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Résumé

L’ objectif de cette étude est d’ évaluer I’ activité anti-inflammatoire des champignons
endophytes du genre Alternaria foliaires d’ Urtica dioica. Des extraits de plante d' ortie ont é&é
également examinés pour déterminer leur pouvoir anti-inflammatoire.

L’Urtica dioica est une plante médicinale jouant un réle important dans les soins de
santé humaine gréce a leur utilisation variée en tant que médicaments traditionnels. Cette
plante est capable de produire des molécules bioactives naturelles, qui possedent une grande
variété dactivités pharmacologiques, notamment antibactériennes, antifongiques, anti
oxydantes, anti-inflammatoire. Des champignons endophytes foliaires d'ortie du genre
Alternaria, qui possédent les mémes propriétés que leur plante hote, ont été isolés pour
I étude de leur activité anti inflammatoire.

L’ éude de I’ activité anti-inflammatoire a été réalisé sur des extraits d’ ortie et sur des
extraits fongiques, suivant un test de stabilité de la membrane érythrocytaire, qui a pour but
d’induire une hémolyse des globules rouges par deux méthodes de stress, un stress salin
provoquée par différentes concentrations de Na Cl, un stress thermique provoqué par la
chaleur, et d évaluer par la suite I’ effet protecteur des extraits. La toxicité des extraits vis-a-
visles cellules érythrocytaires a été également évaluée.

Une analyse de I’ activité anti inflammatoire contre I’hémolyse induite par la solution
hypotonique ainsi que celle induite par la chaleur que ce soit pour les extraits fongiques ainsi
gue pour les extraits des feuilles d’ ortie a été déterminée.

Les deux types d extraits sont révélé pas toxiques d’ aprés les résultats obtenus. L’ extrait
végétal a montré un effet protecteur des érythrocytes contre le stress osmotique, avec des
pourcentages de protection tres élevé pour toutes les concentrations d’ extrait utilisées qui sont
observé a la concentration saline de 0,5%, pour la concentration de 0,1% et 0,3% des
pourcentages maximaux ont été observés a la forte concentration de |’ extrait (6mg/ml) et qui
sont respectivement de 37,67% et 44,28% pour 0,1 et 0,3% de Na cl. Pour I’ extrait fongique,
un pourcentage de protection maximal a été observé a la concentration saline de 0,5% pour la
faible concentration de |’ extrait qui est de 85,19%, pour les concentrations de 0,1 et 0,3 de
faibles pourcentages ont été observés.

Pour le test de stress thermique, les deux extraits présentent une protection des
érythrocytes avec des pourcentages plus élevés pour I'extrait végétal. L’ extrait fongique
présente un pourcentage maximal qui est de 18,57%, et qui est de 74,11% pour |’ extrait
veégétal aforte concentration des extraits (6mg/ml).

En conclusion, nos résultats suggerent que I’ extrait d’ Urtica dioica présente une activité
anti inflammatoire importante, avec une moindre activité observée chez les Alternaria. Pour
cela, les feuilles d'ortie ains que les endophytes fongiques colonisant ces hotes sont
considérés comme étant une source importante de plusieurs médicaments anti-inflammatoires.
Motsclés: Urtica d'ioica, Alternaria, Activité anti-inflammatoire, Stabilité membranaire.



Abstract

The aim of this study was to evaluate the anti-inflammatory activity of endophytic fungi
of the genus Alternaria foliar from Urtica dioica using an erythrocyte membrane stability
assay inducing two types of stress. osmotic stress and thermal stress.

Urtica dicica isamedicinal plant playing an important role in human health care thanks
to its varied use as a traditional medicine; as well as the endophytic fungi of the Alternaria
genus extracted from this plant, which are capable of producing natural bioactive molecules.
These molecules have a wide range of pharmacological activities, including antibacterial,
antifungal, antioxidant and anti-inflammatory activity.

The study of anti-inflammatory activity was carried out on nettle extracts and fungal
extracts, following an erythrocyte membrane stability test, which aims to induce hemolysis of
red blood cells by two stress methods, salt stress induced by different concentrations of Na Cl,
and thermal stress induced by heat, and to subsequently assess the protective effect of the
extracts. The toxicity of the extracts to erythrocyte cells was al so assessed.

Both types of extract were found to be non-toxic. The plant extract showed a protective
effect on erythrocytes against osmotic stress, with very high percentages of protection for all
extract concentrations used, which were observed at the 0.5% saline concentration, for the
0.1% and 0.3% concentration maximum percentages were observed at the high extract
concentration (6mg/ml), which were 37.67% and 44.28% respectively for 0.1 and 0.3% Nacl.
For the fungal extract, a maximum percentage of protection was observed at the 0.5% saline
concentration for the low extract concentration of 85.19%, while low percentages were
observed for the 0.1% and 0.3% concentrations.

For the heat stress test, both extracts showed erythrocyte protection, with higher
percentages for the plant extract. The fungal extract showed a maximum percentage of
18.57%, while the plant extract showed a maximum percentage of 74.11% at high extract
concentrations (6mg/ml).

In conclusion, our results suggest that Urtica dioica extract exhibits significant anti-
inflammatory activity, with less activity observed in Alternaria. Nettle leaves and the fungal
endophytes colonizing these hosts are therefore considered an important source of severd
anti-inflammatory drugs.

Key words:Urtica dioica, Alternaria, anti-inflammatory activity, membrane stability,
toxicity.
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Introduction

Les plantes médicinales jouent un réle important dans les soins de santé humaine gréace
a leur utilisation variée en tant que médicaments traditionnels. Ces dernieres années, les
aliments fonctionnels a base de plantes ont suscité un intérét croissant pour la prévention de
diverses maladies liées au mode de vie et d'autres complications telles que I'inflammation
(Devkota et al., 2022).Ces plantes sont colonisées par divers endophytes; parmi eux les

endophytes fongiques.

L’Urtica dioica est une plante utilisée dans la phytothérapie pour ses propriétés
pharmacologiques variées qui sont anti-oxydantes, anti-microbiennes, anti-cancéreuses et
anti-inflammatoires (kasouni et al.,2021). Plusieurs éudes ont démontré le potentiel
thérapeutique anti-inflammatoire représenté par I'ortie (Johnson et al., 2013). Divers
composes bioactifs ont été isolés a partir des feuilles d’'ortie qui présente une puissante

activité anti-inflammatoire (Devkota et al., 2022).

Les champignons endophytes des plantes sont définis comme des champignons qui
passent la totalité ou une partie de leur cycle de vie a coloniser de maniére inter et/ou
intracellulaire les tissus sains des plantes hotes, ne provoquant généralement aucun symptéme
apparent de maladie. Ils sont des composants importants des micro-écosystemes végétaux. Ils
ont été reconnus comme une source importante et nouvelle de produits bioactifs naturel s ayant
des applications potentielles dans I'agriculture, la médecine et I'industrie alimentaire (Zhao et
al., 2011). Actuellement, de nombreux rapports se concentrent sur I'application de
champignons endophytes capables de produire des molécules bioactives précieuses (Y an et
al., 2019). Ces molécules possedent une grande variété dactivités pharmacologiques,
notamment antibactériennes, antifongiques, cytotoxiques, antioxydantes, antivirales et anti-
inflammatoire (Pal et al., 2020).

Ces endophytes forment des associations symbiotiques avec les plantes d’ortie et
produisent souvent des composés protecteurs pour leurs hétes, restent cependant |'un des
groupes de micro-organismes les plus inexplorés pour leurs effets protecteurs contre
I'inflammation (Harun et al., 2015), ils produisent les mémes molécules bioactives que leurs
plantes hotes. Ces substances naturelles sont utilisées pour la synthese de médicaments anti

inflammatoire pour traiter lestroublesliés al’inflammation.
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La présente étude a pour objectif dévauer [I'activité anti-inflammatoire des
champignons endophytes foliares d' Urtica dioica. L’ éude de I’ activité anti-inflammatoire est
réalisée également en premier lieu sur des extraits d'ortie. Ce travail est devisé en deux
parties ; une partie bibliographique qui va mettre |’accent sur I’étude des champignons
endophytes d’une maniere générale, qui permet de bien comprendre les caractéristiques, les
réles, et les activités biologiques de ces microorganismes, ensuite éablir alafin un lien entre
les endophytes fongiques et la réaction inflammatoire. Une partie expérimentale qui va mettre
en place les protocoles a suivre pour la réalisation de cet objectif ; le test suivi pour réaliser
cette démarche est constitué principalement du test de stabilité de la membrane érythrocytaire
gui a pour principe d induire une hémolyse vial’ application de deux types de stress : un stress
osmotique et un stress thermique et évaluer I’ effet protecteur de I’ extrait végétal et fongique
vis-a-vis ces deux types de stress. Cette étape est précédée par une étape d'isolement et
d’identification d'un genre de champignon endophyte ainsi que la préparation des extraits

végétaux.
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1. Synthesebibliographique
1-1. Champignons endophytes

Les endophytes végétaux sont éudiés depuis les années 1940 et ils sont connus pour
leurs différentes interactions. Le mot endophyte signifie endon : al’intérieur ; phyton: plante
donc les endophytes sont des microorganismes qui résident dans les tissus vivants des plantes
de maniere intercellulaire sans causer ni de dommages ni de symptdmes. L’ utilisation du
terme endophyte est surtout utilisée pour décrire la colonisation microbienne «
asymptomatique » des bactéries et de champignons. |l existe deux types d endophytes : les

endophytes bactériens et |es endophytes fongiques (Sel osse et Gibbert, 2011).
1-1-1. Définition

Les champignons endophytes sont un groupe de micro-organismes qui colonisent
I'intérieur d’'un organisme végéta de maniére asymptomatique (Crozet et Canard, 2016)
comme I'indique lafigure 1. IIs appartiennent aux ascomycéetes mitosporique et méiosporique
qui résident dans les tissus internes des plantes sous la couche épidermique (Jia et al., 2016),
ils sont également issus de Dikarya (Ascomycota ou Basidiomycota), et comprennent
également quelques Basidiomycota(Agaricomycotina, Pucciniomycotina) ; (Rodriguez et al.,
2009).1Is présentent une large gamme d’ hotes et colonisent toutes les parties de la plante, les
feuilles, les tiges et les racines, ces champignons ont un rdle bénéfique pour les plantes
colonisées et protégent leurs hétes contre les différentes maadies et favorisent leurs
croissances, mais ils sont également capables de former des infections étendues (90%-100%)

dans les plantes poussant dans des habitats soumis a un stresse élevé (Rodriguez et al., 2009).

Figurel : Champignons endophytes (Filaments bleus) vivant dans I’ espace intercellulaire des
plantes (SALIBA, 2015).

S



1-1-2. Historique

L’ existence des endophytes fongiques est connu depuis lafin de 19éme siecle mais ¢’ est
jusgu’ au 20éme siecle que ces micro-organismes ont attiré I’ attention des chercheurs (Padhi et
al., 2013). Le terme « endophyte » a été inventé en 1809 par Heinrich Freidrich Link qui
définit tout organisme vivant al’intérieur d’ une plante. Sa définition a été destinée aux agents
pathogenes en supposant que les plantes saines ne présentent pas de symbiotes internes (Padhi
et al., 2013).

Le premier effort maeur pour isoler les endophytes a commencé en réponse a la
maladie du ray-grass qui affectait le bétail en Nouvelle-Zélande. Des endophytes fongiques
avaient déa été observés sur I'herbe Loliumperennea la fin des années 1800. Aprés avoir
trouveé des bactéries et des champignons al’intérieur de plantes saines par Galippe en 1887, il
a mis I’hypothése gqu’ils pouvaient avoir un role bénéfiqgue (De Mers, 2022). Parmi les
premieres publications décrivant les champignons endophytes éait en 1904 par Freeman qui
décrivait un champignon dans I’ivraie de Perse, une graminée annuelle. Entre 1930 et 1990
une série d’ éudes a été effectué sur des champignons endophytes asymptomatiques dans une

large gamme de graminées (Padhi et al., 2013).

