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Introduction

| ntroduction

La prolifération de bactéries résistantes est devenue une préoccupation majeure dansle
domaine de la santé. En devenant insensibles a tout traitement antibactérien, ces bactéries limitent la
gamme d’ antibiotiques disponibles en thérapeutique médicale. La situation est d' autant plus
alarmante que les infections causées par |es bactéries résistantes entrainent souvent une
prolongation de I’ état pathologique et un accroissement du taux de mortalité. L’ acquisition de ces
multiples résistances a engendré une perte d’ efficacité de |’ antibiothérapie pour finalement,
conduire a une impasse thérapeutique.

Aussi, au vu de la propagation du phénomeéne de résistance et du nombre limité
d antibiotiques en cours de développement, |a découverte de nouveaux agents antibactériens est
devenue plus qu’ indispensable. Pour étre innovants et contourner les mécanismes de résistance
bactériens, les antibiotiques de demain devront viser de nouvelles « cibles » d’ action chez les
bactéries. Les pistes de recherche sont nombreuses mais I’ exploration des ressources naturelles
apparait comme des plus prometteuses car celles-ci constituent de par leur biodiversité, laplus

grande réserve de substances actives.

Les plantes étant une source naturelle tres importante de substances pour larecherche de
nouvelles mol écul es antibactériennes, suscitent un intérét croissant par les chercheurs pour
I’ élaboration de nouveaux antibiotiques. La médecine ethnobotanique fondée depuis plusieurs
milliers d’ années, a constituée un répertoire considérable de plantes médicinales et de substances
qui ont contribuées et contribuent encore de facon remarquable au dével oppement de la médecine

moderne.

Les alcaloides sont un exemple type de ces substances naturelles a vocation thérapeutique
extraites a partir des plantes .Ce sont des molécules a caractére basique, d’ une petite ou grande
toxicité, possédant un azote dans leurs structure et constituant I’ une des plus grandes familles de
meétabolites secondaires avec prés de 10 000 a 12 000 Structures différentes. Connus pour leurs
effets sur le systéme nerveux, les alcaloides sont utilisés en médecine comme antitumoraux,
antal giques, spasmolytiques, vasodilatateurs, ...ect. L’ activité antibactérienne des alcaloides est
démontrée contre une multitude de bactéries de ce fait, leurs utilisation comme antibiotigue est de
plus en plus au centre des recherches de bactériologie.

C’ est dans cette optique gu’ on propose dans ce travail d’ étudier I’ effet antibactérien des
alcaloides en effectuant une synthése des données obtenues a partir des travaux scientifiques, et de
définir le mécanisme d’ action de |’ un de ces composés les plus connus :la berbérine , pour

déterminer les capacités antibactériennes des acaloides et leurs utilisation comme antibiotiques.

)
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Chapitre | Généralités sur les acaloides

I.1.Historique

C'est Dersone en 1803 qui fut le premier aisoler un alcali végétal, en extrayant un mélange de
narcotine et de morphine de I’opium. En 1806, Serturner découvra la nature alcaline d’un principe
de I'opium, principe gu'il dénommera morphine une dizaine dannées plus tard. Apres la
découverte de Serturner deux pharmaciens francais Pelletier et Caventou, découvrent une
importante série de principes actifs entre 1817 et 1820 : caféine, émétine, strychnine, quinine,
cinchonine et coniine seront isolées. Le terme « alcaloide » a éé utilisé pour la premiére fois en
1819 par MeilRner, quand il observa que ces composés apparaissaient comme des « alcalis », des

bases donc il les dénommera « alcaloides » (Aniszewski ,1994).

Febrifuge Strychnine

Figure 2 : Quelques acaloidesisolés par les pharmaciens Pelletier et Caventou durant la période
1817-1821 (Aniszewski, 2007).

g
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| .2.Définition

Les alcaloides sont des métabolites secondaires |e plus souvent d’ origine végétale, d’ une grande ou
petite toxicité, qui agissent sur le systeme nerveux, qui ont un caractére basique et un azote comme
composant. Les acaloides constituent I’ une des plus grandes familles de métabolites secondaires,
avec pres de 10 000 & 12 000 structures différentes (Donatien ,2009).

|.3.Distribution, localisation et fonction des alcaloides

Les alcaloides sont principalement présents dans le régne végétal chez les Angiospermes qui en
contiennent 10 a 15 %, sont rares chez les bactéries (pyocyanine de Pseudomonas aeruginosa) et
les champignons (psciloscine).Ces composés sont également présents chez les animaux
(flustramine, saxitoxin, samandarine,...ect). Les alcaloides chez les végétaux sont souvent localisés
dans les tissus périphériques (assises externes des écorces de tiges et de racines, téguments des
racines,...ect).lls sont stockés dans des vacuoles cellulaires, Leurs synthése sefait souvent dans des
sites précis : racines en croissance, cellules spécialisees de laticiféres, chloroplastes, avant d’ étre
transportés dans leurs sites de stockage. Les végétaux contenant plus de 0,01 % d’ alcaloides sont
qualifiés d’ espece « alcaloidifére ».Les alcaloides interviennent dans la protection de la plante
contre les agents pathogéenes (Singla et al ., 2010).

|.4.Propriétés physico-chimiques

» Masse moléculaire variant de 100 & 900.

» Laplupart des bases non oxygénées sont liquides.

» Les bases oxygénées sont normalement des solides rarement colorés.

> Les bases non oxygénées donnent des points de fusion au dessous de 200 °C.

» En généra, les acaloides bases sont insolubles ou tres peu solubles dans I’ eau, solubles
dans les solvants organiques apolaires ou peu apolaires, et sont solubles dans les alcools.

» Les dcaloides a |’ état de bases et en solution sont sensibles a la chaleur, a la lumiére et a
I’ oxygéne.

» Les sels sont formés gréce a la basicité des alcal oides associés avec des acides minéraux ou
organiques.

