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Introduction

L’estomac est la partie la plus large du canal alimentaire qui joue un role important dans
la physiologie humaine (Mahadevan, 2014). L’ulcére gastrique se définit en anatomo-
pathologie comme une perte de substance muqueuse allant au dela de la couche musculaire
muqueuse. Les étiologies de 1’ulcére gastriqgue sont multiples : facteurs héréditaires,
syndromes geénétiques, facteurs psychologiques (stress), facteurs environnementaux (tabac,
alcool, café) et médicamenteux (salicylés et les antiinflammatoires non stéroidiens (AINS))
(Karila-Cohen et al., 2005).

La cause la plus fréquente des ulceres duodénaux et environ 70% des ulcéres gastriques
est l’infection par Helicobacter pylori (Korwin, 1999). Cette bactérie colonise
specifiquement la muqueuse gastrique et peut y survivre en raison de sa puissante activité
uréasique qui neutralise I’acidité de I’estomac. Helicobacter pylori est en général transmise
tot dans I’enfance et persiste toute la vie en 1’absence d’un traitement adéquat par des
antibiotiques. Deux antibiotiques, clarithromycine et amoxicilline, avec un anti sécrétoire
pour augmenter le pH, sont en général administrés pendant au moins sept jours.
L’augmentation des échecs suite a la résistance croissante a la clarithromycine a genéré de

nouveaux protocoles d’antibiothérapie (Mégraud, 2010).

Les plantes médicinales représentent des sources intéressantes de nouvelles
biomolécules, ayant maintenu leur popularité pour des raisons historiques, culturelles, et

traditionnelles.

La curcumine est utilisée depuis des siecles comme épice et pour ses propriétés
thérapeutiques (Bernard et al., 2005). La curcumine ou diféruloyl-méthane est le pigment
principal du curcuma, aussi appelé safran des Indes et extrait de Curcuma longa. Il est connu
pour ses effets bénefiques sur la santé, y compris 1’activité anti-uréasique (Bernard et al.,
2005).

L’objectif de ce travail est d’évaluer in vitro 1’effet inhibiteur de la curcumine et I’acide

borique sur 1’uréase de feve de JACK.
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1.1. Généralités sur ’estomac :

L’estomac est un sac en forme de J situé entre 1’cesophage et I’intestin gréle (figurel)
destiné a accumuler les aliments et ensuite a évacuer par petites quantités vers le duodénum
(Sherwood, 2015).

1.1.1.Anatomie de I’estomac :
L’estomac est divisé€ en cinq régions (Figurel) :

-Le fundus : appelé aussi la grosse tubérosité, est la partie située plus haut que I’orifice

aesophagien (Sherwood, 2015).

-Le cardia :orifice supérieur par lequel I’estomac recoit les substances alimentaires qui

doivent étre soumises a son action (Sherwood, 2015).

-Le Corps :s’étend de ’orifice du cardia au niveau de 1’encoche angulaire, c’est la plus

grande partie de 1’estomac (Mahadevan, 2014).

-L’antre :attaché le long de la courbe inférieure, il produit I’hormone gastrine qui est

responsable de la phase hormonale de la sécrétion d’acide gastrique (Mahadevan, 2014).

-Le pylore : orifice inferieur par lequel les substances alimentaires passent dans I’intestin,
apres avoir subi des altérations.Il constitue I’extrémité de 1’estomac, se divise en deux : un
antre et un canal pylorique. La partie pylorique est située plus bas et a droite du plan médian.
Elle est placée entre le foie d’une part et le pancréas et le colon, d’autre part (Sherwood,
2015).

CEsophagc= Fundus

Cardiaa ou sphincter

cesophagien P -
inférieur =

Replis
Sphincter mugqueux
pylongue

Muuousae

Réegion Antre
Duocacesnum des glandes
Ppylorigues

Figure 1 : Anatomie de 1’estomac (Sherwood, 2015).
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|.1.2.Histologie de I’estomac :

L’entrée de I’estomac présente une zone étroite de 1 a 3 cm, la partie cardiale, dont la
muqueuse, renferme des glandes particuliéres, les glandes cardiales. Ces derniéres contiennent
un seul type de mucocytes qui établissent une barriére de mucus entre le milieu gastrique

acide et I’cesophage (Lullmann-Rauch, 2008).

La sortie de 1’estomac, ou pylore, présente aussi une zone plus étendue, ne possédant

que des glandes muqueuses particuliéres, les glandes pyloriques (Lullmann-Rauch, 2008).

La paroi de 1’estomac est formée de quatre tuniques qui caractérisent la majeure partie
du tube digestif (figure 2) (Marieb et Hoehn, 2014).

-Sereuse : est la couche de protection la plus externe, constitué de tissu conjonctif fibreux

dans le thorax et d’une membrane séreuse (Brooker, 2000).

-Membrane musculeuse : constituée par des fibres musculaires dont I’arrangement est trés
complique. Trois plans de fibressont visibles : un plan superficiel formé par des
fibres« longitudinales », un plan profondformé de fibres « circulaires » dans le sens du petit
diamétre de I’estomac et un plan de fibresou « anses paraboliques » nommeés « elliptiques »
(Marieb et Hoehn, 2014).

- Sous-muqueuse : elle est constituée de fibres conjonctives et élastiques pouvant contenir,
comme le chorion, des lymphocytes. La laxité et 1’¢élasticité de la sous-muqueuse permettent

la disparition des replis épithéliaux au cours de la dilatation de 1’cesophage pendant la

déglutition (Abraham, 2006).

