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Résumé

L’infection a Helicobacter pylori, bactérie parasitant 1’estomac humain, est ’'une des
principales causes de troubles gastriques chroniques, avec une résistance croissante aux
traitements conventionnels. Dans ce contexte, les plantes médicinales représentent une

alternative thérapeutique prometteuse.

La présente étude a pour objectif d’évaluer le potentiel thérapeutique de trois plantes
médicinales Punica granatum, Artemisia annua et Glycyrrhiza glabra, a usage traditionnel
contre H.pylori. Les activités antioxydantes et anti-inflammatoires ont été analysées in vitro,
tandis que l’activité antimicrobienne contre H. pylori a ét€ explorée in silico par docking

moléculaire, avec une estimation de la toxicité via ADMETlab 3.0.

Les résultats du criblage phytochimique ont montré la richesse des plantes en métabolites
secondaires, principalement les polyphénols, avec des teneurs variant de 310,78 a 468,91 mg
EAG/g MS. La réglisse est notable pour ses flavonoides (39,18 mg EQ/g MS), et ses tanins
condensés (46,07 mg EC/g MS), et la grenade pour ses tanins hydrolysables (476,57 mg EAT/g
MS). Les extraits é¢thanoliques et hydro-éthanoliques ont donné une bonne activité antioxydante
(CE50 de 0,0079 a 0,0677 mg/ml, grenade surpassant 1’acide ascorbique), et anti-
inflammatoire, 1’Artemisia annua affiche la meilleure performance avec un CE50 de 0,49
mg/ml, suivie de la grenade (0,9 mg/ml), équivalent au diclofénac. Ainsi que de fortes affinités

de liaison des composés bioactifs avec les cibles bactériennes.

Ces données ont permis la formulation d’un sirop phytothérapeutique proposé comme
complément alimentaire gastro protecteur. Les approches naturelles a visées thérapeutiques

contre H. pylori sont de plus en plus envisageables.

Mots clés

Plantes médicinales, complément alimentaire, Helicobacter pylori, anti-inflammatoire,
antioxydant, docking moléculaire.



Abstract

Helicobacter pylori infection, a bacterium that colonizes the human stomach, is one of the
leading causes of chronic gastric disorders, with increasing resistance to conventional

treatments. In this context, medicinal plants represent a promising therapeutic alternative.

This study aims to evaluate the therapeutic potential of three traditionally used medicinal plants
Punica granatum, Artemisia annua, and Glycyrrhiza glabra—against H. pylori. Antioxidant
and anti-inflammatory activities were analyzed in vitro, while antimicrobial activity against H.
pylori was explored in silico through molecular docking, with toxicity estimated using

ADMET]Iab 3.0.

Phytochemical screening revealed the plants' richness in secondary metabolites, primarily
polyphenols, with contents ranging from 310.78 to 468.91 mg GAE/g DW. Licorice
(Glycyrrhiza glabra) stood out for its flavonoids (39.18 mg QE/g DW) and condensed tannins
(46.07 mg CE/g DW), while pomegranate (Punica granatum) was notable for its hydrolyzable
tannins (476.57 mg TAE/g DW). Ethanolic and hydro-ethanolic extracts exhibited strong
antioxidant activity (IC50 of 0.0079 to 0.0677 mg/mL, with pomegranate surpassing ascorbic
acid) and anti-inflammatory activity, with Artemisia annua showing the best performance
(IC50 of 0.49 mg/mL), followed by pomegranate (0.9 mg/mL), comparable to diclofenac.

Additionally, bioactive compounds demonstrated strong binding affinities to bacterial targets.

These findings supported the formulation of a phytotherapeutique syrup proposed as a
gastroprotective dietary supplement. Natural therapeutic approaches against H. pylori are

increasingly viable.

Keywords: medicinal plants, dietary supplement, Helicobacter pylori, anti-inflammatory,

antioxidant, molecular docking.
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Introduction



Introduction
L’intérét croissant pour les plantes médicinales en tant qu’alternatives thérapeutiques

naturelles s’inscrit dans un contexte mondial marqué par la recrudescence des pathologies
digestives chroniques et la montée de la résistance bactérienne, notamment celle d’Helicobacter
pylori (Mégraud, 2018). Cette bactéric a Gram négatif, capable de coloniser 1’épithélium
gastrique humain, est impliquée dans la genese de troubles allant de la gastrite chronique aux
ulceres gastro-duodénaux, voire au développement du cancer gastrique (Kpossou et al., 2021).
Face aux limites des traitements conventionnels, souvent associés a des effets secondaires et a
une efficacité décroissante, la recherche de solutions complémentaires, mieux tolérées et issues

du monde végétal, s’avere indispensable.

Dans cette perspective, trois especes majeures de la pharmacopée traditionnelle ont été
choisies pour leurs vertus reconnues : Punica granatum (grenade), Artemisia annua (armoise
annuelle) et Glycyrrhiza glabra (réglisse). Chacune de ces plantes se distingue par une richesse
en métabolites secondaires bioactifs — polyphénols, flavonoides, saponines, tanins ou lactones
sesquiterpéniques — qui leur conférent des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et
antimicrobiennes démontrées. Toutefois, I’intégration de ces extraits dans des formulations
modernes requiert une validation scientifique rigoureuse, tant sur le plan de 1’efficacité que de

la sécurité d’emploi.

Le présent travail s’inscrit dans une démarche de valorisation rationnelle de ces ressources
végétales. Il vise a caractériser la composition phytochimique et a évaluer les activités
biologiques des extraits de P.granatum, A.annua et G.glabra, en mettant ’accent sur leur
potentiel antioxydant, anti-inflammatoire et anti-H. pylori. L’étude associe des approches
analytiques classiques (criblage phytochimique, dosage des composés phénoliques) a des
¢valuations biologiques in vitro et a des analyses in silico (docking moléculaire, prédiction

toxicologique via ADMETlab 3.0).

L’objectif final est de proposer une formulation synergique sous forme de complément
alimentaire, congue pour la prévention et le soutien thérapeutique des affections gastriques

liées a H. pylori.

Cette démarche intégrative, a I’interface de la pharmacognosie, de la biologie moléculaire et de
la pharmacotoxicologie, s’inscrit dans les priorités actuelles de la recherche biomédicale visant
a développer des solutions naturelles, efficaces et sires, adaptées aux enjeux de santé publique

contemporaine.
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I.1. Généralités sur les plantes médicinales

Les plantes médicinales, utilisées depuis des millénaires a travers diverses cultures, sont des
végétaux contenant des métabolites secondaires, tels que les alcaloides, flavonoides, terpénes
ou phénols, qui conferent des propriétés thérapeutiques permettant de prévenir, soulager ou
traiter des affections. Selon I’Organisation mondiale de la sant¢ (OMS, 2008), environ 80 %
de la population mondiale, principalement dans les pays en voie de développement, dépend de
ces plantes pour les soins primaires, tandis que 25 % des médicaments modernes, comme
I’aspirine (dérivée du saule) ou la morphine (issue du pavot), proviennent directement ou
indirectement de ces végétaux. Employées en médecine traditionnelle, en phytothérapie ou
comme base pour la synthése de nouveaux médicaments, les PMs se présentent sous forme
d’infusions, d’extraits standardisés, d’huiles essentielles ou de compléments alimentaires. Leur
efficacité, validée par des études scientifiques, comme celles sur I’ hypericum pour la dépression
1égere (Linde et al., 2008), dépend de la qualité des matieéres premieres, des méthodes de
préparation et des posologies. Cependant, 1’'usage des plantes médicinales et aromatiques
(PAMs) comporte des limites, notamment des risques d’interactions médicamenteuses, une
variabilité des principes actifs et des problémes de toxicité, en cas de mésusage, comme avec
la digitale pourpre (Digitalis purpurea). L’OMS (2013) recommande leur intégration dans les
systémes de santé avec une réglementation stricte, comme celle de 1’Agence européenne des
médicaments (EMA), pour garantir la sécurité et I’efficacit¢ des PAMs. Face a la demande
croissante pour des thérapies naturelles, la recherche en phytochimie et biotechnologie
s’intensifie, mais la préservation de la biodiversité et la lutte contre la surexploitation des

especes, comme le ginseng (Panax ginseng), restent des défis majeurs. (Flagg, 2020)

1.2. Utilisation en médecine traditionnelle

Les plantes médicinales constituent une ressource fondamentale dans les systémes de médecine
traditionnelle a travers le monde, valorisées pour leurs composés bioactifs aux propriétés
thérapeutiques. Leur utilisation, ancrée dans des savoirs empiriques millénaires, repose sur une
connaissance approfondie des principes actifs, de leurs mécanismes d’action et de leurs limites,

notamment en termes de toxicité ou d’interactions pharmacologiques (Rates, 2001).

Dans un contexte scientifique, 1’é¢tude de ces plantes vise a valider leur efficacité et leur
sécurité par des approches rigoureuses, incluant des analyses phytochimiques et des essais

cliniques.



Chapitre 1 Synthese bibliographique

Glycyrrhiza glabra (réglisse), utilisée en médecine ayurvédique et chinoise, contient de la
Glycyrrhizine, un triterpénoide aux propriétés anti-inflammatoires, antivirales et
immunomodulatrices. Elle est traditionnellement prescrite pour les affections respiratoires, les
ulceres gastriques et les troubles hépatiques, mais une consommation prolongée peut induire
des effets secondaires tels que I’hypertension ou I’hypokaliémie en raison de I’inhibition de la

11B-hydroxystéroide déshydrogénase.

Punica granatum (grenade), largement exploitée dans les traditions méditerranéennes et
moyen-orientales, est riche en polyphénols, notamment ’acide ellagique et les punicalagines,
qui conférent des effets antioxydants, antimicrobiens et cardioprotecteurs. Des études in vitro
et in vivo suggerent son potentiel dans la réduction de I’inflammation systémique, la prévention

des maladies cardiovasculaires et le traitement des infections bactériennes.

Artemisia annua, pilier de la pharmacopée chinoise, est reconnue pour 1’artémisinine, un
sesquiterpene lactone a activité antipaludique puissante, ciblant les souches résistantes de
Plasmodium falciparum. Ses propriétés antivirales et anticancéreuses, attribuées a la production

de radicaux libres et a I’apoptose cellulaire, font 1’objet de recherches approfondies.
I.3. Etude botanique et chimique des trois plantes médicinales étudiées

1.3.1. Punica granatum L.

1.3.1.1. Description botanique

Le grenadier (Punica granatum L) est un arbrisseau de 2 a 5 métres de hauteur, a rameaux
parfois épineux. Ses feuilles sont opposées, entieres, glabres, luisantes, caduques, sans stipules,
de forme oblongue. Les fleurs, grandes et réguliéres, sont rouge écarlate, sessiles, solitaires ou
groupées par 2-3 au sommet des rameaux. Le calice est charnu, soudé¢ a 1’ovaire, avec 5 a 7
lobes coriaces persistants. Les pétales (5 a 7) sont insérés a la gorge du calice, les étamines
nombreuses, et le style unique avec stigmate en téte. Le fruit, appelé balauste, est une baie
charnue, subglobuleuse, contractée en col, de couleur jaune rougeatre a rouge, contenant de
nombreuses graines anguleuses, pulpeuses et acidulées.

Une autre description souligne que Punica granatum est un gros buisson ou arbuste épineux au
feuillage caduc, cultivé pour ses fruits comestibles, dont la pulpe rouge cramoisie entoure les
graines, enfermées dans une peau coriace allant du jaune au rouge foncé (Hmid, 2013) (Figure

01).
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Figure 01 : Différentes parties de Punica granatum(A : Feuilles de grenade, B : Fleur de
grenade, C : Fruit de grenade (Royal Botanic Gardens, Kew, 2024)

1.3.1.2. Etymologie et nomenclature

L’étymologie du nom du grenadier révele son histoire et sa morphologie : le mot Punica dérive
du latin punicus, signifiant « de Carthage », car les anciens Romains croyaient que I’arbre était

originaire de cette région d’Afrique du Nord (Janick &Paull, 2008).

Le terme granatum, issu du latin granatus (« grenu, rempli de graines »), fait directement

référence a la richesse en arilles rouges du fruit (Mabberley, 2017).

Ainsi, Punica granatum peut se traduire par « le fruit grenu de Carthage », alliant origine

géographique et caractére morphologique.
Nom Scientifique : Punica granatum
Nom en francais : Grenadier

Nom en arabe : o)

Nom en anglais : Pomegranate

1.3.1.3. Classification

La classification systématique de Punica granatum, repose sur les travaux les plus récents de
la phylogénie moléculaire des plantes a fleurs, notamment selon le systtme APG IV
(Angiosperm Phylogeny Group IV, 2016), qui constitue une mise a jour des classifications
antérieures (APG 1, II, III).

