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Résumé

Les radicaux libres sont des composés trés réactifs, qui en s attaquant aux molécules biologiques,
ils alterent leurs structures et leurs fonctions. La xanthine oxydoréductase (XOR) est une source
importante de radicaux libres. Cest une meétalloflavoenzyme qui catalyse |’oxydation de
I” hypoxanthine en xanthine et de la xanthine en acide urique. Ainsi, la production excessive d acide
urique et de radicaux libres par la XOR est a I’origine de plusieurs pathologies dont : la goutte,
I"ischemie reperfusion, le vieillissement et le cancer. Afin de remédier a ces maladies, les deux
plantes, Populus nigra et Fraxinus angustifolia, ont éé choisies sur la base de leur utilisation en
médecine traditionnelle pour traiter les inflammations et les rhumatismes. Pour ce fait, les extraits
de ces plantes ont été testés pour leur effet inhibiteur sur la X OR et pour leur activité antioxydant en
relation avec leurs teneurs en composés phénoliques. Les activités antioxydants des extraits de
Populus nigra et de Fraxinus angustifolia ont été faibles, en dépit de leurs teneurs élevées en
composés phénoliques. Cependant, les résultats ont exhibé une tres forte activité inhibitrice de la
XOR par I’extrait agueux du chloroforme des bourgeons de Populus nigra (ICso = 60,27 pg/ml),
due sans doute a sa richesse en flavonoides, particulierement, la quercétine révélée par la
chromatographie sur couche mince. Les fractions chromatographiques ont exhibé une activité
inhibitrice de la XOR supérieure acelle de |’ extrait brut de Populus nigra. Ces résultats plaident en
faveur de I’ utilisation des bourgeons de Populus nigra en médecine pour remédier ala goutte.

Abstract

Free radicals are reactive compounds which can alter the structure and function of biological
molecules. The xanthine oxidoreductase (XOR) is an important source of free radicals. It is a
metall oflavoenzyme which catal yzes the oxidation of hypoxanthine to xanthine and xanthine to uric
acid. Thus, the excessive production of free radicals and uric acid by XOR make it the cause of
many diseases, such as, gout, ischemia reperfusion, aging and cancer. In order to remedy these
ilInesses, two local plants, Populus nigra and Fraxinus angustifolia, were chosen on the basis of
their usein traditional medicine in the treatment of inflammation and rheumatism. Thisis why plant
extracts were tested for their xanthine oxidase inhibitory effect and antioxidant activity, in relation
to their phenolic compounds contents. Populus nigra and Fraxinus angustifolia extracts antioxidant
activities were low dispite their high levels of phenolic compounds. However, Populus nigra
aqueous extract from chloroform exhibited a high xanthine oxidase inhibitory effect (1Cso = 60,27
pg/ml), due to its high flavonoids amount, especially, quercetin revealed by thin layer
chromatography. Finaly, column chromatography fractions exhibited a better xanthine oxidase
inhibitory effect than the raw extract of Populus nigra. This study shows the importance of Populus
nigra buds utilization in medicine for treating pathologies whose XOR is the main cause.
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I ntroduction

Jadis, les maladies éaient traitées par I’ utilisation des plantes médicinales de différentes especes.
Cependant, le développement du domaine chimique a orienté les scientifiques vers la synthese de
principes actifs d’une maniere abondante et hétive, sans pour autant se soucier de I’action peu
spécifique de ces agents. Aing, | apparition de plus en plus d’ anomalies au niveau de I’ organisme,
résultant des effets secondaires non souhaités de ces médicaments, a contraint les chercheurs a
sinvestir dans d autres voies de guérison, particulierement, celle de la phytothérapie. En effet, les
plantes constituent une source naturelle de composés biochimiques doués d une multitude de
fonctions biologiques, en particulier, les composés phénoliques qui jouent le réle d agents anti-
microbiens (Falleh et al., 2008), anti-oxydants (Aberoumand et Deokule, 2008), anti-allergiques
(Dykes et Rooney, 2007) et anti-athérogéniques (Borochov-Neori et al., 2008).

La xanthine oxydoréductase (XOR), une enzyme ubiquitaire dont la fonction principale réside dans
le catabolisme des purines en produisant de I’ acide urique, est une source importante de radicaux
libres. Les radicaux libres sont des composés ayant la propriété d oxydation des molécules
biologiques, induisant ainsi I’atération de la structure et de la fonction de ces dernieres (Favier,
2003). L'inhibition de la XOR peut avoir deux réles, en plus de la diminution de la production de
I”acide urique elle peut prévenir la formation des especes réactives de |’ oxygene. Ainsi larecherche
d inhibiteurs de la XOR peut étre bénéfique non seulement pour traiter la goutte (Kong et al., 2000)
et lesmaladies qui lui sont associées mais aussi pour traiter d’ autres pathol ogies provoguées par les
especes réactives de I'oxygene telle que I'inflammation (Borges et al., 2002), |'ischémie-
reperfusion (McCord,1985; Granger et al., 1986), le vieillissement (Ames et al., 1981) et bien
d autres maladies (Martinez-Cayuela, 1995). Les antioxydants d’ origine naturelle avec une activité
scavenging des radicaux libres et inhibitrice des enzymes prooxydantes peuvent étre impliqués dans
la prévention et la thérapeutique des maladies dans lesguelles les oxydants ou les radicaux libres
sont impliqués.

Les deux plantes, le peuplier noir (Populus nigra) et le fréne (Fraxinus angustifolia) sont utilisées
en médecine traditionnelle pour soigner diverses pathologies dont: les maladies inflammatoires et
les rhumatismes (Hane et Dobbertin, 2006 ; Baba Aissa, 1991), sans pour autant s'intéresser a
isoler, purifier et & connaitre leurs constituants biochimiques auteurs de ces effets recherchés. Ains,
la capacité antioxydant in vitro des extraits préparés a partir des deux plantes médicinaes a été
testée, en évaluant les activités inhibitrices de la xanthine oxydase, de la peroxydation lipidique et
de la formation du radical hydroxyle. Des dosages de composés phénoliques et une caractérisation
des extraits ont éé réalisés afin d établir des corréations entre les différentes activités étudiées et

les composés phénoliques.
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I-L esradicaux libres

Un radical libre est un atome ou une molécule qui contient un ou plusieurs électrons non appariés,
comme consequence de la perte d'un ou plusieurs électrons de |’ orbite externe, aboutissant a la
formation d’une demi-liaison qu’il faut satisfaire par un pillage local d' électrons (Berger, 2006).
Les radicaux libres sont des composés caractérisés par une structure éectronique déséquilibrée qui
leur confere une grande réactivité sur les constituants organiques et sur les structures cellulaires
(Aurousseau, 2002).

En biologie, les radicaux libres sont formés le plus souvent par gain d'électrons a partir de
I’oxygene (Koechlin-Ramonatxo, 2006). Les espéces prooxydantes sont représentées par les
especes réactives de I’oxygene (ERO) et les espéces réactives du nitrogene (ERN) (Groussard,
2006), qui sont les produits du métabolisme cellulaire norma et & des concentrations faibles a
modérées elles sont connues de posséder des réles physiologiques variés allant de latransduction du

signa cellulaire ala défense contre les pathogenes (Dastmalchi et al., 2007).

Les radicaux libres les plus courants sont le radical superoxyde (O,"), le radical hydroxyle (OH') et
le monoxyde d’ azote (NO'). D’ autres molécules, comme le peroxyde d’ hydrogene (H.0O,) et I'ion
peroxynitrite (ONOQO") ne sont pas des radicaux libres mais ils peuvent en générer par différentes

réactions chimiques (Ré et al., 2005).

| -1-For mation des especes r éactives del’ oxygene et du nitrogene

-1-1-L 'anion superoxyde

Un des sites de production du plus simple des radicaux libres oxygénés, |’ anion superoxyde, est la
mitochondrie, dans |’ organisme au repos (Aurousseau, 2002). La formation d’ anion superoxyde par
la chaine respiratoire mitochondriale est un événement physiologique correspondant a une fuite
d éectrons au niveaux des complexes | et I, qui ne dépasse pas 3 a 5% de la production
mitochondriale (Beaudeux et al., 2006). Alors que la majorité de |I’oxygéne consommé par la
mitochondrie est converti en eau au niveau du complexe IV (cytochrome C oxydase), I’ oxygéne
peut récupérer les électrons directement a partir du site de I’ ubiguinone dans le complexe 111 et a
partir du groupement de la flavine mononucléotide du complexe | pour générer I'O,” (Ballinger,
2005 ; Réet al., 2005).
o, + e —» O (@)

La source principale de I’O," au niveau des cellules phagocytaires activees est |'enzyme NADPH
oxydase réduite, localisée a la surface externe de la membrane plasmique, selon laréaction suivante
(Mohazzab et al., 1994).
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NADPH + 20, » NADP'+ H* + 20" (2)

Plusieurs enzymes produisent le O,", dont la xanthine oxydase, la glucose oxydase... (Rashbaet al.,
1990).

|-1-2-L e per oxyde d’ hydr ogéne

Le radical superoxyde est peu réactif, il ne traverse pas les membranes cellulaires et il est
rapidement dismuté en peroxyde d hydrogene lors de la réaction suivante, catalysée par un des
membres de la famille des superoxydes dismutases (SOD) (Ré et al., 2005 ; Afonso et al., 2007).

O,y +0y, +2H" . H.O, + O (3)

La xanthine oxydoréductase produit également |e peroxyde d' hydrogéne par plusieurs réactions
(Linet al., 2008).

1-1-3-L eradical hydroxyle

Une espece hautement réactive, qui peut étre générée durant la réaction de Haber-Weiss/Fenton qui
consiste en une étape de réduction du fer par le O, et une étape de génération de OH' vialaréaction
de Fenton (Nunoshiba et al., 1999).

Le peroxyde d’ hydrogéne est également peu réactif maisil ala capacité de traverser les membranes
cellulaires et, en présence de métaux de transition tel que le Fe**, de se transformer en un puissant

oxydant, le radical hydroxyle, selon laréaction suivante (ou réaction de Fenton) (Ré et al., 2005) :
H,O, + Fe¥ —» OH + OH + Fe* (4)
Leradical superoxyde peut réduire le Fe** et régénérer le Fe**, selon laréaction:
Fe + 0y _» F& + 0 (5)
Le bilan de ces deux derniéres réactions (ou réaction d’' Haber-Weiss) est donc :
HO, + O —» OH + OH + O (6)

I-1-4-1 eradical oxyde nitrique

La principale source de NO' endogene chez les mammiféres est |a voie métabolique de la L-arginine
qui est congtitutivement active dans une variété de types cellulaires via I'action des différentes
isoformes de NO synthase (NOS) (figure 01) (Pipenbaher et al., 2009).
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En outre, la xanthine oxydoréductase génere le radical oxyde nitrique en réduisant le nitrite (Martin
et al., 2004).

NO Synthase

Arginine endothéliale 0
\‘Gécouplage
Citrulline Y

"NO 0."

-

NAD(P)H oxydase —_— 0y I

Effets pro-oxydants
délétéres

Figure 01 : activité de laNO synthase endothéliale et formation du peroxynitrite (Beaudeux et al., 2006).

| -2-Str ess oxydant

Un stress oxydant est un déséquilibre profond entre antioxydants et prooxydants en faveur de ces
derniers (Pincemail et al., 2002).

In vivo, plusieurs systemes biochimiques peuvent étre al’ origine d'une production accrue d’ ERO.
L’ altération de la chaine de transport des électrons dans la mitochondrie est une premiere cause de
I”augmentation du stress oxydant (Edeas, 2005). En outre, I’inflammation est un facteur important

dans la génération du stress oxydant (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

D’autres systemes entrent en ligne de compte dans la production massive d ERO comme
I’activation de la xanthine oxydase, I’oxydation de |I’hémoglobine, la libération du fer libre, le
métabolisme accru des prostaglandines ou encore |'activation des cellules endothéliales.
L’ environnement dans lequel nous vivons mais aussi notre mode de vie sont a |’origine d’une
augmentation du stress oxydant dans notre organisme. En voici quelques exemples :

exposition prolongée au soleil, exposition aux radiations, contacts avec des agents cancérigenes
(amiante), tabagisme, prise de médicaments, pilule contraceptive, pratique trop intense ou mal gérée
d’ un sport, consommation excessive d’'alcool, stress intellectuel, stress thermique, ozonothérapie,
pollution, agents infectieux....(De Goursac, 2006).

| -3-Conséquences du stress oxydant

| -3-1-Per oxydation lipidigue

La peroxydation lipidique est un phénomeéne général qui se produit en présence d’ oxygene. Tous les
lipides contenant des acides gras insaturés quelque soit leur origine (huiles végétales, huiles de
p0issons, graisses animales, membranes cellulaires, lipoprotéines) sont concernés.

4
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L’ éude des mécanismes de la peroxydation lipidique et des moyens de la prévenir par les
antioxydants connait depuis les dernieres décennies un regain d’intérét di aux implications de ces
phénomenes dans les domaines de la nutrition et de la santé. La caractéristique de I’ autooxydation
des acides gras polyinsaturés (AGPI) par I'oxygéne & I'éat fondamental (°0,) est d'étre une
réaction en chaine radicalaire qui se déroule en trois étapes : initiation, propagation et terminaison
(Cillard et Cillard, 2006).

[nitiation
L’initiation consiste en |’ abstraction par un radical libre d’un atome d’ hydrogéne d’un groupement
meéthylene (-CH,-) surtout S'il est adjacent a une double liaison. Le radical formé se stabilise, sous

forme de diéne conjugué, par résonance (Baudin, 2006 ; Levasseur-Acker et al., 1995).
RH + OH —_ R + HO (7)

Propagation
Le radical alkyle formé dans I’ étape d'initiation réagit trés rapidement avec le 0, pour donner un

radical peroxyle. Cette étape est trés rapide comparée a la réaction suivante ou il y atransfert d’ un
atome d hydrogéne d’une molécule d’'acide gras voisine pour former un hydroperoxyde. C’est
I étape de propagation de la peroxydation car I'acide gras qui vient de donner son hydrogene est
transformé en radical alkyle qui retourne dans le cycle pour réagir avec le °0, et donner un radical
peroxyle.

Il a été calculé que lorsgu’un radical initie la peroxydation, environ 25 molécules d’ acides gras sont
oxydées dans la phase de propagation. Il est a noter que I’ oxydabilité des acides gras augmente avec
le nombre de doubles liaisons (Cillard et Cillard, 2006 ; Levasseur-Acker et al., 1995).

R + 0, _, ROO (8
ROO+ RH ——» ROOH + R (9)
R + O, —» ROO cetc. (10)
Terminaison

Elle correspond a la disparition des peroxydes, a I’accumulation des composes secondaires
d oxydation, c.a.d. al’ oxydation compléte du substrat (Judde, 2004 ; Rahmani, 2007).

R + R —» RR (11)
ROO + ROO —» ROOR + O, (12)
ROO + R ——» ROOR (13)
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Il existe de nombreux marqueurs de la peroxydation lipidique, dont le malondialdéhyde (MDA). Il
résulte de la dégradation des hydroperoxydes formés au cours de la peroxydation des AGPI (figure
02) (Guichardant et al., 2006).
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Figure 02 : formation du malondialdéhyde (MDA) a partir de I’ acide linolénique (A), et formation d’un chromophore
entre I’ acide thiobarbiturique (TBA) et le malondialdéhyde (B) (Laguerre et al., 2007).

| -3-2-Oxydation des proténes

Les ERO sont en effet capables de réagir avec différents acides aminés des chaines des protéines,
atérant ainsi leur fonction. Les plus sensibles a leur action sont les acides aminés aromatiques
comme le tryptophane, latyrosine, I’ histidine, sur lesquels le radical OH" s additionne, modifiant la

conformation de la protéine.
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Sur les acides aminés contenant un atome de soufre tels que la cystéine et la méthionine,
I’ oxydation par les radicaux libres conduit alaformation de ponts disulfures, donc al’ agrégation de
plusieurs molécules de protéines. Les ERO sont aussi capables de couper des liaisons peptidiques et
de former ainsi des fragments protéiques (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Les protéines modifiées par oxydation perdent leurs propriétés biologiques (enzyme, anti-enzyme,
récepteur...) et deviennent beaucoup plus sensibles & I'action des protéases et notamment du

protéasome (Favier, 2003).

|-3-3-Oxydation del’ ADN

Les ERO peuvent provoquer des lésions des acides nucléques susceptibles d entrainer des

mutations ou d’ altérer |’ expression des genes. |l peut y avoir jusgu’a 70 modifications oxydatives
différentes des acides nucléiques, certaines affectant les bases d’ autres induisant des cassures dans
les brins (Ré et al., 2005).

