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Ce travail de theése a été réalisé grace au soutien scientifique, technologique et financier de la
société bretonne BiotechMarine, spécialisée dans la fabrication et la commercialisation
d'actifs cosmétiques issus d'algues et de plantes du littoral. Cette société est également experte
en biotechnologies végétales, avec une activité de culture de cellules dédifférenciées de
plantes du littoral breton et de gamétophytes de macro-algues. Elle fait partie depuis 2014 du
groupe Seppic (www.seppic.com), filiale de Air Liquide, spécialis€é dans les actifs et les
excipients pour les industries cosmétique, pharmaceutique et vétérinaire. BiotechMarine est
en quéte perpétuelle de nouvelles matieéres premieres végétales, extraits, cellules, molécules,
pouvant étre valorisées dans 1'industrie cosmétique. C'est dans ce souci d'innovation que mes
travaux de these ont été menés en collaboration avec I'équipe de Pharmacognosie et
Substances Naturelles Bioactives, au sein du Laboratoire d'Innovation Thérapeutique (UMR
7200) de la Faculté de Pharmacie Strasbourg, avec des objectifs conjoints en recherche

fondamentale et appliquée.

Dans ce travail de theése pluridisciplinaire, deux halophytes, Helichrysum stoechas (L.)
Moench (Asteraceae) et Armeria maritima Mill. Willd. (Plumbaginaceae), ont fait 1'objet
d'études phytochimiques, biologiques et biotechnologiques. Dans les deux cas, une
exploration phytochimique a été conduite afin d'identifier des extraits et/ou des molécules
susceptibles de porter une activité biologique intéressante pour une valorisation potentielle
comme actif dermo-cosmétique. En parallele, un travail biotechnologique a été mené afin de
cultiver des suspensions cellulaires de ces deux plantes pour la production de molécules
bioactives, et étudier l'influence d’éliciteurs. Armeria maritima est une espece peu étudiée et
pour laquelle nous ne disposions que de plantes, alors qu'Helichrysum stoechas est une espece
ayant déja fait 'objet de travaux, et pour laquelle la société BiotechMarine nous a fourni des
suspensions cellulaires déja établies. Ainsi les stratégies et techniques mises en ceuvre pour
étudier ces deux especes sont complémentaires ; elles se situent a différents niveaux dans la

progression méthodologique que nous avons mise en place.
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Tableau : Présentation des objectifs pour les deux especes végétales étudiées

Armeria maritima (Mill). Willd.

Helichrysum stoechas (L.) Moench

Explorer les métabolites secondaires
majoritaires synthétisés dans les parties

aériennes de la plante afin de définir de

Phytochimie

potentiels bio-marqueurs.

Etudier les métabolites secondaires synthétisés
par des cellules dédifférenciées afin de choisir

un bio-marqueur.

Comparer ces métabolites a ceux synthétisés

par la plante.

Etudier différentes techniques pour

l'extraction des bio-marqueurs.

Evaluer les activités biologiques des

extraits et des molécules isolées sur des

Biologie

cibles dermo-cosmétiques.

Evaluer les activités biologiques sur des cibles
dermo-cosmétiques d'un extrait de cellules
versus un extrait de plante, et du marqueur

mis en évidence dans 1'étude phytochimique

Développer un protocole de callogénése
efficace et obtenir des suspensions

cellulaires en vue d'une future

production biotechnologique des

Biotechnologie

molécules d'intérét.

Cribler différents éliciteurs afin de trouver
lequel est le plus prometteur pour augmenter

la teneur en bio-marqueur dans les

suspensions cellulaires.

Ce mémoire de these s'articule autour de quatre chapitres :

Le premier chapitre est une étude bibliographique introductive. Il présente la

végétation du littoral et discute les stratégies d'adaptation des halophytes en montrant le

potentiel en dermo-cosmétique de ces plantes. La seconde partie est une introduction a

la dermo-cosmétique, elle apporte des informations sur la biologie cutanée nécessaires a

la compréhension du choix des cibles biologiques de notre étude (vieillissement cutané,

inflammation et cicatrisation). Enfin la derniére partie est consacrée a la présentation de

la culture végétale in vitro et l'intérét qu'elle peut présenter pour la production de

molécules a haute valeur ajoutée.
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Le second chapitre est dédié a 1'étude d'Armeria maritima sous différents aspects :
étude bibliographique (famille et espece), exploration phytochimique (isolement et
¢élucidation structurale), tests d'activité biologique (antioxydant, anti-métalloprotéinase
matricielle, anti-inflammatoire et cicatrisant) et culture in vifro (mise en place d'un

protocole de callogénése et obtention de suspensions).

Le troisieme chapitre est dédié a 1'étude d'Helichrysum stoechas sous différents
aspects : étude bibliographique, étude phytochimique (caractérisation online et
techniques d'extraction), tests d’activit¢é biologique (antioxydante et anti-

inflammatoire) et culture in vitro (élicitations).

Le quatrieme chapitre présente I'ensemble du matériel et des méthodes utilisés pour
I’étude d'Armeria maritima et Helichrysum stoechas. 1l reprend également la stratégie
de fractionnement et de purification des molécules d'A. maritima, ainsi que la

description de chacune d'entre elles sous forme de fiches produits.
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I. Les plantes du littoral

Les plantes du littoral sont adaptées pour résister au stress salin. Le sol sur lequel ces
végétaux se développent est spécifique, il peut s'agir par exemple de zones humides ou de
zones dunaires. De plus, il existe plusieurs types de littoraux en fonction des climats, et donc
différents types de corteges phytogéographiques (Philippon et al., 2006). Par exemple, la flore
du littoral méditerranéen n'est pas la méme que celle du littoral atlantique, qui elle-méme est

différente des mangroves.

A. Caractéristiques de la végétation du littoral : Exemple de la

flore bretonne (Philippon et al., 2006)

En Bretagne, le climat est océanique tempéré. L'humidité y est importante, mais les
températures sont douces. Les courants et vents marins adoucissent les variations de
températures diurnes et saisonnic¢res. Contrairement a la flore méditerranéenne, la flore
atlantique tolere mal la sécheresse. Elle tolere également mal le froid. Le sol breton est
majoritairement acide, ce qui est illustré par la présence de landes de bruyeres. Cependant, le
calcaire qui provient des débris coquilliers permet le développement de quelques plantes
calcicoles en Bretagne comme les orchidées Anacamptis pyramidalis et Ophrys apifera, des

hélianthémes et des clématites.

La végétation est répartie de la fagon suivante : les algues dans les zones immergées (ou
immergées ponctuellement avec les marées), les lichens et ensuite les phanérogames (parfois
retrouvés aussi dans les zones immergées). Ces dernieres, de par leur proximité a I'océan, sont

soumises aux embruns.

Le littoral est constitué de plusieurs zones (facies rocheux, facies sableux, cordons de galets et

facies vaseux); la végétation de chacune d'entre elles est détaillée ci-dessous.
1. Facies rocheux

Dans les fissures des rochers, on retrouve essentiellement deux especes, réparties en touffes,
Armeria maritima (Plumbaginacées) et Crithmum maritimum (Apiacées) (Figure 1.1 A-B).

D'autres espeéces peuvent les accompagner comme Cochlearia danica, Daucus carota,
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Spercularia rupicola, Inula crithmoides ou Limonium binervosum (Figure 1.1 C-D). Dans

tous les cas il s'agit d'especes spécifiques du littoral.

Figure 1.1 : Plantes présentes sur le facies rocheux de Bretagne
A. Armeria maritima, B. Crithmum maritimum, C. Inula crithmoides, D. Limonium binervosum, E.
Silene uniflora, F. Euphorbia portlandica

A.D www.wikipedia.fr, B. www.jardinage.ooreka.fr, C. www.nature22.com E. www.commons.wikimedia.org F.
http://www.florealpes.com

Sur le sommet des falaises, on retrouve généralement une pelouse. Cette pelouse est qualifiée
d'aérohaline, ce qui signifie qu'elle tolere la salinité de l'air. Néanmoins, la végétation y est
assez diversifiée et on peut y trouver des especes qui ne sont pas spécifiques du littoral. Les
especes toujours présentes sur ces pelouses sont Festuca rubra, Silene uniflora, Euphorbia
portlandica (Figure 1.1 E-F). En fonction de la nature du sol de ces pelouses, on peut aussi

retrouver des Crassulacées, ou des especes calcicoles.

Au-dela des prairies aérohalines, on retrouve la végétation continentale classique.

2. Facies sableux

On parle de végétation du littoral sableux pour les plantes qui se développent sur les dunes. A
noter que les dunes sont des biotopes tres fragiles et menacés (Ciccarelli and Bacaro, 2016;
www.bretagne-environnement.org). Les espeéces qui poussent sur les dunes sont qualifiées de

psammophiles (du grec psammos : sable) ou arénophiles (du latin arena : sable) et peuvent
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étre appelées par extension psammophytes. Sur les dunes, on peut également retrouver des
especes xérophytes (du grec xeros : sec) qui sont capables de résister a la sécheresse. C'est le
cas d’ Helichrysum stoechas et d’H. italicum qui ne sont pas citées ici car elles ne sont pas

prépondérantes dans les Cotes-d'Armor.

Sur les plages le sable, qui est trés mobile, n'est pas capable de retenir I'eau. Il n'y a donc que
quelques especes pionnieres capables de s'y développer, ces especes sont halo-nitrophiles,
c'est a dire qu'elles supportent ou ont besoin de sel et d'azote. 1l s'agit de Cakile maritima,
Salsola kali, Atriplex laciniata, Atriplex glabriuscula, Glaucium flavum et Matricaria

maritima (Figure 1.2 A-D).

Figure 1.2: Plantes présentes sur le facies sableux de Bretagne
A. Cakile maritima, B. Salsola kali, C. Atriplex laciniata, D. Glacium flavum, E. Eryngium
maritimum, F. Ammophila arenaria
A.www.plantis.info ; B. www.florealpes.com ; C, E, F. www. inpn.mnhn.fr; D.www.commons.wikimedia.org

Ensuite, sur la dune embryonnaire, des graminées apparaissent comme Elymus farctus et
Festuca arenaria dont le systeme racinaire commence a fixer le sable. La dune embryonnaire
est suivie par les dunes mobiles (ou dunes blanches), ou les contraintes écologiques restent
fortes malgré 1'éloignement de la mer. On y retrouve un petit nombre d'espéces parmi
lesquelles : Ammophila arenaria, Carex arenaria ou encore Eryngium maritimum (Figure 1.2

E-F).
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Les dunes mobiles sont suivies par les dunes fixées (ou dunes grises), un trés grand nombre
d'especes est capable de s'y développer, elles ne sont généralement pas spécifiques du littoral.

Puis on retrouve une végétation dite d'arriere-dune, qui devient plus continentale.

3. Les cordons de galets

Les cordons de galets constituent un milieu trés hostile au développement des végétaux,
seules deux especes sont capables de s'y développer : Crambe maritima et Solanum
dulcamara var. marinium. Si les galets sont colmatés par des matériaux plus fins, d'autres
especes parviendront a s'y développer, comme par exemple celles des milieux rocheux ou

sableux, mais aussi des especes nitrophiles comme Beta vulgaris subsp. maritima.

4. Facies vaseux

Les vasieres, zones distribuées le long des estuaires ou au fond des baies qui résultent d'une

accumulation de sédiments extrémement fins, sont également des biotopes hostiles.

La slikke est la partie inférieure de 1'estran qui est soumise aux marées deux fois par jour. Elle
est le premier niveau de végétation. On y retrouve les Salicornia sp., qui sont des plantes
capables de résister a des immersions fréquentes et donc a un stress salin trés important ainsi

que les Spartinas sp.

Apres la slikke, on retrouve le schorre ou pré-salé, zone supérieure de l'estran, immergée
seulement lors des grandes marées. La plante la plus fréquente dans cette zone est Halimione
portulacoides, qui est un sous-arbrisseau. On y retrouve également une végétation plus
diversifiée comme par exemple Armeria maritima, Limonium vulgare, Aster tripolium et des
salicornes. A la limite haute du schorre, les plantes ne sont plus immergées, mais il s'agit

toujours d'halophiles comme Beta vulgaris subsp. maritima ou Atriplex prostata.
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B. Le cas des halophytes

1. Stress salin et halophytes

Les halophytes (du grec halos : sel, phyton : plante) sont les plantes qui se développent sur
des sols halomorphes. Le terme halophyte n'est pas strictement synonyme de plantes
halophiles (du grec halos : sel, philein : aimer) qui sont des plantes qui aiment le sel et qui se
développent mieux en présence de sel, comme Thellungiella halophila (Figure 1.3). Mais une
confusion perdure entre les deux terminologies. Les plantes halophiles sont opposées aux
glycophytes qui poussent sur des sols non salés, comme Arabidopsis thaliana (Figure
1.3)(CEVA, Universalis). Plusieurs définitions existent pour les halophytes (Grigore et al.,
2014), on les définit généralement sur la base de leur tolérance a des concentrations de 200

mM a 400 mM de NaCl (Alhdad et al., 2013; Flowers and Colmer, 2008).

A. thaliana T. halophila A. thaliana T. halophila

Figure 1.3 : La résistance au sel de Thellungiella halophila, une halophyte, comparée a
Arabidopsis thaliana, une glycophyte.
(a) Plantes contrdles. (b) Plantes traitées avec 500 mM de NaCl pendant 10 jours. (Zhu, 2001)

Une plante évacue environ 750 g d'eau pour fixer 1g de CO,. Si l'eau puisée par la plante est
de l'eau de mer (~40 g/L de NaCl), cela résulte en la précipitation au niveau des feuilles d'l
mole de NaCl pour 9g d'eau prélevés. Un apport trop important en NaCl engendre chez les
plantes un déficit hydrique important, une perturbation des membranes cytoplasmiques, une
accumulation d'espeéces réactives de l'oxygeéne (ROS), une diminution de I'efficacité

photosynthétique, des difficultés dans l'assimilation de 1'azote (Slama et al., 2015).
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Les sols comportant des teneurs en NaCl anormalement élevées, sur lesquels se développent
les halophytes, peuvent €tre soit des littoraux (cf. § 1), soit des sols salés continentaux
comme les chotts, qui sont des étendues d'eau permanentes dans des zones semi-arides ou

I'évaporation de 1'eau est supérieure a sa percolation.

Les halophytes sont réparties en deux catégories, les halophytes strictes et les halophytes
facultatives. Les premieres ont besoin de sel pour se développer, alors que les secondes le
tolére mais peuvent aussi se développer sur des sols non salés (Figure 1.4). Par exemple
Thellugiella halophila supporte 200 mM de NaCl mais sa croissance est impactée alors que
Suaeda maritima se développe mieux en présence de NaCl (Flowers and Colmer, 2008). On
peut aussi trouver des plantes qui cumulent deux spécificités comme les xéro-halophytes
comme par exemple Helichrysum italicum (Tela Botanica) ou les halo-nitrophiles comme

Cakile maritima par exemple (Philippon et al., 2006).

180 4
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Figure 1.4 : Effet d'une salinité croissante sur la croissance des parties aériennes de différentes
halophytes.
(Le temps d'exposition au NaCl est précisé entre parenthese)
(Flowers and Colmer, 2008)

La figure 1.5, illustre l'effet du NaCl sur la croissance de 1'halophyte Limonium delicatulum.
Jusqu'a 200 mM, le NaCl stimule la croissance des plants, mais au dela de 200 mM, le NaCl

devient phytotoxique.
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0 50 100 200 300 400 500

MaCl concentrations (mM)

Figure 1.5 : a. Aspect morphologique de plants de Limonium delicatulum cultivés en hydroponie
et soumis a différentes concentrations de NaCl ; Excrétion du sel sur la face abaxiale des feuilles
: b. Plant controle ; c. Plant traité avec 500 mM de NaCl (Souid et al., 2016)

Les halophytes ne représentent que 0,25% des angiospermes et constituent un groupe tres
hétérogene d'un point de vue phylogénétique (Bromham, 2015). En effet, il existe des
halophytes dans de nombreuses familles botaniques parmi lesquelles les Apiacées (Crithmum
maritimum), les Asteracées (Artemisia santonica), les Brassicacées (Lepidium latifolium), les
Fabacées (Lotus tenuis), les Plumbaginacées (Armeria maritima) ... Mais la famille qui
contient le plus d'halophytes est la famille des Chénopodiacées, avec notamment les genres
Salicorna, Atriplex et Suaeda. Les Salicorna sp. sont des plantes emblématiques de
I'halophilie (Panta et al., 2014; Patel, 2016). Thellungiella sp. est une plante modele de la
famille des Brassicacées utilisée pour 1'étude des mécanismes de tolérance au sel, notamment
en comparaison avec la glycophyte modele Arabidopsis thaliana (Dassanayake et al., 2011;

Thellungiella).
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2. Les différents modes de tolérance au stress salin

a. Adaptations physiologiques (Zhu, 2003)

Le stress salin engendre une concentration anormalement élevée d'ions Na+ toxiques pour la
plante. En effet, les ions K" ont un rdle important en tant que co-facteurs enzymatiques au
niveau du cytoplasme, donc s'ils sont remplacés par les ions Na+, un dysfonctionnement
métabolique apparaitra. Mais malgré le stress salin, les halophytes arrivent a maintenir une
teneur importante en ions K+, car les ions sodium et chlorures sont séquestrés dans la vacuole

(Figure 1.6). Cette compartimentation permet un métabolisme normal dans le cytoplasme et

une protection des organites.
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Figure 1.6 : Voies de signalisation qui régulent 1'expression et I'activité des transporteurs
ioniques pour le maintien d'une concentration faible en Na* en cas de stress salin.
(SOS : Salt overly sensitive (protéine) ; HKT : High affinity K" transporter ; NHX : Na"/H" exchanger;
ABA : Abscissic acid)

b. Exemples d'adaptations morphologiques et anatomiques (Grigore
et al., 2014)

Certaines halophytes sont succulentes (suculentus : plein de suc). Les plantes sont alors
charnues car les feuilles et/ou les tiges stockent de grandes quantités d'eau pour éviter le stress
hydrique ; on parle alors de plantes xérophytes. C'est par exemple le cas de Carpobrotus

rossii ou encore Tecticornia verrucosa (Figure 1.7 A-B) (Lieth and Mochtchenko, 2013).
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11 existe des halophytes dont les parties aériennes sont cireuses. Les feuilles sont recouvertes
de cires qui forment une pellicule mate et grasse. Cette pellicule permet de lutter contre le
stress hydrique, elle peut parfois donner un effet blanchatre aux feuilles, comme c'est le cas

pour Eryngium maritimum et Crambe maritima (Figure 1.7 C-D).

Généralement les halophytes sont glabres, seules quelques espéces psammophiles posseédent

un duvet comme Helichrysum italicum ou encore Senecio candicans.

Certaines especes ont également des feuilles coriaces, notamment dans le genre Rhizophora
(Figure 1.7 E-F) qui sont des espeéces des mangroves ou encore Limonium gmelini et

Lepidium crassifolium.

La lignification des halophytes est rare, exceptée chez les plantes des mangroves (Figure 1.7

F).

TRy . e

Figure 1.7 : Exemples d'adaptations morphologiques d'halophytes. A-B Halophytes succulentes
(A. Carpobrotus rossii B. Tecticornia verrucosa), C-D Halophytes aux feuilles recouvertes d'une cire
blanchatre (C. Eryngium maritimum et D. Crambe maritima), E-F Feuilles charnues d'halophytes
lignifiées (Rhizophora sp.)

(A. www.onlyfoods.net, B. www.anpsa.org.au, C. www.jardinage.ooreka.fr, D. http://www.florealpes.com, E.
www.dreamstime.com, F. www.theconversation.com)

Certaines halophytes possedent des structures (poils ou glandes) dédiées a la sécrétion de sel :
on parle alors de crynohalophytes. On en retrouve dans les familles des Plumbaginaceae, des

Tamaricaceae ou encore Frankeniaceae. Elles possedent des trichomes spécialisés dans
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I'excrétion de sels minéraux (Figure 1.8). La figure 1.5 ¢ montre I'excrétion de sel par des

feuilles de Limonium delicatulum.

St

Ba

Figure 1.8 : Glandes sécrétrices de sel
a. Trichome d'Atriplex, b. Tamarix aphylla, c. Avicennia marina
(Ba : cellules basales, BC : cellules de réserves, C : cuticule, E : cellule épidermique, ER : Réticulum
endoplasmique, Po : pore dans la cuticule, S : cellules sécrétrices, St : Stalk cells,V : vacuole,
—transport membranaire)
(Fahn, 2000)

c¢. Adaptations métaboliques

c.1 Meétabolisme photosynthétique

Il existe trois types de métabolisme photosynthétique chez les végétaux : C3, C4 et CAM
(métabolisme acide crassulacéen). La majeure partie des plantes des régions tempérées
possedent un métabolisme en C3, le métabolisme CAM est présent chez les Crassulaceae et le
métabolisme en C4 est caractéristique des plantes tropicales. La différence majeure entre les
métabolismes C3 et C4 se situe au niveau de la molécule organique formée apres fixation du
CO,, le 3-phosphoglycérate (3 atomes de carbone) pour le métabolisme en C3, I'oxaloacétate
(4 atomes de carbones) pour le métabolisme en C4 (Mohr and Schopfer, 1995). Le
métabolisme en C4, comme le métabolisme en CAM, permet de limiter 1'évapotranspiration

en fermant les stomates durant la journée par rapport a un métabolisme en C3, c'est-a-dire que
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ce métabolisme consomme moins d'eau, ce qui confére aux plantes en C4 et CAM un
avantage certain en cas de stress hydrique (Liittge, 1993). De plus les plantes qui possedent un
métabolisme en C4 possedent une adaptation morphologique appelée anatomie de Kranz,
caractérisée par la présence d'une gaine périvasculaire trés développée. Chez ces plantes, la
photosynthése est caractérisée par une répartition des réactions dans deux tissus différents que

sont les cellules du mésophylle et celles de la gaine périvasculaire. (Figure 1.9).

Mesophyll cell Bundle sheath cell

e Y I

2¢O

Figure 1.9 : Schéma de la photosynthése en C4
1. Distribution du CO,; 2. Fonctionnement de la RUBISCO ; 3. Régénération du substrat; 4. Echange
de métabolite et CO,/O,; 5. Transport chloroplastique d'électrons
(von Caemmerer and Furbank, 2016)

c¢.2 Les osmolytes protecteurs (Slama et al., 2015)

Les osmolytes sont des solutés organiques de faible poids moléculaire, synthétisés en cas de
stress osmotique. Ils sont non phytotoxiques, méme a forte concentration. Leur rdle principal
est de participer a l'ajustement osmotique pour contrecarrer le déséquilibre engendré par une
teneur importante en ions Na' et CI'. Les osmolytes participent aussi a la stabilisation de la
structure des macromolécules et des membranes, on parle alors de chaperons moléculaires.
Par exemple la proline stabilise la lactate déshydrogénase et empéche l'agrégation des
protéines. Les polyols peuvent remplacer 1'eau dans 1'établissement de liaisons hydrogene,
c'est ainsi que le tréhalose stabilise trés efficacement les membranes et les protéines en cas de
sécheresse. Certains osmolytes sont également capables de piéger les radicaux libres. Par

exemple, le mannitol et la proline peuvent piéger les radicaux hydroxyles. Ils permettent donc

23



Chapitre 1 : Introduction

[ - Les plantes du littoral

d'éviter les dégats causés par le stress oxydant. Il existe de nombreux osmolytes, regroupés

selon leur structure chimique (Tableau 1.1).

Tableau 1.1 : Les principaux osmolytes retrouvés dans les halophytes

Classe d'osmolytes

Molécules

Exemples de structure

Proline, alanine, arginine,

"'"-,' 11‘\\ H
& N /A\ o .OH
H

glycine, glutamine, asparagine _OH
Acides aminés Acide c-aminobutyrique, acide E H
pipecolique, citrulline et o
ornithine Proline Ac. pipécolique
Glycine bétaine, o HgC\ 0
. [B-alanine bétaine, N N* 4 HiC—y+ JK
Ammoniums 7 X \ o o
quaternaires proline bétaine, H.C ©CHy © H,C
& lih(c)llrlcr)l;_Or_SEEJehate’betaine ot Proline bétaine  Glycine bétaine
Sulfoniums Y Yproine
tertiaires pipecolate bétaine

Dimethylsulphoniopropionate
(DMSP)

0 0
N\ ANy He
O/S\o ™ /N\ H,C ._Qg/\,) LO

Choline sulfate DMSP

Sucres et polyols

Saccharose, tréhalose

Mannitol,  pinitol,  sorbitol,
Inositol

OH OH OH
HO OH
—
OH )i T
e ] T
H.C” OH HO T OH
OH OH
Pinitol Inositol
OH OH
OH QH J\
A OH
HO/\E)\I/\/OH Ho/\\‘;/ S~
OH OH =
OH OH
Mannitol Sorbitol

Il existe des osmolytes dont le catabolisme est rapide comme la proline, d'autres comme les

bétaines sont accumulés pour des durées plus importantes. Comme dans le cas des métabolites

secondaires, la saison, I’organe considéré et les parameétres environnementaux impactent aussi

la teneur en osmolytes. Ils ne sont pas synthétisés qu'en cas de stress salin, mais aussi en cas

de sécheresse, ou de températures excessives. Il y a aussi des spécificités selon les familles.

Par exemple, chez les Plumbaginaceae, les osmolytes les plus abondants sont la B-alanine-

bétaine et le choline-O-sulphate, alors que chez les Brassicaceae il s'agit de la proline et du

saccharose.

24




Chapitre 1 : Introduction [ - Les plantes du littoral

Nous ne nous sommes pas intéressés a ces molécules dans le cadre de ce travail de thése que
nous avons choisi d'axer sur les métabolites secondaires. Néanmoins, les osmolytes peuvent
présenter un intérét certain. Ils peuvent par exemple étre valorisés dans le domaine
pharmaceutique pour traiter des pathologies causées par des problémes de conformation
protéique. Le tréhalose est aussi utilisé pour la stabilisation de vaccins et de liposomes, la
conservation d'organes humains au froid. De plus, son utilisation dans le traitement des
sécheresses cutanées et oculaires met en évidence un potentiel hydratant intéressant en dermo-
cosmétique (Taieb et al., 2012). Les halophytes, par leur richesse en osmolytes aux propriétés
hydratantes, constituent donc une source potentielle pour le développement de nouveaux

actifs dermo-cosmétiques.

c¢.3 Les antioxydants

Le stress salin limite les échanges gazeux, agissant ainsi sur la photosynthese. Il affecte la

chaine de transport des €lectrons, ce qui conduit a une production importante de ROS (especes

Cell wall
oxidases and
peroxidases

Nucleus l

= o,

réactives de l'oxygene) (Figure 1.10).

ﬁl reaction  Antenna pigments

Quenched by Peroxiporin
carotenoids and
ichi*—> 30 tochopherols .
] 02
NADPH
Enzymatic reaction of
flavin oxidases Fatty acid B-oxidation  yappy 44+ o,
e
P Apoplast
H,0;
( NO Disproportionation
0,-
Peroxisome Transport chain
(complexes | and I1I)

Figure 1.10 : Les principaux sites de production des ROS dans une cellule végétale et les moyens
de controle de ces ROS
(Bose et al., 2014)
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Les ROS ont un effet délétere sur le métabolisme, puisqu'ils conduisent a I’oxydation des
protéines, des lipides membranaires ou encore des acides nucléiques. Les plantes possedent
deux types de systémes antioxydants : enzymatique et non-enzymatique (Bose et al., 2014).
Le systéme non-enzymatique met en jeu des métabolites primaires et secondaires, hydrophiles
ou lipophiles. On peut par exemple citer l'acide ascorbique, le glutathion réduit, les
tocophérols, les caroténoides, les polyphénols. Le systeme enzymatique fait appel a plusieurs
enzymes de détoxification que sont la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la
guaiacol peroxydase (GP), l'ascorbate peroxydase (APX), et d'autres enzymes du cycle
ascorbate-glutathion. La corrélation entre la résistance au stress salin des halophytes et des
systemes antioxydants importants a ét¢ démontrée pour de nombreuses especes dont
Crithmum maritimum (Hamed et al., 2007), Cakile maritima (Amor et al., 2006; Ksouri et al.,
2007), Atriplex halimus (Bouchenak et al., 2012), Suaeda maritima (Alhdad et al., 2013),
Limonium bicolor (Wang et al., 2016b), Suaeda salsa (Qiu-Fang et al., 2005), Limonium
delicatulum (Souid et al., 2016)

Les halophytes constituent donc une source importante d'antioxydants naturels et plus
particulierement de polyphénols, qui sont des molécules qui possédent de nombreuses
activités biologiques (Carocho and Ferreira, 2013; Kumar and Pandey, 2013; Zillich et al.,
2015). Par exemple Aster tripolium et Typha domigensis sont trés riches en polyphénols,
Halopeplis amplexicaulis, Cladium mariscus, Frankenia pulverulenta et Salsola vermiculata
sont tres riches en flavonoides. Certaines molécules issues d'halophytes pourraient donner lieu
a des valorisations potentielles dans le secteur pharmaceutique, notamment dans le traitement
des maladies métaboliques. Par exemple les tannins de Tamarix indica sont anti-diarrhéiques ;
les phénols d'Artemisia capillaries diminuent la production des produits terminaux de
glycation, ce qui peut présenter un intérét dans la prévention ou le traitement du diabéte; la
quercétine-3-O-glucoside extraite de Salicornia europaea réduit la différenciation des
adipocytes, pouvant ainsi €tre utilisée comme actif anti-obésité. Certaines molécules
présentent aussi un intérét pour l'inhibition de la prolifération de cellules cancéreuses comme
par exemple les phénols de Salicorna europaea et les furanocoumarines de Glehnia littoralis.
Certains composés phénoliques présentent €galement des activités antimicrobiennes qui
peuvent étre intéressantes en dermo-cosmétique comme par exemple 1'acide syringique et
l'acide cinnamique issus de Cynara cardunculus. D'autres extraits d'halophytes présentent des

intéréts en dermo-cosmétique comme par exemple les extraits de Pistacia lentiscus et Aster
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tripolium qui inhibent la tyrosinase, constituant ainsi de potentiels actifs blanchissants

(Buhmann and Papenbrock, 2013; Lopes et al., 2016).

d. Le microbiome (Ruppel et al., 2013)

Le microbiote d'une plante correspond a l'ensemble des micro-organismes qui lui sont
associés, l'environnement dans lequel il vit est appelé microbiome (Marchesi and Ravel,
2015). Le microbiote peut stimuler la croissance ou la germination de la plante en influant sur
son métabolisme hormonal, mais aussi l'aider a lutter contre les maladies et participer a la
résistance aux stress. Les métabolismes de la plante et du microbiote sont trés connectés, il

s'agit donc d'un méta-organisme encore appelé holobionte.

Endosphere

Figure 1.11 : Holobionte constitué d'une plante et de son microbiome
(adapté de Yuan et al., 2016)

Le microbiome peut étre divisé en trois catégories selon la localisation des micro-organismes :
la rhizosphere (parties souterraines), la phyllosphere (parties aériennes) et I'endosphere (dans
les tissus végétaux) (Figure 1.11) (Berg et al., 2016). Lorsque les micro-organismes vivent
dans les tissus végétaux, ils sont qualifiés d'endophytes et ils peuvent étre impliqués dans la

synthése de molécules d'intérét (Berg et al., 2016; Miiller et al., 2016).

Parmi les résistances au stress conférées par le microbiote, on retrouve la tolérance au sel.
Certaines bactéries et certains champignons sont capables de s'adapter a des pressions
osmotiques importantes, comme par exemple les genres Halobacteriaceae, Halomonas,

Salinibacter pour les bactéries ou le champignon Hortaeae werneckii. Pour ce faire, les
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micro-organismes sont dotés de membranes spécifiques (comme les archées et les
cyanobactéries), ils rejettent également les ions dans le milieu extérieur et possedent des
osmolytes comme les plantes. La rhizophere des halophytes est assez peu étudiée, et la
phyllosphére encore moins. Des exemples de micro-organismes retrouvés dans le microbiome

des halophytes sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 1.2 : Exemples de micro-organismes retrouvés dans le microbiome des halophytes

(d'apres Mora-Ruiz et al., 2015; Ruppel et al., 2013; Syranidou et al., 2017)
Exemples de taxons Végétaux associés
Halococcus Halocenum strobilaceum
Bactéries halophiles . Halocenum strobilaceum
Pseudoalteromonas ruthenica . : .
Salicornia brachiata
Hal ) . Halocenum strobilaceum
Bactéries halo-tolérantes | /14/0NONAs Sinaensts Salicornia brachiata
(jusqu'a 4 M de NaCl) _ :
Desulfovibio sp. Halocenum strobilaceum
N Atriplex spp.
Mycetes Glomeromycota ‘prex Spp
Rhizosphere des mangroves
Chromohalobacter
canadensis _ o
Salicornioideae
Proteobacteria
Firmicutes
Actinobacteria
Endophytes
Aeromonas
Yonghaparkia
Hyphomicrobium Juncus acutus
Nocardioides
Spgingomonas

La plante excréte dans le sol des sucres, des acides aminés et autres métabolites secondaires
qui attirent les bactéries. Ainsi les plantes influent sur la composition en micro-organismes de
la rhizosphere. Les bactéries présentes dans le microbiome des halophytes produisent des
exopolysaccharides qui forment une gaine autour des racines favorisant le développement de
bactéries fixatrices d'azote et créent une barriere protectrice, le biofilm. D'autres bactéries
favorisent la solubilisation du phosphate, servant ainsi de fertilisant naturel. Ainsi les micro-
organismes permettent aux halophytes de prélever des nutriments (azote et phosphate) alors

que le prélévement des minéraux est réduit en cas de stress salin. De plus, il déja été démontré

28



Chapitre 1 : Introduction [ - Les plantes du littoral

que les plantes qui posseédent des mycorhizes sont plus riches en phosphore et régulent mieux
'équilibre K'/Na". Le microbiote des halophytes impacte également le métabolisme
hormonal. Par exemple, les bactéries halotolérantes résidantes chez les halophytes possedent
un acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylique (ACC) désaminase qui convertit le précurseur
de l'éthyléne en a-cétobutyrate, diminuant ainsi la concentration en éthyléne, qui inhibe
habituellement la croissance de la plante. La présence d'ACC désaminase est un mécanisme
important pour la tolérance au sel. Par ailleurs, les endophytes participent a la production de
l'acide indole-3-acétique (AIA) qui est une auxine antagoniste de 1'éthyléne. Ainsi le
microbiote contribue a la nutrition et a la croissance des halophytes en dépit d'une salinité

élevée. 1l est aussi capable de lutter contre le stress oxydant et de produire des antibiotiques.

C. Conclusion sur les plantes du littoral

Les plantes du littoral, qui sont considérées comme des halophytes, possédent un
métabolisme particulier pouvant étre une source potentielle de molécules bioactives, comme
les osmolytes ou les antioxydants, aux propriétés intéressantes dans les secteurs
pharmaceutique et cosmétique (Buhmann and Papenbrock, 2013). A noter également que
deux nouvelles voies de valorisation des halophytes se développent. La premicre consiste en
l'agriculture des plantes halophiles pour pallier la salinisation des terres cultivables (Khan and
Duke, 2001; Ladeiro, 2012; Rozema and Schat, 2013). La seconde concerne la capacité des
halophytes a stocker les métaux lourds, en faisant des plantes de choix pour la

phytoremédiation (Sruthi et al., 2016; Van Oosten and Maggio, 2015). Ainsi I'étude de ces

plantes présente un trés grand intérét scientifique et économique.
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II. Les cibles biologiques dermo-cosmétiques

Comme enveloppe vivante de notre corps, la peau exprime toutes les tensions qui s'exercent
sur l'individu : joie, tristesse, stress, peur. Tout ce que l'étre éprouve transparait a travers les
réactions, les émotions de la peau. Ultime rempart par lequel le "soi" apparait aux autres
comme a soi-méme a travers l'image que réfléchit le miroir, le "moi-peau” est un élément
physique, sensible qui relie 'homme a la nature, aux étres vivants et le soumet aux forces des
éléments. C'est un instrument pour exercer une forme de pouvoir sur les autres, retenir leur
intérét, modifier leurs impressions, leur jugement, les séduire. Mais l'exigence premiere, qui
conditionne tout le reste, est la relation a soi-méme, vécue a travers la peau. L'acceptation de
sa propre identité passe par la perception que l'individu a de son propre corps. Cette relation
positive au corps, véritable pulsion de vie, détermine la relation aux autres (L'Oréal - Skin

Science ).

A.La peau

La peau, aussi appelée tégument, pese 3 kg, mesure 1,8 m? chez un adulte de 70 kg. En plus
d'étre une enveloppe, la peau est un véritable organe possédant des fonctions de protection,

thermorégulation, sensorialité, d'échanges et métaboliques.

Cette partie a été rédigée en s'appuyant sur deux ouvrages de référence : Martini, 2016;

Mélissopoulos and Levacher, 2012 et sur le site www.skin-science.fr

1. Structure de la peau

La peau est constituée de trois tissus superposés que sont, de l'extérieur vers l'intérieur,

I'épiderme, le derme et I'hypoderme (Figure 1.12).
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graisse tissu conjonctif

terminaison n. racine du poil

v inFovisual.info
Figure 1.12 : Schéma de la structure de la peau

a. L'épiderme

L'épiderme est un épithélium de recouvrement. Il est stratifié, car constitué de plusieurs
assises cellulaires, pavimenteux, car les cellules de sa couche superficielle sont plates, et

kératinisé, car il synthétise de la kératine.

L'épiderme est constitué de 4 couches distinctes, de 1'extérieur vers l'intérieur, le stratum
corneum ou couche cornée composée de cornéocytes, le stratum granulosum ou couche
granuleuse, le stratum spinosum ou couche spineuse (couche du corps muqueux de Malpighi)

et la couche basale ou germinative (Figure 1.13).

Couchegranuleuse[
Couchecornée L.

Coucheépineuse

Couchebasale [ %

Derme

Kératinocyte Cellule de

Mélanocyte Langerhans
Figure 1.13 : Coupe transversale de 1'épiderme humain

www. stopvieillesse.e-monsite.com
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4 types de cellules constituent I'épiderme (Figure 1.14).

Figure 1.14 : Les différents types de cellules épidermiques
a- Kératinocytes, b- Mélanocytes, c- Cellules de Langerhans, d- Cellules de Merckel
(www.vichy.com)

80% des cellules sont des kératinocytes (du grec keras : corne) qui sont des cellules capables
de produire de la kératine, protéine fibreuse non soluble dans 1'eau. C'est cette derniere qui
rend la peau semi-perméable a l'eau. Les kératinocytes naissent dans la couche basale de
I'épiderme puis migrent vers la surface, c'est au cours de cette migration que se produit le

phénomene de kératinisation.

Les mélanocytes, qui représentent environ 13% de 1'épiderme, sont des cellules dendritiques
particulieres, elles sont capables de produire de la mélanine synthétisée dans des organites
appelés mélanosomes. La mélanine est un pigment qui protége la peau des rayons UV,
diminuant ainsi les dommages qu'ils causent a ' ADN. Ce pigment est également responsable

de la coloration de la peau.

L'épiderme est €galement constitué de cellules de Langerhans (2 a 3%) qui assurent une

fonction immunologique.