Ce systéme, basé sur des analyses génétiques, positionne 1’espéce dans la famille des
Lythraceae, au sein de 1’ordre des Myrtales, et la rattache aux Eudicotylédones vraies

supérieures.
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* Regne : Plantae

* Clade : Angiospermes (Plantes a fleurs)

* Clade : Eudicotylédones vraies supérieures
* Ordre : Myrtales

» Famille : Lythraceae

* Genre : Punica

* Espece : Punica granatum

1.3.1.4. Composition chimique et activités biologiques du grenadier

Toutes les parties de la grenade sont riches en différents métabolites secondaires justifiant leurs

vertus thérapeutiques. (Tableau I, annexe 1)

FEUILLES D ECORCE - RACINE - FLEUR

- Sucres N | - Acide gallique

- Flavonoides - Acide ellagique

- Tannins - Punicalagine

- Ellagitanins - Ellagitanins

GRAINES ARILLE

- Acide linoléique -— Atrille - Eau

- Acide punique / - Fructose et glucose

- Acide stéarique - Composés phénoliques
Graines et flavonoides

Figure 02 : Localisation des composés polyphénoliques dans la grenade (Punica

Granatum L) (Bruno, 2016).

1.3.1.4.1. Ecorce

L'écorce de grenade est traditionnellement utilisée dans le traitement des ulcéres et de la
diarrhée (Moga et al., 2021), et sert également d'alimentation pour les animaux ruminants

(Hernandez-Corroto et al., 2020).

Diverses propriétés pharmacologiques ont été identifiées dans les écorces de grenade, telles
que des capacités antiprolifératives, anti-inflammatoires et des effets contre le cancer (Wong

et al., 2021).
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Des recherches ont ét¢ menées sur les écorces de fruits pour leur potentiel d'activités
antioxydantes contre le cancer du sein (Moga et al., 2021). En outre, on a découvert plus de 48
composés chimiques dans I'écorce de grenade, y compris des alcaloides, des anthocyanes, des
anthocyanidines, des tanins, des flavonoides, des composés phénoliques, des pro
anthocyanidines, des stérols, des terpénes et des xanthonoides. (Wang et al., 2018 ; Guerrero-

Solano et al., 2020 ; Wong et al., 2021).

1.3.1.4.2 Fleurs

Les fleurs de grenade fleurissent pendant 1'été et attirent différents oiseaux sur leurs arbres
Les utilisations traditionnelles des fleurs de grenadier comprennent le traitement des troubles

cardiovasculaires, du diabéte et la gestion de 1'obésité. (Wang et al., 2018)

Grace a leurs propriétés antimicrobiennes identifiées, les fleurs de grenadier se sont avérées
efficaces dans le traitement des bactéries courantes telles que Salmonella entteriditis et

Salmonella Kentucky qui causent des infections intestinales. (Ben Ajmia et al., 2016)

De plus, les fleurs sont riches en composants bioactifs tels que les tanins, les terpénes, les

terpénoides, les flavonoides et les huiles organiques (Ge et al., 2021)

Les tanins les plus fréquemment trouvés dans les fleurs sont les acides ellagiques, la

punicatannin C (Wong et al., 2021)

1.3.1.4.3. Feuilles

Différentes utilisations traditionnelles des feuilles de grenade ont été enregistrées et étudiées.
Ils sont utilisés pour le traitement et la gestion du cholestérol et de la perte de poids corporel

(Wang et al., 2018) et la néphropathie diabétique (Mestry et al., 2016).

Les feuilles de la plante présentent des propriétés anti-inflammatoires, anticholinestérase et
cytotoxiques (Bekiret al., 2013). De plus, des propriétés antibactériennes et antibiotiques

(Trabelsi et al., 2020).

De plus, des propriétés antidiabétiques ont également été¢ déterminées par (Mestry et al., 2016),
(Pottathil et al., 2020) et des propriétés anticancéreuses, En raison de la variété de ses effets et
propriétés, la grenade est réputée riche en alcaloides, flavonoides et tanins, ainsi qu'en variétés

de glucose (Wong et al., 2021).
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1.3.1.4.4. Graines

Parmi les usages fréquents des graines de grenade, on note la prévention des avortements

spontanés (Moga et al., 2021) et le soin des problémes urinaires (Wong et al., 2021).

D’autres caractéristiques pharmaceutiques des graines de grenade, on trouve des effets

antimicrobiens (Setiadhi et al., 2017), ainsi que des vertus anticancéreuses et antioxydantes

(Esther et al., 2020).

Les graines de grenade contiennent une multitude de composés phytochimiques, y compris des
anthocyanes, des tanins, des acides gras, des flavonoides, des ligands et divers stérols comme
certaines huiles organiques volatiles. (Juhaimi et al., 2017 ; Wang et al., 2018 ; Ko et al.,
2021 ; Moga et al., 2021 ; Wong et al., 2021).

1.3.2. Artemisia annua

1.3.2.1. Description botanique

Artemisia annua est une plante annuelle dont 1'aire de répartition native s'étend de 1'Europe de

I'Est jusqu'au Vietnam, mais qui s'est maintenant naturalisée dans une grande partie du monde.

Elle posséde une tige ligneuse unique qui atteint environ un metre de hauteur. La plante a de
plus petites branches avec des feuilles vertes qui sont divisées en trois folioles. Les fleurs
poussent en petits bourgeons avec une couche extérieure verte et les pétales intérieurs sont
généralement jaunes. Les feuilles, les bourgeons floraux et les fleurs possédent également des
trichomes glandulaires ou I’artémisinine est produite et stockée. (Lommen et al. 2006) (Figure

03).
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Figure 03 : Différents organes de I’armoise annuelle (A : Parties supérieure et
inférieure de la plante. (Vuyck, 1906), B : parties aériennes de I’armoise annuelle
(Anonyme 4)).

1.3.2.2. Etymologie et nomenclature

Le nom latin de la plante Artemisia annua, fait référence au nom de la déesse grecque de la
chasse et de la forét « Artémis » et du terme annus - en frangais "année". Une autre théorie veut

que la grande reine perse Artemisia ait autrefois donné son nom a la plante. (anonyme (1)).
Nom scientifique : Artemisia annua
Nom en frangais: Armoise annuelle
Nom en anglais : AnnualMugwort
Nom en arabe : shih hawli s>

1.3.2.3. Classification et systématique

La systématique moderne, fondée sur la phylogénie moléculaire, permet de classer précisément
les plantes médicinales comme Artemisia annua , source d'artémisinine utilisée contre le
paludisme, au sein du Domaine Biota (le niveau taxonomique le plus élevé dans la classification
moderne des étres vivants), en suivant le systtme APG IV pour sa position parmi les
angiospermes.
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Régne : Plantae

Sous-Regne : Viridaeplantae
Infra-Regne : Streptophyta John
Classe : EquisetopsidaC.

Clade : TracheophytaSinnott
Clade : Spermatophyta
Sous-Classe : MagnoliidaeNovaik
Super-Ordre : Asteranae

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae
Sous-Famille : Asteroideae
Tribu : Anthemideae
Sous-Tribu : Artemisiinae.
Genre : Artemisia L

Espece : Artemisia annua L

1.3.2.4. Composition chimique et activités biologiques de I’Armoise annuelle

L’armoise annuelle est une plante médicinale réputée pour ses propriétés pharmacologiques,

notamment contre le paludisme, et pour la diversité de ses composés bioactifs. Chaque partie

de la plante (feuilles, tiges, racines, fleurs) posseéde une composition chimique spécifique et des

activités biologiques distinctes. (Bhakuni, 2001 ; Ekiert et al., 2021) (Tableau II).
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Tableau II: Composition chimique et activités biologiques de I’armoise annuelle.

Partie de
Composition chimique Activités biologiques
la plante
- Antipaludique : Artémisinine, principe
- Artémisinine (lactone sesquiterpénique) ‘ _ ‘
. ‘ actif majeur contre le paludisme
- Acides phénoliques (caféique, férulique,
o ) (Soumaila et al., 2023)
salicylique, p-coumarique)
- Antioxydante et anti-inflammatoire :
- Flavonoides (rutine, naringine, kaempférol,
' ‘ o Acides phénoliques et flavonoides
quercétine, artemetin, casticin) ]
protégent contre le stress oxydatif et
- Coumarines
Feuilles I’inflammation (Ekiert et al., 2021)
- Huiles essentielles (camphéne, camphre, -
- Antivirale et immunostimulante : Effet
caryophyllene, B-pinéne)
antiviral et renforcement de I’immunité
- Groupes fonctionnels alcools, éthers,
S ‘ (Tachema, 2020)
chaines aliphatiques, composés aromatiques,
o . ‘ . - Anticancéreuse : Effet in vitro sur
alcénes, nitriles, amines, acides carboxyliques . )
certains cancers (sein, poumon) (Bhakuni,
(Youyou et al., 2015 ; Ekiert et al., 2021)
2001)
- Faible teneur en artémisinine - Antioxydante et antimicrobienne :
- Flavonoides, composés phénoliques, huiles | Activit¢ modérée liée aux flavonoides et
Tiges essentielles (en moindre quantité) composés phénoliques, moins étudié¢e que

Racines

- Riches en fibres, lignification avec 1’dge
(Ekiert et al., 2021)

- Trés faible teneur en artémisinine

- Composés phénoliques, polysaccharides,
traces de saponines
- Artémisinine  variable  selon les
manipulations génétiques ou les conditions de

culture (Bhakuni, 2001)

1.3.3. Glycyrrhiza glabra L.

1.3.3.1. Description botanique

les feuilles (Ekiert et al., 2021; Bhakuni,
2001)

- Immunomodulateur : Polysaccharides
favorisant la modulation de I’immunité
(Chougouo, 2020)

faible

- Antipaludique Activité

comparée aux feuilles (Bhakuni, 2001)

Selon Morton (1977), cette plante herbacée buissonnante, vivace, mesure de 1 a 2 métres de

haut.

10
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Elle se distingue par une racine cylindrique rampante, émettant des stolons de 1,5 a 1,8 métre.
Ses feuilles alternes, composées de 4 a 8 paires de folioles vert jaunatre, contrastent avec ses
fleurs pourpres ou violettes d’environ 10 mm, regroupées en grappes de 10 a 15 cm. Les fruits,

sous forme de gousses oblongues et plates de 15 a 30 mm, légerement poilues, renferment 2 a

4 graines réniformes. (Figure 04)

Figure 04 : Différents organes végétaux de la réglisse (A : Partie aérienne de réglisse, B :
Fleurs et graines de réglisse, C : Racines de réglisse, D : Fruit de réglisse)

1.3.3.2. Etymologie et nomenclature

L’étymologie du nom botanique révele ses caractéristiques. En grec, glycyrrhiza se décompose
de glycys (« doux, sucré ») et rhidza (« racine »), évoquant la saveur sucrée de la racine. Le nom
du genre, glabra, vient du latin glaber (« glabre »), en référence a la gousse lisse et sans poils

(Gaby, 1988 ; Couplan, 2000).
Nom scientifique : Glycyrrhiza glabra
Francais : La réglisse
Anglais : Licoriceroot
Arabe : Argesousse sl 3e

1.3.3.3. Classification et systématique
La réglisse (Glycyrrhiza glabra), plante médicinale utilisée depuis I'Antiquité, est reconnue
pour ses racines riches en glycyrrhizine, un composé aux propriétés anti-inflammatoires,

antivirales et sucrantes.

Utilisée dans les traditions médicales a travers le monde, elle est aujourd'hui classée avec
précision selon le systtme APG IV (2016), qui organise les plantes a fleurs selon leur

phylogénie.

11
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e Reégne : Plantes (Plantae).

e Clade : Angiospermes (Angiosperms).
e Clade : Eudicots (Eudicots).

e Clade : Rosids (Rosids).

e Clade : Eurosids I (Eurosids ).

e Ordre : Fabales.

e Famille : Fabacées (Fabaceae).

e  Sous-famille : Faboideae (Faboideae).
e Tribu : Galegeae (Galegeae).

e Genre : Glycyrrhiza (Glycyrrhiza).

e Espéce : Glycyrrhiza glabra (Glycyrrhiza glabra).

1.3.3.4. Composition chimique et activités biologiques

La plante Glycyrrhiza glabra, communément appelée réglisse, se caractérise par une
composition chimique riche en composés bioactifs, notamment dans ses racines, offrant de

nombreuses vertus biologiques aux applications thérapeutiques variées.

Ainsi, chaque partie de Glycyrrhiza glabra contribue a ses vertus médicinales, avec une
concentration et un profil chimique spécifiques. Les racines sont la partie la plus riche en
composés actifs et la plus utilisée en phytothérapie, tandis que les feuilles sont une source

importante d’huiles essentielles aux propriétés antimicrobiennes (Tableau III).

12
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Tableau III : Composition chimique et activités biologiques de la réglisse.

Partie de la plante Composition chimique | Activités biologiques principales
principale

Racines Glycyrrhizine, acide | Anti-inflammatoire,  anti-ulcéreux,
glycyrrhizique, flavonoides, | hépatoprotecteur, immunostimulant,
polysaccharides, = coumarines, | antioxydant, neuroprotecteur,
sucres (Dilekh et al., 2019) cestrogénique (Sharma et al., 2013 ;

Dilekh et al., 2019)

Tiges Saponines, flavonoides, | Anti-inflammatoire, soutien général
polysaccharides, huiles | des propriétés de la plante (Fenghour
essentielles (moins concentrées) | et al.,(2010) ; Dilekh et al., (2019))
(Fenghour et a/.(2010) ; Dilekh
et al., (2019))

Feuilles Huiles essentielles | Antibactérienne, antifongique, anti-
(méthacrylonitrile, acide | inflammatoire, antioxydante.
benzoique, linalool, anéthole, | (Hammadou, 2019)
estragole, eugénol).
(Hammadou, 2019)

Fleurs et graines Flavonoides, huiles essentielles. | Aromatiques, propriétés
(Belabbas, 2021). antimicrobiennes potentielles.

