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Résumé 
 

Le présent travail est une contribution à la recherche et à l’évaluation d’activités 
antidiabétiques de la graine et le pulpe de Citrullus colocynthis, plante médicinale 
locale utilisée pour traiter diverses pathologies, dont le diabète de type 2. Jusqu'à 
présent, ses effets antidiabétiques ont été attribués à son amélioration de la 
sécrétion d'insuline pancréatique. L’objectif de ces travaux de thèse est de 
rechercher et d’évaluer l’effet antidiabétique d’extraits de coloquinte sur deux 
cibles thérapeutiques, un transporteur de glucose : GLUT4 et une enzyme : l'α-
amylase. En parallèle nous avons réalisé une étude comparative des effets 
biologiques et de la composition chimique de différents extraits de pulpe et de 
graine de Citrullus colocynthis. 

Nos travaux ont révélé que les extraits de coloquinte améliorent de façon aiguë la 
translocation de GLUT4 induite par l'insuline et augmentent de façon significative 
l'absorption du glucose. Nous avons découvert qu’une des fractions de la pulpe 
augmentait la translocation de GLUT4 sans changer la dose demi-maximale 
d'insuline ni changer la cinétique de translocation de GLUT4. Sur le plan 
moléculaire, l’extrait de pulpe s'est révélé augmenter la phosphorylation de la 
Protéine Kinase B PKB induite par l'insuline sans modifier la phosphorylation du 
récepteur d'insuline. L’évaluation de l’effet hémolytique ainsi que les tests de 
viabilité cellulaire sur les adipocytes ont montré que les fractions actives n'étaient 
pas toxiques pour les cellules, de plus, elles présentaient même un effet protecteur. 
L’évaluation de l'inhibition de l'α-amylase a démontré que les extraits de pulpe et 
de graine de Citrullus colocynthis confirment la présence d’une activité inhibitrice. 
Enfin, nous avons déterminé les profils phytochimiques de nos extraits d’intérêt par 
LC-MS et identifié plusieurs composés qui constituaient 87% de l'extrait. La 
combinaison de plusieurs méthodes d’analyses chimiques, spectroscopiques et 
chromatographiques nous a permis d’évaluer qualitativement et quantitativement 
les biomolécules dans les extraits de différentes parties de Citrullus colocynthis 
ainsi que la mise en évidence d’une nouvelle molécule susceptible d’être une 
cucurbitacine non décrite encore dans la littérature. 

 

 

Mots clés : Citrullus colocynthis, diabète de type 2, GLUT4, α-amylase, 
cucurbitacines.  
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Summary 

 

The present work is a contribution to the research and evaluation of the anti-diabetic 
activities of Citrullus colocynthis, a local medicinal plant used to treat various 
pathologies, including type 2 diabetes. Until now, its anti-diabetic effects have been 
attributed to its improved pancreatic insulin secretion. The objective of this thesis work 
is to research and evaluate the anti-diabetic effect of extracts of colocynth on two 
therapeutic targets, a glucose transporter: GLUT4 and an enzyme: α-amylase. In 
parallel, we carried out a comparative study of the biological effects and the chemical 
composition of various extracts of pulp and seed of Citrullus colocynthis. 
Our work revealed that colocynth extracts acutely improve insulin-induced GLUT4 
translocation and significantly increase glucose uptake. We have shown that one of 
the pulp fractions increases the translocation of GLUT4 without changing the half-
maximal dose of insulin or changing the kinetics of translocation of GLUT4. 
Molecularly, the pulp extract has been shown to increase insulin-induced 
phosphorylation of Protein Kinase B PKB without altering insulin receptor 
phosphorylation. Evaluation of the hemolytic effect as well as cell viability tests on 
adipocytes showed that the active fractions were not toxic to the cells, moreover, they 
even had a protective effect. Evaluation of α-amylase inhibition showed that extracts 
from the pulp and seed of Citrullus colocynthis confirmed the presence of inhibitory 
activity. Finally, we determined the phytochemical profiles of our extracts of interest by 
LC-MS and identified several compounds that made up 87% of the extract. The 
combination of several chemical, spectroscopic and chromatographic analysis 
methods allowed us to qualitatively and quantitatively assess the biomolecules in the 
extracts of different parts of Citrullus colocynthis as well as the demonstration of a new 
molecule likely to be a cucurbitacin. not yet described in the literature. 
 
 
Keywords: Citrullus colocynthis, type 2 diabetes, GLUT4, α-amylase, cucurbitacins. 

  



 

iii 
 

 
 

 ملخص

 

 

 

 

 
 



 

iv 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

« J’ai appris que la voie du progrès n’était ni rapide ni facile. » 
 

Marie Curie 
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ix 
 

4.6.3. ACTIVITE ANTITUMORALE ...................................................................................................... - 54 - 
4.6.4. ACTIVITE ANTIPARASITAIRE ET INSECTICIDE ............................................................................... - 54 - 

CHAPITRE 2 PREPARATION DU PANEL D’EXTRAITS DE CITRULLUS COLOCYNTHIS . - 
58 - 

I. MATERIEL ET METHODE ............................................................................................................... - 59 - 
1. EXTRACTIONS ........................................................................................................................... - 59 - 
1.1. RECOLTE ET PREPARATION DE LA MATIERE VEGETALE ..................................................................... - 59 - 
1.2. LES EXTRAITS BRUTS ................................................................................................................ - 59 - 
1.2.1. LA GRAINE .......................................................................................................................... - 60 - 
1.2.2. LA PULPE............................................................................................................................ - 60 - 
1.3. LES FRACTIONS DES EXTRAITS BRUTS ........................................................................................... - 60 - 
II. BILAN DES EXTRAITS OBTENUS...................................................................................................... - 61 - 

CHAPITRE 3 EFFET DES EXTRAITS DE CITRULLUS COLOCYNTHIS SUR LA 
TRANSLOCATION GLUT4 INDUITE PAR L’INSULINE : ARTICLE PUBLIE.................... - 64 - 

CHAPITRE 4 EFFET INHIBITEUR DES EXTRAITS DE CITRULLUS COLOCYNTHIS SUR 

L'ACTIVITE DE L'ALPHA-AMYLASE..................................................................................... - 79 - 

I. INTRODUCTION .......................................................................................................................... - 80 - 
II. MATERIEL ET METHODE .............................................................................................................. - 81 - 
III. RESULTATS ET DISCUSSION ......................................................................................................... - 82 - 
IV. CONCLUSION ........................................................................................................................... - 85 - 

CHAPITRE 5 ÉVALUATION DE L’EFFET HEMOLYTIQUE DES EXTRAITS DE 
CITRULLUS COLOCYNTHIS .................................................................................................. - 87 - 

I. INTRODUCTION .......................................................................................................................... - 88 - 
II. MATERIEL ET METHODE .............................................................................................................. - 89 - 
III. RESULTATS ET DISCUSSION ......................................................................................................... - 89 - 
IV. CONCLUSION ........................................................................................................................... - 92 - 

CHAPITRE 6 ANALYSES PHYTOCHIMIQUES DES EXTRAITS ACETATE D’ETHYLE DE 

GRAINE ET DE PULPE DE CITRULLUS COLOCYNTHIS .................................................. - 93 - 

I. MATERIEL ET METHODES .............................................................................................................. - 94 - 
1. METHODES DE SEPARATION ET D’IDENTIFICATION DES METABOLITES ................................................... - 94 - 
1.1. METHODES CHROMATOGRAPHIQUES D’ANALYSE ET DE SEPARATION ................................................. - 94 - 
1.1.1. CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE (CCM)....................................................................... - 94 - 
1.1.2. CHROMATOGRAPHIE SPE SUR CARTOUCHES DE SILICE C18 .......................................................... - 94 - 
1.1.3. CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE OUVERTE (CC) .................................................................... - 94 - 
1.1.4. CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE SOUS MOYENNE PRESSION (MPLC) ................................................ - 95 - 
1.1.5. HPLC SEMI-PREPARATIVE ...................................................................................................... - 95 - 

file://Users/farahdrissi/Desktop/These%20VF/thèse%20VF.docx%23_Toc90727788
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La thématique de recherche porte sur la valorisation, la recherche et l’évaluation des 
activités biologiques des extraits d’une plante du sud-ouest algérien, la coloquinte 
«Citrullus colocynthis». 

Des enquêtes ethnobotaniques et ethnopharmacologiques ont montré que le fruit et la 
graine de coloquinte sont fréquemment utilisés comme remèdes en médecine 
traditionnelle dans les régions ouest et sud-ouest de l’Algérie contre les 
hyperglycémies (Shi et al. 2014). 

L’échec des traitements pharmaceutiques conventionnels, la forte incidence des effets 
secondaires indésirables qui leur sont associés, le prix élevé des médicaments, les 
ruptures de stock chroniques dans l’approvisionnement et l’insuffisance des 
infrastructures sanitaires en Algérie et dans les pays en voie de développement font 
qu’une large tranche de la population mondiale dépend essentiellement de la 
médecine traditionnelle ou complémentaire pour se soigner. 

Cependant, la complexité chimique de beaucoup de produits naturels fait 
qu’actuellement le développement de la chimie organique s’associe à la chimie des 
produits naturels dans lesquels les techniques d’extraction, séparation, et de 
détermination de la structure et particulièrement de synthèse ont été développées afin 
d’identifier et de purifier les composés biologiquement actifs pour l’usage médicinal. 

Dans la littérature, des résultats de travaux révèlent que des sujets diabétiques traités 
à la coloquinte présentent après traitement une première réponse qui se traduit par 
une diminution de la glycémie et une amélioration de la sensibilité à l’insuline, et à long 
terme une stimulation de la sécrétion d’insuline par les îlots pancréatiques voire même 
une régénération des îlots de Langerhans. La coloquinte aurait également un effet 
préventif contre le diabète et l’obésité (Yazit et al. 2020). 

L’objectif de ces travaux de thèse est de mettre en évidence sur le plan moléculaire le 
mode d’action des extraits de coloquinte afin d’apporter une explication à ces effets 
hypoglycémiants ou plutôt anti-hyperglycémiants observés, car à ce jour la cible 
moléculaire des principes actifs de cette plante reste inconnue. 

La première hypothèse est que l’action de la coloquinte pourrait être dirigée contre 
l’enzyme pancréatique : α-amylase et α-glucosidase intestinales et ce, en inhibant 
leurs activités et par conséquent l’entrée du glucose dans le sang. La seconde 
hypothèse de travail est que la cible pourrait être les transporteurs de glucose 
GLUT4 situés au niveau des tissus périphériques principalement le tissu hépatique, 
musculaire et adipeux. 

La stratégie de recherche de nouvelles substances actives au sein du règne végétal 
met souvent en jeu des enquêtes ethnobotaniques. Nous avons donc exploré́ les 
potentialités biologiques de Citrullus colocynthis. Ainsi, un premier travail de criblage 
(chapitre III et IV) porte sur les effets antidiabétiques acutes de cette plante, 
en analysant son effet sur deux cibles thérapeutiques : GLUT4 et l’ α-amylase, ainsi 
que son effet cytotoxique (chapitre V). 

Au terme de ce criblage, les deux extraits les plus actifs sont retenus pour une étude 
phytochimique approfondie afin de mettre en évidence les molécules potentiellement 
responsables de ces activités anti-hyperglycémiantes (chapitre VI). 
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1. Diabète  

1.1. Prévalence du diabète 

Le diabète sucré est actuellement un problème de santé publique majeur dans le 
monde où son taux prévalence augmente de manière constante. Ainsi, le diabète sucré 
touche actuellement 3,3 millions de personnes en France et environ 387 millions dans 
le monde (Guariguata et al. 2014). Selon l’OMS, plus de 14% de la population en 
Algérie est touchée par le diabète de type 2(“enquete stepwise algerie 2016-2017 : 
meilleure connaissance du profil de sante des algeriens pour les facteurs de risque 
des maladies non transmissibles” n.d.). Les estimations de prévalence en 2035 sont 
de plus de 592 millions de personnes atteintes dans le monde. Une hyperglycémie 
chronique conduit bien souvent à de nombreuses complications qui auront une issue 
fatale dans un grand nombre de cas. De fait, en 2019 (figure 1), une personne meurt 
toutes les 7 secondes du diabète dans le monde, ce qui représente plus de 5 millions 
de morts par an. Le coût de prise en charge des patients diabétiques est très élevé. 
Dans le monde, le cout des dépenses liées au diabète est estimé à 548 milliards d’USD 
en 2013 et 1 dollar sur 9 dépensé en soins de santé l’est pour le diabète. Le diabète 
et notamment ses complications représentent donc un enjeu de santé publique majeur. 
En effet, les dépenses liées à celui-ci pèsent un poids considérable dans l’industrie de 
santé et cette maladie pose un problème socioéconomique non négligeable.  

 

Figure 1. Carte du monde des individus diabétiques en 2014 (D’après Atlas du diabète de la FID) 

 

1.2. Définition 

Le diabète est une maladie métabolique complexe dont les causes sont issues d’une 
interaction entre génétique et environnement, constituant ainsi un ensemble 
hétérogène de désordres métaboliques qui, néanmoins, ont comme caractéristique 
commune de permettre l’installation d’une hyperglycémie chronique. La cellule ß 
répond à de fortes concentrations de glucose dans le sang par  une sécrétion de 
l'insuline, une hormone peptidique qui agit sur d'autres tissus en captant le glucose 
présent dans le sang, par exemple dans le foie cette hormone favorise le stockage 
d'énergie grâce la synthèse du glycogène (Powers and D’Alessio 2017). Dans le 
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diabète, la dérégulation persistante de l'homéostasie du glucose conduit également à 
une variété de complications secondaires, y compris les maladies cardiovasculaires, 
la rétinopathie et la cécité associée, la neuropathie qui peut entraîner des amputations, 
et les maladies rénales conduisant à une insuffisance rénale. 

1.3. Diabète de type 1 

Le diabète de type 1, l’hyperglycémie résulte clairement de l’insulinopénie causée par 
la destruction immunologique des cellules β.  

Le diabète de type 1 est une maladie auto-immune caractérisée par la destruction des 
cellules bêta pancréatiques sécrétrices d’insuline. La destruction de ces cellules a pour 
conséquence une insulinopénie (production insuffisante d’insuline) ce qui entraine une 
hyperglycémie chronique. L’hyperglycémie apparait après disparition de plus de 80% 
des cellules bêta fonctionnelles. Ce type de diabète est dit juvénile, car la maladie 
apparait bien souvent avant 30 ans chez des sujets donc relativement jeunes. Le 
diabète de type 1 survient sur un terrain génétique de prédisposition et plus d’une 
dizaine de gènes ont d’ores et déjà été liés à l’apparition de celui-ci (Bluestone, Herold, 
and Eisenbarth 2010). Comme il n’existe à l’heure actuelle aucun traitement définitif 
du diabète de type 1 (Bluestone et al., 2010), cette maladie nécessite l’injection 
quotidienne d’insuline à vie . Le diabète de type 1 représente environ 10 % des cas de 
diabète observés dans le monde, bien loin derrière le diabète de type 2. L’OMS estime 
à 15 millions le nombre de diabétiques de type 1 dans le monde. De plus, pour des 
raisons liées aux modifications du mode de vie, l’incidence du diabète de type 1 
augmente chaque année de 3 à 4% par an (Patterson et al. 2012). 

 

 

1.4. Diabète de type 2 

Le diabète de type 2 (ou diabète non insulinodépendant, 80 à 90% des cas) qui est 
souvent associé à l'obésité, se produit lorsque la demande d'insuline en raison de la 
persistance de sucre élevé dans le sang dépasse la capacité des cellules ß à produire 
suffisamment d'insuline pour prévenir l'hyperglycémie, les muscles squelettiques, le 
foie et le tissu adipeux blanc deviennent  résistants à l’action de l’insuline, dans le 
diabète de type 2, les tissus périphériques, tels que les graisses et les muscles, aussi 
deviennent résistantes aux effets de l'insuline. Cette forte demande sur les cellules ß 
conduit souvent à un dysfonctionnement des cellules ß, dédifférenciation et la mort 
cellulaire (F. M. Ashcroft and Rorsman 2012a) (Talchai et al. 2012). Le nombre de 
cellules bêta- perdues dans le diabète de type 2 n’est pas précis mais peut approcher 
60% (Butler et al. 2003) (Rahier et al. 2008),alors que les cellules ß restantes sont 
susceptibles d'être en quelque sorte dysfonctionnelles. Par ailleurs, l’adaptation 
compensatrice des cellules ß visant à produire plus d’insuline dans la circulation 
(l’hyperinsulinémie ayant pour fonction de compenser l’insulinorésistance) n’est plus 
suffisante pour assurer la normoglycémie, ce qui se traduit par un épuisement 
fonctionnel des cellules ß (Popa and Mota 2013) .Le diabète de type 2 n’est lui-même 
pas une maladie homogène, les diverses variantes de diabète de type 2 correspondant 
à un éventail de combinaisons, en proportion variables, des deux traits phénotypiques 
majeurs, l’insulinorésistance et le déficit de production d’insuline. Cependant, certaines 
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de ces variantes, simples et monogéniques, touchent la capacité des cellules ß à 
sécréter l’insuline, ce sont les MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young) (Brunetti, 
Chiefari, and Foti 2014). 

Différentes mutations ont été identifiées pour être responsables du diabète de type 2. 
Ces maladies monogéniques menant au diabète non auto-immun ont servi de 
paradigmes pour l'identification de gènes majeurs impliqués dans la sécrétion 
d'insuline chez l'homme (Bonnefond, Froguel, and Vaxillaire 2010). Le MODY, qui 
représente moins de 5% de tous les cas de diabète non auto-immun, se développe 
habituellement pendant l'enfance ou chez le jeune adulte. De nouvelles stratégies, 
basées sur l’utilisation de cellules souches progénitrices induites (iPSc) sont en cours 
de développement afin de reconstituer chez le patient MODY des cellules ß et de 
comprendre les mécanismes moléculaires liés aux mutation décrites (Pihoker et al. 
2013).  

Dans le diabète de type 2, deux altérations sont observées : l’insulinorésistance des 
tissus périphériques et le déficit de la fonction des cellules β, qui semblent évoluer en 
parallèle au cours de la progression de la maladie, sans qu’il n’ait été déterminé lequel 
de ces deux phénomènes apparait en premier(Lyssenko et al. 2005). Ces 
phénomènes peuvent dû à : 

- une forte réduction de la masse des cellules β (Butler et al. 2003) mais ces résultats 
n’ont pas été reproduits(Rahier et al. 2008). Mais celle-ci n’est très certainement pas 
le seul ni même le principal facteur dans l’étiologie du DT2, le dysfonctionnement des 
cellules β étant probablement plus impliqué(F. Ashcroft and Rorsman 2004). 

- la fréquence d’expression de multiples variants génétiques (souvent des 
polymorphismes nucléotidiques, ou singlenucleotide polymorphism – SNP) de 
nombreux SNP(Fagerholm et al. 2012) associés au DT2 ont été identifiés, parmi 
lesquels beaucoup semblent être impliqués dans la fonction des cellules β, leur 
développement ou encore la régulation la masse β-pancréatique(Lyssenko and Groop 
2009). 

- Des mutations de gènes impliqués dans la machinerie de détection du glucose ou de 
son métabolisme dans la cellule β (F. M. Ashcroft and Rorsman 2012b). 

1.5. Action des hormones pancréatiques :  

En période postabsorptive, la glycémie est comprise entre 0, 8 et 1,1 g/l et le 
glucose est utilisé en grande partie indépendamment de l’insuline (action insulino-
indépendante). L’organe qui capte la majorité du glucose circulant (50%) est le 
cerveau et il le fait de manière insulinoindépendante. Mais, l’augmentation de la 
glycémie, comme après un repas, est un signal qui stimule la production d’insuline. 
La quantité de glucose captée de manière insulino-indépendante n’augmente pas. 
Le glucose est alors capté de manière insulino-dépendante par les muscles et le 
tissu adipeux. Ce sont eux qui, avec l’augmentation de l’insulinémie, deviennent 
les consommateurs de ce surplus de glucose et permettent ainsi à la glycémie de 
diminuer. Le taux de captation du glucose par les muscles et le tissu adipeux est 
fonction de l’insulinémie. 
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1.5.1. L’insuline  

L'insuline est le signal primaire endocrinien anabolisant, et elle joue un rôle critique 
dans le métabolisme des glucides, des lipides et des autres métabolismes. L'insuline 
augmente l'absorption cellulaire du glucose, stimule la glycolyse, et favorise la 
synthèse du glycogène hépatique et musculaire, des triglycérides adipeux, et les 
protéines des muscles squelettiques; tout en empêchant leur dégradation (Hardie 
2012).  Dans le diabète de type 2 (DT2), ces processus de régulation sont altérés. 
D’une part, l’hyperglycémie entraîne dans un premier temps une hypersécrétion 
d’insuline afin de rétablir l’homéostasie du glucose puis à terme, une diminution de la 
sécrétion d’insuline due à un épuisement fonctionnel des cellules ß. D’autre part, la 
production de glucose par le foie est induite, dû à une insulino-résistance hépatique et 
une augmentation de la sécrétion du glucagon. Ces perturbations métaboliques sont 
donc associées à des modifications structurelles et fonctionnelles dans les îlots 
pancréatiques (Göke 2008)  

L’insuline est une hormone constituée de 2 chaînes polypeptidiques reliées entre elles 
par 2 ponts disulfures et 1 pont disulfure intrachaîne dans la chaine A : une chaîne A 
de 21   et une chaîne B de 30 acides aminés. La structure de l'insuline a été déterminée 
par Frederick Sanger, son point isoélectrique est à pH 5.5. 

Le gène de l'insuline (INS) code pour une seule prohormone: la proinsuline. Au cours 
de la traduction, une séquence signal de cette hormone immature est clivée dans le 
réticulum endoplasmique, elle est ensuite transportée vers l'appareil de Golgi dans le 
cadre de la voie de sécrétion (Boland, Rhodes, and Grimsby 2017) Une fois dans les 
granules de sécrétion, le peptide signal (C-peptide) est excisé à partir du précurseur 
ainsi est obtenu la molécule d'insuline mature. La synthèse de l'insuline est contrôlée 
à la fois au niveau transcriptionnel et de traductionnel, le glucose étant le principal 
stimulus de son expression génique(Baumgard, Hausman, and Sanz Fernandez 2016) 

 

1.5.2.  Glucagon 

Le glucagon est la principale hormone contre-régulatrice de l’insuline. C’est une 
hormone synthétisée par les cellules alpha du pancréas, qui est libérée quand la 
glycémie est basse. Il stimule la production de glucose par le foie en augmentant la 
glycogénolyse et la néoglucogenèse et en diminuant la synthèse de glycogène et la 
glycolyse, ceci par des réactions régulatrices sur les enzymes clés de ces différentes 
voies métaboliques. C’est donc le rapport insuline/glucagon qui contrôle la régulation 
du métabolisme hépatique du glucose. Son action sur les tissus périphériques est plus 
limitée(Jiang and Zhang 2003). La sécrétion de glucagon est inhibée par l’ingestion de 
glucose et des acides gras. 

 

1.6. Complications du diabète 

 Les hyperglycémies répétées, prolongées, et le déséquilibre du diabète provoquent 
une altération des nerfs et des vaisseaux et, par voie de conséquence, une altération 
de certaines cellules de l'organisme, avec des répercutions sur plusieurs organes. 
Cela s’explique par le fait que ce sont les vaisseaux sanguins qui permettent au sang 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Acides_amin%C3%A9s
https://fr.wikipedia.org/wiki/Frederick_Sanger
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de circuler et d’irriguer tout le corps jusqu’aux organes, et que les nerfs transmettent 
les messages nerveux du cerveau aux organes. Leur altération entraîne donc des 
complications dans l’organisme. 

Les complications liées au diabète peuvent toucher : les nerfs, le cœur, les artères, les 
yeux, les mains, les pieds, les reins ou encore les dents. 

Les microangiopathies 

1.6.1.   Neuropathie diabétique  

La fréquence de la neuropathie diabétique est diversement appréciée selon les critères 
pris en compte pour la définir. Si on retient des critères cliniques, on estime sa 
prévalence à 50% chez les diabétiques dont la maladie évolue depuis plus de 20 ans 
et également à 50% chez les diabétiques âgés de plus de 65 ans (Rayego-Mateos et 
al. 2020). 

Parmi les formes cliniques, on distingue :  

- les mononeuropathies et mononeuropathies multiples : Elles ne représentent 
que 10 à 15 % des neuropathies diabétiques. Leur début est souvent brutal, 
faisant suspecter une pathologie ischémique, mais parfois il s'agit seulement de 
la compression radiculaire ou tronculaire d'un nerf «fragilisé» par le diabète. 
Ces mononeuropathies se traduisent essentiellement par des signes moteurs 
déficitaires et des douleurs évocatrices par leur exacerbation nocturne. 

- les polyneuropathies diabétiques : sont beaucoup plus fréquentes, puisqu'elles 
représentent 80 à 85% des neuropathies diabétiques. Il s'agit le plus souvent 
de polyneuropathies sensitives. Leur topographie est habituellement distale, le 
plus souvent en chaussettes, plus rarement en gants, exceptionnellement 
thoraco-abdominale 

- la neuropathie végétative  

 

1.6.2.  Néphropathie diabétique 

Données épidémiologiques La prévalence d'une albuminurie supérieure à 30 mg/24 
heures est de 20 à 30% chez les diabétiques. Le risque cardiovasculaire est multiplié 
par 10 chez les diabétiques de type 1 et multiplié par 3 chez les diabétiques de type 2. 
Les décès en insuffisance rénale terminale représentent 25 à 30% des diabétiques de 
type 1 et 5% des diabétiques de type 2. Enfin 50 à 80% des diabétiques dialysés sont 
des diabétiques de type 2 (Piccoli et al. 2015).  

 

1.6.3.  Macro-angiopathie diabétique 

 Par opposition à la microangiopathie qui touche la micro-circulation, on désigne 
sous le terme de macroangiopathie diabétique, l'atteinte des artères musculaires 
allant de l'aorte jusqu'aux petites artères distales d'un diamètre supérieur à 200 µm. 
En réalité, la macroangiopathie diabétique associe deux maladies artérielles 
distinctes:  
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- d'une part, l'athérosclérose qui semble histologiquement identique à 
l'athérosclérose du patient non diabétique  

- d'autre part, l'artériosclérose, caractérisée par une prolifération endothéliale 
et une dégénérescence de la média aboutissant à la médiacalcose.  

Ainsi 75% des diabétiques décèdent d'accidents vasculaires, au premier rang 
desquels l'ischémie coronarienne responsable de 50% des décès.  

 

1.6.4.  Rétinopathie diabétique  

 Dans le monde, la rétinopathie diabétique reste la première cause de cécité chez les 
sujets de 20 à 60 ans. Au total, 2 % des diabétiques deviennent aveugles et 10 % 
deviennent mal voyants. La rétinopathie est la conséquence d'une hyperglycémie 
chronique. Elle fait partie des complications microangiopathiques du diabète. Sa 
survenue est corrélée à la durée du diabète et au degré d'équilibre glycémique. La 
rétinopathie menace donc les patients diabétiques après quelques années 
d'hyperglycémie mal maîtrisée (Jenkins et al. 2015). 

