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ABREVIATIONS

AcOEt : Acétate d’éthyle
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Introduction générale

Historiquement, les hommes ont toujours puisé dans la Nature de quoi se nourrir, se
VEétir et se soigner. Sur terre, quatre personnes sur cing se servent des plantes pour conjurer
leurs maux ; quatre femmes sur cing, en particulier dans les pays émergents, ne disposent
d’aucun autre type de reméde pour leurs enfants. En Afrique, en Asie et en Amérique latine,
nombreux sont les pays qui font appel a la médecine traditionnelle pour répondre a certains de
leurs besoins au niveau des soins de santé primaire. En Afrique, jusqu’a 80% de la population
a recours a la médecine traditionnelle pour se soigner.

Quand elle n’est pas un choix, la phytothérapie est donc une nécessité

Les plantes produisent déja 70% de nos médicaments. Déja environ 170 000
molécules bioactives ont été identifiées a partir de plantes : digitaline, quinine, morphine,
colchicine, artémisinine... Pourtant, moins de la moitié des plantes aujourd’hui ont été

étudiées pour leurs propriétés thérapeutiques.

C’est en 2002 que I'Organisation Mondiale de la Santé a mis en place sa premiére
stratégie globale en matiére me@decine traditionnelle Cette stratégie a pour but

- daider les pays a élaborer des politiques nationales dévaluation et de
réglementation des pratiques de la médecine traditionnelle,

- d’encourager l'utilisation de produits traditionnels dont I'innocuité, I'efficacité et
la qualité auront été rigoureusement contrélées,

- de veiller a ce que le recours aux médicaments essentiels a base de plantes soit
disponible et abordable,

- de promouvoir l'usage thérapeutique judicieux de la médecine traditionnelle,

- de rassembler de la documentation sur les médicaments et remedes traditionnels.

Dans les pays industrialisés, c’est sous forméhdeapies complémentairesque les
plantes sont aujourd’hui surtout utilisées. En Europe et en Amérique du Nord, plus de 50% de
la population a eu recours au moins une fois & des compléments alimentaires a base de

plantes. C’est encore beaucoup plus au Canada et en Allemagne, par exemple.

12



Le premier chapitre de ce mémoire s’inscrit dans le cadre d’'une collaboration
scientifique entre I'Université Louis Pasteur de Strasbourg et I'Université d’Antananarivo de
Madagascar. Il s’agit en effet de valider les usages traditionnels de plantes malgaches, dans le
but de les introduire dans une pharmacopée nationale en cours d’élaboration. Notre travail
s’est focalisé sur une espéce endémique, Euphorbia stenoclada Baill. (Euphorbiaceae)
utilisée en médecine traditionnelle pour traiter les affections broncho-pulmonaires. Aprées
avoir verifié I'activité d’'une préparation traditionnelle sur un modele cellulaire (inhibition de
la prolifération de cellules musculaires lisses bronchiques), nous avons isolé par

fractionnement guidé ses constituants actifs.

Le second chapitre est consacré a ['étude phytochimique de I'écorce d’'un arbre des
savanes africainesiAnogeissus leiocarpusGuill. & Perr. (Combretaceae). Nous y avons
identifié des triterpénes oléanoliques ainsi que des polyphénols dérivés de I'acide ellagique.
La présence dans les combretacées de triterpénes de type oléanolique a été discutée sur un

plan chimiotaxonomique.

Enfin, une troisieme partie expose les résultats de I'’étude phytochimique et
pharmacologique d’une plante endémique algérienne semi-désertique Limoniastrum feei
(Girard) Batt. (Plumbaginaceae). Cette espece a été sélectionnée sur des critéres écologiques :
elle subit en effet un stress oxydant important (stress hydrique, irradiation UV, températures
élevées, etc.) susceptible d'orienter ses voies métaboliques vers la synthése de constituants
naturellement pourvus de propriétés anti-oxydantes. Un fractionnement bioguidé nous a
permis d’isoler et d’'identifier ces anti-oxydants naturels. Ce travail a été initié par le
Professeur Samir Benayache de I'Université Mentouri de Constantine, phytochimiste

spécialiste de la Flore des dayas, au sud de I'Algérie.

13



Chapitre 1

Etude ethnopharmacologique

d’ Euphorbia stenocladdaill. (Euphorbiaceae)
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6. Introduction

L’asthme est une maladie chronique des poumons caractérisée par des problemes
respiratoires et des symptdémes comme I'essoufflement, le sifflement, la contraction de la
poitrine et la toux. Les symptébmes de I'asthme varient en fonction de I'age et sa sévérité
differe d'un individu a lautre. Selon le « Global Burden of Asthma Report»
(www.medicalnewstoday.com/articles/70770.php), I'asthme affecte environ 300 millions de
personnes dans le monde et 100 millions de nouveaux cas s’ajouteront en 2025.

Durant plusieurs décennies, le traitement de I'asthme a été considérablement améliore,
surtout a cause de la disponibilité de plusieurs classes de médicaments ayant des mécanismes
d’action différents (pour revue, voir Chu et Drazen, 2005).

En Afrique, les carences de ressources économiques et le manque d’acces aux soins
entravent la gestion efficace de I'asthme ; ainsi, la prévalence de cette maladie a augmenté
d'une facon marquante dans les dernieres années. L'urbanisation continuelle et
'occidentalisation du mode de vie en Afrique contribuerait a augmenter le nombre
d’asthmatiques durant la prochaine décennie (en général, I'asthme est plus répandu en zones
urbaines qu’en zones rurales) (www.medicalnewstoday.com/articles/70770.php).

Le « Global Burden of Asthma Report » estime que pres de 50 millions d’africains
sont asthmatiques. De plus, dans certains pays d’Afrique, la thérapie par les a@onistes-
inhalés et les glucorticostéroides ne sont pas inclus dans la liste des médicaments essentiels,

méme s'ils sont actuellement recommandés par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS).

A notre connaissance, aucune étude épidémiologique sur 'asthme a Madagascar n'a
été publiée. Les maladies infectieuses sont étroitement liées aux conditions de vie, a la
salubrité de I'environnement et a la pauvreté en général, elles représentent toujours une
proportion majeure de la mortalité dans toutes les tranches d’'age (Rivadre2005). Dans
la région nord de Madagascar les infections respiratoires aigués touchent 12,6% des personnes
consultées dans les centres de santé de base, ce qui constitue la deuxieme maladie infectieuse
dépistée apres le paludisme (30 a 40 %) (Riweéad, 2005).

Les patients malgaches se tournent vers la médecine traditionnelle et se soignent par
les plantes utilisées pour leurs vertus anti-asthmatiques. Cette médecine traditionnelle s'appuie
essentiellement sur les connaissances empiriques des tradipraticiens locaux ainsi que sur la
richesse de la biodiversité de la flore tropicale malgache. Les enquétes ethnobotaniques

effectuées dans la région nord-ouest de Madagascar ont montré que 12% des plantes

15



inventoriées sont utilisées pour le traitement de maladies qui touchent le systéeme respiratoire
(I'asthme, la bronchite, la toux, la coqueluche et 'hnémoptysie) (Ratsimiala et al., 2005).

Citons par exempl&uphorbia hirta, une espéce tres répandue dans toutes les régions
tropicales et subtropicales du monde. Cette petite plante herbacée est reconnue pour ses effets
expectorants (en Inde), antispasmodiques (en Afrique équatoriale, dans les Antilles francaises,
en Inde, en République dominicaine, a Trinidad) et antitussifs (en Australie). Elle est aussi
réputée pour ses effets ‘sédatifs’ de I'appareil respiratoire, parfois utilisée associée a des
sédatifs bronchiques tels qGeidelia robusta, dans des préparations pour inhalation (Lanhers
et al, 2005).

Nous nous sommes intéressés a une autre Euphorbe, endémique a Madagascar :
Euphorbia stenoclada. Il s’agit non pas comiehirta d’'une herbacée mais d’'un arbuste
dont les parties aériennes sont utilisées par la population locale en infusé pour le traitement de

I'asthme et de bronchites aigués (Lin et 2D002).

Notre objectif a été d’'essayer de valider scientifiquement les usages traditionnels

antiasthmatiques des parties aériennesiphorbia stenoclada :

- En utilisant un modele cellulaire, nous avons isolé par fractionnement bioguidé les
constituants participant a l'activité mise en évidence dans un extrait se rapprochant de

'usage traditionnel (extrait aqueux).
- Nous avons par ailleurs montré guphorbia stenocladaenferme des constituants anti-

oxydants susceptibles de réduire le stress oxydatif auquel sont soumis les personnes

atteintes d’asthme.
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7. Présentation de la plante

Le genreEuphorbia est le plus répandu de la famille des euphorbiacées et comprend 2000

especes caracterisées par la production d’'un latex laiteux (Jassbi, 2002).

Euphorbia stenoclad®aill. est un arbuste xérophyte de 1,8 a 4,6 metres de hauteur. Il a
plusieurs noms vernaculaires comme ‘Euphorbe arborescente’, et est désigné par les

malgaches par ‘Famata’ ou ‘Famatse’.

Il s’agit d’'une espece endémique a Madagascar et a été récoltée dans la région de Tuléar,
située au Sud-Est de Madagascar.

Elle a été sélectionnée sur des critéres ethnopharmacologiques car elle est utilisée par la
population locale en infusé pour le traitement d’asthme et de bronchites aiguést @Ljn

2002).
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Figure 1. Carte géographique de Madagascar
(Source : http://www.abcmadagascar-
voyages.com/pagelD_4119428.html)
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3. Classification botanique

« Embranchement: Spermaphyte

+ S/embranchement Angiospermes_(Magnoliophyta

+ Classe: Dicotylédones (Magnoliopsidae)
+ Sous classe Rosidae

« Famille : Euphorbiaceae

« Sous-famille: Euphorbioideae

« Tribu : Euphorbieae

+ Sous-tribu : Euphorbiinae

« Genre : Euphorbia

« Espéce: stenoclada Baill.

Figure 2. Arbuste d’E. stenoclada
(source : http://lcommons.wikimedia.org/wiki/Image:Euphorbia_stenoclada.jpg

18



4. Bilan bibliographique sur le genre Euphorbia

4.1. Activités pharmacologiques

Le genreEuphorbia a fait I'objet de nombreux travaux scientifiques mettant en évidence
des activités variées. (cf. Tableau 1). La majorité d’entre elles concernent surtout des effets

anti-prolifératifs (anti-tumoral, apoptotique, cytotoxique) et antimicrobienne (anti-virale,
antibactérienne, anti-fongique).

Tableau 1 : Activités biologiques du genre Euphorbia

Nom de I'espece Activités Références
E. lagascae antibactérienne Duarte et al 2007
E. fusiformis Natarajan et aJ 2005
E. peplus Cateni et al., 2003
E. lagascae anti-tumorale Pusztai et. 82007
Duarte et al 2006
E. chamaesyce Tanakeet al.,, 2006
E. peplus Ogbourne et a] 2004
E.fischeriana apoptotique Luo et Wang, 2006
E. cheiradenia Amirghofranet al, 2006
E. kansui Yu et al, 2005
E. decipiens anti-uréase Lodhi et 212006
E. decipiens Ahmad et al, 2003
E. tirucalli anti-arthrite Bani et al, 2007
E. cornigera cytotoxique Balochet al,, 2006
E. cactus Al-Fatimi et al, 2005
E. ebracteolata Shi et al, 2005a
E. characias Magan et al 2004
E. hirta antimicrobienne Sudhakar et,&@006
E. hirta anti-allergique Singh et al, 2006
E. kansui Nunomura et aJ 2006
E. milii molluscicide Sermsart et al 2005
E. pulcherrima Singh et Singh, 2005
E. kansui anti-cancéreuse Miyataet al, 2006
E. jolkini Kuo et al, 2006
E. peplus anti-inflammatoire Corea et al 2005
E. paralias antidiarrhéique Atta et 312005
E. royleana immunosuppressive Bani et al, 2005
E. thymifolia anti-virale Yang et a 2005
E. jolkini Cheng et al 2004
E. segetalis Madureiraet al, 2003
E. decipiens anti-nociceptive Ahmad et al, 2005
E. hirta anti-plasmodiale Tona et.ak004

L’espéce E. stenoclada sélectionnée n’a, quant a elle, pas été étudiée auparavant.
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4.2. Etudes phytochimiques

Différentes classes du métabolisme secondaire ont été identifiées dans ce genre : terpenes,

flavonoides, (Singla et Pathak, 1990). Ces résultats sont consignés dans le tableau 2.

Tableau 2 : Etudes phytochimiques antérieures du genre Euphorbia

C'a?'s‘? l}lom‘de Constituants identifiés Références
phytochimique 'espéce
E. decipiens 15-O-acetyl-30-propionyl-5O-butanoyl-7- Rechinger, 1964
E. teheranica O-nicotinoylmyrsinol ()
E. cheiradenia
E. marschalliana 15-O-acetyl-3,50-dibutanoyl-70-
Diterpénes E. heteradena nicotinoylmyrsinol @)
E. guyoniana 4,12-dideoxy(4a)phorbol-13-hexadecanoate Haba, 2007
24-methylenecycloartane-3,28-diol
E. decipiens acetate d’amyrine, lupeol, acetate de lupepl, Ulubelenet al, 1986
ginnone, ambreine, lupéone
E. petiolata Cycloartenol, 24-methylenecycloartanol Rustaiyaret al, 1982
Aynehchi et
Triterpénes E. falcata Obtusifoldienol, c-euphorbo, —amyrine §) Hakimzadeh, 1978
et Aynehchiet al, 1978
stéroides E. lanata Sitosteryl-3p-D-glucoside
Aynehchi et
E. tinctoria euphorbol Kiumehr, 1972, 1974, 1977
Aynehchiet al, 1972
E. myrsinites taraxérol

(6R)-2-chloro-6-[(1S)-1,5-dimethylhex-4-en- Shiet al 2005b

Sesquiterpénes | E. chrysocoma 1-yi]-3-methylcyclohex-2-en-1-one

E. larica kaempferol-30-glucoside, Ulubelenet al, 1983
guercetine-39-glucoside,
kaempferol-3-rutinoside, rutine,
6-methoxyapigenine

E. lanata kaempferol-7©-rhamnoside, Aynehchiet al, 1978
Flavonoides kaempferol-30-galactoside,
et guercetine-M-digalactoside,
coumarines esculetine
E. tinctoria guercetine, Aynehchi
guercetine-7-glucoside, et Ulubelen, 1974

kaempferol rhamnoside

E. decipiens methyl (2,4-dihydroxy- Ahmadet al, 2002
Phénols 3-formyl-6-methoxy) phenyl ceton8)( et
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1,1-bis
(2,6-dihydroxy-3-acetyl-4-methoxyphényl)
methane4)
Jassbi, 2000; Ahmad et
Jassbi, 1999

methyle gallate
Ruanet al, 2007

E. teheranica
Yin et al 2005

octacosyl cis-ferulate

E. hylonoma
E. ebracteolata 2,2',4,4'-tetrahydroxy-6,6'-dimethoxy-3,3'-
dimethyl-7,5'-bisacetophenone,
2,4-dihydroxy-6-methoxy-3-
methylacetophenone @-o-L-
arabinofuranosyl-($6)-3-D-glucopyranoside
et decahydro-d,4a,7,7-tetramethyl-1H-
cycloprop|e]azulene-2,5-diol
(10R,2R,4S,5S,86R, 7BR)

o o O
R)J\/\ R)k/
Bu Pr
ONiC
R R
ORy Q) Pr Bu
2 Bu Bu
o]
(@) (@)
MeO OH
MeO OH HO OMe
CHO
OH OH OH
@)
©)
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5) (
Figure 3. Structures de quelques molécules isolées du genre Euphorbia.

Plusieurs Euphorbes comme Euphorbia hirt& estenoclada sont utilisées par la
population malgache pour le traitement d’asthme et de d’autres maladies des voies

respiratoires. Notre intérét est basé sur

bronche normale

I'’étude de I'effet de E. stenoclada sur la

prolifération des cellules musculaires cartilage

. . couche musculaire
lisses bronchiques.

5. L'asthme glonde muqueuse

5.1. Généralités voie aérienne

L'asthme est une maladit

bronche inflammée

particulierement invalidante apparaissa

contraction de la
couche musculaire

généralement au cours des premié

années de la vie, mais également a I’

voie aérienne

adulte, et qui ne béneéficie, a I'heur ole ¢
réduite

actuelle, d’aucun traitement curatif (Gerge

et al., 2001). excés de mucus

Figure 4. Modifications morphologiques dans
une bronche inflammée
Différentes études épidémiologiques ont rapporté une augmentation de la prévalence de
'asthme, chez les sujets jeunes, au cours des trente derniéres années, dans différents pays,
dont la France (Neukirch et al., 1995). Cette prévalence se situe, chez I'enfant, entre 2,1

et 32,2 %, en fonction des pays.

Une définition consensuelle de I'asthme a établi qu’il s'agit d’'une maladie chronique des
voies aeriennes, caractérisée par une inflammation de la paroi bronchique (figure 4) (National

Institute of Health, 1997). Cette inflammation est responsable des symptomes (dyspnée
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paroxystique sifflante, essoufflement, sensation d’oppression thoracique, toux) et d'une
insuffisance respiratoire de degré variable qui est, au moins en partie, réversible spontanément
ou a l'aide d’un traitement.

Le processus inflammatoire dans I'asthme se caractérise par une accumulation dans la
paroi bronchigue, d'éosinophiles, de lymphocytes T de phénotype CD4+ ou CDS8+, de
lymphocytes Tyo et de cellules B, de macrophages, de cellules diepars, de mastocytes et
de plaquettes (Djukanoviet al, 1990). La plupart de ces types cellulaires présentent des
marqueurs d’activation a leur surface (figure 6). Le degré de sévérité de I'asthme détermine
les modalités des traitements des patients. Ceux-ci agissent sur la survenue des symptémes
(médicaments bronchodilatateurs, agonistes de fppadrénergiques) et servent a limiter
I'inflammation (corticoides). L'effet des corticoides, qui se traduit par une diminution des
symptéomes et du nombre de crises et par une amélioration de I'obstruction bronchique,
semble consécutif & leurs propriétés anti-inflammatoires et immunosuppressives. En effet, une
inhibition de la synthése de différentes cytokines, chimiokines et facteurs de croissance est
observée (Barnest al,, 1996).

5.2. Le remodelage bronchique : caractéristiques histopathologiques dans I'asthme

Difféerentes études cliniques ont établi que, malgré un traitement par les corticoides bien
conduit, entre 5 et 10 % (selon les pays) de patients asthmatiques présentent un déclin
progressif et irréversible de leur fonction respiratoire (Lagtgal, 1998). A cette évolution
péjorative peut se surajouter une obstruction bronchique irréversible, responsable d'une
insuffisance respiratoire chronique et d’un handicap fonctionnel parfois sévere (&@hlng
1999). Ce sont ces cas qui rendent compte de la plus grande partie des codts liés a I'asthme,
codts directs en rapport avec I'hospitalisation et le traitement médical, ou colts indirects, liés
pour I'essentiel a I'absentéisme scolaire ou professionnel (Gitualg 1999). La survenue de
ces altérations fonctionnelles respiratoires serait la conséquence d'un épaississement
progressif de la paroi bronchique di a un processus de remodelage tissulairet (&lias
1999).

Sur le plan histopathologique, le remodelage bronchique se caractérise par une
desquamation de I'épithélium accompagnée d’'une augmentation de I'espace situé entre les
cellules épithéliales basales, une hypertrophie et une hyperplasie du muscle lisse, une
hypertrophie des cellules glandulaires, associée a une hypersécrétion de mucus et a une

fragmentation des fibres d’élastine du tissu conjonctif. Un épaississement de la membrane
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basale, accompagné d’une fibrose sous-épithéliale, caractérisée par un dépodt de collagéne, de
ténascine et de fibronectine avec une augmentation du nombre de fibroblastes et de
myofibroblastes est également observé (HEiaa., 1999) ; Bousquet et.aR000) (Figures 5-

6).

Ces modifications structurales sont observées dans les bronches segmentaires et semblent
spécifiqgues de I'asthme. Ainsi, I'analyse de prélévements bronchiques de sujets atteints de
broncho-pneumopathie chronique obstructive, une autre maladie inflammatoire pulmonaire
chronique s’accompagnant d’une détérioration irréversible de la fonction respiratoire (Barnes
et al, 2000), montre plutdét une métaplasie épithéliale, sans épaississement de la membrane
basale et un processus de fibrose qui prédomine uniqguement dans les voies aériennes distales

et le parenchyme pulmonaire (Jeffery et 2001).

Figure 5. Caractéristiques histopathologiques du remodelage bronchique dans I'asthme

e Sur une coupe provenant d’une biopsie bronchique d’'un sujet témoin (A), I'épithélium
est intact et la muqueuse bronchique ne présente pas d'infiltrat de cellules
inflammatoires, ni de fibrose sous-épithéliale. La masse musculaire est limitée.

* Sur des coupes issues de biopsies bronchiques de patients asthmatiques (B-E),
I'épithélium est Iésé (B, C et D), la membrane basale (MB) est épaissie (D), la masse
musculaire est augmentée de facon notable (E) et la muqueuse bronchique est infiltrée
par des éosinophiles (B), des fibroblastes et des myofibroblastes (C et D), qui sécretent
du collagéne (C).

Des immunomarquages ont été effectués sur des cryosections fixées en acétone en
utilisant des anticorps reconnaissant spécifiguement les éosinophiles (B), les
fibroblastes et les myofibroblastes (D), le collagene de type IV (C) et les cellules
musculaires lisses (E), suivis d’'une révélation a la phosphatase alcaline (grossissement
x 300).

(source : Benayoun et al., 2003).
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Bronche sair Bronche inflammé

Figure 6. Modifications structurales en cas d’asthme.

Fb : fibroblastes ; Ep : Epithélium ; Mc : mastocytes ; cml : cellules musculaires
lisses ; Eo : Eosinophiles ; LT/LB : lymphocytes T/lymphocytes B ;

A. Desquamation de I'épithélium

B. Fibrose sous - épithéliale

C. Augmentation de la vascularisation

D. Augmentation de I'innervation sensitive
E. Hyperprolifération des muscles lisses

5.2. Causes et facteurs de risque

Il est fondamental pour I'avenir de I'asthmatique de déterminer la cause de son asthme.
Lorsque l'allergéne est identifié, on parle d'asthme allergique, atopique ou encore
d'hyperréactivité bronchique spécifique. La substance allergisante peut se présenter sous
forme inhalée (dans I'air) ou sous forme ingérée (aliments ou médicaments). Dans l'air, les
plus fréquemment en cause sont les poussieres de maison, les pollens, les moisissures, ou
encore des éléments présents dans I'environnement professionnel du malade : farine du
boulanger par exemple. Dans certains cas, I'élément responsable de l'asthme ne peut étre mis
en évidence. On parle d'hyperréactivité bronchique non spécifique. Dans les deux cas, il
convient de rechercher des facteurs aggravants de la maladie asthmatique tel le
tabagisme (actif ou passif), un effort physique ou un stress. Sont également recherchés : un
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reflux gastro-cesophagien ou une vascularite. La notion d'un terrain familial ou personnel

allergique peut se retrouver lors du diagnostic d'asthme. (Godard, 2005)

5.3. Les allergenes

L'étiologie allergique, tres majoritaire chez I'enfant, décroit sensiblement avec I'age.
Chez l'enfant, I'asthme est dans 90 a 95 % d'origine allergigue méme s'il n'est pas toujours
facile de mettre clairement en évidence l'allergene impliqué. (Gedaati 2000 ; Godard,
2005)

5.4.1. Les pneumoallergénes
Ce sont des allergenes présents dans I'air ambiant et qui, inhalés en quantité minime,
sont capables de sensibiliser les sujets et de déclencher les symptdmes en arrivant au niveau
des muqueuses respiratoires. Citons par exemple :
- les allergenes polliniques,
- les acariens,
- les protéines animales provenant d’animaux domestiques, d’expérience ou de
compagnie,
- les arthropodes (tels que criquets ou blattes) peuvent étre responsables d’asthme dans
certaines régions chaudes et humides,
- les moisissures et les levures atmosphériques,
- les bactéries, qui ont peut-étre un réle allergisant mais I'asthme induit par une allergie

bactérienne semble exceptionnel.

5.4.2. Les trophoallergenes
Les aliments et les boissons peuvent étre responsables de manifestations respiratoires
par le biais de sensibilisation allergique.

5.4.3. Les allergénes médicamenteux
Ces allergénes se rencontrent dans l'industrie pharmaceutique, dans les locaux de
production notamment ainsi que dans les milieux hospitaliers. lIs sont ainsi susceptibles de

toucher tous les professionnels de santé ainsi que les patients.
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5.4.4. Les allergenes professionnels
On estime a 10% la part professionnelle des asthmes apparus a I'adge adulte. Citons par
exemple I'asthme a la farine de blé pour les boulangers, aux isocyanates pour les peintres, aux

poussieres de bois pour les menuisiers ou ébénistes.

5.4.5. La pollution atmosphérique
Les bronches et alvéoles sont largement ouverts sur I'extérieur et offrent aux nuisances
une surface de I'ordre de 90 & 106, hes gaz ou particules rencontrés dans I'atmosphére
relévent essentiellement de :
- La pollution acido-particulaire : le dioxyde de soufre {H0es particules en
suspension et les aérosols acides (sulfates),
- La pollution photo-oxydante : 'ozone et le dioxyde d'azote.
Les principales sources de pollution sont les foyers fixes de combustion, les usines
d’incinération des déchets ménagers et industriels, le trafic automobile.

5.4.6. Le tabagisme

Chez l'asthmatique, le tabac est un cofacteur indiscutable : 20 % des asthmatiques sont
des fumeurs. Par lui-méme, l'aérosol tabagique provoque une inflammation des voies
aériennes avec hypersécrétion, paralysie (et destruction) ciliaire. Le tabagisme actif est par

ailleurs responsable d'une augmentation des IgE sériques.

5.4.7. Les virus
Les études épidémiologiques montrent que prés de 50 % des crises d'asthme du jeune
enfant sont liées a une virose respiratoire. Avant I'age de deux ans, le virus respiratoire

syncitial est le plus souvent en cause (40 & 70 % des cas).

5.4.8. Autres facteurs favorisants
lls sont nombreux. Citons par exemple :
- les infections a germe banales,
- l'asthme avec intolérance a I'aspirine,
- l'asthme lié a une sensibilité aux sulfites (soit 4 a 8 % des asthmatiques),
- lasthme et le reflux gastro-cesophagien (RGO)
- lasthme d'effort, qui se caractérise par la survenue d'une obstruction bronchique a

l'arrét de I'effort, typiquement 5 a 15 minutes apres.
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5.5. Médicaments antiasthmatiques
Il existe deux principaux types de médicaments contre I'asthme: les médicaments de

contrble (prévention) et les médicaments de secours. (Li, 2006). Pour la majorité des

asthmatiques, le médecin prescrit les deux types de médicaments:

5.5.1. Le médicament de controle

Il est utilisé quotidiennement chez I'asthmatique, en préventif.

Tableau 3 : Exemples de spécialités pharmaceutiques utilisées en prévention de crises

d’asthme
Classe o
. Médicaments
thérap A
: commer Caracteristiques
eutiqu S
cialisés
e
budésonide lls permettent une pénétration directe dans les
Corticostéroides (Pulmicorf) poumons et une diminution des effets secondajires
inhalés fluticasone observés lors d’une administration orale; Ils
(voie pulmonaire) (Flovenf) réduisent l'inflammation (gonflement, rougeur et
mucosités) des voies respiratoires.
_ o Prednisone, lIs sont préconisés si l'inflammation des voies
Corticosteroides Prednisolone respiratoires est grave et si le patient n’a pas|le
(voie (PediaPre8 et plein controle de ses symptdmes d'asthme.
orale) | pexamethasorfd
salmétérol lls aident a garder les voies respiratoires ouvertes,
(Serevert) a relaxer les muscles et a prévenir les crises
formotérol d'asthme. lls ne devraient pas étre utilisés a titre de

Bronchodilatateurs

(Foradif’, Oxez€)

médicament de secours. lls sont toujours prescrits

a action avec un corticostéroide inhalé.
prolong
ee TheoDuf® Il s’agit d’un bronchodilatateur qui fonctionne
Uniphyll® directement sur les muscles des voies respiratgires
Phyllocontirf pour les relaxer. Elle n'est pas couramment utiljsée
Thé . TheoLaif pour traiter les symptdmes d'asthme. Elle est
eophylline N iy . i
utilisée en soirée, lorsque l'essoufflement nuit gu
sommeil.
zafirlukast Les antagonistes des récepteurs de leucotrienes
Antagonistes des (Accolaté®) agissent contre une des composantes
récepte montelukast inflammatoires de I'asthme et protegent contre la
urs de (Singulaif®) bronchoconstriction.
leucaotri
enes
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5.5.2. Le médicament de secours

Il doit étre toujours gardé a portée de la main en cas d'urgence : lorsque la respiration
devient difficile, en cas de crise d'asthme ou d'exercice physique. Le médicament de secours
ne controle pas les symptdomes d'asthme, a long terme. Mais il agit rapidement, réduit les
effets des déclencheurs d'asthme, comme l'exercice physique et l'air froid. Son effet est

cependant de courte durée.

Tableau 4 : Exemples de spécialités pharmaceutiques utilisées en cas de crises

d’asthme
Classe
thefap Médicaments commercialisés Caractéristiques
eutiqu
e

Bronchodilatateurs s_alé)utamol ? lls permettent de soulager les
B (Ventolin Apo-8$lven symptémes de la toux, de
agonist Novo Salmof) l'oppression thoracique, de la
es respiration sifflante et de

fenoterol (Berote®) lessoufflement.
terbutaline (Bricanyl)

6. Matériel et méthodes
6.1. Extraction et isolement

Les parties aérienneskEliphorbia stenoclada (ES) ont été collectées en été 2003 dans
la région de Tuléar (au sud-est de Madagascar) et authentifiée par un botaniste confirmé, Mr
A. Rakotozafy. Un échantillon (ref 4768) a été déposé dans I'herbier du parc botanique de
Tsimbazaza.
11g du mélange de feuilles et tiges ont été séchés, finement broyés et mis en contact avec de
'EtOH 95° (en respectant un rapport 1 :10, soit 100 ml pour 10g de poids sec de matériel
végétal), sous agitation magnétique a température ambiante. L'extraction a été renouvelée
trois fois, chaque macération durant 5h. Les 3 extraits successifs ont été filtrés, combinés et
évaporeés a sec sous pression réduite. L'extrait obtenu (appelé ‘extrait EtOH’) a été ensuite
mis en suspension dans de I'eau distillée (200 ml) et soumis a une extraction liquide-liquide
au cyclohexang x 200 ml). L’extrait total ainsi délipidé (appelé ‘ES-tot’) a été évaporé a sec
sous pression réduitee rendement d’extraction obtenu est de 13,2% (p/p) soit 1,46 g I’ES-
tot.
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Un gramme de(ES-tot) a été solubilisé dans du méthanol puis fractionné par flash
chromatographie en phase inverse (FLASH 40+M, KP-C18-HS, 40 mm x 150 mm, Bjotage
Dyax Corp. Company), en utilisant un gradient d’élution de 10 a 100% MeOH (débit de 40
mL/min). 37 fractions ont ainsi été récupérées puis analysées par CCM analytique (gel de
silice Fsy, ref 5554, Merck) en utilisant comme éluant un mélange d’'acétate d’'éthyle/acide
formique/acide acétique/eau) (100:11:11:27 ; v/viviv). Les spots sont détectés sous lampe
ultra-violette a 254 et 366nm et révelés avec le réactif de NEU (2 - aminoéthyldiphénylborate
de sodium a 1 % dans le méthanol).

Les fractions similaires sont ainsi regroupées en 5 fractions nommées FA a FE.

L’évaluation biologique a porté sur ces 5 fractions de maniére a ne sélectionner que la fraction
active (FE). Celle-ci a été ensuite purifiée par CLHP-C18 semi-préparative (250 x 21 mm,
Nucleoduf, Macherey-Nagel) selon les conditions chromatographiques détaillées dans

le tableau 5, en utilisant un débit de 10ml/min et en effectuant une détection & 370 nm (115

UV detectorGilson).

Tableau 5 : Gradient d’élution utilisé en CLHP semi-préparative

Temps (min) 0,01M H3PO, (%) MeOH (%)
0 95 5
5 95 5
15 50 50
40 30 70
45 0 100
50 0 100

Le fractionnement de (FE) a permis d’isoler 6 sous-fractions dont la pureté a été contrdlée par
CLHP-C18 analytique (250 mmx4,6 mm, NucledjuMacherey-Nagel ; 9010 pump et

Prostar photodiode array detector, Varian) dans les conditions chromatographiques détaillées
dans le tableau 6, en utilisant un débit de 1ml/min et en utilisant un détecteur a barette de

diodes (Prostar Diode Array Detector, Varian).

Tableau 6 : Gradient d’élution utilisé en CLHP analytique.

Temps (min) 0,01M H3PO4 (%) MeOH (%)
0 95 5
10 50 50
35 30 70
40 0 100
45 0 100
50 95 5
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Tableau 7 : Gradient d’élution utilisé en CLHP analytique.

Temps (min) 0,01M H3PO4 (%) MeOH (%)

0 95 5

10 50 50

45 30 70

50 20 80

55 0 100

65 0 100

70 95 5

Les constituants de la fraction active (FE) ont été identifies par CLHP/UV/SM (CLHP,
Agilent; Polaris column; Bruker 3000+ mass spectrometer) et co-€lution avec leurs standards

respectifs. Les spectres de masse sont obtenus en modes positif et négatif.

L’ensemble du fractionnement de I'extraitEdiphorbia stenoclada, suivant une approche
bioguidée, est résumé dans la Figure 7.
Parties aériennes d'ES
Epuisement dans I'EtOH

Extrait EtOH

Délipidation

|

ES tot

C18-Flash chromatographie
(gradient: HO-MeOH)

Vool l

FA FB FC FD FE

Extra+[ EH1o

<4—

C18-CLHP semi-préparativ|
(gradient: HO-MeOH)

A

FE1 FE2 FE3 FE4 FES FEG6

D

<

Figure 7. Protocole d’extraction et de purification dE. stenoclada
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6.2. Traitement des cellules et test de prolifération cellulaire

Les cellules musculaires lisses bronchiques humaines (CMLBH) ont été traitées par
l'interleukine-1-béta ( IL-B, 10U/ml, R&D Systems, Lille, France) ou son solvant de dilution
pendant 4 jours; le milieu est changé quotidiennement (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM/F12, sérum de veau feetal 10 %, L-Glutamine (2 mM), acides aminés non
essentiels (1 :100), penicilline 50 U/ml), streptomycine (50 pug/ml) (Invitrogen), insuline (5
pg/ml) (Lilly, St Cloud, France).

