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Introduction

Depuis plus d'un siecle, I'ulcére gastrique est I’une des causes majeures de morbidité et de
mortalité a travers le monde, et bien que sa physiopathologie n'ait pas encore été totalement
¢lucidée, les scientifiques ont clairement identifié I’infection a Helicobacter pylori comme facteur
jouant un role clé dans la pathogenése de 1'ulcére gastrique (Feder et al., 2018). En effet, grace a
I’uréase, une enzyme qui catalyse 1'hydrolyse de l'urée pour la production d'ammoniac, la bactérie
réussie a survivre a 1’acidité stomacale suite a 1’alcalinisation du milieu et s’attaque ainsi a la

mugqueuse gastrique (Follmer, 2010).

L'éradication de la bactérie s'est alors avérée étre d'une importance capitale pour minimiser
les complications liées aux ulcéres gastriques. Et suite a I’apparition de I’antibiorésistance ainsi que
de nombreux effets secondaires dus a I'utilisation de ces médicaments synthétiques, 1’efficacité des
traitements actuels s’est vu étre considérablement restreinte. Par conséquent, la guérison compléte
n'est pas toujours atteinte avec la thérapie conventionnelle (Sharma et al., 2011). Les chercheurs se
sont alors tournés vers des agents thérapeutiques alternatifs de source naturelle, avec peu ou pas
d’effets indésirables, visant a inhiber la bactérie Helicobacter pylori ou encore son enzyme,

I’uréase, responsable de sa persistance (Zhou et al., 2017).

Les plantes médicinales sont considérées comme la principale source de nouveaux
médicaments, car elles ont moins ou pas d'effets secondaires. Les médicaments a base de plantes
sont considérés comme sdrs, économiques, efficaces, relativement moins toxiqueset utilisables a
grande échelle (Gupta et al., 2021). En effet, les plantes sont couramment utilisées comme
traitements alternatifs aux thérapies conventionnelles. Selon I'Organisation mondiale de la santé
(OMS), jusqu'a 80% de la population des pays développés utilise des plantes médicinales ou des
extraits obtenus de celles-ci, pour les soins de santé primaires notamment pour traiter les

symptomes liés a l'ulcere gastrique ou a la gastrite (Aydin Dadfar, 2020).

Clematis flammula et Fraxinus angustifolia sont deux plantes locales couramment utilisées
pour leurs nombreuses activités biologiques. Elles sont trés recherchées pour des fins
phytothérapiques grdce aux nombreux composés phytochimiques qu’elles contiennent

(Sarfaz et al., 2017 ; Saidi et al., 2019).

En vue du réle vital joué par I’uréase dans la protection et la survie de la bactérie, ce travail
s’est concentré sur le suivi et I’évaluation du potentiel inhibiteur des extraits de Clematis flammula

et Fraxinus angustifolia sur 1’uréase de 1’haricot vert.
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Chapitre I : Revue bibliographique

I. 1. Anatomohistologie de I’estomac

I. 1. 1. Anatomie

Situé dans le quadrant supérieur gauche de la cavité abdominale, caudalement au foie et au
centre de la coupole diaphragmatique, I’estomac, appelé également gaster est un segment dilaté¢ du
tractus digestif qui se présente en forme de sac allongé. Il fait suite a I’cesophage au niveau du
cardia et se prolonge jusqu’au pylore pour déboucher sur ’intestin gréle. Sa face postérieure est
couverte par le grand omentum et entre en contact avec les anses digestives et le célon transverse
(Hammoudi, 2014 ; Zeitoun et al., 2017).

Selon Marieb et Hoehn, (2014), I’estomac est divisé en plusieurs régions :

e Le Cardia: région située autour de I’orifice du cardia par lequel la nourriture provenant de

I’acesophage pénétre dans 1’estomac ;

e Lefendus : appelé également grande tubérosité de 1’estomac est la région en forme de dome qui

se niche sous le diaphragme et fait saillie au-dessus et a c6té du cardia ;

e Le corps de I’estomac : est la portion moyenne qui se prolonge vers le bas par la partie
pylorique constituée de I’antre pylorique, le canal pylorique et du pylore, qui a son tour
communique avec le duodénum et est fermé par le muscle sphincter pylorique régissant

I’évacuation gastrique (Figure 1).

CEscphage

Cardia ou sphincter l
esophsgien .
Infarieur

2 Replis «— |
Sphincter mugueax 8

Mugueuse

Reéglon Antre
Ducdénum de= glandes
pyloriques

Figure 1 : Anatomie générale de I’estomac (Sherwood, 2015).
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I. 1. 2. Histologie
La paroi de I’estomac est trés épaisse. Selon Hammoudi (2014), elle comprend de la

superficie a la profondeur :

e La séreuse: c’est la couche qui permet de maintenir la fixité de 1’estomac. Trés mince et
adhérente, elle est représentée par les deux feuillets du péritoine viscéral, qui tapissent sa face

antérieur et postérieure, et qui forment des replis au niveau des courbures gastriques.

e La musculeuse : elle est trés développée en raison de sa motricité constante impliquée dans la
digestion des aliments et comprend trois couches superposées (Waugh et Grant, 2011) :
- Une couche musculaire superficielle constituée de fibres longitudinales ;
- Une couche musculaire moyenne constituée de fibres circulaires ;

- Une couche musculaire profonde constituée de fibres obliques.

e La sous-muqueuse : est un plan du glissement lache situé entre la muqueuse et la couche
musculaire profonde. Elle comprend les éléments vasculaires et nerveux de 1’estomac. C’est

cette vascularisation qui permet 1’irrigation des cellules gastriques.

e La muqueuse : elle représente la premiere couche en contact direct avec les aliments ingéreés.
Elle est tres épaisse et caractérisée par des reliefs a sa surface appelés les plis gastriques. Ils sont

longitudinaux et bien visibles en endoscopie (Figure 2).
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Figure 2 : Les différentes couches tissulaires de 1’estomac (Tortora et Derrickson, 2010).
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I. 2. Physiopathologie de I’estomac

I. 2. 1. Physiologie

La muqueuse gastrique citée ci-dessus est constituée de différents types cellulaires formants
des glandes appelées les glandes gastriques. Celles-ci différent en fonction du type de muqueuse et
permettent de distinguer deux régions fonctionnelles, la région des glandes oxyntiques ou
fundiques, et la région des glandes pyloriques (Figure 3). La muqueuse de type fundique est située
dans le fundus et le corps de I’estomac et concerne 80 % de la surface gastrique

(Schubert et Peura, 2008). Elle est composeée des cellules suivantes :

Les cellules pariétales : Situées dans la partie apicale des glandes, elles sont responsables de la
sécrétion de 1’acide chlorhydrique, facteur indispensable pour la digestion et également impliqué

dans I’¢élimination des nombreuses bactéries ingérées avec les aliments (Marieb et Hoehn, 2014) ;

Les cellules principales : Situées majoritairement dans la région basale des glandes gastriques,
elles sécretent le pepsinogeéne, précurseur de la pepsine qui catalyse la protéolyse lors de la

digestion. Le pepsinogéne est activé par le HCI (Dunn, 2001) ;

Les cellules & mucus : Elles sont responsables de la sécrétion du mucus qui protége la paroi

gastrique contre 1’autodigestion (Allen et Flemstréom, 2005) ;

Les cellules endocrines : Appelées également les endocrinocytes gastro-intestinauxsont quant a
elles situées plus en profondeur dans les glandes. Elles sont responsables de la sécrétion de
I’histamine ainsi que la somatostatine, médiateurs chimiques impliqués dans la régulation

hormonale de I’acidité gastrique (Marieb et Hoehn, 2015).

Par ailleurs, la muqueuse de type pylorique se situe dans I’antre. Les cellules des glandes
pyloriques sont composées de cellules exocrines et endocrines, constituées respectivement des

cellules a mucus et des cellules sécrétrices de gastrine (Schubert et Peura, 2008).
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Glande oxyntique Glande pylorique
o YT S oy " e L eI At 43 7 '3 T : / 2 \ 'I. o
6“.A9.“ '/" / ‘ \ .\.".. eeoe .. $0) .'_.'....'0
T Sass [tilke. il
o N e FOSSETTES GASTRIQUES U2 o itute 2 amcns
Calluledmuoss ) (FAVEOLE) ' R i
de 1z surfce 5 Crh ¥z = e
o R ISTHME i s
el & K 3
- ww N o 8 Caltuted
Callule paristale ! _‘; ?Q < 0 mucus du
|-.“- . = . < -
Celluleimucusdu @ c:;a\./ bz P 2
corps e w* R 5
> 2 endocrine i ' ‘ .
Czllulz endocrins y Foe CORDPS Y ST S AN
(Histzminz) | ] B2 ‘;!f"" S .
Caltuls endocrine ) W (8 Ny,
(Somaztostatine) ’ ‘,':é.}?_ endocrine
-~ i 2] » -__',\“ (Gastrine)
Callule principale ! e Cattule
— (Somatostating)
Callule entérochromafiine Cellule enterochromafing

Figure 3 : Anatomie de la muqueuse gastrique (Schubert et Peura, 2008).

