement

utilisé dans la médecine nord-africaine pour traiter les morsures de serpent(Lakhdari et al.,

2016) . En Algérie, A.arpilobus est assez répandue dans les déserts et est connue

localement sous le nom de « Dlilia » (Tedjani et al., 2023b, 2023a) .Une autre

dénomination synonyme pour cette espèce est Astragalus gyzensisBunge (Tedjani et al.,

2023a).
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3.2. Classification botanique

La place taxonomique d'A. arpilobus a été déterminée grâce à la classification

phylogénétique développée par Dobignard and Chatelain (2010) et Azani et al. (2017)

Tableau 2 : Classification d’A. arpilobus.

Règne Plante
Genre Astragalus
Famille Fabaceae
Espèce Astragalus arpilopus
Sous-espèce Astragalus arpilopussubsp. hauarensis
Classe Equisetopsida
Sous-classe Magnoliidae

4. Description botanique

A.Arpilobus est une modeste plante annuelle, présentant des tiges étalées de

courte longueur, ne dépassant guère les 20 cm, arborant une teinte allant du violet au

blanc. Ses feuilles, d'un vert vif, sont larges et charnues, tandis que ses racines sont

fines et peu profondes(Chehma, 2019).

Figure 5 :Les fleures d’A. arpilobus . fleur(Tedjani et al., 2023a).
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Figure 6 :Les racine d’A. arpilobus(Kherraze et al., 2010).

Figure 7 : les tiges et feuillled’A. arpilobus(Kherraze et al., 2010)

Figure8 : LesGoussesd’A. arpilobus(Tedjani et al., 2023b).
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5. Origine et air de réparation :

La distribution géographique de l'A. Arpilobus s'étend sur plusieurs régions du

monde. En Afrique, cette espèce est présente en Algérie, en Égypte, en Libye, au Maroc et

en Tunisie.

Figure 9 : La distribution géographique de l’A. Arpilobus dans l’Afrique (Kumar and Sane,

2003)



Chapitre 4 :Les métabolites primaires et
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1. Les métabolites primaires

Les métabolites primaires sont les molécules synthétisées par un organisme qui sont

essentielles à ses fonctions vitales de base, telles que la nutrition, la croissance et la

reproduction (Kliebenstein, 2012) . Contrairement aux métabolites secondaires, les

métabolites primaires jouent un rôle central dans le maintien des processus métaboliques

fondamentaux de l'organisme. Ces métabolites essentiels sont constitués principalement

d'atomes de carbone, d'oxygène et d'azote, assemblés en quatre grandes catégories

biochimiques : les glucides, les lipides, les acides aminés et les acides nucléiques. Les

glucides, tels que le glucose et l'amidon, sont des composés organiques contenant du

carbone, de l'hydrogène et de l'oxygène qui fournissent l'énergie nécessaire aux processus

vitaux (Ummahan, 2024) . Les lipides, comme les acides gras et les stéroïdes, sont des

molécules hydrophobes riches en carbone et en hydrogène qui jouent un rôle structural

dans les membranes cellulaires et servent également de réserves énergétiques. Les acides

aminés sont les unités de base des protéines, macromolécules essentielles à la structure et

au fonctionnement des cellules. L'ADN et l'ARN, composés d'unités nucléotidiques,

contiennent l'information génétique nécessaire à la synthèse des protéines et à la

transmission du patrimoine héréditaire. En plus de leurs fonctions vitales, les métabolites

primaires servent également de précurseurs pour la production de métabolites secondaires,

des molécules impliquées dans des processus de défense, de signalisation et d'adaptation de

l'organisme à son environnement (Kliebenstein, 2012).

2. Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires, initialement définis comme des composés présents dans

certaines espèces végétales et absents dans d'autres, ont été nommés ainsi par défaut. Ces

substances ne participent pas directement au métabolisme de base commun à toutes les

plantes (Peters et al., 2019) . Cependant, il est devenu évident par la suite que ces

métabolites secondaires agissent en réalité comme des indicateurs de l'adaptation des

plantes aux diverses conditions écologiques. Leur présence ou leur absence dans les

plantes reflète leur capacité à répondre aux contraintes environnementales et à s'adapter

aux pressions biotiques et abiotiques. Ainsi, ces métabolites secondaires jouent un rôle

crucial dans la survie et la prospérité des plantes en leur permettant de s'adapter et de se

défendre efficacement face aux stress environnementaux (Alain et al., 2018)
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2.1. Classification des métabolites secondaires

La classification des métabolites secondaires est basée sur diverses caractéristiques

chimiques, telles que leur structure, leur composition, leur solubilité dans différents

solvants et leur voie de synthèse. Le système de classification principal regroupe ces

molécules en trois grandes classes. Les alcaloïdes sont des composés organiques contenant

un groupement azote, souvent présents dans les plantes, et peuvent être subdivisés en

plusieurs sous-groupes comme les alcaloïdes aminés, les alcaloïdes lactones et les

alcaloïdes terpéniques. Les terpènes sont des composés organiques renfermant un

groupement carbonyle, également fréquents dans le règne végétal, et peuvent être classés

en monoterpènes, sesquiterpènes et diterpènes entre autres. Enfin, les composés

phénoliques sont des molécules contenant un groupement phénolique, souvent observées

chez les plantes, Les composés phénoliques sont considérés comme les métabolites

secondaires les plus importants dans les plantes, surpassant d'autres classes de métabolites

secondaires en raison de leur diversité structurale et de leurs fonctions multiples. Ces

composés, qui comprennent les flavonoïdes, les tanins, les acides phénoliques et les

lignines, jouent un rôle crucial dans la défense des plantes contre les stress abiotiques et

biotiques(Peters et al., 2019).

3. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont abondamment présents dans les fruits et légumes, les

boissons telles que le thé et le vin, ainsi que dans divers autres produits alimentaires. Avec

plus de 8 000 composés identifiés, les composés phénoliques constituent l'une des familles

les plus significatives de métabolites secondaires (Kyselova, 2011) . Structurellement, ces

composés se distinguent par la présence d'un noyau benzénique, également appelé noyau

aromatique, auquel est attaché un groupement hydroxyle. Ce groupement hydroxyle peut

être libre ou lié par une liaison ester ou éther. Le noyau benzénique confère aux composés

phénoliques une grande rigidité et une forte réactivité chimique, en raison de la

délocalisation des électrons en résonance au sein du cycle de six atomes de

carbone(Chowdhary et al., 2021). Cette structure unique permet aux composés phénoliques

de participer à diverses réactions chimiques et de jouer des rôles essentiels dans les plantes,

notamment en tant qu'antioxydants et en défense contre les pathogènes.
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3.1. Classification des composer phénoliques

Les composés phénoliques sont classés en différentes catégories en fonction de leur

structure chimique et de la complexité de leurs molécules. La figure ci-dessous illustre les

principales classes de composés phénoliques.

À la base de cette classification, on trouve les acides phénoliques, qui possèdent un

noyau benzénique simple avec un ou plusieurs groupements hydroxyle (Nouioura et al.,

2024) . Les flavonoïdes, qui constituent une catégorie majeure, sont caractérisés par une

structure de trois cycles, avec deux noyaux benzéniques reliés par un pont oxygéné. Cette

catégorie comprend plusieurs sous-groupes tels que les flavonols, les flavones, les

isoflavones, les flavanones, et les anthocyanines, chacune ayant des variations subtiles

dans la structure et les fonctions biologiques (Hien et al., 2024).

Les stilbènes, une autre classe de composés phénoliques, sont caractérisés par une

structure de deux noyaux benzéniques reliés par une chaîne éthylénique. Les stilbènes

jouent des rôles importants dans la défense des plantes contre les infections fongiques et

les dommages oxydatifs. Le resvératrol est un exemple bien connu de stilbène, réputé pour

ses propriétés antioxydantes et bénéfiques pour la santé humaine (Socała et al., 2024).

Les tanins, classés en tanins condensés et tanins hydrolysables, sont des polymères

complexes formés par la condensation de monomères phénoliques simples, et jouent un

rôle significatif dans la défense des plantes contre les herbivores et les pathogènes (Fraga-

Corral et al., 2021).

Figure 10 : classification des composes phénoliques
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Les lignines, également des composés polymériques trouvés principalement dans

les parois cellulaires des plantes, sont essentielles pour la structure et la rigidité des

plantes(Liu et al., 2018).

La diversité structurelle des composés phénoliques leur permet d'assumer diverses

fonctions écologiques et biologiques, comme la protection contre les herbivores et les

pathogènes, la régulation de la croissance et du développement des plantes, ainsi que la

participation aux interactions plantes-environnement.



Chapitre 5 : Analyse LC-MS

/MS
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1. Analyse LC-MS/MS

L’analyse LC-MS/MS, abréviation de chromatographie liquide couplée à la

spectrométrie de masse en tandem, est une méthode analytique avancée utilisée pour

l’identification et la quantification précises des composés chimiques dans un échantillon.

Cette technique repose sur deux technologies principales : la chromatographie liquide (LC)

et la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS)(Erenler et al., 2023)

2. Principe

La chromatographie liquide sépare les composants d’un mélange en les faisant

passer à travers une colonne remplie d’une phase stationnaire. Les composants se

déplacent à des vitesses différentes en fonction de leurs interactions avec la phase

stationnaire, ce qui permet leur séparation. Ensuite, les composants séparés sont introduits

dans un spectromètre de masse en tandem(Dugues et al., 2024).

La spectrométrie de masse en tandem est une méthode qui mesure la masse et la

charge des ions présents dans un échantillon. Elle consiste en deux étapes principales : la

fragmentation des ions et la détection des fragments. Dans la première étape, les ions sont

fragmentés en petites particules, appelées fragments. Ces fragments sont ensuite analysés

pour déterminer leur masse et leur charge. Cette information est utilisée pour identifier les

composés présents dans l’échantillon(Maslov et al., 2024)

En combinant la chromatographie liquide et la spectrométrie de masse en tandem,

l’analyse LC-MS/MS offre une sensibilité, une sélectivité et une précision élevées dans

l’identification et la quantification des composés chimiques, même à des concentrations

très faibles. Cette méthode est largement utilisée dans de nombreux domaines de la

recherche scientifique et de l’industrie, notamment la chimie analytique, la biologie, la

pharmacologie, la médecine et l’analyse environnementale. Elle est particulièrement

précieuse pour l’identification des métabolites, la découverte de médicaments, le contrôle

de la qualité des produits pharmaceutiques et la surveillance de la pollution

environnementale (Rojas, 2024)



CHAPITRE 5 : ANALYSE LC-MS/MS

26

3. L’utilisation d’analyse LC-MS/MS

Selon Patel et al. (2024), l’analyse LC-MS/MS est utilisée dans une grande variété

de domaines pour des applications diverses. Voici quelques exemples de son utilisation :

3.1. Pharmacologie et médecine

L’analyse LC-MS/MS est utilisée pour identifier et quantifier les médicaments et

leurs métabolites dans le sang, l’urine et d’autres matrices biologiques. Cela permet de

surveiller l’efficacité des traitements, de contrôler les concentrations thérapeutiques et de

détecter les interactions médicamenteuses(Becher et al., 2017).

