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Résumé

Peganum harmala, communément appelé harmal, est une plante médicinale de la famille des Zygophyllaceae,
largement utilisée en médecine traditionnelle en Algérie. L’objectif de la présenté étude est basé sur 1’analyse
phytochimique et 1’évaluation in vitro de ’activité antioxydante, antidiabétique, et anti- inflammatoire des
extraits de graines de Peganum harmala de la région de Ouargla ; aqueux, eau-acétone, hydrométhanol et
leurs fractions acétate d’éthyle et 1-butanol. Le dosage des composes phénoliques a révélé une teneur élevée
en polyphénols dans I’ensemble des extraits, notamment 1'extrait eau acétone, et la fraction 1-B de I’extrait
hydrométhanol. De méme, la teneur en flavonoides est relativement faible dans tous les extraits. Tandis que,
le taux de flavonols est légerement élevé par rapport aux taux de flavonoides. En outre, I'analyse UHPLC-
DAD-ESI-MS a permis d’identifier des flavonoides méthylés, principalement de la quercétine diméthyl éther,
dans les fractions 1-B des extraits bruts eau acétone et hydrométhanol. En revanche, les fractions acétate
d'éthyle étaient particuliérement riches en - carbolines, dont I'harmine et I'narmaline, les acides phénoliques
ont également été détectés dans les extraits et leurs fractions & différentes teneurs. Les résultats de I’activité
antioxydante ont révélé que les extraits bruts et leurs fractions présentent un potentiel antioxydant. lls ont
exprimé un effet antiradicalaire intéressant en assurant ; le pi¢geage des radicaux ABTSe+ (11,19 < Clso>
73,82 pg/mL) et DPPHe (84,65 < ClIs0> 190,39 pg/mL) ; I’inhibition de la peroxydation lipidique par le test
de blanchiment de B-caroténe (47,40 < Clso> 259,84pug/mL), le test de I’hémolyse induite par I’AAPH (3,19
< Clsp>73,17pg/mL) ; et la réduction du fer ferrique (326,55 < Clso> 536,67 pg/mL). De méme, la fraction
1-B-Aq et I'extrait eau acétone ont exercé un effet significatif sur le piégeage du radical oxyde nitrique (NO«),
Clso =143,04 et 145,22 pg/ml, respectivement, et du radical superoxyde (Oz+—), Clso =188,52 et 223,61

ug/ml, respectivement. L’activité antidiabétique évaluée par le test d’inhibition de 1’a-amylase, et 1'a-
glucosidase a révélé le potentiel inhibiteur de I’ensemble des extraits, notamment 1’extrait eau-acétone et ses
fractions acétate d’éthyle et 1- Butanol, qui ont affiche des valeurs de Clso inférieures a la valeur du standard
I’acarbose. Les extraits des graines de P. harmala, en particulier les fractions acétate d'éthyle de tous les
extraits bruts ont montré un effet anti-Alzheimer intéressant en inhibant de maniére significative
I’acétylcholinestérase (AChE) et la butyrylcholinestérase (BChE). Nos extraits ont été également testés pour
leur effet anti- inflammatoire, ils ont affiché, en particulier les extraits bruts hydrométhanol et eau-acétone
un effet inhibiteur significatif de I’activité de la Cox-1 et la Cox-2. Afin de déterminer si les variables sont
reliées, I’exploitation statistique des résultats obtenus en utilisant les tests de corrélation, comme I’analyse en
composante principale (ACP) et la carte thermique, a révélé une forte corrélation entre la composition
phytochimique des différents extraits et les différentes activités biologiques étudiées. Les mélanges eau-
acétone et hydrométhanol ont favorisé ’extraction de la quercétine diméthylether, quercétine
tetraméthylether, harmaline, et harmine ; tandis que le fractionnement de ces mélanges a favorisé 1’ extraction
de I’harmine par I’acétate d’éthyle, et la quercétine diméthylether par le 1-butanol. De forte corrélation entre
les variables a été déterminée, notamment la quercétine diméthylether qui a révélé une forte corrélation avec
I’activité antioxydante (DPPH, FRAP) et avec ’inhibition de I’activité de 1’a- glucosidase. Tandis que, la
quercétine tetraméthylether a enregistré une forte corrélation avec I’activité antioxydante (blanchiment de B-
carotene, antihémolyse, piégeage du superoxyde). L’harmine et I’harmaline ont affiché de corrélation
moyenne avec ces activités. En conclusion, le mélange de solvant eau-acétone et hydrométhanol et leurs
fractionnements ont enrichi les extraits de graines de P. harmala en composants phytochimiques qui sont
responsables de leurs effets antioxydant, antidiabétique, anti-Alzheimer et anti- inflammatoire. Ces résultats,
ont témoigné le potentiel thérapeutique de P. harmala, et ont habilité son utilisation comme remede aux
propriétés antioxydante, anti-inflammatoire et antidiabétique.

Mots-clés : Peganum harmala, UHPLC-DAD-ESI-MS, stress oxydatif, diabéte sucré, inflammation,
Alzheimer.



Abstract

Peganum harmala, commonly known as harmal, is a medicinal plant belonging to the Zygophyllaceae family,
widely used in traditional medicine in Algeria. The objective of this study is based on the phytochemical
analysis and in vitro evaluation of the antioxidant, antidiabetic, and anti-inflammatory activity of Peganum
harmala seed extracts from the QOuargla region; aqueous, water-acetone, hydromethanol and their ethyl
acetate and 1-butanol fractions. The dosage of phenolic compounds revealed a high polyphenol content in all
extracts, particularly the water-acetone extract and the 1-B fraction of the hydromethanol extract. Similarly,
the flavonoid content is relatively low in all extracts. However, the flavonol content is slightly higher than
the flavonoid content. In addition, UHPLC-DAD-ESI-MS analysis identified methylated flavonoids, mainly
quercetin dimethyl ether, in the 1-B fractions of the crude water-acetone and hydromethanol extracts. On the
other hand, the ethyl acetate fractions were particularly rich in p-carbolines, including harmine and harmaline,
and phenolic acids were also detected in the extracts and their fractions at different concentrations. The
antioxidant activity results revealed that the crude extracts and their fractions have antioxidant potential. They
exhibited an interesting anti-radical effect by ensuring: the trapping of ABTSe+ radicals (11.19 <ICs0>73.82
pg/mL) and DPPHe radicals (84.65 <1Cso > 190.39 ng/mL); inhibition of lipid peroxidation by the -carotene
bleaching test (47.40 < ICso > 259.84 pg/mL), the AAPH-induced haemolysis test (3.19 < ICso > 73.17
pg/mL); and reduction of ferric iron (326.55 < ICse > 536.67 pg/mL). Similarly, fraction 1-B-Aq and the
water-acetone extract had a significant effect on nitric oxide (NO-) radical scavenging, ICso = 143.04 and
145.22 pg/mL, respectively, and superoxide radical (O2¢") scavenging, ICso = 188.52 and 223.61 pg/mL,
respectively. Antidiabetic activity assessed by the a-amylase and a-glucosidase inhibition test revealed the
inhibitory potential of all extracts, particularly the water-acetone extract and its ethyl acetate and 1 - butanol
fractions, which showed ICsovalues lower than the standard acarbose. The extracts from P. harmala seeds,
particularly the ethyl acetate fractions of all crude extracts, showed an interesting anti-Alzheimer's effect by
significantly inhibiting acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE). Our extracts were
also tested for their anti-inflammatory effect, and they showed, in particular the crude hydromethanol and
water-acetone extracts, a significant inhibitory effect on Cox-1 and Cox-2 activity. In order to determine
whether the variables are related, statistical analysis of the results using correlation tests, such as principal
component analysis (PCA) and heat mapping, revealed a strong correlation between the phytochemical
composition of the different extracts and the various biological activities studied. Water-acetone and
hydromethanol mixtures promoted the extraction of quercetin dimethylether, quercetin tetramethylether,
harmaline, and harmine; while fractionation of these mixtures promoted the extraction of harmine by ethyl
acetate and quercetin dimethylether by 1-butanol. A strong correlation between the variables was determined,
particularly quercetin dimethylether, which showed a strong correlation with antioxidant activity (DPPH,
FRAP) and with the inhibition of a-glucosidase activity. Meanwhile, quercetin tetramethylether showed a
strong correlation with antioxidant activity (B-carotene bleaching, antihaemolysis, superoxide scavenging).
Harmine and harmaline showed moderate correlations with these activities. In conclusion, the water-acetone
and hydromethanol solvent mixture and their fractions enriched the P. harmala seed extracts with
phytochemical components that are responsible for their antioxidant, antidiabetic, anti-Alzheimer's and anti-
inflammatory effects. These results demonstrated the therapeutic potential of P. harmala and enabled its use
as a remedy with antioxidant, anti-inflammatory and antidiabetic properties.

Keywords: Peganum harmala, UHPLC-DAD-ESI-MS, oxidative stress, diabetes mellitus, inflammation,
Alzheimer.
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Introduction Générale




Depuis des milliers d'années, les plantes médicinales sont utilisées a de multiples fins,
qu’elles soient alimentaires, cosmétiques ou thérapeutiques. Les plantes sont caractérisées par
la production de substances naturelles bioactives qui nécessitent souvent d’étre améliorées par
modification chimique par synthese organique ou hémisynthese pour étre adaptés au besoin
thérapeutique, et étre utilisables comme principes actifs (Dar et al., 2017). L’usage des plantes
médicinales est aujourd’hui bien intégré dans les pratiques de santé, environ 65 a 80 % de la
population mondiale a recours aux pratiques médicinales traditionnelles pour satisfaire leurs

besoins en soins de santé (Kouider et al., 2019).

La phytothérapie est une alternative naturelle aux medicaments traditionnels qui utilise les
principes actifs contenus dans les plantes médicinales pour améliorer la santé et traiter diverses
maladies telles que, les maladies infectieuses et parasitaires, les troubles digestifs, les
inflammations, les cancers et certaines maladies métaboliques. Les produits a base de plantes
médicinales sont disponibles sous différentes formes, médicaments, compléments alimentaires,

et huiles essentielles.

Actuellement, la valorisation des plantes médicinales a incité de nombreux travaux
scientifiques dans de nombreux pays afin de développer de nouvelles molécules thérapeutiques
alternatives, moins toxiques, et facilement accessibles. Plusieurs enquétes ethnobotaniques ont
été réalisées en Algérie afin de recenser les plantes les plus utilisées en médecine traditionnelle,
en particulier les plantes utilisées dans le traitement du diabéte sucré, I’hypertension artérielle,
le rhumatisme, la fiévre, I’influenza, les infections respiratoires et le cancer (Azzi et al., 2012 ;

Bouafia et al., 2021).

Le développement des nouveaux médicaments S’appuie largement sur I’inventaire des
plantes médicinales fourni principalement par les enquétes ethnobotaniques. Ces derniéres
présentent les savoirs traditionnels medicinaux des plantes en précisant leurs modes de
préparation, les parties utilisées, et leurs modes d’application. En Algérie, plusieurs enquétes
ethnobotaniques ont permis de recenser les plantes les plus utilisées en phytothérapie, en
particulier celles destinées au traitement du diabéte sucré, I’hypertension artérielle, les
inflammations, les infections respiratoires, les troubles digestifs, les lithiases, et le cancer
(Derridj et al., 2009 ; Azzi et al., 2012 ; Bakiri et al., 2016 ; Maamar, 2021 ; Bouafia et al.,
2021).

Peganum harmala, communément appelé Harmel, est largement utilisée dans la

phytothérapie en Algérie, en particulier dans les régions du Sud en usage interne ou externe,



pour le traitement des troubles gynécologiques, problémes cutanés, hémorroides, diabete sucré,
et hypertension artérielle (Bakiri et al., 2016 ; Maamar, 2021). Malgré son utilisation
traditionnelle en Algérie, cette espéce reste trés peu exploitée dans le domaine de la recherche
scientifique, notamment pour la valorisation de ses propriétés theérapeutiques.

A cet égard, nous nous sommes intéressés dans la présente étude a la valorisation des
propriétés biologiques des extraits de graines de P. harmala récoltées dans la région de Ouargla.
L’approche expérimentale de cette étude réunie deux grandes parties, la premiere consiste a une
analyse phytochimique des extraits, aqueux, eau-acetone, hydro-méthanol et leurs fractions
acétate d’éthyle et 1-butanol, ainsi que la caractérisation de leurs composés phytochimiques. La
deuxiéme partie s’intéresse a 1’évaluation in vitro de quelques activités biologiques des extraits
de graines notamment, I’activité antioxydante en utilisant le test de piégeage des radicaux libres
DPPH, ABTS, oxyde nitrique (*NO), superoxyde (02"), le test de FRAP, ainsi que le test de
I’hémolyse induite par ’AAPH. L’activité antidiabétique est €évaluée par le test de I'a-
glucosidase et a-amylase. Tandis que, le test de I’activité de la cyclooxygénase Cox-1 et Cox-
2, est utilis€ pour I’évaluation de I’activité anti-inflammatoire, et le test de l’activité de

I’acétylcholinestérase et la butyrylcholinestérase pour 1’activité anti-Alzheimer.

Le présent manuscrit inclut une introduction générale qui présente 1’objectif principal de ce
travail de these, suivie par une synthése bibliographique sur le diabéte sucré, la maladie
d’Alzheimer, et les substances naturelles comme nouvelles approches thérapeutiques, ainsi
qu’une présentation de la plante étudiée ; Peganum harmala. La partie matériel et méthodes
décrit les techniques et les protocoles expérimentaux appliqués, en suite la partie résultats et
interprétations illustre les tableaux et les présentations graphiques des résultats obtenus, et en

fin ce document se termine par une discussion des résultats et une conclusion générale.
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Le diabete est un trouble métabolique grave, qui accroit le risque de complications
microvasculaires, notamment la rétinopathie et la néphropathie, il est également associé aux
maladies cardiovasculaires, certains cancers et a des infections telles que la tuberculose et les
formes graves de COVID- 19 (Zhou et al., 2024). Plusieurs médicaments disponibles pour
soulager les symptdmes du diabete sont associés a plusieurs complications. Les médicaments
a base de plantes gagnent en importance car ils sont rentables et ont de meilleurs effets
thérapeutiques avec moins d'effets secondaires (Jacob et Narendhirakannan., 2018). Le
diabéte sucré est un groupe de dysfonctionnement physiologique caractérisé par une
hyperglycémie résultant d’une résistance a I'insuline, d'une sécrétion inadéquate de l'insuline
ou d'une sécrétion excessive de glucagon (Blair, 2016). Le diabéte sucré type 1 (DT1) est une
maladie endocrinienne dans laquelle les cellules B du pancréas cessent de produire de
I'insuline, généralement en raison d'une destruction auto-immune (Syed, 2022). Le diabéte
sucré type 2 (DT2), beaucoup plus fréquent, est principalement un probleme de régulation
progressive du glucose due a la combinaison de dysfonctionnement des cellules B-

pancréatiques et d'insulinorésistance (Blair, 2016).

Deux événements courants mais transitoires peuvent conduire a une émergence précoce de
I'nyperglycémie chez les personnes sensibles : la grossesse ou un traitement de courte durée
par des glucocorticoides. En conseéquence, des personnes peuvent développer un « diabete
gestationnel » ou un « diabéte stéroidien » en tant qu'affections distinctes mais néanmoins
lies au DT2 typique (Vounzoulaki et al., 2020 ; Simmons et al., 2012 ; Riddle et al., 2022).
Selon I’ Association Américaine de Diabéte (ADA), l'insulinothérapie adaptée aux besoins du
patient est fondamentale pour la survie et la gestion efficace de la maladie du DT1 (Davies et
al., 2022). D’apres la FDA, il a été approuvé que le traitement du DT2 repose sur les
biguanides (la metformine, sulfonylurées, méglitinides), inhibiteurs de I’a-glucosidase (IAG),
thiazolidinediones (TZD), les inhibiteurs du sodium-glucose co-transporteurs 2 (SGLT2)
etleurs combinaisons, les agonistes des récepteurs du glucagon-like peptide 1 (GLP-1) et
les inhibiteurs de la dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4) (Tableau n°1) (Dahlén et al., 2022).



Tableau n°1 : Les médicaments récemment approuvés (Dahlen et al., 2022).

Type Agents Mécanisme d’action Date approuvée
par FDA
Type insuline Insuline lispro | Action rapide 2020
AABS (Lyumijef)
Insuline-GLP1 R | Insuline dégludec ;| Améliorer le contrdle de la | 2016
(Combinaison) Liraglutide glycémie, longue durée
(Xultophy) d'action.
Biguanides, Metformine ; Réduit la glycémie en 2017
iSGIT2 Ertugliflozine bloguant la réabsorption du
(Combinaison) (Segluromet) glucose dans les reins.
Biguanides, Metformine ; Augmente la production 2020
iSGLT2 et iDPP- | Linagliptin; d'insuline et diminue le taux de
4 (combinaison) Empagliflozine gluconéogenése dans le foie
iSGLT2 Ertugliflozine Bloquer la réabsorption dans | 2017
(Steglatro) les reins.
iDPP-4et iISGLT2 | Saxagliptine; Blogue la réabsorption du | 2017
(combinaison) Dapagliflozine glucose, inhibe la libération de
(Qtern) glucagon et augmente la
sécretion d'insuline.

La metformine pénétre dans I'hépatocyte par I'OCT1 et s'accumule dans les
mitochondries ou elle inhibe le complexe I. Cela entraine une réduction de I'ATP et une
augmentation concomitante de I'AMP. Des niveaux élevés d'AMP conduisent a l'activation
de I'AMPK, bien que la metformine puisse également promouvoir l'activation de I'AMPK de
maniére directe. L'AMPK inhibe la transcription des génes gluconéogeneses en

empéchant la formation du



complexe CREB-CBP-CRTC2, a la fois directement et par I'intermédiaire de SIRT1. En outre,
I'AMPK inhibe la lipogenése par la phosphorylation de I'ACC, du ChREBP et du SREBP, ce
qui contribue & améliorer la sensibilité a I'insuline (Pryor et Cabreiro., 2015) (Figure n°1).
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Figure n°1 : Le mécanisme d’action proposé pour la metformine (Pryor et Cabreiro., 2015).

Légende : OCT1 (Transporteur de cations organiques 1), AMPK (Adénosine 5 — protéine kinase
monophosphate activé), DHAP (Dihydroxyacétone phosphate), cGPDH (Glycérophosphate déshydrogénase
cytosolique), mGDP (Glycérophosphate déshydrogénase mitochondriale), PKA (Protéine kinase A), ACC
(Acetyl-CoA carboxylase), SIRT1(Sirtuine hépatique 1), SREBP (Protéine de liaison a I'élément régulateur
des stérols), ChREBP (Protéine de liaison a I'élément sensible aux glucides), CRTC2 (Coactivateur de

transcription régulé 2), CREB (Protéine de liaison a I'élément de réponse a I' AMP cyclique).

Les données de prescription disponibles indiquent également une préférence croissante pour
d'autres médicaments modernes, tels que les inhibiteurs de la DPP4 et du SGLT2. Ces
médicaments sont trés efficaces, mais ils sont plus couramment prescrits aux patients des pays
économiquement développés, comme les Etats-Unis et le Canada, en raison de leur codt élevé
(Dahlén et al., 2022).

Les inhibiteurs du transporteur de glucose couplé au Na*SGLT2 (iSGLT2) déplacent
principalement la réabsorption de grandes quantités de glucose du tubule proximal précoce du
rein vers les segments tubulaires en aval exprimant le SGLT1, et le glucose non réabsorbé est
déversé dans l'urine avec une certaine diurése osmotique (Vallon, 2024) (Figure n°02). lls ont
une efficacité glycémique intermédiaire a supérieure, avec une efficacité glycémique plus faible

lorsque le débit de filtration glomérulaire estimé (DFGe) est plus bas (Davies et al., 2022).
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Figure n°2 : Le mécanisme d’action des inhibiteurs SGLT2 (Heerspink et al., 2016)

IL a été rapporteé que les agonistes des récepteurs du peptide 1 de type glucagon (GLP1-R)
et les inhibiteurs de la dipeptidyl peptidase-4 (i DPP-4) font partie des hormones a base
d'incrétine qui traitent le DT2. Les agonistes de GLP1-R sont des insuline-sécréteurs anti-
apoptotiques, qui exercent d’autres fonctions, par la diminution de la sécrétion de glucagon, et
I’augmentation de la croissance des cellules B pancréatiques (Otto-Buczkowska et Jainta.,
2017). Les inhibiteurs de DPP-4 selectifs sont des insuline-secréteurs, qui bloguent la
dégradation des hormones incrétines y compris la GLP-1 et La GIP (polypeptide insulinotrope
dépendant du glucose), favorisant ainsi le controle de la glycemie et la contribution a des effets
pléiotropes par lesquels le potentiel thérapeutique ; rénoprotecteur, anti-inflammatoire et

cardioprotecteur est amélioré (Mulvihill et Drucker, 2014).

Des recherches scientifiques ont montré que les molécules de sulfonylurées (SU) et les
méglitinides inhibent les canaux ioniques potassiques dépendants de I'ATP, apres leurs
fixations sur les récepteurs des sulfonylurées (RSU), qui se trouvent a la surface des cellules -
pancréatiques. L’augmentation de la concentration intracellulaire de cations potassium produit
a une dépolarisation membranaire, ensuite, l'ouverture des canaux calciques voltage- gated est
favorisée avec une accumulation de cations calciques cytosoliques, déclenchant ainsi la
sécretion d'insuline. Les méglitinides different des molécules (SU) par leurs sites de liaison au
niveau des (RSU), et ils sont efficaces a condition des concentrations plus élevées en glucose
(Hu et al., 2000 ; Sulis et al., 2019 ; Dahlén et al., 2022).



Les thiazolidinediones (TZD) agissent en modulant les récepteurs gamma-activés par les
proliférateurs de peroxysomes (PPARy) (Nanjan et al., 2018) ; un récepteur hormonal
nucléaire présent au niveau du tissus adipeux, le foie, le cceur et les reins (Jones et al., 2021).
Les (TZD) réduisent la production hépatique de glucose, augmentent [I'utilisation
périphérique du glucose et le métabolisme des lipides (Nanjan et al., 2018). Pour les
adipocytes, le rapport entre l'adipogenése et I'apoptose est également modifié de maniere
différentielle, favorisant l'apoptose des grandes cellules résistantes a l'insuline et la
prolifération des petits adipocytes sensibles a I'insuline. Ce phénoméne s'accompagne d'une
modification de la répartition de la graisse, qui passe des dépOts centraux aux dépéts

périphériques (Macisaac et Jerums., 2004).

Une approche thérapeutique efficace pour contrdler I'nyperglycémie associée au diabéte
de type 2 consiste a cibler I’activité des enzymes digestives a-amylase et a-glucosidase, qui
hydrolysent I'amidon dans l'intestin. A I'heure actuelle, les inhibiteurs approuvés de ces
enzymes se limitent a l'acarbose, au miglitol et au voglibose. L'acarbose, un pseudo-
tétrasaccharide composé d'un groupement valienol lié par I'azote a I'isomaltotriose. Cette
molécule a une affinité 10* a 10° fois plus élevée pour les a-glucosidases que les
oligosaccharides naturels et inhibe cette enzyme de maniére compétitive (Rosak and Mertes
2012 ; Dirir et al., 2022).

Bien que ces inhibiteurs retardent l'absorption du glucose, des effets secondaires gastro-
intestinaux indésirables entravent leur application. Les produits naturels d'origine végétale
constituent une source précieuse d'agents thérapeutiques (Tableau n°2) présentant une

toxicité et des effets secondaires moindres (Dirir et al., 2022).



Tableau n°2 : Effets inhibiteurs de certains produits naturels sur I'activité de I’a-glucosidase.

Composé Mode
Classe Type d’interaction Référence
chimique d’inhibition
d-viniferine Stilbénes Compétitive Liaisons hydrogene avec Asp69, | (Haetal.,
Asp215, Glu411, Ser157 et 2020)
Pro312.
Interactions hydrophobes avec
Tyr158 (n-m empilé), Phe303 (n-
7 empilé), Tyr72 (z-n forme T-),
Arg315 (Alkyl, m-Alkyl).
Procyanidine Tannins Non- Interaction hydrophobe avec (Zhang et
B2 compeétitive Pro-312 (Pi-Alky1l). al., 2024)
(Wang et
al., 2019)
Naringenine Flavonoide Compétitive Liaisons hydrogene avec Asp57 (Priscilla
1, Ser448 et Tyr609. etal.,
2014)
Vitexine Flavonoide Non- Liaisons hydrogene avec Glu27 | (Nietal.,
compétitive 1, Asn259, Glu296, Leu297, Th | 2020)
r290, Ala292.
Interaction hydrophobe avec Tr
p15 (n-n forme T-).
Cypaliuruside J | Triterpenoide Non- Liaisons hydrogéne avec Lys15 | (Zhou et
compétitive 5, Arg312, Asp214, Asp488. al., 2021)
S. fusiforme Polysaccharides | Mixte Nd (Zhang et
polysaccharide al., 2022)
(SFP-1)

La thérapie pharmacologique du DT2 a connu des progres majeurs au cours des dix dernieres
années, et de nouveaux mécanismes sont actuellement explorés dans le cadre du développement
clinique (Dahlén et al., 2022).