 

1.7. Traitements du diabète 

Les différents moyens de prendre en charge un patient diabétique ont pour but de 
normaliser la glycémie du patient. En effet, le traitement de l’hyperglycémie est une 
priorité car il permet de retarder l’apparition des complications du diabète, en particulier 
les complications microvasculaires (Taylor, Yazdi, and Beitelshees 2021). 

Le traitement repose sur un suivi du diabète via 3 paramètres : la glycémie à jeun, la 
glycémie postprandiale (1 à 2 heures après le repas), et l’HbA1c (Hémoglobine 
glyquée A 1 c).  

L’objectif recommandé par l’International Diabetes Fondation (IDF) est de maintenir 
l’HBA1c en dessous de 7 %. Bien que le pourcentage normal d’HbA1c soit inférieur à 
6 %, aucune des thérapies actuelles n’a montré un bénéfice sur la morbi-mortalité à 
long terme lorsque le traitement était intensifié (dose journalière augmentée) pour 
atteindre l’objectif de moins de 6 % d’HbA1c. 

Les différentes classes thérapeutiques mises sur le marché sont(Nathan et al. 2009) 

 

La metformine : 

Seul représentant de la famille des biguanides, la metformine possède trois niveaux 
d’action sur la glycémie : niveau digestif (diminution de l’absorption des sucres), niveau 
hépatique (diminution de la néoglucogenèse), niveau musculaire (augmentation de la 
captation du glucose en potentialisant l’effet de l’insuline : l’affinité de l’Insuline-
Récepteur pour l’insuline est augmentée et la signalisation est facilitée). La metformine 
a surtout un impact sur la glycémie à jeun. 

En monothérapie, elle permet une diminution d’environ 1,5 point de pourcentage de 
l’HbA1c. L’effet sur le poids est nul, voire légèrement bénéfique (perte de poids). Le 
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risque d’hypoglycémie est faible, même chez les patients prédiabétiques ayant une 
glycémie peu élevée. Les effets indésirables les plus fréquents sont des effets 
digestifs, non graves, mais qui peuvent diminuer l’observance. 

 

- Les sulfonylurées (sulfamides hypoglycémiant) : Ex : Gliclazide 

Cette classe de molécules se fixe sur des canaux potassiques ATP-dépendant (fixation 
à SUR = SulfonylUrea Receptor) et active leur fermeture, ce qui stimule la libération 
de l’insuline par les cellules β des ilots de Langerhans. L’augmentation de la production 
d’insuline permet une meilleure régulation de la glycémie (Colagiuri et al. 2018). 

En monothérapie, les sulfonylurées permettent une diminution d’environ 1,5 point de 
pourcentage d’HbA1c. Le risque d’hypoglycémie est conséquent, car la stimulation 
d’insuline est ici indépendante de la glycémie, et peut donc favoriser la diminution 
d’une glycémie normale, par exemple si le patient saute un repas. Il est également 
possible de développer des allergies cutanées, voire une photosensibilisation. On 
observe aussi en général une prise de poids d’environ 2 kg. 

 

- Les Glinides : Ex : Répaglinide 

C’est une famille apparentée aux sulfonylurées. Ils ont la même action sur la même 
cible, les canaux potassiques ATP-dépendant des cellules β des ilots de Langerhans, 
mais ne possèdent pas de fonction sulfamide. 

Ils peuvent permettre d’obtenir une diminution de l’HbA1c similaire à celle obtenue 
avec la metformine. La grosse différence avec les sulfonylurées est 
pharmacocinétique. La demi-vie des glinides est plus courte (1 h pour le répaglinide 
contre 12 à 20h pour le gliclazide), ce qui nécessite une prise plus fréquente, mais 
diminue le risque d’hypoglycémie, la prise s’effectuant en général 15 min avant chaque 
repas. 

 

- Les inhibiteurs de l’α -glucosidase et α-amylase : Ex : Acarbose 

L’ α -glucosidase est une enzyme intestinale impliquée dans la digestion des dextrines 
et des disaccharides. L’objectif des inhibiteurs est de diminuer l’absorption intestinale 
des sucres. Ces inhibiteurs ont une biodisponibilité par voie orale nulle, et n’exercent 
donc qu’une action topique. 

Ils permettent une diminution de 0,5 à 0,8 point de pourcentage de l’HbA1c, et sont 
sans effet sur le poids. Bien que n’ayant aucun effet systémique, ils ne sont pas dénués 
d’effets indésirables, et en particulier, l’augmentation d’afflux de saccharides dans le 
côlon entraine l’apparition de troubles digestifs et de flatulences qui, bien que bénins, 
sont à l’origine d’un gros problème d’observance : 25 à 45 % des patients arrêtent leur 
traitement pour cette raison. 

 

- Les thiazolidinediones : Ex : Pioglitazone 
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Les thiazolidinediones, appelées aussi glitazones, sont des agonistes des récepteurs 
PPARγ (Peroxisome proliferator-activated receptor). Ces facteurs de transcription sont 
impliqués dans le métabolisme lipidique et glucidique. Ainsi, un agoniste des PPARγ 
stimule l’expression du transporteur au glucose des muscles et du tissu adipeux, le 
GLUT4, et favorise le catabolisme du glucose en stimulant l’expression de la 6-
Phosphofructo-2-kinase, enzyme de la glycolyse, et en réprimant l’expression de la 
fructose 2,6-diphosphatase, enzyme de la néoglucogénèse (Karásek 2020). 

En monothérapie, elles permettent d’obtenir une baisse 0,5 à 1,4 point de pourcentage 
d’HbA1c. De plus, l’activité de contrôle glycémique qu’elles exercent est moins rapide 
que celui des sulfonylurées, mais plus prolongée. Elles ont cependant de nombreux 
effets indésirables, comme la rétention hydrique accompagnée d’oedème, 
l’augmentation du risque de fracture osseuse (chez les femmes), le risque 
d’insuffisance cardiaque. La rosiglitazone, qui entraine en plus un risque d’infarctus du 
myocarde, n’est d’ailleurs pas recommandée par ce consensus, elle a même été 
suspendue du marché européen. Quant à la pioglitazone, elle semble favoriser 
l’apparition de cancer de la vessie, et a d’ailleurs pour cela été retirée du marché 
français. C’est une classe thérapeutique qui tend à s’effacer au profit de nouvelles 
options plus sûres. 

 

- Agonistes de l’amyline : Ex : Pramlintide 

L’amyline est une hormone peptidique sécrétée par les cellules β des ilots de 
Langerhans. Elle ralentit la vidange gastrique, diminue la production de glucagon 
glucose-dépendante, et favorise la sensation de satiété. Les agonistes synthétiques 
permettent de reproduire ces effets. Ainsi, le pramlintide est capable de diminuer de 
0,5 à 0,7 point de pourcentage l’HbA1c. Le principal effet indésirable est l’apparition 
de nausée à l’initiation du traitement. Celles-ci ont tendance à s’estomper par la suite. 
On observe également un effet positif sur le poids, qui peut être expliqué en partie par 
l’effet émétique. C’est un médicament approuvé en 2005 aux Etats-Unis, et qui n’est 
pas commercialisé ailleurs. Le pramlintide est administré par voie injectable sous-
cutanée uniquement (Camilleri and Acosta 2018). 

 

- Analogues du GLP-1 : Ex : Exenatide 

Le GLP-1 est une hormone peptidique de la famille des incrétines, sécrétée par les 
cellules entéroendocrines L de l’intestin. Cette hormone est notamment capable de 
stimuler la sécrétion d’insuline glucose-dépendante, de ralentir la vidange gastrique, 
ou encore de favoriser la sensation de satiété. Nous reviendrons plus en détail sur la 
voie incrétine par la suite. Les analogues thérapeutiques de cette hormone produisent 
les mêmes effets que l’hormone naturelle, mais sont beaucoup moins sensibles à 
l’enzyme qui dégrade cette hormone, la DiPeptidylPeptidase IV (DPP4) (Bridges, 
Bistas, and Jacobs 2021). 

 On peut obtenir avec ces traitements une diminution de 0,5 à 1 point de pourcentage 
de l’HbA1c. Il n’y a pas de risque d’hypoglycémie avec ces composés. Les effets 
indésirables principaux sont les diarrhées, nausées et vomissements, à l’initiation du 
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traitement. On observe en général une perte de poids de 2 à 3 kg après les six premiers 
mois de traitement. L’exenatide est suspecté d’entrainer des risques de pancréatites, 
mais aucune relation causale n’a encore été établie. 

 

- Inhibiteurs de la DPP4 : Ex : Sitagliptine 

Ces composés, en inhibant l’enzyme responsable de la dégradation du GLP-1, 
favorisent l’action de celui-ci. On obtient ainsi des réductions de 0,6 à 0,9 point de 
pourcentage de l’HbA1c. Il n’y a pas avec ces traitements de risques d’hypoglycémie, 
ni d’effet sur le poids. Ils pourraient induire des risques d’infections respiratoires. En 
effet, la DPP4 est exprimée à la surface de certaines cellules immunitaires, et son 
inhibition pourrait avoir un impact sur l’immunité (Scott 2017). 

 

- Inhibiteurs de SGLT-2 : Ex : Canagliflozine 

Le Sodium-Glucose Transporter 2 est une protéine transmembranaire exprimée 
uniquement au niveau rénal et permettant la réabsorption active du glucose filtré par 
le glomérule vers le sang, au niveau du tube contourné proximal. Plusieurs inhibiteurs 
de ce transporteur ont récemment obtenu leur autorisation de mise sur le marché, suite 
à de bons résultats lors des essais cliniques (Johnston et al. 2017). 

Ces molécules sont capables de générer une baisse du pourcentage d’ HbA1c de 0,3 
à 1 point de pourcentage. De plus, de par leur mécanisme insuline-indépendant, le 
risque d’hypoglycémie est faible. Cette nouvelle classe pharmaceutique présente qui 
plus est un effet intéressant de réduction du poids dû à une excrétion rénale du glucose 
augmentée. La glycosurie constante chez les patients traités s’accompagne 
cependant d’un risque augmenté d’infections génitales, sans toutefois avoir un impact 
fort sur le suivi du traitement. 

 

- Insulines : 

Les insulines sont le traitement le plus efficace et le plus adaptable de l’hyperglycémie. 
Il existe plusieurs types d’insuline, qui varient selon leur pharmacocinétique. Certaines 
insulines ont une action très brève et intense, tandis que d’autre une action très 
prolongée et régulière. En adaptant les doses, il est possible d’atteindre l’objectif de 7 
% d’HbA1c quel que soit le statut du patient. Cependant, l’utilisation de l’insuline, qui 
est aussi un facteur de croissance auquel sont sensibles les adipocytes, génère une 
prise de poids proportionnelle à la réduction de la glycémie. Des épisodes 
d’hypoglycémie peuvent également survenir (Danne, Heinemann, and Bolinder 2018). 

L’insuline a également un impact intéressant sur le profil lipidique puisqu’elle permet 
une diminution des triglycérides et une augmentation du HDL cholestérol (High density 
Lipoprotein). Il est à noter qu’à l’exception de l’insuline inhalable Afrezza®, toutes les 
insulines actuellement disponibles sont uniquement proposées en voie injectable, 
sous-cutanée le plus souvent. Ce mode d’administration reste un inconvénient, malgré 
les progrès réalisés en termes de simplicité d’utilisation, de sécurité et de confort 
(Posner 2017). 
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2. Le transporteur de glucose GLUT4  

Les maladies métaboliques comme le diabète de type 2 est en constante progression 
depuis deux décennies et le fardeau économique sur la société est profond. La 
résistance à l'insuline est une caractéristique unificatrice de la plupart des maladies 
métaboliques. Par conséquent, tous les efforts doivent être faits pour comprendre la 
cause sous-jacente de la résistance à l'insuline si nous voulons ralentir la progression 
de ces maladies. Étant donné que l'une des actions les plus importantes de l'insuline 
dans le corps est de stimuler le transport du glucose dans les muscles et les tissus 
adipeux, dont les défauts contribuent à la résistance à l'insuline du corps entier chez 
l'homme, l'accent est mis sur la délimitation des caractéristiques réglementaires de ce 
système.  

Contrairement à la plupart des autres cellules du corps, où le transport du glucose est 
constitutivement «actif», dans les cellules musculaires et adipeuses, le transport du 
glucose est rapidement régulé à la hausse plusieurs fois en réponse à l'insuline, et 
dans les muscles également par l'exercice. La découverte de GLUT4 il y a 30 ans a 
été une avancée capitale dans la recherche métabolique (Baumgard, Hausman, and 
Sanz Fernandez 2016) car elle a fourni une explication biologique moléculaire et 
cellulaire à la façon dont l'insuline et l'exercice régulent le transport du glucose dans 
les cellules musculaires et adipeuses (De Meyts 2000). GLUT4 est principalement 
exprimé dans les muscles squelettiques et cardiaques ainsi que dans les adipocytes, 
bruns et blancs, les mêmes cellules qui présentent un système de transport du glucose 
profondément insulino-sensible (figure2) (Charron et al. 1989; Kaestner et al. 1989). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Mécanisme de transport insulinodépendant de GLUT4 (Jewell 2010) 
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2.1. Structure de GLUT4 

GLUT4 fait partie d'une famille de protéines de transport du glucose contenant 12 
domaines transmembranaires. Il s'exprime principalement dans le muscle squelettique 
et le tissu adipeux. Les séquences uniques N-terminales et COOH-terminales sont 
responsables de la réactivité de GLUT4 à la signalisation de l'insuline et au trafic 
membranaire. Le transport du glucose à travers la membrane cellulaire se fait via le 
mécanisme de GLUT4 de diffusion facilitante indépendante de l'ATP. Une fois que le 
glucose arrive dans la cellule, il peut être métabolisé pour la synthèse d'énergie ou de 
lipides, ou stocké sous forme de glycogène (Huang and Czech 2007).  

GLUT4 déplace son emplacement entre le domaine intracellulaire et la membrane 
plasmique. En faisant partie d'un réseau tubulo-vésiculaire intracellulaire connecté au 
système de réseau endosomal-trans-Golgi (TGN), il est capable de changer 
d'emplacement en fonction de la présence de stimulation. En l'absence d'insuline ou 
d'exercice, 90% de GLUT4 reste intracellulaire.  

 

Figure 3. Aspects généraux du cycle de GLUT4. Aspects généraux du cycle GLUT4 qui 

ont émergé au fil des ans et ont servi de modèle pour comprendre la régulation dynamique 
de l'itinéraire du transporteur dans les cellules adipeuses (gauche) et musculaires (droite). 
TfR, récepteur de transferrine (recyclage du marqueur endosomique); Vésicules de 
stockage GSV, GLUT4. (Klip, McGraw, and James 2019) 

 

En présence d'insuline ou d'exercice, les vésicules de stockage GLUT4 subissent une 
exocytose à la membrane plasmique, ainsi que le sarcolemme et les tubules T des 
cellules musculaires squelettiques, où ils peuvent exercer leur fonction sur le transport 
du glucose. Cette augmentation du nombre de molécules GLUT4 disponibles à la 
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surface cellulaire augmente la vitesse maximale du taux de transport du glucose dans 
les cellules (Vargas, Podder, and Carrillo Sepulveda 2020). Une fois qu'il y a 
suppression de la stimulation par l'insuline, GLUT4 est de nouveau intégré dans la 
cellule par bourgeonnement de vésicules sur la membrane plasmique contenant de la 
clathrine. Lors de l'internalisation, GLUT4 devient une partie des endosomes précoces 
et se reforme en vésicules intracellulaires. (Bryant, Govers, and James 2002; 
Shepherd and Kahn 1999). 

 

2.2. Mécanisme d’action de GLUT4 

2.2.1. Stimulation médiée par l'insuline 

La principale voie de signalisation de l'insuline impliquée dans la translocation des 
GSV est la voie PI3K / PDK1 / AKT2, par phosphorylation du substrat AS160 (Figure 
4). (Sayem et al. 2018). 

L'effet métabolique prototypique de l'insuline est la stimulation du transport du glucose 
dans le tissu adipeux et le muscle squelettique et cardiaque (Levine et al. 1950; 
Jameson et al. 2016). L'élimination du glucose dans les muscles est la principale 
composante de l'action de l'insuline qui prévient l'hyperglycémie postprandiale. Ceci 
est accompli par la translocation par exocytose du transporteur de glucose insulino-
sensible GLUT4 des vésicules intracellulaires à la membrane plasmique, par un 
mécanisme qui est encore loin d'être complètement compris (Huang and Czech 2007; 
Khan and Pessin 2002). 

Figure 4. Les voies de signalisation de la translocation de GLUT 4 stimulées par l’insuline 

Mécanisme du transport du glucose stimulé par l'insuline et de la translocation du GLUT4. Cette 
caricature illustre la stimulation de la translocation de GLUT4 des vésicules de stockage 
intracellulaire (GSV) à la membrane plasmique par la cascade de signalisation IRS / PDK1 / AKT2 
/, agissant sur la protéine activant la GTPase AS160 qui active la petite protéine G RAB. Les PKC 
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atypiques sont également impliqués. D'après la référence 1, utilisé avec permission (De Meyts 
2000). 

 

La liaison de l'insuline au récepteur de l'insuline (IR) conduit à des changements 
structurels au sein du récepteur qui induisent la transphosphorylation de divers résidus 
tyrosine. Il en résulte le recrutement de substrats IR vers l'IR, parmi lesquels le substrat 
IR 1 (IRS1), et leur phosphorylation ultérieure de tyrosine. L'IRS1 phosphorylée active 
la PI 3-kinase dans le feuillet interne de la membrane plasmique (Kotani et al. 1995) 
conduisant à la phosphorylation du cycle inositol du phosphatidylinositol et à la 
formation locale du second messager lipidique PIP3. Celui-ci sert à son tour de plate-
forme de recrutement pour la kinase-1 dépendant du phosphoinositide (PDK1) et la 
sérine / thréonine protéine kinase B (PKB, également connue sous le nom d'Akt2). 
PKB puis devient phosphorylée par PDK1 ainsi que par mTORC2, ce qui entraîne son 
activation. La kinase PKB activée se lie également aux vésicules intracellulaires qui 
contiennent du GLUT4 (Kupriyanova and Kandror 1999) et phosphoryle une multitude 
de substrats. Alors que la PKB est considérée comme un acteur clé dans la 
translocation de GLUT4 induite par l'insuline (Ng et al. 2008), il existe des voies 
indépendantes de la PKB qui contribuent au plein effet de l'insuline sur la redistribution 
de GLUT4 au plasmamembrane (Gonzalez and Mcgraw, 2006).  

D'autres voies indépendantes de PKB impliquées dans la translocation de GLUT4 
incluent la phospholipase C (PLC) qui interagit avec et est activée par l'IR (Kayali et 
al. 1998), et la voie TC10 indépendante IRS1 / PI 3-kinase / PKB (Chiang et al. 2001).  

Parmi les substrats PKB, le substrat Akt de 160 kDa (AS160; également connu sous 
le nom de Tbc1d4) est le plus connu et s'est avéré être un modulateur clé de la 
translocation de GLUT4 (Kane et al. 2002). AS160 a été la première molécule qui relie 
directement la signalisation de l'insuline au trafic intracellulaire GLUT4. AS160 est une 
protéine d'activation de la Rab-GTPase (GAP) et active sous sa forme 
déphosphorylée.  

 

2.2.2. Stimulation par l’activité physique  

L'activité physique stimule la translocation du GLUT4 vers la membrane plasmique du 
muscle squelettique. Cette stimulation se produit via un mécanisme indépendant de 
PI3K, qui est nécessaire pour la voie stimulée par l'insuline. La contraction des muscles 
squelettiques active la protéine kinase activée par la 5’-AMP (AMPK), qui est supposée 
translater des vésicules contenant du GLUT4 sensibles à l’exercice à la surface 
cellulaire pour médier le transport du glucose; cela se produit pour répondre aux 
besoins énergétiques accrus du muscle squelettique pendant l'exercice. (Bryant, 
Govers, and James 2002; Shepherd and Kahn 1999). 
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Figure 5. Comparaison des voies de signalisation de la translocation de GLUT4 à la 
membrane plasmique médiées et non médiées par l'insuline. Voies de signalisation 
actuellement proposées pour la translocation du transporteur de glucose stimulé par 
l'insuline et la contraction (GLUT4) dans le muscle. L'insuline stimule l'Akt par le biais de 2 
médiateurs distincts en amont, la protéine kinase-1 dépendante des phosphoinositides 
(PDK1) et la cible mammifère du complexe de rapamycine-2 (mTORC2). Akt activé 
phosphoryle AS160 et TBC1D1 principalement à Thr642 et Thr596, respectivement. Cela 
améliore la liaison du 14-3-3 à ces protéines, ce qui est proposé pour inhiber l'activité de la 
protéine activatrice de Rab-GTPase (GAP) vers une ou des isoformes de Rab particulières. 
L'inhibition de GAP favorise la conversion de Rab moins actif chargé en PIB en Rab plus 
actif chargé en GTP. Le Rab plus actif chargé de GTP permet ensuite aux vésicules de 
stockage GLUT4 de se déplacer vers la membrane plasmique et de fusionner avec elle. La 
contraction par épuisement énergétique (c.-à-d., Un rapport AMP / ATP élevé) et [Ca2 +] 
intracellulaire élevée conduit à l'activation de la protéine kinase activée par l'AMP (AMPK) 
via LKB1 et Ca2 + / protéine kinase kinase dépendante de la calmoduline (CaMKK), 
respectivement ( et éventuellement d’autres protéines kinases régulées par Ca2 +). Ces 
régulateurs conduisent à la phosphorylation de AS160 et TBC1D1 à plusieurs sites de 
phosphorylation. On pense que cela régule la fonction de ces protéines et le trafic de 
GLUT4 par des mécanismes largement non caractérisés. IRS, substrat récepteur de 
l'insuline; PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase.(Sakamoto and Holman 2008) 

 

2.3. La voie GLUT4, une cible thérapeutique ? 

En plus de fournir un aperçu considérable du transport des vésicules et de la voie de 
signalisation de l'insuline, la découverte de GLUT4 a fait progresser notre 
compréhension du métabolisme du corps entier et en particulier de la diaphonie 
tissulaire. Plus particulièrement, comme indiqué en 2005, la suppression de GLUT4 
spécifiquement dans les adipocytes entraîne des défauts métaboliques majeurs dans 
tout le corps, y compris dans le foie et les muscles (Yang et al. 2005). Cela soutient le 
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concept selon lequel des défauts dans la régulation de l'insuline du trafic de GLUT4 
pourraient contribuer à la résistance à l'insuline du corps entier chez l'homme. L'impact 
de la suppression spécifique du tissu de GLUT4 sur les défauts métaboliques dans 
d'autres tissus a donné lieu à la notion que le métabolisme du glucose dans un tissu 
régule la libération de facteurs circulants qui influencent le métabolisme ailleurs. 
Plusieurs de ces facteurs, comme l'hormone sécrétoire RBP4 (Norseen et al. 2012) ou 
une nouvelle classe de lipides adipocytaires (esters d'acide gras ramifiés d'acides gras 
hydroxylés) ont été identifiés (Moraes-Vieira, Saghatelian, and Kahn 2016), et la 
justification de leur participation est vigoureusement recherchée (Hammarstedt et al. 
2018).  

Des tentatives de manipulation positive de l'absorption du glucose ont également été 
faites en surexprimant GLUT4 dans divers tissus de souris transgéniques. Alors que 
ces études ont en général donné des résultats très positifs sur le métabolisme du 
glucose (Gibbs et al. 1995), elles ont également montré combien il est important de 
maintenir l'expression de GLUT4 dans sa gamme physiologique. En effet, l'expression 
supraphysiologique de GLUT4 a provoqué une hypoglycémie, une hypoinsulinémie et 
une lactacidémie. D'autres stratégies, plus directement axées sur le processus qui est 
réellement défectueux dans la résistance à l'insuline ou sur les voies utilisées pendant 
l'exercice pour évoquer la translocation de GLUT4, sont susceptibles d'être plus 
efficaces. 

Malgré les mises en garde avec les études de surexpression de GLUT4, ils ont fourni 
des indices importants de l'utilité clinique future. Premièrement, comme observé chez 
les souris surexprimant le GLUT4, l'amélioration de la translocation du GLUT4 médiée 
par l'insuline dans le muscle réduira probablement la glycémie et, par conséquent, 
l'insuline également, les deux résultats étant métaboliquement souhaitables dans les 
états résistants à l'insuline. Une telle approche pourrait être plus efficace que d'autres 
stratégies, telles que l'administration d'insuline, qui a d'autres conséquences 
indésirables. Deuxièmement, l'augmentation des niveaux de GLUT4 peut atténuer la 
lipotoxicité, en particulier dans le foie, une caractéristique commune des maladies 
métaboliques, en améliorant la capacité des cellules graisseuses à stocker les lipides. 
Surtout, comme le montre une décennie après le clonage de GLUT4 à partir d'un 
muscle, une augmentation de son expression est une conséquence physiologique de 
l'entraînement physique (Daugaard et al. 2000; McGee and Hargreaves 2004), 
démontrant qu'il existe des voies physiologiques accessibles pour améliorer la 
redirection du glucose vers ce tissu. 

 

3. Phytothérapie  

3.1. Définition  

Le mot "phytothérapie" se compose étymologiquement de deux racines grecques : 
phuton et therapeia qui signifient respectivement "plante" et "traitement". La 
Phytothérapie peut donc se définir comme étant une discipline allopathique destinée 
à prévenir et à traiter certains troubles fonctionnels et/ou certains états pathologiques 
au moyen de plantes, de parties de plantes ou de préparations à base de plantes 
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(“Plantes Thérapeutiques WICHTL Max, ANTON Robert” n.d.), qu’elles soient 
consommées ou utilisées en voie externe. 

 Depuis 1987, la phytothérapie est reconnue à part entière par l’organisation mondiale 
de la santé. Il est important de ne pas confondre cette discipline avec la 
phytopharmacie qui, quant à elle, désigne l'ensemble des substances utilisées pour 
traiter les plantes, à savoir les pesticides, fongicides, herbicides, ou encore 
insecticides(“Bien Utiliser Les Plantes En Situation de Soins” n.d.). 

On distingue deux types de phytothérapies : traditionnelle et clinique.  

Tout d’abord se place la phytothérapie traditionnelle. C'est une thérapie de substitution 
qui a pour but de traiter les symptômes d’une affection. Ses origines peuvent parfois 
être très anciennes et elle se base sur l'utilisation de plantes selon les vertus 
découvertes empiriquement. Les indications qui s’y rapportent sont de première 
intention, propres au conseil pharmaceutique ( Henri Leclerc 1999). Elles concernent 
notamment les pathologies saisonnières depuis les troubles psychosomatiques légers 
jusqu’aux symptômes hépatobiliaires, en passant par les atteintes digestives ou 
dermatologiques.  

La seconde forme existante est la phytothérapie clinique dite « moderne ». C'est une 
médecine de terrain dans laquelle le malade passe avant la maladie. Une approche 
globale du patient et de son environnement est nécessaire pour déterminer le 
traitement, ainsi qu'un examen clinique complet.  La phytothérapie clinique utilise la 
plante médicinale selon toutes les données issues de la connaissance 
pharmacologique et certaines données ancestrales confirmées par la pratique clinique, 
en les réintégrant dans le contexte des connaissances scientifiques, médicales et 
pharmacologiques actuelles, prenant en compte la notion de totum, les mécanismes 
de synergie et de potentialisation des différents constituants d'une même plante et des 
plantes entre elles, ainsi que les réactions physiologiques cliniques qu'elles 
provoquent sur un individu donné, avec en parallèle la prise en compte du système 
régulateur de sa fonctionnalité, à savoir le système endocrinien CARILLON A.,2009). 