- Muqueuse : la muqueuse de I’estomac vide forme des replies, constituant le plissement
gastrique, recouvert de cryptes gastriques. Une barriere muqueuse gastrique, produite par les
cellules muqueuses superficielles, protege la surface de la muqueuse. Les cellules muqueuses
superficielles contiennent des granulations apicales qui sont visibles avec un colorant
spécifique le Periodic Acid-Schiff (PAS) et sont unies les unes aux autres par des jonctions

serrées apicales (Abraham, 2006).
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Figure 2 : Histologie de I’estomac (Pascale, 2011).
1.1.3.Physiologie de I’estomac :

Le role le plus important de 1’estomac est le stockage des aliments ingérés jusqu'a leur
évacuation vers [’intestin gréle a une vitesse appropriée pour que la digestion et
I’absorptionsoient assurées dans les meilleures conditions. L’estomacest le sieége d’une série de
réactions qui ont pour effet de dénaturer les aliments qu’il contient et de les réduire en une patte

visqueuse a laquelle on a donné le nom de chyme(Sherwood, 2015).
1.1.3.1. Structures sécrétoires :
Il existe différents types de cellules sécrétrices appelées glandes gastriques (Tableau 1) :

- Cellules parieétales : aussi appelées les cellules bourdantes ou oxyntiques sont situées au
niveau du corps et du fundus (Marieb et Hoehn, 2014). Elles secrétent du HCI et des facteurs
intrinséques (figure 3). Le cytoplasme des cellules pariétales contient de nombreuses
tubulovésicules et un réseau canaliculaire intracellulaire en continuité avec la lumiére de la

glande gastrique(Abraham, 2006).
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Figure 3 : Sécrétion d’acide chlorhydrique par les cellules pariétales (Abraham, 2006).

- Cellules principales : encore appelées cellules a pepsine ou cellules a zymogene, elles se

localisent pres de la base des glandes gastriques et se reconnaissent a leur noyau condensé en

position basale et a leur cytoplasme granulaire dont la basophilie intense refléte le contenu

important en ribosomes (Richard et al., 2015). Elles produisent le pepsinogéne dont son réle

est la digestion des protéines, les premicres molécules de pepsinogéne qu’elles libérent sont

activées par le HCI qui se trouve dans la région apicale de la glande.La pepsine catalyse elle-

méme la conversion du pepsinogene en pepsine (Marieb et Hoehn, 2014).

\

- Cellules a mucus : les cellules a mucus du collet sécrétent le mucus et forment un

revétement qui protége 1’épithélium gastrique (Sherwood, 2015).
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Tableau I : Muqueuse et glandes de I’estomac (Sherwood, 2015).

Type de cellule Produit de sécrétion | Stimulus de la Réles de produits
sécrétrice sécrétion de sécrétion
Cellules pariétales | HCI, facteur Acétylcholine, Activation de
intrinseque gastrine, histamine | pepsinogene
Cellules Pepsinogene Acétylcholine Une fois activée
Cellules | Principales Gastrine commence la
) digestion des
Cellules a mucus | Mucus alcalin Stimulation Protection de la

mécanique par le
contenu

muqueuse contre
les agressions

1.1.3.2. Muqueuse gastrique :

C’est une barriére qui est faite des composants suivants et empéche 1’acide contenu dans

I’estomac de 1éser celui-Ci :

-La membrane luminale des cellules de la muqueuse gastrique est imperméable a I'H* de sorte

que I’HCI ne peut pas entrer dans les cellules.
-Les cellules sont reliées par des jonctions serrées qui ne laissent pas I’HCI passer entre elles.
-La couche de mucus couvrant la muqueuse est une protection supplémentaire.

-Le mucus riche en HCOgz', sert également de barriére chimique qui neutralise I’acidité au
contact de la muqueuse, et méme quand le pH de la lumiere est égal a 2, le pH de mucus est
de 7 (Sherwood, 2015).

1.4. Protection de la muqueuse gastrique :

La muqueuse gastrique est couverte de mucus produit par les cellules de 1’épithélium de
surface et par les cellules a mucus. Le mucus est une barriére de protection contre les

agressions éventuelles susceptibles de léser la muqueuse (Figure 4) :

v" 1l protége contre des agressions mécaniques par son effet lubrifiant.
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v" 1l protége contre I’auto digestion de I’estomac par la pepsine en inactivant celle qui
est au contact de la couche qu’il forme a la surface de la muqueuse.
v/ Etant alcalin, il protége contre 1’attaque acide en neutralisant le HCI de sorte que le

pH est neutre au contact de la muqueuse (Sherwood, 2015).

Revétement mugueux Bicarbonate produit par
- | les cellules mugueuses
‘ superficielles
' A Flux de bicarbonate
. s <2 | protecteur
Epnhelnum mugueux Hal ;:_‘9— RE provenant des
suparficiel } t capillaires
L2 N
= - T lnaaasC
= <3 Flux sanguin
Crypte gastrigue = |
b = 1! Unepartie des ions
: i | bicarbonate ditfuse dans
L) ;| le revitement muqueux
SN £/ pouraugmenter le pH
Cellule muqueuse - iy
du collet - & p-a— C(aplllaire fenétré
Cellule pariétale N
Sote {1 Lesions bicarbonate
Foie.tt ¢ pénétrent dans un
&3 g " capillaire fenétré du
{1 ¢ chorion, avec le sang
D & z ¢ drculant vers
Cellule principate ‘;i : |'épithélium de surface
.Q_.J‘ ’

Figured : Le revétement muqueux protecteur de I’estomac (Abraham, 2006).