3.2. Chimie alimentaire

Elle est utilisée pour détecter les résidus de pesticides, les contaminants microbiens,

les additifs alimentaires et autres substances indésirables dans les aliments. Cela contribue

à assurer la sécurité alimentaire et à garantir la conformité aux réglementations

sanitaires.(Becher et al., 2017)

3.3. Analyse environnementale

L’analyse LC-MS/MS est employée pour détecter et quantifier les polluants

organiques dans l’eau, le sol, l’air et d’autres matrices environnementales. Cela aide à

évaluer les risques pour l’environnement et la santé humaine, ainsi qu’à surveiller l’impact

des activités industrielles sur l’écosystème(Patel et al., 2024).

3.4. Recherche biomédicale

Elle est utilisée pour étudier les mécanismes moléculaires des maladies, identifier

de nouveaux biomarqueurs et développer des thérapies ciblées. Cela comprend l’analyse

des protéines, des peptides, des acides nucléiques et d’autres biomolécules dans les

échantillons biologiques (Lekmine et al., 2022)

3.5. Développement de médicaments

L’analyse LC-MS/MS est utilisée dans toutes les étapes du processus de

développement de médicaments, de la découverte de composés actifs à la caractérisation
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des formulations finales. Cela inclut la détermination de la pureté des composés, l’étude de

leur pharmacocinétique et la surveillance de leur stabilité (Benslama et al., 2023)

3.6. Analyses forensiques

Elle est utilisée pour identifier les drogues illicites, les toxines, les métaux lourds et

autres substances dans les échantillons biologiques prélevés lors d’enquêtes criminelles.

Cela aide les enquêteurs à établir des preuves scientifiques et à résoudre des affaires

judiciaires.
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Partie 2 : Etude expérimentale
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Chapitre 1 : Matériels et méthodes
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1. Matériel végétal et extraction

Les parties aériennesA.Arpilobusont été récoltées dans la région d'El Oued, située dans

le nord-est du Sahara algérien. Le matériel végétal a été séché à l'air libre, puis finement

broyé en poudre à l'aide d'un moulin électrique.

Pour préparer les extraits hydro-alcooliques à 70% d'éthanol, 20 g de poudre végétale

ont été mélangés avec un solvant composé d'un mélange éthanol-eau (70:30 V/V). Le

mélange a été laissé à macérer pendant 24 heures à température ambiante, sous agitation

occasionnelle, afin de permettre une extraction optimale des composés d'intérêt.

Après macération, le mélange a été filtré sur un entonnoir muni d'un papier filtre pour

récupérer le filtrat. Ce dernier a ensuite été concentré à 36°C à l'aide d'un évaporateur

rotatif (Hahnvapor, Hahnshin Scientific Co., Ltd., Séoul, Corée du Sud), permettant ainsi

d'éliminer le solvant et de récupérer un extrait sec.Le résidu végétal restant après extraction

hydro-alcoolique a été soigneusement récupéré et conservé à 4°C pour une utilisation

ultérieure. Ces extraits concentrés ont été utilisés pour les analyses phytochimiques et les

tests biologiques.
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Figure 11 : Protocole de préparation d’extrait hydro-éthanolique de la partie aérienne d’A.

Arpilobus

20g de la plante

Macération avec
ethanol-eau

Filtration

Concentration
avec la rotavape

Récupération
du résidu
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2. Rendement de l’extraction

Le rendement est défini comme la masse de l'extrait déterminée après le séchage,

exprimée en pourcentage (%) par rapport à la masse initiale de la poudre soumise à

l'extraction. Il est calculé en utilisant la formule suivante :

- R (%) : Rendement exprimé en %
- M : Masse en gramme de l’extrait sec obtenu 4 g
- M0 : Masse en gramme de la poudre végétale utilisée (20g)

3. Équipement et paramètres chromatographiques

Pour les analyses par LC-MS/MS, des échantillons contenant 50 mg ont été transférés

dans des tubes Eppendorf contenant 2 mL d'éthanol. La solution résultante a été

soigneusement agitée avant de subir une extraction à l'hexane. Après extraction, le mélange

a été centrifugé et agité à 9000 tr/min pendant 10 min. Par la suite, un échantillon de 100

µL a été prélevé dans les phases de méthanol de la solution résultante et dilué à 900 µL

avec un ratio de 450 d'eau pour 450 de méthanol. Enfin, l'échantillon résultant a subi une

filtration et a été analysé par LC/MS-MS avec un volume d'injection de 5,0 µL, un débit de

0,400 mL/min, un temps de méthode de 30 min et une température de 40 °C.
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4. Activité antioxydante

Le test DPPH, tel que décrit par Sanchez-Garcia et al. (1998) , est une méthode

couramment utilisée pour évaluer l'activité antioxydante des extraits végétaux ou des

composés purs.

4.1. Principe du test

Le test se base sur la capacité des antioxydants à réduire le radical stable 2,2-diphényl-

1-picrylhydrazyle (DPPH•), entraînant une diminution de l'absorbance à 517 nm.

4.2. Protocoleexpérimental

 Une solution de DPPH est préparée dans du méthanol à une concentration de 2,5

mg/100 mL, ajustée pour obtenir une absorbance initiale de 0,98 ± 0,02 à 517 nm.

 100 μL de cette solution de DPPH sont mélangées avec différentes concentrations

d’extrait ou des standards (acide ascorbique, quercétine, BHA).