Dans les conditions physiologiques, on estime que I’ ADN nucléaire présente une base modifiée par
les ERO pour 130000 bases, et méme une pour 8000 dans I’ADN mitochondria particuliérement
vulné&rable. Le radical OH" est le plus réactif envers les bases azotées et les sucres des acides
nucléques (figure 03). Par exemple, la guanine peut étre oxydée en 8-hydroxy-guanine ; les atomes
4 et 5 peuvent aussi étre touchés et des attaques semblables ont été retrouvées sur les mémes atomes
de I’adénine ainsi que sur les carbones du noyau ou du groupement méthyle de la thymine, par
exemple pour former du thymidine-glycol. Le ribose et le désoxyribose peuvent étre oxydés en

dérivés mono ou dicarbonylés (Baudin, 2006).
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Figure 03: illustration d’un mode d’ action des radicaux hydroxyles (addition sur les doubles liaisons) sur une base de
I’ADN, la guanine. Deux radicaux libres sont formés : R, (centré sur I'atome de carbone 5) et R, (centré sur |I'atome
d’azote 7). Ce dernier (R,) donne naissance a la 8-oxo-guanine, un des principaux marqueurs du stress oxydant dans
I’ADN (Gardes-Albert et al., 2003).
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I1-L a xanthine oxydor éductase

La xanthine oxydoréductase (XOR) est une meétalloflavoenzyme complexe, existant sous deux
formes interconvertibles : la xanthine déshydrogénase (XDH) (EC 1.1.1.204) et la xanthine oxydase
(XO) (EC 1.2.3.2), et qui catalyse I’oxydation de I’ hypoxanthine en xanthine et de la xanthine en
acide urigue avec une réduction concomitante du NAD ou de I’ oxygene moléculaire (Nishino et al.,
2005).

I1-1-Structurecristalline

La XOR du lait bovin, la molybdéne hydroxylase la plus étudiée, a servi de repére pour la classe
entiere des métalloflavoprotéines (Okamoto et al., 2004). C’'est un homodimere compose de deux
Sous uniteés catal ytiquement indépendantes avec une masse mol éculaire approximative de 150 kDa
chague. L’interface entre les sous unités s organise tel que le complexe globa a une forme de
papillon (figure 04) (Berry et Hare, 2004).

Chaqgue sous unité de I’enzyme homodimérique contient un centre molybdene (Mo), une flavine
(FAD), et deux centres fer-soufre (2Fe-2S) (Okamoto et al., 2004). En effet, chaque sous unité est
organisée en trois domaines associés avec un cofacteur spécifique. Le domaine N-termina (acides
aminés 1-165) est composé de deux sous domaines chacun avec un centre Fe,-S, coordiné a 4
résidus cystéines. Un peptide linker le connecte au domaine intermeédiaire (acides aminés 226-531),
qui détient une profonde poche de liaison pour le FAD et qui positionne le cycle de la flavine a
proximité d’un centre Fex-S,. Un autre peptide linker joint le domaine FAD avec le domaine C-
terminal (acides aminés 590-1332), qui est le domaine le plus large et de liaison du cofacteur Mo
(Berry et Hare, 2004).

O Leu219 R\Y
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FeS | |
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Figure 04 : (A) structure moléculaire du dimere de la xanthine déshydrogénase (XDH) divisée en trois domaines
majeurs et deux boucles de liaison.
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Les deux monomeéres ont des domaines symétriques de méme couleur : plus clair pour le monomere sur la gauche et
plus foncé pour le monomere sur ladroite. De I’ extrémité N-terminale al’ extrémité C-terminale, les domaines sont : un
domaine centre fer soufre (résidus 3-165; rouge), un domaine FAD (résidus 226-531; vert), et un domaine
molybdoptérine (Mo-pt) (résidus 590-1331 ; bleu). La boucle reliant le domaine fer soufre au domaine FAD (résidus
192-225) est montrée en jaune, celle reliant le domaine FAD au domaine Mo-pt (résidus 537-589) est en marron, et les
extrémités N et C terminales sont marquées. Le cofacteur FAD, les deux centres Fer soufre, le cofacteur Mo-pt et le
salicylate sont aussi inclus. (B) Plus clairement, I’ arrangement des cofacteurs et du salicylate dans une sous-unité de la
XDH est représenté. L’ion Mo est en vert, lesions fer sont en bleu clair, et les atomes de soufre en jaune (Enroth et al.,
2000).

|1-2-Réactions catalysées par la XOR

-Activité xanthine oxydase

La XOR catalyse I’ hydroxylation oxydative de |’ hypoxanthine en xanthine et de la xanthine en
acide urique, les deux dernieres étapes dans le catabolisme des purines (figure 05) (Rouquette,
1998). La capacité de la XOR a générer e superoxyde et le peroxyde d’hydrogéne en présence
d’ oxygene moléculaire et de |I” hypoxanthine ou de la xanthine est bien connue, et a conduit au réle
propose de I’enzyme comme une source d'ERO dans plusieurs situations pathologiques et
physiologiques normales (Sanders et al., 1997).
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Figure 05 : schéma montrant |” hydroxylation oxydative de I hypoxanthine en xanthine et en acide urique (Karaet al.,
2007).

La XOR a été étudiée intensivement durant 100 ans, encore la complexité de sa fonction in vivo est
toujours pauvrement comprise. Les chercheurs se focalisent sur les différentes formes catal ytiques
de la XOR et leur importance dans la production des ERO et ERN, qui sont impliquées dans

plusieurs processus pathologiques (Vorbach et al., 2003).

-Activiténitrite réductase

Récemment, la capacité de la XO a catalyser des réactions qui générent |’ oxyde nitrique (NO) a
partir du nitrite inorganique a éé rapportée. Le NO' est formé seulement sous des conditions
anaérobies ; quand I’oxygéne est présent, le superoxyde est aussi produit, qui réagit avec le NO

généré par la XO pour former le peroxynitrite, un puissant agent bactéricide (Hancock et al., 2002).
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Ainsi, la XO peut ére une source importante de NO' indépendamment de la NOS. Sous des
conditions anaérobies, la X O réduit le nitrite en NO" au niveau du site molybdéene de I’ enzyme avec
la xanthine, le NADH, ou des substrats aldéhydiques servant a fournir les équivalents réducteurs
requis (figure 06) (Li et al., 2001). Comme la tension d oxygéene augmente, le rendement en NO
décroit comme une conséguence de sa réaction avec e superoxyde généré par la XOR (Codber et
al., 2000). Cette production de NO" a partir de I’ enzyme peut servir comme une source aternative
de NO' sous des conditions ischémiques dans lesquelles |a production de NO' a partir de la NOS est
atérée(Li et al., 2001).

Xanthine NO;

NO

Urate

ONOO-

NAD"

NADH 0,

Figure 06: génération du NO et du peroxynitrite catalysée par laXOR (Martin et al., 2004 b).

-Activité NADH oxydase

L’ activité NADH oxydase de la XOR est moins connue, bien que cette activité ait é&é documentée
pour la XO du lait bovin, laXDH hépatique de dindon et la XDH hépatique du poulet. L’ enzyme du
lait humain, particulierement dans sa forme déshydrogénase, est capable d’ oxyder le NADH pour
former |” anion superoxyde a des taux appréciables, comme indiqué dans lafigure 07. Ce fait, couplé
avec la tres faible activité de I’ enzyme humaine vis-a-vis des substrats réducteurs conventionnels,
tels que la xanthine et I” hypoxanthine, suggere un role physiologique pour I’ oxydation du NADH,

non seulement par I’ enzyme humaine, mais aussi par celles d autres especes (Sanders et al., 1997).

Les propriétés catalytiques de la XO dans le lait bovin sont dépendantes de I’ état de I’ enzyme, s
libre ou liée ala membrane du globule gras. L’ activité oxydase de I’ enzyme liée ala membrane vis-
avis du NADH est augmentée relativement a celle vis-a-vis de la xanthine (Briley et Eisenthal,
1974).
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NAD*
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Figure 07 : un diagramme schématique montrant I’ oxydation de la xanthine et de I hypoxanthine catalysée par la XOR

au niveau du site Mo, et du NADH au niveau du site FAD. La réduction du NAD" ou de I’ oxygéne moléculaire alieu au

niveau du FAD (Harrison, 2002).

I1-3-M écanisme d’ action

L’ oxydation de la xanthine a lieu au niveau du centre molybdoptérine (Mo-pt) comme cela est
montré dans la figure 08 et les électrons ains introduits sont rapidement distribués aux autres
centres par un transfert intramoléculaire des éectrons. La réduction du substrat oxydant naturel
NAD" se produit au niveau du FAD (figure 09). Contrairement aux autres hydroxylases, la XDH

utilise la molécule d’ eau comme source ultime d’ oxygéne incorporé dans le produit (Enroth et al.,

2000).
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Figur e 08: mécanisme d'action de la XO (Hille, 2002).
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Figure 09 : schéma montrant le transfert des électrons entre les domaines dela XOR (O'Byrne et al., 2000).

I1-4-Conversion dela XDH en XO

Chez les mammiferes, la XOR peut exister sous deux formes enzymatiques : une déshydrogénase

(XDH) qui utilise le NAD ™ comme accepteur d’ éectrons et une oxydase (XO) qui utilise I'O;
comme accepteur d’ éectrons. Les deux formes enzymatiques sont le produit du méme géne et sont
identiques en taille, composition en sous unités, et les cofacteurs requis (James et al., 2002).

Les études sur les structures cristalines de la XDH et de la XO du lait bovin ont démontré que des
atomes dans la boucle du site actif hautement chargé (Gln-423-Lys-433) autour du cofacteur FAD
ont subi de larges dislocations durant la conversion, comme indiqué dans la figure 10, bloguant
I"approche du substrat NAD du FAD dans la forme XO, changeant ainsi |’ environnement
électrostatique autour du FAD.

Kuwabara et al., (2003), ont identifié un groupe unique d’ acides aminés qui joue un double réle en
formant le noyau du systeme de relais pour la transition XDH-XO et en ouvrant un canal conduisant
vers le cycle du FAD. Une comparaison structurale plus détaillée et des expériences d’ analyse par
mutagénese dirigée ont montré que la Phe-549, I’ Arg-335, le Trp-336 et I’ Arg-427 se placent au
centre d’un systeme de relais qui transmet des modifications du peptide linker par |’ oxydation de

cystéine (figure 11) ou par un clivage protéolytique alaboucle du site actif (Gln-423-Lys-433).

Les interactions serrées de ces résidus sont cruciales dans la stabilisation de la conformation de la
XDH et ains maintenir le canal fermé. La génération oxydative et protéolytique de la XO mene
efficacement au déplacement de la Phe-549 du groupe causant une réorientation de la chaine
latérale encombrante du Trp-336, qui aors aternativement forme une dislocation de I’ Arg-427, un

acide aminé situé dans la boucle du site actif (Kuwabaraet al., 2003).
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Figure 10 : stéréo représentation du changement dans la conformation montré par une boucle du site actif (GIn-423-
Lys-433) dans latransition XDH a XO ; I’ orientation verte représente la conformation qu’ elle adopte dansla XDH et le
trait rouge suit son chemin dansla XO. Les positions des chaines latérales de I’ Asp 429 et de |’ Arg 426 sont indiquées ;
elles montrent des changements et sont les contributeurs majeurs au changement dans la charge électrostatique au
niveau du site de la flavine (Enroth et al., 2000).
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Figure 11 : représentation schématique du mécanisme de la conversion de la XDH en XO. MOP, molybdoptérine ; SH,

groupements sulfuriques (Nishino et al., 2005).
13



Syntheése bibliographigUE. ........cou it e e e e e e La xanthine oxydoréductase

I1-5-Roéles physiologiques

Pendant de nombreuses décennies, le seul but de la XOR était présumé étre le catabolisme des
purines, mais de plus en plus de preuves suggérant un plus grand réle biologique pour cette enzyme
(Berry et Hare, 2004). La fonction exacte de I’ enzyme est toujours inconnue, mais elle semble étre
impliquée dans le catabolisme des purines, déoxification des antibiotiques et une capacité
antioxydante en produisant I’ urate (Frederiks et Vreeling-Sindelarova, 2002).

|1-5-1-Catabolisme des purines

L’ hypoxanthine et la xanthine sont des produits dans la voie de dégradation des purines (Hellsten,
2000). Dans le catabolisme des purines, la XOR catayse I'hydroxylation oxydative de
I” hypoxanthine en xanthine et subséquemment de la xanthine en acide urique (figure 12) (Vorbach
et al., 2003).
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Figure 12 : un diagramme schématique de la voie de dégradation des purines (Packer et al., 2006).

14



Synthese bibliographiqUE. .. ... .. oe i e e e e e e e e La xanthine oxydoréductase

I1-5-2-Réle antimicrobien

La présence de la XOR dans la bile est complémentaire a son occurrence dans le tractus gastro-
intestinal et, en effet, dans le lait humain, ou la mere fournit une source exogéene de la XOR pour
son bébeé durant son dével oppement précoce. Cela souleve la question de savoir ce qui est le réle de
laXOR dans labile ou dans le tractus gastro-intestinal humain (Martin et al., 2004 a).

L’ expression de la XOR est éevée dans les cellules épithéliales intestinales, ou une barriere, arole
microbicide a été proposée (Martin et al., 2004 b). Les auteurs ont proposé que la XOR joue un réle
anti-microbien dans le tractus digestif par génération des ERO. Ce concept a été supporté et
amplifié par des résultats récents tel que la XOR catalyse la réduction du nitrite en oxyde nitrique
qui réagit rapidement avec le superoxyde pour donner |’ agent bactéricide puissant le peroxynitrite
(Martin et al., 2004 a). Effectivement, par génération d’un microenvironnement riche en nitrite, les
bactéries entériques pouvaient initier leur propre destruction (Hancock et al., 2002).

Il a été proposé que la XOR sur la surface des globules gras du lait joue un réle similaire dans
I"intestin du nouveau-né. En support a cela, le lait humain et le lait bovin montrent une activité
bactéricide qui est dépendante de la présence du nitrite et est bloquée par |" alopurinol, un inhibiteur
spécifiqgue de la XOR. 1l est généralement accepté que la bile constitue une arme de défense
immune innée dans le tractus gastro-intestinal, et il est possible que son contenu en XOR puisse
contribuer a cette fonction (Martin et al., 2004 a).

|1-5-3-Transduction du signal

Comme les ERO sont de plus en plus considérées comme agents de transduction du signal, la XOR,
avec sa capacité a générer I’anion superoxyde et le peroxyde d hydrogene, est dans plusieurs cas
une candidate attractive. Une localisation périnucléaire serait, par exemple, en accord avec un réle
pour la XOR comme une source d’ ERO qui activent les facteurs de transcription nucléaires, tel que
le NF- kB. Dans les cdlules, la XOR était clairement observée d’ étre asymétriquement localisée sur
les surfaces externes. Une telle spécifique distribution suggere un réle fonctionnel pour I’enzyme
dans les interactions cellule-cellule, probablement incluant la signalisation via les ERO (Rouquette
et al., 1998).

I1-5-4-Rble dela XOR dans la sécr étion du lait

Dans les cellules alvéolaires mammaires, la XOR représente une composante importante de la
protéine soluble.
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Il a éé connu depuis quelques années que |’ expression de I’ARNmM de la XOR dans ces cellules
épithéiaes augmente durant la grossesse et que |’ enzyme est présente dans la membrane plasmique
apicale au moment de la lactation. Sur la base de ces informations et d autres, Mather et Keenan,
(1998), ont propose la participation de la XOR dans la sécrétion des globules gras du lait et une

preuve convaincante appuyant cette idée a été fournie dans deux études récentes.

Dans I'une dentre elles, McManaman, Palmer, Wright et Neville, (2002), ont confirmé
I"augmentation de I’ARNmM de la XOR au cours de la grossesse, de plus, montrant une forte
augmentation au début de la lactation. A ce moment-1a, I’ enzyme est transférée du cytoplasme a la
membrane apicale de la cellule, ou elle se colocalise avec deux autres proténes, |’ adipophiline
(ADPH) et la butyrophiline (BTN). A I'intérieur de la cellule, I’ADPH est associée au globule
lipidique, alors que laBTN est une protéine de la membrane plasmique.