» Les sels d'acaoides sont généralement solubles dans I’ eau et les alcools et insolubles dans

les solvants organiques.

B
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> Les sals se conservant assez bien, constituent la forme commerciale habituelle des
alcaloides.
(Bruneton ,1999).

| .5.Classification

La classification des acaloides la plus utilisée est celle se basant sur la structure chimique de ces
composeés et leurs précurseurs moléculaires, ainsi les acaloides sont classés en trois grands types :

les alcaloides vrai, les pseudo- alcaloides et les proto- acaloides (Aniszewski, 2007).
[.5.1.Lesalcaloidesvrais

Les alcaloides vrais sont des composeés qui dérivent d’ acides amineés et possédants un atome d’ azote
dans un systeme hétérocyclique. Ces alcaloides sont biol ogiquement tres réactifs méme a des petites
doses. lIs peuvent se présenter dans les plantes al’ état libre ou sous forme de sels. |ls sont formés
de la condensation d'un acide aminé décarboxylé avec une molécule dépourvue d azote
(Aniszewski, 2007).

Usambarensine

Figure 3 : Exemple d’'un acaloide vrai : L’ acaloide Usambaeensine est un dérivé de la L-tyrosine
(Aniszewski ,1994).

<
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|.5.2.Les proto-alcaloides

Les proto-alcaloides sont des composés dont I'atome d’ azote dérivé d’un acide aminé n'est pas
inclus dans le systeme hétérocyclique. Ce sont des composés dérivés de la L —tyrosine, du L-
tryptophane, et de la L-ornithine. Ils forment un groupe minoritaire d’'acaloides, |"hordenine,

mescaline et yohimbine sont des exemples types de cette famille d’ alcaloides (Shakil ,1988).

CH30

CH50

CHSD GHQ — CHQ — NHE

Mescaline

Figure4 : Exemple d un proto-alcaloide : lamescaline est un dérivé de la L-tyrosine
(Chini et al., 1992).

[.5.3.Les pseudo-alcaloides

Ce sont des composeés alcaloidiques qui ne dérivent pas d’'acides aminés. Il s agit généralement

d'isoprenoides, et des drivées de |’ acétate (Bruneton ,1999).

N
H

Pinidine

Figure5 : Exemple d un pseudo-alcaloide : Pinidine est un dérivé acétate, extrait des espéces du
genre Pinus (Shakil, 1988).

-
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Figure 6 : Photo de Pinus penderosa, une plante contenant de la pinidine (Aniszewski, 2007).

Letableau | résume les principaux types d’ alcal oides

Tableau | : Lesprincipaux types d’ alcaloides (Pelletier, 1983 ; Shakil, 1998 ; Aniszewski, 2007).

Type précurseur groupe d’ acaloide exemple

Alcaloides L-ornithine Alcaloides pyrrolidiniques Cuscohygrine
vrais Hygrine

Alcaloides tropaniques Atropine
Cocaine
Hyoscyamine
Scopolamine/
hyoscine

Alcaloides pyrrolizidiniques Acetyllycopsamine
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Type précurseur groupe d alcaloide

L-lysine Alcaloides piperdiniques

Alcaloides quinolizidiniques

Alcaloides indolizidiniques

L-tyrosine Aminoalcaloides

phénylethyliques

Alcaloides tetraiso-

quinoléiques simples

exemple

Acetyl-intermedine
Europine
Homospermidine
Ilamine
Indicine-N-oxide
Meteloidine

Retronecine

Anaferine
Lobelanine
Lobeline
N-methyl
pelletierine
Pelletierine
Piperidine
Piperine
Pseudopelletierine
Sedamine

Cytisine
Lupanine

Sparteine

Castanospermine

Swansonine

Adrenaline
Dopamine
Noradrealine

Tyramine

Codéine

Morphine
Norcoclaurine
Papavérine
Tetrandrine
Thébaine
Tubocurarine

-
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Type

précurseur

L-tyrosine et

L-phénelalanine

L-tryptophane

groupe d’ alcaloide

Alcaloides

phénethylisoquinol éiques

Alcaloides indoliques

Alcaloides quinoléiques

Alcaloides pyrroloindoliques

exemple

Floramultine
Gaanthamine
Galanthine
Haemanthamine
Lycorine
Lycorenine
Maritidine
Oxomaritidine
Vittatine

Arundacine
Arundamine
Psilocin
Serotonin
Tryptamine

Zolmitriptan

Harmine
Secologanin

Ajmalicine

Chloroquinine
Cinchonidine
Quinine

Quinidine
A-yohimbine
Chimonantheine

Chimonantheine
Corynantheine

Corynantheidine

-
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Type précurseur groupe d’ alcaloide exemple

Dihydrocorynantheine

Corynanthine

Alcaoides de I’ ergot Ergobine
Ergotamine
Ergocryptine
L-histidine Alcaloides imidazoliques
Histamine
Pilocarpine
Pilosine
Alcal oides manzaminiques Xestomanzamine
A
Xestomanzamine
B

L-arginine Alcaloides Saxitoxine
marins Tetrodotoxin

Acide Alcaloides Peganine

Anthraniliique quinazoliniques
Alcaloides quinolé ques Acetylfolidine
Acutine
Bucharine
Dictamnine
Dubunidine
fagarine
Acide nicotinique Alcaloides pyridiniques Anabasine

Cassinine

Celapanin

-
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Type précurseur

Proto- L-tyrosine
alcaloides

L-tryptophane

L-ornithine

Pseudo- Acetate
acaloides

Acide pyruvique

Acide ferulique

Géraniol

groupe d acaloide

Alcaloides phénylethyl-

aminique

Alcaloides indolique
terpenoides

Alcaloides

pyrrolizidiniques

Alcaloides piperdiniques

Alcal oides sesquiterpeniques

Alcaloides aromatiques

Alcaloides terpenoidiques

exemple

Evoline

Evonoline

Nicotine

Hordenine

Mescaline

Y ohimbine

Stachydrine

Coniine
Coniceine
Pinidine

Cassinine
Celapanin
Evonine
Evonoline
Evorine
Maymyrsine
Regelidine

Cathine
Cathinone
Ephedrine

Norephedrine

Capsaicin

Aconitine
Actinidine

Atisine

.
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Type précurseur groupe d alcaloide exemple