Les cellules de Merckel sont le dernier type cellulaire de I'épiderme. Elles sont d'origine

nerveuse et portent des récepteurs sensitifs.

b. Le derme

Le derme est un tissu conjonctif, fibreux, élastique et trés dense. Il est beaucoup plus épais
que I'épiderme (Figure 1.12). Ces deux couches sont reliées par la jonction dermo-

épidermique. Le derme est subdivisé en deux, le derme papillaire vers 1'extérieur (~20%) et le
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derme réticulaire, plus profond (~80%). Le derme assure le maintien des propriétés

mécaniques de la peau et constitue notamment un réservoir hydrique.

b.1 Les types cellulaires

Comme dans le cas de I'épiderme, on retrouve différents types cellulaires dans ce tissu (Figure
1.15), parmi lesquels les leucocytes, les cellules dendritiques dermiques, les mastocytes et les

macrophages. Néanmoins, les principales cellules du derme sont les fibroblastes.

Figure 1.15 : Représentation schématique du derme et de ses principaux constituants
1 : fibre de collagéne 2 : fibre d'élastine 3 : lymphocyte 4 : fibroblaste 5 : substance fondamentale 6 :
adipocyte
www.esthetique-cosmetique.skynetblogs.be

Les fibroblastes ont pour fonction principale la synthése du collagene, de I'élastine, de la
substance fondamentale (ensemble de protéines sur lesquelles se fixent des sels minéraux) et
des glycoprotéines de structure. C'est aussi eux qui sont capables de dégrader la matrice
extracellulaire (composée notamment du collagene, de 1'élastine et de la substance
fondamentale) via la sécrétion de protéinases appelées MMP (Matrix Metalloproteinases).
Malgré la présence de cellules dédiées a 1immunité dans le derme, les fibroblastes
synthétisent aussi des cytokines participant a la défense antivirale et anti-infectieuse. La
prolifération et le métabolisme des fibroblastes sont régulés essentiellement par des facteurs

de croissance (FGF, facteur de croissance fibroblastique).
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b.2 La matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire (MEC) est constituée essentiellement de substance fondamentale,
de composants fibreux (collagene et élastine) et de glycoprotéines de structure. Elle constitue

aussi un réservoir de facteurs de croissance et de cytokines, appelées matrikines.

La substance fondamentale est composée d'acide hyaluronique et d'autres
glycosaminoglycanes, constituant I’ensemble des protéoglycanes. Ce sont des protéines liées
a des glycosamines qui constituent un gel souple avec une turgescence importante, permettant
une résistance aux forces de compression. L'acide hyaluronique est un glycosaminoglycane
(hétéropolysaccharide) non sulphaté trés abondant. Il joue un role trés important dans la
capture et la rétention de l'eau. D'autres glycosaminoglycanes comme le chondroitine-sulfate,

I'héparine ou encore le kératane sulfate servent a la biosynthese des protéoglycanes.

Le collagene est la protéine la plus abondante de notre corps, de nature fibreuse, trés riche en
proline, hydroxyproline et glycine, elle a pour rdle principal de conférer une résistance
mécanique a l'étirement. Elle confeére a la peau sa résistance et sa tonicité (Figure 1.16 et
1.17). Le collagene constitue 70% du derme. Il existe différents types de collagene, numérotés
de I a XIX en fonction de leurs propriétés (séquence peptidique, propriétés morphologiques et
physiques) et de leur localisation. Les plus courants dans le derme sont les types I (60 a 80 %)
et IIT (15 a 25%). Ils sont synthétisés par les fibroblastes puis excrétés dans le milieu
extracellulaire sous forme de pro-collagenes, ou ils seront clivés pour donner les molécules de
collagéne. Ces dernieéres ont une structure hélicoidale rigide, triple hélice ou encore
superhélice, constituée par 3 brins en hélice a (structure secondaire des protéines). Les
superhélices s'associent via des liaisons covalentes pour donner des fibrilles de collagéne, qui

a leur tour s'associeront pour donner des fibres de collagene. (Figure 1.16)

34



Chapitre 1 : Introduction II - Les cibles biologiques dermo-cosmétiques

Molecules de collagene
Fibrilles de collagéne {mF" helices)

Chaine—a

Fibres de collagéne

Figure 1.16 : Schéma d'une fibre, fibrille et molécule de collagéene
(www.weightworld.fr)

L'élastine est une protéine qui confere a la peau son élasticité. Elle est structurée en fibres et
en lames discontinues pour former les fibres élastiques de la peau (Figure 1.17). Comme le
collagéne, 1'élastine est riche en glycine et proline et est synthétisée par les fibroblastes sous
forme de précurseur. Ce précurseur est appelé tropoélastine, il permet la synthese de 1'élastine

par polymérisation en présence d'une glycoprotéine appelée fibrilline.

Fibres de

collagene

Fibres

d'élastine

(x30000)
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¢. L'hypoderme

L'hypoderme est un tissu conjonctif lache qui posseéde une structure similaire a celle du
derme, exceptée la présence d'élastine et de collagene. L'hypoderme possede en plus des
adipocytes, qui sont des cellules sphériques avec une vacuole permettant de stocker les
triglycérides. Ils entrent dans la composition du tissu adipeux blanc sous-cutané. Ce tissu
renferme également des cellules progénitrices (cellules souches du tissu adipeux), des
préadipocytes (adipocytes pré-matures), des cellules endothéliales (role dans Ila
néovascularisation), des fibroblastes (qui sécretent des protéines semblables a celles du
derme), des lymphocytes et des macrophages (impliqués dans l'inflammation). L'hypoderme

joue un role de réservoir énergétique. En effet, il est capable de stocker les lipides sous forme

de triglycérides, mais aussi de les relarguer sous forme d'acides gras et de glycérol.

d. La vascularisation cutanée

Le derme et I'hypoderme sont vascularisés comme les autres organes du corps via un systeme
arteres/artérioles/capillaires qui apporte le sang chargé en oxygene aux cellules cutanées et
capillaires/veinules/veines qui transportent le sang chargé en dioxyde de carbone (Figure
1.18). L'épiderme lui, n'est pas vascularis€ mais il est nourri par le systeéme papillaire du
derme qui correspond a la surface en papilles qui forment des saillies alternant avec des

prolongements épidermiques.

Figure 1.18 : La vascularisation cutanée
A : épiderme - B : derme - C : hypoderme - 1 : veinule - 2 : artériole - 3 : plexus sous-papillaire 4 :
artére dermique - 5 : veine dermique 6 : plexus sous-dermique
http://esthetique-cosmetique.skynetblogs.be
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Le systeme lymphatique est également présent et joue un rdle trés important dans
I'élimination des molécules de haut poids moléculaire, ne pouvant pas €tre éliminées par le

systéme veineux.

e. L'innervation cutanée

La peau est innervée. Il s'agit d'un organe sensoriel, impliqué dans la perception de tres
nombreuses sensations telles que le chaud, le froid, la douleur, le toucher via des récepteurs
de types mécaniques, thermiques ou nociceptifs. La peau est également dotée de fibres
motrices qui appartiennent au systéme nerveux autonome ou végétatif. Elles innervent les
glandes sudoripares, les muscles pilomoteurs, et permettent la vasomotricité. La structure de

lI'innervation cutanée est présentée sur la figure 1.19.

DK images

Figure 1.19 : L'innervation cutanée
A : épiderme - B : derme - C : hypoderme 1 : disque de Merckel - 2 : terminaison nerveuse libre 3 :
collier tactile - 4 : corpuscule de Meissner 5 : corpuscule de Ruffini - 6 : corpuscule de Vater-Pacini

f. Les annexes cutanées

Les annexes cutanées sont constituées des glandes sudoripares, des glandes sébacées et des
follicules pileux (Figure 1.12). Il existe deux types de glandes sudoripares : les eccrines, qui
sont de petite taille et réparties sur l'ensemble du corps, et les apocrines, de taille plus
importante et localisées uniquement dans certaines zones du corps comme les aisselles. Les

glandes eccrines excretent de I'eau et des minéraux, et leur glomérule (partie enroulée sur elle-
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méme de la glande) est situé dans le derme ou le tissu sous-cutané. Les glandes apocrines
sécretent des protéines et des lipides en plus de 1'eau et des minéraux, et elles débouchent sur
le follicule pileux. Les glandes sébacées quant a elles sont des glandes sécrétrices de sébum,
lequel est une substance essentiellement composée de lipides, qui constitue une couche
protectrice a la surface de 1'épiderme. Le follicule pileux est a l'origine des poils et des
cheveux. Chez les animaux, les poils ont une fonction protectrice et tactile, qui a été quelque

peu perdue chez I'Homme. Les ongles font aussi parties des annexes cutanées.

2. Fonctions et propriétés de la peau

a. Propriétés mécaniques

La peau posséde deux propriétés importantes et complémentaires que sont la souplesse et la
fermeté, qui lui conférent une résistance mécanique. L'épiderme, qui est le plus soumis a des
stimuli, est a la fois résistant et extensible, grice notamment a la kératine. Le derme est lui
aussi résistant et extensible, mais plus élastique. Les fibres de collagene conférent la
résistance aux tensions et aux tractions. L'élasticité est assurée par les fibres élastiques
constituées d'élastine. L'hypoderme joue quant a lui un rdle d'amortisseur en absorbant

l'énergie mécanique.

b. Barriére cutanée

La peau empéche la pénétration de substances toxiques et 1'évaporation des fluides corporels
notamment grace au sébum qui constitue un film hydrolipidique. Le derme est hydrophile,
mais la couche cornée est responsable de l'imperméabilité de la peau car la kératine est
hydrophobe. La richesse en kératine de la couche cornée lui permet aussi de résister aux
agressions chimiques. En plus de cette imperméabilité, la peau posséde un pH compris entre 4
et 5,5 et produit des molécules antimicrobiennes (dans le sébum et la sueur). Ainsi, la peau est
une barriére pour les micro-organismes. A noter cependant qu'il existe une flore résidente
appelée microbiote cutané, qui est d'ailleurs de plus en plus étudiée (Baldwin et al., 2017;
Briiggemann, 2016; Seité et al., 2017). La peau n'est pas une barriére infranchissable : des
agents extérieurs peuvent pénétrer soit par les annexes cutanées soit par voie trans-

épidermique, ou alors étre absorbés de facon passive.
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¢. Thermorégulation

L'homme est un homéotherme, comme tous les mammifeéres, c'est-a-dire qu'il maintient sa
température corporelle de fagon constante a 37°C, indépendamment de 1'environnement dans
lequel il se trouve. L'augmentation du métabolisme cellulaire et les frissons (contraction des
muscles des poils) favorisent la production de chaleur appelée thermogénese. La
vasoconstriction permet aussi de lutter contre le froid. A contrario, pour lutter contre la

chaleur, le corps augmente I'évapotranspiration.

B. Choix des cibles biologiques

La peau est en permanence soumise a des stress endogenes et exogenes. Ainsi il lui faut sans
cesse s'adapter, se protéger, se réparer. Les actifs dermo-cosmétiques sont développés dans le
but d'aider la peau dans ces processus. Parmi eux, on retrouve par exemple des actifs
hydratants, cicatrisants ou encore apaisants. Mais il existe également des actifs dermo-
cosmétiques dont le role principal est plutdt esthétique, comme dans le cas des actifs anti-age.
Les soins dermo-cosmétiques sont formulés pour préserver la santé et la beauté de la peau et

des cheveux.

1. Le vieillissement cutané

Le vieillissement cutané est le fruit de processus génétiques et ¢épigénétiques.
L'environnement peut également jouer un role direct, notamment via le stress oxydant. Ceci
signifie que le génome et I'environnement régulent ensemble le vieillissement. Ce processus
physiologique est tout a fait normal, mais il peut étre accéléré par une mauvaise hygiene de
vie ou une exposition trop importante aux UV et a la pollution, et ralenti par l'utilisation
d'actifs dermo-cosmétiques. Il se caractérise par une diminution de la prolifération cutanée,
une dégradation de la machinerie cellulaire, une altération des systémes de
protection/réparation de 'ADN et une diminution de la production hormonale. Les facteurs
extrinseques qui accélerent le vieillissement sont majoritairement les rayonnements UV qui

induisent la sénescence cutanée actinique encore appelée photo-vieillissement, mais aussi le
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tabac, l'alcool, le stress, la malnutrition ou encore la pollution. Selon qu'il soit d'origine
intrinséque ou extrinseéque, le vieillissement ne se manifeste pas de la méme maniere (Tableau
1.3), mais dans les deux cas, il y a une fragilisation globale de la peau, avec une répercussion

esthétique.

Tableau 1.3 : Comparaison entre le vieillissement intrinseque et le photo-vieillissement cutané

Vieillissement intrinseque Photo-vieillissement

(Physiologique)
, . Surface rugueuse, taches cutanées,
Surface cutanée Lisse ..
jaunissement
Epiderme Amincissement Epaississement (acanthose), atypies
p Renouvellement cellulaire ralenti cellulaires (kératoses)

Elastose solaire

Hyperplasie (augmentation du
volume et ou du nombre) anarchique
des fibres élastiques

Pas d'élastose (altération du tissu
Derme papillaire élastique)
Diminution du tissu élastique

Fibroblastes hyperactifs (synthése de
collagene III et fibronectine)
Prolifération des mastocytes, inflitrat
inflammatoire mixte

Fibroblastes avec activité diminuée,
Derme réticulaire mastocytes normaux, aucune
inflammation

Fibres plus fines et moins
Collagéne nombreuses mais faisceaux épais et
désorientés

Destruction des faisceaux et des
fibres

Y Dilatation des vaisseaux
. s Diminution . . .
Microvascularisation .. . . (télangiectasie)
Epaississement de la paroi vasculaire . © . .
Epaississement de la paroi vasculaire

Les signes du vieillissement deviennent visibles des 1'age de 25 ans. Le teint devient terne et
brouillé, la peau est davantage déshydratée, la peau est plus relachée, moins souple, moins
élastique, moins tonique; les rides et les défauts pigmentaires apparaissent (Pensé-Lhéritier,

2016).

Dans nos travaux, nous nous sommes intéressés a deux cibles biologiques importantes liées au
vieillissement cutané en cherchant des actifs qui diminuent le stress oxydant et l'activité des

MMP.
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a. Stress oxydant

Les ions superoxyde et hydroxyle, le radical hydroxyle et le peroxyde d'hydrogene sont les
principales especes réactives de l'oxygene (ROS). Ce sont des radicaux libres qui sont des
especes chimiques qui posseédent un électron non apparié, ce qui les rend particulierement

réactives et instables (Figure 1.20).

ONOO*- H,0+ %0,
H,0
+NO Catalase e
‘e +e" 50D H
02 % 02. " +2H Hzoz % OH.
2 +2GSH +RH\‘
% 10 +02
2 GPx R*+H,0—> ROO*
GS-SG+2H,0 Vitamine E
Réaction de détoxification des ROS 10, Oxygeéne singulet
—>  Réaction aboutissant a des ROS OH® Radical hydroxyle ROOH
GPx Glutathion peroxydase 0, lon superoxyde +2GSH
SOD Superoxyde dismutase H,0, Peroxyde d’hydrogéene GPx
GS-SG Disulfure de glutathion oxydé ONOO* - Superoxyde d’azote
GSH Monomeére réduit du glutathion NO Monoxyde d’azote

ROH + GS-SG + H,0

Figure 1.20 : Formation des ROS et systemes de détoxification
(adapté de : Mélissopoulos and Levacher, 2012)

Les ROS sont naturellement produites lors de la respiration mitochondriale et jouent un réle
dans le maintien de I'équilibre rédox (Schieber and Chandel, 2014). Cependant, lors de
certains stress, tels que 1'exposition aux UV ou encore au tabac, cette production est accrue.
Ces radicaux libres en exceés sont alors largement dommageables, de facon indirecte,
notamment pour la peau (Figure 1.21). Les radicaux libres induisent par exemple la voie des
MAPK (Protéines kinases nécessaires a l'activation de la mitose) qui induit a son tour la
transcription des genes codant pour les MMP (métalloprotéinases matricielles), diminue la
synthése de pro-collagéne et favorise la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. Ces
cytokines vont avoir un rétrocontréle positif sur ce systtme en activant les MMP et la

production de ROS (Kammeyer and Luiten, 2015).
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Figure 1.21 : Schéma de l'influence des ROS sur le vieillissement cutané.
(Sardy, 2009)

Pour lutter contre cette oxydation néfaste, les cellules possédent un arsenal antioxydant. Il
existe un systeme antioxydant enzymatique constitué notamment de la superoxyde dismutase,
la catalase et des peroxydases. Puis les vitamines (E, C, K, A) et le glutathion réduit jouent
également un role antioxydant. Mais d'autres molécules exogeénes peuvent jouer le rdle
d'antioxydant comme les caroténoides qui neutralisent 1'oxygeéne singulet. Les polyphénols
sont également connus pour posséder un role antioxydant. Par exemple, I'administration per
os d'épigallocatéchine gallate diminue la sensibilité aux UV et améliore la fonction barriere de
la peau (Jeon et al., 2009), cette molécule réduit également l'induction des MMP par les UV
en agissant sur la voie des MAPK (Bae et al., 2008).

Les industries cosmétiques souhaitent développer des actifs de plus en plus respectueux de
l'environnement; c'est pourquoi elles cherchent continuellement de nouveaux ingrédients

antioxydants d’origine naturelle, pour remplacer les antioxydants d'origine synthétique
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comme le BHT (hydroxytoluéne butylé) ou le BHA (hydroxyanisole butylé), qui sont de
potentiels perturbateurs endocriniens (L'observatoire des Cosmétiques). De plus, les

antioxydants d'origine naturelle peuvent posséder des spectres d'actions plus larges.

b. Les métalloprotéinases matricielles

Les MMP sont des enzymes qui posseédent un ion métallique dans leur site actif (calcium ou
zinc) : il s'agit de protéinases capables de dégrader les protéines de la matrice comme le
collagene et 1'élastine mais aussi des glycoprotéines. Il existe 28 classes de MMP, numérotées
de MMP 1 a 28 selon leur substrat (Mukherjee et al., 2013). En conditions normales, il y a un
équilibre entre la synthése et la dégradation de la matrice. Lors du vieillissement, la
dégradation devient excessive et engendre une perte de souplesse, d'hydratation et de fermeté
de la peau, ce qui conduit aussi a l'apparition de rides (Wiegand et al., 2017). Lors du
vieillissement, qu'il soit physiologique ou photo-induit, la production et l'activité des MMP
augmentent (Figure 1.21) (Amano, 2017; Kammeyer and Luiten, 2015).

N

De nombreuses molécules naturelles ont montré une capacité a inhiber l'activité et/ou la
synthese de MMP. Par exemple, les procyanidines de Vaccinium macrocarpon inhibent la
production de MMPI1. Il en est de méme pour la quercétine, 1'apigénine et le kaempférol
(Mukherjee et al., 2013). Des extraits de Camellia sinensis et de Fucus vesiculosus inhibent

l'activité de la collagénase et de 1'élastase (Thring et al., 2009).

Les MMP constituent donc une cible dermo-cosmétique importante pour lutter contre les

causes du vieillissement cutané.

2. L'inflammation

a. Généralités et étapes de l'inflammation

L’immunité est I’ensemble des mécanismes réactionnels de défense par lesquels 1’organisme
reconnait, détruit et élimine toutes les substances qui lui sont étrangeres. D'un point de vue
clinique, la réaction inflammatoire cutanée est caractérisée par plusieurs signes. Une rougeur
et une chaleur surviennent, elles résultent d'une vasodilatation. De plus, un gonflement

apparait, il est dii a une fuite plasmatique engendrée par une perméabilité vasculaire. Cet
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cedéme comprime localement les fibres nerveuses, engendrant ainsi une douleur. La peau ne

peut plus remplir son rdle de fonction barriere en cas de breche cutanée (Figure 1.22).

Isolement de fa zone lésée Nettoyage dela zone lésée
" par par [es PMN et les macrophages

le clou plaguettaire
et le caillot sanguin

Epiderme-

Derme

Vaisseau
sanguin

i Migration Migrati Vasadilatati Augmentation
I igratian @ ation
;?;':‘;:;mm des des PMN locale de la permeéabilité
monocytes vasculaire
et fuite
plasmatigue

®  Neutrophile PMN) @  Monocyte D Mastocyte

#  Globule rouge Wr  Macrophage = Fibroblaste

'i,w}ﬁ." Fibrine e  Plaguette sanguine #  Plaguette sanguine activée

Figure 1.22 : Les principaux événements du processus inflammatoire lors de la cicatrisation de
la peau
(www.biologiedelapeau.fr)

L'inflammation est un processus normal dans le cas d'une blessure. Dans un premier temps,
les macrophages déja présents dans la zone de la plaie vont phagocyter les organismes
étrangers comme les bactéries pour limiter l'infection. Les mastocytes vont relarguer de
I'histamine. Ce médiateur chimique va augmenter l'afflux sanguin tout en diminuant
localement le débit pour augmenter la diapédese (passage des leucocytes au travers de
I'endothélium vasculaire), ainsi le nombre de leucocytes et de protéines va pouvoir augmenter
au niveau du tissu atteint (Wilgus and Wulff, 2013). Les cellules endothéliales vasculaires
vont se contracter, engendrant une plus grande perméabilité vasculaire, ce qui facilite
également le passage de protéines plasmatiques dans le liquide interstitiel, participant ainsi a
la formation d'un cedéme. Un caillot de fibrine va se former dans la zone interstitielle pour
isoler la zone blessée et limiter l'infection. Une croiite, mélange de fibrine déshydratée, de
cellules dermiques et épidermiques, de cellules immunitaires et d'éventuels micro-organismes,

va se former au bout de quelques heures. En parallele, les cellules inflammatoires ne cessent
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d'affluer : tout d'abord les neutrophiles qui détruisent les pathogeénes (Wilgus et al., 2013),
suivis des monocytes qui deviendront des macrophages. Les macrophages jouent d'abord un
role pro-inflammatoire comme la présentation de 1'antigeéne, la phagocytose et la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires, puis ils interviennent dans le processus de cicatrisation, en
sécrétant par exemple des facteurs de croissance ou des substances chimiotactiques pour
stimuler la migration des kératinocytes et fibroblastes. Les lymphocytes interviennent plus
tardivement, au bout de 7 jours; généralement, attirés par les cytokines libérées par les

macrophages.

b. Les médiateurs de l'inflammation
(Biologie de la peau)

De nombreuses molécules interviennent dans le processus inflammatoire, on les appelle
médiateurs de l'inflammation, certains sont présentés dans le tableau 1.4. Ces molécules

peuvent posséder des roles agonistes ou antagonistes.

Tableau 1.4 : Exemple de médiateurs libérés par les cellules de l'infiltrat inflammatoire et les
cellules de peau a la périphérie d'une lésion cutanée.

Type Médiateurs libérés Fonctions
cellulaire
Histamine Augmentation de la perméabilité vasculaire
Mastocytes Modulation de 1'afflux de neutrophiles
Chymase, tryptase Régulation du remodelage tissulaire

ROS, peptides cationiques, | Nettoyage de la plaie par phagocytose des agents

eicosanoides, protéases pathogéenes et des débris cellulaires
) IL-1B, IL-6, TNFa Activation des macrophages
Neutrophiles | 17 g vEGF Amplification de la réponse inflammatoire

Modulation de la réparation
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IL-1B, IL-6, TNFa Nettoyage de la plaie par phagocytose des agents
TGF-p1, IL-10 pathogenes et des débris cellulaires et des
TGF-o0, TNFa, EGF-HB neutrophiles
TGF-B, PDGF, FGF-f3 Amplification de la réponse inflammatoire
VEGF Limitation de l'inflammation
Macrophages Activation de la ré-épidermisation
Induction de la différenciation des myofibroblastes et
stimulation de la fibroplasie (formation de tissu
fibreux)
Stimulation de I'angiogénése
Kératinocytes | VEGF, PIGF Stimulation de I'angiogénése
CTGF Prolifération des fibroblastes et des cellules
Fibroblastes VEGF, PIGF endothéliales et stimulation de l'angiogénése

Stimulation de I'angiogénése

(CTGF : Facteur de croissance du tissu conjonctif ; EGF : Facteur de croissance épidermique ; IL :
interleukine ; PDGF : Facteur de croissance dérivé des plaquettes ; PIGF : Facteur de croissance
placentair e; ROS : especes réactives de 1'oxygene ; TNF : Facteur de nécrose tumorale ; VEGF : facteur

de croissance vasculaire de 1'épithélium.)

Il existe d'autres médiateurs chimiques impliqués dans l'inflammation. C'est le cas de la
thrombine, une enzyme qui catalyse la conversion de fibrinogéne soluble en fibrine insoluble.
Elle est aussi activatrice de facteurs de coagulation et agit comme agent mitogene des
lymphocytes et des fibroblastes. Elle va aussi, indirectement, favoriser 1l'adhésion des
leucocytes sur les cellules endothéliales. Les prostaglandines et les leucotriénes, qui sont des
métabolites de 1'acide arachidonique, agissent a différents niveaux de l'inflammation (Figure
1.23). Par exemple, certaines prostaglandines sont vasorelaxantes et elles augmentent la

perméabilité vasculaire, alors que certains leucotriénes sont vasoconstricteurs.
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Figure 1.23 : Synthése des prostaglandines et des leucotrienes
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Les cytokines sont des glycoprotéines participant activement a la réponse inflammatoire
(Barrientos et al., 2008). Les cytokines sont produites essentiellement par les macrophages,
mais aussi par les fibroblastes, les kératinocytes et les cellules endothéliales. Elles peuvent
étre autocrines, paracrines ou endocrines. Elles sont pléiotropes, mais une distinction est
parfois faite entre cytokines pro- et anti-inflammatoires (Cavaillon, 1995). La premiére classe
de cytokines, pro-inflammatoires, regroupe 1'IL-1f, I'IL-6, I'lL-12, le TNFa et I'INF-y. Elles
participent au recrutement des cellules inflammatoires, favorisent leur dégranulation et
augmentent la synthése de prostacycline et le facteur d'activation plaquettaire. La seconde
classe de cytokines, anti-inflammatoires, regroupe 1'lL-1Ra, 1'lL-4, I'IL-10, 1'TL-13 et le TGF-

B. Ces cytokines inhibent la production et I'action des cytokines pro-inflammatoires.

Tableau 1.5 : Exemple de cytokines, de leurs cellules sécrétrices et leurs fonctions (Claudy et al.,
1996; Ngom, 2008)

Cytokines | Exemples de cellules sécrétrices Fonctions
Kératinocvies Recrutement des lymphocytes T
IL-1 Y Induction de la synthese d'IL-2
Macrophages .
Cytotoxique
Cellules endothéliales
Monocytes Recrutement et dégranulation des neutrophiles
IL-8 Macrophages .
. Facteur de croissance
Fibroblastes
Kératinocytes
Augmentation de la production d'histamine
Immuno-modulateur
Macrophages Cytotoxique
TNF a Cellules de Langerhans Propriétés anti-virales
Kératinocytes Stimule la production d’IL-1p, IL-6, IL-8, IL-12
et des chémokines
Activateur des MMP
Lymphocytes B . P
Immunosuppression par inhibition de la
IL-10 Lymphocytes T . . . .
production de cytokines pro-inflammatoires
Monocytes
L7 Kératinocytes Prolifération des lymphocytes B et T

Production d'TL-2

Stimulation du développement et de la

1L-6 Macrophages production des lymphocytes B

1L-12 Kératinocytes Développement sélectif de cellules T

Cellules tumorales

TGFa Eosinophiles Facteur de croissance impliqué dans la

différenciation des cellules épithéliales

Macrophages
Implication dans le développement de la matrice
TGFp Macrophages extracellulaire '
Immunosuppression
Cicatrisation
VEGF Macrophages Angiogengse
INFy Lymphocytes T Augmentation de l'actvité des macrophages
Cellules NK Prolifération des lymphocytes B
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¢. Le cas du monoxyde d'azote

Les macrophages et les cellules endothéliales produisent du monoxyde d'azote (NO) qui
induit une vasodilatation lors de l'inflammation et joue alors un role pro-inflammatoire (Cals-
Grierson and Ormerod, 2004). 1l existe également une production basale de NO par différents
types cellulaires comme les fibroblastes, les kératinocytes, les mélanocytes ou encore les
cellules endothéliales. Le NO est une molécule polyfonctionnelle a la fois effectrice et
régulatrice (Figure 1.24). Au sein de la peau, le NO a plusieurs fonctions, présentées dans la

figure 1.25 .
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Figure 1.24 : Mécanismes d'action du NO (Daniela et al., 1998)

Le NO est produit lors de la transformation de l'arginine en citrulline par la NO synthase
(NOs). 1l existe des NOs constitutive et des NOs inductibles. L'induction peut se faire par des

pathogenes ou des cytokines pro-inflammatoires comme le mélange 1L-8 / IFNy.
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Figure 1.25 : Fonctions potentielles du NO dans une cellule de peau humaine
(Daniela et al., 1998)

d. Actifs dermo-cosmétiques anti-inflammatoires

Dans certains cas, 'inflammation cutanée ne survient pas en réponse a une agression, il s'agit
alors d'un dysfonctionnement inflammatoire chronique. L’une des pathologies inflammatoires
chroniques les plus connues est la dermatite atopique (Leung et al., 2004). Elle se développe
chez les personnes ayant un terrain génétique propice, caractérisé notamment par un systéme
immunitaire trés réactif, et une sécheresse cutanée avancée (La Roche Posay). Elle se
manifeste par des rougeurs, une rugosité, des démangeaisons et une sécheresse sévere. En
dehors de ces pathologies, il existe également des sensibilités cutanées ou des peaux réactives,
encore appelées dermatoses invisibles, qui se caractérisent par des sensations désagréables
telles que les tiraillements et picotements (Martini, 2016), d'ou la nécessité de développer des

actifs dermo-cosmétiques qui posseédent un pouvoir anti-inflammatoire.

A titre d'exemple, des plantes comme la bardane (Arctium lappa) qui a des propriétés
antiprurigineuses ou le bleuet (Centaurea cyanus) utilisé comme apaisant occulaire, sont des

actifs déja commercialisés pour leurs propriétés anti-inflammatoires (Martini, 2016).
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3. La cicatrisation

Une plaie correspond a la rupture du tissu cutané, qu'il s'agisse de la peau ou des muqueuses.
Elle peut survenir aprés une agression thermique (briilure), physique (coupure) ou mécanique
(frottement). Il existe différents types de plaie : chirurgicales, traumatiques, escarres, briilures
dans tous les cas, il s'agit d'une destruction tissulaire. Les plaies sont classées en deux
catégories : les plaies superficielles et les plaies profondes. Dans le premier cas, la plaie
n'atteint pas le derme profond, la réparation se fera donc uniquement par épidermisation. Dans
le second cas, la totalit¢ du derme est atteinte, la réparation sera donc plus complexe.
Chirurgicalement, la cicatrisation est le rétablissement de la continuité épidermique, c'est a

dire la jointure des deux berges d'une plaie.

La cicatrisation est le résultat de trois phases : une phase inflammatoire et vasculaire (cf § 2),

une phase de réparation tissulaire et une phase de maturation (Tableau 1.6).

Tableau 1.6 : Les étapes de la cicatrisation (d'apres Mélissopoulos and Levacher, 2012)

Temps de
latence apres la | Durée Etapes Evénements
blessure

- Arrét du saignement: coagulation,
adhésion & agrégation plaquettaire

- Sécrétion et activation des médiateurs

Phase vasculaire - Migration et activation des cellules

1 a3jours | (hémostase) et inflammatoires (neutrophiles,

inflammatoire macrophages)

- Détersion (élimination des déchets)

- Recrutement des fibroblastes et des
cellules endothéliales

Quelques
minutes

- Formation du tissu de granulation :
prolifération des fibroblastes et des
cellules endothéliales

- Synthése d'une nouvelle MEC

- Angiogenese

- Epidermisation : transformation des
fibroblastes en myofibroblastes,
migration des kératinocytes a partir des
berges, restauration de la jonction
dermo-épidermique, restauration de la
fonction barriere des kératinocytes

Phase de réparation
Quelques heures | 1a3 tissulaire:

a quelques jours | semaines - Granulation

- Epidermisation

Quf:lq\ues Phase de maturation: i Reorggmga tion de la M\E ¢
mois a - Modification du collagene

1 a 2 semaines -Remodelage .

quelques < g - Apoptose des myofibroblastes
P -Néo-vascularisation ; e

années - Néo-vascularisation
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La phase inflammatoire est absolument nécessaire mais elle doit ensuite étre résolue. Ainsi,
l'utilisation d'anti-inflammatoire n'est pas du tout souhaitable dans les premieres phases de la

cicatrisation.

Les actifs dermo-cosmétiques végétaux utilisés pour la cicatrisation ciblent majoritairement la
phase de réparation tissulaire. Parmi eux, on retrouve I'extrait hydro-alcoolique de Centella
asiatica dans le produit Madecassol® qui favorise la biosynthése de collagéne, ou alors
l'allantoine qui est extraite de Symphytum officinale et qui favorise la migration cellulaire
(Martini, 2016). Lors de notre étude, nous avons travaillé sur la deuxiéme phase de la

cicatrisation en cherchant des actifs susceptibles de stimuler la prolifération des kératinocytes.

C. Conclusion sur les cibles biologiques dermo-cosmétiques

La peau est un organe tres complexe possédant de multiples fonctions. Il est donc crucial
d'en préserver 'hnoméostase, et lorsqu'elle est perturbée, de pouvoir la restaurer. C'est pourquoi
le développement d'actifs dermo-cosmétiques est un enjeu majeur. Dans ce cadre, nous avons
choisi de rechercher des actifs anti-vieillissement cutané (antioxydants, anti-MMP), anti-
inflammatoires (inhibiteurs de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, inhibiteurs de la

production de NO) et cicatrisants (stimulateurs de la migration des kératinocytes).
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III. Les biotechnologies végétales

A. Culture in vitro de cellules et tissus végétaux

1. Introduction

La culture végétale in vitro (CVIV) correspond a la manipulation en conditions aseptiques de
cellules ou d'organes végétaux placés sur un milieu de culture nutritif de synthése et sous
atmosphere controlée (température, humidité, lumiere) (Smetanska, 2008). Elle est basée sur
la manipulation de cellules végétales isolées et sur des techniques de multiplication végétative
permettant de régénérer des plantes enticres a partir de fragments de plante (Thorpe, 2006).
Elle est rendue possible grace un caractere spécifique des cellules végétales : la totipotence,
qui est la capacité pour une cellule différenciée de se dédifférencier, c'est-a-dire de revenir
d'un stade de cellule spécialisée au stade de cellule méristématique, pouvant se différencier a
nouveau (Krikorian and Berquam, 1969; Orhan et al., 2012). Ce concept a été décrit pour la
premiere fois par Haberlandt, botaniste autrichien, au début du XXM sigcle (Haberlandt,

1902).

La CVIV peut présenter un intérét dans différents domaines. Tout d'abord elle est
couramment utilisée en recherche fondamentale, elle permet de réaliser de trés nombreuses
études physiologiques, mais elle est aussi un outil fondamental pour la biologie moléculaire.
Par exemple, des cellules végétales dépourvues de paroi, les protoplastes, sont utilisées pour
effectuer de la transgénese par électroporation. La CVIV peut aussi présenter un intérét en
écologie, notamment pour la micropropagation ou la conservation d'espéces menacées. Enfin,

elle est tres utilisée pour la production de métabolites d'intérét (Orhan et al., 2012).

2. Historique de la culture végétale in vitro

Dans un premier temps, la CVIV a été trés utilisée sur des especes végétales d'intérét
alimentaire. Par exemple, des études ont été menées sur la croissance infinie des racines de
tomates en milieu liquide (White, 1934), ou encore sur 1'obtention des premiers cals de carotte

(Nobécourt, 1939).

En parallele, de nombreuses recherches ont été réalisées sur des organismes modeles tels que

le tabac. En 1969, deux physiologistes végétalistes, Murashige et Skoog, ont mis au point des
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milieux de culture (Murashige and Skoog, 1962) qui sont encore utilisés aujourd'hui pour de
tres nombreuses especes végétales. En 1965, Vasil et Hilderbrandt régénerent un plant de

tabac a partir d'une cellule unique (Vasil and Hildebrandt, 1965).

Les espeéces horticoles font aussi 'objet de nombreuses études, notamment les orchidées, avec

la premiere multiplication in vitro en 1965 (Morel, 1965).

Au fil du temps, la CVIV a également été utilisée pour la production de métabolites d'intérét.
Par exemple, en 1977, on s'intéressait déja a la production d'anthraquinones par des cellules

de Morinda citrifolia cultivées en bioréacteur (Wagner and Vogelmann, 1977).
3. Les différentes techniques de CVIV

a. Généralités

Le développement d'un végétal résulte de deux processus : la croissance (division et
¢longation) et la différenciation cellulaire. Le processus de développement est gouverné par
des facteurs externes comme par exemple la photopériode ou la température et par des
facteurs internes que sont les hormones végétales (ou phytohormones) et les vitamines qui

sont des régulateurs de croissance.

Il existe différentes classes d'’hormones végétales considérées comme régulateurs de
croissance (Tableau 1.7). (Kefeli, 1978; Kefeli and Kalevitch, 2013; Khan et al., 2012;

Machackova and Romanov, 2013).

Tableau 1.7 : Les principales hormones végétales

Hormone Nature chimique Fonction

Croissance des entre-noeuds

Diterpéne )
P Levée de la dormance

Gibbérellines

Dormance des graines

Ethylene Alcene Maturation des fruits

Diminution de la croissance des
entre-nceuds

Dormance des graines
Fermeture des stomates

Acide abscissique | Acide sesquiterpénoique

Division cellulaire

Cytokinines Adénine substituée . .
Croissance apicale

Dérivés du tryptophane | Elongation cellulaire

Auxines J . . AN
(éventuellement acide chorismique) | Rhizogénése
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Certaines hormones possedent des roles antagonistes comme par exemple l'acide abscissique
et les gibbérellines. Les auxines et les cytokinines jouent des roles complémentaires dans la
division et la différenciation cellulaires, ce qui en fait des hormones fondamentales en CVIV
(Figure 1.26). Les auxines sont synthétisées dans les parties aériennes et sont ensuite
transportées par le phloéme de 1'apex vers la base de la plante, alors que les cytokinines sont
transportées par le xyleme de la base vers l'apex, donc dans les deux cas le transport est
polarisé, mais en direction contraire (Hopkins, 2003). Parmi les phyto-hormones utilisées en
CVIV, certaines sont naturelles comme la zéatine , I'AIB ou 1'AIA, et d'autres d'origine
synthétique comme par exemple la kinétine, le 2,4-D ou 'ANA (Figure 1.27) (Gaspar et al.,
1996).