1.2.Pathologies de I’estomac :

L’estomac peut étre atteint par plusieurs pathologies, les plus importantes sont les suivantes :

1.2.1. L’ulcére :

L'ulcére gastrique est un trouble fréquent ou une discontinuité dans la muqueuse gastrique
est observée. Il est causé par de nombreux facteurs comme le stress, les médicaments tels
que : AINS, l'alcool... (Devi et al., 2007).

L’ulcere est aussi fréquent chez ’homme que chez la femme. L’4ge moyen d’apparition
des ulcéres est 65 ans. C’est une pathologie fréquente avec un pic d’incidence vers la

soixantaine (Karila-Cohen et al., 2005).
1.2.1.1.Physiopathologie de I’ulcére :

L’ulcération est provoquée par un déséquilibre entre les facteurs agressifs (sécrétion

acide gastrique, enzymes peptidiques, médicaments anti inflammatoire non stéroidiens,
7
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facteurs environnementaux (tabac, alcool, café...), facteurs génétiques (antécédents familiaux)
et facteurs psychologiques (stress) et les facteurs protecteurs (sécrétion muqueuse gastrique et

sécretion alcaline locale) (Karila-Cohen et al., 2005).
|.2.1.2.Facteurs favorisant I’apparition d’un ulcére :

Les deux causes principales d’ulcéres gastroduodénaux chezl’adulte sont I’infection
bactérienne par H. pylori (85-90 % des ulceres duodénaux, 70 % des ulceres gastriques)et les
effets indésirables de certains médicaments comme les AINS, dont phénylbutazone,

celécoxib, parécoxib (Bontems et Kalach, 2009).
a. Infection par Helicobacter pylori :

L’infection a H. pylori est une infection bactérienne chronique la plus répandue au
monde, responsable de presque tous les ulcéres duodénaux et environ 70 % des ulcéres
gastriques (Korwin, 1999). Son nom Helico signifie hélicoidale (sa forme en hélice), alors
que bacter vient de bactérie. Pylori se réfeére au Pylore (région de I’estomac frontiére du
duodénum) (Bontems et Kalach, 2009).

Helicobacter pylori est un microorganisme Gram négatif flagellaire micro-aérophile
spécialement adapté pour la vie dans la couche de mucus qui recouvre les cellules épithéliales
gastriques (figure 5) (Bontems et Kalach, 2009). H pylori semble responsable des lésions
directes des cellules épithéliales par des sécrétions qui détruisent la muqueuse superficielle.
Ceci permet le contact entre les secrétions acides et la muqueuse gastrique provoquant la
formation d’un ulcere aigiie (Srivastava et al., 2015).Plus important encore, elle secréte des
facteurs virulents tels que I’uréase, la protéine Vac A codée par le geéne associé¢ vaculant A
(Vac A) (Srivastava et al., 2015). Isolée pour la premiére fois en 1982 par Marshall et
Warren. H. pylori colonise spécifiguement la muqueuse gastrique et peut y survivre, en raison
de sa puissante activité uréasique qui neutralise 1’acidité de 1’estomac.Grace & sa forme
hélicoidale et a ses flagelles, la bactérie se glisse a travers les muqueuses de 1’estomac et
s’ancre aux cellules épithéliales (tissu en plusieurs couches) grace a des adhésines (protéines
fixatrices) (Bontems et Kalach, 2009). Le mode de transmission de H. pylori n’est pas bien
connu. Etant donné que labactérie a été isolée dans desselles, ainsi que dans la salive et sur
desplaques dentaires, ceci laisse supposerqu’une transmission est possible par voie oro-orale

ou par voie féco-orale (Joutei et al., 2010). Il est admis que H. pylori est acquise le plus
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souvent durant ’enfance, et si ’infection n’est pas traitée, elle persiste toute la vie (Bontems

et Kalach, 2009).

Figure 5 : Helicobacter pylori (Emle, 2016).

Les 1ésions induites par ’ulcére provoquent une inflammation. En effet, I'néte répond a
I'infection par la production d'anticorps et une variété de cytokines, y compris l'interleukine
IL-1, le facteur de nécrose tumorale (TNF)-a, I’oxyde nitrique inductible (iNOS), et la
cyclooxygénase (COX-2) qui sont corrélés avec des symptomes inflammatoires. En outre,
I'infection par H. pylori induit la sécrétion de I'IL-8 a travers I’activation du facteur de
transcription facteur nucléaire kappa-B (NFkB), l'augmentation de la production d'lIL-8 dans
la muqueuse gastrique le recrutement de neutrophiles sur le site de I’infection, les enzymes
libérées par les neutrophiles conduisent a une inflammation du tissu gastrique. L'inflammation
chronique peut éventuellement provoquer un cancer gastrique par conséquent H pylori est

classée comme cancérigéne (Koosirirat et al., 2010).

Une des particularités de H. pylori est sa capacité a produire une quantité importante
d’uréase. L’uréase, une métalloenzyme (urée amidohydrolase EC 3 5 1 5) dépendante du
nickel, catalyse I'nydrolyse de I'urée pour former I'ammoniac et le gaz carbonique (réaction 1)
(Carlini et Ligabue-Braun, 2016). L'hydrolyse d'une molécule de I'urée entraine la libération

de deux molécules d'ammoniac et une molécule de dioxyde de carbone.
uréase

Urée+ H20 » CO2 + 2 NH3 (réaction 1).