Les cellules sont prétraitées par I'extrait total (ES tot), les 5 fractions FA a FE, les six sous-
fractions FE1 a FEG6, dans leurs solvants respectifs (1% EtOH en milieu de culture) pendant

1h avant traitement avec I'lL-1@haque jour pendant 4 jours.

La prolifération cellulaire est mesurée avec le test XTT (2,3-bis[2-methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl]-2H-tetrazolium-5-carboxanilide), (“Cell Proliferation kit Il XTT”, Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany), selon les recommandations du fournisseur. L'essai est
basé sur la capacité des cellules vivantes a réduire le sel XTT en composés formazan de
couleur orange. Le colorant formé est hydrosoluble et son intensité estimée par
spectrophotométrie. L'intensité de la coloration est proportionnelle au nombre des cellules
vivantes et I'absorbance est immédiatement mesurée a 450 nm. Les cellules sont déposées
dans des plaques de 96 puits (3000 cellules par puit) dans un milieu de sevrage (sérum de
veau feetal dilué (0.3%), milieu DMEM-F12, L-Glutamine, acides aminés non essentiels,
penicilline-streptomycine) et laissées adhérer pendant 3h, puis traitées comme décrit
précédemment pendant 4 jours. Les cellules sont laissées réagir avec I'XTT (1 mg/mL)

pendant 3 h.
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Figure 8. Courbe étalon des cellules

10pg de lextrait sont dissous dans 1 ml d’éthanol a 50% et évalués pour leur effet anti-
prolifératif sur les CMLBH. De la méme maniére, toutes les fractions et sous-fractions sont
dissoutes dans de I'éthanol & 50% a 1% de concentration finale et évaluées pour leur effet
anti-prolifératif. Le choix du solvant a été effectué en raison de la bonne dissolution des
extraits et surtout pour son atoxicité pour les cellules par comparaison avec le DMSO 5% et

1% (concentration finale) et I'éthanol absolu 1%.

Une relation de structure/activité (RSA) a été faite par comparaison de l'activité anti-
proliférative de la quercétine (Chromadex, ASB-00017045-500) et quelques uns de ses
dérivés commercialement disponibles’:n&thylquercétine (Chromadex, ASB-00009525-
005), pentaméthylquercétine (Chromadex ASB-00017080-010), hypéroside = querd@tine-3-
galactoside (Chromadex, ASB-00008916-005), quercitrine = quercédid@mnoside
(Chromadex, ASB-00017170-005) et isoquercitrine = quercétidegRicoside (Chromadex,
ASB-00009505-005).

Leur évaluation biologique a été effectuée a 2 concentrations : 10 et 20pg/mL.

6.3. Activité antiradicalaire (test au DPPH)
6.3.1. Principe du test
Le DPPH (1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur

violacée qui absorbe a 517nm. En présence de composés anti-radicalaires, le radical DPPH
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est réduit et change de couleur en virant au jaune. Les absorbances mesurées a 517 nm servent
a calculer le pourcentage d’'inhibition du radical DPR}di est proportionnel au pouvoir anti-

radicalaire de I'échantillon.

‘H

o)
2 NO2 O,N NO,

NO,

NO,
1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH (DPPH)H
Violet Pale Orange

Figure 9. Réduction du radical DPPH

6.3.2. Protocole

Le protocole utilisé est celui décrit par Parejal, 2002 et a été réesumé dans le tableau ci-
dessous.

Tableau 8 : Protocole expérimental (test du DPPH)

DPPH échantillon MeOH/HO (50%)
Blanc échantillon 0 0,75ml 1,5ml
Blanc DPPH (100%) 1,5ml 0 0,75ml
Echantillon 1,5ml 0,75ml 0
Incubation pendant 20 min a température ambiante

La mesure se fait au spectrophotométre aprés 5 minutes de réaction. Ce temps a été fixé aprés
des études de cinétigue de réaction entre 5 minutes et 30 minutes, le pourcentage de

décoloration a 517 nm en était inchangé. Celui-ci est calculé en utilisant la formule suivante :

% décoloration= 1- (DO échantillon —DO blanc échantillon)x 100
DO blanc DPPH
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Il est fonction de la concentration de I'échantillon testé. La courbe semi-logarithmique
obtenue permet d’établir la £glde I'échantillon qui correspond a la concentration permettant
50% de décoloration.

Les dilutions des échantillons testés sont comprises entre 1 et 100 pour un premier test, puis
l'intervalle est réduit autour de la 4glestimée. Chaque concentration est testée en 3
répétitions et chaque échantillon est testé en triplicatas.

6.4. Dosage des polyphénols totaux
6.4.1. Principe

Les teneurs en polyphénols totaux des extraits, fractions et sous-fractions sont
déterminées au moyen du réactif de Folin-Ciocalteu (Parejo et al., ZD®2)ernier est
constitué par un mélange d’acide phosphotungstique et d’'acide phosphomolybdique qui est
réduit, lors de l'oxydation des phénols en mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de
molybdene. La coloration bleue produite posséde une absorption maximale aux environs de
750 nm. L’absorbance, par référence a une gamme étalon obtenue avec un acide phénolique
(acide gallique), permet de déterminer la quantité de polyphénols totaux présente dans un
extrait. Elle est exprimée en mg d’équivalent acide gallique par g de matiere séche.

6.4.2. Protocole
Tableau 9 : Protocole expérimental (test Folin-Ciocalteu)

Blanc Echantillon

Extrait (100 pg/ml) (ul) - 100

H,Od (ul) 500 400

Réactif de Folin 1N (ul) 250 250
Incuber pendant 2 min

NaCO; 20% (ul) 1250 1250

Volume total (ul) 2000 2000

Agiter, puis incuber pendant 40 min & I'obscurité et & température ambiante, mesurer

I'absorbance a 725 nm.

6.4.3. Courbe étalon de l'acide gallique

La gamme de concentrations d’acide gallique utilisée pour le dosage des polyphénols et les

absorbances respectives mesurées a 725nm sont représentés dans le tableau 10.

Tableau 10 : Absorbances de la gamme de concentration d’acide gallique
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Acide gallique [ug/ml] Absorbance
5 0,043
10 0,115
20 0,255
30 0,424
50 0,7
60 0,817
70 0,986
80 1,094
=0,0138x
12 )llaz =0,9978
1]
0,8 -
< 0,6
0,4 1
0,2 1
0 : : : : : : : : ‘
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
concentration (pug/ml)

Figure 10. Courbe étalon de I'acide gallique

6.5. Statistiques

Les résultats des tests de prolifération, la détermination du pouvoir anti-radicalaire et le
dosage des polyphénols ont été effectués en triplicatas. Pour le test de prolifération, les
résultats sont exprimés en moyemn&EM (écart-type a la moyenne). Les données ont été
analysées par le test de Student, le test de Student-Newman-Keuls en cas de comparaison de
plus de 2 variables, ou par le test de Dunnett pour la comparaison des données dose-réponse
avec un niveau de signification P<0,05.

Les concentrations inhibitrices 50 gg)lsont exprimées en moyenfeSEM (écart-type a la
moyenne) pour les tests anti-prolifératif et anti-radicalaire. L’estimation des polyphénols
totaux est exprimée en mg d'équivalent acide gallique. La corrélation entre l'activité

antiradicalaire et les phénols totaux des échantillons est réalisée par une régression linéaire.
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7. Résultats
7.1. Effet anti-prolifératif de I'extrait ES et fractionnement bioguidé

L’IL-13 induit une augmentation de la prolifération basale des CMLBH de 49,2 +
2,3% p<0.001 & 10U/mL (figure 11). Cette concentration sera utilisée pour tous les essais
suivants.

La prolifération des cellules induite par IL-18st totalement inhibée par I'extrait ES
tot (102,9 +2,1 % d'inhibition a 10ug/mL; p<0.001), avec uneoGle 0,73 #0,08ug/mL
(figures 12 et 13).
Les fractions FA a FD ne montrent aucun effet inhibiteur de la prolifération des CMLBH
induite par I'lL-1p3 (figure 12). La fraction FE est la seule active, avec un effet antiprolifératif
(100,0 +£1,6 % inhibition a 10ug/mL; p<0.001), avec ungyGl 0,38 +0,02ug/mL (figure
11et 13).

Effet sur la prolifération induite par IL-1 B

P
N
|
*
*
%

*k% **k%k *kk *k*%

o r
(0] (@)
| |

NS NS

061 | i

Absorbance
(UA)

0,4
0,2

O’O T T T
EtOH IL-18 + EStot +FA +FB +FC +FD +FE
EtOH +IL-1PB

Figure 11. Activité des fractions de ES sur la prolifération ds CMLBH induite par
I'IL-1 B
ES tot : Extrait éthanolique B: stenocladaFA-FE : fractions issues de ES tot (cf. figure 7)

NS : Prolifération basale non significative des CMLBH.

**x - Prolifération basale significative des CMLBH
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Figure 12. Courbe dose-réponse de I'extrait ES tot
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Les profils CLHP analytiques des différentes fractions FA-FE montrent leur nette différence
de composition (figure 14).

:zzw_ FD
xwiggv$ﬂ¢ﬂJMW\xkA‘ 21.1.1.1
gﬁgﬁ_yﬂJLJ“kaukky¥ 2.1.1.1.2

gJLJf_KvN%JWg* 2.1.1.1.3
;ZM 2 ES TOT

! ‘10 ‘20 ‘30 ‘40 ‘5(

1.1.1.1.1.7Figure 14. Profils CLHP (280 nm) des fractions (FA a FE) issues de I'extrait
total (ES tot).

L’analyse par CLHP-UV de la fraction active FE (figure 15) montre que cette fraction
renferme exclusivement des flavonols : leurs profils UV présentent deux bandes maximales
caractéristiques.

"] ES tot

100—|

50—

mAU |

Figure 15. Profils CLHP (280 nm) de la fraction FE et de I'extrait total ES tot.
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La fraction FE ayant concentrée les constituants actifs, nous avons optimisé son analyse
chromatographique (tableau 7), dans le but de les isoler pour pouvoir les identifier (Figure
16).

FE1 Fraction FE

200—

150—

FES

100—

FE4

FE2
50— FE3

FE6

Figure 16. Profil CLHP (280 nm) de la fraction active FE

La fraction E a été fractionnée en 6 sous-fractions (FE1 a FE6) par CLHP semi-préparative.
Chaque sous-fraction a été analysée par CLHP analytique couplée a un détecteur a barette de

diodes (200 & 700 nm) afin de vérifier leur degré de pureté (figure 17).

0k s
o FE4

J\ 21.1.15
7 J\W L 2.1.1.1.6

25—

‘ ‘5 ‘10 ‘15 ‘20 ‘25

Figure 17.Profil CLHP (280 nm) des sous-fractions (FE1 a FEG6)

issues de la fraction active FE purifiée par CLHP semi-préparative.
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Seule la sous-fraction FE5 inhibe totalement la prolifération des CMLBH induite pd IL-1

(105,7 +1,2 % inhibition; p<0.001) (figure 18). Sa ¢l

0,49 +0,12pg/mL (figure 19).
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Figure 18. Activité de la fraction active FE et des sous fraicins (FE1 & FE6)
sur la prolifération des CMLBH induite par I'lL-1 8

NS : Prolifération basale non significative des CMLBH

*** . Prolifération basale significative des CMLBH
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Figure 19. Courbe dose-réponse de la sous-fraction FE5.

+ FEG6
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7.2. Identification des constituants de la fraction E

7.2.1. Identification du constituant présent dans la sous-fraction FE5

Le constituant présent dans cette sous-fraction a été identifié par CLHP couplée a un
détecteur a barette de diodes et a un spectrometre de masse (CLHP-UV-SM), et par co-
injection avec un standard commercial (Chromadex, ASB-00017045-500). |l s’agit de la

quercétine (Tr = 27,07 minyiax: 254 et 368 nm, et [M-H} 301,0 Da (figure 20-22).

Fians, WIS, 78.2min (¥557)
ot

010

0.5

100 200 300 400 500 800 700 miz
Figure 20. Spectre de masse LC-UV-MS (ESI : Electrospray lonisation)
de la quercétine en mode négatif [M-H]

PeakApex at 23.867 min _ PuP = 263.10 nm

Figure 21. Spectre UV de la quercétine
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7.2.2. ldentification du constituant présent dans la sous-fraction FE1

Figure 22. Structure de la quercétine

ou 3,3',4',5,7-pentahydroxy-2-phenylchromen-4-one

Le composé majoritaire présent dans la sous-fraction FE1 a été identifié par CLHP

couplée a un détecteur a barette de diodes et a un spectrométre de masse (CLHP-UV-SM) et

par co-injection avec un standard commercial a la quercitrine (Chromadex, ASB-00017170-
005) (Tr = 19,52 min), UV maximah(nax) : 253 nm et 349 nm ; masse moléculaire (PM)
[M-H] = 447,1 Da. (figures 23-25).

Intens, . -WS, 16.7min (#508]
X108 i
B [M-H]
4“7
4
2
: | 8850
:nfn L S
" ™S, 16.5mn (1504
[
[M+H]*
g 3030
4
3 o
2 [M+Na]”
1 a0 o190
, ; 429 | sl 692, | st
Y P T a [P RPN TR T Lo Rikek il dalini i Lo i e A bt e e
T 200 00 400 500 600 00 00 mz

Figure 23. Spectre de masse LC-UV-MS (ESI : Electrospray lonisation)

de la quercitrine en mode négatif [M-H] et positif [M+Na]"
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7.2.3. Identification de
L’hypéroside a

min, Amax: 255 et 352 nm, et [W= 462,0 Da (figure 26-28).

40C

, OH
2" Ho
1"
o o OH
OH
OH S 5" HsC

Figure 25. Structure de la quercitrine

ou quercétine-30-a-rhamnopyranoside

'hypéroside
été identifié dans les mémes conditions que précédemment (Tr = 19,3

La confirmation de la

structure a été opérée par co-élution avec un standard commercial (Chromadex, ASB-

00008916-005).
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Figure 26. Spectre de masse LC-UV-MS (ESI : Electrospray lonisation)

de I'hypéroside en mode négatif [M-H] et positif [M+Na]*

Within at 17.520 min _PuP = 257.62 nm

'200 250 300 '350 400

Figure 27. Spectre UV de I'hypéroside

Figure 28. Structure de I'hypéroside ou quercétine-8-p-galactopyranoside
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7.3. ldentification du composé majoritaire présent dans la fraction FA

La présence d’acide gallique dans la fraction FA a été établie par co-injection d’'un standard
acide galligue Chromadex (ASB-00007040-010) avec la fraction FA, dans les conditions
CLHP précitées (figure 29-31).

Coinjection FA-acide gallique

10315
1858

w0-] Acide gallique (témoin)

Figure 29. Profils CLHP (280nm) de la fraction FA
co-injectée avec l'acide gallique et celui du témoin d’acide gallique

Within at 7.787
AU [191.9

[y
Q
270,16

Figure 30. Profil UV de I'acide gallique

OH

o OH

Figure 31. Structure de I'acide gallique
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7.4. Etude de relation structure/activité

La quercétine et la quercitrine different seulement dans la position C-3 de leur cycle
C : substitution de I'hydroxyle par un rhamnose dans le cas de la quercitrine. Or, seule la
guercétine s’est avérée active sur le modeéle cellulaire choisi. Nous avons ainsi voulu
comparer l'activité de différents flavonols glycosylés et méthoxylés témoins (tableau 11),
pour tenter de comprendre I'effet observé sur les CMLBH et, le cas échéant, proposer d’autres

sources naturelles riches en dérivés actifs.

Tableau 11. Structure des flavonols utilisés dans I'étude de RSA

R1 R2 R3 R4 R5

Quercétine (Q) OH OH OH OH OH
Quercitrine (Querci) rhamnose OH OH OH OH
Isoquercitrine (Q3Glu) glucose OH OH OH OH
Hypéroside (Q3Gal) galactose OH OH OH OH

Isorhamnétine (MQ) OH OMe OH OH OH
Pentaméthylquercétine (PMQ) OMe OMe OMe OMe OMe

L’évaluation des dérivés @-hétérosidiques sur la prolifération des CMLBH induite par I'lL-
1B, a montré qu’aucun des dérivés n'est actif dans nos conditions expérimentales, suggérant
gue le groupement hydroxyle en position 3 du cycle C doit rester non substitué (figure 32).
L’étude des dérivés méthoxylés de la quercétine montre que la substitution de I’hydroxyle en
C-3’ par un méthoxyle (3’-méthylquercétine ou isorhamnétine) (tableau 11) abolit I'activité a
10 pg/mL alors qu'elle est restaurée en doublant la concentration. Les propriétés
antiprolifératives de la pentaméthylquercétine sont perdues aux 2 concentrations étudiées.
Ces resultats suggerent que le maintien des groupements hydroxyles libres est nécessaire pour
conserver I'activité d’inhibition de la prolifération des CMLBH induite par I'lL-d@ns la
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mesure ou leur substitution par un méthoxyle ou un sucre (rhamnose, glucose ou galactose)

diminue ou abolit cet effet (figure 32).
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Figure 32. Comparaison de l'activité d’inhibition de la prolifération des CMLBH

induite par I'lL-1 B, de la quercétine et ses dérivés.
Q : quercétine ; MQ : 3'-méthylquercétine ou isorhamnétine; PMQ : pentaméthylquercétine ; Q3Gal : quercétine
3-O-galactoside ou hypéroside ; Q3Glu : quercétiri@-@ucoside ou isoquercitrine ; Querci : quercétine-3-
rhamnoside ou quercitrine.

10 et 20 : Concentrations des flavonols testés, soit respectivement 10ug/mL et 20pug/mL
NS : Prolifération basale non significative des CMLB
*** - Prolifération basale significative des CMLBH

7.5. Analyse d’'un infusé de parties aériennes B: stenoclada

L’évaluation du potentiel anti-asthmatique a été réalisée au départ sur un extrait éthanolique.
Nous avons voulu vérifier si la quercétine, identifiée comme le principal constituant actif dans

le modele expérimental choisi, était également présente dans un infusé de parties aériennes
d’E. stenoclada. La drogue pulvérisée a été donc traitée de maniére équivalente a une
préparation traditionnelle malgache: infusion de 10 min puis filtration de l'infusé apres
refroidissement. Aprés concentration a sec, cet infusé a été repris dans du méthanol (10
mg/ml) et analysé par CLHP analytique selon les conditions chromatographiques précitées
(tableau 6). La comparaison des profils de I'infusé, de I'extrait éthanolique total (ES tot) et de
la fraction active (FE) confirme la présence majoritaire de quercitrine (FE1) et la présence de

guercétine (FES).
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Figure 33. Comparaison des profils CLHP (280 nm) d'un infusé, d'un extrait

éthanolique d’E. stenoclada et d’'une fraction repérée par bioguidage.

FE1 = quercitrine, FE5 = quercétine, (les sous-fractions FE2 a FE4 et FE6 n’ont pas été identifiées)

Ainsi, la préparation traditionnelle de parties aérienne&.stBnoclada, renferme
majoritairement un hétéroside de quercétine susceptible de constituer une sorte de « réserve »
de principes actifs ;. aprés absorption et hydrolyse intestinale, cet hétéroside de flavonol

libérerait de la quercétine, plus lipophile et plus active (figure 33).

7.6. Activité antiradicalaire et teneur en polyphénols totaux ¢&. stenoclada

7.6.1. La teneur en polyphénols totaux

Les teneurs en polyphénols totaux des différentes fractions obtenues a partir de I'extrait brut
d’E. stenoclada (ES tot) sont comprises entre 20 mg et 377 mg GAE /g.

Ce sont les fractions FC, FD et FE qui sont les plus riches en polyphénols. Les spectres UV
des composés majoritaires de la fraction FC correspondent a des oligomeéres
procyanidoliques. La fraction FA ayant le plus faible taux en polyphénols renferme

majoritairement de I'acide gallique (tableau 12).
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1.1.1.1.2 Tableau 12. Activité antiradicalaire de I'extrait total (ES tot) et teneur en

polyphénols totaux des différentes fractions et des composés purifiésEd’

stenoclada.
Echantillons (tssctt IlgllgeP?—ln)tICrlell;IFs:;?rﬁ_)a Polyphénols totaux
ES tot 0,8+0,5 172,5+8,6
FA 36,5+1,3 20,1+0,5
FB 95+0,1 111,6 £9,9
FC 25+0,7 377,5+10,0
FD 3,2+0,6 303,8 + 7,57
FE 11,6 +0,4 258,8 + 3,58
Quercétine 1,1£0,0 (3,63 uM) -
Acide gallique 0,8+0,0 (4,7 uM) -
Acide ascorbique
(controle) 15+0,2 (8,51 uM) -

a. Les résultats sont exprimés eg,Cmoyenne + ECM (n=3)
b. Les résultats représentent des moyennes = ECM (n=3) et sont exprimés en mg d’'équivalent en
acide gallique (GAE) par g de matiére seche.

7.6.2. Activité antiradicalaire

Les valeurs de G des différentes fractions ou composés purifiés sont situées entre
0,8 et 36,5 pg/mL. La fraction la plus active (ES tot) a ung €& 0,8+ 0,5 pg/mL. La
fraction FE, renfermant exclusivement des flavonols, a un effet antiradicalaire modgré (Cl
11,6 £ 0,4 pg/mL). La quercétine pure a une forte activité antiradicalairgg (@l1 = 0,0
pg/mL), équivalente a celle de I'acide ascorbique utilisé comme contrble posiif (C3+
0,2 ug/mL). (Tableau 12).

7.6.3. Corrélation entre la teneur en polyphénols totaux et I'activité anti-radicalaire

Parmi les 6 échantillons analysés, les 3 fractions (FC, FD et FE) ainsi que I'extrait brut
(ES tot) sont riches en polyphénols (teneur supérieure a 150 mg GAE/Q) et présentent une
bonne activité antioxydante (§glcompris entre 0,8 et 11 pg/mL).
Les extraits ou fractions ayant une activité antiradicalaire élevée sont généralement riches en

polyphénols (Figure 34).
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Figure 34. Droite de corrélation entre la teneur en polyphénols totaux

et I'activité antiradicalaire des échantillons testés

8. Discussion

Les parties aériennesHl’ stenoclada sont utilisées a Madagascar en infusion pour
traiter les désordres respiratoires comme les bronchites aigués et l'asthme. Un bilan
bibliographique a montré que le geritephorbiaest souvent utilisé traditionnellement pour
traiter ce type de pathologies respiratoires : c’est le cas par exergplaida L. en Inde
(Singh et al, 2005)ou dE. lunulata Bunge au sud de la Chine (Nishimataal, 2005).
Cependant, peu d'études ont été effectuées dans le but de valider leur usage traditionnel,
incluant I'identification de leurs composés actifs.

Les Euphorbes ont surtout été étudiées pour leur richesse en terpéenes contenus dans
leur latex. Certains d’entre eux manifestent des activités anti-inflammatoire (€oeda
2005), anti-nociceptive (Ahmadt al, 2005) et anti-tumorale (Ferreiet al, 2005). Les
flavonoides isolés des Euphorbes ont été étudiés pour leur effet antiulcéreetxalLi088),
antibactérien (Vijayat al, 1995) et antiviral (Ahn et al2002).

Une étude récente décrit I'effet de I'acide gallique et la quercétine isolés de I'espece
E. lunulata Bunge sur différentes lignées cellulaires. Cet acide phénolique et ce flavonol
semblent mimer l'effet de I'lL-10, aux effets anti-asthmatiques (Nishinetiral, 2005).
L’hélioscopinine-A, un autre polyphénol isolé d’'une autre especéglioscopial., exerce
un effet inhibiteur du leucotriene D4 qui induit la contraction de la trachée des rats, et inhibe

I'antigéne induisant une broncho-constriction chez le hamster (Park 2604)).
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En collaboration avec Dr. Nelly Frossard, responsable de I'équipe « Inflammation et
Environnement dans I'asthme EA3771 », nous avons opté pour un modéle cellulaire basé sur
linhibition de la prolifération de cellules musculaires lises bronchiques, induite par une
cytokine, I'lL-1B. Ce modéle est en effet validé par des étudesesuCHILB canines (Yang
et al, 2000) et les CMLB de cobayes (Btal, 1995). Pour estimer la viabilité cellulaire,
nous avons utilisé le test XTT qui permet d’estimer I'activité du métabolisme mitochondrial

par la réduction de I'’XTT en formazan soluble de couleur orange.

Un fractionnement bio-guidé de I'extrait éthanolique (ES tot) préparé a partir des
parties aériennes H: stenocladaaill. nous a permis de montrer que la seule fraction active
(FE5) I'était par la présence de quercétine. Cet effet anti-prolifératif sur le muscle lisse
bronchique n’a pas été rapporté auparavant. Ce résultat est en accord avec plusieurs autres
études montrant l'activité anti-proliférative de la quercétine sur d’autres types cellulaires
(Kandaswamet al, 2005; Lamberét al, 2005). De plus, plusieurs études expérimentales ont
montré les effets bénéfiques de la quercétine dans le traitement de I'asthme. En effet, ce
flavonol inhibe I'obstruction bronchique et I'hyper-réactivité bronchique chez les cobayes
(Dorschet al, 1992), et a un effet relaxaimt vitro sur la trachée de cobayes pré-contractée
par I'histamine, le carbachol ou le chlorure de potassium etkad, 1999, 2002 et 2003) et
est un inhibiteur de la libération d’histamimevitro par les mastocytes péritonéaux de rats
(Haggaget al, 2003).

Nos résultats élargissent les propriétés de la quercétine en mettant en évidence sa
capacité inhibitrice de la prolifération du muscle lisse bronchique induite par une cytokine
inflammatoire. Ils valident également le test cellulaire utilisé, qui est parfaitement adapté aux
criblage d’extraits végétaux et permet par fractionnement bioguidé d’identifier le(s)

constituant(s) responsable(s) du potentiel anti-asthmatique décelé dans un mélange complexe.

L’étude de RSA, bien gqu’elle concerne un nombre limité de composés, a démontré I'effet
anti-prolifératif supérieur de la quercétine par rapport a d’autres flavonols substitués. Il parait
gue, d'une part, la méthoxylation du cycle B réduit de 50% l'activité de la quercétine, alors
gue la substitution totale de tous les groupements hydroxyles l'inhibe totalement. Ainsi, la
présence de groupements hydroxyles libres dans le cycle B parait étre importante pour
l'activité antiproliférative de la quercétine. D’autre part, la glycosylation en C-3 (rhamnose,
glucose ou galactose) abolit completement cette activité. Ce résultat confirme I'importance de

I’hydroxyle libre en position 3 dans le maintien de I'activité.
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D’autres travaux cités dans la littérature montrent que des dérivés de la
guercétine substitués par un ou plusieurs méthoxyles sont plus actifs que la quercétine elle-
méme induisant une relaxation de la trachée de cobaye pré-contractée par I'histamine, le
carbachol ou le chlorure de potassium @al, 1999). Ces auteurs ont en effet rapporté que
la 3-O-méthylquercétine isolée dRhamnus nakaharaiune Rhamnacée utilisée dans la
médecine traditionnelle taiwanaise dans le traitement de I'inflammation et de I'asthme, induit
une activité relaxante de la trachée de colmyeitro par inhibition de phosphodiestérases
(Ko et al., 2002). Plus recemment, le méme groupe a rapporté que-taéshylquercétine
est activein vivo, inhibant I'inflammation et I'hyper-réactivité bronchique dans un modéle
d’asthme murin (Ko et al2004).

Les asthmatiques sont soumis a un stress oxydatif permanent, et de ce fait il a été
suggéré qu’une supplémentation en antioxydants diminuerait les symptomes de l'asthme
(Nadeem et a) 2003). De plus, des études épidémiologiques mettent en exergue la corrélation
entre la consommation réguliere d’aliments riches en polyphénols et la fonctionnalité
pulmonaire (Cooket al, 1997 ; Stracharet al, 1991) et les symptdbmes respiratoires
(Forastiereet al, 2000 ; Miedemaet al, 1993), suggérant que des antioxydants pris sous
forme d’aliments ou de compléments alimentaires, pourraient modifier le développement de

pathologies respiratoires chez des individus a risques.

Une teneur élevée en polyphénols a été trouvée dans une des sous-fractions obtenue
lors du fractionnement de I'extraitEEliphorbia stenoclada, la fraction FC, et s’explique par la
présence de tanins caractérisés par leur spectres UV et leur coloration rouge brique avec le
réactif vanilline-sulfurique sur plaque CCM. Le gelngphorbia est en effet connu pour sa
composition élevée en tanins hydrolysables (Abdulladzhasioal 2001 et 2003; Ahet al
1996).

Dans le test au DPPH, les fractions les plus actives, FC et FD, ont ges CI
micromolaires. Il est bien établi que les composés polyphénoliqgues peuvent agir comme
agents réducteurs, antioxydants donneurs d’hydrogéne et piégeurs d’oxygene singulet (Rice-
Evans et al1996; Kandaswami et Middleton, 1994). L'acide gallique, présent dans la fraction
FA, manifeste I'activité antiradicalaire la plus marquée, et méme supérieure a celle de I'acide

ascorbique, choisi comme témoin.
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En conclusion, cette étude a permis de montrer qu’'un extrait de parties aériennes
d’'Euphorbia stenoclada présente un potentiel anti-asthmatique, en étant capable d'inhiber la
prolifération du muscle lisse bronchique humain, responsable de I'inflammation de la paroi
bronchique. Celle-ci entraine a terme une insuffisance respiratoire caractéristique chez les
asthmatiques. Nous avons pu monter le role déterminant de la quercétine qui, bien que
minoritaire sous forme d’aglycone, existe dans l'infusé traditionnel sous forme d’hétérosides.
Ceux-ci sont vraisemblablement hydrolysés apres absorption pour libérer la forme aglycone
active, voire hydrolysés si les préparations traditionnelles se font par décoction aqueuse
prolongée. L’extrait total &. stenocladgrésente également des propriétés antiradicalaires
marquées, liées en partie a la présence d’acide gallique et de tanins hydrolysables.

Méme si d’autres études s’averent nécessaires pour confirmer ces propetés d’
stenoclada, en particulier dans un modéle murin d’asthme, le présent travail ouvre de
nouvelles perspectives dans le traitement de pathologies respiratoires basées sur des données

ethnopharmacologiques.
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Chapitre 2 :
Etude phytochimique

d’Anogeissus leiocarpu&uill. & Perr. (Combretaceae)
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1. Introduction

Les triterpenes sont des métabolites secondaires non-stéroidiques, ubiquitaires, de
source marine ou terrestre, identifiés a la fois dans la faune ou la flore, présents naturellement
sous forme libre, d’éthers, d'esters ou d’hétérosides. Les triterpénes sont biosynthétisés a
partir de six unités isopréniques et dérivent tous du squaléne. Il s’'agit d’isopenténoides
constitués de 30 atomes de carbones et possédant des squelettes acycliques, mono-, di-, tri-,
tetra- ou pentacycliques. Ces derniers sont les plus répandus (Mahato et Kundu, 1994).

Les saponosidessont des glycosides de haut poids moléculaire, constitués d’unités

osidiques liée a un triterpene ou un stéroide aglycone (Hostettman et Marston, 1995).

Plus de 90 familles botaniques savent biosynthétisesaj@gsnosidest leurs formes
dépourvues de chaines osidiques, appal@esgéninesCitons par exemple certaines plantes
alimentaires (soja, lentilles), certaines légumineuses (alfalfa) et certaines plantes médicinales
(thé, Ginseng). Le fait que les triterpénes (sous forme aglycone ou glycosylées) soient
localisés dans des organites possédant une activité énergétique importante suggere leur role
dans la régulation du métabolisme du végétal et son développement. La plupart d’entre eux

sont physiologiguement actifs (Hostettman et Marston, 1995).

Parmi les familles botaniques décrites pour leurs saponosides triterpéniques, nous nous
sommes intéressés a@ombretacées constituée d’environ 600 espéces d’arbres, arbustes ou
lianes, réparties en 20 genres (Gareeal, 2003). Le genr€ombretumest le plus vaste et
comprend 370 especes. Il est suivi du gdreeminalia avec 200 especes alors que le genre
Anogeissugst constitué de 19 espéces (http://132.236.168.181

Cette famille renferme différents types de triterpénes pentacycliques incluant des
acides oléanoliqgue et ursanoique, des friedelines, des cycloartanes et des dammaranes
(Keterereet al, 2001).

L’espéceAnogeissus leiocarpusa pas fait I'objet d’études phytochimiques poussées

surtout en ce qui concerne la présence des saponosides.

Le but de ce travail est d’analyser la composition chimique des écorces de cette espéce

traditionnellement utilisées en Afrique pour traiter des affections cutanées.
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2. Les triterpenes : structure et identification (Hostettmann et Marston, 1995)

2.1 Définition

Les saponosidesont des hétérosides de stérols ou de triterpenes. Les noms de ‘saponosides’
et de ‘saponines’ qui correspondent aux formes aglycones, dérivent dgaladir savon qui

évoque le caractére moussant de leurs solutions aqueuses ; ses propriétés tensioactives sont
caractéristiques de ce groupe d’héterosides. La définition classique des saponosides est ainsi

fondée sur ces trois propriétés fondamentales.

On peut définir les saponosides comme des entités chimiques constituées :
- d’une partie lipophile appelée aglycone, génine ou sapogénine;

- d’une partie hydrophile ou chaine osidique.

Les saponosides sont frequemment rencontrés chez les végétaux supérieurs, en particulier

chez les Dicotylédones, mais sont synthétisés également par certains animaux marins.

2.2 Structure

2.2.1 Aglycone

Les aglycones des saponosides peuvent étre
» des triterpenes (squelette a 30 carbones)
- pentacycliques: de type oléanane, ursane lupane, hopane, taraxastane,
friedelane, serratane ou holostane

- tétracycliques : de type dammarane, lanostane, ou cucurbitane.

» des stéroidegsquelette a 24-29 carbones)
- de type spirostane,
- de type furostane

- de type phytostérol.
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Il faut noter également I'existence de structures apparentées comme les glucoalcaloides de
type stéroide, dénommées « saponosides basiques ». Ces substances azotées sont

généralement rattachées aux alcaloides.

2.2.2. Les sucres

Les chaines osidiques portées par les saponosides existent essentiellement sous la forme
pyranne, rarement sous la forme furanne : D-glucose, acide D-glucuronique, 2-amino-2-
déoxyglucose, D-galactose, acide D-galacturonique, D-mannose, D-allose, L-rhamnose, L-
fucose, D-quinovose, L-arabinose, D-xylose, D-ribose, et D-apiose.