 Les mélanges sont incubés à température ambiante et à l'abri de la lumière pendant

30 minutes.

 L'absorbance à 517 nm est alors mesurée.

Le pourcentage d'inhibition du radical DPPH est calculé selon la formule :

% d'inhibition du DPPH = [(Ac - (At - Ae)) / Ac] x 100Où :

 Ac est l'absorbance du contrôle (DPPH seul)
 At est l'absorbance de l'échantillon (DPPH + extrait)
 Ae est l'absorbance du blanc (extrait seul)

La concentration efficace à 50% (IC50), qui représente la concentration de

l'échantillon nécessaire pour piéger 50% des radicaux DPPH, peut être déterminée à partir

de la courbe dose-réponse.
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Figure 12 : protocole de test DPPH
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5. Activité anti-inflammatoire :

L'activité anti-inflammatoire in vitro a été évaluée en utilisant la méthode de

dénaturation des protéines avec l'albumine de sérum bovin (BSA), suivant la procédure

décrite par Karthik et al. (2013)

5.1. Principe du test

Ce test se base sur la capacité des composés à inhiber la dénaturation thermique de

la BSA. La dénaturation des protéines est un processus lié à l'inflammation et la capacité à

inhiber ce phénomène reflète l'activité anti-inflammatoire potentielle des extraits ou

composés testés.

5.2. Protocole experimental

 0,5 mL de différentes concentrations de l'extrait ou des composés de référence

(kétoprofène et diclofénac) sont mélangés avec 0,5 mL de BSA (0,2% p/v) dans un

tampon Tris-HCl (pH 6,8).

 Les tubes sont ensuite incubés à 37°C pendant 15 minutes, puis chauffés dans un

bain-marie à 70°C pendant 5 minutes pour induire la dénaturation des protéines.

 L'absorbance de la turbidité est mesurée à 660 nm à l'aide d'un spectrophotomètre.

Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines est calculé selon

l'équation suivante :

% d'inhibition = [(Ac - (As - Aw)) / Ac] x 100

 As est l'absorbance de l'échantillon (extrait + BSA)
 Aw est l'absorbance du blanc (extrait + tampon Tris-HCl)
 Ac est l'absorbance du contrôle (eau + BSA)

La concentration inhibitrice à 50% (CI50), qui représente la concentration nécessaire

pour inhiber 50% de la dénaturation des protéines, est ensuite déterminée. Les résultats

sont exprimés en moyenne ± écart-type de trois mesures parallèles et comparés aux

composés de référence.



6. Utilisation des méthodes in silico pour la recherche de molécules anti-

inflammatoires ciblant le gène PTGS2

Dans le cadre de la recherche de molécules anti-inflammatoires, les méthodes in silico ont

été appliquées pour démontrer l'activité anti-inflammatoire en criblant virtuellement les

interactions de ces molécules avec des cibles impliquées dans l'inflammation. Ce travail se

concentre sur le gène PTGS2, qui code la protéine cyclooxygénase-2 (COX-2), une

enzyme clé dans le processus inflammatoire.

6.1. Methodologie

a. Sélection de la cible : Le gène PTGS2, connu pour coder la protéine COX-

2, a été sélectionné comme cible principale en raison de son rôle crucial

dans l'inflammation.

b. Analyse des caractéristiques du gène : Les caractéristiques du gène

PTGS2 ont été déterminées à l'aide de la base de données NCBI. Ces

caractéristiques comprennent la séquence nucléotidique, la localisation

chromosomique, les exons et introns, ainsi que les informations sur la

régulation génique.

c. Criblage virtuel : Un criblage virtuel a été effectué par docking

moleculaire pour identifier les interactions potentielles entre les molécules

candidates et la protéine COX-2.

Les molécules ayant montré une forte affinité de liaison et des propriétés

pharmacocinétiques favorables ont été sélectionnées pour des études ultérieures.
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Chapitre 2 : Résultats et discussion
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1. Rendement de l’extraction

L'extraction des parties aériennes de la plante par macération dans un mélange

éthanol-eau a permis d'obtenir un extrait. Cet extrait a été conservé au frais dans une boîte

de Pétri en verre, à l'abri de la lumière, jusqu'à son utilisation. Selon la méthode décrite

dans la section Matériels et Méthodes, le rendement de l’extraction a été déterminé à 20%.

Ce rendement est considérablement élevé par rapport à d'autres études sur des plantes

médicinale, où les rendements d'extraction varient généralement entre 10% et 15%

(Ghedadba et al., 2014;Tahiri et al., 2010; Touaibia and Chaouch, 2014) . Cette efficacité

accrue peut être attribuée à la technique de macération utilisée et aux propriétés spécifiques

des parties aériennes de la plante, qui semblent particulièrement riches en composés

extractibles. Ces résultats suggèrent que la plante étudiée est une source prometteuse de

composés bioactifs avec un potentiel d'application significatif.

2. LC-MS/MS

L'analyse qualitative par LC-MS/MS a permis d'identifier etles principaux

composés phénoliques présents dans l'extrait hydro-alcoolique des parties aériennes d’A.