Son mode d’action est basé sur un traitement à long terme agissant sur le système 
neuro-végétatif. Cette fois-ci les indications sont liées à une thérapeutique de 
complémentarité. Elles viennent compléter ou renforcer l’efficacité d’un traitement 
allopathique classique pour des pathologies aiguës d’importance. On va 
principalement agir sur les effets secondaires. 

De nos jours, la Phytothérapie est basée sur les avancées scientifiques et les 
recherches des extraits actifs des plantes. Une fois identifiés ces derniers sont 
standardisés. Cette pratique conduit aux phytomédicaments et selon la réglementation 
en vigueur dans le pays, la circulation de ces derniers est soumise à l'autorisation de 
mise sur le marché. On parle alors de Pharmacognosie ou de biologie pharmaceutique 
(Monnier and Potier 2002). La phytothérapie moderne trouve donc sa justification dans 
la pharmacognosie, aspect multidisciplinaire de la connaissance du végétal et de ses 
propriétés. Enfin il est important de préciser que connaître une plante, c’est aussi être 
conscient de ses limites et de ses dangers car la phytothérapie n’est en aucun cas une 
technique anodine. Son utilisation thérapeutique nécessite une bonne connaissance 
de la matière médicale. 
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Le développement de l’utilisation de la phytothérapie et des plantes médicinales 
comme première stratégie de soin a été stimulée par les différentes publications, 
conférences et recommandations de l’organisation mondiale de la santé.  

L’utilisation de la phytothérapie a divers motifs tels que l’expansion des ressources 
thérapeutiques, la survie du savoir traditionnel légué depuis des générations et la 
préservation de la biodiversité, encourager l’agroécologie. 

 

3.2. Historique  

L’Histoire de l’aromathérapie se confond avec celle de la phytothérapie jusqu’au 
XXème siècle. En réalité le terme « aromathérapie », issu du latin « aroma = odeur » 
et du grec « therapein = soin », fut crée en 1928 par un chercheur lyonnais, Monsieur 
Gattefossé René-Maurice.  

L’existence de systèmes de médecine à base de plantes peut être attestée depuis le 
Paléolothique moyen, il y a près de 60 000 ans, suites aux découvertes effectuées sur 
le site archéologique de Shanidar IV, en Iraq. Les premières traces écrites témoignant 
de l’existence de ce type de médecine datent de 2 600 ans avant notre ère. Les 
Sumériens, installés en basse Mésopotamie, utilisaient des plantes médicinales et 
aromatiques telles que le cèdre (Cedrus spp., Pinaceae), le cyprès (Cupressus 
sempervirens L., Cupressaceae), la myrrhe (Commiphora spp., Burseraceae) ou le jus 
de pavot (Papaver somniferum L., Papaveraceae) (Gurib-Fakim, A. 2006) . 

Parmi les civilisations anciennes ayant fait grand usage des plantes pour se soigner 
figurent les Chinois et les Egyptiens. Le système de médecine chinoise, basé sur les 
concepts de yin et de yang, est supposé dater de plus de 5 000 ans, et a en particulier 
été décrit par l’empereur Shen Nung en 2 500 avant J.C. (Gurib-Fakim, 2006).  

Sur le Bassin Méditerranéen, à Babylone on utilisait comme référence la Tablette 
d’argile de NIPPUR (à 160km de Bagdad), datée de -2500ans avant J-C, et le Code 
d’HAMMOURABI (-1750 av J-C) en basalte noir. En Egypte, le papyrus d’EBERS, plus 
ancien « papier » décrivant l’usage des plantes dans la médecine. Le pavot soulageait 
les maux de tête et les végétaux pouvaient être utilisés lors d’incantations. Des modes 
d’administration ingénieux y étaient aussi décrit comme les tisanes, les potions, les 
pommade et les collyres à instiller à l’aide d’une plume de vautour. 

En Occident la médecine était pratiquée par les moines qui la voyaient comme un acte 
de miséricorde plus qu’une discipline intellectuelle. Au XIème siècle, la médecine sort 
du domaine religieux avec la fondation de l’école de Salerne(Italie) abritant un jardin 
botanique et de la faculté de médecine de Montpellier accueillant les érudits juifs et 
arabes. Le bassin méditerranéen est alors le pilier de la connaissance médicale. En 
1241, l’édit de Salerne promulgué par Fréderic II, roi de Naples puis empereur 
d’Allemagne, sépara définitivement la profession de médecin et celle d’apothicaire (« 
boutiquier » en latin) .  

La Renaissance marqua aussi l’époque de la diffusion des connaissances grâce 
notamment à l’invention de l’imprimerie par Gutenberg en 1454. En Amérique 
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précolombienne, d’autres drogues végétales furent découvertes. Le coca, le maté et 
le cacao furent identifiés comme stimulants. En 1492, Christophe Colomb exporta 12 
nombre de plantes comme la coca, le quinquina, la salsepareille (contre la Syphilis), 
le tabac, l’ipéca ou les citrons grâce auxquels il combattait le scorbut sur ses bateaux. 
Le quinquina fut ensuite exporté en Espagne sous le nom « d’écorce du Pérou » ou 
«poudre de la comtesse ».  

Du XVIIème siècle à nos jours En 1638, un codex officiel fit son apparition à Paris avec 
des plantes « récemment » importées en Europe comme la vanille, le tabac, le café et 
l’hamamélis. 

Au XXème siècle la phytothérapie fut délaissée au profit des molécules issues de la 
chimie de synthèse. De grandes avancées scientifiques comme la découverte des 
antibiotiques par Fleming en 1928 et la vaccination par Pasteur ont révolutionné la 
médecine. Aujourd’hui la phytothérapie connait un nouvel élan. Les scandales 
sanitaires seraient-ils responsables d’une perte de confiance en l’industrie 
pharmaceutique ? Cependant, il ne faut pas opposer ces deux thérapies mais plutôt 
les considérer comme complémentaires pour le bien être du malade qui est le principal 
objectif de la médecine. 

 

 

3.3. Contrôle des plantes médicinales  

Les médicaments à base de plantes, élément essentiel des soins de santé dans le 
monde entier depuis les premiers jours de l'espèce humaine, ils sont encore largement 
utilisés et ont une importance considérable dans le commerce international. La 
reconnaissance de leur valeur clinique, pharmaceutique et économique continue de 
croître, bien que cela varie fortement selon les pays (Fabricant and Farnsworth 2001). 
Les plantes médicinales sont nécessaires à la recherche pharmacologique et 
l'élaboration des médicaments. Les constituants des plantes sont utilisés directement 
comme agents thérapeutiques, comme matières premières pour la synthèse de 
médicaments ou comme modèles pour les composés pharmacologiquement actifs. En 
vue d'assurer la conservation et la disponibilité de ces plantes pour l'avenir, la 
réglementation de leur exploitation et de leur exportation est essentielle, tout comme 
la coopération et la coordination au niveau international. Il est stipulé dans la 
Convention des Nations Unies sur la diversité biologique que la conservation et 
l'utilisation durables de la biodiversité sont d'une importance cruciale pour la 
satisfaction des besoins alimentaires, sanitaires et autres de la population mondiale 
en croissance. A cet effet, l'accès aux ressources et aux techniques de la génétique 
ainsi que leur partage sont essentiels. Les contrôles législatifs relatifs aux plantes 
médicinales n'ont pas évolué autour d'un modèle de contrôle structuré. Les pays 
définissent de différentes manières les plantes médicinales ou les simples ou produits 
qui en sont tirés, et ils ont adopté plusieurs approches de l'octroi de licences, de la 
préparation, de la fabrication et de la commercialisation en vue d'assurer leur 
innocuité, leur qualité et leur efficacité. Malgré l'utilisation de médicaments à base de 
plantes pendant de nombreux siècles, seul un nombre relativement petit d'espèces de 
plantes ont été étudiées pour d’éventuelles applications médicales. Les données 
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relatives à l'innocuité et à l'efficacité sont disponibles pour un nombre encore plus 
restreint de plantes, leurs extraits et principes actifs et les préparations qui les 
contiennent (Jahromi et al. 2021) . 

 

3.4. Recherche de principes actifs 

Les plantes ont développé au cours de l’évolution des substances (qu’on nomme ici 
principes actifs) avec des fonctions différentes, cela peut être un moyen de défense 
contre des parasites ou autres agresseurs (micro-organismes), une technique pour 
empêcher la croissance d’autres plantes à proximité et donc lui assurer une bonne 
nutrition, comme moyen de croissance ou pour le renouvellement de l’espèce 
Un principe actif est une molécule présentant un intérêt thérapeutique curatif ou 
préventif pour l'Homme ou l'animal. Le principe actif est contenu dans une drogue 
végétale ou une préparation à base de drogue végétale. Une drogue végétale en l’état 
ou sous forme de préparation est considérée comme un principe actif dans sa totalité, 
que ses composants ayant un effet thérapeutique soient connus ou non. 
Les Principaux principes actifs recherchés sont : 
 

Alcaloïdes 

Les alcaloïdes contiennent un composé organique azoté (N). Les alcaloïdes peuvent 
représenter des structures complexes. Ces substances sont souvent toxiques ou 
dangereuses pour l’organisme, surtout à forte dose. Il faudra donc les utiliser sous 
strict contrôle médical et à un dosage très faible. Des alcaloïdes célèbres sont la 
scopolamine, l’atropine que nous trouvons dans la morphine, la nicotine, la strychnine, 
l’aconitine, etc. Plus de 7’000 alcaloïdes différents ont déjà été identifiés (Amirkia and 
Heinrich 2014).Les alcaloïdes peuvent avoir de précieuses propriétés en 
pharmacologie : anti-cancéreux, antiparasitaires, etc.  
 

Terpènes et stéroïdes  

Les terpènoïdes sont une vaste famille de composés naturels près de 15000 de 
molécules différentes et de caractère généralement lipophiles, leurs grandes diversités 
due au nombre de base qui constituent la chaîne principale de formule (C5H8) n selon 
la variation de nombre n, dont les composés monoterpènes, sesquiterpènes, 
diterpènes, triterpènes, … (WICHTL et ANTON, 2009). Ces molécules présentent en 
forme des huiles essentielles ; parfums et goût des plants, pigments (carotène), 
hormones (acide abscissique), des stérols (cholestérol) 
 

Huiles essentielles 

Il s’agit de substances complexes et très riches en principes actifs. Les huiles 
essentielles sont des composés très volatiles, comme dans les vapeurs d’eau. 
Le thymol est un composé de l’huile essentielle de thym très utilisé en phytothérapie, 
en particulier pour soigner les affections des voies respiratoires supérieures. 
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Phénols et acides phénols (composés phénoliques) 

Les phénols ou les acides phénoliques sont des petites molécules constituées d'un 
noyau benzénique et au moins d'un groupe hydroxyle, elles peuvent être estérifiées, 
éthérifiées et liées à des sucres sous forme d'hétérosides, ces phénols sont solubles 
dans les solvants polaires, leur biosynthèse dérive de l'acide benzoïque et de l'acide 
cinnamique. L’aspirine est un dérivé de la saliciline et de l’acide salicylique (qu’on 
trouve dans le saule blanc) ainsi que de l’aldéhyde salicylique (qu’on trouve dans la 
reine-des-prés). Toutes ces molécules appartiennent à la famille des phénols. 
Les flavonoïdes représentent la plus grande famille des composés phénoliques. On 
estime que plus de la moitié des composés phénoliques connus (environ 8’000 en 
2013 (Quideau et al. 2011) appartiennent à la famille des flavonoïdes. 
 

Les flavonoïdes 

Terme en latin ; flavus= jaune. Ont une structure de C6-C3-C6 à poids moléculaire 
faible, ils peuvent être considérés parmi les agents responsables des couleurs de 
plante à côté des chlorophylles et caroténoïdes. Les flavonoïdes ont des sous-groupes 
caractérisés à contenant deux ou plusieurs cycles aromatiques existent sous forme 
libre dite aglycone ou sous forme d’hétérosides, chacun portant une ou plusieurs 
groupes hydroxyles phénoliques et reliées par un pont carboné. Les flavonoïdes sont 
généralement des antibactériennes. Ils peuvent être exploités de plusieurs manières 
dans l'industrie cosmétique et alimentaire (jus de citron) et de l'industrie 
pharmaceutique (les fleurs de trèfle rouge traitent les rhumes et la grippe en réduisant 
les sécrétions nasales), comme certains flavonoïdes ont aussi des propriétés anti-
inflammatoires et antivirales (Bruneton 2016). 
 

Anthocyanosides 

Les anthocyanosides appartiennent à la fammille des flavonoïdes. Ces pigments 
peuvent prendre une couleur bleue, rouge ou encore pourpre. On les utilise surtout en 
cas de troubles circulatoires ainsi que lors d’insuffisance veineuse. 
 

Tanins 

Les tanins sont des composés complexes pouvant être solubles dans l’eau ou l’alcool. 
Ils sont présents en quantité importante dans de nombreuses plantes médicinales et 
sont souvent très amers. Ils appartiennent à la famille des flavonoïdes.  On distingue 
deux catégories : Les tanins condensés, polymères d'unités flavonoïdes reliées par 
des liaisons fortes de carbone, non hydrolysable mais peuvent être oxydées par les 
acides forts libérant des anthocyanidines. Les tanins hydrolysables, polymères à base 
de glucose dont un radical hydroxyle forme une liaison d'ester avec l'acide gallique. 
On peut trouver des tanins principalement dans les cortex, racines, fruits ou feuilles. 
Ils ont des propriétés surtout astringentes. Les tanins sont principalement utilisés en 
usage externe en particulier contre les blessures et plaies (Bruneton 2016)..  
 

https://www.creapharma.ch/glossaire/chimie-biochimie/flavonoides.html
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Saponosides 

Le mot saponoside provient du savon et a donc des propriétés moussantes et 
détergentes. Ces substances ont à la fois un côté hydrophile et hydrophobe. Elles sont 
parfois utilisées en cosmétique (ex. saponaire), mais de nos jours on préfère d’autres 
molécules (obtenue par synthèse chimique en général). 
D’un point de vue pharmacologique les saponosides ont des propriétés antitussives et 
anti-inflammatoires. 
Certaines plantes médicinales contenant des saponosides comme le petit houx sont 
utilisées pour soigner les hémorroïdes. 

Lipides 

Les lipides sont un groupe diversifié et omniprésent de composés qui ont de 
nombreuses fonctions biologiques clés, telles qu'agir en tant que composants 
structurels des membranes cellulaires, servant de sources de stockage d'énergie et 
participant aux voies de signalisation(Oresic, Hänninen, and Vidal-Puig 2008). La 
biologie lipidique est devenue une cible de recherche majeure de la révolution post-
génomique et de la biologie des systèmes. Le terme «lipide» a été vaguement défini 
comme l'un quelconque d'un groupe de composés organiques qui sont insolubles dans 
l'eau mais solubles dans les solvants organiques . Ces caractéristiques chimiques sont 
présentes dans une large gamme de molécules telles que les acides gras, les 
phospholipides, les stérols, les sphingolipides, les terpènes et autres (Fahy et al. 
2011). 

Coumarines 

Les coumarines ont une odeur typique de foin coupé. 
Ces substances ont surtout des actions veinotoniques et vasoconstrictrices mais aussi 
contre les troubles digestifs (coriandre). 
 

Caroténoïde 

Un groupe de molécules qui appartient aux terpénoïdes. Un caroténoïde important est 
le lycopène (trouvé dans la tomate.) 
 

Vitamines 

Les vitamines sont des subtances chimiques indispensables à l’organisme pour 
réaliser des réactions chimiques clés pour l’être humain, comme par exemple la 
transformation d’énérgie (les glucides en ATP). La carence de vitamines ainsi que son 
excès peuvent mener à de graves maladies ou des complications. 
Vitamines liposolubles : Vitamines insolubles dans l’eau : vitamines moins vite 
éliminées par l’organisme, car un stockage de ces vitamines dans les graisses est 
possible. 
Faire ainsi attention aux excès lors de prise de vitamines liposolubles (vitamines A, D, 
E et K) 
Vitamines hydrosolubles : Vitamines solubles dans l’eau : vitamines plus vites 
éliminées dans l’urine, car hydrosolubles. 
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Mais comme elles sont très vite éliminées, il faut en absorber très souvent 
(quotidiennement) par l’alimentation ou par des compléments alimentaires. 
 

3.5. La notion de « Totum » 

L’activité d’un végétal est communément rattachée à la présence du principe actif 
majoritaire qu’elle renferme. Le terme de "totum" désigne l’ensemble des constituants 
de la plante supposés actifs, agissant en synergie et par complémentarité pour 
moduler, modérer ou renforcer l’activité de la drogue. Il est plus efficace que le principe 
actif isolé et souvent en tempère les effets secondaires. La plante dans son totum 
présente des potentialités d’action très variées, pour un résultat plus sûr, plus complet 
sur le terrain du malade. En effet ce n’est pas toujours le principe actif majoritaire qui 
est responsable de l’effet thérapeutique, ni le marqueur choisi. Par exemple citons le 
Millepertuis (Hypericum perforatum L.) dont l’hypericine est photosensibilisante et anti-
virale alors que se sont les xanthones, et plus particulièrement la kielcorine, qui sont 
responsables de l’effet IMAO, antidépresseur(Arnal-Schnébelen, 2009). C’est 
l’ensemble des principes actifs du végétal qui confère son activité thérapeutique au 
végétal. Notons tout de même que certains avis diffèrent quant à cette notion de totum. 
Il pourrait arriver que des constituants du mélange soient toxiques ou indésirables.  

3.6. Avantages de la phytothérapie 

La phytothérapie clinique présente de nombreux avantages, qui ont permis d’élargir le 
champ d’efficacité d’une approche thérapeutique, ainsi que son domaine d’activité 
dans divers affections fonctionnelles et organiques. Elle présente essentiellement un 
avantage de multiplicité des principes actifs complémentaires permettant une 
utilisation à doses pharmacologiquement faibles voire physiologiques, elle présente 
également un bénéfice des effets de synergie et de potentialisation de l’action 
thérapeutique de la plante, une excellente tolérance de la plante médicinale qui permet 
de minimiser les effets secondaires, les problèmes de rebond, de rétrocontrôles 
négatifs et de dépendance si fréquemment rencontrés avec les médicaments de 
synthèse, et sans oublier l’aspect économique indéniable (rapport coût/efficacité). 
(Carillon 2009).  

Les pays à revenu faible ont besoin de traitements peu coûteux et efficaces contre les 
maladies courantes. Les tradipraticiens vivent et travaillent dans la communauté, de 
sorte que ces traitements sont accessibles à un coût abordable pour la majorité de la 
population. Le rôle des tradipraticiens devrait être reconnu et la coopération entre ces 
praticiens et les agents de santé communautaires renforcée.  

En Afrique, par exemple, il existe dans 17 pays une instance nationale de gestion ou 
de coordination des activités de médecine traditionnelle. Une étude récente sur le 
rapport coût/efficacité de la médecine complémentaire ou parallèle effectuée pour le 
compte des autorités péruviennes et soutenue par le Bureau régional OMS des 
Amériques a conclu que, pour neuf pathologies bénignes ou chroniques, le coût direct 
de l’utilisation de la médecine traditionnelle était inférieur à celui du traitement 
conventionnel, et que l’efficacité était meilleure et les effets secondaires moins 
nombreux. Il faut faire des études plus approfondies pour comprendre les différences 
à plus grande échelle.  
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La protection du savoir et l’utilisation durable des ressources phytothérapeutiques sont 
déterminantes pour assurer l’accès à la médecine traditionnelle. L’OMS aide les Etats 
Membres à recueillir et préserver le savoir en médecine traditionnelle et à établir un 
inventaire national des plantes médicinales pour que ce savoir soit bien utilisé et se 
maintienne sur plusieurs générations. Ainsi, le Ministère de la Santé de Côte d’Ivoire 
a mené une enquête auprès des tradipraticiens et recensé plus de 2000 plantes 
traditionnellement utilisées. En Inde, une base de données correspondant à l’état 
actuel des connaissances sur l’ayurveda et les plantes médicinales est déjà dans le 
domaine public. Le Gouvernement de la République islamique d’Iran a recensé 2500 
des 8000 plantes utilisées à des fins médicales. L’information contenue dans ces 
inventaires devrait être communiquée aux offices nationaux des brevets pour que les 
données soient dûment examinées lors du traitement des demandes de brevet (OMS, 
2003). 

 

3.7. Limites de la phytothérapie  

De ce fait, la médecine traditionnelle peut être considérée comme partie intégrante des 
soins de santé primaire, pour améliorer l'accès aux soins. Ainsi, il faut évaluer 
l'efficacité clinique, assurer la sécurité des plantes médicinales, renforcer les 
connaissances et les performances des herboristes tradithérapeutes et garantir un 
suivi suffisant des patients. Un regain d'intérêt envers la phytothérapie durant ces 
dernières années a permis d'approfondir l'analyse de son efficacité thérapeutique et 
surtout de son aspect toxicologique. Ce dernier aspect reste en retrait par rapport à 
l'avancement de la phytothérapie. En effet, plusieurs études réalisées sur les 
traitements traditionnels à base de plantes ont fait état de problème de toxicité ou 
d'interaction pouvant causer des échecs thérapeutiques ou des accidents (Hmamouchi 
M. 1998) . D'autre part, les principes toxiques des plantes sont peu connus, 
essentiellement du fait de leur complexité naturelle. Ces plantes médicinales doivent 
alors, comme les « médicaments conventionnels », obéir à des règles strictes de 
culture, de contrôle et de dispensation. Actuellement, 205 drogues végétales entrent 
dans la composition de médicaments dits de phytothérapie et bénéficient d'un dossier 
allégé d'autorisation de mise sur le marché. En 2007, 62 pays avaient des instituts de 
médecine traditionnelle, contre 12 en 1970 . L'Organisation Mondiale de la Santé a 
établi une liste de monographies de plantes médicinales qui est divisée en trois 
catégories: plantes dont l'utilisation est supportée par des données cliniques, celles 
dont l'utilisation est supportée par des pharmacopées et des systèmes traditionnels de 
médecine et celles dont l'utilisation est décrite dans le milieu populaire mais non 
supportée par des données cliniques et expérimentales(Salhi et al. 2010)  

L'Afrique est réputée pour la richesse de sa flore d'où la nécessité de prendre les 
initiatives pour une meilleure valorisation de ces ressources naturelles. L’Algérie, 
possédant une richesse importante en plantes(Errajraji, Ouhdouch, and El-Anssari 
2010) connaît une incidence non négligeable des intoxications issues des plantes 
(5.1%). 

Toute plante médicinale, dans les conditions normales de son utilisation, est 
susceptible de générer des effets secondaires généralement indésirables. Dans 
certaines circonstances, l’usage de plantes peut même être à l’origine d’intoxications. 
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Parfois, ce sont des substances non végétales, contaminant des plantes, ou encore 
leur interaction avec les médicaments qui peuvent présenter un risque pour la santé.  

Les effets indésirables induits par les plantes médicinales sont généralement mineurs 
et rares (Posadzki et al. 2013). Il peut s’agir de réactions allergiques, de réactions 
cutanées type photosensibilisation, ou d’atteintes de différents organes tels que le 
tractus gastro-intestinal, le foie, les reins, le cœur, le système nerveux central, etc. 

Certaines plantes contiennent des substances susceptibles de provoquer des 
réactions allergiques, notamment la dermatite de contact. Parmi ces substances 
figurent certaines lactones sesquiterpéniques dont les familles végétales concernées 
sont les Astéracées, Apiacées, Lauracées, Magnoliacées, etc (Schempp, Schöpf, and 
Simon 2002). 

 

3.8. Le traitement du diabète par la phytothérapie  

La phytothérapie est depuis longtemps une source de médicaments et au fil des ans, 
de nombreuses tentatives ont été faites pour utiliser des plantes médicinales pour le 
traitement du diabète. Il a été démontré que plusieurs plantes médicinales et leurs 
préparations agissent à des points clés du métabolisme glucidique. Les mécanismes 
d'action les plus courants trouvés comprennent l'inhibition de l'α-glucosidase, 
l'augmentation de l'expression du GLUT-4 et des PPAR et l'activité antioxydante.  

 

La phytothérapie est depuis longtemps une source de médicaments et il y a eu de 
nombreuses tentatives d'utilisation de plantes médicinales pour le traitement du 
diabète au fil des ans(Kooti et al. 2016; Ota and Ulrih 2017) .De plus, le nombre de 
publications scientifiques concernant la phytothérapie et le diabète de type 2 ne cesse 
d'augmenter (Tabatabaei-Malazy et al. 2016). 

 

Parmi les mécanismes d'action possibles des produits naturels dans le diabète, tels 
que l'inhibition de l'α-glucosidase et de l'α-amylase, les effets sur la captation et les 
transporteurs du glucose, l'augmentation de la sécrétion d'insuline et de la prolifération 
des cellules β pancréatiques, l'inhibition de L'activité de la protéine tyrosine 
phosphatase 1B et l'activité antioxydante ont été étudiées en profondeur (Ríos, 
Francini, and Schinella 2015). 

Ci-dessous une revue des activités pharmacologiques des principaux constituants 
chimiques des plantes médicinales hypoglycémiques identifiées à ce jour (Governa et 
al. 2018): 
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Tableau 1. Activités pharmacologiques des principales plantes utilisées contre le DT2 

Espèces 
Principaux constituants 
chimique  

Activités pharmacologiques Références 

Allium cepa L. 

Quercetine Inhibition de l'α-glucosidase 

(Marrelli et al. 
2018) 

Rutin 
Augmentation de la translocation du GLUT-4 et de l'absorption du glucose; stimulation de 
l'action de l'insuline 

l-cysteine sulfoxides Allyl-
propyl disulphide 

Piégeage des radicaux libres; augmentation de l'activité SOD et catalase 

Azadirachta indica A. Juss. Azadirachtins Inhibition de l'α-amylase et de l'α-glucosidase 
(Patil, Shirahatti, 
and Ramu 2021) 

Momordica charantia L. 

Cucurbitane triterpenoids 
Réduction de la glycémie; modulation de la sécrétion d'insuline; stimulation de la 
translocation de GLUT-4; la régulation à la hausse du substrat-1 du récepteur de l'insuline; 
augmentation de la phosphorylation de l'AMPK 

(Jia et al. 2017) 

EMCD Réduction de l'expression du TNF-α, de l'iNOS et de la translocation nucléaire de NF-κB 

Momordin Induction de l'expression de l'ARNm de PPARγ 

Ocimum tenuiflorum L. Huile essentiel 
Reduction of lipid peroxidation; stimulation of antioxidant enzymes; stimulation of insulin 
secretion; free radical scavenging activity 

(Mahomoodally, 
Protab, and 
Aumeeruddy 
2019) 

Panax ginseng C.A. 
Meyer, and Panax 
quinquefolius L 

Protopanaxidioles 

Augmentation du peptide-1 de type glucagone; réduction de la libération de TNF-α et d'IL-6; 
augmentation de l'activité de la superoxyde dismutase; réduction de l'activité 
malondialdéhyde; la régulation à la baisse du coactivateur PPAR-γ la, de la 
phosphoénolpyruvate carboxykinase et de la glucose-6-phosphatase; augmentation de 
l'expression de l'ARNm du substrat-1 du récepteur de l'insuline, PI3Kp85, pAkt et GLUT-4 

(Shishtar et al. 
2014) Ginsenoside-Rg1 Induction de l'expression eNOS et VEGF; inhibition de l'apoptose 

20(S)-ginsenoside-Rg3 
Inhibition du stress nitrosatif médié par les récepteurs NMDA; stimulation de l'acide 
nucléique et du métabolisme énergétique; effet positif sur la flore intestinale 

Ginsenoside-Rh2 Augmenter la sécrétion de β-endorphine; régulation positive de l'expression de GLUT-4 

Rehmannia 
glutinosa (Gaertn.) 