Des rapports sont disponibles sur les champignons de palmier, des plantes ligneuses
dans les années 1990-2000(Padhi et al., 2013).

1-1-3. Caractéristique générales

L es endophytes peuvent ne provoquer aucun signe de maladie, ils sont présents dans les
tissus végétaux pendant tout ou une partie de leur cycle de vie. Les endophytes ont |a capacité
de coloniser les tissus internes des feuilles saines, pétioles, tiges, rameaux, écorces, racines,
fruits, fleurs et graines sains, sans causer de dommage apparent ou dinfection pathogéne a
leurs hotes. Ils constituent un groupe écologique et polyphylétique de champignons tres divers
(Foudaet al., 2015).

Ils sont des organismes hétérotrophes. Ils sont ubiquistes, ils ont é&é détectés dans
pratiquement toutes les especes de plantes. Une méme espece de champignon endophyte est
capable de coloniser plusieurs hotes différentes (Crozet et Canard, 2016), avec une estimation
de 1 million d' espéces de champignons endophytes résidant dans les plantes et méme dans les
lichens (Padhi et al., 2013).




Les endophytes fongiques peuvent avoir un impact profond sur les communautés
végétales, en augmentant la biomasse, en réduisant la consommation d'eau et en améiorant
I'aptitude de la plante héte en lui conférant une tolérance au stress dans des conditions
extrémes (Ikram et al., 2019).

1-1-4.Modes detransmission

Les champignons hébergent dans les tissus des espéces de graminées. Ils colonisent des
plantes au bénéfice de ces dernieres, ils se propagent via les graines de leurs hétes ; la
transmission N’ est pas parfaite : dans une population on trouve des plantes colonisées d’ autres
non. Ils croissent dans les tissus sans les endommager ni former des spores, leur mode de
propagation est différent soit une transmission verticale, |lIs colonisent donc directement les
graines de leur hote, ¢ est une transmission directe des parents a la descendance ; ou bien une
transmission horizontale ¢ est-a-dire entre les individus (Sharma et al, 2018). Ce mécanisme

de transmission est représenté dans la figure suivante.

Descendanc;
de la plante

Germination

Figure 2 : Mécanisme de transmission des endophytes par les graines (Selosse et Gibert,
2011).

1-1-5. Classification des champignons endophytes

Les champignons endophytes ont été devisés en deux grands groupes qui représentent 4
classes selon les criteres suivants : lafamille de I’ endophyte concerné, la localisation dans les

tissus de I” héte et |le mode de transmission. Cela est démontreé par le tableau I et lafigure 3.




1-1-5-1. Endophytes clavipitacés (Classe 1)

IIs sont constitués par les champignons appartenant a la famille des Clavicipitaceae
(Ascomycota), qui regroupent des champignons essentiellement parasites de plantes,
d’insectes ou autres (Crozet et Canard, 2016). La majorité des Clavicipitaceae sont connus
pour le réle de protection de leurs plantes hotes. Les champignons endophytes de classe 1 sont
responsables dans certaines conditions, d’une modification d’ un caractere observable chez la
plante hote. Ils sont également responsables d’ une interaction avec une ou plusieurs plantes
voisines de la plante héte par I’intermédiaire d’un agent chimique et présentent un indice sur
une population d animaux ou de microorganismes présent dans I’ environnement colonisant
I’hdte. L'évolution de la biotrophie et de I'endophytisme dans ce groupe dépend de leur
efficacité a utiliser les nutriments disponibles de la plante héte pour la croissance, réduire les
capacités enzymatiques et d'augmenter la production de métabolites secondaires particuliers

pour favoriser larelation symbiotique (Crozet et Canard, 2016).
1-1-5-2. Endophytes non clavipitacés (Classe 2, 3, 4)

Les endophytes NC peuvent étre différenciés en classes fonctionnelles sur la base des
modes de colonisation des hétes, du mécanisme de transmission entre les générations d'hotes,

des niveaux de biodiversité dans la plante et de la fonction écologique.

Les endophytes de classe 2 comprennent une diversité d especes qui sont tous issus de
Dikarya (Ascomycota ou Basidiomycota). lls présentent une large gamme d hotes et
colonisent toutes les parties de la plante, les feuilles, les tiges et les racines (Rodriguez et al.,
2009).La transmission est le plus souvent verticae, mais il y a parfois une transmission
horizontale, leur région de transmission préférée est I'enveloppe des graines et/ou les
rhizomes, avec une faible abondance dans la rhizosphere (Crozet et Canard, 2016). Les
endophytes de classe 2 sont connus pour augmenter la biomasse des plantes dans des
conditions de stress. De nombreux endophytes de classe 2 aident les plantes a se protéger
contre les pathogenes fongiques, en produisant des métabolites secondaires, parasitisme
fongique, ou en induisant une résistance systémique. La capacité des isolats d'endophytes de
classe 2 a coloniser de maniére asymptomatique et a sadapter a I'habitat les différencie des
autres classes (Sharma et al., 2018).

Les endophytes de classe 3 sont issus de Dikarya. Ils se distinguent facilement des

autres classes en raison de leur présence dans les tissus aériens des plantes. Ils jouent divers




réles écologiques qui semblent distincts de ceux des endophytes des classes 1 et 2, moins
diversifiés. En outre, les endophytes de classe 3 ont montreé leur capacité a faciliter lavie des
plantes de nombreuses manieres lorsgu'ils interagissent avec d'autres organismes présents
dans la méme plante, ils offrent une résistance accrue aux maladies et des changements dans
la sensibilité a la sécheresse et a d autres stresse abiotiques (Sharma et al, 2018). Leur
transmission est strictement horizontale, en particulier lorsque I’ hdte est en sénescence : les
champignons émergent et produisent des spores sexuées ou asexuées (Crozet et Canard,
2016).

Les endophytes de classe 4 sont appelées"darkseptateendophytes” (DSE). La
caractéristique distinctive des endophytes de la classe 4 (DSE) est 1a présence d’ une couleur
sombrement mélanisés en tant que groupe fonctionnel et leur présence restreinte dans les
racines des plantes. Parfois, des endophytes a pigmentation foncée appartenant a d'autres
classes ont été confondus avec des DES par exemple, I'endophyte de classe 2 C. protuberata
n'est pas un véritable DSE, car il colonise pratiquement toutes les parties de |a plante (tige,
feuilles, racines, couronne et tégument des graines), (Sharma et al., 2018).Leur mode de
transmission est strictement horizontal, ils se reproduisent par reproduction asexuée
principalement. Ils sont ubiquitaires, leur distribution est large et leur taux de colonisation est
important. Ils présentent un effet sur I’acquisition des nutriments et sur la croissance de la
plante. IlIs permettent également de prévenir I'infection par les parasites phytopathogenes en
minimisant la matiére organique carbonée, le taux de mélanine produit par ces champignons
est impligué dans la production de métabolites secondaires toxiques pour les herbivores. Ils
conferent également une protection contre les dommages liés a la dessiccation et aux
radiations, notamment les Ultra-Violets (Crozet et Canard, 2016).




Tableau I : Criteres symbiotique des différentes classes des endopytes (Crozet et

Canard, 2016).
Criteres Endophytesclavipitaceae | Endophytes
non
clavipitaceae
Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4
Gamme Etroite Large Large Large
d’hotes
Tissues Pousse et rhizome Pousse, racine et | Pousse Racine
colonisés rhizome
Colonisation | Trés éendue Tres éendue Limitée Tres étendue
dansla plante
Biodiversité Faible Faible Elevée Inconnue
dansla plante
Transmission | Verticale et horizontale Verticale et | Horizontale Horizontale
horizontale
Class 3
- endophytes

X N
Class 4
endophytes
Class 1 & 2
endophytes

Figure 03 : Classification des endophytes selon lalocalisation des tissus colonisés (Kusari et

al., 2012)




1-1-6. Relation plante héte et champignons endophytes

Jusgu’ aux années 1970 les endophytes sont considérés comme des étres vivants neutres,
ils ne présentent ni un effet bénéfique ni nocif pour I’ héte (Sharma et al., 2018). La premiére
trace d'association plante-endophyte est la découverte d'hyphes et de spores de champignons
dans des tissus fossilisés des tiges et des feuilles de plantes datant de plus de 460 millions
d’années. Cette découverte indique que la coévolution des champignons et des plantes

pourrait avoir commenceé a l'époque ou les plantes sont apparues sur terre (Yan et al., 2019).

Pres d'un tier d especes de graminées hébergent dans leurs tissus des champignons
discrets et trés avantageux, prés de 20 a 30% hébergent naturellement des Neotyphodium
(Selose et Gibert, 2011). Les champignons endophytes pénetrent dans la plante et tirent des
nutriments de la plante puisgu’'il n’est pas en contact avec |’environnement, en retour il
favorise la germination des graines et synthétise certains métabolites qui assurent la survie de
la plante héte ce qui fait une véritable relation mutualiste (Patil et al., 2016).

Plusieurs expériences ont démontré que le champignon procure a la plante qui I’ héberge
plusieurs avantages. Ainsi, les plantes endophytées tolérent mieux différents facteurs de
stress tels que le déficit hydrique, les excés de sel, la vie a I’ombre, les attaques de
champignons pathogenes, ou les ultra-violets. Par ailleurs, il a éé aussi découvert que les
endophytes peuvent améliorer la reproduction de leur héte. Enfin, ils sont de véritables usines
chimiques, qui produisent plusieurs alcaloides (molécul es toxiques), notamment les péramines
ou leslalines, qui sont toxiques pour les insectes, qui du coup évitent les plantes endophytées.

D’ autres sont actifs contre les mammiferes herbivores (Selose et Gibert, 2011).

D’autres expériences ont montré qu’ils avaient pour ancétres des champignons
pathogeénes, nocifs pour les plantes qu’ils infectent. En effet, ils infectent la plante par le biais
de leurs spores. Le mycélium du champignon prolifére dans la plante infectée, et la condamne
ane plus se reproduire : ils produisent des spores qui, une fois libérées, infectent de nouvelles

plantes, aleur tour privé de descendance (Selose et Gibert, 2011).

Il existe des relations diverses entre les endophytes fongiques et leurs hétes comprenant
le mutualisme ou la symbiose et I’ antagonisme. |ls produisent une abondance de substances
essentielles qui possedent un potentiel d'utilisation dans I'agriculture, I'industrie et la
meédecine comme étant des ATB, des antis cancéreux et des immunosuppresseurs (Padhi et




al., 2013). Les plantes hotes fournissent des abris symbiotiques et dautres facilités de
prolifération, telles qu'un environnement adéquat a la croissance et la prolifération, un apport
important en nutriments et une protection, pour permettre aux champignons d achever leur
cycle de vie en toute sécurité pendant la colonisation. En outre, les endophytes renforcent le
systeme immunitaire des plantes en produisant une multitude de composés bioactifs (Alam et
al., 2021).

Les endophytes colonisent une large gamme d’ hétes, ils peuvent étre isolés a partir
de différentes plantes appartenant a diverses familles et classes, poussant dans des conditions
écologiques et géographiques différentes, parmi ces plantes héte on trouve I’Urtica d'ioica
(Jalgeonwalaet al., 2011).

1-1-7. Réle physiologique et écologique des champignons endophytes

Les champignons endophytes ont un role bénéfique pour les plantes colonisées et
protegent leurs hétes contre les différentes maladies, ils présentent un avantage d avoir une
plus grande efficacité contre les pathogenes et ne laissent aucun résidu toxique pour la plante
contrairement aux produits chimiques (Ghorbanpour et al., 2017). Ils offrent également une
résistance aux stresse biotique et abiotique et ils améliorent la croissance de leur plante héte
(Jiaet al., 2016). Parmi les champignons bénéfiques, les Trichoderma spp, sont les agents de
bio contréle les plus largement utilisés contre un large spectre de pathogenes (Tan et Zou,
2001).

1-1-7-1. Tolérance au stress biotique

Les endophytes fongiques ont la capacité de supprimer les maadies des plantes
directement ou indirectement gréce a différents mécanismes (Ghorbanpour et al., 2017).

