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Introduction

Depuis la derniere décennie, les composés chimiques extraits des plantes et
d’algues présentent un intérét primordial en tant que sources de nouvelles bio-
activités potentielles. Une grande variété d'activités biologiques a partir de plantes
médicinales ont été récemment rapportées, en plus de leurs effets médicinaux
traditionnels. Les médicaments a base de plantes ont suscité un intérét considérable en
tant que remedes alternatifs contre le cancer en raison de leur faible toxicité et de leur

faible cout (BOUAL et al., 2015).

De I’antiquité, ’homme essaie de trouver des moyens efficaces contre les
maladies a partir son environnement. Les extraits des plantes étaient, déja, connus et
utilisés par les égyptiens, les romains et les grecs, pour leurs propriétés odorantes et

médicinales (DIALLO et DIOUF, 2000).

L'utilisation des plantes médicinales pour le traitement des maladies vient
habituellement de la croyance qu'elles présentent une tres faible toxicité du fait de leur
origine naturelle. Selon l'organisation mondiale de la santé, autour de 80% de la
population du monde emploie la médecine traditionnelle pour le soin de santé

(GOMES et al., 2012).

L’Algérie posséde une flore végétale riche et diversifiée. Parmi les plantes
médicinales qui constituent le couvert végétal, il existe la famille des zygophyllaceae,
cette derniere est largement distribuée dans les régions sahariennes. De nombreuses
especes de cette famille sont utilisées en médecine traditionnelle parce qu’elles
renferment plusieurs molécules douées d’activités thérapeutiques, parmi les especes
les plus connues se trouve Balanites aegyptiaca largement utilisé pour traiter

plusieurs maladies.

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leurs capacités a
produire des substances naturelles trés diversifiées. En effet, ils accumulent
fréquemment des composés bioactifs comme les composés phénoliques, les
alcaloides, les terpénoides et les polysaccharides. Ces molécules utilisables par
I’homme dans de différents domaines: culinaires, agricole et médicinale (AMAS,

1997; JEAUN et al., 2005).




Introduction

Les polysaccharides sont des composés bioactives qui 1'on retrouve dans tous
les régnes (végétal, animal et microbien). Ce sont composés d'enchainements d'unités
osidiques reliées par des liaisons glycosidiques pour avoir la configuration o ou . Ces
chaines peuvent étre linéaires ou ramifiées. Ils sont composés de plus de dix
monosaccharides pouvant compter plusieurs milliers d’unités et peuvent avoir des

poids moléculaires considérables (MOUSSARD ,2006; BRUNETON, 2009).

Les polysaccharides ne sont pas seulement utilisés comme réserves
énergétiques par les étres vivants, mais également pour assurer de nombreuses
fonctions biologiques (Yang et al.; 2009). Ces macromolécules sont fortement utilisés
dans l'industrie agroalimentaire et pharmaceutique, pour leurs propriétés
technologiques, physiologiques et pharmaceutiques, sont des acteurs importants dans

I'économie mondiale (THEO et al.; 2008).

Les études sur les activités biologiques des polysaccharides ont attire
beaucoup D’attention des scientifique dans les derniéres décades. En effet les
polysaccharides ont été signalés a présenter une multitude d’activités biologiques, une
activité antioxydante (PARASCHOS et al., 2007 ;SCHAICH et al., 2015), une
activité anti-inflammatoire (KAR et al, 2012 ;GADAMSETTY et al.,2013), une
activit¢ antidiabétique (DERFOUFTI et al,2010), une activit¢é immunomodulatrice
(BERRI et al., 2015; MAYOUF, 2019), une activité anti-complément (PARK et al.,
2012; WANG et al., 2016).

Le présent travail est une étude bibliographique structuré en quatre chapitres.
Les trois premiers chapitres portent sur des généralités sur les polysaccharides et leurs
activités biologiques. Le quatriéme chapitre aborde le protocole adopté pour 1I’étude
de quelques activités biologiques des polysaccharides in vitro. Une conclusion achéve

ce travail.
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Chapitre I Balanites aegyptiaca

Chapitre L.- Balanites aegyptiaca

Balanites aegyptiaca (L.) Delile, communément appelée datte du désert, est
une plante ligneuse appartenant a la famille des Zygophyllaceae originaire d'Afrique
tropicale. Balanites aegyptiaca pousse dans la région du Sahel ou il est confronté a de
multiples défis environnementaux, en particulier la désertification, et il joue un role
multifonctionnel dans la vie quotidienne des populations locales (SAGNA et al.,

2014).

Figure 1.- Fruits de Balanites aegyptiaca (https://africawassa.com)

1.1.- Famille

Cette famille comprend environ 25 genres et 500 especes; elle est représentée
dans tous les continents mais principalement dans les régions arides: ainsi au Sahara
on observe 7 genres et 27 especes, c'est-a-dire que les Zygophyllacées forment plus de
3% de la flore de notre désert. Parmi ces Zygophyllacées sahariennes, plus du tiers
des especes et de nombreuses variétés sont des endémiques du Sahara; c'est, sous le
rapport de I'endémisme, le groupe le plus intéressant de toute la flore nord-africaine.

(OZENDA, 2004).
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Chapitre I Balanites aegyptiaca

Les Zygophylloideaes regroupées en quatre genres :
Augea (monotypique),
Tetraena (monotypique),
Fagonia (30 espéces),

Zygophyllum (150 espéces)

A coté¢ des quatre autres sous-familles: Larreoideae, Morkillioideae,

Seetzenioideae et Tribuloideaec (AYAD, 2008).

Depuis de nombreuses années, il y a des conflits pour la position familiale des
Balanites, alors que certains auteurs ont reconnu les Balanites comme un membre de
la famille des Zygophyllaceae, d'autres botanistes ont reconnu les Balanitacées

comme une famille monotypique) (Rojas-Sandoval, 2016).

Dans la derniére classification révisée et mise a jour des familles
d'angiospermes, le genre Balanites est classé dans la famille des Zygophyllaceae,
sous-famille des Tribuloideae. Actuellement, le genre Balanites comprend 9 espéces,

dont sept se trouvent en Afrique et les deux autres en Asie (Rojas-Sandoval, 2016).

I.2.- Espéce

L'espece de Balanites aegyptiaca L a été plantée en Egypte depuis plus 4000
ans. Plusieurs synonymes peuvent aussi étre rencontrés pour le désigner [Ximenia
aegyptiaca L. (Balanites roxburghii Planch), Agialida senegalensis Van Tiegh.,
Agialida barteri Van Tiegh., Agialida tombuctensis Van Tiegh., Balanites ziziphoides
Milbr et Schlechter, Balanites latifolia Van Tiegh.(DIEDHIOU, 2017).

Noms vernaculaires

Dattier du désert, Balanite ou Hagueleg en Frangais

Desert date, Soapberry tree, Thorn tree en Anglais

Soump en Wolof (langue nationale sénégalaise) (DIEDHIOU, 2017).
Hadjilidge; heglig; hejlij; zacon en arabe
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I.2.1.- Position systématique
Domaine: Eukaryota

Royaume: Plantae
Embranchement: Spermatophyta
Subphylum: Angiospermae
Classe: Dicotyledonae
Sous-classe: Geraniales

Famille: Balanitacées

Genre: Balanites

Espéce: Balanites aegyptiaca (Rojas-Sandoval, 2016).
1.2.2.- Description botanique

Arbre ou arbuste, pouvant atteindre 7 a 8 m, trés rameux, a jeunes rameaux
allongés, tomenteux, a feuilles alternes composées de deux folioles ovales- lancéolées

et portant a leur base des épines qui peuvent atteindre 7 cm (Ozenda, 2004).

A 5-8 fleurs subsessiles. Sépales 5, pubescents. Pétales 5, linéaires. Etamines 5

(Quézel, 1963).

Figure 2.- Différentes parties de la plante Balanites aegyptiaca

(www.plantsforafuture.com)
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Le fruit c'est une drupe de la taille d'une prune et Iégérement a cinqg rainures
composée d'épicarpe (5% —9%), mésocarpe (28% —33%), endocarpe (49% —54%) et
noyau (8% —12%). Les fruits immatures sont vert et pubescent, devenant jaune a
brunatre et glabre aprés maturation avec un doux-amer goit (ABDELAZIZ et al.,

2020).

1.2.3.- Répartition géographique

Balanites aegyptiaca existe spontanément dans les zones arides. Cette espece
présente en Afrique depuis le Sénégal, sur la cbte atlantique jusqu'aux cotes
somaliennes du golfe d'Aden, au sud de la vallée du Jourdain jusqu'au sud du
Zimbabwe. Cette plante est considéré comme originaire d'Afrique, du Moyen-Orient

(CHOTHANI et VAGHASIYA, 2011).

Trop. Cancer .

LY

«i;“',

Trop. Capricome

Figure 3.- Répartition de la plante Balanites aegyptiaca en Afrique
(https://books.openedition.org)




Chapitre I Balanites aegyptiaca

1.2.4.- Utilisation traditionnelle

Les utilisations de 1’espéce Balanites aegyptiaca sont nombreuses dans les pays

africains, selon la partie de plante utilisée on distingue:

Les graines: sont utilisées comme expectorant et fébrifuge, antibactérienne et
antifongique. L'huile de graines est utilisée pour traiter les tumeurs et les plaies, et
pour traiter les maux d'estomac, l'ictére, la fievre jaune, la syphilis et l'épilepsie

(CHOTHANI et VAGHASIYA, 2011).

Les fruits: sont utilisés dans la coqueluche, également dans la leucodermie et
d'autres maladies de la peau. En médecine populaire égyptienne, les fruits sont utilisés
comme hypoglycémiant oral et antidiabétique. Dans la médecine populaire soudanaise
I’extrait aqueux du mésocarpe de fruit est utilisé dans le traitement de l'ictére. Le fruit
entre aussi dans les préparations alimentaires et pour traiter la dysenterie et la

constipation aussi les maladies du foie (CHOTHANI et VAGHASIYA, 2011).

L'arbre est trés apprécié dans tout le Sahel et le Sahara régions pour ses bois
(propices a la cuisson), ses fruits comestibles (mésocarpe sucré et huile de noyau
nutritive), valeur de I'alimentation animale, ombre et abri et nombreuses utilisations

ethnomédicinales (ABDELAZIZ et al., 2020).
1.2.5.- Métabolites secondaires

Balanites aegyptiaca contient des nombreux métabolites secondaires, tels que:
des stéroides, des alcaloides, des flavonoides, des coumarines et en particulier des

saponines (Mohamed et al., 2002).

Le noyau du fruit contient une quantité considérable de huile nutritive (40% a
51%) composée de 11 acides gras différents comprenant a la fois des acides gras
saturés (principalement palmitiques et stéarique) et insaturé (principalement oléique et
linoléique). Le noyau du fruit est également riche en protéines (26,1% a 34,3%) et

contiendrait une quantité variable de polyphénols (47,8 a 117,5 mg / 100 g).
S

| 7 )




Chapitre I Balanites aegyptiaca

Cependant. Les saponines, appelées balanitinis. Autres composés bioactifs tels que les
alcaloides, les flavonoides, les tanins et les vitamines ont été signalés dans le fruit
ainsi que dans les feuilles, les branches et les racines de la datte du désert

(ABDELAZIZ et al., 2020).

1.2.6.- Activités biologiques

B. aegyptiaca est une espéce avec multiple activités biologique, parmi ces

derniéres on cite:

1.2.6.1.- Activité anti-inflammatoire

Les extraits des parties aériennes de B. aegyptiaca auraient une action anti-
inflammatoire importante sur le rat. L’extrait montré des effets anti-inflammatoires
plus que les médicaments standards. Il a également indiqué que l'extrait éthanolique
de B. aegyptiaca présentait une activité plus importante dans le traitement de la

douleur et de I'inflammation (Rojas-Sandoval, 2016).

1.2.6.2.- Activité antidiabétique

La saponine pure extraite du mésocarpe du fruit de balanites, et l'extrait
aqueux ont €té rapportés comme agent hypoglycémiant lors de tests sur des rats

albinos a différentes doses (Rojas-Sandoval, 2016).

Dans la médecine traditionnelle égyptienne, le mésocarpe du fruit de Balanites
aegyptiaca est couramment utilis€ comme médicament antidiabétique oral (ABOU

KHALIL, 2016).