» Régulation de ’acidité gastrique
La sécrétion acide au niveau de 1’estomac est régie par une action coordonnée de réseaux
neuronaux (reflexes longs et courts), hormonaux et paracrines. Ces trois types de régulation sont
respectivement assurés par I’acétylcholine, 1’histamine et la gastrine. L’inhibition est quant a elle
assurée par la somatostatine qui intervient pour inhiber et stopper la sécrétion acide. Ils ont tous une
action directe sur les cellules pariétales, siege des pompes a protons. Les stimulus responsables de
la régulation de la sécrétion gastrique proviennent de trois régions principales : 1’encéphale,

I’estomac et I’intestin gréle (Waldum et al., 2014 ; Bazin et Lamarque, 2018).

Une fois libérée, I’histamine se lie aux récepteurs Hz de I’estomac, ce qui active 1’adénylate
cyclase pour générer de ’AMP cyclique (AMPc). Ensuite, la gastrine se lie aux récepteurs CCK>
qui activent la phospholipase C induisant la libération du calcium cytosolique. L’augmentation de
ce dernier va induire le couplage de 1’acétyle choline (ACH) aux récepteurs Mg, liaison ayant pour
effet I’inhibition de la somatostatine. Une cascade de signalisation cellulaire dépendante de I’AMPc
et du Ca?" est alors initiée induisant 1’activation de la pompe a proton H*/K* ATPase. La sécrétion
de somatostatine est quant a elle stimulée par I’augmentation du taux d’HCI au niveau gastrique.
Lorsque celui-ci devient trop €levé, il exerce une retro inhibition et induit I’arrét de la sécrétion

acide (Makhlouf et Schubert, 1990).
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Grace a sa physiologie cellulaire, 1’estomac permet d’assurer une partie de la digestion par
des fonctions mécaniques et chimiques. Son pH varie entre 1,5 et 5 et permet de digérer divers
types d’aliments. Dans le cas physiologique normal, I’estomac ne se digere pas elle-méme grace
aux cellules sécrétrices de mucus qui tapissent et protégent sa paroi. Cependant, si ces cellules
viennent a céder, I’acide chlorhydrique secrété par les cellules pariétales s’attaque a la paroi

gastrique induisant des ulcérations (Lewin, 1995 ; Mustapha, 2011).
I. 2. 2. Pathologie

» Ulcere gastrique

L’ulcere gastrique est une perte de substance atteignant la musculeuse. Il est localisé vers
I’antre, plus précisément dans la région de transition entre le corps de I’estomac et 1’antre. Il est 1i¢ a
un déséquilibre entre les facteurs d’agression et les facteurs de protection de la muqueuse. L ulcere
est a différencier des érosions et abrasions qui touchent la muqueuse et les ulcérations qui touchent
la sous-muqueuse, atteintes plus superficielles puisqu’elles n’atteignent pas la musculeuse. Deux
agents éventuellement associés sont a I’origine de la trés grande majorité des ulcéres
gastroduodénaux :  les anti-inflammatoires non  stéroidiens et Helicobacter  pylori
(Mustapha, 2011 ; Zeitoun etal., 2017).

. 3. Facteurs inducteurs de Pulcére

I. 3. 1. Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les AINS sont une classe de médicaments hétérogénes largement utilisés en tant
qu’analgésiques et antipyrétiques. Ce sont des médicaments symptomatiques qui n'agissent pas sur
la cause de l'inflammation. Leur action consiste a diminuer la production des prostaglandines en
inhibant l'activité des deux isoformes de cyclo-oxygénases (COX-1 et COX-2). Les
prostaglandines sont des molécules cytoprotectrices, initialement impliquées dans la stimulation de
la sécrétion du mucus gastrique, ’inhibition de ces derniéres induit une diminution du mucus

protecteur de la paroi stomacale, la rendant vulnérable aux attaques acides (Wallace, 2000).

I. 3. 2. Helicobacter pylori

En 1982, deux chercheurs australiens, J. Robin Warren anatomopathologiste et Barry J.
Marshall gastro-entérologue ont cultivé des organismes issus d’estomac de patients souffrant de
différentes maladies gastroduodénales. A partir de 13, ils ont identifié une bactérie, qu’ils ont
nommé tout d’abord Campylobacter pyrolidis en raison de sa ressemblance au genre

Campylobacter puis Campylobacter pylori par la suite.
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Mais suite au séquencage de son ADN, cette bactérie a été classée dans un nouveau genre.
En raison de son aspect hélicoidal elle sera rebaptisée Helicobacter pylori
(Marshall et Warren, 1984). C’est la premicre bactérie reconnue oncogeéne chez I’homme.
Toutefois, seuls 10 a 20 % des individus infectés développent une pathologie gastrique

(Hunt, 1998).Elle arrive a coloniser 1’estomac par le billet des facteurs de virulence suivants :

a. Cytotoxines Vac A et Cag A

La virulence de Helicobacter pylori dépend de plusieurs facteurs, notamment des facteurs
Cag A (Gene associé a la cytotoxine A) et Vac A (Cytotoxine vacuolisante A), des protéines issues
de I’expression de leurs génes respectifs Cag A et Vac A (Robinson et al., 2007). En effet, la
cytotoxine vacuolisante A est une protéine de haut poids moléculaire ayant pour rdle la formation
de canaux membranaires au niveau des cellules épithéliales gastriques. Ces derniers pénétrent dans
la membrane des endosomes et des mitochondries, provoquant la vacuolisation puis I’apoptose des
cellules épithéliales gastriques. La formation de ces canaux favorise également la diffusion de
I'urée a travers 1'épithélium et ainsi, permet a 1’'uréase d’assurer ses fonctions et de maintenir la

prolifération bactérienne (Montecucco et De Bernard, 2003).

La Cag A, quant a elle, est une protéine appartenant a un complexe protéique nommé Cag-
T4SS (Systéeme de Sécrétion Cag de Type 1V). Celui-ci est codé par le géne Cag Pal situé au
niveau de I’ilot de pathogenicité de la bactérie. Le complexe assure la translocation de la Cag A
vers les cellules épithéliales ou elle subit une phosphorylation par les kinases cellulaires au niveau
d’un résidu tyrosine. Une fois phosphorylée, la cytotoxine s’associe aux protéines cellulaires et
entraine D’activation de cascades moléculaires aboutissant a une prolifération cellulaire et des
remaniements du cytosquelette. La CagA active également la voie du NF-kB qui induit une
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, notamment de I’interleukine IL-8, ce qui déclenche la
réaction inflammatoire au niveau du foyer infectieux (Figure 5)
(Brandt et al., 2005 ; Backert et al., 2015).
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Figure 4 : Schéma représentatif des facteurs de virulence d’Helicobacter pylori et leurs effets majeurs lors
de I’infection (Robinson et al., 2007).

Helicobacter pylori posséde également un riche équipement enzymatique lui permettant de
survivre et de coloniser la muqueuse gastrique. L’uréase est une enzyme clé bénéficiant a la
bactérie H.pylori en rendant sa persistance possible dans I'environnement acide de I'estomac et par
consequent, provoque des maladies gastro-intestinales, en 1’occurrence I’ulcére gastroduodénal
(Sobhani et al., 1991 ; Mégraud, 1994).

b. Uréase :

L’uréase est une métalloenzyme nickel dépendante, synthétisée par une large variété
d’organismes vivants a savoir les plantes, les bactéries et les champignons. Cependant, aucune
uréase d’origine animale n’a encore été mise en ¢vidence

(Mobley et Hausinger, 1989 ; Ligabue-Braun et al., 2013).

L’uréase de I’haricot vert (Canavalia ensiformis) a été la premiere enzyme a étre cristallisée,
prouvant que les enzymes sont de nature protéique. Elle appartient a la super famille des
aminohydrolases et des phosphotriesterases et exerce une fonction catalytique aboutissant a
I'nydrolyse de I'urée en ammoniac et en dioxyde de carbone. La premiére étape est une dégradation
enzymatique de 1’urée en ammoniac et carbamate. Ce dernier est ensuite spontanément hydrolysé
formant une deuxiéme molécule d’ammoniac et du dioxyde de carbone (Figure 6). Cette réaction a
pour résultat une augmentation du pH due a la production d’ammoniac, molécule de nature basique

(Dixon et al., 1975 ; Sujoy et Aparna, 2013).
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Figure 5 : Réaction d’hydrolyse de 1’urée catalysée par 1’uréase (Ciurli et al., 1999).