Parmi les recherches menées sur le traitement du DT2, il a été cité, les agonistes des récepteurs
couplés a la protéine G, les agonistes de récepteurs de ’hormone thyroidienne (THR), I’inhibiteur
de la diacylglycérol acyltransférase (iDGAT) et I’activateur de la protéine tyrosine kinase
(Tableau n° 3). Selon I’étude de Lin et Sun., (2011), il a été rapporté que 1’agoniste du récepteur
de I’hormone thyroidienne réagit par I’augmentation de la sensibilité a I’insuline et la diminution
des concentrations de glucose. D’autres études ont montré que ’inhibiteur du 4a diacylglycérol
acyltransférase (iDGAT) exerce un réle hépatoprotecteur, qui influence indirectement la glycémie
par la protection des cellules 3 des ilots de Langerhans (Zhu et al., 2019 ; Hong et al., 2020).
D’autre part, I’étude de Hunter et al., (2018), anoté que, I’inhibiteur de la fructose-1,6-
bisphosphatase-1 (iFBP1) inhibe la gluconéogenése. En outre, 1I’étude réalisée sur I’activateur de
la protéine tyrosine kinase : Tolimidone (MLR-1023), a montré que cet agent thérapeutique
phosphoryle les substrats du récepteur de I’insuline, et diminue la signalisation du récepteur de
I’insuline (Lee et al., 2020 ; Lipinski et Reaume, 2020). Tandis que, 1’étude de Harrison et al.,
(2020), a rapporté que le modulateur de la protéine de transport membranaire mitochondrial
(MSDC-0602K) a significativement augmenté la sensibilité a I’insuline. Toutes ces études sur les
traitements antidiabétiques récemment citées sont en cours de développement clinique, orientees

vers trois niveaux de ciblage : les récepteurs, les enzymes et les transporteurs (Dahlén et al., 2022).

Tableau n°3 : Mécanisme d'action des agents thérapeutiques antidiabétiques en cours du développement clinique.

Lieu de Fixation Type Mécanisme d’action Réferences
Récepteurs Agoniste du récepteur 119 couplé | Stimulation de la sécrétion de (Ritter et al.,
a la protéine G (GPR119) I'insuline et des incrétines 2016)
Agoniste de récepteur de Augmentation de la dépense (Linet Sun,
I'normone thyroidienne (THR) énergétique et de la sensibilité a 2011)
I'insuline, avec diminution des
concentrations de glucose.
Enzymes Inhibiteur de la diacylglycérol Effet Hépatoprotecteur, affecte (Zhuet al.,
acyltransférase (iDGAT) indirectement la glycémie en 2019 ; Hong
augmentant la sensibilité & I'insuline, | et al., 2020)
et protégent les cellules B des Tlots
de Langerhans.
Inhibiteur de la fructose-1,6- Inhibition de la gluconéogenése (Hunter et al.,
bisphosphatase-1 (iFBP1) 2018)
Stimulant de la protéine tyrosine | Phosphorylation des substrats du (Leeetal.,
kinase : Tolimidone (MLR-1023) | récepteur de l'insuline, ce qui atténue | 2020;
la signalisation du récepteur de Lipinski et
l'insuline. Reaume,
2020)
Transporteurs Modulateur de la protéine de | Augmentation de la sensibilité a (Harrison et
transport membranaire | l'insuline al., 2020)
mitochondrial (MSDC-0602K)
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Les résultats épidémiologiques ont mis en évidence une forte augmentation de l'incidence de
la maladie d'Alzheimer : Selon les estimations, le nombre de personnes atteintes de la maladie
d'Alzheimer passera de 26,6 millions dans le monde en 2006 a 107 millions d'ici 2050, dont 16,5
en Europe (Calabro et al., 2020). En outre, la prévalence mondiale de la démence et au Moyen-
Orient et en Afrique du Nord est en augmentation alarmante entre 2010 et 2050 (Safiri et al.,
2023). La plupart des études ont révelé un risque plus élevé de développement de la maladie
d'Alzheimer chez les femmes que chez les hommes, les femmes ménopausées présentant une
susceptibilité accrue.

Ce lien entre les facteurs sexuels et la privation d'cestrogenes a long terme souligne I'importance

de la signalisation cestrogénique dans la progression de la maladie d'Alzheimer (Wang et al.,
2024).

La maladie d'Alzheimer (MA), principale cause de démence dans le monde, se caractérise par
l'accumulation du peptide p-amyloide (AP) dans le cerveau, ainsi que des formes
hyperphosphorylées et clivees de la protéine Tau associée aux microtubules (O’brien et al.,
2011).

L'AB est dérivé d'une grande protéine appelée protéine précurseur de I'amyloide (APP). L'APP
peut étre clivée par I'action d'enzymes appelées a-, B- et y-sécrétase. Chez les individus normaux,
I'APP est d'abord clivée par l'a-sécrétase, puis par la y-sécretase (Wilkins., 2017 ; Calabro et
al., 2020). Tous les genes mutants de la MA héréditaire, autosomique, familiale dominante, dont
la protéine précurseur de l'amyloide (APP), la préseniline 1 et la préséniline 2 codent les
principales protéines impliquées dans le métabolisme de lI'amyloide (Selkoe., 1991
; Huang et al., 2020).

Tau est une protéine associée aux microtubules qui contribue a l'assemblage et a la
stabilisation des microtubules. Dans la MA, la protéine Tau devient hyperphosphorylée et
s'agrege pour former des filaments hélicoidaux appariés, un composant majeur des
enchevétrements neurofibrillaires (NFT) dans le cytoplasme neuronal (Medina et Avila.,2014
; Huang et al.,, 2023). Par conséquent, la déstabilisation des microtubules provoque
I’empéchement du transport des nutriments et des vésicules entre les cellules neurales (Lee et
al., 2001). La microglie joue un double role dans la MA, un role protecteur en éliminant les
dépots de peptides amyloides B en augmentant la réponse phagocytaire (CD163, IGF-1 ou
BDNF), et un réle cytotoxique en libérant des radicaux libres (ROS ou NO) et des cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a, IL-1B) en réponse a la gliose réactive stimulée par les agrégats
d'amyloide B (Revuelta et al., 2022). Par conséquent, cette réponse neuro-inflammatoire détruit

les cellules neuronales (Huang et al., 2020). La mort neuronale ou I'atrophie cérébrale induite
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par lI'amyloide, la protéine Tau et la neuroinflammation pourrait étre empéchée grace a des
thérapies neuroprotectrices, qui comprennent la suppression des voies de signalisation des acides
aminés excitables, les piégeurs de radicaux libres et les activateurs de régénération (Chi et al.,
2018 ; Huang et al., 2020).

Parmi les médications qui sont en cours du développement clinique, il a été cité un traitement
anti-amyloide ’ADUCANUMAB ; un anticorps monoclonal entierement humain, il bloque
I’accumulation de I’amyloide par la formation d’une liaison avec l'extrémité N- terminale des
fibrilles d’AB (Arndt et al., 2018). De plus, il a été rapporté que le vaccin ACI- 35 a réagi en tant
qu’un traitement anti-Tau, qui provoque une réaction immunitaire par la production des anticorps
qui éliminent les protéines Tau phosphorylées, et minimiser la progression de la MA. En outre,
une étude sur le traitement neuro-anti-inflammatoire, a montré que le MASITINIB ; un inhibiteur
de la tyrosine kinase a significativement pénétré dans le systeme nerveux central et a inhibé
’activité des microglies (Li et al., 2020 ; Huang et al., 2023).

D’autre part, il a été rapporté dans une étude récemment publiée, que les composés d’origines
végetal exercent egalement un role important contre les maladies neurodégénératives y compris la
MA, notamment la punicalagine réduit la neuroinflammation et I'amyloidogenése induites par le
lipopolysaccharide. En plus, il a été noté que, la morine et la nobilétine neutralisent les radicaux
libres intracellulaires, et protégent contre la mort cellulaire. En outre, il a été cité que I’hespérétine
exerce un réle anti apoptotique en minimisant la perte et la dégénérescence des neurones, tandis
que, I’acide chébulagique active l'autophagic dans les cellules cérébrales (Figure n°3) (Roy et al.,
2024).

Il a été noté que le systeme cholinergique central est crucial pour le fonctionnement de la
mémoire, de plus, un groupe des inhibiteurs de 1’acétylcholinétserase (ChE-Is) dont le donépézil,
la rivastigmine et la galantamine peuvent développer les fonctions cognitives et comportementales
(Tan et al., 2014 ; Zemek et al., 2014 ; Li et al., 2019). lIs inhibent le métabolisme de
I'acétylcholine, le transmetteur cholinergique dans les régions du cerveau responsables de la
cognition (Sridhar, 2021).

Le donépézil est un inhibiteur puissant, sélectif, non compétitif et rapidement réversible de
I'acétylcholinestérase (AChEI), homologué pour le traitement de la maladie d'Alzheimer (MA)
(Jelic et Darreh-Shori, 2010).
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Figure n°3 : Les cibles d’inhibition de certains produits naturels contre la maladie d’ Alzheimer (Roy et
al., 2024).

Le stress oxydatif est défini par un déséquilibre entre des niveaux élevés d'especes
réactives de l'oxygene (ROS) et une faible activité des mécanismes antioxydants (Preiser,
2012). Les dommages oxydatifs survenant simultanément dans de nombreuses structures
cellulaires peuvent entrainer une détérioration de la fonction, y compris l'apoptose et la nécrose
(Tejchman et al., 2021). Le stress oxydatif influence le vieillissement, la carcinogenese et le
syndrome métabolique, tels que le diabete et les maladies cardiovasculaires (Daenen et al., 2019

; Tejchman et al., 2021).

Il a été rapporté que le stress oxydatif peut également étre produit par les ROS formés dans le
cerveau via la réaction de Fenton, aprés I’augmentation des métaux toxiques comme le fer, le zinc
et le cuivre, qui se fixent sur I’ AP par une forte affinité et favorisent ainsi la progression de la MA
(Mamelak, 2007 ; Valko et al. 2005 ; Jomova et al., 2023).

Les espéces réactives de l'oxygene (ROS) et les especes réactives de I'azote (RNS) sont les
termes utilisés collectivement pour décrire les radicaux libres et d'autres dérivés réactifs non

radicalaires connus sous le nom d'oxydants (Valko et al., 2007 ; Oguntibeju, 2019).

13



Les radicaux libres biologiques sont des molécules trés instables issues du métabolisme
cellulaire normal. Ils possedent des électrons qui peuvent réagir avec divers substrats
organiques tels que les lipides, les protéines et l'acide désoxyribonucléique (ADN) (Valko et
al., 2007 ; Oguntibeju, 2019). Ils sont bien connus pour jouer un double role en tant qu'espéces
a la fois nuisibles et bénéfiques, puisqu'ils peuvent étre soit nocifs, soit bénéfiques pour les
systemes vivants (Valko et al., 2007 ; Oguntibeju, 2019). Des niveaux faibles a intermédiaires
de ROS et de RNS sont nécessaires au maintien de nombreuses fonctions physiologiques
importantes, a I'hnoméostasie redox et a la régulation de facteurs de transcription clés (Liguori
et al., 2018 ; Jomova et al., 2023).

Les ROS peuvent étre divisés en deux groupes : les radicaux libres et les non-radicaux. Les
radicaux libres sont des molécules contenant un ou plusieurs électrons non appariés (-), ce qui
leur confere une grande réactivite. Les ROS qui partagent leurs électrons non appariés sont des
formes non radicales (Halliwell et al., 2004 ; Tejchman et al., 2021). lls présentent
d'importantes différences chimiques, mais partagent des mecanismes similaires de dommages au
niveau des biomolécules (Halliwell et al., 2004 ; Tejchman et al., 2021). De plus, il a été
rapporté que les ROS du premier groupe d’importance physiologiques comprennent l'anion
superoxyde, le radical hydroxyle et le radical hydroperoxyle, et ceux du second groupe
représentent le peroxyde d'’hydrogene (Birben et al., 2012 ; Tejchman et al., 2021) en outre, il
a été noté que de nouvelles ROS ont été identifiées, incluant le chlore, le brome et des especes

dérivées du soufre (Phaniendra et al., 2015 ; Tejchman et al., 2021).

Les antioxydants neutralisent les effets des ROS et contribuent ainsi a la prévention des
maladies. 1ls peuvent étre classés en trois catégories principales ; les antioxydants de premiére
ligne qui comprennent la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la glutathion réductase
(GR) et des minéraux tels que Se, Cu, Zn, etc. Les antioxydants de défense de deuxiéme ligne,
comprennent le glutathion (GSH), la vitamine C, l'albumine, la vitamine E, les caroténoides, les
flavonoides, etc. Les antioxydants de défense de troisieme ligne qui comprennent un groupe
complexe d'enzymes pour la réparation de 'ADN endommagg, des protéines endommagées, des
lipides oxydés et des peroxydes. Exemples : Lipase, protéase, enzymes de réparation de I'ADN,
transférases, méthionine sulfoxyde réductase, etc (Irshad et Shaudhuri, 2003 ; Sindhi et al.,
2013).
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La superoxyde dismutase (SOD) est une enzyme antioxydante qui élimine les radicaux
d'oxygene par des cycles d'oxydation/réduction a une vitesse de réaction tres élevée grace aux ions
métalliques de transition présents sur le site actif. Ces cofacteurs ont tendance a donner des
électrons a I'0; et a les régénérer tout au long du mécanisme catalytique. La SOD décompose O

~ en H20; en libérant de l'oxygene moléculaire (Zelko et al, 2002 ; Zheng et al., 2023).

L'albumine sérique humaine (HSA) est une protéine plasmatique multifonctionnelle abondante,
non glycosylée et chargée négativement, avec des propriétés de liaison aux ligands et de transport,
ainsi que des activités enzymatiques (Quinlan et al., 2005). L'albumine agit comme un puissant
antioxydant en neutralisant directement les radicaux hydroxyles et les radicaux peroxyles, en
inhibant la peroxydation des lipides et en piégeant les radicaux superoxydes. En outre, lI'albumine
neutralise indirectement I'oxygéne singulet en liant les molécules hydrophobes (Watanabe et al.,
2025).

Dans une étude, il a été rapporté que les enzymes de réparation de I’ADN ont été également
considérées comme des antioxydants essentiels pour lutter contre le stress oxydatif induit par les
rayonnements ultraviolets (UV) sur la peau. Ces enzymes comprennent la Nudix hydrolases
(NUDT), la 8-oxo0 G glycosylase (OGG1) et I’lhomologue de MutY, dont leur fonctionnement est
basé sur la voie de réparation de l'excision des nucléotides (NER), notamment la 8-0xo-7,8-
dihydroguanine (8-oxoG) dans I’ADN (Michaels et al,1992 ; Garcia-Mouronte et al., 2024).

Les antioxydants peuvent étre naturels ou synthétiques, mais en raison de leurs effets toxiques
et cancérigenes, les antioxydants chimiques, tels que le butylhydroxyanisole et le
butylhydroxytoluéne, sont remplacés par des antioxydants naturels (Botterweck et al., 2000 ;
Akhtar et al., 2018). Les plantes médicinales représentent une source importante d'antioxydants,
offrant une gamme variée de substances phytochimiques dotées de puissantes propriétés de
piégeage des radicaux libres. Les polyphénols, les flavonoides, les caroténoides, les vitamines
(telles que les vitamines C et E) et d'autres composeés bioactifs des plantes médicinales présentent
une activité antioxydante qui contribue a leurs effets thérapeutiques (Heck et al., 2007 ; Sultana
et al., 2023).

Les polyphénols sont une classe de composés contenant un cycle benzénique lié a un ou
plusieurs groupes hydroxyles. Les flavonoides constituent un sous-groupe de composés
polyphénoliques que l'on trouve en abondance dans les plantes médicinales (Heck et al.,2007).
Les flavonoides sont constitués de deux anneaux benzéniques ; ainsi, les chalcones, les flavones,
les flavanols, les flavanones, les anthocyanines et les isoflavones sont les principaux flavonoides,

qui sont souvent de couleur vive (Harborne, 1998 ; Tawaij et al., 2022).
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Chimiquement, les flavonoides sont des substances polyphénoliques de faible poids
moléculaire basées sur un squelette a 15 carbones, composé de deux cycles aryles (A et B) reliés
par un cycle pyranique hétérocyclique (cycle C) et formant le noyau flavanique Ces-Cs- Cs illustré
dans la figure n°4 (Petrussa et al., 2013 ; Sandhar et al., 2011 ; Catarino et al., 2016). La
majorité des flavonoides naturels partagent divers substituants sur leurs cycles A et B, tels que les
groupes hydroxyles et méthoxyles (Kumar et Pandey, 2013 ; Catarino et al., 2016).

Les flavones et les flavon-3-ols, qui different par I'absence ou la présence d'un groupe 3-
hydroxyle dans le cycle pyranone, sont les catégories de flavonoides les plus abondantes dans la
nature. Les flavanones et les dihydroflavon-3-ols sont des dérivés saturés (absence de fonction
C2=C3 insaturée sur le cycle pyranonique) des flavones et des flavon-3-ols, respectivement. Les
flavanols ont un squelette similaire a celui des flavanones, a l'exception du groupe 4-céto qui est
absent dans les premiers (Figure n°5) (Kumar et Pandey, 2013 ; Jurd, 1972 ; Catarino et al.,
2016).

Figure n°4 : La structure de base des flavonoides ; le noyau flavanique (Catarino et al., 2016).
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Figure n°5 : Principales classes des flavonoides (Catarino et al., 2016).

Les acides phénoliques simples peuvent étre classés en acides hydroxybenzoiques (acides
gallique, protocatechique, hydroxybenzoique et syringique) et en acides hydroxycinnamiques
(acides p-coumarique, cafeique, férulique et sinapique) et présentent une grande valeur
commerciale (Da Silva et al., 2023). Ce sont des métabolites secondaires aromatiques qui
donnent de la couleur, la saveur, de lastringence et la rudesse, et qui contribuent aux
caractéristiques organoleptiques typiques des aliments (Anantharaju et al., 2016 ; Rashmi et
Negi., 2020).

Les terpénoides sont une grande classe de métabolites secondaires naturels des plantes dont la
structure est tres diversifiée, formés a partir d'unités isoprenes (Cs), associés a un large éventail
de propriétés biologiques, notamment antioxydantes, antimicrobiennes, anti- inflammatoires,
antiallergiques, anticancéreuses, antimétastatiques, antiangiogenese et induction de l'apoptose.
Ils sont considérés comme des applications potentielles dans les industries alimentaire,

cosmétique, pharmaceutique et médicale (Camara et al., 2024).

Les alcaloides représentent une grande famille de composés organiques de faible poids
moléculaire contenant au moins un atome d‘azote. lls sont principalement dérivés d'acides aminés
et incorporés dans des structures cycliques complexes (Zhu et al., 2023). lls sont classés a l'aide
de différentes signatures telles que les sources naturelles ou la nature chimique. La classification

la plus correcte et la plus courante des alcaloides est leur répartition selon la structure
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principale, le squelette C-N principal (Ahmed, 1998 ; Bribi, 2018). Les grands groupes des
alcaloides comprennent les pyrrolidine, pyridine, quinoléine, isoquinoléine, indole, quinazoline,
et autres alcaloides (Figure n°6) (N. Bribi, 2018).

o oo O
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Figure n°6 : Structure hétérocyclique du squelette constituant le groupe des alcaloides (Bribi, 2018).

Les alcaloides présentent plusieurs activités pharmacologiques sur la santé humaine, telles
que les activités anticancéreuses, anti-inflammatoires, antipaludiques, antimicrobiennes,
antihypertensives, antidiabétiques et antioxydantes. Les alcaloides agissent directement sur le
systéme nerveux central du corps humain et affectent également I'acide nucléique, 'ADN (acide
désoxyribonucléique), I'ARN (acide ribonucléique), la perméabilité des membranes et les
proteines (Rajput et al., 2022). Selon plusieurs études, il a été mentionné que la plante Peganum
harmala est connue par sa forte teneur en alcaloides notamment les f-carbolines, ’harmine et

I’harmaline, ainsi par leurs effets thérapeutiques (Moloudizargari et al., 2012).

Peganum harmala appelée la rue verte ou la rue sauvage est connue sous le nom de “Harmal”
en Afrique du Nord (Lamchouri et al., 2000 ; Asgarpanah et Ramezanloo., 2012). C’est une
plante a fleur largement distribuée en Asie Centrale, en Afriqgue du Nord et au Moyen-Orient.
Elle a également été introduite en Amérique et en Australie. En Algérie, elle est située aux
steppes du Sud Saharien (Ozenda, 1991). A travers les décennies, et particuliérement en Algérie, le

Harmal était un reméde authentique réputé pour traiter plusieurs maladies. Parmi les pratiques médicales

traditionnelles citées récemment dans une étude ethnobotanique réalisée dans la région
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saharienne d’Oued Righ, il y’avait I’'usage de graines de P. harmala en décoction, en tisane et en
pommade, pour traiter les infections de systeme urinaire et reproductif, les infections causées par
les ténias, I’ictére, la fievre, le rhume, la toux et la grippe (Lakhdari et al., 2016).

De plus, une étude d’ethnopharmacologie dans la région d’Ouargla, a mentionnée I’usage des
graines en infusion, pour traiter le diabéte de type 2 (Telli et al., 2016). D’autre part, plusieurs
études ont montré des propriétés pharmacologiques de cette plante notamment, I’activité
antiamnésique, anticancéreuse et antidépressive (Gokkaya et al., 2023). De plus, P. harmala a
été connue par leur effets thérapeutiques antibactérien, antifongique et antipruritique (El
Rifaie.,1980).

Peganum harmala L., appartient a la famille des Zygophyllaceae, est une plante herbacée,
annuelle, vivace, glabre. Les tiges aériennes s'élevent de 30 a 100 centimetres de hauteur,
atteignant rarement 200 cm. La racine principale est charnue et brun foncé a l'extérieur comme a
I'intérieur ; les branches sont nombreuses et les racines primaires sont en outre ramifiées, créant
de minuscules radicelles fines. Les racines sont lourdes. Le systeme aérien peut produire de
nombreuses tiges latérales a partir de la base ; en général, les plantes sont trés ramifiées a la base.
Les tiges sont manifestement vertes et remplies d'une moelle molle, résistante mais facile a briser.
La surface est rugueuse et des rainures longitudinales irrégulieres sillons longitudinaux
irréguliers. 1l est facile a reconnaitre a partir de la région interne ou des coupes transversales, car
la moelle est continue sans aucune cavité. La plante entiére est lisse et glabre, verte, et
caractérisee par la forte odeur de la plante séchée. Cette plante est collante en raison d'exsudats
épais, ce qui lui confere une certaine dureté et un bruit de frottement lorsqu'on la frotte entre les
doigts (Ozenda, 1991 ; Shahrajabian et al., 2021 ; Arslan, 2024). Les graines sont petites
environ 2 mm de taille, de saveur amere, elles sont pyramidales, anguleuses, de couleur marron

foncé tirant sur le rouge, a tégument externe réticulé (Figure n°7) (Hammiche et al., 2013).
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Figure n°7 : Une photo des différentes parties de Peganum harmala L. partie aérienne (a) fleur (b), fruits (c) et
graines (d) (Asgarpanah et Ramezanloo, 2012).

La grande diversité d'applications de la plante P. harmala peut étre attribuée a sa composition
en métabolites secondaires alcaloides, flavonoides, triterpénoides, anthraquinones, huiles
volatiles et sa teneur en protéines, acides gras, vitamines et en minéraux (Sharma et al., 2022).
Le tableau ci-dessous résume les structures chimiques de certains composés phytochimiques
identifiés dans les graines de Peganum harmala.
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Tableau n°4 : Structure chimique de quelques composants phytochimiques des graines de P. harmala (Marwat
et Rehman., 2011).

Composé Structure moléculaire Groupe
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La teneur totale en alcaloides de P. harmala varie entre 2 et 5 %. L'harmaline, I'narmine,
I'harmalol, I'narmol et la tétrahydroharmine sont identifiés comme étant le principal alcaloide f3-
carbolines dans les extraits de cette plante, les graines et les racines sont les plus riches en
alcaloides, tandis que les tiges et les feuilles en contiennent peu, et les fleurs en sont dépourvues
(Majid, 2018).

Bien que I'harmaline et I'harmine soient les alcaloides les plus importants, généralement
responsables de I’effet thérapeutique, de nombreuses études montrent que d'autres alcaloides
présents dans P. harmala jouent également un rdle dans les effets pharmacologiques de la plante.
La vasicine et la vasicinone sont des alcaloides quinazoliniques qui ont été découverts pour la

premiére fois dans les fleurs et les tiges de P. harmala. (Khawar et al., 2005 ; Majid, 2018).
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Dans une étude portant sur six alcaloides de la harmel (harmine, harmane, harmalol, harmol,
harmaline et norharmane), I'harmane et I'narmine présentaient l'activité la plus élevée en tant
qu'inhibiteurs potentiels de I'agrégation plaquettaire induite par le collagéne, et ils présentent donc
le plus grand intérét potentiel en tant que médicaments contre les maladies athérothrombotiques
(Im et al. 2009 ; Lansky et al., 2017).

Selon Gu et al. (2015) et Lansky et al., (2017) ont constaté que le chlorhydrate d'harmine était
un puissant inhibiteur de la dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4), avec une inhibition de 32,4 % a 10
mM contre 54,8 % a 50 uM pour la diprotine A, un produit pharmaceutique antidiabétique de
syntheése.