Ces sucres peuvent étre partiellement estérifiés par divers acides organiques : formique,

acétigue, butyrique, isobutyrique, tiglique, angélique ou férulique.

Le nombre de sucres fixés sur I'aglycone est trés variable. Des saponosides contenant jusqu’a
douze unités de monosaccharides ont été identifiés, mais la plupart n’en possedent que deux a

cing. La chaine osidique peut étre linéaire ou ramifiée.

La position d’attache des chaines osidiques sur I'aglycone permet de distinguer :

- les saponosides monodesmosidiques : ils comportent une seule chaine osidique liée

généralement sur le carbone 3 de I'aglycone par une liaison éther oxyde ;

- les saponosides bidesmosidiqugspssédant deux chaines osidiques. L'une est liée au
carbone 3, l'autre est fixée a I'aglycone par une liaison éther oxyde, le plus souvent en
C26 pour les dérivés stéroidiques, par une liaison ester en C28 pour les dérivés
triterpéniques et en C20 pour les dérives triterpéniques de type dammaranet(Paris
al., 1981; Pinkas et all972).

- les saponosides tridesmosidiguepossedent trois chaines osidiques fixées en trois

positions différentes de [l'aglycone. Citons comme exemple les saponosides

d’Astragalus membranace(®randacet al, 1992).
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2.2.3. Propriétés physiques

Les saponosides se présentent sous forme de poudres amorphes souvent hygroscopiques,
incolores, ou Iégérement colorées en beige, inodores et de saveur acre. Ces poudres possedent
en général un effet sternutatoire. Presque tous les saponosides sont solubles dans l'eau. lls
sont généralement solubles dans le méthanol surtout a chaud, peu solubles ou insolubles dans
les autres alcools, mais solubles dans I'EtOH a 60-80% et dans le BUOH saturé d’eau. Ils sont

pratiguement insolubles dans le ChHIQU I'éther.
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Figure 1 : Structures et numérotation de triterpénoides aglycones.
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2.3. Elucidation structurale

2.3.1. Méthode classique

SM (FAB ou FD) : masse et séquence des sucres

saponoside — a C-3 et C-28, masse de I'aglycone.

RMN *3C: liaisons interglucosidiques

Hydrolyse Clivage de la liaison ester

alcaline

Unité osidique
+

——» Identification par CCM ou CG

prosapogénine | , sum (FAB ou DCI) : masse et séquence des sucres a C-3

Hydrolyse acide

RMN C: liaisons interglucosidiques

l Clivage de la liaison éther

Sucres +
aglycone

—— |dentification par CCM
— Identification par SM, RMNH et RMN“C

Figure 2 : Schéma d’identification classique des saponosides.

2.3.2. Méthodes modernes

Elle est basée sur la combinaison des techniques spectroscopiques de RMN mono- et

bidimensionnelle, sans avoir recours aux méthodes chimiques d’hydrolyse.

Ainsi, les RMN du*H et du**C sont actuellement les méthodes les plus efficaces dans I'étude

structurale des saponosides. Leur intérét s’est accru grace aux progres techniques permettant

'enregistrement des spectres a haut champ et I'élaboration de séquences impulsionnelles

mono ou bidimensionnelles. Elles apportent des informations sur tous les éléments

structuraux : la nature de I'aglycone, la nature des sucres, les liaisons hétérosidiques ainsi que

la configuration des sucres (Mahato et 4082).

74



2.3.2.1. RMNH

Avec la RMN 'H, les informations sont apportées, non seulement, par les
déplacements chimiques mais aussi par la multiplicité des signaux et les constantes de
couplage. Cette technique est particulierement précieuse pour la détermination de la
configuration des sucres (Maha&t al,1982). L'étude structurale des aglycones est
conduite par comparaison avec des substances de référence. La difficulté majeure réside
dans la détermination des chaines osidiques. En effet, les signaux relatifs aux sucres sont
situés dans un intervalle restreint entre 3 ppm et 6 ppm. Pour des saponosides possédant
plusieurs sucres, l'attribution des signaux est souvent délicate du fait de la complexité du
spectre dans cette région, méme s’il est enregistré a haut champ. (Dans ce cas, l'utilisation
d’'une séquence multiimpulsionnelle peut pallier aux limites imposées par le spectre

monodimensionnel).
2.3.2.2. RMN*¥C

Il s’agit de la méthode la plus utilisée dans I'étude structurale des saponosides. Elle est
particulierement précieuse pour la détermination des liaisons interglycosidiques, la
configuration et la conformation des sucres. Ces éléments sont obtenus grace aux spectres
totalement découplés et a la séquence monodimensionnelle DEPT (Distortionless
Enhancement by Polarization Transfer) (Lanzettal, 1984 ; Sadleet al, 1988) qui
précise sans équivoque le nombre de CH; &HCH;.

Les signaux relatifs aux sucres sont situés dans la zone de 60 a 110 ppm. L’expérience
montre que les déplacements chimiques de chaque unité monosaccharidique a l'intérieur
de la chaine polysaccharidique sont similaires a ceux des monosaccharides, si on ne tient
pas compte des effets de substitution.

Ces effets provoquent une augmentation du déplacement chimique du carbone
directement impliqué dans la liaison (effet Ceci s’accompagne généralement d’une

diminution du déplacement chimique du carbone voisin en po§ition
En définitive, cette approche se résume de la maniéere suivante :

- Les carbones anomériques dans les pyranoses et leurs dérivés résonnent a champs
faibles : 90-110 ppm ;
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- Les carbones portant des —OH secondaires dans les pyranoses donnent des signaux

entre 65-85 ppm ; les signaux des carbones alcoylés sont déplacés de 5-10 ppm vers

les champs faibles par rapport aux carbones hydroxylés correspondants ;

- Les carbones portant des —OH primaires résonnent entre 60 et 64 ppm ;

- L’acylation de I'nydroxyle provoque un déblindage de 1,5-4 ppm, vers les champs

faibles du carbone.

Ces différentes regles ont été mises a profit dans I'étude structurale des saponosides de

nombreuses especes végétales.

2.3.2.3. RMN a deux dimensions

Nou

des

Les séquences multi-impulsionnelles (Saéleal, 1988) aboutissent a I'obtention de
figures de corrélation qui favorisent une interprétation sans équivoque des spectres
monodimensionnels et qui permettent I'établissement de la séquence de la chaine
osidique et de la position des liaisons hétérosidiques. Parmi ces procédés, nous
distinguons la COSY H-H (COrelation SpectroscopY) 45, la COSY relayée, la COSY
retardée, la HOHAHA (HOmonuclear HArtman-Hahn), la ROESY (Rotating fram
nuclear Overhauser Effect SpectroscopY) et la NOESY (Nuclear Overhauser Effect

SpectroscopY).

s illustrons a l'aide d’exemples, ces techniques utilisées pour I'élucidation des structures
saponosides :
La COSY 45 permet de mettre en évidence les couplabes®] et de les distinguer
d’apres l'orientation des taches de corrélation vis-a-vis de la diagonale (Sieldadjyi
1992).
La COSY relayéepermet de mettre en évidence les coupldges *J. Aux moyens
de la COSY et de la COSY relayée, nous pouvons interpréter les spectres délRMN
monodimensionnels et attribuer sans équivoque les signaux aux protons
correspondants (Babadjamian et 4b88).
La COSY retardée appelée égalemeRMN de couplage a longue distanceLes
couplages®] les plus courants suivent un chemin en faucille et°Jesn zig-zag

prolongé (couplages en M ou en W). Ces observations sont utiles pour déterminer la
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configuration anomérique de certains sucres et pour identifier des protons
diastéréotopiques (Babadjamian et 4B88 ;Massiot et al 1990).

« La HOHAHA permet de mettre en évidence les couplage€roshikawaet al,
1992).

* La ROESY consiste a observer des effets Overhauser dans le référentiel tournant, ce
qui permet [|'établissement précis d'une séquence hétérosidique. Elle apporte
également la confirmation de certaines attributions de résonance et de configuration
des sucres (Massiot et a1988).

* La NOESY mesure également des effets Overhauser et apporte les mémes

informations que la ROESY.

En outre, I'attribution des résonances des carbones et des protons peut étre réalisée sans
ambiguité au moyen d’une expérience de corrélation €}tfJ) COLOC (COrrelation
spectroscopy via Long range Coupling) (Deroeteal,1989) et/ou d’'une expérience de
détection inverse'H-*C. L’expérience HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum
Coherence) peut mettre en évidence le coupfdgéMuller et al, 1979) tandis que
'expérience HMBC (Heteronuclear Multiple-Bond Connectivity) met en évidence les
couplages hétéronucléaireket®J (Bax et al, 1986).

Notons enfin que la techniqUBlADEQUATE (Incredible Natural abundance DoublE
Quantum Transfer Experiment) peut mettre en évidence des coufilages (Breitmaier

et al, 1987 ;Pereraet al, 1993). Cette méthode est particulierement précieuse pour les
informations qu’elle apporte mais elle impose des quantités importantes d’échantillons.

L’espéceA. leiocarpusn’ayant pas fait I'objet d’étude phytochimique approfondie, nous nous

sommes proposé d’identifier les principaux constituants isolés et purifiés a partir de I'écorce
de cet arbre.
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3. Description de la plante

Anogeissus leiocarpu&uill. & Perr. (synonymeAnogeissus schimpeHkochst. ex
Hutch & Dalziel) (Combretaceae) est également désigné sous le nom vernaculaire de ‘bouleau
d’Afrique’. Il s’agit d’un arbre commun des foréts de savanes de I'Afrique de I'ouest (Oliver-
Bever 1986; Hennenbergt al, 2005). Il peut atteindre 15m de haut, posséde des épines
droites de 1-3 cm, terminant de courts rameaux. Ces derniers portent des feuilles blanchatres,
de petite taille (2-3 cm de long sur 10-15 mm de large), au limbe parcouru de 4-5 nervures,
ceux a la pointe acuminée. Cette espece possede de petites fleurs odorantes, réunies en
panicule terminal. Le fruit se présente sous forme de petite capsule sphérique, de 5 mm de
diametre. (http://assoc.pagespro-orange.fr/senegal.bourbonnais/Anne%20marie.htm)

Figure 3 : Photo de spécimenAhogeissus leiocarpus
source : http://www.metafro.be/prelude/prelude_pic/Anogeissus_leiocarpus.jpg

4. Classification

- Embranchement: Spermaphyte

- Sous-embranchement Angiospermes_(Magnoliophyta
- Classe: Dicotylédones (Magnoliopsida)

- Sous classe Rosidae

- Ordre : Myrtales

- Famille : Combretaceae

- Genre : Anogeissus

- Espece: leiocarpus
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5. Etude bibliographique d’Anogeissus leiocarpus
5.1. Etudes phytochimiques antérieures sur le genre Anogeissus

» Saponosides triterpéniques

Le seul saponoside décrit dans le genre a été isolé a partir des feuilles de I'espéce

Anogeissus latifolia (Chaturvedi et 4992).
II s’agit du 3O-acétyl-oléan-12-en-28-oique-p-D-glucopyranosyl-(P4)-O-B-D-

xylopyranoside.

OH OH OH OH

AcO OH

Figure 4 : saponoside isolé Ahogeissus latifoliafeuilles

Tableau 1 : Etudes phytochimiques antérieures du genre Anogeissus

Espéce € asse Composeés identifiés Références
phytochimique
: (Aspinalet al,
Tanins 17% 1961)
. : Acide 3,3',4'-triO-méthylflavellagique ) et (Nduiji et al,
Acide elagique et acide 3,3-d-méthylellagique 1988)
érivés
) . Acides aras Acide palmitique (29,4%), acide oléique (15,4%), et (Mackieet al,
A. schimperii 9 acide linoléique (38,6%) 1961)
(Aspinall et
Gomme Polysaccharides Christensen,
1961)
(Nduji et al,
. . Acides gentisique, acide protocatéchique 1983)
Acides phénoliques ! ; Reddyet al.,
et acide gallique
. L - 1961)
Acides shikimique et quinique
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Acides gras, acides carboxyliques (acides tétradécanoique,
A. leiocarpus hydrocarbures, hexadécanoique et octadécanoique), acides insatyréadigunet al,
triglycérides et (acide linoléique et acide oléique) (acide 11,14- 2001)
cholestérol eicosadienoique méthyl ester et son isomeére)
Acide 3,3',4-triO-méthylflavellagique
(Reddyet al,
1974)
Acide 3,3'-diO-méthylellagique-4p-D-xyloside et
A. latifolia acide 3,4,3'-trio-méthylflavellagique-4B-D-glucoside | (Deshpandet
Acide ellagique et al., 1976)
dérivés (écorce)
Acide ellagique, acide 3,3',4-t@-méthylellagique, (Reddyet al,
Acide tétra©-méthylellagique 1965) (Reddy
et al, 1974)
y guercétine, myricétine, (Reddyet al,
Flavonoides (+)-leucocyanidine 1965)
(Tischeret al,
A. latifolia (gomme) Polyglycosides 2002)
polysaccharides glucuronomannanes (Aspinall et
al., 1967)
Huile es_sent|elle 1.6% (Augustuset
(graines) al., 2001)
Acide ellagique et Acide 3,4,3"-triO-méthylflavellagique (Adigunet al.,
dérivés et son dérivé glucosylé 2000)
(Aspinall et
al.,1975),
Aspinall et
. Carlyle 1969),
leiocarpane A (Aspinall et
A. leiocarpus McNab,
polysaccharides 19.69)’
(Aspinall et
leiocarpanes A et B al., 1969)
glucuronomannanes (Aspinallet
al.,1965)
(Aspinall et
al.,1967)
Anolignanes A, B et C;
(-) secoisolaricirésinal; .
Lignanes 2,4-di-O-méthylanolignane; gl?ln]ﬂ-ggic:)et
9 2,4-di-O-méthylanolignane "
A. acuminata anogeissinine (1) et anogeissusine A (I1) et B (ll1),
' vescalagine, castaline, castalagine, acutissimine C, .
. g ; (Linetal,
grandinine, eugénigrandine A 1991)
Flavano-ellagitanning
Ptérostilbene (1), dihydrodéhydrodiconiféryl alc. (II)| (Rimandoet
et conocarpane al., 1994b)
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5.2. Etudes biologiques antérieures sur le genre Anogeissus

Tableau 2 : Activités biologiques du genre Anogeissus

Espece Activités Extraits / Composés actifs Références
(Adigunet al, 2001), (Sanoget
Antimicrobienne al., 1998), (Almagbouét al,
1988)
Antibactérienne Extrait 50% EtOH (Taiwoet al, 1199%98)) (Rotimet al.,
A. leiocarpus Antifongique

(Govindarajaret al., 2004)
(Batawilaet al, 2005)

Antimalarique,
leishmanicide, . (Okpekonet al, 2004), (Vonthron-
trypanocidaire, Extraits MeOH et CkCl, Senecheaat al, 2003)
antihelminthe

Anolignanes A, B et C; (-)
secoisolaricirésinol;
Anti VIH-1 2,4-di-O-méthylanolignane;

(Rimandoet al, 1994a)
. 2,4-di-O-méthylanolignane
A. acuminata

ptérostilbene (1),

Cytotoxique dihydrodéhydrodiconiferyl (Rimandoet al, 1994b)

alcool (Il) et conocarpane.
Antioxydante (Govindarajaret al, 2004a)
Cicatrisante 50% EtOH (Govindarajaret al, 2004b)
A. latifolia Anti-ulcére Extrait 50% EtOH (Govindarajaret al, 2006)
Antimicrobienne

Extrait 50% EtOH

(Govindarajaret al., 2006)

5.3. Utilisations traditionnelles

L’espéce Anogeissus leiocarpest utilisée traditionnellement dans différentes indications :

» écorce du tronc: contre l'anorexie, la constipation, le paludisme, l'ictere, I'asthme,
toux et bronchite.

» Feuilles : contre la jaunisse, les rhumes de cerveau, I'asthme, toux et bronchite.

» Rameaux feuillés: en cas de migraine, de dysenterie amibienne.
(Sanogcet al., 1998).
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6. Matériel et méthodes

6.1. Extraction et isolement

A. leiocarpus (50 g d’écorce)
Extractiof EtOH 80%, 12 h, filtration, évaporation
Extrait EtOH
Fractionnement de 3g (Sephadex LH-20)
(gradient HO/MeOH)

Voo

AlLecl AlLec?2 AlLec3 AlLec4 AlLecb

CCM préparative
(100 :17 :13)

C-18 CLHP préparative

ALeclA (9mg) AleclB (10 mg
AlLec3-1 (3 mg) AlLec3-2(25mg) ALec3-3(3.5mg)

C-18 CLHP préparative

v ‘ v

AlLec2C (15 mg) AlLec2D (5mg) ALec2E (2 mg)

Figure 5. Protocole d’extraction et de purification d’A. leiocarpus

Les écorces &. leiocarpusont été collectées dans le parc national de Niokolo Koba
au sud-est du Sénégal en Novembre 2004 et identifiées par le botaniste Dr. M.S. Mbaye de
I'Université Cheikh Anta Diop, de Dakar. Un échantillon (8580, 26-X-1941) a été déposé a
I'herbier du laboratoire de botanique, a I'lnstitut Fondamental d’Afrique Noire (IFAN) de
Dakar.

A partir de 50 g d’écorces finement broyés et macérés dans 80% EtOH sous agitation
magnétique a température ambiante (3 x 500 ml); les extraits obtenus ont été filtrés,
combinés et évaporés a sec sous pression réduite (extrait EtOH) (3,19 ; 6,21% p/p) (Figure 5).
Un aliquot de 3g de I'extrait EtOH a été fractionné sur colonne de Sephadex-LH20 avec un
gradient d’élution HO/MeOH selon les conditions suivantes :
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Fractions MeOH H,0 Volume (ml)
1-4 0 100 100
5-8 10 90 =

9-11 20 80 =
12-15 30 70 =
16-19 40 60 =
20-23 50 50 =
24-27 60 40 =
28-31 70 30 =
32-35 80 20 =
36-39 90 10 =
40-43 100 0 =
44-52 100 0 =

Les fractions semblables ont été rassemblées en fonction de leur similitude de profils
CCM. Ainsi, 5 fractions majoritaires ont été récupérées (ALecl a 5). La fraction ALecl (60
mg) a été fractionnée par CCM préparative sur gel de silice avec comme solvant de migration
un mélange ACOEt/MeOHA® (100 :17 :13 ; v/viv) pour donner lieu aux composés ALeclA
(9 mg) et ALeclB (10 mg). La purification de la fraction ALec2 par CLHP-C18 selon les
conditions d’élution sous-cités (tableau 5) a conduit a I'obtention de 3 produits purs ALec2C
(15 mg), ALec2D (5mg), ALec2E (2 mg), et 3 autres produits purifiés a partir de la fraction 3:
ALec3-1 (3 mg), ALec3-2 (2,5 mg) et ALec3-3 (2 mg).

Les spots ont été détectés sous lampe ultra-violette a 254 et 366 nm et révélés avec le
réactif de NEU (2-aminoéthyl-diphénylborate a 1 % dans du MeOH) pour les polyphénols et

par le réactif a la vanilline-sulfurique pour les terpénes.
6.2. Conditions chromatographiques utilisées en CLHP analytique et préparative

La pureté des produits a été contrélée par CLHP-C18 analytiqgue (pompes 9010 et
détecteur a barettes de diodes Prostar, Varian) dans les conditions chromatographiques

suivantes :

Débit (1 ml/min), détection & 370 nm pour les ellagitanins et 205 nm pour les terpéenes.
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Tableau 3 : Conditions chromatographiques CLHP analytique des fractions AlLecl a 5.
Temps (minutes) 0,01M HPO; (%) Acétonitrile (%)
0 98 2
60 50 50
80 0 100
85 0 100
90 98 2
Tableau 4 : Conditions chromatographiques CLHP analytique des produits purs

(ALec3-1a3; ALeclAet 1B ; ALec2C aE)

Temps (minutes)

0,01IM HPO; (%)

Acétonitrile (%)

0 95 5
10 50 50
15 30 70
20 20 80
25 0 100
30 0 100
35 95 5

La purification par CLHP-C18 semi-préparative (250 x 21mm, Nucl€oddacherey-Nagel)

a eté opéree selon les conditions chromatographiques suivantes :
Débit (10 ml/min), détection a 370 nm (115 UV detector, Gilson).

Tableau 5 : CLHP semi-préparative des fractions ALec2 et ALec3.

Temps (minutes) 0,01M HPO; (%) Acétonitrile (%)

0 95 5

5 95 5

15 50 50

20 30 70

25 20 80

30 0 100

35 0 100
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7. Profils chromatographiques

~ > ellagitanins
terpénes > <
AleclB > )
ALeclA >
EtOH 1 2 3 4 5 EtOH 1 2 3 4 5
Figure 6 : Profils CCM sur gel de silice de I'extrait total (EtOH) et de
ses 5 fractions (ALecl a 5).

a gauche : révélation a la vanilline-sulfurique

a droite : révélation au réactif de NEU

Solvant de migration : ACOEt/MeOH#B (100 :17 :13; v/viv)
Le profii CCM (partie gauche du chromatogramme) montre des taches de couleur bleu
violacée apres révélation au réactif de vanilline-sulfurique, indicateur de la présence de
terpenes. La révélation au réactif de NEU présente des spots de fluorescence jaune a 365 nm,
indicateur de la présence de composés aromatiques. (figure 6)
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Figure 7 : Profils CLHP (205 nm) de I'extrait total (EtOH) et des différentes fractions
qui en dérivent (ALecl a 5) [5 mg/ml]
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Les profils CLHP analytiques de I'extrait total et les fractions ALecl a 5 obtenus selon les
conditions détaillées dans le tableau 3, permet de repérer la fraction ALecl qui renferme
majoritairement 2 pics (dénommeés AlLeclA et ALecl1B) dont le profil UV correspond a des
terpenes. Ces résultats confirment la coloration bleue et I'intensité des spots observés en CCM

(figure 6).

D] ALec2E

15—
10—
5
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o] ALec1A
100—
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Figure 8 : Profils CLHP (205 nm) des produits purs isolés des fractions ALecl et ALec2. [1 mg/ml]
La figure 8 présente les profils CLHP analytiques des composés terpéniques ALeclA,
AlLeclB, ALec2C, ALec2D et ALec2E purifiés a partir de leur fractions respectives ALecl et
Alec2.
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Figure 9 : Profils CLHP (205 nm) des produits purs isolés de la fraction ALec3 [1 mg/ml]

La figure 9 montre les profils CLHP des 3 dérivés ellagiques ALec3-1, ALec3-2, ALec3-3

purifiés a partir de la fraction ALec3.
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8.1. ldentification des triterpénes
8.1.1. Elucidation structurale du composé AleclA

Le produit ALeclA a été purifié par CCM préparative a partir de la fraction ALecl.
9 mg de poudre blanche du composé ALeclA ont été obtenus. Le test Lieberman-
Burchard est positif (couleur rouge) indiquant un triterpéne de type oléanane ou ursane. La

nature triterpénique est confirmée par spectrométrie de masse et paiHRMNC.

Baseline at 40.667 min PuP = 204.67
mAuU [196.44
150

125

75
50+

257

200 '300 T400 s

Figure 10 : Profil UV-type des composés ALeclA et B, ALec2C a 2E.

La masse moléculaire du composé obtenu p&F-MS a donné un ion pseudo-
moléculaire [M] & m/z = 682 Da.

Les spectreRMN *°C, 3C DEPT 135 et®*C DEPT 90 (figures 13-14) montrent 36
carbones dont un groupement carbonyle, deux carbones éthyléniques, 5 méthines, 5 méthyles,
3 méthylenes oxygénés, 8 méthylénes 7 méthines oxygénés et 7 quaternaires. Ainsi, on déduit

la formule brute du composé ALeclAsxHs55012), ce qui suggere la présence d’un triterpene
conjugué a un hexose (saponoside monodesmoside).

Dans le spectr®MN 'H enregistré dans pyl5 (figures 11-12), le signal doublet
résonant & 3,98 (1H, dJ = 8,0 Hz) correspond au proton H-3. Dans le spé&iié&l COSY
'H-H (figure 13), le proton & 3,98 corréle avec celui & 4,42 ppm (1H, m, H-2) et ce
dernier ave® 1,36 ppm (1H, tJ =124, H-1 et 2,29 ppm (1H, dd, 12,4;4,8, H)1& e
résultat montre que C-3 et C-2 sont oxygéneés et que C-1 porte 2H. La grande constante de

couplage de H-3 & 3,98 ( = 8,0 Hz) montre une corrélation type axial-axial entre H-2 et H-
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3. Les déplacements chimiques des carbones C-2 etdc-89]0 (C-2) et 79,8 (C-3)]
confirment la configuration de 2et 3pOH, qui a été bien illustrée par (Kojimbaat., 1989).

Les spectresRMN *H (figures 11-12) etRMN *H-*C HSQC (figures 16-17)
montrent 5 groupements méthyles singulets, A partir des 5 méthyles dans les spectres de
corrélation RMN 2D HMBC ((figures 18-20), HSQC (figures 14-15) €OSY (figure 15), on
peut identifier tous les carbones et protons de I'aglycone. Les données-RM C-29 et
C-30 ¢ 28,7 et 24,6, respectivement) indiquent le typarmd@e (ils sont plus blindés dans le
cas des ursanes: ceux-ci résonnent dans ce cas entre 16-18 ppm et 20-22 ppm,
respectivement). Le squelette oléanane est confirmé par les déplacements chimiques
caractéristiques des carbones C-12 a 123,5 ppm et C-13 a 144,3 ppm qui sont clairement en
faveur d’'une structure de tyfieamyrine (ces carbones résonent respectivement a 124 et 139
ppm dans le cas des ursane@samyrine). Par ailleurs I'absence des signaux correspondants
aux groupements méthyles 23 et 24 et la présence de trois groupemgdts &Hs2,1,

64,3 et 62,8 ppm confirme que les carbones 23 et 24 sont hydroxylés.

Le blindage du carbone anomérique de I'hex@gedb,8) montre une liaison ester
entre l'oside et le sapogénine (en cas de liaison éther, il devrait étre déblindé adt@00de
110 ppm). La comparaison des déplacements chimiques des carbones di §id;8e({C-3)]
avec ceux de la littérature suggere qu’il s’agit d’'une configuration D-glucopyranose. En effet,
dans le cas du D-galactopyranose le C-3 est plus blidé[8 (C-3)] (Agrawal, 1992). La
grande constante de couplage (8,0 Hz) de hidntre une interaction H-Hxial/H-2' axial
d’ou une configuration flu sucre.

Les spectres COSY H-H, le proton a3 3,5 (H-18) corréle avec le proton a85,47
(H-12) (petit couplage).

Ainsi la structure du saponoside triterpénique ALe@&td établie comme étant la,2(3,1%,

23, 24-pentahydroxyoléan-12-én-28-oat@;D-glucopyranoside ou trachelospéroside E1.
Ce composé a déja été isolé a partir des fruiRutlyea viburnioideéyoung et al, 1998) et

de Trachelospermum asiaticyifflumiko etTatsuo, 1987), mais décrit pour la premiére fois

dans la famille des combretacées.
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20,3B,190,23,24- pentahydroxy-oléan-12-én-28-oat@;D-glucopyranoside
(trachélospéroside E1)
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Tableau 6 : Données RMRH (500 MHz) et*C (125 MHz) de Alec1A (pyridinel).

N° oy J (Hz2) oc type HMBC

la 2,29 (QH, t, 11,9) 47,6 CH

1b 1,36 (1H, dd, 12,4;4,8)

2 4,42 (1H, m) 69,0 CH

3 3,98 (1H, d, 8,0) 79,7 CH

4 - 46,4 Cq

5 2,05 m 48,7 CH

6a 1,97 (1H, s large) 194 Ch

6 b 1,66 (1H, m)

7a 1,97 (AH) 33,0 Ch

7b 2,01 (1H)

8 - 40,3 Cq

9 2,03 (1H, s large) 48,8 CH

10 - 38,3 Cq

11 2,07 (2H, s large) 24,5 GH | C-12;C-13;C-25;C-10.C-8;C-9
12 5,47 (1H, s large) 1232 CH

13 - 144.3 Cq

14 - 42,1 Cq
15a 2,34 (1H, dd) 29,0 Ch
15b 1,17 (1H, d, 8,1)

16 2,77 (1H, td, 2,8;13,5 27,9 GH C-28;C-17;C-15
17 - 47,9 Cq

18 3,5 (1H, s large) 44,6 CH C-28;C-13;C-12;C-16;C-1
19 3,53 (1H, d large, 5,4 81,0 CH C-20;C-18
20 - 35,5 Cq
2l a 1,02 (AH, m) 28,9 Ch C-30;C-28
21b 2,03
22 a 1,45 (1H, dd, 2,8; 9,2) | 33,2 Ch
22b 1,66 (1H, m)
23 a 4,0 (AH, m) 64,3 CH
23 b 4,61 (1H, d, 10,2)
24 a 4,85 (1H, dd, 4,3;10,8)| 62,8 Ch
24 b 4,25 (1H, d, 10,8)

25 1,15s (3H, s) 17,5 GH C-10;C-1

26 1,17 s (3H, s) 17,2 GH C-7,C-8;C-14
27 153s (3H, s) 24,8 GH C-13;C-15;C-14
28 - 177,2 Cq

29 1,11s (3H, s) 28,7 GH C-19;C-20;C-21;C-30
30 0,95s (3H, s) 24,6 GH C-19;C-20;C-21
1 6,34 (1H, d, 8,0 Hz) 95,8 CH C-28;C-3'

2' 4,18 (1H, 1) 74,1 CH

3 4,27 (1H, 1) 78,9 CH

4 4,35 (1H, 1) 71,0 CH

5' 4,33 (AH, m) 79,8 CH

6' 4,42 (2H) 62,1 ChHl
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19-OH

H-1' H-12

H-18

Figure 11 : Spectre RMNH (500 MHz) du composé ALeclA (pyridirds).

5 méthyles

Me-26 Me-30
Me-27 Me-29

Figure 12 : Spectre étalé RMNH (500 MHz) du composé ALeclA (pyridirs).
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Figure 13 : Spectre RMNC DEPT90 (125 MHz) du composé ALecl1A (pyridid8).

C-28 C-13

Figure 14 : Spectres RMNC DEPT135 et®C (125 MHz) de ALecl1A (pyridine5).
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o
H-23a/H-23b

19-OH/H-18
H-1'/H-2'

Figure 15 : Spectre RMN COSYH-'H (500 MHz) du composé ALeclA (pyridirgs).

H-1'/C-1

H-12/C-12

Figure 16 : Spectre RMNH-*C HSQC (500 MHz) du composé ALec1A (pyridids).



H-23a/C-23 H-23b/C-23
H-24a/C-24 H-24b/C-24

H-2'/C-2

H-3/C-3

H-19/C-19

Figure 17 : Spectre RMNH-*C HSQC (500 MHz) du composé ALecl1A (pyridid8)

H-18

C-16

C-17

C-12

C-13

C-28

Figure 18 : Spectre RMNH-C HMBC (500 MHz) du composé ALecl1A (pyridims).
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Figure 19 : Spectre RMNH-C HMBC (500 MHz) du composé ALecl1A (pyridims).

H-1
H-18

H-21

H-16

A

C-28

Figure 20 : Spectre RMNH-*C HMBC (500 MHz) du composé ALeclA (pyridim).
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H-24a/H-24b

H-18/H-12
H-11/H-12

Figure 21 : Spectre RMNH-'H ROESY (500 MHz) du composé ALeclA (pyridids).

H-198/0H-1%

H-1/H-3

Figure 22 : Spectre RMNH-"H ROESY (500 MHz) du composé ALec1A (pyridids).
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Les différentes corrélations observées dans Alec1A

8.1.2. Elucidation structurale du composé Alec1B

10 mg de poudre blanche du composé ALeclB ont été obtenus apres purification par
CCM préparative de la fraction ALecl (figure 5). Le test Lieberman-Burchard positif (couleur
rouge) indique la classe chimique comme étant triterpene de type oléanane ou ursane. La
nature terpénique est confirmée par le spectre UV a 205 nm (figure 10).

La masse moléculaire du composé obtenue par ESI a donné un ion pseudo-moléculaire
[M*] & m/z = 666 Da.

Les spectreRMN *°C, 1*C DEPT 135 et'*C DEPT 90 (figures 25-26) montrent 36
carbones : un groupement carbonyle, deux carbones éthyléniques, 6 méthyles, 2 méthylenes
oxygeénes, 8 méthyléenes et trois méthines oxygénés. Ceci permet de déduire la formule brute
du composé ALeclB ($gHsg011), ce qui suggere la présence d’un triterpéne substitué par un
hexose (saponoside monodesmoside).

Le spectrelR (infra-rouge) donne une bande d’absorption caractéristique d'un
groupement hydroxyle (3352 ¢ Le spectre proton montre la présence d’'un proton
ethylénique a4 5,39 (1H, t large]) = 3,5 Hz). Par ailleurs les données du spectre DEPT 135
et du spectré®C confirment la présence d’une double liaison éthylénique correspondant aux

carbones C-12 et C-13& 123,7 et 144,4 ppm respectivement. Ce qui est en faveur d’un
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triterpéne de type oléanane (figures 23-24). Les groupements méthyles sont caractéristiques
des triterpénes a des déplacements chimiques permettant de les attribuer de maniére non
équivoque a C-25§ 17,2), C-26 § 17,5), C-23 © 24,2), C-30 © 24,6), C-27 § 24,8) et C-

29 (& 28,7). L'absence du signal correspondant au méthyle 24 et la présence d'un
groupement CHOH a o 62,8 en plus du groupement &bH correspondant a I'hexose
indiquent que ce groupement est en position C-24. L’attribution de ces signaux permet
d’identifier tous less des protons et des carbones de I'aglycone, gracel@nées fournies

par les expériences HMBC, COSY et HSQC. (figures 27-33).

Le protond 3.53 (1H, dJ =10 Hz, H-35. 85,7) etoy 4.28 (1H, dddJ = 10 ;4,6 ;H-2,
dc 68,7) montre une configuration dihydroxyle, Bp- (tableau 7). Cette configuration a été
confirmée par le spectre ROESY avec la corrélation entre ldt2B-25 (figure 28). Le
spectre RMN'H montre un signal &5,96 (d,J = 6,1 Hz) correspondant & I'hydroxyle OH-19
(figure 23).

La comparaison dé. (RMN *°C) avec less, de sucres de références suggére que
l'unité osidique est Ig3-D-glucopyranosidedt 79,0 (C-3)]. En effet, dans le cas du D-
galactopyranose le C-3 est plus blindé713,8 (C-3)] (Agrawal, 1992).