- Structure

L’uréase existe sous forme d'homotriméres qui peuvent s'associer pour former des
hexameéres de sous-unités identiques de 90 kDa contenant deux ions de nickel par sous-unité
(Figure 7). Les uréases végétales sont constituées d’un polypeptide a chaine unique, dont la
structure se présente sous forme d’un marteau ou encore d’un « T ». Cet homotrimere a chaine
unique se compose de quatre domaines : le domaine af3 N-terminal (1-134) formant la poignée du
marteau, qui est reliée a un autre domaine of3 (135-285) qui forme quant a lui I’extrémité de la téte
du marteau. Le deuxiéme domaine of3 est connecté a un domaine 3 (286401 et 702—761), la région
médiane de la téte du marteau. Cette derniere est suivie d'un domaine en barillet C-terminal (of)
(402-701 et 762-840), formant l'autre extrémité de la téte de marteau contenant le site actif
(Follmer, 2008 ; Balasubramanian et Ponnuraj, 2010).

Figure 6 : Structure tridimensionnelle de 1’uréase (Zambelli et al., 2011).
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Le site catalytique de I'uréase de Jack Bean est trés similaire a celui des uréases
bactériennes. 1l contient deux atomes de nickel Niy et Niz situés au niveau du centre de 1’enzyme.
Un mécanisme réactionnel d'hydrolyse a été proposé stipulant qu’un des ions nickel a pour fonction
de se lier au substrat pendant que le deuxieme ion se lie a un ion hydroxyle. Ce dernier agit comme

un puissant nucléophile qui attaque le carbone carbonyle du substrat (Dixon et al., 1980).

Selon Takishima et ses collaborateurs (1988), parmi les 25 résidus histidine constitutifs de
I’uréase, 13 sont regroupés dans une région située entre les résidus 479 et 607, suggérant que cette
région pourrait étre le site de liaison a I’atome de nickel. En effet, les résidus His519, His545, et
Lys490 sont liés a 1’atome Niz chargé de la liaison au substrat, tandis que les résidus His407,
His409, Asp633, et Lys490 sont liés au Nio.

De plus, chaque atome de nickel est 1i¢ a une molécule d’eau et le pontage entre les deux
atomes de nickel est assuré par une troisieme molécule d’eau associée au résidu Lys490 carbamylé

(Balasubramanian et Ponnuraj, 2010).

- Mécanisme d’action

Afin d’activer I’ion Nij, I’urée se lie a ce dernier par l'intermédiaire de 1'oxygéne carbonyle
et prend la place des molécules d’eau 1 et 3 présentes au niveau du site actif de 1’uréase, induisant
ainsi une augmentation du potentiel électrophile du carbone du substrat le rendant plus sensible a
I’attaque nucléophile citée auparavant. Ensuite, I'urée se lie a 1’ion Niz par le billet d'un de ses
atomes d'azote aminé et établit une liaison bidentée avec l'uréase. Cette liaison permet de faciliter
I'attaque nucléophile de 1'eau sur le carbone carbonyle, ayant pour résultat la formation d’un
intermédiaire tétraédrique, a partir duquel 1’ammoniaque et le carbamate sont libérés

(Figure 7) (Sirko et Brodzik, 2000).

Il existe cependant une divergence de points de vue en ce qui concerne I’attaque
nucléophile. En effet, selon Benini et son équipe (1999) I’attaque nucléophile est réalisée par
I'nydroxyle de pontage qui fournit le carbamate, tandis que Karplus et ses collaborateurs (1997)
ont soutenu que c'est un résidu Histidine qui est responsable de cette attaque. Quant a
Estiu et Merz (2007), ils se sont basés sur des modéles informatiques simplifiés pour le site actif et
ont propose que I'nydrolyse et I'élimination puissent se produire de maniére competitive dans les

uréases, dans lesquelles une élimination assistée par la protéine serait plus représentative.

10
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Figure 7 : Représentation simplifiée du mécanisme catalytique de 1’uréase (Zambelli et al., 2011).

I. 4. Traitements de ’ulcere gastrique

I. 4. 1. Traitements synthétiques
Le traitement des manifestations ulcéreuses combine deux aspects: la diminution de
I’hypersécrétion d’acide chlorhydrique et 1I’éradication d’Helicobacter pylori. Le traitement utilisé

est donc une association d’un ou de plusieurs antibiotiques avec un anti-sécrétoire.

\

v Inhibiteurs des pompes a protons (IPP ou anti-sécrétoires) : L’oméprazole a été le
premier IPP mis sur le marché en 1980 et est depuis le médicament le plus utilisé dans le traitement
des troubles gastriques liés aux sécrétions acides. Il a par la suite été suivi par le lansoprazole, le
pantoprazole, 1’ésoméprazole et le rabéprazole. Ces molécules agissent en se liant de facon
covalente avec la sous-unité a de la pompe H*/K* ATPase, ce qui induit son inhibition de maniére
totale et irréversible, donc une diminution des protons H™ atteignant la cavité stomacale
(Lewin, 1995 ; Bisch et al., 2009).

v" L’amoxicilline : C’est un antimicrobien béta-lactamine a large spectre Gram positif et
négatif. Elle appartient au groupe des pénicillines A caractérisées par une excellente diffusibilité
cellulaire. Elle exerce un effet bactéricide en se liant aux protéines de liaison aux pénicillines

induisant la lyse de la paroi bactérienne (Dousa et Hosmanova, 2005).

11
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v Clarithromycine : La clarithromycine est un macrolide a large spectre positif et négatif
dont la stabilité et la pharmacocinétique sont considérablement améliorés en milieu acide. Il
diffuse remarquablement bien dans les tissus et les compartiments cellulaires
(Ferrero et al., 1990 ; Brown et al., 1992).

v Tétracycline : Les tétracyclines (ou encore cyclines) sont des antibiotiques dérivés de la
tétracycline. Elle exerce un effet bactériostatique et inhibe la synthése des protéines en bloquant
specifiquement le cycle d'élongation, empéchant ainsi I'aminoacyl-ARNt entrant (aa-ARNTt) de se

lier au site ribosomique A (Brodersen et al., 2000).

v Métronidazole : Le métronidazole (MTZ) est un dérivé synthétique du nitroimidazole qui a
été largement utilisé pour le traitement de plusieurs infections bactériennes et parasitaires. Doté
d’une excellente diffusibilité tissulaire, le métronidazole interagit avec des électrons a faible
potentiel  redox, induisant sa  réduction en composés actifs et cytotoxiques
(Finegold, 1980 ; Adil et al., 2018).

Les stratégies thérapeutiques employées sont la trithérapie standard, la quadrithérapie
séquentielle, la quadrithérapie concomitante et la quadrithérapie bismuthée. Une bithérapie
associant I’oméprazole a I’amoxicilline ou la clarithromycine a initialement été proposee. Celle-ci
présente, en effet, des avantages non négligeables, notamment en termes de couts, mais reste
cependant moins intéressante en termes d’efficacité que les thérapies actuelles
(Carrére et al., 1996).

La thérapie de premicre ligne est la trithérapie standard. Elle combine 1’oméprazole a
I’amoxicilline et la clarithromycine administrés pendant une durée de sept a 14 jours. Une
éradication de 80 % a été observee chez les patients traités, faisant de la thérapie standard
I’association de référence pour le traitement de I’ulceére. Néanmoins, 1’apparition d’une résistance a
la clarithromycine a entrainé une diminution non négligeable de [Defficacit¢ du traitement

(Papastergiou et al., 2014).

La quadrithérapie séquentielle a été proposée comme alternative a la trithérapie standard

pour I'éradication de H.pylori. L'objectif principal étant de surmonter la résistance a la

12
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clarithromycine. Cette thérapie associe un IPP a 1’amoxicilline pendant une durée de cing jours,
puis I’'IPP a la clarithromycine et au métronidazole pendant les cinq jours qui suivent. Un traitement

de 7 ou de 14 jours peut étre egalement prescrit dans certains cas (Bensaada et al., 2019).

La quadrithérapie concomitante associe, quant a elle un IPP, D’amoxicilline, la
clarithromycine et le métronidazole pendant toute la durée du traitement. Elle est recommandée en
premiere intention pour traiter les patients présentant une haute résistance aux antibiotiques
administrés (Malfertheiner et al., 2017).

Enfin, la quadrithérapie bismuthée combine un IPP, du subcitrate de Bismuth ainsi que deux
antibiotiques a savoir la tétracycline et le métronidazole pendant une période variant entre 7 a 14
jours. Le taux d’éradication de cette thérapie est supérieur a 90% et aucun effet secondaire grave

n’a été observé chez les patients (O’Connor et al., 2010).

Le taux d'éradication est évidemment un parametre clé dans la comparaison des multi-
thérapies envisagées et détermine en grande partie ’efficacité du traitement. Aujourd’hui, la
résistance de H.pylori aux macrolides, aux fluoroquinolones et aux nitroimidazoles s'accroit
progressivement en raison de [l'utilisation généralisée de ces antibiotiques, ce qui a

considérablement modifié l'incidence de I'ulcere gastroduodénale (Cover et Blaser, 2009).

I. 4. 2. Traitements naturels
L'augmentation de I’antibiorésistance diminue l'efficacité des thérapies actuelles contre
H.pylori et peut laisser présager des difficultés futures dans notre capacité a traiter l'ulcération

gastrique avec des antibiotiques (Cover et Blaser, 2009).

