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ABREVIATIONS

AcOEt : Acétate d’éthyle

AIClI3: Chlorure d’aluminium

APCI : lonisation Chimique a Pression Atmosphérique
BuOH : butanol

CCM : Chromatographie sur Couche Mince

Clsg: Concentration Inhibitrice 50

CLHP : Chromatographie Liquide a Haute Performance
CMLBH : Cellules Musculaires Lisses Bronchiques Hiimes
COSY : COrrelated SpectroscopY

CPT ou TFC: Contenu en Phénols Totaux

d : doublet

dd : doublet dédoublé

ddd : doublet de doublet de doublet

DEPT : Distortionless Enhancement by Polarizaticem$fer
d (ppm) : Déplacement chimique en partie par million
DPPH : radical 1,1-Diphényl-2 picrylhydrazyl

EC,: concentration d’efficacité voisine de 1mM dé'Fe
ESI : Electrospray (ionisation par électronébuisat
EtOH : Ethanol

GAE : équivalent en acide gallique

HCI : Acide chlorhydrique

HMBC : Heteronuclear Multiple Bond Correlation
HSQC : Heteronuclear Single Quantum Coherence
"OH : Radical hydroxyl

IL-1 : Interleukine-1béta

IR : Infra-rouge

J (Hz) : Constante de couplage en Hertz

Jmod : J-modulated spin-echo

m : multiplet

NBT : Bleu de nitrotétrazolium

NEU : 2 - aminoéthyldiphénylborate de sodium a @l&bs le méthanol

NOESY : Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy



RL(O) /(N): Radica(l)ux libre(s)(oxygéné)/azoté
RMN : Résonance Magnétique Nucléaire
ROESY : Rotating overhauser effect correlation 8pscopY
RSA : Relation Structure-activité

s : singulet

SM : Spectrométrie de masse

SRSA : Superoxyde Radical Scavenging Activity
t: triplet

test LB : Test Liebermann-Burchard

TFA : Acide trifluoroacétique

TPTZ : 2,4,6-tris(2-pyridyl)-1,3,5-s-triazine
TOCSY :Total Correlated Spectroscopy

Trd : triplet de doublet

UV : Ultraviolet

A : longueur d’'onde

Q" : anion superoxyde
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Introduction générale

Historiquement, les hommes ont toujours puisé diari¢ature de quoi se nourrir, se
VEétir et se soigner. Sur terre, quatre personaesisg se servent des plantes pour conjurer
leurs maux ; quatre femmes sur cing, en particuears les pays émergents, ne disposent
d’aucun autre type de reméde pour leurs enfant@figue, en Asie et en Amérique latine,
nombreux sont les pays qui font appel a la méddcauitionnelle pour répondre a certains de
leurs besoins au niveau des soins de santé pringair@frique, jusqu’a 80% de la population
a recours a la médecine traditionnelle pour sensoig

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

Les plantes produisent déja 70% de nos médicamédg environ 170 000
molécules bioactives ont été identifiées & pakéirplantes : digitaline, quinine, morphine,
colchicine, artémisinine... Pourtant, moins de la tr@odes plantes aujourd’hui ont été

étudiées pour leurs propriétés thérapeutiques.

C’est en 2002 que I'Organisation Mondiale de lat&ammis en place sa premiere
stratégie globale en matiére mé@decine traditionnelle Cette stratégie a pour but

- daider les pays a élaborer des politiques natematl’évaluation et de
réglementation des pratiques de la médecine toaditile,

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

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

- de promouvoir l'usage thérapeutique judicieux dméecine traditionnelle,

- de rassembler de la documentation sur les médidaraeremédes traditionnels.

Dans les pays industrialisés, c’est sous forméhdeapies complémentaireqque les
plantes sont aujourd’hui surtout utilisées. En peret en Amérique du Nord, plus de 50% de
la population a eu recours au moins une fois aabespléments alimentaires a base de
plantes. C’est encore beaucoup plus au Canadafdleznagne, par exemple.
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Le premier chapitre de ce mémoire s’inscrit darcaldre d’une collaboration
scientifique entre I'Université Louis Pasteur deaSbourg et I'Université d’Antananarivo de
Madagascar. Il s’agit en effet de valider les usaggditionnels de plantes malgaches, dans le
but de les introduire dans une pharmacopée nagi@matours d’élaboration. Notre travail
s’est focalisé sur une espéce endémigughorbia stenocladaaill. (Euphorbiaceae)
utilisée en médecine traditionnelle pour traitardéfections broncho-pulmonaires. Aprés
avoir verifié I'activité d’'une préparation traditiaelle sur un modele cellulaire (inhibition de
la prolifération de cellules musculaires lissesloloques), nous avons isolé par

fractionnement guidé ses constituants actifs.

Le second chapitre est consacré a |'étude phiytoghe de I'écorce d’'un arbre des
savanes africainesiAnogeissus leiocarpusGuill. & Perr. (Combretaceae). Nous y avons
identifié des triterpénes oléanoliques ainsi geg jpolyphénols dérivés de I'acide ellagique.
La présence dans les combretacées de triterpengpa®léanolique a été discutée sur un

plan chimiotaxonomique.

Enfin, une troisieme partie expose les résuttatbétude phytochimique et
pharmacologique d’'une plante endémique algérieamg-désertiquéimoniastrum feei
(Girard) Batt. (Plumbaginaceae). Cette espece sété€tionnée sur des critéres écologiques :
elle subit en effet un stress oxydant importameést hydrique, irradiation UV, températures
élevées, etc.) susceptible d'orienter ses voiealmétjues vers la synthése de constituants
naturellement pourvus de propriétés anti-oxydatdesractionnement bioguidé nous a
permis d'isoler et d’'identifier ces anti-oxydantgurels. Ce travail a été initié par le
Professeur Samir Benayache de I'Université MentdelConstantine, phytochimiste

spécialiste de la Flore des dayas, au sud de ltigé

13



Chapitre 1

Etude ethnopharmacologique

d’ Euphorbia stenocladaaill. (Euphorbiaceae)
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6. Introduction

L’asthme est une maladie chronique des poumonstésisée par des problemes
respiratoires et des symptémes comme I'essoufflentersifflement, la contraction de la
poitrine et la toux. Les symptébmes de I'asthmeerdrien fonction de I'age et sa sévérité
differe d'un individu a [lautre. Selon le « GlobaBurden of Asthma Report »
(www.medicalnewstoday.com/articles/70770.php),thase affecte environ 300 millions de
personnes dans le monde et 100 millions de nouveaig ajouteront en 2025.

Durant plusieurs décennies, le traitement deHiasta été considérablement amélioré,
surtout a cause de la disponibilité de plusielasses de médicaments ayant des mécanismes
d’action différents (pour revue, voir Chu et Draz2@05).

En Afrique, les carences de ressources économgjulesmangue d’acces aux soins
entravent la gestion efficace de I'asthme ; ail@sprévalence de cette maladie a augmenté
d'une fagcon marquante dans les dernieres annéesrbddisation continuelle et
'occidentalisation du mode de vie en Afrique cdnierait a augmenter le nombre
d’asthmatiques durant la prochaine décennie (egrgéri’asthme est plus répandu en zones
urbaines qu’en zones rurales) (www.medicalnewstaday/articles/70770.php).

Le « Global Burden of Asthma Report » estime quespie 50 millions d’africains
sont asthmatiques. De plus, dans certains paysriqu, la thérapie par les agonisfes-
inhalés et les glucorticostéroides ne sont pasisndans la liste des médicaments essentiels,

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

A notre connaissance, aucune étude épidémiologiguéasthme a Madagascar n’a
été publiée. Les maladies infectieuses sont éineiteé liees aux conditions de vie, a la
salubrité de I'environnement et a la pauvreté enégd, elles représentent toujours une
proportion majeure de la mortalité dans toutesreasches d’age (Rivieret al, 2005). Dans
la région nord de Madagascar les infections retspies aigués touchent 12,6% des personnes
consultées dans les centres de santé de base, aengtitue la deuxieme maladie infectieuse
dépistée apres le paludisme (30 a 40 %) (Riweéad, 2005).

Les patients malgaches se tournent vers la médeeadigionnelle et se soignent par
les plantes utilisées pour leurs vertus anti-astigmes. Cette médecine traditionnelle s'appuie
essentiellement sur les connaissances empiriquesrattipraticiens locaux ainsi que sur la
richesse de la biodiversité de la flore tropicalalgache. Les enquétes ethnobotaniques

effectuées dans la région nord-ouest de Madagamttirmontré que 12% des plantes

15



inventoriées sont utilisées pour le traitement ddadies qui touchent le systéme respiratoire
(I'asthme, la bronchite, la toux, la coqueluch&hgtmoptysie) (Ratsimialat al.,2005).

Citons par exempl&uphorbia hirta une espece tres répandue dans toutes les régions
tropicales et subtropicales du monde. Cette peldtete herbacée est reconnue pour ses effets
expectorants (en Inde), antispasmodiques (en Adréquuatoriale, dans les Antilles francaises,
en Inde, en République dominicaine, a Trinidadargitussifs (en Australie). Elle est aussi
réputée pour ses effets ‘sédatifs’ de I'appareslpi@toire, parfois utilisée associee a des
sédatifs bronchiques tels qGeidelia robusta dans des préparations pour inhalation (Lanhers
et al, 2005).

Nous nous sommes intéressés a une autre Euphardémigue a Madagascar :
Euphorbia stenocladall s’agit non pas commeg. hirta d’'une herbacée mais d’'un arbuste
dont les parties aériennes sont utilisées parpalption locale en infusé pour le traitement de
'asthme et de bronchites aigués (kinal, 2002).

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

antiasthmatiques des parties aériennEsiphorbia stenoclada

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

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

oxydants susceptibles de réduire le stress oxydatifuel sont soumis les personnes

atteintes d’asthme.
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7. Présentation de la plante

Le genreEuphorbiaest le plus répandu de la famille des euphorbgaeéeomprend 2000

especes caractérisées par la production d’un laitexix (Jassbi, 2002).

Euphorbia stenoclad®aill. est un arbuste xérophyte de 1,8 a 4,6 métres deurall a
plusieurs noms vernaculaires comme ‘Euphorbe asberge’, et est désigné par les

malgaches par ‘Famata’ ou ‘Famatse’.

Il s’agit d’'une espece endémique a Madagascaret eécoltée dans la région de Tuléar,

située au Sud-Est de Madagascar.

Elle a été sélectionnée sur des critéres ethnom@taiogiques car elle est utilisée par la

population locale en infusé pour le traitement tiitae et de bronchites aigués. (lehal,

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

+ Espece stenocladaBaill.

Figure 2. Arbuste d’E. stenoclada
(source : http://commons.wikimedia.org/wiki/Imagephorbia_stenoclada.jpg
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4. Bilan bibliographique sur le genreEuphorbia

4.1. Activités pharmacologiques

Le genreEuphorbiaa fait I'objet de nombreux travaux scientifiquesttant en évidence
des activités variées. (cf. Tableau 1). La majadigntre elles concernent surtout des effets

anti-prolifératifs (anti-tumoral, apoptotique, ctagique) et antimicrobienne (anti-virale,

antibactérienne, anti-fongique).

Tableau 1 : Activités biologiques du genr&uphorbia

Nom de I'espece Activités Références
E. lagascae antibactérienne Duartet al, 2007
E. fusiformis Natarajaret al, 2005
E. peplus Cateni et al., 2003
E. lagascae anti-tumorale Pusztait al 2007
Duarte et al, 2006
E. chamaesyce Tanakeet al.,, 2006
E. peplus Ogbourneet al,, 2004
E.fischeriana apoptotique Luo et Wang, 2006
E. cheiradenia Amirghofranet al, 2006
E. kansui Yu et al, 2005
E. decipiens anti-uréase Lodhet al, 2006
E. decipiens Ahmadet al, 2003
E. tirucalli anti-arthrite Banet al, 2007
E. cornigera cytotoxique Baloctet al, 2006
E. cactus Al-Fatimi et al, 2005
E. ebracteolata Shiet al, 2005a
E. characias Maganet al, 2004
E. hirta antimicrobienne Sudhaket al, 2006
E. hirta anti-allergique Singlet al.,, 2006
E. kansui Nunomureet al, 2006
E. milii molluscicide Sermsasit al, 2005
E. pulcherrima Singh et Singh, 2005
E. kansui anti-cancéreuse Miyatt al, 2006
E. jolkini Kuo et al,, 2006
E. peplus anti-inflammatoire Coreat al, 2005
E. paralias antidiarrhéique Attat al, 2005
E. royleana immunosuppressive Baat al, 2005
E. thymifolia anti-virale Yanget al, 2005
E. jolkini Chenget al, 2004
E. segetalis Madureiraet al, 2003
E. decipiens anti-nociceptive Ahmaadt al,, 2005
E. hirta anti-plasmodiale Tonet al, 2004

L’especeE. stenocladaélectionnée n’a, quant a elle, pas été étudiéaraugnt.
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4.2. Etudes phytochimiques

Différentes classes du métabolisme secondaireténtiéntifiées dans ce genre : terpenes,

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

Tableau 2 : Etudes phytochimiques antérieures du gee Euphorbia

C'a-?'s‘? l}lom‘de Constituants identifiés Références
phytochimique 'espéce
E. decipiens 15-O-acetyl-30-propionyl-50-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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()
Figure 3. Structures de quelques molécules isoléds genreEuphorbia.

Plusieurs Euphorbes comrgephorbia hirtaet E. stenocladaont utilisées par la
population malgache pour le traitement d’asthneeed’autres maladies des voies

respiratoires. Notre intérét est basé sur

bronche normale

I'’étude de I'effet de=. stenocladaur 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 apparaisse

contraction de la
couche musculaire

généralement au cours des premié

années de la vie, mais également a I’

voie aérienne

adulte, et qui ne beéneéficie, a I'heul 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 rappor& aumgmentation de la prévalence de
'asthme, chez les sujets jeunes, au cours detetdmrnieres années, dans différents pays,
dont la France (Neukircht al, 1995). Cette prévalence se situe, chez I'enéarite 2,1

et 32,2 %, en fonction des pays.

Une définition consensuelle de I'asthme a étabil glagit d’'une maladie chronique des
voies aeriennes, caractérisée par une inflammadgda paroi bronchique (figure 4) (National

Institute of Health, 1997). Cette inflammation estponsable des symptédmes (dyspnée
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paroxystique sifflante, essoufflement, sensationpgiession thoracique, toux) et d’une
insuffisance respiratoire de degré variable quiasimoins en partie, réversible spontanément
ou a l'aide d’un traitement.

Le processus inflammatoire dans I'asthme se t&mae par une accumulation dans la
paroi bronchigue, d’éosinophiles, de lymphocytesdd phénotype CD4+ ou CD8+, de
lymphocytes Tyo et de cellules B, de macrophages, de cellulesrdienets, de mastocytes et
de plaquettes (Djukanoviet al, 1990). La plupart de ces types cellulaires préesd des
marqueurs d’activation a leur surface (figure 6.degré de séveérité de I'asthme détermine
les modalités des traitements des patients. Ceaxgissent sur la survenue des symptdomes
(médicaments bronchodilatateurs, agonistes de fpadrénergiques) et servent a limiter
linflammation (corticoides). L'effet des corticad, qui se traduit par une diminution des
symptémes et du nombre de crises et par une amu@Eorde I'obstruction bronchique,
semble consécutif a leurs propriétés anti-inflanmines et immunosuppressives. En effet, une
inhibition de la synthése de différentes cytokingdsmiokines et facteurs de croissance est
observée (Barnest al, 1996).

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

Différentes études cliniques ont établi que, malgréraitement par les corticoides bien
conduit, entre 5 et 10 % (selon les pays) de patiasthmatiques présentent un déclin
progressif et irréversible de leur fonction resjpit@ (Langeet al, 1998). A cette évolution
péjorative peut se surajouter une obstruction Hrigue irréversible, responsable d'une
insuffisance respiratoire chronique et d’un hanglitenctionnel parfois sévere (Chuegal,
1999). Ce sont ces cas qui rendent compte de sagrande partie des codts liés a I'asthme,
codts directs en rapport avec I'hospitalisatiofedtaitement médical, ou codts indirects, liés
pour I'essentiel a I'absentéisme scolaire ou psitemel (Chunget al, 1999). La survenue de
ces altérations fonctionnelles respiratoires sefaitconséquence d'un eépaississement
progressif de la paroi bronchique di a un procedgsusemodelage tissulaire (Elias al,
1999).

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

fragmentation des fibres d’élastine du tissu coctibnUn épaississement de la membrane
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basale, accompagné d’une fibrose sous-épithétiatactérisée par un dép6t de collagene, de
ténascine et de fibronectine avec une augmentadionnombre de fibroblastes et de
myofibroblastes est également observé (Hiaa., 1999) ; Bousquaetdt al, 2000) (Figures 5-

6).

Ces modifications structurales sont observées kgnsronches segmentaires et semblent
spécifiqgues de I'asthme. Ainsi, I'analyse de prétaents bronchiques de sujets atteints de
broncho-pneumopathie chronique obstructive, unesamaladie inflammatoire pulmonaire
chronique s’accompagnant d’une détérioration ingtae de la fonction respiratoire (Barnes
et al, 2000), montre plutbét une métaplasie épithéliads épaississement de la membrane
basale et un processus de fibrose qui prédomirguement dans les voies aériennes distales
et le parenchyme pulmonaire (Jeffetyal, 2001).

i
T |
s

Sy i

e E Sers
 th n?.i'n.gpﬁlfas.

-_' [ ey I - ' Fib roblas tes
L Myofibroblastes .

Figure 5. Caractéristigueshistopathologigues du remodelage bronchique dansasthme

» Sur une coupe provenant d’une biopsie bronchique dujet témoin (A), I'épithélium
est intact et la muqueuse bronchique ne présenge diafiltrat de cellules
inflammatoires, ni de fibrose sous-épithéliale nhasse musculaire est limitée.

* Sur des coupes issues de biopsies bronchiques tintpaasthmatiques (B-E),
I'épithélium est I1ésé (B, C et D), la membrane bagsiB) est épaissie (D), la masse
musculaire est augmentée de fagon notable (E)ratiueuse bronchique est infiltrée
par des eosinophiles (B), des fibroblastes et dedibroblastes (C et D), qui sécréetent
du collagéene (C).

Des immunomarquages ont été effectués sur deseutymss fixées en acétone en
utilisant des anticorps reconnaissant spécifiquémes éosinophiles (B), les
fibroblastes et les myofibroblastes (D), le collagede type IV (C) et les cellules
musculaires lisses (E), suivis d’'une révélatioa 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’asthra.

Fb : fibroblastes ; Ep : Epithélium ; Mc : mastas/t cml : cellules musculaires
lisses ; Eo : Eosinophiles ; LT/LB : lymphocytesymiphocytes 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'asthmatiqaeddterminer la cause de son asthme.
Lorsque l'allergéne est identifié, on parle d'ashmllergique, atopique ou encore
d'hyperréactivité bronchique spécifique. La substaallergisante peut se présenter sous
forme inhalée (dans I'air) ou sous forme ingérémémnts ou médicaments). Dans l'air, les
plus fréquemment en cause sont les poussieres d®mdes pollens, les moisissures, ou
encore des éléments présents dans I'environnemefdsgionnel du malade : farine du
boulanger par exemple. Dans certains cas, I'élémespbnsable de I'asthme ne peut étre mis
en évidence. On parle d'hyperréactivité bronchigae spécifique. Dans les deux cas, il
convient de rechercher des facteurs aggravants ademaladie asthmatique tel le
tabagisme (actif ou passif), un effort physiqueunustress. Sont également recherchés : un
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reflux gastro-cesophagien ou une vascularite. Leomad'un terrain familial ou personnel

allergique peut se retrouver lors du diagnostistifae. (Godard, 2005)

5.3. Les allergenes

L'étiologie allergique, tres majoritaire chez lamf décroit sensiblement avec l'age.
Chez l'enfant, I'asthme est dans 90 a 95 % d'@rigllergique méme s'il n'est pas toujours
facile de mettre clairement en évidence l'allergemaliqué. (Godarcet al, 2000 ; Godard,
2005)

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

bactérienne semble exceptionnel.

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

5.4.3. Les allergénes médicamenteux

Ces allergénes se rencontrent dans l'industrie nphegutiqgue, dans les locaux de
production notamment ainsi que dans les milieuxpitakers. IIs sont ainsi susceptibles de
toucher tous les professionnels de santé aindiegueatients.
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5.4.4. Les allergenes professionnels
On estime a 10% la part professionnelle des astlamgasrus a I'age adulte. Citons par
exemple I'asthme a la farine de blé pour les badas) 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 ouvertiéestgérieur et offrent aux nuisances
une surface de I'ordre de 90 & 108. es gaz ou particules rencontrés dans I'atmosphér
relévent essentiellement de :
- La pollution acido-particulaire : le dioxyde de #&eu (SQ), les particules en
suspension et les aérosols acides (sulfates),
- La pollution photo-oxydante : 'ozone et le dioxydiezote.
Les principales sources de pollution sont les feyBkes de combustion, les usines
d’incinération des déchets ménagers et industielsafic automobile.

5.4.6. Le tabagisme

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

ailleurs responsable d'une augmentation des |gguss:.

5.4.7. Les virus
Les études épidémiologiques montrent que prés ¢ 8@s crises d'asthme du jeune
enfant sont liées a une virose respiratoire. Aa@ge de deux ans, le virus respiratoire

syncitial est le plus souvent en cause (40 & 7@$8«ds).

5.4.8. Autres facteurs favorisants
lIs 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 (soét 8 % des asthmatiques),
- lasthme et le reflux gastro-cesophagien (RGO)
- lasthme d'effort, qui se caractérise par la suneed'une obstruction bronchique a

l'arrét de I'effort, typiquement 5 a 15 minutesespr
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5.5. Médicaments antiasthmatiques

Il existe deux principaux types de médicaments reofssthme: les médicaments de

contrle (prévention) et les médicaments de secoluis 2006). Pour la majorité des

asthmatiques, le médecin prescrit les deux typeséatbcaments:

5.5.1. Le médicament de contrble

Il est utilisé quotidiennement chez I'asthmatioer préventi.

Tableau 3 : Exemples de spécialités pharmaceutiquesilisées en prévention de crises

ot

d’asthme
Classe o
. Médicaments
thérap T
: commer Caracteristiques
eutiqu S
cialisés
e
budésonide lls permettent une pénétration directe dans les
Corticostéroides (Pulmicorf) poumons et une diminution des effets secondaijires
inhalés fluticasone observés lors d’une administration orale; lls
(voie pulmonaire) (Flovenf) réduisent l'inflammation (gonflement, rougeur
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
(voie (PediaPre8 et plein contréle de ses symptdmes d'asthme.
orale) | pexamethasorfd
salmétérol lls aident a garder les voies respiratoires ouserte
(Serevert) a relaxer les muscles et a prévenir les crises
formotérol d'asthme. lls ne devraient pas étre utilisés & diér

Bronchodilatateurs

(Foradif’, Oxez€&)

médicament de secours. lIs 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 udl|sé
Thé : TheoLaif pour traiter les symptomes d'asthme. Elle est
eophylline D iy . i
utilisée en soirée, lorsque l'essoufflement nuit gu
sommeil.
zafirlukast Les antagonistes des récepteurs de leucotriénes
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 maircasn d'urgence : lorsque la respiration
devient difficile, en cas de crise d'asthme oweaf@ce physique. Le médicament de secours
ne controle pas les symptdomes d'asthme, a longetekfais il agit rapidement, réduit les
effets des déclencheurs d'asthme, comme l'exeptigsique et l'air froid. Son effet est

cependant de courte durée.

Tableau 4 : Exemples de spécialités pharmaceutiquegilisées 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 stenocladéES) ont été collectées en été 2003 dans
la région de Tuléar (au sud-est de Madagascan)tkemtifiee par un botaniste confirme, Mr
A. Rakotozafy. Un échantillon (ref 4768) a été d#pdans I'herbier du parc botanique de
Tsimbazaza.
11g du mélange de feuilles et tiges ont été sécimment broyés et mis en contact avec de
'EtOH 95° (en respectant un rapport 1 :10, soi® 10l pour 10g de poids sec de matériel
végétal), sous agitation magnétique a températnigicante. L'extraction a été renouvelée
trois fois, chaque macération durant 5h. Les 3aistisuccessifs ont été filtrés, combinés et
évaporeés a sec sous pression réduite. L'extragnob{appelé ‘extrait EtOH’) a été ensuite
mis en suspension dans de I'eau distillée (200etgoumis a une extraction liquide-liquide
au cyclohexang x 200 ml). L’extrait total ainsi délipidé (appeES-tot’) a été évaporé a sec
sous pression réduitee rendement d’extraction obtenu est de 13,2% (@dit)1,46 g d’'ES-
tot.
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Un gramme de(ES-tot) a été solubilisé dans du méthanol puis fractionaé ftash
chromatographie en phase inverse (FLASH 40+M, KB-8%, 40 mm x 150 mm, Biotae
Dyax Corp. Company), en utilisant un gradient diélu de 10 a 100% MeOH (débit de 40
mL/min). 37 fractions ont ainsi été récupérées malysées par CCM analytique (gel de
silice k54, ref 5554, Merck) en utilisant comme éluant unanéke d’acétate d’éthyle/acide
formique/acide acétique/eau) (100:11:11:27 ; viylvLes spots sont détectés sous lampe
ultra-violette a 254 et 366nm et révelés avec detrttde NEU (2 - aminoéthyldiphénylborate
de sodium a 1 % dans le méthanol).

Les fractions similaires sont ainsi regroupées éadions nommées FA a FE.

L’évaluation biologique a porté sur ces 5 fractidesnaniere a ne sélectionner que la fraction
active (FE). Celle-ci a été ensuite purifiée paHPLC18 semi-préparative (250 x 21 mm,
Nucleoduf, Macherey-Nagel) selon les conditions chromatduyes détaillées dans
le tableau 5, en utilisant un débit de 10ml/mirerteffectuant une détection & 370 nm (115
UV detectorGilson).

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

Temps (min) 0,01M H3PO4 (%) 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 sfvastions dont la pureté a été contrélée par
CLHP-C18 analytique (250 mmx4,6 mm, NucledjuMacherey-Nagel ; 9010 pump et

Prostar photodiode array detector, Varian) dangdeslitions chromatographiques détaillées
dans le tableau 6, en utilisant un débit de 1ml/etiren 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 H3POy (%) 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 H3POy (%) 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 iéntifies par CLHP/UV/SM (CLHP,

Agilent; Polaris column; Bruker 3000+ mass specttar) et co-élution avec leurs standards

respectifs. Les spectres de masse sont obtenusagsmositif et négatif.

L’ensemble du fractionnement de I'extraitEdiphorbia stenocladasuivant une approche

bioguidée, est résumé dans la Figure 7.