Arpilobus(Tableau 3).
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Tableau 3 : Résultats de l’analyse LC-MS/MS

N° Nome (M-H) M2 Temps de
rétention Classe phytochimique Ion Mod

1 Acide gallique 169 125 3.218 Phénols Négatif
2 Acide protocatéchique 153 112, 109 5.449 Phénols Négatif
3 Catéchine 288 245 6.904 Phénols Négatif
4 L’acide chlorogénique 353 191 7.378 Phénols Négatif
5 o-hydroxybenzaldéhyde 121 108, 102 7.679 Aldéhyde Négatif
6 Acide vanillique 153, 122 7.791 Phénols Négatif
7 Acide Syringique 183, 166 8.401 Phénols Négatif
8 Acide salicylique 94, 64, 75 9.539 Phénols Négatif

9 Acide trans-férulique 193 133, 115,
104 10.132 Phénols Négatif

10 Acide sinapique 223 210 10.414 Phénols Négatif

11 Scutellaréine-O-hexouronide
(Scutellarine) 461 369, 286 11.151 Glycoside de flavone Négatif

12 Acide P-coumarique 163 141 11.502 Phénols Négatif

13 Ester éthylique de l’acide
protocatéchique 181 162 11.622 Phénols Négatif

14
Hespérétine-O-
désoxyhexosylhexoside
(Hespérétinerutinoside)

609 304, 365 11.842 Glycoside de flavanone Négatif

15 Quercétine-O-
désoxyhexosylhexoside (Rutine) 609 301, 286 12.293 Glycoside de flavonol Négatif

16 Pentoside de quacétine 432 315 12.433 Glycoside de flavonol Négatif

17 Kaempférol-O-hexoside
(Kaempférol-O-glucoside) 447 284, 255 12.500 Glycoside de flavonol Négatif

18 Baïcaléine-O-hexouronide
(Baicalin) 445 425 13.287 Glycoside de flavone Négatif

19 Morin 300 215 13.327 Flavonol aglycone Négatif
20 Fisétine 285 137, 131 13.900 Flavanol aglycone Négatif
21 Chrysine 253 188 14.230 Flavanone aglycone Négatif
22 Quercétine 301 216 14.821 Flavonol aglycone Négatif
23 Naringénine 271 177 14.999 Flavanone aglycone Négatif

24 Hespérétine 301 286, 242,
199 15.815 Flavanone aglycone Négatif

25 Kaempférol 285 217, 133 16.431 Flavonol aglycone Négatif
26 Baicalein 269 147 17.084 Flavone aglycone Négatif
27 Lutéoline 285 155, 161 17.909 Flavone aglycone Négatif
28 Biochanine A 283 121 17.91 Aglycone isoflavone Négatif

L'évaluation phytochimique de l'extrait végétal par LC-MS a révélé une grande

diversité de composés phénoliques. En particulier, des acides phénoliques ont été identifiés

y compris l'acide gallique, l'acide syringique, l'acide p-coumarique, l'acide protocatéchique,

l'acide trans-férulique,l'acideprotocatéchique, l'acide sinapique, l'hydroxybenzaldéhyde,

l'acide salicylique, l'acide chlorogénique et l'acide vanillique. Ces acides phénoliques sont

bien connus pour leurs propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires remarquables,

suggérant des effets potentiellement bénéfiques pour la santé de l'extrait de plante.

De plus, les flavonoïdes présents ont été caractérisés en différents sous-groupes,

incluant les flavan-3-ols, représentés par les catéchines, également identifiés dans l'extrait.

Ces composés contribuent à la diversité phytochimique, chacun possédant des propriétés

uniques et des avantages potentiels pour la santé. En outre, diverses flavones, telles que
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l'aglycone de baicaléine et le glucuronide de scutellarine, ont été détectées, ainsi que des

flavonols comme la morine, le kaempférol, la quercétine et la fistétine. Les

flavanoneshespérétine et naringénine ont aussi été identifiées, tout comme

l'isoflavonebiochanine A.

Notamment, des formes glycosylées de flavonoïdes, telles que le quercétine-

déoxyhexosylhexoside, l'hespérétine-déoxyhexosylhexoside, le quercétinepentoside et le

kaempférolhexoside, étaient présentes dans l'extrait

3. Activité antioxydant

L'essai de piégeage du radical DPPH offre des informations précieuses sur l'activité

antioxydante des extraits naturels et des composés standards. Dans cette étude, l'extrait d’A.

Arpilobussa montré un potentiel antioxydant significatif, avec un pourcentage d'inhibition

de 91,81 % à une concentration de 160 μg/mL (Tableau 4). Cela suggère une capacité

notable à neutraliser les radicaux DPPH, impliquant des bénéfices potentiels pour la santé

associée à ses propriétés antioxydantes.

Tableau 4 : Inhibition du radical DPPH par l'extrait d’A.arpilobus et les standards

% Inhibition
Concentration µg/ml

160 80 40 20 10 5 2.5 1.25 IC 50 µg/ml
A. arpilobus 91.81 90.72 81.72 67.09 54.54 36.36 26.36 18.18 19.44 ± 1,1
BHA 95.12 91,2 90.2 59 49 41 40.23 39.25 11.94 ± 1.2
BHT 98.13 92,2 90.3 69.3 56.2 49.2 47.25 40.12 5.5 ± 2.3
Acide ascorbique 90.23 91,2 90.28 53,3 48,2 40,2 34.65 30.59 15.03 ± 1.6
Alpha tocophérol 93.2 90.2 80.25 54.3 47.2 40.2 39.25 36.15 14.71 ± 0.9

BHA : Hydroxyanisole butylé. BHT : Hydroxytoluène butylé

Comparativement, des standards positifs tels que le BHA, le BHT, l'acide

ascorbique et l'α-tocophérol ont également montré une activité de piégeage du radical

DPPH considérable à la même concentration. Le BHT a affiché le pourcentage d'inhibition

le plus élevé parmi les standards, atteignant 98.13%, suivi de près par le BHA avec 95.12%.