Les présentes études ont révélé que l'extrait aqueux de Balanites aegypticea a
des propriétés hypoglycémiques. Il peut diminuer le taux de glucose plasmatique et
peut améliorer le poids chez les animaux de laboratoire diabétiques (BARAGOB et

al., 2014).
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1.2.6.3.- Activité antibactérienne

Les extraits aqueux et organiques de feuilles de B. aegyptiaca auraient un effet
antibactérien contre Salmonella typhi isolé¢ de la culture de caillots sanguins par

I’utilisation de la méthode de diffusion en disque (Rojas-Sandoval, 2016).
1.2.6.4.- Activité anticancéreuse
Un mélange de saponines stéroidiennes isolées des grains de B. aegyptiaca,

démontré des effets anticancéreux in vitro sur des lignées cellulaires cancéreuses

humaines (Rojas-Sandoval, 2016).
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Chapitre I1.- Polysaccharides
I1.1.- Définition

Les polysaccharides sont des polyosides formés par la polymérisation des
monomeres saccharidiques (n >10) liées entre eux par des liaisons glycosidiques. Ils

peuvent étre linéaires ou ramifiées, de configuration a ou f (KESSOUS, 2011).

A 1’état naturel, la plupart des glucides sont sous la forme de polysaccharides
de PM ¢levés (KESSOUS, 2011). Les polysaccharides sont présents dans la plupart
des organismes vivants, ils se trouvent dans les micro-organismes, les animaux et

principalement dans les végétaux (MERGHEM, 2009).
IL.2.- Structure des polysaccharides

Les polysaccharides sont composés de nombreux résidus de monosaccharides qui
sont joints les uns aux autres par des liaisons O-glycosidiques (IZYDORCZYK et
al., 2005).

Les structures des polysaccharides contiennent généralement des chaines latérales
linéaires ou ramifiées, et le poids moléculaire est réparti sur une gamme de dizaines
de milliers a des millions de polysaccharides a plusieurs groupes fonctionnels
(groupes hydroxyle, amino et acide carboxylique). Les polysaccharides sont
hautement hydrophiles car leurs structures contiennent un grand nombre de groupes
hydroxyles. Les molécules de polysaccharides peuvent former des structures de
réseau tridimensionnelles via des liaisons hydrogeéne, des forces de van der Waals, des
liaisons covalentes, etc. De plus, la chaine de polysaccharides a un grand degré de
liberté et de flexibilité, et l'association inter-chaines est facile. Ces caractéristiques
rendent la conformation spatiale des polysaccharides trés complexe (REN et al.,

2019).

La grande diversité des caractéristiques structurelles des polysaccharides, qui

provient des différences dans la composition des monosaccharides, les types et
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modeles de liaison, les formes de chaine et le degré de polymérisation, leurs
propriétés physiques, notamment la solubilité, le comportement a 1'écoulement, le
potentiel de gélification et / ou la surface et l'interracial propriétés. La diversité
structurelle dicte également les propriétés fonctionnelles uniques présentées par

chaque polysaccharide (IZYDORCZYK et al., 2005).

I1.3.- Role des polysaccharides

Les polysaccharides assurent deux principales fonctions; réserves énergétiques

et la construction de structure.

I1.3.1.- Réserve énergétique

On a principalement I’amidon qui est la réserve hydrocarbonée des végétaux

(MERGHEM, 2009).

11.3.2.- Role structural

I ya la cellulose qui est la constituant essentiel du bois (avec la lignine), et a
une grande résistance mécanique ce qui explique I’emploi de certains fibres végétales
comme textiles, et les hémicelluloses qui représentent 25 a 30% du bios chez les

coniferes (MERGHEM, 2009).

Aussi les pectines qui sont surtout abondantes dans les fruits, ou elles assurent
au départ la rigidité des tissus, elles sont progressivement hydrolysées au cours de la

maturation (MERGHEM, 2009).
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I1.4.- Classification des polysaccharides
I1.4.1.- Classification selon leur composition osidique

Les polysaccharides sont devisés en deux groupes selon leur composition en
monomeres, les homopolysaccharides et les hétéropolysaccharides (MERGHEM,

2009).
11.4.1.1.- Homopolysaccharides

Les polyosides homogenes sont constitués d’un seul type d’ose. On classe les
homopolysaccharides d'aprés la nature de I'unité osidique qui les compose
(TOUITOU, 2005). Par exemple, les glucanes sont des polymeres de glucose et les
galactanes sont des polymeres de galactose (MERGHEM, 2009).

11.4.1.1.- Hétéropolysaccharides

Les hétéropolysaccharides sont constitués de plusieurs types d’oses comme
leur nom I’indique. Les hétéropolysaccharides sont des molécules de haut poids
moléculaire contenant au moins deux types d’unités monosaccharidiques formant un
motif de base polymérisé. On classe les hétéopolysaccharides d'aprés la nature des
principales unités osidiques qui les composent. Par exemple, les arabinoxylanes sont
des polymeres mixtes d'arabinose et de xylose. Le méme principe s'applique pour

classer les galactoarabanes, les galactomannanes etc (VOET et VOET, 2005).

Les hétéropolysaccharides sont généralement formés que de quelques types de
monosaccharides qui alternent selon une séquence répétitive. Ces hétéroglycanes
renferment deux groupes différents sont: les polysaccharides neutres et

polysaccharides acides (VOET et VOET, 2005).
11.4.2.- Classification selon I’origine

On peut classer les polysaccharides en quatre groupes selon leurs origines.

| 12 )
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11.4.2.1.- Polysaccharides bactériens et fongiques

Certains micro-organismes se développent sous la forme des agrégats. Comme
les biofilms. Ce phénomeéne naturel d'organisation se trouve chez les micro-
organismes de type eucaryotes et procaryotes résulte généralement de la fixation des
micro-organismes sur un support a I'aide des composés ou substances polymériques
extracellulaires, communément appelées en anglais «Extracellular Polymeric
Substances» (E.P.S).Ou les polysaccharides sont la principale composante. Elles
jouent le role de l'adhésion des bactéries aux surfaces, l'agrégation des cellules, la
reconnaissance et la protection cellulaire, la rétention en eau, la fixation des composés

organiques ou bien inorganiques (GARRIDO et al., 2002).
11.4.2.1.1.- Galactanes sulfatés
11.4.2.1.1.1.- Carraghénanes
Les carraghénanes sont des substances extraites des certaines algues rouges,
ou rhodophyceae, ils sont des constituants des parois cellulaires, localisés dans la

matrice amorphe.

On les trouve dans les cellules corticales et médullaires de tous les

tissus des thalles (BRUNETON, 2009).

Vg LR




Chapitre 11 les polysaccharides

11.4.2.1.1.2.- Agar

Agar —agar est un polysaccharide extrait de la matrice extracellulaire de la
paroi de rhodophyceae principalement de genre Gelidium, c’est un polymére d’un
sucre en Cg, le galactose. L’agar est un mélange de deux fractions agarose et
agaropectine. Lorsque 1’agar est mélangé a 1’eau, la solution devient gélifiant, il suffit
de la chauffer a 85-90, est de la laisser refroidir, ’agar est extrait par traitement des
algues a I’eau bouillante, I’extrait est filtré a chaud, puis concentré et desséché

(BRUNETON, 2009).
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Figure 5.- Structure chimique d’agar-agar (BRUNETON, 2009)

11.4.2.1.2.- Alginate

Les alginates forment le principal matériau constitutif des algues brunes. Ils
peuvent représenter jusqu’a pres de 40% du poids sec de Laminaria digitata ou Fucus

serratus. (RANARIVELO, 2002; DELATTRE, 2005).

L'acide alginique est un copolymeére linéaire composé de deux
unités monomeres, 'acide D-mannuronique et 1'acide L-guluronique. Le rapport des
composants acide D-mannuronique et acide L-guluronique et leur séquence
prédéterminer les propriétés observées pour l'alginate extrait de différentes algues

sources (LI ,2000).
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Figure 6.- Structure chimique de I’alginate (GARON-LARDIERE; 2004)

11.4.2.2.- Polysaccharides animaux

Les polysaccharides animaux appartiennent a la famille des
glycosaminoglycanes (GAG) et sont issus des protéoglycanes (BOUAL, 2009). Les
glycosaminoglycanes constituants de la substance fondamentale on trouve des
molécules formées de 50 a 1000 unités saccharidiques dont les propositions varient
selon le tissu et 1’espece. Les plus répandues de ces substances sont données ci-
dessous: glycogeéne, acide hyaluronique kératine sulfate, dermatanes sulfates,

chondritines, héparines et héparines sulfate (VOET et VOET., 2005).

11.4.2.2.1.- Glycogene

C’est la forme de stockage du glucose chez les animaux et chez certains
organismes unicellulaires comme les levures (WEIL, 2009). Le glycogéne
s’accumule temporairement comme réserve ¢énergétique dans les muscles

squelettiques et dans le foie (BLECHER-BARDELETTI et al., 2014).

La structure ramifiée du glycogene résulte d’une structure linéaire est fixée sur
une protéine, et des ramifications apparaissent toutes les 4 a 10 résidus glucose fixées

sur la chaine linéaire par des liaisons a (1—6) (WEINMAN et MEHUL, 2004).
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Figure 7.- Structure chimique de glycogene

(BLEICHER-BARDELLETTI et al., 2014)

11.4.2.2.3.- Héparine

L’héparine est un polymeére a grande affinité aux protéines formant ainsi un
protéoglycanes a I’état natif. Il s’agit d’une molécule a activité anticoagulante
immédiate. Il est utilisé dans le traitement curatif et préventif des maladies

thromboemboliques (MURRAY et al., 1999).
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Figure 8.- Structure chimique de I’héparine (HONS; 2012)
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11.4.2.3.- Polysaccharides végétaux

Les sources de polysaccharides végétaux sont multiples. Il se distingue les
polysaccharides de réserve (amidon), les polysaccharides de structures (cellulose,

hémicellulose, pectines), les polysaccharides exsudats (gommes) et les mucilages
(WARRAND, 2004).

11.4.2.3.1.- Amidon

L'amidon est la forme principale de réserve carbonée chez les végétaux. Il est
stocké en grande quantité sous forme de grains dans les organes de réserve dont la
taille et la forme différent selon les espeéces végétales considérées. L'amidon est

constitué d'amylose et d’amylopectine (RUIZ, 2005).
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Figure 9.- Structure chimique de I’amidon (COUTOULY, 2012)

11.4.2.3.2.- Amylopectine

L’amylopectine, c’est le constituant majore du grain d’amidon (70 a 80 %), est
formé de chaines glucidiques liées en a-1,4 ramifiées en a-1,6 toutes les 12 unités
glucidiques environ. La masse moléculaire ¢levée de ce polymere (107 a 108 Da)

dépend de I’origine et des conditions de culture du matériel biologique étudi¢ (RUIZ,
2005).
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Figure 10.- Structure branchée de I’amylopectine (RUIZ, 2005).
11.4.2.3.3.- Amylose

L’amylose constitue une fraction mineure du grain d’amidon (20 a 30 %).
Polymere linéaire de glucoses liés en a-1,4 ayant une masse moléculaire comprise
entre104et 105 Da, ’amylose a la particularité de présenter une affinité¢ pour I’iode.
En effet, le complexe iode-amylose se colore en bleu au contraire I’amylopectine qui
se colore en brun acajou en présence d’iode (RUIZ, 2005).
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Figure 11.- Structure linéaire de la molécule d’amylose (RUIZ, 2005)
11.4.2.3.4.- Celluloses

La cellulose polysaccharides extrémement abondant dans la nature puisque
composant major des parois des cellules végétales, est un polymeére du glucose;
uniquement linéaire; avec I’enchainement p-D-glucopyranosyl (1—4) B-D-
glucopyranose. La cellulose joue un role de soutien chez les plantes (BARDELETTI
etal, 2014).
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Chez les plantes supérieures, la cellulose est synthétisée au niveau de la
membrane cytoplasmique par des complexes intermembranaires. Il existe 4 états
polymorphes de la cellulose (de la cellulose I a la cellulose IV) sur la base de la
diffraction aux rayons X. La cellulose I (cellulose native), elle-méme constituée de 2
allomorphes (Ia et If (le plus stable)). La cellulose II est issue de la cellulose I apres
son traitement par de la soude, Cette conversion de la cellulose I en cellulose II est
irréversible. La cellulose III est obtenue par traitements chimiques ou thermiques des

celluloses I ou I (PETERA, 2016).
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Figure 12.- Structure chimique de la cellulose (QUENTIN, 2011)

11.4.2.3.5.- Hémicelluloses

Les hémicelluloses sont un groupe hétérogéne de polysaccharides constituant
les parois cellulaires des plantes supérieures; ces polysaccharides sont souvent
enchevétrés physiquement, liés de manicere covalente et / ou non cavalicre a la

cellulose et aux lignines (IZYDORCZYK et al., 2005).

