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Les champignons font partie de l'histoire culturelle de l'humanité. Quand on 

parle de champignons, on pense tout d'abord à leur comestibilité ou leur toxicité               

et moins à leurs propriétés thérapeutiques. Cependant l'utilisation des champignons 

pour soigner, discipline appelée mycothérapie, existe depuis des temps immémoriaux, 

au même titre que la phytothérapie. Les champignons sont d’excellentes sources de 

protéines, polysaccharides, fibres, vitamines et minéraux et de certains métabolites 

secondaires, dont les composés phénoliques, terpènes, stéroïdes et les alcaloïdes. De 

plus, ils sont peu caloriques ce qui représente un avantage pour les régimes 

actuellement plus équilibrés (Sharma et al., 2021).                

Du point de vue santé, les champignons ont été reconnus pour leurs propriétés 

antifongiques, antibactériennes, antioxydantes, antimicrobienne et antivirales,                       

et ont également été envisagés dans les développements des aliments. Ils ont été 

utilisés dans plusieurs applications thérapeutiques, notamment antitumorales, 

immunomodulation et traitements antidiabétiques et auraient un rôle préventif dans 

certaines maladies cardiovasculaires, anti-inflammatoire ainsi que des propriétés 

analgésiques (Rodrigues et al., 2015 ; Sharma et al., 2021). À cet égard, les 

champignons comestibles ont fait l'objet de recherches approfondies et contiennent de 

grandes quantités de composés bioactifs putatifs avec leurs bienfaits pour la santé 

(Ren et al., 2016 ;  Park et al., 2021).  

L'un des champignons comestibles le plus consommé, est le genre Pleurotus 

qui comprend divers groupes d'espèces de champignons cultivés avec de hautes 

valeurs nutritionnelles. Les espèces de Pleurotus sont des champignons 

commercialement importants et largement cultivées dans le monde. La production de 

champignons Pleurotus représente à elle seule environ 25 % de celle totale de 

champignons cultivés dans le monde (Raman et al., 2020).  

Parmi les espèces de Pleurotus, Pleurotus eryngii sauvage du nord-est 

d’Algérie retient d’avantage notre attention. Également connu sous le nom de pleurote 

royale est originaire du sud de l'Europe, de l'Afrique du Nord et du Moyen-Orient.             

Ce champignon est largement cultivé dans le monde entier et est commercialement 

considéré comme l'un des importants en raison de son excellent goût, de sa saveur             

et de sa durée de conservation plus longue. Le P. eryngii sauvage  pousse près                   

des racines du chardon (genre Eryngium, Famille des Apiacées), d'où son nom 
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Pleurotus eryngii. Depuis l'Antiquité, la nutrition et les valeurs de prévention  des 

maladies de P. eryngii ont été mis en évidence (Valverde et al., 2015).                                               

Plusieurs études ont indiqué que P. eryngii peut avoir plusieurs propriétés biologiques 

dues principalement à la présence de polysaccharides, peptides, stérols, vitamines et 

les lipides (Vukojevic & Duletic, 2009 ; Sharma et al., 2021) 

La recherche bibliographique exhaustive effectuée sur cette espèce a montré 

que jusqu’à ce jour, elle n’a fait l’objet d’aucune étude phytochimique ni biologique 

traitant la caractérisation et l’intérêt des alcaloïdes.  A la lumière de ces donnés, nous 

avons orienté notre travail sur une étude extractive et d’identification des alcaloïdes 

du champignon Pleurotus eryngii sauvage du nord-est d’Algérie et de leurs effets 

thérapeutiques en valorisant dans un premier temps, leur potentiel à gérer les troubles 

neurologiques tels que la maladie d'Alzheimer. Dans ce contexte, l'extrait alcaloïdique 

a été étudié in vitro en tant qu'inhibiteur de l'acétylcholinestérase et la 

butyrylcholinestérase, suivi d’une étude in silico sur l'acétylcholinestérase, afin de 

mieux comprendre les mécanismes d’interaction mis en jeu par l’inhibiteur avec le 

site actif de l’enzyme. 

Dans un deuxième temps, nous avons testé  l’activation de cet extrait sur                   

le facteur de transcription nucléaire erythroid 2–related factor 2 (Nuclear factor 

erythroid 2-related factor 2) (Nrf2) connu comme étant le régulateur de la résistance 

cellulaire aux oxydants, Nrf2 régule l'expression de nombreuses enzymes 

antioxydantes et d'une grande variété d’enzymes de détoxification de phase II 

cytoprotectrices (Mccord et al., 2020). 

Une enquête approfondie sur l'effet de l'extrait alcaloïdique sur l'expression 

des gènes humains par  la technologie RNA-seq, une méthode centrale actuellement 

très utilisée  pour l’étude du fonctionnement biologique et elle est la plus utilisée à ce 

jour. En plus d’identifier les espèces d’ARN produites par les cellules, elle permet de 

détecter l’édition des ARN (Uhel et al., 2019). 

 Enfin, nous avons mené une étude sur l’activité antibactérienne du 

champignon Pleurotus eryngii sur quatre souches : Klebsiella pneumoniae (G
-
), 

Pseudomonas aeruginosa (G
-
), Escherichia coli (G

-
) et Staphylococcus aureus (G

+
). 
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Ce travail est divisé en deux parties dont la première a été consacrée à des 

généralités et données bibliographiques, et la deuxième partie  apporte tous les détails 

expérimentaux entrepris tout au long de ce travail de recherche. 

 

La partie bibliographie englobe trois chapitres dont le premier correspond                 

à une présentation botanique et géographique, suivie par une description des 

propriétés pharmacologiques et les travaux effectués sur l’espèce P eryngii.                           

Le deuxième chapitre a été consacré aux généralités sur les alcaloïdes en présentant : 

une définition, classification et leurs propriétés biologiques. Le troisième chapitre 

comprend des généralités sur les activités anti-cholinestérasiques et antioxydantes           

par l’activation du facteur de transcription Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-related 

factor 2). 

Les différentes méthodes et matériels utilisés dans ce travail, et l’essentiel de 

nos résultats, leurs interprétations et leurs discussions seront exposés dans                             

la deuxième partie. 

L’étude est  clôturée par une conclusion générale qui portera sur une lecture 

attentive des différents résultats obtenus. 
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1. Introduction  

Les champignons ont été largement consommés depuis l'Antiquité, non seulement 

comme aliments ou substances aromatisantes, mais aussi à des fins médicinales ou 

fonctionnelles, en raison de leurs saveurs et textures distinctives (Miyazawa & Usami, 2014). 

Ces dernières années, de nombreuses macromolécules (polysaccharides, polysaccharides-

protéines / peptides et protéines) et des molécules de faible poids moléculaire (Cérébrosides, 

isoflavones, catéchols, amines, triacylglycérols, sesquiterpènes et stéroïdes) sont considérés 

comme les principaux constituants biologiques médicaux des champignons comestibles 

(Zhiming et al., 2016). 

L'un des plus consommés est le genre Pleurotus qui comprend divers groupes  

diversifié d'espèces de champignons cultivés  avec des valeurs nutritionnelles élevées et des 

propriétés pharmacologiques significatives. Au cours de la dernière décennie, des composants 

ayant des propriétés médicales, y compris des effets antiviraux, antitumoraux, antibactériens, 

antibiotiques, anticholestéroléniques et immunitaires, ont été isolés à partir de plusieurs 

espèces du Pleurotus (Miyazawa & Usami, 2014).  

2.  Présentation du champignon Pleurotus eryngii  

             Pleurotus eryngii (PE) est un excellent comestible, il est  considérée comme l'un des 

meilleurs champignons et il arrive à être le plus important dans ce genre (Jeznabadi et al., 

2016). Connu pour son bon goût et de sa haute valeur nutritionnelle, il contient de nombreux 

composés biologiquement actifs, tels que les peptides, polysaccharides, lipides, triterpénoïdes, 

stérols et les fibres diététiques, qui contribuent à leur consommation médicamenteuse. Ces 

substances ont été largement utilisées pour prévenir ou atténuer les maladies humaines, telles 

que les cancers, les maladies inflammatoires, l'hyperlipidémie, le diabète, l’athérosclérose              

et les lésions hépatiques (Ma et al., 2014). 

3. Position systématique  

      Pleurotus eryngii est un champignon basidiomycète du genre Pleurotus selon la 

classification  suivante (Hibbett et al., 2014). 
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Tableau 1. Classification du Pleurotus eryngii. 

 

Règne : Fungi 

Division : Basidiomycota 

Classe : Agaricomycetes 

Sous-classe : Agacomycetidae 

Ordre : Agaricales 

Famille : Pleurotaceae 

Genre : Pleurotus 

Nom binominal : Pleurotus eryngii 

4. Description botanique  

L'une des caractéristiques du P. eryngii sauvage, il pousse sur les racines mortes                    

du chardon Eryngium compestris (fig 1), d'où son nom de Pleurotus eryngii (Valverde et al., 

2015). Il pousse aussi dans les pâturages, les prairies, les jardins, principalement avec des 

plantes parapluies. Ce champignon pousse à leurs racines et à leurs tiges. Rarement dans les 

pelouses forestières, peut être retrouvé dans les collines, il peut également être se trouvé dans 

les steppes, dans les champs secs et même dans les zones montagneuses, et peut vivre à la 

base des racines ou des tiges des plantes vivantes de la famille des Apiacées (Jingjing et al., 

2013 ; Nuhi et al., 2011). 

                                         a                                                          b 

                      

             Figure 1.  a : Eryngium compestris,   b : Pleurotus eryngii 
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          P. eryngii a un chapeau qui mesure de cinq à dix centimètres. Il est dissymétrique et de 

couleur beige à brun. La marge est enroulée. Les lames sont espacées et de couleur blanc 

crème. Le pied est souvent excentré, il est courbé et blanc (fig.2) (Siqian & Nagendra, 2011).   

 

Figure 2. Description d’espèce Pleurotus eryngii 

5. Répartition géographique  

             Selon Boisselier et al en 1986 la répartition de Pleurotus eryngii  (PE) est assez vaste 

en Europe occidentale, il est signalé dans le sud-ouest de la France et remonte vers le nord et 

le long du littoral. On le trouve également dans l'est de la France, et vers le sud, on le signale 

autour du Bassin méditerranéen (Espagne, Italie, Corse) et il atteint 1'Afrique du Nord (fig.3).                                                                

La présence du PE n'est cependant pas uniforme sur toute cette aire géographique : sa 

répartition a une structure fragmentée en petites populations relativement isolés les unes des 

autres. Ce champignon se trouve aussi en Asie  (Zhiming et al., 2016). Plusieurs pays produit  

commercialement  le PE à savoir : le Japon, la Corée du Sud, l'Italie, l'Australie, l'Afrique du 

Sud et les  États-Unis (Oei & Nieuwenhijzen, 2005).  La culture des champignons comestibles 

a augmenté à l'échelle mondiale ces dernières années en raison de sa valeur culinaire 

appréciée ainsi que des bienfaits pour la santé. Parmi les champignons comestibles,                      

Chapeau brun clair à très 

foncé 

Bord longtemps enroulé 

Tâches brun-noirâtres  

      

Souvent cespiteux (base  

commune à plusieurs 

individus) 

 

 
                                        

Lames blanches à crème, 

serrées et décurrents  

(descendant  sur le pied) 
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P eryngii, est de plus en plus appréciée des consommateurs, en raison de son bon goût et de 

son contenu nutritionnel (Akyuz &Yildiz, 2008). A l'échelle mondiale, le pleurote est classé 

deuxième parmi les champignons cultivés commercialement, après Agaricus bisporus et 

constitue environ un quart de la production totale de champignons (Sardar et al., 2017). 

 

  Figure 3.  Distribution du Pleurotus eryngii : 30-50°N  du Maroc aux Pays-Bas, couvrant toute la 

Méditerranée à l'ouest, s'étendant à l'est par l'Asie jusqu'à la Chine et l'Inde (Josep., 2013). 

6. Composition chimique  

          Pleurotus eryngii  a une valeur nutritionnelle élevée, Il est particulièrement riche en 

glucides (9,6% du poids frais), et une importante quantité en fibres alimentaires (4,64% de 

poids dont 4,11 % sont insolubles et 0,53 % sont des fibres alimentaires solubles), de la 

chitine (0,50 % du poids frais) et des polysaccharides (0,41% du poids frais). La teneur totale 

en azote est d'environ 5,30 % et la teneur en protéines est comprise entre 1,88 % et 2,65 %. 

Les acides aminés les plus abondants sont l'acide aspartique, l'acide glutamique, et l'arginine  

(Manzi et al., 1999; Manzi et al., 2004). Ce champignon se caractérise par des concentrations 

importantes de vitamines (C, A, B2, B1, D et niacine), de minéraux (en particulier K, Mg, Na 

et Ca), une très faible quantité de lipides (0,8 % du poids frais) et une humidité élevée (entre 

86,6% et 91,7%) (Manzi et al., 1999). Selon Sardar et al en 2017 le P eryngii a une haute  

valeur nutritive en termes de protéines, glucides, vitamines, calcium et fer. Une combinaison 

de composés physiologiquement bioactifs bénéfiques pour la santé humaine, a amélioré                

sa valeur thérapeutique ces dernières années.  

         D’autres recherches ont montré que PE contient des niveaux élevés                                    

de polysaccharides, sur une base sèche (% b.s) : glucides (51-75), protéines (16-18),               
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cendres (6-7) et  des faibles quantités de lipides (1-3). Les principaux acides gras sont l'acide 

palmitique, l'acide oléique, l'acide stéarique et l'acide linoléique. Les principaux 

polysaccharides sont les β-glucanes, et K, P, Mg, Ca, Fe et Zn sont les principaux minéraux 

trouvés (Kalac., 2013; Cohen et al., 2014; Li et al., 2015). Les composés phénoliques                     

et les flavonoïdes : acide gallique, acide protocatéchuique, acide p-hydroxybenzoïque, acide                 

p-coumarique, l'acide syringique, l'acide vanillique, l'épicatéchine, la rutine et la catéchine, 

entre autres, ont également été identifiés (Gasecka., 2016; Lin et al., 2014). De plus, PE 

synthétise divers biomolécules qui ont des effets pharmacologiques, comme la Pleurerine qui 

est une nouvelle protéase (Wang & Ng, 2001), aussi qu’une nouvelle ribonucléase qui a été 

identifiée  en 2004 par Ng & Wang, (2004). 

7. Intérêt thérapeutique du P eryngii 

          Au cours de la dernière décennie, plusieurs études ont indiqué que PE pourrait avoir 

plusieurs fonctions biologiques (Rodríguez-Seoane et al., 2019; Sharma et al., 2021).                

Les multiples fonctions biologiques mises en évidence ont été principalement expliquées             

par la présence de polysaccharides, de peptides, de stérols, de vitamines et de lipides                   

(Stajic et al., 2009;  Xue et al., 2015; Li & Shah, 2016). 

           De nombreux effets bénéfiques pour la santé ont été trouvés chez le  PE tels que : 

l'activité antioxydante (Jinging et al., 2013), l'hypolipidémique (Nuhiet al., 2011), l'activité 

antimicrobienne (Siqian et al., 2016 ; Jau-tien et al., 2014), ainsi ses propriétés                          

anti-allergiques (Oei & Nieuwenhijzen, 2005), anti-inflammatoires (Li & Shah, 2016), 

hypoglycémiques (Xue, Li, et al., 2015), immunomodulatrices (Xue, Zhai, et al., 2015),                                                   

anticancéreuses, antivirales (Zhiming et al., 2016) et anti-athérosclérotiques                            

(Lin et al., 2014). 

        Il a été démontré que les polysaccharides du PE ont des fonctions multiples, telles que  

l'hépatoprotection, l'amélioration de l'immunité, l'antihyperlipidémie  (Ren et al., 2016)                     

un effet antioxydant (Wu & Chen, 2017).  Il est intéressant de noter aussi que plusieurs études 

ont indiqué que les polysaccharides provenant de ce champignon peuvent inhiber la 

croissance de plusieurs types de cancer (Ma et al., 2014 ; Yang et al., 2013 ; Ren et al., 2016).   

        Takashi Kikuchi et al, ont isolé en 2016 six nouveaux stéroïdes de type ergostane à partir 

du champignon Pleurotus eryngii de Paris, ayant un effet inhibiteur sur l'activation                  

des macrophages (Kikuchi et al., 2016). En outre, PE synthétise différentes biomolécules qui 

ont des effets pharmacologiques, tels que la lovastatine, la pleurerine et la ribonucléase, qui 

diminuent les niveaux de cholestérol, et présentent des effets antiviraux,                                            
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et immunomodulateurs, respectivement (Park et al., 2021). Il a été signalé que 

l'eryngeolysine, une hémolysine produite par PE, avait des effets cytotoxiques sur les cellules 

leucémiques et présentait des effets antibactériens contre les bactéries du genre Bacillus  

(Ngai & Ng, 2006).  
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1. Introduction  

Les métabolites sont des molécules issues du métabolisme des végétaux                                   

(ou d’animaux). On distingue deux classes de métabolites : métabolites primaires et 

métabolites secondaires (Richter., 1993). Les métabolites primaires sont caractérisés par leur 

caractère nécessaire et vital à la survie de la cellule ou de l’organisme : 

 Les glucides représentent une source d’énergie surtout au niveau des parois 

cellulaires (cellulose). 

 Les lipides constituent aussi une source d’énergie présente dans les membranes 

cellulaires. 

 Les amino-acides représentent une source primaire de construction des 

protéines.   

Les métabolites secondaires se sont pas, par définition nécessaires et vitaux pour                      

la cellule ou l’organisme. Ces molécules sont présentes en très grand nombre et d’une variété 

structurale extraordinaire. Elles ont de nombreuses applications pharmaceutiques.                             

De façon générale, les métabolites secondaires sont caractéristiques des plantes supérieures.                        

Ces métabolites secondaires sont répartis en trois grandes familles chimiques. 

 Les composés aromatiques (phénoliques, l’acide shikimique ou les dérivés 

d’acétate). 

 Les terpénoïdes  et stéroïdes. 

 Les composés azotés ou alcaloïdes.  

Pour cette étude, nous nous intéresserons uniquement aux alcaloïdes. Les alcaloïdes 

sont une source de molécules bioactives ayant plusieurs intérêts biologiques (Cordell., 1981). 

2. Définition  

 Au début du XIXème siècle, la notion d’alcaloïdes est inventée à partir du mot             

"alcali" qui signifie "base" et le suffixe "oïde" synonyme de "comme".  Les alcaloïdes sont un 

groupe diversifié de composés à faibles poids moléculaires, contenant de l'azote dérivés 

principalement d'acides aminés et trouvés dans environ 20% des  espèces végétales              

(Roberts., 2013). Ce sont des bases contenant de l'azote qui forment des sels en présence                 

des acides. Cette capacité à former des sels et à complexer des ions métalliques a aidé leur 

séparation et leur détection à l'époque avant l’apparition de la chromatographie                    

(Hanson., 2003). Les alcaloïdes jouent un rôle défensif dans la plante contre les herbivores          

et les agents pathogènes. En raison de leurs activités biologiques puissantes, bon nombre 
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d’alcaloïdes connus ont été exploités comme produits pharmaceutiques, stimulants, 

narcotiques et poisons (Wink., 1998).                        

Les alcaloïdes sont généralement regroupés sur la base du système cyclique présent. 

Plusieurs systèmes cycliques communs, tels que les systèmes indolizidine, quinolozidine 

(Michael., 2003a, 2003b), quinoléine, quinazoline et acridones (Michael., 2004a, 2004b)               

ont été étudiées. Beaucoup d'alcaloïdes dérivent directement des acides aminés aromatiques 

tels que la phénylalanine, la tyrosine et du tryptophane (Herbert, 2003). Un échantillonnage 

des classes d'alcaloïdes est illustré dans la figure 4. 

 

 

 

Figure 4. Structures de quelques alcaloïdes 

 

3. Classification   

La classification des alcaloïdes est basée sur plusieurs critères, à savoir l’origine 

biologique, la voie de biosynthèse, la structure moléculaire, la taxonomie, la nature chimique 

ou les propriétés spectroscopiques (Hesse., 2002 ; Bribi., 2018). 

 

 



Synthèse bibliographique                                                                      Chapitre 2 : Alcaloïdes 
 

12 
 

3.1. Selon l'origine biosynthétique et la position de l’azote 

Les alcaloïdes sont généralement classés selon leurs précurseurs biogénétiques 

communs et la position de l'atome d'azote, en (Aniszewski., 2007 ; Bruneton., 1999) : 

- alcaloïdes vrais 

Les alcaloïdes vrais contiennent ordinairement un azote hétérocyclique dans leurs 

structures qui dérivent des acides aminés (fig 5). 

 

 

Figure 5.  Structures chimiques de quelques alcaloïdes vrais. 

 

- Pseudo- alcaloïdes  

 

Les pseudo-alcaloïdes (fig 6) représentent le plus souvent toutes les caractéristiques des 

alcaloïdes vrais, mais ne sont pas dérivés des acides aminés. Ils sont dérivés des précurseurs 

ou des postcurseurs des acides aminés. Ils peuvent aussi résulter de l'amination et réactions de 

transamination des différentes voies reliées à précurseurs ou postcurseurs d'acides aminés 

(Dewick., 2002). 

Ces alcaloïdes peuvent également être dérivés de précurseurs non aminoacides des 

dérivés du métabolisme d'acétate et de phénylalanine ou des terpénoïdes, ainsi que des 

alcaloïdes stéroïdiens (Dewick, 2002 ; Tadeusz., 2007). 
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Figure 6.  Structures chimiques de quelques pseudo-alcaloïdes 

 

- Proto- alcaloïdes  

Les proto-alcaloïdes sont des amines simples, souvent appelés « amines biologiques », 

dont l'atome d'azote n'est pas inclut dans un système hétérocyclique mais forme plutôt des 

groupements aminés latéraux (fig 7). Ils sont biosynthétisés à partir des acides aminés ils ont 

un caractère basique et sont élaborés à partir d’acide aminé et sont soluble dans l’eau 

(Bruneton., 1999). 

 

 

Figure 7. Structures chimiques de quelques proto-alcaloïdes 

3.2. Selon la structure moléculaire et leurs compositions chimiques 

On distingue cinq grandes classes, dont chacune est divisée en plusieurs sous familles : 

-  Les alcaloïdes hétérocycliques. 

- Les alcaloïdes portant un atome d’azote exocyclique. 

- Les alcaloïdes de type putrescine, spermidine et spermine. 

- Les alcaloïdes peptidiques. 
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-  Les alcaloïdes terpéniques et stéroïdiens. 

La classe des alcaloïdes hétérocycliques représente la grande majorité des alcaloïdes. 

Celle-ci est divisée en plusieurs familles suivant le motif hétérocyclique qui la compose 

(pyrrolidine, indole, pipéridine, tropanne, quinoléines, imidazole, isoquinoline, etc.)                             

et elle est divisée de nouveau suivant leur origine végétale ou animale (Hesse., 2002). 

4. Détection des alcaloïdes  

Les analyses qualitatives des alcaloïdes actuellement employées sont précédées d'une 

extraction et consistent en une macération dans un alcool évaporée et le résidu repris par              

de l’eau acidifiée. Après filtration les alcaloïdes sont recherchés dans le filtrat. Ces derniers               

ont la capacité de se combiner avec les métaux et les métalloïdes, et c’est sur cette dernière 

propriété que l’on se base pour les détecter, le principe est d’obtenir une précipitation                   

en milieu acide, en présence de réactifs appropriés (Tidjani., 2016). La caractérisation                     

de la présence d'alcaloïde peut se faire par précipitation à l'aide de (Bernard., 2003) : 

- Réactif silicotungstique : réactif de Bertrand 

- Réactif phosphotungstique : réactif de Scheibler 

-  Réactif phosphomolybdique : réactif de Try-Sonenschein 

-  Réactif phosphoantimonique : réactif Schulze 

-  Iodure de potassium : réactif de Bouchardat 

- Tétraiodomercurate de potassium : réactif de Valser-Mayer 

-  Iodobismuthate de potassium : réactif de Dragendorff 

5. Intérêt thérapeutique  

Les alcaloïdes forment un groupe hétérogène du point de vue de leurs structures, de 

leurs propriétés et de leurs effets biologiques (Ge & Wang, 2018). Ils agissent directement sur 

le système nerveux avec des effets sur la conscience et la motricité. L’action sur le système 

nerveux peut aller jusqu’a une action antispasmodique, et mydriatique, anesthésique locale ou 

analgésique et narcotique (Bruneton., 1993). Leurs propriétés sont généralement variées et 

dépendent de leurs composantes chimiques comme par exemple, la céphéline (antifongique, 

antibactérien) l’émétine (amoebicide, antiprotozoaire, amibiase) (Bruneton., 1999 a). 
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 Les alcaloïdes ont un rôle important, comme principes actifs des médicaments, Ils sont 

utilisés soit tels quels, soit sous forme de dérivés plus actifs, ou manifestant des effets 

différents. Ils ont souvent servi de modèle pour imaginer de nouvelles molécules de synthèse. 

Par exemple la morphine reste le produit de référence des analgésiques (médicaments de la 

douleur). Son dérivé, la codéine (méthylmorphine), est un analgésique mais surtout un 

calmant de la toux. À la morphine se rattachent également des alcaloïdes hémisynthétiques 

comme la naloxone, utilisée dans le traitement des toxicomanies.  

 Les propriétés médicamenteuses des alcaloïdes font de ce groupe de métabolites 

secondaires un intérêt particulier. Au niveau du système nerveux central ils agissent comme 

dépresseurs (morphine, scopolamine) ou comme stimulants (caféine, strychnine,…), 

anticholinergiques (atropine). Certains jouent le rôle d’anesthésiques locaux (cocaïne), 

d’antipaludiques (quinine), Le groupe des alcaloïdes de l'ergot de seigle conserve une place 

privilégiée avec l'ergotamine, son dérivé dihydrogène, vasodilatateur cérébral indiqué dans le 

traitement des migraines, et la bromocriptine, inhibiteur de la lactation, également prescrite 

dans certains types de stérilité. On retrouve des alcaloïdes exploitées par l’industrie 

pharmaceutique comme des anticancéreux (la colchicine, la vincristine, la camptothécine, le 

taxol…), des molécules utilisées comme poisons (la strychnine...) ou encore comme 

antibiotiques du type pénicilline (Vollhardt., 2004 ; Bribi., 2018). 

 

http://www.universalis.fr/encyclopedie/bromocriptine/
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1. l’activité anti-cholinestérase 

     1.1. Présentation de l’acétylcholinestérase (AChE)    

         L'acétylcholinestérase est une enzyme clé pour la neurotransmission qui permet aux 

neurones cholinergiques de retrouver leur état de repos en hydrolysant l'acétylcholine (ACh) 

(fig 8) (Ophélie., 2013). Elle est principalement associée aux nerfs et aux muscles et se trouve 

au niveau des synapses dans les neurones et les cellules gliales du cerveau (Giacobini., 2004). 

 

Figure 8.  Rôle de l’AChE au niveau des synapses 

            Les principales fonctions physiologiques de l’acétylcholinestérase sont bien connues.                  

Elle intervient dans les systèmes nerveux périphérique et central et joue ainsi un rôle majeur 

au niveau de la transmission de l’influx nerveux en éliminant l’acétylcholine (ACh),                     

un neurotransmetteur cationique (Taylor., 1991). L’ACh est libéré par le neurone 

présynaptique sous l’effet d’un potentiel d’action et diffuse dans la synapse pour se fixer à un 

récepteur cholinergique. Le potentiel d’action est ainsi transmis au neurone postsynaptique.                                 

A ce moment, l’AChE hydrolyse rapidement l’ACh, interrompant la transmission de l’influx 

nerveux (fig 9) (Quinn., 1987).  

          Dans le système nerveux périphérique, lorsque l’ACh se lie à l'un de ses récepteurs sur 

les fibres musculaires notamment, des canaux à calcium s'ouvrent dans la membrane 

cellulaire, ce qui permet l'entrée d'ions calcium dans la cellule. S'ensuit alors une série 

d'étapes qui mènent à la contraction musculaire. Dans le système nerveux central, 

l'acétylcholine intervient notamment dans l'apprentissage et la mémoire à court terme. 
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Figure 9.  Hydrolyse de l’acétylcholine par l’AChE 

         1.1.1.  Structure tridimensionnelle de l’AChE  

           La structure tridimensionnelle de l’AChE a été résolue pour la première fois par 

Sussman et al en 1991 à partir du poisson torpille (Torpedo californica). Quelques années 

plus tard, celle de l’AChE humaine a aussi été caractérisée (Kryger., et al 2000).                               

Il s’agit d’une enzyme homodimérique ayant un poids moléculaire de 75 kDa dont chaque 

sous unité regroupe 543 acides aminés. D’un point de vue structural, cette enzyme est 

constituée de 12 feuillets β entourant 14 hélices α ainsi que d’une courte portion de feuillet,             

à l’extrémité N-terminale, qui n’est engagée dans aucune interaction avec le reste de la 

structure (fig 8) (Kwasnieski., 2010). Ce repliement, mis en évidence par Ollis et al,                        

est typiquement celui de la famille des α/β hydrolases (Ollis., et al 1992).  