Le 5 6,36 (d,J = 8,1Hz) etd. 95,9 du proton et carbone anomérique indique une
liaison ester avec la fornfedu sucre (tableau 7). Normalement, le carbone anquad’une
liaison éther avec le sucre résonne autoub.de00-110 ppm, alors que dans le cas d’'une

liaison ester, il résonne entre 94-98 ppm.

Ainsi la structure du saponoside triterpénigdéeclB a été déduite comme étantle

2a,3B3,190,24-tétrahydroxyoléan-12-én-28-oate, f-glucopyranoside ou seéricoside.

La présence de ce composé a été signaléeTdansnalia glaucescenfAtta-ur-Rahmaret
al., 2005), I'’écorce d@&erminalia macroptera (Conragt al, 1998), les racines desrminalia
sericea (Bombardellet al, 1974), I'écorce d€ombretum mollg¢Asreset al, 2001) et les

tiges et racines de Paradrymonia macrophylla (Terreaux €1 296).
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2a,303,19,24-tétrahydroxyoléan-12-én-28-oate, f-glucopyranoside ou séricoside.
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Tableau 7 : Données RMRH (500 MHz) et"*C (125 MHz) et HMBC de Alec1B (pyridine-
ds)

N° H J (Hz) 5C type HMBC

la 2,23 (1H, dd, 12,4;3,8)| 47,5 CH C-2,C-3,C-10,C-25
1b 1,26 (1H, m)

2 4,28 t (1H) 68,7 CH

3 3,53 (1H, d, 10) 85,7 CH C-2,C-24,C-23
4 - 43,9 Cq

5 1,16 (1H,d, 11,2) 56,7 CH

6a 1,65 (1H, m) 195 | CH

6b 1,54 (1H, m)

7a 1,45 (1H, m) 330 | CH

7b 2,04 (1H, d, 9)

8 - 40,3 Cq

9 1,94 (1H.t, 9,2) 48,5 CH C-26,C-11,C-10
10 - 38,5 Cq

11 2,05 24,5 CH C-9,C-12,1-13
12 5,38 (1H, t large, 3,5) 123,7 CH

13 - 1443 Cq

14 - 42,1 Cq
15a 2,35 (1H, t, 13,3) 29,0 Ch
15 b 1,26 (1H, m)
16 a 2,81 (1H, td, 3; 11,6) 27,9 Ch C-28
16 b 2,12 (1H,d, 12,4)

17 - 46,5 Cq

18 3,51 (1H,s large) 44,6 CH C-12,C-13,

C-16,C-17,C-28

19 3,55 (1H, s large) 81,0 CH

20 - 35,5 Cq

21 2,03 28,9 Ch
22 a 1,43 33,5 Ch C-28
22 b 1,51

23 1,56 (3H, s) 24,1 CH C-3,C-4,C-5,C-24
24a 3,73 (1H, m) 65,6 | CH, C-3,C-4,C-23
24b 4,44 (1H, t, 9,8)

25 1,03 (3H, s) 17,2 CH C-1,C-5,C-10
26 1,13 (3H, s) 17,5 CHl C-8,C-9

27 1,58 (3H, s) 248 GH C-13,C-14,C-15
28 - 177,2 Cq

29 1,12 (3H, s) 28,7 CH C-19,C-20,C-21,C-30
30 0,96 (3H, s) 24,6 CH C-19,C-20,C-21
1 6,36 (1H,d, 8,1) 95,9 CH C-3,C-28

2' 4,21 (1H, m) 74,2 CH

3 4,28 (1H,t, 7,8) 79,0 CH

4 4,35 (1H) 711 CH

5’ 4,03 (1H) 79,3 CH

6’ 4.4 (2H) 62,2 CHhi

Tableau 8 : Corrélations COSY¥H-'H, ROESY!H-'H et HMBC de ALec1B
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NO

CcoSsY H-H

ROESY H-H

HMBC

1la
1b

H-1b
H-2

H-1b

H-3,H-1a,H-
1b

g|lbhiw

6a
6b

7a
7b

10

11

12

13

14

15 a
15b

15b

16 a
16 b

H-16b,H-15a

H-16b

17

18

198

H-30

20

21

22 a
22 b

23

24a
24b

H-23b

H-23b

H-11

H-2p

H-5'

H-2'

H-6'

19-OHu

H-19B

C-19,C-18,C-20
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OH-19
H-1' H-2

H-12 H-3

Figure 23 : Spectre RMNH (500 MHz) du composé ALec1B (pyridimts).

6 méthyles
oz 1o, Me-26/Me-29
Me-23 Me-25
Me-27 Me-30

Figure 24 : Spectre RMNH (500 MHz) du composé ALec1B (pyridimts).

103



Cc-r
C-3

C-28 Cc-13

Figure 25 : Spectres RMRC DEPT135 et®C (125 MHz) de ALec1B (pyridings).
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Figure 26 : Spectre RMN’C DEPT90 (125 MHz) de ALec1B (pyridird5).
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H-2/H-1b
H-11/H-25

H-2/H-3

H-1'/H-2'

H-11/H-12

Figure 27 : Spectre RMN COSYH-'H (500 MHz) du composé ALec1B (pyridims).

H-1'/H-5

H-6'/H-5

OH-19/H-198

Figure 28 : Spectre RMN REOSYH-'H (500 MHz) du composé ALec1B (pyridirs)
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H-1'/C-1

H-12/C-12

Figure 29 : Spectre RMNH-*C HSQC (500 MHz) du composé ALec1B (pyridid®).

H-18/C-18
H-6'/C-6
H-24a/C-24 H-2/C-2
H_4l/c_4r H'24b/C'24
H-2'/C-2
H-19/C-19
H-3/C3  ys/cs

H-3/C-3

Figure 30 : Spectre RMNH-C HSQC (500 MHz) du composé ALec1B (pyridid8).
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H-24/C-24

£ o H-30/C-30

H-27/C-27

H-26,29/C-26,29

H-1a/C-1

H-9/C-9
H-5/C-5

Figure 31 : Spectre RMNH-C HSQC (500 MHz) du composé ALec1B (pyridids).

H-1'/C-28 H-21a/C-28

Figure 32 : Spectre RMNH-*C HMBC (500 MHz) du composé ALec1B (pyridii).
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Me-27 Me-23

Me-26129 \1e25 Me-30
C-30
C-15 C-21 C-21
C-20 C-20
Cc-14 ca C-9 C-10
C-8 Cc-1
C-5 C-5
C-24
] C-19
ca C-19

C-13
\

Figure 33 : Spectre RMNH-*C HMBC (500 MHz) du composé ALec1B (pyridimis).
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8.1.3. Elucidation structurale du composé ALec2C

15 mg de ALec2C ont été purifiés par CLHP préparative a partir de la fraction ALec2.
Le produit purifié se présente sous forme d’'une poudre blanche. Le test Lieberman-Burchard
est positif (couleur rouge), suggérant une structure triterpénique de type oléanane ou ursane.
Son spectre UV montre aussi imax a 205 nm ce qui atteste sa nature terpénioger€fi
10).

Le spectre de masse a donné un ion pseudo-moléculaifea[d/z = 520; ce qui
correspond a la formule brutesdH450; ce qui confirme qu’il s’agit d’'un triterpéne a 30
carbones. On deéduit la présence de six unités d’insaturations d’apres la formule brute de la
molécule dont 5 insaturations due au systéeme pentacyclique et une insaturation attribuée a une
double liaison.

Le spectres RMNH montre des caractéristiques spectrales typiques d’un triterpéne
poly-oxygéné. La différence de masse entre le composé ALeclA et ALec2C est de (162), ce
qui correspond a la perte du glucose de ALeclA, donc ALec2C pourrait étre la sapogénine du
trachélospéroside E1 §6Hs¢0;0). Cette suggestion est appuyée davantage par les spectres
RMN *H, HMBC et HSQC qui montrent une grande similitude structurale entre Alec-2C et
ALeclA. La comparaison des spectres carbone et proton de Alec2C avec ceux de AleclA et
Alecl1B a permis de localiser les groupements hydroxyles de Alec2C en positions C-2, C-3,
C-19, C-23 et C-24.

Le spectreRMN 'H figures (34-35) suggére la présence de 2 hydroxyles primaires a
C-23 et C-24 (2 paires de doublets &,61 et 3,99 ; et 4,87 et 4,26, tous deux avec une
constante de couplage de 11Hz). On note aussi la présence d’un proton oléfthiGue5s ;
s large) qui justifie I'insaturation signalée dans la formule brute de ALec2C. De plus, le
spectre RMN'H (figures 34-35) montre 5 groupements méthyles tertiaties, (3 ; 1,09;
1,11; 1,17 et 1,56). Ces valeurs sont similaires a celles trouvées dans ALeclA.

Ce méme spectre montre un douldet,34 (1H, d,J = 9,3 Hz) correspondant au
proton H-3 qui corréle dans le spedB®SY *H-'H (figures 36) avec le proton&4,44 ppm
(1H, ddd, 4,0;7,3;11,3, H-2) et ce dernier avec le proténlE9 ppm (1H, t,11,9) et 2,3
(1H,dd,11,5;3,2). Ce résultat montre que C-3 et C-2 sont oxygénés et que C-1 porte 2H. La
grande constante de couplage de H&34a34 ( = 9,3 Hz) montre une interaction type axial-

axial entre H-2 et H-3. Leurs déplacements chimiques respectif€ ¢&. 68,6 (C-2) et 79,4
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(C-3)] (tableau 9), confirment la configuration de & 33OH, qui a été bien illustrée par

Kojima et al, (1989).
La configurationB a été attribuée a I’hydroxyméthine H-19 a causkd®mnstante de

couplage®J (4,9 Hz) avec H-18, indiquant une configuration cis.

Les attributions complétes des RMN et *C ont été effectués p@&@OSY *H-'H
(figures 36) eHSQC (figures 38-39) pour les connectivités directisc et 'THMBC pour les

corrélations longues distantk.c et*Ju.c (figures 40-42).
Les valeurs $du*>C (tableau 9) sont superposables & celles de ALec1A (tableau 6).

Ainsi la structure de l'aglycone AlLec2C a été établie comme étantlé

2a,3pB,190,23,24-pentahydroxyoléan-12-en-28-oique ou trachéfm&rogénine E

Ce compose a éteé isolé de I'écorceTéeminalia bellerica (Mahatet al, 1992) ainsi que de

Trachelospermum asiaticu(@umiko etTatsuo, 1987).

H Q//, I,
1,

19
18

13

U

24

acide 2¢3p,190,23,24-pentahydroxyoléan-12-én-28-oique
ou trachélospérogénine E
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Tableau 9 : Données RMRH (500 MHz) et™*C (125 MHz) de ALec2C (pyridines).

Ne | 3, J (Hz) 5 | type HMBC

la | 23 | (1H,dd,11,532)| 47,1 | Ch

1b | 1,39 (1H, t,11,9)

2 | 4,44 (1H, ddd, 68,6 | CH C-3
4,0;9,3;11,9)

3 | 434 (1H, d, 9,3) 79,4  CH C-1,C-23,C-2

4 - 48,0 | Cq

5 | 3,86 (1H, q, 7,0) 56,6 CH

6a | 1,62 (1H, s large) 18,8 ChH
6b 1,97 (1H, s large)

7a 1,67 32,8 Ch
7b 1,32
8 - 40,0 Cq
9 2,0 47,8 CH
10 - 38,0 Cq
11 2,09 24,5 Ch
12 5,53 (1H, s large) 122,8 CH C-14,C-18,C-9
13 - 1445| Cq
14 - 41,5 Cq
15 29,1 ChH
16 28,1 Ch
17 - 45,6 Cq
18 3,61 (1H, s large) 44,4 CH
19 3,57 (1H, d, 4,9) 80,8 CH
20 - 35,7 Cq
21 29,2 Ch
22a | 2,01 33,3 Ch
22b | 2,17
23a | 4,87 d (1H, d, 11,0) 62,4 Ch C-5,C-3
23b | 4,26 d (1H,d, 10,8) C-3
24a | 4,61 (1H, d, 11,3) 63,9 ChH C-24
24b | 3,99 (1H, d, 10,7)
25 1,11 (3H, s) 16,5 CH C-1,C-10
26 1,03 (3H, s) 16,7 CH C-14
27 1,56 (3H, s) 24,8 CH C-15,C-14,C-13,C-8
28 - 178,4| Cqg
29 1,17 (3H, s) 28,5 CH| C-21,C-20,C-19,C-30
30 1,09 (3H, s) 24,4 CH C-21,C-20,C-19
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H-12

H-18

Figure 34 : Spectre RMNH (500 MHz) du composé ALec2C (pyridimis).

5 méthyles
Me-29
Me-30
Me-27
Me-25
Me-26

Figure 35 : Spectre RMNH (500 MHz) du composé ALec2C (pyridimis).
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H-1a/H-2 H-1b/H-2
H-18/H-12
H-11/H-12

OH-19/H-19

Figure 36 : Spectre RMN COSYH-'H (500 MHz) du composé ALec2C (pyridimis).

H-12/C-12

Figure 37 : Spectre RMNH-*C HSQC (500 MHz) du composé ALec2C (pyridits).
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H-25/C-25 H.26/C-26
H-27/C-27

H-30/C-30

H-29/C-29

H-1a/C-1

Figure 38 : Spectre RMNH-*C HSQC (500 MHz) du composé ALec2C (pyridits).

H-18/C-18

H-24a/C-24 H-24b/C-24
H-23a/C-23

H-23b/C-23

H-3/C-3 H-19/C-19

Figure 39 : Spectre RMNH-C HSQC (500 MHz) du composé ALec2C (pyridits).
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Figure 40 : Spectre RMNH-C HMBC (500 MHz) du composé ALec2C (pyridid).

H-27 H-29 H-30
C-30
C-15 Cc-21 Cc-21
C-20 C-20
C-14 C-10
C-18
C-19
C-13 v v
\4 4

Figure 41 : Spectre RMNH-C HMBC (500 MHz) du composé ALec2C (pyridid).
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H-12/C-14

C-14
H-12 H-24a/C-5
c-9
H-23a/C-24
I H-24a/C-3 H-2/C-3

H-3

C-23

C-2

y H-24b/C-3

Figure 42 : Spectre RMNH-C HMBC (500 MHz) du composé ALec2C (pyrididé).
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8.1.4. Elucidation structurale du composé ALec2D

Le composé ALec2D (5 mg) a été purifié par CLHP préparative a partir de la fraction
AlLec2. (figure 5). Il se présente sous forme d'une poudre blanche. Le test Lieberman-
Burchard est positif (couleur rouge) indiquant la classe chimique comme étant un triterpene
de type oléane ou ursane. La structure triterpénique a été confirmée par le spectre UV a 205

nm (figure 10).

La masse moléculaire du composé obtenue par ESI a donné un ion pseudo-moléculaire
a [M'] m/z = 504 Da.

Les spectreRMN °C, *C DEPT 135 (figure 46) montrent 30 carbones: un
groupement carbonyle, deux carbones éthyléniques, 6 méthyles tertiaires, 1 méthyléne
oxygéné, 8 méthylénes, 3 méthines oxygénés, 3 méthines non oxygénés et 6 carbones
guaternaires. Ainsi, on déduit la formule brute du composé ALec2EH{§Ds), ce qui
suggere comme un triterpene pentacyclique. La difféerence de masse montre que la structure
de notre composé est celle de ALec1B amputé d’'un glucose, ce qui correspond a la perte du
glucose de ALeclB. Nous en déduisons que ALec2D pourrait étre la sapogénine du séricoside
(CaeHsg011), I'acide séricique. La comparaison des spectres Ri@Nde ALec1B et ALec2D

montre en effet une superposition dgd@s deux aglycones (figure 47).

Le spectrelR (infra-rouge) présente des bandes d’absorption de groupements hydroxyles
(3352 cm) et un carbonyle (C=0 1695 ¢in

Le point de fusion mesuré de ALec2D est de 282-284°C.

Le spectreRMN *H montre un proton oléfiniquéy 5,53 (1H, s large) (figure 43). La
présence d’'une double liaison en C-12 a été confirmée padeC-12 §.123,1) et C-134;

145) caractéristique de*Aoléanéne (Mahato et Kundu, 1994). L'identification des méthyles a
permis comme dans les cas précédents d’identifier tous les auttes protons et des
carbones de I'aglycone grace aux corrélations HMBC et HSQC. (figures 48-52).

Le protond 3,55 (1H, d, 9,25, H-3 85,7) et'"s 4,3 (1H, dddp. 68,6) montre, une

configuration dihydroxyle & 3p-. La valeur élevée de la constante de coupladge.u.3
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indique une position axial-axiaréns) de H-2/H-3 et confirme la stéréochimie de ple2 H-
3a (2 o-OH, 3 FOH) (figure 45) (tableau 10).

Ainsi la structure de la sapogénine triterpéniqdlec2D a été déterminée aatide

2a,33,1%,24-tétrahydroxyoléan-12-én-28-oique ou acide seéricique

Ce composé a été identifié dans les racinebedminalia sericea (Bombardelit al, 1974),
les écorces de&. ivorensis(lwu et Anyanwu, 1982) €f. macroptera (Conradt al, 1998) et

enfin les racines de Rosa multiflora (Yeo ef1#198).

Acide 2a,3B,19%,24-tétrahydroxyoléan-12-én-28-oique (acide séricique).
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Tableau 10 : Données RMRH (500 MHz) et**C (125 MHz) de Alec-2D (pyridines).

N° H J (Hz) BC | type HMBC

la 47,4 | CH C-2,C-3,C-5,C-10,C-25
1b

2 4,3 (1H, ddd) 68,6/ CH

3 3,55 (1H,d, 9,25) 85,7 CH C-2,C-4,C-23,C-24
4 - 439 | Cq

5 1,85 (1H,s) 56,6 | CH

6a 19,3 | CH

6b

7a 2,14 336 | Ch

7b 1,35 (1H, dd)

8 - 40,0 | Cq

9 2,0 485 | CH

10 - 385 | Cq

11 245 | Ch

12 5,53 (1H,slarge) | 1231 CH C-9,C-14,C-18
13 - 145 Cq

14 - 421 | Cq

15a 1,1 291 | Ch

15b 1,46

16a 281 | Ch

16b

17 - 46,0 | Cq

18 3,63 (1H, d) 448/ CH| C-12,C-13,C-16,C-17,C{28
19 3,61 (1H, d) 81,2] CH

20 - 357 | Cq

2la 292 | Ch

21b

22a 2,25 336 | Ch

22b 1,52 (1H, dd)

23 1,57 (3H, s) 241 | CH C-3,C-4,C-5,C-24
24a 3,73 (1H, d) 65,6 | CH, C-3,C-4,C-23
24b 4,46 (1H, d)

25 1,01 (3H, s) 17,4  GH C-1,C-5,C-10

26 1,03 (3H, s) 17,1 GH C-7,C-8,C-9,C-14
27 1,61 (3H, s) 24,8 GH C-13,C-14,C-15
28 - 181,2| Cq

29 1,17 (3H, s) 28,8f GH| C-19,C-20,C-21,C-30
30 1,1 (3H, s) 248 | CH C-19,C-20,C-21
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Figure 43 : Spectre RMNH (500 MHz) du composé ALec2D (pyridirs).

Figure 44 : Spectre RMNH (500 MHz) du composé ALec2D (pyridirs).
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Figure 45 : Spectre RMNH (500 MHz) du composé ALec2D (pyridirus).
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C_lg C'24
C-13
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Figure 46 : Spectre RMNH DEPT135 et®C superposés (125 MHz)
du composé ALec2D (pyriding5).
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AlLeclB
Cc-1

AlLec2D

Figure 47 : Spectres RMN°C (125 MHz) superposés de Ale2D et ALec1B (pyridi5)-

H-18/C-18

H-24b/C-24 H-24a/C-24
H-2/C-2 H-19/C-19

H-3/C-3

H-12/C-12

Figure 48 : Spectre RMNH-C HSQC (500 MHz) du composé ALec2D (pyridid®).
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H-23/C-23
H-27/C-27 H-30/C-30

H-30/C-30

H-5/C-5

Figure 49 : Spectre RMNH-C HSQC (500 MHz) du composé ALec2D (pyridid®).
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C-12

C-13

C-28

Figure 50 : Spectre RMNH-C HMBC (500 MHz) du composé ALec2D (pyridiui&).
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Figure 52 : Spectre RMNH-C HMBC (500 MHz) du composé ALec2D (pyridini&).

124



8.1.5. Elucidation structurale du composé ALec2E

Le composé AlLec2E (2 mg) a été obtenu sous forme de poudre blanche, aprées
purification par CLHP préparative de la fraction ALec2 (figure 5). Le test Lieberman-
Burchard positif (couleur rouge) suggere la préseatioe triterpene de type oléanane ou

ursane. La nature triterpénique est confirmée par I'allure du spectre UV (figure 10).

La masse moléculaire du composé obtenue par ESI a donné un ion pseudo-moléculaire
a [M*] m/z = 504 Da.

Les spectreRMN *°C, DEPT 135 (figure 55) montrent 30 carbones : 1 groupement
carbonyle, 2 carbones éthyléniques, 6 méthyles tertiaires, 1 méthylene oxygéné, 8
méthylenes , 3 méthines oxygénés, 3 méthines non oxygéneés et 6 carbones quaternaires, ce
qui correspond a la formule brutgg84s0s. Confirmant ainsi la structure de la sapogénine

comme étant un triterpéne.

Les donnée®RMN '°C de C-29 et C-305(28,7 et 24,6, respectivement) indiquent le
type oléanane a cause du signal entre 32-33 et 22-24 ppm des C-29 et C-30, respectivement ;
en effet, les signaux C-29 et C-30 des ursanes résonnent entre 16-18 ppm et 20-22 ppm,
respectivement (tableau 11) (figure 55).

On note aussi la présence d’un proton oléfinigtfeg®5,53 ; s large, lesde C-12 .
123,4) et C-134:144,8), caractéristique d’'un oléanéne (Mahato et Kundu, 1994) (tableaull).

L’absence du signal correspondant au méthyle 23 et la présence d’'un groupement
hydroxyméthyléne &, 66,3 suggére que ce groupement est en position (C-23) et le méthyle
en C-24 (tableau 11).

Le protondy 4,23 (1H, d, 10, H-3§. 78,1) etéy 4,2 (1H, ddd, 4;10; 12,4, 68,7)
montre, une configuration dihydroxyle,23p- (tableau 11) (Kojimaet al., 1989). Le spectre
ROESY montre des corrélations H/225 et H-3H25 (tableau 12), (figure 61).

Les corrélations HSQC et HMBC ont permis d’attribuer lesy et 5. de Alec2E
(figures 56-60).
Ainsi, Alec2E a été identifié comme étanadide 243pB,190,23-tétrahydroxyoléan-12-en-
28-oique (arjungénine).
La présence de cette sapogénine a déja été rapportée dans Terminalia bellerica (Nandy et al
1989) mais rapportée pour la premiére fois dans la famille des combretacées.

125



N
\llllllllt

7
HO
CH,0H CHgs
23 24

Acide 2¢3p,190,23-tétrahydroxyoléan-12-en-28-oique (arjungénine)
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Tableau 11 : Données RMRH (500 MHz) et**C (125 MHz) de Alec2E (pyridinds).

N° H J(Hz) 5c type HMBC

la 2,27 (1H,dd) 473 | CH

1b 1,39 dd

2 4,23 (1H,ddd, 4;10; 12,4)  68,] CH

3 4,2 (1H.,d, 10) 78,1 CH

4 - 43,5 Cq

5 1,85 (1H,s) 47,9 CH

6 1,47 185 | Ch

1,73
7 1,68 328 | Ch
1,33

8 - 39,9 Cq

9 2,08 48,3 CH

10 - 38,4 Cq

11 2,12 241 | Ch

12 5,53 (1H,s large) 123, CH C-9,C-14,C-18
13 - 1448| Cq

14 - 42,1 Cq
15a 1,1 30,3 | CH
15b 1,46
16a 2,8 (1H, tlarge) 28,3 CH
16b 2,1

17 - 45,9 Cq

18 3,61 447 CH C-12,C-13,C-16,C-17,C-24
19 3,6 (1Ht, 7,4) 81,0 CH

20 - 35,6 Cq
2la 2,13 29,1 | CH
21b 1,2

22 2,13 335 | Ch
23a 3,72 (1H) 66,3 | CHy C-3,C-4,C-5,C-24
23b 4,18 (1H)

24 1,06 (3H, s) 14,1 GH C-3,C-4,C-5,C-23
25 1,09 (3H, s) 171 GH C-1,C-5,C-10

26 1,05 (3H, s) 17,5 GH C-7,C-8,C-9,C-14
27 1,55 (3H, s) 2471  CH C-8,C-13,C-14,C-15
28 - 180 Cq

29 1,17 (3H, s) 28,71 CH C-19,C-20,C-21,C-30
30 1,09 (3H, s) 246 GH C-19,C-20,C-21
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Tableau 12 : Corrélations COS¥H-H et ROESY'H-'H de ALec2E.

CcoSY H-H

ROESY H-H

la

H-1b, H-2
H-2

H-1b

H-25

H-25

H-6a

(o] =
QJ(J'I-b(./\.)l\)cr

6b

H-6b

7a
7b

H-7b

H-7b

10

11

H-12

12

H-18

13

14

15a
15b

16 a
16 b

H-16b,H-15

H-16b

17

18

H-12

198

20

21

22 a
22 b

23a
23b

H-23b

H-23b

24

25

26

27

28

29

30

19-OHu

H-19p
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Figure 52 : Spectre RMNH (500 MHz) du composé ALec2E (pyridimis).

Me-30
Me-25
Me-29 Me-26
Me-27
Me-24

CH,0OH CHg
23 24

Figure 53 : Spectre RMNH (500 MHz) du composé ALec2E (pyridili).
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H-2/H-1a
H-23a/H-23b H-2/H-1b

H-12/H-11
OH-19/H-193

Figure 54 : Spectre RMN COSYH-'H (500 MHz) du composé ALec2E (pyridimi).

DEPT 135

183c
C-3

Figure 55 : Spectres RMN’C DEPT135 et*C superposés (125 MHz)
du composé ALec2E (pyriding5).
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H-3/C-3 | 19/c-19

H-12/C-12
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H-23b/C-23 H-23a/C-23
H-2/C-2
H-19/C-19
H-3/C-3

Figure 58 : Spectre RMNH-*C HSQC (500 MHz) du composé ALec2E (pyridit&).
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Figure 58 : Spectre RMNH-"*C HMBC (500 MHz) du composé ALec2E (pyridiné).

Me-27

C-15

C-13

Figure 59 : Spectre RMNH-"*C HMBC (500 MHz) du composé ALec2E (pyridiné).
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Figure 61 : Spectre RMN ROESYH-'H (500 MHz) du composé ALec2E (pyridini&).
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Ainsi, 5 triterpénes oléanoliques ont été isolés de I'écord@atjeissus leiocarpusdeux
monodesmosidiques (Alec 1A et 1B) et trois aglycones (Alec 2C, 2D et 2E). Leurs

différences de polarité et leurs structures sont représentés figures 62 et 63, respectivement.

v

AlLec2D
AlLec2E

AlLec2C

v

v

AlLeclB

v

ALeclA

v

Figure 62 :ldentification des 5 triterpénes oléanoliques par CCM analytique
en fonction de leur polarité

29 30
Z

H O/// y,

19

22
o
C\
HO 1628\,
HO
R1 R2
24 23
OH-2 OH-3 R1 (C-23) R2 (C-24) R3
ALeclA o B OH OH Glucose
AlLeclB o B H OH Glucose
AlLec2C o B OH OH H
AlLec2D a B H OH H
ALec2E o B OH H H

Figure 63 : Structures des 5 triterpénes oléanoliques isolés de I'écorcédobgeissus
leiocarpus
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8.2. Identification des dérivés ellagiques

8.2.1. Elucidation structurale du composé Alec3-1

Le produit ALec3-1 a été purifié par CLHP semi-préparative a partir de la fraction
ALec3 (figure 5). 3 mg de poudre jaune ont été obtenus. Le spectre UV de ce composé montre
deux bandes maximales a 244 nm et 368 nm (figure 64), ce qui suggére une nature

aromatique.

_ PeakApex at 13.147 min  PuP = 249.27 nm
mAU
800

700+
600
500
400q
300q
200q
100+

200 250 300 '350 "400

Figure 64 : Spectre UV du composé ALec3-1

La masse moléculaire du composé obtenu par API-MS (mode négatif) a donné un ion
quasi-moléculaire de [M-H] 521,2 Da. D’ou une masse moléculaire dé:322,2 Da,
correspondant a la formule brute;8,,01.4.

Le spectre RMN'H montre un doublet &4 5,89 ppm correspondant au proton
anomeérique du sucre H-1La grande constante de couplage=(8,0 Hz) oriente vers une
configuration p du sucre. Les spectres RMM et RMN *H-'*C HSQC montrent trois
meéthoxyles & 4,04 ; 4,19 et 4,23 ppm et un proton aromatiqae3a5 ppm (figures 65-68)
(tableau 12).

Par comparaison avec les données RMN trouvées dans la littérature (8ewfin
2007), le composé AlLec3-1 a été identifie comme étamicide 3,4,3tri- O-
méthylflavellagique-4-g-D-glucoside.

MeO
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Tableau 13 : Données RMRH (300 MHz) de Alec3-1 (pyridines).

N° oy J (Hz)

5 8,45 (1H, s)
OMe-3 4,23 (3H, s)
OMe-3' 4,19 (3H, s)
OMe-4 4,04 (3H, s)

1" 5,89 (1H, d, 8,0)

2" - -

3" - -

4" _ _

5" - -

6" 455et4,6 (2H, dd)

H-5
H-1'

Figure 65 : Spectre RMNH (300 MHz) du composé ALec3-1 (pyridimis).
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OMe-3

OMe-3

OMeH-4

Figure 66 : Spectre RMNH (300 MHz) du composé ALec3-1 (pyridimi).

H-5/C-5

Figure 67 : Spectre RMNH-C HSQC (300 MHz) du composé ALec3-1 (pyridid).
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OMe(H-4/C-4)

Figure 68 : Spectre RMNH-C HSQC (300 MHz) du composé ALec3-1 (pyridid).
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8.2.2. Elucidation structurale du composé Alec3-2

Ce composé a été purifie par CLHP semi-préparative a partir de la fraction ALec3. Il
se présente sous forme d’'une poudre jaune (2,5 mg). Son spectre UV montre également 2
bandes maximales (245 nm et 369 nm) suggérant qu'il s’agit aussi d’'un dérivé ellagique,
comme Alec3-1 (figure 69).

Within at 15.653 min _PuP = 250.83 nm

mAU [191.91

300

2004

100

'200 250 '300 '350 '400

Figure 69 : Spectre UV du composé ALec3-2

La masse moléculaire du composé obtenu par API-MS (mode négatif) a donné un ion
guasi-moléculaire de 330 Da correspondant a la formule bieth Os.

Le spectre RMN'H dans la pyridingl5 présente un singulet &8,06 (2H) et 2
méthoxyles & 4,19 (6H) en faveur d’un systeme@iméthyle ellagique (figure 70 et tableau
14). Le spectre RMN HMBC montre des corrélations entre les protonst3és carbones C-
5/5"; C-3/3', C-6a/6a (figure 71 et tableau 12).

Ces résultats corroborent ceux trouvés dans la littérature @halg 1990) et nous

permet d’identifier Alec3-2 sans ambiguité acide 3,3-di-O-méthylellagique.
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Tableau 14 : Données RMRH (300 MHz) de Alec3-2 (pyridineks).

N° oH Oc¢ HSQC
5/5' 8,06 (2H, s)| 111,7 C-5/5" C-3/3" C-6a/6a
OMe-3/3' 4,19 (6H, s)| 140,5 C-3/3'
OMe-3/0Me-3
H-5/H-5

Figure 70 : Spectre RMNH du (300 MHz) composé ALec3-2 (pyridimni).
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OMe-3/3

c-3/3 c-3/c-3

C-6a/6a ,L

Figure 71 : Spectre RMNH-*C HMBC (300 MHz) du composé ALec3-2 (pyridiné).
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8.2.3. Elucidation structurale du composé Alec3-3

Le produit ALec3-3 a été purifié par CLHP semi-préparative a partir de la fraction
AlLec?2 et se présente sous forme de poudre jaune (3,5 mg). Son spectre UV montre 2 bandes
maximales (244 nm et 373 nm) indiquant qu’il s’agit tout comme les deux composés
identifiés précédemment d’'un dérivé ellagique (figure 72).

Within at 18.427 min PuP = 249.46 nm

mAU [191.91
600

500
400
300
200

100

'200 1250 '300 '350 1400

N - el Al Al -

Figure 72 : Spectre UV du composé ALec3-3

Le spectre de masse obtenu par API-ES en mode négatif présente un ion quasi-
moléculaire a [M-H]= 359 Da. d'ou une masse molaire de 360 Da, qui correspond a la
formule brute G7H120.

Le spectre RMN'H dans la pyridina5 (figures 73-74) présente un singulet
aromatique a 8,05 (1H) et 3 méthoxyles a4305 ; 64,16 ; 4,2 (9H) en faveur d’'un systéme
tri-O-méthylellagique (tableau 15).

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés dans la littérature (Nduji et Okwute,
1988, Serafiret al, 2007) et nous permet d’'identifier le composé Alec3-Jaade 3,3,4'-
tri- O-méthylflavellagique.

OMe

Tableau 15 : Données RMRH (200 MHz) de Alec3-3 obtenus dans la pyridie-
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N° on J (Hz)

5' 8,05 (1H, s)
OMe-3 4,2 (3H, s)
OMe-3' 4,16 (3H, s)
OMe-4' 4,05 (3H, s)

H-5

Figure 73 : Spectre RMNH (200 MHz) du composé ALec3-3 (pyridimi).
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OMe-3

OMe-3

OMe-4

Figure 74 : Spectre RMNH (200 MHz) du composé ALec3-3 (pyridimi).

Au total,

En plus des 5 triterpénes oléanoliques, 3 constituants supplémentaires ont été identifiés. Il
s’agit de dérivés de l'acide ellagique par ailleurs déja identifiés dans cette egpece :
leiocarpus (Adigun et al 2000; Nduji et Okwute, 1988).
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9. Discussion

La famille des Combretacées renferme 20 genres et comporte plus de 600 especes
(Garcezet al, 2003). Les genreSombretumet Terminalia renferment chacun plus de 200
especes (Katereet al, 2003). Le genrdnogeissugst plus réduit car il ne comprend que 19
especes (http://132.236.163.181

La présence desiterpénes de type oléanane a été déja rapportée dans l'egpéce
latifolia (Chaturvedi, 1992). On retrouve cette classe de molécules dans d’autres
Combretaceées, notamment dans les ge@Gmrbretumet Terminalia. Leur présence a ainsi
déja été signalée dans :

- Terminalia belleria (Nandy et al 1989),

- T. glaucescens (Atta-ur-Rahman et aD05),

- T. sericea (Bombardelli et al1974),

- T.ivorensiglwu et Anyanwu, 1982),

- T. arjuna (Rowet al, 1970; Anjaneyulu et Rama Prasad, 1982; Upadleyay
al., 2001; Ali et al, 2003),

- T. brasiliensigAraujo et Chaves, 2005),

- T. myriocarpa (Majumdar et al2005) et

- T. macroptera (Conrad et.all998, 2001)

ainsi que dans
- Combretum nigricangJossangt al, 1996),
- C. quadrangulardAdnyana et al 2000, 2001),
- C. molle (Asres et 312001),
- C. leprosum (Facundo et.a2005),
- C. padoidegRogers, 1989) et enfin
- C. imberbeg(Katerere et aJ 2003; Rogers, 1988).