Parties aériennes d'ES
Epuisement dans I'EtOH

Extrait EtOH

Délipidation

Extra+[ EH1o

|

ES tot

C18-Flash chromatographie
(gradient: HO-MeOH)

Voo

FA FB FC FD FE

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

[¢7]

BN

FE1 FE2 FE3 4FE FE5

<

Figure 7. Protocole d’extraction et de purification d'E. stenoclada

l
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6.2. Traitement des cellules et test de proliférain cellulaire

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

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

1h avant traitement avec I'lLBl chaque jour pendant 4 jours.

La prolifération cellulaire est mesurée avec let t83 T (2,3-bis[2-methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl]-2H-tetrazolium-5-carboxanilide), (“CeProliferation kit 1l XTT”, Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany), selon les recond@i@ns du fournisseur. L’essai est
basé sur la capacité des cellules vivantes a edeisel XTT en composés formazan de
couleur orange. Le colorant formé est hydrosolulele son intensité estimée par
spectrophotométrie. L'intensité de la coloratiom @eportionnelle au nombre des cellules
vivantes et I'absorbance est immédiatement mesairdd0 nm. Les cellules sont déposées
dans des plaques de 96 puits (3000 cellules pdy gams un milieu de sevrage (sérum de
veau feetal dilué (0.3%), milieu DMEM-F12, L-Glutami acides aminés non essentiels,
penicilline-streptomycine) et laissées adhérer pahd3h, puis traittes comme deécrit
précédemment pendant 4 jours. Les cellules sossdas 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’éthand0% et évalués pour leur effet anti-
prolifératif sur les CMLBH. De la méme maniere, temiles fractions et sous-fractions sont
dissoutes dans de I'éthanol & 50% a 1% de contientrinale et évaluées pour leur effet
anti-prolifératif. Le choix du solvant a été effeéten raison de la bonne dissolution des
extraits et surtout pour son atoxicité pour lesute$ par comparaison avec le DMSO 5% et

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

Une relation de structure/activité (RSA) a été efagtar comparaison de lactivité anti-
proliférative de la quercétine (Chromadex, ASB-OOBM5-500) et quelques uns de ses
dérivés commercialement disponibles’:n&thylquercétine (Chromadex, ASB-00009525-
005), pentaméthylquercétine (Chromadex ASB-00017081Y), hypéroside = quercétinecs-
galactoside (Chromadex, ASB-00008916-005), quémeitr= quercétine-&-rhamnoside
(Chromadex, ASB-00017170-005) et isoquercitringuercétine-30-glucoside (Chromadex,
ASB-00009505-005).

Leur évaluation biologique a été effectuée a 2 eotrations : 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 rib stable de couleur

violacée qui absorbe a 517nm. En présence de c@w@ogi-radicalaires, le radical DPPH
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est réduit et change de couleur en virant au jdueeabsorbances mesurées a 517 nm servent
a calculer le pourcentage d’'inhibition du radic&®mPMH, qui 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/H,O (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 Stesime réaction. Ce temps a été fixé aprés
des études de cinétigue de réaction entre 5 minete30 minutes, le pourcentage de

décoloration a 517 nm en était inchangé. Celusttalculé en utilisant la formule suivante :

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

Les dilutions des échantillons testés sont compresere 1 et 100 pour un premier test, puis
lintervalle est réduit autour de la 4glestimée. Chaque concentration est testée en 3
répétitions et chaque échantillon est testé ehdai@as.

6.4. Dosage des polyphénols totaux
6.4.1. Principe

Les teneurs en polyphénols totaux des extraitstifias et sous-fractions sont
déterminées au moyen du réactif de Folin-Cioca(fearejo et al., 2002)Ce dernier est
constitué par un mélange d’acide phosphotungstejugacide phosphomolybdique qui est
réduit, lors de l'oxydation des phénols en mélammxydes bleus de tungsténe et de
molybdene. La coloration bleue produite possedeabs®rption maximale aux environs de
750 nm. L’absorbance, par référence a une gamnenéatenue avec un acide phénolique
(acide gallique), permet de déterminer la quardéépolyphénols totaux présente dans un
extrait. Elle est exprimée en mg d’équivalent agidiique 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 a I'obscurit@& éempérature ambiante, mesurer
I'absorbance a 725 nm.

6.4.3. Courbe étalon de 'acide gallique

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

absorbances respectives mesurées a 725nm sorgaeg@® dans le tableau 10.

Tableau 10: Absorbances de la gamme de concentration d’aatigue




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 -
< 06
0,4
0,2 |
0 : : : : : : : : ‘
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
concentration (pg/ml)

Figure 10. Courbe étalon de I'acide gallique

6.5. Statistiques

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

Les concentrations inhibitrices 50 gg)lsont exprimées en moyenfieSEM (écart-type a la
moyenne) pour les tests anti-prolifératif et aatlicalaire. L’estimation des polyphénols
totaux est exprimée en mg déquivalent acide gadligLa corrélation entre I'activité

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

L’IL-1 B induit une augmentation de la prolifération baséés CMLBH de 49,2
2,3% p<0.001 & 10U/mL (figure 11). Cette conceidratsera utilisée pour tous les essais
suivants.

La prolifération des cellules induite par I[3-1est totalement inhibée par I'extrait ES

tot (102,9+ 2,1 % d'inhibition a 10ug/mL; p<0.001), avec ungoQde 0,73t 0,08ug/mL
(figures 12 et 13).
Les fractions FA a FD ne montrent aucun effet inbiy de la prolifération des CMLBH
induite par I'lL-1B3 (figure 12). La fraction FE est la seule activee@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*%

P
9
H
H
,_H,

NS

o
(0]
|

NS
061 | i

Absorbance
(UA)

0,4
0,2

O’O T T T
EtOH IL-13 + EStot +FA +FB +FC +FD +FE
EtOH +IL-1PB

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

NS : Prolifération basale non significative des (BH.

**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 fraicsi FA-FE montrent leur nette différence
de composition (figure 14).

:zzw_ FD
xwiggv$ﬂ¢ﬂJMW\xkA‘ 2.1.1.1.1
gﬁgﬁ_yﬂJLJ“kaukky¥ 2.1.1.1.2

gA&Jngvwkﬁwg‘ 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 (FAa FE) issues de I'extrait
total (ES tot).

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

"] ES tot

100—|

50—

mAU |

Figure 15. Profils CLHP (280 nm) de la fraction FEet de I'extrait total ES tot.
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La fraction FE ayant concentrée les constituantdsacious avons optimisé son analyse
chromatographique (tableau 7), dans le but deslaeri 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-fracti$itsl a FE6) par CLHP semi-préparative.
Chaque sous-fraction a été analysée par CLHP tamadycouplée a un détecteur a barette de

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

0k zaae
o FE4

J\ 21115
w7 J\W I 2.1.1.1.6

-2.5—

! ‘5 ‘10 ‘15 ‘20 ‘25

Figure 17.Profil CLHP (280 nm) des sous-fractions (FE1 a FE6)

issues de la fraction active FE purifiée par CLHP smi-préparative.
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Absorbance (UA)

Seule la sous-fraction FE5 inhibe totalement Idif@ration des CMLBH induite par ILA

(105,7+ 1,2 % inhibition; p<0.001) (figure 18). Sa 5l

0,49+

0.8

0.6

0.4 -

0.2

0,12pg/mL (figure 19).
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NS NS
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Control IL-1@ +FE +FE1 +FE2 +FE3 +FE4 +FE5

Figure 18. Activité de la fraction active FE et des sous frdaons (FE1 a FE6)

sur la prolifération des CMLBH induite par I'lL-1

NS : Prolifération basale non significative des (M.

*** . Prolifération basale significative des CMLBH
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Figure 19. Courbe dose-réponse de la sous-fracti¢ie5.

+ FEG6
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7.2. Identification des constituants de la fractiorE

7.2.1. Identification du constituant présent dansd sous-fraction FE5

Le constituant présent dans cette sous-fractiot® adéntifieé par CLHP couplée a un
détecteur a barette de diodes et a un spectrordetmmasse (CLHP-UV-SM), et par co-
injection avec un standard commercial (ChromadeSBA0017045-500). Il s’agit de la
quercétine (Tr = 27,07 midmax: 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 : Electspray 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

42



Figure 22. Structure de la quercétine

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

7.2.2. ldentification du constituant présent dansd sous-fraction FE1

Le composé majoritaire présent dans la sous-fradtiel a été identifié par CLHP
couplée a un détecteur a barette de diodes etspastrometre de masse (CLHP-UV-SM) et
par co-injection avec un standard commercial auerajtrine (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).

non T = T - 245, 6.7 (100
X108 i
B [M-H]
N 4474
4
2
: . 8950
:)JE.U S . L i
" - : ™S, 16.5mn (1504
B .
[M+H]*
g 8050
4
3 _ o
2 - _ [M+Na]*
1 - ' a0 o190
, ; 429 | sl 8921 | Gt
Y PR PP a [P RPN TR T Lo Rikek il dalini il etk e L A bt e e
T 200 00 400 500 600 00 800 00 mz

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

de la quercitrine en mode négatif [M-H] et positif [M+Na]"
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Figure 25. Structure de la quercitrine

ou quercétine-30-a-rhamnopyranoside

7.2.3. ldentification de I'hypéroside

L’hypéroside a été identifié dans les mémes comntitique précédemment (Tr = 19,3
min, Amax: 255 et 352 nm, et [W= 462,0 Da (figure 26-28). La confirmation de la
structure a été opérée par co-élution avec un atdndommercial (Chromadex, ASB-
00008916-005).
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Figure 26. Spectre de masse LC-UV-MS (ESI : Electspray lonisation)

de I'hypéroside en mode négatif [M-H] et positif [M+Na]*
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Figure 27. Spectre UV de I'hypéroside

Figure 28. Structure de I'hypéroside ou quercéte-3-O-p-galactopyranoside
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7.3. ldentification du composé majoritaire présentlans la fraction FA

La présence d’acide gallique dans la fraction Fétéaétablie par co-injection d'un standard
acide galligue Chromadex (ASB-00007040-010) avedrdation 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 ténmmod’acide gallique

Within at 7.787
AU [191.9

[y
Q
270,16

Figure 30. ProfilV 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 seulenmaants la position C-3 de leur cycle
C : substitution de I'hydroxyle par un rhamnose & cas de la quercitrine. Or, seule la
guercétine s’est avérée active sur le modéle edidulchoisi. Nous avons ainsi voulu
comparer l'activité de différents flavonols glyct&sy et méthoxylés témoins (tableau 11),
pour tenter de comprendre I'effet observé sur IRE.BH et, le cas échéant, proposer d’autres

sources naturelles riches en dérivés actifs.

Tableau 11. Structure des flavonols utilisés dan&tude 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 iitelyar I'lL-
1B, a montré qu’aucun des dérivés n'est actif darssaomditions expérimentales, suggérant
gue le groupement hydroxyle en position 3 du cg kit rester non substitué (figure 32).
L’étude des dérivés méthoxylés de la quercétinetraajue la substitution de I'’hydroxyle en
C-3’ par un méthoxyle (3’-méthylquercétine ou lmnétine) (tableau 11) abolit I'activité a
10 pg/mL alors qu'elle est restaurée en doublantcbncentration. Les propriétés
antiprolifératives de la pentaméthylquercétine smmtues aux 2 concentrations étudiées.
Ces resultats suggerent que le maintien des groemqsrhydroxyles libres est nécessaire pour
conserver l'activité d'inhibition de la proliférath des CMLBH induite par I'lL-f dans la
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Absorbance (UA)

mesure ou leur substitution par un méthoxyle owsugre (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 isorimgtine; PMQ : pentaméthylquercétine ; Q3Gal : citime
3-O-galactoside ou hypéroside ; Q3Glu : quercétin@-@ucoside ou isoquercitrine ; Querci : quercésre-
rhamnoside ou quercitrine.

10 et 20 : Concentrations des flavonols testésyraspectivement 10pg/mL et 20pg/mL
NS : Prolifération basale non significative des (BH.
*** - Prolifération basale significative des CMLBH

7.5. Analyse d’un infusé de parties aériennes . stenoclada

L’évaluation du potentiel anti-asthmatique a étdisée au départ sur un extrait éthanolique.
Nous avons voulu vérifier si la quercétine, ideééfcomme le principal constituant actif dans
le modéle expérimental choisi, était égalementgmiesdans un infusé de parties aériennes
d’E. stenoclada La drogue pulvérisée a été donc traitée de manéguivalente a une
préparation traditionnelle malgache: infusion de b puis filtration de I'infusé apres
refroidissement. Aprés concentration a sec, cetséna été repris dans du méthanol (10
mg/ml) et analysé par CLHP analytique selon lesditmms chromatographiques précitées
(tableau 6). La comparaison des profils de l'infudegt I'extrait éthanolique total (ES tot) et de
la fraction active (FE) confirme la présence magome de quercitrine (FE1) et la présence de
guercétine (FES).
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Figure 33. Comparaison des profils CLHP (280 nm) din infusé, d'un extrait

éthanolique d’E. stenocladaet d’'une fraction repérée par bioguidage.
FE1 = quercitrine, FE5 = quercétine, (les soustiivas FE2 & FE4 et FE6 n’ont pas été identifiées)

Ainsi, la préparation traditionnelle de parties ied@nes dE.stenoclada renferme
majoritairement un hétéroside de quercétine suddete constituer une sorte de « réserve »
de principes actifs : aprés absorption et hydrolygestinale, cet hétéroside de flavonol

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

7.6. Activité antiradicalaire et teneur en polyphéols totaux d’E. stenoclada

7.6.1. La teneur en polyphénols totaux

Les teneurs en polyphénols totaux des différemtagibns obtenues a partir de I'extrait brut
d’E. stenoclad4ES tot) sont comprises entre 20 mg et 377 mg GAE /

Ce sont les fractions FC, FD et FE qui sont les piches en polyphénols. Les spectres UV
des composés majoritaires de la fraction FC coomdgnt a des oligoméres
procyanidoliques. La fraction FA ayant le plus failtaux 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 desomposés purifiés dE.

stenoclada
Echantillons (tésctt |I\S|It3ep?_lr1)tlcr:a|1;|(cs;1rlrrﬁ_)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 (3,63uM) -
Acide gallique 0,8+0,0 (4,7 uM) -
Acide ascorbique
(controle) 1,5+0,2 (8,51 uM) -

a. Les résultats sont exprimés eg,Cmoyenne + ECM (n=3)
b. Les résultats représentent des moyennes * (BEB) 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 sdnées entre
0,8 et 36,5 pg/mL. La fraction la plus active (%) ta une Gy de 0,8+ 0,5 pg/mL. La
fraction FE, renfermant exclusivement des flavonalan effet antiradicalaire modéré £§I
11,6+ 0,4 pg/mL). La quercétine pure a une forte adiantiradicalaire (G : 1,1+ 0,0
png/mL), équivalente a celle de I'acide ascorbigtiéssé comme contrdle positif (6d: 1,5+
0,2 pug/mL). (Tableau 12).

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

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

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

et I'activité antiradicalaire des échantillons tesés

8. Discussion

Les parties aériennesHl’ stenocladasont utilisées a Madagascar en infusion pour
traiter les désordres respiratoires comme les hitexc aigués et l'asthme. Un bilan
bibliographique a montré que le geritephorbiaest souvent utilisé traditionnellement pour
traiter ce type de pathologies respiratoires :tdescas par exemple | hirta L. en Inde
(Singh et al, 2005)ou dE. lunulataBunge au sud de la Chine (Nishimwtal, 2005).
Cependant, peu d'études ont été effectuées dahstlde valider leur usage traditionnel,
incluant I'identification de leurs composés actifs.

Les Euphorbes ont surtout été étudiées pour lebesse en terpéenes contenus dans
leur latex. Certains d’entre eux manifestent desvites anti-inflammatoire (Coreat al,
2005), anti-nociceptive (Ahmadt al, 2005) et anti-tumorale (Ferreiet al, 2005). Les
flavonoides isolés des Euphorbes ont été étudiésleoar effet antiulcéreux (Liet al. 1988),
antibactérien (Vijayat al, 1995) et antiviral (Ahet al, 2002).

Une étude récente décrit I'effet de I'acide galéqet la quercétine isolés de I'espéce
E. lunulata Bunge sur différentes lignées cellulaires. Cetl@agdhénolique et ce flavonol
semblent mimer l'effet de I'lL-10, aux effets amthmatiques (Nishimurat al, 2005).
L’hélioscopinine-A, un autre polyphénol isolé d’'uastre espece;. helioscopial., exerce
un effet inhibiteur du leucotriene D4 qui induitdantraction de la trachée des rats, et inhibe

I'antigéne induisant une broncho-constriction cleeramster (Parlet al. 2001).
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En collaboration avec Dr. Nelly Frossard, respolesade I'équipe « Inflammation et
Environnement dans I'asthme EA3771 », nous avois pgpur un modele cellulaire basé sur
linhibition de la prolifération de cellules musaires lises bronchiques, induite par une
cytokine, I'lL-18. Ce modéle est en effet validé par des étudedesiCMLB 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’estiactivité du métabolisme mitochondrial

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

Un fractionnement bio-guidé de I'extrait éthanoBq(ES tot) préparé a partir des
parties aériennes H: stenocladdaill. nous a permis de montrer que la seule foactctive
(FE5) I'était par la présence de quercétine. Cédt ednti-prolifératif sur le muscle lisse
bronchique n’a pas été rapporté auparavant. Cdtat®st en accord avec plusieurs autres
études montrant I'activité anti-proliférative de daercétine sur d’autres types cellulaires
(Kandaswamet al, 2005; Lamberét al, 2005). De plus, plusieurs études expérimentaiés
montré les effets bénéfiques de la quercétine tangmitement de I'asthme. En effet, ce
flavonol inhibe I'obstruction bronchique et I'hype¥activité 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 deagsium (Koet al, 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 lacgtise en mettant en évidence sa
capacité inhibitrice de la prolifération du mustkse bronchique induite par une cytokine
inflammatoire. Ils valident également le test delle utilisé, qui est parfaitement adapté aux
criblage d’extraits végeétaux et permet par fractement bioguidé d’identifier le(s)

constituant(s) responsable(s) du potentiel antiraatique décelé dans un mélange complexe.

L’étude de RSA, bien gqu’elle concerne un nombraténde composés, a démontré ['effet
anti-prolifératif supérieur de la quercétine pgpport a d’autres flavonols substitués. Il parait
gue, d'une part, la méthoxylation du cycle B rédlet50% l'activité de la quercétine, alors
gue la substitution totale de tous les groupembwtsoxyles l'inhibe totalement. Ainsi, la
présence de groupements hydroxyles libres dansydke B parait étre importante pour
I'activité antiproliférative de la quercétine. Dia@ part, la glycosylation en C-3 (rhamnose,
glucose ou galactose) abolit completement cetteitgctCe résultat confirme I'importance de

I’hydroxyle libre en position 3 dans le maintienld@etivité.
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D’autres travaux cités dans la littérature moritrgne des dérivés de la
guercétine substitués par un ou plusieurs méthexgdat plus actifs que la quercétine elle-
méme induisant une relaxation de la trachée deyeopaé-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 traiterde 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 rappgodda 30-méthylquercétine
est activein vivo, inhibant I'inflammation et I'hyper-réactivité tmohique dans un modéle
d’asthme murin (Keet al, 2004).

Les asthmatiques sont soumis a un stress oxydatmhanent, et de ce fait il a été
suggéré qu’une supplémentation en antioxydantsndienait les symptébmes de l'asthme
(Nadeenet al, 2003). De plus, des études épidémiologiquesemietin exergue la corrélation
entre la consommation réguliere d’aliments riches 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 alimentairesiradent modifier le développement de

pathologies respiratoires chez des individus aigsq

Une teneur élevée en polyphénols a été trouvée wlamsles sous-fractions obtenue
lors du fractionnement de I'extraitEEliphorbia stenocladda fraction FC, et s’explique par la
présence de tanins caractérisés par leur spdd¥fest leur coloration rouge brique avec le
réactif vanilline-sulfurique sur plaque CCM. Le geiuphorbiaest en effet connu pour sa
composition élevée en tanins hydrolysables (Abdalti@novaet al, 2001 et 2003; Ahet al
1996).

Dans le test au DPPH, les fractions les plus axtieC et FD, ont des &l
micromolaires. Il est bien établi que les compopéb/phénoliques peuvent agir comme
agents réducteurs, antioxydants donneurs d’hydegémpiégeurs d’oxygene singulet (Rice-
Evanset al 1996; Kandaswami et Middleton, 1994). L'aciddligak, présent dans la fraction
FA, manifeste I'activité antiradicalaire la plusrquée, et méme supérieure a celle de I'acide

ascorbique, choisi comme témoin.
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En conclusion, cette étude a permis de montrergextrait de parties aériennes
d’'Euphorbia stenoclad@résente un potentiel anti-asthmatique, en ét@palde d’inhiber la
prolifération du muscle lisse bronchique humairspomnsable de I'inflammation de la paroi
bronchique. Celle-ci entraine a terme une insuffisarespiratoire caractéristique chez les
asthmatiques. Nous avons pu monter le role détamhide la quercétine qui, bien que
minoritaire sous forme d’aglycone, existe danduig® traditionnel sous forme d’hétérosides.
Ceux-ci sont vraisemblablement hydrolysés apresrpben pour libérer la forme aglycone
active, voire hydrolysés si les préparations traditelles se font par décoction aqueuse
prolongée. L’extrait total &. stenocladgrésente également des propriétés antiradicalaires
marquées, liées en partie a la présence d’acitigugakt de tanins hydrolysables.

Méme si d’autres études s’averent nécessaires ganfirmer ces propriétés
stenoclada en particulier dans un modele murin d’asthmepptésent travail ouvre de
nouvelles perspectives dans le traitement de paghed respiratoires basées sur des données

ethnopharmacologiques.
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Anti-proliferative effect of Euphorbia stenoclada in
human airway smooth moscle cells in cultore
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Ahstract

The gihanolk exoact of @ Malagasy specles Spbonisia siom oo (E5) (Euphorbiaczas), tadifionally used a5 2 hertal remedy againsi asthma
ard pouie bronchids, was f2sped 1o evaluaiz posaible anll-proliferative acdiy an uman airsay smecth moscle o2l THASRC L

The ES sitanclic sximc potally atolehed ihe incerizukin-1 @ (10- LR induced prolifzradon of FASRM O {1y = 0,73 = 008 pg/mL. i Mo cyromnxk
elfect was ohserved up o 20 pa/mi. A blowsay-goided Tracionation of the ethanolic exract was parionmed by revened-phase (RF) dash
cheomaingraphy. glving fve frecilons (FA ke FE) where fraction FE was the oaly acilve on2 (10, =038 £ 002 pefml). T poridealion of thiz
hlnacuve fraction FE was corried oot By RP-HFLC affording six sut-rrciions L-6, and only sub-rmciion 5 kept che anil-proliferatlve 1oiviey, o
major consiiment was d2nl fzd as quercedin [Ty = 0422012 wa/mL ) by mems of HPLOUTW2E omd co-sludon wilh ihe auihzniic siandard
Cherciirin was alss 1d2nilfed In the fracilon FE bul was inactive. A sinicime-aciivily relatiorehlp with favonols delzrmined thae methylation
rzduced the anckprofderaties aciivliy whereas ghyocylation abolvhed '@

The pressat smdy shows thar the antprolifrates properile: of Egnberina seeanciael ane medialsd through che présence of quercetn that may

explain the traditional we of this plani 2% 2 remed ¥ agana asihona.
£ 200 Elsavier Irzland Led All righis ressrved.

Enowonls: Ashne: Prchifl

; Airway ih muscle; O in; Flz

ich: Evphoris steooclads [Esphorbiscend

l. Imtredoction

In the framework af cur resaaich on hicactive principles from
Pelalagsey spacies (Fakotcarison et al |, 20035 Um e al . 2005,
we examdnad the epdemic spacies Enphorbis steacelada Ball,
{Euphorbincese), locally kmown as “famaia® o *hamatse’. It is
a spimy shrub belonging to the xerophyiic vegetallon grown
in Sowth-Esst of Madogascar (Tokar areal It belongs to the
gemes Eupborbia or spunge. the larges) geous of Buphortdaceas
with about 1K species charactermed by the presence of white

" Cormponding maibor s Copariemene 'Pharmscogeosic o1 Mohicula
rairelles bicazitees’ 1C]1 “Bistecheologies, Eienolioula st Ineoreions
Thinpeuiques’, UMRE-CNREULP 7175, Faukd de Pharmocie, Uareersiid
Lowiz Paszur Sioobourg 1, 74 roue du Bhin BEZA 7401 Tkirh Codex,
Franze. Tel: 33 3 50 34 42 35 foc: 31 2 W0 24 4311,

E-maii addreoe: anisclie. kbiizin@ phorna-simsbedr (AL Lobamin,

MTE-EMLE - see frani caiee & 20085 Ebever Imland Lid All nghis resered.
dhed:L 0L 106 o O 075006

milky labex, The compounds solaed from this genus include
flavemaids, triterpencids. alkanes. smine scids and alkaledds
(Singla and Pachak, 19900 Flyvonaids from Eophorbiscess fame
ily o well documented for their vanous activties mch as
ant-tumcur (Bomser et ol 1996), ant-inflammatory (Bani et
al., 20000 apiicacidant (Lin et al., 2002 aob-diucetic {Yoshids
et al., I98E), and-diarrheic { Agata =t al_ 1591 or ani-oalanc
(Toma et al. 1999, The gems Eyphorbia hos been subgect of
intease phytochenical sxomination, becanses of its medicinal
ugzs for the reatment of numerous diseases including skin dis-
ermes, gonorthoea, migraine, intestinal paasitess and wan cures.
Fuat neither phytochemical nor phamrascological sadies hove
beren conducted an Exphorhis steaocida yet.

Ewphortis stemerliada is raditionally used by the Malogasy
population as an imfusion of the s=nal paris io teat respiraiory
dizzazes such o scute bromchitis and asthma. Bronchial ashma
is o rather widespresd disease in Madagascar, characterzed
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as on hyper-reactive aredy disorder ssociated with recumeni
and reversible wheezing episodes and respiralory symploms
such as cough and shonnss of breath (Peal and Mellis. 2003,
Brefler, X002 Wood, 2002, Asthras is also msocialed waih
siruciural changes of the mreamws. mcluding mfAlraton of
inflamaatory  cells. epithelial desquamaiion. mab-zpithelinl
fibecsiz, and mereased thickness of the smooth muscle laver
i for review; loobert and Harmid, 2005}

Therefore, cur gudy aimed ai evaluation of porendal anei-
proliferative effacts on the aireay smooth moscle of Exphanbia
stenpcieds (ES) senal pans. Hence, we treated buman aic-
way oo muscle cells in pnmary culture (HASMC) wath
interleukin. |3 {IL-1R % a pre-indammatory cyickine present in
large quaniti= in asthwatic airvays and kncen for s prolifer-
ative effecton thess cells {De et al., 1993, 19955 sach or withoui
ES mxiracis pretreaiment. This anbiproliferstive sssoy was also
wsed to perform ahicassay-gnided fractionation assay toidendfy
the active compounds of ES.