      1.1.2  Site actif de l’AChE  

       Les connaissances structurales de l’AChE humaine ont permis de comprendre son 

mécanisme catalytique à l’échelle moléculaire. En effet, l’examen détaillé de sa structure 

cristallographique révèle l’existence d’une gorge profonde (20Ǻ de profondeur) et étroite                

(5Ǻ de diamètre) au niveau de laquelle s’effectue l’hydrolyse de l’ACh. Deux sites adjacents 

d’interactions caractérisant cette gorge sont illustrés dans la (fig 10) : le site périphérique 

(PAS) à l’entrée, et le site catalytique (CAS) au fond, où se trouve la machinerie catalytique 

(Mokrani., 2020). Le CAS et le PAS constituent ainsi deux cibles potentielles en vue de 

l’inhibition de l’AChE (Oukoloff., et al 2019). 

 

        Le site catalytique CAS de l’AChE est principalement organisé autour de la triade 

catalytique constituée des résidus Ser203, His447 et Glu334 (fig 10). La fonction de ces 

résidus a été montrée par mutagénèse : si l’on remplace l’un de ces trois résidus par une 

alanine, une baisse importante de l’activité de l’enzyme est observé. La triade catalytique est 

au fond d’une étroite gorge de 20 Å de profondeur. Pour que l'hydrolyse ait lieu, il faut donc 
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que l'acétylcholine pénètre d'abord dans cette gorge et se positionne correctement vis-à-vis de 

la triade catalytique. Des interactions π-cations avec les résidus aromatiques qui tapissent la 

gorge facilitent la pénétration du substrat dans celle-ci (Ophélie., 2013).  

 

           

                                          Figure 10.  Représentation schématique du site actif de l’AChE 

 

Au-delà de la triade catalytique, trois principales régions peuvent être définies au niveau 

du CAS: 

   -    Le sous-site anionique ou site de fixation de la choline est constitué du Trp86, Glu202              

et Phe337. Il stabilise les charges positives, et notamment l’ammonium de l’acétylcholine                

par des interactions π-cations (Harel., et al 1993). Le Trp86 est particulièrement important 

dans la fixation du substrat puisque l’affinité de l’enzyme pour le substrat est divisée par 1000 

lorsque le Trp86 est remplacé par une alanine. Par contre, si l’on remplace le Glu202 par une 

glutamine, l’activité de l’enzyme ne diminue que d’un facteur 5, ce qui semble montrer que le 

Glu202 n’a pas de rôle direct dans la catalyse (Soreq & Seidman,  2001). 

- La poche acyle, région hydrophobe proche du site actif, permet de stabiliser la partie 

méthyle du groupe acyle et de délimiter la position du substrat. Elle est constituée des résidus 

Phe295, Phe297, Trp236, Phe338. Ceux-ci sont responsables de la sélectivité de l’AChE             

vis-à-vis de l’acétylcholine. En effet, du fait de l’encombrement stérique qu’ils induisent, 

seuls des groupements acétyl ou propanoyl peuvent venir s’y fixer (Vellom., et al 1993).             

Ces résidus servent également à stabiliser l’His447, et participent donc par ce biais                           

à l’efficacité catalytique  de l’AChE (Barak., et al 2011). 
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 -    Le trou oxyanionique, composé des résidus Gly121, Gly122 et Ala204, est une zone 

très importante pour la réactivité de l’AChE. Ces résidus établissent des liaisons hydrogènes 

avec le substrat, et stabilisent fortement l’intermédiaire acyl-enzyme, et la charge négative  

sur l’oxygène (Harel., et al 1997). 

        Une quatrième région peut également être définie. Il s’agit du site périphérique 

anionique (PAS) qui se lie aux substrats cationiques, et notamment aux ligands trop gros pour 

pénétrer dans la gorge. Ce site est notamment constitué des résidus Tyr72, Tyr124 et Trp286. 

Il permet au substrat de se fixer avant de glisser vers le site catalytique où il sera hydrolysé 

(Taylor & Radic, 1994). 

         1.1.3.  Les inhibiteurs des cholinestérases 

 Chez les personnes atteintes de la maladie d’Alzheimer (MA), le taux d’acétylcholine 

est particulièrement faible entrainant une diminution des activités neuronales et l’apparition 

de troubles cognitifs. Pour pallier ce déficit, plusieurs travaux de recherche se sont engagés 

dans la mise au point de molécules naturelles ou de synthèse capables d’augmenter le taux 

d’acétylcholine au niveau synaptique par inhibition de l’activité de l’acétylcholinestérase.  

          La maladie d’Alzheimer  est l'une des maladies neurodégénératives qui affecte environ                     

60 à 70% des personnes âgées en induisant des pertes de mémoire irréversibles. Il n'y a pas de 

remède contre la MA, à l'heure actuelle seuls quatre médicaments sont approuvé pour le 

traitement de la MA (fig 11) : la mémantine, le donépézil, le rivastigmine, et la galantamine. 

Ces trois derniers sont des inhibiteurs de l'acétylcholinestérase (AChE) (Derabli et al., 2020),                 

tandis-que la  mémantine est le seul médicament appartenant à la classe des antiglutamates 

qui bloque  une partie des récepteurs N-méthyl-D-aspartate (NMDA) du glutamate                             

(Parsons  et al., 2007). Elle est prescrite pour les patients aux stades modéré et avancé de la 

maladie. Lors de l’évolution de l’Alzheimer, les neurones malades libèrent trop de glutamate 

(neurotransmetteur). Ce dernier va se lier aux récepteurs d’autres neurones pour les stimuler 

constamment, ce qui les affaiblit et finit par les mettre hors d’état de fonctionner (phénomène 

d’excitotoxicité. (Urbain., 2007).  
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Figure 11.  Structures des médicaments de la maladie d’Alzheimer 

 

         La tacrine (fig 11) est le premier inhibiteur commercialisé dans le cadre du traitement de 

la MA, en1993, mais a été tout de suite abandonné à cause de ses nombreux effets secondaires 

tels que les nausées: hépatotoxicité, problèmes cardiaques, troubles neuropsychiques digestifs, 

etc  (Knapp et al., 1994).  La galantamine est le dernier inhibiteur des AChE mis sur                        

le marché depuis 2000. C’est un alcaloïde d’origine naturelle isolé de plusieurs plantes                        

de la famille des Amaryllidacées comme le perce-neige (Galanthus nivalis) ou le narcisse 

(Narcissus sp). La galantamine se diffère des autres inhibiteurs par son mécanisme à double 

action car en plus d’inhiber l’AChE, elle provoque une modulation allostérique des récepteurs 

présynaptiques nicotiniques, ce qui augmente la libération de neuromédiateurs                                  

(Maelicke et al., 2001). Plusieurs autres caractères tels que sa longue demi-vie et son action 

sélective, réversible et compétitive favorisent et classent la galanthamine comme meilleur 

inhibiteur actuel de l’AChE (Woodruff-Pak et al., 2001). Bien que ces médicaments aient 

prouvé leur efficacité quant à l’inhibition des AChE, les grandes agences de santé                          

ne recommandent plus leur utilisation à causes de ses nombreux effets secondaires surtout                

de type digestif (nausées et vomissement) intolérables par les personnes âgées.                          

Ceci ouvre  la voie à une autre perspective de rechercher de nouvelles molécules bioactives 

moins contraignantes que celles déjà connues sur le marché. 
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        1.2  La butyrylcholinestérase (BChE) 

         La butyrylcholinestérase (BChE) est une cholinestérase exprimé chez plusieurs espèces 

animales (primates, rongeur…). Chez l’humain, la BChE et l’AChE partagent environ 50% 

d’homologie de séquence, et ont des structures tertiaires et quaternaires proches                              

(Pope & Brimijoin, 2018). Contrairement à l’AChE, son rôle physiologique n’est pas bien 

caractérisé. Cette enzyme est capable d’hydrolyser à la fois la butyrylcholine et l’ACh.                  

La BChE est principalement présente dans le plasma et le foie, suivi en plus faible proportion 

dans la peau et les muscles de la jambe alors que les sources principales d’AChE sont les 

muscles, le cerveau et la peau. Cependant, globalement, l’humain possède 10 fois plus                  

de BChE que d’AChE (Lockridge., 2015). Afin d’étudier son rôle, des souris n’exprimant pas 

le gène codant pour la BChE ont été générées. Il ne résulte pas de phénotypes pathologiques    

à l’extinction de ce gène. De même, chez l’humain, certaines personnes n’expriment 

naturellement pas le gène BChE et sont en parfaite santé (Dubrana., 2020). De plus, il est 

admis que la butyrylcholine est un neurotransmetteur absent chez les vertébrés                                

(Pope & Brimijoin, 2018).  

          Des études ont indiqué que certains neurones cholinergiques se servent de la BChE 

plutôt que l’AChE pour cliver l’ACh. Ainsi 10 à 15% des neurones cholinergiques dans 

l’hippocampe et l’amygdale, expriment la BChE au lieu de l’AChE (Darvesh et al., 1998 ; 

Darvesh et al., 2003). Néanmoins, ce n’est pas son seul rôle. Il s’est avéré, d’après certaines 

études, que la BChE participe à la détoxification plasmatique des composés estérifiés tels que 

la succinylcholine, l’héroïne et la cocaïne (Li et al., 2005). Par exemple, la succinylcholine 

utilisé comme curare de courte durée, est uniquement hydrolysé grâce à la BChE.                          

Chez certains patients, une mutation (D70G) à l’entrée du site actif de l’enzyme altère 

l’affinité pour ce substrat. L’emploi de la succinylcholine entraine alors des apnées 

prolongées (Masson et al., 1997 ; Mollerup et al., 2011). Il a été également prouvé que la 

BChE hydrolyse la cocaïne (Lynch et al., 1997). 

          2. Docking Moléculaire (amarrage) 

          2.1. Définition      

  Apres l’ère exigeant, long et surtout couteux de l’expérimentation in vivo et in vitro 

dans le domaine de la recherche scientifique, les méthodes in silico viennent donner un pas                

de géant pour le développement de nouveaux médicaments. En effet ce terme, nouvellement 

apparu (1989) et qui fait référence au composant essentiel des transistors utilisés dans                   

les ordinateurs (silice), est un néologisme d'inspiration latine désignant une recherche ou un 
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essai effectué au moyen de calculs complexes informatisés ou de modèles informatiques                   

(Palsson., 2000). 

Le docking moléculaire représente un puissant outil in silico pour aider à la conception                   

des médicaments. Il peut être défini comme la capacité de prédire, avec un degré de précision 

substantiel, la structure et la conformation des complexes récepteur-ligand, où le récepteur             

est généralement une protéine ou une molécule d'acide nucléique (ADN ou ARN) et le ligand 

est soit une petite molécule, soit une autre protéine (Heberle & Azevedo, 2011). 

        2.2.  Criblage virtuel     

          Le criblage virtuel par docking moléculaire est une approche théorique permettant la 

simulation de l’affinité d’un très grand nombre de ligands envers une cible thérapeutique 

donnée, ce qui est plus facile à mettre en œuvre, pour un coût bien moindre que le criblage à 

haut débit anciennement utilisé. Le criblage virtuel permet donc de filtrer les molécules 

indésirables ou ceux ayant une faible affinité, ce qui aboutit à l’amélioration des résultats 

obtenus comparés aux méthodes traditionnelles (Douguet., 2007). 

 

         2.3. Les étapes de docking moléculaie   

   L’objectif  du docking est de prévoir la capacité ou non d’une molécule à se lier au 

site actif d’une protéine. Cela en se basant sur la prédiction de la conformation et de 

l’orientation de la molécule lors de sa liaison au récepteur, afin d'accélérer la recherche et la 

découverte de nouvelles molécules bioactives in-silico (Kitchen et al., 2010). Une simulation 

de docking comprend essentiellement deux étapes (fig 12) : 

          2.3.1.  Docking 

   Qui consiste à placer le ligand dans le site actif de la protéine et évaluer                              

les conformations, les positions et les orientations (poses) possibles, pour garder les 

interactions les plus favorables. Cette étape est exécutée de manière automatisée in-silico               

à l’aide d’algorithmes de docking, qui améliorent la vitesse et la précision des simulations                    

(Kitchen et al., 2010). 

          2.3.2.  Scoring 

            Il est utilisé pour estimer mathématiquement l’affinité de liaison entre un récepteur                    

et chacune des poses générées pendant le docking (Gutberlet & Rudolph, 2008). Cette tâche 

est réalisée par des outils informatiques appelée fonctions de score. Celles-ci estiment d’abord 

les différentes contributions énergétiques pour la stabilisation du complexe protiéne-lignad 
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puis commandent et ordonnent ces complexes pour identifier les interactions les plus 

favorables (Quiroga &Villarrea, 2016 ; Weidenhammer & Tsongalis, 2005). 

 

 

 

Figure 12 : Représentation schématique des étapes du docking moléculaie 

      2.4.  Les types du docking moléculaire    

        Il existe deux types de docking : Le docking lié (bound docking) et le docking non lié 

(unbound docking). 

  Dans le docking lié, on dispose à l’avance de la structure tridimensionnelle des 

molécules telles qu’elles seront dans le complexe. Il suffit alors de trouver comment associer 

ces deux corps rigides, sans devoir se soucier d’un éventuel changement de conformation dû  

à la flexibilité des molécules. En revanche, dans le cas du docking non lié, on dispose de la 

structure tridimensionnelle des molécules isolées, ces méthodes rencontrent plus                           

de difficultés. Cette différence a pour conséquence une augmentation importante de la 

complexité du problème, lequel provient des changements conformationnels qui peuvent 

apparaître dans les structures des molécules lors de leur liaison (Mangoni et al., 1999 ; 

Ahmad et al., 2021). 

Les types de docking sont répertoriés dans trois sous-classes suivant la manière dont   

la flexibilité est prise en compte  (Mangoni et al., 1999) : 

  Le docking rigide où les molécules (le récepteur et le ligand) sont représentées 

comme des objets rigides dont les formes spatiales ne peuvent pas changer durant                 

le processus du docking. 
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 Le docking semi-flexible, où une seule molécule en l’occurrence, le ligand                            

est considéré comme flexible. 

 Le docking flexible, où les deux molécules le récepteur ainsi le ligand sont considérés 

comme flexibles. 

      2.5.  Outils de docking  

        2.5.1.  Récepteur 

         Le terme récepteur désigne une classe de macromolécules protéiques capables de lier 

une molécule plus petite, appelée ligand, à un site de reconnaissance particulier. La majorité 

des structures sont extraites de la banque de données des protéines (PDB) qui est l'unique 

archive mondiale des structures tridimensionnelles des macromolécules biologiques 

(protéines, ADN, ARN) déterminées expérimentalement (Rose et al., 2017). Elle a été créée 

en 1971 en tant que première ressource de données numériques en libre accès dans le domaine 

des sciences biologiques, avec sept structures de protéines. En 2020, l'archive PDB a explosé 

et compte plus de 155000 structures de protéines, d'ADN et d'ARN (Goodsell et al., 2020) . 

Ces structures sont déterminées expérimentalement par cristallographie aux rayons X (90%), 

par RMN (9%) ou par microscopie électronique (1%). Les archives PDB sont gérées 

conjointement par le partenariat Worldwide Protein Data Bank (wwPDB ; wwpdb.org), 

composé de la RCSB Protein Data Bank, de la Protein Data Bank Japan (PDBj), de la Protein 

Data Bank in Europe (PDBe) et de la BioMagResBank (BMRB) (Burley et al., 2017). 

        2.5.2.  Ligand 

          Les ligands sont des composés organiques divers pouvant jouer le rôle d’inhibiteur                  

de l’enzyme. A présent, il existe deux moyens pour obtenir la structure chimique d’un ligand 

donné : Le premier moyen, souvent d’aspect commercial, consiste à utiliser des bases                    

de données de structures chimiques appelés chimiothèques ou espaces chimiques telles que                

la Pubchem, Zinc, la chimiothèque Nationale Française etc… Le second moyen consiste à 

utiliser des ligands de la PDB ou de la littérature qu’on peut dessiner, optimiser et enregistrer 

dans différents formats (pdb, mol, mol2…etc.) grâce à des logiciels de construction 

moléculaire tels que chemDraw, Arguslab, Titan ou Sybyl (Chen et al., 2021).   
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         3. L’activation du facteur de transcription Nrf2  

         3.1. Définition du facteur de transcription Nrf2  

Le facteur de transcription Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2) a un rôle 

de protecteur contre le stress oxydant en induisant des gènes antioxydants. L’activation du 

Nrf2 est considérée comme une approche privilégiée pour le traitement de certaines maladies 

neuro-dégénératives où le stress oxydant est un facteur aggravant (Joshi & Johnson, 2012). 

          Nrf2 est lié à la protéine Keap1 (Kelch-like ECH-associated protein 1), une protéine 

possédant le rôle de détecteur de stress oxydatif ; ce complexe Nrf2-Keap1 est retenu dans le 

cytosol. Lors d’une exposition à un stress oxydatif ou d’une activation des éléments de 

réponse antioxydants (ARE : Antioxidative Responsive Elements), Nrf2 est libéré de Keap1 

lui permettant de se déplacer jusqu’au noyau où elle peut se lier aux ARE entrainant ainsi 

l’expression des enzymes antioxydantes qui protègent la cellule contre des effets oxydatifs                

(Mathieu., 2020). 

          3.2.  Structure du Nrf2    

  Le facteur de transcription Nrf2 a été identifié pour la première fois en 1994 comme 

un homologue du facteur de transcription érythroïde NF-E2 (Nuclear Factor Erythroid 2) 

capable d’interagir avec une séquence d’ADN contrôlant le gène de la ß-globine. Nrf2 est un 

membre de la sous-famille des facteurs de transcription cap’n’collar de type zipper à leucines 

basiques. Son expression est ubiquitaire  (Moi et al., 1994). 

 

           La protéine Nrf2 est composée de 605 acides amines chez l’Homme, et de 597 chez                 

la souris. Elle possède une région basique leucine zipper (bZIP) dans son domaine C-terminal,   

et est divisée en six domaines fonctionnels appelés Neh, Neh1 à Neh6 (NRF2-ECH 

homology) (fig.13) (Magesh et al., 2012). La région basique Neh1, en amont de la région 

leucine zipper, permet la liaison a l’ADN au niveau des séquences ARE et la dimerisation 

avec d’autres facteurs de transcription de la famille bZIP tels que les protéines                           

small musculoaponeurotic fibrosarcoma (sMAf) ou Jun. La région Neh2, présente au niveau 

de l’extrémité N-terminale, permet la liaison de Nrf2 a son inhibiteur endogène Keap1, via les 

motifs DLG et ETGE. Les régions Neh3, Neh4 et Neh5 sont nécessaires a l’activation 

transcriptionnelle de Nrf2. Enfin, la région Neh6 possède deux degrons (acides amines 329-

339 et 363-379) qui contrôlent la dégradation de Nrf2 dans le noyau par l’ubiquitine ligase E3 

en réponse a un stress oxydant ou électrophile (McMahon et al., 2004). 
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       3.3  Structure de la protéine KEAP1   

 

KEAP1 est une protéine de 624 acides aminés contenant trois domaines (fig.13).                          

Le domaine BTB (Broad-complex, Tramtrack and Bric a brac) est principalement le site de 

fixation du complexe d’ubiquitination (Cullin3 et RBX1). Ce domaine est aussi la région 

servant à la dimérisation de KEAP1. Le domaine IVR (Intervening Region) est riche en 

cystéines ayant un rôle dans la conformation tertiaire et donc dans la fonction de la protéine. 

Et enfin, un domaine DGR (Double Glycine Repeat) composé de 6 motifs Kelch, répétition  

de deux glycines, par lequel il y a liaison à Nrf2 (Zhang et al., 2003). 

 

KEAP1 étant riche en résidus cystéines, il est un véritable senseur de l’état redox des 

cellules. En effet, les résidus cystéines réagissent avec les ROS (Reactive oxygen species)             

ou des molécules dites inductrices de Nrf2 présentes dans la cellule. Cette modification des 

résidus cystéines empêche la liaison à Nrf2 ou une impossibilité de recruter le complexe 

d’ubiquitination associé à KEAP1 stabilisant les protéines Nrf2 libres et permettant leur 

migration vers le noyau. Les cystéines les plus importantes seraient les suivantes : 

- la cystéine 151 située dans le domaine BTB serait importante pour le recrutement du 

complexe d’ubiquitination et la dimérisation de KEAP1. 

- les cystéines 273 et 288 dans le domaine IVR seraient nécessaires à une conformation 

tertiaire optimale pour fixer NRF2 (Zhang et al., 2003). 

 

 

 

Figure 13.  Structures de NRF2 et KEAP1 
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      3.4.  Mécanismes moléculaires de la régulation de la voie Nrf2/Keap1 

Dans un état d’équilibre, Nrf2 est lié à deux molécules de Keap1 dans le cytoplasme. 

Lorsqu’il y a augmentation de la quantité de ROS dans la cellule,  les cystéines du domaine 

IVR de Keap1 qui sont exposées a l’extérieur du complexe  peuvent ainsi détecter un stress 

cellulaire (D’Autreaux & Toledano,2007). L’oxydation des cystéines de Keap1 va conduire             

a une modification de sa conformation et au non-recrutement du complexe d’ubiquitination, 

qui va alors cesser d’ubiquitiner et dégrader Nrf2 (Taguchi et al., 2011).  Celui ci va migrer 

vers le noyau afin de se fixer à  une protéine MAF, de la famille des bZIP. L’hetero-dimère 

MAF/ Nrf2 se fixera sur une séquence spécifique de type ARE (Antioxidative Responsive 

Elements) engendrant la transcription du gène cible auquel il appartient                                         

(Itoh et al., 1997) (fig 14). Les ARE sont des séquences spécifiques situées généralement en 

amont de la séquence codante des gènes, dans la région régulatrice (Rushmore et al., 1991; 

Nioi et al., 2003).  

 

         Les ARE peuvent aussi fixer des homo-dimères de MAF, ce qui a pour conséquence 

d’inhiber la transcription du gène. D’autres protéines ont la possibilité de former des hétéro-

dimères avec MAF et de se fixer aux ARE. C’est le cas de BACH1. Les hétéro-dimères 

BACH1/MAF se fixent sur les ARE, inhibant ainsi la transcription du gène cible. Lors d’une 

augmentation du niveau de ROS intra-cellulaire, il a été montré que BACH1 se détache des 

ARE et est exporté dans le cytoplasme, permettant l’accessibilité de l’ARE pour Nrf2                 

(fig 14) (Jean., 2011). 

 

 

 

 Figure 14.  Interaction NRF2/KEAP1 et activation de NRF2 
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Cette thèse s’inscrit dans le domaine de la phytochimie et de la pharmacognosie.                  

Le premier volet consiste en l’étude phytochimique de Pleurotus eryngii, champignon 

comestible Algérien. En particulier, ce volet est axé sur l’isolement des alcaloïdes,                                

à notre connaissance, il n'existe aucune recherche traitant la caractérisation des alcaloïdes 

chez cette espèce de champignon.  Le deuxième volet s’inscrit dans le cadre de la valorisation 

du champignon sauvage (Pleurotus eryngii)  locale en tant que source de molécules 

bioactives.   

Cette étude a été menée au niveau de plusieurs laboratoires et des établissements cités 

au dessus :  

Les procédures d’extractions et l’étude in silico  ont été réalisées au niveau du notre 

laboratoire de biochimie appliquée (LBA) relevant de l’université des frères Mentouri               

Constantine 1. La purification et la détermination structurale ont été effectuées au laboratoire 

de pharmacognosie, département de pharmacochimie moléculaire de l’université                     

Grenoble-Alpes. Au niveau du laboratoire de  biochimie, centre de recherche biotechnologie                              

(CRBT), Constantine, Algérie, nous avons réalisés les activités anti-cholinestérase                          

et butyrylcholinestérase. L’activité antibactérienne a été menée au laboratoire                               

de microbiologie, hopital Hafid Boudjemaa. Constantine, Algérie. Le test d’activation                  

du facteur de transcription Nrf2 et les tests d’expression génique ont été effectué au niveau   

du laboratoire d’université du Colorado Anschutz Medical Campus, Colorado, États-Unis,                  

et l’entreprise de biotechnologie Pathways Bioscience à Aurora, Colorado, États-Unis. 

1. Etude phytochimique  

Afin de valoriser notre champignon; nous avons réalisé une étude phytochimique 

orienté sur la mise en évidence et la caractérisation. Pour ce faire, nous avons suivi                      

le protocole expérimental suivant :  

       1.1. Récolte et identification du champignon  

Le champignon comestible objet de travail a été  récolté en période d’automne 

« septembre et octobre » dans la région de Hammam-Grouz à oued el athmania de la willaya 

de Mila (Nord-est d’Algérie, 36° 14′ 59′′ Nord, 6° 17′ 10′′ Est), et identifié comme étant un 

champignon comestible dénommé Pleurotus eryngii.   

1.2. Mise en évidence des alcaloïdes totaux  

      La mise en évidence des alcaloïdes totaux chez Pleurotus eryngii est réalisée par 

l’extraction selon un protocole simple et rapide suivi de leur précipitation par des réactifs 
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généraux tels que le réactif de Mayer (qui donne un précipité blanc-jaune) ; le réactif de   

Dragendorff (précipité rouge-orange) ; le réactif de Wagner (précipité rouge brique foncé) et 

le réactif Hager (précipité jaune) (Zhaohui.xue et al., 2015). La préparation des ces réactifs est 

mentionnée dans l’annexe 1. La précipitation est basée sur la combinaison des alcaloïdes 

totaux  avec les métaux  et métalloïdes présents dans les réactifs (bismuth, mercure, tungstène, 

iode etc….).  

      A 2g de poudre de champignon on ajoute 10 ml de H2SO4 à 10℅. Après 24 heures              

de macération à température ambiante, le macérât est filtré et lavé à  l’eau distillée de  

manière à obtenir 20 ml de filtrat. On introduit  1ml de filtrat dans 4 tubes à essais différents 

en ajoutant 5 gouttes de chacun des réactifs cités précédemment et on attend 15 minutes                   

(Abbah et al., 2010). 

      1.3.  Préparation des extraits d'alcaloïdes 

          Le champignon a été lavé à l'eau de robinet, séché à l’air à température ambiante,  puis 

broyé en une poudre fine. Deux méthodes d'extractions différentes par des solvants 

organiques  ont été utilisées. 

      1.3.1 Extraction par un solvant apolaire (E1) 

 L’extraction des alcaloïdes à partir du Pleurotus eryngii  a été réalisée grâce à une 

extraction liquide- liquide basée sur la différence de solubilité des alcaloïdes en milieu acide 

et alcalin  (Larbi et al., 2019) (fig 15). L’opération se déroule en 4 étapes : 

-   Première étape  

 100g du champignon est alcalinisé pendant 24h par une solution d’ammoniaque 

concentrée à la quelle on ajoute du dichlorométhane pour extraire les alcaloïdes. La solution 

est ensuite filtrée sous vide. Cette opération permet de libérer les alcaloïdes de leurs 

combinaisons salines.   

- Deuxième étape  

 La phase organique contenant les alcaloïdes est agitée en présence d’une solution 

d’acide sulfirique fortement diluée à 4%  jusqu'à pH =2. Les alcaloïdes se solubilisent dans             

la phase aqueuse sous forme de sels tandis que les impuretés neutres restent dans la phase 

organique. 

 

- Troisième étape  

     La solution aqueuse de sels d’alcaloïdes est alcalinisée par une solution d’ammoniaque 

concentrée jusqu'à pH =10, permettant le passage des alcaloïdes de la forme sel à la forme 
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organique. Le traitement de la phase aqueuse par une base entraine le relargage de l’alcaloïde 

qui pourra être extrait par le dichlorométhane. L’opération est répétée plusieurs fois jusqu’à 

épuisement de la phase aqueuse par passage de tous les alcaloïdes en phase organique. 

L’épuisement total de la phase aqueuse en alcaloïde est vérifié par le test de Dragendorff. 

- Quatrième étape : 

   Le solvant organique contenant les alcaloïdes est lavée à l’eau distillé, après 

décantation, ce dernier est séchée par du sulfate de magnésium afin d’éliminer les traces d’eau 

et évaporé par l’évaporateur rotatif. Le résidu sec obtenu est la somme des alcaloïdes totaux 

(AT). 

 

 

 

Figure 15.  Protocole  d’extraction des alcaloïdes  

      1.3.2. Extraction  par un solvant polaire (E2) 

Tel qu’il a été rapporté dans la partie bibliographie,  les alcaloïdes existent sous forme 

de sels, ce qui leur permet d’être solubles dans l’eau. La procédure consiste à extraire les 
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différents  types d’alcaloïdes par le méthanol, à partir d’une poudre de 100g de champignon 

(Harborne., 1998). Cette opération assure la séparation des sels d’alcaloïdes des résidus 

cellulosiques. L’acidification par l’acide sulfurique à 4% (pH=2) de la solution méthanolique 

fait passer tous les composés basiques dans la phase aqueuse,  qui sera ensuite débarrassée des 

composés non basiques par plusieurs lavages à l’éther diéthylique. Le traitement de la phase 

aqueuse par une base entraine la libération des alcaloïdes qui sont ensuite extraits par  l'éther 

puis récupérés après évaporation du solvant (fig 16). 