(Belabbas, 2021).

L.4. Rappels sur les compléments alimentaires

Les compléments alimentaires sont des denrées alimentaires destinées a compléter le régime

alimentaire normal en apportant des nutriments ou d'autres substances ayant un effet

nutritionnel ou physiologique, sous des formes dosées comme gélules, comprimés ou poudres

ou méme des sirops (Rezak, 2023).

Leur intérét principal est de compenser des carences, maintenir 1'équilibre nutritionnel et

améliorer la santé générale (anonyme (3), 2025).

13
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Les compléments alimentaires a base de plantes utilisent les propriétés naturelles des végétaux,
riches en molécules actives, vitamines et minéraux, pour soutenir 1'organisme et favoriser le
bien-étre. Certaines plantes sont utilisées pour la digestion (fenouil, menthe poivrée), ou la

vitalité¢ (ginseng, gingembre) (anonyme (2), 2023).

Concernant leur efficacité, 1'Autorité européenne de sécurité¢ des aliments (EFSA) évalue
rigoureusement les ingrédients des compléments alimentaires, demandant des preuves cliniques
solides pour valider leurs effets bénéfiques. Pour les plantes, 1'évaluation est en cours, mais des
preuves traditionnelles et scientifiques sont prises en compte par 'Agence européenne des

médicaments (EMA).
L.5. Généralités sur le germe « Helicobacter pylori »

L.5.1. Morphologie

Helicobacter pylori est une bactérie spiralée et incurvée, présentant un aspect de batonnet

d'environ 0,5 um de large et 3 a 5 um de long.

Cette entité possede une structure ultra micrographique spécifique a une bactérie Gram négatif.
Sur les échantillons de tissus et les frottis de biopsie colorés au Gram, la bactérie est
généralement pergue comme étant plus petite et plus courbée que les organismes cultivés, qui

eux sont plus longs et moins en spirale (Figure 05).

Dans les cultures plus anciennes, les cellules s'assemblent en sphéres, créent des structures en
forme de U et perdent leurs cylindres cytoplasmiques ainsi que leur membrane. (Windsor

&O’Rourke, 2000).

FLAGELLA

HELICOBACTER

PYLORI
ADHESINS

Figure 05 : Structure d'Helicobacter pylori (Anonyme (5), 2023)
14
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1.5.2. Classification LPSN

D'apres la Liste des noms de procaryotes ayant une position établie en nomenclature (LPSN),
Helicobacter pylori est une bactérie a Gram négatif de la famille des Helicobacteraceae,
largement étudiée pour son implication dans les maladies gastro-intestinales. (Marshall et al.,

1985 ; Goodwin et al. 1989)

e Domaine Bacteria

e Division Pseudomonadota

e C(lasse Epsilonproteobacteria
e Ordre Campylobacterales

e Famille Helicobacteraceae

e Genre Helicobacter

e [Espece Helicobacter pylori

1.5.3. Mode de transmission :

Le mécanisme précis de transmission d'Helicobacter Pylori reste mal compris, toutes les
suppositions étant encore en cours d'examen (selles, salive, eau...) le modéle de transmission le
plus probable semble étre celui d'une propagation directement interhumaine de nature oro-orale

ou féco-orale.

La transmission oro-orale pourrait se produire via la salive, sans qu'il soit clairement établi si
la bouche constitue un véritable réservoir (salive) ou simplement un lieu de passage temporaire
(régurgitation du contenu gastrique, vomi). Il est effectivement probable que le mode de
transmission soit féco-oral, comme l'indiquent les résultats d'une amplification génique
démontrant l'existence d'une excrétion fécale de bactéries viables (Khalifa et al., 2010 ; Zagari

et al., 2018 ; Duan et al., 2024).

Dans les pays en développement, la transmission par voie hydrique semble également
essentielle.H. pylori présente un éventail d'hotes limité et se retrouve principalement chez
I'Homme et certains primates. Il est rare d'avoir isolé H. pylori chez des animaux de
compagnie ; par conséquent, la présence d'animaux domestiques peut représenter un risque

d'infection a H. pylori. (Brown et al., 2001 ; Dore et al., 2001 ; Lu, 2005 ; Leclerc, 2006).
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1.5.4. Diagnostique et Traitements

La détection d’Helicobacter pylori repose sur des tests invasifs, utilisant des prélévements
gastriques pour I’histologie ou la culture, et des tests non invasifs, basés sur des échantillons
périphériques comme le sang, I’haleine, les selles, ’'urine ou la salive, pour identifier des
anticorps, antigénes ou 1’activité uréase. (Shakir et al., 2023) Chaque méthode présente des

avantages et limites spécifiques.

Concernant le traitement, bien que H. pylori soit sensible a de nombreux antibiotiques in vitro,
aucun n’est efficace en monothérapie in vivo en raison de sa localisation dans un mucus
visqueux. La clarithromycine, administrée deux fois par jour pendant 10 a 14 jours, atteint un
taux d’éradication de 40 %, mais reste insuffisante seule. Les bithérapies, combinant un
antibiotique a un composé de bismuth ou un autre antibiotique, sont encore utilisées dans
certains pays, mais les trithérapies, associant deux antibiotiques a un composé de bismuth, sont
privilégiées.

Les antibiotiques comme la tétracycline, I’amoxicilline, les imidazoles et les macrolides sont
couramment employés, bien que la furazolidone soit mal tolérée et que des antibiotiques comme
la ciprofloxacine ou les fluoroquinolones ne dépassent pas 90 a 95 % d’éradication. L action

précise des composés de bismuth, efficaces in vivo et in vitro, reste méconnue (Kusters et al.,

2006 ; Sun et al., 2025).

1.5.5. Mode d’action des plantes médicinales testées sur H.pylori

1.5.5.1. Glycyrrhiza glabra
La racine de réglisse (Glycyrrhiza glabra) exerce une activité anti-H. pylori via la

glycyrrhizine, I’acide glycyrrhétique (GA), les flavonoides et 1’extrait GutGard.

La glycyrrhizine induit 1’autophagie dans les cellules gastriques (100-200 uM), augmentant les
marqueurs LC3B-11 et LAMP1 (1,5-1,65 fois), inhibant la croissance intracellulaire de H. pylori
(réduction de 2,08-2,7 fois) et réduisant I’inflammation (ROS, IL-8, IL-6) et HMGBI1 (Khan
et al, 2023). L’acide glycyrrhétique agit bactéricidement sur les souches extracellulaires, y
compris résistantes (CMI50/90 50/100 mg/L), en perturbant I’arylamine N-acétyltransférase
(Krausse, 2004). Les flavonoides (glabridine, licochalcone A) inhibent les membranes et

enzymes bactériennes (CMI 3,13 pg/mL) (Fukai et al, 2002).
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GutGard inhibe la synthése protéique (45-50 %), la DNA gyrase et la dihydrofolate réductase
(Asha et al., 2012). Ces composés offrent un potentiel contre les souches résistantes, mais des

études in vivo sont nécessaires.

1.5.5.2. Punica granatum

D’apres Mayyas et al. (2021), I’extrait d’écorce de grenade, inhibe H. pylori via une action
bactéricide (CMI 0,163 mg/mL, zone d’inhibition 32,53 mm) grace aux composés phénoliques
(acide gallique, catéchines) qui perturbent la membrane et le métabolisme bactérien. Il inhibe
I’uréase (CI50 6,3 mg/mL), rendant la bactérie sensible a I’acidité gastrique, et agit en synergie
avec le métronidazole (FIC 0,313), réduisant sa CMI. L’extrait de 1’écores de grenade limite
I’adhésion bactérienne et réduit 1’inflammation et la chronicité de 1’infection (84,6 % a 23 %)
grace a ses propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires. Il est prometteur en combinaison

avec des antibiotiques.

1.5.5.3. Artemisia annua
L’artémisone, dérivé de I’artémisinine, inhibe H. pylori (CMI50/90 0,25/0,5 mg/L), tuant les
souches, y compris les plus résistantes, en 48 h via la génération de radicaux libres (rupture de

la liaison endo peroxyde).

Stable en milieu acide, I’artémisone montre une synergie avec I’amoxicilline (60 %), la
clarithromycine (40 %) et le métronidazole (20 %), en augmentant la perméabilité bactérienne.
La dihydroartémisinine réduit la charge intracellulaire (1 logl0 a 2x CMI), mais D’activité
intracellulaire reste limitée. L’artémisone est un candidat prometteur, notamment en

combinaison, mais nécessite des études supplémentaires (Sisto et al., 2016).
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Dans le cadre de cette étude, nous avons mené une analyse approfondie des activités
biologiques de trois plantes médicinales : Glycyrrhiza glabra, Punica granatum et Artemisia

annua, sélectionnées pour leurs potentiels bioactifs.

Ces investigations ont inclus un criblage phytochimique pour identifier les métabolites
secondaires, le dosage des flavonoides, des tanins condensés, des polyphénols, ainsi que
I’évaluation de leurs activités antioxydante, anti-inflammatoire (/n vitro) et antibactérienne
spécifique contre Helicobacter pylori par le docking moléculaire (In silico). Une évaluation
de la toxicité (In silico) a également été réalisée afin de valider la sécurité des composés
chimiques des trois plantes. La formulation d’un sirop a nécessité, cependant, I’intégration du

Costus indien (Saussurea costus) aux trois drogues végétales.

L’objectif principal de ce travail vise a développer un complément alimentaire présentant un

potentiel thérapeutique contre les infections gastriques liées a H. pylori.

IL.1. Lieu et durée du stage

Cette étude prospective a duré 5 mois : de janvier a juillet 2025 et a été menée dans les

structures scientifiques suivantes :

"Orpin Center", un centre de recherche et développement et de bien-&tre situé¢ a Bab -
Sebt, Blida

- Laboratoire de PFE n°107 a I’Université Saad Dahleb Blida 1, faculté de SNV

- Laboratoire de développement et de controle des préparations pharmaceutiques
hospitaliéres. Service de chimie analytique ; Département de pharmacie, Facult¢ de

Meédecine, Université Badji Mokhtar- Annaba.
I1.2. Matériel

I1.2.1 Matériel végétal

Les fruits matures de Punica granatum ont été récoltés localement en septembre 2024 dans une

zone rurale de Blida (Algérie),

En revanche, les racines séches de Glycyrrhiza glabra ont été achetées en février 2025 a Médéa

(Algérie) dans une herboristerie.

Quant a I’espece Artemisia annua, elle a été récoltée en juillet 2024, au niveau de la pépinicre
du centre Orpin a douaouda (zeralda, Algérie) et récupérée sous forme de parties aériennes

séchées.
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Les écorces, les racines ainsi que les parties aériennes séchées ont été conservées dans des fiits
en fibre spéciale pour le stockage des maticres premicres dans un endroit sec a labrit de la

lumiere et 'humidité. (Figure 06)

Figure 06 : Forme des drogues végétales utilisées (Originale, 2025) (A :
écorce de grenade, B : racine de réglisse, C : feuilles de I'armoise)

I1.2.2. Matériel non biologique
L’ensemble des réactifs, verrerie et appareillage utilisés dans la partie expérimentale sont
consignés dans (Tableau IV, annexe)

11.3 Méthodes

I1.3.1. Préparation de la drogue végétale

Les racines de réglisse et les parties aériennes de I’armoise annuelle (tiges et feuilles) fournies

sous forme séchées ont été broyées en fine poudre puis tamisées.

Cependant, les écorces de grenade (Figure 07, annexe 2), ont été soigneusement nettoyées et
découpées en petits morceaux puis séchées dans un séchoir a plateaux a circulation d’air chaud

(T® :35) pendant 15min.

Apres séchage, les morceaux de 1’écorce de grenade ont été broyés a I’aide d’un broyeur
mécanique (Pulverisette, Fritsch, Allemagne) et tamisés dans un tamis ayant un diametre de
500 um. Et puis le broyat obtenu a été¢ conservé dans des boites en plastique a température

ambiante dans un endroit sec a I’abri de I'humidité et de la lumiére jusqu'a utilisation.

11.3.2. Préparation des extraits végétaux

11.3.2.1 Extrait dePunica granatum

L’extraction des composés phénoliques a été effectuée par le biais de la technique de macération

(Hadrichet al., 2014).
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Une masse de 5 g de matiére végétale seche (I’écorce de grenade) sous forme de poudre a été
macérée dans 62,5ml d'éthanol pur. Aprés une agitation de 24h a température ambiante et a

’obscurité, une filtration a été faite sur papier filtre.

Le filtrat obtenu a été débarrassé de son solvant par évaporation a 50°C dans une étuve, afin
d’obtenir un extrait sec. Ce dernier a ¢été conservé a -20°C pour les éventuelles

expérimentations.