2, Muterial mnd metheds
£ 1. Phow materio ang extraction

Acnial pars of ES were collected i svmmer 2003 from
ihe Tokar region. in ibe Souih Easem pon of Madagmsca,
and authenticated by A Rakotozaly (Ethnoboiany depariment,
IMPA. Madagascary. A voucher specimen {ref. 4768 wm
depoated m the herbanum of the botanical and zoclogical park
wf Teimbazeea LA nimnananyo, Madagreca). Eleven gmms of a
mixiure of lasves and stems were finely grounded and moceratad
thres tirpes in %6% ethanal (EPCH T at room emperalure duning
24h. The filtered extmets were combined and evaporaad under
reduced presanre, resnspended in water, defaited with cyclohex-
ane |three times liquidliquid panitions), and doed o afford a
|46 g of ethanalic exiract {13.2% w'=) (Fig, 1
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Fg I Schene of ihe biowy -guided irictioraticn of the sthasclic auimcy
Erom ES merinl parie. Afrereibancliz aximzios asd defstiing with oy clobiours.
the gatract wan fracionasd by 13 -Fluh chremuegnphy inb s Frciion
FA w FE. Tha serive fraction FE w s furibar frscionaiwd by the s oo way inic
six snb-fractioen |5, and mabjeceed o b enti-prelifostive anay.

21 Frorfioagion, elation aad st e/ Eotaey
relatdonship (SAR)

Fracticnation of the bicadive ethanolic exmact of ES wos
camied out by a hic-guided appreach (Fig. 1) About 10 pg of
the ethanalic rezidue was dissalved i | mL of 508 EvOH Saaber
for evaluation of the snt-proliferatize properiy on human air-
way smooth rmuscle cell i culture (HASMC), Cne gram of the
defaited ethanolic extract wis dissalved in methancl, and frac-
tionated on a0 octadecy] sjljcai colurom (fash chroraogra-
plwy. 40 mom 3 150mm, Bicage™, Dhyax Caorp. Company) using
a stepwise eluon with waermethonol from 10% o (0%
rmethimed {How rate =40 mLmin . Thiny-seven fracoons were
collacted and onalyesd by means of TLC (thin layer chomarag-
raphyi (2lica gel plates Fagy. 5554, Merck) with BtO® o omue
acidiaceic acidiwater, (001111227 iwiviiv) as the el vent gys.
tern. Spois were detectad A 254 and %66 nm wavelength. and
revealad with NFPEG (1% methanolic diphe mylbono acid 8-
ethanalamino esierpolyeihylene glyool) ragent. Similar frac-
tcns were combined and affordsd five fracuons (FA to FEL
These five fractions were dissclved i 50% EiOHwater at a
[ final conceniration for msessment of the onbi-proliferative
activity. The active fraction (fraction FE) was purified by
0 EATi- atve reversed-phase HFLC {250mm s 21 mmy
Mucleodur™, Macherer-Magel] eluted with 0.01M HiPOy
iphase A) and MeOH (phose Biin the following conditions:
from 95% vo S0% for 10 man (AL from 50°% to 300% for 25 min
{ A0 and to 100 for 5 mn (B folkowed by wrshing and recond -
tioning of the columm. Fractions were monitored at 37 0nm {115
UV detector, Gilson i (Fig. 23, The punfication afforded six aib-
fraciions, controlled by analytical revesed.phase HFLC (9010
pump and Prostar phobodicds array depectar. Varani as men-
ticned abewe, drisd and dissolved io 50% ErOHwater as the
rong suitable solven for BS fractions for lss oyiotonio side.
effecis on HASMC ps compared with DMS0 ar ethanal alone
{dats noi shown |,

The consiivents of ibe actve fraction FE were identifizd
by means of revemsd-phase HFLCUWME (HPLC, Agileni;
Polans column: Bnaber 30004+ mass spectrometerand co-elut=d
with the mspective standards in the previoudy reported shaion
conditions {Eecarpa and Gonzaler, 20000, Maos gectm were
chiamad m negative and postive mod s,

Strucnarefactivity relations hip (3A R was sudied by compar-
ing the anti-prolifemtre activity of quercetin and jis methyl aed
i(.methylquenceiin and pentamethylquercermy ond glyccay-
lated derivatives (hyperoside, querciinin, and iscquercitring {all
aandands supplisd by Chromades at 10 ond 20 pgfmL

23 Primary culfare of himesn airvay semoank nuaele cells

Human bronchial smooth mescle cells (HASMC) were cul-
oared from buman bronchiol smeoth neecle cbtsnsd from
healthy lung iransplant donors afier sudden death Centre for
Biclogical Resources (CEB ), Dr. W, Maminet, Nancy, Franceh,
The smioath muscle cells were culinred in Dulbecco’s modi-
fed Eagle's medium (DMEMFL2L supplemented with 105
foelal bovine semam (FES o penicitlin (50 UimL ), sireptomycin
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Fig. 1. EF-HPLC profles {220 mm) of ES icfariconeaecy, EX atharcliz exirei arad st ve frcrion FE. The companisonof the profilanck iba aciree frvziion FE wits
E3 gikaralic exrscifron whizh il woo axinzied, skoog with ke infinion {scqpecws evincd) of ES an oediioaadly ased in suhne resment by Malapay paisni.

(50 pefmL ). non-essential armne ocids (10000, L-gluiomine
2 mb{} {all producis from Invirogen), and inadin (5 pgfiml)
iLilly, St Clond. Framce) in a bumidified chamber (37 5C, 5%
Cihi with the mediurn changed every other day (all products
mappliad by Imvitrogen. Cergy Ponivise, Prance ) Cellswere used
for experimenis at pamsage T,

24 Cell rratment

Calls ware vreared with buman [L-18 (10 ml.. B and [
Bystama. Lille. Francei ot ite solveni for 4 days with medinm
changed daily. Cells were pre-ireatad with the ES ethanclic
pxtracl the five fmchons FA 1o FE, the six sdb-fractions [-4
of with =thanal (1% m culivrernedivm) as o blank for 1 h before
IL-12 treatment. every day for 4 days. Concentration-respons ¢
curves to the aforementioned compoumds were performed in
order 1o calculabe its potenoy expressad as inhibitory concenira.
ton S0 (e

Cell prolifemtion was meamred by the XTT amay
(2.3 bisf 2-methoxy-4 -mire- S-malfopheny]]-ZH 4 etraeol inm-
Scaboxanilide, “Call Proliferagon ke 11 XTI, Roche
Diagnostics, Mannheim, Germemy). sccording o the monadac.
narer s insnactions. Briefly, cells were seeded in @éewell culture
plas (3000 cells per well) in loaFRE {023% 0L maidin-fres,
[ EM-F12 medium. allowed 1o adbere for 3h, and were
ihen treated for 4 days with medium changed everyday. Cells
were then expasad io XTT {1 mgimL) for 3h and sbsorbance
moeamarad o 450 nm.

25 Expression of rennt aed siatisting! aealveis

Frolderation sindi = were performed ibree umes iniciplicate,
Resul are expressad m s percenioge of proliferation compared
with contmls and are presented on graphs as means £ 5.EM,
{sandard error of the mean]. Diata were analysed by o taveioilad

Srudent s f-test, a Sindeni-Mewman-Eeuls ez when compar-
ing more than tano vanables, o o Cunnett g ahen cormparing
doseyesponss data, & a p<005 kevel of dgnificance. 10y
are. expressed a9 mears = 5.0, (zapdard deviation), based on
conoenirabion-depe rdent curves performad three tmes in mpli-
[

3. Bosulis

11 Anti-prifenstive effect af E5 ethamalic emnact mag
bia-puided fractionation

IL-1B-mduced proliferaiion of HASMC was maximom at

o< L.00]; data pot shivam ), and this concentration was usedin the
fallowing experiments [L-1B-induced proliferation of HASMC
i51.6 £ 1.%% increass over bageline prolifemtion. p <0001 joas
iotally abalished by ES ethanclic exiract (10259 £ 2.1% inbubi-
tonat 10 pgimls p<0.00] ) aith an 10500f (073 £ 008 pefml.
Fracoons FA 10 FI? did noi shew any imhibitory effect on
[L-1B-induced proliferation of HASMC. Fraction FE was the
only sctive fraction, and otally sbalished -1 induced pro
liferation of HASMC (1000 £ 16% mhibidon & 10 pginl;
P00 with an 105 of 038002 ppml. Analysi by
HFLC-UV.IATY of this active fraction revealed the enclusme
presence of favoncls. These resulis migge that the bicac.
ive compoundis) of ES exhibiting anti-prolifemtive activily
i {are s only pressnt m fraction E and has thove) o lavonalic
smuciure,

Fmction E = absequently fmctionated inie six b
frctions. named 1%, using a semni-prepaniive reversed- phisss
HFLC, Each of these sub-fractions conmined o unique prod-
uck, identifiad by means of revemad-phass HFLOWVIMS,
Sub-fraction 5 ooly displayed the ability to tolly abolish
preliferation of HASMC induced by [L-1R (105.7£12%
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Fig % HPLC prohk (2E0 ami of the sztiee Fraction FE. The meai sziive frction (FE) prepared from ES edhanelic avinsi present s mjer compoands (leeencls
wxzluvaly i deiscied 0 2E0 am | ared 5 wers ickniified by meam of HPLC-1CME g3 quersimin s queresiing mapeenively,

inhibition: p<0001) with an g of 04% £ 002 pgml.
The fwe cther sub-fractions (1-4 and &) did not show amy
anti-proliferative effect. The solvent imelf {530% FEOH water
of & 1% firal concemtration) did nol modify 11L-1 B-induced
proliferation of HASMC idata noe shown),

12, Memtification of the hivactive compound

T identify the compound isolated from sub-fraction 5 that
displiys the anti-proliferative actiwity ioaards 1L-1 Bindocsd
proliferation of HASMC, the whole fraction FE was amalvaed by
EP-HPLC-DADLME (reversed-phase-high performonce liquid

.i'..-h“"-.
E -_1_.-w." ._i__.-"'-.-r* i
o .1_.-. -

L1 L g
L1 ]
i) itk
1] azlncicss
[CW] dlimassd

i rharmnnd

chromatography-diode amay detecior-mass specmometry). The
major compound of fraction FE was deiemminsd & quercinn
contained in sub-fraction 1 (reeention ime (R of 1952 min
UV maximal absorpion (4., ) 6t 253 and 249 nm and malac-
ula weight (MW) of 447.0). Sub-fmctions 24 ond & were
eluted oo B 20093, 2278 247 and 3242 min, mspectvely
and had a Bavonclic 1Y profile. Cuercimn wes therefore not
the active compound of FE. A second flavenal was deiacred
in FE. identified as quercerin. [ was comimned in sub-froction
S (R =TV min, A 254 and 368 nmi, and MW: 30005
iFig. 1. Confinnetion of the simcure wa done by co-elaion
with authentic standards

L& R} Bd HA

il (1 | i

[yt oH OH 3
|

{Tule {IMe (Tle {inlE
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Fig. 4. Srscore of Aveornl wed in the SAR winck, The Azvonel sonzenimtenn wed in SAR acereity wre 10 0100 ged 200200 jia'nl. ), quercatin; O, queriinn

(er quercetin --rhamncaide): 10, izequeretin (or querzein 3-0-glocoride)s H bypamadae (o g

paniamathybpersiin.

in 3-Cgel adel; ML Vomarkyl queesing FMO,
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Since quercelin and quercittin only differ in nanae of the
sabaiiwent 1o positon O-3 {positon 3 of the C ongl, =2 con-
ducted a study of smucture/actvity relaticnship, by companng
the anti-praliferative activity of quercetin with ghyeosylaed o
methylaed daratves (Fg 41 Mone of the quercetin betero-
sides displayed any activity on the 1L-1E-mdoced proliferation
of HASMC, suggesting that tbe bydmoxyl group in posiion 3
of the C ring needs to be kept unsubstituted. Stoadies conducted
with two methylated derivatives showed that the Savoncl wih
ome lydroncy] funcion of ihe B ring iak o called catechol modets)
mibstituied with a methoxy in pesition 37 -methylquarcetin)
was no longer sctive at 10 pgfml; however, 1is and-proliferative
effect was resiored at higher concentmtioos. In contrast. the ant-
prolif erative properties of the methoxylaled quercetin derivative
i pentamethylquerceting were s, sven ot higher conce nirations.
These remlis then mggest that all free bydroxy]l groops of
quercelin A nacessary o s anti-proliferatve ackivity, and thai
any substitution, whether methylation or glycosylation. lowers
if ot tolally abolishes this affeci.

4. Discuassion ond conclusioes

Thie present study provides evidence that an ethan clio =stract
of Euplardia stencr iada inhibits [L- 1 B-induced praliferation of
the buaman areay smooth muscle, and identifies quercetin as the
raajor anbi-praliferative compound of Eephorkis stesoclada

Euphorbic steaccieda senal pans ae wsed in Madogmsoa o
an infusion to weat respiratory disord e suchi e soue broncha s
and asthena, Crther Eiphortia spp. ave also wraditicnally used te
treat these diseases in ofher counries, a5 for instance Eyphor-
big kirfa L. in India {Singh et al,, 20057 or Euyphorbia fmnas
Bunge in South China (Mishinuam et al., 2005 However, only
few sudies hove been conductedin coder to understand their tm-
ditional uses including e ntification of their active commponents
and their mechaniEm of action.

Although terpenes of Euphorbascess bave been shown o
exhibit onti-inflammatory (Corea et al. 2005), anbinocioeplive
{Ahmad =t al., 20050 or anti-iureour {Peeredra et al., 2005 prop-
erties. the active compounds solated in this sody from Ewphee-
big stencoiads were polyphencls and not terpenes. Flvonoids
isolated from other Ephorhis spp. bave also been sudied for
thair anu-ulcer (Lin and Yoan, 1982% andbacierial (Yijaya e
al- 1995) and antiviral properes (Abm et al. 2002). A receni
study described dhe affect of gallic acid and quercetin isclat=d
from Egphorhis lovelsta Bunge an several cell lines. Thess
phenolic acid and fawonal could odmdck some effecis of 11-
19, & eytokme with some anti-inflammarary effects in aghma
iMishimura et al., 30055 Helicscopinin-A, another polyphenal
isclated from Euphorbis belicscopia L., eeens an inbdbieors
effect of leukotriens Dd-induced tracheal contmction in rats and
alza on antigen-induced branchial constriction in an xperimen-
tal ashima model in the guinea pigiPark eval - 20011 Thus, it has
been chezrved from this sody that 8 polyphenclic constituent of
Ezphorhda stemockasia com rohibal the aireay smooth muscle cell
prodiferaton induced by inflammatory agenes sch s TL-1B.

Caar bic-guided fractionation based on HASMC prolferatan
shirwed that the compound that suppons the anti-proliferatve
acbwity of the ethapolic extract prepaced from ES aerial pans wus
exclusively gquercetin. This anti-profiferative effect on the human
airmay smzoth muscle hos never been reporied earlien. However,
this result is in sccordance with nomerous sudies showing the
anti-proliferative activity of quercetm in cther cell types, such
as in cancer cell Lines (for reviews: Kanadaswomi et al.. 2005
Lamben eial. 2005y In addition. vanous expenmental siudies
have shown benefits of quercetin in the treamment of asthima:
this flavoaol has been shown 1o inhibit bronchial chstrocton
and mraay hyperresponsreness in the guinea pig (Dorsch et al
1592, o display @n vitre relaxaot effects on guinza pig irackea
pre-contrached with histamipe, carbachol or KCL(Eo etal ., 1999,
20602, 2007 or to inhibat the release of hisamine & vifne from
rat peritcneal mast cells (Haggag e al.. 200350 The present stady
eatends its properies as.an inhibdior of aireay smooih moscle
proliferation thus adds knoadedge abour possible potential ani-
asthmatic propertes of quercetin im v,

The struchme—activity relationship conducted me this stady
alsa provides some new informiation. on quercetin that was the
moet potent anb-protiferative compound among other sobei-
tnted flavoncls It seeme that, on ore hond. a mathyl subai-
tmtiom in the B dng induces o 507 decreass in the acriwity
of quercetin wherase a total metivlation of the quercetin’s
bydroxy]l groups waially abolished it. Therefore. ihe presence
of free bydroxyl groups on the B nng scems bo be necessary
for e anti-proliferative activity of guercetine Om the other
hiand, 3-glveosylation by {rharancas, glucos 2 or galacioss) com-
pletely abolished the activity, This remali confirms the impar-
tance of the 3-0H pesition snbatintion of quercetin as a comer
stone in the actrity, Ohber works in e literature showed thai
quercetin dervabves having one of more methy substtution
were more actve than quercetin itself 1o relaxation of &mo-
Llatzd guinea pig trachea contmcted with bustamine, carbachal
of KCI (Eo et al. 1599, These aothors reported further o 3-
mechylquercetin isolated from Rbamnis saksha i (Hayam )
Hayara. a species vsed os folk medicine in Taiwan for tbe teat-
ment of mAsmmation and asthma, exhibibed relaxant aceivity
on the guirea pig traches m wiro by inkdhition of phosphodi-
eaerases{ Koetal., 2002, Recently, the same groap reported thai
pnethylquercetin is active fm v in mice, inhibiting infam-
mation and aresay hyper-respomsivensse inoa murine mode] of
asthma (Ko et al, 2004,

In conchmion, we have cleartly shown that Emplhoriia sfen-
ectada displays anti-proliferative actvity on the human aireay
smooth musche, dus o the presence of quercetin. Even though
further siidies are neaded toconfirm thess properies of Exphor
big stemeoiada iw vive, and in particular validatad in s morine
maodel of asghma. the present work opens new pergpectives for
asthma treatrment based on ethnoplarmacolagical sdiss.
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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-stéroidiqumeguitaires, de
source marine ou terrestre, identifiés a la foissda faune ou la flore, présents naturellement
sous forme libre, d’éthers, d’esters ou d’hétéresid_es triterpénes sont biosynthétisés a
partir de six unités isopréniques et dérivent tdussqualéne. Il s’agit d'isopenténoides
constitués de 30 atomes de carbones et possédantdelettes acycliques, mono-, di-, tri-,
tetra- ou pentacycliques. Ces derniers sont lesngjpandus (Mahato et Kundu, 1994).

Les saponosidessont des glycosides de haut poids moléculairestitaas d’'unités

osidiques liée a un triterpene ou un stéroide aglg¢Hostettman et Marston, 1995).

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

sont physiologiqguement actifs (Hostettman et Mars1®95).

Parmi les familles botaniques décrites pour leaporosides triterpéniques, nous nous
sommes intéressés a@ombretacées constituée d’environ 600 espéeces d’arbres, agbusi
lianes, réparties en 20 genres (Gareeal, 2003). Le genr€ombretumest le plus vaste et
comprend 370 especes. |l est suivi du gdreeminaliaavec 200 espéeces alors que le genre
Anogeissugst constitué de 19 espéces (http://132.236.168.18

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

L’espéceAnogeissus leiocarpusa pas fait I'objet d’études phytochimiques paess
surtout en ce qui concerne la présence des sap@esosi

Le but de ce travail est d’analyser la compositibimique des écorces de cette espece

traditionnellement utilisées en Afrique pour traities 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 triterpéeesioms de ‘saponosides’
et de ‘saponines’ qui correspondent aux formescaglgs, dérivent du latisapo= savon qui
évoque le caractére moussant de leurs solutionsuagqs ; ses propriétés tensioactives sont
caractéristiques de ce groupe d’hétérosides. Liaitiéh classique des saponosides est ainsi

fondée sur ces trois propriétés fondamentales.

On peut définir les saponosides comme des entiiésgques constituées :
- d’une partie lipophile appelée aglycone, géninsapogénine;

- d’une partie hydrophile ou chaine osidique.

Les saponosides sont frequemment rencontrés cBewéfgetaux supérieurs, en particulier

chez les Dicotylédones, mais sont synthétisés ggaiepar certains animaux marins.

2.2 Structure

2.2.1 Aglycone

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

- tétracycliques : de type dammarane, lanostaneycurlsitane.

» 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 structurppaaentées comme les glucoalcaloides de
type stéroide, dénommées « saponosides basiqu€es. substances azotées sont

généralement rattachées aux alcaloides.

2.2.2.Les sucres

Les chaines osidiques portées par les saponoskigent essentiellement sous la forme
pyranne, rarement sous la forme furanne : D-gluces&le D-glucuronique, 2-amino-2-
déoxyglucose, D-galactose, acide D-galacturonidqeannose, D-allose, L-rhamnose, L-
fucose, D-quinovose, L-arabinose, D-xylose, D-rédgast D-apiose.

Ces sucres peuvent étre partiellement estérifiésdpeers acides organiques : formique,

aceétique, butyrique, isobutyrique, tiglique, angéd ou férulique.

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

cing. La chaine osidique peut étre linéaire ou figmi

La position d’attache des chaines osidiques sglyane permet de distinguer :

- les saponosides monodesmosidiqueds comportent une seule chaine osidique liée
généralement sur le carbone 3 de I'aglycone patiaisen éther oxyde ;

- les saponosides bidesmosidiqugspssédant deux chaines osidiques. L'une est liée au
carbone 3, l'autre est fixée a I'aglycone par uasdn éther oxyde, le plus souvent en
C26 pour les dérivés stéroidiques, par une liaisster en C28 pour les dérivés
triterpéniques et en C20 pour les dérives triteiqpéas de type dammarane (Pasts
al., 1981; Pinkast al,1972).

- les saponosides tridesmosidiquepossedent trois chaines osidiques fixées en trois

positions différentes de [l'aglycone. Citons commeergple les saponosides

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

Les saponosides se présentent sous forme de poach@phes souvent hygroscopiques,
incolores, ou Iégérement colorées en beige, inadetree saveur acre. Ces poudres possedent
en général un effet sternutatoire. Presque tousdpsnosides sont solubles dans I'eau. lls
sont généralement solubles dans le méthanol swatobaud, peu solubles ou insolubles dans
les autres alcools, mais solubles dans 'EtOH 8®@%- et dans le BUOH saturé d’eau. Ils sont

pratiguement insolubles dans le ChIQU I'éther.
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Figure 1 : Structures et numérotation de triterpénoides aglso
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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 | , sm (FAB ou DCI) : masse et séquence des sucre8 a C-

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 techniqueedrepcopiques de RMN mono- et

bidimensionnelle, sans avoir recours aux méthobisigues d’hydrolyse.

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

structurale des saponosides. Leur intérét s’estiagréce aux progres techniques permettant

'enregistrement des spectres a haut champ etbbéddion de séquences impulsionnelles

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

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

la configuration des sucres (Mahatoal, 1982).
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2.3.2.1. RMNH

Avec la RMN 'H, les informations sont apportées, non seulemeat, les
déplacements chimiques mais aussi par la multi@lides signaux et les constantes de
couplage. Cette technique est particulierementiguée pour la détermination de la
configuration des sucres (Maha&t al,1982). L'étude structurale des aglycones est
conduite par comparaison avec des substancedatenee. La difficulté majeure réside
dans la détermination des chaines osidiques. [t & signaux relatifs aux sucres sont
situés dans un intervalle restreint entre 3 pp® pbm. Pour des saponosides possédant
plusieurs sucres, l'attribution des signaux esweatidélicate du fait de la complexité du
spectre dans cette région, méme s’il est enregidti@ut champ. (Dans ce cas, l'utilisation
d’'une séquence multiimpulsionnelle peut pallier dumites imposées par le spectre

monodimensionnel).
2.3.2.2. RMN*¥C

Il s’agit de la méthode la plus utilisée dans Kstructurale des saponosides. Elle est
particulierement précieuse pour la déterminatiors d¢laisons interglycosidiques, la
configuration et la conformation des sucres. Céméhts sont obtenus grace aux spectres
totalement découplés et a la séquence monodimergdien 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 darena de 60 a 110 ppm. L’expérience
montre que les déplacements chimiques de chaqt& moinosaccharidique a I'intérieur
de la chaine polysaccharidique sont similairesux ¢s monosaccharides, si on ne tient
pas compte des effets de substitution.

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

diminution du déplacement chimique du carbone aasi positior.
En définitive, cette approche se résume de la masigvante :

- Les carbones anomériques dans les pyranoses stdétivés résonnent a champs
faibles : 90-110 ppm ;
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- Les carbones portant des —OH secondaires dansylasgses donnent des signaux
entre 65-85 ppm ; les signaux des carbones alcegiésdéplacés de 5-10 ppm vers
les champs faibles par rapport aux carbones hytsxyprrespondants ;

- Les carbones portant des —OH primaires résonnérm @0 et 64 ppm ;

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

faibles du carbone.

Ces différentes regles ont été mises a profit déhsde structurale des saponosides de

nombreuses especes végétales.
2.3.2.3. RMN a deux dimensions

Les séquences multi-impulsionnelles (Saéleal, 1988) aboutissent a I'obtention de
figures de corrélation qui favorisent une intergtién sans équivoque des spectres
monodimensionnels et qui permettent I'établissememtla séquence de la chaine
osidique et de la position des liaisons hétéroabq Parmi ces procédés, nous
distinguons la COSY H-H (COrelation Spectroscop®) ka COSY relayée, la COSY
retardée, la HOHAHA (HOmonuclear HArtman-Hahn), ROESY (Rotating fram
nuclear Overhauser Effect SpectroscopY) et la NOHEBMclear Overhauser Effect

SpectroscopY).

Nous illustrons a l'aide d’exemples, ces techniquigsées pour I'élucidation des structures
des saponosides :

« La COSY 45permet de mettre en évidence les coupldges>J et de les distinguer
d’apres l'orientation des taches de corrélatioraviss de la diagonale (Siddigeit al,
1992).

« La COSY relayéepermet de mettre en évidence les couplddet *J. Aux moyens
de la COSY et de la COSY relayée, nous pouvonspiréter les spectres de RMN
monodimensionnels et attribuer sans équivoque l@masx aux protons
correspondants (Babadjamianal, 1988).

 La COSY retardée appelée égalemeRMN de couplage a longue distanceles
couplages®] les plus courants suivent un chemin en faucilldest® un zig-zag

prolongé (couplages en M ou en W). Ces observasons utiles pour déterminer la
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configuration anomérique de certains sucres et pmentifier des protons
diastéréotopiques (Babadjamiainal, 1988 ;Massiotet al, 1990).

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

* La ROESY consiste a observer des effets Overhauser da®$élentiel tournant, ce
qui permet ['établissement précis d'une séquencérbsidique. Elle apporte
egalement la confirmation de certaines attributidasrésonance et de configuration
des sucres (Massiet al, 1988).