 

Figure 16.  Protocole d’extraction des  différents  types d’alcaloïdes 

 1.4. Purification des extraits alcaloïdiques  

Quelle que soit la méthode choisie pour extraire les alcaloïdes ; ce ne sont pas des 

produits purs qui sont obtenus mais plutôt  des alcaloïdes totaux (AT) ou un mélange 

complexe de bases qu’il est nécessaire de séparer. La séparation des extraits bruts                          

et l’obtention des alcaloïdes purs nécessitent l’utilisation combinée de plusieurs techniques 

chromatographiques, comme la chromatographie liquide moyenne pression (Medium Pressure 

Liquid Chromatography, MPLC ou  chromatographie flash) et la chromatographie préparative 

sur plaque en verre. Des contrôles réguliers à chaque étape de fractionnement sont réalisés par 

Chromatographie sur Couche Mince (CCM). 
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   1.4.1. Chromatographie liquide moyenne pression 

  C’est une technique plus fine de chromatographie sur colonne, supportant des 

pressions modérées, permettant ainsi d’accroitre légèrement les débits. Cette technique permet 

le fractionnement et la purification en une ou plusieurs étapes des composants d’un mélange 

complexe. Elle est réalisée sur les deux extraits bruts E1 et E2 obtenus lors de l’étape 

d’extraction. La colonne de la chromatographie flash a été réalisée sur du gel de silice : type 

60, 200-400 mesh, Merck. 

Les deux extraits  de poids de  (E1 :300 mg) et (E2 : 500 mg)  sont d’abord solubilisés 

chacun dans un volume minimum de méthanol puis mélanger à une petite quantité de gel de 

silice. Après évaporation à sec, la poudre résultante pour chaque extrait  est délicatement 

déposée en haut de la colonne. L’élution est réalisé par un gradient de solvants de type 

dichlorométhane/ méthanol (CH2Cl2 /MeOH, 100:0 à 80:20) commençant par le  

dichlorométhane (100%) et se terminant par le CH2Cl2 /MeOH  (80:20). La progression 

d’élution des substances, suivie en lumière UV détermine les changements de polarité du 

mélange éluant, afin d’assurer une bonne séparation des produits présents dans l’extrait 

analysé. 

Des fractions de 100 mL ont été collectées en sortie de colonne puis analysées                    

par CCM sous UV à 254 et 365nm et révélées par l’anisaldehyde sulfurique et le réactif 

DragenDorff. Ce contrôle chromatographique permet de réunir les fractions selon                          

la ressemblance des spots sur les plaques CCM.  

      1.4.2. Chromatographie sur Couche Mince (CCM)  

Utilisées à chaque étape pour le suivi et le contrôle des purifications, les CCM 

permettent de vérifier la présence et l’état de pureté des produits élués.  Elles sont réalisées 

sur des plaques de silice de gel de silice (60 F254, Merck, 0,25 mm d'épaisseur). 

Le développement de ces plaques s’effectue dans des cuves en verre, saturées avec 

l’éluant approprié, constitué généralement d’un mélange de solvants selon le type de 

séparation souhaité.  En effet, le solvant de migration doit être choisi en fonction de la polarité 

des molécules contenues dans l’échantillon. Les plaques sont ensuite observées sous lampe 

UV à 254 et à 366 nm et révélées par le réactif Drangendorff (révélateur des alcaloïdes)                  

et  l’anisaldéhyde sulfurique afin de distinguer les molécules possédant un chromophore.  
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      1.4.3. Chromatographie préparative sur plaque 

Cette méthode de purification est utilisée dans l’analyse des fractions encore 

hétérogènes issues de la colonne. Elle dérive de la chromatographie sur couche mince mais 

dans ce cas, les zones de silices correspondantes aux taches sont récupérées de la plaque 

contrairement à la CCM analytique. A cette différence s’ajoute la quantité d’échantillons 

appliquée sur la plaque chromatographique (20mg à 40mg) ainsi que l’épaisseur de la couche 

du gel de silice. Dans cette technique, les plaques que nous avons utilisées sont des plaques  

en verre, format 20 x 20 cm, ces derniers ont été préparés au niveau du laboratoire.                      

À partir d'environ 40 g du gel et 100 ml d'eau distillée,  un mélange homogène du gel a été 

préparé  afin de l’étaler sur les plaques à l’aide d’un étaleur manuel.   

L’échantillon à séparer est solubilisé dans un solvant adéquat de manière à obtenir               

la dissolution totale. Il est ensuite déposé sur la plaque à l’aide d’un peigne spéciale.                       

La plaque est développée dans une cuve saturée contenant l’éluant adéquat. 

  Comme dans la CCM analytique, la plaque est séchée à température ambiante ou avec 

un sèche-cheveux. On examine les taches des constituants sous lumière UV ou bien on                 

révèle une frange de la plaque par pulvérisation avec le réactif  adéquat. A l’aide d’un scalpel 

ou une spatule on récupère les composés d’intérêt fixés sur la silice. Cette dernière est ensuite 

dispersée dans une petite quantité de solvant, puis filtrée sous vide, pour permettre                          

la récupération des composés d’intérêt.  

Des méthodes spectrales permettent la détermination de la structure des produits 

purifiés, à savoir la spectrométrie de masse ainsi que la résonance magnétique nucléaire. 

      1.5. Spectrométrie de masse  

La spectroscopie de masse  est devenue au fil du temps un outil incontournable dans la 

chimie organique des substances naturelles. Cette technique est d’une grande utilité dans la 

détermination des structures moléculaires, elle est une technique analytique qui permet 

d’obtenir la masse et la fragmentation d’une molécule. Son principe réside dans la séparation 

en phase gazeuse de molécules chargées (ions) en fonction de leur rapport masse/charge 

(valeurs m/e ou m/z)  (Hu et al., 2005).  
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        1.5.1. Méthodes d'ionisation  

Les méthodes d'ionisation les plus importantes sont : 

 -   l'impact électronique dans laquelle l'échantillon est bombardé en phase vapeur avec un 

faisceau d'électrons à haute énergie (70 eV);  

-    l'ionisation chimique dans laquelle l'échantillon est introduit dans la chambre d'ionisation  

à la pression atmosphérique avec un excès d'une substance intermédiaire (méthane, isobutane 

ou ammoniac) également appelé gaz porteur  (KONE Kouwelton., 2018). 

        1.5.2.  Ions moléculaires et fragments par impact électronique   

Le bombardement avec un faisceau d'électrons à haute énergie (70 eV) arrache 

l'électron ayant le plus petit potentiel d'ionisation dans la molécule pour donner l'ion 

moléculaire ou ion parent M+ en phase vapeur. L'ion moléculaire donne la masse moléculaire 

de l'échantillon car la masse de l'électron perdue de la molécule est négligeable (Thompson., 

2018). 

        1.5.3. Spectre de masse et pic de base  

Le spectre de masse d'un composé est représenté graphiquement en traçant les valeurs 

m/e des divers ions (ions moléculaires et ions fragments) par rapport à leurs abondances 

relatives. Parfois, le pic de l'ion moléculaire lui-même peut être le pic de base. Généralement, 

les spectres de masse sont représentés sous la forme d'un graphique à barres (Loudon & 

Maccoll, 1970) 

        1.5.4.  Reconnaissance de l'ion moléculaire (parent), pic et détection des isotopes  

La reconnaissance du pic de l'ion moléculaire M+ (pic parent) dans le spectre de masse 

d'un composé organique est très importante car elle donne la masse moléculaire du composé. 

Le pic d'ion moléculaire est le pic du nombre de masse le plus élevé à l'exception des pics 

isotopiques aux nombres de masse M+1, M+2 etc. (M = masse de l'ion moléculaire). Les pics 

isotopiques (satellites) apparaissent en raison de la présence d'un certain nombre de molécules 

contenant des isotopes plus lourds que les isotopes communs. Puisque l'abondance naturelle 

des isotopes plus lourds est généralement beaucoup plus faible que celle de l'isotope le plus 

léger, les intensités des pics isotopiques sont très faibles par rapport au pic parent 

(Thompson., 2018). 

Les spectres de masse ont été enregistrés en EI (Impact Electronique) sur un 

spectromètre de masse de type Bruker Daltonics Data Analysis 3.4. 
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      1.6. Résonance magnétique nucléaire (RMN) 

Cette technique a été notre principal outil de caractérisation, la résonance magnétique 

nucléaire (RMN) est une méthode spectroscopique utilisant les propriétés dynamiques                

des moments magnétiques portés par les noyaux dans leur état fondamental. Cette méthode 

non destructive et sélective donne des informations structurales et dynamiques                               

sur l'environnement du noyau considéré (Boulant., 2009). 

Les noyaux pouvant donné un signal en RMN possèdent un électron libre. Les plus 

couramment utilisées en analyse structurale de composés organiques sont le proton 1H et le 

carbone 13C. Mais il est également possible d’enregistrer les signaux émis par l’azote 15N… 

Soumis à un champ magnétique, ceux-ci entrent en précession et émettent alors un signal 

enregistré par le spectromètre de masse. La fréquence de résonance des carbones est très 

sensible à l’environnement électronique et stérique. La moindre modification structurale                

se traduit par des variations plus ou moins importantes de pratiquement tous les carbones                  

de la molécule. 

Ainsi, chaque molécule sera définie par une série de déplacements chimiques                       

qui constituera son spectre, ou en quelque sorte son empreinte digitale, à partir duquel elle 

pourra être identifiée. Pour cela, il est donc très important d’avoir une excellente 

reproductibilité des valeurs des déplacements chimiques, dans le spectre du mélange par 

rapport aux spectres des composés de référence  (Meriane., 2018). En phytochimie, les deux 

atomes les plus étudiés sont l’hydrogène (1H) et le carbone 13 (13C). Nous allons rappeler ici 

les caractéristiques essentielles des techniques utilisées. 

        1.6.1.  RMN 1H 

La réalisation d’un spectre de RMN du 1H est une étape fondamentale dans la 

détermination structurale d’une molécule. Cette méthode permet de connaître le nombre et la 

nature des protons présents dans la molécule. De plus, elle ne nécessite que quelques minutes, 

depuis l’avènement de la RMN à transformée de Fourier. En RMN du 1H, trois informations 

sont importantes : 

-     Le déplacement chimique (δ) : la position des signaux dans le spectre, exprimée en Hertz 

(Hz) ou en parties par million (ppm) nous renseigne sur le type de proton correspondant à ce 

signal. 

-     L’intégration : l’aire sous la courbe d’un pic est proportionnelle au nombre de protons qui 

résonnent à cet endroit. 
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-      La multiplicité du signal : indique le nombre de protons avoisinants le proton considéré 

(Abedini., 2013).  

        1.6.2.  RMN du 13C 

L’isotope 13C ne représente qu’1% des atomes de carbone existant. La faible sensibilité 

de cette expérience contraint le manipulateur à multiplier le nombre d’expériences (scans) sur 

plusieurs heures afin d’obtenir un spectre de bonne qualité. Ceci est particulièrement 

handicapant pour les substances naturelles qui sont souvent isolées en faible quantité par 

rapport aux produits de la chimie de synthèse. En revanche, la résolution obtenue est 

nettement supérieure à celle des spectres de RMN du 1H. Pour un même appareil : les 

déplacements chimiques s’échelonnent généralement sur plus de 200 ppm, contre 10 ou 15 

ppm pour le proton.  

Les spectres de résonance magnétique nucléaire du proton et du carbone ont été 

effectué (RMN-H1 et C13) sur un spectromètre RMN Bruker Avance III HD 600 MHz équipé 

d'une cryosonde QCI 5 mm. Les échantillons ont été solubilisés dans le solvant deutérés 

CDCl3, dans des tubes analytiques de 5 mm de diamètre.  Les déplacements chimiques (δ) 

sont rapportés en parties par million ppm par rapport au CDC13 [1H : δ (CDC13) = 7,27 ppm 

; 13C : δ (CDCl3) = 77,0 ppm]. Les constantes de couplage sont exprimées en Hz (Abedini., 

2013).  

2. Activités biologiques  

       2.1.  Activité anti-cholinestérase 

       2.1.1. Etude in vitro  

Les activités acétylcholinestérase (AChE) et butyrylcholinestérase (BChE) ont été   

évaluées par la méthode d’Ellman et al  (1961)  sur les deux extraits alcaloïdiques E1 et E2 

obtenus lors de l’extraction et alcaloïde isolée. Il s’agit d’une méthode colorimétrique 

standard permettant de quantifier l’inhibition de l’AChE et (BChE) par une évaluation de 

l’IC50 qui correspond à la concentration nécessaire du produit capable de diminuer l’activité 

enzymatique de moitié. Expérimentalement, l’iodure d’acétylthiocholine et le chlorure           

de butyrylthiocholine ont été employés comme substrats, Le clivage du substrat par l’AChE 

ou la BChE produit de la thiocholine (SCh) qui réagit alors à son tour avec le 5,5’-

dithiobisnitrobenzoate (DTNB) pour former un composé anionique de couleur jaune :               

le 5-thio-2-nitrobenzoate (TNB) qui absorbe à 412 nm. L’absorbance du TNB mesurée à 
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l’aide du spectrophotomètre est proportionnelle à l’activité enzymatique de l’AChE                

(fig 17).  

 

 

 

Figure 17. Réaction colorimétrique d’Ellman 

 

Dans chaque puit d’un lecteur de microplaques à 96 puits (SpectraMax PC340, 

Molecular Devices, États-Unis) sont introduits successivement 150 μl de tampon phosphate 

de sodium (100Mm, pH 8,0), 10 μl d'une solution d'échantillon dissoute dans le méthanol               

à différentes concentrations (200 μg/mL, 100 μg/mL, 50 μg/mL,  25 μg/mL, 12.5 μg/mL, 6.25 

μg/mL, 3.125 μg/mL) et un volume de 20 μl d’AChE (5,32 × 10-3 U) ou de BChE                          

(6,85 × 10-3 U), le mélange est incubé pendant 15 min à 250 C auquel on ajoute enfin 10 μl de 

DTNB (0,5 mM). La réaction est ensuite initiée par l’addition de 20 μl d’iodure 

d’acétylthiocholine (0,71 mM) ou de chlorure de butyrylthiocholine (0,2 mM).                              

L’hydrolyse de ces substrats est suivie par spectrophotométrie où selon le résultat de la 

réaction du DTNB avec le Sch qui est libérée par l’hydrolyse enzymatique de l’iodure 

d’acétylthiocholine ou le chlorure de butyrylthiocholine conduit à la formation du TNB de 

couleur jaune qui absorbe à 412 nm. Les expériences ont été réalisées en triplicata.                          

Le pourcentage d'inhibition de l'AChE ou BChE est déterminé par comparaison des vitesses 

de réaction des échantillons par rapport à l'échantillon témoin (méthanol dans du tampon 

phosphate, pH 8). Pour le contrôle positif, nous avons fait appel à la galantamine 
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hydrobromide qui est actuellement considérée comme l’un des meilleurs inhibiteurs de 

l’AChE utilisé dans le traitement de la maladie d’Alzheimer (Atanasova., et al 2015). 

Il faut souligner que pour la détermination de l’IC50 d’un composé, il est indispensable 

d’évaluer d’abord son pourcentage d’inhibition à partir de la figure  suivante : 

 

 

 

Figure 18. Mode de calcul du pourcentage d’inhibition 

       2.1.2. Etude in silico  

       2.1.2.1. Docking moléculaire  

Dans le but de  mieux comprendre les mécanismes d’inhibition du site actif de l’AchE 

par l’alcaloïde  isolé et identifié, nous avons utilisé la technique d'amarrage moléculaire 

(docking moléculaire).  

 Le docking moléculaire se déroule en deux étapes complémentaires. La première 

consiste à sélectionner les poses les plus favorables du ligand qui de par sa flexibilité va 

adopter dans le site actif de la protéine différentes conformations, positions et orientations. La 

deuxième consiste à classer les meilleures poses grâce à une évaluation par un score qui 

s’exprime, selon les programmes, soit par une affinité soit par une énergie d’interaction.               

Le docking moléculaire a été réalisé en mettant en œuvre trois éléments essentiels : l’enzyme 

(cible), le ligand (l’alcaloïde) et le programme ou le logiciel de docking. 

         2.1.2.1.1.  Préparation de l’enzyme  

La Protein Data Bank ou PDB est une collection mondiale de données sur la structure 

tridimensionnelle (structure 3D) de macromolécules biologiques : protéines essentiellement, 

et acides nucléiques. Ces structures sont essentiellement déterminées par cristallographie aux 

rayons X ou par spectroscopie RMN. Dans notre étude nous avons utilisé le complexe               

4M0E comme  structure de l’enzyme AChE disponible dans la PDB, ce choix est dicté par             

sa faible valeur de résolution 2 Å (http://www.rcsb.org/pdb).  

 

Pour une bonne réussite du docking moléculaire, il est nécessaire de procéder à une 

simplification préalable du fichier originel de l’enzyme. Le complexe 4M0E étant sous forme 
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homodimérique, nous avons fait appel au programme VMD (Dynamique moléculaire 

visuelle) version 1.9.3 pour éliminer la chaine B et garder uniquement la chaine A.                       

Les molécules d’eau ont aussi été supprimées sauf quatre faisant partie de la cavité catalytique 

de l’enzyme. L’inhibiteur 1YL (dihydrotanshinone I) complexant l’enzyme ainsi que les 

éléments ou hétéroatomes ayant servi à la cristallisation telle que les ions nitrates, l’alpha-l-

fucose, le 1,2-éthanediol et le N-Acétyl-D-glucosamine ont également été retirés. 

 

En règle générale, le site actif de l’enzyme correspond au site de liaison de l’inhibiteur 

co-cristallisé existant dans le complexe de la PDB. Dans le cas de l’AChE, la cavité 

catalytique a été définie à l’aide du programme VMD en sélectionnant tous les résidus 

d’acides aminés se trouvant à proximité de l’inhibiteur originel 1YL à des distances 

n’excédant pas 6 Ǻ (Chaput.,  et al 2016). Cette méthode nous a permis de retrouver tous les 

résidus d’acides aminés déjà cités par la littérature (Mokrani et al., 2019 ;   Gerlits et al 2019 ; 

Kwasnieski., 2010 ;  Johnson et al 2006), formant les deux sites catalytique (CAS) et 

périphérique (PAS) de la cavité catalytique de l’AChE (fig 19) qui sont répartis comme suit : 

 

- CAS : Trp86, Gly120, Gly121, Gly122, Tyr133, Glu202, Ser203, Phe295, Arg296 

Phe297, Glu334, Tyr337, Phe338, His447, Gly448, Gly449 et Ile451. 

- PAS : Tyr72, Asp74, Tyr124, Ser125, Trp286, Leu289, Glu292, Ser293, Val294, 

Tyr341 et Gly342. 

 

 

 

     Figure 19. Vue de face (à gauche) et de profil (à droite) de la structure cristallographique de 

l’AChE humaine (code PDB : 4M0E) en complexe avec son inhibiteur (1YL). La structure secondaire 

de l’enzyme est représentée en mode « cartoon » en gris tandis que le CAS  (en bleu) et le PAS                  

(en rouge) sont représentés en mode « surface ». 
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Le contenu de ces deux sites est ensuite reporté dans un fichier texte puis enregistré au 

format  mol2 que requiert le programme GOLD, le programme  de docking moléculaire utilisé 

dans cette étude (annexe 2).  

         2.1.2.1.2.  Préparation du ligand  

Les structures 3D des composés étudiés (molécule isolée et molécule de référence)                             

ont été dessinées, leur énergie  minimisée et exportées en tant que fichiers mol2 en utilisant                                 

le programme le programme de construction moléculaire ChemDraw16.0 «Chem3D» 

(http://www.cambridgesoft.com). 

         2.1.2.1.3. Déroulement du docking moléculaire  

La réalisation du docking moléculaire a été réalisée par le programme GOLD             

version 5.2.2. Ce programme repose sur un algorithme génétique très efficace permettant 

l’exploration d’un nombre important de conformations du ligand au sein du récepteur.                                      

Dans notre cas, les paramètres par défaut de l’algorithme génétique de Gold ont été conservés 

(voir annexe 3).Nous avons utilisé le docking semi-flexible qui tient compte de la flexibilité 

du ligand ou inhibiteur mais considère la cible ou l’enzyme comme corps rigide  (Jones et al., 

1995). Pour prédire l’affinité d’un composé, le programme Gold analyse différentes 

conformations et positions au sein du site actif de l’enzyme. Pour chaque composé,                                

seul 10 conformations correspondant aux meilleurs scores sont sauvegardées par le logiciel.                               

Le classement des poses est généré par une fonction de score dite «GoldScore» sans unité. 

Enfin l’analyse visuelle des interactions entre le ligand et l’enzyme est réalisée grâce aux 

programmes   PyMol version 2.2.3 (https://pymol.org) et Maestro version 11.3 de la suite 

Schrodinger (Maestro, version 11.3, 2015). 

      2.1.2.2. Prédiction des propriétés ADMET 

Le terme ADMET est une abréviation utilisée pour désigner les propriétés  

pharmacocinétiques d’Absorption, de Distribution, de Métabolisme d’Excrétion et de Toxicité 

d’une molécule donnée.  La connaissance des propriétés ADMET des molécules notamment 

en ce qui concerne leur perméabilité membranaire, stabilité métabolique et toxicité passe par 

une connaissance préalable de leurs propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques que 

l’on tentera de déterminer en faisant appel à des méthodes prédictives in silico. 

Pour prédire les propriétés physicochimiques, pharmacocinétiques  et de toxicité                        

de la  molécule testé par docking  moléculaire, une étude computationnelle ADME / Tox a été 

réalisée à l'aide des serveurs SwisseADME (http://www.swissadme.ch), et ADMETlab 2.0. 

http://www.cambridgesoft.com/
http://www.swissadme.ch/
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       2.2. Test d’activation du facteur de transcription Nrf2 

 L’essai luciférase  a été utilisé pour l’évaluation systématique de l’induction de Nrf2. 

Ce test est largement utilisé pour la voie de signalisation Keap1/Nrf2/ARE  (Huerta et al., 

2016 ; Jiang et al., 2015). Rappelons que Le facteur de transcription Nrf2 a un rôle 

protecteur contre le stress oxydant en induisant des gènes antioxydants. ARE-Nrf2 Luciférase 

est une méthode in vitro utilisée pour analyser l’activation de la voie protectrice ARE-Nrf2 

par détection luminescente. Lors d’une exposition à un composé oxydant, les gênes 

endogènes dépendant de Nrf2 sont activées entraînant également l’expression de la luciférase 

(fig 20). Il s’agit d’une enzyme de luciole  (Photinus pyralis) qui catalyse la production                 

de lumière par oxydation de la luciférine, en présence d’ATP et d’oxygène  (de Wet et al., 

1987). La luminescence engendrée par la luciférase est donc ici dépendante de l’expression de 

Nrf2. Par conséquent, un inducteur de Nrf2 entrainera une augmentation de la lumière 

produite par l’oxydation (Ow  et al., 1986).  Dans notre travail, nous avons évalué l’extrait E1 

(voir page 29) et l’alcaloïde isolé pour l’activation de Nrf2. 

 

                    (a)                                                                       (b) 

 

 

Figure 20. (a) : Cellules transfectées pour l’essai luciférase.  (b) : Production de 

luciférase au sein de la cellule (bleu : cytoplasme, vert : noyau) 

      2.2.1 Préparation de l’échantillon  

L’extrait E1 du champignon  P. eryngii (50 mg) et la molécule isolée ont été solubilisés 

dans 1 ml d'éthanol pendant une nuit.  Le surnageant a été collecté pour être utilisé pour 

l'évaluation de l'activation de Nrf2. 
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      2.2.2. Culture de cellules HepG2  

Dans cette étude, nous avons utilisé la lignée cellulaire HepG2 humaine du carcinome 

hépatocellulaire transfectée avec un gène codant pour la luciférase et régulée par ARE 

(rapporteur pARE-luciférase) (Hybertson et al., 2019). Les cellules HepG2 et HepG2-ARE 

ont été cultivées et maintenues par des méthodes standard en utilisant du milieu Opti-MEM 

avec 4 % de sérum bovin fœtal (FBS) et de la généticine/pénicilline/streptomycine. 

      2.2.3. Induction de Nrf2  

Les cellules HepG2-ARE ont été ensemencées (20 000 cellules dans 400 μL de milieu 

Opti-MEM, 4% FBS, avec généticine/pénicilline/streptomycine) dans des plaques 24 puits et 

incubées à 37 C◦ avec 10% CO2. Après 24 h, les cellules ont été traitées avec notre échantillon 

(0 à 100 μg/mL) pendant 18 h.   

Les cellules ont été lysées dans leurs puits avec 100 μL d'un tampon de lyse contenant 

3,5 mM de pyrophosphate de sodium pour stabiliser le rendement lumineux de la luciférase. 

Une aliquote de 20 μL de lysat cellulaire a été prélevée dans un tube à essai en verre 

transparent, placé dans un luminomètre BD Monolight 3010 (BD Biosciences, San Jose, CA, 

USA), dont 50 μL de luciférine 1 mM ont été injectés. La chimioluminescence dépendante                      

de la luciférase a été mesurée et rapportée en unités de lumière relative (RLU). 

       2.3. Tests d'expression génique 

Nous avons examiné les niveaux d'expression génique par La méthode RNA-seq sur les 

cellules HepG2 (cellules humaine du carcinome hépatocellulaire) (Hybertson et al., 2019), 

sous l’effet de l’extrait E1(voir page 29) de notre champignon.  

Le séquençage à haut débit de l’ARN (appelé RNA-seq) est une approche relativement 

récente utilisant la seconde génération de séquenceur, appelés NGS (Next Generation 

Sequencing). Elle est actuellement la technologie la plus employée pour identifier                          

et quantifier, à large échelle, les transcrits extraits d’un ou plusieurs individus, tissus ou types 

cellulaires, dans des conditions physiologiques données. Avec la production massive                              

de données RNA-seq, des méthodes et outils spécifiques permettant l’analyse de ce type                  

de données ont été et sont encore développés. Le RNA-seq repose sur trois étapes (Fig. 21) 

(Uhel & Zafrani, 2019) : 

-  l’extraction et le fractionnement des ARN, suivis de la constitution d’une librairie 

d’ADNc ; 
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-  séquençage proprement dit ; 

-  analyse bio-informatique (alignement, assemblage et quantification) des millions                  

de séquences générées. 

 

 

 

Figure 21.  Étapes de la méthode RNA-seq 

       2.3.1. Culture cellulaire et isolement d’ARN 

Les cellules HepG2 ont été cultivées pendant une nuit dans des plaques de 24 puits avec 

contrôle contre 60 μg/mL d'extrait E1 (dans l’éthanol). Les cellules cultivées ont été lavées 

deux fois avec la solution tampon  phosphate salin (PBS : phosphate-buffered saline) dans les 

puits. L'ARN total a été isolé en utilisant le kit d’extraction Qiagen RNeasy Mini kit 

(QIAGEN Inc., Valence, Californie, États-Unis). La concentration d'ARN de chaque 
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échantillon a été déterminé sur la base de l'absorbance à 260 nm en utilisant un 

spectrophotomètre NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, États-Unis). 

L'intégrité des échantillons d'ARN total a été examinée par Agilent Tape Station 4200 

(Agilent, Santa Clara, Californie, États-Unis).  

     2.3.2. Procédure de dosage ARNm-seq 

- Préparation de la bibliothèque d'ARNm-seq 

Le plus couramment, le RNA-seq vise les ARNm, et on cherche à éliminer les ARNr 

qui constituent la grande majorité des transcrits. Après extraction et purification,                      

l’isolement de  l'ARNm à partir de l'ARN total (100 ng) a été effectué en utilisant                            

le kit NuGEN Universal Plus mRNA-Seq (Tecan Genomics, Redwood City, Californie, États-

Unis) qui est une solution complète pour le séquençage d'ARNm, avec un flux de travail 

simple et facile à suivre, dont le protocole polyA a été utilisé qui permet de sélectionner 

l’ARN possédant une queue polyA (fig 22), c’est à dire la plupart des ARNm ainsi qu’une 

partie des longs ARN non codants. Certains ARNm sont néanmoins perdus lors de cette 

sélection. 

Les ARNm sont fragmentés en courtes séquences (les procédés de séquençage ne 

peuvent prendre en charge que de courts fragments, de l’ordre de 200 à 300 bases alors que 

les transcrits d’ARN peuvent contenir plusieurs milliers de bases).  

 Les amorces d’ARNm  sont converties en ADNc double brin (plus stable et plus 

faciles à amplifier et manipuler que l’ARN), les fragments sont ligaturés de part et d’autre par 

des adaptateurs de séquençage qui permettent à l’automate de reconnaître les fragments et de 

séquencer plusieurs échantillons en même temps. Qui est ensuite amplifiés, taille sélectionnée 

et purifiée pour la génération de cluster de séquençage.  

 

 

Figure 22. Protocole Poly A 
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- Le séquençage d’ARNm par RNA-Seq 

A cette étape les bibliothèques de matrices d'ARNm ont été séquencées comme 

lectures appariées de 150 pb sur le système du séquençage Illumina NovaSeq 6000 (Illumina, 

San Diego, Californie, États-Unis) à l'Université du Colorado en génomique et microréseau : 

Plate-forme centrale (Aurora, CO, États-Unis). Nous avons séquencé à une profondeur estimé 

de ~ 40 M 2X150 bases lit par échantillon. La plateforme Illumina™ utilise des nucléotides 

marqués avec des fluorochromes différents, ces derniers  incorporés au brin synthétisé sont 

visualisés un par un à l’aide du lecteur. 

 

- L’analyse de l’épissage dans les données RNA-seq 

Cette section  vise les méthodes bioinformatiques d’analyse des séquences données par 

RNA-Seq. Les millions de séquences de fragments d’ARN sont réalignés et assemblés.             

Il est ensuite possible de quantifier les niveaux d’expression des transcrits, de détecter des 

altérations génomiques, de relever des variations de séquence non détectables à l’échelle 

génomique, telles que l’expression de transcrits alternatifs. 