Gentianine
skytanthine

Saponines stéroides Cholestane
Conessine
Cyclopamine
Jervine
Pregnenolone
Protoveratrine A
Protoveratrine B
Solanidine
Solasodine
Squalamine

Tomatidine

Adénine/ purines Caféine
guanine Théophylline
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|.6.Effet thérapeutique des alcaloides

Les alcaoides sont aujourd hui utilisés dans un nombre important de domaines thérapeutiques a
cause de leurs propriétés pharmacologiques, ils sont utilisés soit a |’ état naturel, aprés avoir subit

des modifications, ou apres une synthese compl ete.

Les applications des a caloides dans différentes pratiques cliniques sont liées al’ activité biologique

de ces composes chez I’homme et les animaux (M cCalley ,2002 ; Stockigt et al ., 2002) :

» Antitumoraux : vincaleucoblastine, vincristine, taxol, camptothecine

» Antalgiques : morphine, codéine

» Spasmolytiques : tubocurarine et papavérine

» Vasodilatateurs : vincamine et ggmalicine

> Emétiques: émétine,

» Antitussifs: codéine

> Antiarythmiques : quinidine et ggmaline

» Antipaludiques: quinine

» Antimicrobiens : Berbérine et sanguinarine

> lls sont également des agents de traitement de lamaladie d’ Alzheimer : galanthamine

=
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|.6.1.L es alcaloides comme médicaments

Voici quelgues exemples des médicaments commercialises a base d alcal oides (Aniszewski
,2007) :

X/
o

X/
L X4

Aconitysat (aconitinge).

Rauwopur (gimaline).

Atropinol (atropine).

Buscopan (hyoscine).

Bella sanol (hyoscyamine).

Anticholium et Pilo-Eserin (ésérine).

Nivalina (galanthamine) utilisé dans le traitement de lamaladie d’ Alzheimer.

Nicorette et Nicoderm (nicotine).

Stopsmoke et Lobatox (lobéline).

Tubarine et Jexin (tubocurarine) utilisé dans les interventions chirurgicales comme

relaxants des muscl es.

Boldosal et Oxyboldine (boldine).

Codicaps et Codipront (codéine).

Panerg (narcéine).

Morphalgin et Spasmofen (morphine).

Dorex et Endrine (éphédrine) utilisés dans le traitement des symptémes nasals liés au froid
et dans |e traitement de I’ asthme.

Ergostat et Migral (ergotamine) utilisés dans le traitement des migraines.
Ergometron et Syntometrine (ergométrine).
Aphrodyne et Y ohimex (yohimbine).

Periblastine et VVelban (vinblastine) qui sont utilisés dans | e traitement du cancer.
Analgen et Panax(Caféine).
Amorphan et Recatol (cathine).
Atrofed et Seominal (theobromine) utilisés dans le traitement de I’ asthme.
Theochron et Euphyllin (théophylline) utilisés aussi pour le traitement de |’ asthme.
Quinidex et Quinalan (quinidine).

Adaquin et Biquinate (quinine) utilisés dans la prévention et le traitement de lamalaria.
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L’ activité antibactérienne des al cal oides et mécanisme d’ action de la berbérine

I1.1.Généralités sur lesbactéries

I1.1.1. Définition

L es bactéries sont des organi smes microscopiques appartenant au regne des procaryotes qui sont les

étres vivants dont |le matériel genétique n’ est pas entouré par une enveloppe et qui par conséquent

sont dépourvus d'un vrai hoyau, les procaryotes sont divisés en deux groupes : les eubactéries ou

« vrais bactéries » et |es archéobactéries (Halary ,2009).

I1.1.2.Structure dela cellule bactérienne

La bactérie est constituée d’ éléments constants qui sont des structures présentes normalement en

permanence et chez toutes les espéces, et d @éments inconstants exprimés lors de certaines

conditions de I’ environnement bactérien, ou qui sont caractéristiques de certaines espéces (Zézérov,

2002).
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Figure 7 : Structure de la cellule bactérienne. Les éléments constants sont représentés par une croix

(Lowrie et wells,2010).
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[1.1.2.1.Leséémentsinconstants

1.1.2.1.1.La capsule

La capsule est un élément de certaines cellules bactériennes située al’ extérieur delaparoi. Elle
est constituée chimiguement souvent de polyholosides chez les Gram négatives et de polypeptides
chez les Gram positives. La capsule permet ala bactérie de résister alaphagocytose, la protége
contre |e desséchement, contre certains virus infectieux, et permet alabactérie de résister a certains
produits toxiques comme les détergents (Poly ,2005).

[1.1.2.1.2.Lesflagelles et cils

Ce sont des éléments protéiques (flagelline) déterminants dans la mobilité cellulaire de la bactérie,

et dansle phénomene de chimiotactisme (Parenchych et al ., 1988).
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[1.1.2.1.3.Pili ou fimbriae
Ce sont des appendices filiformes différents des flagelles et cils, fréquents chez les Gram négatives
et rares chez les Gram positives. Constitués de la proténe pilline, ils sont divisés en deux types :
e LesPiliscommuns qui assurent I’ adhésion des bactéries Gram négatives aux cellules
eucaryotes
e Lespilissexuesimpliqués dans le transfert du matériel héréditaire entre deux bactéries
(Sauer et al ,1993).

[1.1.2.1.4.Les spores

Certaines bactéries en conditions défavorables telles que le manque d aliment ou le desséchement
se transforment en formes plus petites, en repos dont le métabolisme se ralentit de fagon tres
importante (Zézérov ,2002).