Bien que les triterpénes oléanoliques soient répandus chez les combretacées, deux d’entre
eux identifiés au cours de ce travail, le trachélospéroside E1 est rapporté pour la premiére fois
dans cette famille alors que les autres sont décrits pour la premiére fois dans le genre

Anogeissus
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Les 3 dérivés d’'acide ellagiqueisolés ont été déja identifiés dans d’autres especes
d’Anogeissus :
- A. leiocarpus (Adigun et 3l2000; Nduji et Okwute, 1988),
- A latifolia (Reddyet al, 1965, 1974; Deshpandax al, 1976; Govindarajaet al.,
2005) et
- A. acuminata (Liret al, 1991).

Deux des 3 dérivés ellagiques (acide 3,3’,4G@méthylflavellagique et acide 3,4,3'-tri-
O-méthylflavellagique-4B-D-glucoside) ont été isolés a partir d’autres Catdnées
comme :

- Combretum krauss(iBrookes et al 1999),

- Pteleopsis hylodendron (Atta-ur-Rahmetral, 2001),

- Terminalia macroptera (Silva et.al2000) et

- T. procera (Anjaneyulet al, 1976).

Nos résultats confirment ainsi sur des criteres chimiques, le rattachement du genre

Anogeissus: la famille des Combrétacées.
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Three ellagic acid denvatives, identified 25 3,5 £ dn-Oomethy Mavellapic acid &, 3 3%di-0-methylellagic acid 7
and 34 FAn-0-methyllavellagic acid-2-foghoside 8, were also Balated fom dhe hark of A leiscarpus
iFig. 1) Their nccomence in this species confinms revions phylochemical sindies (Adigun et 2], 2000; Ndwji and
Ckwnie, 1988).

All af the compomnds were identified nmmbiguomsly onthe hasis of their UV and ' HNME and P C NME spectra.
Al experimenial dats were in agreement with ihe respeciive dats i the lferture.

A sample (50 g)af the bark of A lelocarpus was linely pow dered and exracted for 12 hi3 =) with 80% E10OHMH L0
(500 ml). Theextract were poaled and evaporated under reduced pressure (o yviekd a residue (3.1 g, 82 1% wiw). Frac
tinmiion was camed ool wing 2 Sephadex LH-20 column with 2 stepwise gradient elmon with MO0 e0H. Frac
tions were combined according fo thedr TLE pmoliles, yiekling five major fractioms. Praction 1 (680 mg) (200 ml)
(9 10} was porified by reparative TLE (silica gel) msing BOA MO, O (103:17:15) o eluent, to afford com
pommes 1 (9 mgh and 3 (10 mg ). The purification of fraction 2 (SO0 ml) (8020 0 200600 (225 mg) by meparative RP
HALC msing Ho{Wacetomitrile gradiem eluion, afforded compounds 2 (15 me), 4 (Smg), 5 (2mgl, 6 (3mg), 7
(25 mgh and 8 {35 mg).

d. Chemolaoonomic signilicance

The Crombred aceae famdly comprises 20 genera and more than 00 species (Bxell, 1970 Garces et al , 20035) Cam
hretum and Terminala are the larpest genera, with over 200 species each (Katerere etal , 2003). The gems Anogpeisus
comngmizes 19 species (hipe P 1322536165 18] L

The ocowmence of olea mne-type miempenes was mreviowsly reporied in A. larifoli (Chatorvedd, 1992 ) This class
of compomnds ooors akoin other Combretacess gemera, particolarly inthe genera Terminabio ond Combream. Therr
acowrence has heen reporied in T, bellerava (Mandy et al, 1989), T. playcescens (Ateur-Rahman e al, 2005),
T. sericea (Rombardelli etal, 1974, T. porensds (Two and Anyamyn, 19820, T, arjung (Row etal, 1970 Anjaneyulo
and Bama Prasad, 1982 ; Upndbyay et 2l , 2000; Ali e 2l 2005), Terminalis brasdiens s (Ao and Chaves, 2005),
Terminaliy myriccarpa (Majundar et al, 3005) and T, macroptern (Conrad ef al, 1998, 2001}, = well ax in
O migrcans (Jssang et 2l 199), O quadrangafare (Adnyam et al |, 2000, 20010 O molle (Asnes e al, 2001},
Combrebim leprossen (Facundo et al |, 2005), Combrebom padoides (Rogers, 1989) and Combreduen imberbe (B aterere
elal., 2005 Rogers, 19880

Although oleanane-type irierpenes appear widesmead in the Cimbretaceas, componnd 3 is reporied for the first
time hereininihis family and #@ is the first reporiof the presence of compomnds 1, 2, dand S inthe genms Anaprissus

Hhgic acid derivatives 6—4, n the mher hand, were previomsly molated from A largfolis hark and heartwond
(Reddy et al, 1965, 1974, Deshpande et al, 1976; Deshpande and Patdl, 1981; Gowindaragan et al, 2005), a5 well
2 fronn AL Sedocarpas (Neluji and Okwaote, 1988, Adigon e 2l 20000 and Anopeioss aoumingds (Linet 2l 19910
The presence of a great amoum of gllic acid, the precumor of ellagic acid and hydmolysahle tamming, was reporied
in A fatifolis bark and reluied (o ihe poieni antomdent aciivily exhibited by this pland (Govindamjan ed 2l 2005
The ellagic acid demivalives §—% werne previomsly identified m oter Combretaceae, such a5 Combreiien braussy
(Brookes ef al, 1999}, Pirleapais hplodendron (Alteor-Rahman ed al, 2000}, T. macrgpiera (Sdva el 2], 2000
and Terminalia procera (Anmjaneyulo e al, 1976

Thus, the results of the mesem phytochemical stody of A. ldocarpuy hark are in chemotaoonomic acomrdancewith
the meviows phyiochemical data reporied for the Anogeivsus gems and the Combredaceas famidly.
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Chapitre 3 :
Fractionnement bioguidé
d’actifs antioxydants deLimoniastrum feei(Girard)

Batt. (Plumbaginaceae)
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Introduction

Depuis l'ére préhistorique, les plantes sont a la base de la quasi-totalité des
médicaments, et ce bien avant le développement des médicaments synthétiqtiEtsaco
(Dahanukaret al, 2000; Exarchowet al, 2002). Elles ont été utilisées dans de nombreux
domaines incluant par exemple la médecine, la nutrition, I'assaisonnement, les boissons, les
teintures et les cosmeétiques. L'effet conservate ur de plusieurs plantes aromatiques (épices,
condiments) suggére la présence de constituants anti-oxydants et antimicrobiens (Hirasa et
Takemasa, 1998). L'intérét accru des anti-oxydants d'origine naturelle dans le but
d’augmenter la conservation des aliments s’explique par le fait que certains anti-oxydants
synthétiques présentent des risques de cancérogénicité (Veliogluleoal).

De nombreuseglantes alimentaires ou médicinalegnferment des constituants anti-
oxydants. L'apport régulier en phytonutriments possédant des capacités anti-oxydantes
significatives est associé a une faible prévalence de maladies liées au stress oxydatif (cancers,
maladies cardiovasculaires et athérosclérose) (Bravo, 1998) et a un faible taux de mortalité
(Andersoret al, 2001).

Les constituants anti-oxydants d’origine végétale appartiennent a plusieurs classes
chimiques, dont les caroténoides et [@dyphénols Dans les plantes, la synthése et
'accumulation des polyphénols est généralement stimulée en réponse a différents stress,
biotiques ou abiotiques (Dixon et Paiva, 1995 ; Sreenivastudll, 2000 ; Naczk et Shahidi,

2004). Ces stress peuvent étre de différentes natures : rayonnement UV intense et prolongé,
pollution atmosphérique, salinité, par exemple (Navatral., 2006). Une corrélation entre la
capacité anti-oxydante et la tolérance au chlorure de sodium a ainsi été démontrée dans
plusieurs espéces comnfdsum sativum(Hernandezet al, 2000) etCassia angustifolia
(Agarwal et Pandey 2004).

Les flavonoides représentent un large groupe de composés phénoliques de faible
poids moléculaire, biosynthétisés dans tous les végétaux (Bravo, 1998). lls présentent de
multiples activités biologiques : anti-cancérogene, anti-inflammatoire, anti-virale (Hertog et
Holland, 1996), anti-agrégant plaquettaire, veinotonique, par exemple. Leurs mécanismes
d’action sont aujourd’hui en grande partie élucidés (Aherne et O'Brien, 1999). Ce sont
également de trées bons anti-oxydants, des chélateurs de cations divalents et des piégeurs de
radicaux libres (Middelton, 1996 ; Morat al, 1990). A ce titre, ils sont aujourd’hui
incorporés dans de nombreux produits de santé comme les compléments alimentaires, dans le

but de préserver I'organisme du vieillissement cellulaire et de maladies chroniques.
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Les flavones et les anthocyanesugmentent la réponse a la lumiére visible de forte
intensité. lls sont probablement synthétisés par les végétaux dans le but d’atténuer l'intensité
de la lumiere qui atteint les cellules photosynthétiques. Ce sont néanmoins les radiations UV
qui induisent la synthése des flavonoides (particulierement les dérivés du kaempférol) et les
esters de sinapates dans le gehr@bidopsisainsi que les isoflavonoides et les psoralénes
chez d’autres espéces (Lois, 1994). En qualité de filtres UV naturels, ces composés pourraient
conférer au végétal des moyens de protection contre les dommages causés notamment par les
UV3 et entrainant une mort cellulaire et ce, en protégeant I’ADN, évitant sa dimérisation et sa

dégradation.

Ce chapitre présente I'étude phytochimigue d’'une espéce végétale croissant en milieu
semi-désertique,Limoniastrum fegisoumis a un environnement tres oxydatif : actions des
UV, stress hydrique important et prolongé, température élevée dépassant les 45°C. Cette
plante a été sélectionnée a la suite d’'un criblage de plusieurs espéces sahariennes, sur la base
de leurs activités anti-oxydantes. Le but de ce travail a été d'identifier les métabolites
secondaires impliqués directement dans le systeme défensif de la plante contre les facteurs de

génération d’un stress oxydant naturellement induit par son biotope extréme.
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2. Le stress oxydant
2.1. Historique

Figure 1 : Réle protecteur des métabolites secondaires biosynthétisés par la plante.

Depuis le début du 26°siécle, les chimistes ont étudié les anti-oxydants, caractérisés par
leur capacité a s’oxyder a la place d’autres molécules. Leur impact sur la santé n’a été étudié
par les biologistes que dans les années 60 grace aux travaux effectués sur les vitamines et les
flavonoides, suivies par les travaux sur I'acide ascorbique a la fin des années 70 (@& meron
al., 1976). Le role des anti-oxydants comme agents protecteurs vis-a-vis des cancers a été
beaucoup étudié, tant sur leurs mécanismes d’action, I'identification de leurs cibles, que leurs
interactions moléculaires (Wattenbaigal, 1978 ; Youncet al, 1981 ; Ames, 1983 ; Willett

et al, 1984 ; American Institute for Cancer Research; 1997). Il n’est donc pas surprenant que
'emploi d’anti-oxydants soit tres répandu aux Etats-Unis : en effet, on estime que plus de la
moitié de la population américaine a recours a des suppléments diététiques a visée anti-
oxydante, un tiers concernant des multivitamines et un huitieme de la vitamine E et/ou de la

vitamine C (Radimer et 312004).
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1.2. Les radicaux libres (RL)

Les radicaux libres (RL) sont des atomes ou des molécules dont une orbitale contient un

électron non apparié.

- Ce sont les sous-produits des réactions d'oxydation et de réduction.

- lls sont cliniguement hyperactifs et capables d'extraire un électron des molécules voisines
pour combler la vacance de leur orbitale.

- lIs induisent des dommages et des lésions sur I'ADN, les protéines cellulaires essentielles
et les lipides membranaires.

- lls initient des réactions en cascade, telle que la peroxydation lipidique (d'ou altération
des membranes et mort cellulaire).

Leur hyperproduction est a la base des explications physiopathologiques des grandes

maladies dites neurodégénératives : sclérose en plagues, maladie de Parkinson, maladie

d'Alzheimer et vieillissement cérébral. (Olanow, 1993).

1.3. Principaux radicaux libres oxygénés et leur origine

Plusieurs initiateurs de processus transmis par les RL comme la peroxydation
lipidique, la destruction oxydative des protéines et 'ADN, les dommages cellulaires, sont
aujourd’hui bien connus. Parmi ces initiateurs, citons les RL, les métaux de transition, les
polluants, les médicaments, les produits alimentaires, les radiations, voire méme le champ
magnétique (Denisov et Afanas'ev, 2005).

lls produisent tous des radicaux libres, comme le superoxyg®),(Chydroxyle

(*OH), le perhydroxyle et le monoxyde d’azote (NO

1.3.1. L’anion superoxyde (G")

L’anion superoxyde est une forme réduite de I'oxygémoléculaire généré par la
capture d'un électron. Il s’agit d’'un radical libre initial formé dans la chaine respiratoire
mitochondriale. La mitochondrie génére I'énergie utilisant 4 électrons dans la chaine
réactionnelle, réduisant I'oxygéne en eau. Quelques électrons échappés de la chaine
réactionnelle de la mitochondrie réagissent directement avec I'oxygene et forment les anions
superoxyde (Harmaet al, 2000).
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€ € e
o,—> HO,, —» HO,— » OH o H,0
H+ .- H+ H+ H*
(0,7) .
L'anion superoxyde (&) joue un réle important dans la formation des espegastives de
'oxygéne comme le peroxyde d’hydrogene@), le radical hydroxyle®©OH), ou I'oxygéne
singulet (O). (Stief, 2003).
(20,° + 2H — H,00 + O)

L'anion superoxyde peut réagir avec le monoxydeat@¢NC) pour former le peroxynitrite
(ONOQ), qui peut générer des composés toxiques comme le radical hydrtRe €t le
dioxyde d'azote. (Halliwelkt al, 1997).

(ONOO + H" —— °OH +°NO,)

1.3.2. Le radical hydroxyle {OH)

Le radical hydroxyle®OH) est le radical libre le plus réactif et peut étre formé a partir
de I'anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogéne en présence des ions métalligues comme le

cuivre ou le fer.

02.- + H202 —» OH+OH + OZ

Les radicaux hydroxyles ont le potentiel de I'électtenplus élevé (2310 mV) et sont
extrémement réactifs (Korycka-Dahl et Richardson 1978). En général, les composés
aromatiques ou les composés comportant des liaisons multiples carbone-carbone subissent des
réactions d’addition en présence de radicaux libres hydroxylés. Dans les composés saturés, un
radical hydroxyle capte un atome d’hydrogéne de la liaison carbone-hydrogéne la plus faible
pour donner un radical libre. Les radicaux libres néoformés peuvent réagir avec les lipides, les
polypeptides, les protéines et 'ADN, spécialement la thiamine et la guanosine (Ashok et Ali,
1999). Les radicaux hydroxyles se lient également facilement aux doubles liaisons. La
barriére énergétique de I'addition des radicaux hydroxyles aux doubles liaisons est plus faible
gue l'abstraction d’'un atome d’hydrogéne, ce qui favorise I'addition en cas de compétition.
Quand un radical hydroxyle réagit avec les composés aromatiques, il peut s’additionner par
l'intermédiaire de la double liaison conduisant au radical hydroxy-cyclohexadienyle (Padmaja

et Madison, 1999). Celui-ci peut subir d’autres réactions, comme celle avec I'oxygene, qui
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produit le radical peroxyle, ou se décompose en radicaux de type phénoxyle par élimination
d’eau.

1.3.3. Le peroxyde d’hydrogene (KHO,)

Le peroxyde d’hydrogene peut générer a travers @aetion de dismutation, I'anion
superoxyde par l'intermédiaire de la superoxyde dismutase. Les enzymes comme |'amino-
acide oxydase et la xanthine oxydase produisent aug®p adpartir de I'anion superoxyde.

H.O, diffuse facilement a travers la membrane plasmatique. C’est la molécule la moins
réactive parmi les espéces réactives de I'oxygene. Elle est stable a des pH et des températures
physiologiques, en absence d’ions métalliques. Le peroxyde d’hydrogene peut générer le
radical hydroxyle en présence d’ions métalliques et I'anion superoxyde (Haétvell,

1997).

O'-2 + H202 — OH+OH + 02

Le peroxyde d’hydrogene peut produire I'oxygéene sleg par réaction avec I'anion
superoxyde ou avec l'acide hypochlorique (HOCI) ou les chloramines dans les étres vivants
(Stief, 2000, 2003). Il peut ainsi dégrader certains hemes des protéines, comme
’'hémoglobine, pour libérer les ions de fer.

1.3.4. L’'oxygene singulet (O)

L’équipe de Takayama (2003) a rapporté que les phosphatidylcholine hydroperoxydes
métastables présentes dans les organismes vivants produisent de I'oxygene singulet durant
leur dégradationn en présence dd'Gul’obscurité.

L’oxygene singulet est un non-radical en état excité. Il peut étre formé a partir du peroxyde
d’hydrogéne qui réagit avec I'anion superoxyde, avec HOCI ou les chloramines dans les
cellules et les tissus (Stief, 2003).

Par comparaison avec les autres espéces réactives de I'oxygene, I'oxygene singulet est plutot
faible et non toxique pour les tissus des mammiferes. Cependant, il a été montré qu'’il est
impliqué dans 'oxydation du cholestérol (Girotti et Korytowski, 2000). L'oxydation et la
dégradation du cholestérol par I'oxygene singulet est en effet accélérée par la coprésence

d’esters d’acide gras méthylés. Chez les étres humains, I'oxygene singulet est aussi bien un
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signal, avec un potentiel thérapeutique pour lutter contre des pathogéenes variés comme les
bactéries, les virus et méme les cellules cancéreuses (Stief, 2003).

1.3.5. Les radicaux peroxyles et alcoxyles

Les radicaux peroxyles (ROPsont formés par réaction directe de I'oxygéne avec des
radicaux alkylés (R, mettant en jeu par exemple, la réaction entre les radicaux lipidiques et
'oxygéne. La décomposition des peroxydes alkylés (ROOH) conduit aux radicaux peroxyle
(ROQ) et alkoxyle (RO). L'irradiation par des rayons UV ou la présence de métaux de
transition peut causer 'homolyse des peroxydes pour produire les radicaux peroxyle et

alkoxyle.

ROOH — ROO +H', ROOH + Fé'—» ROO + F&t + H*

Les radicaux peroxyles et alkoxyles sont de bons agents oxydants, ayant plus de 1000 mV de
potentiel réducteur standard (Decker, 1998). lls peuvent capturer un atome d’hydrogene de
molécules ayant un potentiel réducteur standard plus faible. Cette réaction est frequemment
observée dans I'étape de propagation de la peroxydation lipidique. Trés souvent le radical
alkyle formé de cette réaction peut réagir avec l'oxygene pour former un autre radical
peroxyle résultant de la chaine réactionnelle. Des radicaux peroxyles se dégradent pour libérer
I'anion superoxyde ou peuvent réagir entre eux pour geneérer I'oxygene singulet (Halliwell et
Gutteridge, 1985). Les radicaux alkoxyle et peroxyle aromatiques sont moins réactifs que les
radicaux respectifs a chaine ouverte a cause de la délocalisation des électrons dans le cycle
(figure 2).

H H H H H H
)ﬁ/’}‘x *0: M i M
R’ R =R’ R == R~ + R’ R
H H GEG' H Dhﬂx
Radical libre Radical peroxyle Hydroperoxyde

Figure 2 : mécanisme de génération des radicaux peroxyle et hydroperoxyde.
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1.3.6. Le monoxyde d’azote et le dioxyde d’azote

Le monoxyde d’'azote (N®est un radical libre avec un électron apparié. Il est formé
a partir de L-arginine par la NO synthase (Fahgl, 2002). L’'oxyde d’azote est un radical
qui n'est pas trés réactif, mais la production excessive dl é#Dimpliquée dans la re-
perfusion ischémique, et les maladies inflammatoires chroniques et neurodégénératives
comme larthrite rhumatoide et I'inflammation du colon. L'oxyde d'azote dans le plasma
humain peut consommer les concentrations d’acide ascorbique et d’acide urique, et initier la
peroxydation lipidique (Halliwell, 1996).
Le dioxyde d'azote (N&) est formé a partir de la réaction du radical peroxyle et dlj N®
l'air pollué et la fumée de cigarette (Noguchi et Niki 1999). Le,N©&additionne aux
doubles liaisons et capte les hydrogenes labiles pour initier la peroxydation lipidique et la

production de radicaux libres. Il oxyde aussi I'acide ascorbique (Papas, 1999a).
1.3.7. L’anion peroxynitrite (OONQO")

Le monoxyde d’'azote peut réagir avec I'anion superoxyde pour générer du peroxynitrite.

O™ + NO—— OONO
L’anion peroxynitrite est une espéece cytotoxique qui cause des lésions tissulaires et oxyde les
lipoprotéines a faible densité (LDL) (Halliwell, 1997). L’anion peroxynitrite apparait étre un
radical libre important qui cause des dommages tissulaires générés sur les sites
d’'inflammation (Papas, 1999a). Il est impliqué dans les désordres neurodégénératifs ainsi que
plusieurs affections rénales (Knight 1999). Le peroxynitrite (OQN@2ut causer la
modification et 'oxydation des protéines, bases d’ADN mimant le réle oxydant du radical
hydroxyle (McVearet al, 1999). Son réle comme oxydant biologique provient de sa grande
capacité de diffusion a travers les membranes cellulaires (Knight, 1999). La nitrotyrosine, qui
peut étre formée a partir de réactions de I'anion peroxynitrite avec les acides aminés, a été

trouvée dans les tissus associés a I'age (Knight, 1999).
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1.4. Réles des Radicaux libres oxygénés (RLO) dans la physiologie

Les RLO présentent un paradoxe en ce qui concerne leur fonction biologique : d’une
part, ils préviennent la maladie par I'implication du systéme immunitaire, médiation de la
signalisation cellulaire et jouant un rble essentiel dans I'apoptose. D’autre part, ils peuvent
endommager d’'importantes macromolécules dans les cellules et peuvent intervenir dans la

cancérogénese et les maladies cardiovasculaires (Fang2&0a).

La formation des RLO est une conséquence naturelle du métabolisme aérobie qui est
importante pour la maintenance de 'homéostasie (balance entre les oxydants constitutifs et
les anti-oxydants) de I'oxygene tissulaire (Cagttal, 2001). L’homéostasie de I'oxygene

est maintenue par une série de réactions d’oxydo-réduction (redox) incluant le transfert
d’électrons entre deux especes chimiques : les composés qui perdent des électrons (oxydants)
et ceux qui acceptent des électrons (réducteurs). Quand I’'homéostasie de I'oxygeéne n’est pas

maintenue, I'environnement cellulaire devient oxydativement stressé.

Les principales cibles cellulaires des radicaux libres sont :

- L’ADN : les RL peuvent induire des effets mutagenes ou l'arrét des réplications de
’ADN. lls agissent en provoquant des altérations de bases, des pontages ADN-protéines
ou des ruptures de brins. Les cassures observées sont dues aux radicasyOde la
réaction de Fenton en présence de fer ferreux chélaté a certains acides aminés ou aux
groupes phosphates de I'ADN. La prévention de ce processus par I'addition de catalase
montre le rdle du peroxyde d’hydrogene dans les Iésions de 'ADN.

- Les macromolécules les RL sont également responsables d’inactivation enzymatique en
particulier des sérine-protéases, d’'une fragmentation des macromolécules (collagéene,
protéoglycanes, acide hyaluronique), de formation de dimeres ou d’agrégats protéiniques
dans les membranes cytoplasmiques. Les acides aminés les plus sensibles a leur action
sont le tryptophane, la tyrosine, la phénylalanine, la méthionine et la cystéine.

- Les lipides: ils sont une cible privilégiée des RL qui provoquent I'oxydation des acides
gras polyinsaturés (AGPI) des phospholipides membranaires. Le phénomene d’auto-
oxydation ou peroxydation lipidique consiste en I'attaque par un RL, d’origine exogéne ou

endogéne, de dérivés lipidiques. (Singal et1888).

Le radical formé (R subit un réarrangement interne, di a une tautomérie liée au déplacement
de la double liaison la plus proche de I'électron célibataire, et existe donc sous 2 formes en
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équilibre (Fulbertet Cals., 1992). En présence d'oxygene, il se forme un radical peroxyde
(ROO) qui déstabilise une deuxieme molécule d’AGPI et conduit a un hydroperoxyde
lipidigue (ROOH) et a un nouveau radical Rette auto-oxydation se propage et s’amplifie

d’un acide gras a l'autre (Singal et,d988).

1.5. Détection des especes réactives a I'oxygene et a I'azote

Une multitude de méthodes sont disponibles pour détecter les RLO (radicaux libres
0Xygéneés) et les RLA (radicaux libres azotés). Les quatre techniques les plus utilisées sont la
« résonance de spin électronique » (RSE), une méthode basée sur la fluorescence, une
méthode basée sur l'augmentation de la chimioluminescence, et enfin une méthode
enzymatique. Aucune méthode disponible n’étant capable de mesurer de fagon appropriée les
RLO et les RLA dans toutes les conditions, de multiples techniques et contrdles sont

nécessaires pour dépister avec succes la formation des RL.

1.5.1. Résonance Paramagnétique Electronique (RPE)

La RPE, connue également sous le nom de « résodanggn électronique » (RSE),
est la méthode la plus sophistiquée et la plus directe pour la détection des RL. Elle a été
utilisée pour leur détection dans les cellules, les tissus, ainsi que chez I'animal. A cause de
la courte durée de vie des RL, un piege a spin est important pour augmenter le signal. Les
« piéges de spin » ne piegent pas les RL eux-méme, ils réagissent avec le radical pour
former une espéce détectable par RPE plus stable. Une large gamme de sondes RPE sont
disponibles pour la détection de différents RL (Halliwell et Whiteman, 2004).
Les sondes les plus classiguement employées dans la détection de©H sont
- la 5,5-diméthyl-pyrroline-N-oxide (DMPO)
- la 5-diéthyl-phosphono 5-méthyl pyrroline-N-oxyde (DEPMPO) et

- les hydroxylamines cycliques.
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1.5.2. Les sondes fluorescentes

Elles sont aussi utilisées pour mesurer les espetesNO’, H,O, et ONOO dans les
cellules et les tissus. En général, ces sondes ne sont pas spécifiques a un radical donné.
Quelques sondes sont auto-oxydables, ce qui augmente la fluorescence.
Les sondes les plus communes sont :
- le dihydroéthidium, adapté pour le radical ®
- la dihydrorhodamine, adaptée pour les radicaux, @MOOC et NG,
- le dichlorofluorescéine diacétate, pow, les peroxydases et ONQO
- et le 4-amino-5-méthylamino-2’,7’-difluorofluorescéine diacétate, pour le
radical NO.

1.5.3. Les composés chimioluminescents

La mesure des RLO basée sur la chimioluminescertcenes autre méthode plus
quantitative que les méthodes précédentes basées sur la fluorescence. Les sondes
communément utilisées sontla coelenterazine, le 2-méthyl-6-(4-méthoxyphényl)- 3,7-
dihydro imidazo [1,2-a]pyrazin-3-one, hydrochlorite (MCLA), le 3-aminophthalydrazide
(luminal) et le bis-N-méthylacridinium nitrate (lucigénine). Le radical €st souvent
mesuré en utilisant la chimioluminescence pour laquelle tous les agents, excepté la
coelenterazine, sont spécifiqgues. La coelenterazine est aussi sensible au radical OH
D’une facon similaire a celle décrite pour les techniques fluorimétriques, des inhibiteurs
sélectifs peuvent étre utilisés pour clarifier la spécificité du signal chimioluminescent. Des
précautions dans [l'utilisation et la manipulation de la sonde sont parfois nécessaires en
raison d’éventuelles auto-oxydations et cyclisations des RL qui pourraient artificiellement

augmenter le signal (plus commun avec la lucigénine a forte doses).

1.5.4. Les méthodes enzymatiques

En plus des méthodes déja décrites pour la mesure des RLO, il existe des essais
enzymatiques qui se focalisent sur le processus cellulaire ou les produits intermédiaires
synthétisés et pouvant étre utilisés avec des modeéles cellulaires ou tissulaires. Dans cette
catégorie, on retrouve le test au nitro bleu de tétrazolium (non spécifique pali),lé&a0

réduction du cytochrome C §0), I'aconitase (@°), méthode basée sur le cycle d’acide
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citriqgue), un essai utilisant la peroxidase de raifd,0O,), I'essai de Greiss (sous-produits

de NO), et les S-nitrosothiols (indicateurs de I'activité anti-ONJO®ader et al, 2007).

1.6. Genése des radicaux libres

1.6.1. Sources endogénes

0, Arginine
NADH + H* Xanthine NADPH + H*
(FADH,) paso /o

Mitochendrial ETS 02'}' d;:: BH,| NO Synthase
A H:0s Uricacid  Cit NADP*
(FAD] ric aci

o MNADPH Oxidase A 3 NO Synthase
2 2 ArgorBH, % 2

0
N *NO <— NO donors
NADPH + H* NADP* Sy \
HOCI "7“% H:Oz\ DQ
H,0 H*+CI F::‘ Oxtldlzad ONOO-
cu* VitC VitC
0, + OH- K / "NO G‘t CH,0
ONOOH -\ T ‘OH e or oo H;0, e Ot Sarcosine
‘OH + NO; \&,
L H'LOH ~ Acetyl CoA Oxidase
0 Autoxi 02 Uric Acid Oxidase
® szLOOHﬁLO' dation D-AA Oxidase
0,+H,0 i Mana;?mes 0,+H,0
Lo

o Hemoglobin

Figure 3 : Sources endogénes des radicaux libres.
(source : Fang etaNutrition 2002;18:873)

Les enzymes pro-oxydantes, incluant la NADPH-oxydase (Babior, 1999), la NO-
synthase (Stuehet al, 1990) ou la chaine du cytochrome P-450 (Stief, 2000) peuvent
générer des RLO (figure 3).

Lors du transport des électrons dans la chaine respiratoire des cellules aérobies, la
respiration oxydative est la principale source d’énergie. L'acétylcoenzyme A issue des
métabolismes glucidique, protidique et lipidique entre dans le cycle de Krebs pour I'oxydation
compléte du reste acétyle en £® H,O. Les électrons sont transportés sous forme de
coenzymes reduites (FARBHNADH, NADPH) qui vont transférer leur pouvoir réducteur sur
les systemes transporteurs d’électrons de la chaine respiratoire et permettre la synthese
d’ATP. L’étape ultime de la chaine respiratoire mitochondriale est la synthese d’eau a partir
de I'oxygéne :

[Oxt4€ + 4H > 2H,0]
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Une réduction incompléete de IX@eut apparaitre pour 1 a 2% de I'oxygéne moléculaire
conduisant a la formation de RLO : I'oxygene singulet (O) et surtout I'anjon % I'anion
superoxyde est libéré dans un milieu dépourvu de protons, il peut exercer ses effets déléteres :
de tels milieux se rencontrent au sein des doubles couches phospholipidiques des membranes
cellulaires dont la structure aurait tendance a augmenter la durée de vie des radicaux libres. Si
cet anion est libéré dans un milieu protoné, il subit une dismutation, phénoméne au cours
duquel I'anion @~ céde son électron célibataire a un autre anion superoxyde qui devient
I'anion O,*"; ce dernier réagit alors avec les protons du milieu pour donner le peroxyde
d’hydrogene HO; :

[20,">€ + 0 + 07> O; + O + 2H > Hy0,+ OJ

En présence de fer ferreux, le peroxyde d’hydrogéne se décompose en@HHselon la
réaction de Fenton. (Fulbert et Cals; 1992)
[FE" + H,0,> OH + OH + Fée]

L’'anion superoxyde permet aussi de reformer du fer ferreux a partir du fer ferrique :
[Fe'" + O > F&" + O]

L'oxygene formé peut a nouveau entrer dans la chaine respiratoire et doginer O
Globalement, cette suite de réactions est appelée « cycle d’Haber-Weiss ». La vitesse de la
réaction de dismutation de KO est maximale a pH 4,8, mais est tres lente a pH 7. Une
enzyme intervient dans lI'organisme pour acceélérer cette réaction : la superoxyde dismutase
(SOD), qui multiplie par 18 1a vitesse de la réaction au pH de I'organisme. Au cours de la
défense antibactérienne, lors de réactions inflammatoires qui accompagnent toute infection,
les cellules phagocytaires activées vont libérer des enzymes, des médiateurs chimiques tels
gue I'histamine et la sérotonine, et 'anion superoxyde accompagné d’autres dérivés oxygénés
comme l'acide hypochloreux (HCIO), le radical hydroxyle ({DHe peroxyde d’hydrogéne
(H20,) et I'oxygene singulet (O). La phagocytose des germes bactériens s’accompagne, en
effet, d’'une production massive d’anions superoxyde par le métabolisme leucocytaire : c’est
ce gu’'on appelle la « flambée respiratoire ». Une NADPH oxydase, activée par la protéine
kinase C et 'acide arachidonique libéré par la phospholipag®Il8d,) intervient et permet
la synthése des anions superoxydes au prix d’une forte consommation d’oxygene (Henderson
et al, 1989).
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[NADPH+ H + 20,2 20, +NADP' + 2H']

Les radicaux superoxydes constituent I'élément clé de ce mécanisme. lls subissent ensuite
une dismutation, soit spontanée, soit enzymatique. Enfin, une enzyme présente dans le
phagosome, la myéloperoxydase, une catalase, en préseng®.ct Hions Cl génere la
formation de dérivés halogénés toxiques :

[H20,+ClI > CIO + H0O]

L’acide hypochloreux (HCIO) peut a son tour réagir avec les fonctions aminées ou l'ion

ammonium pour donner des chloramines :

[HCIO + RNH, > RNHCI + H,0]
[HCIO + NH;* = NH,Cl + H,0 +HT]

En présence de peroxyde d’hydrogéne, I'acide hypochloreux donne naissance a I'oxygéne

singulet:
[HCIO + H,O, > HCI + H,O + 20]

Un leucocyte activé contient donc de fortes proportions de radicau0B, (O) singulet et
chloramines, aux propriétés bactéricides. Ainsi, les RL peuvent avoir des effets positifs : ils
participent a la lutte contre I'infection en lysant les bactéries phagocytées. Un déficit dans la
production des RL par les leucocytes (granulomatose septique) ou une baisse de I'activité de
la myéloperoxydase (en cas de corticothérapie par exemple) se caractérise ainsi par une
sensibilité particuliere aux infections (Fang ef a0D02) (figure 3).