Les séquences dérivées ont été analysées en appliquant les méthodes basées                         

sur l’alignement des séquences et la détermination de l’expression génique  différentielle                   

en utilisant le programme gSNAP « Genomic ShortRead Nucleotide Alignment Program » 

(Baird., 2014). Dans bref, les lectures générées ont été cartographiées sur le génome humain 

(GRCH38) par gSNAP (Wu & Nacu., 2010), génome de référence pour obtenir un meilleur 

résultat lors de l’étape d’alignement. Dans ce cas l’outil Cufflinks a été utilisé, qui permet            

de détecter des nouveaux transcrits, dont le fonctionnement est basé sur  l’estimation de leur 

abondance à partir d’alignement prenant en compte les jonctions d’épissage (TopHat2), et les 

alignements multiples cela est traduit par l’expression FPKM (fragments per kilobase of 

transcript per million fragments mapped) (Trapnell et al., 2010).  Les données brutes  sont 

stockées dans le format de fichier standard FASTQ accompagnées par un score de qualité 

pour chaque base indiquant leur fiabilité, en utilisant le serveur  Biojupies (Torre et al., 2018). 

Gènes significatifs à un FDR < 0,05 (False Discovery Rate)  ont été soumis à une analyse des 

voies à l'aide du programme Ingenuity Pathway Analysis (Qiagen, Germantown, MD) pour 

identifier les voies d'intérêt qui ont été modifiées par l’extrait E1. 

     2.3.3. Analyse d'enrichissement de l'ontologie génique (GO) 

L’analyse d'enrichissement d'ontologie génique (GO) d’expression différentielle des 

gènes (DEGs) a été implémenté par les packages GOseq R basés sur une distribution 
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hypergéométrique non centrale de Wallenius, qui peut ajuster le biais de longueur de gène 

dans les DEGs. Les voies biologiques sont des séquences d’interactions entre les composés 

biochimiques qui jouent un rôle clé dans la détermination du comportement cellulaire.                  

Des bases de données telles que KEGG, Reactome et WikiPathways contient un grand 

nombre d'associations entre ces voies et les gènes. Ces ressources de base de données 

permettant de comprendre les fonctions et les utilités de haut niveau du système biologique 

telles que la cellule, l'organisme et l'écosystème à partir d'informations au niveau moléculaire, 

en particulier les ensembles de données moléculaires à grande échelle générés par                         

le séquençage du génome et d'autres technologies expérimentales à haut débit, ont été 

évaluées  à l'aide de BioJupies (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30447998). 

       2.4. Evaluation de l’activité antibactérienne  

La découverte des antibiotiques constituait une véritable révolution dans la lutte contre 

les maladies infectieuses. Cependant, la consommation inappropriée et l’utilisation abusive 

d'antibiotiques, ont accéléré la sélection de bactéries multirésistantes, constituant 

actuellement, un réel problème d’antibiothérapie et de santé publique. Les conséquences 

collectives et individuelles de ce problème, sont sérieuses du fait que la plupart des infections, 

qu'elles soient bénignes ou graves, sont de plus en plus difficiles à traiter.                                  

Le recours aux ressources naturelles, devient une des plus importantes et intéressantes pistes à 

explorer, pour la recherche de nouveaux produits antibactériens plus efficaces (Wright., 

2007).  

Dans notre étude nous avons évalué l’activité antibactérienne de l’extrait E1 du 

champignon sur quatre souches bactériennes (Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas 

aeruginosa, Escherichia coli et Staphylococcus aureus) (Tableau 2) en utilisant la Méthode de 

diffusion sur milieu solide, décrit par  Biondi et al., 1993 . Le principe de ce test repose sur la 

diffusion des agents antibactériens de différentes concentrations en milieu solide. Après un 

certain temps de contact entre les composés antibactériens et la souche bactérienne, l’effet du 

produit antibactérien est apparu comme une zone d’inhibition autour du disque. En fonction 

du diamètre d’inhibition, la souche est considérée soit sensible, très sensible, extrêmement 

sensible ou bien résistante.  
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Tableau 2. Souches bactériennes 

Souches Gram ATCC 

Klebsiella pneumoniae Bacille  G- ATCC700603 

Pseudomonas aeruginosa Bacille  G- ATCC27853 

Escherichia coli Bacille  G- ATCC25922 

Staphylococcus aureus Bacille  G+ ATCC25923 

 

Le protocole de travail est réalisé selon les étapes suivantes :  

 

- Préparation du milieu de culture 

Le milieu de culture utilisé est le Muller-Hinton (MH)  (gelose riche en composes 

d’infusion de viande de boeuf, hydrolysat acide de caseine et amidon de mais).  La gélose 

(MH) est coulée dans des boites de pétri avec une épaisseur de 4 mm. Les boites de pétri              

pré-séchées avant l’emploi. 

 

-  Préparation de l’inoculum et ajustement de la charge bactérienne 

A partir d'une culture pure de bactéries sur milieu d'isolement (gélose nutritive) pendant 

au maximum 24h, nous avons raclé  à l'aide d'une pipette pasteur scellée quelques colonies 

bien isolées et parfaitement identiques. La pipette Pasteur est ensuite lavée par 5 ml d’eau 

physiologique stérile donnant une suspension bactérienne qu’il faut homogénéiser.                        

Son opacité doit être équivalente à 0,5 Mc Farland qui correspond à 108 UFC/mL (Tyagi & 

Malik., 2011). L’inoculum est ajusté à 108 cellules/mL (une DO de 0,08 à 0,1) par lecture              

de la densité optique à une longueur d’onde de 625 nm. 

 

- Préparation des dilutions d’extrait  

Afin d’obtenir différentes concentrations de notre extrait, nous l’avons diluée dans                 

le DMSO (diméthylsulfoxide). Sachant que ce dernier n'a aucun pouvoir antibactérien 

puissant (Gachkar et al., 2006).  Les différentes concentrations avec des dilutions successives 

ont été préparées à partir d’une solution mère de 60 mg/mL de concentration. 

 

- Méthode de diffusion sur gélose (méthode de puits) 

C’est la technique de base utilisée pour étudier la capacité d’une substance à exercer             

un effet anti microbien. Elle est aussi appelée : la technique de dilution en gélose pour                  

la détermination des extraits actifs. Une suspension de 108 cellules/mL provenant d’une 
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culture jeune de bactéries a été ensemencé sur des  boites de Pétri contenant du milieu 

Mueller Hinton agar dont l’ensemencement se fait par écouvillonnage. 

Après séchage des boites à température ambiante pendant 15 min, la gélose est perforée 

à l’aide d’une pipette Pasteur. Les cavités ainsi formées sont remplies par la solution aqueuse 

de l’extrait E1 (environ 10 μL par puits). Les boites sont mises à incuber dans une étuve à 

37°C pendant 24h. L’action inhibitrice se manifeste par la formation d’une auréole autour des 

puits. La lecture des résultats s’effectue par mesure des diamètres des zones d’inhibition.  

- Lecture  
 

La lecture des antibiogrammes a été faite par la mesure des diamètres des halos 

d’inhibitions au tour des disques. Les résultats sont exprimés par le diamètre de la zone 

d’inhibition (Ponce et al., 2003) :  

- Non sensible (-) ou résistante : diamètre ˂ 8 mm.  

- Sensible (+) : diamètre compris entre 9 à 14 mm.  

- Très sensible (++) : diamètre compris entre 15 à 19 mm.  

- Extrêmement sensible (+++) : diamètre ˃ 20 mm.  

 

 


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Cette partie présente les résultats des différentes investigations menées dans  le cadre  

de l’analyse phytochimique et de l’évaluation de certaines propriétés biologiques du 

champignon Pleurotus eryngii. 

1. Etude phytochimique  

1.1. Screening des alcaloïdes 

 Les résultats du screening phytochimique sont classés en fonction des différents critères 

d’observation, entre autres :  

 

- Réaction très positive :                                     ++++ 

- Réaction positive :                                            +++  

- Réaction moyennement positive :                    ++ 

- Réaction douteuse                                             + 

- Test négatif :                                                     0 

 

La présence des alcaloïdes est mise en évidence par l’apparition d’un précipité. 

Les résultats sont consignés dans le tableau 3. 
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Tableau 3. Résultat de recherche des alcaloïdes dans le Pleurotus eryngii. 

  

Qualitativement au vu des résultats ; le criblage phytochimique  nous révèle la présence 

des alcaloïdes dans le P.eryngii. 

  Plusieurs enquêtes ont été  rapportées sur les composés du P. eryngii tels que               

les peptides (Sardar et al., 2017), lipides  (Xue, Li, et al., 2015),  triterpénoïdes (Xue et al., 

2015 ;  Xue, Li, et al., 2015), stérols (Bellettini et al., 2018), fibres diététiques (Xue, Zhai, et 

al., 2015), et surtout les polysaccharides (Ren et al., 2016 ;  Ma et al., 2014 ;  Zhang et al., 

2014 ; Chen et al., 2012), mais aucune étude sur les alcaloïdes n’a été rapportée à ce jour.                     

Espèce Réactifs Réactions et 

précipitation 

Photographié des résultats  Couleur 
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       P
le

u
ro

tu
s 

er
yn

g
ii

 

 

 

 

Réactif 

DragenDorff 

 

         

 

       ++++ 

 

 

 

 

Rouge -orange 

 

 

 

Réactif 

Mayer 

 

 

 

++++ 

 

 

  

 

Blanc-jaune 

       

    

 

 

Réactif 

Wagner 

 

 

 

++++ 

 

 

 

Rouge brique 

foncé 

 

 

Réactif 

  Hager 

 

 

++++ 

 

 

 

 

Jaune 
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En se basant sur ces données et les résultats positifs du criblage, il nous a semblé judicieux de 

cibler les alcaloïdes pour réaliser notre recherche phytochimique  sur le champignon 

Pleurotus eryngii.  Pour ce faire nous avons réalisé deux types d’extractions par des solvants 

polaire et apolaire suivis par une étape de purification afin d’identifier les alcaloïdes contenant 

dans notre champignon. Enfin une série d’activités biologiques a été réalisée sur les extraits 

bruts des alcaloïdes totaux afin de mettre en exergue l’intérêt médical de P eryngii.   

1.2. Extraction  

   Rappelons que la préparation des alcaloïdes totaux à partir du P eryngii a été effectuée 

par une extraction liquide-liquide basée sur la différence de solubilité  des alcaloïdes                        

en milieux acide et alcalin. Deux extraits nommés E1 et E2 ont été obtenus en utilisant                   

le dichlorométhane en présence d’ammoniac pour le premier, et le méthanol pour                             

le deuxième. 

          Le rendement de l’extraction est exprimé en pourcentage de la masse de l’extrait obtenu 

après évaporation du solvant  par rapport à la masse initiale du champignon séché,                          

par l’application de la formule suivante : 

R% = 
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑒 𝑑′𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑖𝑡

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑒 𝑑𝑢 𝑐ℎ𝑎𝑚𝑝𝑖𝑔𝑛𝑜𝑛  
 x 10 

Les résultats obtenus pour les deus  extraits E1 et E2 sont représentés dans le tableau 

suivant : 

Tableau 4.  Rendements d’extraits E1 et E2 

 

Extraits 

de PE 

 

Poids de PE 

initial 

 

Solvants d’extractions 

 

Poids des extraits 

secs 

 

Rendement 

 

E1 

 

130 g 

Dichlorométhane en 

présence d’ammoniac 

 

0.4 g 

 

0.3 ℅ 

 

E2 

 

100g 

Méthanol et l’ether 

diethyle 

 

          1.2g 

 

    1.2 ℅ 

 

La présence d’alcaloïdes après extraction est bien visible pour les deux extraits,                    

qui présentent des rendements intéressants comparativement aux résultats de  Badiaga (2011) 

qui a travaillé sur les feuilles de la plante de  Nauclea Latifolia récoltée dans deux régions 
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différentes du Mali : Knadjiguila et Lassa. Le rendement des alcaloïdes totaux obtenus dans 

ces deux régions respectives avec le même protocole d’extraction pour E1 n’est que de               

0.41 ℅ correspondant à un poids de feuilles sèches initial de 256g et qu’il n’est que de 0.65℅ 

pour un poids sec initial de 208g. En revanche les travaux de Larbi et al (2019) montrent que 

le rendement des alcaloïdes totaux obtenus suivant le même protocole qu’E1 à partir des tiges 

de la plante Anabasis articulata récoltée à Béchar (sud-ouest d’Algérie) est nettement 

supérieur avec une valeur de 3.578 ℅ pour un poids sec initial de 65g. Cependant, on ne peut 

pas se baser sur cette comparaison pour évaluer nos résultats car les différents extraits ne sont 

pas de la même source. 

 

D’après les résultats mentionnés au tableau 4, le bon rendement est observé                         

pour l’extrait E2, cela peut être du à la différence des protocoles d’extractions  des deux 

extraits E1 et E2, sachant que E1 est désigné pour l’extraction des alcaloïdes basiques par 

solvant apolaire (Dichlorométhane) selon  la méthode  Stas−Otto (Larbi et al., 2019),                   

alors que l’extrait E2 est issue d’extraction des alcaloïdes totaux par solvant polaire 

(Méthanol) (Harborne., 1998). 

1.3. Purification 

 Il s’agit d’appliquer les techniques de séparation chromatographiques. Dans notre cas 

nous avons utilisé deux méthodes : la méthode flash automatisée (Chromatographie liquide 

moyenne pression) et la chromatographie préparative sur plaque en verre. Dans les deux cas, 

le principe repose sur une séparation de l’échantillon basé suivant sa polarité.  

1.3.1. Purification de l’extrait E1 

Nous avons réalisé une série de séparation grossière des composés en fonction de leur 

polarité. Au cours de ces séparations, les différentes fractions obtenues sont suivis                        

par la méthode CCM et par rayonnement UV (λ=254 nm et 365nm) puis révélées                        

par l’anisaldéhyde sulfurique et le réactif de DragenDorff.         

 Les purifications réalisées sur cet extrait sont résumées dans la figure suivante : 
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Figure 23.  Schéma de purification de  l’extrait E1 

Nous avons procédé à un fractionnement de 300mg d’extrait E1 en utilisant dans un 

premier temps la flash chromatographie, 386 fractions de 100 ml ont été collectées dont                       

le contrôle par CCM nous a permis de les réunir en14 fractions. Suite à une analyse par CCM 

de ces fractions sous UV à 254 et 365nm et révélées par le réactif de DragenDorff,                              

seules 5 fractions (Fr.1 à Fr.5) ont été choisies en vue de poursuivre leur purifications par     

chromatographie préparative sur plaque (voir figure 23).   

Ce choix est dicté par  l’apparition sur les plaques CCM de spots orangés révélés par                    

le réactif de DragenDorff, indiquant la présence d’alcaloïdes dans ces fractions.                                        

Seuls les composés majoritaires ont été sélectionnés pour être séparés.  

D’après les résultats mentionnés dans la figure 23, trois produits ont été isolés :                   

le premier P1 est issu directement à partir de la première purification (Flash Chr), alors que 

les deux autres produits P2 et P3 proviennent de la deuxième purification  (Chr. Préparative) à 

partir des fractions Fr.1 et Fr.4 respectivement. Il est à noter que nous avons également réalisé 

des purifications par  chromatographie préparative sur les fractions Fr.2, Fr.3, Fr.5, Fr.a et 

Fr.b sans pouvoir isoler un produit bien déterminé car à chaque fois on obtient un mélangé de 

produits de faible quantité et difficile à séparer. 
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  1.3.2. Purification de l’extrait E2 

Les deux méthodes chromatographiques utilisées précédemment ont également servi            

à la purification de l’extrait E2. En partant de 500 mg d’extrait E2. Seuls les 2 produits P3             

et P4 provenant de la fraction Fr.a2 ont pu être isolés (fig 24), Il est utile de souligner que                  

le composé P3 isolé ici est le même que celui qui a été isolé de l’extrait E1. Les fractions Fr2, 

Fr. b et Fr. a1, bien qu’ayant également subies une chromatographie préparative n’ont pas 

permis d’obtenir à des produits purs. 

  

Figure 24.  Schéma de purification de l’extrait E2 

1.4. Identifications     

Les structures des produits isolés ont été élucidées principalement par l’utilisation               

des techniques de résonance magnétique nucléaire (RMN) du proton1H et du carbone 13C                

à une dimension, de spectrométrie de masse et par comparaison avec les données                                

de la littérature. 

1.4.1. Détermination structurale des produits P1 et P2 

Rappelons que P1 (1.6mg) et P2 (3mg), sont issus de l’extrait E1                               

(voir figure 23). Sachant que le composé P3 a été isolé des 2 extrais E1 et E2, son analyse 

structurale sera exposée ultérieurement avec le composé P4.    
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L’examen des  spectres  RMN 1H enregistré dans DMSO-d6 à 500 MHz des                        

2 composés P1 et P2  montre des pics avec des déplacements chimiques dans l’intervalle 

(7,06 - 7,61 ppm)  correspondant à des noyaux aromatiques de nature alcaloïdique.  

Malheureusement, la structure du composé P1 n’a pas pu être identifiée en raison de son 

impureté comme le montrent les spectres RMN 1H et RMN 13C (annexe 4), en plus de sa 

faible quantité (1.6mg) qui fut pou nous un facteur limitant de sa purification. 

Quant au produit P2, sa structure a été identifiée par LC-MS et confirmée par l’analyse 

spectrale  RMN 1H et RMN 13C comme étant la N-acétyltryptamine (fig 25). 

L'authenticité du composé était confirmée par comparaison avec un échantillon 

synthétique (fig 26). 

 

 

Figure 25. La structure du N-acétyltryptamine 

 

L’étude du spectre RMN 1H de la N-acétyltryptamine isolé du champignon P.eryngi            

a montré la présence des signaux suivants (fig27) : 

- Le signal singulet apparaissent au δ=1,53 ppm, d’intégration 3H attribué au 3H                    

de COCH3 aliphatique.  

- Le  triplet d’intégration 2H à δ = 2,99 ppm indique les protons de N-CH2. 

- Le  multiplet d’intégration 2H à δ=3,61 ppm est attribué à l'indolyl-CH2 de l'alcaloïde.  

- Le singulet au δ = 5,3 ppm d’intégration 1H  représente ainsi le proton de l'amide                

(-NH). 

- Les protons aromatiques du noyau indolique sont observés sous forme de s 

- ignaux multiples d’intégration 5H aux déplacements chimiques  δ= 7,06 - 7,61 ppm. 

- Un singulet avec un déplacement de  δ =8,05 ppm d’intégration 1H, correspond                   

à 1H, –NH du noyau indole. 

L’analyse spectrale de notre composé en RMN 13C a révélé la présence de 12 atomes 

de carbones au total (fig 28) :  
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- Les deux signaux assignés aux carbones des groupements CH2 correspondant                       

au N-CH2 aliphatique et l'indolyl -CH2 sont observés aux δ = 23,60 et 25,45 ppm 

respectivement.  

-  un pic caractéristique du carbone de CH3CO est indiqué au δ = 39,95ppm. 

- Les pics des huit carbones aromatiques apparaissent dans l’intervalle                             

111,39 et 122,46 ppm. 

- Le pic dont le déplacement chimique est de δ =171ppm correspond au carbone du 

CH3CO. 

 

 

          

Figure 26 : Spectre RMN 1H d’un échantillon synthétique du N-acétyltryptamine 

(DMSO-d6, 200 MHz) 
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Figure 27 : Spectre RMN 1H du produit P2 (DMSO-d6, 500 MHz) 

 

 

Figure 28 : Spectre RMN 13C du produit P2 (DMSO-d6, 500 MHz)  
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A notre connaissance, une telle étude sur l’extraction des alcaloïdes du champignon 

Pleurotus eryngii  et l’isolement du N-acétyl tryptamine n'a jamais été rapportée auparavant. 

Sachant que la N-acétyltryptamine a été isolée pour la première fois à partir de la plante 

Prosopis nigra récolté en Argentine (Gloria et al., 1975). En plus de la source naturelle                      

de N-acétyltryptamine, ce dernier est un produit qui peut être synthétisé à partir                           

du Tryptophane (Backlund et al., 2017). 

Le N- acétyltryptamine est un analogue structural de l’hormone de sommeil :                      

la mélatonine : 5-méthoxy N acétyltryptamine. Alors que des milliers de publications au cours 

du dernier demi-siècle se sont concentrées sur la mélatonine et le rôle qu'elle joue en tant que 

signal de sortie hormonal du système circadien (Wood & Loudon, 2014),                                          

la N-acétyltryptamine a reçu beaucoup moins d'attention. Ceci est surprenant car il est connu 

depuis des décennies à partir d'études pharmacologiques que la N-acétyltryptamine est un 

agoniste-antagoniste mixte des récepteurs de la mélatonine, bien qu'avec une affinité 

beaucoup plus faible que la mélatonine (Backlund et al., 2017). 

1.4.2. Détermination structurale des produits P3 et P4 

A partir des purifications réalisées sur l’extrait E2 nous avons isolé les deux produits 

P3 et P4 (voir figure 24), tout en sachant que le produit P3 a également été isolé de l’extrait 

E1. Une grande similitude est observée par comparaison des spectres de RMN 1H des produits 

P3 et P4  (Figure 29 et 30). L’étude du spectre RMN 1H du P4 a montré diverses régions 

spectrales qui contiennent les signaux des hydrogènes correspondants :   

- δ= 5,3 - 5,4 ppm désignent les hydrogènes éthyléniques. 

- δ= 5,2 ppm : hydrogènes du motif glycérique en (H-). 

- δ= 4,1 - 4,3 ppm : hydrogènes du motif glycérique du carbonyle de la position (H-)               

et  (H-). 

- δ=  2,7-2,8 ppm : hydrogènes bis-allyliques. 

- δ=  2,3 ppm : hydrogènes en position  du carbonyle. 

- δ= 2,0 ppm : hydrogènes allyliques. 

- δ= 1,6 ppm : hydrogènes en position  du carbonyle. 

- δ= 1,2-1,4 ppm : hydrogènes aliphatiques. 

- δ=  0,8-0,9 ppm : hydrogènes des méthyles. 



Partie expérimentale                                                                                 Résultats et discussion 
 

59 
 

 

Figure 29: Spectre RMN 1H du produit P3 (DMSO-d6, 500 MHz)  

 

 

Figure 30: Spectre RMN 1H du produit P4 (DMSO-d6, 500 MHz) 
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Rappelons que sur le spectre RMN 1H  du P4 (fig 30), on retrouve le massif                      

à 4,1 - 4,3 ppm correspondant aux protons du motif triglycéride. L’aire de ces différents pics 

cités précédemment  et la comparaison à la bibliographie (Vlahov, 1999) (fig 31), nous 

donnent des indications quant à la structure de la molécule qui correspond à un triglycéride 

(triacylglycérol) (fig 30). Sachant que les triglycérides sont des lipides indispensables                    

à l’organisme, permettant le stockage des acides gras, ils constituent une réserve importante 

d’énergie. Les triglycérides peuvent provenir de l’alimentation mais peuvent également être 

synthétisés au sein de l’organisme. 

 

Figure 31: Spectre RMN 1H (DMSO, 300 MHz) d’un triglycéride (Vlahov, 1999). 

 

D’après la figure 31 les marqueurs H-1, H-2 et H-3 indiquent les résonances des 

noyaux de protons de la fraction glycérol, tandis que les résonances protoniques des chaînes 

acyles de triglycérides sont soulignées dans les fragments moléculaires auxquels les protons 

sont attachés. 
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Figure 32: Formule chimique générale des triglycérides, R1, R2 et R3 sont des résidus  

d'acides gras 

Néanmoins nous remarquons l’absence du massif à 4,1 - 4,3 ppm correspondant aux 

protons du motif triglycéride et les signaux situés en position δ= 5,2 ppm désignant                        

les hydrogènes du motif glycérique en positon, et nous observons l’apparition de deux 

signaux en position δ= 5,5 ppm et  δ= 5,9 ppm désignant les protons de la fonction acide 

COOH par comparaison du spectre RMN 1H du P3 (fig 29) avec celui du RMN 1H  du P4 

(figure 30). En se basant sur ces donnés on peut conclure que la nature de P3 et un acide gras,                   

et l’apparition de deux pics des protons de la fonction acide nous indique que c’est                      

un mélange de deux acide gras, dont l’un est majoritaire et l’autre est minoritaire.                              

Ces informations ont été confirmées par le spectre de masse (fig 33) qui montre deux pics,                           

l’un majoritaire à m/z =280 et l’autre minoritaire à m/z =282 correspondant aux formules 

brutes respectives C18H32O2 (acide linoléique) et C18H34O2   (acide oléique) (fig 34).  

Rappelons qu’une grande similitude est observé entre les spectres RMN1H                    

des  P3 (acide gras : acide linoléique) et P4 (triglycéride), cela nous permet de conclure que 

les trois groupes hydroxyle du glycérol sont estérifiés par le même acide gras qui est l’acide 

linoléique. 

 

 

 

 

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_gras
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Figure 33: le spectre de masse de P3 
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Figure 34: A : Structure de l’acide oléique et l’acide linoléique 

La figure 34 représente les structures des acides oléiques et linoléique recontrés dans 

le champignon  P. eryngii.  L’acide oléique est un acide gras monoinsaturé à  une double 

liaison cis en 9ème position (fig 34). La caractéristique principale de l’acide oléique est qu’il 

s’agit de l’acide insaturé le plus stable. Il fait partie de la série Omega 9 qui est très connu par 

ses bienfaits sur la santé ( Ziar et al., 2022). Il est principalement présent dans les huiles 

d’origine végétale telles que l’huile d’olive, l’huile d’avocat, l’huile de carthame, ou l’huile 

de canola. L’huile d’olive contient entre 61 et 83% d’acide oléique; ce pourcentage varie en 

fonction de la variété et du climat (Ag, 2002). 

L’acide linoléique est un acide gras polyinsaturé présentant la particularité d’être               

le seul acide gras essentiel des oméga-6 ( Ziar et al., 2022), à deux liaisons éthyléniques 

situées sur les carbones 9 et 12 (fig 34). L’acide linoléique ne peut pas être synthétisé                              

par l’organisme, on le trouve en grande quantité dans les huiles végétales, sa teneur moyenne 

varie d’une huile à une autre : 40 % dans l’huile de tournesol, 52 % dans l’huile de coton,               

51 % dans l’huile de soja, 58 % dans l’huile de maïs, 41 % dans l’huile de sésame (Cuvelier 

et al., 2004). 
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2. Activités biologiques  

2.1. Evaluation de l’effet anticholinestérasique des d’extraits alcaloïdiques E1 et E2 

et du composé N-acétyltryptamine  

2.1.1. Effet sur l’acétylcholinestérase  

les inhibiteurs de l'AChE font partie des médicaments clés approuvés par l'agence 

Américaine des produits alimentaires et médicamenteux (US-FDA)  pour la prise en charge 

de la maladie d’Alzheimer (MA) (Hampel et al., 2018). Dans ce contexte, les produits 

naturels d'origine alimentaire renouvellent leur intérêt contre la MA (Ahmed et al., 2021). 

Dans notre travail il nous a semblé judicieux d’évalué l’activité inhibitrice des extraits                 

E1et E2, et du composé N-acétyltryptamine (NAT) envers l'AChE, en comparaison avec celle 

de la galantamine utilisée ici comme standard.  

Selon Delogu G.L. et al (2016), tout composé dont le pourcentage d’inhibition à une 

concentration maximale n’atteint pas 50% est considéré comme inactif. 

L’activité inhibitrice des deux extraits E1 et E2 et NAT a d’abord été testée par leur 

pourcentage d’inhibition à sept concentrations différentes allant de 3 à 200 μg/mL (Tableau5).  

Tableau 5. Pourcentage d’Inhibition de l’acétylcholinestérase par les deux extraits E1 et E2  

et le NAT 

   Concentration 

 

en μg/mL    

 

Produits 
3.125 6.25 12.5 25 50 100 200 

  Inhibition %     

E1 NA NA 42,04± 0,43 64,20±1,89 65,00±1,87 83,59±0,73 86,27± 3,73 

E2 NA 23,27± 0,86 28,80± 3,87 58,12± 0,82 63,61±1,13 74,16±2,37 87,04± 1,23 

NAT 6,81± 3,04 28,63± 3,05 30,59± 0,98 53,90± 1,31 67,65±1,86 77,86±1,96 85,03± 1,81 

Galantamine 35,93 ± 2,28 43,77 ± 0.00 68,50 ± 0,31 80,69± 0,41 85,78 ±1,63 91,80 ±0,20 94,77± 0,34 

NA: pas d’absorbance 

Il ressort du tableau 5 que l’activité inhibitrice de E1 et E2 et du NAT devient 

effective à partir à partir de 25 μg/mL où le pourcentage d’inhibition dépasse la barre de 50 % 

et va en augmentant avec la concentration pour atteindre dans les 3 cas une moyenne de 85  % 

à la concentration maximale utilisée dans ce travail qui est de 200 μg/mL. Obtenir un même 

pourcentage d’inhibition dans les 3 cas à cette concentration signifie probablement que 

l’activité inhibitrice de  E1 et E2 revient essentiellement à la présence du composé NAT dans 
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ces 2 extraits. Il faut également souligner que de par ce même pourcentage d’inhibition, 

l’activité inhibitrice de E1 et E2 et du NAT se révèle très proche celle la galantamine qui 

affiche à cette concentration maximale de 200 μg/mL un pourcentage d’inhibition voir                  

fin 95%.          