Dans les globules gras secrétés du lait, ces trois protéines (XOR, ADPH et BTN) sont connues pour
faire partie de la couche protéinique qui sépare le noyau lipidique de la MFGM (milk fat globule
membrane) et que la XOR médie le couplage entre le globule lipidique et la membrane cellulaire
apicale dans le processus de sécrétion. Des analyses chromatographiques des protéines solubilisées
de la MFGM ont montré que la XOR, I’ADPH et la BTN forment un complexe dépendant de
liaisons sulfidryles (Harrison, 2006).

I 1-6-R0les pathologiques

I1-6-1-Hyper uricémie

L’ hyperuricémie, définie comme la concentration d’ urate sérique excédant la limite de solubilité
[environ 6,8 mg/dl (400 umol/l)], est une anomalie biochimique commune qui refléete la saturation
du fluide extracellulaire en urate et prédispose les personnes affectées a la goutte. Ainsi, un but
majeur dans le contréle de la goutte est la réduction a long terme des concentrations d’ urate sérique
a des niveaux subsaturants, une telle réduction va empécher la formation et la déposition des
cristaux d'urate (Becker et al., 2005). L’inhibition de la XO par I'alopurinol a é€té observée, et
celle-ci est devenue la base pour le contrdle de I’ hyperuricémie dans la maladie de la goutte (Lewis
et al., 1984).

I1-6-2-Syndrome d’ischémie r eperfusion

Bien que plusieurs mécanismes aient é&é démontrés d'étre impliqués dans la génération des
radicaux libres oxygéneés, la XO a été proposée d étre le mécanisme central dans une variété de

cellules et de tissus post-ischemiques (Yong-Xia et Zweier, 1995).
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En 1981, Granger et ses collégues ont hypothésé que les ERO générées par la XOR causent des
|ésions intestinal es ischémiques dues au catabolisme de I’ ATP durant I” hypoxie et a I’ augmentation
de ladisponibilité d’ accepteur d’ électron en reperfusion (Berry et Hare, 2004).

Bien qu'il y ait eu des controverses quant a savoir s ce mécanisme se produit dans les cellules et
tissus humains, des éudes récentes ont montré que I’enzyme est présente dans les cellules
endothéliales humaines reoxygénées. Dans |es tissus reperfusés, la XO en présence de ses substrats
hypoxanthine ou xanthine réduit I’ oxygéene moléculaire en O,” et H,O,, qui peuvent encore réagir
pour former le radical le plus réactif OH'. Les radicaux OH' et O," peuvent alors a leur tour réagir
avec les protéines et les membranes cdlulaires induisant des Iésions cellulaires (Yong-Xia et
Zweier, 1995).

Au cours d'une hypoxie (baisse de I'O, artérielle) il existe un raentissement, voir un arrét, du
fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale. Cette situation entraine un déficit qui ne
permet plus aux mitochondries d assurer la synthése d ATP par la voie de la phosphorylation
oxydative. Ceci entraine une paralysie des pompes calciques (Ca>* ATPase) et autorise une entrée
massive de Ca** & I'intérieur de la cellule qui a comme conséquence |’ activation d’une protéase
Ca*" dépendante qui assure la conversion dela X DH en XO. Contrairement ala XDH, la X O utilise
I’O, au lieu du NAD comme accepteur d électrons pour former le O;” et le H,O, (figure 13)
(Eschwege, 2005).

ATP
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= AMP
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5 / \ Xanthine Dehydrogenase (XD)

Adenosine IMP activate |
\ / protease eeeeenen intracellular Ca® 1
Inosine 0,*~ L0, "OH~
v l Xanthine Oxidase EHD:I_/

Hypoxanthine //— # LUric acid

o,

.

L ]

Reperfusion

Figure 13 : mécanisme des Iésions induites par les radicaux libres mediés par la XO (Sasaki et Joh, 2007).
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I11-L es composés phénoliques

Les phénols sont des composés possédant un ou plusieurs cycles aromatiques avec un ou plusieurs
groupements hydroxyles, et généralement, ils sont catégorisés en acides phénoliques, flavonoides,
stilbenes, coumarines et tannins. Les phénols sont les produits du métabolisme secondaire chez les
plantes, fournissant des fonctions essentielles dans la reproduction et |a croissance des plantes,
agissant dans les mécanismes de défense contre les pathogenes, parasites et prédateurs, aussi bien

que contribuant ala couleur des plantes (Liu, 2007).

[11-1-Biosynthése

L es polyphénols sont synthétisés a partir de deux voies biosynthétiques :

» cele de I’acide shikimique, qui conduit aprés transamination et désamination, aux acides
cinnamiques et a leurs nombreux dérivés tels que les acides benzoiques ou les phénols
simples;

» celeissue de I’ acétate, qui conduit a des polyp-coesters (polyacétates) de longueur variable
menant par cyclisation a des composes polycycliques tels que les dihydroxy-1,8
anthraguinones ou les naphtoquinones ;

» de plus, la diversité structurale des composés phénoliques, due a cette double origine
biosynthétique est encore accrue par la possibilité d’ une participation simultanée des deux
voies dans |’ élaboration de composés d’ origine mixte, les flavonoides (figure 14) (Martin et
Andriantsitohaina, 2002).

Shikimate pathway

e ™ ™
OH
A oo
Phosphoenal \\—<
ruvate - OH
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L PAL ) CoA O OH
- ) | HO Q
- — ~ / FLS | O |
" / F30H
Cinnamic acids / OH O
I.“f a" s / Flavone
CaH J | j’OH
C AS >_/ CHS CH."
HO ° nm#
HCA HCA-CoA Chalcone Anthocyamdm
\ J - J
Phenylpropanoid pathway Flavonoid branch pathway

Figure 14 : diagramme de la voie de biosynthése des polyphénols (Sakihama et al., 2002).
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I11-2-Principales classes

I11-2-1-L es acides phénoliques

IlIs sont subdivises en deux sous groupes, les acides hydroxybenzoiques et les acides
hydroxycinnamiques. Les acides hydroxybenzoiques ont en commun la structure Cg-C;y. 1ls incluent
les acides galliques, hydroxy- benzoiques, protocatéchique, vanillique et syringiques.

Les acides hydroxycinnamiques, de I’ autre coté, sont des composés aromatiques avec une chaine
latérale de trois carbones (Cs-Cs), avec les acides caféiques, féruliques, p-coumariques et cinapiques

étant les plus communs (figure 15) (Bravo, 1998).

a
Ry
R, COOH
Rs
Dérivés d' acide benzoique Substitutions
Ry Ry Rs
Acide benzoique H H H
Acide p-hydroxybenzoique H OH H
Acide protocatéchique H OH OH
Acide vannilique CH30 OH H
Acide syringique CH30 OH CH30
Acide gallique OH OH OH
b
Ry
Ry ﬁ:ﬁ—COOH
R3

Dérivés d’ acide cinnamique Substitutions

Ry Ro Rs
Acide cinnamique H H H
Acide p-coumarique H OH H
Acide caféique OH OH H
Acide férulique CH;0 OH H
Acide sinapique CH;0 OH CH;0

Figure 15 : structures des acides phénoliques communs : (a) les dérivés d’acide benzoique et (b) les dérivés d'acide

cinnamique (Liu, 2007).

I11-2-2-L es coumarines

Les coumarines (connus comme 1,2-benzopyrone), contenant des cycles de benzene et de a-pyrone
fusionnés, sont un groupe important de phénols de faible poids moléculaire (figure 16) (Lin et al.,
2008).
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Figure 16: structures chimiques des dérivés de coumarines (Lin et al., 2008).

[11-2-3-L esflavonoides
Les flavonoides constituent le groupe le plus large des phénols végétaux, représentant plus de la

moitié des huits milles composés phénoliques naturels. Les flavonoides sont des composés de faible
poids moléculaire qui consistent en 15 atomes carboniques, disposés sous la configuration : Cs-Cs-
Cs (Baasundram et al., 2006). Les flavonoides sont composés genéralement de deux cycles
benzéniques (cycles A et B) liés par un hétérocycle contenant un oxygene (cycle C) (figure 17)
(Tsao et Deng, 2004).

Figure 17: structure de base des flavonoides (Saraf et al., 2007).

Des variations dans des modeles de substitution dans le cycle C a pour résultat les principales
classes de flavonoides, c.ad. les flavones, les flavonols, les flavanes, les flavanones, et les
anthocyanidines, dans lesquelles: les flavones et les flavonols sont les plus répandues et
structuralement diverses (tableau I).

Des substituants des cycles A et B donnent naissance a des composés différents a I’intérieur de
chaque classe de flavonoides. Ces substitutions peuvent impliquer I’oxygénation, I'akylation, la
glycosylation, I’ acylation et la sulfatation (Balasundram et al., 2006).
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Tableau | : structures chimiques des flavonoides et quel ques exemples (Aruoma et al., 2003).

Classe formule structurale Exemples

Flavanones R
o
9 |

OH

R=R'=H, R"=R"™=0H :; Naringénine
R=OH, R'=H, R"'=R™=0OH; Eriodyctiol
R=R'=OH, R"=R™'=0OH 5" OH-Eriodyctiol

| soflavones

OH 0.

R=0H ; Genesteine

C

R=H ; Daidzeine

[o]
OH

Flavonols L
R=R"=H ; Kaempferol

H

R=OH, R'=H ; Quercétine
R=R'=OH; Myrécitine

OH \,;I‘ig
Ol
Ol
Ol

Flavanols

R

R=OH, R'=H ; (-)-Epicatechine

R=R'=OH ; (-) Epigallocatechine

Ol

R
Ol
R

Flavones 1 o
oH R=R"=H ; Apigénine
o 0 6 R=0OH, R'=H ; Lutéoline
0 c R=R'=0CHj5 : Tricétine

[¢]
OH
H

R=OH, R'=H; (+)-Catechine

150§

L R=R'=OH; (+)-Gallocatéchine

R
R
R
R

O.
C
o
|
o
H o
C
H te}
C

|
9
N R=OH, R'=H ; (+)-Epicatechine
6 R=R'=OH ; (+)Epigallocatechine
e " R=OH, R'=H; (-)-Catéchine
- R=OH, R'=H; (-)-Gallocatechine

Ol
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Anthocyanidines

R=OH, R'=H ; Cyanidine
R=R'=0OH :; Deiphinidine
R=R'=OCHj; Malvidine

R=R'=H; Pelargonidine

R=H ; Peonidine
R=0H ; Petunidine

OH

I11-2-4-L estannins

Les tannins sont des composés polyphénoliques de poids moléculaire élevé produits par le
métabolisme secondaire des plantes (Bossu et al., 2006). Les tannins sont divisés en tannins
condensés et tannins hydrolysables (Cai et al., 2006).

I11-2-4-1-L estannins condensés

Ces composés consistent en des unités de flavan-3ol liées par des liaisons C4-Cg ou C4-Cg. Ces
polyflavonoides contiennent des cycles A de phloroglucinol ou de résorcinol et des cycles B de
catéchol ou de pyrogallol. Laliaison interflavonoidique C4-Cs prédominant chez les tannins est le
plus souvent composée d’ unités répétées de fisétinidine (cycle A : résorcinol, cycle B : catéchol) et
de robinétidine (cycle A résorcinol, cycle B pyrogallol). La liaison interflavonoidique C4-Cg de
I"autre coté prédominant chez les tannins, est composée d unités répétées de catéchine (cycle A
phloroglucinol, cycle B catéchol) et de gallocatéchine (cycle A phloroglucinol, cycle B pyrogallol).
Lorsgque les tannins polymériques sont composés d' unités de fisétinidine ou de robinetidine les
polymeres sont respectivement appelés profisetinidine ou probinétidine ; lorsqu’ils sont composés
de catéchine ou de gallocatechine les polymeres sont appelés procyanidines ou prodel phinidine,
respectivement (Rahim et al., 2008).

I11-2-4-2-L estannins hydr olysables

Les tannins hydrolysables sont formés par un ceeur hydrocarbure, usuellement le D-Glucose, dont

les groupements hydroxyles peuvent présenter des liaisons esters avec les groupements
phénoliques. Les tannins hydrolysables peuvent étre appelés ellagitannins, lorsque seulement les
acides ellagiques sont les groupements polyphénoliques liés au ceeur hydrocarbure. Les gallotannins
se présentent lorsque seulement les acides galliques sont liés au ceeur hydrocarbure, et les tannins
mixtes lorsque les deux, les acides ellagiques et galiques sont liés au méme cceur hydrocarbure
(figure 18) (Bossu et al., 2006).
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Figure 18 : structures chimiques destannins (Naczk et Shahidi, 2004).

I11-3-Réles physiologiques

Les composés phénoliques possédent plusieurs propriétés physiologiques telles que les propriétés

anti-allergique (Dykes et Rooney, 2007), anti-athérogénique (Borochov-Neori et al., 2008), anti-
inflammatoire (Tadi¢ et al., 2008), anti-bactérienne (Falleh et al., 2008), anti-oxydante
(Aberoumand et Deokule, 2008), anti-thrombotique (Svobodova et al., 2003), cardioprotectrice et
des effets vasodilatateurs (Balasundram et al., 2006).
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I11-4-Activité anti-radicalaire

Le role central des radicaux libres dans la pathophysiologie justifie I’emploi des antioxydants
(Haenen et al., 2006).

Un antioxydant peut étre défini comme : « toute substance qui, lorsgu’ elle est présente a de faibles
concentrations par rapport a celles d'un substrat oxydable, ralentie ou inhibe significativement
I” oxydation de ce substrat (Y oung et Woodside, 2001).

Les antioxydants sont des substances qui retardent le processus d’ oxydation, inhibant la chaine
initiée par les radicaux libres et autres réactions d’ oxydation subséquentes (Céspedes et al., 2008).
Aingi, le terme antioxydant a été défini comme toute substance qui piege directement les ERO ou
indirectement agit pour réguler les défenses antioxydantes ou inhiber la production des ERO
(Khlebnikov et al., 2007).

Au cours des dernieres années, de nombreux antioxydants et piégeurs des ERO synthétiques et
naturels ont été développés et étudiés afin de protéger les biomolécules contre |’ attaque des ERO
et/ou pour supprimer le dommage résultant (Yong et al., 2008).

[11-4-1-1nhibiteur s synthétigues

Les antioxydants synthétiques sont utilisés dans I’industrie alimentaire (Barreira et al., 2008). Les
antioxydants synthétiques tels que le butyl hydroxytoluene, le butyl hydroxyanisole et le propyl
gallate ont été utilisés depuis le début du 20°™ siécle. Cependant, des restrictions sur I’ utilisation de
ces composes sont maintenant en train d’ étre imposées a cause de leur carcinogénicité (Kahl et
Kappus, 1993).

C’est pourquoi, il y aun intérét croissant pour les propriétés chemopreventives contre le cancer des
meétabolites secondaires naturels de plantes et leur utilisation potentielle comme antioxydants dans

les industries pharmaceutiques et alimentaires (Khalloki et al., 2007).

I11-4-2-Inhibiteur s naturels

Les antioxydants tels que la vitamine C et E sont essentiels pour la protection contre les ERO.
Cependant, la majorité de I'activité antioxydante des fruits ou des légumes peut étre due aux
composes tels que les acides phénoliques et les flavonoides, plutét qu’a la vitamine C, E ou au B-
caroténe (Isao et Deng, 2004). Effectivement, |’ activité antioxydante des extraits de plantes est due

principalement aux composés phénoliques (Y esil-Cdiktas et al., 2007).
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I11-4-2-1-L es acides phénoliques

> Les acides phénoliques jouent un réle positif dans la prévention des maladies humaines et
dans I’industrie alimentaire. L’acide salvianolique B et le danshensu sont les ingrédients
actifs les plus abondants chez S. miltiorrhiza. Des études sur les effets protecteurs de |’ acide
salvianolique B et de Danshensu contre les stresses oxydants ont montré qu'ils sont de
potentiels antioxydants. L’'acide salvianolique B et danshensu ont exhibé des activités
scavenging contre les radicaux hydroxyles de maniére dépendante de la concentration avec
desvaeursdel’ICso de 94 et 102 pg/ml respectivement, 4,7 et 4,2 fois inférieure a I’ 1Csp de
lavitamine C (534 ug/ml) (Zhao et al., 2008).

» Neuf acides phénoliques ont été identifiés et quantifiés par HPLC M S dans les feuilles et dix
dans les graines du chou frisé (chou noir). Les contenus phénoliques totaux des fractions,
déterminés colorimétriquement, ont été fortement corrélés avec leur capacité scavenging du
DPPH. Les ICs des fractions des feuilles: libres, esters, glycosides et ester-liés sont de :
400; 4,39; 7,37 et de 24,6 pug/ml, respectivement et celles des fractions des graines sont
inférieures a 8 ug/ml (Ayaz et al., 2008).