11.3.2.2 Extrait d’Artemisia annua

20g de poudre d’armoise annuelle sont combinés avec un mélange d'éthanol et d'eau (70/30,

v/v), sous agitation pendant 48 heures a température ambiante.

Par la suite, le macérat a été soumis a une filtration basique pour séparer la phase liquide des
résidus solides. Nous avons concentré cette phase liquide en utilisant un évaporateur rotatif a
45 °C sous vide, puis nous avons séché l'extrait concentré dans une étuve a la méme température
pendant trois jours, afin d'obtenir le produit final sous forme d'extrait sec. Cette méthode permet
d'extraire les principes actifs tout en réduisant leur dégradation due a la chaleur. (Chougouo et

al., 2023).

11.3.2.3 Extrait de Glycyrrhiza glabra

Une quantité de 4 g de poudre de réglisse (Glycyrrhiza glabra) a été pesée avec précision, puis
mise en contact avec un mélange hydro-éthanolique préparé a raison de 100 mL d’éthanol et
100 ml d’eau distillée, soit un rapport 50 :50, pour un volume total de 200 mL. L’extraction a
¢été réalisée a température ambiante sous agitation continue pendant 4 heures afin de permettre
une bonne diffusion des composés bioactifs. A ’issue de cette étape, la solution obtenue a été
filtrée afin de séparer le résidu végétal de ’extrait liquide. Le filtrat a ensuite été concentré a
I’aide d’un évaporateur rotatif pour éliminer le solvant et récupérer 1’extrait brut de réglisse

(Tian et al., 2008)

11.4. Calcul du rendement d’extraction

Le poids en extraits sec a été calculé par la différence entre le poids du ballon plein (apres

¢limination du solvant) et le poids du ballon vide.
Le rendement de 1’extraction est exprimé en pourcentage.

Il est calculé par la formule suivante : R% = (PF/PI) x100
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Ou:

R : le rendement en pourcentage.

PF : le poids de I’extrait sec en g.

PI : le poids de la poudre mise a I’extraction en g. (Lehout et Laib, 2015)

IL.5. Criblage phytochimique

Le criblage phytochimique a été réalisé au Laboratoire d’analyse n°107 a I’Université
Saad Dahleb Blida 1, Faculté SNV

Afin de détecter divers métabolites secondaires présents dans les extraits éthanoliques et
hydro-éthanoliques de Glycyrrhiza glabra, Punica granatum, et Artemisia annua, plusieurs

tests de criblage phytochimique ont été réalisés d’aprés le protocole de (Bruneton, 1993).

I1.5.1. Détection des quinones libres

Pour l'identification des quinones libres, 0,1 ml d'hydroxyde de sodium (NaOH) a 1 % a été
ajouté a 2 ml d'extraits. Un virage au rouge du mélange obtenu a confirmé la présence de

quinones libres.

I1.5.2. Détection des terpénoides

Le test de Salkowski a été utilisé pour détecter les terpénoides dans les extraits. A 2 ml d'extrait,
2 ml de chloroforme et 3 ml d'acide sulfurique concentré (H2SO4) ont été ajoutés. La formation
de deux phases distinctes, de couleur brune a l'interface, a indiqué un résultat positif pour les

terpénoides.

I1.5.3. Détection de la saponine

Pour tester la présence de saponines, 5 ml d'extrait de chaque plante ont été agités
vigoureusement pendant 15 secondes. La présence d'une mousse persistante pendant au moins

20 minutes a confirmé la présence de saponines.

I1.5.4. Détection des glycosides cardiaques

Les glycosides cardiaques ont été détectés en ajoutant 2 ml de chloroforme et 2 ml d'acide
sulfurique concentré (H2SO4) a 2 ml d'extrait de chaque plante, puis en agitant. La formation
d'une couche brun rougeatre foncé dans le mélange indiquait la présence de glycosides

cardiaques.

20



Chapitre 11 Matériel et Méthodes

I1.6. Dosage des composés phénoliques

Le dosage a été réalisé au Laboratoire de développement et de contrdle des préparations
pharmaceutiques hospitalieres. Service de chimie analytique ; Département de pharmacie,

Faculté de Médecine, Université Badji Mokhtar- Annaba.

I1.6.1. Dosage des flavonoides

Les flavonoides, des composés poly phénoliques présents dans de nombreux végétaux,
possédent des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et cardioprotectrices, ce qui les

rend d’un intérét particulier dans les industries pharmaceutique et nutraceutique.

Principe Le dosage des flavonoides totaux dans les extraits végétaux a été réalisé selon une
méthode colorimétrique reposant sur la complexation du trichlorure d’aluminium (AICls) avec
les groupes hydroxyles des flavonoides, formant un complexe jaune dont I’intensité est

mesurable par spectrophotométrie.

Une solution de trichlorure d’aluminium a 10 % a été obtenue en dissolvant 10 g d’AlCls dans
100 ml de méthanol. En parall¢le, ’acétate de sodium (CH3:COONa) a été mis en solution en
dissolvant 0,984 g de sel dans 100 ml d’eau distillée. Une solution standard de quercétine a été
préparée dans les mémes conditions expérimentales afin de tracer une courbe d’étalonnage
servant de référence (Les résultats sont exprimés en équivalents de quercétine (EQ)) (Figure

08, Annexe 02).

Les extraits végétaux ont été testés a cinq concentrations différentes par dilution
méthanoique : 1/50, 1/25, 1/20, 1/10 et 1/5, correspondant respectivement a I’ajout de 20 pl, 40
pl, 50 pl, 100 pl et 200 pl d’extrait, complétés par 980 pl, 960 pl, 950 ul, 900 ul et 800 pl de
méthanol, pour un volume final de 1 ml. A chaque solution diluée, 0,5 ml de la solution d’AlCls

et 0,5 ml de celle de CHs:COONa ont été incorporés. (Tableau V).

Tableau V : préparation des solutions diluées pour le dosage des flavonoides

Concentration 1/50 1/25 1/20 1/10 1/5
V ul (méthanol) | 980 960 950 900 800
V ul (extrait) 20 40 50 100 200
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Un blanc réactionnel a été également mis en place, constitu¢ de 1 ml de méthanol, 0,5 ml
d’AlICl; et 0,5 ml de CHsCOONa, sans extrait, afin de servir de référence lors des mesures
spectrophotométriques. Tous les tubes ont été incubés pendant 30 minutes a température
ambiante, a I’abri de la lumicre, pour permettre le développement du complexe flavonoide-
AICls. Apres incubation, 1’absorbance a ét¢é mesurée a 1’aide d’un spectrophotomeétre a une
longueur d’onde de 415 nm. Cette absorbance a permis de déterminer la teneur en flavonoides

totaux par comparaison avec la courbe d’étalonnage obtenue a partir de la quercétine.

11.6.2. Dosage des tanins condensés

Les tanins condensés, sont des composés phénoliques complexes et leur dosage est
généralement réalisé par des méthodes colorimétriques, comme celle basée sur la réaction avec

la vanilline en milieu acide.

Principe : La méthode de dosage des tanins condensés repose sur la réaction colorimétrique
entre la vanilline et les unités flavan-3-ols présentes dans ces tanins, en présence d’acide
chlorhydrique (HCI). Cette réaction forme un complexe coloré rouge, dont I’intensité peut étre
mesurée par spectrophotométrie. Pour la réalisation de ce dosage, une solution de vanilline a
1 % a été préparée en la dissolvant dans du méthanol. De méme, une solution d’acide
chlorhydrique a 8 % a été dilué, également dans le méthanol. Une solution mere de catéchine
(1 mg/ml dans le méthanol) a été préparée pour servir de standard, et des dilutions de cette

solution standard ont été réalisées pour établir une courbe d’étalonnage (Figure 09, annexe 2).

L’extrait végétal a été dilué¢ selon huit concentrations différentes : 1/50, 1/40, 1/25, 1/20, 1/10,
1/5, 1/4 et 1/2. Pour chaque dilution, un volume spécifique de la solution mére (entre 20 pl et
500 pl) a été complété par du méthanol (entre 980 pl et 500 pl) afin d’obtenir un volume total
constant. Un blanc réactionnel a également été préparé, contenant uniquement le méthanol et
les réactifs, sans extrait, pour servir de référence. Ensuite, a chaque tube de dilution (et au
blanc), ont été ajoutés successivement 2,5 ml de la solution de vanilline a 1 %, puis 2,5 ml de

la solution de HCI a 8 % (Tableau VI).

Tableau VI : Préparation des solutions diluées pour le dosage des tanins condensés

Dilution 1/50 1/40 1/25 1/20 1/10 1/5 /4 |12
V ul (méthanol) 980 975 960 950 900 800 750 | 500
V ul (S. mere) 20 25 40 50 100 200 250 | 500
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Les mélanges ont été incubés pendant 20 minutes dans un bain-marie a 30 °C, a I’abri de la

lumiére directe, afin de permettre la formation optimale du complexe coloré.

Enfin, la lecture de I’absorbance a ét¢ effectuée a 500 nm a 1’aide d’un spectrophotométre, ce
qui a permis de quantifier les tanins condensés par extrapolation a partir de la courbe standard

(Figure 09) établie avec la catéchine.

11.6.3. Dosage des polyphénols

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitu¢ par un mélange d'acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PMO012040). I est réduit, lors de I'oxydation
des phénols, en un mélange d'oxydes bleus de tungsténe et de molybdeéne. La coloration
produite, dont 1'absorption maximale est comprise entre 725 et 750 nm est proportionnelle a la

quantité de polyphénols présents dans les extraits testés.

Principe : Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé par la méthode de Folin—Ciocalteu,
qui repose sur une réaction d’oxydoréduction entre les polyphénols présents dans 1’échantillon
et le réactif de Folin—Ciocalteu (RFC). Cette réaction produit un complexe coloré bleu, dont
I’intensité est proportionnelle a la concentration en composés phénoliques, mesurable par
spectrophotométrie. Pour la mise en ceuvre de cette méthode, une solution de carbonate de
sodium (Na2COs) a 7,5 % a été préparée en dissolvant 7,5 g de Na.COs dans 100 ml d’eau
distillée. Le réactif de Folin—Ciocalteu a été utilisé sous forme diluée (1/10), en mélangeant 5
ml de RFC avec 45 ml d’eau distillée. Une solution standard d’acide gallique a été préparée
dans du méthanol a une concentration de 0,2 mg/ml, afin d’établir une courbe d’étalonnage

servant de contrdle positif (Figure 10, annexe 2).

Les extraits ont été dilués selon différentes concentrations en préparant une série de mélanges
avec des volumes croissants de la solution mére (S. meére) d’extrait (de 25 a 200 pl), complétés
avec du méthanol (de 175 a 0 pl) pour un volume final constant de 200 pl. Ensuite, pour chaque
échantillon dilué, 1 ml du RFC dilué a été ajouté et le mélange a été laissé au repos pendant 5
minutes. Par la suite, 800 pul de la solution de Na-COs a 7,5 % ont été ajoutés a chaque tube. Le
mélange final a été incubé pendant 30 minutes a température ambiante, a I’abri de la lumicre,

pour permettre le développement complet de la coloration (Tableau VII).
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Tableau VII : Préparation des solutions diluées pour le dosage des polyphénols

V(méthanol) | 200 175 150 125 100 75 150 25 |0
ul
V(S.mére) ul | 0 25 50 75 100 125 | 150 | 175 | 200

Un blanc réactionnel a été préparé pour corriger I’absorbance due uniquement au RFC et au
méthanol, sans présence d’extrait végétal. Ce blanc contenait 1 ml de RFC et 200 pl de
méthanol, laissé au repos pendant 5 minutes, puis complété avec 800 pul de Na.COs. 11 a été
incubé dans les mémes conditions que les échantillons. La lecture des échantillons a été réalisée
par spectrophotométrie, en comparant les absorbances a la courbe d’étalonnage construite a

partir des différentes concentrations d’acide gallique.

I1.6.4. Dosage des tanins hydrolysable

Les tanins hydrolysables, sont largement présents dans les plantes et jouent un role clé dans
leurs propriétés antioxydantes. Leur quantification est essentielle pour évaluer leur activité
biologique et leur teneur dans les extraits naturels. La méthode utilisant 1'iodate de potassium
(KIO:s) est basée sur 'oxydation spécifique des groupes galloyles. L'acide tannique, un tanin
hydrolysable standard, est utilisé pour établir la courbe d'étalonnage.

Principe : Le dosage des tanins hydrolysables repose sur la réaction entre les groupes
galloyles des tanins et le KIOs, qui produit une coloration mesurable par spectrophotométrie,
dont I’intensité est proportionnelle a la concentration en tanins. Pour la mise en ceuvre de cette
méthode, une solution de KI1Os a 2,5 % a été préparée en dissolvant 2,5 g de KIOs dans 100
ml d’eau distillée. Une série de dilutions de I’extrait a été réalisée dans du méthanol, pour un
volume final constant (Tableau XIII, annexe 2). Pour chaque échantillon dilué, 2,5 ml de la
solution de KIOs ont été incubés a 30 °C pendant 7 minutes. Ensuite, 0,5 ml de ’extrait dilué
a été ajouté, le mélange a été agité et incubé a 30 °C pendant 2 minutes supplémentaires. Un
blanc a été préparé en incubant 2,5 ml de KIOs a 30 °C pendant 7 minutes, suivi de I’ajout de
0,5 ml de méthanol. Les résultats sont exprimés en équivalents d’acide tannique (ETA). La
courbe d’étalonnage de I’acide tannique montre une réponse linéaire entre 1’absorbance et la
concentration dans la plage de 10 a 100 ug/mL, avec un coefficient de corrélation supérieur a
0,99.