[1.1.2.2.L es éléments constants

[1.1.2.2.1.Laparoi

Laparoi des bactéries Gram positives est presque exclusivement constituée de peptidoglycane,
auquel sont associés des polymeres d’ acide teichoique. La paroi des bactéries Gram négatives est
plus complexe : le peptidoglycane, réduit a une fine couche, est entoure par deux membranes. La
membrane interne comporte majoritairement des phospholipides alors que la membrane externe
présente une structure asymeétrique, avec une face interne constituée de phospholipides et une face
externe, caractérisee par la présence du lipopolysaccharide (LPS) .Le LPS représente 75% de la
surface totale de la membrane externe et établit des interactions spécifiques avec des protéines
membranaires, telles que les porines. Le LPS est constitué de trois domaines structuraux,
comprenant lelipide A, qui assure son ancrage a la membrane externe, un oligosaccharide central et
I”antigene O, formé de plusieurs unités oligosaccharidiques. Son caractére hydrophile rend la
membrane externe des bactéries Gram négatives imperméable a la plupart des macromol écules
hydrophobes (Cronan et al., 1987).
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Figure 9 : Structure de laparoi des bactéries Gram positives et Gram négatives (Pugsley, 1993).

11.1.2.2.2.La membrane cytoplasmique

Elle est constituée de phospholipides et de protéine, son réle est |es échanges de matieres avec le
milieu extérieur (transport) et la fixation des enzymes de respiration ou photosynthétiques (L owrie
et wells,2010).

11.1.2.2.3.Lecytoplasme

Solution de sels minéraux et de composés solubles de nature lipoprotéiques, de nucléoprotéines et
delipides, il est constitué de ribosomes et les acides ribonuclé ques qui leurs sont associés, le
matériel héréditaire (ADN,plasmides) ,et de substances de réserve (amidon) (Marieet al ., 2011).
[1.1.3.Lesantibiotiques

[1.1.3.1.Définition et modes d’ action

Se sont des molécules chimiques d’ origine naturelle (bactéries, végétaux, champignons et
animaux), synthétique ou semi-synthétique pouvant avoir un effet bactériostatique ou bactéricide.
Leurs action étant spécifiquement dirigée contre des microorganismes, ils ne sont pas toxiques pour
les cellules eucaryotes. Lapénicilline est le premier antibiotique aavoir été découvert en 1929 par

Flemming a partir du champignon Penicillium notatum.
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Les antibiotiques peuvent avoir des effets sur un nombre limité de souches ou au contraire agir sur
de nombreuse espéces ce qui définit le spectre d’ action, ayant dans les deux cas différentes cibles
dans la cellule bactérienne (paroi, membrane, acides nucléiques, synthése protéique, métabolisme
bactérien,...). Labactérie résiste al’ antibiotique par différents mécanismes appartenant ala
résistance naturelle ou acquise (pompes a efflux, modification de la cible, hydrolyse enzymatique,
modification de la perméabilité membranaire,...ect). (Guinoiseau, 2010).

Pheénylpropanoftes Ammoglycosides | | pLactames de 2éme eénération
Chlorarnphénicol Sireptomycing Céphalospories
1946 [046-1950 1042
. Maerolies Sttcpfogramines Lipopeptides
Sulfamidzs Erythromycine | jf  Synercide Daptomycin
1936 1952 1962-1999 2003

Quinolonzs Oxazolidinones
B-Lactames de Tére pénération Acide nalidixique Linézolide
Pénicilline 19601962 1979-2000
1929-194]
Tétracyclings Glycopeptide B-Lactames dz 33me eénération
%43 v o Carbapénémes
1926-1973 1076.1085

Figure 10: Découverte et premiéres utilisations cliniques des principaux antibiotiques naturels
(Orange), et synthétiques (Bleu) (Singh et Barrett ,2006).
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Tableau Il : Lesdifférentes familles d’ antibiotiques : origines, structure, et mécanisme d’ action
(Guinoiseau ,2010).

- vt Structures chimiques
Classe Origine Mode d’action Exemple (Singh et Barrett, 2006)
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[1.1.3.2.La concentration minimale inhibitrices et bactéricide

La concentration minimale inhibitrice (C.M.I) est la plus faible concentration de |’ agent
antibactérien qui inhibe toute croissance bactérienne visible apres 24h d'incubation dans un milieu
de croissance spécifique, et la concentration minimale bactéricide (C.M.B) est laplusfaible
concentration de |’ agent antibactérien qui tue 99,99% de la population bactérienne apres 24h
d incubation dans un milieu de croissance spécifique. Si | rapport C.M.B/C.M.| est inferieur a2

I’ antibiotique est dit «bactéricide », et sl il est supérieur a2, I’ antibiotique est dit
« bactériostatique ». L’ administration d’ un antibiotique « bactériostatique » suffit généralement
pour arréter un processus infectieux, le systéme immunitaire de I’ héte se chargeant d’ éliminer les
bactéries restantes mais chez des sujets immunodéprimés, le recours a des antibiotiques
bactéricides est indispensable (Andrews ,2001).

[1.1.3.3.Larésistance bactérienne

[1.1.3.3.1.Larésistance naturelle
On parle de résistance naturelle guand toutes les souches d’ une méme espéce sont résistantes a
I”antibiotique. Les bactéries du genre Mycoplasma sp illustrent bien cette résistance : Le composant
principal delaparoi des bactéries est |e peptidoglycane, un réseau tridimensionne d’ acides aminés
et de chaines polysaccharidiques, constituées de N-acétylglucosamine (NAG) et d’ acide N-
acétylmuramique (NAM). Dépourvus de cet élément constitutif, les mycoplasmes présentent une
résistance aux B-lactames, dont le mode d’ action consiste en |’ inhibition de la synthése du
peptidoglycane (Normak et Nor mak, 2002).