-Mode d’action

Les acides phénoliques ont été étudiés comme des modéles pour le développement de nouveaux
antioxydants primaires, qui peuvent empécher ou retarder les processus d’ oxydation. Ces composes
phénoliques sont de puissants antioxydants et peuvent piéger les ERO et chélater les métaux de
transition (Barreiraet al., 2008).

Dans le cas des acides phénoliques, I’ activité antioxydante dépend du nombre et de la position des
groupements hydroxyles en relation avec le groupement fonctionnel carboxylique (Balasundram et
al., 2006).

- Parmi les acides phénoliques simples testés, |’ acide hydroxybenzoique n’a montré aucune
activité antioxydante dans la plupart des différents tests antioxydants. Cela est compatible avec la
capacité du groupement fonctionnel carboxylique unique, attaché au cycle aromatique, a capter des
électrons, affaiblissant la capacité de donation d hydrogéne par le groupement hydroxyle
(Soobrattee et al., 2005).

- L’activité antioxydante des acides phénoliques augmente avec |’augmentation du degré

d hydroxylation, comme C'est le cas de I acide gallique trihydroxylé, qui montre une activité

antioxydante élevee.
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Les acides hydroxycinnamiques exhibent une activité antioxydante plus élevée comparée a

celle des acides hydroxybenzoiques. L’activité élevée de I'acide hydroxycinnamique
pourrait étre due au groupement CH=CH-COOH, qui assure une plus grande capacité de
donation d'hydrogene et de stabilisation du radica que le groupement COOH dans les
acides hydroxybenzoiques (Balasundram et al., 2006).

I11-4-2-2-L esflavonoides

» Quatre variétés de Alluim cepa ont été éudiées pour leurs contenus en phénols totaux, les
activités antioxydantes et de piégeage des radicaux libres. Les couches externes inutilisables
de la variété rouge ont été une source riche en quercétine (5110 pg/g) avec une activité
scavenging des radicaux libres élevée (ICso = 0,1 mg/ml) (Prakash et al., 2007).

» Fructus Lycii a été extrait avec 95% d’ éthanol et le contenu en flavonoides a été déterminé
(1,56 mg équivalent quercétine/g d’ extrait). Trois especes de flavonols dans |’ extrait ont été
identifiées et quantifiées par reversed-phase HPLC et leurs structures ont été confirmées : le
Kaampferol (135 pg/g), la quercétine (296 pg/g) et la myrecitine (247 ug/g). Ces résultats
ont montré que F. Lycii possede les trois activités antioxydantes étudiées avec une activité
de donation d" hydrogéne de 80 umol TEAC/g d extrait (Le et al., 2007).

-Mode d’action

La classe des flavonoides est la plus proéminente et la plus importante des antioxydants de plante.
L es activités antioxydantes des flavonoides sont multiples :
- La plupart des flavonoides possedent la capacité de piéger les radicaux libres en agissant
comme des donneurs d' hydrogene et d’ électrons.
- Certains flavonoides peuvent aussi agir comme antioxydants par réaction directe avec les
radicaux pour former des produits moins réactifs,
- et certaines espéces possedent une capacité a chélater les é éments de transition.
- Quelques flavonoides sont aussi de forts inhibiteurs de certaines enzymes métaboliques qui
générent des produits de radicaux libres telle que la cyclooxygénase, la lipooxygénase, la

monoamineoxydase, la XO et I’ oxyde nitrique synthase inductible (Le et al., 2007).

De nombreux auteurs ont étudié I’ activité antioxydante des flavonoides, et plusieurs tentatives ont
été faites pour éablir la relation entre la structure des flavonoides et leur activité scavenging des
radicaux.
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En généra, I'activité de piégeage des radicaux par les flavonoides dépend de la structure
moléculaire et du mode de substitution des groupements hydroxyles (figure 19) : de la disponibilité
d’ hydrogenes phénoliques et de la possibilité de stabilisation des radicaux phénoxyles résultants via

des liaisons hydrogenes ou par une délocalisation électronique (Amic et al., 2003).

(1)-Des études de la relation structure-activité des flavonoides ont montré I'importance du nombre
et de lalocalisation des groupements OH phénoliques présents pour |’ efficacité anti-radicalaire :

» L’exigence structurale essentielle pour |e piégeage efficace des radicaux par les flavonoides
est la présence d’'un 3',4’-dihydroxy : un groupement O-dihydroxy (structure catéchol) dans
le cycle B, possédant des propriétés de donation d’'éectrons et étant une cible radicaaire
(Amic et al., 2003).

» Auss, lafraction 3-OH du cycle C est également bénéfique pour I’ activité antioxydante des
flavonoides (Amic et al., 2003). L'héérocycle du flavonoide contribue a I'activité
antioxydante par la présence d'un 3-OH libre et permettant la conjugaison entre les cycles
aromatiques. Le cycle C fermé en lui-méme peut ne pas étre crucia pour I'activité des
flavonoides, étant donné que les chalcones sont des antioxydants actifs. Le piégeage des
radicaux libres par les flavonoides est hautement dépendant de la présence d’un 3-OH libre.
Les flavonoides avec un 3-OH et un 3',4'-catéchol sont rapportés d ére 10 fois plus
puissants que I'ebselene. La forte activité inhibitrice de la quercétine, des dommages
oxydatifs induits par les métaux ou non, est partiellement attribuée a son substituant 3-OH

libre, qui augmente la stabilité du radical flavonoique.

» L’angle de torsion du cycle B par rapport au reste de la molécule influence fortement la
capacité de piégeage des radicaux libres. Les flavonols et les flavanols avec un 3-OH sont
plans. Par contre, les flavones et les flavanones, manquant de cette caractéristique, sont un
peu torsadés. La planéité permet la conjugaison, la délocalisation éectronique et une
augmentation correspondante dans la stabilité du radical phénoxyle du flavonoide. La
suppression d'un 3-OH abroge la coplanarité et la conjugaison, et compromettant ainsi la

capacité de piégeage (Heim et al., 2002).

» Lasubstitution du OH dans les positions 5 et 7 du cycle A leur donne une grande capacité a

piéger les radicaux superoxydes ( Mishraet al., 2003).
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(2)-La double liaison C,-C3z conjuguée avec le groupement 4-ceto, qui est responsable de la
délocalisation éectronique a partir du cycle B, éléeve d avantage la capacité de piégeage des
radicaux, et la saturation de la double liaison 2,3 cause une perte du potentiel d activité (Amic et al.,
2003).

Bors et al. ont proposé trois caractéristiques structurales des flavonoides qui déterminent leurs
capacités de piégeage des radicaux :

-la substitution 3',4’ dihydroxy dans le cycle B, qui fournit une bonne délocalisation é ectronique et
une stabilisation du radical phenoxyle,

-et la ceexistence de la double liaison 2,3 en conjugaison avec le groupement 4-ceto et le
groupement 3-hydroxy sur le cycle C, qui augmente la délocalisation des électrons le long du noyau
flavonoidique. La quercétine qui satisfait a toutes ces exigences, a une activité antioxydante élevée
(Simic et al., 2007).

(3)-Cependant, la glycosylation du groupement 3-hydroxy de la quercétine pour former la rutine a
résulté dans la perte des capacités antioxydantes (Simic et al., 2007). La glycosylation des
flavonoides diminue leur activité lorsgu’ elle est comparée aux aglycones correspondants (Cai et al.,
2006).

Figure 19: les caractéristiques structurales des flavonoides avec une haute activité de piégeage du radical (Amic et

al., 2003).

I11-4-2-3-L estannins

» Deux fractions de procyanidines, oligomériques et polymériques isolées a partir de |’ extrait
méthanolique de pépins de raisin ont été caractérisées. les procyanidines polymériques
semblent les plus élevées en activité antioxydante, suivies par les procyanidines
oligomériques, par contre les catéchines ont présenté la plus faible activité antioxydante
(L’ ECs des fractions de procyanidines oligomériques et polymérigues ont été de 0,018 et
0,005 moles AO/mol DPPH, respectivement) (Spranger et al., 2008).
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» L’extrait du thé vert a montré une activité de piégeage direct contre le NO et le O, €t le
mélange de tannins du thé vert, & la méme concentration, a montré une grande activité
scavenging. Ainsi, |’effet inhibiteur du NO' par le mélange de tannins a 5 pg/ml a été de
40,9% (Nakagawa et Y okozowa, 2002).

-Mode d’action

Les tannins sont des antioxydants souvent caractérises par le pouvoir réducteur et les activités de
piégeage. L es capacités antioxydantes des tannins dépendent de :

(1)-Le degré de leur état colloidd ;

(2)-lafaculté de clivage de laliaison interflavonoidique ou de sa structure stéréochimique ;
(3)-lafaculté d’ ouverture du cycle pyranique (cycle C) ;

(4)-les nombres relatifs de groupements OH sur les cycles A et B. Les composés avec une structure
trihydroxyle dans le cycle B ont la plus grande activité antioxydante (Rahim et al., 2008).

Il apparait que, I’augmentation du degré de polymérisation augmente I’ efficacité des procyanidines
contre une variété d'especes radicalaires. Une conjugaison extensive entre le 3-OH et les
groupements catéchols du cycle B, associée aux liaisons f4—>g abondantes dotent le polymére avec
des propriétés de piégeage du radical significatives par accroissement de la stabilité du radical
(Heim et al., 2002).

I11-5-Activité anti-xanthine oxydase

L’interaction de la XO avec un inhibiteur est intéressante non seulement d un aspect mécanisme
réactionnel de I’enzyme, mais aussi du point de vue médical. Comme |’ enzyme est impliguée dans
les étapes finales de production d acide urique, un inhibiteur de la XO est utile pour remédier a
I”hyperuricémie et a la goutte. En outre, comme le type O,-dépendant de I’enzyme produit du
peroxyde d hydrogene et du superoxyde (O"), la conversion du type NAD-dépendant au type O,-
dépendant est proposée d étre responsable des Iésions tissulaires de reperfusion post-ischémie
(Okamoto et Nishino, 1995).

[11-5-1-Inhibiteurs synthétiques

L’alopurinol (Ogryzlo et al., 1966), la 8-Bromoxanthine (Hille et Stewart, 1984), le febuxostat
(Moreland, 2005), les composés folates et ametopterine (Lewis et al., 1984), le TEI-6720 (Okamoto
et al., 2003) et le BOF-4272 (Okamoto et Nishino, 1995) sont des inhibiteurs de synthése de la X O.
Parmi ces inhibiteurs, I’alopurinol est le plus utilisé (Kong et al., 2000).
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L’alopurinol (4-hydroxypyrazolo (3,4-d)-pyrimidine) comme illustré dans la figure 20 est un
puissant inhibiteur de la XO qui inhibe I’ oxydation d’ oxypurines existant naturellement, diminuant
ains laformation d’ acide urique (Ogryzlo et al., 1966). L’ alopurinol, un analogue d’ hypoxanthine,
a été développe comme un inhibiteur de la XDH et a été largement prescrit comme un traitement de
I"hyperuricémie et de la goutte. En outre, il a été rapporté que I’administration de I’ allopurinol
prévient les dommages tissulaires post-ischémiques en inhibant I’ activité de la XO (Okamoto et al.,
2003).

L’ alopurinol est rapidement oxydé par la XO in vivo en son métabolite actif I’oxypurinol qui
également inhibe la XO : a de faibles concentrations, |’ alopurinol est un substrat et un inhibiteur
compeétitif de I'enzyme; a des concentrations élevées, c'est un inhibiteur non compétitif.
L’ oxypurinol est un inhibiteur non compétitif de I’enzyme ; la formation de ce composé, associée a
sa longue persistance dans les tissus, est responsable de I’ activité pharmacol ogique de I’ alopurinol
(Packer et al., 2006). Cependant, plusieurs études ont indiqué que I’alopurinol peut induire le
syndrome d hypersensibilité et le syndrome de Stevens-Johnson chez les patients (Hsieh et al.,
2007).

(Allopurinel)
oH oM
| |
___t'C“"x "-I,l:l..“_\_ i
NFTTC Ny NFT T -C
| I cw ! I N
C _C—N L C—N
Hf RN H H RN! \H
Hyporanthine d-Hydroxypyrazolol3, 4 -dlpyrimidine

Figure 20: structure chimique de I hypoxanthine et de |’ allopurinol (Ogryzlo et al., 1966).

I11-5-2-I nhibiteur s naturels

I11-5-2-1-L es acides phénoliques

» Des analyses par HPLC ont montré que triphala contient 73 + 5 mg d’ acide gallique/g
d espéce, qui a été trouvé d' augmenter a 150 + 5 mg/g apres une hydrolyse acide. Lorsque
triphala a été testée pour |’ activité de piégeage du radical superoxyde en utilisant le systéme
XIXO, il aété observé qu’ en addition a la réaction avec le radical superoxyde, elle a aussi
inhibé la formation de I’ acide urique, indication d’une activité inhibitrice de la XO (Naik et
al., 2006).
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-Mode d’inhibition
Les dérivés des phénylpropanoides (Cs-Cs) sont un groupe important de phénols de faible poids

moléculaire. Les phénylpropanoides les plus importants sont les acides hydroxycinnamiques et
leurs dérivés (Chang et al., 2007).

Les résultats de la structure moléculaire basée sur la modéisation ont exhibé des interactions entre
les dérivés des phényl propanoides et la région molybdoptérine de la X O.

L’ hydroxyle en para des dérivés de phénylpropanoides a été orienté vers le groupement

guanidinium de I’ Arg 880.

- Les dérivés de phénylpropanoides contenant le méta ou I’ ortho hydroxyle ont formé des
liaisons hydrogenes avec la Thr 1010.

- En outre, le méta hydroxyle a formé des liaisons hydrogenes avec le peptide lié entre les
résidus de Thr 1010 et la Phe 1009.

- Le CAPE, I'acide caféique phenethyl ester des phénylpropanoides, a eu la plus grande

affinité envers le site de liaison de la XO, et il a é&é spéculé que cela était du a des

interactions hydrophobes du phenylenethyl ester avec plusieurs résidus hydrophobes

entourant le site actif (figure 21) (Chang et al., 2007).

Figure 21: modéle moléculaire de liaison des phénylpropanoides au site actif de la XO. Un modéle en trois dimensions
des dérivés de phénylpropancides: (A) acide caféique, (B) acide férulique, (C) acide p-coumarique, et (D) acide
caféique phenethyl ester (Chang et al., 2007).
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I11-5-2-2-L es coumarines

Tous les dérivés ont inhibé compétitivement la X O. Les résultats de la structure moléculaire basée
sur lamodélisation ont exhibé des interactions entre les coumarines et la région molybdopterine de
laXO. Le carbonyle a été orienté vers |’ Arg 880, et I'atome O ester aformé des liaisons hydrogenes
avec la Thr 1010. L’ Esculetine, qui porte deux groupements hydroxyles sur ses cycles benzénes, a
eu |'affinité la plus élevée envers le site de liaison de la XO, et cela a été principalement du a
I"interaction du 6-hydroxyle avec lerésidu E 802 dela XO (figure 22) (Lin et al., 2008).

Les dérivés de coumarines, dont la structure est similaire a celle d’ un benzopyran-4one, se sont
revélés d étre actifs comme inhibiteurs de la XO. En effet, le modéle d hydroxylation des
coumarines s est avéré étre important pour I’inhibition de la XO, comme précédemment observe

également pour les flavones et les anthocyanidines hydroxylées (Ferrari et al., 2007).

Figure 22: modéles moléculaires de laliaison des coumarines au site actif dela XO. Un modéle tridimensionnel des
coumarines : (A) esculetine, (B) 4-methylesculetine, (C) scopoletine, et (D) 4-methyl-7-hydroxycoumarine (Lin et al.,
2008).

I11-5-2-3-L es flavonoides

» L’activité antioxydante de la myrecitine-3-O-galactoside et de la myrecitine-3-O-
rhamnoside, isolés a partir des feuilles de Myrtus communis, a été déterminée par la capacité
de chaque composé a inhiber I'activité de la XO. A une concentration de 100 ug/ml, les
deux composés ont montré un effet inhibiteur de |'activité de la XO de 57% et 59%,
respectivement (Hayder et al., 2008).
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-Mode d’inhibition
Lafamille des flavonoides a montré une inhibition élevée dela XO (Hoorn et al., 2002). A partir de

la relation strucuture-activité associée a la modélisation, des données structurales de cette étude

révélent plusieurs facteurs importants pour laliaison des flavonoides dans le site actif dela XO :

(1)-Les oléfines en C, et C3 qui maintiennent une structure plane des flavonoides sont essentielles
pour une puissante activité inhibitrice de la XO. Les flavonoides non plans tels que la naringenine,
n’ont exhibé aucune activité inhibitrice dela XO (Lin et al., 2002).