Cette production d’uréase assure la survie de H. pylori malgré I’acidité gastrique. Ce
phénomene fait suite a la libération des ions ammoniumneutralisant le pH acide gastrique qui
sert entre autres a tuer les bactéries. Cela crée un nuage neutralisant autour de H. pylori, la
protégeant de 1’acide dans I’estomac. L’ammonium est toxique pour les cellules épithéliales,
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et va, avec d’autres produitssécrétés par H. pylori (protéases, catalases, phospholipases etc.),

attaquer les cellules gastriques, déclenchant de ce fait le processus de formation d’ulcere

(Rasafimahera et al., 2012).

L’uréase constitue donc un facteur de virulence essentiel de la pathogenicité gastrique
de Helicobacter pylori. Cette enzyme est I'acteur majeur de la résistance a l'acidité et joue
donc un role central dans la colonisation et lapersistance de la bactérie chez I'n6te. L'uréase a
jusqu'a récemment été considérée comme une enzyme constitutive et permanente. Des
découvertes récentes ont révélé que l'activité de cette protéine abondante a été modulée a
différents niveaux. Ces mécanismes régulateurs sont a l'origine de l'insertion de nickel dans le
site actif de l'uréase avec controle a la fois de la disponibilité et de l'incorporation de cet ion
métallique dans les sous-unités structurales, dont la production elle-méme est induite dans
certaines conditions (Stingl et Hilde, 2005).

Un autre niveau de régulation est la disponibilité du substrat uréique, l'urée, qui est
contr6lée par Urel, un canal activé par I'acide qui est codé par le groupe de genes de l'uréase.
Il a été calculé que, dans des conditions in vitro sans nickel ajouté, seule une faible proportion
des sites actifs de l'uréase contient du nickel, mais qu'elle est insuffisante pour une résistance
complete a l'acide. Cela a soulevé la question de savoir pourquoi cet organisme produit de
I'enzyme bien au-dela de ses besoins. Un modele a été proposé dans lequel le réle de I'excés
est de maintenir un pool d'ions Ni?* actifs intracellulaires qui peuvent étre hérités par les
cellules filles afin de fournir une activation suffisante, méme en cas de carence en nickel a
long terme (Stingl et Hilde, 2005). Jusqu'a 30% de I'enzyme s'associe a la surface des cellules
intactes pour la détection des bactéries voisines. Dans des conditions physiologiquement
pertinentes, l'activité de I'enzyme reste non affectée jusqu'a pH 3. Des dosages d'activité dans
des conditions différentes indiquent que le groupe des 12 sites actifs sur l'assemblage
supramoléculaire est critique pour la survie de I'enzyme a un pH bas. La structure fournit un
nouvel exemple d'un assemblage moléculaire adapté a la résistance a I'acide (Nam-Chul et
al., 2001).

Les uréases ont une structure d'unité fonctionnelle conservée, bien qu'elles soient
formées par un nombre variable de sous-unités. Une unité fonctionnelle peut étre formée par
un trimére d'hétérosous-unités (comme dans B. pasteurii, PDB id 2UBP), par un dimere

d'hétérosous-unités (comme dans H. pylori, PDB id 1E9Z) ou par une seule unité (comme
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dans Canavalia ensiformis, PDB id 3LA4). Ces unités fonctionnelles, & leur tour, peuvent
former des complexes plus grands, tels que des triméres (PDB id 2UBP), des hexameres
(PDB id 3LA4), ou des dodécameéres (PDB id 1E9Z) (figure 6) (Carlini et Liguabue-Braun,
2016).

Urease Functional Units

Urease Functional Oligomers

Figure 6 : Structures conservées des uréases (Carlini et Liguabue-Braun, 2016).
b. Les anti-inflammatoires non stéroidiens :

Les AINS affectent la voie de ’acide arachidonique en inhibant les cyclooxygénases
(COX) et le thromboxane. Les produits de la COX-1 sont impliqués dans la fonction
plaquettaire, la régulation du débit sanguin rénal ainsi que les mécanismes de défense de la
muqueuse gastro-intestinale. Par contre, la COX-2 est responsable de la production des
prostaglandines régulant les mécanismes de la douleur et de I’inflammation (Leclercq et

Malaise, 2004).

1.2.2.Gastrites : Les gastrites correspondent en anatomie pathologie a des lésions
inflammatoires de la muqueuse gastrique, et les gastropathies a des pathologies non
inflammatoires de la muqueuse de I’estomac. Les gastrites sont habituellement classées en

gastrites aigués ou chroniques (Chatelain et al., 2014).
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I.3.Thérapeutiques de ’ulcére :
1.3.1.Eradication de I’Helicobacter pylori :

Malgré le fait que H. pylori soit sensible a de nombreux antibiotiques, son élimination
reste difficile, probablement dufait de sa localisation au sein du mucus gastrique acide, cequi
réduit I’activité locale des antibiotiques (Bommelaer et Stef, 2009).