Polysaccharides 

Amélioration de l'homéostasie redox; réduction de l'activité hépatique de la glucose-6-
phosphatase; augmentation du taux de glycogène hépatique; réduction de la production de 
ROS; inhibition de la translocation de NF-κB; régulation à la baisse du TNF-α, COX-2, MCP-
1 et protéine inductible-10 (Zhou et al. 2019) 

Catalpole 
Inhibition de la production intracellulaire de ROS; suppression de l'activité de la NADPH-
oxydase 

Trigonella foenum-
graecum L. 

Trigonelline 
Activité antioxydante; modulation du métabolisme du glucose; induction de la régénération 
des cellules β 

(Gong et al. 2016) 

Diosgenin 
Augmentation de la sécrétion d'insuline; l'induction de la régénération des cellules β; activité 
antioxydante; promotion de la différenciation des adipocytes; amélioration de l'absorption du 
glucose insulino-dépendant 

4-hydroxyisoleucine 
Stimulation de la sécrétion d'insuline dépendante du glucose; réduction de la résistance à 
l'insuline; inhibition de la saccharose α-d-glucosidase et α-amylase 

Fiber 
Inhibition des enzymes hydrolysant les lipides et les glucides; réduction de l'absorption de 
glucose 

Gymnema 
sylvestre (Retz.) R.Br. ex 
Sm. 

Acide gymnemique; 
gymnemasaponines 
gurmarin 

Augmentation de la sécrétion d'insuline; l'induction de la régénération des cellules β; 
réduction de l'absorption intestinale et glycémique 

 (Tiwari, Ahmad, 
and Baig 2017) 

Cinnamomum verum J. 
Presl. and Cinnamomum 
cassia (L.) J. Presl. 

Cinnamaldehyde 

Effet insulino tropique; régulation de la protéine-tyrosine phosphatase 1B; la régulation du 
récepteur de l'insuline kinase; modulation du métabolisme des glucides; inhibition de 
l'amylase et de la glucosidase pancréatiques et intestinales; stimulation de l'absorption 
cellulaire du glucose; augmentation de l'expression de GLUT-4; augmentation de 
l'expression des PPAR. 

(Santos and da 
Silva 2018) 
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4. Citrullus colocynthis 

Citrullus colocynthis (L) Schrad est une espèce de la famille des cucurbitacées, cette 
famille est reconnue pour sa diversité génétique(Zaini et al. 2011).  

Citrullus colocynthis est communément appelée coloquinte en français, handal en 
arabe ou encore la pomme amère en anglais.  

La coloquinte est retrouvée dans différentes zones désertiques et semi désertiques  
du monde telles que l’Iran, l’Egypte, l’Algérie, l’Australie… 

Cette plante est très rependue en médecine traditionnelle, elle est utilisée comme 
remède contre les hyperglycémie, la jaunisse et l’asthme (Qureshi et al. 2010)(Shahin-
Kaleybar et al. 2020). 

La coloquinte est souvent citée dans des ouvrages historiques, elle était populaire chez 
les civilisations gréco-romaines, pendant l’âge d’or des arabes où elle a été citée par 
Ibn E Baytar dans ses ouvrages, elle a également été citée par Hippocrate qui en 460 
avant. J.-C- la recommandait comme purgatif. Un herbier Anglais du 11ème siècle 
décrivait également les biens faits de la coloquinte dans ses écrits. 

Le fruit de la coloquinte a été introduit en Espagne et à Chypre par les arabes pendant 
le moyen âge. (Carillon 2009) (Schempp, Schöpf, and Simon 2002) 

4.1. Description botanique  

La coloquinte pousse de façon spontanée dans les sols arides, elle occupe une zone 
géographie très vaste qui s’étend du sahara, désert d’Arabie, Soudan, sud de l’Asie 
incluant l’Inde et le Pakistan jusqu’en Australie(Selvaraj and Kaliamurthi 2010; B. 
Marzouk et al. 2011), elle est peu présente dans les régions tempérées.  

La coloquinte est une plante monoïque (fleurs males et fleurs femelles séparées) 
rampante, herbacée annuelle ou vivace de la famille des cucurbitacées. 

La pollinisation se fait naturellement par des insectes. La plante fleurit entre Avril et 
Mai, elle est entièrement couverte de poils courts, et possède des racines charnues.  

Les tiges sont rampantes munies de vrilles de 0,5 à 1,5 m de longueur, portant des 
feuilles multilobées et velues de couleur verte, profondément découpées en lobes 
velues. Les fleurs sont bisexuées, solitaires, auxiliaires à 5 lobes et de couleur jaune 
pâle. Le fruit appelé péponide ou gourde est une baie sphérique et lisse à écorce dure 
de 7 à 10 cm de diamètre, de couleur verte puis ocre à maturité à sarcocarpe 
spongieux qui renferme entre 200 à 300 graines brunes, lisses, ovales et insipides de 
6 mm de long. La totalité des graines représente 75% du poids du fruit. Le fruit est d’un 
gout très amer(Hammiche and Maiza 2006). 
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4.2. Taxonomie  

Règne : Végétal 

Sous règne : Plantes vasculaires 

Embranchement : Ptéridophytes  

Sous embranchement : Angiospermes 

Super division : Spermaphytes 

Division : angiospermes 

Classe : dicotylédones 

Sous classe : dialypétales 

Série : Gamopétales tétra cycliques inférovariées à étamines libres  

Ordre : Curcubitaceae 

Genre : Citrullus 

Espèce : colocynthis  

Figure 6. Description phénotypique de Citrullus colocynthis 



 

- 46 - 
 

 

Figure 7. Fruit de Citrullus colocynthis séché utilisé en laboratoire pour les extractions  

   

4.3. Phytochimie de Citrullus Colocynthis 

Plusieurs composés bioactifs du fruit de Citrullus colocynthis ont été cités dans la 
littérature. Les produits naturels exercent souvent des effets pléiotropes, une 
caractéristique qui peut s'avérer particulièrement avantageuse. 

Les composés bioactifs sont regroupés sous la forme de glycosides, de flavonoïdes, 
d'alcaloïdes, de glucides, d'acides gras et d'huiles essentielles(Najafi et al. 2010). Les 
alcaloïdes vinblastine et camptothécine et leurs dérivés respectifs ainsi que les 
terpénoïdes et leurs dérivés ont été les produits naturels les plus pertinents introduits 
dans la pratique clinique. Pour cette raison, l'intérêt pour l'élucidation de nouvelles 
structures de constituants de métabolites secondaires à partir de ces sources reste 
élevé. D'autres triterpènes peuvent constituer un groupe prometteur d'agents 
thérapeutiques contre le cancer, notamment l'acide ursolique et l'acide oléanolique. 

Les cucurbitacines sont des métabolites secondaires dont les cucurbitacées sont la 
source la plus connue. Elles se rencontrent plus particulièrement dans les espèces 
végétales de la famille des Cucurbitacées. On les rencontre également dans d’autres 
familles comme les Brassicaceae, Scrophulariaceae, Begoniaceae, Cruciferae, 
Elaeocarpaceae, Datiscaceae, Desfontainiaceae, Polemoniaceae, Primulaceae, 
Rubiaceae, Scrofulariaceae, Sterculiaceae, Rosaceae et Thymelaeaceae. Selon les 
différentes familles, elles sont localisées dans les racines, les feuilles, les rhizomes, 
les fruits ou les graines de la plante. A l’exception des dérivés hétérosidiques des 
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cucurbitacines, ces substances présentent un goût très amer qui permet de protéger 
les plantes des herbivores. De nombreux travaux sur l’isolement de ces principes actifs 
ont été menés avec succès. C’est ainsi qu’une vingtaine de ces substances ont été 
isolées et identifiées par les lettres de l’alphabet : cucurbitacines A, B, C, D, E, I, J, K, 
Q…(Zheng et al. 2020) . 

Ils contiennent un groupe méthyle situé en C9 et un groupe diméthyle en C4. En outre, 
ils permettent divers degrés de substitution et d'insaturation pour fournir un grand 
nombre et une grande variété de composés chimiques, tous avec plusieurs 
caractéristiques communes. Par exemple, toutes les cucurbitacines connues (tableau 
2) présentent une double liaison entre C5-C6, et beaucoup d'entre elles présentent 
une double liaison au niveau de C1 et / ou C23. Souvent, de nombreux carbones sont 
oxygénés, conférant ainsi à cette famille de composés un haut degré d'oxydation. Les 
hydroxyles sont généralement présents en C16, C20 et C25, tandis que les carbonyles 
peuvent être présents en C11 et C22. Pour leur part, C2 et C3 peuvent être 
indistinctement substitués par des groupes hydroxyle ou carbonyle. L'hydroxyle en 
C25 est parfois acétylé. Enfin, les cucurbitacines se retrouvent sous forme libre ou 
glycosidique, cette dernière étant généralement liée à la présence d'un hydroxyle en 
C2 , C3 et / ou C25 pour les monosides ou en C26 ou C27 pour les bisdesmosides. 
En général, différentes cucurbitacines sont distinguées par des lettres, par ex. les 
cucurbitacines B, D ou E; cependant, certains d'entre eux sont décrits en référence à 
leur structure chimique ou à leur modification, par ex. 23,24-dihydrocucurbitacine B ou 
3-épi-cucurbitacine F (Hussain et al. 2019).  
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Figure 8. Structure des variétés de cucurbitacines (Sukant 2017) 
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Tableau 2. Variétés de cucurbitacines isolées et identifiées à partir de Citrullus 
colocynthis (Chawech, Mhalla, et al. 2015) 

Molécule Source Formule Masse 
(g/mol) 

Cucurbitacine A Cucumis C32H46O9 574 

Cucurbitacine B Cucurbitacea C32H46O8 558 

Cucurbitacine C Cucumis C32H48O8 560 

Cucurbitacine D Ubiquitaire C30H44O7 516 

Cucurbitacine E C. colocynthis C32H44O8 556 

Cucurbitacine F Cucurbitacea C30H46O7 518 

Cucurbitacine G C30H46O8  534 

Cucurbitacine H C30H46O8  534 

Cucurbitacine I C. colocynthis C30H42O7 514 

Cucurbitacine J Cucurbitacea C30H44O8 532 

Cucurbitacine K C30H44O8 532 

Cucurbitacine L C30H44O7 516 

Cucurbitacine O C30H46O7 518 

Cucurbitacine P C30H48O7 520 

Cucurbitacine Q C32H48O8  560 

Cucurbitacine S C30H42O6 498 

2-O-β-D- glucopyranosyl-cucurbitacin E C. colocynthis C38H54O13 718 

2-O-β-D- glucopyranosyl-cucurbitacin I C36H52O12 676 

2-O-β-D- glucopyranosyl-cucurbitacin L C36H54O12 678 

2-O-β-D- glucopyranosyl-cucurbitacin J C36H54O13 694 

2-O-β-D- glucopyranosyl-cucurbitacin K C36H54O13 694 

2-O-β-D- glucopyranosyl-cucurbitacin B C38H56O13 720 

dihydrocucurbitacine E C32H46O8  558 

Khekadaengoside K (Hexanocucurbitacine I 
glycosylée) 

C30H42O10  562 

Dihydrocucurbitacine B C32H48O8  560 

colocynthine B C37H54O12  690 

 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C30H46O8
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C30H46O8
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C32H48O8
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C32H46O8
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C30H42O10
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C32H48O8
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C37H54O12
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4.4. Utilisation en médecine traditionnelle  

La coloquinte est très populaire en médecine traditionnelle dans différents pays, elle 
est utilisée pour le traitement d'un certain nombre de maladies telles que le diabète, la 
constipation, la lèpre, l'asthme, la bronchite, la jaunisse, les douleurs articulaires et le 
cancer (Asyaz et al. 2010). Les utilisations médicinales de cette plante ont été 
rapportées par l’héritage de médecines indigènes au Pakistan, en Inde, en Chine, en 
Afrique et en Asie, notamment dans les troubles intestinaux tels que l'indigestion, la 
dysenterie, la gastro-entérite et les coliques, mal aux dents, plaies et diabète. 

 

Dans les pays tropicaux et subtropicaux, Citrullus colocynthis est traditionnellement 
utilisé comme médicament antidiabétique (Huseini et al. 2009; Rahbar and Nabipour 
2010).  

Au Maroc, elle est également utilisée pour traiter le diabète et l'hypertension(Tahraoui 
et al. 2007).  

Au Pakistan et en Inde, les fruits sont utilisés pour le traitement des troubles 
intestinaux, des infections bactériennes, du diabète et du cancer chez les humains et 
les animaux (Dhakad, Sharma, and Kumar 2017).  

Une décoction des différentes parties de cette plante est utilisée pour soigner la 
douleur rhumatismale et comme agents anticancéreux et hépatoprotecteurs (Barth, 
Müller, and Dürrling 2002). En Algérie, en Tunisie et dans d'autres pays 
méditerranéens, différentes parties de cette plante, notamment les fruits et les graines, 
sont souvent utilisées pour traiter les infections urinaires (Belsem Marzouk et al. 2010), 
en plus de traiter de nombreuses autres maladies telles que l'hypertension, les 
rhumatismes, problèmes et infections pulmonaires et gynécologiques. 

En Arabie Saoudite, les fruits de Citrullus colocynthis sont utilisés comme purgatif, 
antirhumatismal, anthelminthique, carminatif et comme remède contre les maux de 
gorge et les infections cutanées(Adam, Al-Yahya, and Al-Farhan 2001). Le fruit est 
également un purificateur de sang et un remède pour les tumeurs et l'élargissement 
de la rate.  

Les graines de Citrullus colocynthis sont utilisées pour le traitement du diabète, tandis 
que les feuilles sont utilisées pour le traitement de la jaunisse et de l'asthme (Qureshi 
et al., 2010).  

 

4.5. Toxicité 

La toxicité des plantes médicinales peut être liée à des mélanges de composés actifs 
qu'elles contiennent, leurs interactions avec d'autres herbes, les médicaments et les 
contaminants. En effet, les plantes contiennent des mélanges complexes de terpènes, 
alcaloïdes, des saponines et autres substances chimiques. Ce qui augmente le risque 
de réactions indésirables par leurs effets additifs ou synergiques des interactions 
chimiques. 
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Depuis l’antiquité, les fruits de la coloquinte sont considérés comme un poison mortel. 
La coloquinte est une plante irritante, elle agit même à des doses modérées, 
produisant des inflammations de la muqueuse intestinale, des vomissements et du 
sang dans les selles. Les effets toxiques après utilisation chronique des fruits de cette 
plante, provoquent une hypokaliémie, une oligurie et des oedèmes, semblables à une 
néphrite aigue(Yaniv, Shabelsky, and Schafferman 1999). 

 

4.6. Activités biologiques de la coloquinte 

4.6.1. Activité antioxydante 

L’effet piégeur de radicaux libres de la coloquinte augmente avec l'augmentation de la 
concentration et l'activité antioxydante maximale a été observée à 2500 mg mL-1.  

L'activité antioxydante peut être due à des composés phénoliques présents dans les 
extraits de coloquinte. 

Selon la littérature, les polyphénols et les flavonoïdes sont connus pour leur pouvoir 
antioxydant. Tels que la capacité antioxydante des flavonoïdes dépend de leur 
structure chimique, en particulier du groupe 3 ', 4'-orthodihydroxy sur le cycle B et du 
groupe 4-carbonyle sur le cycle C. Les groupes 3-OH et 5-OH sur le cycle C sont 
également pertinents pour l'effet antioxydant. L'absence d'une structure O-dihydroxy 
sur le cycle B fournit une structure de catéchol qui peut compenser l'activité 
antioxydante des flavonoïdes. Dans le cas des flavonols (quercétine, myricétine, 
kaemoferol), le groupe hydroxyle situé sur le cycle C3 du cycle C est recommandé 
comme site critique pour les radicaux libres piégeurs. 

4.6.2. Activité antidiabétique  

Des résultats de travaux révèlent que des modèles animaux (rats, souris) diabétiques 
traités à la coloquinte présentent après traitement : 

- une régulation du taux de l’hémoglobine glyquée (Barghamdi et al. 2016) 

- une amélioration de la sensibilité à l’insuline, une augmentation de la taille du 
pancréas (Sebbagh et al. 2009),  

- une stimulation de la sécrétion d’insuline par les ilots pancréatiques(Ebrahimi 
et al. 2016). 

- un effet protecteur et/ou régénérateur vis-à-vis de la masse des cellules 
pancréatiques des rats rendus diabétiques par la streptozotocine. 

- une régénération des ilots de Langerhans (Ismail et al. 2016; Oryan et al. 2014)  

- la coloquinte aurait également un effet préventif contre le diabète et l’obésité.  

Sur le plan moléculaire, les rats diabétiques traités à la coloquinte ont montré une 
régulation positive significative dans les expressions d'ARNm des enzymes 
antioxydants, de l'insuline, pyruvate kinase, GLUT-2 dans le foie et AQP1, AQP5, 
AQP7 et AQP8 dans les reins, les glandes salivaires et le pancréas. 

Les examens immunohistochimiques ont révélé une régulation négative de l'insuline 
et des GLUT-2 dans le pancréas et une régulation positive de l'AQP2 dans le rein des 
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rats diabétiques, mais des traitements à la coloquinte augmentent l'effet de l'insuline 
et restauraient leur expression à la normale.  

Enfin, l'administration orale de coloquinte induit une activité antihyperglycémique, 
antihyperlipidémique, antioxydante, hépatoprotectrice et rénoprotectrice chez des rats 
diabétiques induits par la streptozotocine (Lahfa et al. 2017). 

 

Pour fournir des bases scientifiques à l'utilisation médicinale de Citrullus colocynthis 
comme remède antidiabétique, divers chercheurs ont mené des études scientifiques 
sur ses différentes parties. En ce qui concerne la préparation de l'extrait de la partie 
souhaitée, la partie de la plante séchée (graines, fruits, racines, écorces ou feuilles) 
est coupée en poudre et une quantité pesée de la poudre est soumise à une extraction 
au solvant à l'aide d'un instrument approprié tel que Soxhlet appareil et système 
solvant / solvant approprié à une température appropriée. Le marc est entièrement 
séché et pesé avant et après chaque extraction suivie de la concentration de l'extrait 
à sec à 40 ° C sous pression réduite dans un évaporateur rotatif sous vide (Agarwal et 
al. 2012).  

Nous avons identifié deux études dans la littérature, qui impliquaient l'utilisation 
d'extrait de racine de Citrullus colocynthis. L'une d'elles a été menée par Agarwal et 
al. (Agarwal et al. 2012), qui ont évalué les paramètres biochimiques de rats 
diabétiques, après administration d'extraits aqueux, chloroformes et éthanoliques de 
racine de Citrullus colocynthis pour observer son effet thérapeutique. L'extrait aqueux 
a illustré un effet hypoglycémiant notable (58,70%) par rapport aux extraits de 
chloroforme (34,72%) et d'éthanol (36,60%). Les extraits aqueux présentaient des taux 
sériques améliorés d'urée, de protéines et de lipides ainsi que le taux sérique récupéré 
de bilirubine, de glutamate oxaloacétate transaminase, de glutamate pyruvate 
transminase et de phosphatase alcaline.  

Dans une autre expérience, les chercheurs ont administré 50 mg et 100 mg d'extrait 
de racine de Citrullus colocynthis par kilogramme de poids corporel de rat pendant 28 
jours pour l'évaluation de l’efficacité thérapeutique de Citrullus colocynthis. Les 
données hématologiques, histopathologiques et biochimiques ont montré un effet 
antidiabétique significatif de Citrullus colocynthis et une absence de toxicité chez le rat 
à la dose d'antidiabétique (Atole et al. 2009).  

Rajangam et coll. (Rajangam et al. 2009) ont rapporté un effet hypoglycémiant 
significatif de l'extrait d'éther de pétrole de la pulpe de fruit de Citrullus colocynthis chez 
des rats après administration orale de deux doses différentes, à savoir 300 et 500 mg 
d'extrait de fruit de Citrullus colocynthis par kilogramme de poids de rat.  

Dans une autre étude menée sur 36 lapins blancs mâles néo-zélandais en Iran, l'effet 
antidiabétique de la pulpe de fruit de Citrullus colocynthis ainsi que de l'extrait de graine 
a été déterminé. Par rapport au groupe témoin, un effet hypoglycémiant significatif a 
été observé après administration orale de 100 mg d'extrait de pulpe de Citrullus 
colocythis par kilogramme de poids de lapin (Dashti et al. 2011).  

L'extrait de pulpe de Citrullus colocynthis a de nouveau été utilisé par Khalil et al., En 
2010, pour étudier son effet sur le foie de rats (Khalil 2010). Par rapport au groupe 
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témoin, l'étude histologique du foie de rats traités par Citrullus colocynthis a montré 
des changements significativement moindres. Alternativement, les rats diabétiques ont 
retrouvé une histologie normale de leur foie après avoir traité avec l'extrait de pulpe de 
Citrullus colocynthis.  

Alia Amin (Amin, Tahir, and Lone 2017), a observé l'effet de Citrullus colocynthis sur 
la régénération des cellules bêta et le système vasculaire intra-îlot. Citrullus 
colocynthis a stabilisé le poids corporel des rats et la différence était statistiquement 
significative aux jours 7 (p <0,013) et 14 (p <0,001). Citrullus colocynthis a réduit de 
manière significative (p <0,001) le taux de sucre dans le sang à jeun en fonction de la 
dose et du temps. Il a augmenté le diamètre des îlots (p <0,001) et le nombre de 
cellules bêta (p <0,001).  

El-Baky et Amin(El-Baky and Amin, 2011)  ont rapporté que les complications 
diabétiques impliquant des microvaisseaux se traduisent par une néphropathie due à 
une filtration excessive de divers composés comme les sucres. Dans ce contexte, 
l'effet de l'extrait de fruits de Citrullus colocynthis sur la prévention de la néphropathie 
diabétique a été illustré chez des rats albinos mâles diabetiques. Selon les résultats, 
les taux de glucose sanguin, d'urée, de créatinine, d'albumine et d'acide urique ont été 
considérablement abaissés. Selon les résultats histopathologiques, l'extrait de fruit de 
Citrullus colocynthis a des effets néphroprotecteurs concluant que la pulpe de fruit de 
Citrullus colocynthis peut exercer des influences néphroprotectrices sur le 
fonctionnement des tissus rénaux.  

Dans une autre étude Ostovar et al (Ostovar et al. 2020)a examiné les effets 
biochimiques, histopathologiques et physiologiques de Citrullus colocynthis sur la 
neuropathie périphérique chez des rats atteints de diabète induit par la streptozotocine, 
Les résultats métaboliques (poids corporel et glycémie) ont été améliorés dans les 
groupes traités par Citrullus colocynthis par rapport au placebo. Les tests de coup de 
queue et de plaque chauffante avaient également une latence plus faible dans les 
groupes traités par Citurullus colocynthis. La mesure des marqueurs du stress oxydatif 
(malondialdéhyde, superoxyde dismutase et catalase) a montré l'effet antioxydant de 
Citrullus colocynthis. L'évaluation histologique du nerf sciatique a montré que Citrullus 
colocynthis diminuait le nombre de fibres nerveuses démyélinisées et dégénérées.  

Nous avons également identifié deux de ces études dans la littérature, qui impliquaient 
l'utilisation d'extrait de graines de Citrullus colocynthis. Sebbagh et coll. (Sebbagh et 
al. 2009) ont comparé le potentiel antidiabétique de Citrullus colocynthis, des huiles de 
tournesol ou d'olive dans le diabète induit par la streptozotocine  chez le rat et ont 
constaté qu'une alimentation riche en huile de Citrullus colocynthis exerçait un effet 
hypoglycémiant significativement plus élevé chez les rats administrés avec ou sans 
l'insuline par rapport aux aliments contenant d'autres huiles. En conclusion, les 
résultats ont rapporté que l'effet antidiabétique de l'huile de Citrullus colocynthis se 
produit par la préservation ou la restauration des cellules β pancréatiques chez les rats 
rendus diabétiques.  

Lakshmi et coll. (Lakshmi, Sendrayaperumal, and Subramanian 2013) ont testé 
l’extrait ethanolique (aux doses orales de 250 mg / kg de poids corporel) de graines de 
Citrullus colocynthis pour sa fonction hypoglycémique chez les rats diabétiques, Après 
l'administration d'extraits, les valeurs de ces paramètres biochimiques sont revenues 
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de manière significative à leurs niveaux approximativement normaux avec 
l'amélioration de leur niveau de glycogène. En conclusion, l'extrait de graines de 
Citrullus colocynthis a une activité hypoglycémique similaire au médicament 
hypoglycémiant oral standard, le gliclazide.  

Nous avons également identifié une étude dans la littérature, qui impliquait l'utilisation 
d'extrait de feuilles de Citrullus colocynthis. Gurudeeban et Ramanathan (Gurudeeban 
2010) ont étudié l'influence hypoglycémique de Citrullus colocynthis sur l'hexokinase 
hépatique et les enzymes gluconéogéniques comme la glucose-6-phosphatase et la 
fructose 1,6-bisphosphatase de rats témoins et diabétiques après ingestion orale de 
sa suspension de feuilles à des doses de 250 mg / kg et 500 mg / kg de poids corporel 
pendant soixante jours et ont constaté une baisse significative de la glycémie de 381 
± 34 à 105 ± 35 mg / dL. Il y avait une réduction des activités de la glucose-6 
phosphatase et de la fructose 1,6-bisphosphatase, et une augmentation de l'activité 
hexokinase hépatique soutenant l'importance hypoglycémique de cette plante 
médicinale.  

4.6.3. Activité antitumorale 

Récemment, des travaux ont révélé l’activité anti-tumorale de la coloquinte et ce grâce 
à l’action antimitotique de la cucurbitacine I qui est un composant majeur de la 
coloquinte, ce dernier induit la co-agrégation de l'actine et de la myosine II qui est 
associée au blocage de la migration cellulaire et à la division qui aboutit finalement à 
l'apoptose des cellules cancéreuses(Sari-Hassoun et al. 2016). 

La cucurbitacine I induit effectivement la co-agrégation de l'actine avec la 
phosphomyosine II. Cette co-agrégation résulte très probablement de la stimulation de 
la voie Rho / ROCK et de l'inhibition directe de la LIMKinase.Les résultats aident à 
comprendre l'impact des cucurbitacines sur la transduction du signal et la dynamique 
de l'actine et ouvrir de nouvelles perspectives pour l'utiliser comme candidats-
médicaments pour la recherche sur le cancer. 