I1.7. Evaluation des activités biologiques

11.7.1. Evaluation de I'activité anti inflammatoire In Vitro

L'activité¢ anti-inflammatoire in vitro de l'extrait éthanolique des plantes étudiées, en
comparaison avec celle du Diclofénac sodique est estimée par le calcul des pourcentages

d'inhibition de la dénaturation des protéines.
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Principe : L’évaluation de ’activité¢ anti-inflammatoire in vifro de I’extrait a été réalisée a
I’aide du test de dénaturation de 1’albumine. L’extrait végétal a été préparé par macération
¢thanolique et hydro-éthanolique, suivi d’une récupération du résidu par dissolution dans de
I’eau distillée, a une concentration finale de 10 mg/ml. De méme, une solution standard de
diclofénac sodique a été préparée dans I’eau distillée a la méme concentration de 10 mg/ml,

afin de servir de référence positive.

Des dilutions successives de I’extrait éthanolique ont été préparées dans de 1’eau purifiée, en
mélangeant des volumes croissants de solution mére (de 100 a 2000 pl) avec des volumes
décroissants d’eau purifiée (de 1900 a 0 pl) pour un volume final constant de 2 ml. Chaque
dilution a été testée dans des tubes réactionnels contenant 2 ml de ’extrait dilué, 2,8 ml de
tampon phosphate (pH 6,4), et 200 pl d’albumine sérique bovine. Pour le t¢émoin négatif, 2 ml
d’eau distillée ont été utilisés a la place de I’extrait, avec les mémes volumes de tampon et

d’albumine (Tableau VIII).

Tableau VIII : Les dilutions de I’extrait pour 1’évaluation de I’activité anti-inflammatoire

V(EP) ul | 1900 1800 1600 1200 1000 0
V(S mere) | 100 200 400 800 1000 2000
pl

Le diclofénac, en tant que controle positif, a été testé de la méme maniere : 2 ml de la solution
de diclofénac, mélangés a 2,8 ml de tampon pH 6,4 et 200 ul d’albumine. Un témoin du
diclofénac a été également préparé avec 2 ml d’eau, 2,8 ml de tampon et 200 pl d’albumine,

afin de vérifier 1’effet isolé du tampon et du solvant.

Tous les tubes ont été incubés dans un bain-marie a 37 °C pendant 15 minutes, pour simuler la
température physiologique, puis chauffés a 72 °C pendant 10 minutes afin d’induire la
dénaturation thermique des protéines. L’activité anti-inflammatoire est évaluée par la capacité
des échantillons a inhiber la dénaturation de I’albumine, ce qui peut ensuite étre mesuré par

lecture spectrophotométrique.

I1.7.2. Evaluation de Iactivité antioxydante

Le radical DPPH (2,2 diphényles 1-picryl hydrazyl) est largement utilisé pour I'évaluation de
l'activité antioxydante des molécules biologiques, c'est un radical synthétique organique stable,

qui peut étre réduit en présence des antioxydants par transfert d'électron ou de proton.
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Ainsi, la coloration violette typique du DPPH se dissipe et I 'intensité de la réaction dépendra

du potentiel antioxydant des substances testées.

Principe : L’¢évaluation de ’activité antioxydante des extraits végétaux a ¢€té réalisée par la
méthode du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle), une méthode
spectrophotométrique couramment utilisée pour mesurer la capacité de piégeage des radicaux
libres. Tout d’abord, une solution mére de I’extrait végétal a été préparée a la concentration
souhaitée dans le méthanol. Le réactif DPPH a été préparé en dissolvant 0,04 g de DPPH dans
1 litre de méthanol, de maniére a obtenir une solution violette ayant une absorbance initiale
d’environ 1,2 a 515 nm. Une courbe d’étalonnage a également été établie a 1’aide d’acide

ascorbique, utilis¢ comme antioxydant de référence (Figure 35, annexe 2).

Des dilutions successives de 1’extrait ont ensuite été préparées en mélangeant des volumes
croissants de solution mere (de 100 a 1000 pl) avec des volumes décroissants de méthanol (de

900 a 0 pl) afin d’obtenir un volume total constant de 1 ml.

Pour chaque dilution, 100 pl de I’extrait dilué ont été ajoutés a 1,9 ml de la solution de DPPH.
Un témoin négatif a été préparé dans les mémes conditions, en ajoutant 100 pl de méthanol pur

a 1,9 ml de DPPH, afin de corriger I’absorbance de référence (Tableau IX).

Tableau IX: Les dilutions de I’extrait pour I’évaluation de I’activité antioxydante

V(méthanol | 900 [ 800 [ 700 [600 [500 [400 [300 |200 [100 |0
) ul

V(Sol 100 | 200 300 400 500 600 700 800 900 | 1000

mere) pl

L’ensemble des tubes a été incubé a température ambiante pendant une durée comprise entre
60 et 120 minutes, a 1’abri de la lumicre afin d’éviter toute dégradation du réactif. Apres
incubation, I’absorbance a ét¢é mesurée a 515 nm a 1’aide d’un spectrophotomeétre, et le
pourcentage d’inhibition du DPPH a été calculé pour chaque concentration d’extrait, en
comparaison avec le témoin. L’activité antioxydante est ainsi exprimée en pourcentage
d’inhibition ou en CEso (concentration efficace a 50 %), en référence a la courbe standard de

I’acide ascorbique.
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Dans le cadre de cette étude, les plantes médicinales initialement étudiées pour leurs propriétés
thérapeutiques ont été complétées par 1’ajout de Saussurea costus (costus), en raison de ses
composés bioactifs reconnus, notamment les sesquiterpenes lactones et les huiles essentielles,

aux effets anti-inflammatoires, antimicrobiens et antioxydants (Pandey et al., 2007).

I1.7.3. Evaluation de effet antibactérien in vitro des extraits
L’objectif de cette étude est d’évaluer 1’activité antibactérienne des extraits des drogues végétal
contre deux bactéries mod¢les, Staphylococcus aureus (Gram positif) et Escherichia coli (Gram

négatif).

La gélose Mueller-Hinton a été choisie comme milieu de culture de référence, en raison de sa
composition standardisée et de sa recommandation pour les tests de sensibilité aux
antibiotiques. Elle a été préparée en dissolvant 38 g de poudre commerciale dans un litre d’eau

distillée, suivie d’une stérilisation par autoclavage ou €bullition.

Le milieu a ensuite été versé¢ dans des boites de Pétri stériles (environ 20 ml/boite), laissé a
solidifier pendant 30 minutes a température ambiante, puis conservé au réfrigérateur jusqu’a

utilisation.

Les extraits de plantes (grenade, armoise, réglisse) ont été dilués dans de I’eau distillée stérile
afin d’obtenir des concentrations finales de 100, 75, 50 et 25 mg/ml. Chaque concentration a
été appliquée sur des disques de papier stériles, a raison de 20 pL par disque, puis les disques

ont ¢été laissés a sécher dans des conditions aseptiques.

Les suspensions bactériennes ont été¢ préparées a partir de cultures pures agées de 24 heures.
A I’aide d’un écouvillon stérile, une colonie de chaque souche a été suspendue dans 5 ml d’eau
physiologique stérile (NaCl 0,9 %), homogénéisée a 1’aide d’un vortex, puis ajustée a une

turbidité équivalente a 0,5 McFarland (environ 1,5 x 108 UFC/mL).

Le test de diffusion sur gélose (méthode des disques) a ensuite été réalisé. La surface des boites
de gélose a été ensemencée uniformément avec chaque suspension bactérienne. Quatre disques
imprégnés des différentes concentrations d’extrait ont ét¢ disposés sur chaque boite. Un disque
de controle positif contenant un antibiotique de référence (ampicilline ou ciprofloxacine) a été

ajouté, ainsi qu’un disque de contrdle négatif imbibé uniquement d’eau distillée.
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Les boites ensemencées ont été incubées a 37 °C pendant 24 heures. Aprés incubation, les
diamétres des zones d’inhibition autour de chaque disque ont été mesurés en millimétres a
I’aide d’une regle stérile ou d’un pied a coulisse. Ces mesures ont permis de quantifier 1’effet

antibactérien de chaque extrait a différentes concentrations.

I1.8. Etude in silico : Docking moléculaire

I1.8.1. Préparation des ligands et des structures protéiques de Helicobacter pylori

I1.8.1.1. Téléchargement des structures chimiques :

La préparation des ligands issus de plantes médicinales a été réalisée selon une approche
systématique. Les structures chimiques des composés bioactifs, incluant la glycyrrhizine
(CID : 28), la punicalagine (PubChem CID : 16129719), le costunolide (PubChem CID :
5281437) et l'artémisinine (PubChem CID : 68827), ont été téléchargées depuis la base de
données PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) (Tableau XIV).

Chaque molécule a ét¢ obtenue au format SDF ou mol en sélectionnant l'option de

téléchargement correspondante.
11.8.1.2. Modélisation avec ACD/ChemSketch :

Dans les cas ou une structure n'était pas disponible, le logiciel ACD/ChemSketch a été utilisé
pour dessiner manuellement la molécule, puis enregistrée au format mol.

Par la suite, une optimisation géométrique a été réalisée a 1'aide de ChemTool pour minimiser
I'énergie conformationnelle des ligands.

Les fichiers mol ont été importés dans ChemTool, et la fonction « MM2 — Minimize Energy
» a été exécutée pour atteindre une conformation de basse énergie.

Les structures optimisées ont été enregistrées au format MDL MolFile pour une utilisation

ultérieure.
I1.8.1.3. Préparation des cibles (protéines) :

Pour les protéines cibles de Helicobacter pylori, les structures tridimensionnelles de 1'uréase et
de la protéine CagA ont été¢ téléchargées depuis la banque de données RCSB PDB
(https://www.rcsb.org/ ).

Pour l'uréase, la structure libre (PDB ID : 1E9Z) et deux structures complexées avec des ligands
(PDB ID : 1E9Y, complexée avec l'acétohydroxamique, et 6QSU, complexée avec un

inhibiteur) ont été sélectionnées.

28



Chapitre 11 Matériel et Méthodes

Pour CagA, la structure libre (PDB ID : 4DVY) et deux structures complexées (PDB ID : 4RV,
associée a ASPP2, et 3IEC, associée a la kinase PAR1b/MARK?2) ont été retenues.
Les structures complexes ont été privilégi¢es afin de faciliter l'identification des sites actifs

grace a la présence de ligands (cofacteurs ou inhibiteurs).
I1.8.1.41dentification des acides aminés du sites actif

L'identification des acides aminés constitutifs des sites actifs a été réalisée en deux étapes

complémentaires.

Tout d'abord, les structures complexes (1E9Y pour 'uréase, 4IRV et 3IEC pour CagA) ont été
analysées a partir de la littérature.

Les résidus situés dans un rayon de 5 A autour des ligands ont été sélectionnés et notés. Pour
l'uréase, les acides aminés clés identifiés incluent Lys219 (impliqué dans la carbamylation)
ainsi que His221, Asp362, qui coordonnent les ions nickel essentiels a I'activité enzymatique.
Pour CagA, les acides aminés importants pour les interactions avec les protéines hotes, ont été
identifiés comme résidus clés.

En parallele, une recherche bibliographique a été conduite sur PubMed et Google Scholar a
l'aide de requétes telles que « H. pyloriurease active site résidus » pour confirmer les résultats.
Les bases de données Catalytic Site Atlas (http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/CSA/)
et Binding DB ( https://www.bindingdb.org/ ) ont également été consultées pour valider les
résidus impliqués dans les sites actifs.

Cette approche combinée a permis une caractérisation précise des sites d'interaction pour les

¢tudes de docking moléculaire ultérieures.

I1.8.2. Analyse par Docking moléculaire

11.8.2.1. Préparation technique pour le docking

Des simulations de docking moléculaire ont été réalisées a I’aide d’AutoDock Vina[a] afin
d’étudier les affinités de liaison entre CagA, ['uréase et quatre composés naturels
I’artémisinine, la costunolide, la glycyrrhizine et la punicalagine. Les ligands ont ét€¢ modélisés
et optimisés énergétiquement a 1’aide du champ de force MM2, tandis que les structures des
protéines cibles (ID PDB : 1E9Y pour CagA et 3IEC pour I’uréase) ont été récupérées depuis
la Protein Data Bank RCSB (http://www.rcsb.org).

Avant le docking, toutes les molécules d’eau cristallographiques ainsi que les ligands co-

cristallisés ont été retirés. Des atomes d’hydrogéne ont été ajoutés pour compléter les structures.
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Les ligands et les cibles ont été convertis au format PDBQT (Banque de données sur les

protéines, charge partielle et type d'atome) a I’aide d’ AutoDockTools v1.5.6.