[1.1.3.3.2.Larésistance acquise
On parle de résistance acquise lorsgue seul es quel ques souches d’ une espéece bactérienne
normalement sensible a un antibiotique deviennent résistantes vis-a-vis de ce dernier. Cette
résistance peut étre acquise par mutation ou par transfert de genes. La résistance acquise par
mutation est aussi qualifiée de résistance chromosomique. Latransmission d’ € éments génétiques
mobiles comme les plasmides, favorise également I’ acquisition des résistances par les bactéries elle
peut s effectuer par transduction, conjugaison ou transformation (L evy et Marshall, 2004).
11.1.3.3.3.Les mécanismes derésistance

L a bactérie possede des mécanismes de résistance aux antibiotiques lui permettant ainsi de se
protéger. La diminution de la concentration cellulaire de I’ antibiotique peut se faire soit par
diminution de la perméabilité de la membrane bactérienne a |’ antibiotique, ou par le systéme
d efflux bactérien dans le cas de la pénétration de I’ antibiotique. La diminution de la concentration
del’antibiotique sefait grace ades caractéristiques de |la membrane bactérienne comme le

caractere hydrophile du lipoplysaccharide qui permet aux bactéries Gram négatives d’ étre
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imperméable ala plupart des macromol écules hydrophobes .Cette diminution peut étre également
directement liée aune diminution de I’ expression des génes codants pour |es porines, ou ades
modification de lataille et de la sélectivité de ces dernieres (Cronan et al ., 1987).

Un autre mécanisme de |a résistance bactérienne aux antibiotiques consiste en ladégradation et la
modification enzymatique de |” antibiotique visant al’ inactivation de |’ antibiotique par hydrolyse,
ou par gjout de groupements chimiques (Wright, 2005).

Les bactéries peuvent aussi résister aux antibiotiques par |’ atération des cibles visées commeles
mutations au niveau des genes codants pour I’ ADN gyrase, et I’ ARN polymérase, enzymes ciblées
par les fluoroquinolones et larifampicine, observées chez Helicobacter pylori et Mycobacterium
tuberculosis (Willmott et Maxwell, 1993).

[1.2. Les études effectuées sur I’ activité antibactérienne des alcaloides

L’ activité antibactérienne des al cal oides a été étudie de fagon extensive durant la période 1940-
1980 ; Durant cette période prés de 70 études ont permis de mettre en évidences plus de 50
stéroides, plus de 100 alcaloides quinolizidiniques, et prés de 90 alcaloides indoliques a effet
antibactérien. C'est vraisemblablement |’ études de Fontaine et al., (1948) qui a démontrée pour la
premiere fois |’ effet antibactérien d'un alcaloide :latomatine présent chez le genre botanique
Lycopersicon.

Les différentes études de I’ effet antibactérien des al caloides ont démontrés que ces derniers agissent
sur les bactéries Gram positives et Gram négatives, dans les années 1990 |es alcal oides |es mieux
étudiés du point de vue de I’ effet antibactérien sont la berbérine et la sanguinarine (L eitao Da-
Cunha et al., 2001 ; Conserva et al., 2005).

<]
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Figure 11: Concentrations minimales inhibitrices (C.M.I) de quelques a caloides vis-a-vis de
Saphylococcus aureus une bactérie Gram+, et Klebsiella pneumoniae une bactérie Gram- (Faizi et
al., 2003).

[1.3.Mécanismed’action desalcaloidessur lesbactéries

Bien que I’ effet antibactérien des al cal oides a éé confirmé par de nombreux travaux, les
mécanismes de leurs actions n’ a pas eu le méme sort a cause du nombre réduit de travaux menés
dans la magjorité des cas sauf quel ques exceptions comme la sanguinarine (Figure 12) qui agite sur
les bactéries en inhibant la proténe de division bactérienne FtsZ et qui selieal’ ADN bactérien
empéchant latranscription del’ ARN et laduplication del’ ADN (Beuria et al .,2005 ; Giri et
Kumar , 2010),et lacoraline (Figure 13) selieal’ ADN bactérien et empéche aussi la duplication
del’ADN et latranscription deI’ARN (Taira et al., 1994 ; Giri et Kumar , 2010 ; Maiti et
Kumar 2010). D’ autres alcaloides semblent cibler des enzymes bactériennes : La palmatine est un
inhibiteur de lareverse transcriptase ,la papavérine est un inhibiteur de la malate et de la lactate
déshydrogénase ,|a coptisine est un inhibiteur de la monoamine oxydase, la chelidonine,et
chelerythrine inhibent lalipase (Kap et Withely ,1991 ; Gudima et al .,1994 ; Gripp et al

.,1999 ;Ro et al .,2001).
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Figure 12 : Structure chimigue de la sanguinarine (Giri et Kumar ,2010).

Figure 13 : Structure chimique de la coraline (Maiti et Kumar, 2010).

II.4.Laberbérine

La berbérine est I’ un des alcal oides a effet antibactérien dont le mécanisme d’ action est le plus
connu, elle aété choisie donc dans cetravail pour I’ é&ude des mécanismes d’ actions des alcaloides
contre les bactéries d’ autant plus que la grande diversité des acaloides, rend difficile d’ étudier tout
les mécanismes de leurs effet antibactérien.

La berbérine est un alcaloide isoquinoléique avec une longue histoire dans la médecine chinoise et
nord américaine, il est présent essentiellement chez les espéces botaniques : Hydrastis canadensis,
Coptis chinensis, Berberis aquifolium ,Berberisvulgaris, et Berberis aristata .Elle peut se
rencontrer au niveau des racines, rhizomes, et dans |’ écorce des tiges (Stermitz et al .,2000). Les

figures 14,15 ,16 et 17 sont quelques exemples de plantes contenant |a berbérine.

Xl
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Figure 16: Photo de Berberis repens (Stermitz et al., 2000).
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Figure 17: Photo de Berberis aquifolia (Stermitz et al., 2000).

[1.4.1.Propriétés physico-chimiques de la berbérine

» Lesstructures chimique et tridimensionnelle :

Figure 18: Structure chimique de la berbérine (Sack et Froehlich ,1982).