Ce nouveau point de vue réactive l'intérêt que l'on peut avoir pour les cucurbitacines 
car ces molécules semblent intéressantes pour la recherche afin d'étudier l'impact de 
la modification de cascades de signalisation spécifiques. Les données ouvrent 
également pour l'avenir, la possibilité d'étudier les relations structure-activité de ces 
molécules pour fournir de nouveaux dérivés de la cucurbitacine qui pourraient être 
pertinents en tant que futurs médicaments candidats pour lutter contre le cancer. 

 

4.6.4. Activité antiparasitaire et insecticide 

L’étude de l’activité antiparasitaire de la coloquinte a montré que moins de 5ug/ml 
d’extrait inhibe la croissance parasitaire à plus de 50% de Plasmodium falciparum. 

Les extraits de feuilles de Citrullus colocynthis ont montré des propriétés  

- larvicides, ovicides et de répulsion contre le moustique de Culex 
quinquefasciatus 

- larvicides contre les larves du quatrième stade d'Anopheles stephensi Aedes 
aegypti et Culex quinque fasciatus 
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- insecticide contre Triboliumcustaneum 

- larvicides contre les larves du 3ème stade de Culex quinque fasciatus, 
Anopheles stephensi et Aedes aegyptv  
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Tableau 3. Synthèse des propriétés pharmacologiques des extraits des différentes parties : pulpe, 
graine et écorce.  

Pays 
Métabolites/ 

Effets thérapeutiques Référence 
parties utilisées 

Tunisie 

Extrait aqueux et Extrait 

Propriété analgésique et anti-inflammatoire 
(Belsem Marzouk et al. 
2009) acétone (différentes parties) 

Extrait aqueux des fruits Propriété analgésique et anti-inflammatoire 
(Belsem Marzouk et al. 

2010) 

Extrait aqueux (feuilles) Effet anticoagulant et anti microbien 
(Belsem Marzouk et al. 

2012) 

Algérie 

Extrait aqueux (fruits) Activité immunostimulante 
(Bendjeddou, Lalaoui, and 
Satta 2003) 

Huile fixe des graines Hypolipidémiant chez des rats obèses (Sebbagh et al. 2009) 

Maroc 
β-(Pyrazol-1-yl-)- 

Activité insulino-stimulante (Nmila et al. 2000) 
L-alanine (Graines) 

Egypte Extrait des graines 

Effets hypoglycémiant, hypolipidémiant chez des 

(Abdullah et al. 2010) 

               rats normaux et rendus diabétiques 

Soudan Graines 
Activité antifongique et antibactérienne (Aljabry, Alrasheid, and 

Ramadan 2019) 
 

Iraq 

Extrait aqueux, Saponines, Effets hypoglycémiant et anti-hyperglycémiant 
(Abdel-Hassan, Abdel-

Barry, and Mohammeda 
2000) alcaloïdes et glycosides Chez des lapins normaux et rendus diabétiques par l’alloxane 

Pakistan 
Extrait méthanolique Anti hémorragique et contre les morsures de 

 (MHHB Asad 2012) 

(fruits) serpents 

Inde 

Extrait méthanolique 
Pouvoir antioxydant (Kumar et al. 2008) 

(Fruits) 

Extrait méthanolique 
Antiulcéreux (Gill et al. 2011) 

(graines) 

Extrait méthanolique 
Activité anti-inflammatoire (Rajamanickam et al. 2010) 

(feuilles) 

Extrait d’éther de pétrole Effets anti diabétiques chez les rats rendus 
(Rajangam et al. 2009) 

(Fruits) diabétiques par STZ* 

Extraits aqueux, éthanolique Effet hypoglycémiant sur des rats normaux et 

(Agarwal et al. 2012) 

et chloroformique (racines) rendus diabétiques par l’alloxane 

Iran 

Flavonoïdes (Fruits) Pouvoir antioxydant (Delazar et al. 2006) 

Poudre (Fruits) Effet antidiabétique sur des patients diabétiques  (Huseini et al. 2009) 

Extrait des graines et de pulpe Effets hypoglycémiant sur lapins normaux et rendus  (Dashti et al. 2011) 
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diabétiques par l’alloxane 
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Chapitre 2 Préparation du panel 
d’extraits de Citrullus colocynthis 
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I. Matériel et méthode 

1. Extractions 

1.1. Récolte et préparation de la matière végétale 

Dans un but de confirmation de la reproductibilité de nos résultats, deux séries 
d’extractions ont été réalisés sur la même récolte, et sur une récolte différente de ce 
fait nous avons obtenu 3 séries d’extractions. Les deux collectes des fruits de 
coloquinte (C. colocynthis) se sont faites en septembre 2016 et septembre 2017 dans 
la région de Ain Sefra (Sud Oued de l’Algérie). Les fruits ont été récoltés à maturité 
puis ont été séchés pendant plusieurs semaines dans un endroit tempéré et à l’abri de 
la lumière.  

Les fruits ont été identifiés au sein du laboratoire antibiotiques, antifongiques, physico 
chimique synthèse et activité biologique à l’université de Tlemcen. 

Après séchage des fruits, la pulpe a été séparée de la graine et de l’écorce. Dans le 
but d’une étude comparative entre les activités des 2 parties du fruit de coloquinte des 
extractions ont été réalisées séparément.  

 

Figure 9. Photographie d'un fruit de Citrullus colocynthis mure. Ain Sefra, Algérie- 2016. 

 

 

1.2. Les extraits bruts 

L’extraction des métabolites secondaires de végétaux est influencée par différents 
facteurs comme le pH, la température, le rapport quantité de matière au volume du 
solvant et le temps d’extraction.  

Le procédé d’extraction est basé sur la différence des solubilités des composés d’un 
mélange dans un solvant. Le mélange peut être solide ou liquide et le solvant liquide 
ou fluide supercritique. 

http://www.univ-tlemcen.dz/Laboratoires_Recherche/labo/index.htm
http://www.univ-tlemcen.dz/Laboratoires_Recherche/labo/index.htm
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 Dans notre travail, nous nous sommes intéressés aux procédés d’extraction d’un 
système solide : la plante. Le mode d’extraction utilisé dans notre travail est la 
macération. En effet, les deux parties du fruit de Citrullus colocynthis ont été mis à 
macérer pendant 24h à température ambiante, dans deux solvants de polarités 
différentes (H2O, MeOH/H2O 80/20).  

Chaque partie a été extraite deux fois sur une même récolte et une autre fois sur une 
autre récolte. 

 

1.2.1. La graine 

Les graines ont été séparées en deux, certaines ont été extraites entières et d’autres 
broyées. Les graines broyées ont été soit dégraissée ou non. 

Le dégraissage s’est fait sur des graines broyées par de l‘éther de pétrole dans un 
Soxhlet pendant 4 heures. Le solvant de récupération a été ensuite évaporé au 
rotavapor Buchi R 114 à 45°c afin d’obtenir le produit de la délipidation qui forme l’huile 
de graine de coloquinte. 

Les trois formes de graine : entière, broyée et broyée dégraissée ont été extraites 
chacune par macération et par deux systèmes de solvants différents (protocole décrit 
dans le paragraphe précédent). 

 

1.2.2. La pulpe  

La pulpe a été broyée séparément en fine poudre. Comme pour la graine une partie 
de la pulpe a également été dégraissée, et l’extraction des deux s’est faite selon le 
même protocole. 

 

1.3. Les fractions des extraits bruts 

Chaque extrait brut a été fractionné en utilisant une méthode de fractionnement 
liquide/liquide à l’aide d’une ampoule à décanter. Pour ce fait deux solvants aux 
polarités différentes ont été choisi : l’acétate d’éthyle et le n-butanol.  

Avant le fractionnement l’extrait brut aqueux a été concentré ainsi que l’extra it 
hydrométhanolique afin d’éliminer toute trace de méthanol pour ce dernier.  

Le premier fractionnement a été celui à l’acétate d’éthyle, il s’est fait par plusieurs 
lavages jusqu’à obtention d’une phase aqueuse  transparente. La phase aqueuse est 
alors récupérée pour un fractionnement au n butanol, qui s’est fait dans les mêmes 
conditions que le fractionnement à l’acétate d’éthyle. 

A la fin du fractionnement nous obtenons 3 fractions pour chaque extrait brut : 2 
Fractions organiques et une fraction aqueuse.  
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II. Bilan des extraits obtenus  

La préparation des extraits des différents organes séchés a consisté à les faire 
macérer dans des solvants de polarités croissantes. La figure 10 récapitule les 
différentes étapes d’extraction et le tableau 4 référence les différents extraits obtenus. 
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Tableau 4. Références des extraits brutes et des fractions 

 

Organe Référence Fraction 

Graine Sna Extrait aqueux de graine entière 

Sna1 fraction AcEth de Sna 

Sna2 fraction butanolique de Sna 

Sna3 fraction aqueuse de Sna (partie résiduelle) 

Snh Extrait hydrométhanolique de graine entière 

Snh1 fraction AcEth de Snh 

Snh2 fraction butanolique de Snh 

Snh3 fraction aqueuse de Snah (partie résiduelle) 

Sda Extrait aqueux de graine dégraissée 

Sda1 fraction AcEth de Sda 

Sda2 fraction butanolique de Sda 

Sda3 fraction aqueuse de Sda (partie résiduelle) 

Sdh Extrait hydrométhanolique de graine dégraissée 

Sdh1 fraction AcEth de Sdh 

Sdh2 fraction butanolique de Sdh 

Sdh3 fraction aqueuse de Sdh (partie résiduelle) 

Pulpe Pna Extrait aqueux de pulpe entière 

Pna1 fraction AcEth de Sna 

Pna2 fraction butanolique de Sna 

Pna3 fraction aqueuse de Sna (partie résiduelle) 

Pnh Extrait hydrométhanolique de pulpe entière 

Pnh1 fraction AcEth de Snh 

Pnh2 fraction butanolique de Snh 

Pnh3 fraction aqueuse de Snah (partie résiduelle) 

Pda Extrait aqueux de pulpe dégraissée 

Pda1 fraction AcEth de Sda 

Pda2 fraction butanolique de Sda 

Pda3 fraction aqueuse de Sda (partie résiduelle) 

Pdh Extrait hydrométhanolique de pulpe dégraissée 

Pdh1 fraction AcEth de Sdh 

Pdh2 fraction butanolique de Sdh 

Pdh3 fraction aqueuse de Sdh (partie résiduelle) 
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Diagramme des extractions : 

 

 

 

  

Figure 10. Diagramme des extractions 
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Chapitre 3 Effet des extraits de 
Citrullus colocynthis sur la 
translocation GLUT4 induite par 

l’insuline : article publié  
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Chapitre 4 Effet inhibiteur des extraits 
de Citrullus colocynthis sur l'activité 
de l'alpha-amylase 
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I. Introduction  

Parmi de nombreuses enzymes du tube digestif, l'α-amylase pancréatique (E.C. 
3.2.1.1) digère les oligosaccharides provenant de la dégradation des hydrates de 
carbone en formant le maltose, le maltotriose et les oligodéxtrans. Les α-amylases 
constituent une famille d'endoamylases qui catalysent les clivages des liaisons 
glycosidiques α-D- (1-4) (Kuriki and Imanaka 1999). Les glucides sont les principaux 
constituants de l'alimentation humaine et jouent principalement un rôle dans 
l'approvisionnement énergétique. Les composants complexes des glucides 
alimentaires doivent être décomposés en monosaccharides par l'α-amylase et les 
glucosidases, car seuls les monosaccharides peuvent être absorbés par la lumière 
intestinale et transportés dans la circulation sanguine (Haseltine, Rolfsmeier, and Blum 
1996).  

L'une des cibles thérapeutiques actuellement introduites dans la gestion du diabète de 
type 2  est l'inhibition de l'α-glucosidase et de l'α-amylase pour diminuer la réabsorption 
intestinale du glucose dans l'intestin(Kajaria et al. 2013). Un retard de la réabsorption 
des glucides par l'inhibition d'enzymes telles que l'α-amylase entraînerait une 
réduction du taux de glucose dans le sang et est considéré comme une stratégie 
thérapeutique pour le traitement du diabète. Les inhibiteurs d'α -amylase ont donc un 
rôle thérapeutique et un groupe de médicaments introduits dans la gestion du diabète 
sont les inhibiteurs d'alpha-amylase. Les inhibiteurs actuels de l' α -amylase et de la 
glucosidase en usage clinique tels que l’acarbose, le voglibose et le miglitol sont 
largement utilisés, isolément ou en combinaison avec des sécrétagogues d'insuline, 
pour les patients atteints de diabète de type II, cependant ils sont tous associés à des 
effets secondaires tels que l'hypoglycémie, la diarrhée, les flatulences et les 
ballonnements intestinaux qui limitent leur utilisation dans le traitement du diabète et 
de ses complications (Bashary et al. 2020). En outre, certains d'entre eux peuvent 
augmenter l'incidence des tumeurs rénales, des lésions hépatiques et de l'hépatite 
aiguë (Shanmugam, Sreerama, and Malleshi 2009). 

Il y a donc un besoin urgent de rechercher des thérapies complémentaires et 
alternatives avec des effets secondaires minimaux, par conséquent, les extraits 
naturels de plantes médicinales traditionnelles disponibles sont un domaine 
d'investigation important avec un grand potentiel pour la découverte de nouveaux 
médicaments antidiabétiques. Il a été rapporté que différentes plantes présentent une 
activité inhibitrice de l'α-amylase et peuvent donc être pertinentes pour le traitement 
du diabète, plus de 400 plantes traditionnelles ont été enregistrées avec des effets 
antidiabétiques, mais très peu de ces plantes traditionnelles ont fait l'objet d'une 
enquête scientifique ou médicale appropriée(Rahimzadeh et al. 2014) 

L'analyse des inhibiteurs de l'α-amylase est effectuée par la quantification du sucre 
réducteur libéré dans le milieu (maltose). L'activité inhibitrice de l'enzyme est exprimée 
par la diminution des unités du maltose libéré dans le milieu réactionnel. 
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Figure 11. Structure et fonction inhibitrice de l’ α-amylase par l’Acarbose.  

 

II. Matériel et méthode 

La méthode utilisée est celle de Bernfeld (Bernfeld 1955), elle est basée sur la 
quantification du substrat (le sucre), le dinitrosalicylique DNS qui stoppe la réaction 
enzymatique (changement de pH) et forme un complexe avec le maltose dormant une 
coloration rouge dont l'absorbance est mesurée à 540 nm. Tout d’abord le DNS est 
préparé, 1 g dilué dans 40 ml d’eau distillée. À cette solution 30 g de tartrate double 
de sodium et de potassium sont ajoutés sous agitation. La solution obtenue est de 
couleur jaune opaque. L’addition de 20 ml d’une solution de NaOH 2N rend le réactif 
limpide avec une couleur orange. Le volume obtenu est ajusté à 100 ml avec l’eau 
distillée. Le réactif obtenu est conservé à l’abri de la lumière et à 4 C ̊.  

L’enzyme utilisée est (α-amylase (E.C.3.2.1.1) du pancréas du porc (PPA) sous forme 
lyophilisée (Fluka), son poids moléculaire est de 13000 Da avec une activité spécifique 
de 13 UI/mg, conservée à +4C ̊. Nous préparons une suspension enzymatique dans 
du PBS (0,02 M, pH 6,9) dont l’activité α -amylasique est de 3,9 UI/ml. L’optimum de 
l’activité α-amylasique d’origine porcine est à pH 6,9 pour une température de 37 C ̊. 
L’amidon soluble a été choisi comme substrat. La solution d’amidon est préparée dans 
la solution tampon phosphate (0,02 M, pH 6,9) à une concentration de 1% afin de 
réaliser les tests sur l’ α-amylase. Pour optimiser l’activité enzymatique, on ajoute Na 
Cl à 6 mM.  

Comme témoin positif nous avons utilisé l’acarbose « LARIMEL®50 » qui  est un 
pseudo-tétra-saccharide d’origine microbienne vendu comme traitement 
antidiabétique et ce grâce  à son action inhibitrice envers l’ α-amylase. Pour ce fait, 1 
comprimé de 50 mg est solubilisé dans 50 ml de tampon phosphate. 

Une gamme de concentration des extraits de pulpe et de graine (Sna, Sna1, Pna, 
Pna1) est préparée dans du PBS à des concentrations allant de 0,05 à 5 mg/ml afin 
d’évaluer leur effet sur l’activité́ enzymatique de l’ α-amylase.  

Un total de 250 μL d'extrait a été placé dans un tube et 250 μL de tampon de phosphate 
de sodium 0,02 M (pH 6,9) contenant une solution d' α-amylase (0,5 mg / mL) ont été 
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ajoutés. Cette solution a été préincubée à 37 ° C pendant 10 min, par la suite 250 µl 
de solution d'amidon à 1% dans du tampon phosphate de sodium 0,02 M (pH 6,9) ont 
été ajoutés, puis incubés à 37 ° C pendant 10 min. La réaction  est  terminée par 
addition de 500 µL de réactif acide dinitrosalicylique (DNS). Les tubes ont ensuite été 
incubés dans de l'eau bouillante pendant 5 min et refroidis à température ambiante. 
Le mélange réactionnel a été dilué avec 5 ml d'eau distillée et l'absorbance a été 
mesurée à 540 nm à l'aide d'un spectrophotomètre. Un témoin a été préparé en 
utilisant la même procédure en remplaçant l'extrait par de l'eau distillée. L'activité 
inhibitrice de l'α-amylase a été calculée en pourcentage d’inhibition : 

Inhibition d’ α-amylase = ((𝐷O𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟o𝑙𝑒 - 𝐷O𝑒𝑐h𝑎𝑛𝑡𝑖𝑙𝑙𝑜𝑛) / 𝐷O𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟o𝑙𝑒 positif) × 100 

III. Résultats et discussion  

Traditionnellement, différentes parties des plantes étaient utilisées directement 
comme produits pharmaceutiques. Des produits chimiques cliniquement utiles sont 
désormais obtenus à partir de plantes. Plusieurs plantes présentent une activité 
inhibitrice d’ α-amylase tels que: Juglans regia, Urtica (Rahimzadeh et al. 2014),Rubus 
idaeus (Grussu, Stewart, and McDougall 2011),Ocimum basilicum, Ocimum 
tenuiflorum (El-Beshbishy and Bahashwan 2012), Olea europaea (KOMAKI et al. 
2003), Castanea sativa (Tsujita 2016).  

L'inhibition de l'α-glucosidase et de l'α-amylase, enzymes impliquées dans la digestion 
des hydrates de carbone, peut réduire de façon significative l'augmentation 
postprandiale de la glycémie et peut donc être une stratégie importante dans la gestion 
de la glycémie chez les diabétiques de type 2. Malheureusement les traitements 
actuels ne se limitent qu'à un faible contrôle de l'exacerbation, et ont divers effets 
secondaires. Cependant, les inhibiteurs naturels de l' α -glucosidase et de l' α -amylase 
ont plus ou moins d’effets secondaires (Tundis, Loizzo, and Menichini 2010). 
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Figure 12. Évolution du taux d'inhibition de l’ α-amylase en fonction des concentrations croissantes de 
différents extraits comparé à un traitement à 1mg/ml d’Acarbose. (A) effet inhibiteur de Sna, (B) Sna1, 
(C) Pna et (D) Pna1. ;* p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,005 
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Pour évaluer le pouvoir inhibiteur de l’α-amylase, les extraits de graine et de pulpe 
sont obtenus par des solvants organiques ou aqueux. Un extrait aqueux a été préparé 
suivi d’une série d’extraction liquide-liquide par l’acétate d’éthyle.  

Les études d'inhibition de l'α-amylase ont démontré que les extraits de pulpe et de 
graine de Citrullus colocynthis avaient une activité inhibitrice. Pour chaque 
manipulation, des échantillons témoins négatifs ont été préparés en conséquence 
sans aucun extrait de plante et ont été comparés aux échantillons de test contenant 
diverses concentrations de l'extrait de plante. L'acarbose a été utilisé comme témoin 
positif. La figure 12 montre le pourcentage d'inhibition du PPA en présence d'extrait 
de plante et d'acarbose en fonction de la concentration d’extrait et ce durant un temps 
d’incubation de 10 min.  

Nos résultats montrent que l’extrait aqueux brut Sna possède une plus faible action 
inhibitrice en comparaison avec les autres extraits étudiés avec un taux d’inhibition à 
5mg/ml ne dépassant pas les 18% (17,2% ± 14,51). Malgré les similarités dans la 
composition de Sna et Pna, l’extrait brut de pulpe Pna à 5mg/ml présente un meilleur 
taux d’inhibition qui s’élève à 30,4% ±6,09 après 10 min d’incubation et déjà 19% 
d’inhibition à 0,05 mg/ml, néanmoins l’inhibition reste faible en comparaison avec 
l’action de l’acarbose qui à 0,4 mg/ml induit une inhibition de plus de 90%. 

Les données de la figure 12 nous démontrent que l’effet inhibiteur des fractions acétate 
d’éthyle d’extraits bruts de pulpe et de graine Pna1 et Sna1 est similaire, ce qui est dû 
à leur composition chimique qui comme décrit dans le chapitre précédent est identique. 
À 0,05 mg/ml Sna1 et Pna1 induisent une inhibition de 16 et 17% respectivement ; ce 
taux augmente pour Pna1 de 33% à 1mg/ml et atteint les 46% à 5 mg/ml ce qui 
démontre un effet dose dépendant qui est commun à l’effet des 4 extraits étudiés dans 
cette expérimentation.  

Les deux observations que nous retenons suite à notre étude de l’activité inhibitrice de 
l’α-amylase par des extraits bruts et des fractions de pulpe et de graine sont : 

- Les fractions acétate d’éthyle présentent un pouvoir inhibiteur meilleur par 
rapport aux extraits bruts, de ce fait Pna1 et Sna1 sont deux extraits très 
prometteurs dans la recherche de nouvelles molécules d’origine naturelle à but 
thérapeutique. 

-  La comparaison des effets des extraits de pulpe et de graine démontre qu’ils 
sont identiques, ce qui confirme les résultats du screening de la composition 
chimique de ces extraits par LC-MS qui a dévoilé une similitude dans la 
composition des extraits Pna1 et Sna1 ainsi que les CCM ont montré le même 
profil phytochimique pour Pna et Sna.  

Comme témoin positif nous avons choisi l'acarbose qui est un puissant inhibiteur 
compétitif de l'α-amylase. Ce composé a un cycle pseudosucre et la liaison azotée 
glycosidique qui imite l'état de transition pour le clivage enzymatique de la liaison 
glycosidique et inhibe donc de façon competitive l'α-amylase (Etxeberria et al. 2012). 
Probablement, il y avait un composé dans l'extrait Pna1 et Sna1 qui pouvait rivaliser 
avec le substrat pour se lier au site actif de l'enzyme. Ce mécanisme est généralement 
observé pour les inhibiteurs compétitifs.  
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Dans la littérature (Ramzi and Sahragard 2013; Zibaee, Valizadeh, and Jalali sendi 
2013) nous retrouvons plusieurs études faites sur le pouvoir inhibiteur de différents 
extraits de Citrullus colocynthis (fruit, racine et feuille) faites sur des rats, des insectes 
ou encore in vitro sur des enzymes isolées. Cette variation dans l'inhibition de l'α-
amylase pourrait être attribuée à différentes raisons; le mécanisme d'inhibition, 
principalement, la présence d'isoformes enzymatiques, la proportion de protéines 
inhibitrices et d'autres alcaloïdes, et la condition du pH dans les différentes conditions. 
Les réactions biochimiques sont affectées par des facteurs environnementaux 
principalement le pH et la température des milieux. 

Zibaee et ses collaborateurs (Zibaee, Valizadeh, and Jalali sendi 2013) ont étudié 
l’effet d’un extrait protéique de Citrullus colocynthis et démontré divers degrés 
d'inhibition des α-amylases digestives de C. suppressalis. À 2 mg/ml Les α-amylases 
digestives des larves ont été inhibées environ à 50% par l’extrait protéique de Citrullus 
colocynthis. 

Dans une autre étude de S. Kalva (Kalva and Fatima, 2018.), ils ont mis en évidence 
l'activité inhibitrice de l'α-amylase des racines de Citrullus colocynthis sur des rats 
Wistar mâles dont le diabète a été induit en administrant de la streptozotocine (STZ). 
La metformine (45 mg / kg) a été administrée comme agent hypoglycémiant oral 
standard. Les extraits aqueux et éthanoliques de Citrullus colocynthis à 100 mg / kg, 
200 mg / kg et 300 mg / kg ont été administrés aux rats normaux et diabétiques. Les 
résultats ont révélé que Citrullus colocynthis possède un très fort potentiel anti-
hyperglycémique justifiant l'utilisation du médicament pour le traitement du diabète 
sucré. Les deux extraits ont montré une inhibition significative de l'enzyme α-amylase 
d'une manière dépendante de la concentration. Le pourcentage d'inhibition de l'a-
amylase par les extraits de Citrullus colocynthis a été étudié dans une gamme de 
concentration de 10 à 100 ug / ml. La IC50 était de 45 ug / ml. 

De nombreux troubles métaboliques et maladies sont associés à l'activité enzymatique 
de l’ α-glucosidase. Selvaraj et ses collaborateurs (Selvaraj and Kaliamurthi 2012) ont 
étudié l'effet inhibiteur de la coloquinte sur l' α-glucosidase. Les extraits de n-hexane 
de Citrullus colocynthis, présentent une puissante activité inhibitrice de l'α-
glucosidase, 85,9 ± 0,10. D'après le test de cinétique enzymatique, l'extrait de Citrullus 
colocynthis a un ou des inhibiteurs non compétitifs de l' α -glucosidase et une réduction 
de la Vmax de 1,21 mM / min-1 à 0,843 mM / min-1 et du Km de 1,56 mM à 0,886 mM. 

IV. Conclusion 

À la lumière des résultats obtenus, les extraits de graine et de pulpe de Citrullus 
colocynthis présentent une activité inhibitrice de l' α -amylase avec une activité 
intéressante de la fraction acétate d’éthyle de l’extrait aqueux brut de pulpe : Pna1 et 
Sna1. Malgré le fait qu’ils présentent une activité relativement élevée elle reste 
néanmoins faible en comparaison à l’acarbose qui est l’inhibiteur de référence de l’ α 
-amylase. Une purification et un fractionnement bio-guidée de Pna1 seraient 
nécessaires dans un futur proche afin d’isoler la molécule responsable de cette 
activité.  

Par conséquent, la graine et la pulpe de coloquinte peuvent être utilisées comme 
source riche en molécules à haut potentiel bioactif dans le traitement du diabète de 
type 2. De plus, cette étude permet d’entrevoir des opportunités pour de futurs travaux 
dans la recherche de nouveaux médicaments efficaces contre le diabète de type 2, la 
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coloquinte semble présenter différents principes actifs qui sont susceptibles d’agir sur 
plusieurs cibles.  
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Chapitre 5 Évaluation de l’effet 
hémolytique des extraits de 
Citrullus colocynthis 
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I. Introduction 

L’hémolyse (hémo : sang ; lyse : perturbation) est un phénomène physiologique 
irréversible qui aboutit à la rupture de la membrane des hématies provoquant la 
libération des éléments intra-érythrocytaires dans le plasma notamment 
l’hémoglobine. Si la destruction des érythrocytes est un phénomène normal qui a lieu 
dans la rate lorsque les globules rouges sont en fin de vie, l'hémolyse anormale du 
sang peut avoir différentes causes (Holmberg, Jakobson, and Malmfors 1974). 
 