Les hémicelluloses sont définies structurellement comme des polysaccharides
dont le squelette est composé de résidus B-(1,4)-D-pyranose, ou 1’04 est en position
¢quatoriale.2 3 De courtes chaines latérales sont fixées sur le squelette (WERTZ,

2011).

Les hémicelluloses peuvent étre classées en quatre grands groupes :
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11.4.2.3.5.1.- Xylanes

Les xylanes sont un groupe complexe d’hémicelluloses qui présentent la
caractéristique commune d’un squelette de résidus xylose reliés en f-1,4(WERTZ,

2011).

Ils peuvent étre ramifiés par de courtes chaines carbonées et leur variabilité
structurale se manifeste par le degré et la nature des substitutions qui peuvent
apparaitre sur les C, et Cs des unités xylose, tels que des résidus de L-arabinofuranose

liés en a-1,3.

D’autres substituant sont I’acide glucuronique et son dérivé O-méthylé en
position 4, liés en a-1,2 sur le squelette. Les xylénes porteurs de substituant arabinose,
ceux porteurs de substituant acide glucuronique et son dérivé O-méthylé, ceux
porteurs des deux types de substituant et ceux non substitués sont appelés
arabinoxylanes, glucuronoxylanes, glucuronoarabinoxylanes et homoxylanes
respectueusement. En outre, certaines unités xylose portent des groupes acétyles en
position 2 et 3. Contrairement aux xyloglucans, les xylénes n’ont pas une structure
relativement réguliére basée sur la répétition de sous-unités oligosaccharidiques. Les
glucuronoxylanes et les glucuronoarabinoxylanes ont un degré de polymérisation

voisin de 200 et de 50 a 185 respectivement (WERTZ, 2011).
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Figure 13.- Structure d’un arabinoxylane (PETERA, 2016)
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Figure 14.- Structure d’un xylane acide (PETERA, 2016)
11.4.2.3.5.2.- Xyloglucanes

Les xyloglucans sont les hémicelluloses prédominantes dans les parois
primaires des dicots et des monocots ou ils peuvent représenter 20-25% du poids sec

de la paroi primaire (WERTZ, 2011).

Les xyloglucans sont composés d’un squelette identique a celui de la cellulose
formé de résidus glucose liés en f-1,4. Par contre, jusqu’a 75% des résidus glucose
des xyloglucans sont substitués en position O6 par des chaines latérales mono-, di- ou
trisaccharidiques. Lorsque le résidu glucose est branché, le premier ose qui lui est lié

est I’a- D-xylopyranose via une liaison a-1,6 (WERTZ, 2011).
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Figure 15.- Représentation schématique des xyloglucans

(IZYDORCZYK et al. 2005)
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11.4.2.3.5.3.- Mannanes et glucomannanes

Les parois cellulaires des graines sont particulierement riches en mannans et

galactomannans (IZYDORCZYK et al. 2005).

Les mannanes ont un squelette de résidus D-mannose liés en B-1,4 tandis que
les Glucomannanes ont un squelette de résidus D-mannose et D-glucose liés
¢galement en - 1,4. Mannanes et glucomannanes peuvent étre substitués en a-1,6 par
des résidus D galactose, 1ils s’appellent alors galactomannanes et
galactoglucomannanes. Mannanes et glucomannanes sont souvent acétylés (WERTZ,

2011).
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Figure 16.- Galactomannanes(WERTZ, 2011)
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Figure 17.- Galactoglucomannanes (WERTZ, 2011)
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4.2.3.5.4.- Glucanes a liaisons mixtes

Les f-1,3; 1,4-glucanes sont des chaines non ramifiées de résidus D-glucose
liés par des liaisons qui peuvent étre f-1,3, ou S-1,4. Ils sont typiques des herbes et
des membres de I’ordre des Poales. Ces glucanes a liaisons mixtes sont composés
principalement d’unités cellotriosyl et cellotetrasyl liées par des liaisons f-1,3. Les
glucanes a liaisons mixtes des parois primaires jouent un role significatif dans
I’expansion de la cellule et leur teneur est trées dépendante de 1’état de croissance

(WERTZ, 2011).

11.4.2.3.6.- Pectines

Les pectines sont des macromolécules exclusivement végétales de nature
glucidique. Chez les végétaux supérieurs, les pectines représentent environ 30% de la
masse des parois primaires de dicotylédones. Leurs voies de biosynthéses tres
complexes et leurs structures peuvent évoluer au cours du développement cellulaire.
Ils sont essentiellement composés d’acides galacturoniques. De maniere générale, leur
nature évolue avec 1’age des tissus: d’abord insolubles elles assurent la rigidité des
tissus, elles sont ensuite dégradées en sucres et en acides par voie enzymatique au

cours du mirissement (PETERA, 2016).

On peut les diviser en deux sous-catégories: les substances pectiques acides
(homogalacturonane, rhamnogalacturonane de types I et I, et les substances pectiques

neutres (arabinanes, galactanes, arabinogalactanes) (PETERA, 2016).
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Figure 18.- Représentation schématique de la structure primaire des pectines

(PETERA, 2016)

11.4.2.3.7.- Exsudats et mucilages

Les exsudats ou les gommes et les mucilages sont des classes de

polysaccharides Végétaux trés proches et difficilement dissociables (BOUAL, 2009).

Les exsudats ne sont pas de vraies gommes, ils n’exsudent pas, ils ont une

structure plus simple. On I’extrait a partir des graines broyées en farine.

La caroube provient des graines du caroubier qui est un arbre de la famille des

fabacées du bassin méditerranéen (ALAIS et al., 2008).

Le mucilage tend a s’appliquer aux extraits provenant de graines ou aux

substances qui coulent d’écorce ou de tissus souples (feuilles, tiges, racine) (BOUAL,

2014).




Chapitre II1.-

Activités biologiques des

polysaccharides




Chapitre 111 Activités biologiques des polysaccharides

Chapitre I11.- Activités biologiques des polysaccharides

Les polysaccharides issus de produits naturels possedent des propriétés
thérapeutiques et bénéfiques pour la santé. Ils sont largement distribués dans le
domaine d’application biomédical et biologique par exemple, l'ingénierie tissulaire,
I'administration de médicaments, la cicatrisation des plaies en raison de leur

biocompatibilité et disponibilité (WANG et al., 2015).

IIL.1.- Activité anti-oxydante

II1.1.1.- Stress oxydant

Le stress oxydant est le déséquilibre entre la production des espeéces réactives
d’oxygene et la capacité des corps a neutraliser et a réparer le dommage oxydatif

(BOUBEKEUR, 2018).

En situation normale, la balance antioxydant/pro-oxydant est équilibrée. Mais
I’organisme peut étre confronté a une surexposition a des composés oxydants, lorsque
la production endogene d’especes réactives de 1’oxygene (ERO) devient excessive ou

suite a I’exposition a un phénomene toxique exogene (BENNAMARA, 2017).

II1.1.2.- Radicaux libres

Les radicaux libres sont des molécules chimiques instables et réactives, qui
possédent un ou plusieurs électrons célibataires (non appariés). Il existe différents
types d’especes radicalaires, dont les principales sont les espéces réactives de

I’oxygene (ERO), et les especes réactives de I’azote (ERN) (KOUASSI, 2017).

D'autres espeéces dérivées de l'oxygene dites espéces oxygénées activées (EOA),
comme l'oxygene singulet 1'0,, le peroxyde d'hydrogene (H,O;) ou le nitroperoxyde

(ONOOH) peuvent étre des précurseurs de radicaux (BOUBEKEUR, 2018).
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Tableau .- Principales especes réactives de I’oxygene (BENNAMARA, 2017)

Radicaux libres (RL) Espeéces réactives non radicalaires
e Anion superoxyde(O, ") e Peroxyde d’hydrogeéne (H,O;)
e Hydroxyle (OH") e Acide hypochlorique (HOCI)
e Hydroperoxyle (HO;") e Ozone (03)
e Peroxyle (RO,") e Oxygéne singulet ('O,)
e Alkoxyle (RO") e Hydroperoxyde (ROOH)
e Dioxyde de carbone (CO;") e Peroxynitrite (ONOO")

Toutes ces substances sont produites au moyen de divers métabolismes
physiologiques a I’intérieur de I’organisme (source endogene), précisément dans les
cellules. Leur syntheése est réalisée essentiellement de maniére enzymatique.
L’oxydase NADPH (forme réduite du Nicotinamide Adénine Dinucléotide
Phosphate), ainsi que 1’oxydase xanthine et également la Nitric Oxide Synthase
(NOS) sont les principales sources des radicaux libres d'origine endogene

(KOUASSI, 2017).
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Figure 19.- Origine des différents radicaux libres oxygénés et especes réactives de

I’oxygene impliqué en biologie (www.biotech-ecolo.net)

Les sources exogenes sont majoritairement des pro-oxydants environnementaux
tels que les pesticides, les métaux lourds, les polluants, la poussi¢re (d’amiante, de
silice), et les composés induits par la prise de certains médicaments, par le
rayonnement électromagnétique (radiation ionisante, lumiere ultraviolette), ou lors

d’un coup de chaleur (BENNAMARA, 2017).
L'ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs induit des dommages dans

I'organisme. On pense généralement que les especes réactives de l'oxygene (ROS)

sont impliquées dans 1'étiologie de nombreuses maladies (KAR et al., 2012).
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Figure 20.- Différentes pathologies provoquées par ROS (BOUBEKEUR, 2018)

II1.1.3.- Activité anti-oxydante des polysaccharides

De nombreuses maladies, telles que l'asthme, les maladies pulmonaires

chroniques, l'inflammation, le diabéte, l'infarctus du myocarde et les maladies

cardiovasculaires, seraient associées au stress oxydatif (WANG et al., 2016).
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Les polysaccharides sont signalés comme une sorte de piégeur de radicaux libres
et d'antioxydants efficaces, jouant un réle essentiel dans la protection contre les
dommages d'oxydation dans les organismes vivants (WANG et al., 2016).

Les polysaccharides sont capables de récupérer les ROS libres. Chaque unité
monosaccharide possede des groupes hydroxyle actifs qui peuvent se combiner avec
des radicaux hydroxyles ou sans anion superoxyde radicaux pour former de l'eau

(CHEN et al., 2016).

Le poids moléculaire affecte la capacité antioxydant des polysaccharides. De plus,
la capacité antioxydant optimale variera en fonction du type de polysaccharide. Les
¢tudes ont rapporté que le polysaccharide de Ganoderma lucidum (GLPLI1) a faible
poids moléculaire (5,2 kDa) a une plus grande capacité a piéger les radicaux libres, les
radicaux superoxyde et le peroxyde d'hydrogeéne que le composant (GLPL2) a poids
moléculaire élevé (15,4 kDa). A une concentration de 10 mg/mL, les taux de piégeage
de GLPL1 en radical hydroxyle et en anion superoxyde sont respectivement proches
de 75% et 90%, alors que la capacité de pi¢geage de GLPL2 n'est que de 50% et 60%,
respectivement (Wang et al., 2018).

La plupart des antioxydants naturels sont dérivés de matieres végétales, telles que
les fruits, les 1égumes, les herbes et les épices. Ceux-ci sont particulierement riches en
composés phénoliques, vitamines et caroténoides et polysaccharides. Halvorsen et
Holte ont déclar¢ que les Rosacées, les Empétracées, les Ericacées, les
Grossulariacées, les Juglandacées, les Astéracées, les Punicacées et les
Zingibéracées sont des familles de plantes qui contiennent des composés a haute
activité antioxydante, qui comprennent les fruits, tels que les mdres, les fraises, les
myrtilles, les cassis, les noix et les grenades. Les huiles essentielles d'épices et
d'herbes, telles que 1'origan, le thym, la dittany, la marjolaine, la lavande et le romarin,
se sont également avérées €tre d'excellentes sources de molécules antioxydantes

naturelles (LOURENCO, 2019).
IIL.2.- Activité antidiabétique

L'évaluation des effets des polysaccharides aux propriétés antidiabétiques est

devenue un domaine de recherche important. Diverses enquétes ont montré que les

—
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polysaccharides purifiés a partir de champignon, de thé et d'avoine... etc. exercent des
effets favorables sur I'homéostasie glucidique, réduisent les complications du diabéte
grace au mécanisme défensif contre les lésions de stress oxydatif et améliorent

finalement la sensibilité a 1'insuline (GANESAN et XU, 2019).