Dans la littérature, les polyphénols ont été moins identifiés dans cette plante par rapport aux
alcaloides. Cependant, quatres flavones glycosides ont été trouvés dans les parties aériennes de P.
harmala a partir des extraits hydrométhanoliques dont 1’acacétine 7-O- rhamnoside, acacétine-7-
O-[6’-0O-glucosyl-2°’-O-(3"*’-acetylramnosyl)glycoside, acacétine- 7-O-(2”*-O-rhamnosyl-2"-O
glucosylglucoside) et le glycoflavone 2°’-O-rhamnosyl-2°’-O- glucosylcytoside (Li et al., 2017 ;
Gokkaya et al., 2023). Tandis que, les graines de cette plante renferment une composition riche
et variable en flavonoides y compris les flavonols glycosides tels que la rutine, de plus, les
flavanols, notamment, la catéchine, et les flavanones tels que I’hespérétine, qui ont été également
présents dans les extraits hydrométhanoliques de

P. harmala (Moazeni et al., 2017 ; Gokkaya et al., 2023). En outre, des acides phénoliques
dérivés de I’acide hydroxycinnamique et I’acide hydrobenzoique, essentiellement cités, 1’acide p-
coumarique, ’acide chlorogénique (Moazeni et al., 2017), I’acide caféique, I’acide rosmarinique
et I’acide protocatéchique (Al Ansary et al., 2020), qui ont été ainsi identifiés dans les extraits
hydrométhanoliques des graines et les feuilles de P. harmala (Gokkaya et al., 2023). D’autre part,
la présence des triterpénoides, notamment, lupane et oléanane, ont été identifiés, ainsi les
anthraquinones y compris peganone 1 et peganone 2, dans des extraits hydroéthanoliques (70%)
des graines de P. harmala (L. et al., 2020 ; Gokkaya et al., 2023).

Tandis que, les acides gras insaturés et saturés ainsi que leurs dérivés ont été déterminés dans
des extraits de n-hexane préparés a partir la plante entiére de P. harmala (Moussa et Almaghrabi.,
2016 ; Gokkaya et al., 2023).
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Il a été également rapporté que les graines de Peganum harmala sont également riches en
protéines. En effet, il a été enregistré qu’une protéine de 15 KD a été isolée et a contribuée aux
effets protecteurs et curatifs contre le stress oxydatif induit par le tétrachlorure de carbone dans le
cerveau, et les érythrocytes des rats, dont ’effet antioxydant a été plus puissant que celui de la
vitamine C (Soliman et Fahmy, 2011). En outre, une autre protéine de 16 KD a exercé une activite
antifongique contre Alternaria alternate, Penicillium degitatum, Rhizopus stuolonifer et
Magnaporthe grisea ; et une activité anticancéreuse en inhibant la prolifération des cellules du
carcinome, de l'cesophage (Eca-109), cervical (HeLa), gastrique (MGC-7) et du mélanome (B16)
(Maet al., 2013).

D’aprés I’étude de Li et al., (2018), il a été déterminé que les teneurs en saccharose, en proline,
en acide acétique, en bétaine et en lysine dans les racines de P. harmala étaient beaucoup plus
élevées que celles des autres parties de la plante. Parmi ces métabolites, le saccharose, et I'acide
acetique sont des régulateurs osmotiques dans les plantes (Ahmad et Wani., 2013), de plus, la
proline et la bétaine agissent comme des piégeurs des radicaux libres (Ashraf et Foolad., 2007).
En effet, I’étude de S. Senhadji et al., (2022), a enregistré des teneurs importantes en composition
minérale des graines de Peganum harmala, notamment, en potassium et en fer, suivies par le
sodium, le magnésium, le phosphore, le cuivre, calcium. De plus, ces minéraux sont considéres
comme de puissants antioxydants, certains oligo- éléments participent aux mecanismes de défense
des cellules humaines contre les especes réactives de I'oxygene (ROS) (Spears et al., 2008 ; Negi
et al., 2012 ; Senhadiji et al., 2022).
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Materiels et méthodes




Ce travail de thése a été réalisé au sein du laboratoire de recherche Antibiotiques
Antifongiques : physico-chimie, synthése et activité biologique (LAPSAB), Faculté des
Sciences de la Nature et de la Vie, Sciences de la Terre et de I'Univers, Tlemcen. Algérie. Dans
le cadre des bourses de formation et mobilité des étudiants ERASMUS attribuée par I'université
de Tlemcen, une partie de ce travail a été réalisé au laboratoire de recherche « LAQV-
REQUIMTE », Département de Chimie, Université d’Aveiro, Portugal.

Deux grandes parties ont été réalisées dans cette étude, et qui sont comme suit ;

= La premiere partie concerne une analyse phytochimique des extraits préparés a partir de
graines de P. harmala, il s’agit de I’extrait aqueux, eau-acétone, hydrométhanol et leurs
fractions acétate d’éthyle et 1-butanol, la détermination de leurs teneurs en polyphénols, ainsi
que la caractérisation de leurs composés phytochimiques.

= La deuxieme partie est consacrée a la valorisation des activités biologiques des extraits
préparés. Nous nous sommes intéressées a 1’évaluation in vitro de I’activité antioxydante par
piégeage des radicaux libres en utilisant le DPPH, ABTS, oxyde nitrique (*NO), superoxyde
(02e-), par le test de réduction du fer (FRAP), et par le test de I’hémolyse induite par I’AAPH.
La recherche de I’activité antidiabétique a fait également 1’objet de cette étude et a été évaluce
par le test de l'o-glucosidase et a-amylase. Tandis que, les tests de Iactivité de la
cyclooxygénase (Cox 1 et Cox 2), et le test de I’activit¢ de D’acétylcholinestérase et la
butyrylcholinestérase ont été utilisé pour 1’évaluation de ’activité anti-inflammatoire et anti-

Alzheimer, respectivement.

lére partie : Etude phytochimique

1. Matériel végétal

Les graines Peganum harmala ont €té recoltées dans la région de Ouargla centre, au Nord-
est de I’ Algérie, au mois de septembre. Elles ont été identifiées au Laboratoire d’Ecologie et de
Gestion des Ecosystémes Naturels de I’Université de Tlemcen. Un spécimen a été déposé a
I’herbier du Laboratoire LAPSAB sous le numéro de référence LAPSABG8 élaboré par Pr. Azzi
R. Au laboratoire, les graines sont nettoyées et conservées a une température ambiante et a I’abri

de la lumiére jusqu’au jour de I'utilisation (Figure n°8).
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Figure n°8 : Les graines de Peganum harmala utilisés dans notre travail.

2. Préparation des extraits

A partir des graines broyées de P. harmala nous avons procédés a la preparation des extraits
bruts agqueux ou mélange de solvants hydrométhanol ou eau-acétone, et au fractionnement des
extraits bruts en utilisant I’acétate d’éthyle et le 1-butanol. Pour cette étude, neuf extraits

différents ont été récupéré a la fin.
2.1. Préparation de I’extrait aqueux

50 g des graines broyées a éte porté a une extraction a chaud sous reflux dans 400 mL de
I’eau distillée pendant 30 minutes. Apres refroidissement, le mélange a été filtré sous vide sur
papier filtre wattman n°3. Le filtrat récupéré a été évaporé a sec dans 1’étuve pour obtenir

I’extrait brut aqueux sous forme solide (séché).

2.2. Préparation des extraits de mélange de solvants eau-acétone et hydrométhanol, et

leurs fractions acétate d’éthyle et 1-butanol

Ces deux extraits de mélange de solvants ont été préparé par mélange de 50 g de graines
broyées avec ; le mélange de solvants eau/acétone (V/V ; 20/80) ou hydrométhanol (V/V ;
30/70). Les deux extractions ont été portées a ébullition sous reflux pendant 2 heures, puis
filtrées, les filtrats ont été évaporés a sec dans 1’étuve afin de récupérer 1’extrait brut eau-

acétone et |’extrait brut hydrométhanol a 1’état solide.
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Le fractionnement des extraits eau-acétone et hydrométhanol nécessite une autre préparation
de ces extraits comme décrit dans le paragraphe précédent. Au moment de la filtration les
extraits bruts eau-acétone et hydrométhanol subissent une concentration au rotavapeur pour
éliminer les solvants organiques et récupérer la phase aqueuse de chaque extrait. Ensuite chaque
phase aqueuse est transférée dans une ampoule a décanter pour subir un fractionnement en
utilisant 1’acétate d’éthyle (1V/2V) et le 1-butanol (1V/2V) successivement. Les phases
organiques ont €té¢ évaporées a sec pour obtenir a I’état solide les fractions acétate d’éthyle et

1-btanol des extraits eau-acétone et hydrométhanol, respectivement.

3. Calcul de rendement des extraits

Le rendement de chaque extrait exprimé en pourcentage a éte calculé selon la formule

suivante :
Rendement (%) =m1 « 100
mo0

mO : La masse en gramme de la matiere végétale initiale seche.

m1 : La masse en gramme de poudre récupéree.

4. Dosage des composés polyphénoliques

Les extraits recupéres ont été préparé a la concentration 5mg/mL pour effectuer le dosage

des polyphénols totaux, flavonoides et flavonols dans chaque extrait.

4.1. Dosage de polyphénols totaux

e Principe

Ce dosage est basé sur I’oxydation des composés phénoliques en utilisant le Folin- Ciocalteu
; un mélange d’acide phosphotungastique (HsPWi204) et d’acide phosphomolybdique
(HsPMO1204) qui sera réduit en un mélange d’oxydes bleu de tungsténe et de molybdene de
couleur bleue qui absorbe & 700 nm. L’intensité de la coloration est proportionnelle aux

polyphénols totaux de I’échantillon (Boizot et al., 2006).
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e Mode opératoire (Vermerieus et Nicholson, 2006)

0,1 mL de chaque extrait ont été ajoutés a 2 mL de solution de carbonate de sodium
fraichement préparée a 2%, puis incubé pendant 5 minutes, ensuite 0,1 mL de Folin-Ciocalteu
ont été ajoutés au mélange, et I’ensemble des tubes est incubé pour une 2¢éme fois pendant 30
min a une température ambiante et a 1’abri de la lumiere. Aprés incubation 1’absorbance est

mesurée a 700 nm contre un tube blanc.

Une gamme étalon de I’acide gallique a été réalisée dans les mémes conditions, a différentes
concentrations croissantes (50, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 et 500 pg/mL).

Le taux de polyphénols totaux est exprimé en pug équivalent d’acide gallique/mg d’extrait

(g EQ AG/mg d’extrait) selon la formule suivante :

[Polyphénols] = a. f/C
a : concentration des polyphénols (ug/mL) déterminée a partir de la courbe étalon.
f : facteur de dilution.

C : concentration initiale de I’extrait (5mg/mL).

4.2. Dosage des flavonoides

e Principe

La méthode de ce dosage est basée sur ’oxydation des flavonoides par des solutions
incolores de nitrite de sodium (NaNO:) et de chlorure d’aluminium (AICls), ce qui induit la

formation d’un complexe rose qui absorbe a 510 nm (Martono et al., 2019).

e Mode opératoire (Zhishen et al., 1999)

500 pL de chaque extrait ont été mélangé avec 2 mL d’eau distillée et 150 uL d’une solution
de nitrite de sodium (NaNO2, 15%), puis incubés pendant 6 minutes. 150 pL de chlorure
d’aluminium (AICls, 10%) ont été ajouté pour passer a une 2éme incubation pendant 6 minutes
a une température ambiante. En suite, 2 mL d’hydroxyde de sodium (NaOH, 4%) ont été ajoutés
au mélange, et le volume total a été ajusté a 5 mL avec I’eau distillée. Les tubes ont été incubés
pour la 3°™ fois pendant 15 minutes a température ambiante, et I’absorbance a été mesurée
contre un tube blanc a 510 nm.
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Une gamme étalon de la catéchine a été réalisée dans les mémes conditions, a différentes
concentrations croissantes (50, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 et 500 pg/mL). La teneur des
extraits en flavonoides est exprimée en pg équivalent de catéchine/ mg d’extrait (ug EQ cat/mg

d’extrait) selon la formule suivante :

[Flavonoides] = a.f/C
a : concentration des flavonoides (ug/mL) déterminée a partir de la courbe étalon.
f : facteur de dilution.

C : concentration initiale de I’extrait (mg/mL).

4.3. Dosage des flavonols

e Principe

Les flavonols possédent un groupement hydroxyle (-OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de former avec son groupement -CO et le chlorure d’aluminium un complexe de
couleur jaune mesurable a 440 nm. L'apparition de la couleur jaune indique la formation de ce

complexe (Chang et al., 2002).
e Mode opératoire (Wintola et Afolayan, 2011)

2 mL d’extrait ont été ajouté a 2 mL d’une solution AICIz (10%) et 3 mL d’acétate de sodium

(5%) puis incubés a 20°C pendant 2h 30 minutes. L’absorbance de solution a été mesurée a
440nm.

Une gamme étalon de la quercétine a été réalisée dans les mémes conditions, a différentes
concentrations croissantes (10, 30, 50, 90, 140, 200, 300,450 pug/mL). La teneur des extraits en
flavonols est exprimée en pg équivalent de quercétine/mg d’extrait (ug EQ cat/mg d’extrait)

selon la formule suivante :

[Flavonols] = a.f/C
a : concentration des flavonoides (pug/mL) déterminée a partir de la courbe étalon.
f : facteur de dilution.

C : concentration initiale de I’extrait (mg/mL).
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5. Caractérisation phytochimique des extraits de P. harmala par UHPLC-DAD-ESI-MS

Les extraits de graines de P. harmala ont fait I’objet d’une analyse chimique afin de
caracteriser leur compositions phytochimiques en utilisant une analyse UHPLC-DAD-ESI- MS,
au sein du laboratoire LAQAV-REQUIMTE au Portugal, ¢’est un appareil équipé Ultimate
3000 ; C18 (inversé), d'une pompe binaire, et d’un échantillonneur automatique, et un détecteur
a réseau de diodes (Dionex Co., San Jose, Californie, Etats-Unis). L’analyse MS a été réalisée
a I’aide d’un spectrométre de masse Thermi LTQ XL (Thermo Scientific, San Jose, Ca, Etats-
Unis), équipé d’une interface d’ionisation par ¢€lectrospray (ESI). La séparation a été réalisée
avec une colonne Hypersil Gold (Thermo Scientifique, Etats-Unis) Cis (longueur 100 mm;
diametre intérieur 2,1 mm; diametre de particule 1,9 pm, avec extrémité coiffée) a température
ambiante 25°C. L’extrait a été préparé a une concentration de 10 mg/mL et le volume d’injection
était de 5 pL. Les solvants utilisés étaient 1’acide formique a 0,1% dans 1’eau (A) et de
I’acétonitrile (B). Le débit a été fixé a 2 mL/min. Les spectres ont été enregistrés en mode
négatif. Les données MS et MS/MS ont €té traitées a ’aide du systéme de données Thermo

Xcalibur Qual Browser (Thermo Scientific, Etats- Unis).

2°M partie : Evaluation des activités biologiques des extraits

Dans cette étude nous nous sommes intéressées a la valorisation in vitro de l’activité
antioxydante, antidiabétique, antiinflammatoire, et anti-Alzheimer des extraits préparés en

utilisant différents tests.

1. Evaluation de Pactivité antioxydante

L’activité antioxydante des différents extraits a été évaluée par la méthode de piégeage du
radical libre DPPH, le test de blanchiment du B- carotene, le pouvoir réducteur du fer (FRAP),

piégeage du radial oxyde nitrique et superoxyde.

1.1. Test de piégeage du radical libre DPPH

e Principe

Ce test est basé sur I'utilisation du DPPH (2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyle) comme un
radical libre relativement stable. Il consiste la réduction, par les antioxydants (A-OH) donneurs

d’hydrogéne présents dans les extraits, du diphényl picrylhydrazyle (DPPHe¢) sous sa forme
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radicalaire ayant une couleur violette en un composé non radicalaire le diphényl picryl-

hydrazine (DPPH-H) de couleur jaune mesurable & 517 nm (Mansouri et al., 2005).

+ Mode opératoire (Sanchez-Moreno et al., 1998)

50 pL de chaque extrait a différentes concentrations ont été mélangé avec 1950 pL de la
solution du DPPH (0,025 mg/mL). Un contrble négatif a été préparé en mélangeant 50 pL du
méthanol avec 1950 pL de DPPH. Les tubes ont été incubés pendant 30 minutes a température
ambiante, ensuite, I’absorbance a été mesurée contre un tube blanc a 517 nm. L’acide
ascorbique et la catéchine ont été testés dans les mémes conditions comme un contrdle positif
a différentes concentrations croissantes.

Les résultats sont exprimés en pourcentage de réduction du DPPH a I’égard de la moyenne
des trois essais pour chaque extrait, selon la formule ci-dessous. La concentration nécessaire a
la réduction de 50% du DPPH libre, Clso est déterminée a partir des équations de régression
linéaire des graphes du pourcentage de reduction du DPPH en fonction de différentes

concentrations des extraits.

DPPH (%) = (DO contrble—DO échantillon) 4 41

DO controle

DPPH (%) : pourcentage de réduction du DPPH
DO contr6le : Densité du tube contréle négatif.
DO échantillon : Densité optique de 1’échantillon.

1.2. Test du pouvoir réducteur du fer (Ferric Reducing Power, FRAP)

e Principe

Ce test est basé sur la réaction d’oxydo-réduction entre les antioxydants présents dans
I’extrait et les ions ferriques (Fe*) du complexe ferricyanure de potassium (KsFe (CN)s), qui
seront réduits en ions ferreux (Fe?*). L’addition de chlorure de fer (FeCls) développe une
couleur bleu-vert qui absorbe a 700 nm. L’absorbance est proportionnelle a I’augmentation du

pouvoir réducteur du fer (Li et al. 2008).
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» Mode opératoire (Karagozler et al., 2008)

0,1 mL de I’échantillon a différentes concentrations ont ét¢ mélangé avec 0,25 mL d’une
solution tampon phosphate (pH=6,6; 0,2 M) et 0,25 mL d’une solution de ferricyanure de
potassium (KsFe (CN)s, 1%). Le mélange a été incubé pendant 20 minutes a 50°C, et apres
refroidissement 0,25 mL d’acide trichloracétique (TCA, 10%) a été ajouté dans chaque tube.
Ensuite, une prise de 0,5 mL de chaque tube a ét¢ mélangée avec 0,5 mL d’eau distillée et 0,1
mL de la solution FeCls (0,01%). La lecture de I’absorbance de ce mélange a été effectuée contre
un tube blanc & 700 nm. La catéchine et le BHA ont été testés a différentes concentrations

croissantes dans les mémes conditions.

Les resultats sont exprimés en concentration efficace CEso, correspondent a une absorbance
¢gale a 0,5 de ’extrait déterminée de 1’équation de la courbe de régression linéaire des graphes

de I’absorbance en fonction de différentes concentrations des extraits.

1.3. Test de blanchiment de B-caroténe

e Principe

Dans ce test, I’oxydation de ’acide linoléique favorise le transfert d’atome d’hydrogéne et
la formation des radicaux libres dérives de I’oxydation comme le radical peroxyle (LOO-). Ce
dernier, attaque les molécules de B-caroténe hautement insaturées, et par consequent le B-
caroténe est oxyde, il se décolore de sa couleur orange caractéristique (blanchiment) mesurable
a 470 nm. Les antioxydants neutralisent les radicaux libres dérivés de 1’acide linoléique ce qui

empéche le blanchiment du B-carotene (Marco G., 1968 ; A. Baghiani et al., 2012).

« Mode opératoire (Koleva et al., 2002)

2 mg de B-carotene a été dissous dans 20 mL de chloroforme ; 4 mL de cette solution ont été
mélangés avec 400 mg du Tween-40 et avec 40 mg de I’acide linoléique. Une évaporation sous
vide a 40°C du chloroforme a été réalisée, ensuite 100 mL d’eau ultrapure oxygénée ont été
ajouté, et I’émulsion ainsi formée a été vigoureusement agitée. 3 mL de I’émulsion ont été
soigneusement mélangés avec 0,2 mL de différentes concentrations de 1’échantillon puis
incubée a 50°C pendant 120 minutes. L’absorbance a été immédiatement mesurée a 470 nm.

Le BHA, I’acide ascorbique et la catéchine ont été utilisés comme témoins positifs.

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition de blanchiment de -carotene selon
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la formule citée ci-dessous, et en valeurs de Clso déterminées a partir des équations de
régression linéaire des graphes du pourcentage de blanchiment de B-carotene en fonction de

différentes concentrations des extraits.

Blanchiment p-caroténe (%) = [(At - Ct) / (CO - Ct)] x 100

At et Ct représentent les valeurs d’absorbance apres incubation pendant 120 minutes mesurées
pour les échantillons et le controle, respectivement. CO est la valeur d’absorbance pour le

contrdle mesurée au temps 0 minutes.

1.4. Test de piégeage du radical oxyde nitrique (NO)

e Principe

Dans ce test le nitroprusside de sodium sert comme générateur d’oxyde nitrique (NO-), ce
dernier par les réactifs de Griess subit une réaction de diazotisation et forme le nitrite, qui réagit
avec D’acide sulfanilique pour produire I’ion diazonium. Ce dernier est couplé¢ au
naphtyléthylenediamine dihydrochloride et forme un derivé azoté chromophore qui absorbe a
562 nm. Cependant, la présence des antioxydants réduit la quantité de nitrite dans le milieu

(Sreejayaan et Rao, 1996 ; Fermor et al., 2001).

« Mode opératoire (Afonso et al., 2018)

100 uL de chaque extrait a différentes concentrations ont ét¢ mélangé avec 100 uL de la
solution de nitroprusside de sodium (1,66 mM) préparée dans du PBS (pH= 7,4 ; 100 mM).
Apreés incubation pendant 15 min a température ambiante sous une lampe fluorescente, 100 uL
de réactif Griess (sulfanilamide (1%) et dichlorhydrate de naphtyle éthylénediamine (0,1%)
solubilisés dans I’acide phosphorique 5%) ont été ajouté au mélange, puis les milieux ont été
incubés pour une deuxiéme fois a température ambiante pendant 10 minutes, et I’absorbance a
été mesurée a 562 nm au spectrophotometre lecteur de microplaques. L’acide ascorbique a été
utilisé comme standard.

Les résultats de la capacité de piégeage du NO+ sont exprimé en pourcentage selon la formule
ci-dessous, et en valeurs de Clso déterminées a partir des équations de régression linéaire des
graphes du pourcentage de piégeage du NO- en fonction de différentes concentrations des

extraits.

NO- (%) = (Abs C — Abs éch)/Abs C x 100
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(AbsC) signifie 1’absorbance du contrdle, comme (Abs éch) s’agit de I’absorbance de

I’échantillon.

1.5. Test de piégeage du radical libre anion superoxyde (O:e-)

e Principe

La production non enzymatique du radical anion superoxyde a partir de phénazine
méthosulfate-nicotinamide adénine dinucléotide (PMS/NADH) est responsable de la réduction
du bleue nitrotétrazolium (NBT) en formazeéne de couleur violet mesurable a 560 nm. La
présence d’antioxydant dans le milieu assure le piégeage des radicaux anions superoxydes ce

qui empéche la formation du formazéne violet (Robak et Gryglewski., 1988).
» Mode opératoire (Pareira et al., 2018)

Dans une microplaque a 96 puits, 75 pL. de NBT (Nitroblue tetrazolium 0,2 mM préparé
dans le tampon phosphate 20 mM ; pH= 7,4) ont été mélangés avec100 pL. de B-NADH (B-
NADH 0,3 mM), 75 uL de chaque extrait a différentes concentrations, et 50 uL. de PMS
(phenazine methosulfate 0,01M). Aprés incubation pendant 5 minutes a tempeérature ambiante,
I’absorbance a été mesurée a 560 nm au spectrophotometre lecteur de microplaque.

Les résultats de la capacité de piégeage du radical SO sont exprimés en pourcentage selon la
formule ci-dessous, et en valeurs de Clso déterminés a partir des équations de régression linéaire
des graphes du pourcentage de piégeage du radical SO en fonction de différentes concentrations

des extraits.
Piégeage SO- (%) = (Abs C — Abs éch) / Abs C x 100

(Abs C) signifie I’absorbance du contrle, comme (Abs éch) s’agit de I’absorbance de

I’échantillon.

1.6. Test de piégeage du radical acide 2,2'-azino-bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique) (ABTSe+)

e Principe

Ce test est base sur la génération du radical cation ABTSe+ qui résulte de 1’oxydation de la
molécule stable ABTS avec le persulfate de potassium (K2S20g). Cette réaction se traduit par

I’apparition d’une coloration vert bleu intense mesurable & 734 nm, et qui se décolore en
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présence d’antioxydants donneurs d’hydrogéne, ces derniers provoquent la réduction de
IPABTS™ (Re et al., 1999).

 Mode opératoire (M. Catarino et al., 2017)

La solution du radical ABTSe+ a été produite par mélange de ABTS (7 mM) et du persulfate
de potassium (2,45mM), cette solution est stockée a l'obscurité et a température ambiante
pendant 12 heures. Avant la réaction, I’absorbance de la solution de I’ABTS<+ est ajustée entre
0,755 et 0,800 a 734 nm. Ensuite, 50 uL de chaque extrait a différentes concentrations ont été
mélangés avec 250 pL de la solution ABTSe+ (7mM) et incubés a 1’obscurité pendant 20

minutes. L’absorbance a été mesuré a 734 nm au spectrophotometre lecteur de microplaques.