L’hémolyse est manifestée par une augmentation des taux sériques en hémoglobine 
associée à une augmentation du lactate déshydrogénase (LDH), de phosphate et de 
la créatine kinase(CK) (Ozcan, Karakas, and Yucel 2012), et aussi par une diminution 
du taux d’haptoglobine et d’hémoglobine glyquée. L’hémoglobine libérée lors de 
l’hémolyse est dégradée en bilirubine non conjuguée, ou bien sous forme d’un 
complexe avec l’haptoglobine qui est éliminée rapidement par le foie (Marchand, 
Galen, and Van Lente 1980). 
 
Des parasites sanguins, des infections bactériennes et virales, des agents chimiques, 
des plantes toxiques peuvent entrainer une hémolyse. De plus, l'anémie hémolytique 
peut être due à des phénomènes auto-immuns. 
 
L’hémolyse pathologique peut être due à deux principaux mécanismes :  
Une anomalie des globules rouges conduisant à une hémolyse corpusculaires c'est-
à-dire la destruction des hématies provenant de sa fragilité et qui correspond à : 
- Une anomalie constitutionnelle de l'hémoglobine comme les anomalies de structure 
(hémoglobinopathies), anomalies quantitative de la synthèse des chaines de globine 
(thalassémies), drépanocytose (en faucille) caractérisée par la présence d' Hb. 
- Une anomalie constitutionnelle de la membrane du GR. C’est le cas des micro-
sphérocytose causés par une augmentation de la perméabilité au Na+ et a l'eau. 
- Un déficit enzymatique du GR comme le déficit en G6P, déficit en pyruvate  kinase 
ou un défaut de régénération de l'ATP. 
Une agression extrinsèque des hématies correspondant à une hémolyse extra-
corpusculaires(Aguilar Martinez n.d.) qui est caractérisé́ par : 
- Une agression directe de l'hématie par une toxine bactérienne, animale, chimique ou 
par un parasite. 
- Une rigidité anormale acquise de la membrane du globule rouge: anémies 
hémolytiques auto-immunes. 
- Rupture des hématies normales sur un obstacle: prothèses valvulaires, 
(microangiopathie thrombotique) (Marc 2003).  
 
La réceptivité des globules rouges au stress oxydatif fait d’eux un marqueur in vitro 
adéquat pour l’évaluation des défenses oxydatives de différents individus. L’exposition 
des cellules à un système produisant des radicaux libres de manière prolongée nous 
permet de mesurer le taux d’hémolyse. Ce phénomène est détecté visuellement en 
montrant une teinte rose à rouge dans l’échantillon après centrifugation ou en 
mesurant la densité optique de surnageant (hémoglobine) par spectrophotométrie 
(Mezzou et al., 2006). Pour notre étude nous avons eu recours à l’utilisation de globule 
rouge dans le but d’évaluer l’effet cytotoxique probable des extraits de Citrullus 
colocynthis. 
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II. Matériel et méthode 

Du sang fraichement prélevé à l’aide d’une seringue graduée auprès des personnes 
saines n’ayant pas pris d’anti-inflammatoires a été mis dans des tubes héparinés puis 
centrifugé à 4000rpm à 4°c pendant 5 minutes pour séparer les globules rouges des 
autres éléments constitutifs du sang La suspension érythrocytaire a été préparée 
comme décrit par(Hebbani, Reddy, and Nallanchakravarthula 2014) (Li and Liu 2008) 

Après l’élimination du surnageant, le culot est lavé trois fois par une solution tampon 
phosphate salin PBS (125 mM NaCl ,10mM de diphosphate de sodium, pH 7.4), la 
dernière centrifugation dure 10 min. Le culot cellulaire obtenu est dilué avec la solution 
PBS pour obtenir un hématocrite de 1/200.  

Pour l’étalonnage et le calcul du taux d’hémolyse, un tube témoins négatif a été 
préparé en ajourant un volume équivalent (v/v) de PBS à la solution érythrocytaire ; 
ainsi qu’une solution d’hémolyse (témoins positif) composé de la suspension 
érythrocytaire et d’eau distilée (v/v). 
Les différents extraits de Citrullus colocynthis (Sna, Sna1, Pna, Pna1) sont dilués dans 
du tampon phosphate salin pour obtenir les différentes concentrations 1000 
µg/ml,100µg/ml et 20 µg/ml. 

Dans chaque tube (10ml de volume final) différentes concentrations d’extraits sont 
ajoutés à la solution érythrocytaire. Les tubes sont délicatement mélangés ensuite 
incubés dans un incubateur agitateur à 37°C durant 60 min. Des lectures sont 
effectuées à T0, T15, T30, T45 et T60 en prélevant à chaque temps 500 µl du mix 
auquel est ajouté 1,5 ml de PBS, avant chaque lecture les tubes sont centrifugés à 
4000 rpm 5 min à 4°c.  

La lecture de l’absorbance de chaque tube est effectuée à 548nm à l’aide d’un 
spectrophotomètre UV contre un blanc contenant du PBS.  

Le taux d’hémolyse des différents extraits est calculé́ en pourcentage (%) par rapport 
à l’hémolyse totale selon la formule suivante :  

Taux d’hémolyse (%) =
Abs de l’extrait −  Abs de témoin négatif

Abs de l’hémolyse totale 
𝑋100 

III.  Résultats et discussion  

Les globules rouges sont choisis comme modèle pour l’étude de la cytotoxicité en 
biologie cellulaire et moléculaire et ce, grâce à leur facilité d’isolement. Les propriétés 
hémolytiques sont attribuables à leur interaction avec les stérols de la membrane 
érythrocytaire ; l'interaction induit une augmentation de la perméabilité́ membranaire 
et un mouvement des ions : entrée de Na+ et H20, sortie de K+, qui conduit à 

l’éclatement de la membrane, permettant ainsi la sortie de l’hémoglobine, qui peut être 
mesurée expérimentalement par une lecture de l’absorbance à 540 nm (Van Buren, 
Arwatz, and Smits 2020).  

Afin d’étudier la cytotoxicité des extraits de Citrullus colocynthis sur les globules 
rouges, nous avons mis en contact une suspension érythrocytaires avec les extraits 
aqueux bruts de graine et de pulpe ainsi que leur fraction acétate d’éthyle ( Sna, Sna1, 
Pna, Pna1) à différentes concentrations (1000, 100 et 20 µg/ml), les données obtenues 
sont comparés un contrôle positif (H+) dans lequel nous avons provoqué une 
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hémolyse totale induite par l’eau distillée qui provoque l’éclatement des globules 
rouges ; ainsi qu’un contrôle négatif (H-) dans lequel la suspension érythrocytaire est 
maintenu stable dans un milieu isotonique (Nacl 0,9%). 

Après l’incubation in vitro des hématies avec des concentrations variables d’extraits 
de coloquinte durant 1h, l’absorbance a été mesurée toutes les 15 min afin d’apporter 
une étude cinétique de l’effet hémolytique de chaque extrait ainsi qu’une étude 
comparative entre l’effet de la pulpe et de la graine, cette étude nous a également 
permis de comparer l’activité des extraits aqueux bruts et de leur fraction acétate 
d’éthyle. 

Les résultats obtenus sont représentés dans la Figure 12, et montrent la variation du 
pourcentage d’hémolyse mesuré par la densité optique à 548 nm en fonction de 
différentes concentrations. Nous observons tout d’abord qu’il y a une différence 
significative (P<0,05) entre l’effet des extraits de graine (Sna, Sna1) et le contrôle 
positif (H+), jusqu’à 1 mg/ml les extraits de graine n’ont pas un d’effet cytotoxique 
sévère sur les globules rouges. L’étude de l’activité́ cytotoxique de la pulpe nous a 
également montré qu’il n’y n’avait pas de différence avec la graine, et ceux malgré la 
cytotoxicité bien connue de notre plante.  
 

Tableau 5. Effet hémolytiques des extraits Sna, Sna1, Pna et Pna1 à 60min 

 
 
 
 
 
 
 

L’évolution de l’effet hémolytique est évaluée par rapport à un témoin négatif et un 
autre positif qui contiennent respectivement de (globules rouge+ H2O) (PBS + 
globules rouge), les résultats obtenus sont présentés dans la figures 13, les courbes  
représentent le pourcentage des cellules restantes en fonction de la concentration des 
extraits de coloquinte.  

  Sna Sna1 Pna Pna1 

1000 µg/ml 17,2 ± 0,058 9,3 ± 0,005 15,2 ± 0,015 18,2 ± 0,036 

 100 µg/ml 13,6 ± 0462 3,5 ± 0,01 8,8 ± 0,005 2,4 ± 0,01 

 20 µg/ml 8,6 ± 0,01 0 ± 0,01 8,8 ± 0 2,4 ± 0,005 
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D’après les résultats obtenus, nous avons enregistré des augmentations des 
absorbances (taux d’hémolyse) durant les 60 min d’incubation des érythrocytes isolées 
en présence des différentes concentrations des extraits testés. Les résultats de l’effet 
hémolytique des différents extraits de coloquinte, ont montré que la coloquinte 
présente une toxicité relativement faible en comparaison à l’hémolyse totale (figure 
13). Nous observons qu’à des concentrations de 0,02 mg/ml jusqu'à 1 mg/ml 
l’hémolyse augmente proportionnellement avec les concentrations des extraits. Ces 
résultats montrent que l’hémolyse des globules rouges augmente de manière effet 
dose dépendant (figure 14) mais nous observons également un effet temps dépendant 
représenté sur les courbes de la figure 14, le temps d’exposition des hématies aux 
extraits augmente le risque de cytotoxicité.  

À la concentration de 1mg/ml, les extraits de pulpe et de graine présentent un taux 
d’hémolyse qui ne dépassent pas les 18% après 60 min d’incubation. Des résultats 
antérieurs effectués au sein du laboratoire Lapsaab ont démontré que des extraits 
bruts de graine de coloquinte induisent une hémolyse de 26,61% à une concentration 
de 20mg/ml.(Bourek 2013) 

En augmentant la concentration à 1mg/ml, on remarque que le pourcentage de cellules 

hémolysées en présence de l’extrait aqueux de graine et de pulpe atteint les 17,2% et 
15,2% respectivement ; tandis que les fractions acétate d’éthyle atteignent un taux de 
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Figure 13. Étude de l'effet hémolytique de Sna, Sna1, Pna et Pna1;* p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,005 
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9,3% pour la graine et 18,2% pour la pulpe. À 100 et 20 µg/ml les fractions Sna1 et 
Pna1 présentent un effet toxique inférieur à celui des extraits bruts avec un taux 
d’hémolyse à 20 µg/ml qui s’élève à 0 ± 0,01% et 2,4 ± 0,005% respectivement, à cette 
concentration nous pouvons conclure que l’action hémolytique de nos extraits est 
négligeable. Citrullus colocynthis est une espèce connue pour ses propriétés toxiques 
qui sont dues à sa composition chimique riche en cucurbitacines, des  stéroïdes 
dérivés d'un hydrocarburetriterpène qui à forte dose présente une toxicité sévère. De 
ce fait la détermination du pouvoir hémolytique de notre plante est indispensable pour 
une meilleure connaissance et une adaptation rationnelle de la phytothérapie 
traditionnelle surtout pour les doses, les modes d'administration et les précautions à 
prendre lors de son utilisation afin d’éviter toute réaction cytotoxique lors des différents 
tests biologiques que nous effectuerons le long de nos travaux de recherche. Les 
résultats montrent un pouvoir hémolytique quasiment absent à des concentrations 
égales ou inférieures à 100 µg/ml.  

 

IV. Conclusion 

L'activité hémolytique des extraits de coloquinte a été testée sur les érythrocytes 
humains normaux. Tous les échantillons ont présenté un faible effet hémolytique 
envers les érythrocytes humains, et ceux malgré la cytotoxicité bien connue de notre 
plante. Cependant, ces extraits ont montré une augmentation dose-dépendante de 
l'activité hémolytique. 

Pour les perspectives, notons que le simple résultat de l’effet hémolytique ne permet 
pas de valider une administration de la plante par voie orale ou injectable, mais 
nécessite certaines études complémentaires in vitro et surtout in vivo sur des modèles 
animaux et ce, dans de conditions d'administration prolongée des extraits en escalade 
de dose. 
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Chapitre 6 Analyses 
phytochimiques des extraits 
acétate d’éthyle de graine et de 
pulpe de Citrullus colocynthis 
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I. Matériel et méthodes  

1. Méthodes de séparation et d’identification des métabolites 

1.1. Méthodes chromatographiques d’analyse et de séparation 

1.1.1. Chromatographie sur couche mince (CCM) 

Les chromatographies sur couche mince ont été réalisées, afin de vérifier la 
composition et la pureté des extraits et de vérifier les différentes étapes de 
fractionnement. Les supports chromatographiques utilisés ont consisté en des plaques 
de CCM présentant une phase stationnaire normale, de type Silicagel 60 F254 
(Merck). Il s’agit de plaques d’aluminium de dimensions 20 x 20 cm, recouvertes d’une 
fine couche de 0,20 mm d’épaisseur de gel de silice, greffée par un fluorochrome 
absorbant à une longueur d’onde de 254 nm. Les échantillons ont été spottés et 
concentrés sur les plaques de CCM manuellement grâce à des capillaires de verre de 
10 µL de volume. Dans certains cas où une excellente résolution est nécessaire 
(notamment pour certaines chromatographies récapitulatives), un système de 
déposeur automatique d’échantillons CCMHP (Chromatographie sur Couche Mince 
Haute Performance) de modèle ATS 4 (CAMAG), piloté par le logiciel WinCATS 1.3.3 
(CAMAG), a été utilisé. Le développement des plaques chromatographiques a été 
réalisé dans des cuves de migration en verre saturées par différentes phases mobiles 
(principalement CH2Cl2/MeOH en différentes proportions).  

 Dans notre cas, les deux systèmes de solvants pour les différentes classes de 
composés ont été les suivants : 

- CH2Cl2/MeOH (88/12, v/v) 

- CH2Cl2/MeOH (90/10, v/v) 

Les plaques ont été observées dans le visible, dans l’UV à deux longueurs d’onde (254 
et 365 nm) et après pulvérisation d’un révélateur chimique : la vanilline. 

Réactif à la Vanilline sulfurique: 

Pour 100 mL de solution, 1 g de vanilline est introduit dans 90 mL d’éthanol à 96%. 10 
mL d’acide sulfurique concentré sont ensuite ajoutés avec précaution à la solution, car 
il se produit une réaction exothermique. Le révélateur à la vanilline sulfurique est 
conservé à l’abri de la lumière, ce dernier permet de révéler les composés organiques 
avec des couleurs variables en fonction du type de noyau structural. 

1.1.2. Chromatographie SPE sur cartouches de silice C18 

La chromatographie en phase inverse a été réalisée sur gel de silice greffée de 
chaînes carbonées à 18 atomes de carbone, contenu dans des cartouches d’extraction 
en phase solide pré-conditionnées de type VarianC18 Bond Elut SPE. Ces cartouches 
ont été éluées grâce à un système de mise sous vide constitué d’un collecteur de 
fractions Varian Vac Elut SPS 24 Manifold et d’une pompe Diaphragm Pump Chem. 
Resistant MPC 101 Z ILMVAC. La cartouche a été éluée par un système de phase 
mobile (Eau/Méthanol), en mode gradient, afin d’optimiser la séparation des 
échantillons.  

1.1.3. Chromatographie sur Colonne ouverte (CC) 

La chromatographie sur colonne (CC) a été réalisée en utilisant des colonnes ouvertes 
rodées à l’extrémité supérieure, remplies par la phase stationnaire constituée de gel 
de silice (15-40 µm, Kieselgel 60, MerckKGaA, Düren, Allemangne), activé quelques 
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heures à 110°C dans l’étuve avant l’utilisation. La taille et le diamètre de la colonne 
ont été choisis en fonction de la quantité d’échantillon à purifier et de la résolution 
souhaitée. La quantité de phase stationnaire a été calculée de façon à être 50 fois 
supérieure à celle de l’échantillon à fractionner. L’échantillon a été déposé sous forme 
de dépôt liquide (solubilisé) ou solide (sous forme de poudre). Une couche de coton 
de verre a ensuite été ajouté après la première absorption du dépôt, afin d’éviter toute 
perturbation de surface lors de l’ajout de la phase mobile. L’élution a ensuite été 
réalisée par différents système de phase mobile (Diclorométhane /Méthanol),  en 
mode gradient afin d’optimiser la séparation de l’échantillon.  

1.1.4. Chromatographie Liquide sous Moyenne Pression (MPLC) 

La chromatographie liquide à moyenne pression (MPLC) a été effectuée en utilisant 
des colonnes en verre borosilicaté de marque BÜCHI conditionnées en phase normale 
par un gel de silice (Kieselgel 60) de granulométrie 15-40 µm (MerckKGaA, Düren, 
Allemangne), activé à 110°c dans l’étuve avant l’utilisation. Cette colonne est liée à 
une pompe BÜCHI Module C-615 (BÜCHI Labortechnik AG, Flawil, Suisse) qui génère 
la pression à l’entrée de la colonne et assure un débit de 20 mL/min et une pression 
moyenne de 2 Bar. De même les échantillons ont été introduits dans la colonne sous 
forme de dépôt liquide puis élués par un gradient de phase mobile (Diclorométhane 
/Méthanol), en mode gradient afin d’optimiser la séparation de l’échantillon.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.1.5. HPLC semi-préparative 

La HPLC semi-préparatives est une méthode de séparation qui a été utilisée lors des 
dernières étapes de purification. Les analyses par HPLC semi-préparative ont été 
réalisées grâce à un système HPLC HITACHI Merck composé d’une pompe 
quaternaire Lachrom L-7100, d’un détecteur à barrette de diode LaChrom L- 7455, 
d’une interface D-7000, le tout piloté par le logiciel D-7000 HSM. La boucle d’injection 
utilisée en mode préparatif permet une charge de 500 μL. Les échantillons ont été 

Figure 14. Montage d'une colonne MPLC 

https://www.google.fr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiP0JiEmvrWAhVEFMAKHb30DScQFggvMAE&url=https%3A%2F%2Fwww.buchi.com%2Fen%2Fproducts%2Fpreparative-chromatography%2Fpump-module-c-601-c-605&usg=AOvVaw1BMBn1_87tNgF4qQ-nmx7M
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dissous à froid dans du MeOH à la concentration de 10 mg/mL, filtrés sur filtre nylon 
0,45 μm puis injectés et séparés sur une colonne Phenomenex EVO C18, 250 x 10 
mm, 5 μm, 100 Å éluées par la phase mobile à un débit de 3 mL/min. La phase mobile 
a consisté en un mélange d’acétonitrile qualité HPLC (Fisher Chemical) et d’eau 
purifiée et désionisée (système Millipore Simplicity 185) et acidifiée avec 0.1% d’acide 
formique, en proportions variables. La séparation des composés a été réalisée en 
mode gradient, permettant d’augmenter le pouvoir d’élution de la phase mobile au 
cours de l’analyse.  

 

 

 

Tableau 6. Gradient de la méthode de séparation en HPLC semi préparative  

Temps (min) Eau+ HCCOH0.1% ACN % Débit (ml) 

0 80 20 3 

28 10 90 3 

30 80 20 3 

 

1.2. Méthodes analytiques ou physico-chimiques 

1.2.1. Système UHPLC-DAD HITACHI 

L’UHPLC analytique est utilisée en premier lieu pour identifier les pics d’intérêts qui se 
trouvent dans l’extrait et dans les fractions ainsi que pour vérifier la pureté des 
composés isolés en se basant sur leur absorbance UV. Elle est réalisée sur un 
système UHPLC HITACHI VWR équipé de deux pompes LaChrom ULTRA L-2160 U, 
d’un détecteur à barrette de diode (DAD) LaChrom ULTRA L-2455 U, d’une seringue 
d’injection de 100 µL, d’un passeur d’échantillons L-2200 U, et d’un four thermostaté 
LaChrom ULTRA L-2300 U. La phase stationnaire a consisté en une une colonne 
Phenomenex Kinatex 2.6 EVO C18 (100 x 2.1 mm, 2.6 μm, 100 Å). La phase mobile 
a consisté en un gradient d’eau et d’acétonitrile acidifiés avec 0.1% d’acide formique 
à un débit de 0.4 mL/min. L’eau utilisée est purifiée et désionisée par un système 
Millipore Simplicity® 185. Les données ont été acquises et traitées à l’aide du logiciel 
EZchrom Elite.  

1.2.2. Couplage UHPLC-DAD-CAD-LTQ Orbitrap XL 

Les extraits bruts et les différentes fractions ont été analysés par une méthode de 
couplage alliant la HPLC à 3 détecteurs. Les analyses ont été réalisées sur une chaîne 
équipée d’une pompe quaternaire (Ultimate 3000), d’un dégazeur, d’un four 
thermostaté à l’intérieur duquel se trouve une colonne Acquity UPLC® BEH C18 (100 
x 2,1 mm i.d, 1,7 µm, Waters, USA), et d’un passeur d’échantillon thermostaté 
(Ultimate 3000), couplée à 3 détecteurs : un détecteur DAD (Diode Array Detector, 
Ultimate 3000 de 210 à 400 nm, un CAD (ChargedAerosol Detector, Corona Veo) qui 
permet de quantifier les composés présents dans un extrait. Le couplage au CAD a 
été réalisé à l’aide d’un split 1:1 en sortie du détecteur DAD pour moitié au 
spectromètre de masse et moitié en CAD et un spectromètre de masse haute 
résolution de type LTQ Orbitrap XL (Ultimate 3000, Thermo Fisher Scientific, 
Royaume-Uni). Le système est piloté par le logiciel LCQ Xcalibur (Thermo Fisher 
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Scientific). Les phases mobiles employées ont été les suivantes : solvant A (H2O, 0.1% 
de HCOOH) et B (Acétonitrile, 0.1% de HCOOH) avec une élution en gradient présenté 
dans le tableau 7. 

Les données du tableau 7représentent la méthode optimisée pour analyser toutes les 
fractions obtenues. Les analyses ont été réalisées en mode d’ionisation positive (IP) 
et négative (IN). Le mode HCD (High EnergyCollisional Dissociation) utilisée énergies 
de collision de 40 eV a permis d’avoir la masse Haute Résolution des fragments 
obtenus. Le mode CID (Collision Induced Dissociation) « data dependant scan » utilisé 
a permis la fragmentation des ions majoritaires de chaque scan avec des énergies de 
collision de 35 eV.  

Tableau 7. Gradient de la méthode d’analyse UHPLC-HRMS et UHPLC 

Temps 
(min) 

Eau+ 
HCCOH0.1% 

ACN+HCOOH 
0.1% 

Débit 
(ml) 

0 90 10 0,4 

28 10 90 0,4 

30 90 10 0,4 

 

 

1.2.3. Résonance magnétique nucléaire (RMN)  

Les spectres de résonance magnétique nucléaire ont été enregistrés à l’Université 
Paul Sabatier de Toulouse sur des appareils de type Brüker Avance 300 (fréquences 
de 300 (1H) et 75 MHz (13C)). Les échantillons ont été solubilisés dans des solvants 
deutérés CDCl3 et CD3OD dans des tubes analytiques de 5 mm de diamètre. Les 
déplacements chimiques (δ) sont exprimés en ppm par rapport au tétraméthylsilane 
(TMS) ; les constantes de couplage sont exprimées en Hz. Le logiciel utilisé pour traiter 
les spectres de RMN est MestreNovaTM 9.0 (Mestrelab Research). 
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II. Résultats et discussion  

1. Analyse de la composition phytochimique de Pna1  

1.1. CCM fractions acétate d’éthyle 

Au terme du criblage biologique, les deux extraits les plus actifs sont retenus pour une 
étude photochimique approfondie afin de mettre en évidence les molécules 
potentiellement responsables de ces activités hypoglycémiantes. Un fractionnement 
bio-guidé a été réalisé à partir des fractions acétate d’éthyle de graine et pulpe (Sna1 
et Pna1), ces dernières présentant les activités biologiques les plus élevées. L'analyse 
chromatographique sur couche mince de la phase est effectuée sur des plaques de 
silica gel sur feuille d’aluminium (Merck). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Après développement dans des cuves en verre avec deux systèmes d’éluant : 
CH2Cl2/MeOH (90/10, v/v) ainsi que CHCl₃/MeOH/H2O (65/24/04). Les plaques ont été 
observées à la lumière du jour, et sous lampe UV à 254 et 365 nm, indiquant la 
présence de 2 spots correspondant à 2 molécules majoritaires ainsi qu’une partie 
polaire et apolaire.  

Les CCM (figure 16) de Sna1 Sda1 Pna1 et Pda1 nous permettent d’avoir à la fois une 
première visualisation du profil chimique des extraits et nous permet ’de réaliser une 
étude comparative entre les extraits de pulpe et de graine.  

À la révélation des plaques CCM nous observons une similarité dans la composition 
chimique des extraits acétate d’éthyle de pulpe et de graine de coloquinte, de plus il 
semblerait qu’il y aurait une molécule majoritaire qui selon sa position et son temps de 
rétention pourrait être la même dans les 4 extraits.  

La forte ressemblance des profils chimiques de Pna1 et Sna1 pourrait expliquer le fait 
qu’ils possèdent des actions biologiques similaires sur des cibles identiques.  

1.2. Étude et comparaison par LC-MS de Pna1 et Sna1 

La chromatographie en phase liquide couplée à la spectrométrie de masse est une 
méthode d'analyse qui combine les performances de la chromatographie en phase 
liquide et de la spectrométrie de masse afin d'identifier et/ou de quantifier précisément 
de nombreuses substances. Le tandem LC/MS se différencie de la MS par une 
fragmentation des ions pour permettre une meilleure identification. Les ions séparés 

Figure 15. CCM (CH2Cl2/MeOH (90/10, v/v) )fractions Sna1 Sda1 Pna1 et Pda1 (de gauche à droite). 

Révélation sous UV plaque de gauche, et révélation par vanilline sulfurique plaque de droite 
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lors d’un simple MS sont sélectionnés dans un collecteur et sont fragmentés. Les 
fragments sont analysés dans un deuxième analyseur (fragments MS). L’identification 
obtenue est plus fine et plus exacte. La spectrométrie de masse permet une analyse 
qualitative et quantitative.  

Afin d’identifier et de comparer les composés présents dans Pna1 et Sna1, nous avons 
utilisé la technique LC-DAD-ESI (+)-MS n en se basant sur les critères d’identification 
à savoir leurs spectres UV, leurs spectres MS et MS 2 . Les conditions 
chromatographiques et spectrométriques utilisées dans cette étude sont détaillées 
dans la partie matériel et méthode (chap VI). 

La figure 17 montre les chromatogrammes de l’extrait Pna1 et Sna1 obtenus après 
détection par spectroscopie de masse (TIC : Total Ion Current) et par UV à 235 nm 
(fixé suite à un balayage entre 200 et 400 nm). 