Figure 19 : Structure tridimensionnelle de laberbérine (Marta et al., 2011).
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» Formule chimique: CyHisOsN

= Appelation chimique : 7, 8, 13,13a-tetradehydro-9,10-dimethoxy-2,3-methyl enedioxy —
berberinium.

=  Couleur : Jaune.

= Solubilité : Eau.

= Poids moléculaire : 336,36.

= Point defusion : 210°C.
(Maiti et kumar ,2010).

[1.4.2.L" activité antibactérienne de la berbérine

La berbérine agit sur des bactéries Gram positives et Gram négatives. Une concentration de 2
mg/ml est nécessaire ala berbérine pour inhiber toute croissance de Escherichia coli ,elle agit aussi
sur d’ autres bactéries comme : Staphylococcus aureus avec une C.M.lI de 0,1 mg/ml , Bacillus
subtilis avec une C.M.l de 0,2 mg/ml , Proteus vulgaris avec une C.M.l de 1 mg/ml , Salmonella
typhimurium avec une C.M.I de 2 mg/ml , et sur Pseudomonos aeruginasa avec une C.M.l de 2
mg/ml (JIN JL et al ., 2010).

I1.4.3.Mécanisme del’action antibactérienne dela berbérine

La berbérine exerce son action antibactérienne & plusieurs nivaux : 1)-L’inhibition de laréplication
del’ ADN et delatranscription del’ ARN, 2)- L’inhibition delaprotéine FTsZ, 3)- Inhibition et/ou
influence d’ enzymes bactériennes, 4)-déstabilisation des échanges ioniques ,et 5)-inhibition de

I” adhérence bactérienne aux cellules eucaryotes (Sun et al .,1988 ; Domadia et al .,

2008 ; Boberek et al .,2010; Jin JL et al., 2010).

11.4.3.1.Inhibition de laréplication del’ADN et delatranscription del’ARN

La berbérine possede |a capacité de se lier aux acides nucléiques bactériens. Laliaison sefait par
intercalation entre deux paires de bases et d’une fagon non spécifique (Yamagishi, 1967 ; Park et
al., 2004 ; Jin JL et al.,2010).

La figure 20 montre les cinétiques de liaison de |a berbérine aux acides nucléiques de Bacillus
subtilis obtenues par Jin JL et ces collaborateurs en 2010, et lafigure 21 montre la liaison de la

berbérine a une séquence de I’ ADN bactérien en 3D.

<
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Figure 20: Lescinétiques de liaison de laberbérinea I’ ADN (courbe B), et al’ ARN (courbe A) de
Bacillus subtilis (Jin JL et al ., 2010).

Berbérine

Berbérin

Figure 21 : Structure tridimensionnel du complexe ADN-berbérine (Marta et al., 2011).
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La capacité de la berbérine ainhiber la duplication de I’ ADN et latranscription del’ ARN est due a
I"inhibition de I’ ADN gyrase et de I’ ARN polymérase. La berbérine peut également causer des
modifications et/ou des déformations dans la structure des acides nucléiques (Jin JL et al., 2010 ;
Maiti et Kumar ,2010).

[1.4.3.2.Inhibition de la protéine FTsZ

Laprotéine FTsZ (Figure 22) est I'éément clé de la division bactérienne, elle est I’homologue de la
tubuline chez les eucaryotes, et elle aune activité GTPase. FTsZ est une protéine de poids

mol éculaire 44 000 présente chez |es eubactéries et |es archaebactéries et qui polymérise sous forme
de filaments (Figure 23) en présence du GTP et desions Mg** pour former I’ anneau Z au milieu de
lacellule bactérienne (Figure 24), lui permettant ainsi de sediviser (Kumar et al., 2011 ;Zhiru et
al., 2011).

Figure 22: Lastructure tridimensionnelle de la protéine FTsZ (Kumar et al ., 2011).
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Figure 23: La polymérisation de FTsZ. Les fleches indiquent les protofilaments de la protéine
(Domadia et al ., 2008).

Figure 24: cellule bactérienne en cours de division : I'anneau Z apparait brillant au centre de la
cellule (Zhiru et al ., 2011).

L’ action inhibitrice de la berbérine sur FTSZ s exerce par un contact physique direct entre les deux
molécules (Figure 25), la berbérine se lie au voisinage du site de liaison du GTP de la protéine
(Figure26), le contact de la berbérine avec les acides aminés localisés dans |e voisinage du site de
liaison du GTP (Figure 27), entraine des modifications structurales dans ce dernier, cequi a
comme conséquences I'inhibition de I’ activité GTPase de FTsZ et de sa polymérisation (Figure
29), et le blocage toute division bactérienne aprés désorganisation del’anneau Z (Kumar et al.,
2011).
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Figure 25: Structure tridimensionnel delaliaison entre laberbérine et FTsZ (Domadia et al .,
2008).

Figure 26: La berbérine liée au voisinage du site de liaison du GTP dans la protéine FTsZ
(Domadia et al., 2008).
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His23

Figure 27: le site actif de laberbérine dans la protéine FTsZ (au voisinage du site de liaison du
GTP) (Domadia et al., 2008).

GIn7Ss

Figure 28: Lesite actif delaprotéine FTsZ (Lowe et Linda ,1998).
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Figure 29: Inhibition de la polymérisation de FTsZ de Escherichia coli par 1a berbérine (Domadia
et al., 2008).