Rhizogeneése

Embryogeneése
somatique

Callogeneése

Caulogenése

- +
Figure 1.26 : Effet de la balance hormonale auxine/cytokinine sur le développement

Un protocole de CVIV débute en placant le matériel végétal (explant) sur un milieu de culture
constitué¢ d'une balance hormonale cytokinine / auxine (Figure 1.26 et 1.27), mais aussi de
sucres, d'eau, de vitamines et de minéraux. Les minéraux se décomposent en deux groupes :
les macroéléments (azote, phosphore, potassium, soufre, magnésium, calcium) et les
microéléments (fer, manganeése, molybdéne, cuivre ...), les premiers étant en concentrations
plus importantes (g/L) que les seconds (mg/L) (Orhan et al., 2012). A noter que 1’on peut

ajouter des agents gélifiants comme 1'agar si I'on souhaite faire de la culture en milieu solide.
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Figure 1.27 : Exemple d'auxines (a-d) et de cytokinines (e-i) utilisées en CVIV
(a. acide 2,4-dichlorophénoxyacétique, b. acide 3-indole acétique, c. acide 1-naphtaléne acétique, d.
acide 3-indole butyrique, e. kinétine, f. benzylaminopurine, g. thidiazuron, h.méta-topoline, i. z&atine)

Il existe d'autres hormones végétales comme le jasmonate, l'acide salicylique et les
brassinostéroides (Davies, 2013). Le jasmonate est synthétisé en réponse a un stress et peut
ensuite étre transformé par exemple en méthyl-jasmonate par une méthyl-transférase, la
molécule devient alors volatile. Il peut aussi étre transformé en isoleucine-jasmonate (JA-Ile)
par des acides aminés synthase, le JA-Ile une forme de stockage du jasmonate, notamment en
cas de stress osmotique (Figure 1.28) (Wasternack, 2007). L'acide salicylique joue un role
dans la croissance, l'induction florale mais aussi sur l'ouverture des stomates ou encore
l'augmentation de la teneur en chlorophylles et caroténoides et comme le MeJA, il est

impliqué dans la réponse au stress (Hayat et al., 2007).
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Figure 1.28 : Voie de biosynthése de 'acide jasmonique et de ses dérivés (Delker et al., 2006)
LOX2 : Lipoxygénase 2 ; AOS : Alléne oxyde synthase ; AOC : Allene oxyde cyclase ; OPR3 : 12-
oxophytodiénoate réductase 3; 13-HPOT : acide 13S-hydroperoxy-9Z,11E,15Z-octadécatriénoique;

12,13-EOT : acide 12,13-epoxyoctadécatrienoique; OPDA : acide 12-acide oxophytodienoique ; JA ;
jasmonate; JA-Ile : Isoleucine-jasmonate; JA-ACC : jasmonoyl-1-amino-1-cyclopropane carboxylique
acide; MeJA : Methyl jasmonate.

Le milieu de culture étant trés riche en nutriments, en particulier en sucres, il est tres
favorable au développement bactérien et fongique. C'est pourquoi il est nécessaire de le
stériliser avant utilisation, et de travailler ensuite en milieu aseptique. Le matériel végétal
subit lui aussi systématiquement une étape de stérilisation. L'ensemble du travail est ensuite
réalisé avec du matériel stérile et sous une hotte a flux laminaire. Il est possible d'ajouter des
antibiotiques et antifongiques au milieu de culture, mais cela n'est pas forcément souhaitable

lors d'une valorisation industrielle (cf. § 111.B.3).
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b. Culture de cellules dédifférenciées

Les cals sont des amas de cellules dédifférenciées (Figure 1.29). La callogénese est le
processus permettant d'obtenir des cals a partir d'un explant qui est un matériel végétal
différencié (racine, tige, feuille, graine, fleur). Pour ce faire, I'explant doit étre placé sur du
milieu de culture en présence d'une balance hormonale avec des concentrations de cytokinines
et d'auxines qui sont - en théorie - équivalentes (Figure 1.26) (Orhan et al., 2012). Le choix
de 1'explant peut s'avérer important pour 1'obtention de cals (Dhar and Joshi, 2005; Yan et al.,

2009).

Figure 1.29 : Cals de Chorisia speciosa (Fahim et al., 2015)

La callogénése peut €tre une étape précédant la caulogénese ou l'embryogénese somatique
dans le cas de stratégies de micropropagation indirectes (Figure 1.31) (Baskaran and Staden,
2014; Fernando et al., 2016; Skata et al., 2015; Tomiczak et al.,, 2015). Elle constitue
également une étape indispensable pour 1'établissement de suspensions cellulaires. Dans ce
cas, les cals doivent étre le plus friable possible pour pouvoir se désagréger une fois sous

agitation en milieu liquide (Lage et al., 2015; Robles-Martinez et al., 2016).

Les suspensions cellulaires sont principalement utilisées pour la production de métabolites
d'intérét en réalisant des scale-up en bioréacteurs ( Figure 1.30) et en stimulant la biosynthese
de molécules a haute valeur ajoutée (Dias et al., 2016; Orhan et al., 2012; Ramirez-Estrada et

al., 2016; Yue et al., 2016).
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Figure 1.30 : Culture de cellules dédifférenciées de Panax ginseng en bioréacteurs.
a. Bioréacteur de 5L, b. Bioréacteur de 500 L, c. Bioréacteur de 1000 L, d. Récolte d'un réacteur de
1000 L (Peak et al., 2014)

c. Régénération d'un vitroplant

Un vitroplant est une plante entiere (parties aériennes et souterraines) obtenue par CVIV, lors

du processus de micropropagation.

Pour initier la régénération de vitroplants par CVIV, il existe deux stratégies: 1'organogénese
et I'embryogénése somatique. Dans les deux cas, on peut soit passer par une étape
préliminaire de callogénése (multiplication de cellules dédifférenciées), il s'agit de la voie

indirecte, soit utiliser directement un explant, il s'agit de la voie directe (Figure 1.31).

L'embryogénese somatique consiste a régénérer un embryon a partir de n'importe quel type
cellulaire, qui germera pour donner un vitroplant (Dodeman et al., 1997; Tisserat et al., 1979).
L'embryogénese somatique nécessite une concentration d'auxine légeérement supérieure a celle
de cytokinine (Jiménez, 2001, 2005), le 2,4-D étant tres souvent utilisé (Boufis et al., 2014;
Cosié et al., 2013) (Figure 1.31). Cette technique est tres utilisée notamment comme outil
pour les études de biologie moléculaire (Feher et al., 2002) mais aussi pour 1'agronomie ou il

peut étre tres intéressant de créer des clones comme par exemple pour la vigne ou les agrumes
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(Martinelli et al., 2015; Omar et al., 2016), et en horticulture, notamment pour la

multiplication des orchidées (Agila et al., 2015).

— Tige feuillée Bourgeons

|

Organogenese

germination

AL 4
‘. /‘ Embryons

‘x\ ,‘ somatiques

Embryogenése somatique

[ ] cal

Voieindirecte
Suspension

cellulaire

Figure 1.31 : Schéma récapitulatif des différentes stratégies d'obtention d'un vitroplant avec les
balances hormonales théoriques

Par ailleurs, il est également possible d’induire séquentiellement la différenciation des
différents organes végétaux via un processus d'organogénese, qui consiste tout d’abord en la
différenciation des parties aériennes (caulogénese), puis dans un second temps des racines
(rhizogénese) (Figure 1.31). Pour la caulogéneése, il est nécessaire que la balance hormonale
soit caractérisée par un exces de cytokinine, la rhizogénése nécessitant au contraire un exces
d’auxines. A noter qu'il est parfois inutile d'ajouter des hormones exogenes pour la
rhizogénese, puisque les auxines endogenes synthétisées par les parties aériennes de la

plantule en formation peuvent suffire a initier la formation de racines.

d. Cultures racinaires

La culture de racines est également utilisée en CVIV, soit sous forme de racines adventives

soit sous forme de hairy roots.
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d.1 Les hairy roots

Les hairy roots résultent d'une infection de la plante par la bactérie Agrobacterium
rhizogenes, qui lui transmet un fragment du plasmide Ri, le T-DNA, codant pour la synthése
d'auxines et d'opines, ce qui conduit a une prolifération racinaire (Figure 1.32). En anglais,
cette infection est appelée hairy roots disease. Dans la nature, cette infection survient
généralement apres une blessure de la plante. In vitro, cette transformation est génétiquement
stable car le T-DNA est intégré au génome végétal, et elle permet une croissance racinaire
importante, et ce sans apport d'hormones végétales exogenes. Les hairy roots sont
caractérisées par des ramifications latérales trés importantes et 1'absence de géotropisme.

(Srivastava and Srivastava, 2007).

Par rapport aux cellules dédifférenciées, les avantages des hairy roots se situent au niveau de

leur stabilité génétique et biochimique, et de 'absence d'hormones dans le milieu de culture.

Figure 1.32 : Les étapes nécessaires a 1'établissement de hairy roots (Talano et al., 2012)

a. Explant stérile ; b & c. Etape d'infection : blessure des explants et inoculation avec une culture d'A.
rhizogenes ; d. Transformation génétique : transfert et intégration de le T-DNA du plasmide Ri au
génome de la plante ; e. Premiers développement racinaires en absence d'hormones exogenes ; f- h :
Propagation des racine s; i. Culture des hairy roots en milieu liquide et sur agitateur orbital ; j. Scale-
up en bioréacteurs
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Les hairy roots sont tres utilisées pour la production de métabolites secondaires, par exemple
pour la production d'alcaloides chez Rauwolfia serpentina (Mehrotra et al., 2015) et Rhazya
stricta (Akhgari et al., 2015), et de polyphénols chez Salvia milltiorhiza (Yang et al., 2016) et
Momordica charantia (Thiruvengadam et al., 2014). Parmi de nombreux autres exemples,
nous pouvons encore citer la production d'ajmalicine chez Catharanthus roseus (Thakore et

al., 2017).

d.2 Les racines adventives

Les hairy roots sont des organes génétiquement modifiés, ce qui n'est pas toujours souhaitable
pour l'industrie. C'est pourquoi des stratégies alternatives de cultures racinaires se basent sur
le développement de racines adventives. Dans ce cadre, la plante n'est pas transformée, la
prolifération des racines est provoquée par un exces d'auxine dans le milieu. Cette technique
est également utilisée pour produire des métabolites d'intéréts (Murthy et al., 2016; Peak et

al., 2014), comme par exemple de la plumbagine a partir de Plumbago rosea (Silja and

Satheeshkumar, 2015) ou encore des polyphénols d'Echinaceae purpurea (Figure 1.33).

Figure 1.33 : Culture de racines adventives d' Echinaceae purpurea en bioréacteurs.
a. Airlift de 20L, b. Bioréacteur bubble de 500 L, c. Bioréacteur tambour de 500 L, d. Bioréacteur
vertical de 10000 L, e-f. Récolte des racines adventives
(Peak et al., 2014)
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B. Production de molécules d'intérét par CVIV
1. Généralités

Les plantes produisent des métabolites secondaires tres diversifiés qui ne sont pas
indispensables a la croissance et au développement, mais qui sont essentiels pour 1'adaptation
et la défense vis a vis de stress environnementaux. Elles possédent un arsenal chimique de
défense varié (alcaloides, terpenes, polyphénols), constitué de molécules bioactives, qui
peuvent étre valorisées dans des secteurs tres diversifi€s : pharmaceutique, agrochimique,
agroalimentaire, cosmétique ou encore dans le secteur des compléments alimentaires
(Ramirez-Estrada et al., 2016). Cependant, pour de nombreuses raisons, 1'approvisionnement
en matiere premicre végétale peut s'avérer compliqué. Par exemple des probléemes
environnementaux (ex : especes protégées, en voie de disparition) ou géopolitiques peuvent
restreindre 1'accés aux matieres premieres. De plus, la teneur en métabolites secondaires d'une
plante varie en fonction de 1'écosystéme, la saison, les conditions climatiques, il est donc
difficile d'avoir un matériel standardisé. Ces problemes ont conduit les chercheurs a
davantage considérer l'alternative que constitue la CVIV depuis les années 1990 pour la
production de métabolites (Figure 1.34), donnant naissance au concept de plant cell factories,
tres étudié comme en témoigne 1’analyse bibliographique quantitative ci-dessous (Dias et al.,

2016; Ramachandra Rao and Ravishankar, 2002; Yue et al., 2016).
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Figure 1.34 : Nombre de publications et de brevets publiés de 1920 a 2015 sur la culture végétale
in vitro (Dias et al., 2016)

La CVIV est une approche intéressante pour la production de métabolites secondaires car elle

présente les avantages suivants : production possible n'importe ou dans le monde, diminution

considérable des facteurs de variabilité, absence de contaminants de types métaux lourds ou
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pesticides, conservation des especes menacées, cycle de culture raccourci, respectueux de
I'environnement (Chattopadhyay et al., 2002; Ochoa-Villarreal et al., 2015; Ramirez-Estrada
et al., 2016). De plus, du fait que les conditions de culture sont contrdlées, les extraits obtenus
sont censés étre qualitativement et quantitativement constants, permettant ainsi une
standardisation plus aisée du matériel végétal (Dias et al., 2016). Un contrdle important doit
cependant étre réalisé a chaque étape du développement de la stratégie de bioproduction pour

sécuriser le process (Figure 1.35) (Murthy et al., 2015).

Sécurisation des procédés de

CVIv
Nature de I’explant utilisé pour la callogénése ou
I \ 'organogénése
Identification du matériel végétal
(famille, genre, espéce, variété, chémotype, nom Optimisation du milieu de culture
commun, origine, parties utilisées) (milieu minéral, sucre, hormones, pH,

température, photopériode, intensité lumineuse)

Contenant/ Bioréacteur, agitation, aération,
cyclesde culture

Méthode de CVIV pourla production de la
matiére premiére

Méthode d’élicitation
Choix et concentration de I'éliciteur, durée de
I'exposition

Procédés de traitements du matériel végétal
(séchage, conditionnement, stockage) Type de matériel végétal valorisé

(suspensions, hairy roots, embryons, parties

aériennes)

Méthode de récolte

Utilisation du milieu de culture

Figure 1.35 : Mise en place d'une stratégie de bioproduction en CVIV
(adapté de Murthy et al., 2015)

Un avantage de la CVIV est aussi la possibilité de faire du scale-up, ou le volume de culture
est progressivement augmenté, de quelques dizaines de mL a des milliers de litres dans des
bioréacteurs. Il existe différents types de bioréacteurs (Peak et al., 2014; Yue et al., 2016)
(Figure 1.36).
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Figure 1.36 : Repésentation schématique des différents types de bioréacteurs

a. agitation magnétique, b. agitation a tambour, c. plateforme bascultante, d. plateforme
élévatrice, e. disque vibrant, f. plateforme orbitale, g. colonne a bulles, h. bioréacteur a brume
(Peak et al., 2014)

A noter que des bioréacteurs spécifiques pour les hairy roots existent (Srivastava and

Srivastava, 2007) (Figure 1.37).

Figure 1.37 : Bioréacteur spécifique pour les hairy roots
(Peak et al., 2014)

La mise en suspension nécessite également le suivi de certains parametres, plus encore lors du
scale-up : la rhéologie, 1'aération, la sensibilité des cellules végétales au cisaillement (Kieran

et al., 1997).

64



Chapitre 1 : Introduction [1I - Les biotechnologies végétales

La CVIV présente aussi des inconvénients. Par exemple, lorsque la culture est maintenue
pendant une longue période, les risques d'induire des variations somaclonales augmentent,
conduisant a un patrimoine génétique différent des cellules d'origine et a des variations
phénotypiques (Jain et al., 2013). Un autre inconvénient dans le cas de 1'utilisation de la CVIV
pour la production de molécules d'intérét est la baisse de production de métabolites
secondaires par rapport a des plantes cultivées en champs puisque le matériel n'est plus
soumis a des stress. De plus, il se peut que la biosyntheése de métabolites soit associée au
processus de différenciation cellulaire. Il est alors nécessaire de mettre en place différentes
stratégies pour restaurer cette production de métabolites secondaires comme I'élicitation (cf §
2.b) (Murthy et al., 2014a). Il existe d'autres techniques pour la production de molécules
végétales par des plantes hors champs. On peut citer la culture en hydroponie ou aéroponie
qui n'est pas de la CVIV stricto sensu mais qui est un concept en plein essor, notamment au
sein de la société Plant Advanced Technologies qui a breveté le procédé des Plantes a Traire®

(Gontier et al., 2001; PAT SA).

La CVIV peut également étre utilisée dans des stratégies de bio-transformation, c'est-a-dire
l'utilisation du métabolisme végétal pour modifier la structure de molécules exogeénes. Cette
approche peut constituer une véritable alternative a la synthése chimique ou a I'hémi-synthese.
Elle permet de palier les limites de la synthése organique, mais elle peut aussi €tre une
approche intéressante pour créer de la diversité moléculaire, ce qui a été fait avec des cals
d'Angelica sinensis pour synthétiser des dérivés d'isofraxetine-6-O-B-D-glucopyranoside
(Zhou et al., 2017). On peut également citer des parties aériennes d'Origanum majorina qui
sont capables de convertir I'hydroquinone en arbutine (Skrzypczak-Pietraszek et al., 2017) ou
encore des suspensions cellulaires de Panax quinquefolium et Catharanthus roseus qui
transforment 1'acide artémisinique et l'acide dihydroartémisinique en leurs dérivés hydroxylés

(Zhu et al., 2010).

2. Les stratégies utilisées pour augmenter la production de métabolites

secondaires

Les métabolites secondaires ne sont pas indispensables a la croissance des cellules végétales,

ils sont davantage utiles pour lutter contre des stress biotiques ou abiotiques. Ainsi, les
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cellules végétales ne synthétisent pas systématiquement les mémes métabolites secondaires
que la plante d'origine, et surtout ils peuvent étre en quantité moindre (Zhao et al., 2005).
C'est pourquoi différentes stratégies ont été élaborées pour stimuler la production de

métabolites secondaires par les suspensions cellulaires.

A noter cependant qu'une production accrue de métabolites secondaires peut devenir
phytotoxique et/ou exercer un rétro-controle négatif ; il faut donc effectuer un contrdle en
parallele de la croissance cellulaire lors de tout protocole visant a stimuler le métabolisme

secondaire in vitro.

Plusieurs parameétres d'optimisation sont détaillés ci-dessous : le choix d'une lignée,

I'élicitation, I'ingénierie métabolique ou encore I'addition de précurseurs.

a. Choix d'une lignée

Il existe des variations génétiques au sein d'une méme espece pouvant se traduire par des
variations métaboliques quantitatives et qualitatives. Ainsi, il est d'abord nécessaire de
sélectionner comme source d'explant une plante ayant un important potentiel métabolique,
c'est-a-dire avec un contenu important en molécules d'intérét (Ramachandra Rao and
Ravishankar, 2002). Ensuite, un criblage peut également étre réalisé sur les différentes lignées
de cals obtenus qui peuvent elles aussi présenter une hétérogénéité (Ogino et al., 1978). Celle-
ci est facilement visible lorsqu'on recherche des pigments végétaux comme par exemple la
shikonine ou encore des anthocyanes (Dougall et al., 1980; Fujita et al., 1985; Yamamoto et
al., 1982). Certains auteurs ont établi des lignées qui étaient 4 fois plus productrices que
d'autres, c'est le cas pour la production d'anthocyanes par des cellules de Vitis vinifera (Curtin
et al., 2003). On peut également exposer les cellules a des agents mutagenes pour induire des
mutations qui auraient pour conséquence une surproduction de métabolites d'intérét

(Ramachandra Rao and Ravishankar, 2002).

b. Elicitation

L'élicitation est la technique la plus utilisée pour augmenter la production de métabolites
d'intérét dans des cultures végétales in vitro. Un éliciteur est un composé qui stimule les
réactions de défense, il peut donc induire le métabolisme secondaire pour protéger les cellules

et la plante entiere (Baenas et al., 2014; Ramirez-Estrada et al., 2016; Zhao et al., 2005). Les
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élicitations peuvent €tre de deux natures : biotique et abiotique. Dans les deux cas,
1'élicitation peut devenir phytotoxique, il est donc important de vérifier l'effet des éliciteurs
sur la croissance et/ou la viabilité cellulaire. De plus, nous parlerons ici essentiellement des
élicitations de suspensions cellulaires, mais les hairy roots (Bais et al., 2002; Peebles et al.,
2009), les racines adventives et les plantes entieres (Nair et al., 2013) peuvent aussi étre
élicitées.

Les élicitations abiotiques regroupent les sels et composés inorganiques ainsi que les stress
physiques. Parmi les sels on trouve AgNOs, AICl5, CaCl,, CdCl,, CoCl,, CuCl,, HgCl,, KCl,
MgSO4, NiSO4 (Ramirez-Estrada et al., 2016). De facon plus courante, on retrouve des
élicitations au NaCl ( généralement de 50 et 200 mM) (Baenas et al., 2014), qui provoque
I’augmentation d'un facteur 3,8 de la teneur en steviosides dans des cals de Stevia rebaudiana
(Gupta et al., 2014) ou encore d'un facteur 4,4 de la teneur en flavonoides dans des
suspensions de Ginkgo biloba (Chen et al., 2014). Le NaCl induit des variations osmotiques
pouvant é€tre percues comme un stress. Il existe d'autres stress abiotiques comme les
rayonnements UV, qui par exemple augmentent de 1,8 fois la teneur en polyphénols totaux
dans des cals d'Echinaceae purpurea (Manaf et al., 2016) ou encore d'un facteur 4,9 la teneur

en diterpeénes dans des hairy roots de Salvia miltiorrhiza (Wang et al., 2016).

Les éliciteurs biotiques sont généralement reconnus via des récepteurs membranaires sur les
cellules végétales, la transduction du signal engendrera ensuite des variations dans le
métabolisme (Zhao et al., 2005). Parmi les éliciteurs biotiques, on retrouve les éliciteurs
exogenes qui proviennent d'organismes non végétaux, et les éliciteurs endogenes qui sont des
hormones végétales. Ainsi la production d'éliciteurs endogenes peut-€tre induite par des
éliciteurs exogenes ou abiotiques. L'ensemble des mécanismes biochimiques impliqués sont

présentés dans la figure 1.38.
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Figure 1.38 : Réponses des cellules végétales a 1'élicitation biotique (Ramirez-Estrada et al., 2016)
R : récepteur, PL : phospholipase, MAPKSs: protéines kinases activatrices de la Mitose, ROS : especes
réactives de 1'oxygene, RNS : especes réactives de 'azote, TF : facteurs de transcription

Les éliciteurs que nous avons utilisés lors de notre étude sont présentés ci-dessous :

b.1 Le méthyl jasmonate

Le méthyl jasmonate (MeJa) (Figure 1.39) est une molécule de signalisation végétale

appartenant a la famille des oxylipines (Farmer et al., 2003). Il s'agit d'une phytohormone.

O
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Figure 1.39 : Méthyl jasmonate

Cette molécule est synthétisée lorsque la plante est attaquée par un organisme pathogeéne ou
blessée (Ramirez-Estrada et al., 2016). Elle permet l'augmentation de la synthése des

métabolites secondaires, de facon aspécifique (Zhao et al., 2005).

Le MelJa augmente la production d'alcaloides a trés haute valeur ajoutée. Il augmente par
exemple d'un facteur 2 la teneur en taxanes par des cellules de Taxus globosa (Osuna et al.,
2015) ou la teneur en tabersonine, alcaloide bisindolique, dans les suspensions de

Catharanthus roseus (Goldhaber-Pasillas et al., 2014). Le MelJa permet aussi d'augmenter la
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production de composés phénoliques, il augmente par exemple d'un facteur 2,5 la teneur en
acides phénoliques dans des tiges de Salvia virgata (Attaran Dowom et al., 2017) ; d'un
facteur 3 la teneur en anthraquinones dans des suspensions de Rubia tinctorum (Perassolo et
al.,, 2016) ; d'un facteur 2,7 la teneur en flavonoides dans les suspensions d'Hypericum
perforatum (Wang et al., 2015). Il provoque également une augmentation de la teneur en
stilbenes dans des suspensions cellulaires de Sylibum marianum transformées avec le geéne
codant pour la stilbéne synthase (Hidalgo et al., 2017). Le MeJa est aussi capable de stimuler
la synthése de terpeénes: par exemple, il augmente d'un facteur 13 la teneur en acide
gymnémique dans des suspensions de Gymnema sylvestris (Chodisetti et al., 2015) ou d'un
facteur 3 des triterpenes (bétuline, acide bétulinique, lupéol) dans des suspensions de

Jatropha curcas (Zaragoza-Martinez et al., 2016).

b.2 L'acide salicylique

L'acide salicylique (SA) (Figure 1.40), qui est l'acide 2-hydroxybenzoique, est une molécule
de signalisation végétale impliquée dans la résistance systémique acquise (Durrant and Dong,

2004; Pieterse and van Loon, 1999).
O
OH
OH

Figure 1.40 : Acide salicylique

Comme le Mela, il s'agit d'une phytohormone capable d’induire la synthése de métabolites

secondaires (Ramirez-Estrada et al., 2016; Zhao et al., 2005).

L'acide salicylique est couramment utilis€ comme éliciteur pour augmenter la synthese de
polyphénols (Dias et al., 2016). Par exemple, il permet d'augmenter de presque deux fois la
teneur en phénylpropanoides et naphtodianthrones dans des suspensions cellulaires
d'Hypericum perforatum (Gadzovska et al., 2013). Mais il permet aussi d'augmenter la teneur
en d'autres familles de métabolites secondaires : par exemple la production en ginsenosides
dans des suspensions de Panax ginseng est triplée lors de 1'¢élicitation au SA (Ali et al., 2006).
On observe aussi un triplement de la teneur en acide gymnestique, un autre triterpéne, dans

Gymnema sylvestris (Chodisetti et al., 2015). Le SA est aussi utilisé pour stimuler la
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biosynthése d'alcaloides comme par exemple le taxol (Khosroushahi et al., 2006; Wang et al.,

2007).

A noter que des analogues ou dérivés de SA peuvent Etre utilisés comme éliciteurs, c'est le cas

de l'acide 2,6-dichloroisonicotinique ou du benzothidiazole (Ramirez-Estrada et al., 2016).

b.3 Le chitosan

Le chitosan correspond a de la chitine partiellement dé-acétylée soit par des enzymes soit en
milieu alcalin (Figure 1.41). La chitine est un constituant de la paroi des champignons et des
levures, mais aussi de I'exosquelette des insectes. Il s'agit d'un polysaccharide de B-(1—4)-N-
acétylglucosamine. Le chitosan stimule les réactions de défense des plantes (Malerba and

Cerana, 2016), il est d'ailleurs utilisé en phytoprotection (El Hadrami et al., 2010).
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Figure 1.41 : Synthése de chitosan a partir de chitine par voie enzymatique

Le chitosan permet dans de nombreux cas d'augmenter la teneur en métabolites secondaires.
Par exemple, il permet d'augmenter d'un facteur 10 la teneur en menthol dans des suspensions
cellulaires de Mentha x pipereta (Chang et al., 1998), alors que la production de
monoterpenes par des cellules dédifférenciées est assez peu décrite dans la littérature. Mais le
chitosan permet aussi d'augmenter la teneur en métabolites plus classiquement désirés en
CVIV comme par exemple la plumbagine, une naphtoquinone, par des cultures racinaires de
Plumbago indica (Jaisi and Panichayupakaranant, 2017) ou encore d'acides phénoliques par

des suspensions cellulaires de Malus domestica (Cai et al., 2014).
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b.4 La coronatine

La coronatine (Figure 1.42) est une toxine produite par Pseudomonas syringae, capable
d'induire la production de métabolites secondaires (Ramirez-Estrada et al., 2016), en activant

la voie du MelJa chez les plantes (Figure 1.28 et 1.38) (Katsir et al., 2008).

0
HOY. 47
nU-—2 H
Y] 9]
_ N~ _ o
ST |
v N I H
N -
e NN
e I AN
| | pj
- L L s/

N DY

\
(@]
&

I

Figure 1.42 : Coronatine

L'effet stimulant de la coronatine sur le métabolisme secondaire a été démontré dans plusieurs
études. Par exemple, il a été décrit que la coronatine permet d'augmenter la teneur en
alcaloides dans des suspensions d'Eschscholzia californica (Haider et al., 2005); en
glycéollines qui sont des dérivés d'isoflavonoides dans des suspensions de Glycine max
(Fliegmann et al., 2005; Lauchli and Boland, 2003); en resvératrol dans des suspensions de
Vitis vinifera (Almagro et al., 2015); en taxanes dans des suspensions de Taxus (Onrubia et

al., 2013).

b.5 Autres exemples d'éliciteurs

Il existe d'autres éliciteurs, mais que nous n'avons pas utilisés lors de notre travail. Parmi eux,
nous pouvons citer les brassinostéroides (Kolbe et al., 1995), des extraits de champignons
inactivés (Ahmed and Baig, 2014; Bahabadi et al.,, 2011; Namdeo et al., 2002), des
oligosaccharides (Zhou et al., 1992), des cyclodextrines (Belchi-Navarro et al., 2011), des
extraits bactériens inactivés (Kang et al., 2009) ou encore des nanoparticules (Ghorbanpour

and Hadian, 2015).

¢. Addition de précurseurs

L'addition de précurseur, ou feeding, consiste a ajouter un précurseur des métabolites d'intérét
dans le milieu de culture pour que celui-ci soit incorporé dans la voie de biosynthése, et que la

concentration en substrats ne soit pas un facteur limitant. Par exemple 1'ajout de glycine et
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phénylalanine dans le milieu permet d'augmenter par deux la teneur en taxol dans des
suspensions de Taxus chinensis (Luo and He, 2004), dans ce cas elle sert de précurseur de la
chaine latérale du taxol : la N-benzoylphénylisosérine (DiCosmo and Misawa, 1995). La
phénylalanine est par ailleurs trés utilisée pour la production de polyphénols, elle permet
d'augmenter de 2,5 fois la teneur en anthocyanes dans des suspensions cellulaires de fraise
(Edahiro et al., 2005). Elle permet aussi de stimuler la production de glycosides de
phényléthanoide par des suspensions de Cistanche deserticola (Ouyang et al., 2005). D'autres
précurseurs peuvent étre utilisés, comme par exemple la tyrosine, 1'acide caféique ou encore le
farnésol pour augmenter la production de phényléthanoides glycosides (Yue et al., 2016).
Cependant il est important de veiller a ce que le précurseur ne soit pas en amont d'une enzyme

limitante, sans quoi son ajout serait inutile.

A noter que les précurseurs peuvent s'avérer toxiques pour les cellules a des doses importantes
et un exces de production de métabolites d'intérét ou de précurseurs peut engendrer un
rétrocontrdle négatif sur la voie de biosyntheése en amont (Yue et al., 2016). 1l est donc

important de contrdler les conditions et les concentrations d'ajout des précurseurs.

d. Ingénierie métabolique

L'ingénierie métabolique nécessite de connaitre les voies de biosynthése des molécules
d'intérét pour ensuite augmenter ou réprimer l'expression de génes codant pour des enzymes
clés. Ainsi on peut chercher a sur-exprimer les génes impliqués dans la voie de biosynthése
d'intérét afin de lever le verrou lié a I’existence d’étapes limitantes, a sous-exprimer les génes
impliqués dans le catabolisme des molécules d'intérét, ou a bloquer des voies biosynthétiques
qui pourraient étre en compétition avec celle d'intérét (Yue et al., 2016). Par exemple, de
nombreux travaux ont été réalisés sur la pervenche de Madagascar afin de sur-exprimer des
genes qui codent pour des enzymes clefs dans la biosynthése des alcaloides anti-cancéreux qui

en sont extraits (Verpoorte et al., 2002).

e. Autres parametres influant sur la production de métabolites

secondaires

Certains parametres moins étudiés que I'élicitation ont un effet sur la production de

métabolites secondaires par CVIV, comme par exemple le taux de sucres, de nitrate et de
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phosphate dans le milieu de culture, la nature des phytohormones ou encore des parameétres
environnementaux comme la lumiere, la température, le pH, la vitesse d'agitation (Murthy et

al., 2014; Ramachandra Rao and Ravishankar, 2002).

Une partie des métabolites synthétisés par les cellules peut étre excrétée dans le milieu de
culture (Hidalgo et al., 2017; Sakunphueak and Panichayupakaranant, 2010; Xu et al., 2016).
Cela peut conduire a des pertes en molécules d'intérét si le milieu de culture n'est pas valorisé,
mais cela peut également permettre de travailler directement sur le milieu de culture avec des
techniques adaptées. Par exemple, la perméabilisation membranaire avec des solvants
organiques permet d'augmenter 1'excrétion. Dans ce cas d'excrétion importante, il peut étre
intéressant de réaliser de l'extraction in sifu dans le milieu de culture avec des résines d'ester
polycarboxylique ou XAD, la capture des métabolites secondaires par des cyclodextrines,
I'immobilisation des cellules dans un gel d'alginate. Ces techniques évitent notamment un
éventuel rétrocontrole négatif des molécules produites et peuvent faciliter le process via une

culture continue (Murthy et al., 2014).

f. Stratégies combinées

Afin d'augmenter la teneur en molécules d'intérét il est possible de combiner différentes
stratégies détaillées précédemment, comme par exemple la combinaison d'éliciteurs de nature
différente. Cela peut conduire a des synergies et donc des teneurs en molécules d'intérét
amplifiées par rapport a des traitements simples. Dans des suspensions cellulaires de Vitis
vinifera, la teneur en stilbéne est augmentée de 48% avec du chitosan par rapport a un témoin
non-¢élicité, de 134% avec des UV-C et de 207% lorsque les UV et le chitosan sont combinés
(Xu et al.,, 2016). Un mélange de coronatine et cyclodextrine permet aussi d'augmenter
drastiquement (20 fois environ) la teneur en trans-resvératrol dans les suspensions de V.
vinifera contre environ 2 fois pour chacun des deux éliciteurs appliqués séparément (Almagro
et al., 2015). Il est également possible de combiner l'utilisation d'un éliciteur et d'un
précurseur, ce qui a été fait pour augmenter la synthése de withanolides par des suspensions
de Whitania somnifera en utilisant du chitosan et du squaléne (Sivanandhan et al., 2014). La
combinaison de chitosan et de Diaion®, une résine adsorbante, permet aussi d'augmenter la
synthése de plumbagine dans des cultures racinaires de Plumbago indica (Jaisi and

Panichayupakaranant, 2017).
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3. Limites de la production de métabolites par CVIV

Il est important de souligner 1'importance de la nature des molécules utilisées dans les milieux
de culture in vitro, notamment lorsque ce sont des extraits et non des molécules pures qui sont
valorisés, ou alors des atomisats de cellules. En effet, certaines phytohormones qui peuvent
étre par ailleurs utilisées comme produit phytosanitaire peuvent s'avérer nocives, par exemple
c'est le cas du 2,4-D qui a une DLsy de 375 mg/kg chez le rat par voie orale (Alves et al.,
2013; Coady et al., 2014; Harada et al., 2016). Néanmoins les concentrations utilisées en
CVIV restent bien inférieures a cette DLsy. A titre d'exemple, nous avons utilisé du 2,4-D a
une concentration maximale de 2 mg/LL de milieu de culture. De plus, l'utilisation
d'antimicrobiens pour préserver l'asepsie dans les cultures n'est pas non plus souhaitable dans
le cas d'une valorisation cosmétique certifiée biologique par exemple (Ecocert). Les éliciteurs
utilisés peuvent aussi avoir des effets sur les cellules humaines, comme le méthyl jasmonate
qui inhibe la prolifération de cellules cancéreuses (Cohen and Flescher, 2009; Wang et al.,
2008). Il est donc nécessaire de sélectionner rigoureusement les ingrédients du milieu de
culture, et d'envisager le dosage des molécules potentiellement indésirables avant

commercialisation des produits issus de la CVIV.
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C. Conclusion sur les biotechnologies végétales
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Figure 1.42 : Schéma récapitulatif des différentes techniques de CVIV et exemples de stratégies
pour la production de molécules d'intérét

La CVIV est un outil puissant pour la recherche en biologie végétale (ingénierie métabolique,
micropropagation...) mais €galement pour la production de molécules bioactives avec une

stratégie de type plant cell factory.

Cette derniere approche est tres intéressante pour les industries pharmaceutiques (DiCosmo
and Misawa, 1995), agro-alimentaires (Baenas et al., 2014) ou encore cosmétiques (Dias et
al., 2016), qui utilisent de plus en plus les végétaux comme matiere premiere pour 1'obtention
de molécules d'intérét (anticancéreux, antioxydants, colorants, édulcorants ...). Néanmoins il
s'agit de techniques onéreuses, donc leur utilisation est rentable pour la production de

molécules a haute valeur ajoutée.
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Chapitre 2 : Armeria maritima [ - Etude bibliographique

Le choix du matériel végétal étudié est basé sur plusieurs critéres. Le premier d'entre-eux
concerne l'écosysteme de la plante puisque nous privilégions les plantes du littoral dont
I'intérét a été démontré dans le premier chapitre. Les travaux antérieurs réalisés sur l'espece
constituent également wun critére trés important: une espéce peu étudiée sera
fondamentalement trés attrayante alors qu'une espece déja décrite permettra une étude plus
approfondie. La taxonomie et plus particulierement la chimio-taxonomie sont des critéres
importants, notamment lorsque l'on recherche des familles de molécules préalablement
définies. La disponibilité du matériel végétal pour s'assurer un approvisionnement suffisant et
dans le respect de la 1égislation est un critére essentiel, notamment avec la mise en place du
protocole de Nagoya (Ratification du protocole de Nagoya). Le dernier critére est dicté par la
réglementation cosmétique, en particulier par une législation spécifique mise en place en
Chine, basée sur la liste IECIC (Inventory of Existing Chemical Ingredient in China - IECIC
2014). Cette liste regroupe 1'ensemble des substances autorisées dans les produits cosmétiques
commercialisés en Chine qu'il s'agisse d'excipient ou d'actif, d'origine chimique ou naturelle,
d'extrait ou de molécule pure. Ainsi développer un actif qui ne serait pas listé dans cette

réglementation reviendrait a se priver approximativement des deux tiers du marché mondial.

\

Figure 2.1 : Diagramme de sélection du matériel végétal : le cas d' Armeria maritima
(Plus un point est excentré, plus le critére est satisfait)

A. maritima est une halophyte facultative, qui pousse mieux en présence de 40 mM de NaCl
qu'en absence de sel. Elle est capable de tolérer 200 mM de NaCl pendant plusieurs mois
(Kohl, 1997a). Cette tolérance au sel explique sa présence sur le littoral breton mais elle est
également capable de se développer sur des sols non salins, par exemple dans les jardins
comme plante ornementale. Cette plante est fréquemment cultivée par des horticulteurs, il est

donc tres facile de s'en procurer. Tres peu d'études ont été réalisées sur la phytochimie, la
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biologie ou la CVIV de cette espéce (Kumarasamy et al., 2002; Lauranson et al., 1995). Le
genre Armeria est trés peu étudié pour les aspects qui nous intéressent, néanmoins d'autres
genres de la famille des Plumbaginaceae ont fait déja l'objet de travaux avec notamment la
mise en évidence d'espeéces riches en polyphénols dans le genre Limonium (Blainski et al.,
2013; Ivan and Oprica, 2013). Ce profil métabolique a été confirmé par des travaux antérieurs
au sein de notre laboratoire (Bréant, 2012), ainsi que pour le genre Limoniastrum (Chaabi,
2008). Quant a la réglementation cosmétique, A. maritima possede déja une dénomination
INCI (International Nomenclature of Cosmetic Ingredients) : ARMERIA MARITIMA
EXTRACT, mais elle ne figure pas sur la liste IECIC. Méme si cette situation interdit toute
exportation vers le marché chinois, A. maritima répond parfaitement aux autres critéres posés
en préambule, justifiant ainsi des études plus approfondies. De plus, cette réglementation
pourrait évoluer ; il serait donc dommage de se priver d’une ressource végétale
potentiellement intéressante uniquement sur la base de sa non-appartenance a la liste IECIC.

Le positionnement d’A. maritima pour les différents criteres retenus est résumé en figure 2.1.

I. Etude bibliographique

La taxonomie de l'espece Armeria maritima (Tela Botanica; The Angiosperm Phylogeny

Group, 2016) est présentée ci-dessous :.