Les résultats de la capacité de piégeage du radical ABTSe+ sont exprimés en pourcentage
selon la formule ci-dessous, et en valeurs de Clso détermines a partir des équations de régression
linéaire des graphes du pourcentage de piégeage du radical ABTS<+ en fonction de différentes

concentrations des extraits.

Piégeage ABTSe+ (%) = (Abs C — Abs éch) / Abs C x 100

(Abs C) signifie 1’absorbance du contréle, comme (Abs éch) s’agit de I’absorbance de

I’échantillon.

1.7. Test de ’hémolyse induite par ’AAPH

e Principe

Dans ce test les radicaux pyroxyles provenant de la décomposition du 2,2 —azobis
chlorhydrate de 2-amidinopropane (AAPH) induisent ’hémolyse des érythrocytes par la
peroxydation lipidique et la dégradation des protéines membranaire induites par les radicaux
peroxyles. En revanche, les antioxydants des extraits neutralisent les radicaux libres et protégent

les érythrocytes de la détérioration membranaire et de I’hémolyse (Zou Cheng G et al., 2001).
« Mode opératoire (Bureau A et al., 2005)

4 mL des érythrocytes ont été séparés du sang total par centrifugation a 1500 tr/min pendant
10 minutes a 4° C. Le culot a été délicatement lavé trois fois par la solution NaCl (0,9%), dont

chaque lavage est suivi par une centrifugation a 60rpm pendant 5 minutes a 4°C. Ensuite 4 mL
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du culot a été diluée dans 16 mL du tampon phosphate(pH 7,4 ; 115 mM) pour avoir une

suspension érythrocytaire a 20%.

200 pL de la suspension érythrocytaire ont été mélangés avec 200 uL de I’extrait ou de
I’acide ascorbique (standard), le mélange a été incubé a 37°C a I’étuve pendant 10 minutes.
Ensuite, 400 uL d’AAPH (100 mM) ont été ajouté et le mélange réactionnel a été incubé a
37°C pendant 2 h. 1 mL de PBS a été ajouté dans tous les tubes, qui ont ensuite été centrifugés
a 1500 tr/min pendant 5 minutes a 4°C, puis I’absorbance du surnageant a €té mesuré a 540 nm.
Les tubes contenant la suspension érythrocytaire et la solution d’AAPH ont été utilisés comme

tubes controdle.

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’hémolyse selon la formule ; et en valeurs de
Clso déterminées a partir des équations de régression linéaire des graphes du pourcentage de

piégeage du radicaux issus de I’AAPH en fonction de différentes concentrations des extraits.
Hémolyse (%) = ((AC -AE) /AC) *100

Hémolyse (%) : Pourcentage d’inhibition de I’hémolyse
AE : Absorbance de ’extrait ou la molécule de référence

AC : Absorbance du contrble

2. Evaluation de Pactivité antidiabétique

Cette activité a été évaluée par deux tests, en mesurant 1’effet des extraits de graines de P.

harmala sur I’activité des enzymes digestives a-amylase et a-glucosidase.

2.1. Test de I’effet des extraits des graines de P. harmala sur ’activité de I’a-amylase

e Principe

L’effet inhibiteur de I’activité enzymatique de I’a-amylase a été déterminé par la méthode
de Bernfeld P., (1955) basée sur I’oxydation des fonctions aldéhydes et cétones libres des
sucres réducteurs issuent de I’hydrolyse de I’amidon par I’a-amylase, en milieu alcalin et a
chaud, ce qui provoque la réduction de I’acide 3,5-dinitrosalicylique (DNSA) de couleur jaune-
orange en acide 3-amino5 nitrosalicylique de couleur rouge-orange, qui absorbe a 540 nm.
L’intensité de la coloration est proportionnelle & la quantité de sucres réducteurs présents dans

le milieu réactionnel (Miller, 1959).

36



% Préparation de la solution enzymatique

150 mg de ’a-amylase (209,5U/mg) d’origine porcine ont été solubilisé dans 20 mL de la
solution tampon phosphate (20mM, 6mM de NaCl, pH=6,9) pendant 2 heures a 4°C sous
agitation. La solution a été filtrée et répartie dans des aliquotes de 100 pL puis conservée a -
20°C jusqu’au jour d’utilisation. Chaque aliquote a été dilué dans le PBS a la concentration 4
pg/mL. La détermination du taux de protéines dans cette solution a été effectuée selon la
méthode d’acide bicinchoninique (BCA). Ce dosage est basé sur la réduction de 1’ion cuivrique
Cu?* en Cu®* par les protéines en milieu alcalin. L‘acide bicinchoninique (BCA) sert a un réactif
chromogéne qui forme avec Cu* un complexe pourpre dont I’absorbance est mesurée a 562 nm
(Smith et al., 1985 ; Brown et al., 1989).

Le dosage des protéines dans la solution enzymatique a été effectué comme suit ; 2 mL de
BCA (200 a 800 pg/mL) ont été ajouté a 0,1 mL et de la solution enzymatique (209.5U/mg).
Le mélange a été agité au vortex et incube a 60°C pendant 15 minutes. Apres refroidissement,
I’absorbance a été mesurée a 562 nm. La concentration de la protéine enzymatique a été

déterminée a partir de courbe étalon du BCA.
¢+ Preparation de la solution de I’acarbose

5 mL de I’cau distillée ont été ajoutés a 32,3 mg de ’acarbose et agité jusqu’a sa dissolution
totale. La solution a été répartie dans des aliquotes de 1 mL et conservées a (-20°C) jusqu’au

jour d’utilisation.
% Preparation de la solution du DNSA

5g de DNSA ont été solubilisés dans 250 mL de I’eau distillée porté a 1’ébullition (100°C).
Apreés refroidissement, 100 mL de NaOH (2M) et 150 g de tartrate de potassium et de sodium

tétrahydraté ont été ajoutés. Le volume a été ajusté a 500 mL d’eau distillée.
%+ Preéparation de la solution d’amidon

80 mg de I’amidon ont été solubilisé dans 5 mL de PBS. La solution a été chauffée a 100°C
jusqu’a la dissolution totale. Aprés refroidissement, le volume a été ajusté¢ a 10 mL avec du

PBS.
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 Mode opératoire (Wickramaratne et al., 2016)

Dans un premier temps, une prise de 200 puL de chaque extrait 4, 2, 1 et 0,5 mg/mL) ont été
ajoutée a 400 uL de la solution d’amidon (0,8% ; P/V) dissoute dans du tampon phosphate, le
mélange a été incubé pendant 5 minutes a 37°C. La réaction enzymatique a été déclenchée par
I’addition de 200 uL de la solution de I’a-amylase a chaque échantillon. Aprés 5 minutes
d’incubation a 37 °C, 200 uL de chaque milieu réactionnel ont été mélangés avec 600 puL du
réactif DNSA, puis incubés pendant 15 minutes, au bain marie bouillant, ensuite transférés dans
un bain de glace pendant 5 minutes pour arréter la réaction. Aprés refroidissement, 250 pL de
chaque tube ont été transférés dans une microplaque a 96 puits, I’absorbance a été mesurée a
540 nm.

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition de I’activité de 1’a-amylase selon la
formule ci-dessous, et en valeurs de Clso déterminées a partir des équations de régression
logarithmique des graphes du pourcentage d’inhibition de a-amylase en fonction de différentes
concentrations des extraits.

Act — Act i
Inhibition a-amylase (%) = controle cchantillon 100

A thontrole

Act (c) représente I’absorbance du contr6le du témoin négatif

Act (ech) : ’absorbance de I’extrait.

L’acarbose a €té utilisé comme contr6le positif de I’inhibition.

2.2.Test de Ieffet des extraits des graines sur Pactivité enzymatique de Ia-
glucosidase

e Principe

L’enzyme digestive a-glucosidase décompose ’amidon et les disaccharides en glucose, qui
se trouve dans la bordure en brosse de I’intestin gréle. Le substrat utilisé dans cette expérience
est le 4-nitrophényl o-D-glucopyranoside (p-NPG), qui devient apres I’hydrolyse le p-

nitrophénol (p-NP) de couleur jaune mesurable a 405nm (Mosihuzzman et al., 2013).
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% Préparation de la solution enzymatique

2 mg de l’a-glucosidase d’origine Saccharomyces cerivisiae (50% protéine (m/m) et
10U/mgproteine) ONt €té solubilisé dans 5 mL de la solution tampon phosphate PBS (50mM,
pH=6,8). Puis, la solution a été diluée avec du PBS pour atteindre une concentration de 1U/mL.
La solution enzymatique a été partagée dans des aliquotes de 100 pL et conservé a -20°C

jusqu’au jour d’utilisation.

R

% Préparation de la solution du substrat 4-nitrophenyl a-D-glucopyranoside (pNPG)

50 mg de pNPG ont été solubilisés dans 25 mL d’eau distillée de 17mM. 8,82 mL de cette
solution a été dilué avec de I’eau distillée pour atteindre une concentration de 6mM. La solution

a ete répartie dans des aliquotes de 1 mL et conservée a -20°C jusqu’au jour d’utilisation.
% Préparation de la solution de I’acarbose

33 mg de I’acarbose ont été solubilisé dans 6 mL de la solution PBS, le volume a été ajusté
avec du PBS pour avoir une concentration de 10 mM. Ensuite, la solution a été aliquotée pour

des volumes de 1 mL et conservée a -20°C jusqu’au jour d’utilisation.
o Mode opératoire (Neto et al., 2018)

50 uL de chaque extrait ou de I’acarbose a différentes concentrations ont été déposés dans
les microplaques a 96 puits, ensuite 50 puL de pNPG ont été ajoutés aux mélanges. La réaction
enzymatique a été initiée par I’addition de 100 pL de la solution enzymatique, et I’absorbance

a éte mesurée a 405nm chaque minute pendant 20 min.

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition de I’a-amylase selon la formule ci-

dessous, et en valeurs de Clso determinées a partir des équations de régression logarithmique

des graphes du pourcentage d’inhibition de a-glucosidase en fonction de différentes

concentrations des extraits.

Inhibition a-glucosidase (0/0) = ((Acz;wztrole _ACZEIZ‘I‘QI'Z‘) /Athontrole)) *100
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3. Evaluation de Pactivité anti-alzheimer

Cette activité a été évaluée par mesure de I’effet des extraits de graines de P.harmala sur
’activité enzymatique de cholinestérase: acétylcholinestérase (AChE) et butyrylcholinesterase
(BChE), qui hydrolyse un ester de la choline (acétylcholine, butyrylcholine) en choline et en
acide acétique.

3.1. Test de P’effet des extraits des graines sur Pactivité de I’acétylcholinestérase
(AChE) et de la butyrylcholinesterase (BChE)

e Principe

Ce test est basé sur la production de thiocholine suite a I’hydrolyse de 1’acétylthiocholine par
AChE ou BChE, et qui réagit avec le 5,5’-dithiobis (acide 2-nitrobenzoique) (DTNB) pour
produire 1’acide 5-thio-2-nitro-benzoique de couleur jaune mesurable a 415 nm (Ellman et al.,
1961).

% Préparation des solutions

Les solutions enzymatiques acétylcholinestérase d'Electrophorus electricus eeAChE et
butylcholinestérase de sérum équin Eq BChE ont éeté préparées a la concentration 0,025 U/mL
dans du tampon phosphate a pH=8 a partir des solutions meres de 5,05 U/mL et 7,50 U/mL,

respectivement.

Les solutions des extraits a différentes concentrations ont été préparées dans du DMSO, le

pourcentage ce dernier dans le milieu réactionnel ne dépasse pas 1%.

Le DTNB 0,5 M (5.5’-dithiobis (acide 2- nitrobenzoique), le substrat de I’AChE iodure
d’acétylthiocholine (ATChI, 2,5 mM), et le substrat de BChE iodure de butyrylthiocholine
(BTChl, 2.5 mM) ont été préparées dans un tampon phosphate 0,1M a pH=8.

o Mode opératoire (Ellman et al., 1961)

50 uL de chaque extrait (1,25 pg/mL a 80 pug/mL) ou du standard (Donépézil) ont été
ajoutés a 100 pL de I’enzyme eeAChE ou BChE, ensuite, les mélanges ont été incubés

pendant 5 minutes a 37°C.
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50 uL d’ATChI/ BTChI et 50 uL de DTNB ont ét¢ ajoutés dans chaque puits pour déclencher
la réaction enzymatique. Les absorbances ont été mesurées a 415 nm toutes les 2 minutes,
pendant 15 minutes au spectrophotometre lecteur de microplaques (multimode Synergy ;
BioTek).

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition de lactivité de ces enzymes selon la
formule ci-dessous, et en valeurs de Clso déterminées a partir des équations de régression
logarithmique des graphes du pourcentage d’inhibition des enzymes AChE/BChE en fonction
de différentes concentrations des extraits.

tcontrole - ACtextrait

Ac
Inhibition eeAChE/ BChE (%) = Act x 100
controle

4. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire

Cette activité a été évaluée par mesure de I’effet des extraits de graines de P. harmala sur
I’activité enzymatique de la cyclooxygénase COX 1 et COX 2, qui convertit I'acide

arachidonique en prostaglandine.

4.1. Test de I’effet des extraits des graines sur ’activité de la cyclooxygénase (COX 1
et COX 2)

e Principe

Ce protocole permet de mesurer l'activité de la cyclooxygénase en quantifiant les
prostaglandines (PGE2a) produite par conversion enzymatique de l'acide arachidonique, en
présence ou en l'absence d'inhibiteurs potentiels (suivant le kit du dosage Cayman CHEMICAL
N°701230). La premiere partie du test consiste a incuber lacide arachidonique, la
cyclooxygénase et les échantillons a tester afin de générer des prostaglandines. La deuxiéme
partie utilise une méthode ELISA pour quantifier le PGE2a. produite dans le milieu. Elle repose
sur la compétition entre la PGF2a et un conjugué PGF2a-acétylcholinestérase (AChE) (traceur
PGF2a) pour une quantité limitée d'anticorps polyclonal PGF2a dans I'antisérum. Comme la
concentration du traceur PGF2a est maintenue constante tandis que la concentration de PGF2a
varie, la quantité de traceur PGF2a capable de se lier a l'anticorps PGF2a sera inversement

proportionnelle a la concentration de PGF2a dans les puits.
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Ce complexe anticorps de lapin-PGF2a (libre ou traceur) se lie a un anticorps monoclonal
de souris anti-lapin qui a été préalablement fixé au puits. La plaque est lavée pour eliminer tout
réactif non lié, puis le réactif d'Ellman (qui contient le substrat de I'AChE) est ajouté au puits.
Le produit de cette réaction enzymatique a une couleur jaune distincte et absorbe fortement a
412 nm. L'intensité de cette couleur, déterminée par spectrophotométrie, est proportionnelle a
la quantité de traceur PGF2a lié au puits, qui est inversement proportionnelle a la quantité de

PGF2a libre présente dans le puits pendant 1'incubation.

» Mode opératoire (kit Cayman CHEMICAL N°701230)

R

% Préparation du Réaction tampon phosphate (10X)

Ce tampon phosphate final (1X) est composé du Tris HCI (0,1M ; pH=8), EDTA (0.5mM)
et du phénol (2mM). 5mL de la réaction du flacon du tampon phosphate concentrée (10X) ont

¢été diluée dans 45 mL d’eau ultrapure, puis conservé a 4°C pendant 1 mois.
% Preparation de solutions enzymatique Cox 1/Cox 2

80uL de la solution enzymatique Cox1 et Cox2 (n°460108 et n°460121) ont été diluée avec
320 pL de la réaction du tampon phosphate diluée (1X). La solution enzymatique a été

conservée dans du bain de glace pour une durée maximum de 1h pour le maintien de la stabilite.
¢+ Preparation de la solution d’acide arachidonique (le substrat)

50 pL d’acide arachidonique (20 Mm), ont éteé ajouté a 50 uL d’hydroxyde de potassium
(0,IM). Le mélange a été agité a I’aide d’un vortex puis dilué avec 400 pL d’eau ultrapure pour
avoir une concentration finale de 2mM pour le stockage. La solution de travail a été réparties

en 10 pL dans des aliquotes avec une concentration de 100 uM.

¢+ Preparation de la solution de chlorure stanneux

5 mL de I’acide hydrochlorique (1M) ont été ajouté au contenu de flacon de la cristalline de
chlorure stanneux du kit du dosage. Le mélange a été bien agité a I’aide d’un vortex. La solution

est conservée a une température ambiante pour maximum 8h.
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% Préparation de la solution prostaglandine

10 ng/mL de la prostaglandine lyophilisée a été solubilisé dans 1 mL de la solution PBS
Elisa. Le standard a été dilué en huit concentrations dont (2000-1000-500-250-125-62,5-31,3-
15,6 pg/mL).

o Protocole (Pradelles P et al., 1985)

Les échantillons ont été analysés a l'aide d'un kit commercial (Cayman Chemical, COX
(human) Inhibitor Screening Assay Kit). Les réactions initiales ont lieu dans trois séries de
tubes a essai chauffés a 37°C. Dans les tubes de témoin négatif, le tampon de réaction et I'heme
sont mélanges. Dans les tubes a 100 % d'activité (activite totale), le tampon de réaction, I'héme,
la cyclooxygenase et le solvant sont mélangés. Dans les tubes a échantillon (extraits, ou
inhibiteur), le tampon de réaction, I'héme, les extraits a différentes concentrations et I'enzyme
sont mélanges. Les tubes ont été incubés pendant 15 min a 37°C. Ensuite, I'acide arachidonique
(2mM) a été ajouté dans tous les tubes, qui ont été incubés pendant 2 minutes. Du HCI (1M) a
été utilisé pour arréter la réaction et le chlorure stanneux piege le produit de la réaction et le
réduit a une forme plus stable. Les tubes ont été incubés pour une deuxieme fois pendant 5
minutes a température ambiante. Les tubes ont ensuite été dilués, tandis que les tubes de fonds
restent sans dilution. Des microplaques a 96 puits recouverts d'lgG anti-lapin de souris sont
utilisées. Dans chaque puits, la liaison non spécifique, la liaison maximale, les étalons et les
dilutions d'inhibiteur sont ajoutés avec le traceur et lI'antisérum. Les plagques sont incubées a
température ambiante pendant 10 heures, ensuite lavées cing fois avec un tampon de lavage,

développées avec le réactif d'Ellman et mesurer 1’absorbance des microplaques a 420m.

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition de 1’activité de COX selon la formule

ci-dessous :

Inhibition COX (%) = 100 - (C échantillon/C standard) * 100.

C : concentration de la Prostaglandine
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5. Analyse statistique

Les résultats ont été exprimés par moyenne + écart type (SD) en utilisant Excel, et le niveau
significatif était p < 0,05. L’analyse statistique et les histogrammes, le test ANOVA-two way,
le test de corrélation, et I’analyse de composé principal (PCA) ont ainsi été réalisés par
logiciel GraphPad Prism, la version 10.4.1. Nous avons également utilisé le logiciel R.
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Résultats et interprétation




Partie 1 : Analyse phytochimique des extraits de graines de Peganum
harmala

1. Rendement et caractéristiques des extraits

Des rendements variables et des aspects différents des extraits de graines de Peganum
harmala ont été obtenus par la décoction sous reflux pendant 2h. Apres avoir réalisé des
extractions solide-liquide dans 1’eau distillée, eau-acétone (80%) et hydrométhanol (70%) les
extraits ont présenté un aspect solide sous forme d’une péate de couleur marron fonce, avec des
pourcentages de rendement qui varient entre 6 a 11,4 %. Cependant, les fractions 1-Butanol
obtenues sous forme de poudre de couleur rouge, ont montrées des rendements élevés qui
varient entre 3,24 a 4,4 %. Tandis que, les fractions Ae récupérées sous forme de poudre
présentent de faibles rendements qui varient entre 1,52 & 2,48 % (Tableau n°5).

Tableau n°5 : Les rendements et les caractéristiques des extraits de Peganum harmala.

Couleur Aspect Rendement
physique (%)

Agueux Marron foncé pate solide 11,4+0,11°
Ae-Aq Marron Claire poudre 1,52+0,21 %
1B-Aq Rouge poudre 3,24+0,14"°¢
Hydrométhanol (70%) Marron foncé pate solide 8,02+0,19 "
Ae-Hm Marron Claire poudre 1,89 0,09 ¢
1B-Hm Rouge poudre 4,47+0,26 °
Eau-Acétone (80%) Marron foncé pate solide 6+0,37 °
Ae-E-Ac Marron Claire poudre 2,48+0,23 "
1B-E-Ac Rouge poudre 440,10 c, °
Aq : aqueux ; Hm : hydrométhanol ; E-Ac : eau acétone ; Ae : acétate d’éthyle ; 1B :1-Butanol.
&9 | es valeurs non reliées par la méme lettre sont significativement différentes a p <0,05, comme
déterminé par le test & comparaisons multiples de Tukey.

2. Taux des composes phénoliques dans les extraits de graines de P. harmala

Les résultats des dosages quantitatifs du taux des composés phénoliques dans les neuf
extraits de Peganum harmala, sont exprimés en microgramme équivalent acide gallique par
milligramme d’extrait (ug EAG/mg E) pour les polyphénols totaux, en microgramme

équivalent de la catéchine par milligramme d’extrait (ug EC/mg E) pour les flavonoides et les
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flavonols totaux. Les valeurs obtenues ont révélé différentes teneurs représentées dans le
Tableau n°6.

Tableau n°6 : Taux de polyphénals, flavonoides, et flavonols totaux dans les extraits de Peganum harmala.

Polyphénols (ug | Flavonoides (ug CatE | Flavonols (ug EqQ /mg
GAE/mg d’extrait) /mg d’extrait) d’extrait)
Aqueux 41,74+4558 ° 17,0740,55' 13,75+0,008 '
Ae-Aq 16,31+ 1,19" 5,96 +1,00° 16,10 +0,018"
1B-Aq 51,05+0,77° 0,97 +0,27° 13,46 £0,018
Hydrométhanol (70%o) 56,943+ 0,31" 7,884 +166" 7,63+0,010"
Ae-Hm 13,03+0,23° 11,855 +2,510° 10,30 +0,011°
1B-Hm 73,08+1,89" 4,832+0,781° 9,59+0,017 °
Eau-Acétone (80%0) 75,35+7,00" 8,02+0,89° 15,49 + 0,007 °
Ae-E-Ac 56,88 + 5,73 " 3,33+0,67° 16,72 +0,016
1B-E-Ac 25,02 +894° 16,63 +3,:89" 7,450,006 °
Aq : aqueux ; Hm : hydrométhanol ; E-Ac : eau acétone ; Ae : acétate d’éthyle ; 1B :1-Butanol.
1 _es valeurs non reliées par la méme lettre sont significativement différentes a p <0,05, comme déterminé par|
les tests a comparaisons multiples de Tukey et Sidak.

D’apres les résultats obtenus, nous avons constaté que les teneurs en polyphénols les plus
élevées ont été enregistrés dans 1’extrait brut Eau-Acétone, suivi par la fraction 1B-Hm qui ont
affiché des taux de 75,35+7,00, et 73,08+1,89 ug GA Eq/mg d’extrait, respectivement.
Cependant, I’extrait brut Hydrométhanol, et la fraction Ae-E-Ac renferment des taux de
polyphénols comparables, 56,943 + 0,916, et 56,88 + 5,73) ug GA Eq/mg d’extrait. En outre,
les plus faibles teneurs ont été déterminées dans les fractions Ae-Aq et Ae-Hm, 16,31 +1,19 et

13,03+0,023 pg GA Eq/mg d’extrait, respectivement.
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Figure n°9 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.
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En ce qui concerne le dosage des flavonoides, les concentrations les plus élevées ont été
observées dans 1’extrait brut Aqueux, suivi par la fraction 1B-E-Ac de I’ordre de 17,07 £ 0,55,
et 16,63 £ 3,89) nug CatE/mg d’extrait, suivi par la fraction Ae-Hm et les extraits bruts Eau-
Acétone et Hydrométhanol qui ont enregistrés les taux suivants 11,85 + 2,510, 8,02 + 0,89 et
7,88 + 1,66 ng CatE/mg d’extrait. Tandis que, les concentrations les plus faibles ont été
déterminées dans les fractions 1B-Hm, Ae-E-Ac et 1-B-Aq a des valeurs décroissantes dans
I’ordre (4,83 = 0,781) > (3,33 £0,67) > (0,97 £ 0,27) png CatE /mg d’extrait, respectivement.

0.8 1 v =0,0231x + 0,0029
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0 T T T )
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Figure n°10 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides totaux.

Concernant le dosage des flavonols, les extraits ont renfermés des taux plus au moins
similaires qui varient entre 7,45 et 16,72 ng EQ/mg d’extrait. La fraction Ae-E-Ac a enregistré
la teneur élevée suivi par la fraction Ae-Ag. Tandis que, la fraction 1B-E-Ac a montré une
teneur plus faible suivi par I’extrait Hydrométhanol, dans I’ordre de 7,45 £ 0,006 et 7,63 £ 0,010

png EQ/mg d’extrait, respectivement.
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Figure 11 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonols totaux.
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3. Caractérisation phytochimique des extraits des graines de P. harmala
par la technique UHPLC-DAD-ESI-MS

Une analyse semi-quantitative en utilisant la technique UHPLC-DAD-ESI-MS a éte réalisée
pour identifier différents composés dans deux extraits bruts Hydrométhanol et Eau- Acétone et
leurs fractions Ae et 1-B (Figure n°12 et figure n°13).