. Antibiose

L’antibiose se manifeste par la production de divers composés antimicrobiens qui
suppriment ou réduisent la croissance et /ou la prolifération des pathogénes. Ce phénomene a
été observé chez divers champignons dont Trichoderma qui peut produire divers composeés
anti microbiens qui regroupent des enzymes dégradants les parois cellulaires du pathogene
telles que : lacellulase, laxylanase et |a pectinas, des composés volatiles tels que : 6-n-pentyl-
2H-pyran-2-one (6PAP) et un certain nombre d’ ATB tels que : la trichodermine, la gliovirine

et la gliotoxine. Les endophytes fongiques produisent également divers métabolites
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secondaires, dont certains présentent des propriétés antifongiques et antibactériennes qui

inhibent la croissance et |'activité des agents pathogenes des plantes (Ghorbanpouretal .,2017).
. Résistance systémique induite

Les plantes présentent deux types de résistance : larésistance systémique acquise (RSA)
et la résistance systémique induite (RSI), qui se distinguent par leurs voies biochimiques.
Lorsque les plantes sont exposees a des pathogenes, des microbes non pathogenes et certains
produits chimiques. La RSA est déclenchée par |’accumulation systémique de |'acide
salicylique (une hormone végétale) et des protéines liées a la pathogenese dans I’ ensemble de
la plante. L'acide salicylique active les genes SARet prépare les plantes a une future infection
potentielle par une variété de pathogénes d’une maniere rapide et efficace. La RSl quant a
elle, est déclenché par des microbes non pathogenes qui activent les voies de I'acide
jasmoniqueet de I'éthylene. La voie induite par le salicylate implique la production de
protéines antifongiques liées a la pathogenése, telles que les chitinases, les glucanases et les
thaumatines ; tandis que la voie induite par le jasmonate implique la production d'enzymes
oxydatives, telles que les peroxydases, les polyphénols oxydases et les lipoxygénases (Dara,
2019).

. Concurrence avec des agents pathogenes pour I’ espace et les nutriments

Les champignons bénéfiques ont la capacité de priver les pathogenes de I’ espace et les
nutriments par la colonisation de I’ habitat partage, les tissus végétaux, la rhizosphere ou la
phyllosphére. Les champignons bénéfiques doivent posséder des stratégies efficaces de
colonisation des plantes, la trichoderma possede des stratégies bien développées et trés
diversifiées pour coloniser des milieux hétérogenes. Certaines souches de Trichoderma
peuvent produire des sidérophores, qui sont des composes chélateurs du fer. En piégeant les
ions ferriques de la niche commune, les espéces de Trichoderma peuvent inhiber la croissance
et |'activité des pathogenes. C'est un exemple ou I'épuisement d'un seul nutriment peut étre un

mécanisme fonctionnel de bio contrdle (Ghorbanpour et al., 2017).

Les champignons Ectomycorhiziens protegent les plantes contre les agents pathogenes
des racines par des mécanismes tels que la formation d'une barriere physique a l'intérieur et
autour des racines qui limite l'acces des pathogenes aux sites dinfection et aux
photosyntheses. Une concurrence efficace pour les sites et les sources de carbone (telles que

.



le glucose et le fructose) a été proposee comme |'un des modes d'action des levures

(Cryptococcuslaurentii et Sporobolomycesroseus), (Ghorbanpour et al., 2017).
. Résistance aux herbivores

L es endophytes fongiques peuvent produire des substances toxiques pour les herbivores
spécifiquement « les alcaloides » qui protégent ainsi les plantes de I'ingestion par les
animaux. Il a éé démontré gque les champignons endophytes renforcent les réponses
immunitaires des plantes hotes contre les herbivores, par I’intermédiaire des phytohormones
(Yanetal., 2019).

1-1-7-2. Tolérance au stress abiotique

Plusieurs études ont montré que les endophytes fongiques sont capables de protéger leur
héte contre les conditions de sécheresse, de la salinité et également contre les métaux, le
rayonnement UV et les fluctuations de température. Les endophytes agissent biologiquement
pour activer la réponse au stress plus rapidement et plus fortement que les plantes non
symbiotiques (Jalgaonwalaet al., 2011).

Les champignons endophytes aident les plantes a s adapter au stresse abiotique et
promouvoir leur croissance par la synthese d’hormones végétales telles que la gibberline
(GA), les auxines, I'acide abscissique (ABA), la cytokine ou I’ éhyléne, par |’ acquisition de
nutriments notamment |’ azote, le phosphore et le fer (Yan et al., 2019). La gibberline est un
régulateur vital de la croissance des plantes, il joue un réle important dans la germination des
graines notamment dans le cas de stress salin, et il améliore I’ absorption d’ eau (Ikram et al.,
2018).

Les endophytes tels que Colletotrichum, Piriformo- sporaindica, Sebacinavermifera et
Penicillium ont suscité un intérét particulier en raison de leur capacité a produire de
métabolites secondaires. Il a été rapporté que Cladosporiums phaerospermum, un endophyte
fongique, libere de I'acide gibbérellique, qui stimule le dével oppement des plantes deriz et de
soja, également Fusariumtricinctum et Alternaria Alternata développent des dérivés de I'acide
indole acétique qui favorisent le développement des plantes, les endophytes des racines de P.
indica modulaient les phytohormones associées a la croissance et au développement de la
plante hote. IIs augmentent également |'absorption et |a translocation des nutriments. Ceci est
particulierement important pour |'absorption du phosphore et de I'azote du sol (Omomowo et
al., 2023).
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Les endophytes favorisent la croissance de la plante via différents mécanismes tels que
la production d’ATB, la diminution de la quantité de fer disponible pour les agents
pathogénes et la synthese d’ enzymes, en fournissant des vitamines essentielles aux plantes et
en augmentant la production d acide indole acétique (IAA), (Sharma et al., 2018), qui agit
comme un promoteur de la croissance des plantes qui favorise a la fois I'édlongation et la
division des cdlules, et il est essentiel pour la différenciation des tissus végétaux (Fouda et
al., 2015).

1-1-8. Applications des champignons endophytes

En raison des effets secondaires causés par les médicaments synthétiques pendant le
traitement d’ une maladie, la demande de médicaments naturels a augmenté dans le monde
entier. Les champignons sont rével és étre une source précieuse de produits naturels tels que la
pénicilline découverte en 1929(Gupta et al., 2019).Dans le domaine médical, le Taxol qui est
le premier médicament anticancéreux fongique d'une vaeur dun milliard de dollars
cliniguement approuvé qui blogue la prolifération et la migration des cellules cancéreuses.
D’autres composés biologiques tels que les antibactériens, les antifongiques, les
antidiabétiques, les immunosuppresseurs, les antivirales, les antioxydants et les anti-
inflammatoires, produites par les endophytes fongiques constituent des remedes biologiques
aternatifs pour plusieurs maladies humaines (Patil et al., 2016 ; Ben Slamaet al., 2021).

Les médicaments d'origine végétal e suscitent un regain d'intérét car ils ont relativement
peu ou pas d'effets secondaires. Tout au long de I'histoire, I'nomme a utilisé des plantes et des
meédicaments d'origine végétale pour traiter toutes sortes de maladies. De nombreux autres
exemples, tels que I'acide salicylique (Aspirine) et la Quinine ont également été dérivés de
plantes médicinales (Patil et al., 2016).

Les champignons endophytes sont utilisés dans I'industrie agricole pour la lutte
biologique contre les agents pathogénes des plantes (Toghueo et Boyum, 2020). Leur
utilisation ala place des produits chimiques présente des avantages comprenant |I’amélioration
de la croissance des plantes et |'augmentation de la résistance aux différents stresses
biologiques (Omomowo et al., 2023). Les métabolites secondaires produits par les
champignons bénéfiques jouent un role trés intéressant dans la protection et I’améioration de

laqualité et du rendement des cultures agricoles (Ben Slamaet al., 2021).
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Au niveau industriel, les enzymes extracellulaires sont les composes les plus courants et
les plus recherchés a partir des extraits de champignons endophytes a des fins industrielles et /
ou commerciaes. Elles comprennent les chitinases, les cellulases, les amylases, les xylanases,

les pectinases, les hydrolases, les protéases et |es lipases, (Raghav et al., 2022).
1- 1-9. Activités biologiques des champignons endophytes
1-1-9-1. Activité anti microbienne

Les infections résistantes aux traitements antimicrobiens entrainent souvent des séours
hospitaliers plus long, des couts médicaux plus élevés et une mortalité accrue. Par consequent
de nouveaux agents antimicrobiens sont en demande urgente pour le traitement de ces
infections (Toghueo et Boyum, 2019).

Ce qui a poussé larecherche a I’ exploitation des endophytes comme source naturel des
agents antimicrobiens, par exemples les endophytes de Terminalia spp présentent une large
gamme d’activités antimicrobiennes assurées par des extraits a activité antimicrobienne
produits par les endophytes. Par exemple |’ extrait brute d acétate d éhyle d’ Acremoniums
clerotigenum isolé des feuilles de T.bellirica a montré une puissante activié anti microbienne
contre les bactéries gramme positif (Bacillus cereus, Bacillus subtilis et Staphylococcus
aureus) et les bactéries gramme négatif (Escherchia coli et Pseudomonas aeruguginosa). Le
méme extrait isolé a partir des especes de Pestal otiopsis endophyte de T.arjuna et T.chebula a
montré aussi une plus grande activité anti fongique contre Alternaria carthami, Fusarium
oxysporum et Macrophomina phaseolina. Les extraits bruts obtenus a partir des champignons
endophytes ont montré une activité anti microbienne considérable mais aussi une activité anti
fongique tres importante. Une étude plus approfondie sur les extraits puissants des
champignons endophytes pourrait conduire a I’identification de métabolites possédant un

potentiel de traitement anti microbien et anti fongique (Toghueo et Boyum, 2019).

Le fractionnement de ces extraits par un essa biologique a permis d'isoler |’ atenusine
qui est utilisé pour le développement de nouveaux médicaments antifongiques, de |’ acide
isoocharinique, et de I'acide altenuique ainsi que du 2,5-diméthyl-7-aniline et du 2,5-
dimeéthyl-7-hydoxychromone. Il a été démonté que certains champignons endophytes peuvent
produire des composés volatils a activité antimicrobienne, par exemple le champignon
endophyte Muscodoralbus produit des composés volatils dont le naphtaléne et le 1,1-oxybis

qui présentent une inhibition des bactéries et des champignons. Des composés organiques
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volatils peuvent étre aussi produits constitués d esters d’acide propanoique, 2-méthyl-(10)
d’ acide butanoique, 2-méthyl-(11) et d' acide butanoique, 3-méthyl-(12) (Toghueo et Boyum,
2019).

1-1-9-2. Activité anti oxydante

Les dommages oxydatifs et les radicaux libres sont associés a un certain nombre de
maladies notamment la maladie d’'Alzheimer, I’ Athérosclérose et le diabéte. Les antis
oxydants sont donc nécessaires pour prévenir la toxicité due au stress oxydatif causeé par les

radicaux libres d’ oxygene (Toghueo et Boyum, 2019).