Tableau 2.1 : Taxonomie de l'espéce Armeria maritima.

Domaine Eukaryota

Reégne Plantae
Angiospermes

Clade Dicotylédones vraies
Dicotylédones vraies supérieures
Superasteideae

Ordre Caryophyllales

Famille Plumbaginaceae

Genre Armeria

Espéce maritima

Descripteurs Miller Willdenow
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A.La famille des Plumbaginaceae

1. Taxonomie

La famille des Plumbaginaceae appartient a I'ordre des Caryophyllales (Tela Botanica). Cet
ordre regroupe de nombreuses familles, parmi lesquelles certaines peuvent retenir notre
attention, notamment les Cactaceae qui sont majoritairement des xérophytes (Wickens, 1998),
et les Chenopodiaceae qui regroupent de nombreuses halophytes comme Beta maritima

(Skorupa et al., 2016) ou encore Atriplex halimus.

La famille des Plumbaginaceae est subdivisée en deux sous-familles : les Plumbaginaoideae
Burnett et les Limonioideae Reveal (Missouri Botanical Garden). Ce dernier taxon est a son
tour divisé en deux tribus : Aegilitideae Peng et Limonieae Reveal. 1l existe des synonymes de
Limonieae comme Armeniaceae Horaninow, Limoniaceae Seringe ou encore Staticeae

Cassel. Le genre Armeria appartient a la tribu des Limonieae.

La famille des Plumbaginaceae regroupe 29 genres et plus de 836 espéces, dont certaines sont

présentées ci-dessous :
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Figure 2.2 : Illustration de la diversité botanique au sein de la famille des Plumbaginaceae
(A. Limoniastrum guyonianum, B. Limonium vulgare, C. Acantholimon halophilum, D. Plumbago

zeylanica, E. Ceratostigma plumbaginoides, F. Ceratolimon weygandiorum)

A. http://www.biusante.parisdescartes.fr B. http://florealpes.com C. http://flora.of.turkey.pagesperso-orange.fr D.
https://commons.wikimedia.org E. http://www.plantes-et-nature.fr F. http://www.florasilvestre.es

Parmi ces 29 genres on retrouve, en France notamment, les genres Armeria, Ceratostigma,
Limoniastrum, Limonium, Plumbago. A noter que les Limonium étaient jadis nommés Statice,
et qu'aujourd'hui Statice correspond au genre Armeria ; des confusions peuvent donc exister.
L'espéce Limonium vulgare est notamment retrouvée sur le littoral breton (Figure 2.2 B).
Cette espece est appelée « lavande de mer » ou « immortelle bleue » a cause de la couleur de

ses feuilles a limbe élargi.
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2. Distribution

Les Plumbaginaceae constituent une famille assez cosmopolite, mais avec la spécificité de se
retrouver aussi dans des endroits hostiles comme sur les sols secs ou salins (Guignard and
Dupont, 2004; Missouri Botanical Garden). En effet, malgré une répartition sur l'ensemble du

globe, on observe une préférence pour les littoraux, les steppes et les déserts salés (Botineau,

2010).

Figure 2.3 : Distribution mondiale des Plumbaginaceae (A. Plumbaginoideae, B. Limonioidea)
(Missouri Botanical Garden)

3. Description botanique
L'ensemble de la description botanique s'appuie sur l'ouvrage Botanique systématique et
appliquée des plantes a fleurs (Botineau, 2010).

Les Plumbaginaceae sont majoritairement des plantes herbacées mais parfois des arbustes

comme pour le genre Limoniastrum.

Les fleurs sont regroupées en épis, grappes, thyrses ou tétes cymeuses. La fleur est réguliere,

hermaphrodite, pentamere et tétracyclique. La formule florale générale est la suivante :

58S + 5P + 5E + 5C

Figure 2.4 : Diagramme floral des Plumbaginaceae
http://herba.msu.ru

83



Chapitre 2 : Armeria maritima [ - Etude bibliographique

Le fruit peut-&tre un akéne, une capsule ou plus rarement une pyxide. La graine est albuminée

et contient un embryon droit.

4. Phytochimie

Plusieurs familles moléculaires ont été mises en évidence dans différents genres des
Plumbaginaceae. De facon générale, les genres les plus étudiés de la famille sont le genre

Plumbago et Limonium.

On retrouve notamment la présence de métabolites primaires particuliers, qui jouent le role
d'osmo-régulateurs dans les halophytes (cf. chapl. § [.LB.2). Parmi eux, on peut citer les
ammoniums quaternaires comme la proline, la glycine-bétaine ou encore la B-alanine-bétaine

(Hanson et al., 1994; Rathinasabapathi et al., 2001; Suprasanna et al., 2016). (Figure 2.5)
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Figure 2.5 : Structure d’osmorégulateurs
A. Proline B. Glycine-bétaine

De nombreuses classes de métabolites secondaires ont également été décrites dans la famille

des Plumbaginaceae.

La présence de tripterpeénes ubiquitaires comme le sitostérol ou l'amyrine a ét€ mise en
évidence dans les genres Limonium et Plumbago (de Paiva et al., 2005; Wei and Wang, 2006)
(Figure 2.6). Des saponosides triterpeéniques ont également été isolés dans le genre
Limoniastrum (Belboukhari and Cheriti, 2009). Des monoterpénes sont aussi présents dans le

genre Limoniastrum qui est un taxon a huile essentielle (Hammami et al., 2011).

Figure 2.6 : Structure de triterpénes :
A. Sitostérol B. Amyrine

84



Chapitre 2 : Armeria maritima [ - Etude bibliographique

Il est important de signaler la présence d'alcaloides dans le genre Plumbago (Cong et al.,
2013). Des composés plus originaux sont également décrits dans ce genre, il s'agit des
naphthoquinones (Gunaherath et al., 1983; Lin et al., 2003), avec en chef de file la
plumbagine (5-hydroxy-2-methyl-1,4-naphthoquinone) (Figure 2.7 A).

OH

OH 0 OH
A B

Figure 2.7 : Structure de base de la plumbagine (A) et de l'isoshinanolone (B)

Des naphtoquinones ont également été mises en évidence dans le genre Ceratostigma (Yue et
al., 1994). La présence d'isoshinanolone, qui a une structure dérivée des naphtoquinones, a
également été démontrée dans ces deux genres (de Paiva et al., 2005; Yue et al., 1997) (Figure
2.7 B). Les alcaloides et les quinones sont des familles de métabolites secondaires peu
souhaitables en cosmétique, la premiere pour sa toxicité probable et la seconde pour le
pouvoir allergisant qui lui est attribué (Bruneton, 2009; Inoue et al., 2007). Néanmoins, la
présence de ces molécules n'étant pas décrite dans tous les genres de la famille, cela n'a pas

été un critere de rejet lors de la sélection d'A. maritima.

La présence de coumarines simples comme l'ombelliférone ou I'ésculetine a été démontrée
dans les genres Ceratostigma (Yue et al., 1997) et Limonium (Ahmed et al., 1999) (Figure
2.8).

X

HO O O

Figure 2.8 : Structure de I’ombelliférone

La présence d'acides phénoliques, qui sont des molécules ubiquitaires, a également été décrite
dans plusieurs genres de la famille des Plumbaginaceae. Des acides phénoliques simples
comme l'acide caféique ou vanillique ont été décrits (Yue et al., 1997), mais aussi des acides
phénoliques conjugués a des acides aminés, comme par exemple la N-E-caféoyltyramine

(Trabelsi et al., 2014) (Figure 2.9).
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HOD/\)J\NH
HO
Figure 2.9 : Structure de la N-E-caféoyltyramine

Les flavonoides sont tres largement distribués dans cette famille. On y retrouve des flavones
(Rahmani et al., 2014), des flavonols (Korul’kina et al., 2004), des flavanones (Ye and Huang,
2006) et des dihydroflavonols (Dinda et al., 1994) (Figure 2.10).
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Figure 2.10 : Noyaux de base des différents types de flavonoides
(A.flavone, B. flavonol, C.flavanone, D. dihydroflavonol)

Dans les travaux cités précédemment, les flavonoides sont présents soit sous forme
d'aglycones soit sous forme d'hétérosides. En cas de glycosylation, les sucres sont soit en
position 3, soit en position 7 (Figure 2.10). La partie osidique est constitué d’un ou deux
sucres classiques comme le D-glucose, le L-rhamnose, le D-galactose ou encore le L-

arabinose.

5. Activités biologiques

De par sa grande diversité phytochimique, la famille des Plumbaginaceae a été associée a de
nombreuses activités biologiques. Les activités citées dans cette partie se rapportent soient a

des extraits de plante soit a des molécules isolées a partir de ces extraits.
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Des activités anti-oxydantes et anti-inflammatoires ont été décrites dans la littérature pour
plusieurs des genres de cette famille. Certaines de ces études sont référencées dans le tableau

ci-dessous.

Tableau 2.2 : Activités anti-oxydante et anti-inflammatoire dans la famille des Plumbaginaceae

Genre Anti-oxydante Anti-inflammatoire
Extrait hydro-alcoolique des parties | Diminution d'un facteur 6 de la
aériennes fraiches de Plumbago | sécrétion d'IL-2, IL-4, IL-6 et IFNy
europeae Clso(ABTS)=1,16 mg/mL | dans des lymphocytes (in vivo) par la
Cl5(DPPH)=1,23 mg/mL plumbagine (isolée de Plumbago
(Serrilli et al., 2010) zeylanica).
. . (Checker et al., 2009)
Extrait aqueux des racines de
Plumbago Plumbago zeyleinica
DPPH=106 uM équivalent trolox Diminution par deux de
FRAP=262 uM équivalent trolox l'inflammation due & un cedéme induit
(Tilak et al., 2004) par des carraghénanes (in vivo) par
I’extrait acétonique de Plumbago
zeylanica
(Sheeja et al., 2010)
Extrait acétonique des fleurs de | 100 % d'inhibition de la synthése de
Limonium delicatulum NO dans des macrophages murins
Clyo(DPPH) = 2 pg/mL stilmules au LPS par un. ext.ralt
dichlorométhanique de Limonium
(Medini et al., 2014) densiflorum a 160 pg/mL
Limonium o
(Medini et al., 2015)
Inhibition de la production de ROS
intracellulaire par les extraits BuOH,
MeOH et cHex de Limonium
tetragonum (Lee et al., 2011)
Activité antioxydante cellulaire d'un | 38% d'inhibition de la synthése de
extrait aqueux de Limoniastrum | NO dans des macrophages murins
guyonianum. CEsy= 10,03 ug/mL stimulés au LPS par un extrait
(Krifa et al., 2013) methar.lohque\ de  Limoniastrum
guyonianum a 100 pg/mL
Limoniastrum (Krifa et al., 2015)
Activité antioxydante d'acides
phénoliques aminés issus de
Limoniastrum guyonianum
Cl5(DPPH) = 0,5 et 0,6 ug/mL
(Trabelsi et al., 2014)
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Des travaux ont aussi été menés sur le pouvoir cicatrisant du genre Plumbago (Reddy et al.,

2002). Aucune étude n'a été publiée sur cette activité au sein des autres genres de la famille.

Concernant l'activité anti-MMP (MétalloProtéinases Matricielles) et plus particulierement
anti-collagénase et anti-€lastase, peu de travaux ont été décrits ; on notera les travaux réalisés
sur l'activité anti MMP-9 et MMP-2 inhibées respectivement de 30 et 50% par un extrait

dichlorométhanique de Limonium tetragonum a 20 pg/mL (Bae et al., 2016).

D'autres activités biologiques ont été reportées, comme l'activité anti-proliférative d’un
extrait hydro-alcoolique de racines de Plumbago rosea sur des cellules tumorales (Anuf et al.,
2014), et l'activité antibactérienne d'extraits d’especes de Limonium sur les genres
Escherichia, Enterococcus, Salmonella, Staphylococcus, Listeria, comparable a celle d'un

antibiotique, la gentamycine (Medini et al., 2014; Nostro et al., 2012).

6. Cultures in vitro

Nous avons souligné 1'hétérogénéité botanique au sein de la famille des Plumbaginaceae
(Figure 2.2). Ainsi les protocoles de culture in vitro sont difficilement transposables d'un

genre a un autre.

Néanmoins il est tout de méme important de signaler l'existence de travaux sur
I'embryogénése somatique indirecte de l'espece Limonium bellidifolium (Aly et al., 2002a,
2002b). Pour 1'étape initiale de callogénese, les auteurs sont partis de cotylédons issus de
plantules axéniques placés sur du milieu minéral MS renfermant du saccharose, du 2,4-D (4,5

uM) et de la kinétine (0,5 pM).

De nombreux travaux sur la culture in vitro du genre Plumbago ont été publiés avec
notamment la mise en place de suspensions cellulaires et de processus d'élicitation pour P.
rosea (Binoy et al., 2014). Parmi ces travaux, on peut citer ceux de Silja ef al., qui ont initié
de la callogénése sur un milieu minéral MS supplémenté en ANA (1 mg/L), 2,4-D (2 mg/L) et
BAP (2,5 mg/L), en préalable a 1’établissement de suspensions cellulaires (Silja et al., 2014).
Ces auteurs ont également réalisé des élicitations avec du méthyl jasmonate et des extraits de

levures pour stimuler la production de plumbagine (Figure 2.7 A).
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Des travaux de micropropagation par organogénése indirecte ont également été décrits,

notamment pour l'espeéce P. zeylanica (Rout et al., 1999).

B. L’espece Armeria maritima (Mill.) Willd.

Le genre Armeria regroupe entre 80 et 90 especes selon les classifications (Tison and
Foucault, 2014 ; The Angiosperm Phylogeny Group 2016). Les plus connues sont A. maritima
et A. alpina que 1'on retrouve dans les Alpes et les Pyrénées, et A. alliaceae et A. arenaria
présentes dans quelques régions de France (Tela Botanica). Le genre Armeria est trés peu
étudié pour les trois aspects qui nous intéressent, a savoir la phytochimie, les activités
biologiques et la culture in vitro, ce qui constitue un avantage en termes d’originalité

potentielle et de possible brevetabilité.

Armeria maritima (Mill.) Willd. posséde 3 basionymes : Armeria maritima subsp. planifolia ,
Armeria pubescens, Armeria pubigera subsp. depilata et plus de 50 synonymes (Tela
Botanica; The Plant List). Ses noms vernaculaires sont « armérie maritime », « oeillet
marin », « gazon d'olympe », « gazon d'espagne" (Tela Botanica). Le nom « armérie » serait

dérivé armor qui signifie "la mer" en breton.

1. Répartition géographique

La présence d'A. maritima a été signalée sur l'ensemble des cotes occidentales francaises
(Atlantique et Manche). Elle pousse sur toutes les cotes d'Europe occidentale et boréale
(Irlande, Ecosse, Lituanie, Estonie, Russie... ) ainsi qu'en Asie boréale et sur les cotes du
continent nord-américain (Kumarasamy et al., 2002; Tela Botanica; Germplasm Resources

Information Network).

En France, elle est présente sur les pelouses et les falaises du littoral ainsi que dans les marais
salants, ce qui est rendu possible par son caractére halophile (Tela Botanica) (Figure 2.11). On
peut aussi la retrouver dans les terres, notamment le long des riviéres, comme dans 1'estuaire

de la Vilaine (Claustres and Lemoine, 1977).
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Figure 2.11 : Présence d'A. maritima sur les pelouses et falaises des littoraux bretons.
(www.pinterest.com)

2. Description botanique

A. maritima est une plante vivace croissant en touffes gazonnantes de 5 a 30 cm de hauteur
(Figure 2.12 A). Ses feuilles sont glabres ou pubescentes et modérément charnues. Elles sont
linéaires-obtuses, treés allongées et fines (quelques millimetres seulement) et possedent une
seule nervure centrale (Figure 2.12 B). La hampe florale dressée est mollement pubescente. A
son sommet, la hampe posséde une gaine brunatre d'une dizaine de millimetres plus courte
que le capitule ou I'égalant. Ce dernier est dense avec une largeur de 12 a 18 mm (Figure 2.12
C). Les fleurs qui constituent ce capitule sont roses. Elles apparaissent de mai a juin et la
période de floraison peut se prolonger jusqu'en septembre. A la base de l'inflorescence, on
retrouve un involucre vert ferrugineux a folioles sur 3 ou 4 rangs. Le calice forme un tube

égalant le pédicelle (Figure 2.12 C).
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Figure 2.12 : Aspects botaniques d'A. maritima
(A : touffes gazonnante ; B : feuilles glabres et linéaires ; C : hampe florale dressée ; D: capitule de
fleurs roses)

Les racines sont longues et pivotantes, rameuses (Spach, 1841). Les fruits (3,2-3,8 x 1,4-1,8
mm) sont des capsules seches, enfermés dans un calice hirsute dense et durable. Ils sont
déhiscents transversalement. Les graines (2,0-2,2 x 0,8-1,0 mm) sont prolongées ovoides,
biconvexes, avec un apex acuminé et une nervure latérale. La surface des graines est dense
sillonnée, terne et brune, avec I’apex et la base un peu plus sombres (Bojnansky and

Fargasova, 2007).

Figure 2.13 : Fruit et graine d'A. maritima
(Bojnansky and FargaSova, 2007)
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A. maritima est largement reconnue comme plante halophile (Flowers, 1985; Glenn et al.,
1999). Des études sur son aptitude a survivre dans un milieu riche en sel ont démontré qu’elle

tolere des concentrations allant jusqu’a 200 mM de NaCl (Ko6hl, 1997b).

Comme cela a été évoqué dans le premier chapitre, les halophytes sont fréquemment
caractérisées par une forte résistance aux métaux lourds ; c'est le cas pour A. maritima qui
résiste par exemple au cadmium, au zinc et au plomb en excrétant ces métaux (Neumann et

al., 1995; Sruthi et al., 2016).

3. Etudes phytochimiques antérieures

Une seule étude a été menée sur la phytochimie d'A. maritima. Elle fait état de la présence de
flavonoides glycosylés dans des extraits de feuilles (Lauranson et al., 1995). La
caractérisation des composés reste cependant partielle en ce qui concerne la partie osidique.
En effet, les auteurs ont isolé les molécules puis comparé leur temps de rétention et leur
spectre UV a ceux de standards, ce qui est insuffisant pour identifier sans ambigiiité les
molécules. 1l aurait fallu également comparer le spectre de masse (MS et MS/MS) de ces

composés a ceux des standards, ou alors procéder a des analyses RMN. Les molécules

caractérisées sont présentées dans le tableau 2.3.

Tableau 2.3 : Ensemble des polyphénols caractérisés
dans les travaux de Lauranson et al., 1995

Acide caféique Dérivés d'acide caféique

Myricétine polyglycoside

Myricétine Myricétine diglycoside

Myricétine monoglycoside

Quercétine polyglycoside

Quercétine Quercétine diglycoside

Quercétine monoglycoside

Kaempférol Kaempférol monoglycoside

Les molécules mises en évidence sont des dérivés d'acides phénoliques et des flavonols (avec

3 niveaux différents d'oxydation sur le noyau B) (Figure 2.14). Aussi on observe que les
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flavonoides sont tous présents sous forme hétérosidique, avec un nombre d'oses variable. Les
auteurs ont mis en évidence de fortes variations qualitatives et quantitatives de ces molécules
dans A. maritima en fonction des groupes éco-géographiques, ce qui confirme que

I'environnement, la variété, le climat sont des facteurs influengant le métabolisme secondaire.

R
OH

HO @)
| R

@

OH Kaempférol : R =R =H
Quercétine : R; = H, R, = OH
Myricétine : R; = R, = OH

OH O

Figure 2.14 : Structure des génines des hétérosides
flavoniques de A. maritima par Lauranson et al. (1995)

4. Activités biologiques

Seules une étude et une demande de brevet ont été publiées sur l'activité biologique d'A.

maritima.

L'étude a été réalisée sur le potentiel anti-bactérien de graines d'A. maritima (Kumarasamy et
al., 2002), dont I’extrait méthanolique a montré une concentration minimale inhibitrice de 50
mg/mL sur Staphylococcus epidermidis. L'extrait ne s'est révél€ actif sur aucune des autres
souches bactériennes testées. L'espéce S. epidermidis fait partie du microbiote cutané (Dekio
et al., 2005). Ainsi les résultats obtenus dans ces travaux pourraient conduire a des études

dermo-cosmétiques plus approfondies.

La demande de brevet publiée s'intitule "Armeria maritima plant extracts for use in the
treatment or prevention of conditions arising from an impaired skin barrier function"
(Laloeuf, 2012). Les revendications de cette demande de brevet concernent I'utilisation d'un
extrait aqueux d'A. maritima pour le traitement et ou la prévention de la sécheresse et/ou de
l'irritation cutanée ainsi que l'inflammation engendrée par une perturbation de la barriére

cutanée.
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Figure 2.15 : Activités biologiques d'un extrait aqueux d'A. maritima présentées dans la
demande de brevet EP2722075A1
(A. Evaluation de la synthése d'involucrine dans des kératinocytes ; B. Evaluation de la production de
cortisol dans un modele d'épiderme reconstruit)

La stimulation de la différenciation des kératinocytes par un extrait aqueux d'A. maritima est
également décrite. Pour ce faire, la production d'involucrine, marqueur précoce de la
différenciation des kératinocytes, a été évaluée (Figure 2.15 A). Les inventeurs basent leur
revendication sur la différenciation des kératinocytes par des analyses génomiques réalisées

sur des épidermes reconstruits.

Dans le cadre de ce brevet, l'inhibition de la production de cortisol dans un modele d'épiderme
reconstruit a également été étudiée (Figure 2.15 B). Le cortisol est une hormone stéroidienne
pouvant étre produite suite a un stress comme par exemple la sécheresse cutanée (Takei et al.,
2013). De nombreuses fonctions sont attribuées a cette hormone, elle inhiberait notamment la

cicatrisation (Pastar et al., 2014).

5. Cultures in vitro

Seulement deux études ont été publiées sur la culture in vitro d'A. maritima : 'une sur
I'embryogénése somatique (Aly et al., 2002a) et 1'autre sur I'organogénése indirecte (Brewin et
al., 2003). Dans les deux cas, les auteurs ont utilisé des parties de plantules axéniques comme
source d'explants, ils décrivent donc également des protocoles de germination in vitro utilisés

pour leur étude (Tableau 2.4).
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Tableau 2.4 : Synthése des protocoles de germination in vitro de graines d'A. maritima décrits
dans la littérature

Référence Stérilisation Milieu de culture Conditions

- 30s dans EtOH 70%
Alyetal, ;$3223$$2;$£;?%1 -MS 172 5j 4 la lumiére
2002a ° - saccharose 15 g/L. !

actif)
- 5 rincages dans l'eau distillée

Brewin et al.,
2003

- 5 min dans Domestos 30 %
- 3 ringages dans l'eau distillée

-MS
- saccharose 30 g/L

-14 j al'obscurité , 20°C
-21 j a la lumiere (60
pmol.m’l.s'l) , 20°C

Dans les deux cas, les graines sont stérilisées par de I’hypochlorite de sodium puis mises en

culture sur un milieu minéral plus ou moins riche, supplémenté en saccharose. On constate

par contre que les conditions de germination (durée, température, luminosité) sont totalement

différentes dans ces deux études alors que ce sont des facteurs treés influents pour la

germination. Aucun pourcentage de germination n'a été cité dans ces deux publications.

Tableau 2.5 : Synthése des protocoles de callogénése d'A. maritima décrits dans la littérature

Référence Nature des explants Milieu de callogénese % de callogénese

-MS
. . - Vit BS
;\Sg 26: al., gogz'led:ls issus de plantules - Saccharose 30 /L. 28 %
xemqu -24-D4,5uM

- Kinétine 0,93 uM
-MS

Brewin et al., | Feuilles issues de plantules | - Saccharose 30 g/L 749,

2003 axéniques -NAA 5,3 uM °
- BAP 0,4 uM

Aly et al. (2002a) ont obtenu 28% d'induction de callogénese (Tableau 2.5). Ils

ne

mentionnent pas d'écart-type, nous n'avons donc pas d'idée sur I'nomogénéité des résultats. A

noter que les auteurs ont obtenu des pourcentages d'induction bien plus importants pour le

genre Limonium (jusqu'a 79% de callogénése pour L. sinuatum).

Quant a Brewin et al. (2003), la finalité de I'étude n'est pas 1'obtention de vitroplants mais des

analyses sur les mécanismes de tolérance aux métaux lourds d'A. maritima. Le plus fort taux

de callogénese obtenu est de 74 % (Tableau 2.5), mais il faut noter le fort taux de racines

formées en paralléle au phénomene de callogénése.
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C. Conclusion de 1'étude bibliographique d'A. maritima

L'étude bibliographique des Plumbaginaceae et de l'espece Armeria maritima montre le
potentiel de cette espece dans le cadre de la recherche de molécules bioactives et plus
particulierement de polyphénols. De plus, le faible nombre de travaux réalisés sur cette
espece dans les domaines de la pharmacognosie et des biotechnologies végétales confirme le

caractere original de notre étude.
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II. Investigation phytochimique des parties aériennes

d’A. maritima

Une investigation phytochimique a été réalisée sur les parties aériennes d'A. maritima dans
l'objectif d'identifier les métabolites secondaires majoritaires pour ensuite évaluer leurs effets

biologiques.
A. Stratégie d’extraction et de purification des composés

1. Extractions

Des essais préliminaires ont été réalisés pour comparer une extraction solide-liquide hydro-
alcoolique suivie de partages liquide/liquide avec des solvants organiques versus une série
d’extractions solide-liquide avec des solvants organiques de polarité croissante. Les profils
chromatographiques semblaient peu différents, nous avons choisi de faire une extraction
hydro-alcoolique (extrait AmE, 170 g)) suivie de partages liquide/liquide (eau/solvant
organique) (Figure 2.16). Les extraits suivants ont ainsi €té obtenus : AmC (cHex), AmD

(CH,Cl), AmA (AcOEt), AmB (BuOH), AmO (phase aqueuse résiduelle).

Extrait hydro-alcoolique

AmE 170¢
|
cHex
e ~N\
AmC Phase aqueuse 1
m:11,77 g |
L DCM ~
AmD Phase aqueuse 2
m:2,54 g I
v AcOEt ~
AmA Phase aqueuse 3
m:5,99 g |
BuOH
AmB Phase aqueuse 4
m: 13,87 g AmO

Figure 2.16 : Schéma d'obtention des extraits par partage liquide/liquide
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Les profils chromatographiques obtenus par HPLC-DAD sont présentés dans la Figure 2.17.
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48000 1
2
24000 1 AmE
16000 1
8000 1
0
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Figure 2.17 : Profils HPLC (TAC) des extraits obtenus apres partage liquide/liquide,
(AmE : extrait brut, AmC : fraction cHex, AmD : fraction DCM, AmA : fraction AcOEt, AmB :
fraction BuOH) gradient n°1

Les profils chromatographiques obtenus par CCM ont montré une teneur élevée en

polyphénols dans les fractions AmA (extrait AcOEt) et AmB (extrait BuOH) (Figure 2.18).
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Brut AmC AmD AmA AmB AmO
AmE

Figure 2.18 : Profil chromatographique des extraits.
(Phase mobile : AcOEt/Ac. formique / Ac. acétique / eau 100:11:11:26, révélation au Neu-PEG,
observation a 365 nm)

Nous avons donc prioritairement travaillé sur ces deux fractions riches en polyphénols, et sur
la fraction AmD pour laquelle des résultats d'activités biologiques intéressants ont été

obtenus.

2. Fractionnement de l'extrait AmB

L'extrait AmB a été fractionné par VLC (chromatographie liquide sous vide), sur de la phase
stationnaire C18. L’utilisation d’une phase normale aurait engendrée des adsorptions
irréversibles des polyphénols sur la silice, générant ainsi des pertes de masse trop importantes.

A l'issue de cette VLC, nous avons obtenu 12 fractions (Figure 2.19).

B e

AmB 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 75 100

Figure 2.19 : Profil chromatographique des fractions de VLC de I'extrait AmB.
(Phase mobile : AcOEt/Ac. formique / Ac. acétique / eau 100:11:11:26, révélation au Neu-PEG,
observation a 365 nm)
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Les masses des fractions obtenues sont présentées dans le Tableau 2.6. On constate que les

fractions les plus importantes sont AmB35 et AmB40 qui contiennent des flavonoides.

Tableau 2.6 : Masses des fractions d'AmB obtenues apres VLC sur C18

Fraction Masse Fraction Masse

(mg) (mg)
AmB15 215,8 AmB45 147,3
AmB20  |2482 AmB50  |584
AmB25 298.,9 AmB55 38,7
AmB30  |206,3 AmB75  |51,5
AmB35  |7116 AmB100 |20
AmB40  |449.4

La VLC a permis de séparer les acides phénoliques qui fluorescent en bleu dans les fractions
AmB10 a AmB2S5, et des flavonoides en orange dans les fractions AmB35 a AmB45. Les

molécules majoritaires de ces fractions ont été purifiées par HPLC semi-préparative, et codées

de B1 a B11 (Figure 2.20 2.21).

Les fractions AmB20 et AmB25 présentant des profils complexes en HPLC, celles-ci ont été

rassemblées puis re-fractionnées par chromatographie d'exclusion (Sephadex LH20).

N .

TAC

T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 Retention Time (min)

Figure 2.20 : Chromatogramme HPLC de la fraction AmB avec les molécules isolées (B1 a B11)
gradient n°2
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Extrait hydro-alcoolique
des parties aériennes
m=171g

Partage liquide/liquide

AmC AmB
AmD AmA
m:11,770/g}R:6»9 m=2,54g;R=15% m=599g;R=35% m:13'870/g"R:8'1
vLCCi18
(MeOH/eau)
AmBS3 " AmB20  AmB25  AmB30  AmB35  AmB40  AmB45  AmBS0  AMB553
AmB15 \ ; J AmB100
AmB20bis
HPLC Cyq
LH 20 \l/ ;/
Rutine  Kaempférol-
(B3)  3-O-vicianoside
FlaF6 F7 F83 F10 (B7)
HPLCCyg
Myricétine- Myricétine- HPLCCy5
3-0-vicianoside 3-0-a-
(B5) arabinofuranosyl- ) \l/ ) \l/ \l/
(1->6)-B-D- Nicotiflorine  Syringétine- Isorhanjnét?ne—
HPLCC. g|ucopyranoside (B4) 3-0-a- 3-O-rutinoside
h (B8) arabinofuranosyl- (B11)
(1->6)-B-D-
Acide caféique- glucopyranoside
9-0- (B10)
glucopyranoside
(81) HPLC Cyq
Myricétine- Quercétine- Quercétine-
3-O-rutinoside 3-0O-a- 3-0-a-
(B2) vicianoside arabinofuranosyl-
(B6) (1->6)-B-D-
glucopyranoside
(B9)

Molécule nouvelle

Figure 2.21 Schéma de purification des composés B de 1'extrait
butanolique d'A. maritima (AmB)
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3. Fractionnement de l'extrait AmA

L'extrait AmA (5,99 g) a été travaillé exactement de la méme manicre que l'extrait AmB,

c'est-a-dire par fractionnement sur VLC (Figure 2.22), puis éventuellement une étape de

fractionnement sur Sephadex avant des purifications en HPLC semi-préparative.

33 .ai...zi

AmA 15 25 30 35 40 45 50 55 60 80100

Figure 2.22 : Profil chromatographique des fractions de VLC de 1'extrait AmA.
(Phase mobile : AcOEt/MeOH/eau 100:17:13, révélation au Neu-PEG, observation a 365 nm)

Comme pour AmB, la VLC a permis une nette séparation des flavonoides et des acides
phénoliques. Elle s'est révélée moins efficace dans la séparation des flavonoides ; on observe
notamment une trainée du composé majoritaire dans les fractions AmA35 a AmA100, bien
que celui-ci soit essentiellement présent dans la fraction AmA40 comme nous le montre le

bilan massique des fractions (Tableau 2.7).

Tableau 2.7 : Masses des fractions d'AmA obtenues apres VLC

Fraction Masse Fraction Masse

(mg) (mg)
AmALS 11689 AmA50  |181
AmA25 120,5 AmAS55 126
AmA30 152,8 AmAG60 44.4
AmA35 209.6 AmAS80 45.4
AmA40 609.,9 AmA100 |353
AmA45 420,1

Les fractions AmA15 a AmA30 présentaient des profils HPLC complexes. Elles ont été
rassemblées puis re-fractionnées par chromatographie d'exclusion (Sephadex LH20). AmA40
présentant une insolubilité dans le mélange MeOH/eau utilisé pour l'injection en HPLC semi-

préparative, cette fraction a été au préalable fractionnée sur Sephadex LH20.
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Les molécules majoritaires de ces fractions ont été purifiées par HPLC semi-préparative. Elles

ont été nommées de Al a A12 (Figure 2.23 2.24).

PR el

TA(

"o 2 4 s & 10 12 14 16 18 = 20  RetentionTime (min)
Figure 2.23 : Chromatogramme HPLC de la fraction AmA avec les molécules isolées (A1 a A12)
gradient n°3
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m=171g
AmC AmB
AmD AmA
m=11'770/g'R=6'9 m=2,54g;R=1,5% m=599g;:R=3,5% m=13'870/g'R=8’1
AmA15 AmA25 AmA30 AmA35 AmA40 AmAA45 AmA50 AmAb55 AmAGO a
¢ Y ! AmA100
AmA15’ \L
Fl1aF2 F3 F4 a F6 FlaF2 F3 F4

b

Figure 2.24 Schéma de purification des composés A de 'extrait AcOEt d'A. maritima (AmA)

4. Fractionnement de l'extrait AmD

L'extrait AmD était le moins important avec une masse de 2,54 g. 2g ont été fractionnés par

VLC sur de la silice pour obtenir 18 fractions (Figure 2.25).
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Figure 2.25 : Profil chromatographique des fractions de VLC de 1'extrait AmD.
(Phase mobile : chloroforme/MeOH 94:6 , révélation a la vanilline sulfurique, observation dans le
visible)

Tableau 2.8 Masses des fractions d'AmD obtenues apres VL.C

Fraction Masse (mg) | Fraction Masse (mg)
AmD1 153 AmD10 |72

AmD2 307 AmDI11 73

AmD3 68 AmD12 104

AmD4 68 AmD13 198

AmD35 101 AmD14 155

AmD6 87 AmD15 138

AmD7 102 AmD16 73

AmDS8 109 AmD17 42

AmD9 78 AmD18 32

Certaines de ses fractions ont ensuite été purifiées en HPLC semi-préparative pour obtenir les

composés majoritaires nommés de D1 a D8. (Figure 2.26)
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Extrait hydro-alcoolique
des parties aériennes

m=171g
-117A7m(?R-69 AmD AmA -138A7mB'R-81
m==L ‘yg, T m=2,54g;R=15% m=599g;R=35% m=15, tyg’ =3,
A/;anD1: AmD4  AmD5  AmD6 AmD7  AmD8a  AmD14  Amsso  AmDP17a
AmD13 AmD19
P- hydroxy- Picéol P|n<zlr)e;ls)|no| Balanonshonme Cepllljggane
benzaldéhyde (D2) (D5) (D6)
(D1)
Tyrosol Dehydrovomifoliol 9-cétone 5,6-
(D3) (D7) epoxy-3-
hydroxy-B-ionol

(D8)

Figure 2.26 : Schéma de purification des composés D de 1'extrait
dichlorométhanique d'A. maritima (AmD)
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B. Teneur en polyphénols totaux et en flavonoides

Ces dosages ont été réalisés par la méthode de Folin-Ciocalteu pour les polyphénols totaux, et
par la méthode de dosage a 1I'AICl; pour les flavonoides totaux. Ces dosages concernent
uniquement les extraits pour lesquels les études phytochimiques ont montré une grande

richesse en polyphénols, soit AmB et AmA ainsi que I'extrait brut AmE.

«» Méthode de Folin-Ciocalteu

250

200

150

100

GAE mg/g ES

50

O T T 1
AmE mB AmA

>

Figure 2.27 : Evaluation de la teneur en polyphénols par la méthode de Folin-Ciocalteu

Les résultats sont exprimés en mg d'équivalent d'acide gallique (GAE) par g d'extrait sec. Les
extraits AmA et AmB sont enrichis en polyphénols, puisque 1’extrait brut (AmE) contient 40
mg GAE / g d'extrait sec contre 107 mg/g pour AmB et 198 mg/g pour AmA. On a 2,6 fois
plus de polyphénols pour AmB et 5 fois plus pour AmA par rapport a l'extrait brut.

En comparaison avec d'autres extraits hydro-alcooliques d'halophytes de la littérature, les
teneurs en polyphénols sont respectivement de : 16, 31 et 32 mg/g d'extrait hydroalcoolique
séché pour Eryngium maritimum, Crithmum maritimum et Cakile maritima (Meot-Duros et
al., 2008). Ainsi l'extrait brut A. maritima (AmE) contient 2,5 fois plus de polyphénols
qu'Eryngium maritimum mais il est dans le méme ordre de grandeur que les deux autres

halophytes.
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Figure 2.28 : Evaluation de la teneur en flavonoides par la méthode de dosage a 1'AICl;

Les résultats sont exprimés en mg de quercétine par g d'extrait sec. Les extraits AmA et AmB

sont enrichis en flavonoides, puisqu'AmE en contient 29 mg / g d'extrait sec contre 82 mg/g

pour AmB et 222 mg/g pour AmA. On a 2,8 fois plus de flavonoides dans AmB et 7,6 fois

plus dans AmA que dans 1'extrait brut. Ce dosage confirme les résultats obtenus dans l'analyse

phytochimique, qui a mis en évidence plusieurs flavonoides dans les extraits AmA et AmB (cf

§ IL.C.2).

C.Détermination structurale des molécules isolées

Nous avons identifié 4 classes principales de molécules dans A. maritima, des acides

phénoliques et phénols simples, des hétérosides de flavonols, des lignanes et des

megastigmanes. Les molécules isolées seront présentées selon leur appartenance a ces classes.

Pour rappel, les composés codés A proviennent de la fraction AmA, B d’AmB et D d’AmD.

1. Phénols & acides phénoliques

a. Biosynthese

Les phénols et acides phénols sont synthétisés via la voie du shikimate (Bruneton, 2009).

Seules les grandes étapes seront présentées ici par souci de concision.
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La premiere étape est le couplage du phosphoénolpyruvate (PEP), qui vient de la glycolyse,
au D-érythrose-4-phosphate provenant du cycle des pentoses phosphates. Ce couplage donne

naissance au DAHP (acide-3-déoxy-D-arabino-heptulosonic-phosphate) (Dewick, 2009).

L'obtention des acides phénoliques les plus simples comme les acides gallique et
protocatéchique fait ensuite intervenir différentes enzymes pour donner ’acide 3-dehydro

shikimique (Figure 2.29).

PEP
CO:H aldol-rype
o reaction
r—o /
ro (
\ H
5 N NAD*
HO" ot g®
I
OH
D-erythrose 4-P aldol-type
reaction
COsH O;H O,H HO CO.H
@\ NADPH ’@\ - H A Q h ADH Jé.‘
UH
shikimic acid 3-dehydroshikimic J-dchyquumlc quinic acid
acid acid
_HO ~2H oxidation and
defvdration and X enolization

enalization

E1: DAHP synthase

CO-H CO.H .
E2: 3-dehydroquinate synthase
E3: 3-dehydroquinase
E4: shikimate dehydrogenase
E5 : quinate dehydrogenase

protocatechuic g.mu, acid E6: 3-dehydroshikimate dehydratase
acid

Figure 2.29 : Résumé des premieres étapes de la voie du shikimate jusqu'a 1'obtention des acides
phénoliques les plus simples (Dewick, 2009)

Le shikimate est ensuite converti en chorismate grace a l'intervention de trois enzymes

(shikimate kinase, EPSP synthase et chorismate synthase). L'acide chorismique peut ensuite

entrer dans plusieurs voies de biosyntheses (Figure 2.30). Les phénylpropanoides qui sont des

dérivés cinnamiques (comme 1'acide caféique) sont synthétisés a partir de la phénylalanine.