Les lipoxygénases produisent des RL par un mécanisme d’oxydation. Elles ont besoin
d’acides gras polyinsaturés (AGPI) libres. La phospholipase liée a la membrane produit des
AGPI et des lysolécithines. Ces derniers modifient les structures des membranes cellulaires et
les AGPI libres s’oxydent pour former les hydroperoxydes lipidiques. La lipoxygénase aux
ions Fé* est dans un état inactivée. Une fois qu& B®xyde en FE, la lipoxygénase peut
convertir les AGPI en hydroperoxydes (Spiteller, 2001). Il existe 3 lipoxygénases chez les
mammiféres : les 5-, 12-, et 15- lipoxygénases (ldaral, 2000). Ces enzymes peuvent
oxyder l'acide arachidonique, un AGPI riche dans le systéme nerveux central, en acide
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hydroperoxyeicosatétraenoique. Les localisations primaires des 5-, 12-, et 15-lipoxygénases
sont les leucocytes et lymphocytes, les plaquettes sanguines et les leucocytes, et les cellules
respiratoires, respectivement (Hetial, 2000). La 15-lipoxygénase a été identifiee dans les
lésions athérosclérotiques, ce qui suggere que cette enzyme peut étre incluse dans la

formation des lipides oxydés in vivo (Knight, 1999).

1.6.2. Sources exogenes

H H
H H |
¢ +H
R R
H lumiére, chaleur
catalyseur H
H y radical libre

Figure 4 : Sources exogenes des radicaux libres.

L’organisme est soumis a l'agression de différents agents capables de donner
naissance a des RL. Les rayonnements UV induisent la synthése des radicaOxQO
singulet et des molécules génératrices de RL, comy@epdr I'intermédiaire d’agents photo-
sensibilisants. Les radiations ionisantes provoquent également la génération de RLO.
L’ingestion d’alcool est suivie de la formation de RL selon divers mécanismes (figure 4). La
xanthine oxydase et I'aldéhyde oxydase peuvent oxyder le principal métabolite de I'éthanal,
'acétaldéhyde, avec production ¢’O L'éthanol stimule également la production d’anion
O, par induction de la synthése des NADPH oxydase, NADPH cytochrome réductase, et du
cytochrome B L'alcool peut également diminuer I'activité des enzymes de protection
comme SOD-GSH-Px (Schisler et Singh, 1989). De méme, les concentrations sériques en
sélénium et vitamine E sont abaissées chez les alcooliques et corrélées avec une atteinte
hépatique plus ou moins sévere.

Des toxiques tels que I'oxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote)N@esents dans
notre environnement (suies, goudron, tabac, polluants industriels), participent également a la
genese de radicaux libres : ils sont responsables d’'une auto-oxydation des AGPI saturés des
alvéoles pulmonaires. La réaction peut étre réversible :

[NO, + C=C «<-NO,-C-C]
ou irréversible
[NO,+ CH-CH=CH- SHNO, + -CH-CH-CH-]
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NO et NQ peuvent aussi réagir avec le peroxyde d’hydrogéne produit par les
macrophages au niveau des alvéoles pulmonaires et donner naissance a des radidaux OH
fumée de cigarette joue un réle majeur dans la formation de ces especes radicalaires : elle
contient du NO et du N renferme de fortes concentrations en composés insaturés et
stimule, par son action irritante, les macrophages des alvéoles pulmonaires. D’autres toxiques
agissent par transfert d’électrons. Il en est ainsi du tétrachlorure de carboped@tClla
toxicité s’exerce par l'intermédiaire des radicaux ‘@@ui ont étémise en évidence dans
des hépatocytes de rat par RPE. La réaction dgeDQTCl; s’effectue, soit sous I'action de
cytochromes R, hépatiques :

[CCl4+ € >CI + CCI4]
soit en présence de fer ferreux :
[CCly+ FE" > CI + CCl4]

Il a été démontré que le Cgktait capable d’induire I'auto-oxydation des AGPI, et
donc de provoquer une augmentation importante des hydroperoxydes lipidiques (Knecht et
Mason, 1988).

Enfin, des antibiotiques anticancéreux, tels que les anthracyclines, sont également
capables de générer des RL. La formation d’espéces radicalaires serait responsable de leur
mode d’action anticancéreux et de leur toxicité. Ces agents thérapeutiques agissent selon un
mécanisme de transfert d’électrons. Ainsi, selon des travaux réalisés sur des cultures de
cellules tumorales mammaires, I'adriamycine est bioactivée en radical semiquinone de
I'adriamycine (SQ) par réduction enzymatique par les cytochromgs FSinhaet al, 1989).

Ce radical peut réagir avec I'oxygéene pour former I'anion superoxyde. Pour une autre
anthracycline, la daunorubicine (DOS), la réduction en radical libre (D€&Sréalise alors

gue la molécule est déja intercalée dans I’ADN.
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1.7. Les moyens de défense contre les radicaux libres

1.7.1. Les moyens de défense endogerf@wvissar et al, 1989, Leeet al, 2004 ; Papas
1999b)

Pour protéger ses tissus contre les agressions radicalaires, I'organisme humain possede
des systémes enzymatiques, tels que les superoxyde-dismutases et la catalase qui ont un role
de protection, ainsi que les glutathion-peroxydases (GSH-Px) qui ont un réle de
détoxification.

- Les superoxyde-dismutase{SOD) dont il existe deux formes, se rencontrent chez les
eucaryotes. La plus importante, présente dans le cytoplasme de toutes les cellules, a pour
cofacteurs le cuivre et le zinc (CuzZn-SOD). L'autre enzyme a pour cofacteur le
manganese (Mn-SOD) et est située dans les mitochondries.

* Les superoxyde-dismutases exercent une action cellulaire protectrice : elles
catalysent la dismutation de I'anion superoxyde. La localisation des SOD explique
gue les membranes externes et les espaces interstitiels soient moins bien protégés
gue les structures intracellulaires.

» Les superoxyde-dismutases sont utilisées en thérapeutique : dans les maladies
inflammatoires chroniques, les anions superoxydes relargués par les phagocytes
activés stimulent et amplifient la réponse inflammatoire. L’administration de SOD
peut prévenir les Iésions tissulaires dues a I'anion superoxyde. Les SOD semblent
également réduire I'étendue de l'infarctus du myocarde.

- Lesglutathion-peroxydases(GSH): les glutathion-peroxydases séléno-dépendantes sont

des protéines qui contiennent 4 atomes de sélénium situés aux centres actifs de I'enzyme

sous forme de sélénocystéine. (tableau 1).
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Tableau 1: Les enzymes anti-oxydantes (Lee et,a2004).

Enzymes Fonctions
Superoxyde dismutase Elimination du superoxyde
Catalase Elimination de I'hydroperoxyde
Glutathion peroxydase Elimination de I'hydroperoxyde

Glutathion disulfide reductase | Réduction de la glutathione oxydée
Glutathion-S-transferase Elimination de I'hydroperoxyde lipidique
Methionine sulfoxyde reductaseRéparation des résidus méthionine oxydeés

Peroxydase Décomposition du peroxyde d’hydrogéne et
du lipide hydropéroxyde

Un déficit en sélénium entraine une chute de l'activité de I'enzyme et une réplétion la
restaure. Avissaet al, 1989 ont, a partir des cultures cellulaires, individualisé 2 formes de
GSH-Px qui different par leur structure, leur activité et leurs sites antigéniques.

- Une forme glycosylée&iche en ponts disulfures, a localisation extracellulaire.
Les GSH-Px ont une action détoxiquante vis-a-vis de 2 substrats: Le peroxyde
d’hydrogéne et les hydroperoxydes (ROOH) dérivés des lipides.
L’activité détoxiquante des GSH-Px face aux hydroperoxydes nécessite une autre
enzyme, la PLA2. Cette derniére libére les peroxydes d’acides gras des membranes
cellulaires en hydrolysant les fonctions esters des phospholipides membranaires. Les
peroxydes libérés dans le cytosol sont alors transformés par la GSH-Px tandis que la
chaine d’'acides gras manquante est re-synthétisée.

- Lacatalase qui permet de métaboliser le peroxyde d’hydrogene :

[2H20, 2 2H,0 + O
Elle est localisée dans les peroxysomes des cellules et empéche le peroxyde d’hydrogéne de
participer a la réaction de Fenton. Mais son réle semble mineur par rapport a celui de la GSH-
Px pour prévenir la peroxydation lipidique : son affinité pour le peroxyde d’hydrogene est

inférieure a celle de la GSH-Px.
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1.7.2. Les moyens de défense exogenes

Toute substance capable de capter I'électron célibataire d’'un RL sans donner elle-
méme un produit radicalaire est défini comme un piégeur de RL. Ces piégeurs se caracterisent

par leur affinité élevée pour les RL et leur spécificité pour certains d’entre eux.

Il existe des « piégeurs occasionnels » de RL. Ce sont des molécules endogenes qui
captent les électrons célibataires aux dépens de leur propre intégrité, comme par exemple les
acides gras insaturés, les fonctions thiols de protéines, 'ADN et les acides aminés
phénoliques. Les autres principaux piégeurs de RL sont les chélateurs du fer et du cuivre et les

anti-oxydants (caroténoides, tocophérols, la vitamine C et les flavonoides).

HO

0
Vitamine E : g~tocophérol

0
H
0 [ OH
HD 0 0 Ho
OH OH

Flavone flavonol Flavonoide Acide phénoiaue
{Iutioline) (quercitine) (courmarine)  {acide cinnamique)

Lycopéne

HO OH

HOT;D

OH
Vitamine C : acide L-ascorbigque

Figure 5 : Les anti-oxydants naturels

» Les caroténoides lls sont trés nombreux et représentent la principale source

alimentaire de rétinol. En plus de leur activité de provitamine A, les caroténoides sont
capables d’inactiver I'oxygene singulet et les radicaux libres. L'effet anti-oxydant du
B-caroténe serait d0 & une interaction entre le aheicle systeme de doubles liaisons
conjuguées de la chaine insaturée du piégeurl-tarotene est particulierement
réactif vis-a-vis des lipoperoxydes : le radical peroxyde se fixerait sur un carbone de la

chaine polyinsaturée et serait stabilisé par résonance. L'effet anti-oxydant des
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caroténoides serait dépendant de la pression d’oxygene. Différents s)istarites

ont confirmé leur rble protecteur.

La vitamine E ou docophérol

Leur structure lui permet de capter les RL :

- dans les zones lipophiles des membranes cellulaires, grace a sa chaine phytyle,

- dans les zones hydrophiles, a la surface des membranes plasmiques, grace a son
hydroxyle phénolique. ld-tocophérol réagit avec les radicaux oxygénes lipies
en empéchant leur propagation (Liebler et H986).
L’ a-tocophérol est également un puissant inhibiteur lde formation des
nitrosamides, en captant I'acide nitreux. Ainsi transformé, celui-ci ne peut plus

réagir avec les fonctions amides des molécules pour donner des nitrosamides.

La vitamine C

Son action est tres controversée quant a son effet protecteur ou activateur face a la
toxicité de I'oxygene. Selon le pH, la vitamine C peut prendre une forme réduite ou
oxydée. Le passage de l'une a l'autre se fait par I'intermédiaire d’un radical libre, le
radical ascorbyle, et en présence de glutathion/glutathion-réductase. La vitamine C
forme donc un couple redox avec une forme intermédiaire radicalaire capable de
capter I'oxygene singulet et certaines especes radicalaires. C’est ainsi qu'elle
protegerait la peau de la toxicité induite par les rayonnements UV mais, a forte
concentration, la vitamine C peut se comporter comme un oxydant générateur de
radicaux libres (figure 6) (Leet al, 2004).

OH HO 0 o 0 0 0
Ascorbic acid Semi-dehydroascorbic acid  Semi-dehydroascorbate radical Dehydroascorbic acid

Figure 6 : Les oxydations séquentielles d’'un électron de I'acide L-ascorbique.

Outre ces moyens de défense précédemment décrits dont peuvent disposer les tissus

vivants contre les agressions radicalaires, I'organisme serait capable d’acquérir une
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certaine tolérance ou résistance vis-a-vis des RL. Ainsi, un prétraitement par une dose
non létale de kD, est capable d'induire, ch&almonella typhimuriuma synthése de
certaines protéines qui lui permettront ultérieurement de résister a la cytotoxicité de
H.O, (Christmanet al, 1985). Ces protéines, mises en évidence chez tous les
organismes vivants et conservées au cours de I'évolution, appartiennent a une famille
protéigue dont la synthése peut étre induite ou stimulée lors de stress divers,
essentiellement physique et chimique (particulierement oxydant).

» Les polyphénols

lls sont ubiquitaires dans les plantes, avec plus de 8000 structures identifiées (Bravo,
1998). Les flavonoides, la classe de polyphénols la plus importante, sont des
aglycones ou des glycosides avec un cycle benzopyrone. lls comprennent des
flavones, des flavonols, des flavanones, des flavanonols, et des anthocyanines basés

sur les structures communes des squelettes de carbones (figure 7).

Class Easic skeleton Basic structure
Simple phenols Gy

=]

Benzoguinoes Cg i }

Phenoic acids C,-

Acetophenonas CeCy @—m
Phenylacetic acids CeCy Q—W

Hydroxycinnamic acids CeCy Qw-m
Phenylpropans GCg-Cy Q—o@m&

0
Coumarins Cq-C,y @(jﬁ
Q.
Chromones GGy @

Anthraquinones Cg-C,-C

Flavonoids C¢4-Cy-Cy @“’ O

¢

Figure 7 : Structures des différentes classes de polyphénols.
Chaque groupe des flavonoides différe selon le nombre de groupement hydroxyle, méthoxyle,

et autres substituants sur les deux cycles benzéniquest(ake2004) (figure 8).
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Figure 8 : Numérotation des flavonoides.

Les mécanismes anti-oxydants des polyphénols sont basés sur leur pouvoir donneur
d’hydrogéne et chélateur d’ions métalligues (Bravo, 1998). Apres avoir donné l'atome
d’hydrogene, les composés phénoliques sont stabilisés par résonance, qui ne participent pas
facilement dans les autres réactions radicalaires. Cependant, les polyphénols agissent comme
pro-oxydants sous certaines conditions, lorsqu’ils sont en concentrations élevées ou en
présence d'ions métalligues et de pH élevé. Les structures chimiques aussi affectent les
activités anti-oxydantes. Les flavonoides qui ont des activités anti-oxydantes les plus fortes
présentent dans leurs structures chimiques un group@&rgiphénolique, une double liaison
2-3 conjuguée avec la fonction 4-oxo, et des groupements hydroxyles dans les positions 3 et
5. Les activités anti-oxydantes des flavonoides sont influencées par I'hydroxylation et la
présence d’unité de sucres (Bravo, 1998). Les flavonoides sont de bons capteurs de radicaux
hydroxyles et peroxyles. lls peuvent former des complexes avec les métaux et inhibent

I'oxydation lipidique initiée par un métal (Hendrich et, d41999).
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2. La famille des Plombaginacées

Cette famille cosmopolite est trouvée dans tousrniisux : salins, régions froides et
tropicales (L. Watson et M. J. Dallwitz, 1992). Elle comprend des plantes herbacées ou des
arbustes, parfois des plantes grimpantes et des lianes. Leurs feuilles sont simples,
glanduleuses, sans stipules, en rosette basales, ou alternes sur les tiges aériennes. Les
inflorescences sont en racemes, en cymes ou en capitules denses. Les fleurs sont

actinomorphes, hermaphrodites, tétracycliques, penta-meres.

Les Plombaginacées comportent 775 especes, regroupées en 24 geardgholimon,
Aegialitis, Armeria Bamiana, Buciniczea, Cephalorhizum, Ceratostigma, Chaetolimon,
Dictyolimon, Dyerophytum, Eremolimon, Ghasnianthus, Goniolimon, Ikonnikovia,
Limoniastrum, Limoniopsis, _Limonium Meullerolimon, Neogontscharovia, Plumbagella,

Plumbagg Popoviolimon, Psylliostachys, Vasssilczenkoa.

2.1. Phytochimie de la famille des Plombaginacées

La littérature fait état principalement de la présence de flavonoides, d’anthocyanes et de

sesquiterpenes.

Tableau 2 : Investigation bibliographique sur la phytochimie des genres les plus étudiés
(Limoniumet Plumbago).

Composés Espéces Références

3,5,7,3',4',6'-hexahydroxyflavone et
o Limonium gmelinii _
myricétine 30-a-L-(2'-galloyl) . ) . (Korul'kinaet al, 2004)
] ) Limonium popovii
arabinopyranoside

apigénine 7-glucoside, quercitrine Plumbago scanders o ]
o ) (Ribeiro de Paivat al, 2002)
orientine Plumbago auriculata
quercétine,

guercétine 3-rhamnoside, kaempférol,

apiine, apigénine,

myricétine, Limonium axillare (Ahmedet al, 1999) ;
myricétine 30©-rhamnoside, (Bashiret al, 1994)
lutéoline,

lutéoline-7O-glucoside

acide gallique, acide férulique, Limonium axillare (Ahmedet al., 1999) ;
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acide isoférulique

(Bashiret al, 1994)

acide chlorogénique

Plumbago scandens

Plumbago auriculata

(Ribeiro de Paivat al, 2002)

acide syringique, acide gallique,

acide ellagique

Limonium gmelinii

(Korul'kinaet al., 2004)

ombelliférone, aesculétine,
impératorine et isoimpératorine,

xanthotoxol, bergaptine

Limonium axillare

(Ahmedet al, 1999)

séseline, 5-méthoxyséseline,
subérosine, xanthylétine et

xanthoxylétine

Plumbago zeylanica

(Lie-Chwenet al, 2003)

acide ellagique, géraniine

Limonium axillare

(Ahmedet al,.1999)

2.2. Exemples de composés identifiés dans la famille des Plombaginacées

HO COOH

HO

OH

R1, R2=0H, et R3=H, quercétine
R1, R2, R3=0H, myricétine

R2=0H, R3=H, quercétine @-rhamnoside

R2, R3=0OH, myricétine ®-rhamnoside

Acide gallique
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0O O o Acide ellagique
o}
()
HO

OH

Figure 9 : Structure de quelques composés identifiés dans la famille des Plombaginacées.

2.3. Etudes pharmacologiques du genre Limonium

Un fractionnement par bioguidage a concetigonium brasilienseet a permis
d’'isoler 5 composés anti-oxydants: la myricétineO-8-rhamnopyranoside, la (-)-
épigallocatéchine ®-gallate, la (-)-épigallocatéchine, la (+)-gallocatéchine, et l'acide
gallique (Murrayet al, 2004).

L'extrait aqueux de I'espécdimonium wrightii a été testé pour son potentiel
antiradicalaire. Une des molécules actives a été isolée et identifiee comme étant l'acide

gallique, avec une gdde 2,63ug/ml pour I'essai au DPRANiya et al, 2002).

2.4. Caractéristiques de I'espéce étudiée: Limoniastrum feei

Il s’agit d’'une espéce dite saharo-arabique stricte (Msagidal, 2002), qui croit dans
tout le Sahara septentorial algérien et marocain (Ozenda, 2004). Il s’agit d’'un arbuste bas, de
10 a 40 cm, a feuilles plus longues et plates serrés en rosettes au sommet des rameaux ; sa
hampe florifére sans feuilles, se termine par des inflorescences courtes, tres fragiles, a fleurs

entourées de bractées coriaces épineuses et d’un rouge violacé (Ozenda, 2004).
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Cette espéce xérophyte est réputée pour sa forte résistance aux conditions climatiques

extrémes. C’est une plante grasse qui sécréte des sels (Stocker®&t4l

Figure 10 : Parties aériennes de Limoniastrum (€&iard) Batt.
Source : http://www.sahara-nature.com/album/picture.php?/2375/category/514-limoniastrum

2.5. Taxonomie

Regne : Plantae
Sous-regne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Caryophyllidae
Ordre : Plumbaginales
Famille : Plumbaginaceae
Genre : Limoniastrum
Espece : feei

L’interrogation des bases de données bibliographiques (Sci-Finder) a permis de
confirmer que cette espece n’a fait I'obfaucune étude phytochimique et biologique

antérieure.
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3. Matériels et méthodes

3.1. Le matériel végétal

La plante entiere deimoniastrum fee(Girard) Batt. (Plumbaginaceae) a été collectée en
période de floraison, en avril 2003, dans la région de Béchar, au sud ouest d’Algérie (Figure
11). Son identification botanique a été faite par le Professeur Khalfallah de I'Institut de
Biologie de Constantine. Un échantillon (LF98B0501) a été déposé a I'herbier de I'université

de Mentouri de Constantine.
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Figure 11 : Carte géographique d’Algérik ( lieu de récolte)

(www.photos-de-voyage.info/algerie/itineraire.php

3.2. Evaluation de I'activité anti-oxydante

3.2.1. Essai au DPPH

Le protocole opératoire a été développé dans le chapitre 1. (Parej@60a)

3.2.2. Essai FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma)

Comme son nom l'indique, cette technique a été développée pour mesurer la capacité
du plasma & réduire le fer ferrique {Heen fer ferreux (F&). En effet le F& participe a la
formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton. [% &ein pH faible forme un
complexe avec la 2,4,6-tris(2-pyridyl)-1,3,5-s-triazine (TPTZ) de couleur bleue qui a une
absorption maximale a 594 nm. Ainsi, la formation de ce complexe indiquera un pouvoir
réducteur et déterminera la capacité d’'un composé a se comporter comme un anti-oxydant.
Les valeurs sont obtenues par comparaison de I'absorbance a 594 nm du mélange réactionnel

contenant I'échantillon a tester avec celle d'un mélange réactionnel contenant une
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concentration connue en ¥eEn effet, les résultats s’expriment en ;E€est-a-dire en
concentration d'efficacité voisine de 1mM de&Fé 'établissement d’une droite d’étalonnage
avec F&', permet de trouver I'absorbance correspondant & 1. (Benaie1996), (Pulidcet
al., 2000).

Ce test nous servira a évaluer I'activité anti-oxydante des composés purs uniquement.

Matéeriel
» Le réactif FRAP est préparé de la maniére suivante :

- 1 volume de solution mére de TPTZ (Fluka, ref 93285) a 10 mM dans l'acide
chlorhydrique a 40 mM.

- 1 volume de solution aqueuse de Rg@rolabo, ref 1.05512.0250) a 20 mM avec
guelques microlitres d’'HCl a 1 M.

- 10 volumes de solution de tampon acétique a 40 mM et pH 3,6 ; ce réactif doit étre
préparé extemporanément.

» Spectrophotométre UV visible : Shimadzu UV 1205.

Méthode

On mesure 'absorbance a 594 nm de concentrations croissantes de I'échantillon testé.
On obtient ainsi une droite dont I'équation est du typges/Aa x C + b. (Ags étant
'absorbance a 594 nm et C la concentration de I'échantillon testé). Cette équation nous
permet de calculer 'EL L'essai est réalisé en triplicata et chaque concentration est testée en
trois répétitions. La mesure se fait au spectrophotométre aprés 30 minutes de réaction, a I'abri
de la lumiéere.

On détermine la droite d’étalonnage a partir d'une gamme de concentration d’'une
solution de FeSg) 7H,O dissout dans du méthanol. La gamme de concentration comporte

5,88, 4,41, 2,94, 1,47 et 0,294 X10M de FeSQ 7H,0.
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y = 0,0133x + 0,0607
R?=0,9829

0 10 20 30 40 50 60 70

concentration Fe2+ (uUM)

Figure 12 : Courbe étalon du fer ferreux

On peut ainsi calculer I'absorbance théorique correspondante a 1 mM de solution mére de
Fe*. Celle-ci correspond & 0,393.

Le produit de référence permettant de comparer 'activité des différents échantillons testés est

I'acide ascorbique. Son ECorrespond a 1,62 @,62 pg/ml.

0,6 -
0,5 -
0,4 -
< 0,3 A

0,2 1

y =0,170x - 0,002
0.1 1 R2 = 0,996

0 0,5 1 15 2 2,5 3 35
concentration (pg/ml)

Figure 13 : Détermination de 'ECde I'acide ascorbique.

Les échantillons sont testés a des concentrations finales suivantes : 50, 10, 5, 2,5 et 1 pg/ml.

Essai
Réactif FRAP (ul) Eau distillée (ul) | Echantillon (ul) Méthanol (ul)
Echantillon 1800 180 60 0
Blanc 1800 180 0 60
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3.3.3. Essai du radical superoxyde (£) (systeme xanthine/xanthine oxydase)
Les méthodes de production et de réduction de I'anigh) €nt résumées dans le tableau 3 :

Tableau 3 :Les différents tests de réduction du radical superoxyde.

Geénérateurs de I'anion,O Détecteur de I'anion ©
Enzymatique Ferricytochrome C
Chimique Nitro Bleu de tétrazolium (NBT)
Electrochimique Produits d’auto-oxydation
Photochimique Chimioluminescence
Radiolytique Spectre RPE

Nous avons sélectionné la méthode de la xanthine/xanthine oxydase, comme source d’anion
O, . Le mécanisme de la réaction entre I'anigfi €& le NBT est trés complexe et quelques
étapes proposeées sont encore controversées. En fait, la réduction du NBT en monoformazan
débute par la formation du radical tétrazolynile :

[NBT + O, >NBT + O)]

Ensuite, deux réactions sont possibles : la dismutation (a) ou la réduction du radical NBT

Par un deuxiéme anion,O(b). Dans les deux cas, il ya formation de monoformazan.

(a) NBT + NBT +2H" NBT" monoformazan
(b) NBT + O, +2H" = 0," monoformazan

La constante de vitesse de la reaction du NBT avec I'anio@ @H 9,8 est de 5,94xiM"

'Se¢’ (Bielski et al, 1977). Cette réduction du NBT peut étre suivie & 560 nm, et la quantité
de NBT réduit est transformée en umol/min par l'utilisation d’un coefficient d’extinction de
1,5x1d MSec! (Auclair et Voisin, 1984).

La réduction du NBT en formazan a été largement utilisée comme signe de l'intervention de
'anion O, dans les systemes chimique et biologique (Auclair et Voisin, 1984). Cependant,
cette réaction est non spécifique, car selon certains auteurs €Bats 1978), la SOD
n’inhiberait que partiellement la réaction.

Tout comme I'essai au DPPH, cet essai évalue la capacité d’un produit a capturer un radical

libre, l'anion superoxyde £. Ce radical est générén vitro par le systéme
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hypoxanthine/xanthine oxydase. Dans cette méthode, le radical réduit f& WBtfo-Blue
Tétrazolium) de couleur jaune, en bleu de formazan de couleur pourpre qui absorbe a 560 nm.
Ainsi un composé anti-oxydant capable de capturer I'anion superoxyde empéchera la
formation du bleu de formazan et la solution restera jaune. Les absorbances obtenues
permettent de calculer un pourcentage d’inhibition de la réduction d3*NBT rapport & un
témoin constitué du milieu réactionnel dépourvu de composé anti-oxydant. On peut ensuite
tracer une courbe représentant le logarithme du pourcentage d’inhibition en fonction de la
concentration en composé testé, et déterminer kg (€Cbncentration inhibant 50% de

I'activité) du composé. (Parejo et ,a2002)

Matériel
e Tampon phosphate pH 7,2 a 50 mM.
» Solution d’hypoxanthine a 0,2 mM.
» Solution de xanthine oxydase a 1,2 U/ml.
» Spectrophotometre UV visible : Shimadzu UV 1205.

Méthode

On mesure un pourcentage de décoloration a 560 nm en fonction de la concentration
de I'échantillon testé.
Les échantillons sont testés pour des concentrations comprises entre 10 pg/ml et 0,5 pg/ml
dans de I'éthanol. Chaque concentration est testée en triplet. La mesure est faite apres 10

minutes d’incubation a I'abri de la lumiére.

Essai
Tampon Solution Solution de | Solution de xanthine
phospha | d’hypoxanthine a Eau Echantillon NBT a 1 oxydase a 1,2 U/ml
te pH 0,2 ml (ul) distillée (ul) mM (ul)
7,2 (1) (ki) (ki)
Blanc
~ 950 157,6 315,2 - 157,6 -
contrble
Controle 950 157,6 157,6 - 157,6 157,6
Blanc
. . 950 157,6 157,6 157,6 157,6 -
échantillon
Echantillon| 950 157,6 - 157,6 157,6 157,6
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Calcul du pourcentage d’inhibition :
(&antitorr DOglanc echantillo)
% inhibition = 1 — 109
(D€hntrote -DObianc controld

3.3.4. Dosage des polyphénols
Le mode opératoire a été développé dans le chapitre 1.

3.4. Conditions de Chromatographie liquide a haute performance (CLHP)
3.4.1. CLHP analytique

Les conditions analytiques sont celles reportée dans la littérature (Estalpa000)
* Colonne: Nucléodur C18,100-10, 250 x 4,6 mm (Macherey Nagel).
» Détecteur : spectrophotometre UV visible a barettes de diodes (Varian Prostar).
» Pompe : Varian Prostar.

e« Débit: 1 ml/min

Tableau 4 : Conditions chromatographiques des analyses par CLHP analytique.

Temps % eau (0,1% acide o
(min) trifluoroaceétique) 6 acetonitrle

0 95 5

10 50 50

15 30 70

20 20 80

25 0 100

30 0 100

35 95 S

3.4.2. CLHP semi-préparative
* Débit: 10 ml/mn
» Colonne : Nucléodur100-10, C18, 25@¥mm (Macherey Nagel)
* Pompe : Gilson.

» Détecteur : Spectrophotometre UV (Gilson).
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Tableau 5 : Conditions chromatographiques d’analyse par CLHP préparalive (

Temps % eau (0,1% acide | % acétonitrile
(min) trifluoroacétique)

0 95 5

5 95 5

25 50 50

30 0 100

Tableau 6 : Conditions chromatographiques d’analyse par CLHP préparafive (

Temps % eau (0,1% acide | % acétonitrile
(min) trifluoroacétique)

0 95 5

5 95 S

15 50 50

20 30 70

22 0 100
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4. Résultats et discussion
4.1. Schéma général d’extraction de Limoniastrum feei

950g de fleurs deimoniastrum feei
ou 309g de feuilles de L
ou 1174g de racines de

Macération avec I'éthanol 80%

Extrait EtOH 80%

Concentration a sec

Reprise dans 300ml d’eau distillée

Extrait aqueux (1)

Partition avec le
cyclohexane (x3)

Extrait aqueux (2) Extrait cyclohexanique
(CeH1o)

Partition avec le dichlorométhane (x3)

Extrait aqueux (3) Extrait dichlorométhanique
(CH.Cl,)

Partition avec I'acétate d’éthyle (x3)

Extrait aqueux (4) Extrait acétate éthylique
(AcOEt)

Partition avec le n-butanol saturé (x3)

Extrait aqueux (5) Extrait butanolique
(BuOH)

Figure 14 : Protocole d’extraction utilisé pour les 3 drogues (racines, feuilles et fleurs)
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4.2. Rendements d’extraction

Tableau 7 : Extraits obtenus apres épuisement des feuilles (F; 309qg), des fleurs

(FL ; 950q) et des racines (R ; 1174g) de Limoniastrum feei

(F) (FL) (R)
EtOH 80% 25,5 181,4 78,4
CeH12 2,5 2,1 2,5
CH.Cl, 1,2 4,7 4,5
AcOEt 4,2 10,2 7,3
BuOH 8,6 45,7 20,4

Les valeurs sont exprimées en gramme.

4.3. Analyse par CLHP analytique des extraits obtenus

A. Extraits EtOH 80%

370nm Acides phénoliques Flavonoides
may fleurs
300 —
200 — A
103: /(\\\,,_,\_
AG1 28(nNm fleurs
0.75—
0.50 —
0.25—
0.00— L
mau | 370NN )
100 feuilles
50—
o —] e e —
mAU |
1s0—| 280nn feuilles
100 —
50 —| -
o—
Y] J
zo— 370NN L . racine:
12; o A eie
nﬂ; /\
100— i .
s 28000 ~— J\l._a__.racine
o— J T

‘15
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B. Extraits AcOEt

A Acides phénoliques Favono'l'des
10— 370nn

fleurs

27 280nn fleurs

o2e_— 370nn feuilles

o.s0— 280nn feuilles

200— 370NN racine:

10— 280nn

C. Extraits BuOH
Acides phénoliques Flavonoides

mao-  370nm
fleurs

15— 280nm q
eurs

feuilles

feuilles

racine:

racine:

Figure 15 : Profils CLHP analytiques (280 et 370 nm) des extraits EtOH, AcOEt et BuOH
des 3 drogues étudiées.
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D’aprés les profils CLHP des trois extraits (éthanoliques, acétate d’éthyle et butanolique)
obtenus aprés épuisement des trois drogues analysées (fleurs, feuilles et racines), on remarque
la présence de flavonoides et d’acides phénoliques dans tous les extraits. Ces polyphénols ont
été repérés grace au détecteur a barrettes de diodes qui donne les profils UV des principaux
pics observés et permet de les différencier grace a leur maxima d’'absorption. En effet, les
acides phénoliques présentent une bande maximale a 325 nm alors que les flavonoides ont

deux bandes maximales a environ 250 nm et 350 nm.

4.4. Activités anti-oxydantes des extraits
4.4.1. Activité antiradicalaire (test du radical DPPH)

Tableau 8: Activité antiradicalaire (test DPPH) des différents extraits obtenus apres

épuisement de Limoniastrum feei

Extraits Clso (R) Clso (FL) Clso (F)
EtOH 80% 3,3+1,43 1,75 0,74 0,38 #,06
CHCI, 44,04 +12,37 5,75 6,74 8,67 4,49
AcOEt 1,44 £0,08 1,63 4,32 1,21 40,19
BuOH 3,93 +0,89 2,82 #),24 1,30 10,24

R = extrait de racines ; FL = extrait de fleurs ; F = extrait de feuilles

Les valeurs des gJsont exprimées en pg/mL (moyennécart-type, en triplicata).