Sur la base du pourcentage d'inhibition, la concentration qui inhibe 50 % de l'AChE 

(IC50) a été calculée à partir des pourcentages d’inhibition (tableau 6).  

Tableau 6. Valeurs des IC50 de la galantamine des deux extraits E1 et E2 et du NAT  

  

 

E1 

 

 

E2 

 
 

 

IC50(μg/mL) 

 

15.79±1.21 

 

21.43±0.38 

 

23.32±1.04 

 

6.27±1.15 

 

Le tableau ci-dessus montre que les valeurs de IC50 de E1, E2, et NAT, bien que plus 

élevées que l’ IC50 de la galantamine qui dispose d’un fort pouvoir inhibiteur, témoignent de 

l’existence d’un potentiel inhibiteur plus modéré à l’égard de l’AChE.  

 

Il ressort également que E1 est plus actif que  E2 qui est lui-même plus actif que NAT. 

Sachant que les 2 extraits E1et E2 sont issus des protocoles d’extractions spécifiques                    

des alcaloïdes, on peut alors supposer que leur activité inhibitrice envers l’enzyme AChE                 

est probablement dûe à une présence importante de molécules alcaloïdiques dans ces extraits.   

 

Concernant le NAT il est utile de rappeler qu’il a été isolé de l’extrait E1 et présente 

par conséquent un effet inhibiteur relativement plus faible. Ceci nous amène à conclure que 

d’autres molécules de nature alcaloïdiques agissant en synergie avec le NAT seraient 

responsables du pouvoir inhibiteur relativement plus élevé de l’extrait E1.     
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2.1.2. Butyrylcholinestérase 

L’activité inhibitrice des extraits E1 et E2, et le NAT a aussi été testée à l’égard                   

de la Butyrylcholinestérase (BChE). Comme pour l’AChE, le test à l’égard de la BchE                      

a également été réalisé à 7 concentrations  différentes (tableau 7).    

Tableau 7. Inhibition de la butyrylcholinestérase par les deux extraits E1 et E2 et le NAT 

   Concentration  en μg/mL     

 

 

     Produits 

 

3.125 6.25 12.5 25 50 100 200  

IC50 µg/mL 

   Inhibition%     

E1 NA NA NA 36,94± 1,07 57,34± 0,60 70,19± 1,18 73,19± 1,34 47,76±0,64 

E2 NA NA NA NA 17,84± 4,24 23,55± 2,36 47,67± 0,31 ND 

NAT   NA NA NA NA NA NA 31,89±4,40 ND 

Galantamine 3,26±  0,62 6,93±  0,62 24,03± 2,94 45,13± 2,60 63,87± 2,85 73,57± 0,77 78,95± 0,58 34.75±1.99 

NA: pas d’absorbance 

Les résultats montrent que l’extrait E2 et le NAT avec des pourcentages d’inhibition 

respectifs de 47,67± 0,31 et 31,89±4,40%, tous 2 inférieurs à 50% à la concentration le plus 

élevée (200 μg/mL) sont totalement inactifs à l’égard de la BChE.    

En revanche, l’extrait E1 induit une forte activité anticholinestérasique, à l’encontre de 

cette enzyme, qui commence à apparaitre nettement à partir de la concentration de 50 μg/mL        

où le pourcentage de l’inhibition enregistre une valeur supérieure à 50% équivalente                              

à 57,34± 0,60%. Cette valeur s’élève au fur et à mesure que la concentration augmente                       

pour arriver à 73,19± 1,34% à la concentration maximale de 200 μg/mL, valeur qui                        

se rapproche fortement de celle de la galantamine qui affiche à cette même concentration                   

78,95± 0,58% d’inhibition. Ceci témoigne que l’extrait E1 dispose d’un fort et même pouvoir 

inhibiteur que la galantamine, dû à la présence de molécules alcaloïdiques autre que le NAT 

qui lui rappelons-le, est totalement inactif à l’encontre de la BChE. 

2.1.3. Étude in silico 

       2.1.3.1. Etude des modes d’interaction du NAT et de la galantamine avec le site actif 

de l’AChE 

L’étude in silico par docking moléculiare a été réalisée afin de prédire les modes               

de liaison de la N-acétyltryptamine et de la galantamine avec le site actif de l'AChE.                          

A cet effet nous avons utilisé le programme GOLD version 5.2.2.  
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Cette méthode a généré un score de 57.02 pour la galantamine légèrement plus élevé 

que celui de la NAT qui n’atteint que 51.64. Ces résultats sont en parfaite corrélation avec les 

données expérimentales in vitro de l’activité inhibitrice de la galantamine à l’égard de                    

l’AChE que enregistre un IC50 de 6.27±1.15 µg/mL contre un IC50 plus élevé allant jusqu’à 

23.32±1.04 µg/mL pour le NAT (tableau 8). 

 

Tableau 8. Evaluation in vitro et in silico de l’activité inhibitrice du NAT et de la 

galantamine à l’égard de l'AChE 

Composés AChE 

IC50 (µg/mL) 

Gold score 

AChE 

NAT 23.32±1.04 51.64 
 

Galantamine 6.27±1.15 57.02 

 

Cette différence d’activité entre les deux composés peut être expliquée par prédiction 

de leur mode de positionnement dans la cavité catalytique de l’enzyme AChE  (fig 35). En 

effet, la galantamine se distingue par une forte activité anticholinestérasique en étant bien 

enfouie dans le site catalytique ou CAS (bleue) de l’AChE (Mokrani et al., 2019) et ce 

contrairement au NAT qui lui est principalement situé dans le site périphérique ou PAS (en 

rouge) de l’enzyme. 

                     

               

 
Figure 35. Modes de positionnement de NAT et de la galantamine dans la cavité catalytique 

de l’AChE. Le CAS est représenté en mode surface bleu et le PAS en mode surface rouge. 
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La représentation graphique 2D de ces 2 modes de positionnement permet de mieux 

appréhender cette différence d’activité en mettant en exergue le nombre et la nature de 

liaisons ainsi que les résidus d’acides aminés qu’implique chaque molécule dans la cavité 

catalytique de AChE (fig 36). 

 

Galantamine 

 

NAT 

 

Figure 36. Mode d’interaction de NAT et la galantamine dans la cavité catalytique                       

de l’AChE. Les liaisons hydrogène sont représentées en mauve, les interactions π- cation                    

en rouge, les interactions π-π en vert.  

 

Suivant la nature des résidus d’acides aminés impliqués dans l’activité inhibitrice du 

NAT et de la galantamine, nous avons pu déterminer l’appartenance des différentes 

interactions engendrées par ces 2 composés, à l’un ou l’autre des 2 sites PAS ou CAS de                

l’enzyme, que nous avons regroupées dans le tableau suivant :              
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Tableau 9. Récapitulatif des interactions impliquées dans le site actif de l’AChE par la 

galantamine et le NAT. 

 

 

Cavité 

catalytique 

 

Type d’interactions 

Nombre d’interactions Résidus 

d’AA 

galantamine 

 

NAT 

 

- 

 

 

 

CAS 

 

π- π 

1 0 Phe338 

 

π-cation 

2 0 Trp86 

Phe338 

 

hydrogène 

1 0 Gly121 

Total 1 4 0 - 

 

 

PAS 

π- π 0 2 Tyr124  

Trp286 

π-cation 0 0  

hydrogène 0 1 Asp74 

Total 2 0 3 - 

CAS + PAS T1+T2 4 3 - 

 

D’emblée, il ressort que la galantamine établit dans le CAS quatre interactions dont 

deux de type π-cation avec les résidus Trp86 et Phe338 via son groupement aminium, une de 

type π- π avec le résidu Phe338 et une autre de type hydrogène avec le résidu Gly121.                      

A ce titre, il est important de rappeler que le résidu Trp86 appartient à la poche anionique du 

site actif qui contribue à la fixation de l’acétylcholine (Ordentlich, et al., 2004 ; Kwasnieski,  

2010) et que les deux résidus Phe338 et Gly121 sont respectivement responsables de la 

sélectivité et de la réactivité de l’AChE (Vagedes, et al., 2000; Colletier, et al., 2006). 

En revanche le NAT ne forme aucune interaction avec le site catalytique (CAS),                

mais engage trois interactions au niveau du PAS dont deux de type π- π avec les résidus 

Tyr124 et Trp286, et l’autre de type hydrogène avec le résidu Asp74. 

 

           2.1.3.2. Prédiction des propriétés ADMET 

Suite aux résultats des tests in vitro du tableau 8, montrant les potentialités inhibitrices 

prometteuses du NAT, il nous a semblé judicieux d’approfondir cette étude par une analyse in 

silico prédictive de ses propriétés physico-chimiques et pharmacocinétiques ainsi que sa 

toxicité potentielle. En effet un bon candidat médicament doit être, non seulement actif, mais 
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aussi capable d’atteindre sa cible dans l’organisme avec la concentration nécessaire pour 

assurer la fonction biologique escomptée sans effets toxiques.  

 

a/ Propriétés physicochimiques 

en utilisant le serveur SwisseADME sur  (http://www.swissadme) (Daina et al., 2017), 

nous avons pu prédire les paramètres physicochimiques du NAT en comparaison avec ceux 

de la galantamine.  

Les propriétés physico-chimiques du NAT et de la galantamine ont été évaluées 

conformément aux règles de Lipinski et de Veber (tableau 10). 

 

Tableau 10. Prédiction des propriétés physico-chimiques du NAT et de la galantamine 

 

 

Composés 

 

Formules 

Propriétés physico-chimiques 

 
PM 

(g/mol) 

 

nLF 

 

nON 

 

nOHNH 

 

LogP 

Règle 
de 

Lipinski 

Règle de 
Veber 

Solubilité 
dans 

l’eau 

Accessibilité 
à la 

synthèse 

NAT C12H14N2O 202.25  4 1 2 1.72 conforme  conforme moyenne 1.51 

Galantamine C17H21NO3 287.35 1 4 1 1.91 conforme  conforme   moyenne 4.57 

 

Comme le montre ce tableau, le NAT comme la galantamine est parfaitement 

conforme à la règle de Lipinski (Lipinski et al., 1997). Cette règle a pour but de nous 

renseigner sur la biodisponibilité d’un composé par voie orale à partir de sa structure 

bidimensionnelle (2D), s’il respecte au moins 3 des 5 critères suivants :  

- Le poids moléculaire (PM) doit être inférieur ou égal à 500 Da. 

- Le logarithme décimal du coefficient de partage eau / n-octanol, noté logP, doit être 

compris entre -2 et 5. 

- Le nombre de donneurs de liaisons hydrogène (nOHNO) doit être inférieur ou égal  à 5. 

- Le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogène (nON) doit être inférieur ou égal à 10. 

 

Il ressort également de ce tableau que le composé NAT répond favorablement à la règle 

de Veber (Veber et al., 2002) qui complète celle de Lipinski par les deux critères suivants : 

      - L’aire de surface polaire (TPSA) doit être inférieure ou égal à 140 Ǻ2 (NAT : 44.89 Ǻ2 

et galantamine : 41.93 Ǻ2). 

- Le nombre de liaisons flexibles (nLF) doit être inférieur ou égal à 15. 

http://www.swissadme/
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En revanche, le NAT comme la galantamine répond  par une moyenne solubilité dans 

l’eau. La solubilité dans l’eau est l’un des paramètres importants dont doit disposer un 

candidat-médicament pour atteindre sa cible avec la concentration souhaitée (Savjani et al 

2012). Concernant leur synthèse celle-ci semble être plus facile à mettre en œuvre comme en 

témoignent leurs faibles valeurs qui sont dans les deux cas inférieures à 5 sur l’échelle 

d’accessibilité à la synthèse qui indique que la difficulté de synthèse va crescendo de la valeur 

1 à 10 (Daina et al 2017). 

 

b/ Propriétés pharmacocinétiques 

Le serveur ADMETlab 2.0 a été utilisé pour prédire les propriétés pharmacocinétiques 

du NAT et de la galantamine, notamment en ce qui concerne l’absorption intestinale (AGI), la 

perméabilité hémato-encéphalique (PHE) et l’inhibition du cytochrome P450 (tableau 11).               

Il s’agit d’une étude complémentaire de l’analyse précédente permettant de vérifier si le NAT 

peut être effectivement être considéré comme un inhibiteur potentiel de l’AChE.   

 

Tableau 11. Prédiction des propriétés pharmacocinétiques 

 

 

Composés 

Propriétés pharmacocinétiques 

AGI PHE I- CYP1A2 I -CYP2C19 I-CYP2C9 I-CYP2D6 I-CYP3A4 

NAT élevée élevée positive négative négative négative négative 

Galantamine élevée élevée négative négative négative positive négative 

AGI : Absorption Gastro-Intestinale; CYP : Cytochrome P450; PHE : Perméabilité Hémato-Encéphalique ;                    

I : inhibiteur 

 

Il ressort du tableau que la perméabilité gastro-intestinale du NAT est autant élevée 

que celle de la galantamine témoignant d’un passage facile à travers la paroi intestinale pour 

arriver à la circulation générale. Sachant que l’absorption gastro-intestinale est l’un des 

paramètres qu’il est important de prédire car un bon candidat-médicament doit être capable de 

surmonter l'environnement gastrique acide et la sécrétion continue de mucus qui protège                

le tractus gastro-intestinal pour atteindre sa cible (Daina et al., 2016). 

 

La barrière hémato-encéphalique (PHE) est une barrière physique et métabolique 

isolant et protégeant le cerveau du reste de l’organisme. Elle intervient quotidiennement dans 

la régulation de l’homéostasie cérébrale. À cause de cette barrière, de nombreux médicaments 
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potentiels pour le traitement des maladies du système nerveux central, telle que la MA, ne 

peuvent pas atteindre leur lieu d’action avec des concentrations suffisantes (Wohlfart et al., 

2012). D’où l’intérêt de vérifier ce paramètre qui  dans le cas du NAT montre, comme la 

galantamine une capacité élevée à franchir cette barrière.  

 

Concernant les enzymes CYP (Cytochrome P450)  celles-ci sont considérées comme 

l’une des familles d’enzymes les plus importantes car jouant un rôle important dans                           

la biotransformation d’un grand nombre de médicaments. Elles existent sous plusieurs 

isoformes, dont les principaux qui sont impliqués dans le métabolisme de la plupart des 

médicaments sont : CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 et CYP3A4.                                            

Il à noter que les interactions médicamenteuses résultent de l’induction ou l’inhibition par des 

médicaments d’une ou de plusieurs enzymes du cytochrome P450. Cela entraine une 

diminution du métabolisme des autres molécules métabolisées par les isoformes inhibés, d’en 

augmenter leurs concentrations plasmatiques, de prolonger leurs effets thérapeutiques et de 

déclencher éventuellement des effets indésirables voir même toxiques (Raunio et al., 2015). 

   

C’est pour cela que l’évaluation du potentiel d’un médicament candidat à inhiber   ou               

à inactiver les enzymes du cytochrome P450 (CYP) demeure une partie importante dans                   

le processus de découverte et de développement de médicament pharmaceutique (Nettlon & 

Einolf., 2011). Le tableau 11 montre que le NAT n’exerce aucune activité inhibitrice des CYP 

sauf dans le cas du CYP 1A2. Il en est de même pour la galantamine qui inhibe uniquement                   

le CYP 2D6. À priori, cette inhibition ne semble pas avoir de conséquences fâcheuses sur                      

le métabolisme des médicaments du fait que le CYP3A4 soit épargné car c’est par 

l’intermédiaire de ce dernier que sont notamment métabolisés au niveau du foie la plupart              

des médicaments chez l'homme. Son inhibition aurait pour conséquences un ralentissement                    

de l’élimination du médicament avec une élévation de sa concentration plasmatique et un 

risque accru de survenue d’effets indésirables. 

                            

c/ Toxicité potentielle 

Dans cette étude prédictive, divers aspects de la toxicité potentielle du NAT et de la 

galantamine ont été traités en utilisant le serveur ADMETlab 2.0 (tableau 12). 
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Tableau 12. Prédiction de la toxicité potentielle 

 

 

Composés 

Toxicité potentielle 

Inhibition de 
hERG 

  hépatotoxicié 
humaine 

 sensibilisation  
     cutanée 

 

 Cancérogénicité Corrosion                                                                                                                                                                              
de l’œil  

 

 irritation      
de l’œil  

 

Toxicité 
respiratoire   

 

NAT négative risque 

faible 

risque 

faible 

négative négative négative négative 

    

Galantamine 

risque 

faible 
risque 

moyen 
risque 

moyen 
négative négative négative positive 

 

Les résultats des tests du tableau ci-dessus révèlent que le NAT est un composé non 

toxique qui peut être aisément utilisé en tant qu’inhibiteur potentiel de l’AChE. Concernant la 

galantamine qui est la molécule de référence actuellement utilisée en tant qu’inhibiteur de 

l’AChE pour traiter la maladie d’Alzheimer, nous constatons que parmi les 7 tests étudiés, 

celle-ci présente, contrairement au NAT, des risques moyens à élevés de toxicité hépatique, 

cutanée et respiratoire.  

 

Les résultats promoteurs de l’étude in silico des propriétés ADMET du NAT 

témoignent de ses fortes potentialités pharmacologiques qu’il est nécessaire d’optimiser en 

améliorant son affinité envers l’AChE et donc de son activité anticholinestérasique par des 

modifications structurales de son squelette de base.   

 

  2.1.3.3.  Modifications structurales du NAT 

Cette étape a pour objectif d’améliorer le pouvoir inhibiteur du NAT à l’égard de 

l’AChE lequel est évalué selon le tableau 8 (page 6)  par une IC50 = 23.32±1.04 µg/mL qui est 

nettement plus élevé que celle de la galantamine dont la  IC50 = 6.27±1.15 µg/mL. 

Pour des raisons pratiques, cette étape sera strictement théorique pendant la quelle  

nous envisagerons de faire une évaluation prédictive de l’affinité des produits pouvant 

provenir des modifications structurales du NAT. A ce titre, différents groupements 

fonctionnels tels que  OH (alcool), SH (thiol), COOH (acide), NH2 et -CH3-NH2 (amine) qui 

sont susceptibles d’engager notamment des liaisons hydrogènes avec le site actif de l’enzyme 

ont été introduits sur différentes positions de la chaine latérale du NAT (fig.37).  
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Figure 37. Représentation des positions des radicaux (R1, R2, R3 et R4) sur la 

structure du NAT 

Pour chaque position (R1, R2, R3 et R4), nous avons à chaque fois ajouté l’un des 

groupements fonctionnels précités, ce qui nous a permis d’obtenir 19 composés différents 

dont l’affinité a été évaluée par docking moléculaire avec Gold (tableau 13).  

    

Tableau 13. Les scores des composés substitués, NAT et la galantamine envers AChE 

 

Composés Substitutions Structures Gold 

score 

AChE 

 

 

Galantamine 

 

 

--- 

 

 

 

 

 

57.02 

 

 

NAT 

 

          

        --- 

 

 

 

 

51.64 

 

1 

 

R4 : -OH 

 

 

 

66.60 
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2 

 

R4 :-CH2-

NH2 

 

 

64.16 

 

3 

 

R4 : -SH 

 

 

 

63.71 

 

4 

 

R1 : -COOH 

               

 

 

58.23 

         

          5 

 

R1 : -OH 

 

 

 

54.54 

 

6 

 

R1 : -SH 

 

 

 

57.42 

 

7 

 

R1 : -NH2 

 

 

 

58.02 

 

8 

 

R2 : -COOH 

 

 

 

58.99 
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9 

 

R2 : -OH 

 

 

 

58.73 

 

10 

 

R2 : -SH 

 

 

 

59.01 

 

11 

 

R2 : -NH2 

 

 

 

 

55.11 

 

12 

 

R3 : -COOH 

 

 

 

55.76 

 

13 

 

R3 : -OH 

 

 

56.42 

 

 

14 

 

R3 : -SH 

 

 

56.01 

 

15 

 

R3 : -NH2 

 

 

 

56.10 
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16 

 

R4 : -COOH 

 

 

 

59.10 

 

17 

 

R4 : -NH2 

 

 

 

58.88 

 

18 

 

R1 : -NH2  

R4 : -NH2 

 

 

 

58.21 

 

 

19 

 

R1 : - OH 

R2 : -OH 

 

 

 

58.72 

            

Ce tableau montre que les affinités des 3 composés 1,2 et 3 sont nettement supérieures 

à celle du NAT et même à celle de la galantamine. 

Si le changement de structure du NAT a permis d’améliorer son affinité pour l’AChE ; 

celle-ci ne peut en aucun cas servir à elle seul de critère essentiel de qualification des                 

3 composés précités en candidats médicaments. Afin de mieux d’appréhender les mécanismes 

d’interaction qui régissent l’activité des trois composés 1, 2 et 3 nous avons jugé utile 

d’entreprendre une analyse visuelle comparative de leur positionnement dans la cavité  

catalytique de l’AChE avec la pose cristallographique de la galantamine.  

Comme le montre la figure 38, les 3 composés 1, 2 et 3 occupent les deux sites PAS et 

CAS responsables de l’activité de l’AChE et ce contrairement à la galantamine qui est enfouie 

uniquement dans le CAS. 
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Figure 38. Mode de positionnement des composés 1, 2, 3 et de la galantamine dans la cavité 

catalytique de l’AChE. Le CAS est représenté en mode surface bleu et le PAS en mode 

surface rouge. 
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Ce mode de positionnement privilégié qu’adoptent les 3 composés 1, 2 et 3                       

par rapport à la galantamine, leur confère une plus forte activité à l’égard de l’AChE                  

qui s’exprime par la mise en place de différentes interactions dans la cavité catalytique de 

l’enzyme (fig 39). 

 

           Composé 1 

 

 

Composé 2 

 

 

Composé 3 

 

Figure 39. Mode d’interaction des composés 1, 2 et 3 dans la cavité catalytique de l’AChE.                   

Les liaisons hydrogène sont représentées en mauve, les interactions π-π en vert. 
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Le nombre, la nature et l’appartenance au site PAS ou CAS de l’enzyme de 

différentes interactions engendrées par chacun des 3 composés substitués, sont représentées 

dans le tableau 14 suivant :        

Tableau 14. Récapitulatif des interactions impliquées dans le site actif de l’AChE par les 

composés 1, 2, 3 et la galantamine 

 

Cavité  

catalytique 

 

Type   

d’interactions 

Nombre d’interactions 

galantamine 

 
 Composé 1 

 

Composé 2 

 

Composé 3 

 

 

 

 

 

 

CAS 

     π- π 1 4 

 

1 1 

Résidus d’AA 

 
Phe338 Trp86 -Tyr337- 

(poche anionique) 

Phe338 (poche 

acyle) 

Trp286 Trp286 

π-cation 2 

 

0 0 0 

Résidus d’AA 

 
Trp86 

Phe338 

- - - 

  Hydrogène 

 

1 0 2 1 

Résidus d’AA 

 
Gly121 - Glu 202 

Tyr337 

Tyr337 

Total 1 

 

4 4 3 2 

 

 

 

 

 

PAS 

π- π 0 0 

 

1 1 

Résidus d’AA 

 
- - Tyr124 Tyr341 

π-cation 0 0 

 

0 0 

Hydrogène 

 

0 1 1 1 

Résidus d’AA 

 
- Asp74 Asp74 Asp74 

Total 2 0 1 2 2 

  

 CAS + PAS 
 

T1+T2 

 

4 

 

5 

 

5 

 

4 

       AA : aide aminé 

 

En considérant séparément les deux sites de la cavité catalytique de l’enzyme,                      

on constate que la galantamine engage différentes liaisons le site CAS mais aucune avec le 

site PAS et ce contrairement aux trois composés 1, 2 et 3 qui établissent de nombreuses et 

diverses  interactions au niveau de ces  deux sites. Ceci revient sans nul doute au rôle essentiel 
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que joue la position R4 du NAT dont la substitution a conduit à des dérivés avec une 

meilleure affinité à l’égard  de l’AChE en mettant en jeux de nombreuses interactions de 

nature différentes notamment de type hydrogène et π- π dans les 2 sites PAS et CAS de la  

cavité catalytique  de l’enzyme.    

 En effet le composé 1 se distingue numériquement de la galantamine en en gageant             

5 interactions dont l’une de type hydrogène est située dans le PAS et les 4 autres de type  π- π 

sont localisées dans le CAS. La galantamine, par contre ne forme que 4 interactions toutes 

situées dans le CAS parmi les quelles l’une est de type hydrogène, une autre de type π- π                

et les 2 autres de type π-cation. 

En se référant au nombre et à la nature des interactions  qu’implique chacun des                 

2 composés, on constate qu’en dehors de la liaison H  qu’on retrouve chez les deux,                        

le  composé 1 forme 4 liaisons de type π- π contre une seul liaison π- π et 2 liaisons π-cation 

dans le cas de la galantamine. A ce titre, il est utile de rappeler que du point de vue 

énergétique, la liaison H est relativement la plus forte, suivie de la liaison  π- π puis de la 

liaison π-cation. Ceci explique en partie la meilleure stabilité du complexe que forme                      

l’enzyme  avec le composé 1  qui s’exprime par un meilleur score d’affinité que lorsqu’ elle 

se complexe avec la galantamine. 

Un autre argument qui plaide en faveur du  composé 1 est son interaction  avec 3 des 

plus importants résidus d acides aminés du site CAS. Il s’agit en l’occurrence des résidus 

Trp86 et Tyr337 qui forment le sous-site anionique et le résidu Phe338  qui appartient à la 

poche acyle. Il faut souligner que les 2 résidus Trp86 et Tyr337 sont responsables de la 

fixation de la choline dans le site CAS en contribuant jusqu’à concurrence de 50 ℅de 

l’énergie d’interaction entre l’enzyme et le substrat (Harel et al., 1996). Une autre étude 

par mutagenèse a montré l’importance du rôle que joue le résidu  Trp86 dont le remplacement 

par l’alanine a engendré une diminution considérable d l activité enzymatique par un facteur  

de 1000 (Ordentlich et al., 2004 ; Kwasnieski., 2010). 

Dans le cas de la galantamine, on constate que celle-ci fait abstraction du Tyr337 du 

sous-site anionique mais fait appel aux 2 résidus  Trp86 et Phe 338 avec les quels elle                 

implique une interaction π-cation  avec  chacun d’eux et une seul interaction π- π avec le 

dernier. 

En dehors de la liaison H  que forme la galantamine et le composé 1  avec l’enzyme, 

les 3 autres interactions de la galantamine sont du point de vue énergétique plus faible  que les 

interactions  que met en jeu le composé 1 dans le même site CAS. 
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  Concernant les 2 composés 2 et 3, ceux- ci mettent en jeu dans la cavité  catalytique 

de l’enzyme respectivement 5 et 4  interactions de même nature  que  celles du  composé 1. 

Dans le CAS, ces 2 composés impliquent chacun une liaison π- π avec le résidu  Trp286  est 

une liaison H avec le résidu Tyr337 de la poche anionique. Cependant le composé 2 se 

distingue par une  liaison H supplémentaire avec le résidu Glu202 engendrant probablement 

un score d’affinité légèrement supérieur à celle du composé 3. Dans le site PAS les 2 

composés forment chacun une liaison H avec le résidu ASP74 et une liaison π- π 

respectivement avec les résidus Tyr124 et Tyr341. 

Il faut souligner que  le composé 1 se distingue par un score d’affinité nettement 

supérieur  (66.60) à celui des composés 2 et 3 (respectivement 64.16 et 63.71), probablement 

en raison de son interaction  avec les 2 résidus  Trp86 et Phe 338 des 2 sous-sites anionique et 

acyle du site CAS mais  qu’on ne retrouve nullement chez  les composés 2 et 3 qui font appel 

à leur place à d’autres résidus d’acides aminés tels que Trp286 et  Glu202 qui sont situés à 

l’extérieur de ces deux poches.                                          

Si le changement de structure du NAT a permis d’obtenir à 3 composés  avec une 

meilleure affinité pour l’AChE, celle-ci ne peut en aucun cas servir à elle seul de critère 

essentiel de qualification des ces 3 composés en candidat-médicaments. A ce tire il nous a 

semble judicieux de mener une analyse complémentaire également prédictive en vue de 

déterminer cette fois-ci les propriétés ADMET de ces 3 composés. En premier lieu nous 

avons testé  les propriétés physicochimiques représentées par les règles de Lipinski et Veber 

ainsi que la solubilité dans l’eau et l’accessibilité à la synthèse (tableau 15).   

  

Tableau 15. Prédiction des propriétés physico-chimiques des  composés 1, 2 et 3 par 

le serveur SwissADME 

 

Composés 

Propriétés physico-chimiques 

 
PM 

(g/mol) 

 

nLF 

 

nON 

 

 nOHNH 

 

 LogP 

Règle 
de 

Lipinski 

Règle de 
Veber 

Solubilité 
dans 

l’eau 

Accessibilité 
à la 

synthèse 

Galantamine 287.35 1 4 1 1.92 conforme  conforme   moyenne 4.57 

1 218.25  5 2 3   0.95 conforme  conforme soluble 1.60 

2 231.29 6 2 3  1.15 conforme  conforme    moyenne 1.77 

3 234.32 5 1 2   1.73 conforme  conforme    moyenne 1.69 

 

Ce tableau montre que les propriétés physico-chimiques des 3 composés 1, 2 et 3 sont 

conformes aux règles de Lipinski et Veber témoignant aussi de leur biodisponibilité en cas 
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d’administration par voie orale. Concernant le critère de solubilité, le composé 1 semble plus 

apte à se solubiliser dans l’eau que les composés 2 et 3, qui sont, à l’instar du NAT et de la 

galantamine, moyennement solubles. Enfin avec de très faibles valeurs sur l’échelle de 

référence qui indique que la difficulté de synthèse va en augmentant de 1 à 10, la synthèse 

expérimentale des 3 composés 1,2 et 3 semble aisément accessible.  