1I1.2.1.- Diabéte

Le diabete sucré, 1'un des troubles métaboliques les plus courants, toucherait
environ 415 millions de personnes dans le monde en 2015 et le nombre de cas devrait

atteindre 642 millions en 2040 (DOAN et al., 2018).

Le diabete de type 2 n'était observé que chez I'adulte, mais on 1'observe désormais
aussi chez l'enfant. C'est une maladie hétérogene, ou les défauts génétiques de I'effet
de la sécrétion de l'insuline, en rapport avec des facteurs acquis, provoquent une
détérioration de I'homéostasie glucidique, ainsi que du métabolisme des graisses et
des acides aminés. Cette détérioration va provoque une perte progressive de la
sensibilité a l'insuline, ou une insulino-résistance de certains tissus, comme le foie, le

tissu adipeux ou les muscles (OUHAIBI-DJELLOULI, 2017).

I11.2.2- Physiopathologie du diabete de type 2:

Le diabéte est une maladie chronique d'évolution lente. Sa physiopathologie
débute plusieurs années avant que le diagnostic du diabete soit porté. Il existe deux
phénomenes distincts, qui expliquent l'apparition d'un diabete de type 2. Ils sont
présents a des degrés variables: les troubles de l'insulinosécrétion et la résistance a
l'insuline. La part de chacun de ces mécanismes dans l'apparition de la maladie est
plus ou moins importante, avec un role a priori plus important pour les troubles de

l'insulinosécrétion (OUHAIBI-DJELLOULI, 2017).
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Figure 21.- Physiopathologie du diabete de type 2 (OUHAIBI-DJELLOULI, 2017)

I11.2.3.- Diabéte et phytothérapie

Les traitements actuels de diabéte de type 2 permettent de maintenir un taux
normal de la glycémie, soit par l'inhibition des a-amylase et a-glucosidase, d'autres
agissent comme des inhibiteurs de 1'a-glucosidase, des agonistes de l'incrétine et des
inhibiteurs de la dipeptidyl peptidase-4. Soit par la stimulation de pancréas pour
sécréter plus d'insuline, ou bien par l'augmentation de la sensibilit¢ des organes
périphériques a l'insuline. L'utilisation des hypoglycémiants oraux participent aussi a
la diminution des complications graves de cette maladie. Malheureusement, aucun
remede n'a pu étre trouvé pour le DT2 ou pour prévenir ses complications car la
plupart des antidiabétiques oraux actuellement utilisés agissent en réduisant la

glycémie a jeun et I'hémoglobine glycosylée (RASHAD et al.,2017; TELLI, 2018).

L'approche thérapeutique consiste a I'inhibition des enzymes hydrolysant les
glucides (a-amylase et a-glucosidase) dans les organes digestifs. En conséquence, ces
inhibiteurs pourraient diminuer 1'augmentation postprandiale de la concentration de

glucose dans le sang (KUMAR et al., 2013).

De nombreux extraits de plantes et leurs phyto-constituants ont montré in vitro

I’effet d'inhibition de la glucosidase. En outre, le traitement a base de plantes est
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privilégié pour le diabete, en raison d'effets secondaires moindres et d'un faible coit

(KUMAR et al., 2013).

I11.2.4.- Enzymes cibles

Les inhibiteurs d’a-amylase et d’a-glucosidase sont des médicaments utilisés

pour le traitement du diabéte, de 1'obésité et de I’hyperlipémie (KUMAR et al., 2013).

I11.2.4.1.- a-amylase

L'alpha-amylase (o-1,4-alpha-D-glucane glucanohydrolase, EC 3.2.1.1) est
responsable de I'hydrolyse des liaisons glycosidiques a-1,4 dans I'amidon et le
glycogeéne en maltose et enfin en glucose absorbable (RODRIGUEZ-VIERA et al.,
2016). La dégradation de I'amidon alimentaire entraine une hyperglycémie

postprandiale ¢élevée (AKKARACHIYASIT et al., 2011).

Le retard de 1'hydrolyse de l'amidon par inhibition de l'a-amylase est 1'une des
approches thérapeutiques pour le controle de 1'hyperglycémie postprandiale dans le

prédiabete, le diabéte et 1'obésité (AKKARACHIYASIT et al., 2011).

I11.2.4.2.- a-glucosidase

L'a-glucosidase qui est située dans la bordure en brosse des entérocytes du
jéjunum, est l'enzyme la plus importante dans l'hydrolyse et de la digestion des
glucides, des oligo- et disaccharides non absorbés et les convertit en
monosaccharides, a savoir: glucose, qui est absorbé dans le jéjunum supérieur,

entrainant une hyperglycémie (PROENCA et al., 2017).

Les inhibiteurs de la a-glucosidase peuvent retarder la libération du glucose
provenant des glucides complexes alimentaires et retarder 1'absorption du glucose,
entrainant une réduction des taux de glucose plasmatique postprandiale et une

hyperglycémie postprandiale supprimée (KUMAR et al., 2013).
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II1.2.5.- Activité antidiabétique des polysaccharides

Les polysaccharides sont généralement extraits des matieres alimentaires par
divers traitements de la digestion physique, chimique ou enzymatique qui peuvent
avoir un potentiel antidiabétique. Les études ont montré que, la consommation de
polysaccharides pouvait soulager le diabéte grace a des mécanismes d'action sur la
viscosité gastro-intestinale, la fermentation du colon et les anti-gastro-intestinaux

(KUMAR et BAOJUN, 2019).

Les polysaccharides d’origine alimentaire améliorent la masse pancréatique des
cellules B, déclenchent les voies de signalisation de l'insuline par les récepteurs de
lI'insuline, atténuent le dysfonctionnement des cellules f (KUMAR et BAOJUN,
2019).

Plusieurs especes de plantes médicinales ayant une activité antidiabétique
potentielle ont été décrites dans la littérature scientifique. Les produits a base de
plantes médicinales et naturelles sont traditionnellement utilisés depuis longtemps

dans de nombreux pays pour le traitement du diabéte sucré (NAIR et al.., 2013).

Les ¢études montrent que les polysaccharides de B-D-(1—6)-glucane peut
améliorer le taux d'insuline et l'accumulation hépatique de glycogene. Le
polysaccharide purifi¢ de Lycium barbarum qui est compos€ principalement de
mannose, de rhamnose et de glucose, peut inhiber 1'absorption du glucose de maniére
dose-dépendante. Les B-d-glucane d'Agaricus blazei (PM: 136,05 kDa), Trametes
gibbosa (PM: 3,872, 2,761, 8,526 et 5,659 kDa), Saccharina japonica (PM: 7,28 kDa)
et Lachnum calyculiforme (PM: 445363 kDa) a ¢été prouvé des effets
hypoglycémique, hypo-triglycéridémique, et des activités hypo-cholestérolémiques
chez les rats diabétiques. Un extrait brut de Talinum triangulare contient du
rhamnose, de I'arabinose, du mannose et du galactose, ce qui a démontré un effet anti-

diabétique chez les rats diabétiques (GANESAN et XU, 2019).
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II1.3.- Activité anti-inflammatoire

II1.3.1.- Inflammation

L’inflammation est un processus physiologique de défense de 1’organisme contre
une agression qui entraine une altération tissulaire. Elle peut étre déclenchée par un
traumatisme, une bralure, une irradiation ou par la pénétration d’agents pathogenes

extérieurs (BOUKEMARA, 2017).

L’inflammation c’est ensemble des réactions, qu’ils sont peut étre :
e Utile: réaction de défense de I’organisme pour faire face a une agression.

e Nocive: inflammation secondaire a un processus auto-immun.

On distingue deux types d’inflammations, 1’inflammation localisée ou
primaire et I’inflammation généralisée ou secondaire (chronique): c’est le cas dans

I’inflammation rhumatismale (CHEICK TRAORE, 2006).

II1.3.2.- Mécanismes de I’inflammation

Le déroulement du processus inflammatoire est toujours le méme. Il évolue en

trois stades successifs :

II1.3.2.1.- Stade des réactions vasculo-sanguines

Le stade des réactions vasculo-sanguines est caractérisé par 1’intervention des
différents médiateurs inflammatoires, tels que I’histamine, la sérotonine, et les
especes réactives d’oxygene (ERO) (MACKENZIE, 2011),qui entrainent 1’activation
de I’endothélium, ce qui provoque unevasodilatation une augmentation de la
perméabilité capillaire et un ralentissement du courant sanguin, ce qui traduit par les

signes suivants: chaleur, rougeur, douleur et cedéme (AOUISSA, 2002).
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II1.3.2.2.- Stade des réactions cellulaires (phase productive)

Le stade des réactions cellulaires (phase productive) qui se manifeste par
I’activation, mobilisation, différenciation et prolifération de nombreuses cellules telles
que: les polynucléaires neutrophiles, les plaquettes, qui infiltrent les tissus 1ésés ce qui
permettre 1’élimination du pathogéne par la libération d’enzymes protéolytiques qui

entretiennent 1’inflammation (FTTIOUNE et FOUNAS, 2015).

111.3.2.3.- Stade de cicatrisation

Le stade de cicatrisation est la réparation qui tend a restaurer l'intégrité du
tissu agressé, on assiste a une multiplication des fibroblastes et synthése des
constituants de la matrice cellulaire tel que: collagene et protéoglycanes (FTTIOUNE
et FOUNAS, 2015).
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Figure 22.- Recrutement de cellules immunitaires au cours de I’inflammation

(FNIDES et al., 2018)
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1I1.3.3.- Anti-inflammatoires

Le traitement actuel de l'inflammation fait appel aux anti-inflammatoires, Les
médicaments anti-inflammatoires permettent de suspendre ou de ralentir le processus
d’inflammation, d’en effacer ou d’en atténuer les manifestations cliniques, parfois
méme d’en guérir les Iésions mais non d’en traiter la cause. Ils se classent en deux
grandes classes: les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et les anti-

inflammatoires stéroidiens (CHEICK TRAORE, 2006)
I11.3.3.1.- Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les anti-inflammatoires non hormonaux ou non stéroidiens (AINS) regroupent
les substances qui diminuent les réactions inflammatoires de 1’organisme et ne sont

pas apparentées a des hormones (stéroides) (JACQUES et al., 2006).
I11.3.3.2.- Anti-inflammatoires hormonaux ou Stéroidiens (corticoides)

Les corticoides sont des dérivés de semi-synthése des hormones cortico-
surrénaliennes (Cortisol). Chimiquement, ce sont des stéroides (JACQUES et al.,

2000).
II1.3.4.- Activité anti-inflammatoire des polysaccharides

L'activité anti-inflammatoire des polysaccharides est principalement due a
l'inhibition de l'expression des chimiokines et des facteurs d'adhésion, ainsi qu'a
l'activité d'enzymes clés dans le processus inflammatoire (HADJ AMMAR et al.,
2015).

Les effets anti-inflammatoires ont été attribués a la liaison des polysaccharides
a L- ou P-selectines, qui sont des molécules d'adhésion cellulaire essentielles pour le
processus de recrutement des leucocytes. Nombreuses plantes utilisées en médecine
traditionnelle sont riches en polysaccharides qui peuvent étre responsables des
propriétés de cicatrisation des plaies. Des polysaccharides naturels diminuent
significativement 1’expression des cytokines pro-inflammatoire, comme IL-1f3, IL6 et

{
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INF-y, tandis qu’ils augmentent la sécrétion des cytokines anti-inflammatoires,
comme IL-10 et MIP-1B (Macrophage inflammatory protein-13) (BOUKEMARA,
2017).

II1.4.- Activité anti-complément

Le systéme immunitaire repose sur un ensemble de cellules, d’organes et de

facteurs solubles distribués au travers de 1’organisme (NIAR, 2006).

Le complément est reconnu comme une branche importante du systéme
immunitaire inné, fournissant la premicére ligne de défense contre les micro-

organismes (CARPANINI et al., 2019).

Il est constitué de protéines circulantes capables d’interagir avec certaines
membranes. L’activation en cascade de ces protéines est a 1’origine de I’apparition
d’activités biologiques variées, comme la stimulation de la phagocytose et I’activation

lymphocytaire (NIAR, 2006).

II1.4.1.- Voies 'activation de complément

Il existe trois voies d’activation: classique, lectine et alternative, convergeant vers

une voie finale commune (CARPANINI et al., 2019).

La voie classique: est initiée par la liaison du complexe C1 aux agrégats anticorps /

antigene (CARPANINI ez al., 2019).