11.8.2.2. Paramétrage des grilles de docking

Les grilles de docking ont été définies avec des centres aux coordonnées (128, 127, 88) pour
CagA et (19, —6, 48) pour I’uréase, et des tailles de grille de 28 x 24 x 30 A3 et 26 x 24 x 26
A3, respectivement. Les ligands ont été considérés comme flexibles tout au long du processus

de docking.

Les résultats de docking ont été visualisés et analysés a I’aide de Discovery Studio Visualizer

v4.0[b].
I1.9. Evaluation in silico de la toxicité des composés bioactifs

L’évaluation préclinique de la sécurité d’utilisation des composés bioactifs majeurs extraits de
Punica granatum, Artemisia annua, Glycyrrhiza glabra et Costus indien a été réalisée a 1’aide
d’une approche in silico, basée sur la plateforme ADMET]Iab 3.0. Cette analyse visait a prédire
les risques toxicologiques potentiels, en particulier la toxicité aigué orale, avant toute

formulation a visée humaine.
Les quatre principaux composés sélectionnés pour 1’évaluation sont les suivants :

e Glycyrrhizine (G. glabra) — CID PubChem: 14982
e Punicalagine (P. granatum) — CID : 16129719

e Costunolide (Costus indien) — CID : 5281437

e Artémisinine (4. annua) — CID : 68827

Pour chacun de ces composés, la structure chimique au format SMILES (Simplified
Molecular Input Line Entry System) a été extraite de la base de données PubChem. Ces
chaines ont ét¢é saisies dans I’interface de ADMETIab3.0 afin de prédire différents parametres
ADMET, avec un focus particulier sur les indicateurs de toxicité aigué, notamment la DL50

orale chez le rat (dose Iétale médiane prédite) et la probabilité de toxicité élevée.
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II1.1. Résultat du rendement d’extraction

Les résultats des rendements des extraits hydro-éthanoliques (EHE) et éthanoliques (EE) sont

regroupés dans le tableau X.

Tableau X : Rendement d’extraction

Plante Grenade (EE) Armoise annuelle | Réglisse (EHE)
(EHE)
Rendement 1.25% 0.025% 1.86%

Le tableau X présente les valeurs calculées du rendement d’extraction de I’EE de grenade, de

I’EHE de I’armoise annuelle et de ’EHE de réglisse. La réglisse présente le rendement le plus

¢levé en composés phénoliques avec 1,86 %, ce qui suggere une forte concentration des

métabolites dans ses racines, pour la grenade elle affiche un rendement intermédiaire de

1,25 %, indiquant une teneur notable en composés phénoliques, probablement dominés par des

ellagitanins et des flavonoides, enfin I’armoise annuelle montre le rendement le plus faible avec

0,25 %, ce qui reflete une moindre abondance de composés phénoliques par rapport aux autres

plantes.

Glycyrrhiza glabra affiche le rendement le plus élevé avec 1,86 %, traduisant une
extraction particulierement efficace des composés phénoliques et saponines a partir des
racines. Ce rendement élevé est cohérent avec la littérature récente, qui souligne la
richesse de la réglisse en glycyrrhizine et autres métabolites hydrosolubles, favorisant

une extraction optimale dans les solvants hydro-alcooliques (Pastorino et al., 2021)

Punica granatum présente un rendement intermédiaire de 1,25 %. Ce résultat s’explique
par la forte teneur en tanins hydrolysables (punicalagines, acide ellagique) de 1’écorce,
dont I’extraction est favorisée par 1’éthanol. Des études récentes confirment que 1’écorce
de grenade, particuliérement riche en polyphénols, permet d’obtenir des rendements

supérieurs a ceux des graines ou de la pulpe (Zhang et al., 2023)

Artemisia annua enregistre le rendement le plus faible, soit 0,25 %, ce qui refléte une
moindre abondance de composés phénoliques extractibles dans les parties aériennes par

rapport aux autres especes.
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Ce faible rendement est en accord avec les observations de Chougouo et al. (2023) qui
montrent que 1’extraction des flavonoides et de I’artémisinine est moins efficace dans les

extraits hydro-alcooliques que dans les solvants plus apolaires.

La comparaison des rendements d’extraction met en évidence 1I’importance du choix de la partie
de plante et du solvant pour optimiser la récupération des métabolites bioactifs. La richesse en
saponines et polyphénols de la réglisse et de la grenade justifie leurs rendements élevés, alors
que la composition chimique plus diversifiée et moins concentrée de 1’armoise annuelle
explique son rendement plus faible. Ces différences influencent directement la concentration
en composés actifs des extraits, et donc leur potentiel pharmacologique dans les tests

biologiques ultérieurs.

I11.2. Résultat du criblage phytochimique

Le criblage phytochimique qualitatif des extraits de Punica granatum (écorce), Artemisia
annua (parties aériennes) et Glycyrrhiza glabra (racines) a révélé des profils distincts en
métabolites secondaires, confirmant la richesse et la diversité de ces espeéces en composés

bioactifs

Les résultats de 1’analyse qualitative par screening phytochimique des trois plantes étudiées

sont rapportés dans le tableau XI.

Tableau XI : Résultat de ’analyse qualitative

plante Quinones libres | Saponines Terpénoides Glycosides
cardiaques

Artemisia annua +++ ++ +++ ++

Punica granatum | ++ + + n

Glycyrrhiza ++ +++ ++ ++

glabra

(+) signifie la présence.

Les résultats du screening affichés dans le tableau XI ont révelés des profils phytochimiques

distincts chez Artemisia annua, Punica granatum et Glycyrrhiza glabra.
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Artemisia annua se distingue par une forte présence de quinones libres (+++) et de terpénoides
(+++), cohérente avec ses sesquiterpénes comme 1’artémisinine, et une présence modérée de
saponines (++) et glycosides cardiaques (++) (Ashok et al., 2013 ; Rizzello et al., 2014).
Punica granatum montre une présence modérée de quinones libres (++) et faible de saponines
(+), terpénoides (+) et glycosides cardiaques (+), avec une incohérence sur les saponines,
absentes dans certains extraits selon Ali Redha et al., (2018), mais détectées par Bhandary et
al., (2012) et Bouzid (2019). Glycyrrhiza glabra excelle avec une forte présence de saponines
(+++), notamment la glycyrrhizine, une présence modérée de quinones libres (++), terpénoides
(++) et glycosides cardiaques (++), confirmée par plusieurs études (Schmid et al., 2018 ; Khan
et al., 2016 ; Varsha et al., 2013 ; Chandrasekharan et al., 2020). Comparativement, 4.
annua est la plus riche en quinones et terpénoides, G. glabradomine par les saponines, tandis
que P. granatum présente des niveaux plus faibles, probablement influencés par les parties de
la plante ou les méthodes d’extraction. Ces différences reflétent leurs usages médicinaux, mais
des analyses standardisées comme I’HPLC sont nécessaires pour lever les incohérences,

notamment sur les saponines de P. granatum et la présence de glycosides cardiaques.

II1.3. Résultat du dosage des composés phénoliques

Le dosage quantitatif des composés phénoliques a été réalisé sur les extraits éthanolique de
Punica granatum (écorce), et hydro-éthanolique d’Artemisia annua (parties aériennes) et
Glycyrrhiza glabra (racines), en intégrant également le Costus indien (Saussurea costus) pour
la formulation synergique. Les teneurs ont été exprimées en mg par gramme de matiére seche
(mg/g MS) pour les polyphénols totaux, les flavonoides, les tanins condensés et les tanins

hydrolysables, et les résultats sont décrits dans le tableau XII.

Tableau XII : Résultats du dosage des composés phénoliques

Plante Polyphénols Flavonoides Tanins Tanins
(mg EAG/g | (mg EQ/g MS) | condensés hydrolysables
MS) (mg EC/g MS) | (mg EAT/g MS)
Armoise 468,912533 26,7464 9,091346154 90 ,881051
annuelle
Costus 492,927067 37,8654 10,6490977 386,1007397
Grenade 425,097905 28,8638 19,04896926 476,5699301
Réglisse 310,77701 39,1814 46,06626326 197,164133
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EAG : équivalent acide gallique
EQ : équivalent quercétine

EC : équivalent catéchine

EAT : équivalents acide tannique

Le tableau XII présente les concentrations (exprimées en mg par gramme de matiére seéche —
MS) de quatre grandes familles de composés : Polyphénols, Flavonoides, Tanins condensés,

Tanins hydrolysables.

Ces composés sont connus pour leurs actions antioxydantes, anti-inflammatoires,
antimicrobiennes et, dans certains cas, hépatoprotectrices.(Zehor, 2024) L’évaluation
comparative permet ainsi d’identifier quelles especes pourraient étre privilégiées pour des

applications ciblées.

® Punica granatum(écorce) présente la plus forte teneur en polyphénols totaux et en tanins
hydrolysables, principalement sous forme de punicalagines et d’acide ellagique. Cette
richesse explique la capacité antioxydante et antimicrobienne supérieure de I’extrait, en

accord avec (Zhang et al., 2023).

o Artemisia annua se distingue par une teneur élevée en flavonoides hydrosolubles
(lutéoline, apigénine, quercétine), responsables de son activité antioxydante et anti-

inflammatoire. Cette composition est conforme aux données de (Umer et al., 2022).

o Glycyrrhiza glabra affiche des teneurs modérées en polyphénols et flavonoides, mais sa
spécificité réside dans la présence de saponines triterpéniques (glycyrrhizine), non
quantifiées par la méthode Folin-Ciocalteu mais essentielles a ses effets biologiques. La
littérature confirme que la glycyrrhizine et les flavonoides (liquiritigénine) contribuent a

I’activité antioxydante et anti-inflammatoire de la réglisse (Zhang et al., 2009).

e Saussurea costus (Costus indien) présente des teneurs plus faibles en polyphénols et
flavonoides, mais une originalit¢ chimique par ses lactones sesquiterpéniques

(costunolide), qui confeérent une activité complémentaire.
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Comparaison et pertinence pharmacologique

Les extraits les plus riches en tanins hydrolysables et polyphénols (P.granatum) sont aussi ceux
qui présentent les meilleures performances antioxydantes et antimicrobiennes contre H. pylori.
Les plantes a flavonoides variés (4.annua) offrent une double activité antioxydante et anti-

inflammatoire, pertinente pour la modulation du stress oxydatif et de I’inflammation digestive.

Les résultats de quantification des composés phénoliques valident le choix des plantes, et sont
en parfaite cohérence avec la littérature récente et soutiennent I’intérét pharmacologique de ces
extraits dans la prévention et la prise en charge des troubles digestifs liés a I’inflammation et a
I’infection, ce qui justifie leur s dans une perspective synergique pour la formulation d’un
complément alimentaire multi-cible capable d’agir sur le stress oxydatif, I’inflammation

chronique et I’infection gastrique.

I11.4. Résultat des activités biologiques

Nous avons évalué également l'activité anti-inflammatoire de l'extrait éthanolique de plantes
testées par une méthode basée sur l'inhibition de la dénaturation de I'albumine de I'ceuf. Les
résultats obtenus montrent que ces plantes possédent un pouvoir anti-inflammatoire, ce qui

supporte son usage pour le soulagement de diverses affections inflammatoires.

Ainsi, l'évaluation par le test au DPPH montre que les extraits possedent une activité
antioxydante. Ce travail contribue a la valorisation des produits naturels dans le développement

de nouveaux agents antioxydants pour des applications thérapeutiques ou industrielles.

Les résultats des activités antioxydante et anti-inflammatoire évaluées in vitro sur les plantes

étudiées en comparaison avec les produits de référence sont décrits dans le tableau XIII.
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Tableau XIII : Résultats de I’évaluation des activités antioxydantes et anti-inflammatoires

Plante Activité antioxydante Activité anti-inflammatoire
CES50 (mg/mL) CES50 (mg/mL)

Artemisia annua 0,0217 0,49

Costus 0,0093 1,6138

Grenade 0,0079 0,9

Réglisse 0,0677 3,2812

Produits de référence 0,056 /

Acide ascorbique

Diclofenac / 0,9

II1.4.1. Résultat de activité antioxydante

Les extraits de Punica granatum (écorce), Artemisia annua (parties aériennes) et Glycyrrhiza

glabra (racines) présentent des profils antioxydants distincts, évalués par le test DPPH.

Punica granatum : D’apres le tableau XIII I’extrait d’écorce de grenade affiche une
activit¢ antioxydante trés élevée, attribuée a sa richesse en tanins hydrolysables
(punicalagines, acide ellagique) et polyphénols totaux. Cette capacité a neutraliser les
radicaux libres est confirmée par (Parisi et al., 2022), qui démontrent une forte corrélation

entre la teneur en polyphénols et I’activité antioxydante des extraits de grenade

Artemisia annua : L’ extrait se distingue par une activité antioxydante significative, portée
par une teneur ¢levée en flavonoides hydrosolubles (lutéoline, apigénine, quercétine).
Sachant que Umer et al., (2022) montrent que la lutéoline module la voie Nrf2, renfor¢ant

la défense cellulaire contre le stress oxydatif

Glycyrrhiza glabra : L’activité antioxydante, bien que modérée, est portée par la
glycyrrhizine et les flavonoides (liquiritigénine). Zhou et al., (2021) démontrent que la
glycyrrhizine active la voie Nrf2 et augmente I’expression de HO-1, contribuant a la

protection contre le stress oxydatif
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e  Saussurea costus : Concernant le Costus indien, les données spécifiques sur ’activité
antioxydante sont encore limitées. Néanmoins, sa composition phytochimique
(flavonoides, costunolide, acide chlorogénique) laisse supposer une activité antioxydante
modérée. Une étude menée par Vijayalakshmi et al, (2008) a montré que les extraits
méthanoliques du rhizome de S. costus présentaient une capacité a réduire les radicaux

DPPH, avec une ICso comparable a celle de certains extraits de plantes médicinales.