L’isolement des extraits bruts d’ acétate d’ éthyle a partir des endophytes constitue une
source naturelle importante d'antis oxydants, par exemple les extraits bruts des espéeces de
Plestalotiopsis endophytes de T.arjuna et T.chebula ont démontré une forte activité qui piege
les radicaux libres, avec une forte inhibition de la peroxydation lipidique et de I’ oxydation de
I’ eau. Le fractionnement de cet extrait brut permet d’ obtenir des composés phénoliques semi-
solides dont I'acide benzene propionique, 3, 5-bis (1, 1-diméthyléthyl) -4-hydroxy méthyl
ester, |’ acide ptérine-6-carboxylique et le 2, 6-ditert-butyl-4-phénol qui présentent une forte
activité d'inhibition de la peroxydation lipidique. Egalement des extraits de Diaporthesp. De
T.mantaly ont montré une activité de piégeage des radicaux libres. Il existe également d’ autres
composeés tels que : I acide ascorbique, |’ acide génipinique et |a 4-désoxybostrycine. D’ autres
extraits d' acétate d’ éthyle isolés a partir de Penicillium de T.chebula possédent la capacité de
piéger le DPPH. L’ extrait de méthyléne constitue une source anti oxydante tres importante.
L’ isopestacine exerce une activité anti oxydante en piégeant les radicaux libres superoxydes

et hydroxy en solution (Toghueo et Boyum, 2019).
1-1-9-3. Activité anti cancéreuse

De nombreux efforts ont éé mis en place pour le développement dinhibiteurs
potentiels pour le traitement du cancer. Dans le cadre de cette recherche de nouveaux
composes anti cancéreux notamment les extraits d acétate d éhyle de Penicillium thiolii
isolés a partir de Terminalia chebula présentent une inhibition de la croissance des lignées
cellulaires du cancer du colon. Cette activité anti cancéreuse est due principalement a la
production de métabolites secondaires. Le diterpénoide « taxol » présente plus d’intérét dans
I’'industrie pharmaceutique en raison de son mode d’ action spécifique par rapport aux autres

agents anti cancéreux. Le taxol est un médicament approuvé pour le traitement de cancer du

*j



poumon et de I’ovaire réfractaire, il a éé isolé pour la premiere fois a partir de
Taxusbrevifolia et d'autres plantes de la famille des Taxus. Les champignons endophytes
peuvent également produire du Paclitaxel. Par exemple le champignon endophyte
Pestalotiopsisterminaliae isolé a partir des feuilles fraiches et saines de T.arjuna peut
produire du Taxol qui montre une activité cytotoxique contre les cellules suivantes : BT 220,
H116, Int 407, HL 251 et HLK 210 in vitro. Plusieurs autres champignons endophytes sont
également capables de produire le Taxol y compris : I’ endophyte P.pausiceta isolé a partir de
Cardiospermumhelicacabum,  I’endophyte  Bartaliniarobillardoides  trouvé  dans
Aeglemarmelos et |’ endophyte Phyllostictaspinarum de Platycladusorientalisb, (Toghueo et
Boyum, 2019).

1-1-9-4. Activité anti virale

Il existe un besoin mondial de nouveaux composes anti viraux pour résoudre les
problémes de résistance aux médicaments. Les endophytes fongiques possédent un pouvoir
d’inhibition des virus par la stimulation de la production de molécul es bioactifs, des composés
anti viraux ont éé isolés a partir des endophytes fongiques tels que : Podophyllotoxine,
I’ acide cytonique A et B, les séquuoiatones et la cytosporone qui présentent une activité anti
virale contre les virus tels que : le cytomégalovirus humain, le virus de la grippe A (HIN1) et
le virus de I'immunodéficience humaine (VIH), (Guptaet al., 2019).

De nombreux agents antiviraux ont été rapportés a partir de champignons endophytes,
les acides cytoniques A et B ont été isolés a partir du champignon endophyte Cytonaema sp.
Ces composés sont des inhibiteurs de la protéase du cytomégalovirus humain (hCMV)
(Jalgaonwalaet al., 2011).

1-1-9-5. Activité immunosuppresseur

L es médicaments immunosuppresseurs sont utilisés aujourd'hui pour prévenir le regjet de
I'allogreffe chez les patients transplantés et dans les pays en voie de dével oppement, dans un
avenir proche, ils pourraient étre utilisés pour traiter des maladies auto-immunes telles que la
polyarthrite rhumatoide et les maladies insulinodépendantes comme la polyarthrite
rhumatoide et |e diabete insulinodépendant (Gupta et al., 2019).

Un champignon endophyte, Fusariumsubglutinans, isolé de T. wilfordii, produit le
subglutinol A et B qui agissent commedes immunosuppresseurs (Padhi et al., 2013). Les
chercheurs ont récemment découvert de nouveaux immunosuppresseurs a partir d endophytes
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fongiques tels que : la subglutinol A e B, Colutelin A, péniphénone et le
polykétidebenzannulé. Une éude a montré que le subglutinol A blogue efficacement la
prolifération des lymphocytes T, tandis que la colutellin A inhibe I’ activation des cellules
CD4 (Gupta et al, 2019).L e tableaulT présente plusieurs sources endophytiques responsables
de la libération de métabolites secondaires qui assurent les activités biologiques citées

précédemment.

Tableau IT : Métabolites secondaires de champignons endophytes et leurs activités
biologiques (Tang-Chang Xu et al., 2021).

M étabolites secondaires Champignon endophyte Activité biologique

Dalienxanthone A Phomopsi ssp. Cytotoxique

Paucinervin E P. amygdali Cytotoxique

12-O-Deacetyl phomoxanthone | Phomopsissp. IM Antimicrobienne

A

Dicerandrol C P. longicolla S1B4 Antibactérienne

Phomopsichin C Phomopsissp. 33 Antioxydante

Phomochromone A Phomopsi ssp. Antifongique

Lithocarol A P. lithocarpus Cytotoxique
FH08

16-Acetoxycytosporone B Phomopsissp. YM Antifongique
355364

5,50-Dimethoxybiphenyl-2,20- | P. longicolla Antibactérienne

Diol HL-2232

Betulinicacid Phomopsis sp. Antivirae
NB-LAP1-7-32 P

Phochrodine D Phomopsissp. 33 Antioxydante

Phomopsolidone B Phomopsissp. Phytotoxique
DC275

Diaporthel actone Phomopsissp. Antioxydante
A123

1-1-9-6. Activité anti-inflammatoir e des champignons endophytes

Les endophytes fongiques contribuent a la production de métabolites bioactifs
possédants une grande variété d activités biologiques, essentiellement |'activité anti-
inflammatoire. A cet effet, les champignons sont considérés en tant qu'une source

fonctionnelle, car ils sont riches en composés a activité anti-inflammatoire, qui montrent dans
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plusieurs études, une activité anti inflammatoire tres intéressante en raison de leur production
de différentes molécules bioactives comme les polysaccharides, I'ergostérol et les
polyphénols qui exercent une activité d'inhibition de la production de I’ oxyde nitrique (NO)
induite par le LPS (lipopolysaccharide) et IFN gamma chez les macrophages (Diallo, 2020).

Ces especes fongiques produisent divers composes naturels anti inflammatoire a intérét
thérapeutique, visant a la production de meédicaments pour le traitement des maladies
inflammatoires (Cruz et al., 2020). Plusieurs types de métabolites secondaires sont produit y
compris: les alkaloides, les polyketides, les terpenes, terpenoides et les stéroides (voir
annexes).

Plusieurs sources endophytiques ont été isolées a partir de divers plantes hétes et qui
sont al’ origine de plusieurs composés anti-inflammatoires ; parmi ces composeés, |’ aternariol
isolé a partir de Phomopsissp un endophyte fongique de Senna spectabilis, |’ ergoflavin isolé a
partir de Ascomycetessp un endophyte fongique de Mimosopselengi, Conioxanthone A isolé a
partir de Penicillium sp. ZJSY2 un endophyte fongique de Sonneratiaapetala, comme
I’indigque le tableau I1I.

Le processus inflammatoire contribue a la libération de cytokines pro- inflammatoires
telles que IL-1, IL-6, IL-12, IL-18, INF-y, TNF-a. D'autre part, celles qui suppriment
I'expression de ces cytokines, telles que I'lL-4, I'IL-10, I'IL-13, I'lFN-o sont des cytokines
anti-inflammatoires qui sont libérées par des champignons endophytes. Les PG, et les
cyclooxygénases 1 et 2 (COX-1 et COX-2) sont a l'origine des principaux troubles liés a
I'inflammation, il existe des agents anti-inflammatoires qui sont responsables de I’inhibition
de ces deux enzymes tels que la Botryosphaerin B et Botryoisocoumarin A qui sont également
sécrétés par divers endophytes fongiques. Les ROS comme les superoxydes, les anions
hydroxyles et le peroxyde d'hydrogene sont des facteurs qui déclenchent I’inflammation et
sont responsables de plusieurs maladies inflammatoires; divers métabolites secondaires
présentent une activité d’ inhibition des ROS tels que I’ Alternariol et la Cytochalasin J (Pal et
al., 2020), comme I’indique le tableau IV.

Parmi ces champignons endophytes, le genre Alternaria.C’est un endophyte fongique
qui est classe parmi les Deuteromycetes Dematicaceae, formant un mycélium cloisonné brun.
Il se multiplie de maniere asexuée. Ce sont des dictyispores : conidies piriformes, a la base
élargie avec des septa transversaux, obliques et longitudinaux en nombre variable. Ils sont
phylogénétiquement proche de nombreuses espéces phytopathogéenes. |l regroupe plus de 100
espéces ubiquitaires largement répandues dans les sols, la végétation, I’air ou les aiments

(Cames, 2012). La premiére espece du genre Alternaria, A. tenuis, a été décrite a partir de
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matériel végétal mort par Neesvon Esenbeck en 1816 (DeMers, 2022).Les especes
d'Alternaria sont associées a une grande variété de substrats, y compris les graines, les
plantes, les produits agricoles, les animaux, le sol et I'atmosphére (Eram et al., 2018).

Ces especes sont classees parmi les champignons imparfaits appartenant a
I”’embranchement des Ascomycetes des Hyphomycetes (Meenaa et Samal, 2019). Ils sont
largement répandus dans de nombreuses cultures destinées a l'alimentation humaine et
animale, ains que dans les matiéres organiques en décomposition et dans le sol (Wang et al.,
2014). Les Alternaria produisent divers métabolites bioactifs, qui ont attiré I'attention de
nombreux chercheurs, qui possedent un large éventail d'activités biologiques, y compris
I’activité anti oxydante, |'activité anti virae, |'activité anti cancéreuse et essentiellement
I’ activité anti inflammatoire(Zheng et al., 2012).Plusieurs études ont permis d'isoler plusieurs
composes bioactifs a partir d' une espece endophytique I’ Alternaria sp dont les benzofuranes
tels que les alternabenzofuranes A et B, les sesquiterpénoides tels queles aternaterpénoides A
et B, des polykétides connus, tels que I'isobenzofuranone A, I'acide isoochracinique (Chen et
al., 2020).
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Tableau I : Métabolites anti-inflammatoires et |eurs sources endophytiques (Pal et al.,

2020).

Composes

inflammatoires

anti

Sour ce endophytique

Plante héte

1,2 seco-trypacidin

Aspergillus fumigatus

Rumex patientia

1-O-methyl emodin

Aspergillus fumigatus,

Rumex patientia, Phragmites

Gaeumannomycessp. COMMUNIS
Alternariol Phomopsi ssp. Senna spectabilis
Asperimide C Aspergillusterreus Surianamaritima L.

Botryoisocoumarin A

Botryosphaeriasp. KcF6

Kandeliacandel

Chaetomugulin E

Wikstroemia uva-ursi

Chaetomiumglobosum

Conioxanthone A

Penicillium sp. ZISY2

Sonneratiaapetala

Palmaerones A Lachnumpalmae Przewal skiatangutica
Periconianone A Periconiasp. Annonsamuricata
[-sitosterol Gaeumannomycessp. Phragmites communis
Terrusnolides A Aspergillus sp. Tripterygiumwilfordii (
Trypacidin Aspergillus fumigatus Rumex patientia
Ergoflavin Ascomycetessp. Mimosopsel engi
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Tableau IV : Métabolites secondaires et leurs activités anti-inflammatoires (Pal et al., 2020).