L’activation de la voie classique est divisée en trois étapes: la reconnaissance, la

formation de la C3 et de la C5 convertase et 1’attaque membranaire (NIAR, 2006).
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Complexe
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Figure 23.- Schéma d'activation et d'amplification de la voie classique de

complément (BENDERRADJI et MEDJOUDJ, 2019)

e la voie alternative: est mieux considérée comme une boucle d'amplification engagée
quel que soit le déclencheur initial. Les voies d'activation convergent au niveau des

convertases centrales C3 et C5 (CARPANINI et al., 2019).
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Figure 24.- Schéma d'activation et d'amplification de la voie alterne de complément

(BENDERRADJI et MEDJOUDJ, 2019)
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e La voie de la lectine: est déclenchée par la liaison de la lectine de liaison au mannose
(MBL) ou des ficolines aux épitopes de glucides sur les cibles (CARPANINI et al.,

2019), activée par les sucres neutres mannanes (NIAR, 2006).
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Figure 25.- Voies d’activation du complément (www.researchgate.net)

I11.4.2.- Maladies liées au complément

Le systéme complément contribue avant tout a la défense anti- infectieuse, ce dont
témoigne la fréquence des infections au cours des déficits congénitaux en facteurs du
complément. Donc le dosage du complément a un intérét diagnostic (déficit
héréditaire), mais aussi pronostique dans le suivi de 1’évolution des maladies auto-

immunes (AITOUAMAR, 1999).

I11.4.2.1.- Déficit héréditaire en protéines du complément et infections

Le si¢ge de I’infection et le type du germe dépendent de la fraction déficitaire du
complément. On citera les plus fréquents:
e Déficit homozygotes en composants terminaux (Il s’agit d’un déficit en C5, C6, C7 et

en C8).
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Déficit héréditaire en C3 (Le déficit en C3 se complique d’infection bactérienne a
répétition de localisation et pulmonaire, surtout a Haemophilus influenzae et a
pneumocoque.

Déficit héréditaire en properdine (Il est rare et sa transmission génétique est liée a X.
11 se complique de méningite gravissime).

Déficits héréditaires et lupus (Le déficit en C4 est tres rare et il se complique dans
87% des cas d’un lupus. Les lupus associés a un déficit complet en C4 ou a un déficit

homozygote en C2) (AITOUAMAR, 1999).

I11.4.2.2.- Déficits liées avec auto-immune complexes

La présence d'auto-anticorps dans la circulation et sur les surfaces internes
peut également déclencher une inflammation et des Iésions tissulaires par une
activation inappropriée du complément. Par exemple: les complexes immuns présents
dans le lupus érythémateux systémique (LED) provoquent la consommation de
composants du complément dans la circulation et le dépot de produits d'activation du
complément dans le rein (néphrite lupique) et d'autres organes. Des mécanismes
similaires sont impliqués dans le syndrome des anticorps antiphospholipides, la
myasthénie grave et de nombreuses autres maladies auto-immunes (RICKLIN,

2017).

I11.4.3.- Activité anti-complément des polysaccharides

L’activité anti-complément des polysaccharides constitue une stratégie
thérapeutique potentielle pour le traitement de maladies inflammatoires

(BOUKEMARA, 2017).

L'activation du systtme du complément renforce I'immunité. Certains
polysaccharides présentent une activation du complément. Polysaccharides de
Vernonia kotschyanaSch présente de fortes capacités d'activation du complément.
Bien que le systtme du complément soit 1'un des systemes de défense immunitaire
importants, une activation excessive peut entrainer une réponse inflammatoire trop

forte et des maladies telles que la polyarthrite rhumatoide. Les polysaccharides,
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comme ceux de la racine de Bupleurumchinense et de la tige d'EphedrasinicaStapf,

présentent des effets anti-complémentaires (CHEN et al., 2016).

Des pectines ayant une activité anti-complément ont été isolées a partir de
plusieurs plantes telles que les racines de Glycyrrhiza uralensis ;Bupleurum falcatum
et Angelica acutiloba Kitagawa qui sont des especes végétales utilisées dans la
médecine traditionnelle chinoise et japonaise. Une activit¢ anti-complément
appréciable est notée par YAMADA et al. (1986), dans un polysaccharide isolé des
graines de Plantago asiatica. L'écorce de l'arbre Cola cordifolia (Sterculiaceae) est
utilisée en médecine traditionnelle malienne comme un remede pour la cicatrisation
des blessures, analgésique, et antidiarrhéique. Il contient des polysaccharides ayant

des activités anti-complément inhabituelles (BOUAL, 2014).

Dés 1989, Yamada et al. Obtenu un polysaccharide possédant un effet anti-
complémentaire évident de Bupleurum falcatum. Xu et coll. a obtenu un nouveau
polysaccharide D3-S1 qui avait également un effet anti-complémentaire remarquable
de Bupleurum. Le D3-S1 avait une forte inhibition de l'activation de la voie classique
du complément et de la voie alternative du complément I'activation, et son effet anti-
complément était évidemment plus fort que 1'héparine et n'avait aucune action anti-
coagulation, indiquant que le polysaccharide de D3-S1 a de bonnes perspectives
d'application. De plus, Zhu et al. Obtenu un polysaccharide acide, c'est-a-dire
rhamnogalacturonan qui a montré l'activit¢ de fixation du complément du Panax
notoginseng. Olafsdottir et al. Ont isolé un glucane, qui avait une certaine activité
anti-complémentaire. Il est devenu un autre point chaud de la recherche pour
rechercher des anti-compléments composés bioactifs de polysaccharides naturels

(SHI, 2016).
II1.5.- Activité immuno-modulatrice
1I1.5.1.- Immuno-modulation

Les composés qui sont capables d'interagir avec le systétme immunitaire pour
réguler positivement ou réguler négativement les aspects spécifiques de la réponse de
'hote peuvent étre classés comme des immunomodulateurs ou des modificateurs de la
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réponse biologique (MEHELLOU, 2015). Deux grandes familles constituent les
immunomodulateurs: les immunodépresseurs et les immunostimulants (NIAR, 2006).
Les immunodépresseurs sont des médicaments qui diminuent la réponse immunitaire.
Cette définition doit étre nuancée car dans le systéme immunitaire il existe plusieurs

types de réponses immunitaires (NIAR, 2006).

Un immunodépresseur peut avoir un effet prédominant, sinon sélectif sur un
aspect particulier de la réponse immunitaire. Ils sont utilisés essentiellement dans la
transplantation d’organe et les maladies auto-immunes (NIAR, 2006).

Les immunostimulants sont des médicaments ou des composés qui principalement
conduisent a wune activation non spécifique des mécanismes de défense
immunologiques et spécifique. Ces mécanismes sont liées a la fonction et l'efficacité
des macrophages, systéme du complément, les granulocytes, les cellules Natural killer
(NK), les lymphocytes et également a la production de molécules effectrices tels que
les cytokines produites par les cellules activées Ces effets non spécifiques devraient

fournir une protection contre les agents pathogeénes (AICHOURE, 2017).

II1.5.2.- Role immuno-modulatrice des polysaccharides

De nombreuses ¢tudes ont montré que les polysaccharides végétaux peuvent
réguler le systéme immunitaire de plusieurs maniéres et a plusieurs niveaux. Ils
activent non seulement les cellules immunitaires, y compris les cellules T, les
lymphocytes B, les macrophages et les cellules tueuses naturelles, mais ils activent
¢galement les compléments et favorisent la production de cytokines, montrant ainsi
des effets régulateurs sur le systtme immunitaire de multiples facons. Les
macrophages peuvent collaborer avec d'autres types de cellules (comme les
neutrophiles) pour résister aux facteurs indésirables externes). Les effets
immunomodulateurs des polysaccharides végétaux sur les macrophages sont
principalement obtenus par la génération d'espéces réactives de I'oxygene (ROS), la
sécrétion de cytokines, la prolifération cellulaire et l'activité phagocytaire des

macrophages (YIN et al., 2019).
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Chapitre IV.- Etude de quelques activités biologiques des polysaccharides

IV.1.- Activité anti-oxydante

La plupart des ¢études récentes dans le domaine de la glycobiologie montrent
que les extraits des polysaccharides d’origine végétale et en particulier les plantes
médicinales possédent des effets protecteurs contre les espéces réactives de
I’oxygene. Leur role essentiel est de bloquer I’action des radicaux libres. La capacité
des extraits polysaccaridiques différe d’une plante a I’autre et d’une fraction a ’autre

(YE et al., 2008).

Pour faire mesurer 1’activité antioxydant, en utilisant diverses techniques telles
que les mesures du pouvoir: anti-radical 2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl (DPPH), anti-
radical anion superoxyde (O2"),et anti radical hydroxyle (HO"), ou encore; la méthode
de FRAP (Ferric Reducing-Antioxidant Power) mesurant la réduction des ions

ferriques en présence d'antioxydants (DELATTRE et al.,2011; NGO et KIM, 2013).

IV.1.1.- Test anti-radicalaire par le dosage au 2,2’-diphényl-1-picrylhydrazyle
(DPPH)

IV.1.1.1.- Principe de méthode

Le dosage de la réduction des radicaux DPPH est parmi les méthodes les plus
fréquemment utilisées et offre la premiere approche pour 1'évaluation de l'activité

antioxydante d’une molécule (CHOUNA, 2017).

Le radicale DPPH'(2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) accepte un atome
d’hydrogene et réduite en DPPH,H a partir des molécules antioxydants (BRAND-
WILLIAMS et al., 1995). Le DPPH® de couleur violette se réduit en 2,2 Diphenyl-1-
picryl hydrazines incolores, en présence des donneurs des hydrogenes (SCHAICH et
al., 2015 ). L’activité antioxydante peut étre suivie par spectrométrie UV-Visible, en
mesurant la diminution de l'absorbance a 517 nm, dont l'intensité de la couleur est
inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a

donner des protons (SANCHEZ-MORENO, 2002).
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Figure 26.- Réduction de radical libre DPPH par 1’agent antioxydant
(SCHAICH et al., 2015)

I1V.1.1.2.- Matériel et réactifs

Tableau II.- Matériel et réactifs du test anti-radicalaire DPPH

Matériel Réactifs
e Tubes a essai e Solution de DPPH
e Vortex e Ethanol a 96°
e Spectrophotomeétre UV- e Vitamine C
Visible

IV.1.1.3.- Mode opératoire

Selon un protocole adapté de Delattre et al. (2015), la mesure de I’activité
anti-radicalaire des polysaccharidesa été réalisée par le dosage au 2,2’-diphényl 1-
picrylhydrazyle (DPPH). Les fractions polysaccharidiques sont dissoutes a différentes
concentrations (de 0 a 10 g/L) dans I’eau.

- déposer dans les tubes 1 ml d’échantillon.

- ajouter 1 ml d’une solution de DPPH (0,1 mm dans 1’éthanol a 96°).

- vortexer les tubes pondant (5 secondes).

- laisser reposer a température ambiante et a I’obscurité pendant 30 min ;

- mesurer 1’absorbance a 517 nm

On utilise la vitamine C ou bien ’acide ascorbique qui est un anti-oxydant

naturel, comme témoin positif.
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Le pourcentage d’inhibition de radical DPPH est calculé selon 1’équation

suivante :

Inhibition du radical DPPH (%) = (1- (A ¢chantilion/A témoin)) X 100.

Avec :

A chantilon=Absorbance a 517 nm du mélange: 1 mlde solution polysaccharidique + 1
mlde DPPH (0.1 mM dans I’éthanol a 96°)

A gmoin=Absorbance a 517 nm du mélange: 1 ml d’eau distillée + 1 ml de DPPH
(0.1mM dans 1I’éthanol a 96°) (CHOUANA ,2017).

Deux autres parameétres sont introduits pour mieux caractériser le pouvoir anti-
radicalaire; la concentration effective a 50% (ECsp) et le pouvoir anti-radicalaire

(APR = 1/ECso) (PARASCHOS et al., 2007).

La valeur ECs (aussi appelée ICsg) a été déterminée pour chaque extrait, est
définie comme étant la concentration du substrat qui cause la perte de 50% de
l'activit¢ de DPPH. Ou encore, c’est la concentration de I'échantillon exigé pour
donner une diminution de 50% de l'absorbance de la solution contrdle constituée de
méthanol et DPPH. Les valeurs ECsp moyennes ont été calculées par les régressions
linéaires des trois essais séparés ou l'abscisse est représentée par la concentration des
composés testés et I'ordonnée par l'activité antioxydante en pourcentage (MENSOR

et al., 2001).