Suites aux résultats positifs des propriétés physico-chimiques des 3 composés 1,2 et 3, 

nous avons jugé utile d’approfondir cette étude préliminaire des propriétés ADMET par une 

autre analyse complémentaire se rapportant cette fois ci à leurs propriétés pharmacocinétiques 

(tableau 16). 

 

Tableau 16. Prédiction des propriétés pharmacocinétiques des composés 1, 2 et 3 par le 

serveur ADMETlab 2.0 

 

 

Composés 

Propriétés pharmacocinétiques 

AGI PHE I- CYP1A2 I -CYP2C19 I-CYP2C9 I-CYP2D6 I-CYP3A4 

Galantamine élevée élevée négative négative négative positive négative 

1 élevée élevée positive négative négative négative négative 

2 élevée élevée négative négative négative positive négative 

3 élevée élevée positive positive négative négative négative 

AGI : Absorption Gastro-Intestinale; CYP : Cytochrome P450; PHE : Perméabilité Hémato-Encéphalique ;                    

I : inhibiteur 

 

Il ressort de ce  tableau que les 3 composés présentent une capacité élevée à franchir les 

barrières gastro-intestinale (AGI) et hémato-encéphalique (PHE) leur permettant un passage 

facile vers la circulation sanguine et le système nerveux central. Ceci constitue un atout majeur 

jouant en faveur de ces 3 composés en tant qu’inhibiteurs potentiels de l’AChE. Concernant 

l’inhibition du cytochrome P450, les résultats montrent qu’à l’instar de la galantamine qui                  

n’inhibe qu’un seul CYP, les composés 1 et 2 aussi,  n’inhibent respectivement que les CYP 1A2 

et 2D6 et ce contrairement au composé 3 qui lui inhibe à la fois les 2 isomères CYP 1A2                       

et CYP 2C19. Cependant il faut souligner que le CYP 3A4 dont la concentration est la plus 

importante car impliqué dans la métabolisation d’un grand nombre de xénobiotiques, se trouve 

épargné, ce qui  encore une fois plaide en faveur de ces 3 composés en qualité d’inhibiteurs 

potentiels de l’AChE.  



Partie expérimentale                                                                                 Résultats et discussion 
 

84 
 

Enfin une ultime analyse des propriétés ADMET des 3 composés 1,2 et 3 a été réalisée en 

vue de prédire leur éventuelle toxicité par différents tests et de déterminer lequel d’entre eux sera 

prédisposé à être un candidat médicament (tableau 17).  

 

Tableau 17. Prédiction de la toxicité potentielle des composés 1, 2 et 3 par le                  

serveur ADMETlab 2.0 

 

 

Composés 

Toxicité potentielle 

Inhibition de 
hERG 

  hépatotoxicié 
humaine 

 sensibilisation  
     cutanée 

 

 Cancérogénicité Corrosion                                                                                                                                                                              
de l’œil  

 

 irritation      
de l’œil  

 

    Toxicité 
  respiratoire   

 

Galantamine risque 

faible 
risque 

moyen 
risque 

moyen 
négative négative négative positive 

1 négative négative risque 

faible 

négative négative risque 

faible 
négative 

2 négative négative risque 

faible 

négative négative négative négative 

3 négative négative risque 

élevé  

négative négative négative risque 

élevé 

 

Les résultats des différents tests de ce tableau montrent que les composés 1 et 2 ne 

présentent aucun risque, si non des risques faibles de toxicité, et ce contrairement à la 

molécule de référence, la galantamine, qui elle révèle des risques moyens à positifs de toxicité 

dans les cas hépatique, cutané, et respiratoire. Il y va autrement pour le composé 3 qui se 

révèle être aussi toxique que la galantamine, de part sa toxicité élevée dans les 2 cas hépatique 

et respiratoire.  

En conclusion, les composés 1 et 2 ont présenté des profils ADMET favorables, pour 

une application biologique, en tant que candidat médicament. En revanche les résultats                      

de la toxicité potentielle du composé 3 ont montré que ce dernier présente des risques élevés 

envers la sensibilisation  cutanée et la toxicité respiratoire.  

2.2. Evaluation de l’activation du facteur Nrf2  

L’extrait  brut alcaloïdique  E1 et le NAT ont été testés  pour l’activation du facteur 

nucléaire érythroïde 2 lié au facteur 2 (Nrf2), le régulateur clé de la réponse antioxydante 

cellulaire. Pour ce faire nous avons utilisé le test in vitro ARE-Nrf2 luciférase.                  

Rappelons qu’ARE-Nrf2 Luciférase est une méthode in vitro utilisée pour analyser 

l’activation de la voie protectrice ARE-Nrf2 par détection luminescente. La luminescence 
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engendrée par la luciférase est donc ici dépendante de l’expression de Nrf2. Par conséquent, 

un inducteur de Nrf2 entrainera une augmentation de la lumière produite par l’oxydation. 

              L’extrait  E1 a présenté une bonne  activité sur Nrf2, Les résultats obtenus sur cet 

extrait présentent une activation dose-dépendante de Nrf2 jusqu’à 100 μg/mL sans effet 

toxique (fig 40), par contre le NAT n'a pas montré d'activité pertinente indiquant ainsi que 

l'activation de Nrf2 observée avec E1 n'est pas due à la présence de NAT mais probablement  

à un composé non identifié ou à une combinaison des composés dans cet extrait. 

 

 

Figure 40. Activation de Nrf2 par l’extrait E1 

 

 Comme le montre la figure 40, l’extrait E1 a été testé sur une gamme                               

de concentration   de 0 à 100 μg/mL sur une lignée de cellules HepG2 transfectées avec le 

gène de la luciférase. L'activation de Nrf2 a été mesurée en suivant la chimioluminescence 

dépendante de la luciférase en unités lumineuses relatives (RLU). L’activité de l’extrait E1 est 

très intéressante, la luminescence exprimée en RLU augmente proportionnellement avec la 

concentration jusqu’à la  concentration maximale 100 μg/mL, dont RLU atteint 45000. 

 

 Nos résultats sont en accord avec la littérature montrant que P. eryngii présente une 

bonne activité antioxydante (Zhang et al., 2014). Li, S. et  Shah, N. P. (2017) ont prouvé aussi  

que P. eryngii  est un stimulateur de l'activité des enzymes antioxydantes (SOD : superoxyde 

dismutase, GPx : glutathion peroxydase et CAT : chloramphénicol acétyltransférase) qui sont 

conformes à nos données sur l'activation Nrf2. Nrf2 qui est un régulateur principal  de la 

réponse antioxydante, modulant l'expression de centaines de gènes, y compris non seulement 
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les enzymes antioxydantes, mais un grand nombre de gènes qui contrôlent des processus 

apparemment disparates tels que les réponses immunitaires et inflammatoires, le remodelage 

tissulaire et la fibrose, la carcinogenèse et les métastases, et même les dysfonctionnements 

cognitifs et les comportements addictifs (Hybertson et al., 2011).                                                                                                                                                

Il a été démontré que  l'inactivation totale du gène Nrf2 chez les souris (Nrf2 KO)                 

a conduit à une augmentation significative d'un large éventail de toxicité et maladies associées 

au stress oxydatif (Akiyama et al., 2019).  De plus en plus des preuves indiquent un déclin lié 

à l'âge de la capacité à répondre au stress oxydatif avec activation de la signalisation NrF2              

et l'expression de ses gènes antioxydants cibles (Zhang, et al., 2015) et pourrait exacerber               

la fragilité en fonction de l'âge (Huang et al., 2019).  

Très récemment, l'activation de Nrf2 par des extraits alimentaires a été proposée 

comme approche thérapeutique potentielle contre l'infection au COVID-19 par régulation à la 

baisse des gènes codant pour les protéines de pointe, nécessaire pour l'entrée du SRAS-CoV-2 

dans les cellules hôtes (McCord et al., 2020). 

2.3 Analyses d’expression différentiels des gènes (DEGs) 

En raison des bons résultats de l’extrait alcaloïdique E1 sur l'activation du facteur 

nucléaire érythroïde 2 lié au facteur 2 (Nrf2), nous nous sommes intéressés à son effet 

transcriptionnel sur les cellules humaines. Pour ce faire nous avons testé l’effet de l’extrait E1 

du notre champignon (P.eryngii) sur les niveaux d’expression génique, en utilisant  les 

cellules HepG2 (cellules humaine du carcinome hépatocellulaire) par La méthode RNA-seq. 

Rappelons que le RNA-Seq est une méthode centrale pour l’étude du fonctionnement 

biologique et elle est la plus utilisée à ce jour. En plus d’identifier les espèces d’ARN 

produites par les cellules, elle permet de détecter l’édition des ARN (Ramaswami et al. 2013) 

mais surtout d’estimer leur abondance en distinguant les différents transcrits d’un même gène. 

Le RNA-Seq est donc l’outil le plus adapté pour l’étude de l’épissage alternatif et la 

quantification des ARNm résultants (Uhel et al., 2019). 

Les cellules  (HepG2) ont été traitées avec E1 à 60 μg/mL, et ont été ensuite soumies à 

l’extraction d'ARN et l’analyse d'ARN-seq. DEGs (differentially expressed genes) a été 

analysé entre les cellules témoins (cellules non traitées) et celles exposées au E1.  

Sur 14278 transcrits exprimés dans les échantillons, 4857 étaient exprimés de manière 

significativement différentielle  entre les cellules témoins et les cellules traitées à partir                

https://fr.wikipedia.org/wiki/G%C3%A8ne
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desquelles 2375 transcrits étaient régulés positivement (expression génique élevée)                         

et 2482 transcrits étaient régulés négativement (expression génique faible) après traitement 

avec l’extrait E1. Le diagramme en volcan (fig 41) montre un effet distinct clair sur 

l'expression des gènes entre les cellules témoins et les cellules traitées. 

 

               Expression génique faible                 Expression génique élevée 

 

Figure 41. Diagramme en volcan des gènes différentiellement exprimés (DEGs) entre les échantillons présentant 

l’Effet de l'extrait  E1 sur les cellules HepG2. L'axe X représente le changement de pli des DEGs dans différents 

groupes expérimentaux ; L'axe Y -log10 représente les DEGs de plus en plus significatifs  à mesure que la valeur 

augmente. Les points représentent les gènes ; les points noirs indiquent des gènes exprimés de manière non 

différentielle ; les points rouges représentent des gènes exprimés différentiellement régulés positivement ; les 

points bleus représentent des gènes exprimés différentiellement régulés négativement. (p<0,05, changement de 

pli : élevé>1,5 ou  faible <1,5). 

 

Afin de comparer l'effet sur le transcriptome de l'extrait actif E1 sur Nrf2 avec un 

extrait inactif, nous avons choisi un extrait méthanolique (extrait MeOH), sachant que cet 

extrait a été obtenu par 20 g du champignon  P. eryngii, qui  ont été mélangés avec 200 mL du 

méthanol, et le mélange a été agité à 40°C pendant 24 h. Après filtration, la solution est 

évaporée à 40 ◦C, puis séchée une nuit sous vide. Ce dernier a été testé pour l’activation du 

Nrf2 et il a été inactif, pour cela nous l’avons choisi pour cette comparaison. 
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L'analyse génique confirme les résultats observés sur l'activité de Nrf2 avec une 

expression plus élevée de Nrf2 avec E1 (transcriptional activation by Nrf2 Homo sapiens 

WP3) (fig 42. A) alors que Nrf2 n'est pas régulé positivement avec l’extrait méthanolique  

(extrait inactif) (fig 42. B). 

 

             Expression génique élevée                                   Expression génique faible 

 

 

Figure 42.  (A) Gènes régulés (élevée et faible) par l'extrait E1 ; (B) gènes régulés (élevée et faible)  

par l'extrait  méthanolique. L'axe des x indique le -log10 (P-valeur) pour chaque terme. Les termes 

significatifs sont mis en évidence en gras. 
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D’après les résultats mentionnés dans la figure 42, globalement, le nombre de gènes 

régulés par l’extrait inactif (méthanolique) est inférieur à ceux affectés par E1.                

L’expression des gènes modifiée positivement (expression génique élevée) sous l’effet de 

l’extrait E1 est supérieure à celle de l’extrait méthanolique. Par contre les deux extraits ont 

diminué l’expression des mêmes gènes impliqués dans le cycle cellulaire (expression génique 

faible),  citons à titre d’exemples,  les gènes responsable de la  réplication de l'ADN (DNA 

Replication Mus musculus WP150; DNA Replication Homo sapiens WP466) et l’apparition du 

cancer (Retinoblastoma (RP) in caner Homo sapiens WP2446; Integrated Pancreatic Cancer 

Pathway Homo sapiens WP2377),   cet effet de régulation des deux extraits pourrait être l'un 

des mécanismes moléculaires soutenant à la consommation du P. eryngii qui réduit le risque 

d’un  cancer (Ba et al., 2021). Ces résultats donnent à notre champignon  des valeurs 

nutritionnels et thérapeutiques de plus, et confirment  les données de la littérature               

(Bellettini et al., 2018, Valverde et al., 2015, Sharma et al., 2021). 

Les principaux gènes modulés par E1 et leurs fonctions ont été regroupés en cinq 

groupes (tableau 18). 

Tableau 18. Sélection de gènes modulés après traitement des cellules 

HepG2 avec l'extrait E1 

        Gènes      Protéines 

Groupe 1 : Défense contre le stress 

Nrf2 or NFE2L2 Le facteur de transcription Nrf2 

             Keap-1 protéine Keap1 

  HMOX-1 l'hème-oxygénase-1                           

             NUPR1 protéine nucléaire 1  

             ATF6 Activation du facteur de transcription 6 

             XBP1 Protéine  de liaison X-box 1 

     Groupe 2 : Métabolisme du cholestérol 

SREBF Protéine de liaison à l'élément régulateur du stérol 

SCAP Protéine d'activation du clivage SREBP 

 CYP7A1 Cholestérol 7 alpha-hydroxylase 

  PPARG Protéine gamma du récepteur activé par les 

proliférateurs de peroxysomes 
NPC2 Protéine Niemann Pick C1 
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LDLR Protéines réceptrices de LDL 

CEPT Protéine de transfert des esters de cholestérol 

             APOE Apolipoprotéine E  

            Taurine Taurine  

Groupe 3 : Santé de la peau 

Collagènase IV Collagènase IV 

Collagene(s) complex Collagène complex 

ATP7B ATPase de type P 

Groupe 4 : Inflammation 

 InFB1 Interféron bêta 

NFkB Facteur de transcription NfkB 

                                  Groupe 5 : Cancer  

BRCA1 protéine du cancer du sein 1 

HMGA1 Protéine de groupe A1 à haute mobilité                               

 

             Le premier groupe est lié aux régulateurs de transcription qui convertissent les 

signaux de stress en un programme d'expression génique qui renforce les cellules avec une 

résistance au stress induit par un changement dans leur microenvironnement. Ile ressort du 

tableau 17 que l’extrait E1 a augmenté l’expression des gènes Nrf2 (Nuclear factor 

(erythroid-derived 2)-like 2), ainsi que l’expression de la sous-unité Keap-1( Kelch-like ECH-

associated protein 1). Rappelons que lors d’une exposition à un stress oxydatif ou d’une 

activation des éléments de réponse antioxydants (ARE), Nrf2 est libéré de Keap1 lui 

permettant de se déplacer jusqu’au noyau où il peut se lier aux ARE entrainant ainsi 

l’expression des enzymes antioxydantes qui protègent la cellule contre des effets oxydatifs. 

Nrf2 peut réduire les dommages oxydatifs et maintenir l'homéostasie redox cellulaire. Comme 

il est mentionné précédemment, ces résultats sont en accord avec l'activité induite par le Nrf2 

observée avec cet extrait (E1) 

La surexpression de HMOX1, le gène codant pour l'hème-oxygénase-1                          

(heme oxygenase (decycling)1) est en accord avec la régulation positive de Nrf2 sachant que 

cette enzyme antioxydante est considérée comme une caractéristique de l'activation de Nrf2. 

L'hème oxygénase 1 est l'une des trois isoformes de l'hème oxygénase  qui est une enzyme 

cytoprotectrice induite en réponse au stress cellulaire. Elle catalyse la dégradation de l'hème 

https://fr.wikipedia.org/wiki/H%C3%A8me_oxyg%C3%A9nase
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en biliverdine, du monoxyde de carbone (CO) et ion Fe2+, et augmente le pool labile de fer 

pour améliorer la ferroptose qui est une nouvelle forme de mort cellulaire applicable au 

traitement médical des cancers (Chang et al., 2018). 

La protéine nucléaire 1 (Nuclear protein 1) (NUPR1) est un régulateur de transcription 

répondant ainsi à divers types de stress cellulaire, y compris le stress du réticulum 

endoplasmique (RE) et le stress oxydatif. Elle  convertit les signaux de stress en un 

programme d'expression génique qui renforce les cellules avec une résistance au stress induit 

par une modification de leur microenvironnement. Elle  participe ainsi à la régulation de 

nombreux processus, à savoir le cycle cellulaire, l'apoptose, l'autophagie et les réponses de 

réparation de l'ADN. Des preuves suggèrent l'implication de NUPR1 dans la ferroptose par 

diverses voies de régulation (Huang et al., 2021). Nous observons ci-dessus (tableau 17) que 

E1 est également   un inducteur de la ferroptose suggérant un réseau entre ces voies de 

signalisation. 

L'activation du facteur de transcription 6 (Activating transcription factor 6) (ATF6)                

est l'un des médiateurs de signalisation du stress du réticulum endoplasmique (RE). Une étude               

a suggéré que l'activation de l'ATF6 pourrait être une stratégie thérapeutique potentielle pour 

la maladie d'Alzheimer (Du et al., 2020). Il pourrait être intéressant au futur de déchiffrer si le 

NAT présent dans l'extrait pourrait être impliqué dans la surexpression d'AFT6. ATF6 est l'un 

des trois principaux capteurs de la membrane de RE qui sont connus pour initier l'activation 

de la protéine  de liaison X-box 1 (X-box binding protein 1) (He et al., 2010)  codé par XBP1, 

qui est l'un des processus de signalisation adaptative les plus conservés en réponse au stress 

du réticulum endoplasmique, appelé réponse protéique dépliante. Ce rôle  évite l'accumulation 

de protéines dépliées ou mal repliées et maintient l'homéostasie intracellulaire et la survie  

(Xu et al., 2021). 

Le deuxième groupe concerne la régulation d’expression positive des gènes                      

du métabolisme tels que ceux impliqués dans la bêta-oxydation des acides gras,                               

la signalisation de l'insuline et le métabolisme du cholestérol. Les données sont en accord 

avec des études révélant l'effet alimentaire hypolipidémiant de P. eryngi (Wei et al., 2018, 

Chen et al., 2012, Alam et al., 2011). 

Parmi les gènes activés dans ce groupe : SREBF, un gène codant pour la  protéine              

de liaison à l'élément régulateur du stérol (Sterol regulatory element-binding Transcription 
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factor 1) (SREBP) qui sont des facteurs de transcription jouant un rôle majeur dans                         

la régulation du métabolisme lipidique puisqu’ils contrôlent l’expression des gènes du 

métabolisme des acides gras, des triglycérides et du cholestérol. L'expression du récepteur des 

LDL-cholestérol est contrôlée de façon prédominante par le facteur de transcription (SREBP), 

sachant que les concentrations de LDL-cholestérol sont considérées comme un facteur de 

risque majeur du développement des maladies cardiovasculaires. Le récepteur des LDL 

maintient l'homéostasie du cholestérol au niveau de l'organisme en jouant un rôle-clé dans la 

régulation du catabolisme des LDL. 

La libération de SREBP liée à la membrane nécessite la protéine d'activation                      

du clivage SREBP (Sterol regulatory element-binding protein Cleavage-activating protein), 

codé par le gène SCAP, qui est  nécessaire pour le métabolisme  du cholestérol ainsi que pour 

l'homéostasie des lipides. Ce dernier a été activé aussi par E1 ainsi que le gène CYP7A1                

qui code pour le cholestérol 7 alpha-hydroxylase (Cholesterol catabolism), en tant qu'enzyme 

P450 appartenant à la classe des oxydoréductases, que convertit le cholestérol en                           

7-alpha-hydroxycholestérol, la première étape limitante de la synthèse des acides biliaires.  

On peut également mentionner la régulation positive du gène PPARG, codant pour               

la protéine gamma du récepteur activé par les proliférateurs de peroxysomes (Peroxisome 

Proliferator-activated Receptor  (PPAR), un récepteur nucléaire qui se lie aux 

proliférateurs   de peroxysomes tels que les médicaments hypolipidémiants et les acides gras. 

Une fois activé par un ligand, le récepteur nucléaire se lie aux éléments de réponse PPAR 

spécifiques   de l'ADN  (Peroxisome proliferator response élément) (PPRE) et module                      

la transcription de ses gènes cibles, tels que l'acyl-CoA oxydase. Par conséquent, il contrôle                                 

la voie de bêta-oxydation peroxysomale des acides gras et est un régulateur clé de                    

la différenciation des adipocytes et de l'homéostasie du glucose.  

D’autres gènes impliqués dans le métabolisme du cholestérol ont subit une  

surexpression sous l’effet de l’extrait E1, tous ces résultats vont dans le sens de l'utilisation de 

ce champignon comme aliment hypocholestérolémiant. Cela comprend le gène NPC2 codant 

pour la protéine Niemann  Pick C1 (Niemann Pick C1 protein), et le gène LDLR codant pour 

les protéines réceptrices de LDL (receptor proteins). La protéine de transfert des esters de 

cholestérol, abrégée en CETP (Cholesteryl ester transfer protein) est une protéine facilitant 

les échanges de cholestérols estérifiés entre les différentes lipoprotéines; son gène est 

le CETP. L’apolipoprotéine E  qui est une proteine essentielle au catabolisme (la destruction 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cholest%C3%A9rol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Lipoprot%C3%A9ine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Catabolisme
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métabolique normale) des constituants des lipoprotéines riches en triglycérides qui est codée 

par le gène  APOE. Comme mentionné au tableau 17,  le gène taurine qui code pour la taurine 

ou acide 2-aminoéthanesulfonique  a été aussi régulé positivement par E. La taurine est un 

acide aminé  indispensable à l’absorption des matières grasses par l’intestin et à la maturation 

du système nerveux. On la trouve en grande quantité dans le cerveau, la rétine et les muscles.               

Le lait maternel en contient et les laits destinés aux bébés sont enrichis en taurine, 

indispensable à leur développement. 

Le troisième groupe de gènes qui ont subit une surexpression génique sous l’effet                 

du E1 concerne les gènes impliqués  dans la santé de la peau tels que l'activation                      

du Collagènase IV, codant pour l’enzyme collagènase IV, sachant que  les collagénases sont 

des enzymes capables de rompre les liaisons peptidiques du collagène. Elles facilitent la 

destruction des structures extracellulaires lors de la pathogenèse bactérienne. La production 

de collagénases peut être induite lors d'une réponse immunitaire. L’activation du collagène a 

été observée aussi par notre extrait (tableau 17), qui est une protéine fibreuse dite structurale. 

Avec l'élastine, l’acide hyaluronique et les glycoprotéines, elle est responsable de la cohésion 

des tissus et des organes, dont la peau. Il confère à cette dernière hydratation, résistance et 

souplesse. Cependant, au fil des années, la synthèse de collagène diminue et la peau devient 

plus fine et ridée. Cela soutient la nouvelle tendance à considérer divers composés 

pharmacologiques de champignons comme des produits nutraceutiques et utiles pour une 

peau saine (Hsu & Cheng, 2018). Il est à noter d'associer à la santé de la peau d'autres gènes 

tels que ATP7B, qui code pour une ATPase de type P, responsable d’un transport actif du 

cuivre, ce dernier  un est micronutriment essentiel à la synthèse du collagène et au 

métabolisme du fer. 

Le quatrième groupe concerne les gènes responsables des réponses en cas                         

d’une inflammation.  Le gène InFB1  (interféron bêta 1) code pour la protéine interféron bêta 

(Interferon B protein) qui est une cytokine médiatrice d'activités antivirales libérée dans le 

cadre de la réponse immunitaire innée aux agents pathogènes. En plus du gène InFB1, nous 

avons observé l’activation du facteur de transcription  NfkB codé par le gène NFkB. Ce facteur 

est un régulateur essentiel des gènes impliqués dans la réponse à l’infection, à l’inflammation 

et au stress. 

Le cinquième et dernier groupe traite des gènes qui pourraient être protecteurs contre 

le cancer. Parmi ces gènes, nous avons observé de manière intéressante l'activation de la 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Liaisons_peptidiques
https://fr.wikipedia.org/wiki/Collag%C3%A8ne
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protéine du cancer du sein 1 (Breast-CAncer susceptibility gene 1) codé par le gène  BRCA1 

(tableau17). Ce dernier  est un gène suppresseur de tumeur humaine (également connu sous le 

nom de gène gardien) est impliqué dans les fonctions cellulaires de base nécessaires                    

à la réplication cellulaire et est responsable de la réparation de l'ADN endommagé ou à 

détruire les cellules si l'ADN ne peut pas être réparé. Cependant, une expression réduite de 

BRCA1, due à des mutations ou à une inactivation épigénétique, entraîne une altération de la 

différenciation des glandes mammaires et un risque accru de développement de cancers du 

sein et de l'ovaire (Romagnolo et al., 2015). 

 

De plus, l’extrait E1 a inhibé la protéine de groupe A1 à haute mobilité                              

(High Mobility Group A1)  codé par le gène HMGA1, une protéine de chromatine non histone 

impliquée dans de nombreux processus cellulaires, notamment la régulation de la 

transcription génique inductible, la réplication de l'ADN, l'organisation de l'hétérochromatine, 

l'intégration des rétrovirus dans les chromosomes et la progression métastatique des cellules 

cancéreuses (Pujals et al., 2021). Elle est exprimé dans diverses tumeurs, comme par exemple 

le cancer du sein (Zanin et al., 2019). Une régulation opposée d’extrait  E1 sur ce facteur peut 

indiquer un effet favorable de P. eryngii comme agent protecteur contre le cancer du sein. 

 

L'évaluation de l'enrichissement de la voie génique par E1 avec BioJupies basée sur 

les données de Wikipathways avec Enrichr a également soutenu le rôle de la voie du facteur 

de transcription Nrf2 dans les données d'expression génique différentielle après traitement 

avec E1 (fig 43). On peut supposer que l’extrait E1 pourrait avoir un intérêt pour la santé 

cérébrale puisque Nrf2 est une cible bien connue pour le développement du traitement des 

maladies neurodégénératives. De plus, E1 a induit l'expression différentielle des gènes de la 

voie de la ferroptose. Au cours des dernières années, la ferroptose est devenue un domaine de 

recherche intéressant dans les domaines de la thérapie du cancer et de la gestion des maladies 

neurodégénératives (Morris et al., 2018). Le facteur de transcription Nrf2 est considéré 

comme un important facteur de régulation de la ferroptose (Song & Long., 2020).                          

La ferroptose pourrait participer à un effet apoptotique indirect sur les cellules défiées par les 

ROS pour empêcher l'initiation. Récemment, il a été rapporté que Nrf2 pourrait être une cible 

thérapeutique potentielle dans les maladies de dysfonctionnement moteur liées à l'âge grâce à 

son rôle dans la régulation de l'homéostasie cérébrale du fer (Han et al., 2021). 
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Figure 43. Voies génétiques régulées positivement par E1, évaluées avec une analyse 

d'enrichissement des voies générée à l'aide d'Enrichr. L'axe des x indique le -log10 (P-value).  

2.4 Activité antibactérienne 

 Nous avons étudié le pouvoir antibactérien de l’extrait E1 par la méthode de diffusion 

des disques sur un milieu gélose (Muller Hinton) (Biondi et al., 1993). L’activité 

antibactérienne est estimée en termes de diamètre de la zone d’inhibition autour des disques 

(mm), contenant l’extrait à tester vis-à-vis de quatre germes pathogènes : Klebsiella 

pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli et Staphylococcus aureus (fig 44).   
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         (a)                                                                            (b)       

                       

                              (c)                                                                      (d) 

                    

    Figure 44. Photographies montrant l’action de l’extrait 1 sur les souches bactériennes :                 

(a) E.coli, (b) S.aureus, (c) K. pneumonia, (d) P. aeruginosa. 

  

Le diamètre de la zone d’inhibition observée autour des puits de la solution mère,                

et leurs dilutions (nous avons réalisé une série de dilution au demi afin d’obtenir une gamme 

de dilution allant de 60 mg/mL à 1.875 mg/mL) après 24 h d’incubation à 37C,                         

sont reportés dans le tableau 18  suivant : 
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Tableau 19. Valeurs des diamètres des zones d’inhibition engendrées par l’extrait E1                  

vis-à-vis des quatre bactéries 

 

 

Souches 

 

Témoin 

négatif 
(DMSO) 

 

Témoin 

positif 
gentamycine 

(SM) 

  (mg/mL) 

     60 

Dilutions (mg/mL) 

(1/2)    

30 

(1/4) 

   15 

(1/8) 

 7.5 

 (1/16) 

   3.75 

 

  (1/32) 

  1.875 

Escherichia coli (G-) - 30 mm 25mm 

(+++) 

20mm 

 (+++) 

 20mm 

  (+++) 

12mm 

(+) 

8mm 

(-) 

7mm 

(-) 

Staphylococcus aureus (G+) - 25 mm 15mm 

  (++) 

15mm 

  (++) 

  7mm 

    (-) 

 

  NA 

 

NA 

 

NA 

  Klebsiella pneumoniae (G-) - 17 mm NA NA NA NA NA NA 

 Pseudomonas aeruginosa (G-) - 16 mm NA NA NA NA NA NA 

mm : millimètre, NA : non active ; SM : solution mère  

 

Rappelons que la lecture des antibiogrammes a été faite par la mesure des diamètres des 

halos d’inhibitions autour des disques (Ponce et al., 2003).  