M étabolites secondair es

Activité anti-inflammatoire

11-epichaetomugilin |

Inhibition de la production du NO

1-methoxy-3-methylcarbazole

Inhibition du NO, PGE-2, TNF-a, IL-18, IL-6, et I'IL-
10

1,2 seco-trypacidin

Inhibition del’IL-6

5,7-dimethoxy-4-phenylcoumarin

Inhibition du NO, PGE2, TNF-a, IL-6, IL-1, et |a COX-
2

8-methoxy naphthalene-1,7-diol

Inhibition du NO et del’IL-6

Alternariol

Inhibition des ROS

Botryoisocoumarin A

Inhibition de la COX-2

ChaetoglobosinFex

Inhibition du TNF-q, IL-6, MCP-1, eeMAPKSs

Conioxanthone A

Inhibition des lymphocytes

Corynesidone A Inhibition du NO et du TNF-a
Fusaristerol A Inhibition de la 5-lipoxygenase (5-LOX)
Koninginin E Inhibition de la Phospholipase A2

Terrusnolides A

Inhibition del’IL-1B, TNF-a, le NO

Xylariphilone Inhibition du TNF-a, I'IL-6, et I'IL-12 p40
Herbarin Inhibition du TNF-o et del’IL-6
Asperteretal C Inhibition du NO

Botryosphaerin B

Inhibition de la COX-2

Andasperfumin

Inhibition del’'IL-6

Trypacidin

Inhibition del’'IL-6

Terrusnolides D

Inhibition de !’ IL-1B, TNF-a, et le NO

Koninginin F

Inhibition de la Phospholipase A2

Fusaristerol B

Inhibition dela5-LOX

Dichlorodiaportintone

Inhibition du NO

Cytochalasin J

Inhibition des ROS




1-2. Inflammation

L’ émergence des maladies inflammatoires a orienté les scientifiques a la recherche de
médicaments antis inflammatoires naturels qui présentent peu ou pas d’ effets secondaires.
Selon plusieurs recherches qui ont approuvés que les champignons endophytes soient de
véritables substances thérapeutiques qui inhibent les différents mécanismes de la réaction

inflammatoire.
1-2-1. Généralités

L'inflammation est une réponse biologique du systéme immunitaire qui peut étre
déclenchée par divers facteurs, notamment des agents pathogenes, des cellules endommagées
et des composés toxiques, en favorisant |a réparation et la guérison des tissus (Furman et al.,
2020). Elle est qualifiée comme étant une réponse homéostatique des tissus (Janior et al.,
2016). Elle fait partie du mécanisme de défense innée de |’ organisme, ce mécanisme est dite

non spécifique et immeédiat (Hannoodee et Nasuruddin, 2022).

Elle constitue un mécanisme de défense qui est vital pour la santé. Au niveau des tissus,
I'inflammation se caractérise par une rougeur, un gonflement, une chaleur, une douleur et une
perte de fonction qui résultent de la dilatation des vaisseaux sanguins (Chen et al., 2018).Ce
processus se caractérise par une dilatation vasculaire, une perméabilité accrue des capillaires,
une augmentation du flux sanguin et le recrutement de leucocytes. Les neutrophiles
polynucléaires sont parmi les premiers leucocytes a saccumuler dans le site enflammé. Ces
cellules jouent un réle crucial en tant que premiére ligne de défense du systéme immunitaire
inné en raison de leur capacité de phagocytose (Freire et Van Dyke, 2013).

L'exposition & des motifs moléculaires associés aux pathogénes (PAMP) et & des motifs
moléculaires associés aux dommages (DAMP) entraine |'activation des cellules de la lignée
monocyte macrophage, ce qui provoque l'expression de protéines proactives entrainant
I'expression de génes pro-inflammatoires et I’inhibition de I'expression de genes anti-
inflammatoires. Le recrutement des cellules immunitaires est assuré par la production de
cytokines, de chimiokines et d'autres substances chimiques, par diverses voies de signalisation

intracellulaire en particulier : Nuclear factor-kappa B (NF-KB) (M. Bennett et al., 2018).
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1-2-2. Typesd’inflammation
1-2-2-1. Inflammation aigue

L’inflammation aigue est une réponse adaptative immediate avec une spécificite limitée
(Hannoodee et Nasuruddin, 2022). Elle seclasse dans la catégorie des processus
inflammatoires rapides, qui durent quelques heures, voire quelques jours (Watsona et al.,
2018).

Elle est déclenchée par des facteurs exogenes, tels que les agents pathogenes. Elle se
caractérise par des rougeurs, des gonflements, de la fievre et des douleurs (Suzuki, 2019),

comme I'indique lafigure 4.

C’ est une réaction inflammatoire exogéene dite non spécifique car elle ne met pas en jeu
les cellules immunologiques compétentes (lymphocytes). Elle concerne les affections liées
aux premiéres rencontres, bactéries, virus, parasites, tissus et cellules endommagées. Ce type
d’inflammation est initié par la reconnaissance de |’agent éranger, ce qui entraine une
vasodilatation des vaisseaux qui est induite par des composants plasmatiques qui activent des
systémes protéolytiques. Ce processus aboutit a |’ activation des cellules endothéliales qui
migrent par la suite vers le tissu infecté pour la libération des médiateurs participant a la
phagocytose. Ce mécanisme se termine par laréparation du tissu blesseé et |la mémorisation de
I’ agent étranger (Marie et al., 1998).

Elle se caractérise également par le recrutement de fluides et de protéines plasmatiques
(Iwalewa et al., 2007), et des médiateurs solubles comme les cytokines, les chimiokines pour
favoriser lamigration des neutrophiles et des macrophages qui font partie de I’ immunité innée
naturelle vers la zone de I’'inflammation (Hannoodee et Nasuruddin, 2022). De nombreux
autres meédiateurs sont impliguées dans I’initiation de la cascade de processus inflammatoire
aigu, le premier groupe de médiateur est constitué des récepteurs de type péage Toll-like
receptor (TLR), qui sont des protéines membranaires présentes a la surface des cellules du
systéme immunitaire innée comme les macrophages et les cellules dendritiques qui peuvent
reconnaissent les PAMPs et les DAMPs. Le second groupe de médiateurs est les médiateurs
de I’acide arachidonique (AA), qui constitue la membrane des cellules de I’ organisme qui
peut étre activé par des inducteurs tels qu’ une infection ou une Iésion tissulaire. Le troisieme
groupe est les mastocytes, ces cellules seront activees par des Iésions tissulaires (Hannoodee
et Nasuruddin, 2022).
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Les réponses immunitaires aigués nécessitent une régulation a la hausse de divers
leucocytes, qui devraient ensuite étre régulés a la baisse une fois le processus terminé
(Watsonaet al., 2018).

1-2-2-2. Inflammation chronique

L’inflammation chronique aura lieu lorsque I’organisme n'a pas su éliminer I’ agent
étranger qui entraine une destruction tissulaire (Marie et al., 1998), qui provoque le
dysfonctionnement irréversible des organes (Suzuki, 2019), et de I'accumulation des protéines
pro-inflammatoires (Watsona et al., 2018). Elle peut étre causée auss par les maladies auto-
immunes, un défaut des cellules responsables de la médiation de I'inflammation ou une
exposition a un faible niveau d'un irritant particulier ou un corps étranger (Pahwa et al.,
2023).

L’inflammation chronique dure plus longtemps, elle se manifeste par la présence des
cellules immunitaires notamment les lymphocytes, les macrophages, les polynucléaires
neutrophiles, les polynucléaires éosinophiles et les fibroblastes, ce qui entraine une nécrose
des tissus. L’inflammation chronique persistante augmente le développement des maladies
dégénératives comme |l'arthrite rhumatoide, |'athérosclérose, et les maladies cardiaques
(Iwalewa et al., 2007). La plupart des caractéristiques de I’inflammation aigu persistent a
mesure que |’inflammation devient chronique, notamment la vasodilatation, |’ augmentation
du débit sanguin et la migration de neutrophiles dans les tissus infectés, ce qui est représenté
dans la figure 4. Ce type d'inflammation se caractérise par I'infiltration des cellules
inflammatoires primaires telles que les macrophages, les lymphocytes et les plasmocytes dans
le site tissulaire, produisant des cytokines inflammatoires telles que I’interlukine 1 (IL-1) et le
Tumor Necrosis Fcator (TNF-alpha), ces cytokines stimulent la production des sélectines et
des intégrines qui stimulent a leur tour le chimiotactisme et la diapédese des leucocytes en
circulation , des facteurs de croissance et des enzymes, contribuant ainsi a la progression des
Iésions tissulaires et a la réparation secondaire. Les macrophages tissulaires et les cellules
dendritiques (DC) permettent la phagocytose de I'agent étranger. Les leucocytes qui se
trouvent dans le site local de la lésion, ils sont activés par divers cytokines et chimiokines
secrétées par les macrophages et les DC, les leucocytes actives liberent a leur tour des
cytokines et des meédiateurs de I'inflammation. Les neutrophiles détruisent également
I’antigéne par phagocytose, la libération des d’ espéces réactives d oxygene (ROS) et de
cytokinestellesquel’IL-1, I'IL-6 et le TNF apha (Pahwaet al.,2023).
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Ce type d'inflammation est déclenché par des substances libérées d’une maniere

endogene suite a des Iésions tissulaires qui se lient aux récepteurs dites Pattern Recognition

Receptor (PRR) du systéme immunitaire inné pour induire une inflammation chronique. Elle

se caractérise par une acquisition beaucoup plus longue et de faible intensité d'agents

inflammatoires dans les tissus (Suzuki, 2019).

Stimuli nocif
(irritant,

infection, cellule

endommagée et

Invasion microbienne
V asodilatation

(Edeme et trafic de leucocytes

Tumeur et perte
d'infection

M édi caments anti-
inflammatoires
traditionnels

Inflammation aigue

NSAID, agoniste ces
récepteurs GC, TNF-
aphaet IL-1

Inflammation
chronique

Figure 4 : Mécanismes et signes de I’ inflammation (Ingawale et Mandlik, 2020).

1-2-3. Médiateurs chimiques del’inflammation

L'inflammation est un processus en plusieurs étapes, dont il est actuellement reconnu

guil est di a une accumulation de leucocytes, de mastocytes et de plaguettes qui libérent

divers types de médiateurs lipidigues (eicosanoides), de protéines (cytokines et chimiokines)

et de médiateurs gazeux (oxyde nitrique, monoxyde de carbone, espéces réactives de I'oxygen

(Fioranelli et al.,2021).




1-2-3-1. Complément

Les compléments sont un ensemble de protéines qui interagissent entre elles pour créer
une cascade (Hannoodee ,2022). Le complément est I'un des premiers médiateurs activés
dans l'initiation de I'inflammation dans I'ensemble de I'organisme. Cette voie peut constituer la
premiere réponse cytotoxique a l'invasion tout en initiant le recrutement de leucocytes et des
changements vasculaires. Le complément fait partie du systéme immunitaire humoral et se
compose de plusieurs ééments qui, lorsquils sont activés généralement par clivage,
interagissent pour former des enzymes ou fonctionnent comme des protéines de liaison.
L’ activation intra vasculaire du complément est déclenchée par divers agents, notamment les

complexes antigenes-anticorps, les produits bactériens et les toxines (Juhn MD et al., 2008).
1-2-3-2-Cytokines pro- inflammatoires

Les cytokines sont des protéines glycosylées de faible poids moléculaire, pléiotropes et
redondantes. Ce sont des protéines de signalisation qui jouent un réle important dans la
communication intracellulaire en réponse a de nombreux stimulus et des cellules cibles. Cette
famille de médiateurs comprend de nombreuses molécules telles que : les interleukines et les
TNF, principalement I'IL-1 béta, I'IL-6 et le TNF alpha, qui sont responsables de I’ activation
des cellules endothélidles et la réparation tissulaire. Cette famille regroupe aussi les
interférons (IFN) (FEBVRE-JAMES, 2019). Les cdlules inflammatoires y compris les
neutrophiles, les macrophages et les lymphocytes utilisent les cytokines pour coordonner
toutes les étapes de la réponse inflammatoire. Différentes cytokines sont impliquées dans les
stades précoces et tardifs de I'inflammation, principalement, IL1, IL2, IL8, et TNF-o (Juhn
MD et al., 2008).Les cytokines produites pendant I'inflammation contribuent également au
processus de réparation d'une blessure. Cependant, les mémes cytokines qui orchestrent
I'infiltration des neutrophiles pour lutter contre I'infection sont responsables du remodelage
des tissus et de la détérioration des organes lorsqu'elles sont produites de maniére chronique.
L'inflammation chronique détruit les articulations, la capacité d'échange gazeux du tissu
pulmonaire, la perméabilité de I'artére et |a capacité d'absorption de I'air (Dinarello, 2010).