[1.4.3.3.Inhibition d’enzymes bactériennes

La berbérine influence et/ou inhibe I’ activité de certaines enzymes bactériennes ayant un role
indispensable dans | es fonctions de |a cellule bactérienne comme I’ inhibition de lareverse
transcriptase (Gudima et al.,1994), lamalate et de la lactate déshydrogénase (Kap et whithely
,1991), la lipase (Gripa et al.,1999), lamonoamine oxydase (Ro et al.,2001), et |atélomerase
(Sriwilaijareon et al.,2002) .L’ effet inhibiteur et/ou déstabilisateur de la berbérine vis-a-vis de ces
enzymes peut s expliquer soit génétiquement par I’'inhibition de I’ ADN ou de I’ ARN codants pour
ces enzymes ,ou par une inhibition de leurs fonctions par contact direct (Jin JL et al.,2010).
11.4.3.4.Déstabilisation des échangesioniques

En 2010 Jin JL et ses collaborateurs ont démontrés une augmentation anormale de la quantité des
ionsK* et Ca®" relachée par Escherichia coli traitée par la berbérine (Figure 31) ; les changements
morphologiques delasurface cellulaire de laméme bactérie traitée par la berbérine (Figure 30-D),
peut expliquer cette déstabilisation qui peut étre due ades modifications de surface cellulaire et

par conségquent perturbations des canaux et des voies permettant |es échanges de cesions.

.
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Figure 30: Photos de Escherichia coli non traitée par la berbérine (E), et traitée par la berbérine
(D) (Jin JL et al., 2010).
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Figure 31: Concentration de k* et de Ca " relachés par Escherichia coli traitée ou non par la
berbérine (Jin JL et al., 2010).
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[1.4.3.5.Inhibition de I’adhérence bactérienne aux cellules eucaryotes
En 1988 deux études effectuées par Sun et ses collaborateurs ont démontrées que la berbérine
bloque I’ adhésion de Escherichia coli aux cellules épithéliaes (tableau I11), et de Streptococcus

pyogenes aux cellules épithéliales, al’ hexadécane et alafibronectine (Figure 32).

Tableau |11 : Influence de la berbérine sur I’ adhérence de Escherichia coli aux cellules épithéliales
(Sun et al., 1988).
Berbérine (ug/ml) Perte de I’ adhérence (%)
0 0
50 41+0,7
100 76+£1,5
200 86+3,1
300 90+2,6

Adhérence (%)

100

Epilthelial Iimmobilized Hexadecane
Cells L Fibronectin .

u'l"i'i"l L b L ] T T r 1

0 5§ 10 15 20 0 51.!:I 1'5 20 0 5 10 15 20
Berbérine (ug/ml).
Figure 32: Influence de la berbérine sur I’ adhérence de streptococcus pyogenes aux cellules
épithdiaes, fibronectine et al’ hexadecane (Sun et al., 1988).

.



Chapitre 11 L’ activité antibactérienne des al cal oides et mécanisme d’ action de la berbérine

Sun € al ont prouvés que le blocage de I’ adhésion de Escherichia coli aux cellules épithéliaes est
due al’inhibition de I’ expression des pilis qui assurent |’ adhésion des bactéries aux cellules

notamment de type eucaryotes (Figure 33).

Figure 33: Influence de la berbérine dans I’ expression des pilis de Escherichia coli. (A) :E.coli

non traitée par la berbérine. (B) : E.coli traitée par la berbérine (Sun et al., 1988).

Pour le mode de I'inhibition de I’adhérence de Streptococcus pyogenes aux cellules épithéliales,
fibronectine et a I’hexadécane , Sun et al ont prouvés que c'est due a I'inhibition de I'acide

lipotechoique (Figure 34) qui est lamolécule majeure de I’ adhérence de la bactérie étudiée.




Chapitre Il L’ activité antibactérienne des al cal oides et mécanisme d’ action de la berbérine

X0 H
X0 H OH
0
\ o
P
OH_-OH | o —0" |
-~ 0
__D-"'P
HO'| o \
0
dn
OH. o
0
}Lo Ho | O
R
0
0
3
R

Figure 34: Lastructure chimique de I’ acide lipotechoique. (R) : Ci6Hs4, (X) : H, glucosamine, ou

D-Alanine, (n) : environ 22 unités de snglycérol-1-phosphate (Morath et al ., 2002).

I1.4.4.Lapotentialisation de |’ activité antibactérienne delaberbérine

[1.4.4.1.Lesystemed’ efflux bactérien

Le systeme d’ efflux bactérien est un mécanisme de défense majeur contre les antibiotiques. 1l est
composeé de deux types de pompes a efflux qui sont des transporteurs membranaires : les

« trangporteurs drogue-spécifiques » impliqués dans la résistance contre une seule classe

d’ antibiotiques comme les pompes Tet qui effluent exclusivement les tétracyclines ou les pompes
Mef spécifiques des macrolides, et les pompes MDR(Multi Drug Resistance pumps) qui ciblent

I’ exportation de différentes mol écul es antibactériennes et contribuent ainsi al’ émergence de
bactéries « multi-résistantes ».

Les pompes protéiques localisées ala surface de la bactérie exportent |’ antibiotique et le maintient
a des concentrations sub-toxiques. Chez les bactéries Gram négatives, les systémes d’ efflux sont
des compl exes protéiques constitués d’ une pompe membranaire, d’ une protéine périplasmique de

jonction ( MFP :Membrane Fusion Protein), et d’ une porine enchéssée dans la membrane externe
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(OMP : Outer Membrane protein).Chez les bactéries Gram positives, le systéme d’ efflux n’est
constitué que de la pompe.

Les pompes a efflux sont divisées en cing familles : MFS (Mgjor Facilitator Superfamily), SMR
(Small Multidrug Resistance), RND (Resistance-Nodulation cell Division), MATE et ABC. Les
pompes MFS,SMR,et RND utilisent I’ énergie fournie par un gradient de protons pour fonctionner,
les pompes MATE utilisent un gradient de sodium tandis que les pompes ABC utilisent I’ énergie
libérée par I’ hydrolyse de I’ ATP (Guinoiseau ,2010).