Actuellement, une des meilleures alternatives qui se présente est la phytothérapie. En effet,
plusieurs études antérieures ont démontré les propriétés inhibitrices d’un grand nombre de plantes
médicinales suggérant que celles-ci pourraient étre des traitements alternatifs de choix face aux

ulcéres gastriques.
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Tableau I : Activité anti-uréasique de quelques plantes médicinales.

Plantes

Paeonia lactiflora
(Ngan et al., 2012)

Radix Scutellariae
(Tanetal., 2013)

Coptis chinensis
(Zhou et al., 2017)

Indigofera
gerardiana Wall.
(Tarigetal., 2011)

Rhizoma coptidis
(Tanetal., 2017)

Hypochaeris
radicata
(Abu-lIzneid et al.,
2020).

Hibiscus rosa
sinensis
(Trung et al., 2020)

Euphorbia decipiens

(Ahmad et al.,
2003)

Extraits

Méthyl gallate

Acide benzoique

Baicaline

Palmatine
Indigoférine — B

Indigoférine — C

Epiberberine

Composeés
phytochimiques

Sesquiterpénes
(guaiane)
Conferine

Scopoletine
Nargénine

Lutéoline

3,7,15-Tri- O -

acetyl -5- O-

nicotinoyl - 13,14 -
dihydroxymyrsinole

Type
1€ d’inhibition
1,33 mM
17,95 mM ND
Compétitive et
concentration
ol EE O [0 dépendante
Non
compétitive et
0,53 £ 0,01 mM concentration
dépendante
23,33+0,11 uM
ND
49,7 £ 0,40 uM
Compétitive et
concentration
2,3+001uM dépendante
180.11 £ 2.00 uM
27.18 £ 0.80 uM
24.12 £ 0.2 uM ND
30.12 £ 1.10 uM
0,575 mM
0,402 mM ND
81,9 uM Incompétitive
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Effet
antibactérien

Bactéricide

ND

Bactériostatique

ND

ND

ND

Bactéricide et
bactériostatique

ND

Dans le but de rechercher des substances a effet anti-ulcére, notre étude s’est intéressée au

potentiel inhibiteur de deux plantes locales Clematis flammula et Fraxinus angustifolia, connues

pour leurs diverses applications en médecine traditionnelle et dont les propriétés anti-

inflammatoires ont déja été mises en évidence.
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a. Clematis flammula

e Description

Clematis flammula est une espéce ligneuse, grimpante et vigoureuse, d’environ Sm de long,
a feuilles bipennées et caduques, composées de 5 a 7 folioles étroites. Elle présente des fleurs
blanches et odorantes, a floraison en période estivale (de juin a aout) (Baba Aissa, 1999). Connue
sous son hom kablye azenzou, ou encore Clématite brulante en francais et Yasmine el-ber en arabe,
cette plante est caractérisé par la présence de proto-anémonine au niveau des feuilles, une molécule

extrémement irritante pour la peau et les muqueuses (Bézanger-Beauquesne, 1990).

e Taxonomie

Clematis flammula, appartient au genre Clematis, de la famille des Ranunculaceae, d’ordre
des Ranunculales, Classe des Dicotylédones et embranchement des Spermaphytes, du régne Végétal

(Subramanyam, 1996).

e Distribution

C.flammula est une plante caractéristique du bassin méditerranéen, trés répondu dans les
haies et les bois. Elle est cultivée en Europe du sud et en Afrique du nord comme plante médicinale

et fait partie des 147 espéces de Clematis recensées en chine (Wu et al., 2001).

e Utilisation

La clématite est une source botanique de divers composants pharmacologiquement actifs,
qui a longtemps été utilisée en médecine conventionnelle depuis le début de la civilisation chinoise.
Traditionnellement, administrée par voie orale pour traiter la polyarthrite rhumatoide, les troubles
osseux, les maladies chroniques de la peau et est utilisé comme diurétique. Par ailleurs, la clématite
est appliquée sur les surfaces corporelles pour les ampoules et est également utilisée comme
cataplasme pour traiter les infections purulentes et les ulcéres (Hao et al., 2013). Dans les revues de
la littérature, l'effet anti-inflammatoire (Bremner et al., 2009) et le potentiel antioxydant des
extraits de feuilles de Clematis flammula ont été étudiés (Atmani et al., 2009).
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b. Fraxinus angustifolia

e Description

Fraxinus angustifolia, communément appelée en francais, Fréne a feuilles étroite, en arabe
Dardar, et en kabyle Aslen, est un arbre ou arbuste a feuilles adultes grandes, composées de 5 a 13
grandes folioles, ovales-lancéolées, et toutes similaire. Il est caractérisé par des inflorescences en
grappes allongées et ramifiées, et des bourgeons brunatres. Ses fruits sont de formes ovales,

lancéolés, et aigus au sommet. Sa période de floraison est en Avril - Mai (Beloued, 2005).

e Taxonomie
Fraxinus angustifolia, appartient au genre Fraxinus, de la famille des Oléacées, d’ordre des
Lamiales, Classe des Dicotylédones, sous-embranchement des Angiospermes, et embranchement
des Spermaphytes, du regne Végétal (\Wallander, 2008).

e Distribution

La répartition du fréne commun couvre le sud-ouest de I'Europe et le nord-ouest de

I'Afrique, il pousse en bords des eaux, bords des bois et des habitations (Beloued, 2005).

e Utilisation

Le fréne est connu et trés utilisé en médecine traditionnelle pour le traitement de diverses
maladies. En effet, les feuilles sont efficaces pour la régulation des selles et contre les parasites
intestinaux. L’écorce est utilisée contre les hémorragies passives, la goutte atonique, la lithiase
biliaire et contre les fievres intermittentes. Les semences possédent des vertus antirhumatismales et

antigoutteuses (Beloued, 2005).

Des investigations ont démontré les activités antidiabétiques et hépatoprotectrices des
extraits de la plante (Medjahed et al., 2016). Les vertus cicatrisantes des extraits de feuilles et des

écorces de Fraxinus angustifolia ont également été explorées par (Moulaoui et al., 2015).

L’objectif de notre travail est une contribution a 1’effet anti-ulcere gastrique des extraits de

F.angustifolia et C.flammula, en évaluant leur effet inhibiteur sur 1’uréase de Jack Bean.
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Chapitre II : Matériel et méthodes

I1.1. Matériel

Il. 1. 1. Matériel non biologique

» Appareillage : Lecteur de microplaque (Synergy HTX multi-mode Reader Biotek), incubateur
(Post PST-60 HL Thermo Shaker), pH meétre (pH 209 HANNA instruments), balance de
précision (RADWAG AS 220/C/2), plaque agitatrice (VELP SCIENTIFICA AM4 Multiple
Heating Magnetic Stirrer), vortex (VELP) microplaques 96 puits, verrerie, micropipettes...

» Reéactifs : Uréase de I’haricot vert, Canavalia ensiformis (SIGMA), méthanol (96%) (Faprolab),
urée (CHsN20), phénol (CeHeO), acide borique (HsBOsz), albumine de sérum bovin,
hypochlorite de sodium (NaClO), nitroprusside de sodium (CsFeNeNa20) (SIGMA), hydroxyde
de sodium (NaOH), potassium phosphate dibasic trihydrate (HK204P), potassium phosphate
monobasic (KH2PO4) (BIOCHEM Chemopharma), eau ultra filtrée (Milli Q water, SIGMA).

1. 1. 2. Matériel biologique

Figure 8 : Photographies des feuilles de Fraxinus angustifolia (A) et de Clematis Flammula (B) (originale).

1. 2. Méthodes

I1. 2. 1. Préparation des extraits de feuilles de Clematis flammula et Fraxinus angustifolia

v' Récolte

Les plantes utilisées, plus précisément les feuilles de Fraxinus angustifolia et Clematis
flammula (Figure 8), ont été respectivement récoltées en juillet 2018 a Chemini, Sidi Aich-Béjaia
et en mai 2020 a Azru n Bechar, Amizour-Béjaia. Leur identification a été par la suite faite au sein

du laboratoire de botanique de I'université de Béjaia.
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v Broyage
Une fois les plantes identifiées, les feuilles sont séchées a 1’air libre et a I’abri de la lumiere,
puis broyées a 1’aide d’un broyeur électrique, ensuite tamisées pour obtenir une poudre fine de 0.63

nm de diameétre.

v Extraction
L’extraction appliquée dans cette étude est celle de Chiang et ses collaborateurs (1993)

modifiée par Atmani et ses collaborateurs (2009).

Une premiére étape d’extraction solide-liquide est préparée par macération des poudres fines
obtenues des feuilles de F.angustifolia et C.flammula avec de 1’éthanol a 96% (200 g de poudre
pour 800 mL d’éthanol). La suspension éthanolique est laissée décantée, pendant une nuit. Par la
suite, le surnageant est récupéré et séché sous hotte. L’extrait éthanolique obtenu est ensuite
fractionné avec une solution d’acétate d’éthyle et d’eau distillée pour obtenir deux extraits, a savoir
aqueux et organique d’acétate d’éthyle. Ce dernier est a son tour fractionné par une solution
aqueuse de chloroforme, afin d’obtenir les deux derniers extraits aqueux et organique du

chloroforme (Figure 9).