I11.4.2. Résultat de ’activité anti-inflammatoire

L’activité anti-inflammatoire a été évaluée par I’inhibition de la dénaturation de 1I’albumine in

Vitro.

e Punica granatum : Les ellagitannins et 1’acide ellagique inhibent significativement
COX-2 et LOX, et régulent négativement la voie NF-kB, réduisant la production de
cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1B, IL-6). (Parisi et al., 2022) confirment
I’effet multi-cible de I’extrait de grenade sur les voies inflammatoires majeures

e Artemisia annua : Les flavonoides (lutéoline, apigénine) inhibent la libération des
prostaglandines et I’activation de la voie MAPK. (Ghanem et al., 2022) rapportent une
réduction significative de I’inflammation aigué, comparable a celle du diclofénac dans
des modeles animaux.

o Glycyrrhiza glabra: La glycyrrhizine et la liquiritigénine inhibent la production de
TNF-a, IL-1B et PGE2, tout en activant Nrf2. (Zhou et al., 2021) montrent que cette
modulation réduit I’inflammation et protége la muqueuse digestive.

e Saussurea costus : Pour le costus indien les données sont moins nombreuses mais tres
prometteuses. Les lactones sesquiterpéniques, notamment la costunolide, ont été
rapportées comme agents anti-inflammatoires via I’inhibition de la voie NF-«xB et la
suppression de la phosphorylation des protéines MAPK (Lin et al., 2015). Une étude
in vivo a montré que l’extrait méthanolique de rhizome réduit significativement
I’cedéme de la patte induit au carraghénane chez les rats, avec une efficacité comparable

a celle de I’indométacine (Kumari et al., 2023).

Les extraits de grenade et d’armoise annuelle montrent une efficacité anti-inflammatoire
supérieure, agissant sur plusieurs cibles moléculaires, tandis que la réglisse et le costus indien

compléte cet effet par une modulation du stress oxydatif associ¢ a 1’inflammation chronique.
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111.4.3. Mécanismes moléculaires

e Mécanisme antioxydant: Activation de la voie Nrf2/Keapl, augmentation de
I’expression des enzymes SOD, CAT, HO-1, inhibition des voies MAPK et NOX (Zhou
X, et al., 2021.Umer , et al., 2022).

e Mécanisme anti-inflammatoire : Inhibition de NF-xB, COX-2, LOX, MAPK, réduction
des cytokines pro-inflammatoires, modulation de I’inflammasome NLRP3 (Ghanem L,

et al., 2022 ; Parisi et al., 2022)

¢ Résultat de Pactivité antibactérien in vitro des extraits

= Escherichia coli :

Témoin négatif : absence de zone d’inhibition.

Témoin positif : zone d’inhibition de 2,6 cm.

Grenade, armoise, réglisse : absence de zones d’inhibition a toutes les concentrations.
= Staphylococcus aureus :

Témoin négatif : absence de zone d’inhibition.

Témoin positif : zone d’inhibition de 2,1 cm.

Grenade : zones d’inhibition de 1,5 cm (25 mg/ml), 1,8 cm (50 mg/ml), 2,0 cm (75
mg/ml), 2,7 cm (100 mg/ml).

Armoise : absence de zones d’inhibition.

Réglisse : zones d’inhibition de 1,5 cm (25 mg/ml), 1,5 cm (50 mg/ml), 1,9 cm (75
mg/ml), 2,5 cm (100 mg/ml).

Les extraits de grenade et de réglisse montrent une activité¢ antibactérienne dose-dépendante
contre S. aureus, avec des zones d’inhibition maximales de 2,7 cm (grenade, 100 mg/ml) et 2,5
cm (réglisse, 100 mg/ml). Aucun extrait n’a montré d’activité contre E. coli. L’armoise s’est
révélée inefficace contre les deux bactéries. Le témoin positif valide la méthode avec des zones
d’inhibition attendues.

L’activité des extraits de grenade et de réglisse contre S. aureus peut étre attribuée a leurs
composés bioactifs, comme les polyphénols (punicalagines, acide ellagique) pour la grenade et
la glycyrrhizine pour la réglisse, qui perturbent les membranes ou les enzymes bactériennes
(Viuda-Martos et al., 2010 ; Wang et al., 2015). L’absence d’effet contre E. coli s’explique
par la barriere des lipopolysaccharides des Gram négatif (Nikaido, 2003). L’inefficacité de
I’armoise pourrait résulter d’une faible concentration en composés actifs ou d’une limitation de
la méthode de diffusion (Kalemba & Kunicka, 2003). Des tests supplémentaires, comme la
CMLI, sont nécessaires pour approfondir ces observations.
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IIL.5. Résultats du docking moléculaire

IIL.5.1. Résultat de la préparation technique pour le docking
I11.5.1.1Les ligands des plantes
Le tableau XIV montre les résultats de la recherche des structures 2D et 3D des ligands des

plantes étudiées.

Tableau XIV : Structures 2D et 3D des composés des plantes

Les ligands La structure 2D La structure 3D

Glycyrrhizine

Figure 11 Figure 12

Punicalagine

Artémisinine

Figure 15 Figure 16
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Costunolide

Figure 17 Figure 18

IIL1.5.1.2. Les protéines cibles
II1.5.1.2.1. Les structures tridimensionnelles de 1'uréase
les structures tridimensionnelles de l'uréase téléchargées depuis la banque de données RCSB

PDB sont citées dans le tableau XV.

Tableau XV: Structures tridimensionnelles de 1'uréase

La structure libre complexée avec | complexée avec un

l'acétohydroxamique inhibiteur

Figure 19 ;
1gu Figure 20 Figure 21

I11.5.1.2.2Structures tridimensionnelles de CagA

les structures tridimensionnelles de la protéine CagA téléchargées depuis la banque de données

RCSB PDB sont citées dans le tableau X V1.
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Tableau XVI : Structures tridimensionnelles de CagA

la structure libre associée a ASPP2 associée a la  kinase

PARI1b/MARK2

Figure 22 Figure 23 Figure 24

111.5.1.3. Les acides aminés du site actif

111.5.1.3.1. Les acides aminés du site actif de I’uréase

Les acides aminés identifiés comme étant a proximité du ligand (rayon de 5 A) dans la structure de

[’uréase sont :

ALA 169 (chaine B), KCX 219 (lys impliqué dans la carbamylation) (chaine B) , HIS 221 (chaine B),
HIS 248 (chaine B), HIS 274 (chaine B),GLY 279 (chaine B), ASP 362 (chaine B), ALA 365 (chaine
B). (Bank, n.d.), (Ha NC et al., 2001).

II1.5.1.3.2. Les acides aminés du site actif de CagA associée a ASPP2 :

Les acides aminés identifiés dans la structures de CagA associée a ASPP2 sont :

CagA : 1lel05, Val107, Phel14, Trp212, Phe219. (UniProt. (n.d.)).

ASPP2 : Tyr754, Lys751, Asn755, Met762. (UniProt. (n.d.-b)).

(Protein Data Bank in Europe, 2014), (Nesi¢, D et al., 2014).

II1.5.1.3.3.Les acides aminés du site actif de CagA associée a la kinase PAR1b/MARK2 :
Les acides aminés identifiés dans la structure de CagA associée a MARK?2 sont :

CagA : Leu950, Arg952, Val956, Leu959, Phe948, His953, Lys955

MARK?2 : E136, F138, D139 et autres dans le site de substrat (Protein Data Bank in Europe, 2010 ;
UniProt. (n.d.-c)).
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I11.5.2. Résultat de ’analyse par Docking moléculaire

Parmi tous les composés étudiés, la glycyrrhizine a montré la plus forte affinité de liaison envers
I’uréase et CagA, avec des scores de docking de —9,7 kcal/mol et —6,6 kcal/mol, respectivement.
Cette forte affinité est principalement médiée par des liaisons hydrogene et des interactions
hydrophobes avec des résidus clés au sein des sites actifs (Figures 27 et 31). La punicalagine
montre également une affinité remarquable pour I'uréase (-9,1 kcal/mol) et CagA (-8,4 kcal/mol),
avec des énergies de liaison comparables a celles d’antibiotiques classiques. Par rapport aux
flavonoides d’4.annua (artémisinine) et le costunolide du Costus indien présentent des affinités
modérées, mais leur profil multi-cible renforce 1’effet synergique attendu en formulation

(Tableau XVII).

Globalement, les interactions non covalentes stabilisant les complexes ligand—enzyme
impliquent principalement des liaisons hydrogene et des interactions hydrophobes, avec des
contributions électrostatiques supplémentaires observées dans le cas de la punicalagine

(Tableaux XVIII et XIX ; Figures 25-32).

Tableau XVII : AG (kcal/mol) des quatre composés contre I’uréase (1e9y) et CagA (3iec).

Composé Cible AG (kcal/mol) Interactions dominantes
Glycyrrhizine Uréase -9,7 Liaisons hydrogéne,
hydrophobes
CagA —-6,6 Hydrogéne, interactions n-n
Punicalagine Uréase -9,1 Hydrogene, électrostatiques
CagA -8,4 Hydrogene, électrostatiques
Artémisinine Uréase -7,8 Hydrophobes
CagA -7,2 Hydrophobes
Costunolide Uréase 7,5 Hydrophobes, faibles H-bonds
CagA -7,0 Hydrophobes
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Figure 25: Présentation 3D et 2D des interactions non covalentes entre I’artémisinine et

I’uréase (1e9y.pdb).
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Figure 26: Présentation 3D et 2D des interactions non covalentes entre la costunolide et

I’uréase (1e9y.pdb).
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Figure 27: Présentation 3D et 2D des interactions non covalentes entre la glycyrrhizine et

I’uréase (1e9y.pdb).
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Figure 28: Présentation 3D et 2D des interactions non covalentes entre la punicalagine et

I’uréase (1e9y.pdb).
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Figure 29 : 3D and 2D Fig. 5 : Présentation 3D et 2D des interactions non covalentes entre
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Figure 30: Présentation 3D et 2D des interactions non covalentes entre la costunolide et

CagA (3iec.pdb).
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Figure 31: Présentation 3D et 2D des interactions non covalentes entre la glycyrrhizine et

CagA (3iec.pdb).
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Figure 32: Présentation 3D et 2D des interactions non covalentes entre la punicalagine et

CagA (3iec.pdb).

L’approche par le docking moléculaire a permis de prédire les interactions entre les composés
bioactifs des extraits végétaux (P.granatum, A.annua, G.glabra et S.costus) et différentes cibles
moléculaires impliquées dans la virulence ou I’inflammation induite par Helicobacter pylori.
Cette analyse in silico complete les résultats in vitro et in vivo, en apportant une explication

mécanistique a 1’activité antimicrobienne et anti-inflammatoire observée.

Les interactions observées sont principalement des liaisons hydrogéne, des interactions
hydrophobes et, pour la punicalagine, des contributions électrostatiques, stabilisant fortement

le complexe ligand-protéine.
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Ces résultats corroborent les effets inhibiteurs in vitro observés pour la glycyrrhizine sur
I’uréase et la CagA (Khan U, et al. 2023), et pour la punicalagine sur les enzymes bactériennes

et inflammatoires (Parisi V, et al. 2022).

Les résultats de docking moléculaire et les études in vitro mettent en évidence le potentiel anti-
Helicobacter pylori de plusieurs composés naturels. La glycyrrhizine inhibe significativement
la croissance intracellulaire de H. pylori et réduit I’inflammation via I’autophagie et I’inhibition
de la protéine HMGB1, mécanismes cohérents avec ses fortes affinités de docking (Khan et
al., 2023). La punicalagine exerce un effet multi-cible sur les enzymes bactériennes et les voies
inflammatoires, avec une efficacité comparable aux antibiotiques de référence (Parisi et al.,
2022). L’artémisinine inhibe les souches résistantes de H. pylori et montre une synergie avec
les antibiotiques, en accord avec ses affinités modérées mais multiples observées par le docking
(Sisto et al., 2016). Enfin, le costunolide interagit de maniére modérée avec I'uréase (—7,5
kcal/mol) et la CagA (-7,0 kcal/mol) de H. pylori, via des interactions principalement
hydrophobes, avec de faibles liaisons hydrogene pour I'uréase et uniquement hydrophobes
pour CagA, expliquant son activité dose-dépendante (CMI 100-200 pg/ml) sans inhibition de
I’uréase, conformément aux données in vitro (Park et al., 1997). Bien que moins puissant que
la glycyrrhizine ou la punicalagine, le costunolide pourrait contribuer de maniére synergique
dans des formulations ciblant la croissance bactérienne et 1’inflammation, renfor¢ant son

potentiel gastroprotecteur.