IV.1.2.- Chélation du fer ferreux

IV.1.2.1.- Principe de méthode

La capacité chélatrice des extraits des polysaccharides est mesurée en suivant

l'inhibition de la formation du complexe Fe(Il)-Ferrozine aprés incubation des

¢chantillons avec le fer divalent selon la méthode de Le et ses collaborateurs (2007).
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IV.1.2.2.- Matériel et réactifs

Tableau II1.- Matériel et réactifs de Chélation du fer ferreux

Matériel

Réactifs

e Tubes a essail

e Spectrophotomeétre UV-Visible.

Ethyléne diamine tétra acétique
(EDTA).

FeCl,

Méthanol.

Ferrozine.

IV.1.2.3.- Mode opératoire

Le test a été réalisé¢ en mélangeant 50 pl de FeCl, (0,6 mm dans 1'eau), et 900

ul de méthanol a 500 pl des extraits a différentes concentrations (0,045 - 20 mg/ml)

ou de standard de (Ethyléne diamine tétra acétique: EDTA). Le mélange est agité

vigoureusement et laissé¢ incuber a température ambiante pendant 5 mn. 100 pl de

ferrozine (5 mm) sont alors ajouté a cette solution est secou¢ de nouveau. Apres 10

minutes d'incubation, 1'absorbance de la solution est mesurée a 562 nm.

L’effet séquestrant des échantillons vis-a-vis du fer est exprimé en

pourcentage de chélation selon I’équation suivante :

% Chélation = [(Ac — At) / Ac] x 100

Ac: Absorbance a 562 nm du contréle

At: Absorbance a 562 nm d’extrait testé (LE et al., 2007).
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IV.1.3.- Test ABTS
IV.1.3.1.- Principe de méthode

Ce test est basé sur la capacité des composés (polysaccharides) a piéger le
radical cationique, ABTS™ (acide 2,2-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6
sulphonique)), I’ABT Sréagissant avec le persulfate de potassium (K,S,0s), pour
former le radical ABTS" de couleur bleue a verte. L’ajout d’un antioxydant provoque
la réduction de radical ABTS" et la décoloration du mélange. (MAYOUTF, 2019).

1V.1.3.2.- Matériel et réactifs

Tableau IV.- Matériel et réactifs de Test ABTS

Matériel Réactifs

ABTS

e Tubes a essail

e Spectrophotomeétre UV-Visible Persulfate de potassium (K;,S,0s)

e Vortex Méthanol

Vitamine C

IV.1.3.3.- Mode opératoire

La solution mére de ’ABTS * (ABTS 7 mM, persulfate de potassium 2,45
mM dans le méthanol) est incubée a I’abri de la lumiere pendant 16 h. La solution de
travail d’ABTS™ est obtenue en diluant la solution mére avec du méthanol jusqu’a

obtention d’une absorbance finale de 0,7 + 0,02 a 734 nm.
Les échantillons (50 pl) a différentes concentrations (0,1 - 20 mg/ml) sont
mélangés avec 1 ml de la solution diluée d’ABTS déja préparée. Le mélange est

vortexé, puis incubé pendant 30 minutes a I’obscurité et a température ambiante.

La lecture de I’absorbance est réalisée a 734 nm. On utilise la Vitamine C est

comme standard.

Le pourcentage d’inhibition est calculé selon la formule suivante :
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% d’inhibition = [(Ao-A1) / Ao] x 100

Ou
AQ: absorbance initiale de I’ABTS.
Al: absorbance du mélange ABTS + extrait (MAYOUF, 2019).

IV.1.4.- Test FRAP (Ferric reducing antioxidant Power)

1.4.1.- Principe de méthode

Le mécanisme du pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP) est basé sur
le transfert d'électrons plutdt que sur le transfert d'atomes d'hydrogene. Le test FRAP
est basé sur la capacité du pH a réduire Fe' en Fe*". La réaction FRAP est menée a
pH acide 3,6 pour maintenir la solubilit¢ du fer, de sorte que la réaction a pH bas
diminue le potentiel d'ionisation qui entraine le transfert d'atomes d'hydrogéne et
augmente le potentiel redox, qui est le mécanisme de réaction dominant. Lorsque la
réduction de Fe’™ en Fe’" se produit en présence de 2,4,6-trypyridyl-s-triazine, la
réaction s'accompagne de la formation d'un complexe coloré avec Fe2+ qui absorbe a

593 nm.

Le pouvoir réducteur semble étre li¢ au degré d'hydroxylation et a 1'étendue de
la conjugaison dans le pH. Une variante du test FRAP utilisant Cu au lieu de Fe est
connue sous le nom de CUPRAC (test de réduction du cuivre), qui est basée sur la
réduction de Cu*" en Cu” par l'action combinée d'agents réducteurs dans I'échantillon.
La bathocuproine (2,9-diméthyl-4,7-diphényl-1,10-phénanthroline) ou la néocuproine
(2,9-diméthyl-1,10-phénanthroline) sont utilisées pour former des chromophores avec

Cu" qui absorbent & 490 nm ou 450 nm (CERRETANI et BENDINI., 2010).
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I1V.1.4.2.- Matériel et réactifs

Tableau V.- Matériel et réactifs de Test FRAP.

Matériel Réactifs
e Incubateur e Tampon phosphate
e Centrifugeuse e Hexacyanoferrate de potassium K;Fe
e Spectrophotomeétre UV-Visible e Acide trichloracétique
e FeCls

IV.1.4.3.- Mode opératoire

Un 0,4 ml d’échantillon a différentes concentrations est mélangé avec 1 ml de
tampon phosphate (0,2 M; pH=6,6) et 1 ml d’hexacyanoferrate de potassium
[K3Fe(CN)g] a 1%. Apres une incubation du mélange a 50 °C pendant 30 minutes,
puis en ajout 1 ml d’acide trichloracétique 10 %, en suite les tubes sont centrifugés a
3000tours/mn pendant 10 minutes. Ainsi, 1 ml du surnageant de chaque tube est
mélangé avec 0,2 ml d’une solution de FeCl; a 0,1% et laissé au repos a 1’abri de la

lumiére pendant 30 minutes avant de mesurer les absorbances a 700 nm.

L'activité antioxydante liée au pouvoir réducteur des extraits est exprimée en

Pouvoir Réducteur (PR) a I’aide de la formule suivante :

PR = 100(A,-Ap)/Aa

A,: absorbance de 1’extrait.

Ay: absorbance du blanc (DIENG et al., 2017).
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IV.2.- Activité antidiabétique

IV.2.1.- Inhibition de I’a-glucosidase

IV.2.1.1.- Principe de méthode

Les inhibiteurs de 1’a-glucosidase sont des inhibiteurs de 1’enzyme a-
glucosidase responsable du clivage des disaccharides et oligosaccharides en

monosaccharides (E1 NACHAR, 2014).

Les inhibiteurs de l'alpha glucosidase sont des pseudotetrasaccharides
d'origine bactérienne. Ces analogues structuraux des oligosaccharides alimentaires
inhibent de fagon compétitive et réversible l'alpha glucosidases de la bordure en
brosse de l'intestin gréle (glucoamylase, maltase, isomaltase et sucrase). Les
inhibiteurs des alphaglucosidases intestinales jouant le role de faux substrat retardent
I'hydrolyse enzymatique des glucides complexes en mono et disaccharides qui sont
alors absorbés dans 1'iléon. L'absorption du glucose aprés un repas est ainsi retardée
dans le temps. Les inhibiteurs des alphas glucosidases sont essentiellement actifs sur

I'hyperglycémie postprandiale (DERFOUFI et al., 2010).

En présence d’inhibiteur, I’activité enzymatique de 1’a-D-glucosidase diminue
ou inhibé. Cela est exprimé par diminution de la dégradation de substrat p-NPG. Dans
ce test, ’acarbose est utilisé comme control positif. Le controle négatif représente le
milieu réactionnel de 1’enzyme a-D-glucosidase sans aucun aditif (BEN HENDA,
2014; KIM et al., 2014; CUI et al., 2015 et HA et al., 2016).

1V.2.1.2.- Matériel et réactifs

Tableau VI.- Matériel et réactifs d’inhibition de 1’a-glucosidase

Matériel Réactifs
e Spectrophotometre e alpha -glucosidase
e Centrifugeuse réfrigérée e Tampon phosphate de potassium
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e Incubateurs e Acarbose

e Balance électronique e P-nitrophényl-a-D-

e pH meétre glucopyranoside(PNPG)
e Plaque chauffante e Na,COs

1V.2.1.3.- Mode opératoire

Un mélange de 10 pl d'a-glucosidase 0,25 U / ml, 50 ul de tampon phosphate
de potassium 0,1 M (pH 6,8) et 20 ul de différentes concentrations de l'extrait ou de
l'acarbose inhibiteur de l'a-glucosidase, a été incubé a 37 © C pendant 10 min. Ensuite,
10 pl de p-nitrophényl-a-D-glucopyranoside 5 mM(PNPG) ont été ajoutés et incubés
pendant 30 min. Pour terminer la réaction, 50 pl de Na,COs (0,1 M) ont été ajoutés.
L'absorbance a ét¢ mesurée a 405 nm optiquement en utilisant un spectrophotometre.
Les résultats ont été exprimés comme la concentration ou l'activité de 1'a-glucosidase

est inhibée de 50% (ICso) (DOAN et al., 2018).

IV.2.2.- Inhibition de ’activité d’a-amylase

IV.2.2.1.- Principe de méthode

Dans cette étude on a utilisé un modele in vitro d’inhibition d’a-amylase pour
cribler les extraits de la plante et évaluer leurs effets hypoglycémiques. Les solutions
d'amidon de pomme de terre, d’alpha-amylase et les extraits aqueux ont €té préparées
dans un tampon en acétate (820,3 mg d'acétate de sodium et 18,7 mg de chlorure de

sodium dans 100 ml d'eau distillée) (BOUBEKEUR, 2019).

Le pourcentage d'inhibition de l'a-amylase est calculé par la formule suivante:

% d'inhibition =Abs témoin-Abs extrait X 100

Abs témoin
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1V.2.2.2.- Matériel et réactifs

Tableau VII.- Matériel et réactifs d’Inhibition de I’activité d’a-amylase

Matériel Réactifs

e Spectrophotomeétre e Amylase salivaire

e (Centrifugeuse e Tampon phosphate

e Incubateurs. e Tampon d’acétate

e Balance électronique. e Amidon soluble

¢ Plaque chauffante e Solution d'I, et de KI
e Acarbose
e HCI

1V.2.2.3.- Mode opératoire
1V.2.2.3.1.- Solution d’a-amylase

La solution enzymatique a été préparée en mélangeant 27.5g d’amylase
salivaire dans 100ml de la solution de tampon phosphate. La salive est recueillie
aupres des individus sains le matin, 2 heures aprés le petit déjeuner apres que le
volontaire se soit brossé les dents. Pour favoriser la salivation, le volontaire doit boire
un verre d’eau 15 minute avant le prélevement, 20 ml de salive totale sont prélevés
dans des tubes stériles. Ces échantillons salivaires sont ensuite centrifugés a 14.000xg
pendant 15 minutes a 4°C afin d’¢liminer les mucines salivaires(Les mucines sont des
glycoprotéines, tres riches en sucre, jouant un réle de protection des muqueuses contre
les agressions de nature variée) (PORCHET et al., 1991),et les débris cellulaires et
alimentaires. Le surnageant est pesé¢ et dilu¢ (x 100) dans solution du tampon

d’acétate (0.1M, pH 7) (BOUBEKEUR, 2018).
1V.2.2.3.2.- Préparation de la solution d’amidon

Le substrat utilisé est I’amidon soluble. La solution d’amidon est préparée
dans la solution tampon phosphate (0.02 M, pH 6.9) a une concentration de 1% afin

—
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de réaliser les tests sur I’alpha amylase. Pour avoir une bonne activité enzymatique,

on ajoute NaCl a 6 mM (BENNACER, 2017).
1V.2.2.3.3.- Préparation de réactif colorimétrique

Indicateur iodine - iodure est préparé en mélangeant une solution de 5 mm de
I, et Smmde KI dans 250 ml de tampon d’acétate. Le réactif iodé obtenue doit étre

conservé a 1’abri de la lumiére (BOUBEKEUR, 2018).
1V.2.2.3.4.- Préparation des concentrations de I’extrait végétal

Les différentes concentrations de 1’extrait aqueux sont préparées dans la
solution tampon d’acétate (0.1M, pH 7.2), afin d’évaluer leur effet sur I’activité
enzymatique de I’o amylase. Les concentrations finales utilisée sont: 0.050; 0.1;

0.250; 0.5; 0.750 et 1 mg/ml (BOUBEKEUR, 2018).
1V.2.2.3.5.- Solution d’acarbose

L’acarbose est un pseudo-tétra-saccharide d’origine microbienne. 1 est utilisé
dans cette expérience comme controle positif (molécule de référence) afin de
comparer son activité vis-a-vis de 1’alpha amylase par rapport a celle des extraits. Un
comprimé de 50 mg est solubilis¢ dans 50 ml de tampon phosphate (BENNACER,
2017).