Ces résultats montrent que I'extrait hydro-alcoolique des feuilles est 5 a 8 fois plus actif

gue les extraits hydro-alcooliques des fleurs et des racines, respectivement (tableau 8). En

général, les extraits ACOEt sont plus actifs que les extrait€lgldt BUOH. Ceux obtenus a

partir des fleurs et des feuilles ont des profils chromatographiques tres proches et renferment

majoritairement des flavonoides et des acides phénoliques reconnaissables par leurs profils

UV caractéristiques. L’extrait ACOEt obtenus a partir des feuilldsimeniastrum feea été

sélectionné pour évaluer sa capacité anti-oxydante en utilisant d’autres tests complémentaires.
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4.4.2. Activité anti-oxydante de I'extrait ACOEt des feuilles de L. feei

Tableau 9 : activité anti-oxydante de I'extrait ACOEt (F)

S (05) : Cleo (ug/ml) Essai FRAP :
xtrai : m

° 50 H9 EC; (M équivalent en Fé*/ml)
AcOEt de feuilles 3,61 £0,56 2,25 +0,12

(moyenne #cart-type, en triplicata).

Les Cko de l'extrait AcOEt (F) sont du méme ordre de grandeur (%2119 ; 3,61
+ 0,56) dans les tests utilisés (test DPPH, superoxyde, respectivement) suggérant que cet
extrait renferme des composés anti-oxydants agissant selon des mécanismes

complémentaires.

4.5. Corrélation entre I'activité antiradicalaire et la teneur en polyphénols totaux

A. Extraits de racines de L. feei R = 0,60 B. Extraits de feuilles de L. feei : R = 0,97

60 1

50 -

40 4

30 4

20 -

10 A

T40
+35
130
t25
+20
t1s5
+10
+s5

£ DPPH [CI50]
——CTF

14 4
124

T 40
135
430
+25
+20
115
110

5

o N M O ©
P S

RN . Ny NN 1,

AcOEt BuOH CH2CI2 AcOEt BuOH CH2CI2

C. Extraits de fleurs de L. feei R = 0,99

T 40
T35
+ 30
T25
T 20

——CTF
t15
+10
\
. . 0

AcOEt BuOH CH2CI2

™% DPPH [CI50]

ok, N W M O O N
S

Figure 16 : Corrélations entre I'activité antiradicalaire et la teneur en polyphénols totaux
des extraits de racines (Fig A), de feuilles (Fig B) et de fleurs (Fig C)
Test DPPH exprimé en &lug/ml; TFC: Contenu en phénols totaux

(équivalent en acide galligue / mg matiére seche).
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La régression linéaire de I'activité antiradicalaire et le contenu en polyphénols totaux
(TFC) des extraits (CkCl,, ACOEt et BUOH) préparés a partir des racines, des feuilles ou des
fleurs montre une bonne corrélation pour les extraits de feuilles et de fleurs (coefficient de
corrélation R = 0,97 et 0,99, respectivement). Dans le cas des extraits de racines, la
corrélation est plus faible (R=0,6), en raison probablement de leur richesse en coumarines et

non de flavonoides.

L’excellente corrélation entre teneur en polyphénols et activité anti-oxydante
s’explique par un mécanisme de transfert électronique (Hetaalg 2005; Prioet al, 2005).
Elle a été déja observée pour des fruits, qui sont d’autant plus anti-oxydant gu'’ils sont riches
en polyphénols (Paregt al, 2002 ; Gucet al, 1997). Les effets pharmacologiques attribués
aux polyphénols s’expliquent en partie par leur capacité de capturer des radicaux libres et de

complexer des métaux (Bahorehal, 2004; Rice-Evans et.all996).

La comparaison de l'activité anti-radicalaire (test au DPPH) de I'extrait ACOEL deei
(Clsp :1,21 £ 0,19) avec des extraits équivalents (AcOEt) préparés a partir de plantes
meédicinales (Parejet al, 2002) permet de souligner le fort potentiel anti-oxydant de I'espéce
saharienne que nous avons sélectionnée :

- Achillea millefolium: Clsp= 9,29 0,2 pg/mi

- Artemisia dracunculusClsp= 10,87 0,3 pug/ml

- Foeniculum vulgare : G§= 12,06 +1,66 pg/ml

- Lavandula latifolia : Cdo= 24,26 +1,68 pg/ml

- Melilotus officinalis: Clsp= 101,73 £14,39 pug/ml.
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4.6. Fractionnement de I'extrait AcOEt de feuilles de L. feei

Extrait ACOEt (F)

Fractions 100% CHC}
1-3 95% CHC4 / 5% CHOH Fractions
4-7
9% CHC}/ 10% CHOH
Fractions
8-11 85% CHC} / 15% CHOH Fractions
12-31
80% CHC} / 20% CHOH
Fractions
32-51 75% CHC} /25% CHOH Fractions
52-71
70% CHC} / 30% CHOH
Fractions
72-91 65% CHC} /35% CHOH
Fractions
60% CHC} / 40% CHOH 92-108
Fractions
109-196 100% CHOH
Fractions
197-220

Figure 17 : Schéma de fractionnement de I'extrait ACOEt (F).
Un fractionnement a été réalisé par chromatographie sur gel de silice de I'extrait ACOEt des
feuilles deL. feei (figure 17). Sept fractions ont été finalement regroupées, en fonction des
similitudes de leurs profils CCM. Leur pouvoir anti-radicalaire a été évalué a l'aide du test
DPPH

4.7. Résultats de I'essai au DPPH des fractions issues de I'extrait AcOEt (F)

Tableau 11 : Activité antiradicalaire des différentes fractions issues de I'extrait ACOEt (F)

Fractions Clso (ug/ml)
1-12 >>100
13-27 >>100
28-41 30,93 +17,84
42-67 9,07 £2,47
68-79 18,35 +4,42

80-196 1,74+ 0,13
197-220 1,44+ 0,09

(moyenne #cart-type, en triplicata).
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Ce sont les deux fractions les plus polail®3-196) et 197-220) qui ont le potentiel anti-

oxydant le plus marqué. Ces deux fractions ont été analysées par CLHP, afin de comparer leur
profil polyphénolique.

4.8. Analyse par CLHP analytique(280 nm) des deux fractions sélectionnées

Acides phénoligues  Flavonoides
AU
2.0—  Fraction 80-196

iy

15—

10,237

1.0 —

0.5 —

—, 11.373

M

o
oo

3.981
.
-
14.168

14.459

14.819

15.064

15.488

15.989

0.0 —

=
[&)]

5 10

B Acides phénoliques Flavonoides
Fraction 197-220

1.0—

Figure 18 : Profil CLHP 7p=280 nm) des deux fractions les plus anti-radicalaires
(test au DPPH)
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On constate que les produits majoritaires contenus dans la frat®®220) se retrouvent
également dans la fraction (896). Il s'agit d’'un acide phénolique et de deux flavonoides,
repérés grace a leurs spectres UV (figure 18).

La fraction(80-196) étant quantitativement 14 fois plus importante que la premiére, elle a été

sélectionnée pour continuer la purification et I'isolement des constituants actifs.

4.9. Purification de la fraction active 80-196 par CHP semi-préparative

80-196
950 mg

C18-CLHP semi-préparativeZB/Acétonitrile‘

1 2 3 4 5
157 mg 5mg 90 mg 496,8 mg 4,7 mg 20,4 mg

Sephadex LH-20 (MeOH)

3-1 3-2
30 mg 50 mg

Figure 19 : Schéma de fractionnement et purification de la fraction 80-196.

L’'analyse par CLHP analytique de la fraction ac(i®@-196)permet de repérer 7 constituants
(figure 20).

19

Mnutes

Figure 20 : Profil CLHP § = 280 nm) de la fraction activ8(-196).
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Leur purification a été réalisée par CLHP semi-préparative et par passage sur colonne de
Sephadex LH-20.

5. ldentification des produits purs isolés

5.1. Identification du composé 1

Le composél est isolé sous forme de cristaux gris. Son spectre UV (figure 21)
présente un maximum d’absorption a 270 nm caractéristique des transit»ms

aromatiques (Silvestein et.all991) et laisse envisager la présence d’'un systéme aromatique.

AUH191.9

2.0q g

27065

1.5

1.04

0.59

200 !

250 300 350

Figure 21 : Profil UV du composé 1

Le spectre de masse du compdkéobtenu par une ionisation chimique a pression
atmosphérique-Electrospray (APCI-ES) en mode négatif, présente un ion moléculaire [M-H]

de 169,1 Da. Ainsi la masse moléculaire du composé 1 est de 170,1 Da.

D’'aprés les spectres RMNC -IJmod et DEPT135 superposés, il ressort que le composé
posséde dans sa structure 2 CH- éthyléniques et 5 carbones quaternaires : une fonction acide
carboxylique conjuguée @ £69.3 et trois carbones quaternaires oxygéneés dont deux carbones

équivalents a 145.3 ppm, ce qui correspond a la formule bytigOg(figure 23).
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H-3/H-5

CH;OH

Figure 22 : Spectre RMNH (200 MHz) du composé 1 dans Me@H-

C-2/C-6 Spectre“C-DEPT 135

Sowc C-3/C-5

Spectre™C-Jmod

Figure 23 : Spectres RMN°C Jmod et*C DEPT135 (50 MHz) superposés du compbsé
dans MeOHd4.

Les données des spectres RMNet RMN™*C (tableau 12) indiquent que le compdsést
un acide phénolique. En fait, le spectre RMN(200 MHz dans le CEDD) présente un seul
signal singulet dans la zone aromatigue= 7,05 ppm et correspond a deux protons (figure

22), ce qui signifie que le compos@st aromatique et posséde deux protons équivalents.
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Tableau 12 : Données RMRH et**C du composé 1

ALOMES RMN °C RMN H
o (ppm) o (ppm), m
1 120,8 -
2/6 109,2 7,05 (2H, s)
3/5 145,3 -
4 138,5 -
7 169,3 -

Ainsi le composé correspond #acide gallique. Ces données sont conformes a celles de la

littérature (Gottlieb et al 1991).
Cet acide phénolique est décrit pour la premiere fois dans le genre Limoniastrum

composé 1 : structure datide gallique

5.2. Identification du composé 2

Le composé2 est isolé sous forme de cristaux gris. Son spectre UV présente un

maximum d’absorption & 283 nm (figure 24).

mAU [191.91
700+

234

600+

2123

500
400 . -
200l Figure 24: Profil UV du compos
200+

100+

200 250 300 350

Le spectre de masse du composé 2 en mode d’ionisation API négative présente un ion quasi-
moléculaire [M-H], = 329,3672 Da, d’ou la masse moléculaire = 330,3672 Da.
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Les spectres RMN“C Jmod €C DEPT 135 montrent la présence de 7 carbonestsp
carbone sh dont cing carbones quaternaires oxygénés parmi lesquels une fonction cétone (le
signal du carbone quaternairé 04,9 confirme dans le spectre RMIC la présence d’une
fonction cétone dans la molécule), ce qui correspond a la formule hrttg@s (figure 27).

. Le spectre RMNH révéle la présence de deux protons aromatiques, 88 (d,J =
2,2 Hz); 6,22 (dJ = 2,2 Hz). La valeur de la constante de couplage indique que ces deux
protons sont en position méta. Le singulet d’intégration 3Bl 272 est assigné a un
groupement méthyle attaché a une fonction cétone aromatique. La comparaison des
déplacements chimiques des carbones du sagré8[4 (C-3)] avec ceux de la littérature
suggere qu’il s’agit d’une configuration D-glucopyranose. En effet, dans le cas du D-
galactopyranose le C-3 est plus blindg 13,8 (C-3)] (Agrawal, 1992). La grande constante
de couplage (8,0 Hz) de H-Ihontre une interaction H-laxial/H-2' axial d’ou une
configuration pdu sucre.
Ainsi, le doublet de proton &5,06 ( = 7,1 Hz) est attribué au proton anomériquele-
glucoside (H-1"). La grande constante de couplage du proton anomériqu@l #-T,1 Hz)
entre J1.42 correspond a une orientation axiale-axiale entre ces deux protons, ce qui implique
une configuratio du sucre (figures 25-26). Les signaux 8,74 ; 3,94 (m, 2H) et 3,44-3,54
(m, 4H) correspondent aux protons du glucose$l 02,1 ppm du carbone anomeérique
indique la liaison éther du sucfe Dans le cas d’'une liaison ester le carbone anounéri
résonnerait ad; 94-98 ppm (figure 27). La jonction du proton anomérique avec la génine est
confirmée par le spectre de corrélation longue distance HMBC ou une tache de corrélation

entre H-1'et C-2 est observée (figure 30).

La structure alternative possible 2,6-dihydrox@4g-D-glucopyranosyl) acétophénone a éte
exclue car la structure symétrique de ce composé conduirait a la présence d’'uniquement
quatre carbones aromatiques, observables dans le spectré’®MBh fait, le spectre indique

que C-2 et C-6 @ 162,7 ppm et 166,3 ppm, respectivement ne sontpawalents. De
méme, les carbones C-3 et C-% 2 95,5 ppm et 98,2 ppm, respectivement (tableané3)

sont pas équivalents.
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Me

Figure 25 : Spectre RMRH (200 MHz) du composé 2 dans Me@HM-

H-1'
H-3 H-5

Figure 26 : Spectre RMNH (200 MHz) du composé 2 dans Me@H-
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Spectre“C-DEPT 135

H OH
A ra Spectre™C-IJmod
"o 3] H 27 0H t
H H C-6'
C=0
C-1’ CH;

Figure 27 : Spectres RMNC Jmod et®C DEPT135 (50 MHz) du composé 2
dans MeOHd4.

H-1',H-2’

H-3,H-5

Figure 28 : Spectre RMN COS¥H- *H (200 MHz) du composé 2 dans Me@H-
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H-

5,C-5

H-3, C-3

H-1, C-1’

Figure 29 : Spectre RMNH- *C HSQC (200 MHz) du composé 2 dans Me@4H-

C-5
C-1

00
AN

H-3 Hs5

C-3

C-1

c-4

H-10)

C-2

C-1

Figure 30 : Spectre RMNH- **C HMBC (200 MHz) du composé 2 dans Me@Hi-

Tableau 13 : Données RMRH et**C du composé 2.
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J— RMN C RMN *H
o (ppm) o (ppm), m, J (Hz)
1 106,4 -
2 162,7 -
3 95,5 6,22 (1H, d, 2,2)
4 167,8 -
5 98,2 5,98 (1H, d, 2,2)
6 166,3 -
7 204,9 -
8 33,6 2,72, s
1’ 102,1 5,06 (1H, d, 7,1)
2' 74,8 3,54 (1H)
3 78,4 3,44 (1H)
4’ 71,2 3,45 (1H)
5 78,6 3,44 (1H)
6' 62,5 3,74 ; 3,94 (2H)

L’ensemble de ces données spectroscopiques et analytiques est conforme avec celles reportées
dans la littérature (Suksamrarn et 4997) pour le composé 2.
Celui-ci a été identifié comme étant la4,6-dihydroxy-2-O-(p-D-glucopyranosyl)

acétophénoneou myrciaphénone A

Ce compose est décrit pour la premiere fois dans la famille des plombaginacées.

compos& : structure de 14,6-dihydroxy-2-O-(g-D-glucopyranosyl) acétophénone

ou myrciaphénone A
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5.3. Identification du composé 3.1

Le composeé.1 isolé est sous forme de poudre jaune. Son spectre UV présente deux
bandes d’absorption maximale a 268 nm (bande 1) et 355 nm (bande I), ce qui indique la

nature flavonoidique de ce composé (figure 31).

Figure 31 : Profil UV du composé 3.1

Le spectre de masse du comp8skpar ionisation a pression atmosphérique (API) en mode
négatif, montre un ion moléculaire [M-Hile 479,0939 m/z, d’'ou une masse moléculaire
correspondant a 480,0939 Da indique la formule brutelO;3, ce qui confirme la masse
pseudo-moléculaire.

Le spectre RMNH présente des signaux caractéristiques de protons aromatiques. Les
protons & 6,17 (1H, d,J = 1,9 Hz) et 6,35 (1H, d] = 1,9 Hz) couplent en systeme AB
caractéristiques du cycle A des flavonoides (H-6 et H-8) (figures 32-33). La constante de
coulage J = 1,9 Hz) indique la position méta de ces protons I'un par rapport a l'autre. Dans le
cycle B, le singulet a 3,38, d’intégration pour 2H correspondant aux prstéquivalents
H-2'/H-6'. La comparaison des déplacements chimiques des carbones dwsidre (C-3)]
avec ceux de la littérature suggere qu’il s’agit d’une configuration D-galactopyranose. En
effet, dans le cas du D-glucopyranose le C-3 est plus déblgdé[7 (C-3)] (Agrawal,
1992). La grande constante de couplage (8,0 Hz) denkbitre une interaction H-axial/H-

2" axial d'ou une configuratiofs du sucre. La grande constante de couplage du proton
anomeérique H-1'J = 7,6 Hz) du proton anomériqued®,18 ppm indique une configuration

B du sucre (figures 32-33, tableau 14). Le déplaceém@miqued. 104,6 ppm du carbone
anomérique indique la liaison éther du sugréfigure 31, tableau 14). Dans le cas d’'une

liaison ester le carbone anomérique résonnerait autodg @4-98 ppm. Par ailleurs, les
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données RMN®C du sucre confirme la structure galactose qui lui a été attribuée (Markham,
1982).

Le spectre HMBC qui montre une corrélation entre Hd8l'5,18 ppm) et le carbone C-3
(figure 34). Les corrélations longue distance observées dans le spectre HMBC entre le proton
H-6 et les carbones C-5, C-7 et C-8 ; entre le proton H-8 et les carbones C-6 et C-7 ; et enfin
entre les protons H/#-6' et les carbones C-2, C;T-4'et C-3/5' (figure 34-35) confirment

la structure du compos8.1 comme étant lamyricétine-3-O-B-galactopyranoside Ces

résultats sont conformes a ceux trouves dans la littérature (Agrawal, 1989).

Ce composé est décrit pour la premiére fois dans le genre Limoniastrum

5H du galactose

/_/\_\

Figure 32 : SpectréH RMN (300 MHz) du composé 3.1 dans Me@H-
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H-2'16'

H-8
H-6

C'l"

Figure 33 : Spectre RMNH (300 MHz) du composé 3.1 dans Me@Hi-

Figure 34 : Spectre HMBCH- *C RMN (200 MHz) du composé 3.1 dans Me@#i-
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H-2/6 H-8 H-6

C-8
c-2/6
c-1
c-4
c-3/5
C-2 C-9
C-5
J c-7 C-7
/ v JV

Figure 35 : Spectre HMBCH- **C RMN (200 MHz) du composé 3.1 dans Me@#i-

c-3/5

C-6"

C-4

c-216

C'l”

Figure 36 : Spectre RMNC Jmod et®C DEPT135 (75 MHz) du compo&él dans MeOH-
d4
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Tableau 14 : Données RMRKH et™*C du composé 3.1

J— RMN *°C RMN 'H
d (ppm) d (ppm), m, J (Hz)
2 157,6 -
3 135,3 -
4 178,3 -
5 161,8 -
6 98,8 6,17 (1H, d, 1,9)
7 164,9 -
8 93,6 6,35 (1H, d, 1,9)
9 157,2 -
10 103,5 -
1' 120,6 -
2'6' 108,9 7,38 (2H, s)
3'/5' 145,3 -
4 137,1 -
1" 104,6 5,18 (1H, d, 7,6)
2" 72,2 nd
3" 74,1 nd
4" 69,0 nd
5" 76,1 nd
6" 60,9 nd

nd : non déterminé

Composé 3.1 : structure dejaicétine-3-O-B-galactopyranoside
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5.4. Identification du composé 3.2

Le composé3.2 isolé est une poudre blanche. Son spectre UV présente une bande

d’absorption maximale a 273 nm (figure 37).

Within at 11.227 min

AU,19/J7‘9Ji\
o
<
2.0+ ‘w 5\‘ =]
| \“‘ g
| | 5
1.5 N
| \
|
| \
1.04 Vo
“\\ /
0.5 :
'200 1250 '300

Figure 37 : Profil UV du composé 3.2

Le spectre de masse du comp8s&par ionisation a pression atmosphérique (API) en
mode négatif montre un ion quasi-moléculaire [M-ldg 457,28 m/z, d'ou la masse
moléculaire de 458,28 Da.

Le spectre RMN Jmod (figure 39) montre 22 carbones, dont 12 carbones quaternaires,
6 CH-oléfiniqgues, 1 méthylene, 2 méthines et 1 groupement ester, d'ou la formule brute
C22H18013, ce qui est conforme a la masse molaire.

Le spectre RMN'H montre trois singulets d'intégration 2H chacun attribués aux
protons H-6/H-8 (2HJ 5,95 ppm), H-2H-6' (2H, 6 6,5 ppm), et H-2H-6" (2H, & 6,94)
ppm. Lesdua, 2,92 ppm (dd, al4=15,9 Hz, 4.3 =4,4 Hz) etdnap 2,79 (d, k3 = 4,4 Hz)
présentent la stéréochimie du cycle C de I'épigallocatéchine (figure 38). La présence d’un
ester gallique est mise en évidence pai.lg 166,7 (figure 39). Le point d’attache de I'ester
gallique est obtenu par HMBC ou on observe une tache de corrélationentd4 ppm et
le carbonyle a®,166,7 ppm (figure 41).

Le spectre RMN COSYH-'H montre des corrélations entre les hydrogénes H-3/H-
48 (figure 43).

Le spectre NOESYH-'H montre des corrélations spatiales entre H-2/H-3 ; H-2/H-

2' H-6' (figure 44).

Les autres corrélations €dy.cy du spectre HSQC (figure 42) &->J4.c) du spectre

HMBC (figures 40-41) en plus de la comparaison des données RMN avec ceux de la
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littérature (Moonet al, 2006 ; Daviset al, 1996) ont permis d'attribuer sans équivoque

composé 3.2 a I'épigallocatéchine=Bgallate.

Ce compose est identifié pour la premiére fois dans le genre Limoniastrum

H-2"/6 e HGlE

H-2
H-3 H-4

Figure 38: Spectre RMNH (200 MHz) du composé 3.2 dans Me@H-
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Cc-3/5
c-4
coc

c-2/e C2 C3

Figure 39 : Spectre RMN’C Jmod (75 MHz) du composé 3.2 dans Me@H-

H-4

v

Figure 40 : Spectre RMNH- **C HMBC (200 MHz) du composé 3.2 dans Me@#i-
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H-2"/6" H-2'/6' H-6/8 H-3 H-2

C-3
C-2
C-2'"/6" C-2/6
C-1" .
c-4
C-4"
C-3"/5" C-3/5
CoC CoC
v v v v v

y . @[ H-4,C-4
7 8a A ™ on

H-3,C-3

H-2,C-2

H-6/8,C-6/8

H-2'/6',C-2'/6'

H'2”/6”.C'2”/6”

Figure 42 : Spectre RMNH- *C HSQC (200 MHz) du composé 3.2 dans MetH-
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H-3,H-4a

Figure 43 : Spectre RMN COS¥H- *H (200 MHz) du composé 3.2 dans Me@H-

OH

HO.

H-2,H-3 "

H-2,H-2'/6'

Figure 44 : Spectre RMN NOESYH- 'H (200 MHz) du composé 3.2 dans Me@Hi-
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Tableau 15 : Données RMRKH et™*C du composé 3.2

Atomes RMN C RH
d (ppm) d (ppm), m, J (Hz)
2 77,5 4,96 (1H, s large)
3 68,9 5,54 (1H)
4, 2,92 (1H, dd, 15,9; 4,4)
48 28 2,79 (1H, d, 15,9)
4a 98,4 -
5 156,2 -
6 94,9 5,95 (1H, s)
7 156,8 -
8 95,6 5,95 (1H, s)
8a 156,8 -
1 129,8 -
2'6' 105,9 6,5 (2H, s)
3'/5' 145,2 -
4' 132,7 -
1" 120,5 -
2"6" 109,3 6,94 (2H, s)
3"/5" 145,6 -
4" 138,8 -
6{0]0) 166,7 -

Corrélations :
— HMBC

— > NOESY
» COSY
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OH

HO. 7 8a_-© 2 \\\\\,~

\ 5" o
4a

OH

Composé.2 : structure dedpigallocatéchine-30©-gallate

5.5. ldentification du composé 4

Le composeé! est isolé sous forme d’'une poudre jaune. Son spectre UV présente deux
bandes d’absorption maximale a 259 nm (bande II) et 348 nm (bande [), ce qui indique sa

nature flavonoidique (figure 45).

AU19L91

209.56

15

0.9

10

8.6

0.5

250 300 350 400

200
Figure 45 : Profil UV du composeé 4

Le spectre de masse du compdseébtenupar ionisation a pression atmosphérique
(API) en mode négatif montre un ion quasi-moléculaire [Md4] 463,0723 Da. La masse
moléculaire de ce composé est donc de 464,0801 Da correspondant a la formule brute
C21H20012.

Le spectre RMNH présente des signaux caractéristiques de protons aromatiques. Les
protons & 6,10 ppm (1H, dJ = 2,0 Hz, H-6) eb 6,26 ppm (1H, dJ = 2,0 Hz, H-8) couplent
en systéme AB caractéristiques du cycle A des flavonoides. La faible constante de cduplage (
= 2,0 Hz) indique la position méta des 2 protons. Dans le cycle B, le singute8@ ppm, a
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intégration 2H correspondant aux protons équivalents H-2'/H-6’ (figures 46-47). Le spectre
RMN 'H montre un singulet large correspondant au proton anomériGus,22 ppm. La
constante de couplage du proton anomeritjge2,0 Hz indique la configuratiom du sucre.

On note aussi la présence d’'un doublét@87 ppm (1H, d,J = 6,2 Hz) caractéristique du
groupement méthyle du rhamnose (figures 46-47, tableau 16). Le spectre"RMRod
montre également les signaux caractéristiques du rhamnose dans da78en@ ppm (figure

49). Le blindage de C-3 (35,6 ppm) et le déblindage des carbones £€157,3 ppm) et C-

4 (6 178,9 ppm) comparativement a l'aglycone, suggére [gu position d’attache du

rhamnose avec I'aglycone se situe sur le carbone C-3 (tableau 16).

L’ensemble de ces données spectrales ainsi que la comparaison des données trouvées
dans la littérature (Agrawal, 1989) nous ont permis de déterminer la structure du cdmposé

comme étant Iayricétine-3-O-a-rhamnopyranoside

Ce compose est identifié pour la premiére fois dans le genre Limoniastrum

H-2'/6'

H_6"

Figure 46 : Spectre RMNH (200 MHz) du composé 4 dans Me@HM-
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H_8 H'6

H_ln

Figure 47 : Spectre RMRH (200 MHz) du composé 4 dans Me@HM-

Figure 48 : Spectre RMN COS¥H- *H (300 MHz) du composé 4 dans Me@M-
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C-3/5
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C-4

C_ln

C-8
C_6N

C-2/¢6

Figure 49 : Spectre RMN’C-JMod (50 MHz) du composé 4 dans Me@#-
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Figure 50 : Spectre RMNH- **C HSQC (300 MHz) du composé 4 dans Me@H-
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Composé.1

Composé#&l

Figure 51 : Superposition des spectres RM®-JMod (50 MHz) des composéset 3.1dans
MeOH-d4
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Tableau 16 : Données RMRH et*C du composé 4

A RMN *°C RMN 'H
d (ppm) d (ppm), m, J (Hz)

2 157,3 -

3 135,6 -

4 178,9 -

5 162,1 -

6 98,8 6,10 (1H, d, 2,0)
7 164,8 -

8 93,6 6,26 (1H, d, 2,0)
9 158,2 -

10 104,3 -

1 121,1 -
216 108,6 6,86 (2H, s)
3/5 145,8 -

4 136,6 -

1" 102,6 5,22 (1H, s large)
2" 70,8 nd

3" 71,0 nd

4" 72,3 nd

5" 71,0 nd

6" 16,8 0,87 (1H, d, 6,2)

Composé 4 : Structure dergricétine-3-O-a-rhamnopyranoside
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5.6. Identification du composé 5

Le composé est obtenu sous forme d’une poudre jaune. Son spectre UV (figure 52)
montre 2 bandes maximales a 254 nm (bande 1) et 367 nm (bande |). L’absorption intense de

la bande | (dans la zone 352-385 nm) caractérise un flavonol (3-OH libre) (Mabry, 1970).

mAU

7501 |

5001

2501

'200 250 '300 '350 T400 450

Figure 52: Profil UV du composé 5

Le spectre de masse du composé 5 obtenu par ionisation a pression atmosphérique API
en mode d’ionisation négatif présente un ion moléculaire [Meld] 300,9920 Da, ce qui
indigue une masse exacte de 301,9998 Da.

La partie aromatique du spectre RMIN montre les signaux caractéristiques
suivants 6 7,66 (d : H-2’.J= 2,0Hz),6 7,5 (dd : H-6'.J=8,6 ; 2,0 Hz) eb 6,87 (d : H-5',J
=8,6 Hz), etd 6,17 ; 6,40 (d : H-6, H-8 respectivemeht; 2,0 Hz) (figures 53-54) (tableau
17).

Ce composé correspond donc a la quercétine quiéestalpour la premiére fois dans
le genre Limoniastrum
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Figure 53 : Spectre RMRH (200 MHz) du composé 5 dans DM$IB-

H-8 H-6

Figure 54 : Spectre RMNH (200 MHz) du composé 5 dans DMSIB-
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Tableau 17 : Données RMRH du composé 5

atomes

RMN H

2

6 (ppm), m, J (Hz)

6,17 (1H, d, 2,0)

| N O O M| W

6,40 (1H, d, 2,0)

7,66 (1H, d, 2,0)

6,87 (1H, d, 8,6)

7,5 (1H, dd, 2,0 ; 8,6)

Composeé 5 : structure de la quercétine
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5.7. ldentification du composé 6

Le composé est obtenu sous forme d’'une poudre jaune. Son spectre UV montre 2
bandes maximales a 252 nm (bande Il) et 369 nm (bande ). L’absorption intense de la bande
| (dans la zone 352-385 nm) caractérise un flavonol (3-OH libre) (Mabry, 1970) (figure 55).

mAU [191.91
600

500+
400
300
200+

1004

350

Figure 55 : Profil UV du composé 6

400

Le spectre de masse du comp6sgbtenu en mode d’ionisation ESI positive, présente
un ion moléculaire [M+H]de 319,2 Da, indiquant une masse moléculaire de 318,2 Da.

La partie aromatique du spectre RN montre un systéme 2H AB&S6,16 et 6,36
(singulets larges : H-6, H-8), et un singulet d’intégration 257333 correspondant aux H-

2'/6" équivalents (figure 56) (tableau 18).

Le spectre RMN 13C-Jmod permet de distinguer les signaux de 15 carbones dont les
déplacements chimiques correspondent a ceux des flavonols (Agrawal, 1989). Ainsi, on peut
distinguer : 4 carbones éthyléniques, dont 2 équivalents/§C-8'108,6 ppm), une fonction
cétone & 177,4 ppm, 6 carbones quaternaires oxygénes dégui2alents (C-35': 6 146,8

ppm) et 4 carbones quaternaires non oxygénés (figure 57) (tableau 14).

La comparaison de ces données avec celles trouvées dans la littérature (Agrawal,

1989) permet d’'identifier sans équivoque le composé Griteétine.

Il est décrit pour la premiére fois dans le geriredniastrum
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H-2/6

H-g H-6

Figure 56 : Spectre RMRH (200 MHz) du composé 6 dans Me@H-

C-3/5

C-4 c-1

c-216

Figure 57 : Spectre RMN’C-Jmod (75 MHz) du composé 6 dans Me@4H-
Tableau 18 : Données RMRH et™*C du composé 6
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Py RMN *C RMN *H
d (ppm) d (ppm), m, J (Hz)
2 158,3 -
3 137,0 -
4 177,4 -
5 162,6 -
6 99,3 6,16 (1H, s large)
7 165,6 -
8 94,4 6,36 (1H, s large)
9 148,1 -
10 104,6 -
1 123,2 -
2'/6’ 108,6 7,33 (2H, s)
4 137,4 -
3'/5' 146,8 -

Composé 6 : structure de la myricétine
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La purification des six pics majeurs de la fractR0r196 a été effectuée par CLHP
semi-préparative et Sephadex LH-20 et a donné lieu a 7 composés purs qui ont été identifiés
par un ensemble de techniques spectroscopiques (RMN 1D et 2D, ESI-MS, UV) et
coinjection avec les standards authentiques comme étant :

- l'acide gallique 0),

- la myrciaphenone A2),

- la myricétine-30-f-galactopyranoside3f1),

- I'épigallocatéchine-3-gallate 8-2),

- la myricétine-30-a-rhamnopyranosidety,

- la quercétineR) et

- la myricétine §).
Ces composés phénoliques ont été identifiés dans plusieurs espéces de Liell@sium
gue Limonium axillare(Ahmedet al, 1999 ; Bashiet al, 1994),L. brasiliense(Murray et

al., 2004), L. wrightii (Aniyeet al., 2002) et L. sinendgin et al, 2000).

Nos résultats permettent ainsi de rapprocher sur des critéres chimiotaxonomiques les

genres Limonium et Limoniastrium, dans la famille des Plombaginacées.
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6. Comparaison de lactivité anti-radicalaire (tests DPPH, FRAP et SRSA) des

polyphénols isolés.

Tableau 19 : Résultats des activités antiradicalaires des produits purs.

DPPH? FRAP® SRSA

Extrait ACOEt 1,21 +0,19 2,25 #,12 3,61 #,56
1 0,94 +0,68 0,83 10,15 3,49 10,99

2 60,92 +3,34 7,61 11,68 NS >>10

3-1 2,84 +0,69 2,89 10,02 2,85 40,2

3-2 2,54 +0,45 2,2 +0,06 2,1 10,08
4 1,82 £0,26 1,38 4,39 3,83 10,82
5 2,23 +0,13 1,48 1,19 5,79 10,49
6 3,27 £0,55 1,60 10,14 1,86 4,12

Acide ascorbique 0,59+ 0,12 1,62 +0,62 580,79

Les résultats sont exprimés en moyenrmgeatt-type de triplicatas.
& CLes valeurs sont exprimése endklig/ml).
P Les valeurs sont exprimées en EC1 (UM d’équivalent &enfip.

Les activités anti-oxydantes des composés purs ont été comparées avec celles de
'extrait ACOEt de feuilles d&imoniastrum feeet I'acide ascorbique pris comme référence

positive (tableau 19).

Ainsi, dans lgest DPPH tous les composés isolés, a I'exception du com@®)sér(t
montré un effet anti-oxydant potentiel. L'acide galligli €st aussi efficace que le témoin de
référence (acide ascorbique). En fait, les compakgs3-2) et 6) sont utilisés en routine

comme des substances de référence dans les tests anti-oxydants (Erlund, 2004).