L’éradication de H pylori diminue I’incidence des ulceres gastroduodénaux et réduit la
récidive des complications ulcéreuses sous aspirine a faible dose. Le traitement de I’infection
a H.pyloridoit étre complété par un traitement anti-sécrétoire curatif, principalement un IPP,
en cas d’ulcére compliqué, le mécanisme d’action des IPP se résume par une inhibition totale
et irréversible de I’activité de transport de I’ATP ase (H*, K*) (Bouvenot et Charles, 2011).
En cas de non-cicatrisation de I’ulcére, le traitement par IPP est poursuivi pour une durée
totale de 12 semaines. En cas de non-éradication d’H pylori, un traitement complémentaire
par tétra-thérapie est institué, incluant de 1’oméprazole qui est un IPP, du citrate de bismuth,

du métronidazole et de la tétracycline pendant 14 jours (Tran et Quandalle, 2002).
1.3.2. Traitements antiulcéreux :

Les traitements contre 1’ulcére regroupent :

Les anti-sécrétoires qui sont des antagonistes des récepteurs H (anti Hz) souvent 1’objet
d’automédication, ils sont déconseillés en cas de grossesse et d’allaitement. Les anti-
sécretoires sont aussi des inhibiteurs dela pompe a protons (IPP) : bien tolérés et dépourvus
d’effets indésirables significatifs. Ils sont inclus dans le traitement d’éradication d’H pylori

(Gay et al., 2013).

Les antiacides et pansements gastriques :

IIs agissent d’une mani¢re symptomatique. Les antiacides a trés forte dose peuvent
entrainer la cicatrisation de 1’ulcére mais leurs utilisation a été supplantée par les anti-

sécretoires (Gay et al., 2013).

Cependant les thérapies existantes ont de maniére générale des effets indeésirableet
reviennent tréschers. Cette situation a poussé la recherche de maniere continue afin de trouver

de nouvelles alternatives thérapeutiques d’origine naturelle.
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|.4. Traitements naturels :

De nos jours, les plantes medicinales revétissent une importance incommensurable et
constituent de véritables pharmacies naturelles afin d’entretenir notre peau, protéger notre
corps, prévenir nos maux voire les guérir méme. Les métabolites secondaires des plantes, en
particulier les composés phénoliques, font 1’objet de nombreuses recherches in vivo, comme
in vitro. Par exemple, les différentes parties de plantes médicinales comme Acacia nilotica,
Calotropis procera, Fagonia arabica L, Adhatoda vasica, Casuarina equisetifolia sont
utilisées dans la médecine traditionnelle pour le traitement des nausées, diarrhées, I’asthme, la
fievre ainsi que l'ulcére. Dans le dernier cas, ces plantes ont démontré un effet anti

Helicobacter pylori et anti uréase (Muhammad et al., 2013).
I.4.1.L’acide borique :

L'acide borique (H3BO3) est un acide faible qu’on trouve dans la nature (minéraux, eau
de mer et fruits), et peut étre produit en faisant réagir des minéraux de borate avec de I'acide
sulfurique. L’acide borique a diverses utilisations comme insecticide, conservateur, lubrifiant
et agent industriel (Inaki etVan de Wiel, 1995).

La structure du complexe d'uréase avec de l'acide borique a €été déterminée a une
résolution de 2,10 A. Le complexe montre une inhibition compétitif au centre bimétallique,
avec la molécule B (OH) 3 pontant les ions Ni et laissant en place I'nydroxyde de pontage.
L'acide borique peut étre considéré comme un substrat analogue de l'urée, et la structure
supporte I'nypothése que I'hydroxyle réagissant avec le Ni est le nucléophile dans le processus

enzymatique de I'nydrolyse de I’urée (Benini et al., 2004).

La carence en bore dans les plantes est la plus répondue dans le monde et elle entraine
des pertes importantes dans la production végétale et la qualité des cultures. La carence
biologique affecte la croissance végétative et reproductive des plantes, entrainant I'inhibition
de I'expansion cellulaire, la mort du méristéme et une fertilité réduite. Le Boron est essentiel
pour la croissance des plantes supérieures, sa fonction primaire étant de fournir une integrité
structurale a la paroi cellulaire des plantes. Les autres fonctions comprennent le maintien de la

membrane plasmique et d'autres voies métaboliques (Benini et al., 2004).
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1.4.2.La curcumine :

La curcumine est un polyphénol non toxique et sa vaste utilisation dans la médecine
traditionnelle a été développée, cette molécule possede des propriétés anti-inflammatoires et
anticancéreuses apres administration orale ou topique. En plus de sa capacité anti-oxydante,
elle agit a de nombreux niveaux de signalisation cellulaire, sur différentes enzymes, dans
I’immunité, le processus d’athérosclérose, 1’angiogenése ou 1’adhésion cellulaire (Bernard et

al., 2005).

La curcumine est un agent thérapeutique potentiel contre 1’infection par H. pylori,
’action préférentielle de la curcumine sur les facteurs virulents (urée B, Vac A-p55 et Cag A)

reste a étre élucidée (Srivastava et al., 2015).

L’objectif de ce travail a été basé pour démontrer I’effet inhibiteur de la curcumine sur

[’uréase.
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I1. Matériel et Méthodes
11.1.Composés testeés :

Dans notre étude, la curcumine et I’acide borique ont été sélectionné dans le but
d’évaluer leur activité anti-uréasique.
11.1.1.La curcumine :
La curcumine 1,7-Bis-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-hepta-1,6-diene-3,dione)(figure7),
est un constituant phytochimique jaune obtenu a partir des racines (figure 8 B) d’une plante
Curcuma longa (figure 8 A)qui appartient a la famille des zingibéracées. La poudre montrée

dans la (figure 8 C) représente le broyat des racines séchées (Pescosolido et al., 2014).

HO OH

Figure 7 : Structure de la curcumine (Bengmark et al., 2009).

La curcumine C21H200s est un pigmentresponsable de la couleur jaune de la poudre des
racines,soluble dans 1’huile, acétone, méthanol, éthanol et dichloromethane, mais insoluble
dans I’eau. Elleest aussi instable sous des conditions de pH acide et neutre, ayant un poids

moléculaire de 368,38 g/mol et un point de fusion de 183°C (Kumavat et al., 2013).
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Figure 8 : Plante (A), racine (B) et poudre (C) de Curcuma longa (Hegde et al., 2013).