- Non sensible (-) ou résistante : diamètre ˂ 8 mm.  

- Sensible (+) : diamètre compris entre 9 à 14 mm.  

- Très sensible (++) : diamètre compris entre 15 à 19 mm.  

- Extrêmement sensible (+++) : diamètre ˃ 20 mm.  

 

Il ressort du tableau 14 que l’extrait E1 est actif  sur les deux bactéries Escherichia 

coli (G-)  et Staphylococcus aureus (G+). Cette sensibilité est plus marquée avec Escherichia 

coli  qui donne des zones d’inhibitions très importantes (25 et 20mm) pour les concentrations 

60, 30, et 15mg/mL, et une inhibition modéré (12mm) à la concentration 7.5 mg/mL.                  

L’extrait E1 a inhibé la croissance de la souche bactérienne Staphylococcus aureus avec                

de diamètre de zone d'inhibition de 15 millimètres pour les deux concentrations                             

60, 30mg/mL. Par contre aucune activité n’a été observée avec les souches Klebsiella 

pneumoniae  (G-) et Pseudomonas aeruginosa (G-). 

 

Jusqu’à nos jours, très peu de recherches concernant les activités antibactériennes                

du champignon Pleurotus eryngii  ont été étudiés. Citons à tire d’exemple, l'eryngeolysine qui 

est une hémolysine produite par PE, ayant effets antibactériens à l’égard du genre Bacillus 

(Ngai & Ng, 2006).  
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Des extraits protéiques de quelques espèces du genre Pleurotus dont  Pleurotus eryngii 

ont été testés pour leur activité inhibitrice de croissance in vitro contre Staphylococcus aureus 

ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 et Escherichia coli ATCC10536. 

Toutes les espèces de Pleurotus analysées ont inhibé les microorganismes testés à des degrés 

divers (Schillaci et al., 2013). 
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Aujourd'hui, les aliments fonctionnels suscitent un grand intérêt car, en plus  

de fournir les avantages nutritionnels de base, ils ont un impact positif sur la santé 

humaine. Depuis l'Antiquité, la nutrition et les valeurs de prévention  des maladies du 

champignon Pleurotus eryngii ont été mis en évidence, mais ils demeurent encore 

relativement peu étudié et ne connait pas d’application en médecine traditionnelle 

dans notre pays.  

De par ces valeurs nutritionnelles et thérapeutiques nous avons choisi                         

de travailler sur ce champignon comestible sauvage du nord-est d’Algérie,                             

avec l’objectif de réaliser une étude phytochimique spécifique aux alcaloïdes suivie 

d’une étude de leurs activités biologiques.  

Concernant l’étude phytochimique, à partir des résultats positifs du screening 

phytochimique spécifique des alcaloïdes de P eryngii, nous avons utilisé deux 

méthodes d'extractions liquide-liquide des alcaloïdes, basées sur la différence                   

de solubilité de ces derniers en milieux acide et alcalin en  et ce par l’utilisation                     

de solvants organiques  apolaires (E1) et polaires (E2). En faisant appel à des 

techniques d’identification de pointe telles que la spectrométrie de masse                           

et la résonance magnétique nucléaire du proton et du carbone, nous avons pu 

identifier la structure de quatre molécules purifiés à partir des deux extraits E1 et E2, 

dont deux sont des acides gras : l’acide linoléique et l’acide oléique, un triglycéride et 

une de nature alcaloïdique correspondant au N-acétyltryptamine.  

D’un point de vue phytochimique, cette identification structurale correspond            

à une première citation de ces 4 molécules à l’état naturel à l’égard du champignon            

P eryngii. Il s’agit donc d’une contribution tout à fait originale pour l’espèce et pour 

la littérature. 

Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes aussi penchés sur l’évaluation             

de certaines propriétés biologiques des extraits alcaloïdiques E1 et E2 et de l’alcaloïde                     

N-acétyltryptamine (NAT) issus de ce champignon. Dans ce contexte une étude sur 

l’inhibition des deux enzymes l'acétylcholinestérase (AChE) et la 

butyrylcholinestérase (BChE) fut menée à partir des deux extraits E1 et E2 et la NAT 

en faisant appel à la méthode d’Ellman sur microplaques. Les résultats montrent que 

nos extraits (E1, E2) et NAT étaient actifs contre l'AChE avec des IC50 : 15.79±1.21, 

21.43±0.38 et 23.32±1.04 μg/mL respectivement, mais moins actifs que la 

galantamine (molécule de référence) dont l’IC50 : 6.27±1.15 μg/mL.                               

Aucune activitée n’a été observé pour l’extrait E2 et NAT contre l’enzyme BChE, 
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alors que E1 a présenté une bonne activité inhibitrice contre la BChE avec une 

IC50=47,76±0,64 µg/mL qui malheuresement reste  plus élevé que celle de la 

galantamine dont l’IC50=34.75±1.99 µg/mL. Dans le but d’étudier le mode de liaison 

possible de la N-acétyltryptamine et de la galantamine dans le site actif de l'AChE, 

nous avons réalisé une étude in silico par docking moléculiare en utilisant                          

le programme GOLD version 5.2.2. Les données expérimentales (in vitro) de 

l’activité  inhibitrice de la NAT et de la galantamine  à l’égard de l'AChE ont montré 

un accord satisfaisant avec les résultats du docking  moléculaire. L’analyse in silico 

des propriétés ADMET de NAT en comparaison avec celles de la galantamine                   

a conduit à des résultats positifs en faveur de son utilisation en tant qu’inhibiteur 

potentiel de l’AChE sans risque majeur de biodisponibilité par voie orale ou de 

toxicité. Afin d’améliorer le pouvoir inhibiteur du NAT à l’égard de l’AChE, nous 

avons réalisé  in silico des modifications structurales du NAT, et parmi les structures 

réalisé, trois composés 1, 2 et 3 ont présenté  des affinités nettement supérieures à 

celle du NAT et même à celle de la galantamine (scores générés par le programme 

Gold : 66.60, 64.16, 63.71,  51.64 et 57.02  respectivement). Les composés 1 et 2 ont 

présenté des profils ADMET favorables, pour une application biologique, en tant que 

candidat médicament. En revanche les résultats de la toxicité potentiels du composé 3 

ont montré que ce dernier a présenté des risques élevés envers la sensibilisation  

cutanée et la toxicité respiratoire. 

                                                                    

Dans cette étude, nous rapportons que l’extrait alcaloïdique E1                                     

de ce champignon est un puissant activateur du facteur de transcription Nrf2. 

Connaissant le rôle crucial joué par Nrf2 et du fait que son activité décline avec l'âge, 

l'activation de Nrf2 apparaît comme une stratégie thérapeutique importante pour lutter 

contre les troubles neurologiques où le stress oxydatif est omniprésent. 

Fait important, nous avons examiné les niveaux d'expression génique                         

de l'extrait E1 induisant une régulation positive du Nrf2 par la méthode ARNm-seq. 

L'analyse génique de notre extrait confirme les résultats observés sur l'activité de Nrf2 

avec une expression plus élevée de ce facteur. Plusieurs gènes, leur expression a été 

modifiée positivement sous l’effet de l’extrait E1, notamment les gènes de défense 

contre le stress oxydatif, les gènes impliqués dans le métabolisme du cholestérol,                      

les gènes responsables de la réplication de l'ADN et l’apparition du cancer. 
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De plus, E1 a induit l'expression différentielle des gènes de la voie de la 

ferroptose, qui faut-il le souligner est devenue un domaine de recherche intéressant en 

tant que nouvelle alternative pour le traitement du cancer et de gestion des maladies 

neurodégénératives, où le facteur de transcription Nrf2 joue un rôle prépondérant dans 

la  régulation de la ferroptose.  

Enfin le test d’activité antibactérienne de l’extrait E1 sur quatre souches : 

Klebsiella pneumoniae (G
-
), Pseudomonas aeruginosa (G

-
), Escherichia coli (G

-
)                                   

et Staphylococcus aureus (G
+
), a montré que cet extrait est actif  uniquement sur              

les deux bactéries Escherichia coli (G
-
)  et Staphylococcus aureus (G

+
).  

Nos résultats apportent un soutien encourageant à la consommation du 

champignon Pleurotus eryngii en raison de ses propriétés bénéfiques, il peut être 

revendiqué comme aliment fonctionnel. 

 Les résultats de ce travail ouvrent un large champ d’étude dans le cadre de la 

valorisation du champignon Pleurotus eryngii, dont les activités biologiques n’ont fait 

l’objet d’aucune étude préalable. 

Dans le prolongement de ce travail : 

-    Il conviendrait d’identifier un plus grand nombre d’alcaloïdes et d’autres 

métabolites secondaires afin d’atteindre de nouvelles structures, notre étude ici n’étant 

qu’initiale. 

 -   L’extrait E1 présentant une bonne activité sur Nrf2, suggère ainsi que des 

efforts supplémentaires de purification de molécules sont à fournir afin d’identifier 

des composés avec une forte induction d’activation. 

 - Nos résultats ouvrent des perspectives sur l'utilisation de la                                

N-acétyltryptamine comme composé clé pour le développement de candidats 

médicaments ciblant l’AChE, en améliorant son pouvoir inhibiteur avec moins 

d’effets indésirables. L’étude des modifications structurales du NAT, n’étant 

qu’initiale, une étude expérimentale complémentaire in vitro et/ou in vivo devra 

permettre de vérifier les résultats théoriques obtenus in silico. 

 

           -     Réaliser des études in vivo complémentaires aux études in vitro réalisées.  
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A B S T R A C T   

Pleurotus eryngii (P. eryngii) is largely represented among consumed mushrooms. We conducted an investigation 
dealing with its antioxidant potential, the presence of essential trace elements and its contribution to the 
management of brain-related disorders. A bio-guided extraction revealed that one extract was highly effective on 
activation of the nuclear factor Nrf2, the regulator of the cellular resistance to oxidants. Its analysis revealed the 
presence of N-acetyltryptamine (NAT), a precursor of the neurotransmitters, melatonin and serotonin. Both 
extract and NAT, were found as competitive inhibitors of acetylcholinesterase. The essential trace elements 
analyses showed the presence of high amounts of zinc. RNA-seq technology confirmed upregulates expression of 
Nrf2 on HepG2 cells and revealed key genes involved in anticholesterolemic, antioxidant effects, cancer and 
brain disorders. Our study achieved a comprehensive strengthening of the nutritional health-benefit properties of 
P. eryngii largely used in folk medicines and open perspectives for investigation in food and medicine.   

1. Introduction 

In nutrition, mushrooms have been widely consumed worldwide, not 
only because of their distinctive flavors and textures, but also for their 
medicinal properties. One of the most consumed, is the genus pleurotus 
which comprises a diverse groups of cultivated mushroom species with 
high nutritional values. Among Pleurotus species, Pleurotus eryngii 
(P. eryngii) also known as king trumpet or king oyster mushroom is 
native to southern Europe, North Africa and Middle East. It is widely 
cultivated worldwide and is considered as one of the most commercially 
important species in the pleurotus genus due to its excellent taste, flavor 
and longer shelf life. One of the characteristic of wild P. eryngii is its 
growing near the roots of thistle plant (genus Eryngium, Family Apia
ceae), hence its name Pleurotus eryngii. Since ancient times, the nutri
tional and diseases prevention values of P. eryngii were highlighted 

(Valverde, Hernandez-Perez, & Paredes-Lopez, 2015). In the past 
decade, several studies indicated that P. eryngii may have several bio
logical functions (Sharma, Sharma, & Tripathi, 2021). The multiple 
biological functions highlighted above were mostly explained by the 
presence of polysaccharides, peptides, sterols, vitamins and lipids 
(Stajic, Vukojevic, & Duletic-Lausevic, 2009). 

Being interested by the nutritional and therapeutic values of wild 
P. eryngii, we underwent a global study aiming to bring scientific facts 
supporting the consumption of this mushroom as a functional food. The 
main interest of our study was focused on the antioxidant activity po
tential of this mushroom. Moreover, we were interested by the analyses 
of essential trace elements that may contribute to vital bodily functions. 
Finally, our interest focused on the effect of P. eryngii on neurotrans
mission and particularly the cholinergic enzyme, acetylcholinesterase 
(AChE). Given that P. eryngii is not reputed for its high countenance in 
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polyphenols, our HYPOTHESIS was that the potential antioxidant pro
tection of P. eryngii might be mediated by other compounds to activate 
the nuclear transcription factor erythroid 2–related factor 2 (Nrf2). Nrf2 
is known as the regulator of cellular resistance to oxidants as it regulates 
the expression of many antioxidant enzymes and a wide variety of 
cytoprotective phase II detoxification enzymes (Zhang et al., 2020). A 
decline in the induction of Nrf2-regulated antioxidant genes function is 
admitted as a critical component of the aging process (Zhang et al., 
2020). This leads to the unfortunate situation where aging-related 
stressors occur during a time of diminished responses. In the present 
work, we conducted the effect of different extracts of P. eryngii on the 
Nrf2-activation. The active extract was investigated for its phytochem
ical and trace elements compositions. The active extract and the purified 
compound isolated from it were investigated as inhibitors of acetyl
cholinesterase with the aim to shed light on the potential of P. eryngii to 
manage neurological disorders such as dementia, Alzheimer’s and Par
kinson’s diseases. Finally, we conducted deep investigation on the effect 
of the active extract on human gene expression using RNA-seq tech
nology to identify activated genes and their link to the added-value of 
this mushroom for the human health. 

2. Materials and methods 

2.1. Material 

Wild Pleurotus eryngii was harvested in Hammam-Grouz area near 
province of Mila (North-East Algeria, 36◦ 14′ 59′′ north, 6◦ 17′ 10′′ east). 
A voucher specimen was deposited at the University of Constantine 
herbarium under the reference BATS/PE/09.2016. Solvents, sulfuric 
acid, ammoniac used for the extraction were purchased from Sigma- 
Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France) and were used as received. 
Thin-layer chromatography (TLC) used Merck silica gel F-254 plates 
(thickness 0.25 mm). Flash chromatography column was conducted on 
Merck silica gel 60, 200–400 mesh. NMR analyses were performed at the 
University of Geneva on a Bruker Avance III HD 600 MHz NMR spec
trometer equipped with a QCI 5 mm Cryoprobe. Chemical shifts are 
reported in ppm relative to CDCl3 [1H: δ (CDCl3) = 7.27 ppm; 13C: δ 
(CDCl3) = 77.0 ppm]. Cell culture: media and antibiotics were pur
chased from Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). The stably 
transfected HepG2-ARE Nrf2 reporter gene cell line was kindly provided 
by Steven Simmons (Simmons, Fan, Yeoman, Wakefield, & Ramabha
dran, 2011). Copper, zinc and selenium were determined using a 
quadrupole ICP-MS Perkin Elmer NexION 2000 (Waltham, MA, USA). 
AChE (Type-VI-S, EC3.1.1.7, 425.84 U/mg) was purchased from Sigma 
(St. Louis, MO). 5,5′-dithiobis(2-nitrobenzoic) acid (DTNB), acetylth
iocholine iodide and galantamine were obtained from Sigma-Aldrich 
GmbH (Sternheim, Germany). 

2.2. Extraction procedures 

The mushroom material was washed with water, dried at room 
temperature then grounded to a fine powder. In total, six extracts, 
namely PEE (1–6) were prepared:  

– PEE1 (AcOEt extract): 20 g of P. eryngii were mixed with 200 mL of 
ethyl acetate and the mixture was stirred at 40 ◦C for 24 h. After 
filtration, the solution was evaporated at 40 ◦C under reduced 
pressure, then dried overnight under vacuum.  

– PEE2 (EtOH extract): It was prepared in the same conditions as PEE1 
where ethanol (96%) was used as the solvent.  

– PEE3 (MeOH Extract): It was prepared in the same conditions as 
PEE1 where methanol was used as the solvent.  

– PEE4 (Supercritical CO2 extraction): This was realized by Innovation 
Fluides Supercritiques (Alixan, France) through provision of ser
vices. The study was conducted starting from 162.4 g of mushroom 
powder at 60 ◦C under 200 bar pressures for 2.5 h.  

– PEE5 (Supercritical CO2 extraction in the presence of EtOH): The 
material left after PEE4 was subjected to another round of extraction 
(in the same conditions), in the presence of 10% Ethanol (96%).  

– PEE6 (Dichloromethane-NH4OH Extract): 100 g of P. eryngii were 
mixed with ammonia (NH4OH 32%, 150 mL) then suspended in 
dichloromethane (600 mL) and the mixture was stirred for 48 h. 
After filtration, the solution was acidified by adding sulfuric acid 
(H2SO4,98%, 50 mL) until pH ~ 2. The aqueous solution was sepa
rated and alkalinized with NH40H (32%, 200 mL). The obtained 
solution was extracted with dichloromethane (CH2Cl2) and the ob
tained organic solution was washed with H2O, dried over magnesium 
sulfate (MgSO4) then evaporated to provide 300 mg of crude extract. 

2.3. Purification of the active extract 

The extract PEE6 (250 mg) was submitted to purification by flash 
chromatography on silica gel eluted with (CH2Cl2/MeOH, 100:0 to 
80:20) and 8 fractions (100 mL each) were collected. Fraction 3 was 
subjected to purification on preparative TLC using (CH2Cl2/MeOH, 
95:5) to provide pure compound (Rf = 0.29, CH2Cl2/MeOH, 97:3). The 
pure compound was analyzed by NMR and mass spectrometry and 
compared to synthetic authentic samples. 

2.4. Nrf2 activation assays 

For the activation of Nrf2, we used the in vitro ARE-Nrf2 Luciferase 
test for the measurement of the activation of the protective ARE-Nrf2 
(Hybertson, Gao, Bose, & McCord, 2019). The extract (50 mg) was 
solubilized in 1 mL of ethanol and the supernatant was separated to be 
used for the evaluation of Nrf2 activation. A stably transduced human 
hepatocellular carcinoma (HepG2-ARE) cell line with an ARE-regulated 
firefly luciferase gene construct was used (Hybertson et al., 2019). The 
HepG2 and HepG2-ARE cells were cultured and maintained by standard 
methods using Opti-MEM medium with 4% fetal bovine serum (FBS) and 
geneticin/penicillin/streptomycin. The HepG2-ARE cells were seeded 
(20,000 cells in 400 μL of Opti-MEM medium, 4% FBS, with geneticin/ 
penicillin/streptomycin) in 24-well plates and incubated at 37 ◦C with 
10% CO2. After 24 h, the cells were treated with the P. eyringii extract (0 
to 100 μg/mL) for 18 h. The cells were lysed with 100 μL of a lysing 
buffer that contains 3.5 mM sodium pyrophosphate to stabilize light 
output by luciferase. The firefly luciferase catalyzes the light-producing 
oxidation of luciferin in the presence of ATP and oxygen (de Wet, Wood, 
DeLuca, Helinski, & Subramani, 1987). An aliquot (20 μL) of cell lysate 
was removed and placed in a BD Monolight® 3010 luminometer (BD 
Biosciences), background luminescence was measured, then luciferin 
(50 μL of 1 mM) was injected and luciferase-dependent chem
iluminescence was measured and reported as Relative Light Units (RLU). 

2.5. Essential trace elements analyses 

Copper, zinc and selenium were determined using a quadrupole ICP- 
MS. The collision cell technology (CCT) was used with only Helium. 
Mushroom powder was weighted and immediately mineralized at at
mospheric pressure in 67% nitric acid for 24 h at room temperature then 
24 h in the oven at 60 ◦C. The mineralization was diluted (1:100) before 
analysis. Standard solutions were prepared in nitric acid 1% (v/v). 65Cu, 
78Se, 66Zn isotopes were measured and 89Y at 472 nmol/L was used as 
internal standard. 

2.6. Acetylcholinesterase inhibition 

2.6.1. AChE inhibition assays 
Acetylcholinesterase inhibitory activity was measured by adaptation 

of the spectrophotometric method of Ellman. Briefly, 150 μL of 100 mM 
sodium phosphate buffer (pH 8.0), 10 μL of sample solution at different 
concentrations and 20 μL AChE (5.32 × 10–3 U) solution were mixed 
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with tested compound at different concentration and incubated at 25 ◦C 
for 15 min, then DTBN [5,5-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid)] (10 μL of 
0.5 mM) was added. The reaction was initiated by the addition of 10 μL 
of acetylthiocholine iodide (0.71 mM). The hydrolysis of the substrate 
was monitored spectrophotometrically at 412 nm by the formation of 
yellow 5-thio-2-nitrobenzoate anion. Inhibition of AChE enzyme was 
determined by comparison of reaction rates of samples relative to blank 
sample using the formula [(E-S)/E] × 100, where: E is enzyme activity 
without tested sample; S is the activity in the presence of tested sample. 
The experiments were carried out in triplicate and galantamine was used 
as a reference inhibitor of AChE. 

2.6.2. Molecular docking 
Molecular docking studies were conducted in order to investigate the 

possible binding mode of the N-acetyl tryptamine and galantamine into 
AChE active site. In this purpose, program GOLD version 5.2.2 in which 
the target atoms are fixed and the ligands are flexible, was used. The 
Gold score scoring function was employed for the ranking of molecules 
according to their score which is given as fitness. Best cluster poses were 
saved and visually analyzed by PyMol version 2.2.3 (https://pymol.org) 
and Maestro version 11.3 of Schrodinger suite (Maestro, version 11.3, 
2015). Before starting the docking process, the 3D coordinates of human 
AChE (PDB ID: 4M0E) was retrieved from the Protein Data Bank (http 
://www.rcsb.org/pdb). The binding site of this enzyme was defined by 
selecting all the residues with at least one heavy atom within 6 Ǻ from 
the inhibitor of the crystal structure. This selection was refined by 
adding every residue beyond 6 Ǻ considered as essential for the conti
nuity of the cavity. Then, AChE was prepared using Protein Preparation 
Wizard of Schrodinger by removing their Chain B, water molecules, 
hetero atoms and co-factors. Hydrogen and missing atoms were added 
and bonds charges were computed. Finally, the intra-molecular energy 
was minimized and a mol2 file was exported and used as a starting 
structure for docking. The 3D structures of the studied compounds were 
drawn, minimized and exported as mol2 files using Chem3D 16.0 
(http://www.cambridgesoft.com). 

2.7. Gene expression assays 

Gene expression in cultured HepG2 cells was measured by mRNA-seq 

assay as previously described by three authors of this article (Hybertson 
et al., 2019). 

2.7.1. Cell culture and RNA isolation 
HepG2 cells were cultured overnight in 24-well plates with control 

vs. 60 μg/mL PEE6 extract. The cultured cells were washed twice with 
PBS in the wells, then total RNA was isolated using Qiagen RNeasy Mini 
kit (QIAGEN Inc., Valencia, CA, USA). The RNA concentration of each 
sample was determined based on the absorbance at 260 nm (A260) using 
a NanoDrop spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
MA, USA). The integrity of total RNA samples was examined by Agilent 
Tape Station 4200 (Agilent, Santa Clara, CA, USA). 

2.7.2. mRNA-seq assay 
mRNA-seq Library preparation. 100 ng of total RNA was used to pre

pare the Illumina NovaSeq libraries according to manufacturer’s in
structions for NuGEN Universal Plus mRNA-Seq (Tecan Genomics, 
Redwood City, CA, USA). This kit first isolates mRNA from total RNA 
using polyA selection, then fragments and primes the mRNA for creation 
of double-stranded cDNA fragments which are subsequently amplified, 
size selected, and purified for sequencing cluster generation. 

Sequencing. The mRNA template libraries were then sequenced as 
paired end 150 bp reads on the Illumina NovaSeq 6000 (Illumina, San 
Diego, CA, USA) at the University of Colorado Genomics and Microarray 
Core facility (Aurora, CO, USA). We sequenced at a depth that provides 
~ 40 M 2X150 bases reads per sample. 

mRNA-seq profiling. Derived sequences were analyzed by applying a 
custom computational pipeline consisting of the open-source gSNAP, 
Cufflinks, and R for sequence alignment and ascertainment of differen
tial gene expression (Baird, Bowlin, Cohrs, Gilden, & Jones, 2014). In 
short, reads generated were mapped to the human genome (GRCH38) by 
gSNAP (Wu & Nacu, 2010), expression (FPKM) derived by Cufflinks 
(Trapnell et al., 2010), and differential expression analyzed with 
ANOVA in R. Raw data FastQ files were also submitted for genomic 
analysis using Biojupies (Torre, Lachmann, & Ma’ayan, 2018). Genes 
significant at an FDR < 0.05 were submitted to pathway analysis using 
Ingenuity Pathway Analysis (Qiagen, Germantown, MD) to identify 
pathways of interest that were modified by PEE6. 

Fig. 1. Nrf2 activation by extracts: PEE4, PEE5 and PEE6. Extracts PEE1, PEE2 and PEE3 were tested in the same conditions and were inactive (data not shown). The 
extracts were tested at a range of concentration from 0 to 100 μg/L on HepG2 cells line transfected with luciferase gene. Nrf2 activation was measured by following 
luciferase-dependent chemiluminescence as Relative Light Units (RLU). 
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2.7.3. Gene ontology and pathway enrichment analysis 
Gene ontology (GO) enrichment analysis of differentially expressed 

genes (DEGs) was implemented by the GOseq R packages that was based 
on a Wallenius non-central hypergeo- metric distribution, which can 
adjust for gene length bias in DEGs. Biological pathways are sequences 
of interactions between biochemical compounds which play a key role in 
determining cellular behavior. Databases such as KEGG, Reactome and 
WikiPathways contain a large number of associations between such 
pathways and genes. These database resources for understanding high- 
level functions and utilities of the biological system such as the cell, 
the organism, and the ecosystem from molecular level information, 
particularly large-scale molecular datasets generated by genome 
sequencing and other high-throughput experimental technologies were 
assessed using BioJupies (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov 
/30447998). 

2.8. Statistical analysis 

All measurements were done at least in triplicate in independent 
experiments. The data were expressed as mean ± standard error of the 
mean (SEM). Significant differences were determined by one-way 
ANOVA and post hoc Tukey multiple comparisons testing, using 
GraphPad Prism 7.00 Software. A p value < 0.05 was considered sta
tistically significant. Principal Component Analysis (PCA) is a statistical 
technique used to identify global patterns in high-dimensional datasets. 
It is commonly used to explore the similarity of biological samples in 
RNA-seq datasets. 

3. Results and discussion 

3.1. Extraction of P. eryngii and evaluation on the Nrf2 activation 

In total, six extracts of P. eryngii were prepared, namely PEE (1 to 6). 
Three of them were made by using ethyl acetate, ethanol and methanol 
as solvents (PEE1, 2, 3 respectively), two were prepared according to 
eco-friendly conditions by using supercritical-CO2 technology (one with 
supercritical-CO2 alone and the other with supercritical-CO2 in the 
presence of 10% ethanol) (PEE4 &5). Extract PEE1 (ethyl acetate) is 
supposed to contain medium polarity compounds such as terpenes. The 
polar extracts PEE2 and PEE3 (ethanol and methanol extracts, respec
tively) must contain polar compounds such as polyphenols. Extracts 
PEE4 and PEE5 (eco-friendly prepared extracts) are supposed to contain 
roughly the same class of compounds as PEE2 and PEE3. The extract 
PEE6 was obtained by using dichloromethane in the presence of 
ammonia. The latter conditions are suited for the selective extraction of 
alkaloids class of metabolite. All the extracts were screened for the 
activation of the nuclear factor erythroid 2–related factor 2 (Nrf2), the 
key regulator of the cellular antioxidant response. The evaluation of the 
six extracts revealed that PEE6 is the only one exhibiting the activation 
of Nrf2 transcription factor pathway (Fig. 1 For PEE1, PEE2 and PEE3, 
data not shown). The extract exhibits Nrf2 activation in a dose–response 
manner (up to 100 μg/mL). Our results are in agreement with a large 
body of literature showing that P. eryngii exhibits good antioxidant ac
tivity not only as scavenger (Zhang, Li, Xing, Yang, & Sun, 2014) but also 
as a regulator of the activity of antioxidant enzymes (SOD, GPx and CAT) 
(Li & Shah, 2017) which are in accordance with our data on Nrf2 acti
vation. Nrf2 controls the basal and induced expression of antioxidant 
response element–dependent genes to regulate the physiological and 
pathophysiological outcomes of oxidant exposure (Hybertson, Gao, 
Bose, & McCord, 2011). It was demonstrated that knockout of Nrf2 in 
mice (Nrf2 KO) led to a significant increase of a broad range of chemical 
toxicity and diseases associated with oxidative stress (Akiyama et al., 
2019). Accumulating evidence points to an age-related decline in the 
ability to respond to oxidative stress with activation on NrF2 signaling 
and expression of its target antioxidant genes (Zhang, Davies, & Forman, 
2015) and might exacerbate frailty in an age-dependent manner (Huang 

et al., 2019). Very recently, the activation of Nrf2 by food extracts was 
proposed as potential therapeutic approach against COVID-19 infection 
through downregulation of genes coding for spike proteins, necessary 
for SARS-CoV-2 entry into host cells (McCord, Hybertson, Cota-Gomez, 
Geraci, & Gao, 2020). 