(2)-Puisque I’ apigénine a été le plus puissant inhibiteur parmi les flavonoides testés, la modélisation
moléculaire a révélé gque les groupements hydroxyles en C; et Cs et le groupement carbonyle en Cy
fournissent des liaisons hydrogenes favorables et des interactions électrostatiques entre les
inhibiteurs et le site actif (figure 23) (Lin et al., 2002).

(3)-Une plus petite mais significative diminution dans la valeur de I’ |Csy est observée quand les
groupements hydroxyles 3' ou 4" sont gjoutes (Hoorn et al., 2002).

Pour illustrer la contribution des groupements hydroxyles 5,7,3 et 4 a I’inhibition de la XO, la
lutéoline qui a tous les groupements hydroxyles mentionnés au dessus a la valeur de I'I|Cso la plus
basse (Hoorn et al., 2002).

(4)-Certains groupements hydroxyles montrent des effets négatifs sur lesvaleursde ' ICsp :

» Le groupement avec la plus forte contribution négative a I'inhibition de la XO est le
groupement 2’ -hydroxyle (Hoorn et al., 2002).

» Laprésence du groupement 3-hydroxyle atténue également I’ inhibition (Hoorn et al., 2002).
Le cycle benzopyranone substitué par un 3-hydroxyle a exhibé un effet inhibiteur plus
faible, qui pourrait étre expliqué par la déstabilisation de I’ hydroxyle polaire s étendant vers
larégion hydrophobe du site actif et ayant abouti al’ abaissement de I’ affinité de liaison (Lin
et al., 2002).

> Aussi, un substituant 8-hydroxyle a été trouvé d’ avoir un effet négatif sur I’inhibition de la
XO. L’addition d'un groupement 5'-hydroxyle n'a pas d effet sur I'inhibition de la XO
(Hoorn et al., 2002).

(5)-La substitution glycosylique sur le Cg du cycle benzopyranone du flavonoide empéche laliaison
des inhibiteurs au site actif de la XO (Lin et al., 2002). Les groupements glycosyliques semblent
étre trop encombrants ou trop hydrophiles et empéchent les flavonoides glycosidiques d’ entrer en

contact avec I’enzyme (lio et al., 1985).
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Figure 23: modele moléculaire de la liaison des flavonoides au site actif de la XO. Modéle en trois dimensions de
I’ apigénine (vert) superposé sur le salicylate (jaune) (A), genestéine (B), isovitexine (C), et I'alopurinol (D) (Lin et al.,
2002).

Dans le travail effectué par da Silva et al., (2004), une étude sur I’influence des propriétés
électroniques, stériques et hydrophobes de quelques composés flavonoidiques sur I'inhibition de
I"activité de la XO a été realisée en utilisant des mécaniques moléculaires et des méthodes semi-
empiriques. A partir des résultats obtenus, da Silva et al. ont corrélé les propriétés moléculaires des
composes flavonoidiques étudiés avec I’ inhibition de la XO. En résumé, un composé flavonoidique
va étre un bon inhibiteur de la XO lorsqu’il présente une valeur pour I’angle de torsion D3 aux
alentours de 26 et 27°, une petite taille et un haut caractére hydrophobe (da Silva et al., 2004).

En fonction de leur effet sur la XO et comme piégeurs du superoxyde, les flavonoides pourraient
étre classés en six groupes :

(1)-piégeurs du superoxyde sans activité inhibitrice sur la X O (catégorie A) ;

(2)-inhibiteurs de la XO sans aucune activité additionnelle de piégeage du superoxyde (catégorie
B);

(3)-inhibiteurs de la XO avec une activité additionnelle de piégeage du superoxyde (catégorie C) ;
(4)-inhibiteurs de la XO avec un effet prooxydant additionnel sur la production du superoxyde
(catégorie D) ;

(5)-des flavonoides avec un effet margina sur la XO mais avec un effet prooxydant sur la

production du superoxyde (catégorie E) ;
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(6)-¢et finalement, des flavonoides sans effet ni sur la XO ni sur le superoxyde (catégorie F) (Cos et
al., 1998).

I11-5-2-4-L estannins

» Khallouki et al. ont quantifié et identifié plusieurs polyphénols antioxydants dans |’ extrait
méthanolique de I’ écorce de racine de Anisophyllea dichostyla . En termes de I’ inhibition de
la XO, une fraction, dominée par |la (épi)catéchine trimere et qui a également contenu des
quantités appréciables de 3'-O-methyle acide ellagique 4 -O-B-D-xylopyranoside, les
catéchines  (+)-catechine-3-O-p-D-glucopyranoside,  epicatéchine-(4p—> 8)-catéchine
(procyanidine B1), et I’ (-)-epicatéchine 3-O-gallate, s est avérée la plus puissante (1Csp = 36
png/ml) (Khallouki et al., 2007).

» Une éude chimique de Cunonia machrophylla, basée sur les effets bioactifs de |’ extrait
méthanolique brut des feuilles, a détecté des tannins bioactifs pour la premiére fois dans
cette famille de plante. Ces éelagitannins ont été identifiés et ont possédé une activité
d'inhibition de la XO. Le composg, I’ acide ellagique-4-O-p-D-xylopyranoside a présenté la
meilleure activité (1Csp = 2,1 pg/ml) (Fogliani et al., 2005).

-Mode d’inhibition

Les effets inhibiteurs des tannins hydrolysables et des tannins condenseés sur |’ activité de la XO ont

été étudiés. Des différences marquantes dans la force d’inhibition ont été observées. Certaines de
ces différences parmi les tannins hydrolysables monomériques sont dues a leur poids moléculaire,
reflétant e nombre de groupements hydroxyles phénoliques dans la molécule. Cependant, |’ activité
inhibitrice de plusieurs tannins hydrolysables oligomériques semblait particulierement faible en
dépit de leur grande taille moléculaire. 1l a été également observé que des différences dans la
localisation des groupements acyles sur les ceeurs hydrocarbures ont causé des différences dans
I’ activité inhibitrice parmi les tannins hydrolysables oligomériques ou monomériques (Hatano et
al., 1990).

La galoylation et le degré de polymérisation dans les proanthocyanidines ont également affecté
remarquablement la force de I'inhibition. Les proanthocyanidines oligomériques ayant des
groupements galloyles ont montré une inhibition appréciable, dépendante du degré de
polymeérisation (dimeére<trimere<tétramere). Cependant, I’ épicatéchine gallate et |’ épigall ocatéchine
gallate monomeériques n’ont montré pratiquement aucune inhibition de I’ activité de la XO. Les
proanthocyanidines ordinaires manquant d'un groupement acyle, et leurs constituants
monomériques n’ont pratiquement montré aucune inhibition (Hatano et al., 1990).
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|- Matériels et méthodes

|-1-Description des plantes

1-1-1-L e peuplier noir

Populus nigra L., communément connue comme étant le peuplier noir, est un membre de la famille
des salicaceae. C'est un arbre afeuilles caduques, grandes et vertes avec de petites fleurs jaunatres

(figure 24) (Jercovi¢ et Masteli¢, 2003).

-Classification

Régne : Plantae
Embranchement : Angiosperme

Classe : Dicotylédones
Ordre : Sdlicales
Famille : Salicaceae
Genre : Populus

Espéce : Populus nigra L (Beloued, 1998).

Figure 24 : Photographie des bourgeons de Populus nigra.
[-1-2-L efréne
C’ est une espéce naturelle, appartenant a la famille des Oleaceae. C'est un grand arbre de 20 m de
hauteur. Les feuilles sont caduques et opposees de 2 a 5 folioles et une terminale. Les fleurs sont
réunies en grappes verdatres (figure 25) (Messaoudi, 2005).

Classification

Régne : Végétal

Groupe : Angiosperme

Classe : Dicotylédones

Ordre: Oléde

Famille : Oléacées

Genre : Fraxinus

Espeéce : angustifolia Vahl

Sous-espéce : angustifolia (Beloued, 1998).

Figure 25 : Photographie des feuilles de Fraxinus angustifolia.
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|-2-Cueillette et identification des plantes

Les bourgeons du peuplier noir ont été récoltés en Mars 2008 et les feuilles du Fréne en Juin 2007,
dans un endroit naturel loin de la pollution, dans la forét d’ Azru n Bechar, Amizour, située a |’ Est

de Bejaia. Les plantes ont été identifiées par M" Bekdouche Farid, enseignant ala FSNV.

| -3-Séchage, broyage et tamisage

Les bourgeons du Peuplier noir ont été séchés a I’ éuve a une température de 37°C, pendant une
semaine et les feuilles du Fréne ont été séchées al’air libre. 1l est a noter que les deux plantes ont
été séchées juste apres leur cueillette. Aprés broyage des deux parties séchées, |a poudre est tamisée

afin d’ obtenir une poudre fine de diametre inférieur 263 pm.

| -4-Prépar ation des extraits

Le protocole d’ extraction suivi est celui de Chiang et al., (1994), ayant subi quelques modifications
(figure 26). 1l consiste en une extraction sélective des composés phénoliques en utilisant plusieurs
solvants de différentes polarités, allant de solvants tres polaires a des solvants apolaires, dans le but
de séparer les composés phénoliques contenus dans les bourgeons de Populus nigra et dans les
feuilles de Fraxinus angustifolia en composes de polarités distinctes. Les étapes d extraction qui

suivront ont éte réalisees a température ambiante.

Il sagit de mettre la poudre dans de |’ éthanol absolu avec un rapport de 1/6 pour la poudre de
Populus nigra, et de 1/4 concernant la poudre des feuilles de Fraxinus angustifolia, et de les laisser
macérer pendant 24 heures sous agitation. Aprés décantation pendant 24 heures, chague suspension
a été centrifugée puis séchée jusgu'’ a atteindre un poids constant de I extrait sec d’ éthanol.

La deuxieme étape consiste a dissoudre I'extrait sec d’éthanol dans un mélange de solvants :
I’ acétate d éthyle et I'eau (1/3, v/v). Apres 24 heures de décantation, deux phases, organique et
aqueuse, ont été observeées puis récupeérées et sechées. La phase organique d’ acétate d’ éthyle seche
a €té divisée en deux parties puis extraites chacune par un mélange de solvants : |"hexane et I’ eau
(1/3, viv) et le chloroforme et |’ eau (1/3, v/v). Les suspensions obtenues ont été agitées et décantées
pendant 24 heures puis séchées.

Il est & noter, qu’ aprés chagque éape d’extraction, un échantillon de chague extrait a été récupéré
afin de tester son activité. Le pourcentage d’ extraction de chaque éape a été caculé suivant la

formule ci-dessous :

% d’extraction = (P1-Pg)/Poids dela poudre ou del’extrait dedépart x 100
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Avec:
Po : Poids vide du cristallisoir ou de la boite de pétri.

P1 : Poids aprés évaporation du solvant.

Poudre fine (diamétre < 63um)

l

Macération dans I’ éthanol

|

Extrait d' éthanol

l

Acétate d' éthyleleau (1/3)

y

Extrait d’ éthanol atester

v v v
Extrait organique d’ acétate Extrait organique d’ acétate d’ éthyle Extrait aqueux d’ acétate
d éthyle atester d éthyle atester
¢ ) y
Hexane/eau (1/3) Chloroforme/eau (1/3)
Extrait aqueux Extrait organique Extrait organique du Extrait agueux du
d hexane atester d hexane a tester chloroforme atester chloroforme atester

Figure 26: schémad’ extraction (Chiang et al., 1994).

| -5-Dosage des composés phénoliques

Dans le but d' évauer qualitativement et quantitativement le contenu en composés phénoliques des
extraits de bourgeons de Populus nigra et ceux des feuilles de Fraxinus angustifolia, trois
protocoles ont été suivis afin de doser les teneurs en phénols totaux, en flavonoides et en tannins

contenus dans tous les extraits.

| -5-1-Dosage des phénols totaux

Le contenu en phénols totaux a été déterminé spectrophotomeétriquement a 765 nm en utilisant le
procédé de Singleton et Rossi, (1965) in Kahkdnen et al., (1999). La réaction est basée sur la
réduction de I’ acide phosphotengsténe du réactif de Folin-Ciocalteu vers un complexe de couleur

bleue, dans une solution alcaline en présence des composés phénoliques.
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1 ml du réactif de Folin-Ciocalteu a été gjouté a 200 pl d’ une solution d’extrait de 0,1 mg/ml ; puis
0,8 ml de solution de carbonate de sodium (7,5%) ont été gjoutés au mélange. Ce dernier a été
incubé pendant 30 mn a température ambiante et la mesure de |’absorbance a 765 nm a été
effectuée. Une courbe d’ éalonnage a été réalisée dans les mémes conditions en utilisant |’ acide
gallique comme standard afin de déterminer la concentration des extraits en phénols totaux en mg
équivaent d’ acide gallique/g d’ extrait.

| -5-2-Dosage des flavonoides

Les flavonoides présents dans les extraits ont éé mesurés selon le protocole de Mimica Dukié,
(1992), in Maximovic¢ et al., (2004), avec quel ques modifications.

Cette méthode se base sur le principe suivant : les flavonoides forment des complexes jaunétres par
chélation des métaux (fer et aluminium), car ils contiennent des groupements hydroxyles libres
(Ribéreau, 1968).

10 ml d’une solution d extrait (1 mg/ml) ont éé mélangés avec 5 ml d’une solution d’ acétate de
sodium et de chlorure d’aluminium (133 mg d AlICl3, 400 mg d' acétate de sodium/ 100 ml d’eau
distillée). Aprés incubation a température ambiante pendant 10 mn, I’ absorbance a été déterminée a
430 nm. Un blanc pour chaque extrait a été utilisé contenant 10 ml d’ extrait et 5 ml d’ eau distillée.
Une courbe d' étalonnage a été réalisée dans les mémes conditions, en utilisant la rutine comme

standard et la concentration a été exprimée en mg équivaent rutine/g d extrait.

| -5-3-Dosage des tannins

Le dosage des tannins a éte réalise en se basant sur la précipitation des tannins par une protéine
standard, I’abumine du sérum bovin (BSA), selon la méthode d'Hagerman et Butler, (1978). Le
précipité est dissout a un pH élevé en présence d un détergent et le complexe fer-phénols est

déterminé spectrophotomeétriquement a 510 nm.

-Prépar ation desréactifs

L e tampon A : la solution du tampon A a été préparée avec de |’ acide acétique (0,2 M) et du NaCl
(0,17M) et le pH est gjusté a4,9 avec de la NaOH.

LaBSA : Une solution de la protéine BSA (1 mg/ml) est préparée dans le tampon A.

SDS/TEA : 50 ml de triethanolamine (TEA) avec 10 g de sodium dodecyl sulfate (SDS), dans un
litre d’ eau distillée.

EeCls: 0,01 M de FeCl; est préparé dans une solution d'HCI 20,01 M. La solution est filtrée apres
plusieurs heures.
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-M ode opér atoire

2 ml de la solution de BSA ont é&é mélangés avec 1 ml d’'une solution d’extrait de plante (1 mg/
ml). Aprés incubation pendant 24 heures a 4 °C, le méange a été centrifugé pendant 15 mn a 3000
0. Le culot a été dissout par I’gout de 4 ml de la solution de SDS/TEA. 1 ml de la solution de
FeCl; a é&té gjouté ala solution, puis vortexé immédiatement.

La lecture de I’absorbance a été effectuée a 510 nm apres 15 mn d’incubation. Le contenu en
tannins a été calculé par rapport a une courbe d’ étalonnage réalisée dans les mémes conditions en
utilisant I’ acide tannique comme standard et exprimé en mg équivalent d’ acide tannique/g d’ extrait.

Un blanc contenant 4 ml de solution de SDS/TEA et 1 ml de FeCl; a été préparé.

| -6-Caractérisation des extraits

La chromatographie sur couche mince (CCM) permet la séparation des composés phénoliques selon
leur poids moléculaire et leur degré de solubilité, afin de pouvoir les caractériser.

Une plague chromatographique est composée d’un support en verre sur lequel est posée une fine
couche de silice qui constitue la phase stationnaire. Sur cette derniere ont été tracées deux lignes
séparées au niveau des deux extrémités de la plaque chromatographique : I’ une se trouve a 2,5 cm
de |’ extrémité basse, et I’ autre & 3,5 cm de I’ extrémité haute. Des échantillons de tous les extraits et
des standards utilisés ont été déposés sur la ligne basse de la plaque chromatographique en

respectant la méme concentration (10 mg/ml) et le méme volume (10 pl), puis laissés sécher.