Ces deux composés ont démontré une activité antioxydante supérieure par rapport à

l'extrait d’A. Arpilobus L'α-tocophérol a également montré une activité robuste avec un

pourcentage d'inhibition de 93.2%, indiquant son efficacité en tant qu'agent antioxydant.
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Les valeurs de CI50, telles que décrites dans le Tableau 4, servent d'indicateurs

critiques du potentiel antioxydant exhibé par l'extrait végétal ainsi que par divers composés

standards dans la neutralisation des radicaux DPPH. Il est important de noter qu'une valeur

de CI50 plus faible correspond à une activité antioxydante plus élevée, représentant la

concentration requise pour neutraliser 50% des radicaux DPPH présents. Dans cette étude,

la valeur de CI50 pour l'extrait de A.arpilobus a été déterminée à 19.44 ± 0.04 µg/ml. La

comparaison des valeurs de CI50 entre l'extrait de A. arpilobus et les composés standards

élucide leur efficacité antioxydante relative. L'extrait végétal a présenté une valeur de CI50
favorable plus proche de celles du BHA, du BHT, de l'acide ascorbique et de l'α-tocophérol,

ce qui indique son potentiel en tant qu'agent antioxydant efficace.

4. Activité anti-inflammatoire

Les valeurs de CI50 pour l'activité anti-inflammatoire de l'extrait d’A.arpilobuset

des médicaments standards, diclofénac et kétoprofène, ont été déterminées respectivement

à 35.73 µg/ml, 63.78 µg/ml et 164.79 µg/ml (Figure 13). Ces valeurs représentent la

concentration nécessaire pour inhiber l'inflammation de 50%. La comparaison de ces

résultats montre que l'extrait d’A. arpilobusprésente une valeur de CI50 nettement plus

faible que celles du diclofénac et du kétoprofène. Cela suggère que l'extrait

d’A.arpilobuspossède des propriétés anti-inflammatoires plus puissantes par rapport aux

médicaments standards diclofénac et kétoprofène.

Figure 13 : Activité anti-inflammatoire d’A. arpilobus
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5. In silico

 Caractéristiques du gène PTGS2 sont présentée dans la figure 14

o Séquence nucléotidique : La séquence complète du gène PTGS2 a été

extraite et analysée.

o Localisation chromosomique : Le gène PTGS2 est situé sur le

chromosome 1.

o Structure génique : Le gène est composé de 10 exons et 9 introns.

o Régulation génique : Divers facteurs de transcription et éléments

régulateurs ont été identifiés, indiquant un contrôle complexe de

l'expression du gène.

Figure 14 : caractéristique moléculaire du gène PTGS2

 Criblage virtuel :

La molécule chrysin figure 2 choisie par grâce a leur concentration élever a été

identifiée comme ayant une forte affinité pour la protéine COX-2, avec un score de -10,3.

Ces résultats indiquent une potentielle efficacité en tant qu'agent anti-inflammatoire.
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Figure 15 : l’interaction de la molécule chrysin et la protien COX-2.

6. Discussion

Cette étude représente la première exploration dans la littérature portant

spécifiquement sur les composés phénoliques d'A. arpilobus. Bien que des recherches

antérieures aient examiné les composés phénoliques de diverses espèces d'Astragalus,

aucune n'a jusqu'à présent abordé spécifiquement ceuxd'A. Arpilobus. Cela met en

évidence la nouveauté et l'importance de ces résultats, qui élargissent la compréhension de

la composition phytochimique et des avantages potentiels pour la santé de cette espèce.

De nombreux composés phénoliques identifiés dans notre plante par analyse LC-

MS/MS sont également présents dans diverses espèces d'Astragalus. Par exemple, l'acide

gallique, un composé phénolique majeur, a fait l'objet de nombreuses études pour ses

propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires (Shoaib et al., 2023) . En outre, les

composés phénoliques mentionnés précédemment ont été identifiés dans l'extrait

méthanoliqued'A. schizopterus (Haşimi et al., 2017) . De plus, des composés phénoliques

significatifs tels que le kaempférol, la quercétine et la rutine ont été détectés dans diverses

espèces d'Astragalus en utilisant deux techniques HPLC distinctes (Qi et al., 2008 ; Zhang

et al., 2018) . Des composés phénoliques similaires ont été isolés et purifiés à partir d'A.

taipaishanensis, et leurs structures ont été élucidées à l'aide de techniques telles que l'ESI-

MS, le HR-ESI-MS, le 1D-NMR et le 2D-NMR. Parmi ces composés figurent la

quercétine, le kaempférol, l'acide p-hydroxybenzoïque et l'acide vanillique(Pu et al., 2015),

tous ayant été détectés avec succès dans notre étude actuelle.
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Dans leur étude, Lekmine et al. (2022) ont noté à la fois des similitudes et des

différences dans la présence de composés phénoliques par rapport à ceux identifiés dans

notre recherche actuelle. Ces différences dans la composition et la quantité des composés

peuvent être attribuées à plusieurs facteurs. Tout d'abord, les conditions écologiques telles

que la composition du sol, l'altitude et l'exposition au soleil peuvent influencer de manière

significative la production de métabolites secondaires chez les plantes (Lobanova, 2011 ;

Mollaei et al., 2020) . De plus, les différences génétiques entre les espèces végétales ou

même au sein de la même espèce peuvent entraîner des variations dans la production de

métabolites(Henderson and Salt, 2017) . En outre, les facteurs de stress environnementaux

tels que la pollution, la sécheresse ou l'herbivorie peuvent inciter les plantes à produire des

composés spécifiques en tant que mécanismes de défense, contribuant ainsi aux différences

observées (Mehalaine and Chenchouni, 2020).