11.1.2.Acide borique :

L’acide borique H3BO3 est un acide faible sous forme de poudre ou de granulés blancs,
inodore. Il est utilisé en médecine comme un antiseptique. Il est modérément soluble dans
I’eau, alcool, le méthanol, 1’éthanol, glycérol, ayant un poids moléculaire de 61,83 g/mol et un
point de fusion de 171°C. La figure 9 (A.B) montre sa structure (Inaki et Van de wiel, 1995).
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Figure 9 : La structure chimique(A) et la structure tridimensionnel (B) de 1’acide borique
(Inaki et Van de Wiel, 1995).

11.2. Méthodes :

11.2.1.Etude de I’effet inhibiteur de I’acide borique et la curcumine sur I’uréase :

Afin de tester ’effet inhibiteur de la curcumine et I’acide borique sur 1’uréase, le

protocole de Weatherburn, (1967) avec quelques modifications a été adopté.

La transformation de 1’urée par I’uréase entraine une augmentation temporaire du pH
par la production de 1’azote ammoniacal (reactionl).Le phénol rouge est utilisé comme

révélateur pour la détection du changement de pH.
Réactionl :
uréase

Urée +H20 » CO2 + 2 NHjs (réaction1)

La méthode consiste a :

-Ajouter 20ul d’acide borique (0,7-90 pg/ml) ou la curcumine (0,7-11,25 pg/ml) dissous dans
le tampon phosphate pH 6,8a 20 ul de ’uréase (4 UI) dissous dans du tampon phosphate pH
7.4.

-Le meélange a été incubé pendant 10min a 37°C dans I’étuve.
- Le substrat (urée) a (0,05 M) a été ensuite ajoute, suivi par 20 pul de phénol rouge (0.02 %).

-Une solution témoin a été préparée de la méme fagon en 1’absence des deux composés (la

curcumine et I’acide borique).

-Apres ré-incubation pendant 3h a 37°C I’apparition d’une couleur rose a été observée, dont

[’absorbance a été mesurée a 540 nm.

-Le pourcentage d’inhibition a été calculé comme suit :
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% d’inhibition = (Abso-Abs)/Abse*100
Ou:
Abso : Absorbance du témoin.

Abs : Absorbance de I’échantillon.

11.3.Analyse statistique :

Les résultats expérimentaux sont exprimés en moyennes de 6 valeurs + écart-type. L’analyse
statistique a été conduite par le test ANOVA (le logiciel Graph Pad Prism version 5). Les
différences significatives ont été déterminées a *p<0,05, hautement significatives a **p<0,01

et tres hautement significatives a ***p<0,001.

Les ICso ont été calculés pour I’acide borique et la curcumine, en utilisant le logiciel Origin.
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I11. Résultats et discussion :

I11.1. Résultats :

Notre étude avait pour but d’évaluer I’effet inhibiteur de la curcumine sur 1’uréase, le
choix de la curcumine se justifie a des connaissances ancestrales qui ont démontré ’activité
inhibitrice de ce polyphénol notamment 1’étude menée par Ahmed et al. (2017) qui a validé
I’effet inhibiteur de la curcumine sur 1’uréase. L’acide borique quand a lui est un acide faible

assez peu soluble dans I’eau.
111.1.1.Etude de I’effet inhibiteur de I’acide borique et la curcumine sur ’uréase :

Aprés incubation de I’uréase avec ’acide borique (0,7-90 pg/ml)et la curcumine (0,7-
11,25 pg/ml) pendant 3h a une température 37°C, les absorbances ont été mesurées a 540nm.

Les pourcentages d’inhibition ont été calculés et sont représentés dans la figure n° 10 ci-

dessous.

100

80

% d'inhibition
60

40

20

0,7 1,4 2,81 5,62 11,25 22,5 45 90
concentrations (ug/ml)

Figure 10 : L activité anti—uréase de 1’acide borique (bleu) et la curcumine (rouge) a des

différentes concentrations.
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I111.2. Discussion :

Les ulceres sont des lésions dépassant la musculaire muqueuse de I’estomac ou du
duodénum, et sont principalement causés par une infection par 1’Helicobacter pylori ou
I’utilisation d’AINS (Tack et al., 2014).

L’Helicobacter pylori s’installe dans la muqueuse de 1’estomac grace a sa forme
spiralée qui lui permet de s’enfuir dans la couche protectrice du mucus, mais également de la
réponse immunitaire qu’elle induit. Grace a une uréase qu’il produit, 1’Helicobacter pylori
déclenche une hydrolyse de I’urée, qui lui permet de constituer une barriere alcaline contre

I’acide gastrique (Guillermo, 2003).

Concernant 1’éradication de Helicobacter pylori, les trithérapies de 7 jours combinant
des inhibiteurs de la pompe aprotons et deux antibiotiques clarithromicine, amoxicilline, ou
metronidazole, sont recommandées comme premiére ligne de défense contre cette infection
(Ontsira, 2016).Les effets indésirables les plus freqguemment rapportés aveccette classe
médicamenteuse sont les diarrhées, les nausees et vomissements, les douleurs abdominales et
les maux de téte. listouchent moins de 5 % des patients traités par IPP et

disparaissentrapidement a I’arrét du traitement (Roulet et al., 2012).