Dans le tesFRAP, l'acide gallique est également le composé le plus actif, en étant
méme 2 fois plus actif que I'acide ascorbique. Les autres compb6g®iit également un
fort pouvoir réducteur (Gb < 2 pg/ml). Nos résultats sont en accord avec les données
trouvées dans la littérature : I'équipe de Schlesier (2002) a par exemple montré que I'acide
galliqgue est le composé le plus actif dans les tests DPPH et FRAP par comparaison avec

d’autres anti-oxydants. D’autres études ont montré que les substances phénoliques, comme les

232



flavonoides et les acides phénoliques, sont considérablement plus anti-oxydants que la
vitamine C et la vitamine E (Cao et,a997 ; Vinson et al 1995).

L’acide gallique a été identifie comme le composé actif d’'un extrait aqueux de
Limonium wrightiiavec un effet antiradicalaire marqué (Bagtial, 1994). L’acide gallique
est également le composé majeur présent dans le thé noir (Hodgsaln 2000),
accompagné d’'EGCG, de quercétine et de myricétine (Alahal] 2002 ; Luximon-Ramma
et al, 2005). Ces polyphénols sont reconnus comme étant responsables des propriétés anti-
oxydantes du theé vert (Murray et,&2004).

Dans le testSRSA mesurant la capacité de composés a neutraliser le radical
superoxyde, c’est la myricétine qui a le pouvoir anti-oxydant le plus élex=186 pg/ml),
en étant méme trois fois plus active que l'acide ascorbique. Les comfp8és) (ont une
activité anti-radicalaire équivalente a la vitamine C.

En raison de la complexité des processus d’oxydation-réduction, il est clair qu’aucune
meéthode prise séparément n’est capable de fournir une idée globale du profil anti-oxydant
d’'un échantillon (Parejet al, 2002 ; Prioret al, 2005). De plus, la capacité anti-oxydante
totale a besoin de refléter aussi bien la capacité lipophile gu’hydrophile. Pour l'activité
physiologique, elle a besoin de refléter et différencier aussi bien le transfert d’atome
d’hydrogene (extinction de la fluorescence du radical) que le transfert électronique (réduction
du radical libre). L'évaluation d’'un profil anti-oxydant global nécessite par conséquent
d’avoir recours a des tests mettant en jeu différents types de radicaux libres oxygénés (RLO)
et différents types de radicaux libres azotés (RLA), comme KO ONOO. Le
développement de méthodes spécifiques pour chaque source de radical s’avere des lors

intéressant (Prior et .al2005).

En conclusion,

Limoniastrum feeiest une espéce semi-désertique biosynthétisant de nombreux
polyphénols aux propriétés anti-radicalaires marquées. Le potentiel réducteur d’'un extrait
hydro-alcoolique s’explique par la présence notamment d’acide gallique, de quercétine, de
myricétine et d’épigallocatéchine gallate, connus pour leurs capacités anti-oxydantes. Ces
derniers contribuent tres probablement a la lutte contre le stress oxydant auquel I'espéce est

soumise, en raison de son environnement particulier.
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Abstract

Bioguided fractionation of a leaves extract frommoniastrum feei(Girard) Batt.
(Plumbaginaceae) led to the isolation of seven polyphenolic constituents: galliclacid (
myrciaphenone AZ2), myricetin-30-f3-galactopyranoside3fl), epigallocatechin gallate3{

2), myricetin 30-a-rhamnopyranoside4], quercetin §) and myricetin §). Gallic acid was

the most antioxidant compound in DPPH [(0£@.68) ug/mL] and FRAP [(0.88 0.15) uM
Fe*/mL] tests, whereas myricetin was a more specific superoxide radical scavenger since it
was the most active product in superoxide nitroblue tetrazolium hypoxanthine/xanthine

oxidase test [(1.86 8.12) pg/mL].

Key words Limoniastrum feeiPolyphenols, Oxidative Stress

Introduction

Plumbaginaceae is a cosmopolitan family which includes 775 species grouped in 24 genera
(Watson and Dallwitz, 1992). Limoniastrum fé@irard) Batt. is a species endemic to Algeria

and Morocco (Quezel and Santa, 1963) which can resist to extremely arid conditions (Stocker,
1974). A recent study revealed its good antibacterial activity (Belboukhari and Cheriti, 2005).
However, to the best of our knowledge, no phytochemical studies have been conducted as yet
on the genus Limoniastrum

Oxidative stress is caused by imbalance in the oxidant/antioxidant equilibrium. Reactive
oxygen species (ROS), generated either by endogenous or exogenous factors, are associated
with the pathogenesis of various diseases such as inflammation, atherosclerosis, diabetes,
cancer and arthritis (Halliwell and Gutteridge, 2000). During the past decade, interest in

polyphenols, including flavonoids, has considerably increased. This is mainly due to the
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discovery of their various biological properties, principally their antioxidant effects and
therefore their possible role in the prevention of several chronic diseases involving oxidative
stress. Polyphenols inhibit cGMP and cAMP phosphodiesterases, xanthine oxidase and
elastase, for example (Plessi et 4D98).

The aim of the present study was to assess the antioxidant activity of a semidesertic species,
L. feei,and to isolate its active consituents using a bioguided fractionation approach with 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPWassay, an electron transfer (ET)-based method. The results
were compared with those of two other complementary assays: FRAP (ferric reducing ability
of plasma), another ET-based method, as well as the superoxide anion scavenging assay, a

hydrogen atom transfer (HAT)-based method.

Material and Methods

Reagents and drugs

All chemicals used were of at least analytical grade. 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical
(DPPH) and 2,4,6-tri(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ) were obtained from Sigma Chemicals Co.
(St. Louis, USA). Anhydrous sodium carbonate f8i@;), cupric sulfate pentahydrate
(CuSsQ « 5H,0), ferric chloride hexahydrate (FeCGl6H,0), Folin—Ciocalteu phenol reagent,
hydrochloric acid (HCI), glacial acetic acid, methanol, and sodium acetate trihydrate were
obtained from Merck (Darmstadt, Germany) and Neu reagent from Roth (Karlsruhe,

Germany).

Plant material

The whole planL. feei (Plumbaginaceae) was collected in Bechar region, in south west of
Algeria, in the flowering stage in April 2003. It was identified by Prof. Khalfallah from the

Institute of Biology of Constantine (Algeria). A voucher specimen (LF98B0501) was

deposited in the herbarium of University Mentouri of Constantine.

243



The dried plant material, [ 309 g of leaves (L), 950 g of roots (R) and 1174 g of flowers (FL)]
was exhaustly extracted with 80% EtOH and then evaporated under reduced pressure to yield

25.5 g (8.2% wiw), 78.4 g (8.2% w/w) and 181.4 g (15.4% w/w) extracts, respectively (Table

).

Extraction and bioguided fractionation

Crude hydro-alcoholic extracts were extracted by liquid-liquid partition with solvents of
increasing polarity: gHi,, CH.Cl;, EtOAC and finally withn-BuOH (Fig. 1). The yield of

each extract is reported ihable I. The comparison of their antiradical activity using the
DPPH test showed that the EtOAc leaves extract was the most active (Tahtleus,
fractionation of the EtOAc leaves extract was pursued on a silica gel open column (150 g,
mesh 60 cm x 3 cm) using stepwise gradient elution (50 mL/fractiogh2 B L); 1:1 (v/v)
CeH12/CHCI; (1.5 L); CHC} (2 L); 5% CHC}in MeOH (400 mL); 10% CHGlin MeOH

(250 mL); 15% CHGJin MeOH (200 mL); 20% CHGlin MeOH (300 mL); 30% CHGlin

MeOH (300 mL); 40% CHGIlin MeOH (300 mL); and finally 50% CHgIn MeOH (400

mL). Fractions were combined according to their TLC profiles (silica ggl 554, Merck)

using EtOAc/MeOH/HO (100:17:13) (v/viv) as eluent system. Plates were then revealed with
Natural Product/PEG (1% methanotipphenylboric acidi-ethanolamino ester/polyethylene
glycol) reagent and detected at 254 and 366 nm to afford 7 major fractions (Fig. 1). According
to the antiradical activity of the seven fractions tested by the DPPH assay, purification was
continued on fractions 80 - 196 by means of semipreparative C18-HPLC, using 0.01 M
H3PO, (phase A) and acetonitrile (phase B) as eluents. The elution was carried out under the
following conditions: in 20 min from 5% to 50% B, then in 5 min from 50% A to 100% B.
Fractions were monitored at 280 nm (115 UV detector, Gilson) (volume of injection: 400 pL)

. The purification afforded 6 sub-fractions which were controlled by analytical C18-HPLC.

Thus, pure compounds obtained wér€l57 mg),2 (5 mg),4 (496.8 mg)5 (4.7 mg) and
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(20.4 mg). The sub-fraction 3 was further purified with Sephadex LH-20 column
chromatography (10 g, 30 cm x 1.5 cm) using MeOH (200 mL) as eluent and afforded

compounds 3-1 (30 mg) and 3-2 (50 mg) (Fig. 1).

Material

The NMR spectra were recorded on Bruker DRX NMR (200 MHz and 300 MH2z)
spectrometers. Samples were dissolved in deuterated methan@DMass spectroscopy

was carried out on an Agilent LC/MSD instrument. Absorbances were measured in a
Shimadzu UV 1205 spectrophotometer. Semipreparative C18-HPLC: pump, Gilson 305; UV
detector, Gilson 115; column Nucleo8puMacherey-Nagel 250 x 21 mm; 10 pum, Hoerdt,
France). Analytical C18-HPLC: pump, Varian 9010; DAD UV detector, Varian Pfodtas

Ulis, France; column Nucleodtir Macherey-Nagel 250 x 4.6 mm; 5 pm). TLC: silica gel

F2s4, (5554, Merck), Sephadex LH-20 (Sigma-Aldrich).

Determination of total phenolic contents (TPC)

An aliquot of 100 pL of extract was mixed with 2.5 mL of Folin—Ciocalteu phenol reagent
and allowed to react for 5 min. Then, 2.5 mL of saturatesCRasolution were added and
allowed to stand for 1 h before the absorbance of the reaction mixture was read at 725 nm.
The total phenolic content (TPC) of the extract was expressed as mg gallic acid equivalents
per gram of plant material on dry basis (Parejo e28102).

Free radical scavenging activity

The samples were measured in terms of hydrogen donating or radical scavenging ability using
the sTable radical DPPHThe percentage of DPPldecolouration of the sample was
calculated according to the equation: % decolourization = Abs{npdAbSonto)] % 100,
whereAbsampieis the absorption of sample aAlsoniol is the absorption of the blank without

sample. Decolouration was plotted against the sample extract concentration, and a logarithmic
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regression curve was established in order to calculate thenfich is the amount of sample

necessary to decrease by 50% the absorbance of TiP&djo et al 2002).

Superoxide anion scavenging activity

The superoxide radicals were generated in vitro by the hypoxanthine/xanthine oxidase system.
The scavenging activity of the extract was determined by the NBT reduction method. In this
method, @~ reduces the yellow dye (NB to produce the blue formazan, whose
absorbance was measured spectrophotometrically at 560 nm. Antioxidants are able to inhibit
the formation of purple NBT. The results are expressed as the percentage inhibition of the
NBT reduction with respect to the reaction mixture without a sample (buffer only) and were
calculated with the equation: % inhibition =l{os- CBapg - (Sabs- SBibg] / (Cans- CBang} %

100, whereSyps SBibs Cans @andCBqyps Were the absorbance of the sample, the blank sample,

the control, and the blank control, respectively (Parejo.e2@02).

Ferric reducing ability of plasma (FRAP)

The ability to reduce ferric ions was measured using a modified version of a previously
described method (Benzie and Strain, 1996). An aliquot (200 pL) of an extract (with
appropriate dilution, if necessary) was added to 3 mL of FRAP reagent (10 parts of 300 mM
sodium acetate buffer at pH 3.6, 1 part of 10 mM TPTZ solution and 1 part of 20 mpteFeCl
6H,0 solution) and the reaction mixture was incubated in a water bath at 37 °C. The increase
in absorbance at 593 nm was measured after 30 min. The antioxidant capacity based on the

ability to reduce ferric ions of the extract was expressed as uM equivaleft/aflEe

Results and Discussion
The comparison of the antiradical activities of crude hydro-alcoholic extracts tdei

showed that the leaves (L) extract was 5- and 8-fold more active than the flower (FL) and root
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(R) extracts, respectively (Table II). In general, EtOAc extracts were more active th@h CH
and BuOH extracts (Table Il), suggesting that they were more enriched in antiradical
compounds. Indeed, TLC and HPLC profiles of EtOAc extracts of L and FL were quite
similar and showed that they contain mainly flavonoids and phenolic acids (data not shown).
These observations were strengthened with linear regression analysis of antiradical activity
and total phenolic content (Fig. 2). We showed a good correlation between the antiradical
effect and the total phenolic content of extracts {Clfj EtOAc and BuOH) with R = 0.97
and 0.99 for L and FL extracts respectively, which suggest that polyphenols present in these
extracts are responsible for the scavenging activity. However, there is a mild correlation
between the phenolic content and the antioxidant activity in R extracts (R = 0.6). Moreover,
the excellent linear correlations between the “total phenolic profiles” and “the antioxidant
activity” is not surprising if one considers similar chemistry of the two assays which is based
in both on the electron transfer mechanism (Huengl, 2005; Prioret al, 2005). Other
studies have shown a high correlation between the total antioxidant activity and phenolic
contents (Parejo et.akR002; Guo et al 1997).
Flavonoids are potent antioxidants vitro, but antioxidation is, however, only one of the
many mechanisms through which flavonoids can exert their actions (Erlund, 2004). Indeed,
the actions ascribed to polyphenols are almost certainly mediated partly by their free radical
scavenging, antioxidant and metal complexing actions (Bahetrah, 2004; Rice-Evanst
al., 1996).

The anti-DPPH activity of. feeiEtOAc leaves extract [gJ= (1.21+ 0.19) pg/mL]
was compared with corresponding extracts prepared from some medicinal pAzhiiea
millefoliumy Artemisia dracunculus Foeniculum vulgare Lavandula latifolia; Melilotus
officinalis [Clsp = (9.29% 0.2) ug/mL; (10.8% 0.3) pg/mL; (12.0& 1.66) pg/mL; (24.2&
1.68) pg/mL; (101.73 14.39) pg/mL, respectively] (Paregd al, 2002) and highlighted that

L. feeiwas far more active. Thus, activity-guided fractionation using the DPPH assay was
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continued on the EtOAc leaves extract, which gave 7 fractions, combined according to their
TLC profiles (Fig. 1). These fractions were again tested for their antiradical power. Fractions
80 - 196were as active as fractions 197 - 220 (Table IIl) and possessed all the compounds of
the latter fraction (data not shown), and furthermore, fractions 80 wé@fed 14-fold more
than fractions 197 - 220) (Fig. 1); Thus, purification was pursued on fractions 80 - 196. The
purification of the 6 major peaks of this fraction was carried out by semipreparative HPLC
and Sephadex LH-20 chromatography and afforded 7 pure compounds (Fig. 1) identified by
combined spectroscopic techniques (1D and 2D NMR, ESI-MS, UV and co-injection with
authentic standards) (copies of the original spectra are obtainable from the author of
correspondence). These are gallic acid, (myrciaphenone A 2§, myricetin-30-3-
galactopyranoside 3(1), epigallocatechin gallate (EGCG)3-R), myricetin 30-a-
rhamnopyranoside 4§, quercetin §) and myricetin §) (Fig. 3). These polyphenolic
compounds are encountered in differ&mhonium species likeL. axillare (Ahmed et al,
1999; Bashiet al, 1994),L. brasiliensgMurrayet al, 2004),L. wrightii (Aniya et al, 2002)
and L. sinense(Lin and Chou, 2000). Thus, our results show a close chemotaxonomic
relationship between Limoniuamd Limoniastrum

The antioxidant activities of pure compounds were compared with the activities of the
EtOAc extract and ascorbic acid taken as the reference antioxidant. Therefore, in the DPPH
assay, all compounds isolated, with the exceptio, fhowed a potent antioxidant effect,
where gallic acid was as active as the reference antioxidant (ascorbic aegid¥ (0294
pag/ml). In fact, compounds, 3-2 and5 are routinely used as reference drugs in antioxidant
tests (Erlund, 2004). In the same way, gallic acid was also the most active compound in the
FRAP assay; moreover, it was 2-fold more active than the reference compound ascorbic acid,
but the other compoundk- 6 also had strong reducible power & 2 pug/mL). Another
research team has found that gallic acid was the most active compound in DPPH and FRAP
assays in comparison with other antioxidants (Schledieal, 2002). Some studies have
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indicated that phenolic substances, such as flavonoids and phenolic acids, are considerably
more potent antioxidants than vitamins C and E (€teal., 1997; Vinsoret al, 1995). Gallic

acid (1) has been identified as the active compound of the water extilachafium wrightii

with a strong free radical scavenging action (Bashial, 1994). It is noteworthy that gallic

acid is the major compound in black tea (Hodgsbal, 2000). Black teas are also rich in
EGCG, quercetin and myricetin (Ahmed al, 2002; Luximon-Rammat al, 2005). These
compounds are well recognized as being responsible for the antioxidant properties of tea
(Murray et al, 2004). In the superoxide scavenging activity assay, unlike the two last tests,
myricetin was the most antioxidant compounds¢l€1.86 pug/mL); it was 3-fold more active

than ascorbic acid. Compounds 3 - 5 were also a little or a lot more active than the
reference vitamin C.

Owing to the complexity of the oxidation/antioxidation processes, it is obvious that no
single testing method is capable of providing a comprehensive picture of the antioxidant
profile of a studied sample (Paregp al, 2002; Prioret al, 2005). In addition, the total
antioxidant capacity needs to reflect both lipophilic and hydrophilic capacity, and at least for
physiological activity it needs to reflect and differentiate both the hydrogen atom transfer
(radical quenching) and the electron transfer (radical reduction). Moreover, to fully elucidate
its antioxidant capacity, tests evaluating the effectiveness against various reactive oxygen
species (ROS)/reactive nitrogen species (RNS), such aatdi®ONOO are needed, and this
may require future development of additional methods specific to each radical sourcet(Prior

al., 2005 ).

In conclusion Limonistraum feeis a natural source rich in polyphenols (gallic acid,

guercetin, myricetin and EGCG) possessing strong antioxidant activity, which could have a

direct action on different diseases in relation with ROS/RNS.
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Table I. Yield (g) of successive liquid/liquid

leaves (L), flowers (FL), and roots (R).

extractions with increasing polarity solvents of

L FL R
EtOH 80% 25.5 181.4 78.4
CeH1o 2.5 2.1 2.5
CH.Cl, 1.2 4.7 4.5
EtOAc 4.2 10.2 7.3
BuOH 8.6 45.7 204

Table Il. Radical scavenging activities (DPPH test) of crude EtOH 80% extract along with

CH.Cl,, EtOAc, BUOH extracts from roots (R), flowers (FL) and leaves (limbniastrum

feel Results are expressed asgol(tg/mL), mean 15D (standard deviation) of triplicate.

1Cs0 (R) 1Cs0 (FL) ICs0 (L)
EtOH 80% 3.3+£1.43 1.75 £0.74 0.38 £0.06
CH.CI, 44.04 +12.37 5.75 .74 8.67 #4.49
EtOAC 1.44 £0.08 1.63 #.32 1.21 #0.19
BuOH 3.93 +£0.89 2.82 1#0.24 1.30 #0.24
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Table Ill. Radical scavenging activities (DPPH test) of 7 major fractions obtained after silica
gel fractionation of an EtOAc leaves extract. Results are expressegy@gd@nL], meant

SD (standard deviation) of triplicate.

Fractions ICso [Mg/mL]
1-12 NS
13-27 NS
28-41 30.93 £17.84
42-67 9.07 £2.47
68-79 18.35 +4.42
80-196 1.74 +0.13
197-220 1.44 +0.09

NS, not significant (16c>100 pg/mL)
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Table IV. Radical scavenging activities (DPPH, FRAP and superoxide) of 7 pure polyphenols
purified by semipreparative C18-HPLC in comparison with their respective EtOAc extract.

Results are expressed as me&@Dt(standard deviation) of triplicate.

Sample DPPH FRAP Superoxid@
EtOAc extract 1.21 +0.19 2.25#.12 3.61 #).56
Gallic acid (1) 0.94 +0.68 0.83 £0.15 3.49 #0.99
Myrciaphenone A (2) 60.92 £3.34 7.61 £1.68 NS >>10
Myricetin-3-O-3-
_ 2.84 +0.69 2.89 #.02 2.8510.2
galactopyranoside (3-1)
Epigallocatechin gallate (3-2) | 2.54 £0.45 2.2 10.06 2.1 #0.08
Myricetin 3-O-a-
_ 1.82 +0.26 1.38 #0.39 3.8340.82
rhamnopyranoside (4)
Quercetin (5) 2.23 £0.13 1.48 #.19 5.79 .49
Myricetin (6) 3.27 £0.55 1.60 #0.14 1.86 £0.12
Ascorbic acid 0.59 £0.12 1.62 £ 0.62 5.8+0.79

#Values expressed assiug/mL].

b Values expressed in EC1 as uM equivalent Givifé.
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Figure legends

Fig. 1. Scheme of bioguided extraction and purificatiorLofeei EtOAc leaves extract. The
same steps were followed to obtain different extracts of roots and flowgts,,(CH,Cl,

EtOAc and BuOH).

Fig. 2. Correlations between total phenolic content and antiradical activity of different
extracts (CHCI,, EtOAc, BUOH) obtained from roots, leaves and flowers. déei

TPC, total phenolic content (gallic acid equivalents/mg dry weight); DPPH assay expressed in
ICs0 (MQ/ML); R, root extract (R = 0.6); L, leaves extract (R = 0.97); FL, flower extract (R =

0.99).

Fig. 3. Chemical structure of compouris 6.
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Fig. 1.
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powdered leaves lofmoniastrum feei

EtOH 80%
\ 4
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CGH12
v v
CeHys extract (2.5 ¢ Aqueous phase
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CH.CI, extrac (1.2 g Aqueous phase
EtOAC
v v
EtOAc extrac (4.2 g Aqueous phase
n-BuOH
SiO, CHCl/MeOH v \ 4
BuOH extrac (8.6 g Aqueous phase
1-12 13- 27 28-41 42 - 67 68 - 79 80 - 196 197 - 220
50 mg 70 mg 90 mg 150 mg 80 mg 950 mg 65 mg
Preparative C18-HPLC @@/acetonitrile
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Fig. 3.
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Résumé

Nos travaux de recherche ont été consacrés a I'étude chimique et pharmacologique de trois
especes végeétales africaines: une Euphorbiacée endémique de MadaBagterbia
stenoclada,une Combretacée pantropicale d’Afrique de I'Oueshogeissus leiocarpust

enfin une Plombaginacée saharo-arabique : Limoniastrum feei

lIs nous ont conduit a l'isolement et 'identification de 19 molécules, dont 2 nouvelles dans
la famille, 9 identifiées pour la premiére fois dans le genre et 4 caractérisées pour la premiéere
fois dans I'espece étudiée :

- huit molécules ont été identifiees dans I'écorokndgeissus leiocarpuSuill. & Perr.
(Combretaceae) dont cing triterpenes pentacycliques dérivésdantgrine, décrits
pour la premiére fois pour cette espece ; un d’entre eux, nomme trachélospéroside E1,
est signalé pour la premiére fois dans la famille des combretacées.

- guatre dérivés de flavonols ont été identifiés dans les parties aériefnghatbia
stenoclada Baill. (Euphorbiaceae) ; il s’agit de polyphénols nouvellement décrits dans
'espece.

- Sept polyphénols ont été identifiés pour la premiere fois dans les feuilles de
Limoniastrumfeei (Girard) Batt. (Plumbaginaceae) dont la myrciaphenone A dont la

présence est nouvellement décrite dans la famille.

Le premier chapitreconcerne I'étude d'une espece de la flore malgdehehorbia

stenocladaBaill. (Euphorbiaceae), recommandée par les tradipraticiens malgaches pour
soigner certaines pathologies respiratoires (bronchite chronique, asthme). L’'évaluation
préliminaire d’'un extrait aqueux (infusé de parties aériennes séchées) et d'un extrait
alcooliqgue sur la prolifération des cellules musculaires lisses bronchiques humaines
(CMLBH), responsables en partie du remodelage bronchique observé chez les asthmatiques, a
montré une forte inhibition des deux extraits de la prolifération des CMLBH induite par une
cytokine pro-inflammatoire, linterleukine BIL-1B). Nous avons utilisé ce modele
biologique pour isoler les constituants responsables de l'activité observée, et évaluer en
parallele la corrélation entre I'activité antiproliférative et I'activité anti-oxydante de I'extrait
alcoolique.

Nous avons ainsi montré que la quercétine, identifiée par LC-UV-MS dans la sous-

fraction la plus active, est le principal constituant responsable de l'activité antiproliférative
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(Clso = 1,62uM) de I'extrait alcoolique (Gh = 0,73 + 0,08 pg/mL). Ces résultats sont en
accord avec les données de la littérature : plusieurs études pré-cliniques ont en effet montré
les effets bénéfiques de la quercétine dans I'asthme, en inhibant notamment I'obstruction
bronchique et I'hyper-réactivité bronchique. Par contre, d’autres flavonols comme la
guercitrine et I'hnypéroside, également identifies dans I'extr&t sftenoclada, se sont révélés
inactifs sur le modéle expérimental choisi. La comparaison de l'activité antiproliférative de
CMLBH induite par IL-PB de dérivés glycosylés et méthoxylés de la quercétine a montré que
I'O-méthylation diminue [I'effet antiprolifératif alors que la glycosylation [Iinhibe
complétement.

Dans la mesure ou les personnes présentant des troubles respiratoires comme les
asthmatiques sont soumis a un stress oxydatif permanent, nous avons exploré par ailleurs la
capacité anti-radicalaire de I'extraited’ stenoclada et évalué la corrélation existant entre ses
propriétés anti-oxydantes d’une part et son potentiel anti-asthmatique, d’autre part. De fortes
teneurs en polyphénols ont été retrouvées, avec la présence majoritaire d’acide gallique, aux

propriétés antiradicalaires marquées;(Gl4,7 uM).

Le second chapitreest consacré a I'étude phytochimique de I'écorce d'un arbre de

savanes africainesAnogeissus leiocarpu&uill. & Perr. (Combretaceae), traditionnellement

utilisé pour traiter certaines pathologies cutanées (eczéma).

Ainsi, 5 triterpénes oléanoliques monodesmosidiques et leurs aglycones ont été identifiés
pour la premiere fois dans le genre :
- le séricoside et son aglycone I'acide séricique
- le trachélospéroside E1 et son aglycone trachélospérogénine E et

- larjungénine.

La présence de trachélospéroside E1 est signalée pour la premiere fois dans les
Combretacées. Les triterpénes de type oléanolique étant retrouvés dans la majorité des genres

appartenant a cette méme famille botaniqlierrqinalia, Rudgea, Trachelospermumet

Combretumpar ex), ils constituent des marqueurs chimiotaxonomiques potentiels.

Nous nous sommes par ailleurs intéressés aux polyphénols de I'écardeiatarpus
Trois dérivés de 'acide ellagique ont ainsi également été caractérisés :

- l'acide 3,3;4'-tri-O-méthylflavellagique
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- Il'acide 3,3'di-O-méthylellagique et
- le 3,4,3ri-O-méthylflavellagique-4/-p-D-glucoside.

Le troisieme chapitrest consacré a I'étude de 3 drogues (feuilles, fleurs et racines) d'une

plante poussant dans le Sahara du sud algérien et marbgaimniastrum feei(Girard) Batt.

(Plumbaginaceae). Il s’agit d’'une xérophyte réputée pour sa résistance a des conditions
climatiques extrémes (stress hydrique et UV, sécheresse prolongée...). Notre objectif a été de
vérifier la présence de métabolites anti-oxydants, susceptibles de permettre a la plante de

survivre dans des conditions climatiques et environnementales défavorables.

Ainsi, a partir d’extraits hydro-alcooliques totaux, une premiére évaluation de I'activité
anti-oxydante a été réalisée, en utilisant le test d'inhibition du radical DERHNéme test
nous a permis de procéder a un fractionnement bioguidé afin d’identifier les constituants
responsables de l'activité anti-radicalaire décelée dans un extrait. Une fois les molécules
purifiées, deux autres tests complémentaires ont été utilisés afin de comparer leur éventuelle
sélectivité vis-a-vis de différents radicaux libres: lI'essai SRSA (Superoxyde Radical
Scavenging Activity) utilisant la xanthine oxydase pour produire I'anion superoxydg O
le test FRAP (Ferric Reducing Ability of Plama) qui mesure la production du radical

hydroxyle (OH) par la réaction de Fenton.

Parmi les 15 extraits testés, c’est un extrait @nen polyphénols, préparé a partir des
feuilles del. feej qui s’est avéreé le plus actif dans le test DPPHy(Q[21 + 0,19 pg/ml). Sa
purification a donné lieu a lidentification par RMN 1D et 2D, UV et ESI-MS de 7
polyphénols, isolés pour la premiére fois du genre Limoniastrum :

- l'acide gallique

- la myrciaphénone A

- la myricétine-30©-p-galactopyranoside
- I'épigallocatéchine gallate

- la myricétine-30-a-rhamnopyranoside
- la quercétine et

- la myricétine.
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L'acide galliqgue s’est révélé étre le plus actif vis-a-vis du radical DREH, = 0,94
+ 0,68 pg/ml) et du radicdDH (EC1 = 0,83 0,15 pM F&'/ml), tandis que la myricétine a
présenté une activité anti-radicalaire plus spécifique de I'anipn (Olsp = 1,86+ 0,12

pag/mi).

Ces résultats confortent la capacité d'une espece semi-désertique a produire,
naturellement, une grande quantité de métabolites anti-oxydants qui participent probablement

a son adaptation a son environnement extréme.

L’ensemble de ce travail a conduit a la publication de deux articles, comme premier
auteur :

1. M Chaabj V Freund-Michel, N Frossard, A Randriantsoa, R Andriantsitohaina, A
Lobstein. Anti-proliferative effect oEuphorbia stenoclada in human airway smooth
muscle cells in culture. Journal dthnopharmacology 2007, 109, 134-139.

2. M Chaabj S Benayache, F Benayache, S N'Gom, M Koné, R Anton, B Weniger, A
Lobstein. Triterpenes and polyphenols fréxnogeissus leiocarpu@Combretaceae).
Biochemical Systematics and Ecology 2008, 36(1), 59-62.

Un troisieme article, également en premier auteur, a été soumis et est actuellement en cours
d’évaluation :
3. _M ChaabiN Beghidja, S Benayache, A Lobstein. Activity-guided isolation of

antioxidant principles from Limoniastrum fd@8irard) Blatt. Zeitschrift fir 63¢ # - #
(2008); received
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Publications

1. M Chaabj S Benayache, F Benayache, S N'Gom, M Koné, R Anton, B Wenit
Lobstein. Triterpenes and polyphenols froAnogeissus leiocarpu@&Combretaceae)
Biochemical Systematics and Ecolog®008, 36(1), 59-62.

2. M Chaabj C Antheaume, B Weniger, H Justiniano, C Lugnier, A LobsEiiffavone:
of Decussocarpus rospigliosiis phosphodiesterases inhibitd?tanta Medica 2007
73(12), 1284-1286.

3. M Chaabj V FreundMichel, N Frossard, A Randriantsoa, R Andriantsitohain
Lobstein. Anti-proliferative effect oEuphorbia stenocladan human airway smoc
muscle cells in culture. Journal &thnopharmacology 2007, 109, 134-139.

4. M Chaabj N. Beghidja, S Benayache, A Lobstein. Activijyided isolation ¢
antioxidant principles fromLimoniastrum feei (Girard) Blatt. Zeitschrift fur
Naturforschung 63¢ # - # (2008); received.

5.V Lamy, S Roussi,_M ChaabiF Gossé, N Schall, A Lobstein, F R
Chemopreventive effects of lupulones, a Iffegcids, on human colon canadrivec
metastatic SW620 cells and in a rat model of coldarcinogenesis2007, 28(7
1575-1581.

6. D Tchamo Noungoue, C Antheaume, M ChadbilLenta Ndjakou, S Ngouela,
Lobstein, E Tsamo. Anthraquinones from the fruits Wismia laurentij
Phytochemistry 2008, 69(4), 1024-1028.

7. N Seiler, M ChaahiS Roussi, F Gossé, A Lobstein, F RaB{nergism between ap|
procyanidins and lysosomotropic drugs: potential in chemopreverfiaticancer
Research 2006, 26, 3381-3386.

8. M Chaabj A Zellagui, S Rhouati. Scopoletin and essential oil ftgmaium arabicur
Schweinf ex Boiss growing in Algeridournal of Algerian Chemical Society2004
14 (2), 189-196.

9. ME Maldonado-Celis, C Foltzer-Jourdainne, F Goss&Hdabj A Lobstein, F Raul.
Apple procyanidins activate different apoptotic pathways in primary human colon
cancer cells and their derived metastatic c€légcinogenesis : submitted.

Communications orales

1. Etude des effets antiprolifératif et antioxydantd’Euphorbia stenocladaaill.
(Euphorbiaceae).2’¢journées de I'Institut Fédératif de Recherche 85. (Strasbourg-
France, 15-16 Septembre 2005).

2. Inhibitory effect of natural biflavones on phosphodiesterase isozymes.
International Symposium “Phytomedecine 200FHytotherapy and Herbal Medicinal
ProductgConstantine-Algérie, 16-19 Mars 2007).
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1.

Les déchets d’oranges, substrats pour la productiomentylase par Aspergillus

niger, approche d’optimisation statistique : Matrice de Plackett et Burman 1946.

M. Alyane, M. ChaabiZ. Meraihi. Colloque International : "Bio Tech World 2007"

pour le Theme : Quelles Biotechnologies Pour les Pays du Sud » (Oran-Algeria, 24-25
November 2007).

Vismiaturucallone, a new antimalarial tetracyclic triterpene from Vismia laurentii
(Guittiferae).

D.T. Noungoue, J. Ngoupayo, M. Chaabi N'gom, B.L. Ndjakou, S. Ngouela, C.
Antheaume, F.F. Boyom, J. Gut, P.J. Rosenthal, A. Lobstein, E.Tsamanbbal
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2007).
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2007).
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cancer cells.

D. Tchamo NoungoyéM. Chaabj J. Peluso, C. Antheaume, C. D. Muller, E. Tsamo,

A. Lobstein. 8™¢journées de I'Institut Fédératif de Recherche 85. (Strasbourg-France,
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Antiprotozoal activity of saponins from Anogeissus leiocarpus (Combretaceae)
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