24h de macération dans I’éthanol
Décantation 12h

Séparation des phases
Evaporation

Poudre végétale

Extrait éthanolique

Acétate d’éthyle / eau (V :V, 3:1)

Extrait aqueux de l'acétate

déthyle Extrait de I'acétate d'éthyle

Chloroforme /eau (V :V, 3:1)

Extrait aqueux du

Extrait du chloroforme
chloroforme

Figure 9 : Schéma récapitulatif de la procédure d’extraction (Atmani et al., 2011).
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Il. 2. 2. Evaluation de I’effet inhibiteur de ’uréase, par les pextraits de F.angustifolia et

C.flammula, in vitro

v" Mode opératoire

Afin de tester I’effet inhibiteur des extraits de F.angustifolia et C.flammula sur I'uréase, le

protocole de Weatherburn, (1967) a été adopte.

Pour effectuer ce test, on injecte 25 uL d’uréase (4U), préalablement préparée dans une
solution tampon PBS sur une microplaque a 96 puits. 15 pL des différents extraits des feuilles des
deux plantes étudiées ou d’acide borique, a différentes concentrations (75—-750 pg/mL) sont, par la
suite ajoutés a I’enzyme et le tout est incubé a 30°C, pendant 15 minutes. Une fois le temps
d’incubation écoulé, on ajoute 40 pL d’urée (100 mM) et on ré-incube a 30°, pendant 30 minutes.
Par la suite, on ajoute 50 puL de phénol (1% de phénol + 0.005% de nitroprusside de sodium), puis
70 pL du reactif alcalin a 5% (0.5% de NaOH + 0.1% de NaOCI) au mélange réactionnel et on
incube a 30°, pendant 50 minutes et on lance la cinétique enzymatique. L.’absorbance est mesurée a

630 nm chaque 5 minutes, pendant les 50 minutes d’incubation (Figure 10).

Chaque concentration d’extrait a été testé trois fois (triplicatas), et leur pourcentage

d’inhibition a été calculé a 1’aide de 1’équation suivante :

Inhibiti %) = (Absorbance du control positif )- (Absorbance de l'extrait) % 100
nhibition (%) = (Absorbance du control positif)

Une corrélation entre les pourcentages d’inhibition et les différentes concentrations a été
établie afin d’obtenir les concentrations inhibitrices a 50% de chaque extrait (ICso). Une régression
non-linéaire a été appliquée, a 1’aide de GraphPad Prism 9 qui donne acceés a cette valeur

caractéristique de chaque extrait.
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Incubation

>
15 minutes/30°C

Ajout de I’enzyme et des extraits

Incubation
<
30 minutes/30°C
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Lecture d’absorbance a 630nm

Figure 10 : Etapes du protocole du test d’inhibition enzymatique (photos originales).

1. 2. 3. Analyse statistique

L'analyse statistique a été réalisée avec le logiciel GraphPad Prism9 (GraphPad Software,
Inc.). Les données sont exprimées en tant que moyennes * écart-type (SD) et les différences
statistiques entre les groupes ont été calculées par une analyse de la variance a sens unique
(ANOVA) suivie du test de Tukey. Les différences ont été considérées significatives a partir de * p
<0.05.
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Chapitre III : Résultats et discussion

I11. 1. Résultats

I1l. 1. 1. Evaluation de I’activité inhibitrice de la molécule de référence, acide borique, sur

I’activité enzymatique de I’uréase de Jack Bean (Canavalia ensiformis), in vitro

L’effet inhibiteur de 1’acide borique sur I’activité de 1’uréase, a différentes concentrations
(75, 150, 300, 600, 750, 900 et 1050 pg/mL), est illustré dans I’histogramme ci-dessous.

Cet effet inhibiteur est calculé par rapport a un contrdle de 1’enzyme uréase, effectué au
préalable a chaque lancement du test et ou une activité enzymatique maximale et reproductive a été
constatée lors de I’incubation, ce qui a servi comme référence pour le calcul des pourcentages
d’inhibition. De plus, ce contréle d’enzyme nous confirme que 1’enzyme est fonctionnelle et dotée

d’une bonne activité catalytique.
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Figure 11 : Effet inhibiteur de 1’acide borique sur I’activité enzymatique de 1’uréase, in vitro. Les valeurs
sont exprimées en moyennes + S.D. (n=3). Les comparaisons sont faites par rapport a la
concentration de 75 pg/mL (#). Les valeurs sont considérées significatives a P< 0.05.

D’aprés les résultats obtenus, 1’activité inhibitrice de 1’acide borique est concentration
dépendante. En effet, on observe une augmentation significative du pourcentage d’inhibition a

partir d’une concentration de 300 pg/mL (49.96%).
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L’activit¢ maximale est révélée a une concentration de 1050 pg/mL avec un trés bon
pourcentage d‘inhibition de 80%. Par ailleurs, les concentrations de 75 et 150 pug/mL exhibent des

pourcentages respectifs de 35.09 et 44.70%.

II1. 1. 2. Evaluation de P’activité inhibitrice des extraits de Clematis flammula sur Pactivité

enzymatique de I’uréase de Jack Bean (Canavalia ensiformis), in vitro

L’effet anti-uréase, in vitro, de I’extrait éthanolique des feuilles de Clematis flammula, a des
concentrations variables (75, 150, 300, 600, et 750 pg/mL) est rapporté dans la Figure 12. Les
pourcentages d’inhibitions correspondants aux différentes concentrations sont comparés avec ceux

exhibés par 1’acide borique.
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Figure 12 : Effet inhibiteur de 1’extrait éthanolique des feuilles de C.flammula sur I’activité enzymatique de
I’uréase, in vitro. Les valeurs sont exprimées en moyennes + S.D. (n=3). Les comparaisons sont
faites par rapport a la concentration de 75 pg/mL (*) et par rapport a ’acide borique (#). Les
valeurs sont considérées significatives a P< 0,05.

L’effet inhibiteur de D’extrait brut issu d’une extraction a [’éthanol des feuilles de
C.flammula a présenté une puissante activité inhibitrice de 1’uréase, qui s’observe dés la
concentration la plus faible de 75 pg/mL, avec une inhibition de 72% et une inhibition totale
(100 %) a 750 pg/mL d’extrait brut.
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Ces résultats sont significativement plus importants que ceux révélés par la molécule de
référence testée, a savoir 1’acide borique. Cependant, cet extrait éthanolique des feuilles de
C.flammula ne présente pas une inhibition dose dépendante ; en effet celle-ci n’augmente pas en

fonction de I’augmentation de la concentration en extrait.

De plus, les résultats de 1’évaluation, in vitro d’un potentiel effet inhibiteur sur 1’uréase de
jack bean, des quatre fractions issues de I’extrait brut des feuilles de Clematis flammula, a savoir la
fraction d’acétate d’éthyle, I’aqueux d’acétate d’éthyle, la fraction chloroformique et 1’aqueux du

chloroforme, sont représentés dans les histogrammes de la Figure 13.

Les deux extraits organiques, a savoir I’acétate d’éthyle et I’extrait chloroformique, issus du
fractionnement de I’extrait brut par une partition dans un mélange de solvants et d’eau distillée, ne
révelent aucune activité inhibitrice intéressante. En effet, tous les pourcentages d’inhibitions
exhibés par les différentes concentrations testées des deux extraits n’atteignent pas les 20%, et

significativement inférieurs a ceux exhibés par 1’acide borique, aux mémes concentrations.

La fraction aqueuse d’acétate d’éthyle, de sa part, illustre une activité modérée, avec un
pouvoir inhibiteur qui s’observe seulement pour les deux concentrations les plus élevées de 600 et
750 pg/mL, avec des pourcentages de 37,80 et 31,04%, respectivement, des valeurs qui restent
nettement inférieures a celles révélées par I’acide borique. En revanche, les concentrations

inférieures ou égale a 300 pg/mL n’ont pas présenté d’effet concluant sur I’enzyme (<12%).