Au cours de cette derniere décennie, I’augmentation de la demande des produits naturels
bioactifs a exploité les propriétés de la grande famille de polyphénols qui trouvent des
applications dans différents domaines, agro-alimentaires, cosmétologies et pharmacologies.

Les inhibiteurs de I'uréase caractérisés jusqu’ici peuvent étre devisés en deux catégories
principales, en fonction du mode de I’interaction avec I’enzyme. La premiére classe contient
les molécules phosphorodiamidate (phosphates, thiols, sulfites, fluorures ainsi que 1’acide
hydroxynamique, 1’acide citrique et 1’acide borique) qui se lient directement aux ions Ni (I1)
dans le site actif de ’enzyme. La deuxieme classe est composée de molécules telles que le 2-
mercapto-éthanol et 1.4 benzoquinone qui se lient a la cystéine 322 conservée de 1’enzyme
(Mazzei et al., 2017).

Afin d’estimer D’effet de la curcumine et 1’acide borique sur ’uréase une méthode
d’évaluation Weatherburn, (1967) a été choisie qui nous a permis d’estimer les pourcentages
d’inhibition.

L’acide borique H3BOs qui fait partie de la premiére classe d’inhibiteurs, est une
molécule simple, abondante dans les océans, antiseptique, utilis¢é contre 1’acné,

antibactérienne et insecticide (Prieur, 2001).
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L'inhibition de l'uréase est un important facteur dans 1’éradication de H. pylori. Cette
enzyme a une structure bi-métallique centrée qui se lie & une gamme de molécules en fonction
de la cinétique, la dynamique, le mécanisme d'action et les interactions secondaires possibles

impliqués dans ce phénomene (Carlini et Liguabue-Braun, 2016).

Les études précédentes ont montré que 1’acide borique est un inhibiteur compétitif qui
est probablement di a sa similarit¢é avec le substrat de I’enzyme, 1'urée (Mobley et

Hausinger, 1989 ; Lata, 2012).

Dans cette étude, le calcul du pourcentage d’inhibition de I’acide borique (figure 10) a
indiqué une inhibition dose-dépendante, a partir de la dose de 1,40 pg/ml (43,19 %) et qui
atteint son maximum a 22,5 pg/ml (85,09 %) avec un ICso de 5,93 pg/ml. Cette forte
inhibition montre que 1’acide borique peut représenter un bon candidat en tant que traitement
contre H. pylori. Néanmoins, a cause de ses effets toxiques (vomissements et diarrhée), la
communauté médicale a finalement abandonné son utilisation (Siegel et al., 1986). Pour cela,
les chercheurs ont intensifié leurs recherches pour trouver des molécules naturelles dépourvue

de toxicité et d’effets secondaires, comme la curcumine.

La curcumine a été utilisée en médecine traditionnelle contre plusieurs maladies, telles
que I’ulcere gastrique (Lonchampt, 2002), les rhumatismes, les maladies de la peau, douleurs
corporelles, maladies hépatiques, fiévre intermittente, inflammation, la sinusite et I'asthme
(Livia et al., 2017).La cause la plus fréquente des ulceres gastriques est 1’infection par
Helicobacter pylori (Korwin, 1999). La curcumine a été évaluée comme un agent potentiel
contrecette bactérie. La curcumine inhibe des processus cellulaires gravement impliqués dans
la pathogénie de I’inflammation gastrique chronique induite par H pylori, cet effet anti-
inflammatoire est produit par I’inhibition de l'activation de NF-kB et la dégradation d’IkBa
(Foryst-Ludwig etal., 2004). Une étude chez la souris a montré que la curcumine administrée
par voie orale provoquait une inhibition significative de I'inflammation gastrique induite par

I'infection par H. pylori (Vetvickaetal., 2016).

Le mécanisme d’action de la curcumine sur H. pylori peut étre d0 a son activité anti-
uréasique. Les études qui ont testé cette activité sont rares voir limitées a 1’étude de Ahmed et
al. (2017), qui a obtenu un ICsg (19,74 pg/ml) tres proche de celui obtenu dans notre étude
(19,34 pg/ml).Par contre, certains dérivés synthétiques de la curcumine ont donné une
meilleure inhibition (Ahmed et al., 2017), avec des ICso de 11,43; 13,90 et 13,53 pg/ml. Ces
dérivés ont été synthétisés pour leur meilleur biodisponibilité par rapport a la curcumine
(Ahmed et al., 2017).
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L’inhibition de la curcumine s’est stabilisée a 30,72 % a la dose de 5,62ug/ml ce qui

révéle que cette derniére est la concentration optimale.

Plusieurs études notamment celle de Farzaneh et al. (2012) ont suggéré un effet
inhibiteur des extraits de plantes de la famille zingibéracées sur 1’uréase, le rhizome de
Alpinia officinarum présente un pourcentage d’inhibition de 41,75 %, le fruit de Elettaria
cardamomum (13,16 %) et les grains de Curcuma zedoaria (4,70 %). Ces études montrent que
la molécule de curcumine pure est un meilleur inhibiteur de I'uréase surtout dans le cas de
Elettaria cardamomum et Curcuma zedoaria. Ceci peut s’expliquer par la compétition entre

les molécules d’un extrait pour le site actif de I’enzyme.