Le docking moléculaire confirme la capacité des principaux composés de Punica granatum,
Artemisia annua, Glycyrrhiza glabra et Saussurea costus a interagir de facon stable et
spécifique avec les cibles moléculaires majeures de H. pylori. Ces résultats in silico expliquent
et prédisent I’efficacité antimicrobienne et anti-inflammatoire observée in vitro, justifiant la

stratégie de formulation synergique pour une application gastroprotectrice naturelle.

II1.5.3.Résultat de I’évaluation in silico de la toxicité des composés bioactifs

Les résultats de 1’évaluation in silico de la toxicité aigu€ orale des composés bioactifs
glycyrrhizine, punicalagine, costunolide et artémisinine, réalisée a 1’aide de la plateforme
ADMET]Iab 3.0, révelent des probabilités variables de toxicité élevée chez le rat, exprimées en

termes de DL50 orale (Tableau XX).
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Tableau XX : Résultats de la toxicité aigu€ orale des quatre composés bioactifs

Toxicité aigué par voie orale ; dose

Composé Interprétation
létale 50 (DLso)
Glycyrrhizine 0,038 Tres faible toxicité
Punicalagine 0,082 Tres faible toxicité
Costunolide 0,243 Toxicité modérée potentielle

Toxicité modérée (surveillance
Artémisinine 0,754 .
requise)

L’évaluation in silico de la toxicité aigu€ orale des composés bioactifs majeurs extraits de
P.granatum, A.annua, G.glabra et S.costus, réalisée via la plateforme ADMETIab 3.0, révele
des profils de toxicité variés pour la glycyrrhizine, la punicalagine, le costunolide et
I’artémisinine. La glycyrrhizine (G. glabra) affiche la probabilité de toxicité la plus faible
(0,038), suggérant une sécurité relative pour une administration orale aigué. La punicalagine
(P. granatum), avec une probabilité¢ de 0,082, présente un risque légeérement supérieur mais
demeure dans un intervalle de faible toxicité. En revanche, le costunolide (Costus indien)
montre un risque modéré (0,243), nécessitant une prudence accrue. L’artémisinine (A. annua)
se distingue par la probabilité de toxicité la plus élevée (0,754), indiquant un risque significatif

qui appelle a une évaluation approfondie.

Ces résultats soulignent la nécessité de confirmer ces prédictions par des études in vitro et in
vivo pour garantir la sécurité d’utilisation de ces composés dans des applications thérapeutiques.

(Figure 33 et 34).
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Figure 33 : Graphique a barre de la toxicité aigiie par voie orale des
composés étudiés
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Figure 34 : Graphique radar de la toxicité aigiie par voie orale des
composés étudiés

Les études sur la toxicit¢é de la glycyrrhizine, de la punicalagine, du costunolide et de
I’artémisinine, comparées aux prédictions in silico d’ ADMETlIab 3.0, révelent des profils de
sécurité variés, mettant en lumicre les forces et les limites des modeles in silico pour évaluer la
toxicité aigué et chronique. Pour la glycyrrhizine, ADMETlab 3.0 prédit une faible probabilité
de toxicité aigué orale (0,038), cohérente avec sa DL50 ¢levée (12 700 mg/kg), suggérant une

sécurité pour une administration unique.
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Cependant, 1’observation clinique d’Eustache et al. (2020) d’un patient de 68 ans consommant
70 mg/jour de glycyrrhizine via du Pastis montre une toxicité chronique grave (hypokaliémie,
alcalose métabolique, suppression rénine-aldostérone) due a I’inhibition de I’enzyme 11p-
HSD2, exacerbée par 1’age, 1’hypertension, 1’éthylisme et la dénutrition. Cette discordance

souligne que les prédictions in silico sous-estiment les risques métaboliques chroniques,

Qui ne sont pas capturés par les modeles axés sur la toxicité aigué. En revanche, I’étude d’Edeas
(2010) sur la punicalagine chez des rats Sprague-Dawley nourris avec un régime a 6 % pendant
37 jours montre une absence de toxicité significative, avec seulement une réduction initiale de
la consommation alimentaire, de 1’index d’utilisation alimentaire et du taux de croissance,
attribuée a une faible appétence et non a une toxicité systémique. Les analyses sanguines (urée
et triglycérides faibles) et histopathologiques (absence de lésions hépatiques ou rénales)
corroborent la faible probabilité de toxicité aigué prédite par ADMETlab (0,082), confirmant
la sécurité a court terme de la punicalagine, méme a haute dose. Pour le costunolide, 1’étude
d’Eliza J et al. (2010) rapporte une absence de toxicité aigu€ jusqu’a 160 mg/kg chez des rats,
sans changements comportementaux ou mortalité, et un effet antihyperglycémiant significatif
chez des rats diabétiques (glycémie réduite de 385,6 a 137,4 mg/dl a 20 mg/kg). Cependant,
ADMET]ab prédit une probabilité de toxicité modérée (0,243), suggérant un risque plus élevé
que celui observé in vivo, probablement en raison des limites des modeles in silico, qui ne
tiennent pas compte du métabolisme de premier passage ou des spécificités biologiques. Enfin,
I’étude ARTEMIP (Cordis, 2012) sur I’artémisinine montre une embryotoxicité et une
tératogénicité liée a la production de ROS par le pont peroxyde, confirmées par des tests in vitro
et in vivo, avec des malformations embryonnaires (squelette, hématopoicse, vascularisation) au
premier trimestre. Ces résultats concordent avec la probabilité élevée de toxicité aigué prédite
par ADMETIab (0,754), mais cette derniére ne capture pas les mécanismes spécifiques de
toxicité reproductive, bien que des modifications (liants alkyle, antioxydants) puissent réduire
ce risque. En somme, tandis que les prédictions d’ADMETIlab sont globalement cohérentes
pour la toxicité aigu€ (punicalagine, artémisinine), elles sous-estiment les risques chroniques
(glycyrrhizine) ou surestiment les risques aigus (costunolide), soulignant la nécessité d’intégrer
des études in vivo et in vitro pour une évaluation compleéte des profils de sécurité,

particulierement pour les effets a long terme ou spécifiques comme la toxicité reproductive.
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Conclusion

L’infection a Helicobacter pylori reste un probléme de santé publique majeur, en raison de sa
forte prévalence et de sa capacité a provoquer des pathologies gastro-intestinales graves. Face
aux limites des traitements conventionnels, notamment la résistance croissante aux
antibiotiques, I’exploration d’alternatives thérapeutiques naturelles s’avére essentielle et une

démarche prometteuse.

Dans ce travail, nous avons étudi¢ le potentiel pharmacologique de trois plantes médicinales :
Punica granatum, Artemisia annua et Glycyrrhiza glabra. Ces espeéces, connues pour leurs

usages traditionnels, ont été soumises a une approche expérimentale et numérique combinée.

L’¢valuation in vitro de leurs extraits a révelé des activités antioxydantes et anti-inflammatoires
notables, soutenant leur intérét en tant qu’agents protecteurs de la muqueuse gastrique.
L’analyse in silico, a travers le docking moléculaire, a permis de prédire une forte affinité de
certains composés bioactifs avec des cibles clés de H. pylori, suggérant une activité
antimicrobienne potentielle. De plus, les données issues de la plateforme ADMETIab 3.0 ont

mis en évidence des profils toxicologiques favorables.

L’ensemble de ces résultats a conduit a la formulation d’un complément alimentaire
phytothérapeutique sous forme de sirop, combinant les trois plantes étudiées. Cette formulation
constitue une premiere étape vers le développement d’un produit gastro protecteur naturel,

destiné a soutenir ou prévenir les infections liées a H. pylori.

Pour approfondir ce travail, des études in vivo, suivies d’essais cliniques, seraient nécessaires
afin de confirmer I'efficacité et la sécurité de la formulation proposée. Cette étude ouvre ainsi
la voie a de nouvelles perspectives en phytothérapie a visée digestive, en valorisant des

ressources végétales locales aux effets prometteurs.
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Annex 1

Tableau I : Composition chimique de Punica granatum

Partie de la plante | Composés principaux

Peau (péricarpe) Punicalagines (o et 3)

Punicaline

Acide ellagique

Acide gallique

Anthocyanines (cyanidine, delphinidine, pelargonidine)
Flavonoides (quercétine, kaempférol, lutéoline)

Tannins hydrolysables (corilagine, casuarinine, granatine A et B)

Graines Acide punicique

Acides gras :linoléique, oléique, palmitique, stéarique
Stérols : B-sitostérol, stigmasterol, campestérol
Tocophérols (vitamine E)

Ursolic acid

Alcaloides :pelletierine, isopelletierine

Jus Anthocyanines (cyanidine-3-glucoside, delphinidine-3-glucoside)
Flavonoides : quercétine, catéchine

Acides organiques : citrique, malique, fumarique, succinique
Sucres : glucose, fructose, saccharose

Minéraux : potassium, calcium, magnésium, fer, zinc

Feuilles Flavonoides : apigénine, lutéoline
Tannins : punicafoline, punicaline

Acides phénoliques : acide chlorogénique, acide caféique

Ecorce et racines | Alcaloides : pelletierine, isopelletierine, méthylpelletierine
Tannins : punicalagine, punicaline

Acides phénoliques : acide ellagique, acide gallique
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Tableau IV: Matériel non biologique

Matériel non biologique

Verrerie Appareils Réactifs

Tube a essai Balance ¢lectrique Ethanol (solvant)

Pipette Sécheur L’eau distillé

Bécher Broyeur Fecl3 (réactif)

Entonnoir Agitateur Hcl (réactif)

Endophl Evaporateur Acide sulfurique (réactif)

Etuve Anhydride acétique

(réactif)

Figure 07 : séchage, broyage, et tamisage des écorces de grenade
(originale, 2025)
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Figure 08: Courbe d’étalonnage de Quercétine pour les dosages des flavonoides.
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Figure 09 : Courbe d’étalonnage de catéchine pour le dosage des tanins condensés.
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Figure 10 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour les dosages des polyphénols
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Figure 36 : Evaluation du pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction de la

concentration de l'acide ascorbique (CE50=0.005 mg/ml)
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Tableau XXI : Préparation des solutions diluées pour le dosage des tanins hydrolysables

Dilution 1/50 | 1/40 | 1/25 1/20 | 1/10 1/5 Ya Y
Vul 980 | 975 960 950 900 800 750 500
(méthanol)
V ul (S.mére) | 20 25 40 50 100 200 250 500
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Figure 37 : Courbe d’étalonnage de I’acide tannique pour le dosages des tanins

hydrolysables
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Figure 35 : Résultats de criblage (A: Présence des Terpénoides ; B:
Présence des Glucides cardiaques ; C: Présence des saponines )

Tableau XVIII : Energie de liaison (AG) et interactions non covalentes entre les quatre ligands

et I’'uréase (1e9y.pdb).

H-Bonds Hydrophobic interactions electrostatic interactions
Ligand interactingresidue | length | interactingresidue | length | interactingresidue | length
(A) (A) A)
Artemisinine MET 317 4.44
VAL 320 5.27
MET 317 5.17
MET 317 5.03
VAL 320 4.12
CYS 321 3.72
MET 366 5.15
Costunolide CYS 321 4.79
ALA 365 5.32
ALA 365 3.90
CYS 321 4.37
CYS 321 3.99
Glycyrrhizin | ARG 338 2.70 VAL 320 4.59
ASP 223 3.08 CYS 321 5.26
HIS 248 2.95 CYS 321 4.43
ASP 223 1.97 ALA 365 4.69
ALA 169 3.57
HIS 248 3.22
HIS 322 3.20
ASP 223 3.53
ASP 223 2.37
Punicalagine | MET 366 2.70 ASP 165 3.79 ASP 165 4.20
PRO 163 2.99 GLN 364 4.61
GLU 364 2.62
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Tableau XIX : Energie de liaison (AG) et interactions non covalentes entre les quatre

ligands et CagA (3iec.pdb).

H-Bonds Hydrophobic interactions | electrostatic interactions
Ligand interactingresidue | length | interactingresidue | length | interactingresidue | length
A) A) A)
Artemisinine | ARG 952 2.03 LYS 955 4.88
ARG 952 348 LYS 955 5.09
Costunolide TYR 241 2.16 ARG 268 441
PHE 948 2.36 PHE 948 4.44
PHE 948 4.53
Glycyrrhizin | LYS 951 2.81 VAL 142 4.42
LYS 951 2.69 ARG 952 5.18
HIS 953 2.59 ARG 952 5.25
ASP 954 2.16 VAL 142 3.82
LYS 951 4.45
ARG 952 4.20
Punicalagine | LYS 951 2.58 LEU 255 3.61 LYS 951 5.01
GLN 253 1.81 LEU 255 3.79 ASP 954 5.04
GLY 252 2.84
ASP 954 2.71

Figure 38 : Résultat de I'effet des extraits de plantes sur Staphylococcus aureus
(A : Grenade, B : Réglisse, C : Armoise annuelle).

Figure 39 : Résultat de I'effet des extraits de plantes sur Escherichia coli (A : Réglisse,

B : Grenade, C : Armoise annuelle).
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