Enfin, les emplacements géographiques où les matériaux végétaux ont été collectés

peuvent jouer un rôle crucial, car des régions distinctes peuvent avoir des microclimats et

des compositions de sol uniques, influençant le profil chimique global des plantes (Li et al.,

2023) . Par conséquent, la divergence dans la composition des composés entre les études

souligne la complexité de la chimie des plantes et souligne l'importance de prendre en

compte plusieurs facteurs lors de la comparaison des profils phytochimiques à travers

différentes études. Sur la base de la littérature et des résultats actuels, nous pouvons

considérer l'extrait A. Arpilobus comme une source importante de composés phénoliques

avec un potentiel pour des applications biomédicales en raison de son métabolisme

secondaire, qui dépend des conditions écologiques locales.

Selon nos résultats, la comparaison a montré que bien que l'extrait A. Arpilobus ait

présenté une inhibition légèrement inférieure par rapport à BHA, BHT, l'acide ascorbique

et l'α-tocophérol, il a néanmoins démontré une efficacité antioxydante considérable par

rapport à certains autres extraits de plantes et à d'autres méthodes antioxydantes (Lekmine

et al., 2020) . Cela suggère que l'extrait A. Arpilobus possède un potentiel notable en tant

qu'agent antioxydant naturel.

De nombreuses études portant sur le même genre ont régulièrement démontré une

activité antioxydante puissante. Par exemple, l'extrait éthanolique d'A. armatusa montré un

potentiel antioxydant significatif, comme en témoignent ses résultats positifs dans sept

tests antioxydants distincts (Lekmine et al., 2022).
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De même, A. monspessulanus a présenté une activité modérée en utilisant le test au

DPPH avec une valeur de CI50 de 13,57 ± 1,5 μg/mL, ce qui concorde étroitement avec

notre résultat de 19,44 ± 1,1 μg/mL . Comparé à nos résultats, une légère différence de CI50
a été observée dans l'étude de Lekmine et al. (2020) sur l'extrait butanolique de fleurs d'A.

gombifirmis, avec une valeur de CI50 de 16,43 ± 0,46 dans le test au DPPH (Lekmine et al.,

2020).

Concernant le potentiel anti-inflammatoire de la plante testée, l'albumine sérique

bovine (BSA) est une protéine globulaire qui contient des acides aminés aromatiques tels

que le tryptophane, la tyrosine et la phénylalanine (Kishore, 2022). Ces acides aminés sont

responsables de l'activité anti-inflammatoire de la protéine lorsqu'elle subit une

dénaturation. La dénaturation de la BSA peut être utilisée comme modèle pour évaluer les

propriétés anti-inflammatoires de diverses substances telles que les extraits de

plantes (Kishore, 2022) . L'activité anti-inflammatoire de la dénaturation de la BSA est

mesurée par l'inhibition du processus de dénaturation lui-même. Lorsqu'une substance

ayant des propriétés anti-inflammatoires est présente, elle peut prévenir ou ralentir la

dénaturation de la BSA, ce qui indique sa capacité à réduire l'inflammation (Saeed et al.,

2024).

Le potentiel anti-inflammatoire de l'extrait d'A. Arpilobusa été évalué. Ce processus

implique la perturbation des liaisons électrostatiques, hydrophobes, hydrogène et disulfure

cruciales pour le maintien de la structure tridimensionnelle des protéines (Varghese et al.,

2024) . Lorsque les protéines subissent une dénaturation, elles perdent souvent leurs

fonctions biologiques, ce qui conduit à la production d'auto-antigènes pouvant déclencher

divers dysfonctionnements auto-immuns, notamment les maladies rhumatismales et

inflammatoires. Par conséquent, les composés capables d'inhiber la dénaturation des

protéines sont hautement considérés comme des traitements efficaces contre l'arthrite et

l'inflammation (Tavanappanavar et al., 2024).

Les résultats de l'activité anti-inflammatoire in vitro ont révélé que l'extrait d'A.

Arpilobusprésentait une efficacité remarquable dans la préservation de la structure

tridimensionnelle des protéines, suggérant son potentiel en tant qu'agent thérapeutique pour

lutter contre l'inflammation. Notre étude représente la première recherche dans la littérature

dédiée à l'exploration des propriétés anti-inflammatoires de A. arpilobus, comblant une
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lacune significative dans la littérature existante où les informations sur cette plante font

défaut.

Plusieurs études ont examiné l'activité anti-inflammatoire des espèces d'Astragalus

en utilisant la méthode de dénaturation de la BSA. A. membranaceus (Fisch.) Bunge a été

démontré pour présenter une activité anti-inflammatoire en inhibant la production de

médiateurs pro-inflammatoires (Ramadan et al., 2023) . Un extrait commercial d'A.

membranaceusa été trouvé pour atténuer l'inflammation et le stress oxydatif dans les

cellules intestinales en augmentant l'activation de Nrf2 et l'expression de HO-1 et NQO1

(Ramadan et al., 2023).Les polysaccharides d'A. membranaceusont été signalés pour avoir

des effets sur l'activation des cellules B et des macrophages, la promotion des réponses

humorales et immunitaires, la protection des vaisseaux sanguins et la prévention de

l'inflammation et du cancer (Hwang et al., 2023) . Les dérivés triterpéniques d'Astragalus

ont été rapportés pour avoir des effets anti-inflammatoires (Dong et al., 2023)

7. La corrélation :

Selon la littérature, une forte corrélation a été trouvée entre l'activité anti-

inflammatoire, antioxydante et les composés phénoliques précédemment identifiés en

utilisant la technique LC–ESI–MS (Xu et al., 2019) .L'acide gallique, l'acide

protocatéchique, l'acide chlorogénique, l'hydroxybenzaldéhyde, l'acide vanillique, l'acide

syringique, l'acide salicylique, l'acide trans-férulique, l'acide sinapique, l'acide p-

coumarique et l'ester éthylique de l'acide protocatéchique sont des acides phénoliques

connus pour leurs effets antioxydants et anti-inflammatoires (Rahman et al., 2021).