Les ICso obtenus par I’acide borique et la curcumine sont 5,93 et 19,34 pg/ml,
respectivement, ce qui démontre que 1’acide borique est un inhibiteur plus efficace contre
I’uréase. D’autre part, un ICsg plus bas (1,721 pg/ml) a été trouvé pour la thiourée (Ahmed et
al., 2017) montrant que cette derniére est un meilleur inhibiteur de I’enzyme.Ce résultat est
prévisible vu la meilleure similarité de structure entre la thiourée (Figure 12) et I’'urée (Figure
11) qu’avec I’acide borique (Figure 9). Cette similarité de structure réside dans la forme
tridimensionnelle de ces molécules. Par contre, la structure de la curcumine n’est pas proche
de celle de I'urée ce qui explique son mode d’inhibition mixte révélé par I’étude de Ahmed et
al. (2017).

C”> S
C J
H,N” “NH, H,N™ “NH,

Figure 11 : Structure de ’urée figure 12 : Structure de Thiourée

(Benini et al., 2004) (Truter, 1997)

D’un autre part, il a été démontré que les flavonoides comme les glycosides de
coumarine des racines de | 'Oleoidedaphne qui présentent une activité anti-uréasique (lbrar et
al., 2013), a laquelle on attribue leur effet gastro-protecteur contre 1’infection par

Helicobacter pylori (Borrelli et Angelo, 2000).
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Chapitre 111 Résultats et discussion

Cette présente étude a confirmé I’inhibition de 1’uréase de la féve (Jack bean) par
curcumine et préconise son utilisation médicale contre H. pylori. Bien que I’efficacité de cette
molécule est moindre que celle de la molécule de référence, 1’acide borique, son effet anti-
inflammatoire permettra de soigner les symptomes de 1’inflammation gastrique en plus de
I’éradication de H. pylori. Aussi, la curcumine est une molécule non toxique dépourvue

d’effets secondaires (Srivastava et al., 2015).

23



CONCLUSION
ET PERSPECIIVES



Conclusion et perspectives

L’infection par Helicobacter pylori est fréquente, car elle a la capacité de survivre dans
des environnements extrémement acides (I’estomac) grace a I’activité enzymatique de son
uréase. Cette bactérie peut causer une gamme de maladies gastriques allant de la gastrite

chronique, I’ulcere gastrique jusqu'a I’adénocarcinome.

La phytothérapie connait un regain d’intérét cette derniére décennie lié au besoin d’un
retour aux thérapeutiques dites naturelles, par conséquent, la recherche dans ce domaine
constitue I’intérét des laboratoires de recherche scientifique.

Ce travail avait pour but d’évaluer I’effet de la curcumine et 1’acide borique sur ’uréase

afin d’estimer leur capacité de combattre 1’infection par H. pylori.

La curcumine est un composé polyphénolique extrait d’une plante médicinale, Curcuma
longa. La curcumine possede plusieurs propriétés médicinales importantes : antioxydants,
anti-inflammatoires, antimicrobiennes et antiulcéreux. L’acide borique est un acide faible

utilisé en médecine comme un antiseptique.

Les résultats ont révélé que la curcumine (0,7-11,25 pg/ml) et I’acide borique (0,7-90
pg/ml) présentent un important potentiel anti-uréasique. Les 1Cso obtenus pour 1’acide borique
et la curcumine sont 5,93 et 19,34 pg/ml, respectivement, ce qui démontre que ’acide borique
est un inhibiteur plus efficace contre 1’uréase, car la structure de 1’acide borique ressemble a

celle de 1’urée.

L’intérét pour la curcumine en tant que compos¢ efficace contre 1’infection par

Helicobacter pylori doit donc se concentrer sur :

% Des tests d’activités antibactériennes contre 1’Helicobacter pylori.
% Elargir le spectre de recherche pour 1’étude des activités anti-inflammatoires de la
curcumine, vu que H. pylori cause des inflammations chroniques de I’estomac.

% Tester I’effet curatif et thérapeutique de la curcumine.
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Résumé

L’ulcére gastrique est li¢ a un déséquilibre entre les facteurs protecteurs et les facteurs nocifs.
Ce desequilibre est souvent di a des facteurs exogenes qui incluent les anti-inflammatoires
non steroidiens et I’infection par Helicobacter pylori qui secrete des facteurs virulents tels que
I’'uréase. La Curcumine est un composé extrait de Curcuma longa (famille des zingibéracées)
largement utilisé en médecine traditionnelle, pour ses effets antioxydants, anti-
inflammatoires et anti-ulcere. Le but de la présente étude a été d’évaluer ’effet de la
curcumine et I’acide borique sur I’uréase. Le calcul du pourcentage d’inhibition de 1’acide
borique a indiqué une inhibition dose-dépendante avec un ICso de 5,93 pg/ml, plus efficace
que celle de la curcumine (ICs0=19,34 pg/ml). Ces résultats suggérent que 1’acide borique et
la curcumine sont de bons candidats pour combattre 1’infection par H. pylori.

Mots clés : curcumine, acide borique, ulcére, activité anti-uréase.
Abstract

Gastric ulcer is related to an imbalance between protective and harmful factors. This
imbalance is often due to exogenous factors which include non steroidal anti-inflammatory
drugs and Helicobacter pylori infection which secretes virulent factors such as urease.
Curcumin is a compound extracted from Curcuma longa (Zingiberaceae family) widely used
in traditional medicine, for its antioxidant, anti-inflammatory and anti-ulcer effects. The
purpose of this study was to evaluate the effect of curcumin and boric acid on urease. The
estimation of percentage inhibition of boric acid indicated a dose-dependent inhibition with an
ICs0 =5, 93 pg/ml, more efficient than that of Curcumin (ICs0=19, 34 pg/ml). These results
suggest that boric acid and curcumin are good candidates to combat infection caused by H.

pylori.

Keys words: curcumin, boric acid, ulcer, anti-urease activity.
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