L’ensemble des profils chimiques enregistrés ont identifié¢ dans les extraits analysés, a des
pourcentages variables, environ 17 composés définis majoritairement comme étant de
polyphéno, les flavonoides méthylés et les acides phénoliques, et également des alcaloides R3-
Carbolines comme 1’harmaline, ’harmine, dipeginol et la tetrahydroharmine (Tableau n°7 et
n°s).

Concernant les polyphénols, I’extrait brut hydrométhanol a renfermé différents types de
flavonoides méthylés y compris le dérivé d’hydroxylmethoxyflavone, la quercétine diméthyl
ether, tetraméthylether et I’isorhamnetine, quercétine glycosylés dont le tellimoside a été
détectée en faible pourcentage. Parallelement, dans I’extrait brut Eau-Acétone, a révélé les
mémes types de flavonoides méthylés cites en différents pourcentages. Cependant, le dérivé de
3.3’ méthyléne diphenol et le kaempferol méthyl éther ont été déterminés a 1,2 et a 1,54 %,
respectivement, et qui ont été absents dans ’extrait brut Hydrométhanol. D’autre part, les taux
élevés en narirutine (1,69 et 1,26%) et quercetine diméthyle éther (30,28 et 23,71%) ont été
déterminés dans les deux fractions 1-B, suivi par les deux extraits bruts Hydrométhanol et Eau-

acetone (18,52 et 20,54%), respectivement.

Pour les acides phénoliques ; I’acide 3-dihydroquinique (1,6 et 1,2 %) a été le plus abondant
dans la fraction 1B de [Iextrait Hydrométhanolique et I’extrait brut Eau-Acétone,
respectivement, I’acide cafféique cinnamyl ester (0,96%) a été identifié uniquement dans la
fraction 1-B de I’extrait hydrométhanolique. D’autres pourcentages importants en acide
salvianolique B (1,89%) et acide protocatéchuique (1,84%) ont été essentiellement déterminés
dans l’extrait brut Eau-Acétone par rapport aux autres extraits. Par ailleurs, I’acide p-
coumarique a été¢ uniquement quantifi¢ (1,22%) dans la fraction Ae de I’extrait brut Eau-
acetone. Ces résultats ont été significativement intéressants en compositions chimiques des
polyphénols au niveau de la fraction la plus riche 1-B suivie par I’extrait Hydrométhanol et la
fraction acétate d’éthyle. En ce qui concerne les alcaloides 3-Carbolines, I’harmine a été plus

soluble dans les fractions acétate d’éthyle (63,3% et 58,6%) des deux extraits bruts
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respectivement, suivie par la fraction 1B-E-Ac (33,9%). Ensuite, le taux d’harmaline a été

important dans la fraction 1-B de I’extrait Hydrométhanol (29,7%) suivi par I’extrait brut Eau-

Acétone qui a renfermé (21,2%). Tandis que, la tetrahydroharmine a été identifié dans la fraction

Ae et 1-B de I’extrait brut Hydrométhanol (2,7 et 0,57%), respectivement.

Cette caractérisation chimique nous a indiqué que I'acétate d'éthyle peut étre considéré comme

un excellent solvant pour I'élimination des alcaloides -carbolines, et le 1-B est le meilleur

solvant pour extraire les dérivés flavonoides, en particulier les dérivés méthylés de la quercétine

par rapport a l'acétate d'éthyle.

Tableau n°7 : Les composés phytochimiques identifiés par analyse UHPLC-DAD-ESI-MS dans extraits de
graines de P. harmala de la région de Ouargla.

Pic Rt A(nm) [M-H] - Identification E-Ac- Ae-E-Ac  1B-E-Ac  H-m Ae-H-m 1B-H-m
(min) (m/2) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

1 1,47 204,264 189 Acide 3-Dihydroquinique 1,2 0,79 0,76 1,16 0,73 1,6

2 1,88 204,261 191 Acide quinique 0,44 0,42 045 0,82 0,42 0,39

3 3,13 206,273 297 Dérivé d'hydroxy- Ab 0,47 0,8 0,92 0,59 0,68
diméthoxyflavone

4 3,83 200,276 199 3,3'-Dérivé de 1,78 - - - - -
méthylénediphénol

5 39 206,275 303 4-Méthyle épicatéchine - - 1,39 1,52 - 1,48

6 4,55 220,298, 295 Acide caféique cinnamyle - - - - - 0,96

321 ester

7 5,7 214,285 315 Acide protocatéchique 4- 1,84 0,27 0,25 0,55 - -
glucoside

8 6,13 215,283 329%(375) Quercétine 20,5 12,1 23,7 185 8,38 30,3
diméthyléther

9 6,62 220,270,294 299 Kaempferol 5-méthyle 1,54 - 2,22 - - -
éther

10 7,01 207,288 357 Quercétine 3,5,3',4"- 18,5 1,68 702 279 39 11,1
tetraméthyléther

11 8,27 207,279 717 Acide salvianolique B 1,89 - - 0,71 - -

12 10,52 228,271, 579 Narirutine 1,26 1,05 1,64 1,09 1,3 1,69

316

13 11,23 207,266 615 Tellimoside 0,65 - 0,5 0,56 - -

14 11,94 228,271, 302 216 Tetrahydroharmine - - - - 2,7 -

15 16,95 234,319 163 Acide p-coumarique - 1,22 - - - -

16 17,18 224,267,298 371 Dipeginol 3,84 3,45 3,44 - 448 5,28

17 18,14 215,259, 375 213%*(259) Harmaline 21,2 14,3 13,1 18,2 13 29,7

18 20,34 204,247, 320 211%*(257) Harmine 24,1 58,6 33,9 22,2 63,3 16
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Tableau n°8 : Les structures chimiques des composés phytochimiques identifiés par analyse UHPLC-DAD-ESI-
MS dans les graines de P. harmala de la région de Ouargla.

Composé bioactif Structure chimique

Kaempférol 5-méthyle éther

Quercétine 3,5,3',4'-tétramethyle éther

Acide Caffeique cinnamyle ester

Acide Protocatéchique 4-glucoside

3,3'-Méthylenediphénol

Epicatéchine 4-Méthyle

Acide salvianolique B

Harmaline o \oN
N
H
Harmine =
o \ N
N
H
HJC\O/%P\NH
N

Tetrahydroharmine
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Dipeginol

Tellimoside

Acide p-coumarique

Narirutine

Acide quinique

Acide 3-dihydroquinique

Dérivé de 5, 8-dihydroxy-6, 7-
dimethoxyflavone

OH

CHy
WOH

o 0, O . é\
O ot [ o
OH
Ho” N NoH

—C

0

HO_ .COOH

O;OH

OH

R
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Figure n°12 :

: Les chormatogrammes UHPLC des extraits des graines de Peganum harmala enregistrés a 280

nm.
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Partie 2 : Evaluation des activités biologiques des extraits de graines de P.
harmala

1. Effet des extraits sur I’activité antioxydante

L’activité anti-radicalaire des extraits de Peganum harmala a été évaluée in vitro par
plusieurs tests dont le piégeage du radical libre DPPH, le pouvoir réducteur du fer (FRAP), le
piégeage du radical libre ABTS, le blanchiment du R-Caroténe, et le piégeage du radical AAPH
responsable de I’hémolyse des érythrocytes humains. Les résultats ont été exprimés en Clso
(Hg/mL) pour des concentrations nécessaires des extraits a inhiber 50% du radical libre présent
dans la réaction d’oxydoréduction. Les résultats obtenus pour les 5 tests sont représentés dans

le Tableau n°9, et les figures n°12, 14, 16, 18 et 20.

Tableau n°9 : Les valeurs de Clsq des activités antioxydantes des extraits de Peganum harmala.

Clso DPPH CEso FRAP Clso ABTS Clso Clso AAPH-
(ug/mL) (ng/mL) (ng/mL) blanchiment induit
R-Carotene I’hémolyse
(Mg/mL) (Mg/mL)

Aqueux 113,5+0,008°“° 396,48 +0,033° 62,54 0,021 “™® | 259,84 +0,008° | 59,55+0,028 ©°
Ae-Aq 190,39+ 0,011° 553,01 0,053 ° 64,610,018 "% | 219,36 +0,027 7 | 42,54+0,047 "
1B-Aq 174,94 +0,016 ° 570,81 0,043 ° 73,82+0,014° | 171,76+0,013° | 47,76+0,021°
Hydrométhanol | 106,15 +0,011“° 497,33 40,039 ° 22,15+0,020*" [241,45+0,008““|  3,18+0,127 *
Ae-Hm 126,77+0,012 ° 536,66 +0,078 ™° 11,19 £0,046 n.d 34,84 +0,027°°
1B-Hm 83,66 +0,009 > ° 424,22 +0,063°  |35,43+0,077 > n.d 11,020,027 *°
Eau-Acétone 71,48 +£0,008 *° 430,33+0,045°  [44,97+0,073 " "®| 159,51+ 0,011° | 12,94 40,052 *™°
Ae-E-Ac 84,65 +0,004 ° 461,92 £0,029 ° 61,23 +0,058 “™° | 72,85+0,013" | 25,44 +0,130 %"
1B-E-Ac 49,36 +0,009 326,55 0,024 7 34,600,042 %" ° | 47,40+0,054° | 73,17 £0,081°
Acide 0,26 +0,007 - 3,470,003 15,310,011 35,05+0,069
ascorbique
Catéchine 10,34 0,058 13,060,008 - - -
BHA - 20,59+0,06 - 11,97+0,032 -

Aq : aqueux ; Hm : hydrométhanol ; E-Ac : eau acétone ; Ae : acétate d’éthyle ; 1B :1-Butanol.
@€ |_es valeurs non reliées par la méme lettre sont significativement différentesa p <0,05, comme déterminé par les tests a
comparaisons multiples de Tukey et Sidak.

L’évaluation de I’activité anti-radicalaire des extraits de Peganum harmala en utilisant la
méthode du piégeage du radical libre DPPH, nous a permis de distinguer des valeurs de Clsg
importantes pour I’extrait brut Eau-Acétone et ses deux fractions Ae-E-Ac et le 1B-E-Ac par
rapport aux autres extraits, ils affichent 71,48+ 0,008 ug/mL, 84,65+0,004 pg/mL et 49,36
10,009 pg/mL, respectivement, suivis par I’extrait brut Hydrométhanol et ses deux fractions
Ae-Hm et le 1B-Hm, qui renferment 106,156+0,011 pug/mL, 126,774 +0,012 pg/mL et 83,66
+0,009 pg/mL, respectivement. Tandis que, les valeurs enregistrées pour I’extrait aqueux et ses

fractions ont été supérieures et varient entre 113,51 et 190,39 pg/mL.
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L’ensemble des valeurs est supérieur a celle présentée pour le standards utilisé ; I’acide

ascorbique. (Figure n°14 et n°15).
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Figure n°14 : Effet des extraits de graines de Peganum harmala sur le piégeage du DPPH exprimé en
pourcentage d’inhibition.
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Figure n°15 : Effet d’acide ascorbique sur le piégeage du DPPH exprimé en pourcentage d’inhibition.

Selon les résultats obtenus, nous avons constaté que I’ensemble des extraits de Peganum
harmala révélait un effet significatif de piégeage du radical DPPH, notamment les extraits et la
fraction préparés a partir des mélanges de solvents organiques et d’eau distillée par rapport a

I’extrait aqueux.
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En ce qui concerne I'effet des extraits de Peganum harmala sur la réduction du fer en
utilisant la méthode de FRAP, les valeurs de CEso les plus faibles ont été remarqués pour
I’extrait brut Aqueux, suivi par Eau-Acétone et Hydrométhanol, qui ont affiché les valeurs
suivantes 396,48+0,033ug/mL, 430,33+0,045ug/mL et497,333+£0,039ug/mL, respectivement.

Tandis que, les fractions 1B-E-Ac et Ae-E-Ac ont révélé des valeurs CEsq de ’ordre de
326,55 +0,024 pg/mL et 461,92 0,029 pg/mL, suivis par les fractions 1B-Hm et Ae-Hm.
L’ensemble des valeurs est supérieur a celles présentées pour les standards utilisés comme la
catéchine (13,060,008 pg/mL) et la BHA (20,59+0,06 pg/mL). Ces résultats obtenus, nous a
montré que I’extrait Aqueux de Peganum harmala exerce le meilleur pouvoir réducteur de fer

par rapport aux autres extraits (Figure n°16 et n°17).
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Figure n°16 : Pouvoir réducteur du Fer (FRAP) des extraits de graine de Peganum harmala.
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Figure n°17 : Pouvoir réducteur du Fer (FRAP) de la catéchine.
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L’effet de Peganum harmala, évalué par la méthode du piégeage du radical ABTS, a
montré que lextrait Hydromeéthanol présente le meilleur effet suivi par ’extrait Eau-
Acétone22,15+0,020 pg/mL et 44,97 +0,073 pg/mL, respectivement. La fraction Ae-Hm a
enregistré une faible valeur de Clso 11,19 +£0,046 pg/mL, suivi par les fractions 1B-E-Ac et 1B-
Hm ont présentés des valeurs similaires 34,60 +0,042 pg/mL, et 35,43 +0,077ug/mL,
respectivement. Tandis que, les fractions Ae-E-Ac et Ae-Aq ont enregistré des valeurs
moyennement importantes et comparables, 61,23 +0,058 et 64,61 0,018 pg/mL,
respectivement. Les valeurs de Clso obtenues sont supérieures aux valeurs obtenues pour la
quercétine (Clgo=17,23+ 0,48ug/mL). D’apreés ces résultats, nous avons obsérvé que 1’extrait
Hydrométhanol et sa fraction Ae sont les plus actifs a neutraliser le radical ABTS par rapport
aux autres extraits (Figure n°18 et n°19).
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Figure n°18 : Effet des extraits de P. harmala sur le piégeage du radical ABTS exprimé en pourcentage
d’inhibition.
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Figure n°19 : Effet de la quercétine sur le piégeage du radical ABTS exprimé en pourcentage d’inhibition.
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Pour les résultats de test du blanchiment de 3-Caroténe, les résultats obtenus ont enregistré
des valeurs Clso importantes pour I’extrait brut Eau-Acétone et ses deux fractions Ae-E-Ac et
1B-E-Ac par rapport aux autres extraits, et qui sont comme suit, 159,51 + 0,011 pg/mL,
72,85+0,013 pg/mL, et 47,40 £ 0,054 pg/mL, respectivement. Les valeurs obtenues pour les
fractions Ae-E-Aq et 1B-E-Aq, sont moyennement élevées et sont de I'ordre de 219,36+
0,027pug/mL, et 171,76+0,013ug/mL, respectivement. Tandis que, la valeur enregistrée pour
I’extrait aqueux a été la plus élevée 259,84+0,008 pg/mL. Ces valeurs sont moins importantes
que les valeurs obtenues par les standards acide ascorbique (15,31+0,011 pg/mL) et la BHA
(11,97+0,032 pg/mL) (Figure n°20 et n°21).

Suivant ces résultats on constate que I’extrait brut Eau-Acétone et ses deux fractions Ae et
1-B de Peganum harmala sont les meilleurs a prévenir le blanchiment du 3-Caroténe par rapport

aux autres extraits.
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Figure n°20 : Effet des extraits de P. harmala sur I’inhibition du Blanchiment du 3-Caroténe.
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Figure n°21 : Effet de ’acide ascorbique sur I’inhibition du Blanchiment du B-Caroténe.
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L’effet des extraits de P. harmala sur I’inhibition de I’hémolyse des globules rouges humains
induite par I’AAPH, nous a permis de constater un effet inhibiteur intéressant pour I’ensemble
des extraits, avec ’obtention de valeurs Clso qui varient entre, notamment, au niveau des extraits
bruts I’extrait Hydrométhanol qui a présenté I’effet le plus puissant avec a une valeur Cls, €gale
a 3,18+0,127 pg/mL, suivi par ’extrait Eau-Acétone 12,94+0,052 pug/mL. Cependant, la fraction
1B-Hm a enregistré une valeur Cls, égale a 11,02+0,027 pg/mL et qui reste inférieure a celle de
la fraction Ae-E-Ac dont Cls, égale a 25,44+0,130ug/mL. Tandis que, les valeurs de I’extrait
Aqueux et ses deux fractions ont été faiblement importantes. L’acide ascorbique a présenté un
effet inhibiteur de ’hémolyse induite par I’ AAPH avec une Clso de 35,05+0,069 pg/mL (Figure
n°22).

Selon les valeurs Cls, obtenues, le piégeage des radicaux libres issus de I’AAPH par les
fractions a ¢été significativement élevé par rapport extraits bruts et par rapport a I’acide
ascorbique. Ses résultats indiquent que les extraits Hydrométhanol et ses fractions Ae et 1-B de
Peganum harmala sont les plus efficaces par rapports aux extraits a protéger les érythrocytes de

I’hémolyse induite par le générateur des radicaux libres AAPH.

¢ Hm M 1B-Hm Ae-Hm X Ae-E-Ac X Eau Acétone Acide ascorbique
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Figure n°22 : Effet des extraits de graine de P. harmala sur I’inhibition de I’hémolyse induite par AAPH
exprimé en pourcentage d’inhibition.
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L’effet des extraits de graines de P. harmala sur le piégeage du radical oxyde nitrique
représenté dans le tableau n°8 et la figure n°23 a révélé un effet piégeur intéressant et
proportionnel a ’augmentation de la concentration des extraits. Les valeurs Cls, déterminees
ont démontré 1’effet antiradicalaire le plus puissant et plus au moins similaire de I’extrait Eau-
Acétone (145,22 + 0,071ug/mL) et sa fraction 1B-E-Ac (147,20 + 0,037 pg/mL), ainsi que la
fraction 1B-Aq (143,04 + 0,012 pg/mL). L’effet de ces extraits a dépassé I’effet de ’acide
ascorbique (293,78 £0,012 pg/ml). Tandis que I’extrait aqueux et la fraction 1B-Hm ont
enregistré des valeurs Clsp moyennement élevée 210,91 + 0,021 pg/mL et 390,44 + 0,006
pg/mL, respectivement. De ce fait on constate que ’extrait d’Eau-Acétone et ses fractions Ae

et 1-B de Peganum harmala sont les plus puissants a neutraliser le radical oxyde nitrique.

¢ 1B-Aq M Eau-Acétone 1B-E-Ac X Ae-E-Ac X Aqueux Acide Ascorbique
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g 50 - R?=0,9822 <
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= R?=0,9938
c 40 - y = 0,227 + 6,4455
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é 30 - y =0,1556x + 20,239
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S
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=
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Figure 23 : Effet des extraits de graines de P. harmala sur le piégeage du radical oxyde nitrique exprimé en
pourcentage d’inhibition.

Concernant I’effet des extraits sur le piégeage du superoxyde, les résultats obtenus (Tableau
n°10 et la figure n°24) montrent un effet antioxydant puissant pour I’ensemble des extraits, en
particulier la fraction 1B-Aq qui a enregistré la Cls, la plus basse 188,52 +0,019 pg/mL, suivi
par I’extrait Eau-Acétone et I’extrait Aqueux qui ont neutralise ce radical a des valeurs de Cls

de ’ordre de 223,61 +0,025 pg/mL et 235,49 +0,012 pg/mL, respectivement. Tandis que, la
fraction Ae-E-Ac a affiché une valeur Clso égale a 946,16 +0,006 pg/mL.
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Les differentes valeurs Clso sont supérieures a la valeur déterminée pour le standard acide
ascorbique (Clso= 28,28+ 0,24 pug/mL). Par conséquent, nous avons noté que I’extrait Aqueux
de Peganum harmala et ses fractions Ae et 1B sont les plus intéressants a neutraliser le radical
superoxyde.

Tableau n°10 : Les résultats des Cls, de ’effet piégeur des radicaux libre de 1’oxyde nitrique et le superoxyde
par les extraits de Peganum harmala.

Les extraits Clso Oxyde nitrique (NO) Clso Superoxyde (SO)
(Mg/mL) (Mg/mL)

Aqueux 210,91 +0,021° 235,49 +0,012 °
Ae-Aq 326,75+ 0,005 ° 445,49 +0,007 ©
1B-Aq 143,04 +0,012 ¢ 188,52 +0,019
Hydrométhanol 379,86 +0,014 ° 545,06 +0,013 °
Ae-Hm 252,34+0,012 ¢ 506,11 +0,004 °
1B-Hm 390,44 +0,006 ° 585,92 0,014 '
Eau-Acétone 145,22 +0,071 ¢ 223,61 +0,025°
Ae-E-Ac 192,06 +0,137 ° 946,16 +0,007
1B-E-Ac 147,20 +0,037 ° 444,06 +0,027 ©
Acide ascorbique 293,78 £0,012 24,74 +0,004
Aq : aqueux ; Hm : hydrométhanol ; E-Ac : eau acétone ; Ae : acétate d’éthyle ; 1B :1-Butanol
&9 | es valeurs non reliées par la méme lettre sont significativement différentes a p <0,05,
comme déterminé par les tests a comparaisons multiples de Tukey et Sidak.
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Figure n°24 : Effet des extraits de graines de P. harmala sur le piégeage du radical superoxyde exprimé en

pourcentage d’inhibition.
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Figure n°25 : Effet d’acide ascorbique sur le piégeage du radical superoxyde exprimé en pourcentage
d’inhibition.

2. Effet antidiabétique des extraits de graine de P. harmala

2.1. Effet des extraits sur I’activité de I’a-amylase

L’effet inhibiteur de I’activité enzymatique de 1’a-amylase par les extraits de Peganum
harmala a été évalué in vitro, les résultats obtenus sont représentés dans le tableau n°11. Aucun
effet inhibiteur considérable n’a été observé pour tous les extraits sur ’activité enzymatique de
I’a-amylase. Les pourcentages d'inhibition obtenus ont été faibles pour tous les extraits, ils
varient entre 0,18% et 11,81% pour des concentrations des extraits variables entre 0,250mg/ml
et 5mg/l. Cependant, ’acarbose a révélé une inhibition proportionnelle a sa concentration

(Figure n° 26), avec une valeur de Cls, égale a 19,88+0,10 pg/mL.
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Tableau n°11 : Les résultats en pourcentages de I’activité inhibitrice de I’a-amylase par les extraits de Peganum

harmala.
Les extraits % d’inhibition de I’a- % d’inhibition de I’a- % d’inhibition de I’a-
amylase a 5 mg/mL amylase a 1 mg/mL amylase a 0.250
d’extrait d’extrait mg/mL d’extrait
Aqueux 9,61+ 1,15 2,63+2,47% 0,18+2,81%
Ae-Aq 7,04 +101% 3,9645,90° 1,81+2,44°
1B-Aq 9,18 +0,59° 9,09+0,33° 9,47+0,59°
Eau-Acétone 11,16+1,55° 8+1,09° 7,67+1,73°
Ae-E-Ac 6,79 +1,61° 5,16+2,37° 0,56+1,70°
1B-E-Ac 11,81+1,41° 9,85+0,98% 8,68+1,11°
Hydrométhanol 2,29+0,86" 1,99+1,94% 1,07+0,21%
Ae-Hm 9,75 +0,74° 6,13+1,23 5,023+0,33"
1B-Hm 10.,2+0,23% 3,42+0,80% 0,81+1,26%

Aq : aqueux ; Hm : hydrométhanol ; E-Ac : eau acétone ; Ae : acétate d’éthyle ; 1B :1-Butanol
Les valeurs (moyenne * écart-type) portant la méme lettre ne sont pas significativement différentes

selon le test Tukey, p < 0,05.
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Figure n°26 : Effet de I’acarbose sur I’inhibition de I’activité de I’a-amylase.

2.2. Effet des extraits sur P’activité de I’a-glucosidase

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition le tableau n°12 et la figure n°27,

les valeurs de Clso (g/mL) sont déterminées a partir des équations de régression linéaire de

courbes obtenues. Selon les résultats obtenus, tous les extraits ont révélé une inhibition

proportionnelle & I'augmentation de la concentration des extraits, avec I’obtention de




différentes valeurs de Clso. Les fractions 1B-Hm et 1B-E-Ac ont montré I’effet inhibiteur de
I’activité enzymatique de I’a-glucosidase le plus puisant par rapport aux autres extraits, dont
les valeurs de Clso enregistrées sont 141,18+4,00 et 164,06+2,46 pg/mL, respectivement, et qui
sont inférieures a la valeur de Clso enregistrée par le standard de 1’acarbose (203,41+1,07
pug/mL). L’extrait Eau- Acétone a également enregistré une forte inhibition de cette enzyme
avec une Clso de 207,93+4,22 pg/mL, cet effet reste significativement élevé par rapport a 1’effet
des extraits Hydrométhanol et Aqueux ont présentés des effets plus au moins similaires, dont
les valeurs de Clso déterminées sont comparables, 618,82+2,76 et 613,44+0,04 pg/mL,
respectivement. Cependant, les fractions acétate d’éthyle ont été faiblement actives et ont revelé
des valeurs élevees de Clso qui arrivent a 1157,86+3,14 ug/mL notamment la fraction Ae-Aq.
D’apres ces résultats on constate que I’extrait Eau- Acétone et ces fractions Ae et 1-B de

Peganum harmala sont de puissant inhibiteur de 1’activité de I’a-glucosidase.
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Figure n°27 : Effet des extraits de graines de P. harmala sur I’inhibition de I’activité de 1’a-glucosidase
exprimé en pourcentage d’inhibition.
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3. Effet antialzheimer des extraits de Peganum harmala
3.1.  Effet inhibiteur de I’activité enzymatique de I’acétylcholinestérase (AChE) et

la-butyrylcholinestérase (BChE)

L’effet inhibiteur de I’activité enzymatique de I’AChE et la BChE par les extraits de
Peganum harmala exprimé en pourcentage d’inhibition est représenté dans le tableau n°12, les
figures n°28 et 29, respectivement. Les valeurs des Clso (ug/mL) ont été calculé a partir

I’équation de régression logarithmique des courbes obtenus.
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Figure n°28 : Effet des extraits de graines de P. harmala sur I’inhibition de 1’acétylcholinestérase exprime en
pourcentage d’inhibition.