Différentes hydroxylations et méthylations peuvent ensuite intervenir. Par exemple, une
méthyltransférase catalyse la transformation de I'acide caféique en acide férulique en
présence de S-adénosylméthionine.
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Figure 2.30 : Les différentes voies de biosynthéses a partir de I'acide chorismique
(Bruneton, 2009)

L'acide 4-coumarique peut étre converti en p-hydroxybenzaldéhyde par ['intervention
successive de trois enzymes que sont la CoA ligase, I'enoyl-CoA hydratase et une enoyl-CoA

hydratase/lyase, ou plus simplement en deux étapes (déshydratation puis aldolisation inverse).

L'hydroxyphényléthanol et les acétophénones dérivent également de la phénylalanine

(Dong et al., 2012; Hirata et al., 2012).

b. Elucidation structurale

+ Détermination structurale du composé A1l

Le spectre UV indique trois maxima a A 217, 239 et 323 nm, caractéristiques des acides

cinnamiques (Holser, 2012).
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L analyse HRMS de A1 conduit 2 I’identification de I’ion pseudo-moléculaire [M+H]" & m/z
181,0387 et I'adduit sodium [M+Na]* a m/z 203,0308, ce qui correspond a une formule brute
de CoHgO,. D’apres le DNP (Dictionary of Natural Products), il pourrait s’agir d’un acide

cinnamique.

Le spectre 'H RMN indique la présence de deux protons éthyléniques résonnant a 6 6,23 (br
d, J=15.8 Hz, H8), 7,50 (br d, J= 15.8 Hz, H7) ppm. La constante de couplage de 15,8 Hz est
caractéristique de deux protons trans d’une double liaison de configuration E. On observe
trois protons dans la zone des aromatiques a 6 ppm 6.77 (d, J= 8.2 Hz, HS), 6.93 (dd, J= 8.2,
16=1.5Hz, H6), 7.03 (d, J= 1.5 Hz, H2). Les valeurs des constantes de couplage indiquent que
ces protons forment un systéme ABX et sont positionnés de fagon ortho et méta sur le cycle
benzeénique trisubstitué. En comparant les données avec la littérature, le composé Al a été

identifié comme étant 1’acide trans-caféique (Gerothanassis et al., 1998) (Figure 2.31).

Figure 2.31 : Acide trans-caféique (A1)

De nombreuses propriétés biologiques ont été attribuées a 1'acide caféique notamment un effet

anti-oxydant (Chen and Ho, 1997) et anti-inflammatoire (Chao et al., 2009).

+ Détermination structurale du composé A5

Le spectre UV de AS est identique a celui de A1 (Ayax de 219, 240, 324 nm).

L’analyse HRMS conduit a une formule brute en C;oH0O4 pour AS (IM+H]" m/z 195,0651
m/z et [M+Na]" m/z 217,072.

Le spectre RMN 'H est similaire 2 celui de I'acide E-caféique avec les trois protons
aromatiques ABX résonnant a & ppm 6,80 (d, J= 8.3 Hz, HS), 7,04 (dd, J= 8.3 Hz, 1.8 Hz, H6)
et 7,17 (d, J= 1.8 Hz, H2) et deux protons éthyléniques frans a 6 ppm 6.32 (d, 15.9 Hz) et
7.53 (d, 15.9 Hz). Un signal supplémentaire sous forme d’un singulet de 3H est détecté a o
ppm 3,89, celui-ci correspond a un méthoxy. Un effet NOE est observé entre ce méthoxy et

H2, confirmant sa position en C3.
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En comparant ces données avec la bibliographie (Verpoorte et al., 2007), le composé AS a été

identifié comme étant 1’acide trans-férulique.

Figure 2.32 : Acide trans-férulique (A5)

Cette molécule possede un effet anti-oxydant (Kanski et al., 2002) et anti-inflammatoire (Ou

and Kwok, 2004).

+ Détermination structurale du composé B1

Le spectre UV de B1 est caractéristique d’un dérivé d'acide cinnamique (Amax de 218, 241,

329 avec un épaulement a 303 nm).

L’analyse HRMS conduit a I’identification de lion pseudo-moléculaire [M+H]" a m/z
343,1017, d’ot une formule brute en C;5H;309. On observe également deux fragments a m/z
181 et 163 qui suggerent la présence d’un acide cinnamique et d’un hexose. En accord avec le

DNP, il pourrait ainsi s'agir d'un glycoside d’acide caféique.

Cette hypothése est validée par le spectre RMN 'H. En effet, comme dans I'acide caféique, on
retrouve deux protons éthyléniques frans 6 ppm 6.31 (d, J=15.9 Hz, H8) et 7.66 (1 H, d,
J=15.9 Hz, H7), et trois protons aromatiques a & ppm 6.79 (d, J/=8.2 Hz, HS), 6.97 (dd, J=8.2,
1.8 Hz, H6), 7.06 (d, J=1.8 Hz, H2).

On observe également un proton anomérique a 6 ppm 5.57 (1 H, d, J/=7.9 Hz, H1"). Le spectre
HMBC montre une corrélation entre ce proton anomérique et un carbonyle a 167,9 qui

correspond au C9 de I’acide caféique.

L’analyse du spectre COSY permet d’identifier six autres protons osidiques : un massif de
quatre protons a ¢ 3.39 - 3.45 ppm (H4',H2',H5', H3"), la partie AM d’un systéeme AMX a 3.70
ppm (1 H, dd, J=12.1, 4.7 Hz, H6'a), 3.85 ppm (1 H, dd, J=12.1, 1.7 Hz, H6'b). Le spectre

HSQC permet d’attribuer les carbones osidiques.

La comparaison des déplacements chimiques des carbones osidiques avec ceux de la

littérature (Agrawal, 1992), nous permet d’identifier un B-D-glucopyranose.
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Le composé B1 est identifié comme étant le 1’-0-E-caféoyl-B-D-glucopyranose (Figure

2.33).

Figure 2.33 : 1’-0-E-caféoyl-B-D-glucopyranose (B1)

Cette molécule a déja été identifiée dans la groseille (Mikild et al., 2016) ou encore dans
Lagerstroemia speciosa (Choi et al., 2015). Les activités anti-oxydante et anti-inflammatoire

de ce composé ont été évaluées mais sans résultats probants (Park et al., 2013).

+ Détermination structurale du composé A2

Le spectre UV de A2 montre des maxima a A 215 et 271 nm , caractéristiques des acides

phénoliques (Chanwitheesuk et al., 2007).

L’analyse par HRMS conduit a I’identification de 1’ion pseudo-moléculaire [M+H]+ a m/z
171,0290 et de l'adduit sodium a m/z 193,0108 ([M+Na]" ), analysés pour la formule brute
C7HgOs. D’apres le DNP il pourrait s’agir d’un acide trihydroxybenzoique.

Son spectre RMN 'H indique la présence de deux protons aromatiques équivalents résonnant
a 7,08 ppm (s, H2, H6). En comparant ces données avec la littérature (Korul’kina, 2004), ce

composé a été identifié comme étant I’acide gallique (Figure 2.34).

Figure 2.34 : Acide gallique (A2)

De nombreuses propriétés biologiques ont été attribuées a l'acide gallique notamment un effet
anti-inflammatoire (Kim et al., 2006; Kroes et al., 1992) et un effet inhibiteur de la

collagénase (Nguyen et al., 2013).
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+ Détermination structurale du composé A3

L’analyse HRMS de A3 conduit a I’identification de I'ion pseudo-moléculaire [M+H]" a m/z
155,0335 ([M+Na]" a m/z 177,0157), ce qui correspond a une formule brute en C;HgOs.
D’apres le DNP il pourrait s'agir d’un acide dihydroxybenzoique.

Le spectre UV indique trois maxima a A 204, 259 et 294 nm, suggérant celui de 1’acide

protocatéchique (Cen et al., 2016).

Son spectre RMN 1H confirme cette hypothése avec trois protons aromatiques (systéme
ABX, ortho et meta) a & ppm 6,78 (d, J= 8.2 Hz, HS), 7,40 (dd, J= 8.2 Hz, 1.9 Hz, H6), 7,43
(d, J= 1.9 Hz, H2). En comparant les données avec celles de la bibliographie (Gutzeit et al.,

2007), le composé A3 a été identifié comme I’acide protocatéchique (Figure 2.35).

Figure 2.35 : Acide protocatéchique (A3)

De nombreuses propriétés biologiques ont été attribuées a l'acide protocatéchique notamment

un effet anti-oxydant (Phan et al., 2001) et anti-inflammatoire (Min et al., 2010).

¢ Détermination structurale du composé A4

Le spectre UV de A4 indique deux Apmx a 194 et 255 nm, suggerant un acide phénolique.

L’analyse HRMS conduit a une formule brute de C;HgO3 avec un ion pseudo-moléculaire

[M+H]" a m/z 139,039. D’aprés le DNP, il pourrait s’ agir d’un acide hydroxybenzoique.

Son spectre RMN '"H montre un systéme AA’BB’ pour les quatre protons aromatiques d’un
benzene para-disubstitué a 6 ppm 6,82 (d, J= 7.61 Hz, H3, HS) et 7,89 (d, J= 7.67 Hz, H2,
H6). En comparant ces données a la littérature (Gerothanassis et al., 1998), le composé A4 a

été identifié comme étant I’acide p-hydroxybenzoique (Figure 2.36).
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Figure 2.36 : Acide p-hydroxybenzoique (A4)

Cette molécule possede un effet anti-oxydant (Rice-Evans et al., 1996).

+» Détermination structurale du composé D1

Le composé D1 est obtenu sous forme de poudre de couleur beige. Son spectre UV indique

trois maxima a A 196, 221 et 284 nm.

L’analyse HRMS conduit a I’identification d’un adduit sodium [M+Na]"a m/z 145,0242, ce

qui correspond a une formule brute en C;H¢Os.

Son spectre proton présente une forte similarité avec celui du composé A4 pour la présence
d’un cycle benzénique symétrique para-disubstitué. Un proton supplémentaire et isolé est
observé a & ppm 9.75 (1 H, s, C7). Son déplacement chimique élevé est caractéristique d'un

proton aldéhydique.

Le spectre BC nous confirme la présence d'un aldéhyde avec un carbone a 193 ppm. Le
second carbone déblindé a 165,8 ppm, correspond au carbone phénolique (C4). Le carbonyle
aldéhydique corréle en HMBC (*J) avec les deux protons aromatiques 4 7.77 ppm (2H, d,
J=8.6 Hz), ce qui confirme qu’il s’agit de H2 et H6.

Apres comparaison avec la littérature (Machida and Kikuchi, 1996), la molécule D1 est
confirmée comme étant le p-hydroxybenzaldéhyde ou 4-hydroxybenzaldéhyde (Figure

2.37).
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Figure 2.37 : p-hydroxybenzaldéhyde (D1)
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Le p-hydroxybenzaldéhyde est une molécule ubiquitaire. On le retrouve notamment dans le
genre Limonium (Rodrigues et al., 2015). Cette molécule possede des propriétés anti-
inflammatoires (Lee et al., 2006), neuromodulatrices (Ha et al., 2000) et anti-oxydantes

(Bountagkidou et al., 2010).

+ Détermination structurale du composé D2

Comme pour le composé précédent, D2 est une poudre de couleur beige dont les spectres UV

sont identiques.

L analyse HRMS conduit a une formule brute en CsHgO, avec son adduit sodium [M+Na]" a

m/z 137,0601.

Le spectre proton présente le systtme AA’BB’ des protons du cycle phénolique para-
disubstitué, et trois protons équivalents a & 2.52 ppm (1 H, s, H8) qui correspondent a un

méthyle au lieu de I’aldéhyde dans le p-hydroxybenzaldéhyde.

Sur le spectre 3C un carbone déblindé est observé a 199,6 ppm qui correspond a un carbonyle
de cétone conjuguée, et un carbone blindé a 26,4 ppm pour un méthyle. Les protons du
méthyle correlent en HMBC avec le carbonyle cétonique, qui lui-méme posséde une seconde

corrélation avec les protons aromatiques H2 et H6.
Comme dans le p-hydroxybenzaldéhyde, on détecte le C4 phénolique a 164,4 ppm.

Apres comparaison avec la littérature (Kwon and Lee, 2001), la molécule D2 est identifiée

comme étant la p-hydroxy-acétophénone, encore appelée picéol.

O 8
7
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Figure 2.38 : p-hydroxyacétophénone (D2)
Le picéol est une petite molécule retrouvée dans différentes plantes, notamment des orchidées

(Jao et al., 2016) ou I'épicéa (Hoque, 1984). Cette molécule présente des propriétés anti-

inflammatoires (Alvarez et al., 2000).
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+ Détermination structurale du composé D3

Le quatrieme composé phénolique de cette série présente un spectre UV identique aux trois
autres, avec trois Amax a 193, 221 et 277 nm, et une formule brute en CgH;(O, déterminée par

HRMS ([M+H]"a m/z 139,0751).

Par rapport aux composés A4, D1 et D2, le spectre de RMN 'H de D3 comprend deux triplets
s’intégrant pour 2H chacun a 6 ppm 2.71 (2 H, t, J/=7.2 Hz, H7) et 3.68 (2 H, t, J=7.2 Hz,
HS) ; leur différence de déplacement chimique (A = 1 ppm) est due a I’hydroxylation du

second CH; pour un enchainement —CH,-CH,OH.

Sur le spectre de RMN °C, on observe le C4 phénolique 4 156,9 ppm comme dans les
molécules précédentes. Les DEPT et 'HSQC nous confirment la présence de 2 CH; a 6 ppm
39.6 (C7) et 64.7 (C8). Les protons H7 correlent en HMBC avec les carbones C2 et C6 d’ou

la fixation du groupe éthanolique sur le C1 en position para du phénol.

Apreés comparaison avec la littérature (Capasso et al., 1992; Kimura and Tamura, 1973), la
molécule D3 est identifiée comme le p-hydroxyphényléthanol ou 4-hydroxyphényléthanol
également appelé tyrosol (Figure 2.39).

Figure 2.39 : p-hydroxyphényléthanol (D3)

Le tyrosol est une molécule anti-oxydante (Vlachogianni et al., 2015) qui possede une activité
inhibitrice de collagénase (MMP-9) (Nakbi et al., 2011). Cette molécule est retrouvée dans
I'huile d'olive (Kiritsakis, 1998).
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c¢. Conclusion

Six acides phénoliques ubiquitaires et trois phénols ont été isolés a partir d’ A. maritima.
Les acides phénoliques (A1 a AS5) proviennent tous de la fraction AmA, a I'exception de
I'hétéroside B1 qui a été isolé dans AmB, ce qui se justifie par une augmentation de la polarité
due a sa nature hétérosidique. Les phénols simples (D1 a D3) quant a eux, ont été isolés dans

la fraction AmD.

De par leur large distribution, ces molécules ont été treés étudiées. Ainsi de trés nombreuses

activités biologiques leurs sont attribuées.

2. Les hétérosides de flavonols

a. Biosynthese

La famille des flavonoides regroupe différents types de squelettes que sont les flavones, les
flavonols, les flavanones, les dihydroflavones, les biflavonoides, les chalcones et les aurones.
Seuls les flavonols sont évoqués ici, puisqu'ils sont les seuls flavonoides isolés a partir d” A.

maritima.

Figure 2.40 : Numérotation des flavonols

Les flavonoides sont biosynthétisés a partir d'un cinnamoyl-CoA qui donnera le cycle B avec
une extension de la chaine latérale par trois molécules de malonyl-CoA, qui elles, donneront
le cycle A. La cyclisation engendre la formation du cycle pyrane C. Cette réaction est
catalysée par la chalcone synthase. La fermeture de la chalcone est ensuite catalysée par la
chalcone isomérase. La flavanone 3-hydroxylase permet 1'hydroxylation en position 3, puis la
flavonol synthase introduit l'insaturation entre C2 et C3. (Bruneton, 2009; Dewick, 2009)
(Figure 2.41)
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Figure 2.41 : Origine biosynthétique des flavonoides et enzymes intervenants dans la synthése
des flavonols (Bruneton, 2009).

La figure 2.41 présente la biosynthese du kaempférol qui est le flavonol le plus simple. Les
deux autres flavonols les plus courants sont la myricétine et la quercétine. Les hydroxylations
supplémentaires du cycle B pour la syntheése de la quercétine (cycle B hydroxylé en position

3'et 4') et de la myricétine (cycle B hydroxylé en position 3', 4', 5") ont lieu plus tardivement.

Les flavonols peuvent étre O-glycosylés par un, deux voire trois unités osidiques et ce
préférentiellement aux positions 3 ou 7 (Figure 2.40). Cette étape de glycosylation est
effectuée par des transférases d'uridine diphosphate ose (ex : UDP-glucose) (Bruneton, 2009).
A noter qu'il existe également des C-hétérosides de flavonoides, dans ces cas la liaison se fait

entre le carbone anomérique du sucre et la position 6 ou 8 du flavonoide.

On peut aussi observer des acétylations ou encore des méthylations, notamment sur les
hydroxyles du cycle B, comme dans le cas de l'isorhamnétine par exemple (Harborne and

Mabry, 2013).

b. Elucidation structurale

Dix-sept hétérosides flavoniques ont été identifiés. Tous possédent des aglycones de type

flavonol glycosylées en C3 par une chaine osidique comprenant une ou deux unités osidiques.

Les cinq aglycones sont des flavonols ubiquitaires : la quercétine (A8, A10, B3, B6, B9), le
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kaempférol (A7, A11, B4, B7), la myricétine (A6, A9, A12, B2, BS, B8), la syringétine (B10)
et ’isorhamnétine (B11) (Figure 2.42). Leurs valeurs spectrales sont présentées dans les

tableaux 2.9 a 2.13.

Figure 2.42 : Formules des 5 aglycones

Les hétérosides de myricétine BS et B8, ainsi que ceux de quercétine B9, et de syringitine

B10 correspondent a quatre composés originaux nouvellement décrits et caractérisés.

b.1 Hétérosides flavoniques mono-glycosylés

b.1.1 Myricétine monoglycosylée

+ Détermination structurale du composé A6

Cet hétéroside est de couleur orange en CCM a 365 nm apres révélation au Neu-PEG, ce qui
est typique des flavonoides. Son spectre UV avec trois Apmax de 206, 265 et 359 nm, est

caractéristique des flavonols (Markham, 1982).

L’analyse HRMS conduit a D’identification de 1’ion pseudo-moléculaire [M+H]" a m/z

481,0980, ce qui correspond a une formule brute en C,;H»00;3. On observe aussi un fragment
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a m/z 319,04, équivalent a une perte de 162 Da correspondant a un hexose. D’apres le DNP, il

pourrait s’agir d’un hexahydroxyflavonol glycosylé par un hexose.

Détermination de la structure de la génine:

Le spectre RMN '"H montre deux protons couplés sous forme de doublets 2 & ppm 6.19 (d,
J=2.1 Hz) et 6.37 (d, J=2.1 Hz). Leurs déplacements chimiques sont caractéristiques de
protons aromatiques, leur constante de couplage (2,1 Hz) caractéristique d'une position
relative meta. Deux autres protons aromatiques équivalents a 7.30 ppm apparaissent sous
forme d’un singulet, traduisant la présence d’un second cycle aromatique para et di-meta

tétrasubstitué.

Les protons situés entre 3 et 4 ppm ont des déplacements chimiques caractéristiques de
protons osidiques, ce qui est confirmé par la présence d'un proton anomérique a ¢ ppm 5.24

(d, 7.5 Hz). (Figure 2.43).
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Figure 2.43 : Spectre RMN 1H (500 MHz, CD;0D) de I’hétéroside A6

Le spectre RMN BC confirme les 21 carbones de la formule brute, dont deux carbones
équivalents a & ppm 100,1 et deux autres a 146,6. Le carbone a o ppm 179.5 est celui
caractéristique d'un carbonyl a,B-insaturé, le C-4 des flavonols. Les huit carbones présents
entre 130 et 165 ppm, correspondent aux carbones aromatiques quaternaires oxygénés soient
les C5, C7, C9 du cycle A, les C2 et C3 du cycle pyrone C, et trois hydroxyles sur le cycle B.
Les autres carbones de 1’aglycone et ceux de la partie osidique, se situent entre 62 et 123 ppm.

(Figure 2.44)

121



Chapitre 2 : Armeria maritima [T - Phytochimie

Carbones du sucre
0.002

A .
3 g |
0.007 E 5 .
{4 carbonyle s = = -
0.006 ) | T
Vi 5 ]
.r'r ? ! ml = 5:
0.005 / s '
¥ s @ i - . z0d 2 s
! ! : = e e T !
0.004 2 - @ o g u'j ol o e
2 ma 8 =] & o
p003 3= 8o ° - =
=
0.002
0.001
0
0.001
0.002

T T T T T T T T T T T
144 138 128 120 112 104 55 88 &0 Chemical 3hift (ppm)

T T
176 168 160

T
152

Figure 2.44 : Spectre RMN B (126 MHz, CD;0D) de I’hétéroside A6

Sur le spectre DEPT 135 ou sont présents les CH, négatifs, et les CH et les CHj positifs, on
obtient par soustraction avec le spectre carbone, 11 carbones quaternaires dont deux non
oxygénés a 122.0 et 105.6 ppm. La présence d'un CH; a & 62,6, est détectée, confirmant
I’hypotheése d’un hexose. La présence de 9 CH (dont deux équivalents) est confirmée par le
spectre DEPT 90 : 5 CH osidiques et 4 CH du flavonol : C6 2 99.9, C8 4 94.7, C2’ et C6’ a
109.8 ppm (Figure 2.45).
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Figure 2.45 Spectre RMN dept90 (126 MHz, CD;0D) de I’hétéroside A6
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Le spectre 2D HSQC montre les corrélations 1JH_C, et permet de réaliser les attributions
proton-carbone pour les CH et CH,, et ainsi de séparer en deux zones distinctes, les signaux

osidiques et ceux de la génine (Figure 2.46).
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Figure 2.46 : Partie aglycone du spectre HSQC de I’hétéroside A6

La génine est donc un flavonol en C15 possédant deux noyaux aromatiques, une fonction
carbonyle et 6 hydroxyles. Nous nous sommes basés sur la structure la plus probable au vu
des voies de biosynthese (Shirley, 1996), c'est-a-dire des hydroxylations en position 3, 5, 7, 4/,
du squelette flavonol, puis deux hydroxylations supplémentaires en position 3' et 5' du cycle

B. Cette structure correspond a la myricétine.

Ainsi les deux protons aromatiques en meta (6.13 et 6.19 ppm) sont attribués a ceux H6 et H8
du cycle A et les deux protons équivalents sous forme d’un singulet aux H2’ et H6’ du cycle

B (Braca et al., 2001).

L’analyse du spectre 2D HMBC (corrélations *°J y.c) nous a permis de confirmer la structure

de la myricétine et de finaliser I’attribution de ses carbones quaternaires.

On observe une auto-corrélation H-C entre les deux positions 6 et 8 meta du cycle A. Ces
protons correlent également avec deux carbones a & ppm 105,6 et 167,0 dont 1’'un déblindé
correspond au C7 (ZJ) et le second blindé au C10 (3J). Le proton a 6,37 ppm (H8) correle a un
quatrieme carbone quaternaire oxygéné a 158,6 ppm, il s'agit du C9. Le proton a 6,19 ppm
(H6) correle lui aussi avec un quatrieme carbone quaternaire oxygéné a 163,2 ppm, il s'agit du

Cs.
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Pour le cycle B, les positions 2’ et 6’ présentent une méme auto-corrélation. Les protons H2'
et H6' correlent avec les carbones a 122,0, 138,2 et 159,0 ; le carbone le plus déblindé a 159,0
ppm correspond au C2 du cycle pyrone, le plus blindé a 122,0 ppm au C1' car dépourvu
d'oxygene, et par conséquent le C4' est a 138.2 ppm (Markham and Chari, 1982). Le carbone

quaternaire oxygéné restant est a 135,9 ppm, il correspond au C3.

Ce dernier carbone C3 présente une corrélation avec le proton anomérique en HMBC,

indiquant que la myricétine est glycosylée en cette position du flavonol.

OH

3
O\ exose
OH 9 ) Corrélations COSY
Oy

Corrélations HMBC

Figure 2.47 : Corrélations HMBC et COSY déterminantes pour 1'élucidation structurale de la
molécule A6

Le spectre COSY apporte quant a lui peu d'information, seule la corrélation entre H6 et HS est

observée.

Détermination de la structure de l'ose :

On voit sur le spectre proton que la constante de couplage du proton anomérique H1 (6 5.24)
est de Jyimo» 8.0 Hz. Cette valeur élevée indique que les deux protons H1" et H2" sont en
position frans di-axiale. Les deux protons du CH, (H6"a et H6"b) ont été identifiés grace a
I'HSQC-DEPT, il s'agit des protons d’un systtme ABX a 3,73 (dd, J =12.5, 4.5 Hz) et 3,62
ppm (dd, J = 12.5, 3.5 Hz) (Figure 2.48).
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Figure 2.48 : Partie osidique du spectre RMN HSQC de I’hétéroside A6

Les protons H2*’, H3"’, H4’* et HS”’ ont été identifiés grace au spectre COSY qui permet de
visualiser les corrélations H-H a faible distance (Figure 2.49). A partir du proton H1’’ on
obtient une corrélation avec H2’” a 3,51 ppm (dd, 9.0, 8.0 Hz), qui lui-méme correle avec
H3”’ a 3,43 ppm (¢, 9.0 Hz), qui lui-méme voit H4*” a 3,40 ppm (¢, 9.0 Hz), qui lui-méme
correle HS” a 3,24 ppm (ddd, 7.3, 4.5, 3.5 Hz) puis on achéve I’enchainement des
corrélations sur les deux H6" a 3.62 ppm (dd, 12.5, 4.5) et a 3,73 ppm (dd, 12.5, 4.5).
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Figure 2.49 : Partie osidique du spectre RMN COSY de I’hétéroside A6
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Le spectre HSQC met en évidence les 1JH_C, et permet donc d'attribuer les différents carbones

osidiques correspondants. Les données sont présentées dans le tableau 2.10.

Les grandes constantes de couplage > 8 Hz entre tous les protons de 'hexose signifient que les
protons du cycle pyranose sont en position trans di-axiale, il s'agit donc du B-D-
glucopyranose. Le spectre NOESY le confirme puisque des effets nOe sont visibles entre les

protons H1", H3" et H5" et entre les protons H2" et H4".

Le composé A6 a donc été identifié comme étant le myricétine-3-O-B-D-glucopyranoside
(Figure 2.50). L'ensemble de nos données correlent avec celle de la littérature (Scharbert et

al., 2004).

OH OH
Figure 2.50 : Myricétine-3-0- B-D-glucopyranoside (A6)

Cette molécule a déja été identifiée dans de nombreuses plantes dont le genre Limonium

(Korul’kina et al., 2004).

+* Détermination structurale du composé A9

Le composé A9, est une poudre couleur jaune virant de couleur orange en CCM a 365 nm
apreés révélation au Neu-PEG ; son spectre UV indique deux An.x de 206, 263, 351 nm

caractéristiques des flavonols (Markham, 1982).

Par rapport au composé précédent A8, I’analyse HRMS de A9 conduit a I’identification d’un
ion pseudo-moléculaire [M+H]" a m/z 465,1040 , d’ol une formule brute de C,1H»O;2, et on
observe un fragment & m/z 319 m/z soit [M-146]" suggérant ici la présence d'un désoxy-

hexose. D’apres le DNP, il pourrait s’agir de la myricétine glycosylée par un rhamnose.
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Détermination de la structure de la génine :

Les spectres RMN de I’aglycone sont comparables a ceux précédemment décrits pour
I’hétéroside A8, ainsi on retrouve la signature caractéristique de la myricétine avec des
protons en meta pour le cycle A (6,20 (d, J=2.1 Hz, H6), 6,36 (d, J=2.1 Hz, H8)), deux

protons équivalents singulet a 6,95 ppm pour le cycle B.

Détermination de la structure de l'ose :

On observe sur le spectre RMN 'H un proton anomérique H1" (55.32 (d, J = 1.5 Hz). La
valeur de la constante de couplage est faible, indiquant que les deux protons H1" et H2" sont
en position frans di-équatoriale. L'hypothese du désoxy-hexose est confirmée par la présence
de trois protons équivalents résonnant a 0.97 ppm (d, J = 6.2 Hz), ce qui est caractéristique

d'un groupement méthyle H-6"".

Comme précédemment, les protons H2’’, H3’’, H4"’ et H5’’ ont été identifiés par 1’analyse du
spectre COSY. Le proton H1"’ correle avec H2’’ a 4,23 ppm (dd, 3.2, 1.5 Hz), qui lui-méme

N N

correle avec H3”” a 3.80 ppm (dd, 9.5, 3.2 Hz), qui lui-méme correle a H4"” a 3,35 ppm (z, 9.6
Hz), qui lui-mé&me voit H5* a 3,52 ppm (dg, 9.6, 6.2 Hz), ce dernier proton osidique corrélant
au méthyle des protons H6". Les valeurs des déplacements chimiques ainsi que celles des
constantes de couplage en comparaison avec la littérature (Jagan Mohan Rao et al., 2002;

Jayaprakasha et al., 2006) confirment que le sucre est bien un a-L-rhamnopyranoside.

Les données spectrales de RMN sont présentées dans le tableau 2.10, et aprés comparaison
avec la littérature (Fossen et al., 1999), la molécule A9 est identifiée comme étant la

myricétine-3-0-a-L-rhamnopyranoside, également appelée myricitrine (Figure 2.51).

Figure 2.51 : Myricétine-3-0-a-L-rhamnopyranoside (A9)
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Cette molécule a déja été identifiée dans de nombreuses plantes dont le genre Limonium (Lin
and Chou, 2000). Cette molécule posseéde des activités anti-inflammatoire et anti-oxydante

(Domitrovi¢ et al., 2015; Meotti et al., 2006).

+ Détermination structurale du composé A12

Le spectre UV du composé A12 indique trois Amax de 200, 269, 375 (épaulement a 322) nm, et
semble plus complexe par rapport aux spectres précédents. L'épaulement a 322 nm rappelle

également le spectre UV des acides phénoliques.

L’analyse HRMS conduit a 1’identification de I'ion pseudo-moléculaire [M+H]" a m/z
627,13030 et le [M+Na]+ est détecté a m/z 649,1139, soit une formule brute de C3gH»O1s.

Aucune perte caractéristique d'ose n'est observée.

Les spectres RMN sont trés semblables a ceux du myricétine-3-O-p-D-glucopyranoside (A6),
excepté au niveau de la position 6°° du glucose. Les protons H6’’ sont déblindés de A =+ 0,6
ppm (4.22 ppm, dd, J =11.6, 7.0 Hz, et 4.32 ppm, dd, J =11,6, 1.5 Hz ) et le C6’" est déblindé
a 64.5 ppm (A =+ 1,9 ppm) par rapport a ceux observés dans A6. Ceci suggere que le glucose

est estérifié en sa position 6.
Des signaux supplémentaires sont observés dans les spectres RMN du composé A12 :

- deux protons éthyléniques sous forme de deux doublets avec une constante de

couplage de J=16.1 Hz, comme dans l'acide caféique, a 7.39 (H7"") et 6.10 (H8"") ppm.

- quatre protons aromatiques équivalents deux a deux, en position ortho a 6.79 ppm (d,

J=89 Hz, H3" et H5"") et a 7.32 ppm (d, J= 8.9 Hz, H2" et H6").

- sur le spectre carbone, un carbonyle a 168,9 ppm. Les protons géminés du CH,-6"’

du glucose correlent en HMBC avec ce carbonyle.

Les corrélations HMBC et COSY de ces signaux, ainsi que les données de la littérature
(Budzianowski and Skrzypczak, 1995; Jagan Mohan Rao et al., 2002) nous permettent
d'établir la structure d'un groupement para-E-coumaroyl. (Figure 2.52) (Tableau 2.10).

128



Chapitre 2 : Armeria maritima [T - Phytochimie

(\'Corrélations COSY

oCorrélations HMBC
Figure 2.52 : Corrélations HMBC et COSY déterminantes pour 1'élucidation du groupement

coumaroyl de la molécule A12

La molécule Al12 correspond a la myricétine-3-0-B-D-(6'-O-trans-p-coumaroyl)-
glucopyranoside. L'ensemble des données spectrales coincident avec les données présentées

dans la seule publication pour cette structure (Liu et al., 2011).

Figure 2.53 : Myricétine-3-0-f-D-(6'"-O-trans-p-coumaroyl)-glucopyranoside (A12)

La présence de cette molécule naturelle n'a été reportée qu'une fois, dans I'espece Cedrus
deodora (Liu et al., 2011). Aucune activité biologique n'a été reportée pour cette molécule. Il

s'agit d'un composé qui n'est pas nouveau mais original pas ubiquitaire.

b.1.2 Kaempférol monoglycosylé

+« Détermination structurale du composé A7

Comme pour les hétérosides précédents, cet hétéroside flavonique est isolé sous forme d’une
poudre de couleur jaune, et de couleur orange en CCM a 365 nm apres révélation au Neu-
PEG. Son spectre UV indique trois Amax de 199, 265, 346 nm, aussi caractéristique d’un
flavonol (Markham, 1982).
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L’analyse HRMS conduit a 1’identification de I'ion pseudo-moléculaire [M+H]" a m/z
433,1121, ce qui correspond a une formule brute de C,;H;0O19. On observe un fragment a m/z

287, ce qui correspond a [M-146]", d’ot la présence d'un désoxy-hexose.

Détermination de la structure de la génine:

Le spectre RMN 1H montre les deux doublets des protons aromatiques meta a 6 ppm 6,20 (d,
J=2.1 Hz) et 6,38 (d, J=2.1 Hz) du cycle A du squelette flavonol (Figure 2.54). Ces protons
sont comme dans le cas de la myricétine en position respective 6 et 8. Une différence est
observée au niveau du cycle B. En effet, on observe ici deux doublets s’intégrant chacun pour
deux protons a 6 ppm 6,94 (2H, d, 8.8 Hz) et 7,77 (2H, d, 8.8 Hz); il s'agit de protons
aromatiques en position ortho qui forment un systtme AA’BB’. Le cycle B est donc

hydroxylé en position 3’ (Kim et al., 2004b). Cette aglycone semble étre le kaempférol.
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Figure 2.54 : Spectre RMN "H (500 MHz, CD;0D) du composé A7

. . , . 1 . . 2
Le spectre 2D HSQC permet de visualiser les corrélations "Jy.c et ainsi de séparer en deux
zones distinctes, les carbones osidiques et ceux du kaempférol comme pour les hétérosides a

myricétine.

Le spectre RMN 13C indique la présence de 21 carbones, dont 2 fois deux carbones
équivalents a & ppm 116,7 et 132,0 correspondant aux positions 3'-5' et 2'-6' (Kim et al.,
2004b). On note également la présence du carbonyle C4 a d ppm 179,7.

Le spectre DEPT montre la présence de 11 CH et donc 8 carbones quaternaires en plus du
carbonyle pour 1’aglycone. Parmi ces derniers, cinq portent de I’oxygene a 161.7 (C4"), 163.4

(C5), 166.2 (C7), 179.7 (C4) ppm.
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Le spectre HMBC présente les mémes corrélations que dans le cas de la myricétine (cycles A
et C), avec en plus des corrélations des deux protons équivalents du cycle B : H3'-HS' avec les

carbones C1'a 122.8 ppm et C4'a 161.7 ppm.

Une corrélation HMBC entre le proton anomérique et le carbone C3' est également observée,

ce qui confirme la position du désoxy-hexose.

Sur le spectre COSY, on observe également une corrélation entre H2'-H6' et H3'-H5'. (Figure

2.55).

Désoxy-hexose
OH o) {) Corrélations COSY

Corrélations HMBC

Figure 2.55 : Corrélations HMBC et COSY déterminantes pour 1'élucidation structurale de la
molécule A7

L'ensemble de ces informations obtenues grace aux différents spectres RMN confirme que le

flavonol est le kaempférol glycosylé en position 3.

Détermination de la structure de l'ose :

La présence d'un proton anomérique est détectée a 6 ppm 5,38 (d, 1.8 Hz). Le méthyle a o

0,92 est caractéristique d’un 6-désoxy-hexose.

La configuration a, le méthyle en position 6" et les valeurs des déplacements chimiques ainsi
que les constantes de couplage en comparaison avec la littérature (Jagan Mohan Rao et al.,
2002; Jayaprakasha et al., 2006) confirment que le sucre est bien un o-L-rhamnopyranoside

comme dans le composé A9.

La molécule A7 est le kaempférol-3-0-a-L-rhamnopyranoside également appelée afzeline

(Figure 2.56).
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Figure 2.56 : Kaempférol-3-O-a-L-rhamnopyranoside (A7)

Cette molécule a déja été identifiée dans de nombreuses plantes comme par exemple dans
I'halophyte Excoecaria agallocha (Kaliamurthi and Selvaraj, 2016).11 est intéressant de noter
que le rhamnose en position 3 semble inhiber certaines activités biologiques comme 1'activité

anti-inflammatoire ou encore dépigmentante (Choe et al., 2012; Rho et al., 2011)

+ Détermination structurale du composé A1l

Le composé présente une couleur verte en CCM a 365 nm apres révélation au Neu-PEG, qui
n’est pas une couleur caractéristique. Mais le spectre UV indique toujours trois Ay, de 193,

267, 316 nm, 1égerement déformé comme dans le cas de 1’hétéroside A12.

L’analyse HRMS conduit a 1’identification de I'ion pseudo-moléculaire [M+H]" a m/z
595,1430 m/z et le [M+Na]" correspondant & m/z 617,1246, ce qui correspond 2 une formule
brute de C5oH»6015.

Le spectre proton présente les signaux caractéristiques du kaempférol avec les deux protons
en meta du cycle A ((6.14 ppm (d, J/=2.1 Hz, H6), 6.31 ppm (d, J/=2.1 Hz, H8)), et le systeéme
AA’BB’ du cycle B (7.99 ppm (2 H, d, J=9.0 Hz, H2', H6'), 6.82 ppm (2 H, d, J=9.0 Hz, H3',
H5") (Figure 2.57).
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Figure 2.57 : Spectre RMN '"H (500 MHz, CD;0D) de 1a molécule A11

On observe également un proton anomérique a 6 ppm 5.23 (d, J= 7.5 Hz), qui en HMBC

correle avec le C3 de la génine.

La COSY nous permet de déterminer un B-D-glucose ( tableau 2.10) comme dans les
composés A6 et A12 et par comparaison avec la littérature (Agrawal, 1992; Markham and

Chari, 1982).

Comme pour I’hétéroside A12, les spectres de A1l possedent des protons et carbones
supplémentaires attribuables a un ester hydroxy-4-E-cinnamate (para-E-coumarate). Les
corrélations HMBC et COSY, ainsi que la littérature (Budzianowski and Skrzypczak, 1995;
Jagan Mohan Rao et al., 2002) nous permettent de confirmer le groupement para-E-

coumaroyl en position 6 du glucose, comme dans la molécule A12 (Tableau 2.10).