* La NOESY mesure également des effets Overhauser et appestemémes

informations que la ROESY.

En outre, I'attribution des résonances des carbeheles protons peut étre réalisée sans
ambiguité au moyen d’une expérience de corrélaigth 2J etJ) 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 émidence les

couplages hétéronucléaireket®J (Baxet al, 1986).

Notons enfin que la techniqUBlADEQUATE (Incredible Natural abundance DoublE
Quantum Transfer Experiment) peut mettre en évieleles couplage’s C-C (Breitmaier
et al, 1987 ;Pereraet al, 1993). Cette méthode est particulierement pusa pour les
informations gqu’elle apporte mais elle impose deasntités importantes d’échantillons.

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

sommes proposé d’identifier les principaux conatits 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 aésgpus le nom vernaculaire de ‘bouleau
d’Afrique’. Il s’agit d’un arbre commun des foréle savanes de I’Afrique de I'ouest (Oliver-
Bever 1986; Hennenbergt al, 2005). Il peut atteindre 15m de haut, possede &bénes
droites de 1-3 cm, terminant de courts rameaux.déesiers portent des feuilles blanchatres,
de petite taille (2-3 cm de long sur 10-15 mm dgdy au limbe parcouru de 4-5 nervures,
ceux a la pointe acuminée. Cette espece possegqeetdes fleurs odorantes, réunies en
panicule terminal. Le fruit se présente sous fodaeoetite capsule sphérique, de 5 mm de
diametre. (http://assoc.pagespro-orange.fr/sermgabonnais/Anne%20marie.htm)

Figure 3 : Photo de spécimenAlhogeissus leiocarpus
source : http://www.metafro.be/prelude/prelude Amogeissus_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 gen&nogeissus

» Saponosides triterpéniques

Le seul saponoside décrit dans le genre a été &sqlartir des feuilles de I'espece

Anogeissus latifoligChaturvedet al, 1992).

Il s’agit du 3O-acétyl-oléan-12-en-28-oique-p-D-glucopyranosyl-(4)-O-p-D-

xylopyranoside.

‘ 22 OH OH OH OH
C(O
16280 (e} OH
O O
OH

Figure 4 : saponoside isolé Ahogeissus latifoliafeuilles

AcO

Tableau 1 :Etudes phytochimiques antérieures du géaregeissus

Espéce © asse Composeés identifiés Références
phytochimique
: (Aspinalet al,
Tanins 17% 1961)
. : Acide 3,3',4'-triO-méthylflavellagique 1) et (Nduiji et al,
Acide elagique et acide 3,3-di>-méthylellagique 1088)

Acide palmitique (29,4%), acide oléique (15,4%), €

t (Mackieet al,

Acides shikimique et quinique

A. schimperii Acides gras 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 1961)
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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-4B-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-z;gic:)et
9 2,4-di-O-méthylanolignane "
A. acuminata anogeissinine (1) et anogeissusine A (11) et B)(lll
' vescalagine, castaline, castalagine, acutissimjne ¢ .
. g ; (Linetal,
grandinine, eugénigrandine A 1991)
Flavano-ellagitanning
Ptérostilbéne (1), dihydrodéhydrodiconiféryl ali) ( (Rimandoet
et conocarpane al., 1994b)
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5.2. Etudes biologiques antérieures sur le genfnogeissus

Tableau 2 : Activités biologiques du genrénogeissus

Espece

Activités

Extraits / Composés actifs

Références

Antimicrobienne

Antibactérienne

A. leiocarpus Antifongique

Extrait 50% EtOH

(Adigunet al, 2001), (Sanoget
al., 1998), (Almagbouét al,
1988)

(Taiwoet al, 1999), (Rotimet al.,
1988)
(Govindarajaret al., 2004)
(Batawilaet al, 2005)

Antimalarique,
leishmanicide,
trypanocidaire,
antihelminthe

Extraits MeOH et CKCl,

(Okpekonet al, 2004), (Vonthron-
Senecheast al, 2003)

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

(Rimandoet al, 1994a)

ptérostilbene (1),
dihydrodéhydrodiconiferyl
alcool (Il) et conocarpane.

(Rimandoet al, 1994b)

(Govindarajaet al., 2004a)

Anti VIH-1
A. acuminata
Cytotoxique
Antioxydante
o Cicatrisante
A. latifolia Anti-ulcére

50% EtOH

(Govindarajahal, 2004b)

Extrait 50% EtOH

(Govindaraja al., 2006)

Antimicrobienne

Extrait 50% EtOH

(Govindarajeet al., 2006)

5.3. Utilisations traditionnelles

L’espéceAnogeissus leiocarpuest utilisée traditionnellement dans différentefidations :

» écorce du tronc: contre l'anorexie, la constipatienpaludisme, l'ictere, I'asthme,

toux et bronchite.

» Feuilles : contre la jaunisse, les rhumes de cerM&sthme, toux et bronchite.

» Rameaux feuillés: en cas de migraine, de dyserdaribienne.

(Sanogcet al., 1998).
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6. Matériel et méthodes

6.1. Extraction et isolement

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

oo

AlLecl AlLec2 ALec3 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) Léc2D (5mg) ALec2E (2 mg)

Figure 5. Protocole d’extraction et de purificatiofAd leiocarpus

Les écorces &. leiocarpusont été collectées dans le parc national de Niokalba
au sud-est du Sénégal en Novembre 2004 et idestifi@r le botaniste Dr. M.S. Mbaye de
I'Université Cheikh Anta Diop, de Dakar. Un éch#ati (8580, 26-X-1941) a été déposé a
I'herbier du laboratoire de botanique, a I'Instiftdondamental d’Afrique Noire (IFAN) de
Dakar.

A partir de 50 g d’écorces finement broyés et mesélans 80% EtOH sous agitation
magnétique a température ambiante (3 x 500 ml¥; ebetraits obtenus ont été filtrés,
combinés et évaporés a sec sous pression redxiiteif &tOH) (3,19 ; 6,21% p/p) (Figure 5).
Un aliquot de 3g de I'extrait EtOH a été fractiormé& colonne de Sephadex-LH20 avec un
gradient d’élution HO/MeOH selon les conditions suivantes :
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Fractions MeOH KO 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 rassembléesretida de leur similitude de profils
CCM. Ainsi, 5 fractions majoritaires ont été récgas (ALecl a 5). La fraction ALecl (60
mg) a été fractionnée par CCM préparative sur gekilice avec comme solvant de migration
un mélange ACOEt/MeOHA® (100 :17 :13; v/viv) pour donner lieu aux congmaLeclA
(9 mg) et ALeclB (10 mg). La purification de ladt@n ALec2 par CLHP-C18 selon les
conditions d’élution sous-cités (tableau 5) a candwobtention de 3 produits purs ALec2C
(15 mg), ALec2D (5mg), ALec2E (2 mg), et 3 autresduits 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-\ecdeR54 et 366 nm et révelés avec le
réactif de NEU (2-aminoéthyl-diphénylborate a 1 &msldu MeOH) pour les polyphénols et

par le réactif a la vanilline-sulfurique pour lesgenes.
6.2. Conditions chromatographiques utilisées en CLH analytique et préparative

La pureté des produits a été contr6lée par CLH®-&ialytique (pompes 9010 et
détecteur a barettes de diodes Prostar, Variany ¢k conditions chromatographiques

suivantes :

Débit (1 ml/min), détection a 370 nm pour les atiagns et 205 nm pour les terpénes.

83



Tableau 3 :

Conditions chromatographiques CLHP analytique desibns AlLecl a 5.

Temps (minutes)

0,0IM HPO; (%)

Acétonitrile (%)

0 98 2
60 50 50
80 0 100
85 0 100
90 98 2

Tableau 4 :Conditions chromatographiques CLHP analytique dedpts purs

(ALec3-1a 3 ; 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 (2621mm, Nucleod(§, Macherey-Nagel)

a eté opéree selon les conditions chromatographiswigantes :
Débit (10 ml/min), détection a 370 nm (115 UV dépedGilson).

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

aL -=c (-_n-:n'.‘a)(nmf'rrr'-_i,y;q__o‘ VRS ‘ -------- AL -eo( e i2:13) (RuEb!tem WD) r\j[n}j:i
o RO - “
: | |
> I ellagitanins
terpenes > "\.,____:J L:I_:'_){—-) I n T f.._ C ) <
ok o | O —
S Ems = - - «—
Alec1B > %\-" :. |
ALeclA > - - |
) |
|
. . W] .-
EtOH 1 2 3 4 5 EtOH 1 2 3 4 5
Figure 6 : Profils CCM sur gel de silice de I'extrait totalt(BH) 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) treordes taches de couleur bleu
violacée apres révélation au réactif de vanillinéusique, indicateur de la présence de

terpenes. La révélation au réactif de NEU présdasespots de fluorescence jaune a 365 nm,
indicateur de la présence de composés aromatiffigese 6)
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¢ ) Alecl

150—] &
50— ~— AL _,_AA_,_AM\M__J‘ \‘\,_\J\__i / \k
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—

I N ¥ SR | W

‘ ‘10 ‘20 ‘30 ‘40 ‘50 ‘60 ‘70 ‘80 ‘90 ‘

Minutes

Figure 7 : Profils CLHP (205 nm) de I'extrait total (EtOH) @¢s différentes fractions
qui en dérivent (ALecl a 5) [5 mg/ml]
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Les profils CLHP analytiques de I'extrait totalles fractions ALecl a 5 obtenus selon les
conditions détaillées dans le tableau 3, permetegérer la fraction ALecl qui renferme
majoritairement 2 pics (dénommés ALeclA et ALectiBjt le profil UV correspond a des
terpenes. Ces résultats confirment la coloratiendlket I'intensité des spots observés en CCM

(figure 6).

D] ALec2E

15—
10—
5]
0—|

o] Alec2D

1.0 \“\ AlLec2C
I\
05— 7J‘ ‘k. o -
mau] |
300 \ AlLeclB
=] |
0o T T ~ ‘ ‘\

o] ALec1A
100—

‘ ‘5 ‘10 ‘15 ‘ZO ‘25 ‘30 ‘

Minutes

Figure 8 : Profils CLHP (205 nm) des produits purs isolésfdaestions ALecl et ALec2. [1 mg/mi]
La figure 8 présente les profils CLHP analytiques domposeés terpéniques ALeclA,
AlLeclB, ALec2C, ALec2D et ALec2E purifiés a padi leur fractions respectives ALecl et
Alec2.
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Figure 9 : Profils CLHP (205 nm) des produits purs isolésaldrhction ALec3 [1 mg/ml]

La figure 9 montre les profils CLHP des 3 dérivlagiques AlLec3-1, 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 préparatévpartir de la fraction ALecl.
9 mg de poudre blanche du composé ALeclA ont éténab. Le test Lieberman-
Burchard est positif (couleur rouge) indiquant utetpéne de type oléanane ou ursane. La

nature triterpénique est confirmée par spectroméeimasse et par RMMN et*C.

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 composeés ALeclA et B, ALec2CEk 2

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

Les spectreRMN °C, °C DEPT 135 et™*C DEPT 90 (figures 13-14) montrent 36
carbones dont un groupement carbonyle, deux cashé&thgléniques, 5 méthines, 5 méthyles,
3 méthylenes oxygénés, 8 méthylénes 7 méthinesoégyet 7 quaternaires. Ainsi, on déduit
la formule brute du composé ALeclAz8s:015), ce qui suggere la présence d’un triterpéne
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 sp&fN 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 =12,4, H-B) et 2,29 ppm (1H, dd, 12,4;4,8, )1 Ce
résultat montre que C-3 et C-2 sont oxygéneés etQydeporte 2H. La grande constante de

couplage de H-3 & 3,98 ¢ = 8,0 Hz) montre une corrélation type axial-aeatre H-2 et H-
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3. Les déplacements chimiques des carbones C-2-Ft[og 69,0 (C-2) et 79,8 (C-3)]
confirment la configuration dex2et 3 OH, qui a été bien illustrée par (Kojireaal, 1989).

Les spectresRMN *H (figures 11-12) etRMN *H-*C HSQC (figures 16-17)
montrent 5 groupements méthyles singulets, A pads 5 méthyles dans les spectres de
corrélationRMN 2D HMBC (figures 18-20)HSQC (figures 14-15) e€COSY (figure 15), on
peut identifier tous les carbones et protons dgiyione. Les données RMNC de C-29 et
C-30 @ 28,7 et 24,6, respectivement) indiquent le tygaoane (ils sont plus blindés dans le
cas des ursanes: ceux-ci résonnent dans ce cas #6t18 ppm et 20-22 ppm,
respectivement). Le squelette oléanane est confipaé les déplacements chimiques
caractéristiques des carbones C-12 a 123,5 ppml&t&144,3 ppm qui sont clairement en
faveur d’'une structure de tyfieamyrine (ces carbones résonent respectivemend @t1239
ppm dans le cas des ursanesamyrine). Par ailleurs I'absence des signaux spoedants
aux groupements méthyles 23 et 24 et la préseadeos groupements GBH a, 62,1,
64,3 et 62,8 ppm confirme que les carbones 23 sb@dhydroxylés.

Le blindage du carbone anomérique de I'hex@gedb,8) montre une liaison ester
entre l'oside et le sapogénine (en cas de liaisioer gil devrait étre déeblindé autour 8€00-
110 ppm). La comparaison des déplacements chimiggsarbones du sucig 8,9 (C-3)]
avec ceux de la littérature suggere qu’il s’agitré configuration D-glucopyranose. En effet,
dans le cas du D-galactopyranose le C-3 est plodép. 73,8 (C-3)] (Agrawal, 1992). La
grande constante de couplage (8,0 Hz) dé hidntre une interaction H-hxial/H-2 axial
d’ou une configuratiof du sucre.

Les spectre€OSY H-H, le proton &4 = 3,5 (H-18) corréle avec le protoa= 5,47
(H-12) (petit couplage).

Ainsi la structure du saponoside triterpénidueclA été établie comme étant2a,33,1%,

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

deTrachelospermum asiaticu(Rumiko etTatsuo, 1987), mais décrit pour la pegmfois

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 RMNH (500 MHz) et*C (125 MHz) de Alec1A (pyridinek).

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 ChH

6b 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 - 1443 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-16C-
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, t) 74,1 CH

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

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

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

6’ 4,42 (2H) 62,1 ChHl
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Figure 11 : Spectre RMNH (500 MHz) du composé ALec1A (pyridiras).
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Figure 12 : Spectre étalé RMRH (500 MHz) du composé ALeclA (pyridirgs).
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Figure 13 : Spectre RMN=C DEPT90 (125 MHz) du composé ALecl1A (pyridid8).
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Figure 15 : Spectre RMN COSYH-'H (500 MHz) du composé ALeclA (pyridirs).
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Les différentes corrélations observées dans AleclA

8.1.2. Elucidation structurale du composé Alec1B

10 mg de poudre blanche du composé ALeclB ontlinaos apres purification par
CCM préparative de la fraction ALecl (figure 5).test Lieberman-Burchard positif (couleur
rouge) indique la classe chimique comme étantrpéiee de type oléanane ou ursane. La
nature terpénique est confirmée par le spectre @0%anm (figure 10).

La masse moléculaire du composé obtenue par E@tr@édun ion pseudo-moléculaire
[M*] & m/z = 666 Da.

Les spectreRMN *°C, **C DEPT 135 et™*C DEPT 90 (figures 25-26) montrent 36
carbones : un groupement carbonyle, deux carbdhgkegiques, 6 méthyles, 2 méthylenes
oxygeénes, 8 méthylenes et trois méthines oxygébed. permet de déduire la formule brute
du composé ALeclB (gHss0:11), ce qui suggere la présence d’'un triterpene gubgtar un
hexose (saponoside monodesmoside).

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

carbones C-12 et C-13& 123,7 et 144,4 ppm respectivement. Ce qui esawezur d’'un
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triterpéne de type oléanane (figures 23-24). Lesigements méthyles sont caractéristiques
des triterpénes a des déplacements chimiques pganneke 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 netly et la présence d'un
groupement CHOH a & 62,8 en plus du groupement &bH correspondant a I'hexose
indiquent que ce groupement est en position C-Réttribution de ces signaux permet
d’identifier tous less des protons et des carbones de I'aglycone, gnécel@années fournies
par les expériences HMBC, COSY et HSQC. (figure82)

Le protons 3.53 (1H, dJ = 10 Hz, H-35. 85,7) ety 4.28 (1H, dddJ = 10 ;4,6 ;H-2,
dc 68,7) montre une configuration dihydroxyle, B33- (tableau 7). Cette configuration a été
confirmée par le spectre ROESY avec la corrélagatre H-B et H-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
'unité osidique est Ig3-D-glucopyranosidedp 79,0 (C-3)]. En effet, dans le cas du D-
galactopyranose le C-3 est plus blindé13,8 (C-3)] (Agrawal, 1992).

Le 5 6,36 (d,J = 8,1Hz) et. 95,9 du proton et carbone anomérique indique une
liaison ester avec la fornfedu sucre (tableau 7). Normalement, le carbone ériqoe d’'une
liaison éther avec le sucre résonne autoud.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-oateff-D-glucopyranoside ou séricoside.

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

tiges et racines dearadrymonia macrophylléTerreauxet al,, 1996).
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2a,303,19,24-tétrahydroxyoléan-12-én-28-oate-D-glucopyranoside ou séricoside.
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Tableau 7: Données RMNH (500 MHz) et**C (125 MHz) et HMBC de Alec1B (pyridine-
ds)

N° H J (Hz) °C 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, tlarge, 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 ChH 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 CH 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) 71,1 CH

5' 4,03 (1H) 79,3 CH

6’ 4.4 (2H) 62,2 CHhi

Tableau 8: Corrélations COSYH-'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|bhiw

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

19

H-30

20

21

22 a
22 b

23

24a
24b

H-23b

H-23b

H-11

H-3

H-5

H-2

H-6

19-OHu

H-19

C-19,C-18,C-20
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Figure 23 : Spectre RMN'H (500 MHz) du composé ALeclB (pyridim).
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Figure 25 : Spectres RMN°C DEPT135 et®C (125 MHz) de ALec1B (pyridines).
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Figure 33 : Spectre RMNH-C HMBC (500 MHz) du composé ALec1B (pyridi).
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8.1.3. Elucidation structurale du composé ALec2C

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

Le spectre de masse a donné un ion pseudo-mol&c(iMi] & m/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 unitésalinations d’'apres la formule brute de la
molécule dont 5 insaturations due au systeme pgriiqoe et une insaturation attribuée a une
double liaison.

Le spectres RMNH montre des caractéristiques spectrales typiques tdterpéne
poly-oxygéné. La difféerence de masse entre le cs@pf\LeclA et ALec2C est de (162), ce
qui correspond a la perte du glucose de ALeclA¢cddrec2C pourrait étre la sapogénine du
trachélospéroside E1 §£Hss012). Cette suggestion est appuyée davantage papéssdres
RMN *H, HMBC et HSQC qui montrent une grande similitiedicturale entre Alec-2C et
ALeclA. La comparaison des spectres carbone ebmpmdé¢ Alec2C avec ceux de AleclA et
Alecl1B a permis de localiser les groupements hydesxde Alec2C en positions C-2, C-3,
C-19, C-23 et C-24.

Le spectreRMN H figures (34-35) suggeére la présence de 2 hydrexyfgnaires 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 aussé&epce d’'un proton oléfinique? (5 5,53 ;

s large) qui justifie I'insaturation signalée ddasformule brute de ALec2C. De plus, le
spectre RMN'H (figures 34-35) montre 5 groupements méthyletiaiees ¢ 1,03 ; 1,09;
1,11; 1,17 et 1,56). Ces valeurs sont similairesli&s trouvées dans ALecl1A.

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 avepraton as 1,39 ppm (1H, t,11,9) et 2,3
(1H,dd,11,5;3,2). Ce résultat montre que C-3 et £ oxygénés et que C-1 porte 2H. La
grande constante de couplage de H&34234 (0 = 9,3 Hz) montre une interaction type axial-

axial entre H-2 et H-3. Leurs déplacements chimsgespectifs ef°C [5. 68,6 (C-2) et 79,4
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(C-3)] (tableau 9), confirment la configuration 8e et $-OH, qui a été bien illustrée par

Kojima et al, (1989).
La configuration a été attribuée a I’lhydroxyméthine H-19 a caustadmnstante de

couplage®J (4,9 Hz) avec H-18, indiquant une configuratais

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

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

Ainsi la structure de l'aglycone AlLec2C a été &tabcomme étant $icide

20,3p,1%:,23,24-pentahydroxyoléan-12-en-28-oique ou traché&leérogénine E

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

Trachelospermum asiaticu(@umiko etTatsuo, 1987).

H Q//, I,
1,

19
18

13

YD

24

acide ar,3p,19%,23,24-pentahydroxyoléan-12-én-28-oique
ou trachélospérogénine E
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Tableau 9: Données RMNH (500 MHz) et™*C (125 MHz) de ALec2C (pyridines).

N° OH J (Hz2) oC type HMBC
la 2,3 (1H,dd,11,5;3,2) | 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 4,34 (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
6Db 1,97 (1H, s large)
7a | 1,67 32,8 ChH
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 Chl
16 28,1 ChHl
17 - 45,6 Cq
18 3,61 (1H, s large) 444 CH
19 3,57 (1H, d, 4,9) 80,8 CH
20 - 35,7 Cq
21 29,2 ChHl
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| Cq
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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Figure 34 : Spectre RMNH (500 MHz) du composé ALec2C (pyridini).
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Figure 36 : Spectre RMN COSYH-'H (500 MHz) du composé ALec2C (pyridimis).
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Figure 40 : Spectre RMNH-C HMBC (500 MHz) du composé ALec2C (pyridiné).

Alec-1C B (HMBC 1HM 3T Pyr 500MHz

S ¥ S|

N H-27 - = H9H22 .,

I — C=30 =f#-

] c-15 - 214 c21

N C-20<4& _f9fC-20
C-14

C-10

—r

C-18

= C-19

40

| ~p= C-13 , v

\ =
(=N | T T | T T T T | T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | | | |
peme g 1,6 1,8 1,4 13 1,2 1,1 1 n,9|l*d' 25

pm !

Figure 41 : Spectre RMNH-C HMBC (500 MHz) du composé ALec2C (pyrididé).
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Figure 42 : Spectre RMNH-C HMBC (500 MHz) du composé ALec2C (pyridiné).
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8.1.4. Elucidation structurale du composé ALec2D

Le composé ALec2D (5 mg) a été purifié par CLHPpprétive a partir de la fraction
AlLec2. (figure 5). Il se présente sous forme d'ywaudre blanche. Le test Lieberman-
Burchard est positif (couleur rouge) indiquant lasse chimique comme étant un triterpéne
de type oléane ou ursane. La structure triterpénayété confirmée par le spectre UV a 205
nm (figure 10).

La masse moléculaire du composé obtenue par E@tr@édun 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 éthyléniquesyéthyles tertiaires, 1 méthyléne
oxygéné, 8 méthylénes, 3 méthines oxygénés, 3 nefthhon oxygénés et 6 carbones
guaternaires. Ainsi, on déduit la formule brute @mposé AlLec2D (§His0¢), ce qui
suggere comme un triterpene pentacyclique. Lardifiége de masse montre que la structure
de notre composé est celle de ALec1B amputé d'ucogk, ce qui correspond a la perte du
glucose de ALeclB. Nous en déduisons que ALec2Draibétre la sapogénine du séricoside
(CseHsg011), I'acide séricique. La comparaison des spectiddlR’C de ALec1B et ALec2D

montre en effet une superposition dgdes deux aglycones (figure 47).

Le spectrelR (infra-rouge) présente des bandes d’absorptiomgrdapements hydroxyles
(3352 cmt') et un carbonyle (C=0 1695 &n

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

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 co@érpar I, de C-12 §.123,1) et C-134;
145) caractéristique dg* oléanéne (Mahato et Kundu, 1994). L'identificatites méthyles a
permis comme dans les cas précédents d’identifies fes autre® des protons et des
carbones de I'aglycone grace aux corrélations HMBESQC. (figures 48-52).

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

configuration dihydroxyle & 3B-. La valeur élevée de la constante de coupldge.y.s

117



indique une position axial-axiaréns) de H-2/H-3 et confirme la stéréochimie de ple2 H-
3a (2 a-OH, 3B-OH) (figure 45) (tableau 10).

Ainsi la structure de la sapogénine triterpéniqilec2D a été déterminée aatide

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

Ce composé a été identifié dans les racineBedminalia sericegBombardelliet al, 1974),
les écorces de&. ivorensis(lwu et Anyanwu, 1982) €f. macropteraConradet al, 1998) et

enfin les racines deosa multiflora(Yeoet al,,1998).

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

N° H J (Hz) BC | type HMBC

la 474 | 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) 857 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 28,1 | 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 29,2 | 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 (pyridiru).

Figure 44 : Spectre RMNH (500 MHz) du composé ALec2D (pyridirus).
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8.1.5. Elucidation structurale du composé ALec2E

Le composé AlLec2E (2 mg) a été obtenu sous formeaielre blanche, aprées
purification par CLHP préparative de la fraction éd2 (figure 5). Le test Lieberman-
Burchard positif (couleur rouge) suggéere la présediain triterpene de type oléanane ou

ursane. La nature triterpénique est confirméd alduire du spectre UV (figure 10).

La masse moléculaire du composé obtenue par E@tr@édun 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 méthylesaites, 1 méthylene oxygéné, 8
méthylenes , 3 méthines oxygénés, 3 méthines nggéogs et 6 carbones quaternaires, ce
qui correspond a la formule brutgg84s0s. Confirmant ainsi la structure de la sapogénine

comme étant un triterpéene.

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 el 2 des C-29 et C-30, respectivement ;
en effet, les signaux C-29 et C-30 des ursaneswmésd entre 16-18 ppm et 20-22 ppm,
respectivement (tableau 11) (figure 55).

On note aussi la présence d’un proton oléfinigtfes 5,53 ; s large, 18; de C-12 §.
123,4) et C-134:144,8), caractéristique d’un oléanene (Mahato etddy 1994) (tableaull).

L’absence du signal correspondant au méthyle 2@ grrésence d’'un groupement
hydroxyméthyléne &, 66,3 suggére que ce groupement est en positidB)@t 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.,233- (tableau 11) (Kojimaet al, 1989). Le spectre
ROESY montre des corrélations H3H-25 et H-$/H25 (tableau 12), (figure 61).

Les corrélations HSQC et HMBC ont permis d'attribuer lesy et 6. de Alec2E
(figures 56-60).

Ainsi, Alec2E a été identifié comme étanadide 2r,3p,19,23-tétrahydroxyoléan-12-en-
28-oique (arjungénine).