1V.2.2.3.6.- Etapes réactionnelles

1 ml de solution d’essai (extrait aqueux) de concentration allant de 50-
1000pg/ml a été jouté a 1 ml de la solution d’a amylase tamponné dans des tubes a
essail individuels. Le contenu a été incubé a 37°C pendant une période de 10 minutes.
Apres incubation, 1ml d’amidon tamponné a 0,1% et 2ml de tampon d’acétate (0.1M,
pH 7.2) ont été ajouté, et le mélange a été ré-incubé pendant 1 heure a température
ambiante. La réaction enzymatique a été arrétée en ajoutant du HC1 1M (20ul) et
100ul de réactif iodé. Le changement de couleur a été noté (Une couleur bleu foncé

indique la présence d'amidon, une couleur jaune indique l'absence d'amidon et tandis
‘l\/l
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qu'une couleur brunatre indique I'amidon partiellement dégradé dans le mélange
réactionnel). En présence d'inhibiteurs des extraits, I'amidon ajouté au mélange de
dosage enzymatique n'est pas dégradé et donne un complexe de couleurs bleu foncé,
alors qu'en l'absence de l'inhibiteur, le complexe de couleur jaune est développé
indiquant que l'amidon est complétement hydrolysé par I'a-amylase. L’absorbance a

¢été lue a 565 nm (BOUBEKEUR, 2018).

La propriété antidiabétique de 1’extrait a ét¢ déterminé par I’inhibition de
alpha amylase qui a été¢ exprimée en pourcentage d’inhibition et calculer par équation

suivante:

(%) Inhibition = (Abs de I'échantillon - Abs de controle / Abs de 1'échantillon) x 100

L’Abs controle est I'absorbance de la réaction du témoin (contenant tous les
réactifs a l'exception de 1'échantillon a tester) et I'Abs échantillon est 1'absorbance de
I'échantillon a tester La valeur ICsy est définie comme la concentration d'extrait
nécessaire pour inhiber 50% de D’activit¢ de I’enzyme, celle-ci a été déterminé
graphiquement en utilisant le pourcentage d’inhibition de six concentrations

différentes des extraits (BOUBEKEUR, 2018).

IV.3.- Activité anti-inflammatoire

L'étude de [I'activité anti-inflammatoire, in vitro, de I'extrait des

polysaccharides été effectuée selon deux méthodes: 1’inhibition de la dénaturation

thermique des protéines, et la stabilisation membranaire des globules rouges.

IV.3.1.- Inhibition de dénaturation des protéines

IV.3.1.1.- Principe de méthode

L’inhibition de dénaturation des protéines a été effectuée selon deux méthodes:

'ovalbumine extraite du blanc d'ceuf et celle de I'albumine bovine sérique (BSA).
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1V.3.1.2.- Matériel et réactifs

Tableau VIII.- Matériel et réactifs d’Inhibition de dénaturation des protéines

Matériel Réactifs
e (Centrifugeuse réfrigérée. e Blancs d’ceuf
e Incubateurs. e Acétone,
e Balance électronique. e HCI
¢ Plaque chauffante e L’acide acétylsalicylique

e BSA: albumine bovine
sérique
¢ Diclofénac du sodium

e Tompan phosphate saline

1V.3.1.3.- Mode opératoire

I1V.3.1.3.1.- Méthode de I'ovalbumine

Mode opératoire

L'activité anti-inflammatoire de l'extrait a été¢ évaluée par la méthode de
dénaturation des protéines. Le diclofénac sodique, un puissant anti-inflammatoire non
stéroidien, a ¢été utilis€ comme médicament standard. Le mélange réactionnel
constitué de 2 ml de différentes concentrations de I'extrait (100-500 pg / ml) ou le
diclofénac sodique standard (100 et 200 pg / ml) et 2,8 ml de solution saline
tamponnée au phosphate (pH 6,4) ont ét¢ mélangés avec 2 ml d'albumine d'ceuf (d'ceuf
de poule frais) et incubés a (27; 1) © C pendant 15 min. La dénaturation a été¢ induite
en maintenant le mélange réactionnel a 70 © C dans un bain d'eau pendant 10 minutes.
Apres refroidissement, l'absorbance a été mesurée a 660 nm en utilisant de 1'eau
bidistillée comme blanc. Chaque 1'expérience a été faite en triple et la moyenne a été

prise (ALHAKMANI et al., 2013)
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Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines a €té calculé

comme suit :

% Inhibition de la dénaturation= (At-Ac/Ac) x 100
Ou:
Ac: est I'absorbance de 1'échantillon.

At: est I'absorbance sans échantillon (contrdle négatif) (ALHAKMANI et al., 2013).
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Figure 27.- Schéma illustrant les expériences sur 1’activité anti-inflammatoire des

extraits (AMMOURI et KASDI., 2016)

1V.3.1.3.2.- Méthode de la BSA

L’activité anti-inflammatoire d’extrait de polysaccharidesa été effectuée selon la
méthode suivent qui consiste a préparer quatre solutions:
La solution d’essai (0,5 ml) composé de 0.45 ml de la solution aqueuse de sérum
bovine albumine (BSA) 5% et 0.05 ml d’extrait aqueux avec une concentration de 250
pg/ml.
La solution contrdle test (0.5 ml) composé de 0.45 ml de la solution aqueuse BSA 5%
et 0.05 ml d’eau distillé.
La solution controle produit (0.5 ml) composé de 0.45 ml d’eau distillé et 0.05 ml
d’extrait aqueux avec une concentration de 250 pg/ml.
La solution standard test (0.5 ml) composé¢ de 0.45 ml de la solution aqueuse BSA
5% et 0.05 ml du solution standard Diclofénac sodiqueavec une concentration de 250

ug/ml (KAR et al., 2012)

Tous les solutions au-dessus ont été ajustées a ph6.3 par une solution d’HCI:
Acide chloridrique (IN), les échantillons ont été incubés a 37°C pendant 20 min,
ensuite la température était augmentée pour garder les échantillons a 57°C pendant 3
min, apres refroidissement des tubes, 2.5 ml de la solution dutampon phosphate salin
(pH6.3) a été ajoutée aux solutions ci-dessus, 1’absorbance a été lue par le
spectrophotometre UV- visible a 416 nm, et le pourcentage d’inhibition de la

dénaturation des protéines a été calculé comme suit:
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% d'inhibition= 100 - D.O solution test — D.O solution contrdle produit X 100

D.O solution controle test

(D.O: Densité optique)
Le controle représente 100% des protéines dénaturées; et les résultats sont comparés
avec le Diclofénac du sodium (250 pg/ml) (KAR et al., 2012).
IV.3.2.- Stabilisation membranaire des globules rouges
IV.3.2.1.- Principe de méthode

La stabilisation membranaire des globules rouges: cette méthode est basée sur la
capacité des extraits des polysaccharides a empécher I'hémolyse des globules rouges,
induite par 1'hypotonie et la chaleur et donc prévenir la libération de 1'hémoglobine.
Ce test a été réalisé selon la méthode décrite par GADAMSETTY et al. (2013)
(ABEKHTI et BEN AHMED., 2019).

1V.3.2.2.- Matériel et réactifs

Tableau IX.- Matériel et réactifs de Stabilisation membranaire des globules rouges.

Matériel Réactifs

e (Centrifugeuse réfrigérée. e Sang humain
e Incubateurs. e Solution d'Alsevers (2% de dextrose,
e Balance ¢lectronique. 0,8% de citrate de sodium, 0,5% d'acide
e pH métre/Température. citrique et 0,42% de NaCl dans de 1'eau
e Plaque chauffante distillée)

e Solution saline hypotonique (0,25%

NacCl)

e Tampon phosphate de sodium (pH 7,4)

o [L'extrait testé

e HRBC (globules rouges humains)
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1V.3.2.3.- Mode opératoire
1V.3.2.3.1.- Préparation de la suspension des globules rouges humains

Le principe de cette méthode est la stabilisation de la membrane des globules
rouges humains par lyse membranaire induite par 'hypotonicité. Du sang a été prélevé
(2 ml) sur des volontaires sains et mélangé avec un volume égal de solution
d'Alsevers (2% de dextrose, 0,8% de citrate de sodium, 0,5% d'acide citrique et 0,42%
de NaCl dans de I'eau distillée) et centrifugée a 3000 tr / min. Les cellules emballées
ont été lavées avec une solution d'isosaline et une suspension a 10% v/v a été préparée

avec une solution saline normale et maintenue a 4 °C (KAR et al., 2012).
1V.3.2.3.2.- Etapes réactionnelles

4,5 ml de mélange réactionnel constitué de 2 ml de solution saline
hypotonique (0,25% NaCl), 1 ml de tampon phosphate de sodium (pH 7,4) et 1 ml
d'extrait ont été dissous dans du sérum physiologique normal. Ensuite, 0.5 ml de
HRBC (Human Red Blood Cells) a également été ajouté. Le mélange a été incubé a
56 °C pendant 30 minutes. Les tubes ont été refroidis sous courant de I'eau pendant 20
minutes et le mélange a été centrifugé a 3000 tr / min, les surnageant ont été séparés,

et les absorbances sont lus a 560 nm (GADAMSETTY et al, 2013).

Le diclofénac sodique a été utilis¢ comme médicament de référence. Dans la
solution de controle au lieu de hyposaline, 2ml de I'eau distillée a été ajoutée

(ABEKHTI et BEN AHMED., 2019).
Deuxieme protocole

Différentes concentrations d'extrait de polysaccharides (50, 100, 200, 500 et 1
000 pg / 0,5 ml) dans une solution saline normale, le diclofénac sodique en standard
(50, 100, 200, 500 et 1 000 pg / 0,5 ml) et le contrdle (eau distillée au lieu d'hypo
saline pour produire 100% d'hémolyse) ont été mélangés séparément avec 1 ml de
tampon phosphate, 2 ml d'hyposaline et 0,5 ml de suspension de 10% de HRBC a été

ajoutée a la préparation. Tous les mélanges d'essai ont été incubés a 37 °C pendant 30
‘l\/l
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min et centrifugés a 3 000 tr / min pendant 20 min et la teneur en hémoglobine de la
solution surnageant a été estimée par spectrophotométrie a 560 nm (KAR et al,
2012).

Le pourcentage de stabilit¢ membranaire a été estimé a partir de 1'expression

suivante :

% de stabilité membranaire = Absorbance du contréle-Absorbance du test x100

Absorbance de contrdle

(GADAMSETTY et al., 2013).

IV.4.1.- Activité anti-complément par la voie classique
IV.4.1.1.- Principe

L'activit¢ anti-complémentaire a ét¢é mesurée par le test de fixation du
complément basé sur la consommation de complément et le degré de lyse des

globules rouges par le complément résiduel (PARK et al., 2012).

On utilise 1'héparine comme contrdle positif puisque c'est un inhibiteur du

complément (PARK et al., 2012).

1V.4.1.2.- Matériel et réactifs

Tableau X.- Matériel et réactifs d’Activité anti-complément par la voie classique

Matériel Réactifs
e Spectrophotomeétre e NaBH4
e (Centrifugeuse e NaCl
e Incubateurs. e Tampons: tampon  salin

véronal (VBS) contenant
0,1% de gélatine (GVB)
e Les érythrocytes de mouton

(cellules EA, 1 x 108 cellules
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/ ml)
e ['anticorps ¢rythrocytaire
Anti-mouton.

e NHS (sérum humain normal)

e Héparine

1V.4.1.3.- Mode opératoire

Dosages étaient basés sur lI'hémolyse des érythrocytes par la membrane
générée apres l'activation du complément, les échantillons ont été préparés par
incubation des érythrocytes de moutons 2% (v / v) avec le méme volume anticorps
érythrocytaire anti-mouton de lapin dans GVB? polysaccharides ont été dissous dans
GVB*", En utilise I'héparine comme contrdle positif. Puis les échantillons ont été

dilués a diverses concentrations pour le dosage (WANG et al., 2016).