Ainsi la molécule A1l est identifiée comme le kaempférol-3-O-B-D-(6"-O-trans-p-
coumaroyl)-glucopyranoside, aussi appelé tiliroside (Figure 2.58). L'ensemble des données
spectrales (Tableau 2.10) coincident avec celles de la littérature (Budzianowski and

Skrzypczak, 1995; Costa et al., 2007).
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OH
Figure 2.58 : Structure du kaempférol-3-0-B-D-(6"'-O-trans-p-coumaroyl)-glucopyranoside
(A11)

Le tiliroside est présent dans plusieurs plantes, mais il n'est pas ubiquitaire. On le retrouve
notamment dans le genre Helichrysum (Schinella et al., 2007). De nombreuses activités
biologiques lui sont attribuées, comme antioxydant et anti-inflammatoire (Sala et al., 2003),
hépato-protecteur (Matsuda et al., 2002). Cette molécule est également citée dans une
demande de brevet cosmétique qui revendique son association a un peptide (Courtin, 2009)
pour une activité anti-age et plus particulierement la stimulation de la synthese de collagene

de type L.

b.1.3 Quercétine monoglycosylée

¢ Détermination structurale du composé A8

Le composé A8 est obtenu sous forme d’une poudre jaune et développe une couleur orange en
CCM a 365 nm apres révélation au Neu-PEG. Son spectre UV est similaire a celui des

composés précédents (Amax a 203, 256, 350 nm) (Markham, 1982).

L’analyse HRMS conduit a I’'ion pseudo-moléculaire [M+H]+ a m/z 449,107 soit une formule
brute en C;;H300;;. On observe également un fragment a m/z 303, dii a la perte d'un désoxy-
hexose, comme dans le cas de l'afzeline A7 et de la myricitrine A9. D’apres le DNP, il

pourrait s’agir d’une pentahydoxyflavone portant un rhamnose.

Détermination de la structure de la génine:

Les spectres de RMN montrent les protons et carbones caractéristiques des cycles A et C des

aglycones précédentes : myricétine ou kaempférol. (Tableau 2.10).
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Une différence est observée au niveau du cycle B (Figure 2.59). On observe deux doublets a &
6,90 (d, 8.3 Hz) et 7,34 (d, 2.1 Hz) et un doublet dédoublé a 7,31 ppm (dd, 8.3, 2.1 Hz). Il
s'agit d'un systtme ABX d’un cycle benzenique trisubstitué en para et meta. La petite
constante de couplage indique un couplage entre protons en position meta et la grande
constante de couplage, de protons en position ortho. Le cycle B est donc probablement

hydroxylé aux positions 3’ et 4’ (Kim et al., 2004b).
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Figure 2.59 : Spectre RMN 'H (500 MHz, CD;0D) de la molécule A8 (zoom sur les protons du
cycle B du flavonoide)

Les corrélations HMBC et COSY sont présentées sur la figure 2.60.

L'ensemble de ces informations et la comparaison avec les données de la littérature (Yan et

al., 2002), confirment que le flavonol de A8 est la quercétine.

désoxy-hexose
OH o) 0 Corrélations COSY

(-\V Corrélations HMBC

Figure 2.60 : Corrélations HMBC et COSY déterminantes pour 1'élucidation structurale de la
molécule A8
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Détermination de la structure du sucre :

Les protons entre 3 et 4 ppm correspondent aux protons osidiques, ce qui est confirmé par la
présence d'un proton anomérique a 6 5,35 ppm (d, 1.5 Hz). Le méthyle a & 0,94 est
caractéristique d’un 6-désoxy-hexose. Les constantes de couplage, multiplicités et corrélations
présentées dans le tableau 2.10, ainsi qu'une comparaison avec la littérature (Jagan Mohan
Rao et al., 2002; Jayaprakasha et al., 2006) nous permettent de confirmer que 1'ose est bien un

a-L-rhamnopyranose comme précédemment.

La molécule A8 est donc la quercétine-3-0O-a-L-rhamnopyranoside également appelée

quercitrine (Figure 2.61).

Figure 2.61 : Quercétine-3-0-a-L-rhamnopyranoside (A8)

Cette molécule a déja été identifiée dans de nombreuses plantes dont le genre Limonium (Lin
and Chou, 2000). Cette molécule présente des activités antivirale (Choi et al., 2009) et anti-

inflammatoire (Erdemoglu et al., 2008).

+ Détermination structurale du composé A10

L’analyse HRMS conduit a I’identification de 1’ion pseudo-moléculaire [M+H]" a m/z
491,1176 et 1'adduit sodium correspondant [M+Na]* a m/z 513,0996, d’ou une formule brute
en Cp3H»,01,. Par rapport au composé A8 précédent, on observe pour le composé A10 un gain

de 42 uma soit un acétate.

Les spectres RMN des deux composés A8 et A10 sont tres proches et similaires pour la partie

quercétine (Tableau 2.10).
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Les différences portent sur le o-L-rhamnose ou le proton H4" est beaucoup plus déblindé a

4,81 ppm au lieu de 3,35 ppm, ce qui suggere une position estérifiée dans le composé A10.

On observe un méthyle singulet supplémentaire a 2,05 ppm, et sur le spectre 13C, on détecte
deux carbones supplémentaires, I'un a 172,5 (carbonyle d’ester) et le second a 19,6 ppm
(méthyle). L’ensemble de ces signaux appartiennent a un groupe acétyle estérifiant la position
4 du rhamnose. Cette estérification est confirmée par une corrélation HMBC entre les protons

de l'acétyle a 2,05 ppm et le carbone C 4 du rhamnose a 73,6 ppm.

Les données spectrales sont également comparées a la littérature (Masuda et al., 1991), ainsi
la molécule A10 a été identifiée a la quercétine-3-0-a-L-(4''-0-acétyl)-rhamnopyranoside

(Figure 2.62).

OAc
Figure 2.62 : Quercétine-3-0-0-L-(4""-0-acétyl)-rhamnopyranoside (A10)

L'acétylation de la partie osidique des flavonoides est quelque chose de relativement courant
(Masuda et al., 1991; Timbola et al., 2002; Wojdylto et al., 2017). Cette structure a déja été
identifiée dans l'espéce Polygonum capitatum (Zhao et al., 2011) ou encore dans Scurrula
ferruginea (Lohézic-Le Dévéhat et al., 2002). Des activités biologiques ne semblent pas

décrites pour ce flavonoide.

b.2 Hétérosides flavoniques di-glycosylés
b.2.1 Détermination structurale des génines

Parmi les dix hétérosides isolés :
- trois sont des hétérosides de myricétine : B2, B5, B8,
- deux sont des hétérosides de kaempférol : B4 et B7,

- trois sont des hétérosides de quercétine : B3, B6, BY.
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Pour tous ces composés, la structure de 1’aglycone a été établie comme précédemment, a
partir de I’analyse des spectres de RMN 1H, 13C, DEPT, COSY, HSQC, HMBC, et par la

mise en évidence des protons et carbones caractéristiques de chaque flavonol (Tableau 2.9).

Seul le composé B10 possede la syringétine comme flavonol. Sur son spectre de RMN 1H,
on observe les deux protons meta du cycle A a 6.14 ppm (2 H, d, J=2.0 Hz, H6) et 6.33 ppm
(2 H, d, J=1.8 Hz, H8), ainsi que le singulet du cycle B a 7.56 ppm (2 H, s, H2', H6") comme

dans le cas de la myricétine (Figure 2.63).
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Figure 2.63 : Spectre RMN 1H (500 MHz, CD;0D) de la molécule B10

De plus, un méthyle singulet est détecté a 6 3.94 (6 H, s) dont le déplacement chimique est
caractéristique d'un méthoxy. Le fait que ce signal s intégre pour 6 protons, signifie que 1'on a
deux méthoxy équivalents en position 3' et 5' de la myricétine puisque la symétrie du noyau B
est conservée. Ceci est confirmé par une corrélation HMBC entre le singulet des méthoxy et
les C3' et C5'. On observe également un effet nOe entre H2'-H6' et les protons des méthoxy.
L'HSQC nous indique que les carbones des méthoxy sont équivalents a & ppm 55,3. Pour
confirmer la présence de la syringétine, les données sont comparées a celles de la littérature

(Guo et al., 1998).
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OH O
Figure 2.64 : Syringétine

De méme seul le composé B11 est un hétéroside d’isorhamnétine. Dans son spectre de RMN
1H, on retrouve les signaux caractéristiques de la quercétine : les deux protons en meta du
cycle A a o ppm 6.14 (1 H, d, J=3.5 Hz, H6) et 6.32 (1 H, d, J=3.5 Hz, H8), et pour le cycle
B les deux doublets a 8 ppm 6.91 (1 H, br d, J/=8.2 Hz, H2") et 7.95 (1 H, br d, J=1.7 Hz, HS")
et un doublet de doublets a 6 ppm 7.63 (1 H, dd, J=8.4, 1.4 Hz, H6"). Néanmoins, on observe
également un méthoxy singulet & 3.95 (3 H, s). La position du méthoxy sur le C3' est obtenue
par une corrélation HMBC entre les protons du méthoxy et le C3'. L'HSQC nous indique que
ces protons sont portés par un carbone a & ppm 56,8. On observe également un effet nOe entre
H2'-H6' du cycle et les protons du methoxy. Pour confirmer la structure de I’isorhamnétine, et
notamment la position du methoxy entre la position 3' et 4' les données sont comparées a celle

de la littérature (Carotenuto et al., 1997).

Figure 2.65 : Isorhamnétine
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b.2.2 Détermination de I’enchainement a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-p-D-

glucopyranose (rutinose) et structure des composés B2, B3, B4, B11

Quatre hétérosides possedent le méme enchainement diglycosidique a-L-rhamnopyranosyl-
(1—6)-B-D-glucopyranoside, 1ié a I’hydroxyle du carbone C3 du flavonol. Il s’agit des
composés B2, B3, B4, B11.
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Figure 2.66 : Spectre RMN 'H (500 MHz, CD;0D) de la partie osidique de flavonol-rutinoside
(cas du B4)

«» Démonstration de 1'élucidation structurale du rutinose - cas de B2

Le spectre HRMS montre un ion pseudo-moléculaire [M+H]"a m/z 627, 1552 ( [M+Na]+ a
m/z 649,1366), pour une formule brute en C,;H300,; (Figure 2.67). Deux fragments sont
observés a m/z 481 et 319 du fait de la perte successive des unités osidiques : une de 146 Da
pour un 6-désoxy-hexose terminal (rhamnose) et une seconde de 162 Da pour 1’hexose

(glucose) 1ié au flavonol.
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Figure 2.67 : Spectre de masse (ESI'-QTOF) de la molécule B2

Sur le spectre de RMN 1H, on détecte deux protons anomériques a ¢ 4.53 ppm (d, J=1.2 Hz,
H1") et 5.08 (1 H, d, J=7.8 Hz, H1"). Le proton a 5,08 ppm est 1i¢ au flavonol puisqu’il

correle en HMBC avec le C3 de la myricétine.

L’analyse du spectre COSY permet de déterminer les enchainements protonés des deux unités
osidiques, et ainsi de faire leurs attributions. Les corrélations 1JH_C déterminées a partir du

spectre HSQC permettent d’attribuer les carbones osidiques (Tableau 2.11).

L’anomere a 5,08 ppm est celui d’un B-D-glucopyranose avec des protons en position axiale,
et le second anomere a 4,53 ppm est attribué a un a-L-rhamnopyranose (Agrawal, 1992;
Scharbert et al., 2004). Pour ce 6-désoxyhexose, on observe un effet nOe entre son H1"' et les
protons H6" du glucose, ce qui établit la séquence a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)- B-D-
glucopyranose (rutinose). Cet enchainement est confirmé en HMBC par I’observation d’une

corrélation entre H1°*’du rhamnose et le CH,-6"" a 68.7 ppm du glucose.

La molécule B2 est identifié¢e comme étant la myricétine-3-0-a-L-rhamnopyranosyl-
(1"'—6")-p-D-glucopyranoside, aussi appelée myricétine-3-O-rutinoside (Figure 2.68)

(Scharbert et al., 2004).
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Figure 2.68 : Myricétine-3-O-rutinoside (B2)

La myricétine-3-O-rutinoside est un hétéroside de flavonol assez répandu. On le retrouve dans
des familles tres différentes comme les Fabaceae (Kazuma et al., 2003), les Euphorbiaceae

(Camero et al., 2017) ou encore dans différentes baies (Tian et al., 2017).

+» Structures des hétérosides B3, B4 et B11 :

La molécule B3 a été de la méme facon identifiée comme étant la quercétine-3-0O-a-L-
rhamnopyranosyl-(1'"'—6'")-p-D-glucopyranoside, aussi appelée  quercétine-3-O-

rutinoside ou plus simplement rutine (Figure 2.69) (Scharbert et al., 2004).

Figure 2.69 : Quercétine-3-0O-rutinoside (B3)

La rutine est une molécule trés largement distribuée dans le régne végétal. Elle a été, entre
autres, identifiée dans la famille des Plumbaginaceae, dans le genre Limonium notamment
(Korul’kina et al., 2004). Une étude a montré que la rutine pouvait présenter une activité anti-

inflammatoire plus importante que son aglycone (Guardia et al., 2001).
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La molécule B4 est identifiée comme étant le kaempférol-3-0-a-L-rhamnopyranosyl-
(1'"'—6")-p-D-glucopyranoside, aussi appelée kaempférol-3-O-rutinoside ou plus

simplement la nicotiflorine (Figure 2.70) (Scharbert et al., 2004).

OH
HOO O
|

Figure 2.70 : Kaempférol-3-O-rutinoside (B4)

La nicotiflorine est également une molécule trés largement distribuée dans le régne végétal
qui présente également une activité anti-inflammatoire (Sekine et al., 1993) et neuroprotective

(Li et al., 2006).

Apres comparaison des données spectrales avec la littérature (Kim et al., 2009), la molécule
B10 est identifiée comme étant la 3'-methoxy-quercétine-3-0-a-L-rhamnopyranosyl-

(1—6)-p-D-glucopyranoside, aussi appelée isorhamnetine-3-O-rutinoside (Figure 2.71).

HO” »Y2" “OH
OH
Figure 2.71 : Isorhamnetine-3-O-rutinoside (B11)

Cette molécule a déja été identifiée dans de nombreuses plantes comme par exemple dans

I'argousier (Guo et al., 2017) ou encore le calendula (Moraes et al., 2016).
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b.2.3 Détermination de I’enchainement a-L-arabinopyranosyl-(1—6)-p-D-

glucopyranose (vicianose) et structure de BS, B6 et B7

Trois hétérosides posseédent le méme enchainement diglycosidique o-L-arabinopyranosyl-
(1—6)-B-D-glucopyranoside, 1ié a I’hydroxyle du carbone C3 du flavonol. Il s’agit des
composés BS, B6 et B7.

«» Démonstration de 1'élucidation structurale du vicianose - cas de B5

L analyse HRMS de B5 conduit a I’identification des ions pseudo-moléculaires [M+H]" a m/z
613,1392 et [M+Na]® a m/z 635,1211, d’ou une formule brute de CycHz5017. Deux pertes
caractéristiques sont observées, une de 132 Da (fragment a m/z 481) pour un pentose terminal

et une seconde de 162 Da (fragment a m/z 319) correspondant a un hexose.

[M+H]*
613.1384
[M+Na]*
635.1211
319.0438
83.0603 [M+H-132]*
481.0961 ¢ 636.1218 [2M+Na]*
120.0547 - 1247.2513
Sl [M+H 162{;
‘L 1‘ ||ll..l u " ll l 1 l
LN L L L L L R L L L L L L N R R R NN R RN NN RN R RN RE R R
80 160 240 320 400 480 560 640 720 800 880 960 1040 1120 1200 m/z

Figure 2.72 : Spectre de masse (ESI'-QTOF) de la molécule B5

On observe sur le spectre de RMN 1H, la présence de deux protons anomériques a d ppm 4.04
(1 H, d, J=7.2 Hz, H1"), 5.19 (1 H, d, J=7.9 Hz, H1"). Les deux protons présentent une
constante de couplage caractéristique de protons H1 et H2 trans di-axiaux. Sur le spectre
HMBC, le proton a 5,19 ppm correle avec le C3 du flavonol (ici myricétine) ; quant au proton

a 4,04 ppm, il correle avec un CH; a 69,4 ppm probablement le C6 de ’hexose. Ainsi nous
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pouvons déja dire qu'il s'agit d'une myricétine glycosylée en position 3 par une chaine

pentose-(1-6)-hexose.
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Figure 2. 73 : Spectre RMN 'H (500 MHz, CD;0D) de la molécule B5
Des analyses de TOCSY sélective 1D ont été réalisées pour distinguer les systémes de spins

appartenant a chacune des deux unités osidiques ; pour ce faire on sélectionne les protons

anomériques qui sont isolés. La TOCSY 1D apporte des informations fiables sur la

multiplicité et les constantes de couplage des signaux susceptibles d’étre superposés (Figures

2.74 et 2.75). L’analyse conjointe du spectre COSY est nécessaire pour déterminer 1’ordre

d’enchainement entre les différents protons osidiques. (Tableau 2.12).
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Figure 2.74 : Spectre RMN TOCSY 1D (500 MHz, CD30D) du sucre 1 de BS
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Figure 2.75 : Spectre RMN TOCSY 1D (500 MHz, CD3;0D) du sucre 2 de B5

Pour 1'hexose, toutes les constantes de couplages mesurées sont > 8 Hz, et les protons sont
tous en position axiale. Le spectre NOESY montre un effet nOe entre les protons a-axiaux du

pyranose : H1" et H3", H5". L'ensemble des données comparées a celle de la littérature

(Agrawal, 1992; Movsumov et al., 2006) confirme qu'il s'agit bien du B-D-glucopyranose.

Pour le pentose, les Jyi.u2 Juo-u3 sont de 7,2 et 9,8 Hz respectivement, ce qui signifie que les
trois protons H1"', H2"', H3"' sont en position trans di-axiale. La Jy3.p4 est de 3,6 Hz, ce qui

m

est caractéristique d'une relation protonée axiale-équatoriale, donc H4"' est en position
équatoriale. Un effet nOe est observé entre HI"' H5"'b, ce qui signifie que ce dernier est en
position axiale. Le C5"' étant assez déblindé, il semble que celui-ci soit en o de 'oxygene de
I'hétérocycle. Toutes ces données convergent vers un pentopyranose: l'oa-L-

arabinopyranose.(Tableau 2.12) (Agrawal, 1992; Movsumov et al., 2006).
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La molécule B5 a été identifiée a la myricétine-3-0-a-L-arabinopyranosyl-(1'"'—6")-p-D-

glucopyranoside, pouvant également étre appelée myricétine-3-O-vicianoside (Figure 2.76).

New !

Figure 2.76 : Myricétine-3-O-vicianoside (B5)

Cette molécule est un hétéroside flavonique original non isolé ni caractérisé auparavant. En

effet, sa présence n'a jamais €té signalée dans la littérature bien que la myricétine soit un

zeN 2

flavonol courant et que le vicianose ait déja été décrit sur d'autres flavonoides (cf. B6 et B7).

¢ Structures des hétérosides B6 et B7 :

Une analyse similaire des données spectrales de B6 et B7, nous a permis de conclure que :

- le composé B6 est la quercétine-3-0-a-L-arabinopyranosyl-(1—6)- B-D-glucopyranoside,

également appelée quercétine-3-0-vicianoside ou peltatoside (Figure 2.77).

Figure 2.77 : Quercétine-3-O-vicianoside (B6)
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Cette molécule a déja été identifiée dans différentes familles botaniques et notamment dans
I'espece halophile Atriplex lindleyi (Souda et al., 2015). Peu d'études biologiques ont été faites

sur cette molécule, néanmoins elle s'est révélée tre anti-nociceptive (Oliveira et al., 2017).

- le composé B7 est le kaempférol-3-O-a-L-arabinopyranosyl-(1-->6)- B-D-glucopyranoside,

encore appelé kaempférol-3-0-vicianoside (Figure 2.78).

Figure 2.78 : Kaempférol-3-O-vicianoside (B7)

La présence du kaempférol-3-O-vicianoside n'a été signalée que quatre fois dans la littérature,
notamment dans Corydalis bungeana (Xie et al., 2004) et Helianthemum sessiliflorum

(Benabdelaziz et al., 2017). Aucun test d'activité biologique n'a été réalisé€ sur cette molécule.

b.2.4 Détermination de I’enchainement a-L-arabinofuranosyl-(1—6)-$-D-

glucopyranose, et structures de B8, B9 et B10

Trois hétérosides flavoniques B8, B9 et B10 se composent respectivement de myricétine, de
kaempférol, et de syringitine, glycosylés par une chaine disaccharidique similaire a celle a-L-

arabinopyranosyl-(1—6)-B-D-glucopyranoside, mais ou 1’arabinose est un furanose.

Ainsi les hétérosides B8 et B9 sont des isoméres des hétérosides B5 et B6 et posseédent des

spectres de HRMS identiques.
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+ Démonstration de 1'élucidation structurale du a-L-arabinofuranosyl-

(1—6)-p-D-glucopyranoside - cas de B8

Sur le spectre de RMN 1H de B8, on observe bien la présence des deux protons anomériques
adppm4.76 (1 H, d, J=1.3 Hz, H1"") pour I’arabinose et 5.14 (1 H, d, J=8.0 Hz, H1") pour le
glucose. La constante de couplage JHI1’’’-H2’’’ est beaucoup plus faible que celle

précédemment mesurée pour 1’ a-L-arabinopyranose.

On détecte sur les spectres DEPT et HSQC, le CH,OH de I’arabinofuranose a 62,8 ppm, a un
déplacement blindé par rapport a la valeur observée dans la molécule B5 (66,9 ppm) qui
s'explique par la position libre du CH,OH en dehors du cycle, en B de l'oxygene
hémiacétalique. De facon inverse le C4’’’ est fortement déblindé a 85.7 ppm (au lieu de 69.7

ppm dans B5 ; A = +16 ppm) du fait de sa participation dans le cycle furanique.

Toutes les constantes de couplage des protons H1’’’, H2’’, H3"’, H4""* sont faibles, < 5.6

Hz ce qui indique des angles dieédres entre 45° et 90°.

L'ensemble des données (Tableau 2.13) sont comparées a celles de la littérature (Agrawal,
1992; Markham and Chari, 1982; Yang et al., 2003) et confirment qu'il s'agit bien de I'a-L-

arabinofuranose.

La molécule B8 est identifiée comme étant la myricétine-3-0-a-L-arabinofuranosyl-

(1'""'—6")-p-D-glucopyranoside.

New !

Figure 2.79 : Myricétine-3-0-a-L-arabinofuranosyl-(1'"'—6')- B-D-glucopyranoside (B8)

Cette structure n'a jamais €té signalée dans la littérature. Cette molécule a donc été décrite ici
pour la premiéere fois. L'enchainement osidique avait déja été identifi€¢ dans la gossypetine (7-

hydroxyquercétine) en position 7 (Yang et al., 2003).
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¢ Structure des hétérosides B9 et B10

La molécule B9 est identifiée a la quercétine-3-0-a-L-arabinofuranosyl-(1''"'—6")- B-D-

glucopyranoside (Figure 2.80).

New !

Figure 2.80 : Quercétine-3-0-a-L-arabinofuranosyl-(1'"'—6")- -D-glucopyranoside (B9).

Cette structure n'a jamais été signalée dans la littérature. Cette molécule a donc été identifiée

ici pour la premiere fois.

La molécule B10 est identifiée comme étant la 3'-5'-dimethoxy-myricétine-3-O-a-L-
arabinofuranosyl-(1"'—6")- B-D-glucopyranoside, aussi appelée syringetine-3-0-a-L-

arabinofuranosyl-(1'"'—6")- B-D-glucopyranoside (Figure 2.81).

New !

Figure 2.81 : Syringétine-3-0-a-L-arabinofuranosyl-(1'"'—6'")- p-D-glucopyranoside (B10)

Cette structure n'a jamais été signalée dans la littérature. Cette molécule a donc été identifiée

ici pour la premiere fois.
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Tableau 2.10 : Déplacements chimiques de la partie osidique des sept monoglycosides d'A. maritima

All A6 Al2 A7 A9 A10 A8
vwﬂ: §C  &H,m (JHz) §C &H, m (J Hz) §C &H, m (J Hz) §C  &H,m (JHz) §C 8H,m (JHz) |6C  &H,m (JHz) 8H, m (J Hz)
1" | 104 5.23,d (7.5) 104,4 5.25,d (7.9) 103,5 528,d(7.9) 1036 538 d(1,8 | 1038  532,d(15 [105,1 5.49,d(16) 5.35, d (1.5)
2" | 76,2 3.46, m 75,9 3,51, t (9.0) 75,6 3.551t (8.5) 72,1 4.22,dd (3.3,1.8)] 72,0 4.23,dd(3.2,1,5)|70,3 4.21,dd (3.2, 1.6)|4.22, dd (3.3, 1.5)
3" | 784 3.46, m 78,4 3.44,t (9) 78,0 3.45 72,2 3.71,dd (9.0,3.3)| 722 3.80,dd (9.5,3.2)| 68,7 3.88,dd (9.7,3.2)[3.75, dd (9.4, 3.3)

gl & |21 333,407 71,2 3.39,t (9) 71,7 3.36 73,3 3.34,m 73,5 3.35,t(9.6) |73,6 4.81, m 3.33,m
5" 76,1 3.46, m 78,5 3.23,ddd (7.3, 4.5, 2.3) 75,9 3.45 72,2 3.34, m 72,3 3.52,dq (9.6, 6.2)| 68,2 3.35, m 342, m
. 4.19, dd (11.8, 6.6) 3,62, dd (12.5, 4.5) 4.22, dd (11.6, 7.0)
6" 1646 420 qa(115 30)| %3  375.dd(12545 | 5 432dd(ie 15|78 092d68) | 178 097,d62) [162 079,d(63) 0.94, d (6.1)
1" 128 127,1
6| 132 7.32,d (8.6) 131,2 7.32,d (8.9)
gp"s| 117 6.8, m 116,7 6.79, d (8,9)
gl 4 | 162 161,1
gl 7 | 147 7.41, d (16.0) 146,5 7.39, d (16.1)
8" | 115 6.07, d (16.0) 114,7 6.10, d (16.1)
9" | 169 168,9
M m 171,1
o
19,6 2.05, s
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Tableau 2.12 : Déplacements chimiques de la partie osidique des trois hétérosides possédant un enchainement osidique de type vicianose

B5 B6 B7
Position | 6 C 6H, m (J Hz) 6C 6H, m (J Hz) 6C 6H, m (J Hz)
1" 104,3 5.19,d (7.9) 104,2 5.20,d (7.7) 104,8 5.13,brd (7.7)
2" 75,8  3.54,dd (9.5, 7.8) 75,9 3.51,dd (9.7, 7.7) 75,9 3.48,dd (9.0, 7.7)

9 3" 78,3 3.41,t(9.5) 78,4 3.40,t (9.7) 78,2 3.41, t(9.0)

mc m 4" 71,6  3.31,dd (9.5, 8.9) 71,6 3.33,dd (9.8, 8,8) 71,6 3.31,t(9.0)

RD_,. W 5" 78,5 343, m 78,2 3.42,t(8,8) 78,3 3.40, m

6" 69,4 3.62,dd (12.3,3.3) 69,3 3.61,dd (12.2, 6.2) 69,2 3.61,dd (12.0, 6.1)
3.92, dd (12.1, 1.5) 3.91, dd (12.2, 1.8) 3.90, dd (12.0, 1.8)
1" 105,0 4.04,d (7.3) 105,0 4.05, d (7.0) 105,5 4.06,d (7.1)

_ 2" 72,6  3.36,dd (9.8, 7.3) 72,6 3.37,dd (8.9, 7.0) 72,5 3.39,dd (8.7,7.1)
..m 2 3" 74,2  3.21,dd (9.8, 3.6) 74,2 3.20, dd (9.1, 3.4) 74,1 3.19,dd (8.7, 3.7)
m W 4" 69,7 3.66,m(W1/2)=7 69,7 3.65, m 69,7 3.64, m
s < 5" 66,9 3.69, brdd (12.4,2.8) 66,8 3.69, dd (12.3, 3.1) 68,7 3.69,dd (12.3, 2.90)

3.13,dd (12.4, 1.1) 3.14, dd (12.3, 1.4) 3.17, dd (12.3, 1.53)
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Chapitre 2 : Armeria maritima [T - Phytochimie

c¢. Conclusion

Tous les flavonoides isolés dans A. maritima sont exclusivement des hétérosides de flavonols,
en accord avec 1'étude phytochimique préliminaire de I'espece (Lauranson et al., 1995). Parmi
ceux-ci, il y a 5 flavonols monoglycosylés, tous isolés a partir de 1’extrait AmA. Ce sont des
molécules ubiquitaires. Nous avons isolé dans cet extrait deux flavonol coumaroyl-glucosides
qui sont des molécules peu courantes : la myricétine-3-O-B-D-(6"-O-trans-p-coumaroyl)-

glucopyranoside n'avait été décrite qu'une seule fois auparavant.

Enfin, 10 flavonols diglycosylés ont été isolés a partir de I’extrait AmB, parmi lesquels 3
flavonol-3-rutosides bien connus et 4 nouvelles molécules qui sont la myricétine-3-O-
vicianoside, la myricétine-3-0-a-L-arabinofuranosyl-(1"'—6")-B-D-glucopyranoside, la
quercétine-3-0-a-L-arabinofuranosyl-(1""—6")-f-D-glucopyranoside et la syringétine-3-O-
O-a-L-arabinofuranosyl-(1"'—6")- B-D-glucopyranoside. A noter que l'extrait AmB était le
plus important (en termes de masse), ce qui signifie que les diglycosides de flavonols sont les
métabolites secondaires majoritaires d'A. maritima et plus particulierement la
myricétine-3-0-vicianoside, la myricétine-3-0-a-L-arabinofuranosyl-(1'''—6")- p-D-

glucopyranoside et la myricitrine.

Comme pour les acides phénoliques, les flavonols et plus largement les flavonoides sont des
composés tres étudiés et pour lesquels de nombreuses activités biologiques ont déja été
évaluées (Nijveldt et al., 2001). Par exemple, les flavonoides jouent un rdle dans la prévention
des cancers (Burkard et al., 2017; George et al., 2017; Le Marchand, 2002), ils sont aussi anti-
fongiques (Seleem et al., 2017) ou encore antioxydants (Pietta, 2000). Il serait cependant
intéressant d'étudier l'activité biologiques des hétérosides de flavonols isolés sur des cibles
dermo-cosmétiques et particuliecrement les métabolites majoritaires ainsi que les molécules

nouvellement identifiées.
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3. Les lignanes

a. Biosynthese

Les lignanes sont des métabolites secondaires issus de la condensation d'unités
phénylpropaniques, provenant de la voie du shikimate. Ces unités phénylpropaniques sont le
plus souvent des alcools 4-hydroxycinnamique, coniférylique ou encore synapylique (Dewick,
2009). Par exemple, le pinorésinol provient d'un couplage radicalaire entre deux alcools
coniféryliques conduisant a une double cyclisation 7-O-7' et 9-0-9' (Figure 2.82). Cette

double cyclisation donne systématiquement naissance aux lignanes furano-furaniques.

o)
/OH H /’\“/\__/
\ A LN
\ L=
= X2 (T ToCH,
\l—c"l
= ] )
| SN e
OCHs |/ o
OH i
: OH
o_ Il
% Y P ocH,
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CHgO\%/ S 0/9,

}J“xf/ 6

HO™

Figure 2.82 : Biosynthése d'un lignane furanofuranique : le (+)-pinorésinol
(Bruneton, 2009)

A coté des lignanes dits « vrais », existe aussi un groupe appelé néolignanes. Celui-ci est
constitué de composés pour lesquels le couplage des unités phénylpropanoiques n'implique au

maximum qu'un seul carbone f (8). (Bruneton, 2009)

b. Elucidations structurales

+ Détermination structurale du composé D4

Le spectre UV indique trois Am.x a 199, 230 et 281 nm.

L’analyse HRMS conduit a I’identification d’un adduit sodium [M+Na]" a m/z 381,1296, ce

qui correspond a une formule brute de CyoH2,0¢.
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Sur le spectre de RMN 'H, on observe trois protons formant le systtme ABX d’un cycle
aromatique tri-substitué, le premier a 6 ppm 6.77 (1 H, d, J=8.0 Hz, HS), le second en ortho a
o ppm 6.81 (1 H, dd, J=8.0, 1.8 Hz, H6) et le troisiéme en para a 6 ppm 6.95 (1 H, d, J=1.8
Hz, H2) (Figure 2.83). La molécule posseéde également un groupement méthoxyle a 6 ppm
3.86 (3 H, s). On observe 4 autres signaux couplés a 6 ppm 3.15 (1 H, m, H8), 3.84 (1 H, dd-
like, J=9.2, 3.7 Hz, H9b), 4.23 (1 H, dd-like, J = 8.9, 6.7 H9a), 4.71 (1 H, d, J=4.3 Hz, H7)
(Figure 2.83).

19 _:HmD?—Epromn.esp
3 OMe(s)
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0.9 3
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0.7 3
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Figure 2.83 : Spectre 1H (MeOD, 500 MHz) de 1a molécule D4

Le spectre de RMN Be présente seulement 10 signaux alors que la formule brute indique 20
atomes de carbones. Ainsi, nous pouvons émettre 1'hypothése que cette molécule est

symétrique.

L'analyse des spectres DEPT (Figure 2.84) nous permet de confirmer que la molécule contient
un OCHj3 a d ppm 56,5. On observe aussi un CH, a 6 ppm 72,7et le spectre HSQC indique que
ce carbone porte les deux protons a 6 ppm 4,23 et 3, 84. On observe également cinq CH, dont

les trois aromatiques du cycle tri-substitué.

On dénombre 3 carbones quaternaires aromatiques. Les protons du méthoxy correlent en

HMBC avec celui a 149,2 ppm. Sur le spectre NOESY, un seul effet est observé entre le
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OCHj; et le H2, permettant de placer le méthoxy en position 3 du cycle aromatique, et un OH

adjacent en position 4. Les corrélations HMBC confirment cette substitution aromatique.

] / \ 1CHs[[[] 1¢cH

-0.5+
] 3Cd 4CH
(dont 3 aromatiques)
1 1CH,
1.0
R e e R B S T R E
144 136 128 120 112 104 96 88 80 72 64 Chemical Shift (ppm)

Figure 2.84 : Spectre DEPT (MeOD, 126 MHz) du composé D4

Le proton non aromatique H7 a 4,71 correle en HMBC au carbone aromatique quaternaire
blindé a 133,9 ppm (C1). En COSY ce proton correle au proton a 3,15 ppm (H8), qui lui-

méme correle avec les deux protons du CH2 (H9).

Ces données sont comparées avec celle de la littérature : il s’agit d'un pinorésinol (Figure
2.85) (Brenes et al., 2000; Rahman et al., 1990; Fonseca et al., 1979). Le pouvoir rotatoire de
D4 est de 1°, soit pratiquement nul, alors que dans la littérature, le pinorésinol possede un
[a]p = £70 (Tsukamoto et al., 1984; Xie et al., 2003). Nous avons donc un mélange racémique

qui correspond a un mélange 50/50 des deux énantiomeres.
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N Corrélations HMBC
Corrélations COSY
Corrélations NOESY

Figure 2.85 : Corrélations HMBC, COSY et NOESY déterminantes pour 1'élucidation
structurale du pinorésinol

Le pinorésinol est un lignane courant. On le retrouve notamment dans des halophytes comme
Frankenia thymifolia (Ben Mansour et al., 2016) et Limonium densiflorum (Medini et al.,

2016).

+ Détermination structurale du composé D5

Le spectre UV de D5 est similaire a celui de D4 avec trois Anax de 202, 234 et 281 nm.

L’analyse HRMS conduit a une formule brute de C,yH»0O7 (IM+H]" a m/z 373,1289 et
[M+Na]" a m/z 395,1210).

Beaucoup de similarités sont observées avec la molécule précédente. Néanmoins, la symétrie
n'est pas conservée, puisqu’on observe sur le spectre RMN 'H, 6 protons aromatiques 4 & ppm
6.79 (1 H, d, J=7.9 Hz, HS), 6.83 (1 H, m, HS"), 6.83 (1 H, m, H6"), 6.85 (1 H, dd, J=7.9, 2.1
Hz, H6), 6.95 (1 H, d, J=1.8 Hz, H2'), 6.97 (1 H, d, J=2.1 Hz, H2) pour deux noyaux
aromatiques trisubstitués. On observe également deux méthoxy a é ppm 3.86 (3 H, s, OMe') et
3.87 (3 H, s, OMe). On détecte aussi deux doublets a & ppm 5.24 (1 H, d, J/=4.0 Hz, H7), 5.40
(1 H, d, J=4.0 Hz, H7"), pouvant correspondre aux positions 7 et 7' comme dans la molécule

D4.

Contrairement a D4, le composé DS ne comprend qu’un seul CH,, et un carbonyle de cétone

est visible a 179,85.
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Les corrélations NOESY et HMBC permettent d'attribuer sans ambigiiité les deux méthoxy en
position 3 de chaque systeme aromatique. Les corrélations HMBC et COSY permettent de

confirmer qu'une cétone se trouve en position 9 (Figure 2.86).

- O
/\  Corrélations HMBC
H .
0 5 Corrélations COSY
Corrélations NOESY

Figure 2.86 : Corrélations HMBC, COSY et NOESY déterminantes pour 1'élucidation
structurale de la molécule D5

L'ensemble des données a été comparé a celles de la littérature (Ma et al., 2013; Otsuka et al.,
1989). Elles sont identiques, excepté pour les positions 8 et 8' ol on observe une inversion
d’attribution. La molécule D5 a donc été identifié¢e comme étant le 7,9'-époxy-4,4'-
dihydroxy-3,3'-diméthoxy-9,7'-lignanolide, également appelée balanophonine B (Figure
2.87).

Le pouvoir rotatoire mesuré pour le composé DS est de + 8 (c 0.05, MeOH, 25°C). Dans la
littérature [a]p = +18,6° (Ma et al., 2013). Nous ne pouvons donc pas conclure sur la
configuration absolue de notre molécule. Néanmoins, la trés faible concentration a laquelle
nous avons dii mesurer le pouvoir rotatoire compte tenu de la tres faible quantité de molécule
isolée et la faible sensibilité du polarimetre utilis€é peuvent expliquer cette différence. Par
contre, le spectre NOESY nous apporte des informations sur la stéréochimie relative, les

corrélations décisives étant présentées ci-contre.
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Figure 2.87 : Configuration relative de la balanophonine B

+ Détermination structurale du composé D6

Son spectre UV indique trois Ayax de 202, 218 et 275 nm, et différe quelque peu de celui des
molécules D4 et DS.

L’analyse HRMS conduit & I’identification de l'ion pseudo moléculaire [M+H]|" a m/z

347,1117, ce qui correspond a une formule brute de CgH;307.
Sur le spectre RMN 'H, on observe deux parties aromatiques :

- d'une part deux protons aromatiques méta a & ppm 7.53 (1 H, br s, H2) et 7.57 (1 H, br s,
H4),

- d'autre part un phénylpropane avec un systeme ABX avec 6 ppm 6.77 (1 H, d, J=8.0Hz,
H5", 6.83 (1 H, br dd, J=8.0, 1.9 Hz, H6"), 6.95 (1 H, d, J=1.9 Hz, H2"), et un enchainement
de quatre protons corrélés en COSY: un doublet a 5.61 ppm (1 H, d, J=6.1 Hz, H7'), couplé a
un multiplet a 3.54 ppm (1 H, m, H8") , couplé a un CH,OH a 3,86 ppm et 3,80 ppm.