La présence de cette sapogénine a déja été rapplanélrerminalia bellerica (Nandyet al,
1989) mais rapportée pour la premiére fois dafantalle des combretacées.
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Tableau 11: Données RMNH (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 - 144.8| Cq

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

17 - 45,9 Cq

18 3,61 447 CH C-12,C-13,C-16,C-17,C-2
19 3,6 (1Ht, 7,4) 81,0 CH

20 - 35,6 Cq
2la 2,13 291 | 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) 17,1 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

8
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Tableau 12: Corrélations COSYH-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
22b

23a
23b

H-23b

H-23b

24

25

26

27

28

29

30

19-OHu

H-198
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Figure 53 : Spectre RMNH (500 MHz) du composé ALec2E (pyridi).
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Figure 54 : Spectre RMN COSYH-'H (500 MHz) du composé ALec2E (pyridini).
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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 (pyridids}.
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Figure 60 : Spectre RMNH-"*C HMBC (500 MHz) du composé ALec2E (pyridids).
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Ainsi, 5 triterpénes oléanoliques ont été isoléd'éeorce dAnogeissus leiocarpusdeux
monodesmosidiques (Alec 1A et 1B) et trois aglysoiffdec 2C, 2D et 2E). Leurs

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

”L-*c_{’“'ﬂ'fﬁ;(nmf-m-._i,_,:.,“.__b\ VS |‘
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Figure 62 :ldentification des 5 triterpénes oléanoliques pa@MCanalytique
en fonction de leur polarité
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Figure 63 : Structures des 5 triterpénes oléanoliges isolés de I'écorce &nogeissus
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-@mégiive a partir de la fraction
ALec3 (figure 5). 3 mg de poudre jaune ont été mide Le spectre UV de ce composé montre
deux bandes maximales & 244 nm et 368 nm (figufe & qui suggéere 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 API4ki&Ié 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 &, 5,89 ppm correspondant au proton
anomeérique du sucre H:1lLa 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 ldditterature (Serafiret al,
2007), le composé AlLec3-1 a été identifieé comme ntétdlacide 3,4,3tri- O-

méthylflavellagique-4-g-D-glucoside.

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

N° oH 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" 4,55 et 4,6 (2H, dd)
- d3-1 1 (10 TH) CBDE 300MHz
J g
T . 3'.5 '

Figure 65 : Spectre RMNH (300 MHz) du composé ALec3-1 (pyridimis).
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Figure 66 : Spectre RMNH (300 MHz) du composé ALec3-1 (pyridimi).
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8.2.2. Elucidation structurale du composé Alec3-2

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

Within at 15.653 min _PuP = 250.83 nm

mAU [191.91

300

2004

1001

'200 250 '300 '350 '400

Figure 69 : Spectre UV du composé ALec3-2

La masse moléculaire du composé obtenu par API4ki&Ié négatif) a donné un ion
guasi-moléculaire de 330 Da correspondant a ladtedorute GeH100s.

Le spectre RMN'H dans la pyridingl5 présente un singulet & 8,06 (2H) et 2
meéthoxyles & 4,19 (6H) en faveur d’un systeme@iméthyle ellagique (figure 70 et tableau
14). Le spectre RMN HMBC montre des corrélationsesles protons 5/%t les carbones C-
5/5; C-3/3; C-6a/6a (figure 71 et tableau 12).

Ces résultats corroborent ceux trouvés dans &ditire (Khaeet al, 1990) et nous

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

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
1] 3 11 {1 Pur 200MHZ
3’3_ . - a .l
T ] ¢
] | | | |
- OMe-3/0OMe-3
] H-5/H-5 |
.;__‘.LJL_JJU L‘L [ o 0 oA I IR |
R P S S T e R R P S i T LS B S S R S TR S

a

0

g 7 G 4 4 3 2 1
Figure 70 : Spectre RMNH du (300 MHz) composé ALec3-2 (pyridimi&).
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8.2.3. Elucidation structurale du composé Alec3-3

Le produit ALec3-3 a été purifié par CLHP semi-@mégiive a partir de la fraction
ALec?2 et se présente sous forme de poudre jauBer(§). Son spectre UV montre 2 bandes
maximales (244 nm et 373 nm) indiquant qu’il s'agiut comme les deux composés
identifiés précédemment d’'un dérivé ellagique (fegid2).

Within at 18.427 min PuP = 249.46 nm

mAU [191.91
600
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Figure 72 : Spectre UV du composé ALec3-3

Le spectre de masse obtenu par API-ES en modein@gésente un ion quasi-
moléculaire a [M-H]= 359 Da. d’'ou une masse molaire de 360 Da, quiespond a la
formule brute GH120.

Le spectre RMN'H dans la pyridina5 (figures 73-74) présente un singulet
aromatique a 8,05 (1H) et 3 méthoxylesddd,05 ;6 4,16 ;6 4,2 (9H) en faveur d’'un systéme
tri-O-méthylellagique (tableau 15).

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportésladittérature (Nduji et Okwute,
1988, Serafiret al, 2007) et nous permet d’identifier le composécal8 a lacide 3,3,4'-
tri- O-méthylflavellagique.

OMe

Tableau 15: Données RMNH (200 MHz) de Alec3-3 obtenus dans la pyridie-
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N° o 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)

c3-31 (10 THY Pyr 200mMHz
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Figure 73 : Spectre RMNH (200 MHz) du composé ALec3-3 (pyridimi&).
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Figure 74 : Spectre RMNH (200 MHz) du composé ALec3-3 (pyridimi&).

Au total,

En plus des 5 triterpénes oléanoliques, 3 constituaupplémentaires ont été identifiés. Il
s’agit de dérivés de l'acide ellagique par aillewid§a identifies dans cette especa.:
leiocarpus(Adigun et al, 2000; Nduji et Okwute, 1988).
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9. Discussion

La famille des Combretacées renferme 20 genre®raparte 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 deiterpénes de type oléanane a été déja rapportée dans legpéc

latifolia (Chaturvedi, 1992). On retrouve cette classe deéouds dans d’autres

Combretacées, notamment dans les geGmrbretumet Terminalia Leur présence a ainsi

déja été signalée dans :

Terminalia belleri@a (Nandyet al, 1989),

T. glaucescen@Atta-ur-Rahmaret al, 2005),

T. sericeaBombardelliet al,, 1974),

T. ivorensiqlwu et Anyanwu, 1982),

T. arjuna (Row et al, 1970; Anjaneyulu et Rama Prasad, 1982; Upadleyay
al., 2001; Aliet al, 2003),

T. brasiliensigAraujo et Chaves, 2005),

T. myriocarpa(Majumdaret al, 2005) et

T. macroptergConradet al, 1998, 2001)

ainsi que dans

Combretum nigricangJossangt al, 1996),

C. guadrangularéAdnyanaet al, 2000, 2001),
C. molle(Asreset al, 2001),

C. leprosun{Facundcet al, 2005),

C. padoidegRogers, 1989) et enfin

C. imberbgKaterereet al, 2003; Rogers, 1988).

Bien que les triterpénes oléanoliques soient répaotez les combretacées, deux d’entre

eux identifiés au cours de ce travail, le trach@$osside E1 est rapporté pour la premiére fois

dans cette famille alors que les autres sont dépadiur la premiére fois dans le genre

Anogeissus
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Les 3 dérivés d’'acide ellagiqueisolés ont été déja identifiés dans d’autres esgpec
d’Anogeissus :
- A. leiocarpugAdigunet al, 2000; Nduji et Okwute, 1988),
- A latifolia (Reddyet al, 1965, 1974; Deshpandax al, 1976; Govindarajaet al.,
2005) et
- A. acuminatgLin et al, 1991).

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

- Combretum krauss(Brookeset al.,, 1999),

- Pteleopsis hylodendraitta-ur-Rahmaret al, 2001),

- Terminalia macroptergSilvaet al, 2000) et

- T. procera(Anjaneyuluet al, 1976).

Nos résultats confirment ainsi sur des criteresngues, le rattachement du genre

Anogeissus: la famille des Combrétacées.
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1. Sulyject ana sotree

Anaprirsus leinearpay Guill. & Perr (Synonym: Anageiosus schimpen Hochst. ex Hoich & Dalwel) (Combredy
ceae) B 2 woody speces commonly found in forest sovamnahs of West Afvica {(iver-Bever, 1986, Hemmenhery
et al., H5E Hs hark was collecesd in Miokok Kobe Matiomal Park m southexsemn Sene gal, in Movember 2004
and ilentified by the botmsi D Mbaye, M5, (University Chedlh Anty Diog, Dador). A voocher specimen (BS30,
26:X-1941 ) was depesited in the Herharium, Labomtory of Boteny, Instiint Fondamental d' Afrigoe Moire {TFA M),
Drafar.

L. Prévious wark

In jmevions phyiochemacal sioches, pobphenoli compomds identified =5 33 £ 4n-Oomethyllaovellgne med
34 ¥ triDmethy Mavell sgic acid-4 foo ghcmside, geniisic, profocatechnic, and gllic acids, and the fnnins chelba
lagic acid chebmlinic acid el ellagic acid were reporied Irom A lefiocarpur (Nduji ed 2l 1982 Moy and (kwate,
19835 Adigun et al |, 20005, Ling chained hydrocarhons (ircosyne and oclacsane), saimrated carbonylic acids (et
radecanodc, hexadecanuic and ooladecann acds b, msaturated acids (Hnalews ohd oledo acids mnd thedr nethy] esters),
together with inglycerides and chalesterol, were alia Halaied Inom the pedralemn ether exract af whale plant of this
species {Adigan et ol 2000 ) The nmique saposen mentiomed i the penws wes demilied 25 5.0 acetylolean- 12-en-
280t froeglncopymmosy ] — b foenylopyranosde, solated (roin the leaves of Anoprissus Tafffalia

* (beepoubng mbhoe Tl 433 39024 42 30, fur: 433 390 34 43 1L
Eums! addrers wwese hiacia @ hamausmadyg fr (A Loksidial

005 19 TRY - e Bl miame & 2007 Fleves Lol AD aglhis el
de L0 IS B 200705 0007
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(Chainrvedd, 19921 To oo owledge, no aiher inierpe ne has been reposied Irom this genns, [amons for the polysce
charide coment of #s gom {"gom ghoidd’) (Tischer e al, 20020

Mo trzckimonal mes of the bark of A, iocarpuy ane reporied i he lderstore. However, the btk of the relsted spe.
caes A kagfals 1 meed in the reaimed of skin diseases, smke and soorpaon bites, stomach dizeases, calics, cowgh and
ciarrhoea {(Jam, 191} The kaves of A leiovarpus afe also mied m the fealmeni of vanious health problems inclndmg
dem disemses, fever, diomhoea, maleria, md stomach inlection (Sanogoetal, 1998 Fyhrgmist el al |, 2002, Okpedom
elal., A ) Recause ofiis high conlent of tamins (23 %), il 15 2lso nesed m leather fomery | Mduji ond Ofwmle, 1987
A meviows study carried oot an this species denumstraied good aniproemal sctvity of 2 methylene chloride extrac
ol A leincarpus laves (Vonthion-Senechesn et al |, 20035,

A Presend sty

In this sy, the isalation and identificaion are reporied of five Enown Sitempenes and iempene glyomides
solaled for the fimst lime fom the gems: Anopdsws, nomely sevicoside 1, is reladed splyome senico aod Z, @
chelspeneside B1 3, @5 reladed aglycome inchelosperogenin B 4, snd anongenin 5 (Fig. 1)

Comgpemnd 1 was previously reporied in Terminelia plascescens (slem hark) (Atla w- Bahoem e 2l | 2005), Ter
minalia macrapiens (hark) (Conrad e 2l 1998), Terminalia sericea (Bombandelli et al, 1972 ) {roof ), Combrezim
merllir {stem hark) { Asmes o al, 200 ) and P aradrymonss macrophyfa (stems and roos) (Temmezaxed zl |, 1960 Come
momd 2 was previously idemlied in T, sericea (Bombandelli o1 2l 1972) (moos ), Termanalia fvorensis (siem bagk)
(Twa and Anyanwa, 1982 T. macrgpiera (hark) (Comrad et al, 19985 and Rose mafofon (roos) (Yeo et al,
1998 5 Compemnd 3 wos previomaly salsted (rem Budpea vebumosdes (imi rinds) (Young ef 2l 1998) and Trache
Ipgpermam adatium (whole plant) (Fomiko and Tatwma, 1987). Componnd 4 was previcusly reported oo T, assag
wum {whole plaint) (Fomko and Tetso, 1987 and Terminalia bellencg (hark) (Mahato el al, 192) and 5w
ientified in Terminala aguna{whole phnt) (Honda edal | 1976, T bellering {stem bark) (Nandy ed al |, 1989, Come
hretum aigricans (bark)y (Eossang ed al ., 1996), ond Combrrium guadrangulare (seedsh {Admyam et ol , 2000, 2000}

(1A gH s Reghiom
i A=A A a0H

{21 R 2R S0 Pt
L =R =0 Aer

) =0, =R

() AL = A =R =06
(TR S04, A =H A s0H
{81 A =0t =0 R g o

Frg 1. Souwcoee of wiepetes [ -5l e Bgieacd desvasne e d- § Bl wal lem A ebraeparbar Sescosile | serice w1, made iegeodle
El Jmdelepevpan B 4w imipaa 5, 1704 w00 mesth p Maee] R acud 8,3, ¥l Oumehpled R e b Taamd 3,4 0 sl 000 el
il e piasnde §
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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 &sebde la quasi-totalité des
médicaments, et ce bien avant le développemennddiaments synthétiques alfiiecle
(Dahanukaret al, 2000; Exarchowet al, 2002). Elles ont été utilisées dans de nombreux
domaines incluant par exemple la médecine, latmitril'assaisonnement, les boissons, les
teintures et les cosmétiques. L'effet conservatdeauplusieurs plantes aromatiques (épices,
condiments) suggére la présence de constituant®xmants et antimicrobiens (Hirasa et
Takemasa, 1998). L'intérét accru des anti-oxydadigrigine naturelle dans le but
d’augmenter la conservation des aliments s’expligae le fait que certains anti-oxydants
synthétiques présentent des risques de cancérdagéieliogluet al, 1998).

De nombreuseglantes alimentaires ou médicinalagnferment des constituants anti-
oxydants. L'apport régulier en phytonutriments golssit des capacités anti-oxydantes
significatives est associé a une faible prévalelecmaladies liées au stress oxydatif (cancers,
maladies cardiovasculaires et athérosclérose) (Bra®98) et a un faible taux de mortalité
(Andersoret al, 2001).

Les constituants anti-oxydants d’origine végétghpaatiennent a plusieurs classes
chimiques, dont les caroténoides et [@dyphénols Dans les plantes, la synthése et
'accumulation des polyphénols est généralememiudée en réponse a différents stress,
biotiques ou abiotiques (Dixon et Paiva, 1995 e8neasuluet al, 2000 ; Naczk et Shahidi,
2004). Ces stress peuvent étre de différentesesmtuayonnement UV intense et prolongé,
pollution atmosphérique, salinité, par exemple @awvet al, 2006). Une corrélation entre la
capacité anti-oxydante et la tolérance au chlodeesodium 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 phaaslide faible
poids moléculaire, biosynthétisés dans tous lestady (Bravo, 1998). lls présentent de
multiples activités biologiques : anti-cancérogeametj-inflammatoire, anti-virale (Hertog et
Holland, 1996), anti-agrégant plaquettaire, vein@oe, par exemple. Leurs mécanismes
d’action sont aujourd’hui en grande partie élucidéserne et O'Brien, 1999). Ce sont
également de trés bons anti-oxydants, des chéatdarcations 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 cdesr@mmpléments alimentaires, dans le

but de préserver I'organisme du vieillissementutalie 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 pavégétaux dans le but d’atténuer l'intensité
de la lumiere qui atteint les cellules photosynthéts. Ce sont néanmoins les radiations UV
qui induisent la synthése des flavonoides (paréoerinent 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 qualitétoesf UV naturels, ces composeés pourraient
conférer au végétal des moyens de protection ceggrdommages causés notamment par les
UV3 et entrainant une mort cellulaire et ce, en preaéd)I’ADN, évitant sa dimérisation et sa

dégradation.

Ce chapitre présente I'étude phytochimique d’'urmes végétale croissant en milieu
semi-désertique,Limoniastrum fegisoumis a un environnement tres oxydatif : actides
UV, stress hydrique important et prolongé, tempéeatiievée dépassant les 45°C. Cette
plante a été sélectionnée a la suite d’'un cribtlgelusieurs espéeces sahariennes, sur la base
de leurs activités anti-oxydantes. Le but de ceaitaa été d'identifier les métabolites
secondaires impliqués directement dans le systé&femsif de la plante contre les facteurs de

génération d’un stress oxydant naturellement inglalitson biotope extréme.
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2. Le stress oxydant
2.1. Historique

High light/uUv
anthocyanins
flavones

sinapyl esters Wounding
isoflavonoids coumestrol
psoralens ~¥—__ \ coumarin
>_> psoralens
athogen attack Signaling ::::::;28::;:6
pterocarpans salicylic acid ? wall bound phenolic acids

isoflavans lignin, suberin

prenylated isoflavenoids
stilbenes e *
coumarins ‘\ b
P ———— —— Low temperature
3-deoxyanthocyanidins anthocyanins
flavanols
aurones
Low iron
Low nitrogen phenolic acids

Low phosphate

flavonoids, isoflavonoids -
anthocyanins

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

Depuis le début du 26°siecle, les chimistes ont étudié les anti-oxydacasactérisés par
leur capacité a s’oxyder a la place d’autres maéscueur impact sur la santé n’a été étudie
par les biologistes que dans les années 60 gr&ceaaux effectués sur les vitamines et les
flavonoides, suivies par les travaux sur I'acideodsique a la fin des années 70 (Camezbn
al., 1976). Le role des anti-oxydants comme agenttepteurs vis-a-vis des cancers a été
beaucoup étudié, tant sur leurs mécanismes dmdlidentification de leurs cibles, que leurs
interactions moléculaires (Wattenbaigal, 1978 ; Younget al, 1981 ; Ames, 1983 ; Willett
et al, 1984 ; American Institute for Cancer Resear@97). Il n’est donc pas surprenant que
'emploi d’anti-oxydants soit tres répandu aux Efdnis : en effet, on estime que plus de la
moitié de la population américaine a recours a siggpléments diététiques a visée anti-
oxydante, un tiers concernant des multivitaminesnehuitieme de la vitamine E et/ou de la
vitamine C (Radimeet al, 2004).

159



1.2. Les radicaux libres (RL)

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

électron non apparié.

- Ce sont les sous-produits des réactions d'oxydatide réduction.

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

- lls induisent des dommages et des lésions sur I'ABdNprotéines cellulaires essentielles
et les lipides membranaires.

- lls initient des réactions en cascade, telle qupel@xydation lipidique (d'ou altération
des membranes et mort cellulaire).

Leur hyperproduction est a la base des explicatiphgsiopathologiques des grandes

maladies dites neurodégénératives : sclérose ayugda maladie de Parkinson, maladie

d'Alzheimer et vieillissement cérébral. (Olanow93)

1.3. Principaux radicaux libres oxygénés et leur agine

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

lls produisent tous des radicaux libres, comme upesxyde (@), I'hydroxyle

(*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'oxygénoléculaire généré par la
capture d'un électron. Il s’agit d’'un radical libmeitial formé dans la chaine respiratoire
mitochondriale. La mitochondrie génére I'énergiglisant 4 électrons dans la chaine
réactionnelle, réduisant I'oxygéne en eau. Quelgékstrons échappés de la chaine
réactionnelle de la mitochondrie réagissent direet@ avec I'oxygéne et forment les anions
superoxyde (Harmaet al, 2000).
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L'anion superoxyde (&) joue un role important dans la formation des espééactives de
'oxygéne comme le peroxyde d’hydrogene@), le radical hydroxyle®©H), ou I'oxygene
singulet (O). (Stief, 2003).

(2 0, + 2H — H,0, + O)

L'anion superoxyde peut réagir avec le monoxydeata (NC) pour former le peroxynitrite
(ONOQ), qui peut générer des composés toxiques commadleal hydroxyle 1OH) et le
dioxyde d'azote. (Halliwelkt al, 1997).

(ONOO + H" —— °OH +°NO,)

1.3.2. Le radical hydroxyle {OH)

Le radical hydroxyleOH) est le radical libre le plus réactif et peuedbrmé a partir
de I'anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogén@résence des ions métalliques comme le

cuivre ou le fer.

02.- + H202 —» OH+OH + OZ

Les radicaux hydroxyles ont le potentiel de I'élentle plus élevé (2310 mV) et sont
extrémement réactifs (Korycka-Dahl et Richardson/89 En général, les composés
aromatiques ou les composés comportant des liamatigples carbone-carbone subissent des
réactions d’addition en présence de radicaux libygsoxylés. Dans les composés saturés, un
radical hydroxyle capte un atome d’hydrogéne délaon carbone-hydrogene la plus faible
pour donner un radical libre. Les radicaux librésformés peuvent réagir avec les lipides, les
polypeptides, les protéines et 'ADN, spécialemarthiamine et la guanosine (Ashok et Ali,
1999). Les radicaux hydroxyles se lient égalemeildment aux doubles liaisons. La
barriere énergétique de I'addition des radicauxdyygles aux doubles liaisons est plus faible
gue l'abstraction d'un atome d’hydrogéne, ce qubfsse I'addition en cas de compétition.
Quand un radical hydroxyle réagit avec les compesématiques, il peut s’additionner par
intermédiaire de la double liaison conduisantradical hydroxy-cyclohexadienyle (Padmaja

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

1.3.3. Le peroxyde d’hydrogene (kD)

Le peroxyde d’hydrogene peut générer a traversréaetion de dismutation, I'anion
superoxyde par l'intermédiaire de la superoxydendimse. Les enzymes comme I'amino-
acide oxydase et la xanthine oxydase produisersi adsO, a partir de I'anion superoxyde.
H,O, diffuse facilement a travers la membrane plasmatiqC’est la molécule la moins
réactive parmi les espéces réactives de I'oxygéle est stable a des pH et des températures
physiologiques, en absence d’ions métalliques. €myyde d’hydrogene peut générer le
radical hydroxyle en présence d’ions métalliqued’ation superoxyde (Haliwelet al,
1997).

O'-2 + H202 — OH+ OH + 02

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

1.3.4. L’'oxygene singulet (O)

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

L’oxygene singulet est un non-radical en état €xditpeut étre formé a partir du peroxyde
d’hydrogene qui réagit avec I'anion superoxyde,cat#Cl ou les chloramines dans les
cellules et les tissus (Stief, 2003).

Par comparaison avec les autres espéeces reacévaxyggene, I'oxygene singulet est plutot
faible et non toxique pour les tissus des mamnsfe@ependant, il a été montré qu’il est
impliqué dans I'oxydation du cholestérol (Girotti i€orytowski, 2000). L’oxydation et la
dégradation du cholestérol par 'oxygene singukdten effet accélérée par la coprésence

d’esters d’acide gras méthylés. Chez les étres imsmkoxygene singulet est aussi bien un
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signal, avec un potentiel thérapeutique pour duttmtre des pathogénes variés comme les
bactéries, les virus et méme les cellules cancésg(®&ief, 2003).

1.3.5. Les radicaux peroxyles et alcoxyles

Les radicaux peroxyles (ROPsont formés par réaction directe de I'oxygénecales
radicaux alkylés (R, mettant en jeu par exemple, la réaction enseadéicaux lipidiques et
'oxygéne. La décomposition des peroxydes alkyR®QH) conduit aux radicaux peroxyle
(ROQ) et alkoxyle (RO). L'irradiation par des rayons UV ou la préseneemétaux de
transition peut causer I'homolyse des peroxydesr gwoduire les radicaux peroxyle et

alkoxyle.

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

Les radicaux peroxyles et alkoxyles sont de bomsimgoxydants, ayant plus de 1000 mV de
potentiel réducteur standard (Decker, 1998). llgvpat capturer un atome d’hydrogene de
molécules ayant un potentiel réducteur standard faible. Cette réaction est frequemment
observée dans I'étape de propagation de la pertrydhbpidique. Tres souvent le radical
alkyle formé de cette réaction peut réagir avexygene pour former un autre radical
peroxyle résultant de la chaine réactionnelle. l2d&aux peroxyles se dégradent pour libérer
I'anion superoxyde ou peuvent réagir entre eux geénérer 'oxygene singulet (Halliwell et
Gutteridge, 1985). Les radicaux alkoxyle et perexgtomatiques sont moins réactifs que les
radicaux respectifs a chaine ouverte a cause déltealisation des électrons dans le cycle
(figure 2).

H H H H H H
R’ R =R’ R == R~ + R’ R
H H GEG' H Dhﬂx
Radical libre Radical peroxyle Hydroperoxyde

Figure 2 : mécanisme de génération des radicaux peroxyledebpgroxyde.
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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 appariéstlformé
a partir de L-arginine par la NO synthase (Fahgl, 2002). L’'oxyde d’azote est un radical
qui n'est pas treés réactif, mais la production ezt du NO est impliqguée dans la re-
perfusion ischémique, et les maladies inflammasoichroniques et neurodégénératives
comme larthrite rhumatoide et l'inflammation dulae L’'oxyde d’azote dans le plasma
humain peut consommer les concentrations d’aciderbgjue 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 pgmet du NG, de
l'air pollué et la fumée de cigarette (Noguchi ekiNL999). Le NQ°® s’additionne aux
doubles liaisons et capte les hydrogenes labiles patier la peroxydation lipidique et la

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

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

O™ + NO—— OONO

L’anion peroxynitrite est une espéece cytotoxique gause des lésions tissulaires et oxyde les
lipoprotéines a faible densité (LDL) (Halliwell, 98). L’anion peroxynitrite apparait étre un
radical libre important qui cause des dommagesuléises générés sur les sites
d’'inflammation (Papas, 1999a). Il est impliqué deessdésordres neurodégénératifs ainsi que
plusieurs affections rénales (Knight 1999). Le pgnitrite (OONO) peut causer la
modification et 'oxydation des protéines, baseAlN mimant le rdle oxydant du radical
hydroxyle (McVearet al, 1999). Son réle comme oxydant biologique protvoke sa grande
capacité de diffusion a travers les membraneslagks (Knight, 1999). La nitrotyrosine, qui
peut étre formée a partir de réactions de I'anieroyynitrite avec les acides aminés, a été

trouvée dans les tissus associés a I'age (Knig®ox
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1.4. Réles des Radicaux libres oxygénés (RLO) dalasphysiologie

Les RLO présentent un paradoxe en ce qui concetnefdnction biologique : d’'une
part, ils préviennent la maladie par I'implicatidn systeme immunitaire, médiation de la
signalisation cellulaire et jouant un role esseérdans I'apoptose. D’autre part, ils peuvent
endommager d’'importantes macromolécules dans lddeseet peuvent intervenir dans la

cancérogénese et les maladies cardiovasculairag €fal, 2002).