La deuxieme étape consiste a introduire de facon inclinée la plague chromatographique dans une
cuve de chromatographie préalablement saturée par des systemes de solvants appropriés, I’un est
spécifique pour les extraits de bourgeons de Populus nigra, acétone-toluéne-acide formique
(60 :60 :10, v/v) et I’ autre permet |a séparation des composés phénoliques contenus dans les extraits
de feuilles de Fraxinus angustifolia, acétate d’ éthyle-acide formique- acide acétique-eau (100 :11 :
11:26, v/v). Aprés I’ éution, la plaque chromatographique a été séchée al’air libre puis observée a
la lumiére du jour et sous UV. Finalement, une révélation a la vanilline sulfurique a été effectuée
par une simple pulvérisation puis un chauffage a 110 °C pendant 5 mn.

|-7-Purification dela XO

La purification de la XO a éé rédisee dans le laboratoire du professeur M. Benboubetra a
I"Université Ferhat Abbas de Sétif a partir du lait de vache, selon le protocole de Sanders et al.,
(1997), avec quelques modifications. Le procédé d extraction et de purification consiste en
plusieurs étapes de centrifugation suivies d une ultime éape de chromatographie d affinité sur
colonne d’ héparine (figure 27).
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La premiére étape consiste en une centrifugation du lait froid (4 litres) a 6000 rpm, pendant 20 mn.
La creme obtenue a été collectée et remuée doucement, dans un volume de tampon phosphate (0,2
M), contenant 1 mM EDTA et 5 mM dithiotrétol (DTT) puis soumise a une agitation pendant 60
mn a 4°C. Le méange récupéré a été centrifugé encore une fois a 6000 rpm, pendant 30 mn. La
créme est écartée et la phase aqueuse filtrée atravers lalaine de verre. 15 % (v/v) de butanol glacé
et 15% (p/v) de sulfate d’ammonium ont été rgjoutés lentement et sous agitation continue pendant
90 mn a4°C. Aprés une centrifugation a 10000 rpm pendant 20 mn, la couche de butanol est jetée et
la phase agueuse récupérée. 20% (p/v) de sulfate d ammonium a été lentement g outé sous agitation
a4°C. Aprés uneincubation de 60 mn, le méange a subi une ultime étape de centrifugation & 11000
rpm pendant 30 mn pour récupérer un précipité marron qui est la solution enzymatique, cette
derniere est soumise a une diayse dans un tampon phosphate a pH = 6,3, pendant toute la nuit a
4°C.

La solution récupérée a été centrifugée a 20000 rpm pendant 60 mn pour faire précipiter toutes les
impuretés. L’ enzyme est ensuite passée dans une colonne d’ héparine préal ablement équilibrée dans
le méme tampon. L’ enzyme est stabilisée dans la colonne al’ aide de la solution tampon additionnée
de 0,08 M de NaCl alors que I'élution de la XO a été effectuée avec le méme tampon contenant
0,25 M de NaCl. L’ enzyme ainsi obtenue est dialysée pendant toute la nuit &4°C contre un tampon
bicine (50 mM, pH = 8,3).

Lait (4L)

l Centrigugation a 6000 rpm pendant 20 mn

Lacréme + tampon phosphate (0,2M) + 1 mM EDTA +5mM DTT

Agitation et centrifugation a 6000 rpm pendant 30 mn
A 4

Phase aqueuse filtrée + butanol (15%) + sulfate d’ammonium (15%)

Agitation et centrifugation a 10000 rpm pendant 20 MmN

Phase aqueuse + sulfate d’ ammonium (20%)

l Agitation et centrifugation a 11000 rpm pendant 30 mn

Précipité marron (solution enzymatique)

v

Dialyse pendant toute la nuit

Centrifugation a 20000 rpm pendant 60 mn

A 4
Chromatographie d’ affinité sur colonne d’ héparine

v

Dialyse pendant toute la nuit

Figure 27 : protocole de purification de la xanthine oxydase.

41



Lz T o= 0 [0S Matériels et méthodes

[-8-Test d’inhibition dela XO
La mesure de I’ activité inhibitrice de la XO par les extraits de bourgeons de Populus nigra a été

réalisée suivant le protocole entrepris par Sheu et Chiang, (1996). L’ enzyme, la XO, catalyse
I’ oxydation de la xanthine en acide urique, qui a un Amax de 295 nm, constituant la base pour un

dosage spectrophotométrique de I’ activité de la XO (Sheu et Chiang, 1997).

-Préparation des solutions
Tampon bicine : 5 mM, 200 ml, pH = 8,3. 1,632 g/200 ml d’ eau distillée.
Xanthine: 1 mM, 50 ml de tampon bicine. 0,007605 g de xanthine a été dissout par quelques

gouttes de NaOH (0,2 M) puis, 50 ml de tampon bicine ont été rgjoutés a la xanthine dissoute.

Solutions des extraits : Les extraits ont été dissouts dans du DM SO (10 mg/ml).

-Mode opér atoire
-Test d’activité dela XO
A 1760 pl de tampon bicine ont été gjoutés 200 pl de xanthine, 20 ul de DM SO et aprés addition de

20 pl de XO dans le mélange réactionnel, I’ absorbance & 295 nm est mesurée pendant 3 mn chaque

5 secondes. Un blanc a été préparé sans |’ enzyme.

-Test d’inhibition dela XO
20 ul de solution de chaque extrait ont été gjoutés a la place des 20 ul de DMSO. Un blanc ne

contenant pas la XO a éé préparé. L’inhibition de la XO est caractérisée par la diminution de
I’ absorbance & 295 nm.
Le pourcentage d'inhibition de la X O par les extraits a été cal cul é suivant I’ équation ci-dessous :

% d’inhibition dela XO = (Pa-P,)/Pa x 100

Ou:
Pa : lapente du test d activité.
P : lapente du test d’inhibition.

| -9-Activités antioxydants des extraits

I-9-1-Inhibition dela for mation du radical hydroxyle

L’ activité scavenging du radical hydroxyle par les différents extraits de bourgeons de Populus nigra
et des feuilles de Fraxinus angustifolia a été mesurée suivant 1a méthode de Smirnoff et Cumbes,
(1996), in Gu et al., (2008).
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Le principe de la méthode est basé sur la mesure de la décoloration de la solution contenant le
complexe Fe**-sdlicylate de couleur violette aprés hydroxylation du saicylate par le radical
hydroxyle géenéré par |aréaction de Fenton.

1 ml des solutions d' extrait avec différentes concentrations, 0,3 ml de solution de FeSO, a 8 mM et
0,25 ml de solution de peroxyde d'hydrogene a 20 mM ont éé mélangés dans un tube de
centrifugation. En suite, 1 ml de solution d’ acide salicylique 23 mM a été introduit et incubé a37°C
pendant 30 mn. 0,45 ml d’eau distillée ont été gjoutés a chaque tube pour atteindre un volume final
de 3 ml. Aprés centrifugation a 2000 rpm pendant 10 mn, I’absorbance des suspensions a été
mesurée a 510 nm. La catéchine a été utilisée comme standard et a différentes concentrations.

La formule permettant de calculer le pourcentage d’inhibition de la formation du radical hydroxyle

est lasuivante :

% d’inhibition = (Ag-Ag)/Ag % 100

AVec :
A : absorbance du test.

Ao : absorbance du blanc.

[-9-2-Inhibition de |la peroxydation lipidigue (Test TBARS)
Le protocole TBARS, modifié, de Ohkowa et al., (1979), in Pandey et al., (2007), a été suivi en

utilisant I"homogénat de jaune d'ceuf comme un milieu riche en lipides. Le maondialdéhyde
(MDA), un produit final secondaire de I’ oxydation des acides gras polyinsaturés, réagit avec deux
molécules d'acide thiobarbiturique (TBA) produisant un chromogéne rouge roséire avec un

maximum d’ absorbance a 532 nm (Banerjee et al., 2005).

0,5 ml d’ homogénat de jaune d’ ceuf (10 % dans |’ eau distillée v/v) et 0,1 ml de solution d’ extrait
(100 pg/ml) ont été mélangés dans un tube a et le volume a éé complété a 1 ml avec del’ eau
distillée. 0,05 ml de FeSO, (0,07 M) a été gjouté au mélange précédent et incubé pendant 30 mn a
37 °C pour induire une peroxydation lipidique. Ensuite, 1,5 ml d’ acide acétique (20%) (pH gjusté a
3,5 avec delaNaOH), 1,5 ml de TBA (0,8%) (w/v) (préparé dans 1,1% de sodium dodecy! sulfate)
et 0,05 ml de TCA (acide trichloroacétique) (20%) ont été additionneés, puis vortexeés et chauffés a
100°C dans un bain marie pendant 60 mn. Apres refroidissement, 5 ml de 1-butanol ont été rajoutés
puis le mélange est centrifugé a 3000 rpm pendant 10 mn. L’ absorbance de la phase organique a été
mesurée a 532 nm.

Pour le blanc, 0,1 ml d’ eau distillée a été utilisé ala place de I’ extrait. Des blancs d’ extraits ont été

préparés en mettant ala place du TBA du sodium dodecyl sulfate.
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Le pourcentage d' inhibition est donné par laformule suivante :

% d’inhibition = (Ag-A¢)/A x 100

AVec:
Ao : Absorbance du blanc
A: : Absorbance du test

| -10-Fractionnement des extraits

Dans le but de fractionner d avantage les extraits de bourgeons de Populus nigra, et de tester
I”activité des fractions récoltées sur I'inhibition de I’ activité de la XO, une chromatographie sur
colonne a éé mise en ceuvre sur un gel desilice.

Le gel de silice a éé préparé a I’aide d'un solvant apolaire qui est le chloroforme. L’extrait
éthanoligue de bourgeons de Populus nigra a une concentration de 20 mg/ml, a été fractionné en
introduisant, 1 ml de cette solution d’ extrait soigneusement dans la colonne.

L’éution des fractions a été réaisée par une succession de systemes de solvants de polarité
croissante : chloroforme, chloroforme/acétate d éthyle (1/1 : v/v), acétate d’ éthyle, eau distillée et
en fin eau/acide formique (1/0,1 : v/v).

L es fractions récupérées graduellement ont été séchées, puis soumises au test d' inhibition de la X O.

1-11-Etude statistique

Trois mesures ont été réalisees pour chaque échantillon analysé et les résultats ont été exprimeés
sous la forme : moyenne + écartype. Des comparaisons statistiques ont été effectuées en utilisant le
logiciel Anova. Les différences ont été considérées d' étre significatives a o = 0,05. Les valeurs des
ICsp Ont été calculées en utilisant le logiciel Origin 8.
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I1-Résultats et discussion

I1-1- Extraction

Le taux d'extraction des composées phénoliques dépend de la méthode, la nature du solvant, la
température et de la taille des particules constituants la poudre de la plante (Chavan et al., 2000;
Goli et al., 2004; Mukhopadhyay et al., 2005). Dans notre travail, afin d’ obtenir des combinaisons
phénoliques distinctes, une extraction liquide-solide sélective a été réalisée en utilisant plusieurs
solvants de différentes polarités, a savoir, des solvants polaires: I'eau, |'éthanol et I'acétate
d éthyle, et des solvants apolaires tels que : I’ hexane et le chloroforme. Commencer I’ extraction par
I’ éthanol est intéressant car ce dernier représente un solvant permettant la dissolution de la mgjorité
des composés phénoliques (Cowan, 1999).

En outre, dans le but d’ augmenter le rendement d’ extraction, la poudre tres fine (diametre < 63 pm)
a éé utilisee afin d' éargir la surface d’'échange entre la plante et le solvant d’extraction. Ce
diamétre a été choisi d’ aprés I’ expérience de M®'€ Boudaoud H., (2003), qui a testé la dissolution de
la poudre de plante a différents diamétres.

Une fois les extraits secs, le calcul des taux d’extraction dans chagque étape a donné les résultats

suivants :

Tableau Il : les pourcentages d’ extraction des extraits de Populus nigra et de Fraxinus angustifolia

Extraits % d’extraction (P. nigra) % d’extraction (F. angustifolia)
Ethanolique 3,7 7,71
D’ acétate d éthyle 38,91 49,93
Aqueux d acétate d éthyle 20,29 34,63
D’ hexane 76,64 51,67
Aqueux d hexane 3,29 13,75
Du chloroforme 82,72 87,5
Aqueux du chloroforme 4,71 11,69

D’ apres ces résultats, nous remarquons que les taux d'extraction des extraits de bourgeons de
Populus nigra les plus élevés sont ceux des extraits organiques. Egger et ses collaborateurs, (1969),
ont montré que les bourgeons de Populus nigra L. exsudent un matériel lipophile dans la
composition duquel entrent des aglycones flavoniques et des terpenes (Charriere-Ladreix, 1976).

Nous constatons que Populus nigra est riche en composés peu polaires ; cela pourrait supposer que
la plante est riche en métabolites secondaires de différentes classes dont la polarité est réduite. Mais
cela n’exclurait guerre sa contenance en composeés polaires qui pourraient posseder une efficacité
fonctionnelle appréciable indépendante de la quantité mais de la nature biochimique des composes

actifs.
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D’ apres les taux d’extraction des feuilles de F. angustifolia, nous constatons gque les rendements
d extraction les plus élevés concernent également les extraits organiques; toutefois, les taux
d extraction dans les phases agueuses ne sont pas négligeables; ce qui montre |’abondance de
Fraxinus angustifolia en composés de polarité éevée, dont les composés phénoliques, due a leur
teneur éevée en groupements polaires, particulierement, les groupements OH qui représentent la
fonction principal e des composés phénoliques (Chen et Ho, 2007).

En comparant les pourcentages d’extraction des deux plantes, on en déduit que les feuilles de
Fraxinus angustifolia sont plus riches en composés polaires que ne le sont les extraits de bourgeons

de Populus nigra.

|1-2-Dosage des composés phénoliques

- Les phénolstotaux

Les contenus en phénols totaux des extraits de bourgeons de Populus nigra et des extraits de
feuilles de Fraxinus angustifolia, exprimés en mg équivaent acide gallique/g d extrait, sont

représentés dans les figures ci-dessous :
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Figure 28 : Teneurs en phénols totaux dans les extraits de bourgeons de Populus nigra. (1) : extrait éthanolique, (2) :
extrait d’acétate d' éthyle, (3) : extrait aqueux d'acétate d'éthyle, (4) : extrait d’hexane, (5) : extrait aqueux d’hexane,

(6) : extrait du chloroforme, (7) : extrait aqueux du chloroforme.
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Figure 29 : Teneurs en phénols totaux des extraits de feuilles de Fraxinus angustifolia. (1) : extrait éthanolique, (2) :
extrait d' acétate d' éthyle, (3) : extrait aqueux d’ acétate d’ éthyle, (4) : extrait d’hexane, (5) : extrait agueux d’ hexane,

(6) : extrait du chloroforme, (7) : extrait aqueux du chloroforme.

Si on calcule le taux en phénols totaux de I’ extrait brut par rapport a un gramme de poudre, on
obtient une concentration de 2,15 mg équivalent acide gallique/g de poudre de Populus nigra et une
concentration de 45,82 mg équivalent acide gallique/g de poudre pour Fraxinus angustifolia ; ces
taux nous permettent de classer les deux plantes d' aprés une étude faite par Kéhkonen et al., (1999),
qui ont montré gue la quantité en phénols totaux variait beaucoup dans les plantes et sont classées
de 0,2 a 155,3 mg équivaent acide gallique/g de poudre. Populus nigra fait partie de la classe a
faible quantité. Alors que, Fraxinus angustifolia fait partie de la classe a quantité élevée.

-Populus nigra : D’apres la figure 28, les extraits aqueux de Populus nigra ont montré les niveaux
les plus éevés; les composés phénoliques sont riches en groupements hydroxyles qui sont polaires
et leur permettent ainsi de se dissoudre dans les solvants polaires (Papagiannopoulos et Galensa,
2005).