L'IL-1B est libérée principalement par les monocytes et les macrophages ainsi que par
des cellules non immunes comme les fibroblastes et les cellules endothéliales, lors de Iésions
cellulaires, d'infections, dinvasions et dinflammations. Ces cytokines sont des médiateurs de

lamaladie et sont donc des cibles pour |es thérapies anti-cytokines (Zhang et al., 2007).
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1-2-3-3. Chimiokines

Les chimiokines sont une famille de petites protéines structurellement similaires, dont le
réle principal est de stimuler le chimiotactisme des leucocytes. Il existe 2 familles de
chimiokines, les chimiokines a-chemokine (CXC) et les chimiokinesp-chemokine (CC). Les
chimiokines CXC comprennent I'lL-8 et sont chimiotactiques pour les neutrophiles. Les
chimiokines CC sont chimiotactiques pour les monocytes et des lymphocytes (Juhn MD et al.,
2008).

1-2-3-4. Cytokines anti-inflammatoir es

L'IL-4, I'IL-10 et I'IL-13, le transforming growth factor (TGF-béta) et I'intérféron
alpha (IFN-apha), constituent un groupe maeur de cytokines anti-inflammatoires. Elles
possedent la capacité d’'inhiber I'lL-1, 6 et 8 et le TNF apha. Le blocage de I'activité des
cytokines pro-inflammatoires IL-1, TNF, IL-6, IL-12, IL-17, IL-18 ou IL-23 réduit
I'inflammation et supprime des voies spécifiques qui activent les lymphocytes T, |e blocage de
I'lL-32 et de I'lL-33 peut également étre utile pour traiter I'inflammation et I'alergie. Les
chimiokines sont également des cytokines, et |es antagonistes des récepteurs de chimiokines a
petites molécules ont été utilisés pour traiter la maladie de Crohn, une maladie inflammatoire
auto-immune de I'intestin. Les chimiokines favorisent la migration des cellules immunitaires,
mais elles affectent également I'angiogenése et |'activité du systeme immunitaire. (FEBV RE-
JAMES, 2019).
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Figure 7 : Résumé des médiateurs et mécanismes pro et anti inflammatoires (Cavaillon).
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1.2.4. Inflammation et stabilité dela membrane érythrocytaire

Il a éé démontré que pendant I'inflammation, les érythrocytes peuvent subir des
atérations biochimiques et biophysiques. Les changements biochimiques peuvent étre
considérés comme des perturbations de I'arrangement moléculaire de la membrane plasmique
et de la fonction érythrocytaire, tandis que les changements biophysiques sont des
modifications de la structure générale et de la morphologie érythrocytaire, se traduisant par
des changements dans la mécanique érythrocytaire. En géneéral, les molécules inflammatoires
interagissent avec les membranes érythrocytaires, ce qui entraine des modifications
structurelles. Les articles publiés dans ce théme de recherche ont éucidé la fagon dont
I'inflammation et I'infection jouent un rdle dans I'atération du métabolisme, de la mécanique
et delafonction des érythrocytes (Bester et al.,2022).

L’inflammation entraine des modifications des proténes et des lipides situés dans la
membrane plasmique des érythrocytes (Bester et al.,2022). Les phospholipides constituent la
majorité des lipides de la membrane érythrocytaire, avec le glycérophospholipide (GPL), la
phosphatidylcholine (PC), et le sphingolipide sphingomyéline (SM) qui dominent la
membrane externe de la bicouche lipidique. La phospholipase sécrétoire (sPLA2) et la
sphingomyélinase (sMase) catalyse les GPL en lisophospholipides (LPL) et des acides gras, €t
delaSM en cé&ramide et en choline. Les lipides générés suite al’ activité des deux lipases sont
impliqué dans la pathologie de I’ inflammation (Dinkla et al.,2016).

Les hémocytes sont |'une des principal es cibles des ROS produits par les neutrophiles &
la suite d'une explosion respiratoire dans I'inflammation. Lorsgue les neutrophiles sont actives
par les bactéries et leurs composants constitutifs, une série de dérivés toxiques de I'oxygene,
tels que 1I'02, le NO, le CIO, le H202 et I'ONOO, est produite. Les dommages causés aux
érythrocytes, par exemple par I'hémolyse induite par une blessure thermique, peuvent
eégalement étre provoqués par l'activation des neutrophiles (OLCHOWIK et al.,2012). La
production excessive d’ espéeces réactives d’ oxygene (ROS) entraine des endothéliales, par la
peroxydation de la membrane lipidique et /ou la fragmentation de I’ ADN, pouvant conduire a
I" apoptose cellulaire. Les ROS influence la déformabilité des GR dans I'inflammation, ils
peuvent entrainer la dégénérescence des protéines dans les GR in vitro, en particulier les

protéines membranaires telles que la bande 3 et la spectrine (Niemela et al.,2022).

Le NO est un médiateur libéré par les cellules endothéliales vasculaires et agit

principalement comme un vasodilatateur. De petites quantités de NO sont présentes dans le
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sang dans des conditions physiologiques, mais au cours de I'inflammation sa concentration
peut augmenter. Plusieurs expériences in vitro ont montré une diminution de I’ organisation

des GR en présence de quantité excessive du NO (Niemelaet al., 2022).

1.2.4.1. Moléculesinflammatoires
e Lasaponine
Les saponines sont des glycosides tensioactifs provenant de différentes plantes et

d'organismes marins et sont subdivisées en glycosides triterpénoides et stéroides en fonction
de la nature de leur aglycone (ou sapogénine).Les saponines sont associées a différentes
propriétés : la formation de mousse en solution aqueuse, |'émulsification, I'activité et les
propriétés antimicrobiennes, antiparasitaires, anticancéreuses et I'activité hémolytique
(Carolin de Groot, Christel C. Mller-Goymann, 2016).

L'aglycone des saponines triterpéniques est constitué d'un squelette en C30, tandis que
I'aglycone stéroidien est constitué d'un squelette en C27, subdivisé en types spirostane et
furostane. La différence entre les deux types d'aglycone stéroidienne la chaine latérale reliée a
un spirocétal dans les saponines spirostanes. Des progres ont été accomplis lorsquil a été
démontré que l'effet hémolytique doit étre attribué a |'aglycone de la saponine. Cette
conclusion a été tirée du fait que toutes les sapogénines en elles-mémes sont fortement
hémolytiques et que des modifications mineures dans la composition de la partie aglyconique
de la saponine peuvent avoir des effets considérables sur le pouvoir hémolytique des

saponines et des sapogenines correspondantes (SECTAL et al.,1973).
e Meécanismed’action dela saponine sur lamembrane érythrocytaire

Le processus d' hémolyse est résumé en deux étapes : dans un premier temps la saponine
est liée aux érythrocytes et dans un second temps |’ hydrolyse se produit ce qui entraine
I’activité hymolytique de I’aglycone. Avant que I’hémolyse se produit I’ hydrolyse de la
saponine par une glycosidase membranaire approprié€ est susceptible de se produire (Baumann
et al.,1999).

Les saponines sont largement utilisées pour rendre la membrane plasmique des cellules
perméable, ce qui permet aux petites molécules et aux macromolécules d'entrer dans le
cytoplasme ou d'en sortir. Lorsque des érythrocytes sont incubés avec de la saponine dans un
tampon isotonique, la membrane devient perméable a I'némoglobine. En particulier, les

saponines stéroidiennes et triterpéniques avec une seule chaine de sucre en C3 ont une forte
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activité hemolytique. Les Iésions membranaires apparaissent comme des "trous’ dans la
membrane au microscope. On pense que les molécules de saponine forment des complexes
insolubles avec le cholestérol membranaire, ce qui entraine une modification de |'arrangement
du cholestérol, ou que les micelles saponine-cholestérol perturbent la bicouche lipidique.
Segal et Milo-Goldstein (1978) ont constaté que le cholestérol ne sert pas de site de liaison
spécifique pour les saponines dans les érythrocytes, "mais une diminution de son niveau
affecte la susceptibilité par le biais de changements structurels dans la membrane”. Winter
(1994) a propose que les saponines favorisent I'hémolyse en augmentant le transport de I'eau
par le canal aquaporine plutdt qu'en agissant sur la phase lipidique. L'interaction des globules
rouges avec la saponine provogue une perturbation de la bicouche lipidique et |'agrégation des
molécules de la bande 3. L'interaction des protéines du cytosquelette avec les protéines
transmembranaires participe a la restriction des canaux ioniques ou des molécules d'adhésion
a des régions spécialisees des cellules. La perméabilisation par la saponine peut abolir la
distribution limitée des proténes membranaires intégrales par agrégation (Baumann et
al.,1999). Le mécanisme d' action de la saponine sur la membrane érythrocytaire est montré

dans lafigure ci-dessous.

Figure 8 : Mécanisme d’ action de la saponine sur lamembrane érythrocytaire
(Baumann et al.,1999).
1.2.4.2. M édicaments anti-inflammatoires
e Agpirine

L’ Aspirine (Acide acétylsalicylique) est un anti-inflammatoire non stéroidien tres
efficace dans le traitement de I’inflammation et d’autres problemes de santé, il est utilisé

depuis I'antiquité pour ses effets analgésiques et anti-inflammatoires (Belhomme et al.,




2017).c’est un inhibiteur irréversible des enzymes COX (prostaglandines-endoperoxyde
synthase) qui produisent les précurseurs des prostaglandines et des thromboxanes (Hybiak et
al., 2019).

e Mécanismed’action del’ Aspirine sur lamembrane éythrocytaire

Des études récentes ont montré que les propriétés pharmacologiques de I’ aspirine
étaient dues a la diminution de la production de prostaglandine par inhibition de I'enzyme

cyclooxygénase (COX).

L'enzyme cyclooxygénase (COX) ou prostaglandine endoperoxyde synthase, convertit
I'acide arachidonique en intermédiaires endoperoxydes instables PGG2 et PGH2, cesderniers
sont meétabolisés en prostaglandines stablesPGE2, PGF2 apha et PGD2, ains qu'en
prostanoides instables, la prostacycline et le thromboxane A2. L'aspirine empéche la
production de toutes ces prostaglandines (Botting, 2010). Ce mécanisme est présenté dans la

figure suivante.
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Figure 9 : Mécanisme d’ action de I’ Aspirine sur la membrane érythrocytaire (Botting, 2010).

Picot, Loll et Garavito ont déterminé la structure tridimensionnelle de la COX. Il sagit
d'une enzyme homodimérique qui sintegre dans un seul feuillet de 1a bicouche lipidique de la
membrane cellulaire. Cette enzyme bi fonctionnelle comprend trois unités de repliement
indépendantes : un domaine similaire au facteur de croissance épidermique, un motif de
liaison a la membrane et un domaine enzymatique. Les sites d'activité de la peroxydase et de
la cyclooxygeénase sont adjacents mais distincts dans |'espace. Trois des hélices de la structure
forment un canal d'entrée vers le site actif et leur insertion dans la membrane permet al'acide
arachidonique d'accéder al'intérieur de la bicouche.
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Le site actif de la COX est un long canal hydrophobe et Picot et al ont montré que la
plupart des médicaments de type aspirine, comme le flurbiproféene, inhibent la COX en
excluant |'arachidonate de la partie supérieure du canal. La tyrosine (Tyr) 385 et la sérine
(Ser) 530 sont situées a I'apex du long site actif. La tyrosine 385 forme un radical tyrosyle,
absorbe I'hydrogene du cété pro-S du carbone 13 de |'acide arachidonique et crée un radical
arachidonyle activé qui subit la réaction de cyclisation/oxygénation qui aboutit ala formation
d'endoperoxydes instables. L'aspirine inhibe la COX par acétylation du groupe hydroxyle de
Ser 530, empéchant ains |'acces de |'acide arachidonique a Tyr 385 par encombrement
stérique. Cette liaison covalente entraine une inhibition irréversible de la COX, contrairement
a l'action inhibitrice réversible d'autres AINS. Loll et ses collégues ont également émis
I'hypothese que le groupement salicylate de I'aspirine ou de I'acide salicylique se lie avec une
faible affinité a un second site de liaison situé en dessous de Ser 530 (probablement au site de
liaison du carboxylate, I'arginine (Arg)120). Ils ont suggéré que |'acide carboxylique de
I'aspirine se lie d'abord al'Arg120, qui est situé prés de 'ouverture du canal catalytique, puis a
I'Arg120, qui est situé prés de I'ouverture du cana catalytique, puis a I'Argl20 qui est situé
pres de I'ouverture du cana catalytique, suivi de la liaison covaente du groupe acétyle a Ser
530 (Botting, 2010). La figure suivante montre le mécanisme d'inhibition de la COX par

I” Aspirine.