La formation des RLO est une conséquence natutkllemétabolisme aérobie qui est
importante pour la maintenance de 'homéostasialaflte entre les oxydants constitutifs et
les anti-oxydants) de I'oxygene tissulaire (Cagtt@al, 2001). L’homéostasie de I'oxygene
est maintenue par une série de réactions d’oxydoetion (redox) incluant le transfert
d’électrons entre deux especes chimiques : les os@spqui perdent des électrons (oxydants)
et ceux qui acceptent des électrons (réducteurgn@l’homéostasie de I'oxygéne n’est pas

maintenue, I'environnement cellulaire devient oxjdEment stressé.

Les principales cibles cellulaires des radicaureblsont :

- L’ADN : les RL peuvent induire des effets mutagenes’aumét des réplications de
I’ADN. lls agissent en provoquant des altératiorsbases, des pontages ADN-protéines
ou des ruptures de brins. Les cassures observaeslses aux radicaux Olissus de la
réaction de Fenton en présence de fer ferreux téhélaertains acides aminés ou aux
groupes phosphates de I'’ADN. La prévention de oegwsus par I'addition de catalase
montre le rdle du peroxyde d’hydrogéne dans laenésde ’ADN.

- Les macromolécules les RL sont également responsables d’'inactimatiizymatique en
particulier des sérine-protéases, d’'une fragmeantaties macromolécules (collagéne,
protéoglycanes, acide hyaluronique), de formatierdidneres ou d’agrégats protéiniques
dans les membranes cytoplasmiques. Les acides saiteisélus sensibles a leur action
sont le tryptophane, la tyrosine, la phénylalaniaenéthionine et la cystéine.

- Les lipides: ils sont une cible privilégiée des RL qui proueqt I'oxydation des acides
gras polyinsaturés (AGPI) des phospholipides menawres. Le phénoméne d’auto-
oxydation ou peroxydation lipidique consiste emtéigue par un RL, d’origine exogéne ou
endogéne, de dérivés lipidiques. (Singlal, 1988).

Le radical formé (R subit un réarrangement interne, di a une tautertiée au déplacement
de la double liaison la plus proche de I'électrétibataire, et existe donc sous 2 formes en
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équilibre (Fulbertet Cals., 1992). En présence d'oxygene, il se formeaadlical peroxyde
(ROO) qui déstabilise une deuxieme molécule d’AGPI enduit 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 (Singztl al., 1988).

1.5. Détection des especes réactives a I'oxygena éazote

Une multitude de méthodes sont disponibles pouectét les RLO (radicaux libres
0Xygéneés) et les RLA (radicaux libres azotés). duegtre techniques les plus utilisées sont la
« résonance de spin électronique » (RSE), une adétlbasée sur la fluorescence, une
méthode basée sur l'augmentation de la chimiolusceiece, et enfin une méthode
enzymatique. Aucune méthode disponible n’étant ldepde mesurer de fagon appropriée les
RLO et les RLA dans toutes les conditions, de mlgs techniques et contrdles sont

nécessaires pour dépister avec succes la formdgoRL.

1.5.1. Résonance Paramagnétique Electronique (RPE)

La RPE, connue également sous le nom de « résodanggin électronique » (RSE),
est la méthode la plus sophistiquée et la plugctirpour la détection des RL. Elle a été
utilisée pour leur détection dans les cellulesfiksus, ainsi que chez I'animal. A cause de
la courte durée de vie des RL, un piege a spimgstrtant pour augmenter le signal. Les
« pieges de spin » ne piégent pas les RL eux-mésnggagissent avec le radical pour
former une espéce détectable par RPE plus stahkeldige gamme de sondes RPE sont
disponibles pour la détection de différents RL (idegll et Whiteman, 2004).

Les sondes les plus classiguement employées ddéseletion des Q et OH sont

- la 5,5-diméthyl-pyrroline-N-oxide (DMPO)
- la 5-diéthyl-phosphono 5-méthyl pyrroline-N-oxyd@HPMPO) et

- les hydroxylamines cycliques.
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1.5.2. Les sondes fluorescentes

Elles sont aussi utilisées pour mesurer les esp&gsNO’, H,O, et ONOO dans les
cellules et les tissus. En général, ces sondesmtepas spéecifiques a un radical donné.
Quelques sondes sont auto-oxydables, ce qui augr@fitiorescence.

Les sondes les plus communes sont :

- le dihydroéthidium, adapté pour le radicalQ

- la dihydrorhodamine, adaptée pour les radicaux, @MOOC et NG,

- le dichlorofluorescéine diacétate, pouH, les peroxydases et ONQO

- et le 4-amino-5-méthylamino-2’,7’-difluorofluoresné diacétate, pour le
radical NO.

1.5.3. Les composés chimioluminescents

La mesure des RLO basée sur la chimioluminescesceiree autre méthode plus
quantitative que les meéthodes précédentes baséeda sfluorescence. Les sondes
communément utilisées sontla coelenterazine, téttyl-6-(4-méthoxyphényl)- 3,7-
dihydro imidazo [1,2-a]pyrazin-3-one, hydrochler{f(MCLA), le 3-aminophthalydrazide
(luminal) et le bis-N-méthylacridinium nitrate (igénine). Le radical @ est souvent
mesuré en utilisant la chimioluminescence pour dHlqutous les agents, excepté la
coelenterazine, sont spécifiqgues. La coelenteragsteaussi sensible au radical ‘OH
D’une facon similaire a celle décrite pour les taghes fluorimétriques, des inhibiteurs
sélectifs peuvent étre utilisés pour clarifier pgaificité du signal chimioluminescent. Des
précautions dans l'utilisation et la manipulatiom ld sonde sont parfois nécessaires en
raison d’éventuelles auto-oxydations et cyclisatides RL qui pourraient artificiellement

augmenter le signal (plus commun avec la lucigéaifarte doses).

1.5.4. Les méthodes enzymatiques

En plus des méthodes déja décrites pour la messeRdO, il existe des essais
enzymatiques qui se focalisent sur le processuslaiet ou les produits intermédiaires
synthétisés et pouvant étre utilisés avec des resdarllulaires ou tissulaires. Dans cette
catégorie, on retrouve le test au nitro bleu dezélium (non spécifique pour le;Q, la

réduction du cytochrome C §0), I'aconitase (@°), méthode basée sur le cycle d’acide

167



citrique), un essai utilisant la peroxidase deoraifH.O-), I'essai de Greiss (sous-produits

de NO), et les S-nitrosothiols (indicateurs de I'actvinti-ONOO) (Kaderet al., 2007).

1.6. Genese des radicaux libres

1.6.1. Sources endogénes

0, Arginine
NADH + H? Xanthine +
(FADH,) _—_ /‘ : NADPH + H
Mitochondrial ETS or Xar_lthma BH,| NO Synthase
NAD® H, oa IR Oxidase
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MNADPH Oxidase
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Figure 3 : Sources endogéenes des radicaux libres.
(source : Fang etaNutrition 2002;18:873)

Les enzymes pro-oxydantes, incluant la NADPH-oxgdéBabior, 1999), la NO-
synthase (Stuehet al, 1990) ou la chaine du cytochrome P-450 (Stiéf)02
générer des RLO (figure 3).

peuvent

Lors du transport des électrons dans la chaindraésipe des cellules aérobies, la
respiration oxydative est la principale source digre. L'acétylcoenzyme A issue des
métabolismes glucidique, protidique et lipidiquéremans 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 rédeur sur
les systemes transporteurs d’électrons de la chedsgiratoire et permettre la synthése
d’ATP. L’étape ultime de la chaine respiratoire oultondriale est la synthése d’eau a partir
de I'oxygéne :

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

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

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

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

L'oxygene formé peut a nouveau entrer dans la ehaw@spiratoire et donner,Q
Globalement, cette suite de réactions est appet8ele d’'Haber-Weiss ». La vitesse de la
réaction de dismutation de KO est maximale a pH 4,8, mais est trés lente a pdHné
enzyme intervient dans l'organisme pour accéléetiecréaction : la superoxyde dismutase
(SOD), qui multiplie par 18 1a vitesse de la réaction au pH de I'organismecéurs de la
défense antibactérienne, lors de réactions inflaimines qui accompagnent toute infection,
les cellules phagocytaires activées vont libérer elezymes, des médiateurs chimiques tels
gue I'’histamine et la sérotonine, et I'anion supgd® accompagné d’autres dérivés oxygénes
comme l'acide hypochloreux (HCIO), le radical hyxite (OH), le peroxyde d’hydrogéne
(H20,) et I'oxygene singulet (O). La phagocytose desmgsr bactériens s’accompagne, en
effet, d’'une production massive d’anions superoxydele métabolisme leucocytaire : c’est
ce gu’'on appelle la « flambée respiratoire ». URDRH oxydase, activée par la protéine
kinase C et 'acide arachidonique libéré par lagpholipase A (PLA)) intervient et permet
la synthése des anions superoxydes au prix d’ute donsommation d’oxygene (Henderson
et al, 1989).
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[NADPH+ H" + 20,2 20, +NADP' + 2H']

Les radicaux superoxydes constituent I'élémentdeléce mécanisme. lls subissent ensuite
une dismutation, soit spontanée, soit enzymatidtrdin, une enzyme présente dans le
phagosome, la myéloperoxydase, une catalase, sanue de D, et d’ions Cl génere la
formation de dérivés halogénés toxiques :

[H20,+ClI > CIO + H0O]

L’acide hypochloreux (HCIO) peut a son tour réaawec 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 hylpoehx donne naissance a l'oxygene

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

Un leucocyte activé contient donc de fortes prapost de radicaux 9 OH', (O) singulet et
chloramines, aux propriétés bactéricides. Aing, R peuvent avoir des effets positifs : ils
participent a la lutte contre I'infection en lysdes bactéries phagocytées. Un déficit dans la
production des RL par les leucocytes (granulomaseptique) ou une baisse de l'activité de
la myéloperoxydase (en cas de corticothérapie pample) se caractérise ainsi par une
sensibilité particuliere aux infections (Fasigal, 2002) (figure 3).

Les lipoxygénases produisent des RL par un mécaniaxydation. Elles ont besoin
d’acides gras polyinsaturés (AGPI) libres. La plhadipase liée a la membrane produit des
AGPI et des lysolécithines. Ces derniers modifieststructures des membranes cellulaires et
les AGPI libres s’oxydent pour former les hydropsmaes lipidiques. La lipoxygénase aux
ions Fé* est dans un état inactivée. Une fois qug B®xyde en F&, la lipoxygénase peut
convertir les AGPI en hydroperoxydes (Spiteller020 Il existe 3 lipoxygénases chez les
mammiféres : les 5-, 12-, et 15- lipoxygénases i(ldaral, 2000). Ces enzymes peuvent
oxyder l'acide arachidonique, un AGPI riche danssysteme nerveux central, en acide
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hydroperoxyeicosatétraenoique. Les localisatioimmgires des 5-, 12-, et 15-lipoxygénases
sont les leucocytes et lymphocytes, les plaquestieguines et les leucocytes, et les cellules
respiratoires, respectivement (Hatial, 2000). La 15-lipoxygénase a été identifiee dars

Iésions athérosclérotiques, ce qui suggere ques agizyme peut étre incluse dans la

formation des lipides oxydés 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 différeatgents capables de donner
naissance a des RL. Les rayonnements UV induisesyrthése des radicaux QOH', O
singulet et des molécules génératrices de RL, cory@epar 'intermédiaire d’agents photo-
sensibilisants. Les radiations ionisantes provoguagalement la génération de RLO.
L’ingestion d’alcool est suivie de la formation B& selon divers mécanismes (figure 4). La
xanthine oxydase et I'aldéhyde oxydase peuvent exia principal métabolite de I'éthanol,
'acétaldéhyde, avec production @’O L'éthanol stimule également la production d’anion
O,"" par induction de la synthése des NADPH oxydase, RiARytochrome réductase, et du
cytochrome R L'alcool peut également diminuer I'activité deszgmes de protection
comme SOD-GSH-Px (Schisler et Singh, 1989). De méese concentrations sériques en
sélénium et vitamine E sont abaissées chez ledlajues et corrélées avec une atteinte
hépatique plus ou moins sévere.

Des toxiques tels que I'oxyde d’azote (NO) et lexgide d’azote (N@), présents dans
notre environnement (suies, goudron, tabac, pdusrdustriels), participent également a la
genese de radicaux libres : ils sont responsabile diuto-oxydation des AGPI saturés des
alvéoles pulmonaires. La réaction peut étre rébkersi

[NO,; + C=C— NO,—C-C]
ou irréversible
[NO,+ CH-CH=CH- >HNO, + -CH-CH-CH-]

171



NO et NQ peuvent aussi réagir avec le peroxyde d’hydrogémelyit par les
macrophages au niveau des alvéoles pulmonairesneed naissance a des radicaux’ At
fumée de cigarette joue un rdle majeur dans la dton de ces especes radicalaires : elle
contient du NO et du N renferme de fortes concentrations en composésuits et
stimule, par son action irritante, les macrophatgssalvéoles pulmonaires. D’autres toxiques
agissent par transfert d’électrons. Il en est aihsitétrachlorure de carbone (GCdont la
toxicité s'exerce par l'intermédiaire des radicdl&l'; qui 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 + CCI]
soit en présence de fer ferreux :
[CCly+ FE" > CI + CCl4]

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

Enfin, des antibiotiques anticancéreux, tels que dethracyclines, sont également
capables de générer des RL. La formation d’espémtisalaires serait responsable de leur
mode d’action anticancéreux et de leur toxicités @gents thérapeutiques agissent selon un
mécanisme de transfert d’électrons. Ainsi, seloa tlavaux réalisés sur des cultures de
cellules tumorales mammaires, I'adriamycine estadtivée en radical semiquinone de
I'adriamycine (SQ) par réduction enzymatique par les cytochromgs BSinhaet al, 1989).

Ce radical peut réagir avec I'oxygene pour formanibn superoxyde. Pour une autre
anthracycline, la daunorubicine (DOS), la réductsonradical libre (DOY se réalise alors

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

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

Pour protéger ses tissus contre les agressionsataidés, I'organisme humain possede
des systémes enzymatiques, tels que les superaoiiyaerases et la catalase qui ont un réle
de protection, ainsi que les glutathion-peroxydag€sSH-Px) qui ont un rdle de
détoxification.

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

* Les superoxyde-dismutases exercent une action laietluprotectrice : elles
catalysent la dismutation de I'anion superoxydeldcalisation des SOD explique
gue les membranes externes et les espaces indgdgient moins bien protégés
gue les structures intracellulaires.

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

- Lesglutathion-peroxydases(GSH): les glutathion-peroxydases séléno-dépepdasunt

des protéines qui contiennent 4 atomes de sélésiturds aux centres actifs de I'enzyme
sous forme de sélénocystéine. (tableau 1).
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Tableau 1: Les enzymes anti-oxydantes (Lext al, 2004).

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 Vaétide I'enzyme et une réplétion la
restaure. Avissaet al, 1989 ont, a partir des cultures cellulairesjvidialisé 2 formes de
GSH-Px qui different par leur structure, leur aitéi\et leurs sites antigéniques.

- Uneforme glycosyléeriche en ponts disulfures, a localisation extiatzle.
Les GSH-Px ont une action détoxiquante vis-a-w@s2dsubstrats : Le peroxyde
d’hydrogéne et les hydroperoxydes (ROOH) dérivésligedes.
L’activité détoxiquante des GSH-Px face aux hydropgdes nécessite une autre
enzyme, la PLA2. Cette derniére libere les perogydiacides gras des membranes
cellulaires en hydrolysant les fonctions esters glesspholipides membranaires. Les
peroxydes libérés dans le cytosol sont alors toane#s 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 celatlempéche le peroxyde d’hydrogéne de
participer a la réaction de Fenton. Mais son rélalde mineur par rapport a celui de la GSH-
Px pour prévenir la peroxydation lipidique : sofirété pour le peroxyde d’hydrogéene est

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

Toute substance capable de capter I'électron daliead’'un RL sans donner elle-
méme un produit radicalaire est défini comme uggue de RL. Ces piégeurs se caractérisent

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

Il existe des « piégeurs occasionnels » de RL.d des molécules endogenes qui
captent les électrons célibataires aux dépensuletepre intégrité, comme par exemple les
acides gras insaturés, les fonctions thiols deépres, 'ADN et les acides aminés
phénoliques. Les autres principaux piégeurs dedrk Ies chélateurs du fer et du cuivre et les

anti-oxydants (caroténoides, tocophérols, la viten@ 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 ppedei source

alimentaire de rétinol. En plus de leur activitépdevitamine A, les caroténoides sont
capables d'inactiver I'oxygene singulet et les cadi libres. L'effet anti-oxydant du
B-caroténe serait d0 & une interaction entre lecahdit le systéme de doubles liaisons
conjuguées de la chaine insaturée du piegeunl-tarotene est particulierement
réactif vis-a-vis des lipoperoxydes : le radicalgxgde se fixerait sur un carbone de la

chaine polyinsaturée et serait stabilisé par résmnal’effet anti-oxydant des
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caroténoides serait dépendant de la pression demeydDifférents systemes vitro

ont confirmé leur réle protecteur.

La vitamine E our-tocophérol

Leur structure lui permet de capter les RL :

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

- dans les zones hydrophiles, a la surface des meesgglasmiques, grace a son
hydroxyle phénolique. ld-tocophérol réagit avec les radicaux oxygeéneésitipiels
en empéchant leur propagation (Lieldenl, 1986).
L’ a-tocophérol est également un puissant inhibiteur lde formation des
nitrosamides, en captant I'acide nitreux. Ainsingf@rmé, celui-ci ne peut plus

réagir avec les fonctions amides des molécules gaumer des nitrosamides.

La vitamine C:

Son action est tres controversée quant a son @fféecteur ou activateur face a la
toxicité de I'oxygene. Selon le pH, la vitamine €up prendre une forme réduite ou
oxydée. Le passage de l'une a l'autre se fait ‘patetmédiaire d’'un radical libre, le

radical ascorbyle, et en présence de glutathiot@jlion-réductase. La vitamine C
forme donc un couple redox avec une forme interenggiradicalaire capable de
capter l'oxygene singulet et certaines especescakuiies. C'est ainsi qu'elle

protegerait la peau de la toxicité induite par fegonnements UV mais, a forte
concentration, la vitamine C peut se comporter cemun 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 deitle L-ascorbique.

Outre ces moyens de défense précédemment décnitgpdovent disposer les tissus
vivants contre les agressions radicalaires, l'oisyaa serait capable d’acquérir une
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certaine tolérance ou résistance vis-a-vis desMRisi, un prétraitement par une dose
non létale de kD, est capable d’'induire, ch&almonella typhimuriumma synthése de
certaines protéines qui lui permettront ultérieuwaide résister a la cytotoxicité de
H.O, (Christmanet al, 1985). Ces protéines, mises en évidence chez s
organismes vivants et conservées au cours de lidon| appartiennent a une famille
protéigue dont la synthése peut étre induite omuée lors de stress divers,
essentiellement physique et chimique (particuliénenoxydant).

> Les polyphénols

lls sont ubiquitaires dans les plantes, avec pu8@DO structures identifiées (Bravo,
1998). Les flavonoides, la classe de polyphénolspliss importante, sont des
aglycones ou des glycosides avec un cycle benzopyrdls comprennent des
flavones, des flavonols, des flavanones, des flavals, et des anthocyanines basés

sur les structures communes des squelettes denesrfftgure 7).

Class Easic skeleton Basic structure

Simple phenols Gy

O
Benzoguinoes Cg i }
Phencic acids C,-C, QMH
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-CyCy

Flavonoids C¢4-Cy-Cy @“’ O

Figure 7 : Structures des différentes classes de polypkénol
Chaque groupe des flavonoides différe selon le memé groupement hydroxyle, méthoxyle,

et autres substituants sur les deux cycles benzésid.eeet al, 2004) (figure 8).

177



Figure 8 : Numérotation des flavonoides.

Les mécanismes anti-oxydants des polyphénols sasdésbsur leur pouvoir donneur
d’hydrogene et chélateur d’'ions métalliques (Brat998). Apres avoir donné l'atome
d’hydrogéene, les composés phénoliques sont st@bifiar résonance, qui ne participent pas
facilement dans les autres réactions radicalaependant, les polyphénols agissent comme
pro-oxydants sous certaines conditions, lorsqusitsit en concentrations élevées ou en
présence d'ions métalligues et de pH élevé. Lasctsires chimiques aussi affectent les
activités anti-oxydantes. Les flavonoides qui oes dctivités anti-oxydantes les plus fortes
présentent dans leurs structures chimiques un groeptO-diphénolique, une double liaison
2-3 conjuguée avec la fonction 4-oxo, et des geowgnts hydroxyles dans les positions 3 et
5. Les activités anti-oxydantes des flavonoides soffuencées par I'hydroxylation et la
présence d’unité de sucres (Bravo, 1998). Les flaides sont de bons capteurs de radicaux
hydroxyles et peroxyles. lls peuvent former des mlexes avec les métaux et inhibent

I'oxydation lipidique initiée par un métal (Hendniet al, 1999).
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2. La famille des Plombaginacées

Cette famille cosmopolite est trouvée dans tossridieux : salins, régions froides et
tropicales (L. Watson et M. J. Dallwitz, 1992).d&tblomprend des plantes herbacées ou des
arbustes, parfois des plantes grimpantes et dewesliaLeurs feuilles sont simples,
glanduleuses, sans stipules, en rosette basalegltennes sur les tiges aériennes. Les
inflorescences sont en racemes, en cymes ou ertulegpidenses. Les fleurs sont

actinomorphes, hermaphrodites, tétracycliques gaemdres.

Les Plombaginacées comportent 775 espéces, re@ougre 24 genresAcantholimon,
Aegialitis, Armeria Bamiana, Buciniczea, Cephalorhizum, Ceratostigr@daetolimon,
Dictyolimon, Dyerophytum, Eremolimon, Ghasnianthu§oniolimon, Ikonnikovia,
Limoniastrum, Limoniopsis, _Limonium Meullerolimon, Neogontscharovia, Plumbagella,

Plumbago Popoviolimon, Psylliostachys, Vasssilczenkoa

2.1. Phytochimie de la famille des Plombaginacées

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

sesquiterpenes.

Tableau 2: Investigation bibliographique sur la phytochimdes genres les plus étudiés
(Limoniumet Plumbag9.

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 d@®mbaginacées

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

180



HOOC OH

HO o Acide chlorogéniqur

OH

0 Acide ellagique

OH

Figure 9: Structure de quelques composés identifies dafeille des Plombaginacées.

2.3. Etudes pharmacologiques du gendgmonium

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

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

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

2.4. Caractéristiques de I'espéce étudiékimoniastrum feei

Il s’agit d’'une espéce dite saharo-arabique stiipteanda et al, 2002), qui croit dans
tout le Sahara septentorial algérien et marodaiefida, 2004). Il s’agit d'un arbuste bas, de
10 a 40 cm, a feuilles plus longues et plates seerérosettes au sommet des rameaux ; sa
hampe florifére sans feuilles, se termine par déerescences courtes, trés fragiles, a fleurs

entourées de bractées coriaces épineuses et dige violacé (Ozenda, 2004).
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Cette espéce xérophyte est réputée pour sa faigtadce aux conditions climatiques

extrémes. C’est une plante grasse qui sécrétectieéStockeet al, 1974).

Figure 10 : Parties aériennes démoniastrum fee{Girard) Batt.
Source : http://www.sahara-nature.com/album/picpime?/2375/category/514-limoniastrum

2.5. Taxonomie

Régne : 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 bibliogragsq(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 réglenBéchar, au sud ouest d’Algérie (Figure
11). Son identification botanique a été faite parPrrofesseur Khalfallah de I'Institut de

Biologie de Constantine. Un échantillon (LF98B0581§té 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 Igithd. (Parejet al, 2002)

3.2.2. Essai FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasm)

Comme son nom l'indique, cette technique a été ldppée 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 denfon. Le F& a un pH faible forme un
complexe avec la 2,4,6-tris(2-pyridyl)-1,3,5-s-zifee (TPTZ) de couleur bleue qui a une
absorption maximale a 594 nm. Ainsi, la formatian @tk complexe indiquera un pouvoir
réducteur et déterminera la capacité d’'un composé éomporter comme un anti-oxydant.
Les valeurs sont obtenues par comparaison de falsce a 594 nm du mélange réactionnel

contenant I'échantillon a tester avec celle dunlamge réactionnel contenant une
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concentration connue en #eEn effet, les résultats s'expriment en i;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(Behzieet al,1996), (Pulidcet
al., 2000).

Ce test nous servira a évaluer I'activité anti-axyi® des composés purs uniguement.

Matériel
» Le réactif FRAP est préparé de la maniére suivante

- 1 volume de solution mere de TPTZ (Fluka, ref 932850 mM dans I'acide
chlorhydrique a 40 mM.

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

- 10 volumes de solution de tampon acétique a 40 mdHe3,6 ; ce réactif doit étre
préparé extemporanément.

» Spectrophotomeétre UV visible : Shimadzu UV 1205.

Méthode

On mesure 'absorbance a 594 nm de concentratiomssantes de I'échantillon testé.
On obtient ainsi une droite dont I'équation est tyfpe Asg= a X C + b. (Ags étant
'absorbance a 594 nm et C la concentration dehdiatillon testé). Cette équation nous
permet de calculer 'EL L'essai est réalisé en triplicata et chaque cotmagon est testée en
trois répétitions. La mesure se fait au spectraphetre aprés 30 minutes de réaction, a I'abri
de la lumiére.

On détermine la droite d’étalonnage a partir d'@yanme de concentration d’'une
solution de FeSg) 7H,O dissout dans du méthanol. La gamme de concemtredimporte
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 spwadante a 1 mM de solution mére de
Fe*. Celle-ci correspond & 0,393.

Le produit de référence permettant de comparetiviee des différents échantillons testés est

I'acide ascorbique. Son EC€orrespond a 1,62 0,62 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

15 2
concentration (pg/ml)

25 3 3,5

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

Les échantillons sont testés a des concentratioale$ 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 dedia(i,’") sont résumées dans le tableau 3 :

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

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 xanthintgiixee 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. Elafeéduction du NBT en monoformazan
débute par la formation du radical tétrazolynile :

[NBT + O, >NBT + O)]

Ensuite, deux réactions sont possibles : la distoatéa) ou la réduction du radical NBT

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

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

La constante de vitesse de la reaction du NBT #aeion O, & pH 9,8 est de 5,94xiM"
1Se¢’ (Bielski et al, 1977). Cette réduction du NBT peut étre suivi6@ nm, et la quantité
de NBT réduit est transformée en umol/min par lisdtion d’'un coefficient d’extinction de
1,5x1d MSec! (Auclair et Voisin, 1984).