Le taux en phénols totaux dans I’extrait éthanolique (58,15 + 49,34 mg EAG/g d extrait) est
légerement inférieur par rapport a quelques extraits, cela pourrait étre expliqué par le fait que les
composes phénoliques n'ont pas éé entierement révelés par le réactif du Folin-Ciocateu dans
I’extrait natif (éthanolique), car il y aurait un encombrement stérique résultant non seulement de la
présence de composés phénoliques mais aussi d autres composés appartenant a des classes de
meétabolites secondaires ou bien au fait qu’il se formerait des interactions moléculaires, provoquant
ains la diminution de la quantité des groupements réducteurs spécialement les groupements
hydroxyles (Singleton et Rossi, 1965 ; Cicco et al., 2009).
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Les teneurs en phénols totaux des extraits organiques sont trés faibles vu leur richesse en tannins
tres condensés (figure 32) qui empécheraient la détection de la magjorité des composés phénoliques.

-Fraxinus angustifolia : lafigure 29 montre que tous les extraits de feuilles de Fraxinus angustifolia
contiennent des teneurs importantes en phénols totaux; avec I’ extrait du chloroforme ayant montré
la plus grande concentration en phénols totaux (1743,07 £ 190,15 EAG/g d’ extrait).

Nous déduisons que les feuilles de Fraxinus angustifolia sont plus riches en composés phénoliques

gue les bourgeons de Populus nigra.

-L esflavonoides :

La figure 30 illustre les concentrations en flavonoides des extraits de bourgeons de Populus nigra
exprimées en mg équivalent rutine/g d’ extrait.
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Figure 30 : Teneurs en flavonoides des extraits de bourgeons de Populus nigra. (1) : extrait éthanolique, (2) : extrait
d’acétate d' éthyle, (3) : extrait aqueux d' acétate d' éthyle, (4) : extrait d' hexane, (5) : extrait agueux d’ hexane, (6) :

extrait du chloroforme, (7) : extrait agueux du chloroforme.

D’ apres la figure 30 nous constatons que les extraits de Populus nigra contiennent des flavonoides .
Une éude réalisée par Macigewikz et ses collaborateurs, sur I'identification des flavonoides
aglycones isolés a partir de Populus nigra a revélé que la plante possede 5 flavonoides :
Pinostrobine chalcone, Pinocembrine, Tectochrysine, Chrysine, Galangine (Macigewikz et al.,
2001). On remargue que les extraits agueux ont montré les concentrations les plus éevées, vu que
les flavonoides sont de petites mol écul es tres solubles dans | es solvants polaires, gréace aleur teneur

élevée en groupements hydroxyles (Papagiannopoul os et Galensa, 2005).
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L’ extrait éhanolique des bourgeons de Populus nigra a une trés faible concentration; cela serait du
au fait qu'il contiendrait beaucoup d’autres composés et entre autres des tannins condensés qui
empécheraient la détection des flavonoides par le réactif requis (Singleton et Rossi, 1965 ; Cicco et

al., 2009). Laméme observation est faite pour les extraits organiques.

La figure 31 montre les teneurs en favonoides des extraits de feuilles de Fraxinus angustifoila,

exprimées en mg équivalent rutine/g d’ extrait.
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Figure 31: Concentrations en flavonoides des extraits de feuilles de Fraxinus angustifolia. (1) : extrait éthanolique,
(2) : extrait d'acétate d'éthyle, (3): extrait aqueux dacétate d'éthyle, (4): extrait d’hexane, (5): extrait agueux

d hexane, (6) : extrait du chloroforme, (7) : extrait aqueux du chloroforme.

En ce qui concerne les extraits de feuilles de Fraxinus angustifolia, nous constatons également que
ce sont les extraits aqueux qui ont montré les valeurs les plus élevées. La comparaison entre les
concentrations en flavonoides de Populus nigra et celles de Fraxinus angustifolia, montre que les
extraits agueux du chloroforme et aqueux d hexane de Populus nigra possedent les quantités les
plus élevées en flavonoides, aors que celles des extraits organiques de Fraxinus angustifolia sont

plus importantes que celles des extraits organiques de Populus nigra.

-L estannins
Les taux en tannins mesurés en mg équivalent acide tannique/g d' extrait pour les extraits de
Populus nigra et de Fraxinus angustifolia figurent dans les deux histogrammes suivants :
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Figure 32 : Concentrations en tannins des extraits de bourgeons de Populus nigra. (1) : extrait éthanolique, (2) : extrait
d'acétate d éthyle, (3) : extrait aqueux d'acétate d'éthyle, (4) : extrait d’hexane, (5) : extrait agueux d hexane, (6) :

extrait du chloroforme, (7) : extrait agueux du chloroforme.
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Figure 33: Teneurs en tannins des extraits de feuilles de Fraxinus angustifolia. (1) : extrait éthanolique, (2) : extrait
d'acétate d'éthyle, (3) : extrait aqueux d’acétate d’éthyle, (4) : extrait d’hexane, (5) : extrait agueux d hexane, (6) :

extrait du chloroforme, (7) : extrait agueux du chloroforme.

Les extraits organiques des deux plantes ont montré les concentrations les plus élevées en tannins;
les tannins constituent des structures polycycliques d’ou leur caractére 1égérement hydrophobe

donc, se solubilisant dans |les solvants organiques.
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Une étude effectuée par Chunlong et ses collaborateurs, sur la détermination des concentrations
phénoliques des composés d' une plante du méme genre que le peuplier noir : Populus euphratica, a
démontré la présence de phénols totaux, de flavonoides et de tannins condensés au niveau des

différentes parties de la plante (Chunlong et al., 2008).

I1-3-Caractérisation des extraits

La CCM permet de séparer les composants des extraits dans le but de les caractériser. L’ analyse du
profile chromatographique des extraits de bourgeons de Populus nigra ala lumiere du jour (figure
34) nous permet de constater que I'extrait éthanolique a laissé apparaitre toutes les bandes

retrouvées dans les différents extraits.

Rf=0.54
Rf=0.5

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figure 34 : profile chromatographique des extraits de bourgeons de Populus nigra réalisé a la lumiére du jour. (1) :
extrait éthanolique ; (2) : extrait d’ acétate d' éthyle ; (3) : extrait aqueux d’ acétate d'éthyle ; (4) : extrait d’hexane ; (5) :
extrait aqueux d'hexane ; (6) : extrait du chloroforme ; (7) : extrait agueux du chloroforme ; (8) : quercétine ; (9) : acide
caféique ; (10) : rutine ; (11) : acide gallique ; (12) : catéchine ; (13) : acide tannique.

51

Rf=0.07



PartiE PraliQUE. .. ...t ettt e e et e e e e e e e e e e e e Résultats et discussion

Une observation importante a été faite au niveau des taches issues de |’extrait aqueux du
chloroforme; on en déduit la présence d' une bande ayant le méme rapport frontal que le standard
utilisé, la quercétine (0,54) qui est un tres bon scavenger des radicaux libres et un bon inhibiteur de
laXO (Simicet al., 2007 ; Lin et al., 2002).

En outre, nous remarquons la présence de deux spots au niveau de I’ extrait agueux d’hexane de
Populus nigra ayant le méme rapport frontal que I’ acide caféique (0,5) et la quercétine (0,54), ce
qui permetterait de déduire que les bourgeons de Populus nigra contiendraient bien de I’ acide
caféique et de la quercétine. Ceci est en accord avec les résultats de Greenaway et al., (1990) et
Greenaway et Whatley, (1990), qui ont montré que les exsudats des bourgeons de Populus nigra
contiennent les acides caféiques et isoferuliques avec leurs esters, des chalcones, des flavanones et
des flavones comme étant |es composés majoritaires (Vardar-Unlii et al., 2008).

D’ apres les résultats obtenus a partir de la CCM des extraits de feuilles de Fraxinus angustifolia ala
lumiére du jour (figure 35), nous déduisons que les extraits aqueux ont donné le maximum de

bandes, ce qui montre que cette plante est riche en composés phénoliques.

Y

Rf=0.32

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Figure 35 : profile chromatographique de tous les extraits de feuilles de Fraxinus angustifolia réalisé a la lumiére du
jour. (1) : extrait éthanolique; (2) : extrait d acétate d éhyle; (3) : extrait aqueux d acétate d'éthyle; (4) : extrait
d'hexane ; (5): extrait aqueux d hexane; (6): extrait du chloroforme; (7): extrait aqueux du chloroforme; (8):

quercétine ; (9) : acide caféique ; (10) : rutine ; (11) : acide gallique ; (12) : catéchine ; (13) : acide tannique.
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Nous remarquons également que tous les extraits agueux possedent une tache ayant le méme
rapport frontal que la rutine (0,32), ce qui permettrait de supposer que les feuilles de Fraxinus
angustifolia sont riches en rutine. Cela est en accord avec les résultats d’ une étude récente qui a

montré également que Fraxinus angustifolia contiendrait de la rutine (Costova et Lossifova, 2007).

Le profile chromatographique révélé par la vanilline sulfurique des extraits de bourgeons de
Populus nigra (figure 36) montre la présence de plusieurs taches violettes qui pourraient
correspondre aux monoterpénes, stéroides et aux caroténoides (Jork et al., 1994). Ceci montre la

richesse des bourgeons de Populus nigra en composeés peu polaires.

i 3 & '

Figure 36 : profile chromatographique pour les extraits de bourgeons de Populus nigra obtenu aprés révélation par la
vanilline sulfurique. (1) : extrait éthanolique ; (2) : extrait d acétate d'éthyle ; (3) : extrait aqueux d acétate d'éthyle ;
(4) : extrait d’hexane ; (5) : extrait agueux d’ hexane ; (6) : extrait du chloroforme ; (7) : extrait aqueux du chloroforme ;
(8) : quercétine ; (9) : acide caféique ; (10) : rutine ; (11) : acide gallique ; (12) : catéchine ; (13) : acide tannique.

A partir du profile chromatographique sous UV des extraits de feuilles de Fraxinus angustifolia
(figure 37) nous observons quelques spots de couleur bleue ce qui révéle que les feuilles de
Fraxinus angustifolia contiendraient des acides phénoliques autres que I’ acide caféique et | acide
galique (Misirh et Ozeker).
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1 2 3 4 5

Figure 37 : vue sous UV de la plague chromatographique des extraits de feuilles de Fraxinus angustifolia. (1) : extrait

aqueuxd’ hexane ; (2) : extrait du chloroforme ; (3) : extrait aqueux chloroforme ; (4) : quercetine ; (5) : acide caféique.

[[-4-Cinétique d’inhibition dela XO
L’inhibition de la XO peut étre bénéfique pour traiter la maladie de la golte caractérisée par une

élévation de la concentration de |’ acide urique et pour traiter les pathol ogies associées aux radicaux
libres (Okamoto et Nishino, 1995). L’inhibition de la XO par les extraits de plante serait
intéressante pour substituer les molécules synthétiques (I'alopurinol) ayant montré des effets
secondaires chez I homme (Hsieh et al., 2007).

Les résultats montrent que les extraits agqueux des bourgeons de Populus nigra (figure 38) ont
donné les activités inhibitrices les plus élevées contre la X O. Les résultats des dosages ont révélé la
richesse de ces extraits en flavonoides qui sont connus pour étre de forts inhibiteurs de la XO
(Hoorn et al., 2002).

Par contre, les extraits organiques sont de faibles inhibiteurs de la XO étant donné leur abondance
en tannins qui seraient trop encombrants pour pouvoir se fixer au site actif de I’ enzyme (Hatano et
al., 1990).
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Figure 38 : Pourcentages d'inhibition de I’ activité de la X O par les extraits de bourgeons de Populus nigra. (1) : extrait
éthanolique, (2) : extrait d’ acétate d éthyle, (3) : extrait agueux d’acétate d’ éthyle, (4) : extrait d’hexane, (5) : extrait

aqueux d’hexane, (6) : extrait du chloroforme, (7) : extrait aqueux du chloroforme et (8) : I'alopurinol.

Il est a noter que le chloroforme et |’ hexane sont les solvants les plus apolaires des solvants utilisés
dans I’ extraction ; ils ont peut étre permis la séparation quasi totale des tannins des flavonoides,
d ou latrés grande inhibition de |’ extrait aqueux du chloroforme (61,16 + 6,51% a 100 pug/ml) et de
I’extrait aqueux d hexane (48,55 + 0,48%). Ces taux sont relativement trés élevés en les comparant
a d'autres plantes. En effet, |’ extrait éthanoligue de Phellinus linteus a montré une 1Csp = 146,80
png/ml (Song et al., 2003). En outre, les noix de cagjou ont exhibé une activité inhibitirce de la XO de
37% a 100 pg/ml (Trevisan et al., 2006). Cependant, I’inhibition de I’ activité de la XO par |’ extrait
agueux du chloroforme de Populus nigra reste inférieure a celle donné par le standard utilisé,
I”allopurinol (99,42 + 4,67% a 100 pg/ml).

L’ extrait aqueux du chloroforme et I’ allopurinol inhibent I’ enzyme d’ une maniére dépendante de la
concentration avec des |Cso de 60,27 pg/ml et 1 pg/ml, respectivement (figures 39, 40). D’ aprés le
chercheur Song et ses collaborateurs, (2003), I’allopurinol a montré une 1Csp = 5,15 pg/ml qui est

|égérement supérieure a celle retrouvée.

Quatre flavonoides : I éiodictyol, I'aromadendrine, le kaempferol et la néosakuranine ont été isolés
a partir de la plante Populus davidiana, qui est du méme genre que Populus nigra. Ces flavonoides
ont exhibé une activité inhibitrice de la XO avec les valeurs de I'I1Cs, de: 23,6, 200, 11,6 et de
157,8 UM, respectivement (Zhang et al., 2006).
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L’ extrait éthanolique n’est pas trés actif sur I’inhibition de I’ activité de la XO (5,23 + 2,7%); cela
est peut étre du a la présence de la totalité des composés ce qui a engendré un encombrement

stérique au niveau du site actif de I’ enzyme.

Le pourcentage trés élevé de I’ inhibition de I’ activité de la XO par |’ extrait aqueux du chloroforme
pourrait ére du a la quercétine révélée par la CCM (figure 34) qui possede les groupements
importants pour I’inhibition de la XO: les groupements hydroxyles en 5,7,3 ,4’, la double liaison

entre C, et C; et le groupement céto (Lin et al., 2002).

L’ extrait agueux d hexane a montré une trés forte inhibition de I’ activité de la X O peut étre du a son
contenu en acide caféique et en quercétine qui sont de tres forts inhibiteurs de la XO. En outre,
Vardar-Unlii et al., (2008), ont rapporté que les peupliers contiennent de I’ acide salicylique qui est
un puissant inhibiteur dela XO (Enroth et al., 2000).

Des corrélations positives entre |’ activité inhibitrice de la XO et les teneurs en phénols totaux (R =
0,71) et en flavonoides (R = 0,84) ont été enregistrées. Effectivement, ce sont les extraits aqueux
riches en phénols totaux et en flavonoides qui ont exhibé les pourcentages d’inhibition les plus

7z

élevés.
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Figure 39 : Inhibition de I’ activité de la X O par les différentes concentrations de I’ extrait agueux du chloroforme de

Populus nigra
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Figure 40 : Inhibition de I’ activité de la XO par différentes concentrations en allopurinol.

I1-5-Inhibition dela formation du radical hydroxyle

Le radical hydroxyle est trés réactif, capable d oxyder les molécules biologiques qui seraient a

I’ origine du stress oxydant (Halliwell et Gutteridge, 1985). Les résultats indiquent que les extraits

organiques (figure 41) ont montré les pourcentages d'inhibition les plus élevés de la formation du

radical hydroxyle ; cela revient au fait que les extraits organiques sont riches en tannins lesquels

contiennent beaucoup de groupements hydroxyles qu’ils soient doués du pouvoir de chélation des

métaux ou bien de scavenging du radical hydroxyle. En effet, Gu et ses collaborateurs, ont montré

gue les extraits riches en tannins de Diospyros kaki possédent une grande activité scavenging du
radical hydroxyle (Gu et al., 2008).
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Figure 41 : Inhibition de la formation du radical hydroxyle par les extraits de bourgeons de Populus nigra. (1) : extrait

éthanolique, (2) : extrait d’ acétate d éthyle, (3) : extrait agueux d’acétate d’ éthyle, (4) : extrait d’hexane, (5) : extrait

aqueux d' hexane, (6) : extrait du chloroforme, (7) : extrait agueux du chloroforme et (8) : la catéchine.
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Une corrélation positive entre |’ activité scavenging du radical hydroxyle et |a teneur en tannins des

extraits de Populus nigra a été trouvée (R = 0,63).