Le sérum dilu¢ d'humain normal a été choisi pour donner une lyse sous-
maximale en I'absence d'inhibiteurs du complément .Les échantillons (100 pl) ont été
pré-incubés avec 100 pl de NHS et 200 ulGVB*" 4 37 ° C pendant 10 min. Ensuite,
200 pul EA ont été ajoutés et le mélange a été incubé a 37 ° C pendant 30 minutes. Les
différents contrdles de dosage ont été incubés dans les mémes conditions: (1) tous les
blancs, 200 pul EA dans400 pl de GVB*"; (2) 100% de lyse, 200 ul EA dans 400 pl
d'eau; (3) échantillon contrdle, 100 ul de dilution de chaque échantillon dans 500 pl
de GVB*"; (4) contrdle du complément: 100 ul NHS (1: 3,5, v/ v) et 200 ul EA dans

300 ml GVB*". Le mélange réactionnel a été centrifugé immédiatement.

La densit¢ optique du surnageant a ¢té mesurée a 405 nm avec un

spectrophotomeétre UV-VIS (WANG et al., 2016).

Le pourcentage d'inhibition a été calculé a partir de l'expression suivante :

% de stabilité membranaire = Absorbance du contréle-Absorbance du test x100

Absorbance de contrdle




Chapitre VI -------—--- Etude de quelques activités biologiques des polysaccharides

L'activité anti-complément par la voie classique était déterminé comme une
moyenne de triple par concentration et exprimé¢ comme la valeur de concentration
inhibitrice a 50% (valeur Clsp) de hémolyse du témoin dépendant du complément

(WANG et al., 2016).

IV.4.2.- Activité anti-complément par la voie alternative

Chaque échantillons a été dissous dans Mg ** -EGTA-GVB, et dont diverses
dilutions ont été réalisées. Apres pré-incubation des dilutions de chaque échantillon
(150 pl) avec 1: 3,5 dilué¢ NHS (150 ul) a 37 °C pendant 10 min, 200 pl érythrocytes
de lapin (ER 0,5%, v / v) ont été ajoutés. Apres une deuxiéme étape d'incubation a
37°C pendant 30 min, la lyse cellulaire a été¢ déterminée comme décrit dans la section

activité anti-complément a travers la voie classique.

Des controles pour tous les blancs, la lyse a 100% et le controle des

¢chantillons ont été inclus (WANG et al., 2016).

IV.5.- Activité immunomodulatrice

IV.5.1.- Principe de méthode
Le titre des anticorps dirigés contre des globules rouges des moutons (SRBC)
déterminé par hémagglutination (HA) est utilis€¢ pour évaluer la réponse immunitaire

humorale (MAYOUF, 2019).

Les valeurs élevées du titrage d'anticorps hémagglutinants obtenu par les
différents extraits indiqué que l'immunostimulation a été obtenue par immunité
humorale. Donc, lorsque les lymphocytes B se lient a l'antigéne étranger, ils se
multiplient par mitose, puis se transforment et se différencient en cellules sécrétrices
d'anticorps. Ces anticorps sont impliqués dans les mécanismes d’élimination de
I'antigéne a savoir; l'activation du complément, I'opsonisation, la neutralisation des
toxines, etc. Dans la présente étude, les extraits de la plante peuvent étre capables
d'influencer 1’activation des macrophages et de LT et LB sous-ensembles de
lymphocytes impliqués dans la synthése d'anticorps qui donnent le titre

d'agglutination plus élevé contre le SRBC (MAYOUF, 2019).
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I1V.5.2.- Matériel et réactifs

Tableau XI.- Matériel et réactifs d’ Activité immunomodulatrice.

Matériel Réactifs
e (Centrifugeuse réfrigérée. e Sang de mouton
e Incubateur e Solution d'Alsever

e Solution physiologique
e SRBC sheep red blood cells
e Solution saline

e NaCl

IV.5.3.- Mode opératoire

IV.5.3.1.- Préparation des globules rouges de mouton

Le sang de mouton est prélevé de la veine jugulaire externe de mouton dans
I’abattoir local. Il est mélangé dans la solution d'Alséver (glucose 2,05 g, chlorure de
sodium 0,42 g, citrate de sodium 0,80 g, acide citrique 0,55 g, eau distillée qsp 100
ml). La solution d’Alséver est une solution saline isotonique, équilibré a pH6,1,
habituellement utilisée comme agent de conservation ou anticoagulant du sang. Cette
solution permet le stockage du sang pour une durée de dix jours. Une solution
physiologique (NaCl 0,9%) est ajoutée de maniere a remplir presque complétement le
tube (dilution a 1/10), mélangée et centrifugée a 3000 rpm pendant 10 min. Le
surnageant est aspiré, et les globules rouges obtenus sont lavés deux fois par le NaCl
(0,9%) avec centrifugation a chaque fois. Les globules rouges sont amenés a une
concentration de 5 x 109 cellules /ml dans le NaCl (0,9%,) adéquate pour

I’immunisation des souris (MAYOUF, 2019).

IV.5.3.2.- Evaluation de la réponse humorale

La réponse immunitaire anti-globules rouges de mouton (sheep red blood cells:
SRBC) a été évaluée par le test I'némagglutination (HA) suivant le protocole décrit

—
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par Aichour et al. (2016). Les souris sont divisées en quatre groupes de six souris
pour chaque extrait avant d’étre immunisées par voie intra-péritonéale avec SRBC (1
ml) au jour 0. Différentes concentrations de l'extrait (50, 100 et 200 mg/ml) sont
administrées par voie orale pour les trois groupes concernés au jour -2, -1, 0, 1 et 2.
Une solution saline normale NaCl a ét¢ administrée au quatriéme groupe comme
témoin. Les échantillons de sang sont prélevés chez les souris par ponction rétro-
orbital au jour 8 et centrifugé a 3000 rpm pendant 10 min pour séparer le sérum.
Apres inactivation du complément dans le sérum par incubation a 56°C pendant 30
min. Des dilutions en série (en 25 ul d'aliquote) sont réalisées avec le PBS dans des
plaques de microtitration. En premier 25 pl du sérum de souris, dilué deux fois par le
NaCl 0,9% dans des microplaques, est additionné¢ par 25 pl de 1% (v/v) de la
suspension SRBC. Les plaques sont incubées pendant 1 h a 37°C. Le titre des
anticorps (inverse de la dilution) est enregistré comme le dernier puits montrant une

hémagglutination visible (MAYOUF, 2019).
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Balanites aegyptiaca est un arbre désertique communément appelée datte du
désert, est une plante ligneuse appartenant a la famille des Zygophyllaceae originaire
d'Afrique tropicale et elle joue un réle multifonctionnel dans la vie quotidienne des
populations locales. De méme les polysaccharides isolés a partir des plantes
médicinales algues champignons et animaux sont utilisés comme des agents
thérapeutiques depuis de nombreuses années, en vue de leurs multiples activités
biologiques. Ce sont des macromolécules bioactifs largement répondus dans le
monde. Ils se trouvent partout et sous plusieurs formes. Ils sont utilisés dans plusieurs
domaines a cause de leurs caractéristiques et leurs propriétés spécifiques. Certains
polysaccharides ont de diverses activités biologiques par ’effet de leurs capacités a

stimuler, moduler ou inhiber les composantes du systéme.

Ce travail porte sur quelques activités biologiques des polysaccharides de
Balanites aegyptiaca, dont I’activité¢ antioxydante, 1’activité antidiabétique, 1’activité

anti-inflammatoire, I’activité anti-compliment et enfin I’activité immunomodulatrice.

Pour explorer [l'activit¢ antioxydante des polysaccharides, quatre
méthodes sont adoptés; le teste de DPPH, qui est une réaction d’oxydo-réduction a
base colorimétrique dont l'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la
capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons. Le test de la
Chélation du fer ferreux étudie la capacité des extraits polysaccharidiques a inhibé la
formation du complexe Fe(Il)-Ferrozine. Le test de ’ABTS qui est basé sur la
capacité de la molécule antioxydant (polysaccharides) a réduire le radical ABTS", ce
qui provoque la décoloration de mélange, ainsi que, le test de FRAP, a pH acide 3,6
on aura la réduction de Fe’ © en Fe’™ en présence de 2,4,6-trypyridyl-s-triazine, et la

: , +
formation d'un complexe coloré avec Fe".

Pour explorer 'activité antidiabétique des polysaccharides, il est fait appel a
deux méthodes. Les deux provoquent un effet hypoglycémiant par 1'inhibition des
deux principales enzymes de I'hydrolyse des glucides dans le systeme digestif. Le
premier protocole est I'inhibition des a-glucosidas par les polysaccharides qui consiste
a utiliser le pPNPG comme compétiteur pour l'enzyme concernée afin de créer une

compétition entre I'enzyme et le substitut ((NPG). Pour le deuxiéme protocole, nous
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avons cibl¢é I'a-amylase par l'inhibition de son activité en utilisant des polysaccharides

d'origine végétale.

La détermination de l'activité anti-inflammatoire repose sur I'é¢tude de deux
capacités des polysaccharides: I'inhibition de la dénaturation thermique des protéines
et le maintien de la stabilité membranaire des globules rouges. La premiere méthode
nous avons choisi l'albumine du blanc d'ceuf pour quantifier la capacité d'inhibition du

PS, ’autre consiste a utiliser BSA comme cible.

La deuxiéme méthode est basée sur la stabilisation de la membrane des

globules rouges afin de prévenir I’hémolyse.

L’activité anti-complément des polysaccharides est confirmée par 1’utilisation
des érythrocytes de mouton et des anticorps anti-érythrocytaires a I’aide d’un sérum
humain normal et en présence de tampon (GVB), avec I’héparine comme contrdle

positif.

Les polysaccharides ont une capacité a stimuler ou modulé positivement ou
bien négativement les médiateurs de la réponse immunitaire. La confirmation de la
capacit¢ anti-immunomodulatrice du PS se fait par l'estimation du degré
d'hémaglutination provoqué par la formation de complexes anticorps-globules rouges.
Les anticorps sont issus de la réponse immunitaire sur l'intégration des globules

rouges de mouton (SRBC).
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Résumé

Balanites aegyptiaca est un arbre désertique communément appelée datte du désert. C’est une plante
de la famille des Zygophyllaceae originaire d'Afrique tropicale.

Les polysaccharides sont des macromolécules ont de nombreux réles et origines différents (fongique
ou animale ou végétale).

Dans notre étude, nous mettons en évidence chez les polysaccharides de Balanites aegyptiaca les
activités anti-oxydantes; antidiabétiques; anti-inflammatoires; anti-compléments; anti-immmunomodulatrices.

Pour explorer l'activité antioxydante des polysaccharides, il est adopté quatre méthodes dont le teste de
DPPH, le test de la Chélation du fer, le test de ’ABTS, ainsi que le test de FRAP. Pour explorer l'activité
antidiabétique des polysaccharides, il est fai appel a deux méthodes: 1'inhibition des a-glucosidas et l'inhibition
de l'o-amylase. La détermination de l'activité anti-inflammatoire repose sur I'é¢tude de deux méthodes:
l'inhibition de la dénaturation des protéines soit par l'utilisation de l'alvabumine ou soit par l'utilisation de BSA
et la stabilisation de la membrane des globules rouges. L’activité anti-complément des polysaccharides est
confirmée par un test immunologique (érythrocytes de mouton et des anticorps anti-érythrocytaires). La
confirmation de la capacité anti-immunomodulatrice du PS se fait par un test d'hémaglutination provoqué par
la formation de complexes anticorps-globules rouges.
Mots clés: Activité biologique, Polysaccharides, Balanites aegyptiaca.

Abstract

Balanites aegyptiaca is a desert tree commonly known as desert date, is a plant of the
Zygophyllaceae family native to tropical Africa.

Polysaccharides are macromolecules have many different roles and origins (fungal or animal
or plant).

In our study, we highlight the main biological activities of polysaccharides which are: anti-
oxidant; anti-diabetic; anti-inflammatory; anti-complement; and anti-immunomodulatory activities.

To explore the antioxidant activity of polysaccharides, we adopted four methods; the DPPH
test, the iron chelation test, the ABTS test. As well as the FRAP test. To explore the antidiabetic
activity of polysaccharides, we adopted two methods: inhibition of a-glucosidas and inhibition of a-
amylase. The determination of the anti-inflammatory activity is based on the study of two methods:
the inhibition of the denaturation of proteins either by the use of alvabumine or by the use of BSA.
And the stabilization red blood cell's membrane. The anti-complement activity of the polysaccharides
was confirmed by an immunological test (sheep erythrocytes and anti-erythrocyte antibodies).
Confirmation of the anti-immunomodulatory capacity of PS is by a haemaglutination test caused by
the formation of antibody-red blood cell complexes.
Keywords: Biological activity, Polysaccharides, Balanites aegyptiaca.
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