3.2. Purification of PEE6 and structural identification of the isolated 
compound 

PEE6 was purified by flash chromatography to afford one pure 
compound. The NMR and mass spectrometry analysis (Supplementary 
Material, Fig. S1) confirmed the structure of the compound to be N- 
acetyltryptamine (NAT) (Table 1). The compound authenticity was 
confirmed by comparison to a synthetic sample. The other constituents 
of the extract are unsaturated fatty esters and a mixture of polar com
pounds. NAT was evaluated on the Nrf2 activation in the same condi
tions described above (Section 3.1) and did not show relevant activity 
indicating that the Nrf2 activation observed with PPE6 is not due to the 
presence of NAT but probably to an unidentified or a combination of 
compounds in this extract (data not shown). 

Very recently, in vivo studies conducted on extracts from green-house 
cultivated P. eryngii showed protective effects on Alzheimer disease (AD) 
and depression (Liang, Huang, Mau, & Chiang, 2020; Zhang et al., 2020) 
and this activity was linked to the presence of tryptamine (Park et al., 
2021). Hence, it would be interesting to investigate the effect of NAT on 
AD and depression. Otherwise, 4-hydroxy-N-methyltryptamine (N- 
methylserotonin) was isolated from mushrooms (Lenz, Wick, & Hoff
meister, 2017). NAT is a structural analog of melatonin (5-methoxy N- 
acetyltryptamine) and its likely to act as evolutionary precursor. It is 
known from pharmacological studies that NAT is a mixed melatonin 
receptor agonist–antagonist, albeit with much lower affinity than 
melatonin (Backlund et al., 2017). Hence, tryptamine and NAT isolated 
from P. eryngii and their very close pattern with melatonin and sero
tonin suggests their potential link to these neurotransmitters that are 
involved in appetite, mood and sleep. These observations prompted us to 
evaluate PEE6 and NAT on acetylcholinesterase, one of the key enzymes 
involved in the neurotransmission at the cholinergic synapses. 

3.3. Effect of the active extract and NAT on acetylcholinesterase 

Acetylcholinesterase (AChE) is a key enzyme in the nervous system 
that catalyze the hydrolysis of acetylcholine (ACh) that is involved in the 
neurotransmission at the cholinergic synapses. In humans, AChE is more 
abundant in the central nervous system, end plate of skeletal muscle and 
erythrocytes membranes. AChE is a target for various cholinergic toxins, 
such as natural snake venom and plant glycoalkaloids and also as drug 
target for therapeutically active compounds, including anti-Alzheimer’s 
disease drugs (AD). In AD, neurofibrillary tangles and amyloid plaques 
are known to express acetylcholinesterase (Campanari et al., 2014). 
Therefore, inhibitors of AChE are among the key drugs approved by the 

Table 1 
Inhibition of acetylcholinesterase by PEE6, NAT and galantamine (the reference 
inhibitor).   

Extract 
(PEE6) 

IC50 (µg/ 
mL) 

15.8 ± 1.21a 23.3 ± 1.04b 6.3 ± 1.15c 

IC50 (mM) NA 0.11 ± 0.005b 0.02 ± 0.004c 

Values expressed are means ± SEM of three parallel measurements (data not 
sharing the same letter are statistically different p < 0.05). NA (Not applicable). 
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FDA for management of AD (Hampel et al., 2018). Within this context, 
food-derived natural products are renewing interest against AD with 
reference to AChE (Ahmed et al., 2021). Owing to the lack of informa
tion regarding the activity of P. eryngii on cholinesterase, we evaluated 
the extract PEE6 and NAT on the inhibition of AChE and compared the 
activity to galantamine, a known inhibitor of AChE. Tested at seven 
different concentrations ranging from 3 to 200 μg/mL, both PEE6 extract 
and NAT showed a dose response inhibition activity (Supplementary 
Material, Table S1). At the highest concentration (200 μg/mL), PEE6 and 
NAT induced 86 and 85% inhibition, respectively whereas galantamine 
has reached 94%. Based on the inhibition activity, the concentration 
that inhibits 50% of AChE (IC50) was calculated (Table 1). As shown in 
Table 1, both the extract and NAT were active against AChE. Although, 
being less active than the reference galantamine, higher activity could 
be reached if the poor solubility of PEE6 and NAT in the test medium can 
be optimized. Our results open perspectives on using N-acetyltrypt
amine as a lead compound for development of drug candidates targeting 
AChE. 

Having the 3D-structure of AChE, we conducted molecular docking 
studies to rationalize the inhibition effect of NAT and compared them to 
galantamine using the Gold program. The results showed a satisfactory 
agreement between the experimental and calculated activity (Supple
mentary Material, Table S2). It was found that NAT covers both the 
catalytic anionic site (CAS) and the peripheral anionic site (PAS) of 
AChE (Supplementary Material, Fig. S2). This may explain the differ
ence of the inhibitory potency in comparison with galantamine, which 
binds only to the CAS. In addition, the difference between these two 
compounds may be explained by the different number of interactions 
with the enzyme active site (Supplementary Material, Fig. S3). Indeed, 
whereas galantamine is involved in four interactions (two π-cation 
stacking with Trp86 and Phe338, and one hydrogen bond with Gly121), 
NAT is involved in three interactions (two π-π stacking with Tyr124 and 
Trp286 and one hydrogen bond with Asp74). 

3.4. Analysis of essential trace elements 

Trace elements (TEs) are vital for cell functions where they mediate 
key biochemical reactions by acting as cofactors for many enzymes, as 
well as stabilizers for structures of enzymes and proteins. TEs can be 
involved in the control of biological processes by binding to drugs or by 
alternating the structure of membrane to prevent entry of specific 
molecules into the cell (Taheri et al., 2021). TEs are supplemented by 

food and beverages and recommended daily intake are frequently 
updated by the world health organization. Among essential TEs, zinc, 
copper and selenium are considered as the most important. Hence, the 
contribution of TEs to human health drove us to measure them in 
P. eryngii using the inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP- 
MS). The results indicate that this edible wild mushroom has a high level 
of Zn (74,34 ± 5.34 µg/g of mushroom), important quantities of Cu 
(8,04 ± 0,29 µg/g of mushroom) and selenium Se (0,33 ± 0.04 µg/g of 
mushroom). The detected amount of Zinc ranks the king oyster mush
room among the top richest aliments with oyster being the first one. 
Interestingly, a recent study reported the high efficiency of cultivated 
P. eryngii to concentrate Zn and Se. (Zieba et al., 2020). One can tell that 
king oyster mushroom has never deserved its name more than it does 
following this work. P. eryngii is known as immunity inducer (Sharma 
et al., 2021). This property could be explained by the rich content in 
essential micronutrients such as Cu, Se and Zn. In particular, Zn is a well- 
known essential trace element for immunity as a cofactor of thymulin. 
Therefore, P. eryngii can be recommended as a functional food to 
struggle Zn deficiency. Moreover, due to the decrease of TEs status with 
age as it was recently observed in the EPIC-Potsdam cohort study over a 
20-year period (Baudry et al., 2020) and based on the amount of TEs 
level in P. eryngii, a claim as a functional food might be proposed for this 
mushroom, especially in elderly. 

3.5. Analysis of differentially expressed genes (DEGs) 

Owing to the effect of PEE6 on the activation of Nrf2, we were 
interested by its transcriptional effect on human cells. Hence, the human 
cells (HepG2) were treated with PEE6 at 60 μg/mL, then subjected to 
RNA extraction and RNA-seq analysis. DEGs between control cells (un
treated cells) and those exposed to PEE6 were enriched in the cluster of 
molecular function. Out of the 14,278 transcripts expressed in samples, 
4857 were significantly differentially expressed (p < 0.05, fold change 
up > 1.5 or down < 1.5) between control and treated cells from which 
2375 transcripts were upregulated and 2482 transcripts were down
regulated after treatment with PEE6. The volcano plot (Fig. 2) showed a 
clear distinct effect on gene expression between control cells and cells 
treated with PEE6. 

In order to compare the effect on transcriptome of the active extract 
PPE6 on Nrf2 with an inactive one, we selected the methanolic extract 
(PEE3) because of its higher solubility compared to the other extracts. 
The gene analysis shows less differentially expressed genes (Fig. S3, 

Fig. 2. Effect of PEE6 extract on HepG2 cells. Vol
cano plot of differentially expressed genes (DEGs) 
between samples. The X-axis represents fold change 
of DEGs in different experimental groups; The Y-axis 
-log10 (adjusted p-value) represents DEGs were 
more and more significant as the value increases. 
The dots represent the genes; the black dots indicate 
non-differentially expressed genes; the red dots 
represent up-regulated differentially expressed 
genes; the blue dots represent down-regulated 
differentially expressed genes. (For interpretation 
of the references to colour in this figure legend, the 
reader is referred to the web version of this article.)   
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Supporting Material). Furthermore, more data confirm the results 
observed on Nrf2 activity with a higher expression of Nrf2 with PEE6 
(Fig. 3A) while Nrf2 is not up-regulated with PEE3 (Fig. 3B). Globally, 
the number of genes regulated by PEE3 are lower than those affected by 
PEE6. Furthermore, while the upregulated genes were different between 
these two extracts, on the contrary, both extracts down-regulate the 
same genes involved in cell cycle, DNA replication and cancer. This 
down-regulation effect by P. eryngii might be one of the molecular 
mechanism supporting that consumption of mushrooms lower the risk of 
cancer (Ba et al., 2021). Finally, it should be mentioned that the dif
ferences in the regulatory genes of PEE6 and PEE3 can be related to 
differences in the components of PEE6 and PEE3. Indeed, extract PEE3 
was highly rich in polysaccharides as deduced by 1H NMR analysis. 
However, the purification attempts failed to provide pure components. 

The main relevant upregulated and downregulated genes were 
grouped in five clusters (Table 2). The first cluster is related to tran
scription regulators that converts stress signals into a program of gene 
expression that empowers cells with resistance to the stress induced by a 
change in their microenvironment. As expected, Nrf2 and its subunit 
Keap-1 expressions are upregulated. This result is in accordance with the 
Nrf2 induced activity observed with this extract (PEE6). Nrf2 can reduce 

oxidative damage by regulating the constitutive expression of several 
antioxidant genes, and maintaining cellular redox homeostasis. The 
overexpression of HMOX1, the gene encoding for heme-oxygénase-1, in 
accordance with the Nrf2 upregulation since this antioxidant enzyme is 
considered a hallmark of Nrf2 activation. HMOX1 is a cytoprotective 
enzyme induced in response to cell stress. It catalyzes the degradation of 
heme to biliverdin, carbon monoxide (CO), and Fe2+, and thereby in
crease iron labile pool to enhance ferroptosis (Chang et al., 2018). Nu
clear protein 1 (NUPR1) is a transcription regulator that in response to 
various types of cellular stress, including endoplasmic reticulum (ER) 
stress and oxidative stress converts stress signals into a program of gene 
expression that empowers cells with resistance to the stress induced by a 
change in their microenvironment. Thus, it participates in regulation of 
many process namely cell-cycle, apoptosis, autophagy and DNA repair 
responses (Huang, Santofimia-Castano, & Iovanna, 2021, Huang et al., 
2021). Evidence suggests the involvement of NUPR1 in ferroptosis 
through a variety of regulatory pathways. We will see below that PPE6 is 
also an inducer of ferroptosis suggesting a network between these 
signaling pathway. Activating transcription factor 6 (ATF6) is one of the 
signaling mediators of ER stress and it has been recently be seen as a 
potential hub for targeting treatment of the Alzheimer’s disease [Du 

Fig. 3. (A) Genes up- and down- regulated by extract PEE6; (B) genes up- and down- regulated by extract PEE3. The x axis indicates the -log10(P-value) for each 
term. Significant terms are highlighted in bold. 
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et al., 2020). It might be interesting to decipher if the NAT present in the 
extract might be involved in the overexpression of AFT6. Interestingly, 
ATF6 is one of the three major sensors at the endoplasmic reticulum (ER) 
membrane that are known to initiate the activation of the X-box binding 
protein 1 (He et al., 2010). Among the other upregulated genes, there is 
XBP1 (Table 2). XBP1 is one of the most conserved adaptative signaling 
process in response to endoplasmic reticulum stress (ERS), named 
unfolding protein response (UPR) (Xu, Wang, & Hua, 2021). UPR avoid 
accumulation of unfolded or misfolded proteins and maintains intra
cellular homeostasis and survival. 

The second cluster concerns the upregulation of genes of metabolism 
such as those involved in fatty acid beta-oxidation, insulin signaling and 
cholesterol metabolism. The data are in agreement with studies 
revealing the hypolipidemic dietary effect of P. eryngi (Wei, Yue, Zhang, 
& Lu, 2018). Among the pathway activation, the sterol regulatory 
element-binding proteins (SREBP) is an important transcriptional factor 
that bind to specific sterol regulatory element DNA sequences, thus 
upregulating the synthesis of enzymes involved in sterol biosynthesis. 
Genes of the cholesterol metabolism are also activated. This include 
SCAP gene coding for protein escort protein SCAP that is required for 
cholesterol as well as lipid homeostasis and CYP7A1 gene which codes 
for the cholesterol 7 alpha-hydroxylase, which play important role in 
cholesterol metabolism. Cholesterol 7 alpha-hydroxylase as a P450 
enzyme belonging to the oxidoreductase class, converts cholesterol to 7- 
alpha-hydroxycholesterol, the first and rate-limiting step in bile acid
synthesis. It can also be mentioned the up-regulation of the PPARG gene, 
encoding for the protein peroxisome proliferator-activated receptor 
gamma, a nuclear receptor that binds peroxisome proliferators such as 
hypolipidemic drugs and fatty acids. Once activated by a ligand, the 
nuclear receptor binds to DNA specific PPAR response elements (PPRE) 
and modulates the transcription of its target genes, such as acyl-CoA 
oxidase. Therefore, it controls the peroxisomal beta-oxidation pathway 
of fatty acids and is a key regulator of adipocyte differentiation and 
glucose homeostasis. All these results are in line with the use of this 
mushroom as cholesterol-lowering food. 

The third cluster of genes upregulated by PEE6 concern those 
involved in skin health such as the activation of collagen. This supports 
the new trend to consider various pharmacological compounds of 
mushrooms as a nutraceutical and useful products for healthy skin (Hsu 
& Cheng, 2018). It is noteworthy to associate to skin other genes such as 
ATP7B, that encodes for a copper transporting P-Type ATPase expressed 

Table 2 
Selection of modulated genes following treatment of HepG2 cells with extract 
PEE6.  

Genes Proteins Z - 
score 

Favorable (F) 
Unfavorable (U) 

Cluster 1: Stress defense 
Nrf2 or NFE2L2 Nuclear factor (erythroid- 

derived 2)-like 2 
4,39 F 

Keap-1 Kelch-like ECH-associated 
protein 1 

2,31 F 

HMOX-1 heme oxygenase (decycling)1 4,38 F 
NUPR1 Nuclear protein 1 4,38 F 
XBP1 X-box binding protein 1 5,31 F 
AFT6 Activating transcription factor 6 2,22 F  

Cluster 2: Cholesterol metabolism 
NPC2 Niemann Pick C1 protein − 1,73 F 
APOE Apoe Protein − 0,79 F 
SREBF1 Sterol regulatory element- 

binding Transcription factor 1 
3,8 F 

SCAP Sterol regulatory element- 
binding protein Cleavage- 
activating protein, 

− 0,82 F 

LDLR LDL receptor proteins − 0,7 U 
CYP7A1 Cholesterol catabolism 1,41 F 
PPARG Peroxisome Proliferator- 

activated Receptor γ 
1,42 F 

CEPT Cholesteryl ester transfer 
protein 

1,28 F 

taurine Taurine 1,4 F 
HDL cholesterol  − 3,16 U  

Cluster 3: Skin 
CollagenaseIV Collagenase IV 1,41 F 
Collagene(s) 

complex 
Collagene complex 1,15 F 

ATP7B ATPase Cu2+ transporting beta 2.53 F  

Cluster 4: Inflammation 
NF-kB Nuclear factor-kappa B 1,18 F 
IL1B Interleukine 1 béta 3,57 U 
InFB1 Interferon B protein − 2,63 F  

Cluster 5: Cancer 
HMGA1 High Mobility Group A1 − 2,39 F 
BRCA1 Beast-CAncer susceptibility 

gene 1 
2 F 

ABC-7 ABC Subfamily B Member 7 1,31 F 
ABC-1 ABC Subfamily B Member 1 − 1,66 F  

Fig. 4. Gene pathways up-regulated by PEE6 as assessed with pathway enrichment analysis generated using Enrichr. The x axis indicates the -log10(P-value) for 
each term. 
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since copper is an essential micronutrient for collagen synthesis and iron 
metabolism. 

The fourth cluster concern genes involved in inflammation. The 
IFNB1 (Interferon Beta 1) encodes a cytokine that belongs to the inter
feron family of signaling proteins, which are released as part of the 
innate immune response to pathogens. The protein encoded by this gene 
belongs to the type I class of interferons, which are important for defense 
against viral infections. The transcription factor NF-kB is a well-known 
important regulator of inflammation, which is both favorable and un
favorable for health, depending of its intensity and chronicity. 

The fifth and last cluster deals with genes that might be protective 
against cancer. Among this genes, interestingly we observed activation 
of the Breast Cancer 1 protein (BRCA1) (Table 2). This tumor suppressor 
is involved in basic cellular functions necessary for cell replication and 
DNA synthesis. However, reduced expression of BRCA1, due to muta
tions or epigenetic inactivation, leads to impaired mammary gland dif
ferentiation and increased risk of breast and ovarian cancer 
development (Romagnolo, Papoutsis, Laukaitis, & Selmin, 2015). 
Furthermore, PEE6 inhibited HMGA1 an oncogene factor in adults. This 
architectural transcription factor is highly expressed during embryo
genesis, while its expression decreases or is absent in adults. It is 
expressed in a variety of tumors, including breast cancer (Zanin et al., 
2019). The opposite regulation of PEE6 on these factors may indicate a 
favorable effect of P. eryngii as protective agent against breast cancer. 

The evaluation of gene pathway enrichment by PEE6 with BioJupies 
based on Wikipathways data with Enrichr also supported the role of the 
Nrf2 transcription factor pathway in the differential gene expression 
data after treatment with PEE6 (Fig. 4). We can assume that PEE6 might 
have an interest for health brain since Nrf2 is as a well-known target for 
development of neurodegenerative diseases treatment. Furthermore, 
PEE6 induced differential gene expression of ferroptosis pathway. In the 
recent years, ferroptosis has emerged as an interesting research area in 
the fields of cancer therapy and neurodegenerative diseases manage
ment (Morris et al., 2018). The transcription factor Nrf2 is considered to 
be an important regulatory factor for ferroptosis (Song & Long, 2020). 
Ferroptosis might participate on indirect apoptotic effect on cells chal
lenged by ROS to prevent initiation. Recently, it was reported that Nrf2 
may be a potential therapeutic target in age-related motor dysfunction 
diseases through its role in regulating brain iron homeostasis (Han et al., 
2021). 

4. Conclusions 

Pleurotus. eryngii also known as the king oyster is an edible mush
room worldwide consumed due to its flavor. Owing to its popularity, it is 
extensively cultivated worldwide. Due to its richness in fibers, carbo
hydrates, vitamins and minerals, P. eryngii acts as a health beneficial 
food. Within this study, we report that this mushroom is a strong acti
vator of Nrf2. Knowing the crucial role played by Nrf2 and the fact that 
its activity declines with age, the activation of Nrf2 is emerging as an 
important therapeutic strategy for fighting against neurological disor
ders where oxidative stress is omnipresent. The presence of trace ele
ments such as Zinc in high quantities makes P. eryngii as a food that can 
be recommended among people suffering from Zinc deficiencies. 
Importantly, we examined gene expression levels by mRNA-seq. We 
found that the active extract (PEE6) induced upregulation of the Nrf2 
transcriptome and interestingly on ferroptosis pathway both might have 
a key role in the process to prevent neurodegenerative process, but also 
genes involved in cholesterol metabolism. It will be pertinent to repeat 
our investigation on cultivated P. eryngii in order to promote added- 
value of this mushroom among consumers. Our results bring support 
to encourage the consumption of P. eryngii due to its beneficial proper
ties as antioxidant trough Nrf2 activation and up-regulation, lipid- 
lowering and immunity modulator due to its richest in trace element. 
P. eryngii can be claimed as a functional food in accordance with the 
WHO definition that the benefit should not be limited to struggle disease 

but to afford a mental well-being. 
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Annexe 1. Méthode de préparation des réactifs de la mise en évidence des alcaloïdes 

totaux 

- Réactif de Mayer :  

Chlorure de mercure 1.36g, iodure de potassium5g, l’eau distillée jusqu'à 100 ml. 

 

- Réactif  de Wagner :  

Iode 1.27g, iode de potassium 2g, l’eau distillée jusqu'à 100ml. 

 

- réactif de Hager :  

Acide picrique 105g, l’eau distillée  jusqu'à 100 ml. 

 

- Réactif de Dragendorff : 

 Il s’agit d’un mélange (v/v) de deux solution A et B. 

 

        -Solution A : 

 Nitrate de bismuth 1.7g, acide tartrique concentré 20g, l’eau distillée jusqu'à100 ml. 

 

       -Solution B :  

Iodure de potassium 10g, l’eau distillée jusqu'à 100 ml. 

 

 Le mélange est ensuite additionné de 10 g d’acide tartrique. 

 

 

Annexe 2. Contenu des fichiers comportant la liste des résidus du site actif de 

l’AChE. 

 

 

 

 

Format Gold : chaque acide aminé du site actif est représenté par son abréviation en 

3 lettres majuscules suivie par son numéro (attachés). Les acides aminés sont séparés 

par des espaces 
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Annexe 3.  Paramètres par défaut de l’algorithme génétique de Gold. 

 

GOLD CONFIGURATION FILE 

 

AUTOMATIC SETTINGS 

autoscale = 1 

 

POPULATION 

popsiz = auto 

select_pressure = auto 

n_islands = auto 

maxops = auto 

niche_siz = auto 

 

GENETIC OPERATORS 

pt_crosswt = auto 

allele_mutatewt = auto 

migratewt = auto 

 

FLOOD FILL 

radius = 10 

origin = 0 0 0 

do_cavity = 0 

floodfill_atom_no = 0 

cavity_file = 

../../../structure_pdb/liste_residues_rayon_format_gold.dat 

floodfill_center = list_of_residues 

 

DATA FILES 

ligand_data_file 

/home/lchaput/chimiotheques/Preparation_ICC_decembre2013/Preparation 

_schrodinger/split_chimiotheque_sdf/ICC2014_ligid_1.sdf 10 

. 

. 

ligand_data_file 

/home/emokrani/Projet/Preparation_actives_DUDE/split_chimiotheque_sd 

f/ICC2014_ligid_CHEMBL9751.sdf 10 

 

param_file = DEFAULT 

set_ligand_atom_types = 1 

set_protein_atom_types = 0 

directory = results/ 

tordist_file = DEFAULT 

make_subdirs = 1 

save_lone_pairs = 1 

fit_points_file = fit_pts.mol2 

read_fitpts = 0 

 

FLAGS 

internal_ligand_h_bonds = 1                                                                                             

flip_free_corners = 0                                                                                                               

match_ring_templates = 0 flip_amide_bonds = 0 

flip_planar_n = 1 flip_ring_NRR flip_ring_NHR 

flip_pyramidal_n = 1 
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rotate_carboxylic_oh = flip 

use_tordist = 1 

postprocess_bonds = 1 

rotatable_bond_override_file = DEFAULT 

solvate_all = 1 

 

TERMINATION 

early_termination = 1 

n_top_solutions = 3 

rms_tolerance = 1.5 

 

CONSTRAINTS 

force_constraints = 0 

COVALENT BONDING 

covalent = 0 

 

SAVE OPTIONS 

save_score_in_file = 1 

save_protein_torsions = 1 

clean_up_option save_top_n_solutions 20 

clean_up_option delete_redundant_log_files 

clean_up_option delete_empty_directories 

save_option save_clustered_solutions 0.75 

output_file_format = MOL2 

 

FITNESS FUNCTION SETTINGS 

initial_virtual_pt_match_max = 3 

relative_ligand_energy = 1 

gold_fitfunc_path = consensus_score 

start_vdw_linear_cutoff = 6 

score_param_file = DEFAULT 

docking_fitfunc_path = plp 

docking_param_file = DEFAULT 

rescore_fitfunc_path = goldscore 

rescore_param_file = DEFAULT 

 

 

PARALLEL OPTIONS 

hostfile = gold2.hosts 

 

RUN TYPE 

run_flag = CONSENSUS 

 

WATER DATA 

water 4189 on toggle 

water 4190 on toggle 

water 4191 on toggle 

water 4192 on toggle 

 

PROTEIN DATA 

protein_datafile = 

../../../structure_pdb/4M0E_ligprep_4H2O_sidechains_optimized_orient 

_correct.mol2 
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Annexe 4.  Les spectres du composé P1 

 

 

Spectre RMN 
1
H du composé P1 
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Spectre RMN 
13

C du composé P1 
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Résumés 
 

Le champignon Pleurotus eryngii est largement représenté parmi                           

les champignons consommés. Une extraction liquide-liquide a révélé que l’extrait 

alcaloïdique E1 était très efficace sur l’activation du facteur nucléaire Nrf2,  

régulateur de la résistance cellulaire aux oxydants. L’analyse de l’extrait E1 a révélé 

la présence de l’alcaloïde N-acétyltryptamine (NAT), précurseur des 

neurotransmetteurs mélatonine et sérotonine. L’extrait E1 et le NAT, ont montré une 

certaine activité inhibitrice à l’égard de l'acétylcholinestérase. La technologie                 

RNA-seq a confirmé l’activation de l'expression de Nrf2 sur les cellules HepG2                

et a révélé l’expression des gènes clés impliqués dans les effets 

anticholestérolémiques, antioxydants, le cancer  et les troubles cérébraux.  

 

Mots clés : Pleurotus eryngii, Nrf2, N-acétyltryptamine, Acétylcholinestérase, 

Expression des gènes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Résumés 
 

Abstract 

The mushroom Pleurotus eryngii is widely represented among the mushrooms 

consumed. A liquid-liquid extraction revealed that the E1 alkaloid extract was very 

effective in activating nuclear factor Nrf2, the regulator of cellular resistance to 

oxidants. Analysis of the E1 extract revealed the presence of the alkaloid                          

N-acetyltryptamine (NAT), a precursor of the neurotransmitters, melatonin and 

serotonin. Both E1 extract and NAT were found as competitive inhibitors of 

acetylcholinesterase. RNA-seq technology confirmed upregulates expression of Nrf2 on 

HepG2 cells and revealed key genes involved in anticholesterolemic, antioxidant 

effects, cancer and brain disorders. 

 

Keywords : Pleurotus eryngii, Nrf2, N-acetyltryptamine, Acetylcholinesterase, Gene 

expression.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Résumés 
 

 الملخص

 الاستخلاص أن نتائج أظهرت. استهلاكا الاكثر الفطريات من Pleurotus eryngii الفطر يعتبر          

 كشف  .للمؤكسدات الخلوية المقاومة منظم ،Nrf2 النووي العامل تنشيط في للغاية فعالاا  E1 القلوي المستخلص

لذي يعتبر المركب ا ،N-acetyltryptamine   ((NAT   يقلويدالمركب ال وجود عن E1 مستخلصال تحليل

 النشاط بعض NAT المركبو E1 مستخلصال أظهر . والسيروتونين الميلاتونين العصبية للناقلاتالاولي 

 HepG2 خلاياال على Nrf2 تعبير تنشيط RNA-seq تقنية أكدت .كولينستراز أستيل الانزيم  ضد التثبيطي

 ،السرطان ،الأكسدة مضادات تأثيرات ،الكوليسترول مضادات في المشاركة الرئيسية الجينات تعبير عن وكشفت

    .الدماغ اضطرابات

 

  ،  كولينستراز أستيل  ،  Pleurotus eryngii ، Nrf2    ،     acetyltryptamine-N    :الكلمات الرئيسية

 .    الجينات تعبير
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Intitulé : Isolement d'alcaloïdes à partir du champignon Algérien « Pleurotus eryngii » : 

analyse structurale et études in vitro et in silico de leurs activités biologiques. 

 

 

 

Le champignon Pleurotus eryngii est largement représenté parmi les champignons 

consommés. Une extraction liquide-liquide a révélé que l’extrait alcaloïdique E1 était très 

efficace sur l’activation du facteur nucléaire Nrf2, régulateur de la résistance cellulaire aux 

oxydants. L’analyse de l’extrait E1 a révélé la présence de l’alcaloïde N-acétyltryptamine 

(NAT), précurseur des neurotransmetteurs mélatonine et sérotonine. L’extrait E1 et le NAT, 

ont montré une certaine activité inhibitrice à l’égard de l'acétylcholinestérase. La technologie 

RNA-seq a confirmé l’activation de l'expression de Nrf2 sur les cellules HepG2 et a révélé 

l’expression des gènes clés impliqués dans les effets anticholestérolémiques, antioxydants, le 

cancer et les troubles cérébraux. 

Mots clés : Pleurotus eryngii, Nrf2, N-acétyltryptamine, Acétylcholinestérase, Expression 

des gènes. 
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