Concernant 1’effet inhibiteur des extraits bruts sur I’activit¢ enzymatique de
I’acétylcholinestérase, les extraits eau-acétone et hydrométhanol ont enregistré un effet
important plus au moins similaire dont les valeurs Clso sont 5,03£7,58 et 5,19+7,13 pg/mL,
respectivement. Cependant, I’extrait brut Aqueux a révélé un faible effet inhibiteur par rapport
aux autres extraits, dont la valeur Cls, est égale a 9,37+5,39 pug/mL. Tandis que, I’effet des
fractions acétate d’éthyle et 1-butanol a été intéressantes avec des valeurs Cls, qui varient entre
3,07 et 3,09 pg/mL a I’exception de la fraction 1B-Aq qui a enregistré une valeur élevée Cls,
(Figure 28). Toutes les valeurs Cls, obtenues sont supérieures a celle enregistrée pour le
standard le donépézil (Clso = 0,0093+0,002 pug/mL) (Figure 30). D’apres ses résultats calculés,
nous avons constaté que tous les extraits et leurs fractions de Peganum harmala sont de puissant

inhibiteur de I’acétylcholinestérase.

Concernant I’effet inhibiteur des extraits bruts sur [’activité enzymatique de la

butyrylcholinestérase (Figure n°29), I’extrait Eau-Acétone a assuré I’effet le plus éleve.
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Cependant, I’extrait Aqueux a enregistré un faible effet, les valeurs Clsq sont de I'ordre de
9,42+13,44 et 26,26+0,11 pg/mL, respectivement. Tandis que, I’effet des fractions acétate
d’éthyle et 1-butanol ont révélé un effet inhibiteur plus intéressant, avec des valeurs Clso qui
varient entre 6,18 et 8,86 ug/mL a ’exception de la 1B-E-Ac qui a enregistré une valeur Clsg
plus proche de celle enregistrée pour le donépézil, 5,86+1,81 pug/mL et 1,79+0,36 pg/mL,

respectivement.

La comparaison des valeurs Clso nous a permis de constater que les extraits bruts de

Peganum harmala et leurs fractions sont de potentiel inhibiteur de la butyrylcholinestérase.

Tableau n°12 : Les résultats des Cls, des activités inhibitrices des enzymes par les extraits de Peganum harmala.

Les extraits Clsoa-Glucosidase Clso AChE (pg/mL) ClsoBChE
(Hg/mL) (Mg/mL)

Aqueux 613,44+0,04 ° 9,3745,39 ° 26,26+0,11 %
Ae-Aq 1157,86+3,14 " 3,26+4,46 ° 6,20+4,79 %
1B-Aq 315,18+0,05 ¢ 6,79+5,82 ° 8,86+3,75 °
Hydrométhanol 618,82+2,76 ° 5,19+7,13 ° 12,65+2,24 2
Ae-Hm 298,83+0,35 ¢ 3,5145,81 7 6,2745.,98 ¢
1B-Hm 141,18+4,00 * 3,96+11,70 * 6,34+13,83°
Eau-Acétone 207,93+4,22 5,03+7,58 ° 9,42+13,44°
Ae-E-Ac 386,24+1,80 ¢ 3,338,62 ° 6,18+0,80 °
1B-E-Ac 164,06+2,46 3,07+1,97°° 5,86+1,81 °
Acarbose 203,41+1,07 - -
Donépézil - 0,0093+0,002 1,7940,36
Aq : aqueux ; Hm : hydrométhanol ; E-Ac : eau acétone ; Ae : acétate d’éthyle ; 1B :1-Butanol
f |_es valeurs non reliées par la méme lettre sont significativement différentes a p <0,05, comme
déterminé par les tests a comparaisons multiples de Tukey et Sidak.
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Figure n°29 : Effet des extraits de graines de P. harmala sur I’inhibition de la butyrylcholinestérase exprimé

en pourcentage d’inhibition.
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Figure n°30 : Effet de donépézil sur I’inhibition de I’acétylcholinestérase (a) et la butyrylcholinestérase (b)
exprimé en pourcentage de I’inhibition.

4. Effet anti-inflammatoire des extraits de Peganum harmala
4.1. Effet inhibiteur de Pactivité enzymatique de la cyclooxygénase par
les extraits de Peganum harmala

L’effet anti-inflammatoire des extraits de P. harmala a été évalué par mesure de I’activité

enzymatique des cyclooxygénases (COX).

Dans cette étude, nous avons utilisé les extraits de P. harmala pour tester son effet sur le
taux d'inhibition de Cox 1 et Cox 2 par une méthode ELISA en mesurant la concentration de
prostaglandine produite dans le milieu. Les résultats obtenus sont représentés dans les tableaux

n°13 et n°14, et les figures n°31,32,33 et n° 34.
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L’extrait Aqueux par rapport aux extraits a révélé une forte inhibition de COX 1 qui peut
atteindre 91,53%, cette inhibition correspond un taux de prostaglandine libérée dans le milieu
de 169,28 pg/mL. Tandis que, I’extrait Eau-Acétone assure une inhibition de 87,5% (250
pg/mL), suivi par la fraction 1B-Hm qui arrive a 65,61% (687.64 pg/mL).

En ce qui concerne I’effet des extraits sur ’activité de la Cox 2, ’extrait Hm a enregistré par
rapport aux autres extraits le meilleur effet inhibiteur de cette enzyme estimé & 93,94% (121,20
pg/mL), suivi par I’extrait Eau-Acétone qui a affiché une inhibition de 91,21% (175.69 pg/mL)
respectivement. Tandis que, la fraction 1B-Hm a faiblement inhibé la Cox-2 58,79% (824,09

pg/mL).

Tableau n°13 : Les résultats en pourcentages (%) de I’effet inhibiteur des enzymes Cox 1 par les extraits de

Peganum harmala.

Les extraits Traceur Pg (%B/Bo) Prostaglandine % d’inhibition a
(pg/mL) 20uM

E-Ac 39,70 +13,75° 250+12,89 * P 87,50+ 523°
Hm 34,65+9,05 350,82+8,53 “ ° 82,45+4,49
Aq 45,53+4,08 169,8+3,91° 91,53+1,15°%
AE-E-Ac 29,24+5,36 503,86+5,00 © 74,803,554 °
AE-Hm 33,61+18,37 ° 376,11+17,30 ©° 81,19+9,81
AE-Aq 29,03+3,03 ¢ 510,92+2,83 > ° 74,45+2,08 2
1B-E-Ac 33,33+1,47 ° 383,16x1,38 ° 80,84+0,77
1B-Hm 24,60+7,56 * 687,646,97 ' 65,61%6,55 °
1B-Aq 38,66+2,02 ¢ 268,02+1,92 " ° 86,59+0,81 ¢
Aq : aqueux ; Hm : hydrométhanol ; E-Ac : eau acétone ; Ae : acétate d’éthyle ; 1B :1-Butanol.
f |_es valeurs non reliées par la méme lettre sont significativement différentes a p <0,05, comme
déterminé par le test a comparaisons multiples de Tukey.
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Résultats et interprétation
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Figure n°31 : Courbe d’étalonnage pour I’inhibition dela Cox 1 et la Cox 2.
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Figure n°32 : Effet des extraits de graines de P. harmala sur le taux de prostaglandine libéré par Cox 1.
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Figure n°33 : Effet des extraits de graines de P. harmala sur I’inhibition de COX 1 exprimé en pourcentage
d’inhibition.

Tableau n°14 : Les résultats en pourcentages (%) de I’effet inhibiteur des enzymes Cox 2 par les extraits de
Peganum harmala.

Les extraits Traceur Pg (%B/Bo) Prostaglandine % d’inhibition &
(pg/mL) 20uM
E-Ac 44,973,226 ° 175,69+3,12 ° 91,21+0,94
Hm 50,52+10,28 ° 121,20+9,87 ° 93,94+2,27
Aq 25,36+25,50 © 653,41+23,57 ¢ 67,32+21,85°
AE-E-Ac 34,30+9,42 359,06+8,88 ° 82,04+4,77
AE-Hm 31,87+9,22 422,39+8,65 " 78,88+5,30
AE-Aq 22,45+9,60 ° 794,05+8,78 ¢ 60,29+9,55 %
1B-E-Ac 24,94+10,21° 671,87+9,42°° 66,40+8,68 *
1B-Hm 21,89+1253° 824,09+11,44 ° 58,79+12,99 °
1B-Aq 23,21+11,39 % 754,53+10,46 ° 62,27+10,81 °
Aq : aqueux ; Hm : hydrométhanol ; E-Ac : eau acétone ; Ae : acétate d’éthyle ; 1B :1-Butanol.
& Les valeurs non reliées par la méme lettre sont significativement différentes a p <0,05, comme
déterminé par le test & comparaisons multiples de Tukey.
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Résultats et interprétation
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Figure n°34 : Effet des extraits de graines de P. harmala sur le taux de prostaglandine libéré par Cox 2.
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Figure n°35 : Effet des extraits de graines de P. harmala sur I’inhibition de COX 2 exprimé en pourcentage
d’inhibition.
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5. Analyse statistique des activités biologiques influencées par les
différents solvants utilisés

Etant donné que les Cls, des activités biologiques étaient différentes d'un extrait a l'autre, et
que la composition chimique était déterminée a différents niveaux, une étude statistique a été
réalisée pour confirmer cette variance et définir les paramétres qui peuvent étre responsable de
cette variance. Un test ANOVA a deux voies et la matrice de corrélation (la carte thermique)
ont été réalisés, ensuite, une analyse en composantes principales (ACP) a été effectuée afin

d’exprimer les relations établies entre les différentes variables.

Pour le test ANOVA a deux voies, le test de Shapiro-Wilk a été effectué et les échantillons
ont analysés le test de normalité. En outre, le test de comparaison multiple de Sidak et de Tukey
ont éte réalisés pour determiner les paires de groupes significatifs, indiquant ainsi I'effet des
différents solvants d'extraction sur les activités biologiques évaluées et la composition chimique

en métabolites secondaires.
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Figure n°36 : Taux des polyphénols totaux, des flavonoides, et des flavonols dans les extraits de graines de
P. harmala.

A propos de dosages des métabolites secondaires : Polyphénols, flavonoides et flavaonols,
une variance significative du test ANOVA a 2 voies a été observée (p<0,0001) entre les
différents extraits, leurs fractions, et leurs différents types de dosages incluant les polyphénols
totaux, les flavonoides et les flavonols (Figure n°36). Ces résultats obtenus indiquent que les
échantillons sont extrémement différents, et que notre plante P. harmala présente des teneurs

variables en composés chimiques préalablement dosés.
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Le test de Sidak a montré que la source de cette variance significative a été principalement
trouvée entre les paires de groupes suivants : Hm vis-a-vis Ae-Hm ; Hm vis-a-vis 1 B-Hm ; Hm
vis-a-vis E-Ac, particulierement pour le dosage des polyphénols totaux. En conséquence, nous
avons indiqué que les solvants utilisés pour I’extraction pouvaient influencer les extraits et leurs
fractions en termes de composition chimique.

Bl Quercétine diméthyléther
150 =1 Harmaline
BEa Dipeginol
Bl Narirutine

n ™ n n H = Querceétine tetraméthyléther
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Figure n°37 : Taux en pourcentage de la quercétine diméthyl éther, quercétine tetraméthyl éther, la narirutine,
I’harmine, I’harmaline et le dipeginol dans les extraits bruts de graines de P. harmala et leurs fractions Ae et1-B.

Le test ANOVA a une voie a montré une variance significative (p<0,0001) entre les
différents composés bioactifs dans les extraits bruts et leurs fractions Ae et le 1-B (Figure
n°37). Par conséquent nous avons suggéré que nos extraits de P. harmala est différents en
composition chimique des alcaloides et des flavonoides. Une analyse en composante principale

est nécessaire a réaliser pour mieux déterminer le composé qui contribue le plus a cette variance.
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Figure n°38.A : Cls, des activités inhibitrices incluant DPPH, FRAP, 1’a-Glucosidase, 1I’oxyde nitrique et le superoxyde.
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Figure n°38.B : Cls, des activités inhibitrices incluant ’ABTS, AChE, BChE, et I’antihémolytique.
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Concernant les Cls, des activités inhibitrices, une variance significative du test ANOVA a
2 voies a été observée (p<0,0001) entre les différents extraits et les différents tests d’évaluation
de I’activité antioxydante, comprennent le DPPH, FRAP, Oxyde nitrique et le superoxyde
(Figure n°38.A). Ces résultats obtenus, ont montré que I'extraction solide-liquide, 1’extraction
liquide-liquide, et les solvants utilisés avaient un impact sur certaines activités biologiques,
notamment les extraits obtenus avec I'Ae vs 1B (p<0,0001). De plus, nous avons remarqué que,
le FRAP, I’inhibition de I’anion superoxyde et de I’oxyde nitrique ont enregistré des variances
significatives, malgré que, leurs valeurs Cls, ont été supérieures a celles marqués pour I’activité
antioxydante la plus élevée de DPPH. Cependant, les extraits n‘ont pas montré de différences
significatives dans les inhibitions de ’ABTS, I’AChE et le BChE, et I’activité antithémolytique
(Figure n°38.B).

Quant a I’inhibition de I’a-Glc, le test de la multiple comparaison de Tukey a révelé des
différences significatives entre les extraits testés (p<0,0001), par rapport les autres inhibitions
enzymatiques, les fractions 1B (p<0,0001) ont enregistré les meilleurs résultats, montrant des
valeurs Clsq 2 a 4 fois inférieures a celles des fractions d’ Ae et les extraits bruts, respectivement,
les fractions 1B semblaient contenir plus de métabolites bioactifs. Dans ce contexte, nous avons
propose que le 1-butanol pourrait étre le meilleur solvant pour obtenir des fractions bioactives

a potentiel inhibiteur contre I’activité de I’a-Glc.
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Figure n°39 .A : Matrice de corrélation entre les variables mesurées, les activités biologiques (Cls,) et les
principaux composés phytochimiques.

En ce qui concerne la matrice de correélation, le test de Shapiro-Wilk a été effectué et les
échantillons ont passeé le test de normalité. Ensuite, la corrélation entre les variables mesurées
a été analysée par la corrélation de Pearson (Figure n°39.A). Dans cette partie d’analyse
statistique, trois points ont été déterminés pour I'impact des solvants utilisés pour différents
extraits sur les activités biologiques et leur composition chimique. Premierement, la corrélation
a été étudiée entre les valeurs Clso des activités biologiques afin de révéler les activités
synergiques et antagonistes qui pourraient avoir lieu en méme temps. Ensuite, la corrélation a
été étudiée entre les composés majeurs, dont la quercétine diméthyléther, la quercétine
tetraméthyléther, la narirutine, I'harmaline, I'narmine, et le dipeginol afin de confirmer l'effet
des différents solvants sur les teneurs en composés chimiques. Enfin, une corrélation a été
établie entre les valeurs Cls, des activités biologiques et les composés qui pourraient étre liés
les uns aux autres ; plus la quantité de composés adéquats augmente, plus la valeur Cl s, diminue

et plus l'activité biologique est élevée.
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En haut a gauche de la carte thermique, nous avons observé un groupe bleu dans lequel les
valeurs Cls, de DPPH et de FRAP étaient plus proches les unes des autres avec des valeurs r
de Pearson élevées, ce qui pourrait indiquer que les variables sont positives et fortement
corrélées entre elles. Par conséquent, les extraits utlisés peuvent exercer le méme mécanisme
d’action contre I’inhibition du DPPH et le FRAP.

En outre, en milieu a gauche de la carte thermique, nous avons également remarqué la
présence d’un autre groupe bleu dans lequel les valeurs Clso de I’AChE, BChE, 1’a-Glc et
I’oxyde nitrique €taient regroupés et plus proches les unes des autres avec des valeurs r de
Pearson plus au moins intéressantes. Dans ’ensemble, cela pourrait indiquer que les variables
sont positives et plus au moins corrélées entre elles, de plus, les valeurs Clso de ’a-Glc et
I’oxyde nitrique ont été¢ modérément corrélées au DPPH et au pouvoir réducteur du fer. De plus,
les valeurs Clso de Blanchiment de B-caroténe ont été également positivement corrélées aux
inhibitions enzymatiques de I’AChE, BChE, et de 1’a-Glc. Dans ce contexte, nos extraits

pourraient étre multifonctionnel vis a vis les différentes activités biologiques évaluées.

Par ailleurs, les valeurs Cls, de I'ABTS ont eté négatives et fortement corrélées aux valeurs
Clso du DPPH et de la FRAP, de plus, les valeurs Clso de I’activité antihémolytique ont été
négatives et fortement corrélées aux valeurs Clso du DPPH, FRAP, I’AChE, BChE, et ’oxyde
nitrique, et ont été négatives et modérément corrélées au Blanchiment de B-caroténe et a I’a-
Glc. Ces résultats pourraient indiquer la présence des composés bioactifs dans nos extraits et
qui, a forte concentration pourraient exercer un effet antagoniste sur les différentes activites

biologiques.

Les teneurs en quercétine diméthyléther, en quercétine tetraméthyléther, en narirutine et en
harmaline, composés bioactifs essentiels dans les extraits de P. harmala, se sont révelées
positives et significativement corrélées entre elles. De plus, la teneur en dipeginol a été
également positivement corrélée au taux d’harmaline. En revanche, elles sont négativement et
fortement corrélées au taux d’harmine. Ces corrélations pourraient confirmer la richesse de notre
plante en composés bioactifs, essentiellement identifier a différents pourcentages dans les
extraits bruts et leurs fractions Ae et 1 B par ’analyse UHPLC-DAD-ESI-MS, ainsi, de révéler
I'impact des solvants utilisés sur cette composition chimique. Par conséquent, nous avons

proposé que ces contenus bioactifs des extraits de graines de P. harmala pourrait étre
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multifonctionnels et pourrait contribuer aux activités biologiques y compris le pouvoir

antioxydant, antidiabétique, et anti-Alzheimer.

Dans cette étude, nous avons remarqué que certains flavonoides et alcaloides ont été
négativement corrélés aux activités antioxydantes. D’abord I’activité de piégeage du radical
DPPH et la réduction d fer ont été approuvés négativement corrélés a la quercétine
diméthyléther, la narirutine et I’harmaline. Cependant, la neutralisation de I’ABTS a été trouvé
négativement corrélée uniquement a la quercétine tetraméthyléther, de plus, le piégeage de
I’oxyde nitrique a été corrélé négativement a I’harmine, seulement. De ’autre part, I’activité de
blanchiment de B-caroténe a ét€ négativement corrélée a la narirutine et I’harmine. Concernant
I’activité antthémolytique, nous avons constaté que la quercétine tetraméthyléther, ’harmaline
et le dipeginol ont été significativement et négativement corrélé a la neutralisation des radicaux
libres issus de I’AAPH, qui induit I’hémolyse des érythrocytes. Dans ce contexte, nous avons
suggeré que les flavonoides et les alcaloides pourraient exercer un effet synergique vis-a-vis les
activités antioxydantes. En outre, nous avons remarqué pour I’inhibition enzymatique que, la
narirutine, la quercétine diméthyléther et I’harmaline ont été négativement corrélé a I’inhibition
de I'a-Glc, de plus, ’harmine et la narirutine ont été négativement corrélé a 1’inhibition de
I’AChE et la BChE. Par suite, nous avons indiqué que le rdle multifonctionnel de la narirutine
dans nos extraits pourrait étre a ’origine de la corrélation positive entre les activités biologiques

de ’a-Glc, I’AChE et la BChE, le DPPH et a la réduction du fer.
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Figure n°39.B : Matrice de corrélation entre les variables mesurées, les inhibitions des Cox 1 et Cox 2 (%) et les
principaux composeés.

Concernant I’inhibition des cyclooxygénase type 1 et type 2, les résultats de corrélation de
la (Figure n°39.B) ; a montré que, le dipeginol, la narirutine, la quercétine diméthyléther et
I’harmaline ont été significativement et négativement corrélés a I’inhibition de Cox 1,
également pour la Cox 2 qui était significativement et négativement corrélée a la narirutine, et
la quercétine diméthyléther, tandis que, le dipeginol et ’harmaline ont ét¢é modérément et
négativement corrélés a I’inhibition de Cox 2. En conséquence, nous avons conclu que
I’inhibition puissante de ces enzymes est principalement due a I’effet synergique entre les

flavonoides et les alcaloides présents dans les extraits de P. harmala.
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Figure n°40 : Biplot de I'analyse en composantes principales (ACP) des données multidimensionnelles des
différents extraits de graines de P. harmala.

Une analyse en composantes principales (ACP) a été realisée afin de réduire la structure
multidimensionnelle des données et de produire une carte bidimensionnelle qui expliquerait la
variation observée (Figure n°40). Premierement, la normalisation des variables a été réalisée a
I'aide de la normalisation du score z, ou chaque variable a été mise a I'échelle par son écart- type
et centrée en soustrayant sa moyenne. Les composantes principales (CP) ont été sélectionnées

sur la base des valeurs propres.

D’apres les résultats obtenus, Quatre (CP) ont été sélectionnés par cette analyse, a des
pourcentages de 35,67% ; 29,05% ; 20,01% ; 10,88% ; pour la CP1, CP2, CP3 et la CP4,

respectivement.

La figure de Biplot a montré la présence des groupes spécifiques, les vecteurs des activités
biologiques, qui vont dans la méme direction, ont été rapproché 1'un a coté de I’autre, ce qui

indique une forte corrélation (+) y compris 1’a-Glc, le piégeage de DPPH, de FRAP, et le
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pourcentage d’inhibition de Cox-1 et Cox2. Cependant, la direction de vecteur qui a été
représenté par la narirutine, a été dans le sens opposé, ce que signifie une forte corrélation
négative. Par conséquent, ce composé bioactif pourrait &tre multifonctionnel et essentiellement
contribuer aux différents effets antioxydant, antidiabétique et anti-inflammatoire en inhibant

’activité enzymatique de ’a-Glc, la Cox-1 et la Cox-2.

D’autre part, un autre groupe a été présenté dans cette figure regroupant les Clso de I’AChE,
la BChE et le blanchiment de B-Caroténe, les vecteurs dans ce cas ont été plus au moins proches,
et qui vont également dans la méme direction, sont considérés corrélés négativement.
Cependant, les points en couleur rouge (les coordonnées des échantillons), qui représentent les
extraits bruts et leurs fractions, ont été plus proches des vecteurs, ce que signifie que ’activité

la plus faible a été marqué par ces extraits dont I’extrait Hm et E-Ac.

Concernant les Clso de D’activité antihémolytique et le piégeage du superoxyde, leurs
vecteurs ont été plus proche et vont dont la méme direction, ils sont également considérés
correlés positivement, tandis que, le vecteur de la Q4 (Quercétine tetraméthyléther) a été orienté
vers le sens oppose, ce que signifie une forte corrélation négative. Dans ce contexte, la Q4
pourrait contribuer aux piégeages des radicaux libres issus de I’AAPH, ainsi que ceux de I’anion

superoxyde.

En outre, nous avons remarqué que le vecteur de I’harmine est plus proche des fractions
d’Ae-Hm et d’Ae-E-Ac, ce que signifie que ce composé bioactif a différencié les fractions
d’acétate d’éthyle des fractions 1-B. En plus, plus le vecteur est long plus il pourrait contribuer
a la variation dans la CPl ou la CP2. Ensuite, quand il s’agit de la Q2 (Quercétine
diméthyléther), ’harmaline et le dipeginol, leurs vecteurs ont été orientés vers le sens oppose,
ce que signifie une corrélation négative a la teneur en harmine, en plus, la fraction de 1B-Hm a
été plus proche du vecteur Q2, ce que signifie que cette fraction a été essentiellement

caractérisée par la teneur élevée en Q2 en comparant avec les fractions d’Ae.

En conclusion, nous avons confirmé notre hypothése concernant I’impact des différents
solvants utilisés sur les extractions réalisées a partir les graines de P. haramla qui pourraient
influencer la composition chimique en alcaloides et en flavonoides. Par conséquent, leurs effets
vis-a-vis les activités biologiques pourraient étre également influencé par les solvants

d’extraction utilisés.