COX-1 lled434 COX-2 Vala3a
Tyr385 Phe518 Tyr385: @ Phe518
C B ES
e523 Val523
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His513 Arg513
Arg120© Arg120 O

Figure 10: Mécanisme d’inhibition dela COX par I’ Aspirine (Botting, 2010).
1.2.4.3. Testsde stabilité membranaire

La stabilisation des membranes érythrocytaire est un mécanisme supplémentaire de
I'effet anti-inflammatoire des extraits fongiques. La libération du contenu lysosomal des
neutrophiles pourrait ére inhibée sur les sites dinflammation pour stabiliser la membrane
(Yesmin et al.,2020).
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La solution hypotonique a un effet hémolytique. L'hémolyse survient lorsquil y a une
accumulation excessive de liquide dans les cellules, ce qui entraine une rupture de la
membrane du globule rouge. Lorsgue la membrane du globule rouge est endommagée, elle
rend la cellule plus susceptible de subir des dommages secondaires. Ces dommages sont
provoques par la peroxydation lipidique induite par les radicaux libres. La fuite des protéines
sériques et des fluides dans les tissus peut étre évitée par la stabilisation de la membrane. Ce
processus est déclenché par des intermédiaires inflammatoires qui augmentent la perméabilité
de la membrane. L’ extrait fongique pourrait stabiliser la membrane des GR en empéchant la
décharge denzymes lytiques et dautres médiateurs inflammatoires actifs (Yesmin et
al.,2020).

Cependant, un certain nombre d'études ont montré que les flavonoides et une série
d'autres composés végétaux ont des effets analgésiques et anti-inflammatoires en raison de
leur capacité a stabiliser les membranes dans divers modéles expérimentaux. Il a également
été démontreé que les extraits de champignons endophytes contiennent des flavonoides tels
gue le kaempféral, la quercétine et I'acide p-coumarique. La production de radicaux libres,
tels que les peroxydes lipidiques et les superoxydes, serait responsable de la déstabilisation
des membranes cellulaires. Les flavonoides et autres composes phénoliques agiraient comme

des piégeurs efficaces de radicaux libres (Ranasinghe et al.,2012).
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2. Matériels et méthodes

Les différents protocoles réalisés dans cette éude ont été menés au niveau du
laboratoire de recherche en biochimie analytique et biotechnologie (LABAB) de I’ Université
Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.

2-1. Matériels
2-1-1. Appareillage

Centrifugeuse réfrigérée (max 28000xg ; SIGMA3-16PK) (2) ;
Microscope optique (hund WETZLAR) (1) ;
Spectrophotométre UV -visible, (SHIMADZU) (2) ;
Rota vapeur (Stuart) (1) ;

Etuve (MEMMERI) (1);

Bain marie (Memmert) ;

Autoclave (Pb international) ;

Vortex (BIOBLOCK SCIENTIFIC) ;

Plague chauffante ;

Congélateur (DIRECT Freeze) ;

Plaque chauffante (SANO clav)

YV V.V V V V V V V VYV V

2-1-2. Produits chimiques ; L’ Acétate d' éthyle, le Chlorure de Sodium, le Glucose, I’ Agar,
la Saponine, I’ Aspirine.

2-1-3. Milieux de culture
» Potato Dextrose Agar (PDA) ;
2-1-4. Matérid biologique

» Lesfeuillesd Ortie (Urtica dioica) ;

» Un champignon endophyte du genre Alternaria ;
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2-2. Méhodes
2-2-1. Préparation des extraits végétaux et fongiques
2-2-1-1. Extraits végétaux

Les feuilles d' Urtica dioica ont été récoltées en janvier 2015 par Mme Sami dans la
région de LarbaaNathlrathen (36° 38’ 12'’Nord, 4° 12’ 24 Est), située a 30 Km al’est de
Tizi-Ouzou (centre de I’ Algérie), a 937m d' altitude. Les feuilles ont été lavées puis séchées
dans une étuve a40°C ; apres séchage elles ont été broyées.

Une éape de macération des feuilles a été effectuée pour la préparation des extraits
végétaux ; dans de |’ eau distillée (20 g de poudre séchée dans 200 ml d eau distillée) mis sous
agitation vigoureuse a |’ aide d’ un agitateur magnétique a température ambiante pendant 24h.
Le filtrat d’'eau récupéré a été congelé et lyophilisé dans un lyophilisateur a une pression de
5mHg a50°C. Les extraits de feuilles d’ ortie ont été conservées a-20°C jusqu’al’ utilisation.

2-2-1-2. Extraitsfongiques
e |solement du champignon endophyte

Un nombre de feuilles d'Urtica dioica ont été séectionné pour I'isolement des
champignons endophytes par une méthode de stérilisation superficielle des feuilles dans un
bain d’ éhanol a 96%, dans |e but d’ élimination des microorgani smes épiphytes. Aprés |’ étape
de stérilisation, les feuilles ont éé mise en culture dans des boites de pétrie contenant le
milieu PDA. Les champignons endophytes formant des colonies, ont été isolés ; purifiés et

conservés sur milieu PDA a4°C.
e Identification macro et microscopique

L’identification macroscopique est basée sur différentes caractéristiques culturaux ;
dont la pigmentation et/ou le diametre de la colonie, ainsi que la vitesse de la croissance.

Les endophytes fongique sont été également examinés au microscope optique pour la
détermination du mécanisme de production des spores ainsi que les caractéristiques des spores
en se basant sur la morphologie des hyphes, |a présence ou I’ absence de septations, la couleur

et laforme des spores et |e regroupement des conidies.
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e |ncubation

Les boites de pétrie contenant le milieu PDA ont été cultivées a 28°C pendant 18jours

pour induire un stress aux champignons afin de produire des métabolites secondaires.
e Macération

Apres 18 jours de culture, le contenu des boites a été récupéré (extraits de champignons
+ Gélose PDA) pour extraire les métabolites secondaires libérés dans le milieu extra et
intracellulaires. Ensuite, un écrasement du mélange extrait a été réalise afin de faciliter la

macération.

Dans un bicher contenant 200ml de I’ acétate d’' éhyle ainsi que le mélange extrait a été
mis sous agitation pendant 24h. Le lendemain, il a été récupéré puisfiltré et lefiltrat obtenu a

été réparti dans des flacons qui ont été conservés a4°C.
e Concentration del’extrait

Le filtrat a été récupéré puis évaporé a |I’aide d’'un rota vapeur a 60°C pendant une
trentaine de minutes pour bien évaporer le solvant et garder |’ extrait qui a été récupéré puis

étuvé pour bien évaporer le reste du solvant.

L’ extrait a été récupéré puis solubilisé a I’aide de |'eau physiologique, et a éé gardé
dans un tube aessai a4°C.

-
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Matériel biologique

Matériel fongique Matériel véaétale

| solement

Champignon endophyte Feuilles d' Ortie

Identification

Lavage/
macro et Séchage
microscopique 40°C

Alternaria Feuilles séchées

Broyage/
Macération
al’ eau
distillé 24h

Incubation
sur milieu

PDA a
28°C/18;

Culture Filtrat

Broyage/
Macération
al’ acétate

Lyophilisation

d ethyle 24h
Filtrat Extrait végétal
Concentration
del’extrait
Extrait fongique

Figurell : Diagramme résumant le protocole d’ extraction de |’ extrait végéta et fongique.
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2-2-2. Test d’hémolyse

L’ activité de la stabilité membranaire de I'extrait a été évaluée en induisant une
hémolyse érythrocytaire par une solution hypotonique et par la chaleur, elle a pour but
d’induire une hémolyse des globules rouges et provoquer la désorganisation des membranes

erythrocytaires et puis lalibération de I hémoglobine.

Le sang a été prélevé puis collecté dans des tubes EDTA et/ou héparine puis centrifuge
a 2000tr par minute pendant 5min a 4°C. Pour récupérer le culot, le sérum doit étre éliminé.
Un certain volume d’ eau physiologique qui est égale au volume du sérum éiminé a été gouté
au culot pour le solubiliser puis a été centrifugé a 2000 tr par min pendant 5 min a 4°C. Le
lavage avec de |’ eau physiologigue a été répété 3 fois avec des centrifugations entre chague
lavage a 2000tr par min pendant 5min a 4°C. Le culot du dernier lavage Iui a été rgjouté le
méme volume d’ eau physiologique ; les tubes du sang apres lavage ont été conservés a 4°C

pendant maximum 4 jours.
2-2-2-1. Test detoxicité

Ce test a pour but dévaluer le comportement des extraits vis-a-vis des cellules
érythrocytaires et savoir si nos extraits sont dangereux, s'ils avaient produit des mycotoxines
ou pas en suivant le protocole decrit par SPARGet al, (2004) modifié.

50ul d'extrait a différentes concentrations ainsi que de la saponine (Témoin+) ont été
mélangés avec 1,95 ml du sang a 5% solubilisé dans de | eau physiologique que ce soit pour
I’ extrait ou pour la saponine, puisils ont été incubés sous agitation pendant 1h et centrifugés
pendant 5 min a 4°C puis les DO ont été mesurées a 540nm pour enfin calculer le pourcentage

d’ hémolyse comme suit :
% d hémolyse= (DO échantillon — DO Témoins- /DO Témoins +) x 100.
2-2-2-2. Test au stressthermique

L’ éude de I'activité protectrice de I'extrait vis-a-vis de I’hémolyse induite par la
chaleur est réalisée selon le protocole décrit par SAKAT et al, (2010).

1ml d’ extrait a différentes concentrations ainsi que de |’ aspirine ont été mélangés avec 1
ml du sang a 2% solubilisé dans de I’eau physiologique que ce soit pour I’extrait ou pour

I"aspirine, puis ils ont éé pré-incubés sous agitation pendant 30min a 37°C puis incubés
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pendant 30min dans un bain marie & 60°C et refroidis a I’eau de robinet, et ils ont été
centrifugés pendant 5 min a 4°C. L’absorbance du surnageant a été mesurées a 540nm pour

enfin calculer le pourcentage d’inhibition d’ hémolyse al*aide de I’ équation suivante :
% de protection = (1-(DO échantillon/ DO contréle)) x 100.

2-2-2-3. Test au stress osmotique

L’ étude de I’ effet protecteur de I’ extrait vis-a-vis de I’hémolyse induite par la solution
hypotonique est réalisée selon le protocol e décrit par FREITAS et al, (2008).

Iml d extrait a différentes concentrations a été mélangé avec 40 ul du sang, puisils ont
été incubés sous agitation pendant 1h a 37°C, et ils ont été centrifugés pendant 5 min a 4°C

puis les DO ont éé mesurés a 540nm.

Le pourcentage de protection contre |I”hémolyse induite par la solution hypotonique a

été calculé en utilisant I’ équation suivante :
Pourcentage d’inhibition d’ hémolyse= (DO1-D0O2/D0O1) x100.

Ou : DO1= DO des GR + solution hypotonique (T+)
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Conclusion

Le présent travail a pour objectif |'étude de |'activité anti-inflammatoire des
champignons endophytes foliaires d’Urtica dioica du genre Alternaria par |’ utilisation d’'un
test de stabilité de la membrane érythrocytaire en induisant deux types de stress provoquant
des hemolyses des cellules érythrocytaires soit par un stress hypotonique ou un stress

thermique.