L’inhibition du radical hydroxyle par les extraits de feuilles de Fraxinus angustifolia (figure 42)
montre que les extraits aqueux ont exhibé les pourcentages d'inhibition les plus élevés; cela pourrait

étre du ala nature biochimique des composes phénoliques.
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Figure 42: Inhibition de la formation du radical hydroxyle par les extraits de feuilles de Fraxinus angustifolia. (1) :
extrait éthanolique, (2) : extrait d’ acétate d'éthyle, (3) : extrait aqueux d acétate d’éthyle, (4) : extrait d hexane, (5):

extrait aqueux d'hexane, (6) : extrait du chloroforme, (7) : extrait aqueux du chloroforme et (8) : la catéchine.

L’extrait méthanolique de Fraxinus floribunda a exhibé une activité scavenging du radica
hydroxyle avec une ICs, de 166,63 ug/ml (Lingadurai et al., 2009) ; cela implique que les feuilles
de Fraxinus angustifolia sont de faibles piégeurs du radical hydroxyle.

Aucune corréation n’ a été trouvée entre I’ activité scavenging du radical hydroxyle et les teneurs en

composeés phénoliques.

Nous constatons que les extraits de bourgeons de Populus nigra ont montré les activités d'inhibition
de laformation du radical hydroxyle les plus importantes vu leur plus grande richesse en tannins.

L’ activité d'inhibition de la formation du radical hydroxyle est proportionnelle ala concentration en
catéchine (ICsp = 128,49 pug/ml) (figure 43) qui est supérieure a celle retrouvée par Sharma et ses
collaborateurs, (2007) (ICso = 78 ug/ml), mais |égerement inférieure a celle de I’ o tocophérol (1Cso
= 154,04 ug/ml) rapporté par Lingadurai et ses collaborateurs en (2009).
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Figure 43 : Inhibition de laformation du radical hydroxyle par les différentes concentrations de catéchine.

Il est a noter que les extraits ont été dissous dans de I’ eau distillée additionnée de Tween 80 (0,1%)
a cause de la tres grande réactivité du radical hydroxyle vis-&-vis de la mgjorité des solvants. En
effet, ces derniers inhibent fortement la formation du radical hydroxyle. Ainsi, nous n’avons pas pu
déterminer les 1Csy des extraits de Populus nigra et de Fraxinus angustifolia car la solution de

Tween 80 ne permet pas la préparation de grandes concentrations d’ extraits.

I1-6-Inhibition de la per oxydation lipidigue

L’initiation de la peroxydation lipidique peut étre induite par deux mécanismes dépendants du fer.
Le mécanisme radical hydroxyle-dépendant a été adopté par la plupart des chercheurs (Gutteridge,
1984 ; Tang et al., 2000; Yoshihito et al., 2002). Dans ce cas le fer sert de catalyseur pour la
réaction de Fenton, formant le radical hydroxyle OH" qui initie la peroxydation lipidique. Un
meécanisme aternatif, radical hydroxyle-indépendant, propose que les complexes fer-oxygene, tels
que I'ion perferryl ou I'ion ferryl, plutt que le OH', initient la peroxydation lipidique (Schafer et

al., 2000). C’ est ce second mécanisme gque nous avons choisi pour initier 1a peroxydation lipidique.

Les résultats de I’ activité inhibitrice de la lipoperoxydation par les extraits de Populus nigra (figure
44) montrent que les activités les plus élevées ont éé obtenues avec les extraits agueux a 100
pg/ml, les résultats des dosages ont montré la richesse de ces extraits en flavonoides (figure 30) qui

sont de puissants inhibiteurs de la peroxydation lipidique (Ratty et Das, 1988; Frémont et al., 1998)
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Figure 44 : Inhibition de la peroxydation lipidique par les extraits de Populus nigra. (1) : extrait éthanolique, (2) :
extrait d’acétate d' éthyle, (3) : extrait aqueux d'acétate d'éthyle, (4) : extrait d’hexane, (5) : extrait aqueux d’hexane,
(6) : extrait du chloroforme, (7) : extrait aqueux du chloroforme et (8) : laBHA.

L’extrait aqueux du chloroforme a été le plus actif (25,82 + 1,69%) ; cela revient a la nature
biochimique des flavonoides contenus dans cet extrait. Les résultats de la CCM réalisée pour les
extraits de Populus nigra, révélent que I’ extrait aqueux du chloroforme contiendrait peut étre de la
quercétine qui est un piégeur des radicaux libres (McNiven et Richardson, 2006 ; Nakagawa et al.,
2000), d’ou le plus grand pourcentage d’inhibition de laformation du MDA par I’ extrait aqueux du

chloroforme.

Une plante du méme genre que Populus nigra, Populus tremula, a montré une forte activité
inhibitrice de la peroxydation lipidique (1Csp = 12,3 nM) (Neacsu et al., 2007).

Une corréation positive entre I’ activité inhibitrice de la peroxydation lipidique et les teneurs en
phénols totaux (R = 0,71) et en flavonoides (R = 0,89) a été trouvée alors qu’'une corrélation

négative a été enregistrée dans le cas des tannins (R = -0,44).

L’ extrait aqueux du chloroforme montre un effet inhibiteur de la peroxydation lipidique dépendant
de la concentration (ICsq = 3,91 mg/ml) (figure 45), qui est faible comparé a celui enregistré par la
BHA (ICso = 41,72 ng/ml) (figure 46); Sharma et ses collaborateurs, (2007), ont montré que la
BHA est un trés fort inhibiteur de la peroxydation lipidique (ICso = 124 pug/ml) en mesurant les

teneurs en MDA.
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Figure 45 : Inhibition de la peroxydation lipidique par les différentes concentrations de I’ extrait aqueux du chloroforme

de Populus nigra.
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Figure 46 : Inhibition de la peroxydation lipidique par les différentes concentrations de BHA.

Lafigure suivante montre I’inhibition de la peroxydation lipidique par tous les extraits de feuilles

de Fraxinus angustifolia.
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Figure 47 : Inhibition de la peroxydation lipidique par les extraits de feuilles de Fraxinus angustifolia. (1) : extrait
éthanolique, (2) : extrait d’ acétate d éthyle, (3) : extrait agueux d’acétate d’ éthyle, (4) : extrait d’hexane, (5) : extrait
aqueux d’hexane, (6) : extrait du chloroforme, (7) : extrait aqueux du chloroforme et (8) : laBHA.

Nous remarquons que les extraits organiques ont montreé les plus grands pourcentages d’inhibition
de la peroxydation lipidique, les résultats précédents montrent que ces extraits contiendraient de
grandes quantités de tannins et de flavonoides, d’ou leur richesse en groupements hydroxyles

donneurs d’ hydrogénes ou d’ électrons ou chélateurs de métaux.

En outre, les extraits agueux ont donné des valeurs d’inhibition inférieures a celles des extraits de
Populus nigra; la CCM a revélé que les extraits aqueux des feuilles de Fraxinus angustifolia,
contiendraient de la rutine qui est une quercétine glycosylée, et donc elle posséde une moindre
activité (Simic et al., 2007).

Aussi, nous faisons remarquer que c'est I'extrait du chloroforme qui a donné le plus grand
pourcentage d'inhibition. Cela est en accord avec les résultats d' une éude réalisée par Wu et ses
collaborateurs, (2007), qui ont trouvé que I’ extrait du chloroforme du cortex de Fraxinus chinensis
avait montré la meilleure activité inhibitrice de la peroxydation lipidique induite par le Fe** et
I” ascorbate (Wu et al., 2007).

L’ étude des corrélations de I'activité inhibitrice de la peroxydation lipidique a montré une
corrélation positive avec les teneurs en phénols totaux (R = 0,57) et en tannins (R = 0,68), en

revanche, une corrélation négative a été€ enregistrée avec les taux en flavonoides (R = -0,63).
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La comparaison des résultats des deux plantes montre que les activités les plus élevées sont celles
données par les extraits de Populus nigra; cela reviendrait a la richesse des bourgeons de Populus
nigra en tannins et donc en groupements hydroxyles, et également a leur contenance en quercétine
et en acide caféique, de tres bons antioxydants (Lin et al., 2002 ; Chang et al., 2007).

I1-7-Caractérisation desfractions

La chromatographie sur colonne de gel de silice nous a permis de récolter quatre fractions, fi, f,, f3
et f4, duées par les systémes de solvants, le chloroforme, le chloroforme/acétate d’ éthyle, |I'eau
distillée et I’eau/acide formique, respectivement. Ces fractions ont été testées pour leur activité
inhibitrice de la XO et les pourcentages d’'inhibition (figure 48) montrent que les fractions
organiques ont donné les activités les plus élevées comparées a celles données par les fractions
aqueuses. Cela pourrait étre expliqué par le fait que le site actif de la XO posséde une région
hydrophobe qui permettrait de mieux fixer les composés phénoliques ayant cette propriété
hydrophobe (Lin et al., 2002).
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Figure 48 : Inhibition de I’ activité dela XO par les fractions éthanoliques des bourgeons de Populus nigra.

Nous remarquons gue le fractionnement de I’extrait éthanolique, ayant donné un pourcentage
d’inhibition de 5,23 + 2,7%, en quatre fractions a augmenté I’inhibition de la XO de trois et quatre
fois pour les fractions aqueuses, f3 et f4, et de 4 et 5 fois pour les fractions organiques, f; et fp,
respectivement. Le fractionnement a permis I’ @imination ou bien la diminution de I’ encombrement
stérique du au nombre élevé de composeés biochimiques ou bien al’interaction des molécules entre
elles (Adebo et al., 2006).

63



PartiE PraliQUE. .. ...t ettt e e et e e e e e e e e e e e e Résultats et discussion



Conclusion et perspectives



...................................................................................................... Conclusion et perspectives

Conclusion et per spectives

Les deux plantes, Populus nigra et Fraxinus angustifolia, sont utilisées en médecine traditionnelle

pour traiter un certain nombre de pathol ogies, dont les mal adies inflammatoires et |es rhumatismes.

Notre étude réalisée sur les bourgeons de Populus nigra et les feuilles de Fraxinus angustifolia nous

apermis d aboutir aux résultats suivants :

>

Les CCM ont révélé que les bourgeons de Populus nigra contiendraient de la quercétine ;

par contre, les feuilles de Fraxinus angustifolia seraient riches en rutine.

Concernant I’inhibition de la formation du radical hydroxyle, que ce soit par les extraits de
bourgeons de Populus nigra ou ceux des feuilles de Fraxinus angustifolia, c’est |’ extrait
natif (éthanolique) qui a montré le plus grand pourcentage d inhibition. En outre, ce sont les
extraits organiques de Populus nigra qui ont inhibé fortement la formation du radica
hydroxyle ; cela est du a leur abondance en tannins qui sont riches en groupements
hydroxyles donneurs d’ électrons ou d' hydrogéenes ou chélateurs de métaux. Ce qui n’a pas
été le cas pour les extraits de feuilles de Fraxinus angustifolia, ou les extraits agueux ont é&é
relativement les plus forts.

Quant a I'inhibition de la peroxydation lipidique, ce sont les extraits aqueux de bourgeons
de Populus nigra qui ont donné les pourcentages les plus éevés contrairement aux extraits
des feuilles de Fraxinus angustifolia; celareviendrait aleur contenance en quercétine qui est

un tres bon scavenger des radicaux libres.

L’inhibition de la XO par les extraits de bourgeons de Populus nigra arévélé que ce sont les
extraits agueux du chloroforme et aqueux d hexane qui étaient les plus forts gréace,
principalement, a la quercétine contenue dans I'extrait agueux d hexane et aqueux du

chloroforme et al’ acide caféique que posséde I’ extrait aqueux d’ hexane.

L’inhibition de la XO par les fractions éthanoliques des bourgeons de Populus nigra, nous a
permis de conclure que les fractions organiques ont donné de plus grands pourcentages
comparées aux fractions aqueuses et que les fractions éaient plus fortes que I’ extrait

éthanolique brut.
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» En fin, I'activité antioxydant peut étre attribuée a la présence des polyphénols dans les
extraits, les résultats indiquent une forte corrélation entre les activités antioxydants testées et
les composés phénoliques suggérant que les composés phénoliques sont probablement
responsables de cette activité.

Ce travail nous a permis d avoir un apercu général sur les activités anti-xanthine oxydase et anti-
radicalaire des extraits de bourgeons de Populus nigra et des feuilles de Fraxinus angustifolia.
Ainsi, nous souhaitons aller au-dela des tests des extraits bruts, et de tenter d'isoler, de purifier et

d identifier les constituants biochimiques responsables de ces différentes activités.

En outre, les tests antioxydants réalisés : le dosage du malondialdéhyde, qui représente un trés bon
marqueur de la peroxydation lipidique, la mesure de I’inhibition du radical hydroxyle qui est le
radical libre le plus réactif et I’inhibition de I’ activité de la xanthine oxydase sont tres importants
pour la santé humaine, il serait tres intéressant d'aler plus loin en essayant de réaliser ces tests in
vivo afin de Sassurer de I'efficacité et de la non toxicité des extraits ou des constituants

biochimiques isolés.
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Annexes

Annexe N° 01 : Courbes d’ é&alonnage utilisées pour le calcul des teneurs en phénolstotaux, en
flavonoides et en tannins.
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Figure 01 : courbe d’ éalonnage avec |’ acide gallique pour |e dosage des phénols totaux (A = 765 nm).
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Figure 02: Courge d'étalonnage avec la rutine pour le dosage des flavonoides (A = 430 nm).
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Figure 03: Courbe d'étalonnage avec |'acide tannique pour le dosage des tannins (A = 510 nm).



Annexe N° 02 : cour bes obtenues par origin 8 utilisées pour le calcul des|Cs
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Figure 04: courbe pour le calcul de I’ Csy pour I'inhibition de I’ activité de la X O par I’ extrait aqueux du chloroforme

de Populus nigra
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Figure 05: courbe pour le calcul de I’ ICsq pour I'inhibition de laformation du radical hydroxyle par la catéchine.
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Figure 06: courbe pour le calcul de 'l Cso pour I'inhibition de la peroxydation lipidique par laBHA
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Figure 07: courbe pour le calcul de I'lCsy pour I'inhibition de la peroxydation lipidique par I’ extrait agueux du
chloroforme de Populus nigra.



Annexe N° 03 : courbes de corréation des différentes activités avec les teneurs en phénols
totaux, flavonoides et en tannins.
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Figure 08 : courbe de corrélation entre |’ activité inhibitrice de la XO et la teneur en phénols totaux des extraits de
Populus nigra.
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Figure 09 : courbe de corrélation entre I’ activité inhibitrice du radical hydroxyle et les teneurs en phénols totaux des
extraits de Populus nigra
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Figure 10 : courbe de corrélation entre I’ activité inhibitrice de la peroxydation lipidique et les teneurs en phénols totaux
des extraits de Populus nigra.
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Figure 11: courbe de corrélation entre I’activité inhibitrice de la XO et les teneurs en flavonoides des extraits de
Populus nigra
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Figure 12 : courbe de corrélation entre I’ activité inhibitrice du radical hydroxyle et les teneurs en flavonoides des
extraits de Populus nigra.
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Figure 13 : courbe de corrélation entre I’ activité inhibitrice de la peroxydation lipidique et les teneurs en flavonoides
des extraits de Populus nigra.
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Figure 14 : courbe de corrélation entre I’ activité inhibitrice de la X O et les teneurs en tannins des extraits de Populus
nigra.
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Figure 15 : courbe de corrélation entre I’ activité inhibitrice du radical hydroxyle et les teneurs en tannins des extraits de
Populus nigra.
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Figure 16 : courbe de corrélation entre I’ activité inhibitrice de |a peroxydation lipidique et les teneurs en tannins des
extraits de Populus nigra.
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Figure 17 : courbe de corrélation entre I’ activité inhibitrice du radical hydroxyle et les teneurs en phénols totaux des
extraits de feuilles de Fraxinus angustifolia.
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Figure 18 : courbe de corrélation entre I’ activité inhibitrice de la peroxydation lipidique et les teneurs en phénols totaux
des extraits de feuilles de Fraxinus angustifolia.
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Figure 19 : courbe de corrélation entre I’ activité inhibitrice du radical hydroxyle et les teneurs en flavonoides des
extraits de feuilles de Fraxinus angustifolia.
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Figure 20 : courbe de corrélation entre I’ activité inhibitrice de la peroxydation lipidique et les teneurs en flavonoides
des extraits de feuilles de Fraxinus angustifolia.
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Figure 21 : courbe de corrélation entre I’ activité inhibitrice du radical hydroxyle et les teneurs en tannins des extraits de
feuilles de Fraxinus angustifolia.
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Figure 22 : courbe de corrélation entre I’ activité inhibitrice de |a peroxydation lipidique et les teneurs en tannins des
extraits de feuilles de Fraxinus angustifolia.