83



Discussion




A travers des décennies, les graines de Peganum harmala ont été largement utilisées en
raison de leurs vertus bénéfiques pour traiter de nombreuses maladies (El Rifaie et M. El-Saad,
1980), (Kaasik et al., 2021). Son mode d’extraction traditionnel a fait 1’objet d’intérét pour la
recherche scientifique en variant le solvant d’extraction. Considérant qu’aucun solvant n’a été
utile pour extraire tous les métabolites secondaires en raison de leurs différences en solubilité
et polarité (Juan et Chou, 2010).

Dans notre étude, en utilisant la décoction des graines de Peganum harmala, sous reflux
pendant 2h, le rendement le plus ¢€levé a été enregistré dans 1’extrait Aqueux (11,4%). Ce
résultat a été supérieur a celui trouvé par Dehiri et al (2022), dans lesquels, le rendement
d’extrait aqueux obtenu par le méme mode d’extraction a été (10,62%). Cependant, notre
rendement enregistré pour I’extrait Hydrométhanol a été inférieur a celui obtenu par macération
(16,5%) au cours de I’étude de Fathi et al (2006). Par ailleurs, le rendement calculé du macérat
hydro-acetone (2,01%) préparé par Benarous et al (2015) a éte plus faible que celui enregistré
dans notre étude. En ce qui concerne les fractions preparées, les rendements les plus marqués
ont été toujours obtenus par les fractions 1-Butanol par rapport aux fractions acétate d’éthyle
notamment celles préparées a partir de 1’extrait hydrométhanol. En outre, nos résultats ont été
plus au moins similaires aux résultats des fractions préparees a partir du macerat hydrométhanol

pour I’é¢tude de Farouk et al (2008), dont 6,7 % pour le 1 B et 1,8% pour I’ Ae, respectivement.

Apostolico et al., (2016) a noté que le stade de développement de la plante est parmi les
facteurs qui influencent le rendement et la composition des extraits. Une autre étude de Radjah
et al., (2019) a enregistré des concentrations élevées en composés antioxydants tels que les
acides phénoliques et la quercétine dans le stade végétatif en utilisant le solvant Eau- éthanol

70% par rapport au stade de floraison.

Dans 1’étude phytochimique, le dosage quantitatif des polyphénols par la méthode de Folin-
Ciocalteu a révélé des teneurs différentes dans les extraits. Au niveau des extraits bruts, I’extrait
Eau-acétone a enregistreé la teneur la plus élevée en polyphénols, ce résultat a été plus au moins
similaire aux résultats déterminés par Kanwal et al., (2016) pour le macérat Eau- acétone (70,96
pg EAG/mg d’extrait). En ce qui concerne les flavonoides quantifiés par le trichlorure
d’aluminium, les teneurs supérieurs ont été essentiellement affichées dans I’extrait Aqueux. Ce
résultat est plus au moins similaire aux resultats de Sanhaji et al., (2022) pour I’extrait Aqueux

préparé par décoction a partir des graines.
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En fonction de nos résultats, la fraction 1B-Hm a enregistré la concentration la plus élevée
en polyphénols (73,08+1,89ug EAG/mg d’extrait), suivie par la fraction 1B-E-Ac qui a révélé
la concentration la plus élevée en flavonoides (16,63+3,89 nug E Cat/mg d’extrait),
respectivement. Ces teneurs restent significativement inférieurs a 1’étude de Marzoug et al.,
(2023) qui a montré que la fraction acétate d’éthyle obtenue de 1’extrait hydrométhanol a été
plus riche en polyphénols (237,23+1,06 pg EAG/mg) et en flavonoides (82,58+0,03 pg
EQ/mg), respectivement.

Les teneurs en flavonols dans nos extraits sont nettement inférieurs aux valeurs déterminées
par Dehiri et el., (2022) dans I’extrait qui contient (2,81 + 0,87 ug EQ/mg) de flavanols. Cette
valeur dépasse environ trois fois notre teneur en flavanol dans la fraction Ae-E-Ac (16,72 +
0,016 pg EQ/mg).

Selon Chandrasekara et al., (2016), il a été montré que la méthode d’extraction et les
systemes de solvants utilis€s ont un impact sur I’extraction des composés phénoliques. En effet,
I’étude de Liu et al., (2022) a rapporte que les solvants organiques peuvent influencer la
concentration des flavonoides par I’ionisation, I’hydrolyse et I’oxydation des composes au cours
du processus d’extraction. De méme, Zuorro et al., (2019) a montré que plusieurs facteurs
peuvent affecter la concentration des polyphénols et des flavonoides totaux, tels que la solubilité
du materiel vegétal dans le solvant, et ’affinité des composés phénoliques pour le solvant
d’extraction, de plus, la solubilité des polyphénols est liée a leur degré d’hydroxylation, leur
poids moléculaire et de leur structure carbonée. D’autre part, il a été suggéré d’utiliser une
combinaison de solvants organiques avec 1’eau distillée pour mieux extraire et isoler les

polyphénols (Mohammedi et al., 2011).

L’analyse phytochimique de notre plante Peganum harmala a révélée la présence des
composés phytochimiques en pourcentages variables, notamment les flavonoides et les
alcaloides, y compris la quercétine diméthylether, la quercétine tetraméthylether, 1’harmine,

I’harmaline et le dipeginol.

L’¢tude de Naimi et al. (2022) a rapporté que le 3-O-Methylquercetine isomer 1 a été le
composé phénolique majeur (25,14%) de I’extrait méthanolique des graines de P. harmala. Ces
résultats sont significativement importants que notre étude, I’extrait brut Hydrométhanol a
renferme (18,52%) de la quercétine dimethyl ether. En outre, 1’étude de Lorenzo et al., (2020)

a montré la présence de la quercétine méthylether isomer 1 dans I’extrait éthanolique
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des feuilles de L. cuneifolia qui appartient a la famille de Zygophyllaceae. Nous avons conclu
que ces resultats approuvent la présence des dérivés méthylés la quercétine dans les extraits de
graines de P. harmala.

Alara et al. (2021) ont montré que les niveaux de conjugaison et le nombre des groupements
hydroxyles des polyphénols ont été importants pour leurs solubilités. De plus, I’étude de
Mateos et al. (2015) a rapporté que la présence de deux groupements méthyl au niveau des
composeés phénoliques augmente leur lipophilie. De ce fait, on constate que la différence de la
composition chimique de nos extraits en acides phénoliques et en flavonoides est probablement

liée a la différence en polarité des solvants d’extraction utilisés.

Dans la bibliographie, 1’étude de Brobst et al. (2009) a rapporté que I’acétate d’éthyle a été
le meilleur solvant pour I’extraction des alcaloides de P. harmala. De plus, I’étude de Elgubbi
et al. (2016) a montré que I’harmine a été I’alcaloide le plus abondant dans la fraction d’acétate
d’éthyle de graines de P. harmala. Ces résultats sont en accord avec notre étude, par conséquent,
nous avons suggére que la variété en composition chimique en alcaloides et polyphénols des
extraits de graines de P. harmala est essentiellement lié aux différents solvants et processus

d’extraction utilisés.

Plusieurs études ont en valeur le potentiel antioxydant des extraits de graines de P. harmala
en neutralisant les radicaux libres. Dans le test de piégeage du radical DPPH, la fraction 1B-E-
Ac a révelé la valeur de Clso la plus faible 49,36+0,009 pug/mL suivie par I’extrait brut Eau-
acetone 71,48+0,008 pg/mL, ces résultats sont intéressants par rapport aux résultats de Al.
Adewale et al., (2021) qui ont déterminé une Clso de 179+7,32 pg/mL pour I’extrait éthanol
des graines. Cependant, Abbas et al. (2021), ont montré que I’extrait Hydrométhanolique
(70%) des graines a enregistré une valeur de Clso égale a 69+1,4 pg/mL qui est comparable a la
valeur déterminée pour notre extrait Eau-acétone. De I’autre part, 1’étude de Merzoug et al.,
(2023) a révélé que les fractions AE et 1-B de I’extrait hydrométhanolique (80%) des graines
de P. harmala ont enregistré des valeurs de Clso relativement élevées et qui sont de 1’ordre de

92,02+1,30 et 108,36+0,83 pg/mL, respectivement.

En ce qui concerne le test du pouvoir réducteur du fer (FRAP), la fraction 1B-E-Ac a révélé
le meilleur effet et enregistré une valeur de CEso de 326,55+0,024 pg/mL suivie par ’extrait

brut Aqueux 396,48 +0,033 pg/mL. Nos résultats restent meilleurs que les résultats
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notés par Dehiri et al., (2022) qui ont définis des valeurs de CEso supérieures a 800pg/mL pour
’extrait éthanolique et aqueux des graines de P. harmala Contrairement a 1’étude de Merzoug
et al., (2023), qui a souligné pour les extraits bruts et les fractions AE et le 1-B des valeurs de

CEso importantes et inférieures a celles enregistrées dans notre étude, moins de 187 pg/mL.

L’activité antioxydante a été ainsi évaluée par mesure de piégeage du radical ABTS. Nous
avons constaté que les extraits de P. harmala ont puissamment neutralisé ce radical notamment
la fraction Ae-Hm qui a enregistré la valeur de Clso la plus faible a 11,194+0,046 ug/mL, suivie
par les extraits Hydrométhanol et Eau-acétone qui ont affiché 22,153+0,020 pg/mL et
44,970,073 pg/mL, respectivement. En effet, dans 1’étude de Benarous et al., (2015) les
extraits bruts MeOH et EtOH de graines de P. harmala ont assuré une activité antiradicalaire
contre le radical ABTS, intéressante et plus au moins similaire a celle enregistrée dans notre
travail, dont les valeurs de Clso sont de I’ordre de 44,63+1,08 et 20,36+2,04 pg/mL,
respectivement. Cependant, 1I’étude de Kaya et Akbas (2023) a montreé une activité de piegeage
du radical ABTS moyennement faible par rapport a nos résultats dans les extraits bruts aqueux,
méthanolique et éthanolique des graines avec des valeurs de 58,81+0,24, 64,83+0,56 et

72,06+0,80 pg/mL, respectivement.

Concernant la méthode de blanchiment de B-Carotene, les résultats obtenus ont montré que
les fractions 1B-E-Ac et Ae-E-Ac ont fortement empéché le blanchiment du 3-Caroténe en
neutralisant les radicaux libres générés par I’acide linol€ique, dont les valeurs de Clso sont
I’ordre de 47,40+0,054 et 72,85+0,013 pg/mL, respectivement, contrairement a |’extrait
aqueux, qui a faiblement limité le blanchiment de B-Caroténe avec une valeur élevée de Clso
égale a 259,84+0,008 pg/mL. L’étude de Elansry et al., (2020) a révélé que D’extrait
méthanolique des feuilles de P. harmala préparé par sonification pendant 30 min, a fortement
inhibé le blanchiment de B-Caroténe avec une valeur de Clso de 26,84+2,9 pg/mL. Nous avons
constaté que ce résultat est plus significatif que celui enregistré par notre étude dont la valeur
de Clso d’extrait hydrométhanolique égale a 241,45+0,008 ng/mL. D’autre part, ’étude de
Kamran et al., (2024) a prouvé que les extraits des feuilles macérées de P. harmala dans
différents solvants organiques acétone, éthanol, chloroforme et n-hexane, ont mieux empéché
le blanchiment de B-Caroténe par rapport a ’extrait aqueux, avec des valeurs de Clso variables
entre 218,45+3,02 et 523,50+4,98 pg/mL. Ces résultats sont comparables a ceux enregistrés

dans notre étude.
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En ce qui concerne le piégeage du radical libre de I’oxyde nitrique généré par le
nitroprusside, la fraction 1B-Aq et I’extrait brut Eau-acétone ont significativement neutralisé ce
radical libre par rapport aux autres extraits de graines de P. harmala, dont les valeurs de Clso
enregistrés sont de ’ordre de 143,04+0,012 et 145,224+0,071 pg/mL, respectivement. D’autre
part, nous avons ainsi évalué le piégeage de radical libre de I’anion superoxyde (O2°-) généré a
I’aide du systeme non enzymatique phénazine méthosulfate-nicotinamide adénine dinucléotide
(PMS/NADH). Les réesultats obtenus ont révélés que la fraction 1B-Aq et I’extrait Eau-acétone
ont essentiellement réduit ce radical libre, avec des valeurs de Clso intéressantes, 188,52+0,019
et 223,61+0,025 pg/mL, respectivement. Dans la bibliographie, aucune étude n’a été réalisée

sur ’effet antiradicalaire de P. harmala contre I’oxyde nitrique et ’anion superoxyde.

Au cours de cette étude nous avons également évalué I’effet protecteur des extraits sur
I’hémolyse induite par ’AAPH ; générateur des radicaux peroxyle, dans les érythrocytes
humains. D’aprés les résultats obtenus, nous avons remarqué que les extraits prépareés et leurs
fractions ont fortement protégé les érythrocytes contre I’hémolyse provoquée par les radicaux
libres, essenticllement 1’extrait brut hydrométhanolique et sa fraction 1-B, avec des valeurs de
Clso tres faibles 3,188+0,127 et 11,023+0,027 pg/mL, respectivement, cet effet a été puissant
par rapport a celui de ’acide ascorbique. Ces résultats sont en accord avec une étude récente
réalisée par Djarmouni et al., (2024), qui ont évalué ’effet de ’extrait brut méthanolique et la
fraction acétate d’éthyle des graines de P. harmala pour la méme activité, il a été rapporté que
I’extrait brut a inhibé I’hémolyse des érythrocytes a 100 pg/mL avec un pourcentage égal a 56
%, suivi par la fraction acétate d’éthyle.

Dans cette étude, nous avons évalué I’activité antidiabétique de P. harmala en mesurant 1’effet
inhibiteur des enzymes a-amylase et a-glucosidase par les extraits de graines. Concernant
I’activité enzymatique de l'a-amylase, aucun effet n’a été enregistré par nos extraits.
Cependant, ces derniers ont enregistré une inhibition importante contre 1’a- glucosidase,
notamment les fractions 1B-Hm et 1B-E-Ac suivies par I’extrait brut Eau- acétone, dont les
valeurs de Clso ont été dans I’ordre suivant 141,18>164,06>207,9 ng/mL, respectivement. Nous
avons constaté que ces extraits ont exerce un effet inhibiteur plus efficace que celui déterminé
par ’acarbose, dont la valeur de Clso égale a 203,41+£1,07 pg/mL. Nos resultats sont en
désaccord avec I’étude de Hellal et al., (2020), qui ont montré que les extraits de graines de P.
harmala macérés dans différents pourcentages de 1’éthanol, soumis a une extraction par

sonication pendant 1 h, n’ont révélés aucun effet inhibiteur de I’activité de 1’a-glucosidase.
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Dans notre étude, nous avons ainsi évalué ’activité anti-alzheimer en déterminant ’effet
inhibiteur des enzymes acetylcholinestérase et la butyrylcholinéstérase par les extraits de
graines P. harmala. Nous avons obtenu des résultats intéressants pour tous les extraits contre
les deux types d’enzymes, essentiellement les fractions 1-B et Ae, dont les valeurs de Clso
varient entre 3.07 pg/mL (1B-E-Ac) et 3,96 pg/mL (1B-Hm). Ces résultats sont inférieurs aux
résultats enregistrés par I’étude de Adhami et al., (2011) sur I’effet de ’extrait méthanolique
des graines de P. harmala, qui présente une valeur de Clso 41,2 ug/mL de I’AChE Tandis que,
I’étude de Merzoug et al., (2023) a montré que la fraction chloroforme de I’extrait
hydrométhanol des graines de P. harmala a significativement inhibé Iactivité de
I’acétylcholinestérase et la butyrylcholinéstérase avec des valeurs de Clso égale a 14,69+0,10 et
7,36x0,77 pg/mL, respectivement ; tandis que les fractions 1-B et Ae, ont enregistré des valeurs
de Clso aux moyennes de 86,08 ug/mL pour I’inhibition de I’AChE et de 14,87 pg/mL pour
I’inhibition de la BChE. Ces résultats restent moins importants aux résultats enregistrés dans

notre étude.

A propos de I’activité anti-inflammatoire de P. harmala, I’ensemble des extraits ont révélé
un effet inhibiteur des enzymes cyclooxygénases de type 1 et type 2, essentiellement I’extrait
brut Hm, qui a atteint 93,94 % d’inhibition de Cox 2 et I’extrait brut Aqueux qui arrive a 91,53
% contre Cox-1. Tandis que, la fraction 1B-Hm a enregistré le pourcentage d’inhibition le plus
bas contre Cox-1 (65,61%) et Cox-2 (58,79%), respectivement. En effet, ’étude de Kular et
al., (2015) a noté que I’extrait acétate d’éthyle de graines de P. harmala a significativement
contribué a une activité anti-inflammatoire, en inhibant I’activité de Cox 2 (70,34 %) sur les
modeéles d'cedéme de la patte de rat induit par la carragénine, suivi par ’extrait éthanolique
(64,38%). Dans notre étude, les fractions acétate d’éthyle ont inhibé les Cox a des pourcentages
qui varient entre 60,29% et 81,19%.

Plusieurs études récentes ont rapporté que les polyphénols et les alcaloides par leur le
potentiel antioxydant pouvant remplacer les antioxydants chimiques dans les préparations de
I’industrie agro-alimentaire et pharmaceutique (Acimovic et al., 2020 ; Higel et al., 2021). En
effet, le r6le antioxydant de ces composes bioactifs a été primordialement lié a la présence des
groupements hydroxyles au niveau leurs structures chimiques en particulier les
polyphénols, qui assurent le piégeage des radicaux libres en tant que donneur d’hydrogéne, et

agents réducteurs ou chélateurs du fer (Dae Ok et Yong, 2004).
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Les résultats de I’identification chimique par UHPLC-MS des fractions 1B-E-Ac et 1B-
Hm ont révelé la richesse de ces extraits en flavonoides méthylés y compris la quercétine
diméthylether, la quercétine tetraméthylether, suivi par les alcaloides R-Carbolines dont
I’harmaline, I’harmine, le dipeginol, et les acides phénoliques. Cette composition chimique des
extraits diversifiée pourra essentiellement contribuer a 1‘effet antioxydant des extraits de P.

harmala.

En effet, il a été montré que I’extrait des alcaloides des graines de P.harmala a neutralisé le
radical libre DPPH et enregistré une valeur de Clso égale a 118,96 pg/mL (Derouiche et al.,
2023). Cet effet reste inférieur a ’effet de nos extraits, ce qui nous permet de suggérer un effet
synergique entre les composés phénoliques et les alcaloides contenants nos extraits et ce qui

augmente leurs potentiel antioxydant.

Dans la littérature des études ont montré que la présence des groupements fonctionnels n’est
pas suffisante pour le piégeage du radical ABTS, divers facteurs pourraient étre impliqués, tels
que I’arrangement d’hydroxylation (Evans et al., 1995). De plus, il a été montré que I’activité
de la quercétine semble étre en fonction de la molécule dans son ensemble, et ne peut étre
considérée comme une propriété additive des hydroxyles actifs, bien que la méthylation sur
certains sites de ce metabolite puisse détruire le radical libre (Letan et al., 1996). En plus,
I’étude de Herrais et Galisteo (2004) a rapporté que le piégeage de I’ABTS a été
principalement additif lorsque les polyphénols ont été testés en combinaison avec le groupe
indoles des alcaloides p-Carbolines. De plus, une étude a montré que les substituants chimiques
; carboxyméthyle (-CH2COOH) et I’acryloyle (-CH=CHCOOH), de -certains acides
phénoliques tels que I’acide caféique neutralise les radicaux libres du DPPH et réduisent le fer
ferrique en fer ferreux, par un transfert d’électron de ses groupements fonctionnels.
Parallélement, cet acide phénolique a été identifié dans nos extraits, notamment dans la fraction
brut 1B-Hm qui a significativement neutralisé le radical DPPH. En outre, le type et le
comportement des antioxydants pourraient également conduire a la formation d’adduits avec le
radical ABTS ou pourraient subir une oxydation sans couplage avec le radical ABTS (Herrais
et al., 2004 ; llyasov et al., 2020). De plus, il a été rapporté que la présence d’un groupement
méthoxy
(-OCH3 ) peut également renforcer I’activité antiradicalaire des acides phénoliques, tandis que
la quercétine tetraméthyl s’est révélée complétement inactive par rapport & la quercétine

diméthyl, présente une activité antiradicalaire (Chen et al. 2020).
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Ainsi dans nos extraits, la neutralisation de ce radical a été intéressante soit dans ceux qui
ont présenté un taux élevé en composés phénoliques ou en alcaloides, ou bien les deux
métabolites en quantités identiques. De ce fait, les effets synergiques de différents composés
phénoliques et non-phénoliques, dans un méme extrait, sur la réaction antioxydante doivent étre

prise en compte (Akhtar et al., 2022).

Concernant le blanchiment de 3-Caroténe, il a été noté que la couleur du B-caroténe provient
de son vaste systeme de doubles liaisons conjuguées qui absorbent la lumiére dans le domaine
visible. Lorsque le B-Caroténe est oxydé et que son systeme conjugué est perturbé, il perd sa
capacité a absorber la lumiére de la méme maniére. 1l en résulte une perte de la couleur orange
caractéristique de la solution de B-Caroténe (Benchikh et al., 2018). Cependant, dans notre
étude les extraits de graines de P. harmala ont inhibé de maniere significative le blanchiment
du B-Caroténe, notamment les fractions 1-B de I’extrait Eau- acétone et Aqueux. Il a été
primordialement rapporté que la richesse d’un extrait en antioxydant phénolique peut prolonger
la dégradation du [-caroténe en neutralisant le radical libre linoléate par le potentiel
d’oxydoréduction et tout autre radical libre formé dans le systéme (Amarowicz et al., 2004).
De plus, il a été enregistré par Costa et al., (2021) que la capacité des phénols a céder des
atomes d'hydrogeéne dépend fortement de la nature et de la position des substituants dans le
cycle aromatique des polyphénols. Les substituants donneurs d'électrons en position ortho-
et/ou para- du groupe -OH diminuent I'enthalpie de dissociation de la liaison O-H phénoligue,
et augmentent ainsi les taux de réaction avec les radicaux peroxyles et rend les antioxydants
plus efficaces, la détermination de lI'antioxydant le plus efficace pour un systéme d‘émulsion
particulier est restée inconnue. Cependant, une autre étude a enregistré que des antioxydants
ont été évalués a différentes concentrations contre la décoloration et la protection des
caroténoides du paprika, leur effet protecteur apparu comme suit, BHT > a-tocophérol > gallate
d'épigallocatéchine > quercétine > acide rosmarinique > acide caféique et acide férulique >
acide coumarique > catéchine (Cuvelier et Berset, 2005). En comparant avec la bibliographie
I’effet de notre fraction 1-B qui a exercé I’effet protecteur le plus intéressant (47,40 pg/mL)
contre le blanchiment du B-Caroténe, on constate que cet effet pourrait étre expliquer par sa

teneur élevée en quercétine diméthyl ether, en acide caféique (Elansary et al., 2020).

93



Les globules rouges peuvent subir une hemolyse par le processus d’oxydation au niveau de
leur membrane en présence des acides gras polyinsaturés, d’oxygene et de 1’hémoglobine
(Guemmaz et al., 2018). Tandis que, les enzymes endogenes tels que la catalase, la superoxyde
dismutase et le glutathion neutralisent les radicaux libres et protégent ainsi la membrane des
érythrocytes (Chisté et al., 2014). De ce fait, il est important de mentionner qu'une source
externe d'antioxydants par le biais de plantes médicinales est nécessaire a découvrir pour la
protection des globules rouges humaines contre ce stress oxydatif. Par conséquent, les extraits
de P. harmala ont été évalués pour leur effet protecteur de la membrane des érythrocytes contre
I’hémolyse induite par les radicaux libres issus de la décomposition de I’AAPH responsable de

la peroxydation des lipides et protéines (Jesus et al., 2019).

En fonction des résultats obtenus, nous avons constaté que les extraits de P. harmala
posseédent un effet protecteur significatif essentiellement I’extrait brut Hydrométhanol
(C150=3,18 pug/mL), sa fraction 1-B (CI50=11,02 pg/mL). Nous avons suggéré que la teneur
élevée en polyphénols y compris les flavonoides dans ces extraits peuvent neutraliser les
radicaux libres issus de I’AAPH. Selon des études, les polyphénols préviennent ’oxydation des
érythrocytes en se fixant a proximité des résidus de tryptophane des protéines membranaires
des globules rouges, et ils retardent I'némolyse en préservant l'intégrité de la membrane des
globules rouges (Rubnawaz et al., 2021). De plus, il a été rapporté, par transfert d’énergie par
résonance de fluorescence (FRET), que l'effet antihémolytique est principalement lié a
I’insertion des flavonoides au niveau membranaire des GR (Chaudhuri et al., 2007). En outre,
il a été enregistré que la quercétine et ses derivés glycosylés ralentissent l'apparition de
I'hémolyse induite par ’AAPH de maniére dose-dépendante, en raison de leur activité de
donneur d’électron (Kitagawa et al., 2004). Une autre étude a également montré que les
groupements méthyles au niveau structural des méthylflavanones, augmentent leur
hydrophobicité et améliorent leurs affinités a la membrane des érythrocytes, de plus, leurs
groupement hydroxyles contribuent a la formation des liaisons hydrogénes avec les tétes
polaires des lipides de la membrane, de ce fait, elles augmentent la résistance de la membrane
en limitant par la suite ’entré des molécules qui provoquent 1’hémolyse (Cyboran-
Mikolajczyk et al., 2022).