Lors de cette étude, en premier lieu nous avons testé la toxicité des extraits fongique et
veégétal apres les avoir isoler, identifier et concentrer par un test préliminaire pour évaluer le
comportement des extraits vis-a-vis des cellules érythrocytaires ; celui-ci a révélé la non
toxicité des extraits donc ils ne présentent pas un effet hémolytique, les pourcentages
d hémolyse trouvés dans le cas de présence de nos extraits sont tres inférieurs a ceux de

groupe témoin (saponine).

En second lieu, nous nous sommes intéressés a la stabilisation des membranes
érythrocytaires. Celle-ci a été déterminée par le test de stabilisation des érythrocytes vis-a-vis
d’un stress osmotique ou I’ extrait végétal présente un effet protecteur contre 1" hémolyse plus
important que le pouvoir protecteur présenté par I’ extrait fongique contre I’ hémolyse induite

par un stress hypotonique.

D’ autre part, nous nous sommes basés sur un autre test qui étudie I’ effet protecteur des
extraits contre I’ hémolyse des cellules érythrocytaires induite par un stress thermique, ou on a

remargué un effet protecteur de I’ extrait végétal plus puissant que celui de I’ extrait fongique.

Les résultats obtenus lors de I’ évaluation de I’ activité anti-inflammatoire des extraits
végétal et fongique contre les différents stress appliqués montrent que les extraits étudiés

peuvent étre de véritables substances anti-inflammatoires.

Plusieurs autres recherches doivent étre réalisees pour mieux comprendre I’interaction
plante endophyte et la production de métabolites secondaires. La méthode d’isolement et de
purification de métabolites secondaires, est un facteur mageur qui affecte leurs activités
biologiques. Il est nécessaire donc de construire un systéme de culture approprié pour une
meilleure production. Les endophytes fongiques peuvent étre cultivés par fermentation en
milieu liquide ou en milieu solide, car les champignons sont les micro-organismes idéaux
pour la fermentation, qui est une méthode de culture continue et bénéfique, et produit plus

rapidement la biomasse mycéienne et des métabolites bioactifs. Plusieurs autres parameétres

)
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doivent étre optimisés, dont le pH et la température, pour une augmentation de la production
globale de biomolécules. Dans I’ évaluation de I’ activité anti-inflammatoire de nos extraits, la
recherche de la dose thérapeutique qui induit un effet optimal et présente une activité anti-
inflammatoire importante, est une étape supplémentaire et nécessaire qui doit étre effectuée

pour confirmer et justifier les résultats obtenus.

En perspectives, plusieurs autres éudes, plus approfondies et plus accomplies peuvent
compléter notre travail, en incluant |’ identification des métabolites secondaires produites par
les champignons endophytes, I’ identification moléculaire des champignons et la comparai son
entre les métabolites produits par les champignons et celles produites par la plante, des

anal yses statistiques doivent étre effectués pour confirmer les résultats obtenus.
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Annexes

1-Certains composés des champignons endophytes a activité anti inflammatoire
1-1-Alcaloides

Il s'agit d’une classe de métabolites secondaires hétérogenecaractérisee par la présence
d’une fonction basique azotée généralement incluse dans un hétérocycle. Les alcaloides sont
majoritairement dérivés des acides aminés. Ils proviennent du métabolisme de I’ ornithine, de
la lysine, de la phénylaanine, de la tyrosine, du tryptophane, de I’ arginine, de la proline, de
I’ acide anthranilique et de I’ histidine (Crozet et Canard, 2016).

Les acaoides sont largement répandus dans diverses familles du regne végétal et
possedent genéralement des propriétés biologiques variées. Les alcaoides, y compris,
pseurotine A (1), 3-meéthylcarbazole, 1-méthoxy-3-méthylcarbazole, lansa C (2),
diaporisoindoles A-B, chaetoglobosin Fex (3) ,et diaporindene A-D, présentent une activité
anti inflammatoire tres efficace contre diverses cibles, NO, PGE-2, IL-1f, IL-6, IL-10, TNF-
a, et IL-1a. La pseurotine présente une activité anti inflammatoire indirecte en supprimant les

facteurs pro inflammatoire induite par le LPS, (Pal et a., 2020).
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Figur e : Structure de certains al cal oides anti-inflammatoires.
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1-2-Polyketides

Les polykétides sont les métabolites secondaires les plus fréguentes chez les
champignons. Dans ces organismes, ils sont synthétisés par des polycétides synthases de type
|. La synthése des polycétides s apparente a celle des acides gras. Elle consiste en la
condensation d'unité acétyl CoA et malonylCoA conduisant a des chaines carbonées longues,
detaille variable (Crozet et Canard, 2016).

Cette classe de composés comprend les coumarines, les isocoumarines, a-pyrones,
chromanones, quinones, anthrones, glycosides(Rustamova et al., 2020), xanthones,

chromones,, benzofuranones, phénols, oblongolides et polykétides non classifiés.
1-2-1- Lescytochlasanes

Représentent un groupe de métabolites secondaires, hybrides d acides aminés parmi la
famille des polyketides.Quatre dérivés du cytochalasan (cytochalasine J (1) et H (2)
yamchaetoglobosin A et phomopchalasine C provenant de sources fongiques
endophytiquesont été signalés, qui présente une puissante activité anti-inflammatoire. Ces
composes sont responsable de I'inhibition de la production des NO et des ROS, La
phomopchalasine C a été identifiée comme l'inhibiteur le plus actif de la production de
NOdans les cellules brutes induites par le LPS(Pal et al., 2020).

(1) R=OH
(2) R=OCOCH3
Figur e : Structure de certains composés Cythocl asanes.
1-2-2-Coumarines

Les coumarines sont des molécules possédant un noyau de base qui est le benzo-a-
pyrone.Ces composés possédant une activité anti-inflammatoire comprenaient la 5,7-
diméthoxy-4-phényl-coumarine (1), la 5,7-diméthoxy-4-p-méthoxyl phényl coumarine (2),
dichlorodiaportintone (3),desméthyldichlorodiaportintone (4), desméthyldichlorodiaportine,

dichlorodiaportine , et palmaérones A et E. Ces composes sont tres efficaces contre des cibles
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tellesqu’'IL-6, IL-1B, TNF-a, NO, COX-2 et I'enzyme iINOS dans les cellules stimulées par le
LPS.(Pdl et al., 2020)

OH 0 o
WOH
0 o
P
R
c (v
(1) -R=OCH3 (3) -R=OCH3
(2) -R=H (4) -R=0OH

Figure : Structure de certains composes (coumarines) anti-inflammatoires.
1-2-3-Anthraquinones, quinones

Les quinones sont des dérivées de composés aromatiques tels que le benzéne ou le
naphtal éne,et sont des molécules bioactives naturelles avec des dicétones cycliques insatures.
Parmi les composeés efficaces, citons I'herbarine (1), le 1-Ométhyl-6-O-(a-D-ribofuranosyl)-
émodine, 1-O-méthylemodine,etchrysophanol (2). Ces dérivés se sont révélés étre des
inhibiteurs efficaces du TNF-a et del'IL-6, et du NO stimulés par le LPS (Pal et al., 2020).

OCH O OH o OH
O
OH
H,CO " R
o
o]
(1) (2) -R=H R2-CH3

Figure : Structure de certains composés Anthraquinones, quinones.
1-2-4-Xanthone et Xanthenes

Cette classe de métabolite constitue un groupe de composes qui sont des hétérocycles
oxygenés. La plupart des xanthones sont des esters mono- ou polyméthyliquessous forme de

glycosides. Quatre composés ont été isolés a partir des champignons endophytes, ergoflavine,
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conioxanthone A (1), sydowinin A (2) et pinselin. Ils sont trés actifs contre le TNF-alpha et
I’IL-6 dans les monocytes humains induits par le LPS (Pal et al., 2020)

COOCH, 0 COOCH; O
CH OH
(1) 2)

Figure : Structure de certains composés X anthone et X anthenes.

1-2-5- Glycosides
Les glycosides dérivés d'endophytes sont les suivants :xylapapuside A (1) , stemphol C
(2), stemphol D , cordycepiamideB , 4',7-dihydroxy-6-méthoxyisoflavone-7-O-(4"-Ométhyl)-
4' 7-dihydroxy-6-méthoxyi soflavone-7-O-(4"-Omeéthyl)-p-D-glucopyranoside : 4'5,7-
trihydroxyisoflavone-7- O-(4"-O-méthyl)-B-D-glucopyranoside , 4',7-dihydroxyisoflavone-
7-O-(4"-O-méthyl)- B-D-glucopyranoside , et Cordycepiamides.(Pal et al., 2020)

1) @)
Figure : Structure de certains Glycosides.

1-2-6- Lactones

Deux composes lactones ont été isolés a partir de champignons endophytes a activité
anti inflammatoire a savoir le phomol (1), et lasiodiplactone A, qui présente une activité
d’inhibition de NO induite par le LPS.
Les buténolides sont des y-lactones insaturées également connues sous le nom de dérivés du

furane. lls sont apparus comme une classe maeure de composés possédant des effets
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d activité anti inflammatoire. Plusieurs composés ont éé signalésde divers champignons
endophytes, dont I'asperétal A (2), I'asperétal C, le butyrolactone |,etle butyrolactone. Les
composés possedent une activité Al in vitro contre les sécrétions d'IL-1, de TNF-a,et les
secrétions de NO(Pal et al., 2020).

oA 0 _
A =0
(1) 2)

Figure : Structure de certains composés Lactones.
1-3-Terpéneset Terpénoides

Les terpenes sont une classe d hydrocarbures produits a partir d Isopentyl

PyroPhosphate (IPP). Leur squelette carboné est composé de plusieurs unités isoprénes (diene
35 Composé de 5 carbones). Les terpénoides ont des structures analogues aux terpenes
(structure isopréne multiple de 5 carbones) mais ne sont pas des hydrocarbures. Ils possédent
des atomes d’ oxygenes donnant lieu a des groupements acools ou cétones par exemple
(Crozet et Canard, 2016). Ils regroupent les sesquiterpenes/sesquiterpenoids,
diterpenes/diterpenoids, triterpenoids,and meroterpenoids(Rustamova et al., 2020).
Les sesquiterpenes et sesquiterpénoides sont révélés parmi les composés possédant une
activité anti-inflammatoire treés importante.L es composes comprenaient xylarénones C, D, F et
G, periconianone A (1) et B (2), le glomérémophilane A, C et D, le cyclonérodiol B, la-
isopropyl-4a, 8-dimethylspiro[4.5]dec-8-ene-2B,7a-diol et |e pestaloporinate B,en inhibent la
production du NO et des ROS induite par le LPS dans les cellules BV2 de la microglie de
souris(Pal et al., 2020).11 existe aussi les Diterpenoides de la famille des terpenoides, qui
comprennent divers composés, la Libertellenone J C et T, et la Pedinophyllol Ket L(Xuet al.,
2017).
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(1)

Figure: Structure de certains composeés Terpenes et Terpénoides.
1-4-Stéroides

Les stéroides sont une classe de méabolites secondaires contenant du
cyclopentanoperhydrophénanthrene comme noyau de base. IIs regroupent d'ergostérol- 3-O-f3-
D-glucopyranoside, 5a, 8a-epidioxyergosta 6,22-dien-3p-ol, 3B, Sa-dihydroxy-63-méthoxy
ergosta-7,22-diene, phomopsterone (1), p-sitosterol (2) et p-sitosterone (3). Ces composes
présentent une forte inhibition de la production du NO et de I'lL-6.(Pal et a., 2020).Les
dérivés de I'ergostérol pourraient étre des composes de premier plan pour le dével oppement
d'agents inhibiteurs de la 5-LOX pour traiter divers troubles inflammatoire (Rustamova et al.,
2020).

(1) (2)

3)

Figur e : Structure de certains composeés Stéroides.