Par ailleurs, 1’extrait aqueux du chloroforme des feuilles de C.flammula s’est individualisé
avec une activité significative et dose dépendante, en allant de 3,96 a 75% d’inhibition
enzymatique, & partir de la plus faible concentration (75 pg/mL) jusqu’a la concentration la plus
¢levée (750 pg/mL). Cette inhibition est significativement meilleure que celle de 1’acide borique, a

partir de 600 pg/mL d’extrait.
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Figure 13 : Effet inhibiteur des fractions, organique de I’acétate d’éthyle (EAE Cf), aqueux de 1’acétate
d’éthyle (AQ EAE Cf), organique du chloroforme (CHL Cf) et aqueux du chloroforme (AQ
CHL Cf) des feuilles de C.flammula sur I’activité enzymatique de 1’uréase, in vitro. Les valeurs
sont exprimées en moyennes * S.D. (n=3). Les comparaisons sont faites par rapport a la
concentration de 75 pg/mL (*) et par rapport a I’acide borique (#). Les valeurs sont considérées

significatives a P< 0,05.
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II. 1. 3. Evaluation de ’activité inhibitrice des extraits de Fraxinus angustifolia sur I’activité
enzymatique de ’uréase de Jack Bean (Canavalia ensiformis), in vitro

L’effet anti-uréase évalué, in vitro, de I’extrait brut (obtenu par une extraction a 1’éthanol
des feuilles de Fraxinus angustifolia), et des quatre fractions, a savoir 1’organique de 1’acétate
d’¢éthyle, I’aqueux de 1’acétate d’éthyle, I’organique du chloroforme et I’aqueux du chloroforme
(obtenues par le fractionnement de I’extrait brut), a des concentrations de 75, 150, 300, 600 et 750

pg/mL, est représenté dans les Figure 14 et 15, respectivement.
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Figure 14 : Effet inhibiteur de 1’extrait éthanolique des feuilles de F.angustifolia sur I’activité enzymatique
de I'uréase, in vitro. Les valeurs sont exprimées en moyennes + S.D. (n=3). Les comparaisons
sont faites par rapport & la concentration de 75 pg/mL (¥) et par rapport a I’acide borique (#).
Les valeurs sont considérées significatives a P< 0,05.

L’extrait éthanolique arbore une activité qui n’est pas dose dépendante. En effet, on
remarque que seule la concentration de 150 pg/mL s’est distinguée des autres, et présente un
pourcentage tres intéressant de 79.19%, qui est nettement supérieur a celui de I’acide borique a la
méme concentration (p<0.05). Tandis que les autres concentrations de 75, 300, 600 et 750 pg/mL
ont présenté des activités inhibitrices aléatoires de 20.62, 15.79, 39.56 et 6.68%, respectivement,

des valeurs qui restent inférieures a celles exercées par la molécule de référence (p<0.05).
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Figure 15 : Effet inhibiteur des fractions, organique de 1’acétate d’éthyle (EAE Cf), aqueux de ’acétate
d’éthyle (AQ EAE Cf), organique du chloroforme (CHL Cf) et aqueux du chloroforme (AQ CHL
Cf) des feuilles de F.angustifolia sur I’activité enzymatique de 1’uréase, in vitro. Les valeurs sont
exprimées en moyennes * S.D. (n=3). Les comparaisons sont faites par rapport a la concentration

de 75 pg/mL (*) et par rapport a I’acide borique (#). Les valeurs sont considérées significatives a
P<0,05.
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D’apres les résultats illustrés dans la figure 15, les quatre fractions testées, ont toutes exhibg,
comme la molécule de référence, une inhibition dose dépendante, contrairement a 1’extrait brut. La
fraction organique d’acétate d’éthyle, présente une activité anti-uréase assez satisfaisante avec des
pourcentages d’inhibitions significativement représentatifs, a partir d’une concentration de 300
pg/mL correspondant & un pourcentage d’inhibition de 60,54%, allant jusqu’a 79,43% pour la
concentration la plus élevee de 750 pg/mL et qui dépassent largement celle de la molécule de
référence. Tandis que les deux concentrations les plus faibles de 75 et 150 pg/mL ont montré des

pourcentages assez similaires avec 1’acide borique.

De méme, la fraction aqueuse d’acétate d’éthyle exhibe une inhibition assez similaire a celle
de I’acide borique pour les concentrations de 75, 150 et 300 ug/mL, et des valeurs nettement plus
importantes que celles présentées par 1’acide borique pour les deux concentrations les plus élevées,
a savoir 600 et 750 ug/mL, avec un pourcentage d’inhibition remarquable d’une valeur de 94,99%

pour la concentration la plus élevée testée de 750 pg/mL.

D’une autre part, la fraction organique du chloroforme exhibe une inhibition concluante,
avec des pourcentages d’inhibitions comparables a ceux de 1’acide borique. En effet, aucune
différence significative n’a été enregistrée concernant les pourcentages d’inhibition avec toutes les
concentrations utilisées. Cette fraction s'est avéré étre I’inhibiteur le plus faible de I'uréase parmi les

cing fractions testées pour cette plante.

Enfin, I’extrait aqueux chloroformique s'est révélé €tre 1'inhibiteur d'uréase le plus puissant
pour cette plante, avec une trés bonne inhibition de 59,44% a la plus faible concentration testée (75
pg/mL) et qui atteint a partir de 150 pg/mL une inhibition supérieure a 80%. Celle-ci augmente
pour atteindre une inhibition quasi-totale d’une valeur de 93,62% a une concentration de 750
pg/mL, significativement supérieure a celle de I’acide borique, dont le pourcentage exhibé par la
concentration de 750 pg/mL est comparable a celui de la plus faible concentration (75 pg/mL)

exhibé par I’extrait.
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I11. 1. 4. Détermination des ICso

La concentration inhibitrice de 50% de 1’uréase est une mesure quantitative indiquant la
quantité d’extrait nécessaire pour inhiber a moitié¢ I’activité de I’enzyme. Cette évaluation montre
I’efficacité de I’activité inhibitrice, vis-a-vis de 1’uréase pour I’ensemble des extraits de

C.flammulaet F.angustifolia (Tableau II).

Tableaux Il : Valeurs des ICso, coefficients de corrélations et pourcentages d’inhibitions a 150 pg/mL, pour
les différents extraits de C.flammula, F.angustifolia et acide borique.

Inhibition (%)

Extraits de plantes ICso (ug/mL) R? 3 150 ugimL
Clematis flammula
ETH 597,55+0.35 0,8581 68,56
EAE ND ND 12,83
AQ EAE 372,55+£10.96 0,9270 4,79
CHL ND ND 7,69
AQ CHL 250,9+10.60 0,9294 31,88
Fraxinus angustifolia

ETH ND ND 79,19
EAE 265,6+13.08 0,92 39,29
AQ EAE 424+25.03 0,85 37,68
CHL 463,25+41.08 0,65 38,30
AQ CHL 136,65+7.99 0,89 83,07
Acide borique 499.5+29.3 0,80 44,70

Les différents extraits de C.flammula ont présenté des valeurs d’ICso comprises entre 250,9
et 597,55 ug/mL. L’extrait éthanolique a montré une ICso de 597,55 pug/mL, une valeur trés élevée,
qui dépasse largement celle de I’acide borique (499,5 pg/mL) et celles de tous les autres extraits, ce
qui pourrait étre désavantageux pour I’extrait s’il présentait une inhibition dose dépendante, mais ce
n’est pas le cas, en effet a des concentrations inférieures a 1’ICso, 1’extrait inhibe déja

considérablement I’enzyme (72,58 % d’inhibition a 75 ng/mL d’extrait ethanolique).

L’extrait aqueux de I’acétate d’éthyle présente une ICso d’une valeur de 372,55ug/mL, une
valeur intéressante, car elle reste inférieure a celle de la molécule de référence. Cependant, 1’extrait
aqueux du chloroforme, de sa part, a exhibé une 1Csg de 250,9 pg/mL, une valeur significativement
plus faible que celle de I’acide borique, inférieure a celle de 1’extrait brut, et la plus faible de cette

plante, indiquant que cette fraction est la plus intéressante.
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Par ailleurs, les différents extraits de F.angustifolia ont quant a eux montré des valeurs
d’ICsp allant de 136,65 a 463,25 pg/mL. La fraction organique d’acétate d’éthyle a exprimé une
ICs0 de 265,6 ng/mL, une valeur trés intéressante en comparaison avec celle de I’acide borique. Par
contre, I’aqueux d’acétate d’éthyle a révélé une ICso plutdt élevée de 424 pg/mL, mais qui reste un

résultat meilleur que celui de la molécule testée.

La fraction chloroformique, de sa part, montre une ICso de 463,25 pg/mL, la valeur la plus
élevée parmi les extraits de F.angustifolia, neanmoins elle reste inférieure a celle de la molécule de
référence. Enfin, 1’aqueux du chloroforme s’est caractéris€¢ par une ICso de 'ordre de 136,65
pg/mL, la valeur la plus faible pour cette plante, un résultat significativement plus faible que celui
de I’acide borique, ce qui fait de cet extrait le plus intéressant et le plus puissant de tous les extraits

testés des deux plantes étudiées.
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I11. 2. Discussion

Le développement des ulcéres gastriques peut étre lié a un processus multifactoriel
complexe. Néanmoins, aucun doute ne plane sur I’implication d’Helicobacter pylori dans ce
processus. Parmi tous les facteurs de virulence de cette derniere, 1’uréase est considérée comme une
caractéristique biologique et un déterminant de virulence importants. De ce fait, 1’uréase est une

cible idéale pour le traitement des affections a H.pylori (Amin et al., 2012).