Dans notre étude, ’extrait hydrométhanol et sa fraction 1-B, sont riches en flavonoides
méthylés, notamment la quercétine diméthyl et tetraméthyl ether. Par conséquent, on suggére
que ces composes conférent a nos extraits leur effet protecteur des globules rouges contre

I’hémolyse induite par I’AAPH, ces composés conférent a nos extraits leur effet protecteur des
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globules rouges contre I’hémolyse induite par I’AAPH, particulierement par leur capacité
d’interagir avec la membrane des GR, et grace a leur capacité antioxydante. Concernant les
alcaloides, B- Carbolines. Bien qu’aucune étude n’ait été publiée sur leur interaction avec la
bicouche lipidique des GR, leur caractere hydrophobe et leur capacité de donneurs d’électrons
leur conférent la capacité de s’incorporer dans la membrane des érythrocytes et de piéger les

radicaux libres.

Il a été mentionné que les flavonoides sont efficaces pour piéger les radicaux anions
superoxydes en inhibant l'initiation ou la propagation des réactions oxydatives en chaine. En
outre, ’emplacement des groupement hydroxyles et le taux élevé en composés phénoliques
contenant dans les extraits des plantes sont cruciaux pour lutter contre ce type de radicaux libres
(Gulgin et al., 2010 ; Moteriya et al, 2017). Dans notre étude nos extraits neutralisent l'anion
superoxyde de maniére significative, notamment la fraction 1-B de I’extrait Aqueux, et 1’extrait

brut Eau-acétone, qui sont riches en flavonoides.

Selon la bibliographie la quercétine a faible concentration (0,025 mM) est capable de piéger
les superoxydes, en raison de ses groupements hydroxyles libres sur le cycle B qui constituent
sites privilégiés pour le piégeage des superoxydes (Vellosa et al., 2011). Malgré que, la
quercétine diméthyléther a été le composé essentiel dans nos extraits leur effet piégeur du
superoxyde été faible, cela peut étre lie a la présence des groupement méthyles qui pourrait
diminuer leur effet antioxydant contre le radical anion superoxyde (Zhao et al., 2008 ; Duenas
et al., 2010), de plus, les flavanols, particulierement la quercétine (0,256 mM) et le kaempferol
(0,172 mM) assurent un effet antioxydant contre le radical oxyde nitrique (Vellosaetal., 2011).
Ces composants renferment des groupements methoxy au niveau de I’hydroxyle du cycle B, et
le groupement hydroxyle sur le cycle C est libre. Tandis que, le groupement hydroxyle libre en
position 3 du cycle C et les deux autres groupements hydroxyles sur le cycle B de la quercétine
ont été considérable pour le piégeage du radical oxyde nitrique (Vellosa et al., 2011). Par
conséquent, nous avons suggeéré que la méthylation des groupements fonctionnels au niveau

structural des flavanols pourrait diminuer la neutralisation du radical oxide nitrique.

Concernant les alcaloides identifiés dans nos extraits, leurs structures chimiques peuvent
contribuer a un effet anti-radicalaire, particulierement par la réactivité de la partie indole vis- a-

vis des radicaux dérivés de l'oxygéne, I’hydrogénation de la partie pyridine en tétrahydro p-
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carbolines y compris la tétra-hydroharmine présente dans nos extraits, ainsi que la présence des
groupements hydroxyles au niveau de ces alcaloides citant I’harmaline déterminée a différentes
teneurs dans nos extraits, tout cela augmente généralement la capacité antioxydante en piégeant
les radicaux de I’anion superoxyde et le radical de I’oxide nitrique (Lehmann 2012). Par
railleurs, dans une étude sur les B-carbolines lenticulaires isolés de certains patients atteints de
cataracte, en comparaison avec 1’harmine, il a été rapporté que cet alcaloide neutralise les
radicaux de I’anion superoxyde issus de la ferricytochrome C en concluant que 1’harmine et les
B-carbolines accumulés ont exercés un effet antioxydant et protecteur contre le stress oxydatif
des tissus humains notamment le tissu cristallin de I’ceil (Pari et al., 2000). Cependant, dans
nos extraits les moins actifs a neutralisé les anions superoxydes ont €té ceux riches en alcaloides
particulierement la fraction acétate d’éthyle de I’extrait brut Eau-acétone avec une Clso égale a
946.16 pg/mL, cette notion peut étre expliqué par la faible teneur en composé phénolique
particulierement les flavanols y compris la quercétine diméthyléther. Par conséquent, nous
avons suggéré que 1’effet significatif antioxydant contre I’anion superoxyde ont été a I’origine
de leffet synergique entre les composés phénoliques et les alcaloides de B-carbolines
contenants dans les extraits, contrairement a leurs effets significatifs contre le radical oxyde

nitrique, ou les fractions acétate d’éthyle sont riches en alcaloides.

En conclusion, nous avons suggéré que les activités antiradicalaires des alcaloides et des
flavanols de nos extraits, varient en fonction de leur concentration dans chaque extrait, et de la
présence ou I’absence des groupements méthylés. En ce qui concerne les flavanols, leurs
groupements hydroxyles sont essentiels pour le piégeage des radicaux libres de I’oxyde nitrique

et de ’anion superoxyde.

En ce qui est pour ’activité enzymatique de 1’a-glucosidase, plusieurs études ont identifié
les polyphénols et les flavonoides comme de puissants inhibiteurs de cette enzyme y compris
la quercétine, qui inhibent I'a-Glc en tant que ligand compétitif avec une valeur Clso de 17
pmol/L (Zhu et al., 2019). De méme, ’acide caféique a été déterminé comme un puissant
inhibiteur de I’a-Gle, avec des valeurs Clso de 4,98 pug/mL (Oboh et al., 2015). De plus, des
études in vitro et in silico ont rapporté que la narirutine exerce une inhibition avec une valeur
Clso de 91 pg/mL et présente une forte affinité avec les résidus du site actif en formant des

liaisons hydrogenes (Qurtam et al., 2021 ; Cheng et al., 2022 ; Akhtar et al., 2023).

96



En outre, I'inhibition de I’a-Glc est principalement liée & la structure moléculaire
caracteristique des composés phénoliques. Ainsi, plusieurs facteurs peuvent influencer l'affinité
au site actif avec lequel les polyphénols réagissent différemment contre l'a-Glc, tels que les
groupes hydroxyle, galloyle et caféoyle qui peuvent augmenter Il'interaction par la formation de
liaisons hydrogéne et la conjugaison 7 entre les résidus du site actif et les composés phénoliques
(Zhu et al., 2019 ; Fu et al., 2021). A leur tour, I’hydrogénation, la méthylation, et la
glycosylation des polyphénols peuvent affaiblir I’activité inhibitrice de 1’a- Glc (Cao et al.,
2012). En conclusion, le potentiel d’inhibition des fractions est probablement li¢ a I’effet
synergique de I’ensemble des composés phénoliques présents dans 1’extrait de graines de P.

harmala.

A propos de I'activité anti-inflammatoire testée par inhibition de I’AChE et la BChE, nos
résultats sont en accord avec la bibliographie, des études antérieurs ont montré que I'harmaline
(8,4 ng/mL) et I'harmine (8,4 pg/mL), isolés a partir les graines de P. harmala inhibent
significativement 1’activité de ' AChE (Adhami et al., 2011 ; Nasibova et Garaev, 2021). Ceci
a été également déterminé pour nos extraits et fractions qui renferment des taux éleves en
harmine et harmaline et qui ont significativement inhibé I’AChE et la BChE. En outre, il a été
rapporté qu'une série des alcaloides de B-carboline inhibent les activités de I'AChE et BChE par
oxydation du substituant en C7 pour I'harmine et I'harmaline (Zhao et al., 2013).

D’autre part, il a été montré que les polyphénols inhibent considérablement I’activité de
I'AChE, selon Abbou et al., (2022) la fraction Ea, préparée a partir de Mentha pelgium, a
inhibé I'AChE a (Clso = 3,13+0,05 pg/mL) et la BChE a (Clso = 12,97£0,20 pug/mL) ou la
quercétine a éteé le composé phénolique principal  de cette fraction, et déterminé comme de
puissants inhibiteurs de I’ AChE en a assurant un effet meilleur que ’effet du standard et de la
galantamine. Le mécanisme d’action des polyphénols est 1i¢ a leurs groupements hydroxyles
qui forment des liaisons hydrogenes avec les acides aminés du sites actifs du cholinestérase et
renforce l'inhibition de cette enzyme (Blaszczak et al., 2020). De plus, I’alcaloide présente
une interaction avec le site d’actif des cholinestérases notamment I’harmine (Sun et al., 2021).
Les phénols naturels, flavonoides, stilbénes, terpénoides, quinones et alcaloides ont été
classés parmi les inhibiteurs naturels de la Cox 2 en raison de leurs caractéristiques
structurelles qui peuvent contribuer au développement de nouveaux médicaments anti-
inflammatoires puissants et sélectifs (Cui et Jia., 2021). L’étude de Bar et al., (2022) a montré

que les résultats du docking moléculaire ont
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déterminé I’interaction de I’harmaline hydrochloride et la nor-harmaline hydrochloride avec
les résidus de Cox 2, en formant des liaisons hydrogenes essentiellement avec les résidus
Tyr385, Tyr355 et Arg120. Dans notre étude, les extraits préparés de graines de P. harmala ont
révélés une richesse en alcaloides y compris ’harmaline. Par conséquent, nous avons suggéré
que cet alcaloide a significativement inhibé la Cox 2. D’autre part, O’Leary et al., (2004) ont
montré que la quercétine et ses dérivés pourraient inactiver la Cox 1 en neutralisant le radical
tyrosyl formé par I'oxydation de la tyrosine par le fer ¥3* de I'néme, au niveau de site actif de
I’enzyme, au cours de processus catalytique de ’acide arachidonique en prostaglandine
(Rouzer et al., 2009). De plus, il a été noté que les différents dérivés de la quercétine réagissent
differemment au niveau du site actif des cyclooxygénases de type 1 et de type 2 en raison de
leurs variabilités stériques (O’Leary et al., 2004).

En ce qui concerne la relation structure-activité, il a été enregistré que le groupe catéchol
dans le cycle B, la fonction C2=C3 insaturée, le groupe 4-céto et les hydroxylations en C5 et
C7 jouent un role crucial dans I’inhibition de la Cox 2 (Catarino et al., 2016). La présence des
groupements méthyles peut différencier I’activité inhibitrice des dérivés de la quercétine, de
méme la présence des O-méthylation au niveau des flavonoides peut améliorer 1’inhibition
enzymatique des cyclooxygénases (Catarino et al., 2016). En outre, la quercétine forme des
liaisons hydrogenes entre le groupement catéchol du cycle B et les résidus Tyr-385 et Ser- 530
au niveau du site d’actif de cet enzyme (Catarino et al., 2016).

En effet, il a été rapporté que la tamarixetine (méthyl quercétine), la penthaméthyl quercétine
et I’isorhamnetine (méthyl quercétine) sont plus efficaces que la quercétine sur I’inhibition de
la Cox 1(Lesjak et al., 2018). Quant a nos extraits, ils sont riches en dérivés méthylés de la
quercétine, notamment la quercétine diméthyl ether et la quercétine tétramethyl ether, en
particulier la fraction 1B-Hm qui renferme le taux le plus élevé en quercétine diméthyl ether,
qui a faiblement inhibé ces enzymes. Tandis que, I’extrait brut Hm riche en quercétine
tetraméthyl ether, a significativement inhibé la Cox 2 par rapport aux autres extraits. Par contre,
I’extrait brut Eau-Acétone, contenant les flavonoides méthylées (quercétine diméthyl éther et
la quercétine tetraméthyl éther) et les alcaloides (harmine et harmaline) a significativement
inhibé les deux types de Cox. En termes de cette composition chimique qui varie d’un extrait a
’autre nous avons suggéré que la présence d’un groupement hydroxyle sur ces flavonoides
méthylés n’a pas été 1’origine absolue de cette inhibition. De plus, un effet synergique entre

les polyphénols et les alcaloides peut étre considérer dans cet effet inhibiteur important.
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Conclusion et perspectives




La présente étude est une contribution a I’étude phytochimique et a I’évaluation in vitro des
activités biologiques ; antioxydante, antidiabétique, anti-Alzheimer et anti-inflammatoire des
extraits bruts Aqueux, Hydrométhanolique, Eau-Acétone et leurs fractions Acétate d’éthyle et
1-butanol, isolés des graines Peganum harmala (Zygophyllaceae) récoltées dans la région de

Ouargla.

A la lumiére des résultats obtenus, on constate que 1’utilisation des différents solvants
organiques, notamment acétate d’éthyle et 1-butanol, a influencé la composition chimique des
extraits de graines de P. harmala, notamment en alcaloides et en flavonoides méthylés, et par
conséquence leurs activités biologiques. De fortes corrélations statistiques ont était déterminées
entre la composition chimique des extraits et leurs activités biologiques. La composition
chimique diversifiée riche en harmine, harmaline, dipeginol, quercétine diméthylether et la
quercétine tetraméthylether a essentiellement modulée I’activité antioxydante des extraits de P.

harmala en neutralisant les différents radicaux libres DPPH", ’ABTS™, FRAP, I’oxyde nitrique

(‘NO), I’anion superoxyde (02""), les radicaux issus du test de B-caroténe, et également ceux
générés par la décomposition du AAPH-. Elle a également géré les réponses des enzymes vis-
a-vis des extraits de P. harmala en assurant une activité antidiabétique par inhibition
significative de D’activité 1’a-glucosidase sans inhibé 1’a- amylase ; une activité anti-
inflammatoire par inhibition de I’activité des cyclooxygénases Cox-1 et Cox-2, et une activité
anti-Alzheimer par inhibition de I’activité de I’acétylcholinestérase et la butyrylcholinestérase.
Ces résultats préliminaires nécessitent des études complémentaires qui s’intéressent a ;

o Tester in vivo D’activité antioxydante, antidiabétique, anti-inflammatoire, et anti-
Alzheimer des extraits de P. harmala,

o Chercher le mécanisme d’action antioxydant, anti-inflammatoire, anti- Alzheimer, et
antidiabétique des composés phytochimiques majoritaires identifiés dans les extraits de P.
harmala,

o Réaliser des études du docking moléculaire pour mieux identifier les interactions qui
peuvent avoir lieu entre les composés phytochimiques et les enzymes cibles,

. Etudier in vitro I’activité anticancéreuse, antimicrobienne et immunomodulatrice

des extraits ou des composés phytochimiques de P. harmala.
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Annexe 1 : Protocole P’activité inhibitrices des enzymes Cox 1 et Cox 2 par les extraits de
Peganum harmala selon le kit Cayman

Test in vitro d'inhibition de la COX-1 et de la COX-2

L'activité inhibitrice des différents extraits fractionnés a été déterminée a l'aide du kit de
dépistage de l'inhibition de la COX (humaine) disponible dans le commerce (référence 701230,
Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, Etats-Unis) conformément aux instructions du fabricant.
Les échantillons de référence ont été préparés pour la COX 1 (ovine) et la COX 2 (humaine
recombinante) en transférant 20 uL de COX 1 et COX 2 diluées dans des tubes a essai séparés
et en les placant dans de I'eau bouillante pendant 3 minutes. Ces enzymes inactivées seront
utilisées pour générer les valeurs de référence. Aprés 3 minutes, 10 puL d'enzyme inactive, 10
ML d'héme et 160 pL de tampon de réaction ont été ajoutés dans deux tubes a essai identifies
comme COX 1 de fond et COX 2 de fond. Ensuite, des tubes d'activité initiale & 100 % ont été
prépares pour la COX 1 et la COX 2 en ajoutant 160 pL de tampon de réaction, 10 pL d’heme
et 10 uL de COX 1 ou COX 2 diluée dans deux tubes de réaction. Les tubes inhibiteurs ont été
prépares pour les extraits fractionnés en ajoutant 160 puL de tampon de réaction, 10 pL d'héme,
10 pL de COX 1 ou COX 2 dilué et 10 pL de I'échantillon. A leur tour, pour les tubes & activité
initiale de 100 % et les tubes témoins, 10 pL supplémentaires de DMSO ont été ajoutés. Toutes

les solutions ont été incubées pendant 10 minutes a 37 °C.

Apreés l'incubation, 10 pL d'acide arachidonique ont été ajoutes a tous les tubes a essai pour
déclencher la réaction, rapidement mélanges, puis incubés pendant exactement 30 secondes a
37 °C. Enfin, 30 pL de solution de chlorure stanneux ont été ajoutés a chaque tube a réaction
pour arréter la catalyse enzymatique, vortexes, incubés pendant 5 minutes a température
ambiante et conservés entre 0 et 4 °C.

Pour préparer les étalons de dépistage des prostaglandines, I'étalon ELISA lyophilisé de
dépistage des PG (référence 414026) a été dissous dans 1 mL de tampon ELISA, la
concentration de cet étalon en vrac étant de 10 ng/ml. Huit tubes a essai, numérotés de S1 a
S8, ont ensuite été préparés en transféerant 200 pL de I'étalon en vrac (10 ng/mL) et 800 pL de
tampon ELISA dans le tube S1. Apres la préparation de S1, les autres étalons (S2 a S8) ont été
préparés en transférant en série 500 pL du tube précédent vers le suivant, en diluant toujours

avec 500 pL de tampon ELISA et en mélangeant soigneusement.
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En ce qui concerne les dilutions pour les réactions COX, deux tubes a essai nommés BC1 et
BC2 ont été préparés, dans lesquels 10 pL de COX 1 ou COX 2 de fond ont été dissous dans
990 pL de tampon ELISA et mélangés soigneusement. Des échantillons d'activité initiale COX
100 % ont été préparés sous la forme de trois tubes a essai pour COX 1 et COX 2, numeérotés
AL & 1A3. Pour le premier échantillon (A1), 10 uL d'échantillon d'activité initiale COX-1 ou
COX-2 100 % ont été dilues dans 990 pL de tampon ELISA et mélangés soigneusement. Pour
les autres échantillons (IA2 et 1A3), 50 pL du tube A1 ont été dissous dans 950 uL de tampon
ELISA (1A2, dilution 1:2000) et 500 pL du tube a essai 1A2 ont été dissous dans 500 pL de
tampon ELISA (1A3, dilution 1:4000). De la méme maniere, les échantillons d'inhibiteurs de la
COX ont été préparés par des dilutions supplémentaires et nommés C1eC3 pour chaque

concentration.

Apres avoir préparé toutes les dilutions, celles-ci ont été introduites dans une plaque a 96
puits. Les puits ont été répartis comme suit : blanc-1A ; 1B, NSB (liaison non spécifique)-1C ;
1D, Bo (liaison maximale)-1E-1G et TA (puits d'activité totale)-1H. Les puits 2A-2H ont été
utilisés pour S1-S8 et 3A-3H pour les duplicatas S1-S8. Les puits 4A et 5A ont été préparés
comme BC1 et son duplicata. De méme, les puits 4B et 5B ont été préparés pour BC2. Les puits

restants ont eté utilisés pour les échantillons inhibiteurs pour COX 1 et COX 2.

L'ajout des réactifs sur la plaque a 96 puits a été effectué comme suit :

100 pL de tampon ELISA ont été ajoutés au puits NSB et 50 uL de tampon ELISA ont été
ajoutés au puits Bo. 50 pL de standard de depistage PG ont €té ajoutés aux puits respectifs S1-
S8 a partir de leurs tubes a essai respectifs S1-S8 et dupliques. 50 pL de BC1 et BC2 ont été
ajoutés par puits et en double. 50 puL d'échantillons d'activité initiale a 100 % ont été ajoutés
par puits et seuls 1A2 et 1A3 ont été testés en double pour COX 1 et COX 2. 50 pL d'échantillon
d'inhibiteur COX ont été ajoutés par puits a partir de leurs dilutions respectives (seuls C2 et C3
ont été testés). 50 pL de traceur AChE de criblage PG ont été ajoutés a chaque puits, a
I'exception des puits TA et Blank. Enfin, 50 pL d'antiserum ELISA de criblage PG ont été
ajoutés a chaque puits, a l'exception des puits TA, NSB et Blank. La plaque a ensuite été

recouverte d'un film plastique et incubé pendant 18 heures a température ambiante. Apres
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incubation, la plaque a été développée en vidant les puits et en les ringant cing fois avec un
tampon de lavage. Apreés le lavage des puits, 200 pL de réactif d'Ellman ont été ajoutés a chaque
puits et 5 mL de traceur ont été ajoutés au puits d'activité totale. La plaque a été recouverte d'un
film plastique et conservée pendant 60 a 90 minutes. Avant la lecture de la plaque, celle-ci a été

essuyée a partir du bas afin d'éliminer toute empreinte digitale, puis mesuré a 420.
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Annexe 2 : Les valeurs r de corrélation de Pearson entre les activités biologiques

Correlation A B c D E
Pearsonr CI50 DPPH | CEsg FRAP | Clss ABTS | Clsg AChE | Clsg BChE
L]

Cls0 DPPH 1.000 0.856 0.438 0.205 0.023
CEesx FRAP 0.856 1.000 0.150 -0.057 -0.282
Cleg ABTS 0.438 0.150 1.000 0408 0.224
Clea AChE 0205 -0.057 0.408 1.000 0.806
Clsg BChE 0.023 -0.282 0.224 0.306 1.000
Clgg a-Glucosidase 0.685 0.449 0.336 0.0v76 0197
Cleg Ozoyde nitrique 0.180 0210 -0.380 -0.226 -0.059
Clegs Superoxyde -0.321 -0.063 -0.283 -0.665 -0.473

Clen Blanchiment de (- Caroténe 0295 0110 0.431 0.613 0.589
Clea Antihémaolytique 0.006 -0.301 0.336 0106 0.133
Polyphénols totaux -0.406 -0.250 0127 0.203 0.086
Flavonoides totaux -0.404 -0.627 -0.362 0222 0.499
Flavonols totaux 0.371 0.280 0.739 0.158 0.057
Harmine 0.410 0454 -0.004 -0.631 -0.516
Harmaline -0.106 -0.160 0.105 0.319 0137
Quercétine dimethyl-éther -0.B615 -0.70% 0.13%9 0.071 0.058

Comelation F G H !
Pearsont Clsg G-Glucosidase| Cley Oxxyde nitrique| Clep Superoxyde | Clgg Blanchiment de - Caroténe | Clgg Antihémolytique
&

CI50 DPPH 0.685 0.180 -0.321 0.285 0.006
CEgy FRAP 0.449 0.210 -0.069 0.110 -0.301
Clep ABTS 0.336 -0.380 -0.289 0431 0.336
Cleg ACHE 0.076 -0.226 -0.665 0.613 0.106
Cleg BChE 0137 -0.059 -0.479 0.589 0.133
Clegy a-Glucosidase 1.000 0.365 -0.054 0.515 0.032
Cley Oxyde nitrique 0.365 1.000 0.373 -0.09% -0.589
Cley Superoxyde -0.054 0.373 1.000 -0.530 -0.187
Clsy Blanchiment de B- Caroténe 0.515 -0.09% -0.690 1.000 -0.138
Clgp Antihémolytique 0.032 -0.589 -0.187 -0.138 1.000
Palyphénols totaux -0.463 0.046 0.025 0.188 -0.603
Flavonoides totaux -0.041 0177 -0.223 0.026 0.807
Flavonols totaux 0.381 -0.337 -0.071 0.377 0.010
Harmine 0.133 -0.397 0.462 -0.439% 0.402
Harmaline -0.363 0.561 -0.156 0.063 -0.638
Quercétine dimethyl-éther -0.543 0.286 -0.270 0.020 -0.073
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Annexe 3 : Les valeurs r de corrélation de Pearson entre les activités biologiques et la

COmMpPOosés majeurs

Cormrelation K N o
Pearson r Palyphénals totaux: Flavonoides totaux: Flavonols totaux| Harmine Harmaline | Quercétine dimethyl-éther
g

Cl50 DPPH -0.406 -0.404 0.371 0.410 -0.106 -0.615
CEgy FRAP -0.250 -0.627 0.280 0.454 -0.160 -0.709
Clsp ABTS 0.127 -0.362 0.739 -0.004 0.104 0.139
Cleg AChE 0.203 0.222 0.158 -0.531 0.319 0.071
Clsp BChE 0.086 0.493 0.057 -0.516 0.137 0.058
Clep a-Glucosidase -0.463 -0.041 0.381 0.183 -0.363 -0.643
Clgg Crxeyde nitrique 0.046 -0.177 -0.337 -0.397 0.561 0.286
Clsp Superoxyde 0.025 -0.223 -0.071 0.462 -0.156 -0.270
Clgg Blanchiment de B- Caroténe 0.188 0.026 0.377 -0.43% 0.063 0.020
Clgp Antihémaolytique -0.603 0.507 0.010 0.402 -0.638 -0.079
Polyphénals totaux 1.000 -0.437 0.112 -0.64% 0.772 0.518
Flavonoides totaux -0.437 1.000 0.3 0.083 -0.624 -0.018
Flavonols totaux 0.112 -0.39 1.000 0.34% -0.020 -0.356
Harmine -0.64% 0.093 0.349 1.000 -0.754 -0.879
Harmaline 0.772 -0.624 -0.020 -0.754 1.000 0.751
Quercétine dimethyl-éther 0.519 -0.018 -0.356 -0.879 0.751 1.000
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