Ces composés présentent une activité anti-inflammatoire en modulant les

médiateurs pro-inflammatoires tels que la cyclooxygénase (COX) et les éléments

transcriptionnels impliqués dans les voies antioxydantes telles que le facteur nucléaire κB

(NF-κB) et le facteur nucléaire 2 apparenté au facteur érythroïde (Nrf-2) (Rahman et al.,

2021)

De plus, des flavonoïdes tels que la catéchine, la scutellarine, la quercétine, la

naringénine, l'hespérétine, le kaempférol, la baicaléine, la lutéoline, la biochanine A, le

quercétine-3-xyloside, l'hespérétine-déoxyhexosylhexoside, le pentoside de quercétine, la
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morine, le hexoside de kaempférol, la fisétine, le hexouronide de baicaléine et la chrysine

possèdent également des propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires (Kim et al., 2023)

Cependant, il est important de noter que bien que ces composés identifiés puissent

contribuer de manière significative aux effets anti-inflammatoires et antioxydants observés,

il pourrait y avoir d'autres molécules bioactives présentes dans l'extrait qui n'ont pas été

détectées via l'analyse LC-MS. Ces molécules non détectées telles que les acides gras, les

caroténoïdes et les stéroïdes peuvent également jouer un rôle significatif dans la capacité

anti-inflammatoire observée de l'extrait (Miya et al., 2023)

Les extraits botaniques tels que l'extrait d'AAH étudié dans notre étude offrent un

mélange complexe de phytochimiques comprenant des composés phénoliques qui peuvent

présenter des effets synergiques ou antagonistes sur les activités biologiques (Vaou et al.,

2022)

Lors de la comparaison des concentrations d'extraits avec des polyphénols purs, il

est crucial de reconnaître que l'efficacité d'un extrait n'est pas uniquement déterminée par

l'abondance d'une molécule particulière. En effet, un extrait peut contenir une proportion

élevée d'une molécule de référence spécifique qui contribue peu à son activité antioxydante

ou anti-inflammatoire globale. En revanche, d'autres composants présents dans l'extrait

peuvent exercer des effets biologiques significatifs, même à des concentrations plus faibles

(Efferth and Koch, 2011)

Cette variabilité d'activité souligne l'importance d'évaluer les extraits de manière

holistique, en tenant compte de la contribution collective de tous les constituants

phytochimiques aux effets biologiques observés. De plus, la complexité des extraits

botaniques présente des défis en termes de standardisation des doses et d'assurance de la

cohérence entre les études, soulignant davantage la nécessité d'une interprétation prudente

lors de la comparaison des concentrations avec des polyphénols purs ou des molécules de

référence (van Vuuren and Viljoen, 2011).



CONCLUSION

Conclusion

En résumé, notre étude a révélé un profil phénolique riche et diversifié de l'extraitA.

Arpilobus, caractérisé par une variété de composés incluant l'acide gallique, l'acide

protocatéchique, la catéchine et la chrysine. Ces composés phénoliques sont bien connus

pour leurs propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires. Par exemple, l'acide gallique et

l'acide protocatéchique sont reconnues pour leur capacité à neutraliser les radicaux libres et

à inhiber les voies inflammatoires, tandis que la catéchine et la chrysine possèdent des

effets protecteurs contre le stress oxydatif et les dommages cellulaires.

L'évaluation biologique de l'extrait A. Arpilobusa montré une activité antioxydante

significative, démontrée par une capacité élevée de piégeage du radical DPPH, et une

activité anti-inflammatoire notable, surpassant celle de médicaments standards tels que le

diclofénac et le kétoprofène. Cette efficacité est attribuée à la synergie entre les différents

composés phénoliques présents dans l'extrait, qui agissent de concert pour moduler les

voies biochimiques impliquées dans le stress oxydatif et l'inflammation.

Ces résultats enrichissent notre compréhension de la composition bioactive de

l'extrait A. Arpilobus et soulignent son potentiel pharmacologique pour atténuer les

affections liées au stress oxydatif et à l'inflammation. Pour maximiser l'utilisation

thérapeutique de ces composés bioactifs, il est crucial de mener des études plus

approfondies sur les mécanismes moléculaires sous-jacents et les implications cliniques.

Des investigations futures devraient également explorer les interactions entre les différents

composés phénoliques et leur impact collectif sur les activités biologiques.

L'exploitation des bénéfices de l'extrait A. Arpilobus pourrait ouvrir la voie au

développement de nouvelles stratégies thérapeutiques et interventions pour les maladies

inflammatoires, ainsi que pour d'autres affections de santé. Cela pourrait inclure la

formulation de nouveaux médicaments à base de plantes ou de suppléments nutritionnels

visant à renforcer les défenses antioxydantes de l'organisme et à réduire l'inflammation,

offrant ainsi des alternatives naturelles aux traitements pharmacologiques traditionnels.Ce

travail a démontré l’utilité des méthodes in silico dans la recherche de molécules anti-

inflammatoires. Les résultats obtenus fournissent une base solide pour des études

expérimentales ultérieures et le développement de nouveaux traitements anti-

inflammatoires.
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