Les extraits de plantes médicinales sont aujourd’hui considérés comme une perspective
prometteuse pour le traitement des troubles gastriques. En effet, ces plantes sont des réservoirs
biologiques caractérisés par la présence d’une quantité remarquable de composés phytochimiques.
Ces derniers ont la capacité de favoriser la réduction des effets des agents offensifs et le

renforcement des facteurs défensifs.

Afin de mieux comprendre et d'évaluer la validité de la phytothérapie, différents extraits de
Fraxinus angustifolia et Clematis flammula ainsi que 1’acide borique, ont été testés comme

inhibiteurs spécifiques de I'uréase.

Le mécanisme d’action de 1’acide borique a été sujet a un grand nombre d’études. D’apres
les travaux de Breitenbach et Hausinger (1988),1’acide borique est un inhibiteur compétitif de
I’uréase qui forme une liaison rapide et réversible avec 1’enzyme, probablement avec I’un des ions
Nikel au niveau du site actif. En effet, de nombreuses études suggeérent que 1’acide borique se lie
uniquement a ’enzyme libre plutét qu’au complexe enzyme-substrat, ce qui met en évidence
I’existence  d’une  compétition entre  D’inhibiteur et le  substrat  enzymatique

(Mobley et Hausinger, 1989 ; Lata, 2012).

D’une autre part, Benini et ses collaborateurs (2004), ont démontré que 1’inhibition
enzymatique est maximale dans un intervalle de pH de 6.2 a4 9.3, laissant penser que c’est la forme
neutre trigonale de 1’acide borique B(OH)z et non pas la forme ionisée B(OH)4 qui est impliquée

dans I’inhibition de 1’uréase.

L’acide borique a donc été testé en tant que molécule de référence de 1’inhibition de 1’uréase.
En effet, différentes concentrations de 1’acide borique ont été utilisées, afin d'étudier la relation
entre la concentration de cette molécule et I’inhibition enzymatique. Tout au long du test, l'activité
de l'enzyme diminue avec l'augmentation de la concentration d'acide borique. L’ICso de ce dernier
est estimée & 499.5 £ 29.27 ug/mL, correspondant a une perte de 50% de 1’activité uréasique. Celle-
ci est presque totalement perdue lorsque la concentration d'acide borique atteint une valeur de 1050

pug/mL, avec un pourcentage d’inhibition de 80%.
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Nos résultats concordent avec ceux de Monteiro et son équipe (2019) qui ont évalué le
potentiel inhibiteur de Eugenia uniflora L. sur H.pylori et son uréase. Ils ont obtenu des
pourcentages d’inhibition allant jusqu’a 60% pour une concentration de 1024 pg/mL d’acide
borique. Cependant, un nombre non négligeable de cas d’intoxication a 1’acide borique a été
enregistré et par conséquent, son utilisation a été écartée par la communauté scientifique
(Hadrup et al., 2021).

Clematis flammula etFraxinus angustifoliareprésentent les espéces les plus abondantes de
leurs genres respectifs dans le nord algérien. Ce sont deux plantes largement utilisées en médecine
traditionnelle par les populations rurales pour traiter une variété de troubles liés a I'inflammation,
tels que les rhumatismes ou encore I’arthrite et la goutte (Beloued, 1988 ; Chawla et al., 2012).
Ces nombreuses vertus font des deux plantes des sujets idéals pour tester leur activité anti-
enzymatique. Nous avons alors testé les effets anti-uréase de différents extraits des feuilles de

F.angustifolia et de C.flammula.

Les extraits de C.flammulaont arboré une activité anti-enzymatique plus modeste que celle
de F.angustifolia, excepté pour les fractions éthanolique et aqueuse du chloroforme qui se sont
démarqués avec des pourcentages d’inhibition respectifs de 100 et 76%, a une concentration de 750
pg/mL. Selon les études menées par Chawla et ses collaborateurs (2012), C.flammula est une
plante caractérisée par la présence abondante de composés phytochimiques, a savoir les
triterpénoides, les saponines, les flavonoides et les lignanes. Des molécules assez solubles dans les
alcools, ce qui rend I’extrait éthanolique trés riche en métabolites secondaires et justifie donc son

activité inhibitrice remarquable.

Notre étude rejoint également celle de Chohra et son équipe (2020) qui ont testé I’activité
inhibitrice des fractions méthanoliques de Clematis cirrhosa L. contre la tyrosinase, 1’acétylcholine
estérase (AChE), la butyrylcholine estérase (BChE), I’a-glycosidase et 1’a-amylase. Les résultats
obtenus arborent des pourcentages d’inhibition trés satisfaisants pour I’AChE (69.03%) et la
tyrosinase (82.34%), mais un peu plus modestes pour la BChE (47.67%) et 1I’a-glycosidase
(14.03%) et ’a-amylase (36.63%). IIs ont alors constaté que 1’activité inhibitrice était directement

liée au taux de polyphénols contenus dans la plante.

Les extraits de F.angustifolia ont quant a eux exhibé une activité inhibitrice concentration
dépendante et révelent une activité significative, méme a de faibles concentrations. Globalement,
les meilleures inhibitions ont ét¢ obtenues a partir de I’extrait aqueux chloroformique, dont le

pourcentage d’inhibition est de 83,07% a une concentration de 150 pg/mL et allant jusqu’a 93,62%
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a une concentration de 750 pug/mL, indiquant que cet extrait contient potentiellement des quantités
appréciables en métabolites secondaires polaires ou modérément polaires.

D’apreés les études réalisées par Kostova et lossiva (2006), les composés phytochimiques les
plus abondants chez F.angustifolia sont les coumarines, les sécoiridoides, les phényléthanoides et la
quercétine, des substances probablement responsables de I’effet inhibiteur de la plante. En effet, les
travaux de Boulanouar et Gherib (2014) ont confirmé I’existence d’une certaine corrélation entre
la teneur en composés phénoliques et 1’activité biologique de huit plantes utilisées dans la
pharmacopée algérienne, ce qui renforce notre hypothése concernant 1I’implication des substances

phytochimiques des plantes dans leurs activités biologiques.

De plus, les résultats que nous avons obtenus sont en accord avec les travaux menés par
Dehkharghanian et son équipe en (2010). lls ont rapporté que la différence de polarité entre les
solvants est responsable de la variabilité du type, de la composition et des activités biologiques des
composés phyto-chimiques. En effet, ’affinité que les molécules extraites présentent envers le
solvant joue un réle déterminant dans I’activité de ces composés. C’est ce qu’a observé, également,
Sabri et ses collaborateurs (2012), lorsqu’ils ont effectué la caractérisation phyto-chimiques des
extraits éthériques, éthanoliques et aqueux de Malva sylvestris L. Ces derniers ont tous exhibé une
composition phyto-chimique tres variable, suggérant donc une extraction hautement dépendante de

la solubilité ainsi que I’affinité des molécules aux solvants.

De méme, au cours des études antérieures, les extraits éthanoliques se sont avérés tres
efficaces pour [D’extraction de divers types de molécules polaires et non polaires
(Houghton et Raman, 1998 ; Yu Lin etal., 2009). Les résultats obtenus par Boisvert (2013) ont
montré que les fractions F2, F3, F4, F5 et F6 issues du fractionnement bioguidé des extraits
éthanoliques totaux de Saccharina longicruris, possedent toutes une activité antioxydante
supérieure a I’extrait initial. Cela peut s’expliquer par le phénomene d’encombrement stérique des
molécules qui voient leurs activités biologiques réduites. Cela concorde avec les résultats obtenus
dans notre étude et explique 1’augmentation de D’activité inhibitrice des extraits aqueux et

organiques de F.angustifoliaapres fractionnement de I’extrait brut éthanolique.

Le genre Fraxinus a, a plusieurs reprises, prouve son potentiel inhibiteur envers divers
enzymes. En 2012, c’est les travaux de Ahn et ses collaborateurs sur Fraxinus rhynchophylla qui
ont démontré I’effet inhibiteur de la plante envers la lipase pancréatique. Une excellente activité
inhibitrice a été obtenue, notamment pour la fraction aqueuse qui a totalement inhibé I’enzyme
(100.4%), a une concentration de 100 pg/mL. Et dans la continuité de ce travail, I’équipe de

Huh (2015) a mis en évidence 1’activité inhibitrice de F.rhynchophylla sur la lipooxygénase, avec
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des pourcentages d’inhibition allant de 10.10% a 47.43%. Ces ¢études prouvent la validité des
résultats que nous avons obtenus et confirment le potentiel anti-enzymatique de Fraxinus

angustifolia.

Par ailleurs, I’activité inhibitrice de biomolécules et dérivéssur ['uréase a fait 1’objet de
plusieurs études précédentes. L’équipe de Jadhav (2013) a étudié I’effet inhibiteur de produits
dérivés de la coumarine et ces derniers ont montré une inhibition enzymatique considérable avec
des ICsp variants entre 48.90 et 72.56 pM.

Juszkiewicz et ses collaborateurs (2004) ont, quant a eux, mis en évidence 1’activité anti-
uréasique de Allium sativum (I’ail). Celle-ci s’est avérée étre directement proportionnelle a la teneur

en alk(en)yl thiosulfinates (TS) présents dans I'extrait aqueux de I'ail.