La réduction du NBT en formazan a été largemetis& comme signe de l'intervention de
'anion O, dans les systemes chimique et biologique (AudaWoisin, 1984). Cependant,
cette réaction est non spécifique, car selon certauteurs (Borgt al, 1978), la SOD
n’inhiberait que partiellement la réaction.

Tout comme I'essai au DPPH, cet essai évalue laaii@pd'un produit & capturer un radical

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

I'activité) du composé. (Paregt al, 2002)

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.
* Spectrophotométre UV visible : Shimadzu UV 1205.

Méthode

On mesure un pourcentage de décoloration a 560mfonetion de la concentration
de I'échantillon testée.
Les échantillons sont testés pour des concentseatiomprises entre 10 pug/ml et 0,5 pg/ml
dans de I'éthanol. Chaque concentration est temtéiplet. 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 echantilio)
% inhibition = 1 — x 100
(D€hntrole -DOblanc controld

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

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

Les conditions analytiques sont celles reportée thahttérature (Escarpet al, 2000)
* Colonne: Nucléodur C18,100-10, 250 x 4,6 mm (Maeh&lagel).
» Détecteur : spectrophotometre UV visible a barettediodes (Varian Prostar).
* Pompe : Varian Prostar.

e« Débit: 1 ml/min

Tableau 4 :Conditions chromatographiques des analyses par GittdaBtique.

Temps % eau (0,1% acide o
(min) trifluoroaceétique) v 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, 26@1mm (Macherey Nagel)
* Pompe : Gilson.

» Détecteur : Spectrophotometre UV (Gilson).
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Tableau 5 :Conditions chromatographigues d’analyse par CLHpamative 1)

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 CLH#pgrmative 2)

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

0 95 5

5 95 5

15 50 50

20 30 70

22 0 100
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4. Résultats et discussion

4.1. Schéma général d’extraction deimoniastrum 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
(CeH12)

Partition avec le dichlorométhane (x3)

Extrait aqueux (3)

Extrait dichlorométhanique

(CH2Cly)

Partition avec I'acétate d’éthyle (x3)

Extrait aqueux (4)

(ACOEY)

Extrait acétate éthylique

Extrait aqueux (5)

Extrait butanolique

(BuOH)

Partition avec le n-butanol saturé (x3)

Figure 14 : Protocole d’extraction utilisé pour les 3 drogueacines, feuilles et fleurs)

190



4.2. Rendements d’extraction

Tableau 7 : Extraits obtenus apres épuisement des feuilles3@9p), des fleurs
(FL ; 950q) et des racines (R ; 1174g)Ldmoniastrum 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 obteus

A. Extraits EtOH 80%

_370mn Acides phénoliques Fla}vono'l'des toure

Ao 28(nm fleurs

mau | 370NN )
100 feuilles

150 280NN o LA feuilles

25 370nn LA
AU W racine:
20 N L A eie

A
SNLN A

S [y

100— A . . | H
so—| 280nn \ 1\ _ —J\[._n__ .racine

AN N ¢ —_—

‘ ‘5 ‘10 ‘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

1.5— 280nm q
eurs

feuilles

feuilles

racine:

racine:

Figure 15 : Profils CLHP analytiques (280 et 370 nm) des etdr&tOH, AcOEt et BUOH
des 3 drogues étudiées.
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D’aprés les profils CLHP des trois extraits (étHapees, acétate d'éthyle et butanolique)
obtenus aprés épuisement des trois drogues anslffeaeas, feuilles et racines), on remarque
la présence de flavonoides et d’acides phénolidaes tous les extraits. Ces polyphénols ont
éte repérés grace au détecteur a barrettes desdjopdeonne les profils UV des principaux
pics observés et permet de les différencier graliamaxima d’absorption. En effet, les
acides phénoliques présentent une bande maximakb am 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 DAPH®)

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

épuisement deimoniastrum feei

Extraits Clso (R) Clso (FL) Clso (F)
EtOH 80% 3,3+£1,43 1,7% 0,74 0,38t 0,06
CHCI, 44,04+ 12,37 57% 0,74 8,6 4,49
AcOEt 1,44+ 0,08 1,63t 0,32 1,21+ 0,19
BuOH 3,93+ 0,89 2,82 0,24 1,3Ct 0,24

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

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

Ces résultats montrent que I'extrait hydro-alcasdigles feuilles est 5 a 8 fois plus actif
que les extraits hydro-alcooliques des fleurs &t @deines, respectivement (tableau 8). En
général, les extraits ACOEt sont plus actifs qeebetraits CHCI, et BUOH. Ceux obtenus a
partir des fleurs et des feuilles ont des profiisomatographiques trés proches et renferment
majoritairement des flavonoides et des acides piggies reconnaissables par leurs profils
UV caractéristiques. L’extrait ACOEt obtenus a paies feuilles de.imoniastrum feea été
sélectionné pour évaluer sa capacité anti-oxydemigtilisant d’autres tests complémentaires.
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4.4.2. Activité anti-oxydante de I'extrait ACOEt des feuiles deL. feei

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

Extrait (05) : Clso (ug/ml) Essai FRAP :
xtrai ; m

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

(moyennet écart-type, en triplicata).

Les Cko de l'extrait AcOEt (F) sont du méme ordre de gramd@,21+ 0,19; 3,61
+ 0,56) dans les tests utilisés (test DPPH, sugdmxespectivement) suggérant que cet
extrait renferme des composés anti-oxydants adisssaelon des mécanismes

complémentaires.

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

A. Extraits de racines deL. feei: R = 0,60 B. Extraits de feuilles de. 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
+30
+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 deL. feei: R = 0,99

T 40
T35
+ 30
T25
T 20

——CTF
t15
+10
\
. . 0

AcOEt BuOH CH2CI2

% DPPH [CI50]

o P N W M O O N
S

Figure 16: Corrélations entre I'activité antiradicalaird@teneur en polyphénols totaux
des extraits de racines (Fig A), de feuilles (F)geBde 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 l'activité antiradicada@t le contenu en polyphénols totaux
(TFC) des extraits (CkCl,, ACOEt et BUOH) préparés a partir des racinesfel@fies ou des
fleurs montre une bonne corrélation pour les estrde feuilles et de fleurs (coefficient de
corrélation R = 0,97 et 0,99, respectivement). Dénsas des extraits de racines, la
corrélation est plus faible (R=0,6), en raison plbment de leur richesse en coumarines et

non de flavonoides.

L’excellente corrélation entre teneur en polyphéna@t activité anti-oxydante
s’explique par un mécanisme de transfert électtaniguanget al, 2005; Priotet al, 2005).
Elle a été déja observée pour des fruits, qui d@nitant plus anti-oxydant qu’ils sont riches
en polyphénols (Paregt al, 2002 ; Gucet al, 1997). Les effets pharmacologiques attribués
aux polyphénols s’expliquent en partie par leuracitg de capturer des radicaux libres et de

complexer des métaux (Bahorehal, 2004; Rice-Evanst al, 1996).

La comparaison de l'activité anti-radicalaire (test DPPH) de I'extrait ACOEt dk. feeli
(Clsp :1,21 £ 0,19) avec des extraits équivalents (AcOEt) p#paa partir de plantes
meédicinales (Parejet al, 2002) permet de souligner le fort potentiel -axtydant de I'espece
saharienne que nous avons sélectionnée :

- Achillea millefolium: Clsp= 9,29+ 0,2 pg/mi

- Artemisia dracunculusClsp= 10,87+ 0,3 pg/ml

- Foeniculum vulgare Clso= 12,06+ 1,66 pg/ml

- Lavandula latifolia: Clsp= 24,26+ 1,68 pg/ml

- Melilotus officinalis: Clsp= 101,73+ 14,39 pg/ml.
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4.6. Fractionnement de I'extrait ACOEt de feuillesde L. feei

Extrait ACOEt (F)

Figure 17: Schéma de fractionnement de I'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

Un fractionnement a été réalisé par chromatograginiegel de silice de I'extrait AcCOEt des

feuilles deL. feei (figure 17). Sept fractions ont été finalementroegées, en fonction des

similitudes de leurs profils CCM. Leur pouvoir arddicalaire a été évalué a l'aide du test

DPPH

4.7. Résultats de I'essai au DPPH des fractions ies de I'extrait ACOEt (F)

Tableau 11: Activité antiradicalaire des différentes fractassues 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

(moyennet écart-type, en triplicata).
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Ce sont les deux fractions les plus polai®3-199 et (197-220 qui ont le potentiel anti-

oxydant le plus marqué. Ces deux fractions onaétdysées par CLHP, afin de comparer leur
profil polyphénolique.

4.8. Analyse par CLHP analytique(280 nm) des deux fractions sélectionnées

Acides phénoliqgues  Flavonoides
AU
20—  Fraction80-196

iy

15—

10,237

1.0 —

0.5—

—, 11.373

M

o
o@m

3.981

-

"\" -

o
14.168
14.459
14.819
15.064
15.488
15.989

0.0 —

=
(&)

5 10

Acides phénoliques Flavonoides
Fraction197-220

1.0—

Figure 18 : Profil CLHP A=280 nm) des deux fractions les plus anti-radicaai
(test au DPPH)
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On constate que les produits majoritaires contelams la fraction197-220 se retrouvent
également dans la fractidB80-196). Il s'agit d’'un acide phénolique et de deux flavides,
repérés grace a leurs spectres UV (figure 18).

La fraction(80-196) étant quantitativement 14 fois plus importante tupremiere, elle a été

sélectionnée pour continuer la purification etdleament des constituants actifs.

4.9. Purification de la fraction active 80-196 paCLHP 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 dedatfon80-196

L’'analyse par CLHP analytique de la fraction ac(i®@-196)permet de repérer 7 constituants
(figure 20).

>
<

1%

Figure 20 : Profil CLHP (. = 280 nm) de la fraction activ8@196).
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Leur purification a été réalisée par CLHP sempprétive 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 spddire(figure 21)
présente un maximum d’absorption & 270 nm cargtgue des transitionst>n*

aromatiques (Silvesteit al, 1991) et laisse envisager la présence d’'umsystromatique.

AUH191.9

2.0q g

27065

1.5

1.04

0.59

200 !

250 300 350

Figure 21: Profil UV du composé
Le spectre de masse du compdkéobtenu par une ionisation chimiqgue a pression
atmosphérique-Electrospray (APCI-ES) en mode nggeaiésente un ion moléculaire [M-H]

de 169,1 Da. Ainsi la masse moléculaire du compasst de 170,1 Da.

D'aprés les spectres RMNC -Jmod et DEPT135 superposés, il ressort quertgosél
posséde dans sa structure 2 CH- éthyléniques athdrees quaternaires : une fonction acide
carboxylique conjuguéed 169.3 et trois carbones quaternaires oxygéenesdsant carbones

équivalents a 145.3 ppm, ce qui correspond a taute brute GHgOs (figure 23).
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LFF-AcOEET 1 (10 1H) MeOH 200mMHz

aei l_

pRm

- L —— L ——— L —— — T — T — T — T
pRm T I I I T T
7 6,5 G 55 5 4,5 4 35

Figure 22 : Spectre RMNH (200 MHz) du composgdans MeOHd4

LFF-ACOELT 2 (1307 MeCH 200MHz

- C-2/C-6 | Spectre“C-DEPT 135
. | T i

20
|

i
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:|;
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(=] 3
& Spectre™*C-Jmod
=3,
‘T s |
i Shift F1: 0,000
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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 RIN200 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 composé@st aromatique et posseéde deux protons équivalents
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Tableau 12: Données RMNH et®*C du composé

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 (Gottlieket al,, 1991).

Cet acide phénolique est décrit pour la premieiedans le genreimoniastrum

composél : structure de Hcide gallique

5.2. Identification du composé 2

Le composé2 est isolé sous forme de cristaux gris. Son spddWeprésente 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 comp2sih mode d’'ionisation API négative présente unjoasi-
moléculaire [M-H], = 329,3672 Da, d’ou la masse moléculaire = 33X3Ba.

201



Les spectres RMN“C Jmod €C DEPT 135 montrent la présence de 7 carbonestsp
carbone sh dont cing carbones quaternaires oxygénés pasmués 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 corredpola formule brute GH150, (figure 27).

. Le spectre RMNH révéle la présence de deux protons aromatiquées, 88 (d,J =
2,2 Hz); 6,22 (dJ = 2,2 Hz). La valeur de la constante de couplagéjue que ces deux
protons sont en position méta. Le singulet d'irefign 3H ad 2,72 est assigné a un
groupement méthyle attaché a une fonction cétormmmatique. La comparaison des
déplacements chimiques des carbones du sagréd[4 (C-3)] avec ceux de la littérature
suggere qu’il s'agit d’'une configuration D-glucopmose. 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-Inontre une interaction H-laxial/H-2 axial d'ou une
configurationp du sucre.
Ainsi, le doublet de proton &5,06 ( = 7,1 Hz) est attribué au proton anomériqueBdd+
glucoside (H-1). La grande constante de couplagemton anomérique H-1J = 7,1 Hz)
entre J1.42 correspond a une orientation axiale-axiale erdsedeux 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 glucoses$l 02,1 ppm du carbone anomeérique
indique la liaison éther du sucfe Dans le cas d’'une liaison ester le carbone aniqoeér
résonnerait ad. 94-98 ppm (figure 27). La jonction du proton anoicpdée avec la génine est
confirmée par le spectre de corrélation longueadist 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 composélui@it a la présence d’'uniquement
quatre carbones aromatiques, observables dansdeesRMN*C. En fait, le spectre indique
gue C-2 et C-6 @ 162,7 ppm et 166,3 ppm, respectivement ne sontpas/alents. De
méme, les carbones C-3 et C-% @ 95,5 ppm et 98,2 ppm, respectivement (tableauné3

sont pas équivalents.
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Figure 25: Spectre RMNH (200 MHz) du compos2dans MeOHd4
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LFF-AcOER2 2 (13C) MeCH 200kHz
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Figure 27 : Spectres RMNC Jmod et®C DEPT135 (50 MHz) du compogé
dans MeOHd4.
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Figure 28: Spectre RMN COSYH- *H (200 MHz) du composg dans MeOHd4.
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Figure 29: Spectre RMNH- *C HSQC (200 MHz) du compogédans MeOHd4.
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Figure 30: Spectre RMNH- **C HMBC (200 MHz) du compos&dans MeOHd4.
Tableau 13: Données RMNH et**C du composé.
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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 etignakyest conforme avec celles reportées
dans la littérature (Suksamraehal.,, 1997) pour le composg.
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 dafentdle des plombaginacées.

compos& : structure de 1d,6-dihydroxy-2-O-(g-D-glucopyranosyl) acétophénone

ou myrciaphénone A
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5.3. Identification du composé 3.1

Le compose&.1 isolé est sous forme de poudre jaune. Son spetfrprésente deux
bandes d’absorption maximale a 268 nm (bande 1858t nm (bande 1), ce qui indique la

nature flavonoidique de ce composé (figure 31).

Figure 31: Profil UV du composé.1

Le spectre de masse du comp8skpar ionisation a pression atmosphérique (API) edeno
négatif, montre un ion moléculaire [M-Hfle 479,0939 m/z, d’'ou une masse moléculaire
correspondant a 480,0939 Da indique la formuleeb@itH,,013, ce qui confirme la masse
pseudo-moléculaire.

Le spectre RMNH présente des signaux caractéristiques de pratomsatiques. 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-6168) (figures 32-33). La constante de
coulage J = 1,9 Hz) indique la position méta de ces protamspar rapport a I'autre. Dans le
cycle B, le singulet & 7,38, d’intégration pour 2H correspondant aux gmetéquivalents
H-2'/H-6'. La comparaison des déplacements chimiques desres du sucréf 74,1 (C-3)]
avec ceux de la littérature suggéere qu’'il s’agiind configuration D-galactopyranose. En
effet, dans le cas du D-glucopyranose le C-3 ast¢ péblindé . 76,7 (C-3)] (Agrawal,
1992). La grande constante de couplage (8,0 HE-#lemontre une interaction H-axial/H-

2" axial d'ou une configuratiofs du sucre. La grande constante de couplage durproto
anomeérique H-1(J = 7,6 Hz) du proton anomériqued®,18 ppm indique une configuration
B du sucre (figures 32-33, tableau 14). Le déplac¢érokimiqued. 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 résonneraduaude 6. 94-98 ppm. Par ailleurs, les
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données RMN?C du sucre confirme la structure galactose qualété attribuée (Markham,
1982).

Le spectre HMBC qui montre une corrélation entrd"Hs 5,18 ppm) et le carbone C-3
(figure 34). Les corrélations longue distance obses dans le spectre HMBC entre le proton
H-6 et les carbones C-5, C-7 et C-8 ; entre leqordt-8 et les carbones C-6 et C-7 ; et enfin
entre les protons HYH-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 dandéaditre (Agrawal, 1989).

Ce composé est décrit pour la premiére fois dagsmieeLimoniastrum
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Figure 32: SpectréH RMN (300 MHz) du composg.1dans MeOHd4
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I-3-11 (10 1H) MeOH 300MHz
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Figure 33: Spectre RMNH (300 MHz) du composgé.1dans MeOHd4
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Tableau 14: Données RMNH et®*C du compos8.1

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

ComposEl : structure de lanyricétine-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 pi&sse bande

d’absorption maximale a 273 nm (figure 37).

Within at 11.227 min
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Figure 37: Profil UV du compos&.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 carbodest 12 carbones quaternaires,
6 CH-oléfiniqgues, 1 méthyléne, 2 méthines et 1 geooent 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 chacutrinés aux
protons H-6/H-8 (2HJ 5,95 ppm), H-2ZH-6' (2H, 6 6,5 ppm), et H-2H-6" (2H, & 6,94)
ppm. LeSdy4, 2,92 ppm (dd, al4=15,9 Hz, 4.3 =4,4 Hz) etdnaps 2,79 (d, ks = 4,4 Hz)
présentent la stéréochimie du cycle C de I'épigaliéchine (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 uneet@ighcorrélation entr&;.3 5.54 ppm et
le carbonyle @:0,,166,7 ppm (figure 41).

Le spectre RMN COSYH-'H montre des corrélations entre les hydrogéne3d/HH-
48 (figure 43).

Le spectre NOESYH-'H montre des corrélations spatiales entre H-2/H-82/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 deanées RMN avec ceux de la
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littérature (Moonet al, 2006 ; Daviset al, 1996) ont permis d'attribuer sans équivoque le

composé&.2a I'épigallocatéchine-®-gallate.

Ce compose est identifié pour la premiere fois damggnre_imoniastrum
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Figure 38 Spectre RMNH (200 MHz) du compos&.2 dans MeOHd4
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Figure 44 : Spectre RMN NOESYH- *H (200 MHz) du compos&.2 dans MeOHd4
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Tableau 15: Données RMNH et™*C du compos8&.2

Atomes RMN 130 RMN lH
d (ppm) o (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)
4B 258 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 -
216 105,9 6,5 (2H, s)
3/5 145,2 -
& 132,7 -
1" 120,5 -
2"/6" 109,3 6,94 (2H, s)
3'/5" 145,6 -
4" 138,8 -
COO 166,7 -

Corrélations :
— HMBC
—> NOESY
——» COSY
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Composé.2: structure de Epigallocatéchine-30©-gallate

5.5. ldentification du composé 4

Le composeé! est isolé sous forme d’'une poudre jaune. Son eI présente deux
bandes d’absorption maximale a 259 nm (bande 184& nm (bande 1), ce qui indique sa

nature flavonoidique (figure 45).
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Figure 45: Profil UV du composé

Le spectre de masse du compdseébtenupar ionisation a pression atmosphérique
(API) en mode négatif montre un ion quasi-molécaldM-H] de 463,0723 Da. La masse
moléculaire de ce composé est donc de 464,0801 dbaspondant a la formule brute
C21H20012.

Le spectre RMNH présente des signaux caractéristiques de pratmmsatiques. Les
protons & 6,10 ppm (1H, dJ = 2,0 Hz, H-6) et 6,26 ppm (1H, dJ = 2,0 Hz, H-8) couplent
en systéme AB caractéristiques du cycle A des flaides. La faible constante de couplabe (
= 2,0 Hz) indique la position méta des 2 protoran®le cycle B, le singuletéa6,86 ppm, a
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intégration 2H correspondant aux protons équivaléh®’/H-6’ (figures 46-47). Le spectre
RMN *H montre un singulet large correspondant au pr@teomérique & 5,22 ppm. La
constante de couplage du proton anomérihge2,0 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 e#abll6). Le spectre RMKC-IJmod
montre également les signaux caractéristiques ammbse dans la zower0-73 ppm (figure
49). Le blindage de C-3 (L35,6 ppm) et le déblindage des carbones £€157,3 ppm) et C-
4 (6 178,9 ppm) comparativement a l'aglycone, suggéne tp position d’attache du

rhamnose avec I'aglycone se situe sur le carbeBdt@bleau 16).
L’ensemble de ces données spectrales ainsi quamparaison des données trouvées
dans la littérature (Agrawal, 1989) nous ont perdasdéterminer la structure du compdsé

comme étant Ianyricétine-3-O-a-rhamnopyranoside

Ce compose est identifié pour la premiere fois damggnre_imoniastrum
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Figure 46: Spectre RMNH (200 MHz) du composé dans MeOHd4
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Figure 47: Spectre RMNH (200 MHz) du composé dans MeOHd4
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Figure 48: Spectre RMN COSYH- *H (300 MHz) du composédans MeOHd4
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Figure 51: Superposition des spectres RM8-JMod (50 MHz) des composéset 3.1dans
MeOH-d4

223



Tableau 16: Données RMNH et**C du composé

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 : Structure de lanyricétine-3-O-a-rhamnopyranoside
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5.6. Identification du composé 5

Le composé est obtenu sous forme d’'une poudre jaune. Sortrepe/ (figure 52)
montre 2 bandes maximales a 254 nm (bande 1) 2n&6 (bande ). L’absorption intense de
la bande | (dans la zone 352-385 nm) caractérigavonol (3-OH libre) (Mabry, 1970).

mAU

7501 | g

5001

2501

'200 250 '300 '350 T400 450

Figure 52rofil UV du composé&

Le spectre de masse du compbsxbtenu par ionisation a pression atmosphérique API
en mode d’ionisation négatif présente un ion md&m [M-H]" de 300,9920 Da, ce qui
indique 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), et5 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 gdiéesite pour la premiére fois dans
le genreLimoniastrum
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Figure 54: Spectre RMNH (200 MHz) du compos&dans DMSOd6
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Tableau 17: Données RMNH du composé&

atomes

RMN H

2

6 (ppm), m, J (Hz)

6,17 (1H, d, 2,0)

| N O O | 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)

Composé : structure de lguercétine
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5.7. ldentification du composé 6

Le composé est obtenu sous forme d’'une poudre jaune. Sortrepgd/ montre 2
bandes maximales a 252 nm (bande II) et 369 nndé8n L’absorption intense de la bande
| (dans la zone 352-385 nm) caractérise un flav@@@H libre) (Mabry, 1970) (figure 55).
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Figure 55: Profil UV du composé

400

Le spectre de masse du comp6sibtenu en mode d’ionisation ESI positive, présente
un ion moléculaire [M+H] de 319,2 Da, indiquant une masse moléculaire 823a.

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 dgration 2H & 7,33 correspondant aux H-
2'/6' équivalents (figure 56) (tableau 18).

Le spectre RMN 13C-Jmod permet de distinguer lgsagix de 15 carbones dont les
déplacements chimiques correspondent a ceux demiis (Agrawal, 1989). Ainsi, on peut
distinguer : 4 carbones éthyléniques, dont 2 édgiivs (C-2/6' : 6 108,6 ppm), une fonction
cétone & 177,4 ppm, 6 carbones quaternaires oxygéenes dégtiiRalents (C-&' : 6 146,8

ppm) et 4 carbones quaternaires non oxygénés éfigitiy (tableau 14).

La comparaison de ces données avec celles trowases la littérature (Agrawal,

1989) permet d’'identifier sans équivoque le comgoadamyricétine.

Il est décrit pour la premiére fois dans le gdrirroniastrum
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Figure 57: Spectre RMN°C-Jmod (75 MHz) du compo$édans MeOHd4

Tableau 18: Données RMNH et**C du composé
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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 -

35 146,8 -

Composé : structure de lanyricétine
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La purification des six pics majeurs de la fractRir196a été effectuée par CLHP
semi-préparative et Sephadex LH-20 et a donnéadlié.composés purs qui ont été identifies
par un ensemble de techniques spectroscopiques (RENet 2D, ESI-MS, UV) et
coinjection avec les standards authentiques contame €

- l'acide gallique 0),

- la myrciaphenone A2,

- la myricétine-30-f-galactopyranoside3fl),

- I'épigallocatéchine-32-gallate 8-2),

- la myricétine-30-a-rhamnopyranosidel,

- la quercétineR) et

- la myricétine §).
Ces composés phénoliques ont été identifiés daissepks espéces demoniumtelles
gue Limonium axillare(Ahmedet al, 1999 ; Bashiet al, 1994),L. brasiliense(Murray et

al., 2004),L. wrightii (Aniya et al., 2002) eL. sinensdLin et al, 2000).

Nos résultats permettent ainsi de rapprocher ssircd&gres chimiotaxonomiques les

genred.imoniumet Limoniastrium,dans la famille des Plombaginaceées.
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6. Comparaison de [lactivité anti-radicalaire (tes¢ DPPH, FRAP et SRSA)

polyphénols isolés.

Tableau 19 :Résultats des activités antiradicalaires des pteguirs.

des

DPPH? FRAP® SRSA

Extrait ACOEt 1,21+ 0,19 2,25+ 0,12 3,61+ 0,56
1 0,94+ 0,68 0,83t 0,15 3,49 0,99

2 60,92+ 3,34 7,61+ 1,68 NS >>10

3-1 2,84+ 0,69 2,89 0,02 2,85 0,2

3-2 2,54+ 0,45 2,2+ 0,06 2,1+ 0,08
4 1,82+ 0,26 1,38+ 0,39 3,83t 0,82

5 2,23+ 0,13 1,48+ 0,19 5,7% 0,49

6 3,27+ 0,55 1,60t 0,14 1,86+ 0,12

Acide ascorbique 0,59+ 0,12 1,62 +0,62 5,8+ 0,79

Les résultats sont exprimés en moyeargeart-type de triplicatas.
& CLes valeurs sont exprimése endklig/ml).
P Les valeurs sont exprimées en EC1 (UM d’équivalerfeé’/ml).

Les activités anti-oxydantes des composés pursétintcomparées avec celles de
I'extrait ACOEt de feuilles d&imoniastrum feeet I'acide ascorbique pris comme référence

positive (tableau 19).

Ainsi, dans legest DPPH tous les composés isolés, a I'exception du cog@sont
montré un effet anti-oxydant potentiel. L'acidelgale (1) est aussi efficace que le témoin de
référence (acide ascorbique). En fait, les comp@beq3-2) et ) sont utilisés en routine

comme des substances de référence dans les tesigyatants (Erlund, 2004).