- deux méthoxy a 6 ppm 3.81 (3 H, s, OMe'), 3.90 (3 H, s, OMe).

Les spectres DEPT et carbone nous confirment la présence de deux méthoxy et un carbone a
175,1 ppm caractéristique d'un acide carboxylique. Les deux OCHj3 et le COOH sont placés
sur les cycles aromatiques grace a leurs corrélations HMBC qu’ils développent avec les

différents protons aromatiques (Figure 2.88) :
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e /x Corrélations HMBC

Corrélations COSY

Figure 2.88 : Corrélations HMBC et COSY déterminantes pour 1'élucidation structurale de la
molécule D6

L'ensemble de ces données ont été comparées a la littérature (Jia et al., 2010) pour confirmer

que la molécule D6 est un ceplignane (Figure 2.88).

Le pouvoir rotatoire mesuré pour cette molécule est de + 10° (¢ 0.08, MeOH, 25°C). Dans la
littérature [alp = + 29 ou - 5,42 pour les deux énantiomeres (Liang et al., 2015).
Normalement, les valeurs absolues sont identiques, ce qui n'est pas le cas. Nous ne pouvons
donc pas conclure sur la configuration absolue de notre molécule. Néanmoins la trés faible
concentration a laquelle nous avons dii mesurer le pouvoir rotatoire compte tenu de la tres
faible quantité de molécule isolée et la faible sensibilit¢é du polarimetre utilis€ peuvent
expliquer cette différence. Le spectre NOESY, n'était pas de suffisamment bonne qualité pour

tirer des conclusions quant a la stéréochimie relative des positions 7° et 8’.

c¢. Conclusion

Trois lignanes ont été isolés dont deux lignanes furano-furaniques et un néolignane. A
noter que les fractions issues de 1’extrait AmD n'ont pas toutes été analysées, par manque de
temps. Nous ne pouvons pas €carter la présence de lignanes supplémentaires dans les autres

fractions. Il serait judicieux de poursuivre 1'étude de cet extrait dichlorométhanique.

Etant donnée la diversité structurale de cette famille, les activités biologiques qui lui sont
attribuées sont assez diversifiées (MacRae and Towers, 1984). Il serait donc intéressant

d'évaluer leurs activités sur des cibles dermo-cosmétiques
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4. Les megastigmanes

a. Biosynthese

Les mégastigmanes appartiennent a la famille des norisoprénoides (Peinado, 2012). Les
norisoprénoides sont des molécules aromatiques qui dérivent des caroténoides (Baumes et al.,
2002; Hampel et al., 2007), les plus connus étant la B-ionone et la B-damascenone. Ces
molécules ont été trés étudiées dans le raisin (Kotseridis et al., 1999; Sefton et al., 2011). Les
caroténoides sont des tétraterpénes provenant initialement du phytoéne qui résulte du
couplage oxydatif entre deux unités géranylgéranyl diphosphate (GGPP) (Bruneton, 2009). Le
GGPP est issu de la voie du mévalonate. Les caroténoides peuvent aussi provenir du 1-deoxy-

d-xylulose (DOX) (Arigoni et al., 1997).

Figure 2.89 : Biosynthese des norisoprénoides .
DMAPP : Diphosphate diméthylallyle , IPP : diphosphate isopentényle , DOX : 1-deoxy-D-xylulose.
Les unités isoprenes intégrées dans le caroteénes sont représentées par des symboles.
(Hampel et al., 2007)

b. Elucidations structurales

Figure 2.90 : Squelette carboné de base des mégastigmanes
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+ Détermination structurale du composé D7

Le spectre UV indique un Ap,x a 241 nm.

L’analyse HRMS conduit a I’identification de l'ion pseudo moléculaire [M+H]" & m/z

223,1343 et [M+Na]" 24 245,1142, ce qui correspond a une formule brute de C3H;30s.

Le spectre proton montre la présence de 4 groupements méthyles a 6 ppm 1.02 (3 H, s, H12),
1.06 3 H, s, H11), 1.90 (3 H, d, J=1.2 Hz, H13), 2.31 (3 H, s, H10). L'HMBC nous montre
que les CH3-11 et CH3.12 sont géminés et portés par le méme carbone (C1). Les protons CH3-
10 et CH3-13 sont plus déblindés, du fait de leur position sur des insaturations (CH3-CO et
CH;-C=C).

On observe trois protons éthyléniques dont deux a & ppm 6.44 (1 H, d, J=15.7 Hz, H8) et 6.99
(1 H, d, J=15.7 Hz, H7) caractéristiques d'une double liaison frans, et un troisieme, singulet a

3 5.94 (H4).

L'HSQC nous permet également d'identifier deux protons géminés d’alcane a & ppm 2.28 (1

H, d, J=17.1 Hz, H2a) et 6 2.60 (1 H, br d, J=17.1 Hz, H2b) (Figure 2.91).

H2a(d)
n H11(d)
H10(s) =
- H12(d)
o m
o 2
H13(d)

w
=
—

1.90

H2b(br d)
[ |

Figure 2.91 : Spectre '"H (MeOD, 500 MHz) de la molécule D7

Le spectre carbone indique la présence de deux fonctions cétone a 200.5 ppm (C3) et 200.9
ppm (C9). LHMBC montre que les H2a et H2b correlent avec le C3 et que les protons de la
double liaison trans, ainsi que le méthyle C10 correlent avec le C9. Les spectres COSY et

HMBC montrent que les deux méthyles géminés (C11, C12) correlent avec les deux protons
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géminés (C2). H7, H11, H12 et le quatrieme méthyle H13 correlent en HMBC avec le
carbone quaternaire a 80,1 ppm (C6) (Figure 2.92).

/‘\‘ 1s HMBC

1s COSY

Figure 2.92 : Corrélations HMBC et COSY déterminantes pour 1'élucidation structurale de la
molécule D7

Apres comparaison des données obtenues avec la littérature (Kisiel et al., 2004), le composé

D7 a été identifié comme étant le déhydrovomifoliol.

Le pouvoir rotatoire mesuré pour cette molécule est de + 46 (¢ 0.05, MeOH, 25°C). Dans la
littérature [a]p = £220° (H&usler and Montag, 1989; Serra et al., 2007). Nous ne pouvons donc

pas conclure sur la configuration absolue de notre molécule.

On observe un effet nOe entre H7 et H12, ce qui nous permet d'en déduire une stéréochimie

relative représentée sur la figure ci-dessous :

Figure 2.93 : Configuration relative du composé D7 (effet nOe)
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+ Détermination structurale du composé D8

Comme pour D7, le spectre UV de D8 indique un A & 237 nm di a une cétone a,p-

insaturée.

L’analyse HRMS conduit a I'identification de 1ion pseudo moléculaire [M+H]" a 225,1509
m/z et [M+Na]'a 247,1294 m/z , ce qui correspond a une formule brute de C;3H003 soit une

insaturation en moins par rapport a D7.

Comme pour le déhydrovomifoliol, le spectre proton de D8 montre la présence des 4 méthyles
adoppm 0.96 3H,s,H11), 1.18 (3 H, s, H12), 1.19 (3 H, s, H13), 1.27 (1 H, m, H2a), 2.29 (3
H, s, H10) avec des déplacements chimiques trés similaires. On observe aussi les deux
protons éthyléniques trans a 6 ppm 6.18 (1 H, d, J=15.9 Hz, H8), 7.17 (1 H, d, J=15.9 Hz,
H7).

L'HSQC nous permet d'identifier pour D8 deux CH; a & ppm 1.27 (1 H, m, H2a) et 1.58 (1 H,
ddd, J=12.8, 3.4, 1.8 Hz, H2b) d'une part, et a 6 ppm 1.66 (1 H, dd, J=16.0, 9.2 Hz, H4a),
2.30 (1 H, ddd, J=16.0, 4.9, 1.8 Hz, H4b) d'autre part. En plus, on observe un proton déblindé

a o ppm 3.77 (1 H, m, H3) appartenant a une fonction alcool secondaire.

Le spectre carbone de D8 montre la présence d'une seule fonction cétone a 200.4 ppm (C9)

mais on observe trois carbones sp3 oxygénés 64.5 (C3), 68.9 (C5), 71.0 (C6).

Les spectres 2D montrent les mémes corrélations que pour la molécule D7. Des corrélations
supplémentaires sont observées et présentées dans la figure ci-dessous, elles permettent ainsi
de confirmer la présence d'un hydroxyle en C3, d'un CH; en position 4, et d’'une fonction

époxy entre les positions 5 et 6. (Figure 2.94).

(~ X Corrélations HMBC
Corrélations COSY
Corrélations NOESY

Figure 2.94 : Corrélations HMBC et COSY déterminantes pour 1'élucidation structurale de la
molécule D8
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Apres comparaison des données obtenues avec la littérature (Duan et al., 2002; Kurokawa et
al., 1998), le composé D8 a été identifié comme étant le 3-hydroxy-5,6-epoxy-p-ionol.

(Figure 2.94).

Le pouvoir rotatoire mesuré pour D8 est de - 83 (c 0.1, MeOH, 25°C), ce qui correspond
exactement a la valeur de la littérature (Kurokawa et al., 1998). Ceci nous a permis de

conclure que la configuration absolue de cette molécule est 6S et SR (Figure 2.94).

c. Conclusion

\

Deux mégastigmanes ont été isolés a partir d'A. maritima. Comme pour les lignanes, les
fractions issues de l'extrait AmD n'ayant pas toutes été analysées, il se peut que d'autres

mégastigmanes soient présents dans la plante.

Les mégastigmanes sont connus notamment pour leurs propriétés odorantes dans le vin

(Pineau et al., 2007; Sefton et al., 2011).

Quelques activités biologiques sont décrites dans la littérature comme l'activité anti-

inflammatoire du déhydrovomifoliol (Kim et al., 2015).
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5. Les lipides et terpénes

Des analyses GC-MS couplées a I'utilisation de bases de données de type NIST ont permis de

mettre en évidence la présence de certains composés ubiquitaires dans la fraction

cyclohexanique AmC (Figure 2.95).

acide palmitique

l

eicosane

L e o L L R L e L e e B
28 30 32 34 36 38 40 42 Retention Time (min)

Figure 2.95 : Zoom sur le chromatogramme GC-MS de la fraction AmC

Ont été notamment trouvés des acides gras comme les acides tétradécanoique, palmitique,
linoléique, stéarique, oléique. On a aussi détecté la présence du sitostérol qui est un
triterpene (€galement identifi€ en CCM dans la fraction AmD) et du phytol qui est un

diterpene acyclique (Figure 2.96).

Figure 2.96 : Structures de terpénes identifiés dans I’extrait AmC
(a : phytol, b : sitostérol)

Des essais ont été réalisés en dérivant préalablement 1'échantillon AmC avec du N-méthyl-N-
(triméthylsilyl)trifluoroacétamide pour tenter de détecter d'autres composés, initialement
moins volatiles, mais aucune différence probante n'a été observée.
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D. Conclusion de l'investigation phytochimique d'A. maritima

31 molécules ont été isolées dans A. maritima : 9 phénols (Figure 2.96 b), 7 flavonols
monoglycosylés (Figure 2.96 b), 9 flavonols diglycosides parmi lesquels 4 nouvellement

décrits (Figure 2.96 c), 3 lignanes et 2 mégastigmanes (Figure 2.96 a).

Toutes ces molécules ont été isolées pour la premiére fois dans le genre Armeria. La
richesse en flavonoides avait déja été démontrée dans des especes de la famille des

Plumbaginaceae comme par exemple dans les genres Limonium et Limoniastrum (cf § LA4).

Cette étude confirme l'intérét des halophytes comme source de polyphénols, molécules au fort

potentiel biologique.

Ce travail a été centré sur les métabolites secondaires, mais pour obtenir une empreinte
phytochimique globale de la plante, il serait nécessaire de s'intéresser également aux

métabolites primaires, notamment en recherchant des osmo-régulateurs.

Pinorésinol Balanophonine B Ceplignane
(D4) (D5) (D6)

Déhydrovomifoliol 3-hydroxy-5,6-epoxy-B-ionol
(D7) (D8)

Figure 2.96 a : Lignanes (vert) et mégastigmanes (violet) isolés dans A. maritima
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HO 4 6
8
1
HO™ o A" OH
o
; OH
Acide caféique Acide férulique Acide caféique-9-O-glucopyranoside
(A1) (A5) (B1)

Acide protocatéchique Acide gallique Acide p-hydroxybenzoique
(A3) (A2) (A4)
Os_H O A H
7 7 7 8
1 1
6 2 6 2 1
6, 2
5 3 5 3
4 4 5 3
OH OH ¢
OH
p-hydroxybenzaldéhyde p-hydroxyacétophénone p-hydroxyphénylyéthanol
(D1) (D2) (D4)

Figure 2.96 b : Phénols isolés dans A. maritima

171



Chapitre 2 : Armeria maritima IT - Phytochimie

OAc

Figure 2.96 b : Flavonols monoglycosylés isolés dans A. maritima
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HO” »x2" “OH
OH

Myricétine-3-O-rutinoside Rutine Nicotiflorine
(B2) (B3) (B4)

Myricétine-3-0-vicianoside Quercétine-3-0-vicianoside
(B11) (B5) (B6)
OH

Myricétine-3-0-a-L-arabinofuranosyl- Quercétine-3-0-a-L-arabinofuranosyl-
(1"'->6')- B-D-glucopyranoside (1"'->6')- B-D-glucopyranoside
(B9)

Kaempférol-3-O-vicianoside
(B7)

Syringétine-3-0-o-L-arabinofuranosyl-(1"'-»6')- B-D-glucopyranoside (B10)

Figure 2.96 c : Flavonols diglycosylés isolés dans A. maritima

Molécules nouvelles
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III. Evaluation des activités biologiques d'A. maritima

Les extraits d'A. maritima ainsi que certaines molécules purifiées ont été testés sur différentes
cibles biologiques a visée dermo-cosmétique (activité antioxydante, toxicité, activités anti-
MMP et anti-inflammatoire, cicatrisation). A noter que ce travail de criblage biologique a été

réalisé en parallele de la phytochimie, mais qu'il ne s'agissait pas de fractionnement bio-guidé.

A. Activité anti-oxydante

L'activité anti-oxydante a été mesurée a 1'aide de deux tests complémentaires, le test DPPH et

le test ORAC (cf. Chap.4 § V).
1. Neutralisation de la formation du radical DPPH

Les mesures ont été réalisées trois fois, puis la moyenne des trois valeurs a été utilisée pour
tracer le pourcentage d'inhibition du radical DPPH en fonction de la concentration (de 0,4 a
120 pg/mL) de I’extrait utilisé. Ces courbes nous ont permis de déterminer des Cls,, dont la
valeur est inversement proportionnelle a I’activité antioxydante de 1’extrait. Ce test a été
réalisé uniquement sur les extraits pour lesquels les études phytochimiques ont montré une
richesse en polyphénols, soit AmE (extrait brut), AmA (extrait AcOEt) et AmB (extrait
BuOH).

Clgo (ng/mL)

AmE AmA AmB

Figure 2.97 : ClIs, sur la neutralisation des radicaux DPPH des différents extraits d'A. maritima

On observe que l'extrait brut (AmE) est moins antioxydant que les deux extraits AmA et AmB

qui en sont issus. Cela peut s'expliquer par le fait que les deux extraits AmA et AmB sont
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enrichis en polyphénols par rapport a l'extrait brut (cf. § [I.A). L'extrait AmA présente un
pouvoir antioxydant plus de deux fois supérieur a celui dAmB. Au vu du contenu moléculaire
de ces deux extraits, les acides phénoliques présents dans AmA pourraient augmenter le

pouvoir antioxydant de cet extrait, contrairement a AmB qui ne contient que des flavonols.

Dans la littérature on trouve pour une espece de la méme famille, Limonium aureum, une Cls
de 6,15 pg/mL (extrait méthanolique) (Geng et al., 2015) ou encore de 0,6 pg/mL (extrait
méthanolique) pour Cakile maritima, une espéce halophyte trouvée en Bretagne (Ksouri et al.,
2007). La capacité antioxydante des extraits d'A. maritima est comprise dans cette gamme
d'activité. De plus, la vitamine C, souvent utilisée comme témoin dans les tests antioxydants,
présente une Clsp de 5,08 pg/mL (Geng et al., 2015), nos extraits ayant des Clsp inférieures, ils

peuvent donc étre considérés comme possédant une forte activité antioxydante.

2. Test ORAC

Le test ORAC est davantage représentatif du fonctionnement d'un systéme biologique que le
test DPPH, d'ou l'intérét d'effectuer ce second test en complément du précédent, bien qu'il soit
compliqué a mettre en ceuvre. Sa plus grande pertinence nous a conduit a tester I'ensemble de

nos extraits

16,0

14,0

12,0

trolox AmE AmB AmA AmD AmC A9

Indice ORAC

Figure 2.98 Indices ORAC (exprimés en pmol TE/ mg de matiére séche) des différents extraits
d'A. maritima et des polyphénols majoritaires
A9 : myricitrine; BS: myricétine-3-O-vicianoside ; B6: myricétine-3-O-a-L-arabinofuranosyl-
(1"—6")-B-D-glucopyranoside
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Le témoin positif utilisé dans ce test est le Trolox (analogue hydrophile de la vitamine E). On
observe pour l'ensemble de nos extraits, excepté AmC, un pouvoir antioxydant supérieur a
celui du Trolox. AmB et AmA sont significativement plus antioxydants que l'extrait brut
AmE, comme dans le cas du test DPPH (Figure 2.97). La teneur en polyphénols décrite
précédemment (cf § [I. B et C), semble corrélée a l'activité anti-oxydante mesurée par le test

ORAC.

Quelques especes halophytes ont déja fait I’objet d’évaluation antioxydante dans la littérature.
Pour Zygophyllum album, trouvée en Bretagne, on a reporté des indices ORAC inférieurs a 2
umol / mg pour son extrait sec méthanolique (Ksouri et al., 2013). Pour Limonium
densiflorum, on observe des valeurs allant jusqu'a un indice de 4 pmol / mg pour I’extrait
alcoolique (Medini et al., 2015). Pour Suaeda fruticosa, des valeurs n'excédant pas 3 pmol /
mg sont observées (Oueslati et al., 2012). Ainsi, les extraits d’A. maritima ont un pouvoir

antioxydant supérieur a celui de ces différentes halophytes de la méme famille.

On notera cependant que les extraits les plus apolaires, comme 1’extrait AmC, ne présentent
pas de pouvoir antioxydant ; alors que I’extrait dichlorométhanique (AmD) présente un
pouvoir antioxydant significatif, ce qui n'est pas le cas pour les autres halophytes évaluées.
Ceci peut s'expliquer par la présence dans I’extrait AmD de polyphénols de type phénols

simples et de lignanes (cf. § [1.C.1 et 3).

Dans tous les cas les extraits polaires (méthanol, butanol) restent les plus antioxydants,
exceptés les extraits aqueux, comme cela a déja ét€ démontré par ailleurs (Oueslati et al.,

2012).

Les trois hétérosides de myricétine testés présentent des activités antioxydantes tres
intéressantes, puisqu'elles sont deux fois plus importantes que celle du Trolox. Nos valeurs
sont similaires a celle reportée dans la littérature pour la quercétine, avec un indice ORAC de
12,3 umol / mg (Kang et al., 2010) et une valeur similaire pour la myricétine (Tabart et al.,
2009). On notera toutefois qu'aucune différence significative n'est observée entre les trois
molécules testées, la chaine osidique n'influe donc pas sur le pouvoir antioxydant, ce qui n'est
pas surprenant puisque c'est le polyphénol qui porte l'activité anti-oxydante et non le sucre. Il
a été démontré dans la littérature que la glycosylation en position 3 des génines réduit le
pouvoir antioxydant du flavonol (Burda and Oleszek, 2001). Dans ce cadre, des travaux ont
montré qu'une dé-glycosylation des flavonoides permettait d'augmenter leur pouvoir

antioxydant (da Silva et al., 2013), mais ces résultats sont encore discutés (Xiao et al., 2014).
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On constate que les molécules purifiées ne sont pas plus actives que les extraits AmA et
AmB, ce qui avait déja ét€ démontré pour la rutine et un extrait de Limonium (Geng et al.,
2015). 11 existe donc une synergie entre les différentes molécules des extraits qui contribue a
augmenter leur potentiel antioxydant lorsqu'elles peuvent agir ensemble. Ainsi, pour une
éventuelle utilisation comme antioxydant, il semble inutile d'utiliser des molécules purifiées et

il serait préférable, car moins onéreux et tout aussi efficace, de prendre 1'extrait AmA.

B. Evaluation de la toxicité des extraits

Différents tests de toxicité ont été conduits en parallele des tests d'activités biologiques,
notamment pour les essais biologiques cellulaires. La cytotoxicité des extraits a été évaluée
sur des macrophages murins et des cellules sanguines mononucléées humaines (PBMC). La

phototoxicité des extraits sur des fibroblastes a également été étudiée.

1. Evaluation de la cytotoxicité des extraits sur des macrophages murins

En parallele aux essais d'inhibition par le monoxyde d'azote sur les macrophages murins, des
tests de cytotoxicité sur le méme type de cellules ont été réalisés a l'aide du test WST. Le

quercétol étant utilisé comme contrdle positif dans les tests anti-inflammatoires, sa

1

==
AmD  Quercétol

cytotoxicité a également été testée.

120%

100% - = 1 =
80%
60% -
40% -
20% -
0% - T T
AmE AmB AmA

Figure 2.99 : Evaluation de la toxicité de différents extraits d'A. maritima sur les macrophages
murins par le test WST

W10 pg/mL
W30 ug/mL
— 50 pg/mL

% viabilité cellulaire vs témoins
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Aucune toxicité sur les macrophages murins n'est observée pour nos extraits, contrairement au

quercétol qui présente une légere toxicité a 50 pg/mL, mais non significative.

2. Evaluation de la cytotoxicité des extraits sur des cellules

mononucléées humaines

En parall¢le aux essais d'inhibition de la sécrétion de cytokines par des PBMC traitées au
LPS, des tests de cytotoxicité ont été réalisés a l'aide du test WST sur ce type de cellules. La
dexaméthasone étant utilisée comme contrdle positif dans les tests anti-inflammatoires, sa

cytotoxicité a également été testée.
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Figure 2.100 Evaluation de la toxicité de différents extraits d'A. maritima sur les cellules
mononuclées humaines par le test WST

Contrairement aux essais sur les macrophages murins, on observe sur les PBMC une 1égere
toxicité des extraits AmA et AmD a 50 pug/mL, sans relation dose-effet néanmoins. Cela
montre l'intérét d'évaluer la toxicité de nos extraits sur différents types cellulaires et
notamment sur des cellules de peau (kératinocytes ou fibroblastes). Des tests d'activité anti-

inflammatoire ont été conduits sur les PBMC malgré la 1égere toxicité.

Pour I'ensemble des molécules testées, aucune cytotoxicité n'a été révélée.
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3. Evaluation de la phototoxicité des extraits sur des fibroblastes

humains

Un test de photo-toxicité a été réalisé sur des fibroblastes humains. Ce test peut aussi
constituer un simple test de cytotoxicité lorsque les cellules ne sont pas irradiées. La
chlorpromazine a été utilisée comme témoin positif, c'est-a-dire comme agent phototoxique.
Les résultats sont exprimés en CEsg, qui correspond a la concentration d'actif induisant 50%

de toxicité.

300
PIF=1,09
250
PIF=1,96
200 m without irradiation
CE,, B with 1J/cm? of UVA
150
(ng/mL)
100
50 P|F=Z,04 P|F=7,5
PIF=89,20 PIF =5,81 l
Chlorpro- AmE AmB AmA AmD AmC

mazin

Figure 2.101 : Evaluation de la phototoxicité des extraits sur des fibroblastes humains
PIF : Facteur de photo-irradiation
CE50 (—irradiation)
CE50 (+irradiation)
PIF<2 : absence de phototoxicité; PIF>5 : phototoxicité avérée ; 2<PIF<5 : phototoxicité probable

PIF =

En absence de rayonnement UV, on peut tirer des conclusions sur la toxicité des extraits sur
les fibroblastes. On observe des CEs faibles pour les extraits AmE, AmD et AmC, ainsi ces
extraits présentent une toxicité importante sur les fibroblastes. Les extraits AmB et AmA

quant a eux ne présentent pas de toxicité significative.

Avec le traitement UV, on peut évaluer la phototoxicité des extraits sur les fibroblastes. Ce
test nous a permis de voir que les deux extraits riches en polyphénols (AmA et AmB) ne sont
pas phototoxiques. L'extrait brut AmE présente une trés 1égére probabilité de photoxicité,
alors qu'AmD est phototoxique et AmC tres phototoxique, puisque leur toxicité est amplifiée

suite a l'irradiation aux UV.
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4. Conclusion des essais de toxicité

En conclusion, nous avons vu que sur les macrophages murins, aucun extrait n’est
cytotoxique ; sur les PBMC, les extraits AmA et AmD montrent une 1égeére toxicité et la
toxicité d'AmD est confirmée sur les fibroblastes. De plus, l'extrait AmD est également

phototoxique, il ne pourrait donc pas €tre utilisé en tant que tel en cosmétique.

C. Activité anti-MMP

Des tests d'inhibition de métalloprotéinases matricielles ont été réalisés sur deux enzymes :
I'élastase, qui est responsable de la dégradation de 1'élastine, et la collagénase qui dégrade le
collagéne. Ainsi ces deux enzymes contribuent au vieillissement cutané en catalysant la

dégradation de la matrice dermique.

1. Activité anti-élastase

L'activité anti-élastase des différents extraits est exprimée en pourcentage d'inhibition par
rapport au témoin négatif (sans extrait) : plus ce pourcentage est élevé, plus l'extrait inhibe
l'activité de 1'enzyme, ce qui est l'effet recherché. Le NMAAPVCK (N-méthoxysuccinyl-Ala-

Ala-Prop-Val-chlorométhyl kétone) est utilisé comme témoin positif.
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120

100

80 -

60 —

40 —

EEd

% inhibition de I'élastase vs témoin
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Figure 2.102 : Evaluation de I'activité anti-élastase des différents extraits d'A. maritima
Statistiques réalisées par rapport au groupe témoin (test de Student bilatéral a variance inégale) :
*0,01<p<0,05 ; **#0,001<p<0,01 et ***p<0,001.

A 500 pg/mL, les extraits AmB et AmA posseédent une tres 1égere activité anti-élastase (13%
et 12% respectivement). En revanche AmE présente une activité presque deux fois plus
importante (21%). 11 semblerait donc que l'extrait brut cumule l'activité des deux extraits
AmA et AmB. Cet effet cumulatif a déja été mis en évidence par Wittenauer avec des extraits
de marc de raisin (Wittenauer et al., 2015). Néanmoins cette activité reste faible par rapport
au témoin NMAAPVCK. Pour les extraits AmD et AmC on observe un pourcentage
d'inhibition négatif, ce qui signifie que ces extraits stimulent l'activité de l'élastase, effet

contraire a ce que 1'on recherche.

Des études ont démontré que certains extraits de plantes a 100 pg/mL pouvaient inhiber de
plus de 50% l'activité de I'enzyme. C'est le cas d'un extrait hydro-alcoolique d'Areca catechu
qui inhibe de 60% I'élastase (Lee et al., 1999), ou encore d'un extrait aqueux de Camelia
sinensis qui l'inhibe de 89% (Thring et al., 2009). Ainsi aucun de nos extraits ne peut €tre
considéré comme inhibiteur efficace de 1'élastase. De plus, la faible activité détectée dans
AmE n'est enrichie dans aucune des fractions. Aucune molécule pure n'a donc été testée sur

cette cible biologique.
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2. Activité anti-collagénase

a. Activité des extraits

L'activité anti-collagénase des différents extraits est exprimée en pourcentage d'inhibition par
rapport au témoin négatif, c'est-a-dire sans extrait. Le témoin positif utilisé est la 1,10-
phénantroline. Plus le pourcentage est élevé plus I'extrait inhibe 1'activité de 1'enzyme, ce qui

est l'effet recherché.

120
* k% * % %

100 A
% %
\q:) 80 T 5k
Ky .
S 60 - —
o
i)
% 40 * % *% [
8
= 20 - .
]
,‘g 0 T T T T T T 1
-

-20 *

* % *
-40

AmE AmB AmA AmD AmC 1,10-
phénantroline

W 500 ug/mL  m 100 pg/mL 50 pg/mL 10 pg/mL

Figure 2.103 : Evaluation de I'activité anti-collagénase des différents extraits d'A. maritima
Statistiques réalisées par rapport au groupe témoin (test de Student bilatéral a variance inégale) :
*0,01<p<0,05 ; **0,001<p<0,01 et ***p<0,001.

L'extrait brut montre une excellente activité anti-collagénase puisqu'on observe une inhibition
de 100% a 500 pg/mL et une relation effet-dose marquée. Nous trouvons dans la littérature
des données sur des extraits végétaux tres actifs, comme le cas du thé blanc (déja actif sur
1'élastase) qui inhibe de 87% la collagénase a 100 pg/mL (Thring et al., 2011) ou encore un
extrait de marc de raisin qui inhibe de 80% l'enzyme a 35,3 pg/mL. L'extrait AmB montre
également une activité intéressante puisqu'il inhibe de 52% l'activité de la collagénase a 100
ug/mL. L'extrait AmA est légerement actif aussi avec une activité de 26%. L'activité d'AmE
n'a donc pas été enrichie mais plutdt diluée lors du processus de fractionnement puisque

l'extrait brut présente une activité supérieure a celle des deux extraits AmA et AmB qui en
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sont issus. Comme dans le cas de 1'élastase, les extraits AmD et AmC stimulent l'activité

enzymatique, ce qui est contraire a l'effet recherché.

Il est intéressant d'avoir testé l'activité des extraits sur deux enzymes différentes impliquées
dans le vieillissement cutané. Cela nous a permis de voir que les mémes extraits présentent
une activité anti-enzymatique dans les deux tests, néanmoins une certaine spécificité est
observée puisque les extraits AmE, AmB et AmA inhibent la collagénase beaucoup plus

fortement que 1'élastase.

b. Activité des molécules pures

Au vu de l'activité anti-collagénase des extraits AmA et AmB, il nous a semblé intéressant de
tester les acides phénoliques, certains flavonol monoglycosides et deux flavonol diglycosides
issus de ces extraits sur cette cible biologique. Nous avons également évalué 1'activité des
génines des flavonols (kaempférol, quercétine et myricétine), bien que celles-ci n'aient pas été

isolées dans les extraits, pour connaitre I’influence de la forme hétérosidique sur cette activité.

60

50

40

30

10 EXT]

% inhibition de la collagénase

-10

Ac.gallique Ac. caféique Ac. Ac. p-hydroxy
protocatéchique benzoique

m 500 pg/mL  m 100 pug/mL 50 pg/mL 10 pg/mL
Figure 2.104 : Evaluation de I'activité anti-collagénase des différents acides phénoliques issus de
I'extrait AmA d'A. maritima

Statistiques réalisées par rapport au groupe témoin (test de Student bilatéral a variance inégale) :
*0,01<p<0,05 ; **0,001<p<0,01 et ***p<0,001.
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Les quatre acides phénoliques (acides gallique, caféique, protocatéchique, p-
hydroxybenzoique) testés sont issus de I'extrait AmA. Excepté 1'acide gallique qui inhibe 48%
de l'activité de I'enzyme a 500 ug/mL, les acides phénoliques ne présentent aucun effet sur
l'activité de cette enzyme. De plus, une relation entre la concentration et 1'efficacité est
observée pour cette molécule. A noter que l'acide gallique différe des acides protocatéchique
et hydroxybenzoique seulement par le nombre de groupements hydroxyles sur le cycle
aromatique (Figure 2.105). Ainsi ce parameétre semble jouer un role déterminant dans I'activité

anti-collagénase de la molécule.

Acide gallique Acide p-hydroxybenzoique Acide protocatéchique

Figure 2.105 : Structures d'acides phénoliques testés sur l'activité collagénase

Néanmoins nous n'atteignons pas les valeurs citées dans la littérature pour l'acide gallique
avec des Clsg variant de 1,0 pg/mL (Buddhachat et al., 2017) a 127 ug/mL (Wittenauer et al.,
2015). Les collagénases utilisées dans ces tests ne sont pas toutes de méme nature ce qui peut

expliquer de telles variations.

Pour la suite de notre étude sur les activités anti-enzymatiques des molécules pures, nous nous
sommes intéressés aux flavonoides précédemment isolés a partir d’A. maritima (ct § 11.C.2).
Les génines testées (Figure 2.107) ne sont pas issues d'A. maritima, il s'agit de produits
commerciaux utilisés pour étudier des conclusions sur la relation structure-activité ; la
myricitrine a été isolée dans l'extrait AmA et les diglycosides de flavonol dans l'extrait AmB

(Figure 2.108).

R;=R,=H:kaempférol
R;=R,=0OH : myricétine
R;=OHetR,=H: quercétine

Figure 2.107 : Structure des aglycones testés
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Concernant les génines, on observe une inhibition de la collagénase supérieure a 90% pour la
myricétine et le kaempférol a 500 pg/mL. L'activité anti-collagénase du kaempférol et de la
myricétine avait déja été décrite (Lim and Kim, 2007; Sin and Kim, 2005). La quercétine
présente une activité plus de deux fois plus faible que les deux autres génines testées. La
structure du noyau B des flavonols semble donc jouer un rdle dans l'inhibition de la
collagénase (Figure 2.107). Lim et Kim (2007) ont déterminé une Cls, sur la collagénase de
11,32 pg/mL pour le kaempférol (Lim and Kim, 2007), alors que nous avons trouvé une Clsg
supérieure a 50 pg/mL (Figure 2.106). Pour la quercétine, des Clsy de 0,96 pug/mL, 71 ug/mL
et 13,19 ug/mL ont été reportées (Buddhachat et al., 2017; Lim and Kim, 2007; Nguyen et al.,
2013),démontrant une grande hétérogénéité dans les valeurs retrouvées dans la littérature,
comme c'était le cas pour l'acide gallique. Il n'est donc pas forcément trés sensé de comparer
nos valeurs a celles-ci, il est préférable de simplement observer les tendances. Ainsi, pour les
génines on observe les mémes tendances que Sin and Kim, 2005 c'est-a-dire une activité deux

fois supérieure en moyenne pour le kaempférol et la myricétine que pour la quercétine.
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Figure 2.106 : Evaluation de I'activité anti-collagénase de différents flavonoides issus des extraits
AmA ou AmB d'A. maritima
BS: Myricétine-3-0O-vicianoside
B8 : Myricétine-3-0-a-L-arabinofuranosyl(1"'—6")-B-D-glucopyranoside
Statistiques réalisées par rapport au groupe témoin (test de Student bilatéral a variance inégale) :
*0,01<p<0,05 ; **0,001<p<0,01 et ***p<0,001.
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Ensuite un flavonol monoglycosylé, la myricitrine, et 3 flavonols diglycosylés (rutine, BS,
B8) ont été testés (Figure 2.108). La myricitrine inhibe de 20 % de 'activité collagénase, alors
que les diglycosides ne présentent eux, aucune activité anti-collagénase. La chaine osidique
en position 3 diminue donc fortement 1'activité inhibitrice des flavonols sur la collagénase. En
effet, lorsqu'un rhamnose est greffé en position 3 de la myricétine on observe une inhibition
quatre fois moins importante de 1'enzyme. Cette inhibition décroit encore d'un facteur deux
quand deux sucres sont greffés a la myricétine. Ceci signifie que le OH libre en position 3
joue un réle important dans la structure du pharmacophore. Ceci avait déja été décrit par Sin
and Kim, 2005, qui montraient une activité meilleure pour les flavonols que pour les flavones.
Il a par ailleurs été démontré que la glycosylation des flavonoides pouvait diminuer leur
interaction avec les protéines, ce qui explique également nos résultats (Cao et al., 2009). Nous
avons également observé une différence d'activité entre les 3 diglycosides, ce qui signifie que
la nature des sucres influe sur l'activité anti-enzymatique. On observe méme une différence
selon la cyclisation pyrane ou furane de l'arabinose (BS et B8), ce qui pourrait suggérer que

I'encombrement stérique joue un role important.

OH OH OH

Myricétine-3-0-vicianoside Myricétine-3-0-a-L-arabinofuranosyl(1"'=>6")-B-D-

glucopyranoside

BS5 B8

Figure 2.108 : Structures des diglycosides de flavonois testés

Au vu des faibles activités observées pour les hétérosides, nous avons pris le parti de ne pas

tester I'ensemble des diglycosides isolés sur cette cible biologique.

Il est possible d'imaginer que les flavonoides glycosylés d'une formulation cosmétique soient
hydrolysés par des glucosidases cutanées ou dégradées par le microbiome cutané, libérant
ainsi les génines bio-actives. Ainsi, les hétérosides de flavonol contenus dans notre extrait

pourraient devenir bioactifs suite a leur métabolisation in vivo.
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D. Activité anti-inflammatoire

L'activité anti-inflammatoire de nos extraits a été testée via deux tests complémentaires :
I'inhibition de la synthése de monoxyde d'azote (NO), et l'inhibition de la sécrétion de

cytokines.
1. Inhibition de la production de NO

Dans un premier temps, la viabilité cellulaire a ét€ mesurée par le test WST, pour s'assurer de
la non toxicité des extraits sur les macrophages murins utilisés pour la mesure de l'inhibition

de la production de NO (cf. § [IL.B.1).

Le quercétol est utilis€é comme témoin positif dans ce test.
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Figure 2.109 : Evaluation de 1'effet de différents extraits d'A. maritima sur la production de NO
par des macrophages murins traités au LPS.

Une faible activité est observée pour les extraits AmE, AmB, AmA, inférieure a 20%
d'inhibition de production de NO par rapport au témoin, alors que les génines des flavonoides
qu'ils contiennent ont déja montré une activité sur la production de NO (Jiang et al., 2017). En
revanche, on observe une inhibition d’environ 20% de la production de NO lorsque les
cellules sont traitées avec l'extrait AmD a 50 pg/mL. Néanmoins, pour cet extrait on n'observe
pas une corrélation franche entre concentration et effet puisque 1'inhibition est peu différente
entre 10 ug/mL et 30 pg/mL. Nous n'atteignons donc pas le pouvoir inhibiteur de certaines

halophytes décrit dans la littérature (Oueslati et al., 2012; Rodrigues et al., 2014). On retrouve
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néanmoins une activité similaire a celle d'un extrait dichlorométhanique de Limonium
densiflorum ou d'un extrait hexanique de Zygophyllum album pour des concentrations
similaires aux notres (Ksouri et al., 2013; Medini et al., 2015). Il aurait été intéressant de

tester, comme ces auteurs, des concentrations plus importantes, jusqu'a 160ug/mL.

Aucune molécule pure n'a été testée sur cet essai biologique vu la faible réponse des extraits.

2. Inhibition de la sécrétion de cytokines

a. Activité des extraits

Comme dans le test précédent, la viabilité cellulaire a ét€ mesurée par le test WST, pour
s'assurer de la non toxicité des extraits sur les PBMC (cellules mononuclées sanguines

périphériques). On a ainsi observé une légere toxicité des extraits AmA et AmD (cf. § I11.2).