D’une autre part, en 2017, Ayaz et ses collaborateurs ont évalué I’effet gastroprotecteur de
saponines isolées de Polygonum hydropiper L. Ces derniéres ont arboré une remarquable inhibition

de I’activité uréasique avec un pourcentage de 75,83% et une ICso de 98 mg/mL.

Des études plus poussées ont donc été menées pour mettre en évidence la relation entre la
structure et ’activité assurée par certains compos€s phytochimiques. En effet,
Xiao et ses coéquipiers (2012) ont a I’issue de leur recherche établie la relation structure-activité
de la quercétine, dont I'analyse par amarrage moléculaire a révélé que I'élimination des groupements
5-OH, 3-OH, ou encore 3'-OH de la quercétine a induit une forte diminution de l'activité anti
uréasique de la molécule. Ces groupements ont donc été considérés comme des caractéristiques

structurelles clés des composeés actifs.

Aussi, de nombreuses études, notamment celle de Griffin et al., (1999), ont démontré que la
structure chimique, I’hydrophobicité, les liaisons hydrogénes ainsi que le poids moléculaire des
tritérpénoides étaient fortement associés a leur effet antibactérien. Lorsque 1’équipe de Ngan (2012)
s’est penché sur I’effet antibactérien des extraits de Paeonia lactiflora, ils ont constaté que
I’introduction des groupements hydroxyles ou méthyles dans le Paéonol a considérablement
augmenté l'inhibition de la croissance bactérienne et de ’activité enzymatique de ’uréase. Par

ailleurs, I’ajout d’un groupement méthoxy n’a pas affecte I'activité antibactérienne. Les mécanismes
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d’inhibition sont donc hautement définis par la relation structure-activité qui existe entre le site actif

enzymatique et les molécules contenues dans les extraits des plantes testées.

Récemment, des études portées sur des dérivées synthétiques de la morine, un flavonoide
naturel, ont montré une inhibition trés satisfaisante de 1’uréase. Les composés N-((4E) -2-(2,4-
dihydroxyphényl) -3,5,7-trihydroxy-4H-chroméne-4-ylidene) -N-phénylthiourée (M2a), N-(2-
chlorophényl) -N-((4E) -2-(2,4-dihydroxyphényl) -3,5,7-trihydroxy-4H-chroméne-4-ylidene)
thiourée (M2b) et N-(4-bromophényl) -N-((4E) -2-(2,4-dihydroxyphényl) -3,5,7-trihydroxy-4H-
chromeéne-4-ylidene) thiourée (M2i) se sont revélés les plus puissants en termes d'inhibition et ont
respectivement exhibé des 1Cso de 10,74+0,018, 11,12+0,033 et 12,71+0,027 pM. Des études
d’amarrage moléculaire ont été effectuées sur ces 3 composés et le modele de liaison observé a
révélé que ces derniers se lient fermement a la cavité catalytique de I’enzyme, via la formation d’un
grand nombre de liaisons hydrogene et hydrophobe. La position et l'alignement de substituants
particuliers sur les molécules se sont averés étre responsables de la liaison parfaite des 3 molécules

avec l'enzyme (Kataria et Khatkar, 2019).

De plus, Liu et son équipe (2020) se sont penché sur le potentiel inhibiteur des analogues de
flavonoides et ont démontré que 1’effet inhibiteur de ces composés était étroitement lié€ a la présence
de résidus CYS322, ALA170, HIS323, Ni798, ASP224 et HIS222, suggérant ainsi que la structure

des inhibiteurs joue un réle important dans leur mécanisme d’action.
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Conclusion

Le traitement des ulcéres gastriques a vu son efficacité s’amoindrir au fil du temps, suite a
I’apparition d’une résistance bactérienne aux antibiotiques employés. L’alternative qui s’est
imposée fut la phytothérapie. Celle-ci a connu un essor remarquable durant ces derniéres années,
non seulement dans le but de ’éradication de la bactérie, surtout les souches multi-résistantes, mais

aussi afin de réduire les effets secondaires associés aux traitements médicamenteux.

Cette étude avait pour objectif d’évaluer, in vitro, le potentiel thérapeutique de deux plantes
locales, Clematis flammula et Fraxinus angustifolia, en testant leur effet inhibiteur sur 1’uréase,
I’enzyme clé impliquée dans I’infection a Helicobacter pylori, principale cause de développement
des ulceéres. L’acide borique a été testé comme molécule de référence pour son inhibition de

’activité enzymatique de 1’uréase.

Les résultats ont montré un remarquable effet inhibiteur dose dépendant de I’acide borique
sur I’enzyme, avec une ICso de 499,5 pug/mL. Les extraits de F.angustifolia (75-750 pg/mL) ont
tous exhibé des effets anti-uréasique avec des intensités variables. Les extraits aqueux ont été les
plus actifs avec des pourcentages d’inhibition significativement supérieurs a ceux de la molécule de
référence et des ICsp intéressantes. La fraction aqueuse du chloroforme a été la plus efficace avec la
valeur d’ICso la plus faible (136,65 pg/mL).

En ce qui concerne Clematis flammula, le meilleur effet inhibiteur exposé par la plante était
celui de I’extrait éthanolique (100%) et de I’aqueux chloroformique. Par contre, les extraits
organiques n’ont révélé aucun effet inhibiteur. L’aqueux du chloroforme est la fraction la plus

intéressante de cette plante avec une valeur d’ICso de 250,9 pg/mL.

Il a été démontré in vitro, que la majorité des extraits testés ont un pouvoir inhibiteur, vis-a-
vis de I'uréase, et que les meilleurs extraits impliqués dans cette inhibition étaient les fractions
aqueuses. En effet le fractionnement de 1’extrait brut a permis de séparer les molécules apolaires des

molécules polaires, celles-ci ayant un meilleur effet inhibiteur sur I’enzyme.

Ces extraits étant tres efficaces, in vitro, il serait donc trés intéressant de vérifier leurs
pouvoirs inhibiteurs de I’uréase dans une étude in vivo, et d’effectuer des études complémentaires
dans le but d’exploiter et d’utiliser ces extraits pour éradiquer I’infection a Helicobacter pylori

apres 1’échec du traitement par les antibiotiques.
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Résumé

L'ulcére gastrique est I'un des troubles gastro-intestinaux les plus répandus a travers le
monde. Il résulte d’un déséquilibre entre facteurs défensifs et offensifs, majoritairement induit par
I’infection a Helicobacter pylori. Celle-ci procede a la colonisation de 1’épithélium gastrique par le
billet de ses facteurs de virulence, notamment 1’uréase, une enzyme indispensable a la survie de la
bactérie. Clematis flammula et Fraxinus angustifolia sont deux plantes locales connues pour leurs
nombreuses propriétés curatives et leur activité anti-ulcére. Le but de cette étude est 1’évaluationde
I’effet inhibiteur des extraits de ces deux plantes sur 1’activité catalytique de 'uréase. Tous les
extraits ont présenté un effet inhibiteur concentration dépendant, mis a part les extraits organiques
de C.flammula et I’extrait éthanolique de F.angustifolia. L’extrait aqueux du chloroforme de cette
derniére a exhibé la meilleure activité anti-uréasique avec une ICso de 136,65 pg/mL, ainsi qu’un
pourcentage d’inhibition de 83,07% a 150pg/mL d’extrait. Le meilleur potentiel inhibiteur a
étédémontré par les extraits aqueux, tandis que les extraits organiques ayant arboré des inhibitions
peu ou pas concluantes.F.angustifolia et C.flammula pourraient étre une source importante de
biomolécules a activité anti-uréase et par conséquent anti-ulcére gastrique.

Mots clés :Clematis flammula, Fraxinus angustifolia, ulcére gastrique, uréase, extrait aqueux
Abstract

Peptic ulcer is one of the most common gastrointestinal disorders worldwide. It results from
an imbalance between defensive and offensive factors, mainly induced by the Helicobacter pylori
infection. This latter proceeds to colonize the gastric epithelium through its virulence factors, in
particular urease, an enzyme that happens to be necessary for the survival of the bacterium.
Clematis flammula and Fraxinus angustifolia are two local plants known for their numerous
curative properties and anti-ulcer activity. The aim of this study was to evaluate the inhibitory
effect of these two plants extracts on the catalytic activity of urease. All extracts showed a
concentration-dependent inhibitory effect, except for C.flammula organic extracts and
F.angustifolia ethanolic one. The aqueous chloroform extract of this latter exhibited the best anti-
urease activity, with an 1Csg of 136.65 pg/mL, as well as an inhibition of 83.07% at 150 pug/mL of
extract. The best inhibitory potential was demonstrated by the aqueous extracts, while the organic
one showed little or no inhibition. F.angustifolia and C.flammula could be an important source of
biomolecules with an anti-urease effect and therefore, an anti-peptic ulcer activity.

Key words: Clematis flammula, Fraxinus angustifolia, peptic ulcer, urease, aqueous extract.
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