Dans le tesFRAP, l'acide gallique est également le composé le pltf, en étant
méme 2 fois plus actif que I'acide ascorbique. aeges composed-6) ont également un
fort pouvoir réducteur (Gb < 2 pg/ml). Nos résultats sont en accord avecdl@snées
trouvées dans la littérature : I'équipe de Schte602) a par exemple montré que l'acide
gallique est le composé le plus actif dans lestB®fRPH et FRAP par comparaison avec

d’autres anti-oxydants. D’autres études ont momiie les substances phénoliques, comme les
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flavonoides et les acides phénoliques, sont coraitEment plus anti-oxydants que la
vitamine C et la vitamine E (Caa al, 1997 ; Vinsoret al, 1995).

L’acide gallique a été identifie comme le composéifad’'un extrait aqueux de
Limonium wrightiiavec un effet antiradicalaire marqué (Bastial, 1994). L’acide gallique
est également le composé majeur présent dansélendir (Hodgsonet al, 2000),
accompagné d’'EGCG, de quercétine et de myricéihenédet al, 2002 ; Luximon-Ramma
et al, 2005). Ces polyphénols sont reconnus comme étapbnsables des propriétés anti-
oxydantes du thé vert (Murray al, 2004).

Dans le testSRSA mesurant la capacité de composés a neutraliseadial
superoxyde, c’est la myricétine qui a le pouvoiti-arydant le plus élevé (64=1,86 pg/ml),
en étant méme trois fois plus active que l'acidendsique. Les composeés, (3-5) ont une
activité anti-radicalaire équivalente a la vitam{e

En raison de la complexité des processus d’oxydatduction, il est clair qu'aucune
meéthode prise séparément n'est capable de founeiridee 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 capdptephile qu’hydrophile. Pour l'activité
physiologique, elle a besoin de refléter et diffiérer aussi bien le transfert d’atome
d’hydrogene (extinction de la fluorescence du raljlique le transfert électronique (réduction
du radical libre). L'évaluation d’'un profil anti-ggant global nécessite par conséquent
d’avoir recours a des tests mettant en jeu diftérgypes de radicaux libres oxygénés (RLO)
et différents types de radicaux libres azotés (RL&»mme HO et ONOO. Le
développement de méthodes spécifiques pour chaouees de radical s’avere des lors

intéressant (Pricet al, 2005).

En conclusion,

Limoniastrum feeiest une espéce semi-désertique biosynthétisant odebreux
polyphénols aux propriétés anti-radicalaires magqué.e potentiel réducteur d’'un extrait
hydro-alcoolique s’explique par la présence notantntéacide gallique, de quercétine, de
myricétine et d’épigallocatéchine gallate, connasirpleurs capacités anti-oxydantes. Ces
derniers contribuent tres probablement a la luttgtre le stress oxydant auquel I'espece 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 giwnolic constituents: gallic acid)(
myrciaphenone A2), myricetin-30-f-galactopyranoside3fl), epigallocatechin gallate3{
2), myricetin 30-a-rhamnopyranosided], 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 specifizesoxide radical scavenger since it
was the most active product in superoxide nitroblegazolium hypoxanthine/xanthine

oxidase test [(1.86 0.12) pg/mL].

Key words Limoniastrum feeiPolyphenols, Oxidative Stress

Introduction

Plumbaginaceae is a cosmopolitan family which idek1775 species grouped in 24 genera
(Watson and Dallwitz, 1992).imoniastrum fee{Girard) Batt. is a species endemic to Algeria
and Morocco (Quezel and Santa, 1963) which castresextremely arid conditions (Stocker,
1974). A recent study revealed its good antibaaitetivity (Belboukhari and Cheriti, 2005).
However, to the best of our knowledge, no phytodhehstudies have been conducted as yet
on the genukimoniastrum

Oxidative stress is caused by imbalance in the amtidntioxidant equilibrium. Reactive
oxygen species (ROS), generated either by endogemoaxogenous factors, are associated
with the pathogenesis of various diseases suchfsmimation, atherosclerosis, diabetes,
cancer and arthritis (Halliwell and Gutteridge, @P0ODuring the past decade, interest in

polyphenols, including flavonoids, has considerainlgreased. This is mainly due to the
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discovery of their various biological propertiegjnpipally their antioxidant effects and
therefore their possible role in the preventiorse¥eral chronic diseases involving oxidative
stress. Polyphenols inhibit cGMP and cAMP phospéstérases, xanthine oxidase and
elastase, for example (Plessial, 1998).

The aim of the present study was to assess thexatdnt activity of a semidesertic species,
L. feei,and to isolate its active consituents using a baeplifractionation approach with 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPWassay, an electron transfer (ET)-based methoel r@$ults
were compared with those of two other complemendasays: FRAP (ferric reducing ability
of plasma), another ET-based method, as well asuperoxide anion scavenging assay, a

hydrogen atom transfer (HAT)-based method.

Material and Methods

Reagents and drugs

All chemicals used were of at least analytical gratl, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical

(DPPH) and 2,4,6-tri(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ)eve obtained from Sigma Chemicals Co.
(St. Louis, USA). Anhydrous sodium carbonate f8/@;), cupric sulfate pentahydrate

(CuSQ « 5H,0), ferric chloride hexahydrate (FeGl6H,0), Folin—Ciocalteu phenol reagent,
hydrochloric acid (HCI), glacial acetic acid, matbh and sodium acetate trihydrate were
obtained from Merck (Darmstadt, Germany) and Neageat from Roth (Karlsruhe,

Germany).

Plant material

The whole planL. feei (Plumbaginaceae) was collected in Bechar regiorsouth west of
Algeria, in the flowering stage in April 2003. Itas identified by Prof. Khalfallah from the
Institute of Biology of Constantine (Algeria). A woher specimen (LF98B0501) was

deposited in the herbarium of University MentourConstantine.
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The dried plant material, [ 309 g of leaves (L)Q2pof roots (R) and 1174 g of flowers (FL)]
was exhaustly extracted with 80% EtOH and then esapd under reduced pressure to yield

25.5 g (8.2% w/w), 78.4 g (8.2% w/w) and 181.4 §.4% w/w) extracts, respectively (Table

).

Extraction and bioguided fractionation

Crude hydro-alcoholic extracts were extracted litl-liquid partition with solvents of
increasing polarity: gHi,, CH.Cl;, EtOAcC and finally withn-BuOH (Fig. 1). The vyield of
each extract is reported ihable |. The comparison of their antiradical activity ngithe
DPPH test showed that the EtOAc leaves extract wasntbst active (Tabldl); thus,
fractionation of the EtOAc leaves extract was padson a silica gel open column (150 g,
mesh 60 cm x 3 cm) using stepwise gradient eluy@®nmL/fraction) : GH12 (3 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 Tlu@Gfiles (silica gel bs4 5554, Merck)
using EtOAc/MeOH/HO (100:17:13) (v/viv) as eluent system. Plates wleza revealed with
Natural Product/PEG (1% methanotipphenylboric acidi-ethanolamino ester/polyethylene
glycol) reagent and detected at 254 and 366 nrffdoda7 major fractions (Fig. 1). According
to the antiradical activity of the seven fractidested by the DPPH assay, purification was
continued on fractions 80 - 196 by means of serpgmaive C18-HPLC, using 0.01 M
H3PO, (phase A) and acetonitrile (phase B) as eluents.éliation was carried out under the
following conditions: in 20 min from 5% to 50% Byen in 5 min from 50% A to 100% B.
Fractions were monitored at 280 nm (115 UV detecason) (volume of injection: 400 pL)

. The purification afforded 6 sub-fractions whiclkere controlled by analytical C18-HPLC.

Thus, pure compounds obtained wér€l57 mg),2 (5 mg),4 (496.8 mg)5 (4.7 mg) andb
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(20.4 mg). The sub-fraction 3 was further purifisdth Sephadex LH-20 column
chromatography (10 g, 30 cm x 1.5 cm) using MeOBO(2nL) as eluent and afforded

compounds3-1 (30 mg) an®B-2 (50 mg) (Fig. 1).

Material

The NMR spectra were recorded on Bruker DRX NMRO(200Hz and 300 MHZz)
spectrometers. Samples were dissolved in deutena¢tidanol (CROD). Mass spectroscopy
was carried out on an Agilent LC/MSD instrument. sAtbances were measured in a
Shimadzu UV 1205 spectrophotometer. Semiprepar&@i@HPLC: pump, Gilson 305; UV
detector, Gilson 115; column Nucleo8puMacherey-Nagel 250 x 21 mm; 10 pm, Hoerdt,
France). Analytical C18-HPLC: pump, Varian 9010; DAV detector, Varian Prosf3rLes
Ulis, France; column Nucleodtir Macherey-Nagel 250 x 4.6 mm; 5 pm). TLC: silicl g

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. of Folin—Ciocalteu phenol reagent
and allowed to react for 5 min. Then, 2.5 mL ofusatted NaCOs; solution were added and
allowed to stand for 1 h before the absorbancédefréaction mixture was read at 725 nm.
The total phenolic content (TPC) of the extract wapressed as mg gallic acid equivalents
per gram of plant material on dry basis (Pastjal, 2002).

Free radical scavenging activity

The samples were measured in terms of hydrogertidgra radical scavenging ability using
the sTable radical DPPHThe percentage of DPPldecolouration of the sample was
calculated according to the equation: % decolotiona= [1 - AbSampidAbSontro)] % 100,
whereAbsampieis the absorption of sample aAlsontol is the absorption of the blank without

sample. Decolouration was plotted against the saxtract concentration, and a logarithmic
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regression curve was established in order to catieuhe Gy, which is the amount of sample

necessary to decrease by 50% the absorbance of TiP&djoet al, 2002).

Superoxide anion scavenging activity

The superoxide radicals were generatedtro by the hypoxanthine/xanthine oxidase system.
The scavenging activity of the extract was deteediiby the NBT reduction method. In this
method, @~ reduces the yellow dye (NB to produce the blue formazan, whose
absorbance was measured spectrophotometricallgOan®m. Antioxidants are able to inhibit
the formation of purple NBT. The results are expeelsas the percentage inhibition of the
NBT reduction with respect to the reaction mixtwi¢hout a sample (buffer only) and were
calculated with the equation: % inhibition =@l{ss- CBap - (Subs- SBw9] / (Cabs- CBand} X
100, whereSyps SBibs Cans andCBgyps Were the absorbance of the sample, the blank sampl

the control, and the blank control, respectivelgréfoet al, 2002).

Ferric reducing ability of plasma (FRAP)

The ability to reduce ferric ions was measured gissnmodified version of a previously
described method (Benzie and Strain, 1996). Anuatiq(200 pL) of an extract (with
appropriate dilution, if necessary) was added mL3of FRAP reagent (10 parts of 300 mM
sodium acetate buffer at pH 3.6, 1 part of 10 mM ZBolution and 1 part of 20 mM FeGl
6H,0 solution) and the reaction mixture was incubatea water bath at 37 °C. The increase
in absorbance at 593 nm was measured after 30Thaantioxidant capacity based on the

ability to reduce ferric ions of the extract wapmssed as UM equivalent ofHenL.

Results and Discussion
The comparison of the antiradical activities of dguhydro-alcoholic extracts df. feei

showed that the leaves (L) extract was 5- and @4fwdre active than the flower (FL) and root
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(R) extracts, respectively (Table II). In geneEIDAc extracts were more active than £
and BuOH extracts (Table Il), suggesting that tlvegre more enriched in antiradical
compounds. Indeed, TLC and HPLC profiles of EtOAdracts of L and FL were quite
similar and showed that they contain mainly flaudsaand phenolic acids (data not shown).
These observations were strengthened with linegnession analysis of antiradical activity
and total phenolic content (Fig. 2). We showed adgoorrelation between the antiradical
effect and the total phenolic content of extra@#i{Cl,, EtOAc and BuOH) with R = 0.97
and 0.99 for L and FL extracts respectively, wisciggest that polyphenols present in these
extracts are responsible for the scavenging agtiwiowever, there is a mild correlation
between the phenolic content and the antioxidamigcin R extracts (R = 0.6). Moreover,
the excellent linear correlations between the ftptaenolic profiles” and “the antioxidant
activity” is not surprising if one considers sinmilchemistry 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 ake tintioxidant activity and phenolic
contents (Parejet al, 2002; Gucet al, 1997).

Flavonoids are potent antioxidants vitro, but antioxidation is, however, only one of the
many mechanisms through which flavonoids can et actions (Erlund, 2004). Indeed,
the actions ascribed to polyphenols are almosticdytmediated partly by their free radical
scavenging, antioxidant and metal complexing asti@ahorunet al, 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 prepai@d some medicinal plantsAchillea
millefoliumy Artemisia dracunculus Foeniculum vulgare Lavandula latifolig 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 fractition using the DPPH assay was
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continued on the EtOAc leaves extract, which gaveagdtions, combined according to their
TLC profiles (Fig. 1). These fractions were agastéd for their antiradical power. Fractions
80 - 196were as active as fractions 197 - 220 (Table hij possessed all the compounds of
the latter fraction (data not shown), and furthemmdractions 80 - 19&eighed 14-fold more
than fractions 197 - 220) (Fig. 1); Thus, purifioatwas pursued on fractions 80 - 196. The
purification of the 6 major peaks of this fractisras carried out by semipreparative HPLC
and Sephadex LH-20 chromatography and affordedr@ pompounds (Fig. 1) identified by
combined spectroscopic techniques (1D and 2D NMR;MES, UV and co-injection with
authentic standards) (copies of the original specre obtainable from the author of
correspondence). These are gallic acij, (myrciaphenone A 2), myricetin-30O-3-
galactopyranoside 3(1), epigallocatechin gallate (EGCG)3-B), myricetin 30O-a-
rhamnopyranoside 4], quercetin §) and myricetin §) (Fig. 3). These polyphenolic
compounds are encountered in differ&monium species likeL. axillare (Ahmed et al,
1999; Bashiet al, 1994),L. brasiliensegMurrayet al, 2004),L. wrightii (Aniya et al, 2002)
and L. sinense(Lin and Chou, 2000). Thus, our results show aselachemotaxonomic
relationship betweebhimoniumandLimoniastrum

The antioxidant activities of pure compounds werepared with the activities of the
EtOAc extract and ascorbic acid taken as the referentioxidant. Therefore, in the DPPH
assay, all compounds isolated, with the exceptio, showed a potent antioxidant effect,
where gallic acid was as active as the referendmxaaant (ascorbic acid) (l§g = 0.94
pg/ml). In fact, compounds, 3-2 and5 are routinely used as reference drugs in antioxida
tests (Erlund, 2004). In the same way, gallic acas also the most active compound in the
FRAP assay; moreover, it was 2-fold more active tiee 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 th& miive compound in DPPH and FRAP
assays in comparison with other antioxidants (Sohiteet al, 2002). Some studies have
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indicated that phenolic substances, such as fladerand phenolic acids, are considerably
more potent antioxidants than vitamins C and E (€tead., 1997; Vinsoret al, 1995). Gallic
acid (1) has been identified as the active compound ofvdwer extract of.imonium wrightii
with a strong free radical scavenging action (Bashil, 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 respon$ibbléhe antioxidant properties of tea
(Murray et al, 2004). In the superoxide scavenging activityagssinlike 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/antioxiaat processes, it is obvious that no
single testing method is capable of providing a prehensive 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 lipojghaind hydrophilic capacity, and at least for
physiological activity it needs to reflect and diféntiate both the hydrogen atom transfer
(radical quenching) and the electron transfer ¢adieduction). Moreover, to fully elucidate
its antioxidant capacity, tests evaluating the aifeness against various reactive oxygen
species (ROS)/reactive nitrogen species (RNS), aadhO and ONOO are needed, and this
may require future development of additional methgpecific to each radical source (Peabr

al., 2005 ).

In conclusion Limonistraum feeis a natural source rich in polyphenols (gallicdac

guercetin, myricetin and EGCG) possessing stroripxdant activity, which could have a

direct action on different diseases in relatiorvRIOS/RNS.
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Table I. Yield (g) of successive liquid/liquid extractionstivincreasing polarity solvents of

leaves (L), flowers (FL), and roots (R).

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 20.4

Table Il. Radical scavenging activities (DPPH test) of cr&di@®H 80% extract along with

CH.CI,, EtOAc, BUOH extracts from roots (R), flowers (Fnd leaves (L) ofimoniastrum

feel Results are expressed asgol(tg/mL), mearx SD (standard deviation) of triplicate.

1Cs0 (R) 1Gso (FL) ICs0 (L)
EtOH 80% 3.3£1.43 1.75 0.74 0.38+ 0.06
CH.Cl, 44,04+ 12.37 5.750.74 8.6 & 4.49
EtOAC 1.44+ 0.08 1.63t 0.32 1.21+ 0.19
BuOH 3.93+£ 0.89 2.82+ 0.24 1.30: 0.24
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Table Ill. Radical scavenging activities (DPPH test) of 7 méjactions obtained after silica
gel fractionation of an EtOAc leaves extract. Ressale expressed assiug/mL], meant

SD (standard deviation) of triplicate.

Fractions 1Go [ng/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 suyde) of 7 pure polyphenols

purified by semipreparative C18-HPLC in comparisaith their respective EtOAc extract.

Results are expressed as me&D (standard deviation) of triplicate.

Sample DPPH FRAP Superoxid@
EtOAc extract 1.21+0.19 2.25-0.12 3.61+ 0.56
Gallic acid (1) 0.94+ 0.68 0.83+ 0.15 3.49+ 0.99
Myrciaphenone A (2) 60.92+ 3.34 7.6+ 1.68 NS >>10
Myricetin-3-O-3-
_ 2.84+ 0.69 2.89 0.02 2.85+ 0.2
galactopyranoside (3-1)
Epigallocatechin gallate (3-2) | 2.54+ 0.45 2.2+ 0.06 2.1+ 0.08
Myricetin 3-0-a-
_ 1.82+ 0.26 1.38t 0.39 3.83: 0.82
rhamnopyranoside (4)
Quercetin (5) 2.23+0.13 1.48: 0.19 5.7% 0.49
Myricetin (6) 3.27+£ 0.55 1.60Gt 0.14 1.86+ 0.12
Ascorbic acid 0.59+ 0.12 1.62 £ 0.62 5.8+0.79

#Values expressed assgug/mL].

bValues expressed in EC1 as pM equivalent divife.
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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 exsrad roots and flowers @12, CHCly,

EtOAc and BuOH).

Fig. 2. Correlations between total phenolic content andraital activity of different
extracts (CHCI,, EtOAc, BUOH) obtained from roots, leaves and #osvofL. feei

TPC, total phenolic content (gallic acid equivagmig dry weight); DPPH assay expressed in
ICs0 (MQ/ML); R, root extract (R = 0.6); L, leaves extr(R = 0.97); FL, flower extract (R =

0.99).

Fig. 3.Chemical structure of compoungs 6
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Fig. 1.
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50 mg 70 mg 90 mg 150 mg 80 mg 950 mg 65 mg
Preparative C18-HPLC @@/acetonitrile
1 2 3 4 5 6
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
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Fig. 3.
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Résumé

Nos travaux de recherche ont été consacrés a &dthnithique et pharmacologique de trois
especes végeétales africaines: une Euphorbiacéémamee de MadagascarEuphorbia
stenoclada,une Combretacée pantropicale d’Afrique de I'Oueshogeissus leiocarpust
enfin une Plombaginacée saharo-arabidLienoniastrum feei

lIs nous ont conduit a I'isolement et l'identificat de 19 molécules, dont 2 nouvelles dans
la famille, 9 identifiées pour la premiére fois dda genre et 4 caractérisées pour la premiere
fois dans I'espece étudiée :

- huit molécules ont été identifiees dans I'écoro&ndgeissus leiocarpuSuill. & Perr.
(Combretaceae) dont cing triterpenes pentacycligigesés de Ig3-amyrine, décrits
pour la premiére fois pour cette espece ; un déeatrx, nommé trachélospéroside E1,
est signalé pour la premiére fois dans la famiéle dombretacées.

- guatre dérivés de flavonols ont été identifiés di@ssparties aériennesEiiphorbia
stenocladaBaill. (Euphorbiaceae) ; il s’agit de polyphénalsuvellement décrits dans
'espece.

- Sept polyphénols ont été identifiés pour la preeidois dans les feuilles de
Limoniastrumfeei (Girard) Batt. (Plumbaginaceae) dont la myrciagmenA dont la

présence est nouvellement décrite dans la famille.

Le premier chapitreconcerne I'étude d’'une espece de la flore malgdetehorbia
stenocladaBaill. (Euphorbiaceae), recommandée par les tratiggens malgaches pour
soigner certaines pathologies respiratoires (britacbhronique, asthme). L’évaluation
préliminaire d’'un extrait aqueux (infusé de parti@8riennes séchées) et d'un extrait
alcoolique sur la prolifération des cellules muagels lisses bronchiques humaines
(CMLBH), responsables en partie du remodelage Iltigne observé chez les asthmatiques, a
montré une forte inhibition des deux extraits deralifération des CMLBH induite par une
cytokine pro-inflammatoire, linterleukine BIIL-13). Nous avons utilisé ce modele
biologique pour isoler les constituants responsalile I'activité observée, et évaluer en
parallele la corrélation entre I'activité antipféliative et I'activité anti-oxydante de I'extrait
alcoolique.

Nous avons ainsi montré que la quercétine, idéstifpar LC-UV-MS dans la sous-
fraction la plus active, est le principal constituaesponsable de I'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 : plusiétudes pré-cliniques ont en effet montré
les effets bénéfiques de la quercétine dans I'astlen inhibant notamment I'obstruction
bronchique et I'hyper-réactivité bronchique. Pamtoe, d’autres flavonols comme la
quercitrine et I'hnypéroside, également identifi@asl I'extrait dE. stenocladase sont révélés
inactifs sur le modéle expérimental choisi. La camapson de I'activité antiproliférative de
CMLBH induite par IL-PB de dérivés glycosylés et méthoxylés de la quereetimontré que

I O-méthylation diminue [l'effet antiprolifératif alorsque la glycosylation [Iinhibe
complétement.

Dans la mesure ou les personnes présentant dellesovespiratoires comme les
asthmatiques sont soumis a un stress oxydatif pemtanous avons exploré par ailleurs la
capacité anti-radicalaire de I'extraited’ stenocladat évalué la corrélation existant entre ses
propriétés anti-oxydantes d’une part et son paeatiti-asthmatique, d’autre part. De fortes
teneurs en polyphénols ont été retrouvées, avpoekence majoritaire d’acide gallique, aux

propriétés antiradicalaires marquées;(Gl4,7 uM).

Le second chapitreest consacré a I'étude phytochimique de I'écoreen cirbre de

savanes africainesAnogeissus leiocarpu&uill. & Perr. (Combretaceae), traditionnellement

utilisé pour traiter certaines pathologies cutar{éezéma).

Ainsi, 5 triterpénes oléanoliques monodesmosidigidsurs 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 traché&logpgine E et

- larjungénine.

La présence de trachélospéroside E1 est signalé@e lpopremiere fois dans les
Combretacées. Les triterpénes de type oléanoligunt éetrouvés dans la majorité des genres

appartenant a cette méme famille botaniqlierrqinalia Rudgea Trachelospermumet

Combretumpar ex), ils constituent des marqueurs chimiataxaiques potentiels.

Nous nous sommes par ailleurs intéressés aux patgbdh de I'écorce &. leiocarpus
Trois dérivés de 'acide ellagique ont ainsi égaatété caractérisés :

- l'acide 3,3,4'-tri-O-méthylflavellagique
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- Il'acide 3,3-di-O-méthylellagique et
- le 3,4,3-tri-O-méthylflavellagique-4/-p-D-glucoside.

Le troisieme chapitrest consacré a I'étude de 3 drogues (feuilleardlet racines) d'une

plante poussant dans le Sahara du sud algériearetain :.Limoniastrum feei(Girard) Batt.

(Plumbaginaceae). Il s’agit d’'une xérophyte répup@eir sa résistance a des conditions
climatiques extrémes (stress hydrique et UV, sé&dserprolongée...). Notre objectif a été de
vérifier la présence de métabolites anti-oxydastsceptibles de permettre a la plante de

survivre dans des conditions climatiques et envienmentales défavorables.

Ainsi, a partir d’extraits hydro-alcooliques totauxne premiere évaluation de l'activité
anti-oxydante a été réalisée, en utilisant le déshibition du radical DPPH Ce méme test
nous a permis de procéder a un fractionnement liégafin d'identifier les constituants
responsables de l'activité anti-radicalaire décaléas un extrait. Une fois les molécules
purifiées, deux autres tests complémentaires @ntiisés afin de comparer leur éventuelle
sélectivité vis-a-vis de différents radicaux librefessai SRSA (Superoxyde Radical
Scavenging Activity) utilisant la xanthine oxydgsaur produire I'anion superoxyde {Q et
le test FRAP (Ferric Reducing Ability of Plama) goiesure la production du radical

hydroxyle (OH) par la réaction de Fenton.

Parmi les 15 extraits testés, c’est un extraitchinren polyphénols, préparé a partir des
feuilles del. feej qui s’est avéreé le plus actif dans le test DPEHy( 1,21 + 0,19 ug/ml). Sa
purification a donné lieu a lidentification par RM1D et 2D, UV et ESI-MS de 7
polyphénols, isolés pour la premiére fois du gémmeoniastrum:

- l'acide gallique

- la myrciaphénone A

- la myricétine-30-B-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 acti$-avis du radical DPPHClso = 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 spguedi de I'anion @ (Clso = 1,86+ 0,12

pag/mi).

Ces résultats confortent la capacité d'une espeemi-désertigue a produire,
naturellement, une grande quantité de métabolitesoaydants qui participent probablement

a son adaptation a son environnement extréme.

L’ensemble de ce travail a conduit a la publicatde deux articles, comme premier
auteur :

1. M Chaabj V Freund-Michel, N Frossard, A Randriantsoa, Rddantsitohaina, A
Lobstein. Anti-proliferative effect oEuphorbia stenocladan human airway smooth
muscle cells in culturelournal of Ethnopharmacology 2007, 109, 134-139.

2. M Chaabj S Benayache, F Benayache, S N'Gom, M Koné, R @A\nBWeniger, A
Lobstein. Triterpenes and polyphenols frénogeissus leiocarpu@Combretaceae).
Biochemical Systematics and Ecolog®008,36(1), 59-62.

Un troisieme article, également en premier autawdté soumis et est actuellement en cours
d’évaluation :
3. _M ChaabiN Beghidja, S Benayache, A Lobstein. Activity-ged isolation of

antioxidant principles frorhimoniastrum fee{Girard) Blatt.Zeitschrift fir 63c, # - #
(2008); received
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