Drogue
""" Membrane
TolC externe
AcrA e
Droge < ~H DR -1 DR gt - i
NorA EmrE NorM LmrA f "::::I:lme
Drogue H* Drogue H*Drogue Na' . & Drorue Drogse )y CTtoplasme
T ATP ADP4P,
MFS SMR MATE RND ABC

Figure 35: Les principales pompes bactériennes d’ efflux et leurs fonctionnement. (Kumar et
Schweizer ,2005).
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Figure 36: Structures tridimensionnelles de quel ques pompes d’ efflux bactériennes (Li et Nikaido

2010).
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[1.4.4.2.Laberbérineet lesinhibiteurs des pompes a efflux

La berbérine est connu comme étant un substrat des pompes a efflux bactérien comme NorA.
L’action de laberbérine se trouve considérablement diminuée a cause du systeme d’ efflux
bactérien qui maintient I’ al caloide a des concentrations ne lui permettant pas d’ exercer un effet
antibactérien efficace. La potentialisation de |’ activité antibactérienne de la berbérine peut se faire
soit naturellement, soit artificiellement gréce a des inhibiteurs des pompes a efflux présentsal’ état
naturel dans la plante pour le premier cas ,ou couplés artificiellement ala berbérine par liaison
chimique pour le deuxieme cas ( Lomovskata et Watkins,2001).

La potentialisation naturelle de I’ activité antibactérienne de la berbérine chez les plantes Berberis
sp se produit gréace la synthese d’un composé chimique appeéla« 5 -MHC » (5'-
méthoxyhydnocarpine » qui est une flavonoligane inhibitrice des pompes bactériennes d’ efflux
ains I’ activité antibactérienne de la berbérine est augmentée d’ un facteur de 16 en présence de la
5'-MHC contre Saphylococcus aureus .D’ autres flavonoliganes comme la phéophorbide a extraite
des plantes Berberis sp, ou lasilybineisolée de Sylibum marianum interagissent de fagon similaire

avec la berbérine (Guinoiseau ,2010).

Figure 37: Structure chimique dela5 -MHC (Stermitz et al ., 2000).

.
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Figure 38: Structures chimiques de la phéophorbide a (a), et delasylbine (b) (Stavri et al ., 2007).
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Figure 39: Action synergique de la berbérine avec a5 -MHC (Stermitz et al., 2000).
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L’ hybride SS14 une molécule obtenue par voie de synthése, illustre la potentialisation artificielle de
I’ activité antibactérienne de la berbérine. SS14 est obtenu par hybridation de la berbérine avec le
compose INFss (5-Nitro-2-Phenylindol€), un inhibiteur des MDR (Anthony et al., 2006) .

D;_-Hm — —
R % c
|ﬁj__ »

Figure 40: Structure chimique du 5-Nitro-2-Phenylindole (Anthony et al ., 2006).

Figure 41: Lastructure chimique de I’ hybride SS14 (Anthony et al., 2006).

¢
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Figure 42: Structure tridimensionnelle de | hybride SS14 (Tomkiewicz et al., 2010).

L’ efficacité de I hybride SS14 est démontrée contre Staphylococcus aureus avec une C.M.l de 9,4
MM contre 12,5 et 325 UM respectivement pour e mélange berbérine-INFss et la berbérine seule
(Tableau IV).

Tableau IV : Concentrations minimales inhibitrices de la berbérine seule et avec INFs5, et de

I” hybride SS14 vis-a-vis de Staphylococcus aureus (Tomkiewicz et al., 2010).

Berbérine Berbérine+ INFss SS14

CM.I (uM) 325 125 9.5

«» C.M.Il : Concentration minimale inhibitrice.

42
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Conclusion et perspectives

Les alcaloides ont été choisis dans ce travail comme modé e d’ étude de nouveaux agents
antibactériens a cause de |’ existence des plantes a alcal oides de fagon abondante dans larégion de
Bejaia, leurs longue histoire dans la médecine, et a cause du nombre important de travaux
scientifiques entrain d’ étre menés sur |’ effet antibactérien de ces molécules.

Cetravail s est basé sur I’ analyse des données de lalittérature sur I’ effet antibactérien des
alcaloides dans |e but de faire une synthese permettant I’ é&ude des potentialités de nouveaux
antibiotiques susceptibles d’ étre plus efficaces vis-a-vis des bactéries que ceux utilisés de fagon

large dans la lutte contre |es microorganismes pathogenes jusqu’ a maintenant.

Cette éude nous a permis de constater que lestravaux menées sur I’ activité
antibactérienne des alcal oides ont pu confirmer I’ existence de cet effet ce qui a constitués une base
importante de données permettant I’ étude de la sensibilité des bactéries vis-a-vis de ces molécul es.
Cesrecherches ont démontrées effectivement que les acaloides sont actifs sur de nombreux germes

auss bien Gram+ que Gram — ,ce qui peut rendre leurs utilisation comme antibiotiques possible.

Pour les mécanismes d’ action des al cal oides contre |les bactéries, |a berbérine a été choisie
comme modéle car ¢’ est I’ un des alcal oides a effet antibactérien dont le mécanisme d’ action est le
plus connu et a cause de nombreux travaux effectués sur ces mécanismes qui N’ ont par contre pas

été nombreux et élargis aussi bien sur un nombre important de bactéries que d' alcaloides.

Les mécanismes d’ action de la berbérine contre les bactériesincluent I’inhibition de la
duplication de I’ ADN et de latranscription de I’ ARN, influence et/ou inhibition de certaines
enzymes bactériennes , déstabilisation des échanges ioniques (K* et Ca®") ,inhibition de la protéine

FTsZ, et blocage de I’ adhérence bactérienne aux cellules eucaryotes .

Cetravail bien que incomplet peut donner une idée des éudes effectuées sur I’ effet
antibactérien des al caloides de ce fait les perspectives sont :

-D’ effectuer des études sur I’ effet antibactérien d’ un nombre importants d' alcaloides et sur
plusi eures souches bactériennes.

-De mener des étudesin vivo de cette activité et de répertorier les plantes localisées danslarégion
de Begaia possédant des alcaloides a effet antibactérien en vue de leurs utilisations comme

antibiotiques.

Detelles éudes sont envisagées au niveau de notre laboratoire.

.
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