La trace UV ci-dessous (figure 17) de l’extrait Pna1 et Sna1 montre un pic majoritaire 
(Tr 11,29 min et 11,32 min respectivement) commun aux deux extraits. On remarque 
également que ce pic est d’intensité égale dans Pna1 et dans Sna1. On observe 
quelques pics en plus dans les extraits mais toujours avec une répartition et une 
intensité équivalente. Le détecteur CAD est universel (un peu comme un détecteur à 
diffusion de lumière) et détecte tout ce qui est organique. Il nous permet d’obtenir des 
proportions relatives de pics de l’échantillon.  

Un léger décalage des temps de rétention est observé (d’environ 0,10 min,) du fait que 
détecteurs CAD et MD sont placés après le détecteur UV dans la chaine analytique. 
Ces traces confirment que le composé de Tr 11,29 min, est le composé majoritaire 
pour les deux fractions.  

Les traces ci-dessous représentent les courant ioniques de chacun des échantillons. 
Nous pouvons en déduire la présence de composés très minoritaires (car absents des 
traces PDA) dans certaines zones, comme entre les RF 12 et 16 min s’ionisant 
particulièrement bien en ESI positif.  

Nous retenons néanmoins de l’observation des chromatogrammes de pulpe (en vert) 
et de graine (en rouge) la forte ressemblance des profils chimiques en ESI positif ainsi 
qu’en UV, ce qui corrèle avec nos résultats de CCM obtenus précédemment.  

Néanmoins, une déréplication des pics est nécessaire à notre étude ; d’une part pour 
identifier les molécules potentiellement correspondantes aux pics et d’autre part pour 
confirmer notre observation qui démontre une similitude dans la composition chimique 
de Pna1 et Sna1. Cette expérience a été répétée plus de 3 fois (n>3). 
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Figure 16. (a) Chromatogramme (TIC) de l’extrait Pna1 avec détection ESI positif (b) 
Chromatogramme de l’extrait Pna1 avec détection UV. (c) Chromatogramme (TIC) de 
l’extrait Sna1 avec détection ESI positif (d) Chromatogramme de l’extrait Sna1 avec 

détection UV. 

 

L’analyse détaillée de ces pics en HPLC-ESI-MS/MS avec une ionisation en mode 
positif (mode le plus sensible et le plus informatif) et négatif, nous a permis de 
caractériser une vingtaine de composés dont 18 cucurbitacines (Tableau 8) et ce en 
comparant nos données (analysées avec le logiciel X-calibur) avec les données 
trouvées dans la littérature (Chawech, Jarraya, et al. 2015; Sahidul Ali et al. 2019; 
Kaushik, Aeri, and Mir 2015) Le tableau 8 recense les molécules identifiées à partir 
des deux extraits Pna1 et Sna1, ainsi qu’une analyse quantitative de la répartition des 
molécules dans les échantillons d’extraits.  
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Pour rechercher des molécules de Pna1 qui pourraient éventuellement être 
responsable de son effet d’activateur sur la translocation GLUT4, nous avons cherché 
à identifier les métabolites secondaires présents dans cet extrait au moyen de LC – 
PDA-CAD-MS. Cela a révélé que plus d’une dizaine de composés étaient présents 
dans Pna1 dans une large mesure. Presque tous les composés étaient détectables 
par ESI MS et UV à ions positifs et négatifs.  

La trace CAD est la moins sensible des détecteurs utilisés mais est indépendante de 
la structure du composé (détecteur universel) et donc proportionnelle à la quantité du 
composé détecté. Par conséquent, les données CAD ont été utilisées pour quantifier 
les concentrations relatives des composés. La réponse CAD montre que tous les 
composés de Pna1 étaient détectables par MS et UV.  

La comparaison des spectres obtenus avec ceux de la littérature (Chawech, Jarraya, 
et al. 2015; Jayaprakasam, Seeram, and Nair 2003) nous a permis d'identifier la 
plupart des composés. Deux flavonoïdes ont été détectés, l'isovitexine (composé 2) et 
un deuxième flavonoïde dont nous n'avons pas pu déterminer fermement son identité, 
mais qui, selon nous, est une forme méthylée de la vitexine ou de l'isovitexine 
(composé 3), avec des poids moléculaires de 432 et 462 g / mol, respectivement 
(tableau 8).  

19 cucurbitacines connues ont été identifiées (composés 4-22), avec des valeurs de 
Tr atteignant 7,82 à 16,8 min: entre autres les formes 2-O-β-D-glucopyranosyl des 
cucurbitacines J, I, E et B et les cucurbitacines I, B, et E. La glucopyranosyl-
cucurbitacine E (composé 13), également connue sous le nom de colocynthine et 
d'élatérinide, représentait plus de 50% de l'extrait. Un pic final a été récupéré à Tr 16,8 
min (composé 22). Le métabolite correspondant avait la configuration moléculaire 
d'une cucurbitacine mais n'avait pas encore été décrit dans la littérature. Nous 
supposons que l'un de ces 20 composés, ou peut-être une combinaison de plusieurs, 
est responsable de l'activité stimulant l'insuline que nous avons découverte dans Pna1 
ou encore responsable de l’effet inhibiteur de l’ α amylase.  

Notre comparaison des pics LC – PDA-CAD-MS de Pna1 et Sna1 a démontré que 
l'extrait Sna1 ressemblait largement à celle de Pna1 en ce que tous les composés de 
Pna1 (à l'exception du composé 10) étaient également présents dans Sna1.  
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Tableau 8. Analyse LC- MS et comparaison de la composition phytochimique de Pna1 et Sna1 

      Pna1 Sna1 

pic Composé Formule MM 
ion 

négative 
m/z 

UV λ 
max (nm) 

Tr 
(min) 

% 
Tr 

(min) 
% 

1 4 Hydroxybenzaldehyde C7H6O2 122 121 
218, 274, 

286 
4,54 0,9 4,5 1,1 

2 Isovitexine C21H20O10 432 431 
218, 270, 

332, 
5,56 3,52 5,64 3,22 

3 Méthoxy (iso) vitexine C22H22O11 462 461 
218, 270, 

348, 
5,88 2,82 5,97 3,99 

4 
2-O-β-D- glucopyranosyl-

cucurbitacine J 
C36H54O13 694 739 

220, 305, 
369 

7,82 4,18 7,83 4,28 

5 colosynthoside B C42H62O15 806 851 224 8'19 1,08 8,19 0,18 

6 
2-O-β-D- glucopyranosyl-

cucurbitacine I 
C36H52O12 676 721 236 8,77 6,47 8,75 10 

7 
2-O-β-D- glucopyranosyl-

cucurbitacine L 
C36H54O12 678 723 221 9,35 0,8 9,46 0,8 

8 Colocynthine C C37H54O11 674 719 221 9,64 0,5 9,62 0,8 

9 Colocynthine B C36H50O11 658 703 222 9,66 0,39 9,66 0,5 

10 Colosynthoside A C37H54O12  690 735 222 9,68 0,5 9,68 0,4 

11 Dihydrocucurbitacine E C32H46O8 558 603 224 10,4 0,32 10,3 0,93 

12 Khekadaengoside K C30H42O10  562 607 223 11,1 0,5 9,13 0,61 

13 
2-O-β-D- glucopyranosyl-

cucurbitacine E 
C38H54O13 718 763 234 11,4 50 11,4 50,8 

14 
2-O-β-D-glucopyranose-
cucurbitacine B (arveninI) 

C38H56O13 720 765 254 11,7 6,9 11,7 6,4 

15 Cucurbitacine S C30H42O6 498 543 223, 292, 12,4 1,4  0 

16 Cucurbitaine I C30H42O7 514 559 230 12,6 4,12 12,6 2,51 

17 Cucurbitacine A C32H46O9 574 619 224 12,8 1,45  0 

18 Bacobitacine C32H44O9 572 617 223, 301 13,9 0,7 13,9 0,9 

19 Cucurbitacine B C32H46O8 558 603 223, 285, 14,8 4,15 14,8 0,71 

20 Cucurbitacine Q C32H48O8 560 605 
223, 270, 

280 
15,1 0,32 15,1 0,54 

21 Cucurbitacine E C32H44O8 556 601 230, 270, 16,1 5,01 16,1 7,39 

22 nd nd 586 631 225, 306, 16,8 3,27 16,5 0,3 

 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C37H54O12
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C32H46O8
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C30H42O10
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C32H48O8
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Figure 17. Comparaison entre la composition phytochimique de Pna1 et Sna1 
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recherche phytochimique autour de Citrullus colocynthis, l’histogramme (figure 18) met 
en évidence la répartition semblable des molécules dans les extraits acétate d’éthyle 
de pulpe et de graine, à l’exception de la cucurbitacine A et S que nous retrouvons 
seulement dans l’extrait de pulpe Pna1. 

 

2. Déréplication des molécules majoritaires  

2.1. Fragmentation de la glucocucurbitacine I 

Le profil du spectre UV du composé à Tr 8,77 min montre un maxima d’absorption à 
236nm, ce qui nous permet d’envisager une structure de type triterpène appartenant 
à la famille des cucurbitacines (Ministerrådet 2006). Les spectres de masse MS et MS 
2 sont présentés dans la figure 19 suivante. 

 

Figure 18. De haut en bas : Spectres MS2 (+)  MS2 (-)  de la glucocucurbitacine I 

 

Pour ce composé, on peut relever une masse de 676 g/mol à partir de m/z 721 
[M+HCOOH-H]− . Le spectre MS montre deux ions fils à m/z 497 uma et 515 uma 
correspondant respectivement à des pertes de 160 uma et 162 uma. Ces ions 
fragment correspondent à la perte d’un hexose. Par comparaison à la littérature 
(Hatam, Whiting, and Yousif 1989; Kanchanapoom, Kasai, and Yamasaki 2002), ce 
composé a été identifié à la gluco-cucurbitacine I. 
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T: FTMS + c ESI Full ms [100.00-2000.00]
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Figure 19. Schéma de la structure de la gluco-cucurbitacine I 

2.2. Fragmentation de la glucocucurbitacine E 

Ce composé à Tr 11,4 min montre un maxima d’absorption à 234 nm à partir de son 
profil du spectre UV. Son spectre MS 2 sont présentés dans la figure 21 suivante. 

 

Figure 20. De haut en bas : Spectres MS2 (+)  MS2 (-)  de la glucocucurbitacine E 

Le spectre de masse donne un ion quasi-moléculaire m/z 763 [M+HCOOH-H]−en 
accord avec une masse de 718 g/mol.  

Le spectre MS 2 présente un ion majoritaire à m/z 497 qui pourrait correspondre au 
noyau cucurbitane tetracyclique qui aurait perdu 222 uma qui correspondent à un 
d’acide acétique (CH 3 COOH) 60 uma ainsi qu’à un hexose à 162 uma. Par 
comparaison à la littérature (Seger et al. 2005; Delazar et al. 2006), ce composé a été 
identifié à la glucocucurbitacine E. 
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Figure 21. Schéma de la structure de la gluco-cucurbitacine E 

 

2.3. Fragmentation de la cucurbitacine I 

Le profil du spectre UV du composé à Tr 12,6 min montre un maxima d’absorption à 
230 nm, ce qui nous permet d’envisager une structure de type triterpène appartenant 
à la famille des cucurbitacines (Ul Haq et al. 2019) . Les spectres de masse MS 2 sont 
présentés dans la figure 23.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La masse moléculaire de ce composé est de 514 g/mol déduite à partir de l’ion 
quasimoléculaire m/z 559 [M+HCOOH-H]−. Le spectre MS 2 présente un ion 
majoritaire à m/z 499, qui pourrait correspondre au noyau cucurbitane tetracyclique 
qui aurait perdu 16 uma qui correspondent à la perte d’un oxygène. Par comparaison 
à la littérature (Hatam, Whiting, and Yousif 1989; Kanchanapoom, Kasai, and 
Yamasaki 2002)ce composé a été identifié à la cucurbitacine I. 

9,1pos #2127 RT: 12.62 AV: 1 NL: 3.34E7
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9,1neg #1797 RT: 12.62 AV: 1 NL: 4.05E7
T: FTMS - c ESI Full ms [115.00-2000.00]
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Figure 22. De haut en bas : Spectres MS2 (+)  MS2 (-)  de la cucurbitacine I 
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Figure 23. Schéma de la structure de la cucurbitacine I 

 

2.4. Fragmentation de la cucurbitacine E 

Le profil du spectre UV du composé à Tr 16,1 min montre deux maxima d’absorption 
à 230 et 270 nm, ce qui nous permet d’envisager une structure de type triterpène 
appartenant à la famille des cucurbitacines(Ul Haq et al. 2019). Les spectres de masse 
MS 2 sont présentés dans la figure 25 suivante.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La masse moléculaire de ce composé est de 556 g/mol déduite à partir de l’ion 
quasimoléculaire m/z 601 [M+HCOOH-H]−. Le spectre MS 2 présente un ion 
majoritaire à m/z 497, qui pourrait correspondre au noyau cucurbitane tetracyclique 
qui aurait perdu 60 uma qui correspondent à la perte d’un acide acétique (CH3COOH). 
Par comparaison à la littérature (Nayab et al. 2010), ce composé a été identifié à la 
cucurbitacine E. 
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T: FTMS + c ESI Full ms [100.00-2000.00]
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9,1neg #2291 RT: 16.10 AV: 1 NL: 1.26E8
T: FTMS - c ESI Full ms [115.00-2000.00]
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Figure 24. De haut en bas : Spectres MS2 (+)  MS2 (-)  de la cucurbitacine E 
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Figure 25. Schéma de la structure de la cucurbitacine E 

 

3. Fractionnement de Pna1 et Sna1 

Dans le présent travail, nous nous sommes intéressés au fractionnement des fractions 
Pna1 et Sna1 (fraction acétate d’éthyle de la pulpe et de graine de Citrullus 
colocynthis) qui se sont révélées comme étant responsables des activités biologiques 
identifiées. L’analyse en LCMS a montré que Pna1 et Sna1 ont la même composition 
chimique en plus du fait qu’ils soient riches en triterpènes (Cucurbitacines) et dont 
certains restent non décrites dans la littérature.  

3.1. Fractionnement de Pna1 par VacElut  

Ce fractionnement a été effectué en utilisant le système Vac Elut (Analytichem 
International Lab Vacuum VACELUT SPS 24 AI 6500 Lab Science) en utilisant une 
colonne C18 inverse (Chromabond C18 ec, phase inverse). 

Dans un premier essai, nous avons fractionné Pna1, Cette colonne a été éluée par 2 
solvants : Eau et méthanol dans un gradient de polarité croissante allant de 100% eau 
jusqu'à 100% de méthanol. Ainsi, 3 fractions ont été collectées selon leurs similitudes 
en CCM. 

200mg de Pna1 ont été dilué dans 5ml H2O + 1ml MeOh, Après filtration de ce 
mélange, nous avons déposé la suspension dans la colonne. Les CCM montrent 3 
principales fractions :  

- Une première fraction : correspondant à la fraction la plus polaire avec un rendu 
de 30 mg. 

- Une deuxième fraction : tache correspond au composé majoritaire C1 à 95 mg 
de rendu. 

- Une troisième fraction : Fraction apolaire avec un rendu de 18 mg. 
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La déréplication des résultats LCMS de C1 par la comparaison nos données 
(analysées avec le logiciel X-calibur) avec les données trouvées dans la littérature 
nous indique que le composé C1 correspond à la 2-O-β-D- glucopyranosyl-
cucurbitacine E. 

3.2. Fractionnement de Pna1 par MPLC  

Le fractionnement a été fait sur une colonne MPLC de gel de silice (15-40 μm), utilisant 
un gradient de solvants de polarités croissantes allant de 100% dichlorométhane 
jusqu'à 100% méthanol.  

Ceci a permis d’obtenir 4 fractions (figure 28 CCM bilan): 

-  F1: mélange de composés apolaire ==> 0.1416g 

- C1: composé majoritaire, semblant être le même composé récupéré en amont 
par Vac Elut (comparaison des composés par CCM) ==> 0.8415g  

- C2: ==> 0.1127g  

- F2: fraction  la plus polaire ==> 0.3256g  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

200 mg Pna1 

VacElut : H2O-MeOH 

Fraction polaire 30 mg 

 

Fraction apolaire 18 mg 

 

C1 95 mg 

 

Figure 26. Diagramme de purification de Pna1 par VacElut 

1,8 g Pna1 

MPLC : CH2Cl2 - MeOH 

Fraction1 0.1416g  

 

Fraction2 0,32 g 

 
C1 0,8 g 

 
C2 0,11 g 

 

Figure 27. Diagramme de purification de Pna1 par MPLC 
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La déréplication des résultats LCMS de C2 par la comparaison nos données 
(analysées avec le logiciel X-calibur) avec les données trouvées dans la littérature 
nous indique que le composé C2 correspond à la 2-O-β-D- glucopyranosyl-
cucurbitacine I.(Seger et al. 2005; Delazar et al. 2006) 

 

3.3. Purification de F1 par HPLC semi préparative 

L’analyse de la fraction F1 par UHPLC (Figure 29) à une concentration de 1 mg/ml a 
montré la présence d’un pic majoritaire. 

La purification de la fraction F1 (3mg/ml solubilisé dans de l’isopropanol) a été réalisée 
par une HPLC semi-préparative (C18, 250 x 10 mm, 5 μm) sur C 18. Ainsi, nous avons 
pu isoler deux produits nommés C3 (4 mg) et C4 (1,5 mg) en injectant plusieurs fois la 
fraction concentrée (3 mg/ml). La séparation a été effectuée selon le gradient d’élution 
de la phase mobile décrit dans le Tableau 8. 

 

Figure 29. Profil UHPLC de la fraction F1 
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Figure 28. CCM bilan du fractionnement de Pna1 par MPLC 
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La déréplication des résultats LCMS de C3 et C4 par la comparaison nos données 
(analysées avec le logiciel X-calibur) avec les données trouvées dans la littérature 
nous indique que le composé C3 et C4 correspondent respectivement à la 
cucurbitacine E(Ul Haq et al. 2019) (composé majoritaire Tr 15,31 min) et à une 
cucurbitacine non identifiée encore dans la littérature (composé 22 de la déréplication 
de Pna1) . 
  

F1 0,2 g 

HPLC semi-prep : H2O - ACN 

C3 4 mg 

 

C4 1,5 mg 

 

Figure 30. Diagramme du fractionnement de F1 par HPLC semi-préparative 
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3.4. Bilan 

Après les différents procédés de fractionnement et de purification de Pna1, nous 
obtenons les fractions et molécules suivantes (de la plus polaire à l’apolaire): 

- Fraction polaire F3 

- C1 : Glucocucurbitacine I  

- C2 : Glucocucurbitacine E 

- Fraction1 - non identifiée 

- Fraction2 - non identifiée 

- C3 : Cucurbitacine E 

- C4 : Cucurbitacine non identifiée 

4. Identification des composés isolées 

4.1. RMN proton et carbone du composé C1  

Nous avons évalué la correspondance des données RMN proton et carbone de C1 
avec des données référencées (Hatam, Whiting, and Yousif 1989; Chawech, Jarraya, 
et al. 2015) (Tableau 10).  

L’ensemble de ces résultats et la comparaison des données spectroscopiques de C1 
avec celles de la littérature (Hatam, Whiting, and Yousif 1989; Chawech, Jarraya, et 
al. 2015), nous ont permis d’identifier ce composé à la 2-O-β-D-Glucopyranosyl-
cucurbitacine E (Figure 21).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le spectre de RMN 13 C (Figure 31) du composé C1 révèle la présence de six 
signaux qui résonnent entre 61,5 et 100,1 ppm dont 

- Cinq méthines résonnant à δ C = 100,1 ; 76,8 ; 72,3 ; 75,9 et 69,47 ppm 
attribués respectivement aux carbones C 1’ , C 2’ , C 3’ , C 4’ et C 5’ . 

- un méthylène résonnant à δ C = 61,71 ppm attribué au carbone C 6’ portant 
deux protons non équivalents H 6’a et H 6’b résonnant à δ H = 3,93 ppm (H 
6’a ; dd J= 2,5 ; 11,5 Hz) et à δ H = 4,09 ppm (H 6’b ; d, J= 11,5 Hz). 
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Figure 31. Spectre RMN 13C de C1  

Figure 32. Spectre RMN 1H de C1  
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Tableau 9. Correspondance des données spectroscopiques proton et carbone 
de C1 avec des données référencées (Hatam, Whiting, and Yousif 1989) 

N° 13C, δ (ppm) Correspondance C1 N° 1H δ (ppm)  Correspondance C1 

1 123.82 122.14 (1) 1 6.10 d (2) 6.12 d (1) 

2 146.80 145.78 (2) 6 5.84 t (2) 5.86 br s (6) 

3 198.74 198.35 (3) 7a 2.40 dd (8, 20) 2.42 dd (7a) 

4 49.06 48.45 (4) 7b 2.11 * 2.14 d (7b) 

5 137.40 136.06 (5) 8 2.05 * 2.07 d (8) 

6 122.02 120.93 (6) 10 3.71 br s 3.70 s (10) 

7 24.61 24.03 (7) 12a 3.41 d (15)   

8 42.72 41.75 (8) 12b 2.59  d (15) 2.59 * (12b) 

9 50.01 50.20 (9) 15a 1.87 dd (7, 20) 1.89 dd (15a) 

10 36.15 35.03 (10) 15b 1.45 * 1.48 * (15b) 

11 215.24 215.16 (11) 16 4.51 t (7) 4.66 t (16) 

12 49.87 48.55 (12) 17 2.65 d (7) 2.59 * (17) 

13 49.93 48.72 (13) 23 6.84 d (16) 6.85 d (23) 

14 51.47 50.20 (14) 24 6.98 d (16) 6.99 d (24) 

15 46.77 46.75 (15) 18 0.94 s 0.91 s (18) 

16 71.39 70.45 (16) 19 1.47 s 1.43 s (19) 

17 59.33 58.77 (17) 21 1.42 s 1.43 s (21) 

18 20.67 19.19 (18) 26 1.55 s 1.59 s (26) 

19 18.74 17.31 (19) 27 1.52 s 1.56 s (27) 

20 79.75 78.85 (20) 28 1.26 s 1.29 s (28) 

21 25.33 24.03 (21) 29 1.26 s 1.32 s (29) 

22 203.99 203.85 (22) 30 0.98 s 1.03 s (30) 

23 122.51 121.26 (23) 1' 4.66 d (8) 4.59 t (1') 

24 151.17 150.14 (24) 2' 3.30 t (8)   

25 80.47 79.66 (25) 3', 4' 3.47 m   

26 26.65 25.02 (26) 5' 3.38 m   

27 27.16 25.46 (27) 6'a 4.01 dd (12, 2) 4.06 dd (6'a) 

28 20.87 19.39 (28) 6'b 3.83 dd (12, 3) 3.87 dd (6'b) 

29 28.25 26.89 (29)       

30 21.00 20.50 (30)       

1' 101.19 99.73 (1')       

2' 74.03 72.89 (2')       

3' 77.47 76.16 (3')       

4' 70.77 69.20 (4')       

5' 78.05 76.69 (5')       

6' 62.34 60.05 (6')       

CO Me 170.26 170.49 Co Me)       

CO Me 21.91 23.27 (co me)       
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4.2. RMN proton et carbone du composé C2  

Le spectre de RMN 1 H du composé C2 (Figure 33) est similaire à celui de C1. Il est 
possible d’observer : 

- huit méthyles (-CH 3 ) apparaissant sous forme de singulets à δ H =0,96; 1,04; 
1,29 ; 1,32; 1,35 ; 1,36 ; 1,42 et 1,44 ppm attribués respectivement aux protons 
H 30 , H 18 , H 29 , H 28 , H 19 , H 21 , H 27 et H 26 . 

-  trois méthylènes (-CH 2 -) portant chacun deux protons non équivalents : 2H 7 
(δ H = 2,09 et 2,40 ppm, m) ; 2H 12 (δ H = 2,69 et 3,35 ppm, d, J= 14,5 Hz) et 
2H 15 (δ H = 1,21 et 1,90 ppm, m). 

- un méthine portant un oxygène (-CH-O-) à δ H = 4,53 ppm attribué au proton H 
16 . 

- deux oléfines trisubstituées attribuées aux protons H 6 (δ H = 5,86 ppm, m) et 
H 1 (δ H = 6,14 ppm, d, J= 2,4 Hz). 

- une paire Trans-oléfine H 23 et H 24 résonnant respectivement à δ H = 6,86 et 
6,99 ppm (tous les deux, d, J= 15,5 Hz). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nous avons évalué la correspondance des données RMN proton et carbone de C2 
avec des données référencées [5] (Tableau 11).  

 

 

 

Figure 33. Spectre RMN 13C de C2 
 

Figure 34. Spectre RMN 1H de C2 
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L’ensemble de ces résultats et la comparaison des données spectroscopiques de C2 
avec celles de la littérature (Seger et al. 2005), nous ont permis d’identifier ce composé 
à la 2-O-β-D-Glucopyranosyl-cucurbitacine I (Figure 19).  

Tableau 10. Correspondance des données spectroscopiques proton et carbone de 
C2 avec des données référencées (Seger et al. 2005) 

N° 13C, δ (ppm) Correspondance C1 N° 1H δ (ppm)  Correspondance C1 

1 123.7 d 122,17 1 6.11 d 6.14d 

2 147.2s 145,77 6 5.83 br s 5.86 brs 

3 199.8s 198,34 7a 2.40 m 2.42m 

4 50.1s 48,92 7b 2.08 m 2.14m 

5 137.5s 136,07 8 2.06 m 2.09m 

6 122.3 d 120,92 10 3.68 br s 3.70 brs 

7 24.6 t 23,24 12a 3.41 d 3.42d 

8 43.1 d 41,72 12b 2.65 d 2.67d 

9 50.3s 50,25 15a 1.88 dd 1.90dd 

10 36.5 d 35,02 15b 1.44 m 1,43m 

11 216.4s 215,01 16 4.50 m 4.52m 

12 50.1 t 47,69 17 2.60 d 2.61d 

13 50.7s 50,33 18 0.93s 0.96s 

14 49.5sb 47,75 19 01.01s 1.03s 

15 46.8 t 42,4 21 1.40s 1.41s 

16 71.7 d 70,25 23a 6.83 d 6,86 

17 59.6 d 58,22 24 6.97 d 6,99 

18 20.8 q 19,24 26 1.32s 1.34s 

19 20.6 q 19,16 27 1.32s 1.35s 

20 79.9s 78,49 28 1.29s 1.31s 

21 25.5 q 24,07 29 1.27s 1.29s 

22 205.0s 203,56 30 1.41s 1.42s 

23 121.3 d 119,85 10 4.64 d 4.67d 

24 155.4 d 153,91 20 3.43 m 3.44m 

25 71.5s 70,09 30 3.44 m 3.45m 

26 29.2 q 27,81 40 3.53 m 3.54m 

27 29.2 q 27,81 50 3.38 m 3.41m 

28 28.3 q 26,86 60 a 4.04 dd 4.06dd 

29 20.8 q 19,36 60 b 3.85 dd 3.88 dd 

30 18.7 q 17,27       

1' 101.2 d 99,74       

2' 74.3 d 72,9       

3' 77.6 d 76,17       

4' 70.7 d 69,4       

5' 78.1 d 76,69       

6' 62.0 t 60,5       
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III. Conclusion  

Pour mieux connaître les molécules de Pna1 qui pourraient éventuellement être 
impliquées dans ses différents effets biologiques, nous avons pu identifier les 
métabolites secondaires présents dans cet extrait au moyen de LC – PDA-CAD-MS. 
Cela a révélé que plusieurs composés étaient présents dans Pna1 dans une large 
mesure, dont un majoritaire qui est la 2-O-β-D- glucopyranosyl-cucurbitacine E 
représentant plus de 50% de l'extrait. Un pic final a été récupéré à Tr 16,67 min 
(composé 10). Le métabolite correspondant avait la configuration moléculaire d'une 
cucurbitacine mais n'avait pas encore été décrit dans la bibliographie. Nous supposons 
que l'un de ces 10 composés, ou peut-être une combinaison de plusieurs, affiche 
l'activité stimulant l'insuline que nous avons découverte dans Pna1. L’analyse des 
profils chimiques de Pna1 et Sna1 a démontré une ressemblance qualitative et 
quantitative de leur composition moléculaire à l’exception de deux composés 
(cucurbitacine A et S que nous retrouvons seulement dans l’extrait de pulpe Pna1).  

Dans une deuxième étape, l’application de différentes techniques de séparation et de 
purification comme la chromatographie sur colonne, l’HPLC semi-préparative, la 
MPLC et la CCM préparative nous a permis d’isoler 4 cucurbitacines à partir de Pna1: 
la cucurbitacine E, la 2O-β-D-glucopyranosyl-cucurbitacine E, O-β-D-
glucopyranosylcucurbitacine I, et une cucurbitacine non identifiée encore.  
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Chapitre 7 Conclusion 
générale et perspectives 
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L’utilisation des plantes médicinales à des fins thérapeutiques est une pratique 
ancestrale qui existe depuis le début de la civilisation. Actuellement, avec les avancées 
technologiques, la performance ainsi que la diversité des techniques analytiques, 
l’isolement et l’identification des molécules phytochimiques bioactives sont de plus en 
plus facilités, ce qui a révolutionné le monde médical et plus particulièrement le 
domaine thérapeutique. Les plantes représentent aujourd’hui une source infinie de 
possibilités thérapeutiques de par leur richesse en molécules et nouvelles structures 
potentiellement bioactives et non par l’idée reçue qui dit qu’un traitement 
phytochimique présenterait moins de toxicité et moins d’effets secondaires qu’un 
traitement chimique.  

Ce travail de thèse avait pour objectifs d’identifier de nouvelles activités biologiques 
d’extraits de Citrullus colocynthis en identifiant des cibles métaboliques sur lesquelles 
agissent ces derniers.  

La méthode expérimentale employée a consisté à préparer des extraits par macération 
de différents organes de Citrullus colocynthis dans des solvants de polarités 
croissantes. Ensuite, nous avons étudié l’effet des extraits sur différentes cibles 
métaboliques qui étaient susceptibles d’expliquer l’effet antidiabétique aigu de Citrullus 
colocynthis préalablement décrit dans la bibliographie. Les deux cibles choisies sont : 
l’ α-amylase et GLUT 4. En parallèle la toxicité des extraits a été évaluée in vitro sur 
des cellules 3t3-L1 et via un test d’hémolyse. Les extraits qui présentaient une bonne 
activité ont été analysés et fractionnés par différentes méthodes chromatographiques 
et par RMN. 

A partir des résultats obtenus, nous pouvons résumer les conclusions issues de cette 
étude comme suit : 

 

1. Suite à l’’étude de l’effet de Citrullus colocynthis sur GLUT 4, nous avons 
démontré que Pna1 augmentait la translocation de GLUT4 sans changer la 
demi-dose maximale (ED50) d'insuline, ni changer la cinétique de translocation 
de GLUT4. Au niveau moléculaire, Pna1 s'est révélé augmenter la 
phosphorylation de PKB induite par l'insuline sans modifier la phosphorylation 
du récepteur d'insuline. Ainsi, nous avons mis en évidence que la fraction 
d'acétate d'éthyle de l'extrait de pulpe aqueuse non dégraissée présente une 
activité améliorant les effets de l'insuline mais ne mime pas son action. D’après 
les données bibliographiques, c'est la première fois qu'une telle activité est 
décrite pour un extrait ou un composé végétal. 

 

2. L’étude de cytotoxicité de notre plante a montré qu’à la concentration de 
1mg/ml, les extraits de pulpe et de graine présentent un faible taux d’hémolyse 
qui ne dépasse pas les 18% après 60 min d’incubation. Par la suite, les tests 
de viabilité cellulaire ont montré que Pna1 n'était pas toxique pour les cellules. 
De plus, comme l'insuline, Pna1 a restauré la viabilité cellulaire en absence de 
nutriments. 

 

3. Les extraits de graine et de pulpe de Citrullus colocynthis présentent une 
activité inhibitrice de l' α -amylase avec une activité intéressante de la fraction 
acétate d’éthyle de l’extrait aqueux brut de pulpe, Pna1 et Sna1. Malgré le fait 
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qu’ils présentent une activité relativement intéressante elle reste néanmoins 
plus faible que celle de l’acarbose qui est l’inhibiteur de référence de l’ α - 
glucosidase . Une purification et un fractionnement bio-guidé de Pna1 seraient 
nécessaires dans un futur proche afin d’isoler la molécule responsable de cette 
activité.  

4. Dans la dernière étape, nous avons tout d’abord mis en évidence la similitude 
dans la composition chimique des fractions acétate d’éthyle de graine et de 
pulpe, et ce, par la comparaison qualitative et quantitative de leurs profils 
chimiques obtenus par LCMS. Ensuite, la fraction acétate d’éthyle de pulpe a 
été fractionnée par l’application de différentes techniques de séparation et de 
purification, la chromatographie sur colonne, l’HPLC semi-préparative, la 
MPLC et la CCM, qui nous ont permis d’isoler 4 cucurbitacines. L’élucidation 
structurale de ces produits a été réalisée au moyen de la RMN 1D ( 1 H et 13 
C). L’étude phytochimique nous a également permis d’identifier une nouvelle 
molécule qui correspond à une cucurbitacine dont la configuration moléculaire 
n'a pas encore été décrite dans la littérature. 

Aussi, ces résultats demeurent prometteurs, et pourraient servir de base pour des 
projets de recherche ultérieurs afin d’apporter des résultats complémentaires qui 
viendraient valider l’efficacité antidiabétique de ces extraits naturels et de proposer 
leur utilisation en tant qu’agents antidiabétiques alternatifs. En perspectives, notre 
étude pourrait être poursuivie en suivant certains axes de recherche : 

-  Poursuivre l’isolement des cucurbitacines afin de tester leurs effets sur l’ α-
amylase et GLUT4 

- Déterminer le mécanisme d’action sur le plan moléculaire de Pna1 sur GLUT4 
et l’ α-amylase 

- Explorer l’effet protecteur de Pna1 sur les adipocytes. 

- Évaluer leurs effets sur des modèles murins diabétiques et approfondir le 
mécanisme d’action de ces composés. 

- Isoler en plus grande quantité les cucurbitacines les plus actives afin de réaliser 
des hémi-synthèses et permettre ainsi d’établir des relations structure-activité 
pour ces composés et envisager des études de pharmaco-modulation. 
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Matériel et méthode- Effet de Citrullus colocynthis sur la translocation GLUT4 

1. Matériel biologique 

Les fibroblastes murins 3T3-L1 sont obtenus auprès de l’American Type Culture 
collection ATCC/LGC Standards (Teddington, Royaume-Uni), et les cellules Plat-E, 
permettant la synthèse des rétrovirus, sont proviennent du Dr Toshi Kitamura 
(Université de Tokyo, Japon). Les fibroblastes 3T3-L1 exprimant HA-GLUT4 et HA-
RTf ont déjà été décrits précédemment [18]. Les milieux de culture et l’Hepes sont 
fournis par Invitrogen (Cergy Pontoise, France), l’insuline par Lilly (Suresnes, France), 
le sérum fœtal bovin par PAA (Les Mureaux, France). La biotine, la dexaméthasone, 
l’IBMX (isobuthylméthylxanthine), l’anticorps irrelevant ainsi que les produits 
chimiques sont obtenus chez Sigma-Aldrich (St Quentin Fallavier, France), la 
rosiglitazone chez Enzo Life Sciences (Villeurbanne, France). L’anticorps monoclonal 
de souris anti-HA, reconnaissant l’épitope YPYDVPDYA de l’hémagglutinine de 
l’Influenza, est fourni par Covance (Emeryville, CA, Etats-Unis). L’anticorps anti-CD4 
est fourni par Serotec, l’anticorps anti-GLUT4 a été développé chez le lapin dans notre 
laboratoire et est dirigé contre la partie intracellulaire de GLUT4 [19]. Les anticorps 
fluorescents proviennent de Molecular Probes/Invitrogen (Carlsbad, CA, Etats-Unis). 
L’ADN polymérase Phusion, les enzymes de restriction, ainsi que la T4 DNA ligase 
sont fournis par New England Biolabs (NEB). Les amorces pour PCR et l’échelle 
d’ADN Smart ladder sont fournies par Eurogentec, et les kits de purification des 
produits PCR par Macherey-Nagel. Les kits de purification des plasmides, ainsi que la 
T4 DNA ligase et la phosphatase alcaline sont fournis par Roche, et le X-Treme Gene 
par Roche Diagnostics. Le vecteur pBabe, plasmide portant les gènes de résistance à 
l’ampicilline et à la puromycine ou à la néomycine (G418), provient du Dr Hartmut Land 
(Université de Rochester, Rochester, NY, Etats-Unis).  Enfin, le conjugué humTf-HRP 
ainsi que l’anticorps anti-HRP sont fournis par Jackson Immuno Research.  

2. Les adipocytes 3T3-L1  

Les cellules utilisées sont des fibroblastes issus d’embryons murins. Elles proviennent 
d’une lignée cellulaire 3T3-L1 obtenue l’American Type Culture collection ATCC/LGC 
Standards (Teddington, Royaume-Uni). Ces fibroblastes sont capables de se 
différencier spontanément en adipocytes, c’est pourquoi ils sont aussi appelés pré-
adipocytes. Cette différenciation spontanée concerne 5% des cellules au bout de 6 
jours et plus de 60% à 28 jours. Les fibroblastes sont des cellules polygonales qui 
adhèrent au fond des boîtes de culture et forment un tapis cellulaire monocouche et 
jointif à confluence. Lorsque la confluence est atteinte, la différenciation en adipocytes 
peut être stimulée. Les adipocytes sont caractérisés par la formation de gouttelettes 
lipidiques dans le cytoplasme et la forme arrondie des cellules. Deux jours après la fin 
de la stimulation de la différenciation, 50% des cellules présentent une à deux 
gouttelettes lipidiques et, huit jours plus tard, 80% des cellules présentent cinq à dix 
gouttelettes lipidiques.  

3. Transfection des cellules Plat-E et infection des fibroblastes 3T3-L1 

 Pendant la transfection et l’infection, les cellules sont incubées dans un milieu 
sans antibiotique. Les cellules Plat-E sont transfectées avec l’ADNc via le X-treme 
GENE (formulation liposomale), selon le protocole du fabricant. La solution rétrovirale 
est récupérée 24h et 48h après la transfection des Plat-E et passée à travers un filtre 
de 0,45 microns afin d’éliminer d’éventuelles cellules Plat-E. Le virus récupéré à 48h 
est conservé à -80°C et servira pour créer les lignées cellulaires infectées par 2 



 

 - 143 - 

plasmides différents. Les fibroblastes 3T3-L1 sont ensuite infectés par le rétrovirus 
obtenu après 24h à l’aide de polybrene, selon le protocole du fabricant. Les cellules 
sont ensuite trypsinisées et ensemencées en présence de l’antibiotique de sélection 
adapté : 2 ug/ml de puromycine ou 250 ug/ml de G418 (néomycine). Pour les lignées 
cellulaires exprimant 2 protéines exogènes, un second tour d’infection est ensuite 
réalisé. Ainsi, les fibroblastes 3T3-L1 expriment de façon stable les protéines d’intérêt.  

 

Figure 35. Configuration expérimentale du test de l'état de transition. Les 
cellules sont cultivées dans des plaques à 96 puits, incubées avec ou sans 
insuline, fixées et laissées non traitées (A) ou perméabilisées (B). Ensuite, 
toutes les cellules sont incubées avec l'anticorps anti-HA murin primaire et 
l'anticorps secondaire antimouse fluorescent par la suite. La fluorescence est 
mesurée à l'aide d'un lecteur de plaques à puits multiples. Le rapport A: B × 100 
donne le pourcentage de HA-GLUT4 à la surface de la cellule. HA, étiquette 
d'épitope de l'hémagglutinine de la grippe; IC, compartiment intracellulaire; PM, 
membrane plasmique. 
 

4. Culture cellulaire 

 Les cellules Plat-E sont incubées à 37°C, à 5% de CO2 dans du milieu 
DMEM#61965 contenant 10% de sérum de veau fœtal (décomplémenté 30 minutes à 
55°C), 100 unités/ml de pénicilline, 100 ug/ml de streptomycine, 1 ug/ml de 
puromycine et 10 ug/ml de blasticidine.  

 Les fibroblastes 3T3-L1 sont ensemencés à 30% ou 50% dans des plaques 96 
ou 24 puits préalablement enrobées de gélatine et fixées avec du glutaraldéhyde pour 
assurer l’adhésion des cellules, et cultivés à 37°C avec 10% de CO2 dans du milieu 
DMEM#61965 contenant 10% de sérum de veau fœtal (décomplémenté 30 minutes à 
55°C), 100 unités/ml de pénicilline, 100 ug/ml de streptomycine ainsi que les 
antibiotiques de sélection. Le milieu est renouvelé lorsque les cellules sont 
confluentes. La différentiation des fibroblastes en adipocytes est lancée 2 jours après 
la confluence (jour 0) grâce au milieu précédent (sans antibiotique de sélection) auquel 
on ajoute 0,1 ug/ml de biotine et de dexamethasone, 700 nM d’insuline, 0,5 mM d’IBMX 
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et 1 uM de rosiglitazone. 72h après ajout du milieu de différentiation (jour +3), le milieu 
est remplacé par le même que précédemment mais supplémenté avec uniquement 
350 nM d’insuline. Le lendemain (J+4), le milieu est changé de la même manière. 
Ensuite, de J+5 jusqu’à l’expérimentation le milieu est remplacé tous les jours par du 
milieu sans supplémentation. Les expérimentations ont lieu entre J+9 et J+11 après le 
lancement de la différenciation. Une heure avant chaque expérience, les cellules sont 
mises en déplétion, c'est-à-dire privées de sérum par une culture en milieu DMEM 
contenant le mélange penstrep et 2 g/L de BSA.  

5. Techniques de fluorescence  

5.1. Mesure du taux de translocation de GLUT4 

Le test basé sur la fluorescence pour la détection de GLUT4 à la surface cellulaire a 
été décrit en détail précédemment (Govers, James et Coster 2008). Les cellules 
exprimant HA – GLUT4 sont mise en déplétion durant 2h au total : 1h30 avec du 
DMEM supplémenté de bicarbonate 0,2% BSA et 30 min avec du DMEM sans 
bicarbonate supplémenté de 20 mM HEPES et 0,2% BSA.  

Les adipocytes cultivés dans des plaques à 96 sont incubés pendant 40 minutes à 
37°C avec ou sans insuline en l'absence ou en présence d'extraits à à une 
concentration de 4, 20 ou 100 µg / ml, les extraits ont été préalablement dissous dans 
du DMSO, toutes les conditions ont été normalisées à 5% de DMSO. 

Les cellules sont ensuite incubées avec l’anticorps primaire anti-HA pendant 1 heure. 
En parallèle, certaines des cellules sont mises en contact avec un anticorps non 
relevant qui se fixe de façon non spécifique (n'exprimant pas HA – GLUT4) et va 
permettre de déterminer le signal non spécifique afin d’éliminer le bruit de fond.  

Enfin, l’anticorps secondaire de chèvre anti-souris couplé au fluorophore Alexafluor 
488 est ajouté et va se fixer à l’anticorps primaire.  

À la fin de l’expérimentation, les plaques à 96 puits ont été analysées en utilisant le 
mode de lecture par le bas dans un lecteur de plaque de microtitrage à fluorescence 
(FLUOstar Galaxy, BMG Labtechnologies; Offenburg, Allemagne) ainsi qu'un 
microscope à épifluorescence pour garantir que les changements de fluorescence sont 
vraiment représentaient des changements dans les quantités de GLUT4 à la surface 
des cellules.  

La fluorescence est mesurée à des longueurs d’onde d’excitation et d’émission de 485 
et 520 nm respectivement. Le taux de translocation de GLUT4 est déterminé par 
immunofluorescence : les adipocytes 3T3-L1 utilisés expriment le transporteur GLUT4 
avec une étiquette HA dans sa première boucle extracellulaire, ce qui permet sa 
détection à la membrane par l’utilisation d’anticorps anti-HA.  

5.2. Mesure de la cytotoxicité des extraits 

Un autre essai basé sur la fluorescence a été réalisé dans le but de mesurer la viabilité 
cellulaire des extraits Pna1 et Sna1 a été réalisé avec le composé de résazurine 
Alamar Blue. Comme contrôle positif, les cellules ont été incubées avec différentes 
concentrations de l'enzyme glucose oxydase génératrice de peroxyde d'hydrogène, 
puis incubées jusqu'à 60 min avec 100 µM de résazurine.  
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Pour mesurer la cytotoxicité, les adipocytes ont été traités pendant 1 h et 24h avec 
une gamme de concentration des extraits Sna1 et Pna1 dissous dans du DMSO puis 
incubés jusqu'à 60 min avec 100 µM de résazurine dans un incubateur à CO2. La 
fluorescence rouge a été mesurée en utilisant un lecteur de plaques de microtitration 
à fluorescence (FLUOstar Galaxy, BMG Labtechnologies; Offenburg, Allemagne). 

6. Mesure de la captation du glucose 

L'absorption du glucose a été mesurée comme décrit précédemment (Martinez et al. 
2010). Brièvement, les adipocytes cultivés dans des plaques à 12 puits ont été incubés 
pendant 2 h dans du MEMα avec 0,2% de BSA et pendant 5 min dans du KRP [12,5 
mM Hepes (pH 7,4), 120 mM NaCl, 6 mM KCl, 1,2 mM MgSO 4, 1 mM CaCl 2, 0,4 
mM NaH 2 PO 4, 0,6 mM Na 2 HPO 4 et 0,2% BSA]. Ensuite, les cellules ont été 
incubées pendant 40 min à 37 ° C en l'absence ou en présence d'insuline 1 nM et des 
extraits (20 pg / ml de Sna1 et 100 pg / ml de Pna1).  

Pour contrôler les cellules, 50 uM de cytochalasine B ont été ajoutés et après 1 minute 
à tous les puits 0,1 mM de [3 H] -2désoxy-glucose (10,4 kBq / puits). Après 3 minutes, 
les cellules ont été largement lavées avec une solution saline tamponnée au 
phosphate glacée (PBS), lysées dans du Triton X-100 à 1%, et la radioactivité dans 
les échantillons a été déterminée en utilisant le liquide de scintillation Ultima Gold 
(PerkinElmer; Waltham, MA, USA) et un compteur à scintillation (Tricarb; Packard / 
PerkinElmer).  

Toutes les incubations jusqu'aux lavages PBS ont été réalisées à 37 ° C. Des cellules 
traitées à la cytochalasine B ont été utilisées pour déterminer le fond du test. 

7. Extraction et dosage des protéines 

Les adipocytes ont été incubés pendant 2 h dans du DMEM avec 0,2% de BSA puis 
stimulés pendant 5 et 15 min en l'absence ou en présence d'insuline 1 nM et 100 µg / 
ml de Pna1.  

Les cellules ont été lysées dans un tampon glacé contenant 50 mM d'HEPES pH 7,4, 
150 mM de NaCl, 10 mM d'EDTA, 1% de Triton X-100, 100 mM de NaF, 2 mM de 
vanadate, 10 mM de pyrophosphate de sodium et 10 mM de cocktail d'inhibiteur de 
protéase Complete (Roche ; Meylan, France). Après 30 mn, une centrifugation à 
13250g est effectuée, le surnageant contenant les protéines est ensuite récupéré et 
stocké à -20°C. 

La méthode de dosage spectrophotométrique des protéines, Pierce BCA Protein 
assay kit (Thermo Fisher Scientific), a été utilisée pour le dosage des protéines 
extraites de la lignée 3T3-l1. Une gamme d’étalonnage est préparée en parallèle pour 
avoir la concentration des protéines. 

8. Western blot 

Le gel de migration est composé d’un gel de séparation 10% (5ml d’H 2 O, 10ml de 
tampon de concentration, 5ml d’acrylamide, 70µl d’APS, 20µg TEMED) et d’un gel de 
concentration (4ml d’H 2 O, 5ml de tampon de concentration, 1ml d’acrylamide, 50µl 
d’APS, 20µg TEMED). 

Les protéines solubilisées dans du Laemmli 4X β mercaptoethanol, sont ensuite 
chauffées à 95° pendant 5min. Après le dépôt de quantité égale de protéines, la 
migration est réalisée à 100V pendant 2h. Après migration, le transfert sur membrane 
de nitrocellulose se fait à froid, pendant 1h à 100V. La membrane est ensuite lavée 3 



 

 - 146 - 

fois au TBS- Tween 0,05% et bloquée dans une solution TBS-Tween 0,05%lait 5% 
pendant 1h.  

L’anticorps primaire est dilué dans du TBS-Tween 0,05%BSA3%, la membrane est 
mise dans la solution de l’anticorps primaire sur la nuit à 4° et sous agitation. Le 
lendemain, après 3 lavages de 10 mn au TBS-Tween 0,05%, la membrane est incubée 
à température ambiante et sous agitation avec l’anticorps secondaire couplé à la HRP 
(peroxydase de Raifort) et diluée dans le lait pendant une heure. La révélation de 
l’expression des protéines d’intérêt est visualisé en utilisant un réactif de 
chimioluminescence (Roche) et un imageur à base de caméra CCD (LAS-3000, Fuji fi 
lm; St. Quentin en Yvelines, France). Les intensités relatives ont été quantifiées à l'aide 
du logiciel MultiGauge (Fuji fi lm). 

 

9. Statistiques 

Toutes les données sont présentées comme des moyennes -/+ S.D. L'expérience de 
criblage d'extraits de Citrullus colocynthis et l'expérience de captation de glucose ont 
été répétées au moins trois fois. Pour les mesures de fluorescence dans des plaques 
à 96 puits, quatre puits ont été utilisés pour chaque condition. La signification 
statistique entre les points de données individuels a été analysée par un t-test bilatéral. 
Les différences entre les courbes dose-réponse de l'insuline ont été analysées par des 
tests F à somme additionnelle de carrés en utilisant l'ajustement de la courbe de 
réponse sigmoïdale log (dose) (graphique Prism). Les différences entre les courbes 
de cinétique de translocation de GLUT4 ont été analysées par des tests F à somme 
additionnelle de carrés en utilisant l'ajustement de courbe d'association en deux 
phases (graphique Prism). Les différences entre les ensembles de données ont été 
considérées comme statistiquement différentes lorsque P <0,05. 
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Résumé 

Le présent travail est une contribution à la recherche et à l’évaluation d’activités antidiabétiques de Citrullus colocynthis, plante 

médicinale locale utilisée pour traiter diverses pathologies, dont le diabète de type 2. Jusqu'à présent, ses effets antidiabétiques 
ont été attribués à son amélioration de la sécrétion d'insuline pancréatique. L’objectif de ces travaux de thèse est de rechercher 

et d’évaluer l’effet antidiabétique d’extraits de coloquinte sur deux cibles thérapeutiques, un transporteur de glucose : GLUT4 et 
une enzyme : l'α-amylase. En parallèle nous avons réalisé une étude comparative des effets biologiques et de la composition 
chimique de différents extraits de pulpe et de graine de Citrullus colocynthis. Nos travaux ont révélé que les extraits de coloquinte 

améliorent de façon aiguë la translocation de GLUT4 induite par l'insuline et augmentent de façon significative l'absorption du 
glucose. Nous avons découvert qu’une des fractions de la pulpe augmentait la translocation de GLUT4 sans changer la dose 
demi-maximale d'insuline ni changer la cinétique de translocation de GLUT4. Sur le plan moléculaire, l’extrait de pulpe s'est révé lé 

augmenter la phosphorylation de la Protéine Kinase B PKB induite par l'insuline sans modifier la phosphorylation du récepteur 
d'insuline. L’évaluation de l’effet hémolytique ainsi que les tests de viabilité cellulaire sur les adipocytes ont montré que les 
fractions actives n'étaient pas toxiques pour les cellules, de plus, elles  présentaient même un effet protecteur. L’évaluation de 
l'inhibition de l'α-amylase a démontré que les extraits de pulpe et de graine de Citrullus colocynthis confirment la présence d’une 

activité inhibitrice. Enfin, nous avons déterminé les profils phytochimiques de nos extraits d’intérêt par LC-MS et identifié plusieurs 
composés qui constituaient 87% de l'extrait. La combinaison de plusieurs méthodes d’analyses chimiques, spectroscopiques et 
chromatographiques nous a permis d’évaluer qualitativement et quantitativement les biomolécules dans les extraits de différentes 

parties de Citrullus colocynthis ainsi que la mise en évidence d’une nouvelle molécule susceptible d’être une cucurbitacine non 
décrite encore dans la littérature. 

Mots clés : Citrullus colocynthis, diabète de type 2, GLUT4, α-amylase, cucurbitacines.  
 

 

 

Summary 
The present work is a contribution to the research and evaluation of the anti-diabetic activities of Citrullus colocynthis, a local 
medicinal plant used to treat various pathologies, including type 2 diabetes. Until now, its anti-diabetic effects have been attributed 

to its improved pancreatic insulin secretion. The objective of this thesis work is to research and evaluate the anti -diabetic effect of 
extracts of colocynth on two therapeutic targets, a glucose transporter: GLUT4 and an enzyme: α-amylase. In parallel, we carried 
out a comparative study of the biological effects and the chemical composition of various extracts of pulp and seed of Citrul lus 

colocynthis. Our work revealed that colocynth extracts acutely improve insulin-induced GLUT4 translocation and significantly 
increase glucose uptake. We have shown that one of the pulp fractions increases the translocation of GLUT4 without changing 
the half-maximal dose of insulin or changing the kinetics of translocation of GLUT4. Molecularly, the pulp extract has been shown 

to increase insulin-induced phosphorylation of Protein Kinase B PKB without altering insulin receptor phosphorylation. Evaluation 
of the hemolytic effect as well as cell viability tests on adipocytes showed that the active fractions were not toxic to the cells, 
moreover, they even had a protective effect. Evaluation of α-amylase inhibition showed that extracts from the pulp and seed of 

Citrullus colocynthis confirmed the presence of inhibitory activity. Finally, we determined the phytochemical profiles of our extracts 
of interest by LC-MS and identified several compounds that made up 87% of the extract. The combination of several chemical, 
spectroscopic and chromatographic analysis methods allowed us to qualitatively and quantitatively assess the biomolecules in 

the extracts of different parts of Citrullus colocynthis as well as the demonstration of a new molecule likely to be a cucurbitacin. 
not yet described in the literature. 
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