La sécrétion de quatre cytokines a été mesurée : le TNFa, I'IL-10, I'IL-6 et I'[L-8. Les résultats

sont présentés ci-dessous par extraits et non par cytokines.
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Figure 2.110 : Evaluation de 1'effet des extraits d'A. maritima sur la sécrétion de cytokines par
des PBMC traitées au LPS.

La dexaméthasone est une hormone gluco-corticoide de synthése qui posséde un effet anti-
inflammatoire et immunosuppresseur. Cette molécule a été choisie comme témoin positif pour
ce test, excepté pour 1'IL-8 sur laquelle elle n'agit pas. On observe une activité inhibitrice de la
dexaméthasone sur la sécrétion de cytokines TNF a et IL-1p, et de facon moins importante sur

IL-6.
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L'extrait AmE (extrait brut) n'inhibe pas la sécrétion de cytokines, excepté pour I'IL-1p a 50

ug/mL. Néanmoins, la barre d'erreur étant importante, cet effet semble peu significatif.

L'extrait AmB n'inhibe pas la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires puisque le
pourcentage d'inhibition est toujours inférieur a 15% quelle que soit la cytokine dosée. De
plus, 1a aussi une grande variabilité a été observée puisque les barres d'erreur sont tres

importantes.

L'extrait AmA n'inhibe pas la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires exceptée 1'lL-13 dont
la sécrétion est inhibée de 45% lorsque les cellules sont traitées avec l'extrait AmA a 50
ug/mL. On observe donc une spécificité au niveau de la cytokine affectée, néanmoins, aucune
relation effet-dose n'est observée. Les molécules pures issues d'AmA ont donc été testées

ultérieurement sur ce modéle anti-inflammatoire.

L'extrait AmD inhibe fortement la sécrétion du TNFa, de I'IL-1B et de I'IL-6 a 50 ug/mL,
mais pas celle de 1'I[L-8. Il y a donc une activité spécifique sur la sécrétion de certaines
cytokines pro-inflammatoires. Les fortes inhibitions sont répétables puisque les barres d'erreur
sont tres faibles. De plus, pour 1'IL-1f, on observe une réelle relationel effet-dose. Des cas de
spécificité d’inhibition vis-a-vis de la sécrétion de certaines cytokines ont déja été décrits dans
la littérature, comme pour le poivre ou le basilic (Mueller et al., 2010). On voit que l'extrait le
plus actif, AmD, est aussi celui qui avait montré la cytotoxicité la plus forte. Il serait possible
d'imaginer un lien entre la cytotoxicité et 1'inhibition de la sécrétion de cytokines, néanmoins,
le fait que la sécrétion de I'IL-8 ne réponde pas de la méme manicre que les autres cytokines,
confirme que l'activité n'est pas un artefact dii a la cytotoxicité. L'activité de l'extrait AmD
étant trés intéressante, des molécules issues de cet extrait seront également testées pour leur

activité inhibitrice de la sécrétion de cytokines.

Les flavonoides sont connus pour leur pouvoir anti-inflammatoire (Kim et al., 2004a; Nair et
al., 2006; Park et al., 2008). Ainsi nous avons testé sur la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires, l'effet des flavonoides identifiés précédemment dans les extraits AmA et
AmB, pour lesquels nous avions suffisamment de masse, et ce malgré 1'absence d'activité des

extraits.
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b. Activité des acides phénoliques et phénols

Les acides caféique, gallique, protocatéchique et p-hydroxybenzoique ont été testés. Aucun ne

présente d'effet sur la viabilité cellulaire.

Les acides protocatéchique et p-hydroxybenzoique n'inhibent pas la sécrétion de cytokines par

les PBMC.

L'acide caféique inhibe de 86 % la sécrétion d'IL-1P a 50 pg/mL, mais sans relation dose-
effet. Il présente un tres 1éger effet inhibiteur de la sécrétion d'TL-6 et d'IL-8. L'acide gallique
montre également une activité inhibitrice de 62% sur la sécrétion d'IL-1p a 50 ug/mL, mais en
revanche pas d'effet sur IL-6 et IL-8, et une inhibition de 32% de la sécrétion de TNFa a 50
ug/mL. 11 existe donc des spécificités selon les molécules et selon les cytokines. A noter, que
cette spécificité cytokinique est cohérente avec les résultats obtenus pour l'extrait AmA, dont

sont issus les acides gallique et caféique qui inhibaient spécifiquement 1'TL-1p3.
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Figure 2.111 : Evaluation de I'effet de I'acide caféique et 1'acide gallique sur la sécrétion de
cytokines par des PBMC traitées au LPS.

L'activité de 1'acide caféique sur la sécrétion d' IL-1p uniquement avait déja été démontrée
lors d'une étude sur l'intérét de 1'acide caféique dans 1'inflammation cutanée chronique (Zhang
et al., 2014). Mais, contrairement aux auteurs de cette étude, nous n'avons pas trouvé d'effet
sur la sécrétion de TNFa et d'IL-8. L'acide gallique avait déja montré un effet anti-
inflammatoire dans le cas de dermatite atopique (Tsang et al., 2016). Sa propriété inhibitrice
de la sécrétion de TNFa et d’IL-1p avait déja été mise en évidence (Kim et al., 2006; Morais

et al., 2010, Sarkaki et al., 2015).
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L'activité de phénols simples isolés a partir de 1'extrait AmD (Figure 2.112) a également été
mesurée. Le p-hydroxybenzaldéhyde (D1), le p-hydroxyacétophénone (D2) et le p-
hydroxyphényléthanol (D3) n'ont pas d'effet sur la viabilité cellulaire
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Figure 2.112 : Phénols simples isolés de AmD

La p-hydroxyacétophénone inhibe de 28% la production de TNFa a 50 ug/mL, les deux autres
molécules n'inhibent pas la production de cytokines pro-inflammatoires. Les pouvoirs anti-
inflammatoires de la p-hydroxyacétophénone avaient déja été démontrés (Alvarez et al.,
2000; Ching-Wen et al., 2017) mais jamais directement sur la production de TNFa. (Données

non présentées ici).

¢. Activité des flavonols monoglycosylés

L'activité de 6 flavonols monoglycosylés a été testée. Il s'agit de : myricétine-3-O-B-D-
glucopyranoside (A6), kaempférol-3-O-a-L-rhamnopyranoside (A7), myricétine-3-O-a-L-
rhamnopyranoside  (A9), quercétine-3-0O-a-L-(4"-O-acétyl)-thamnopyranoside  (A10),
kaempférol-3-O-B-D-(6"-O-trans-p-coumaroyl)-glucopyranoside (A11), myricétine-3-O-B-D-
(6"-O-trans-p-coumaroyl)-glucopyranoside (A12). Aucune de ces 6 molécules ne présentent

d'effet sur la viabilité cellulaire.
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Figure 2.113 : Evaluation de I'effet de 1a molécule A12 sur la sécrétion de cytokines par des
PBMC traitées au LPS.

A6, A7 et A10 n'inhibent pas la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. (Données non

présentées ici).

La myricétine-3-O-a-L-rhamnopyranoside (A9) inhibe de 47% la sécrétion d'IL-1B a 50
ug/mL. Une relation dose-effet est également observée avec des inhibitions de 4 et 16 % pour
5 et 10 pug/mL respectivement. Cette activité n'avait encore jamais été démontrée. Le fait que
cette molécule soit active, et pas la myricétine-3-O-B-D-glucopyranoside (A6) ni le
kaempftérol-3-0-a-L-rhamnopyranoside (A7), signifie que les hydroxylations sur le cycle B
du flavonoide, ainsi que le sucre en position 3, sont déterminants dans 1'activité inhibitrice de

la sécrétion d'IL-1 .

La myricétine-3-O-B-D-(6"-O-trans-p-coumaroyl)-glucopyranoside (A12) inhibe la sécrétion
du TNF o et d'TL-1p de fagon dose dépendante (Figure 2.113), ce qui n'avait jamais été
démontré jusqu'a présent sur cette molécule (isolée une seule fois avant notre étude). La
myricétine-3-0-B-D-glucopyranoside n'étant pas active, c'est donc l'estérification par un acide

coumarique qui rend la molécule A12 active.
Le kaempférol-3-0O-B-D-(6"-O-trans-p-coumaroyl)-glucopyranoside ne présente pas d'activité

inhibitrice de la production de cytokines pro-inflammatoires, ce qui démontre encore une fois

I'importance des hydroxylations sur le cycle B du flavonol. La triple hydroxylation est une
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condition nécessaire mais pas suffisante pour conférer une activité, puisqu'il faut également

que le sucre soit estérifié par un acide coumarique.

d. Activité des flavonols diglycosylés

L'activité de 7 flavonols diglycosylés a été testée. Il s'agit de : myricétine-3-O-rutinoside (B2),
quercétine-3-O-rutinoside (B3), myricétine-3-O-vicianoside (BS), quercétine-3-0O-vicianoside
(B6), kaempférol-3-O-vicianoside (B7), myricétine-3-O-a-L-arabinofuranosyl-(1""—6")-p-D-
glucopyranoside (B8), quercétine-3-0-a-L-arabinofuranosyl-(1"'—6")-B-D-glucopyranoside

(B9). Aucune de ces 7 molécules ne présente d'effet sur la viabilité cellulaire.

La quercétine-rutinoside et la myricétine-rutinoside n'inhibent pas la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires. Il en est de méme pour le kaempférol-3-O-vicianoside, la quercétine-3-O-
vicianoside et la quercétine-3-0-a-L-arabinofuranosyl-(1"'—6")-B-D-glucopyranoside. Seules
la myricétine-3-O-vicianoside et la myricétine-3-0-a-L-arabinofuranosyl-(1"'—6")-p-D-

glucopyranoside inhibent la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires.
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Figure 2.114 : Evaluation de I'effet des molécules B5 et B8 sur la sécrétion de cytokines par des
PBMC traitées au LPS.

L'activité de ces deux flavonoides sur la sécrétion de cytokines a été testée ici pour la
premicere fois. Pour les deux molécules, on observe une spécificité vis-a-vis de la nature de la
cytokine. En effet les deux flavonols inhibent spécifiquement la sécrétion d'IL-1pB, avec un
pourcentage  d’inhibition  allant jusqu’a 49% pour la  myricétine-3-O-0-L-

arabinofuranosyl(1"'—6")-f-D-glucopyranoside a 50 pg/mL et 38% pour la myricétine-3-O-
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vicianoside a la méme concentration. Ces activités n'avaient jamais été décrites auparavant
puisqu'il s'agit de molécules nouvellement décrites. A noter que dans ce cas, la nature de la

chaine osidique ne semble pas influer sur l'activité.

Dans la littérature il est trés souvent décrit que la présence de glycosylation influe sur
l'activité inhibitrice de sécrétion de cytokines (Xiao et al., 2014), mais il n’existe que peu
d'informations quant a l'influence de la nature des sucres. Nous avons ici démontré
I'importance de la nature de la chaine osidique, puisque I’on observe une disparition de

l'activité quand 'arabinose des diglycosides de myricétine est remplacé par un rhamnose

e. Activités des lignanes et mégastigmanes

A cause de la faible quantité de molécules isolées, seulement deux molécules ont pu étre
testées. Il s'agit du 9-cétone-5,6-époxy-3-hydroxy-p-ionol (D8) et du pinorésinol (D4).
Aucune de ces molécules n'a d'impact sur la viabilité cellulaire. Le mégastigmane (D8) ne
posseéde pas d'effet inhibiteur de la production de cytokines pro-inflammatoires (données non

présentées ici).

Pinorésinol (D4)

100%
80% 5 pg/mL
I
60% M 10 pg/mL
50 pg/mL
40%

20%

0%

% inhibition de la sécrétion de cytokines

-20%

TNFa IL-1B IL-6 IL-8
Figure 2.115 : Evaluation de I'effet du pinorésinol sur la sécrétion de cytokines par des PBMC

traitées au LPS.

Le pinorésinol inhibe de 71% la sécrétion de TNFa a 50 pg/mL,et de plus de 30% a 10 et 50
ug/mL. Ce lignane inhibe également la sécrétion d'IL-1f de 41% a 50 pg/mL. Ces résultats
sont en accord avec ceux obtenus pour l'extrait AmD dont le pinorésinol est issu. Cette

activité anti-inflammatoire du pinorésinol avait déja ét€¢ démontrée avec des ordres de
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grandeur similaires (Cho et al., 1998; Jung et al., 2010). Néanmoins, le pinorésinol que nous
avons isolé étant en mélange racémique, il serait donc intéressant de séparer les deux

énantiomeres et vérifier s'ils posseédent des activités biologiques différentes.

f. Conclusion sur l'inhibition de la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires

L'extrait AmA a montré une activité inhibitrice sur la sécrétion d'IL-1p. Cette activité
pourrait €tre attribuée aux acides caféique et gallique, ainsi qu'a la myricitrine et a la
myricétine-3-0-B-D-(6"-O-trans-p-coumaroyl)-glucopyranoside qui sont actives sur la méme
cytokine. L'extrait AmD inhibe la sécrétion d'IL-1p, d'IL-6 et de TNFa. Le pinorésinol a
montré une trés bonne activité sur la sécrétion d' IL-1B et du TNFa, alors que le
mégastigmane n’a montré aucun effet. Les lignanes seraient donc a l'origine de 1'activité anti-
inflammatoire de 1'extrait AmD. Les myricétine-3-O-vicianoside et myricétine-3-0-a-L-
arabinofuranosyl(1'''—6")-p-D-glucopyranoside ont é&galement montré une activité
intéressante, bien que 1’extrait AmB dont elles sont isolées ne soit pas actif sur la sécrétion

d’IL-1B.

Concernant les flavonoides, dans tous les cas, si la génine est une quercétine ou un
kaempférol, aucune activité n'est observée, seules des activités ont été observées avec la
myricétine. Quant a la nature du sucre, elle semble jouer un role dans certain cas, comme par
exemple entre le glucose et le rhamnose dans le cas des monoglycosides, ou encore entre le
rhamnose et 1'arabinose dans les diglycosides, mais aucune véritable relation structure-activité

ne peut étre réalisée a ce niveau.
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E. Activité cicatrisante

Dans la littérature, Plumbago zeylanica (Plumbaginaceae) est cité pour son pouvoir cicatrisant
(Kodati et al., 2011; Reddy et al., 2002), c'est pourquoi il nous a paru intéressant de tester
l'activité cicatrisante des extraits d’A. maritima, en mesurant la migration des kératinocytes
apres la formation d'une blessure dans le tapis cellulaire (cf. Chap.4, § VI.D). Les résultats
sont exprimés en pourcentage de densité relative de la blessure. A 100%, on considére que la
blessure est réparée. Donc plus vite on atteint les 100%, plus l'extrait a une activité

cicatrisante. L'EGF (facteur de croissance épidermique) est utilisé comme contrdle positif.
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Figure 2.116 : Effet des différents extraits d'A. maritima sur la migration de kératinocytes

L'EGF est tres puissant puisqu'il permet a 20 ng/mL de réparer la blessure en 20h, par rapport

aux 48h nécessaires dans le contrle négatif.

L'extrait brut (AmE) présente une 1égere activité a 10 pg/mL puisqu'il permet de refermer la
blessure en 32h, contre 48h dans le témoin négatif. Cependant, a 50 pg/mL, on observe un

effet contraire puisqu'en 48h, la migration des kératinocytes n'est toujours pas terminée, ce qui
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pourrait étre expliqué par un éventuel ralentissement du métabolisme cellulaire. Au cours de
I'expérience, les cellules sont observées au microscope et aucun signe de mort cellulaire n'a

été observé.
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Figure 2.117 : Observation microscopique de la migration des kératinocytes par I'INCUCYTE
apres différents traitements (DMSO et AmE a 10 et 50ug/mL)

Les extraits AmA et AmB ne présentent pas d'activité cicatrisante, puisque lorsque les cellules
sont traitées avec ces extraits, le temps nécessaire a la fermeture de la blessure est le méme

que dans le témoin négatif.

AmD présente un profil d'activité similaire 3 AmE avec un pouvoir cicatrisant a 10 pg/mL
mais pas a 50 pg/mL. Il permet de diviser par deux le temps nécessaire a la migration
complete des kératinocytes par rapport au témoin. L'extrait AmD doit contenir les molécules
responsables de cette activité, initialement présentes dans AmE. Des travaux sont en cours sur
le pouvoir cicatrisant des molécules isolées dans AmD. Néanmoins, pour que la cicatrisation
se fasse in vivo, une étape d'inflammation est nécessaire (cf. Chap.1, § II 3) et nous avons
montré qu'AmD est un puissant anti-inflammatoire. AmD ne pourrait donc pas étre utilisé en

tant que tel comme actif cicatrisant.
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Un pouvoir cicatrisant a déja été démontré dans la littérature pour des extraits riches en
flavonoides (Ambiga et al., 2007; Siintar et al., 2010), c'est pourquoi, malgré I'absence d'effet
cicatrisant des fractions AmA et AmB, nous avons testé l'activité de deux molécules pour

lesquelles nous avions suffisamment de masse : la myricitrine et la myricétine-3-O-

vicianoside.
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Figure 2.118 : Evaluation du pouvoir cicatrisant de deux flavonoides extraits d'A. maritima sur
des kératinocytes
(BS : myricétine-3-0-vicianoside)

La myricitrine n'a pas d'effet significatif sur la migration des kératinocytes alors que la
myricétine diglycoside (B5) présente un effet important. En effet, en présence de myricétine
diglycoside, dés une concentration de 10 pg/mL, la migration cellulaire est achevée a 26h,
alors qu'elle s’étend sur 48h dans le témoin. Nous pouvons donc conclure que la chaine
osidique joue un rdle important dans le pouvoir cicatrisant de la myricétine glycosylée (Figure
2.119). De plus, on voit que 1'efficacité est similaire pour les deux concentrations testées (10

et 50 ug/mL), ainsi 10 pg/mL suffisent pour atteindre une activité optimale.

OH

Myricétine-3-0-vicianoside Myricitrine

Figure 2.119 : Structure des hétérosides de myricétine testés
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F. Conclusion sur les activités biologiques d'A. maritima

L'extrait brut, ainsi que les extraits AmB (BuOH), AmA (AcOEt) et AmD (DCM) possedent
des activités anti-oxydantes tres intéressantes, probablement dues a leur richesse en

polyphénols, qui sont des bio-marqueurs potentiels pour cette activité biologique.

L'extrait brut posséde une activité anti-collagénase, retrouvée dans les extraits AmA et AmB,
mais aucune molécule n'a pu €tre identifiée comme bio-marqueur de cette activité, excepté

l'acide gallique.

Les extraits AmA et AmD inhibent la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. Cette
activité semble pouvoir étre attribuée aux acides gallique et caféique, aux hétérosides de
myricétine et au pinorésinol. L'activité inhibitrice de sécrétion d'IL-1P par certains

hétérosides de myricétine a été démontrée pour la premiere fois dans nos travaux.

L'extrait AmD a montré un potentiel pouvoir cicatrisant, tout comme l'extrait brut. C'est

aussi le cas pour la myricétine-3-0-vicianoside.

L'utilisation d'un extrait, contenant les mémes molécules quUAmD comme actif dermo-
cosmétique est a améliorer car celui-ci posseéde une certaine toxicité. Il sera donc nécessaire
d'évaluer les activités biologiques de l'ensemble de ses constituants pour mieux appréhender

une potentielle valorisation.
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IV. Culture in vitro d’A. maritima

L'objectif de cette partie est l'obtention de suspensions cellulaires d'A. maritima, ce qui
nécessite la mise en place d'un protocole de callogénése efficace. Notre premier critére pour la
callogénese était d’ordre qualitatif, c’est-a-dire centré sur 1’obtention de cals friables adaptés a
la mise en suspensions, l’aspect quantitatif (pourcentage de callogénése) n’était que

secondaire.
A.Mise en place d’un protocole de callogénese

1. Essais préliminaires

Des protocoles de callogéneése pour A. maritima ont déja été reportés dans la littérature (Aly et
al., 2002a; Brewin et al., 2003) (Tableau 2.14); ils ont constitué le point de départ de nos

travaux.

Tableau 2.14 : Protocoles de callogénese d’A. maritima décrits dans la littérature

Référence Nature des explants Milieu de callogénése % de callogénése
Milieu A
-MS
< . - Vit BS
fllyzgz)za Cl(; tnytlelcelz ?;S 1és§ius celzz - Saccharose 30 g/L. 28%
g PINTWIES aXCIAUES |2 4.D 4,5 uM

- Kinétine 0,93 uM

Milieu B
-MS
Brewin et al., Feuilles issues de - Saccharose 30 g/L. 749
2003 plantules axéniques | - NAA 5,3 uM
-BAP 0,4 uM

Initialement nous avons testé les conditions décrites par Aly et al., en partant d'explants
foliaires a la place des cotylédons. Nous avons observé un important brunissement des
explants voire parfois un rougissement (Figure 2.220). Ce brunissement peut s'expliquer par
une oxydation des polyphénols, notamment par des polyphénols oxydases qui convertissent

les polyphénols en quinones (Abohatem et al., 2011; Jones and Saxena, 2013).
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Figure 2.220 : Explants foliaires d'A. maritima dans les conditions d'Aly et al. (2002) (milieu A) a
la lumiere et 25°C

Pour contrecarrer cet effet, nous avons incorporé dans le milieu du charbon actif, afin de
piéger I’exces de polyphénols pouvant étre a 1’origine de ces brunissements (Ahmad et al.,
2013; Thomas, 2008), mais aucune amélioration n'a été observée. Nous avons aussi testé
l'augmentation de la fréquence des repiquages, sans succes la non plus. Ensuite, les explants
ont été placés a 1'obscurité et c'est cette condition qui a permis de s'affranchir du brunissement
en limitant I’oxydation (Dobranszki and Teixeira da Silva, 2010; Gow et al., 2009). Ainsi le
reste des travaux sur la callogénése d'A. maritima a été réalisé a 1'obscurité. En méme temps
que ce changement d'exposition a la lumiere, nous avons décidé de réaliser les essais non plus
a 25°C mais a 20°C qui est une température plus proche de celles du milieu dans lequel la

plante pousse naturellement (Bretagne essentiellement).

Le protocole testé initialement (explant foliaire sur milieu A) ne donnant pas satisfaction avec
des taux de callogénese tres faibles et des contaminations fréquentes, nous avons décidé
d'optimiser le protocole. Pour ce faire nous avons cherché quel était le meilleur type d'explant,
mais nous avons aussi observé l'influence de la composition du milieu de culture (minéraux,

sucre, régulateurs de croissance).

2. Influence de la nature de I’explant sur la callogénese

L'explant choisi peut influencer fortement la callogénese (Dhar and Joshi, 2005; Farhadi et al.,
2017; Pacheco et al., 2012; Veraplakorn, 2016). Ainsi nous avons choisi de tester différents
explants : les feuilles (Figure 2.221 a) et les racines de plantes matures ; les graines (Figure
2.221 b); les cotylédons, les feuilles et les racines issus de plantules axéniques (Figure 2.221

c) ; (Figure 2.221).
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L'utilisation des racines de plantes cultivées en terre comme source d'explant est une piste qui
a tres rapidement été écartée car les racines sont tres fines donc difficiles a déterrer et a

stériliser.

Figure 2.221. Callogénése d'A. maritima.

(a) Plante cultivée en pot; (b) Graines; (c) Plantules axéniques agées de 6 semaines; Cals obtenus a
partir de feuilles sur milieu A apres (d) 6 semaines et (e) 8 semaines; (f) Rhizogénese sur les cals
obtenus a partir de feuilles aprés 8 semaines de culture sur du milieu B; (g) Cals obtenus a partir de
graines sur milieu A apres 8 semaines de culture (h) Parties friables et jaunes claires développées sur
les cals primaires obtenus a partir de graines; (i) Multiplication des cals friables obtenus a partir de
graines.
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Tableau 2.15 : Effets des différents types d'explants d'A. maritima sur le taux de callogénese et
I'aspect des cals.

y o a1 -
Explant Quan;l;iizl::l{:e(s/Z:l:)xlplants Aspect des cals® legzlzge
Feuille (Plante cultivée 43.1° Bruns, compacts a
en terre)
Graine 20.8% Jaunes clairs, friables b,c
Cotylédon* 0.8° Jaunes, friables e
Feuille* 475*° Beige foncé-hétérogenes f
Racine* 433% Bruns, hétérogenes d

*issu de plantule axénique

! Données collectées aprés 8 semaines de cultures sur milieu MS supplémenté avec 4.5 pM 2.4D, 0.93 pM
KIN et 3% saccharose (pH 5.8). n>40. Les valeurs qui partagent les mémes lettres ne sont pas
significativement différentes selon le test de Dunn (p<0,1).

2 Observé pour les cals aprés plusieurs repiquages

Nos essais montrent que la formation de cals d'A. maritima est dépendante du type d'explant
(Tableau 2.15), comme cela a déja été décrit pour de nombreuses autres plantes (Farhadi et
al., 2017; Pacheco et al., 2012; Veraplakorn, 2016; Yan et al., 2009). Les meilleurs taux de
callogénese sont obtenus avec les feuilles de plantes matures (Figure 221 d et e) et les feuilles
et racines de plantules axéniques, respectivement 43,1%,47,5% et 43,3% apres 8 semaines de
culture. Les graines présentent un taux de callogénese de 20,8% alors que pratiquement aucun
cal n'est obtenu a partir des cotylédons. Ce dernier résultat est différent de ce qui a été publié
par Aly et al., (2002a, 2002b) qui ont reporté 28,6% de callogénese a partir des cotylédons
d'A. maritima. Les seules différences entre nos deux études sont I'age des plantules axéniques
(5 jours dans leur étude et 6 semaines dans la notre) et les vitamines utilisées pour le milieu de
callogénese (vitamines B5 dans leur étude, vitamines MS dans la notre). A noter qu'il n'était
de toute facon pas possible pour nous de prélever les cotylédons sur des plantules si jeunes,

car dans notre cas les graines germent au bout d’une semaine seulement.

La capacité de callogénese d'A. maritima est donc faible comparée a d'autres halophytes pour
lesquelles des protocoles de culture in vitro ont été reportés dans la littérature, avec des taux
de callogénese allant jusqu'a 84% pour des especes de Limonium (Aly et al., 2002a, 2002b), et
94% pour Kosteletzkya virginica (Ruan et al., 2009).

Malgré leur faible capacité a former des cals, les graines constituent une source d'explant
particuliecrement intéressante. En effet, contrairement aux explants issus de plantules
axéniques, ce protocole ne nécessite qu'une seule étape, comme dans le cas des explants
foliaires, mais sans le probléme de contamination (Figure 2.222). De plus, les cals obtenus

apres plusieurs repiquages étaient trés friables, ce qui est indispensable pour la mise en
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suspension ultérieure. Un cal se forme directement au niveau du collet de la plantule lorsque
la graine germe (Figure 221 g). Apres 8 semaines, les cals sont prélevés et transférés sur du
milieu frais. Puis, aprés 2 a 3 semaines, des zones jaunes pales se développent sur les cals
primaires bruns (Figure 221 h). Aprés trois semaines, ces parties treés claires sont prélevées et
cultivées séparément pour obtenir des lignées de cals homogenes (Figure 221 1), qui serviront
ensuite pour la culture en milieu liquide. De plus, les graines permettent un
approvisionnement constant et sont faciles a stériliser contrairement aux explants issus de
plante mature qui sont sujets a un fort taux de contamination. Dans la plupart des travaux de
mise au point de protocoles de callogénese publiés, les cals sont initiés a partir d’explants
foliaires ou caulinaires. Il n’existe que quelques études ou les auteurs choisissent les graines
comme explant et dans ces cas, des taux de callogénése important sont obtenus (>70%), et ce
pour des plantes phylogénétiquement trés €loignées comme des Poaceae (monocotylédones)
ou des Clusiacea (dicotylédones) (Afolayan and Adebola, 2010; Akashi et al., 1993; Bernabé-
Antonio et al., 2015; Straub et al., 1988; Yuan et al., 2009). Nos résultats confirment 1'intérét

de ce protocole original pour la culture végétale in vitro d’A. maritima.

Plantes Graines
M . [ [l
Feuilles .
Stérilisation Stérilisation
\ Germination

Stérilisation V

1 mois
Plantules axéniques

2 moi Callogénese J\/L

mois Vv

Racines Feuill Cotylédons
Callogénese eurties Y

3 mois

Callogénese

v

Figure 2.222 : Processus pour d'initiation de cals d'A. maritima a partir de différents types
d'explants
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Les cals d’A. maritima obtenus a partir d'explants foliaires et caulinaires sont plus compacts et
plus foncés malgré les repiquages successifs (Tableau 2.15) (Figure 2.223), donc il n'ont pas

été sélectionnés pour l'initiation de suspensions cellulaires.

Figure 2.223. Cals d'A. maritima obtenus a partir de différents explants sur du milieu A, photos

prises au bout de 4 semaines de culture.
(a) Cals issus de feuilles ; (b et c) Cals issus de graines de 1 génération (b), et 2éme génération (c)
développés a partir des zones claires et friables (b, fleches) ; (d a f) cals issus de plantules axéniques -
(d) cals issus de racines; (e) cals issus de cotylédons; (f) cals issus de feuilles.

Pour la suite des essais réalisés seules les graines et les explants issus de plantules axéniques

ont été utilisés.

3. Influence des hormones sur la callogénese

Les trois types d'explants (graines, feuilles et racines tous deux issus de plantules axéniques)
ont été placés sur du milieu MS avec du saccharose 3% (v/v) supplémenté avec différentes
concentrations d'hormones décrites par Brewin et al., 2003. 2,7 ou 5,4 uM d” ANA et 0,4 uM
de BAP (milieu B et milieu C) ont été testés comme auxine et cytokinine au lieu de 4,5 uM
2,4D et 0,93 uM KIN (milieu A). Pour la callogénése stricto sensu, les milieux supplémentés

avec de I’ANA (milieux B et C) sont aussi performants que le milieu A, indépendamment du
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type d’explant (Tableau 2.16). Mais en présence de BAP et d’ANA, de trés nombreuses
racines se développent a partir des cals tres compacts formés (Figure 2.221 f), ce qui est
incompatible avec notre objectif d'obtenir des cals friables pour les transférer ensuite en
milieu liquide. Le couple d'hormones ANA/BAP a déja été décrit pour induire la rhizogénese

dans d'autres études (Veraplakorn, 2016), et n’est donc pas adapté a notre objectif.

Tableau 2.16 : Effet de différentes combinaisons d'hormones sur la callogénése a partir de trois
types d'explants d'A. maritima

Milieu Hormones Explant formant des cals (%)
24D  NAA KIN BAP Graines Racines'  Feuilles'
0 0 0 0 0,8% 0,8% 0
A 4,5 0 0,93 0 18,3%* 43,3¢ 47,5¢
B 0 2,7 0 0,4 275 +R 375°+R 508 +R
C 0 5.4 0 0,4 20,8 + R 45°+R 51,7 + R

"ssus de plantules axéniques agées de 6 semaines

+R : Développement important de racines sur les cals

n =40 et les valeurs qui partagent des lettres ne sont pas significativement différentes selon le
test de Dunn (p<0,05).

4. Autres mises au point réalisées pour 1'optimisation de la callogénese

En utilisant sur le milieu A, nous avons testés d'autres parameétres, de maniere indépendante,
pour voir s'il était possible d'augmenter le taux de callogénese ainsi que l'aspect et le caractere

friable.

Différents types de cytokinines ont été utilisés. Nous avons testé le thidiazuron, mais cette
hormone conduisait a la vitrification des explants (Figure 2.224) (Garcia et al., 2011; Khan et
al., 2016). La topoline a également été testée, notamment parce qu'elle est décrite dans la
littérature pour augmenter la teneur en polyphénols et avoir un effet sur les polyphénol-
oxydases (Aremu et al., 2013; Baskaran et al., 2015a, 2015b), mais celle-ci n'a pas donné de

résultats satisfaisant, tout comme la zéatine.

Figure 2.224 : Explants foliaires sur milieu A ou la KIN est remplacé par le TDZ (0,93 uM)
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Nous avons testé d’autres milieux de culture contenant d'autres auxines (AIA et AIB), d'autres
milieux minéraux (B5, MS 1/2, WPM) et d'autres sucres (glucose et maltose), mais ceux-ci ne
se sont pas révélés plus efficaces que le milieu A, ni quantitativement ni qualitativement. De
plus, les mémes problémes d'hétérogénéité ont été€ observés qu'avec le milieu A. Le milieu
Gamborg B5 a toutefois permis d'obtenir des cals clairs et friables, voire mucilagineux
(Figure 2.225), il constitue donc une piste d’amélioration potentielle. Mais nous avons
conservé le milieu A pour obtenir une lignée de cals homogenes, clairs et friables utilisés pour

obtenir une suspension.

N

¢

Figure 2.225 : Explants foliaires sur milieu A ou les éléments
minérauxdu MS sont remplacé par du B5

5. Conclusion

Malgré des résultats assez hétérogenes, et de faibles taux de callogénese, nous avons réussi a
définir des conditions de callogénéese nous permettant d’obtenir suffisamment de cals friables
et clairs pour l'initiation de suspensions cellulaires. Compte tenu des résultats obtenus, les
meilleures conditions de callogénése pour A. maritima sont basées sur la mise en culture de
graines stérilisées sur du milieu MS supplémenté avec 4,5 uM de 2,4D, 0,93 uM de KIN et
3% (p/v) de saccharose et incubées pendant 8 semaines a 1'obscurité et a 20°C. Ensuite des
repiquages réguliers des parties les plus claires et friables des cals doivent étre effectués
jusqu'a l'obtention de lignées de cals homogenes. A noter que les cals obtenus a partir des
autres explants étudiés, méme s'ils n'ont pas été utilisés pour 1’établissement de suspensions
cellulaires, pourraient étre utilisés pour initier une stratégie de micropropagation, mais cela ne

constitue pas 1’objectif de notre étude.
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B. Initiation de suspensions cellulaires

Les cals homogenes jaune clair et friables d’A. maritima obtenus précédemment (§ A) ont été

utilisés pour initier une suspension cellulaire (Figure 2.226 et 2.227).

Inoculum 5 g

pour 50 mL de :::.. LR ._-. x (XL
milieu de :%,aﬁﬁd 8 5 T
culture i : &

Figure 2.226 : Cals friables issus de graines d'A. maritima utilisés pour initier une suspension
cellulaire.
Culture a 20°C et a I'obscurité sur milieu A. Agitation 130 rpm

Apres plusieurs repiquages, deux courbes de croissance ont été tracées, 1'une sur la base du

poids frais, I'autre sur la base du poids sec. (Figure 2.227).
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Figure 2.227 : Croissance des suspensions cellulaires d'A. maritima (milieu A) pendant 24 jours a
I'obscurité et a 20°C.
La barre d'erreur indique 1'écart-type pour 3 mesures indépendantes. Les valeurs auquelles sont
attribuées des lettres communes ne sont pas significativement différentes selon le test de Dunn
(p<0.05)
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Les cellules entrent en phase exponentielle de croissance apreés 3 jours de culture et ce
jusqu'au 14°™ jour avec un index de croissance (IC) de 3,4 et 1,9 pour le poids frais et le
poids sec respectivement (IC = (poids final - poids initial) / poids initial). Nos valeurs sont
comparées a celles d'autres suspensions cellulaires dans la littérature (Ahlawat et al., 2017;
Pacheco et al.,, 2012) , ce qui nous permet de dire que les suspensions d'A. maritima
présentent des parametres de croissance classiques. De plus, la croissance est réguliére et
répétable car nous avons obtenu le méme profil sur 2 mois de culture. Aprés la phase
stationnaire qui dure du 14°™ au 17°™ jour, la culture présente une diminution de la densité
cellulaire probablement due a la mort des cellules. 1l aurait été¢ intéressant de doser la
consommation des nutriments dans le milieu pour confirmer cette hypothese et réaliser des
tests de viabilité cellulaire et/ou des observations microscopiques des cellules pour observer

leur forme et leur évolution.

C. Conclusion de 1'étude biotechnologique d'A. maritima

Nos travaux ont permis de développer un protocole efficace pour initier, a partir de graines
d'A. maritima, des cals clairs et friables qui constituent le matériel adéquat pour une mise en
suspension. Nous avons également développé un protocole de culture de suspensions
cellulaires d'A. maritima, caractérisées par une cinétique de croissance classique et régulicre.
Ainsi, des études phytochimiques pourront par la suite étre conduites sur ces suspensions et
des tests d'élicitation réalisés. (Figure 2.228). Des tests d'activités biologiques pourront aussi

étre réalisés pour comparer l'activité de la plante a celle des cellules.
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Figure 2.228 : Schéma récapitulatif de la culture in vitro d'A. maritima

(Inspiré de Subhashini et al., 2014)
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V. Bilan et perspectives de 1'étude d'A. maritima
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Comme pour A. maritima (cf. chap. 2), la sélection du matériel végétal obéit aux critéres
suivants: 1'écosysteme (recherche de plantes du littoral), 'approvisionnement, la bibliographie,

la chimio-taxonomie et la réglementation cosmétique (Figure 3.1).

Figure 3.1 : Diagramme de sélection du matériel végétal : le cas d'Helichrysum stoechas
(Plus un point est excentré, plus le critére est satisfaisait)

H. stoechas est une halophyte facultative et psammophile. Le fait que cette plante se
développe sur les littoraux indique qu'elle est capable de tolérer un stress salin, mais elle est
également capable de se développer dans des sols non salins. Il existe quelques producteurs
certifiés d'H. stoechas, facilitant son approvisionnement et une bonne tracabilité. Le genre
Helichrysum est trés étudié d'un point de vue biologique et phytochimique (Antunes Viegas et
al., 2014; Lourens et al., 2008), alors que l'espéce stoechas 1’est en moindre mesure (cf. §
[.C) . Notre objectif n’est pas de réaliser une étude phytochimique classique et exhaustive de
cette plante, mais des études sur 1'élicitation de suspensions cellulaires d'Helichrysum
stoechas et 1la mise au point de techniques d'extraction. L’existence de travaux antérieurs n'est
donc pas un handicap pour notre travail, mais nous a permis au contraire d'accélérer la
déréplication phytochimique. Quant a la réglementation cosmétique, H. stoechas posséde déja
une dénomination INCI (International Nomenclature of Cosmetic Ingredients)
HELICHRYSUM STOECHAS EXTRACT, et elle est présente sur la liste IECIC
(International Inventory of Existing Cosmetic Ingredients in China, IECIC 2014).
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H. stoechas n'a donc pas été choisie sur la base des mémes critéres qu'A. maritima, qui n'était

pas sur la liste IECIC, mais qui était une espece tres peu étudiée.

I. Etude bibliographique d'H. stoechas

La taxonomie de l'espece Helichrysum stoechas (L.) Moench (Tela

Angiosperm Phylogeny Group, 2016) est présentée ci-dessous :

Tableau 3.1 : Taxonomie de 1'espéce Helichrysum stoechas.

Botanica; The

Domaine Eukaryota

Reégne Plantae
Angiospermes

Clade Dicotylédones vraies
Dicotylédones vraies supérieures
Asteideae

Ordre Asterales

Famille Asteraceae

Tribu Gnaphalieae

Genre Helichrysum

Espece stoechas

A.La famille des Asteraceae

Les Asteraceae constituent la famille botanique la plus importante des phanérogames. En effet

elle regroupe 25 000 especes réparties dans 1530 genres et est répandue dans le monde entier

(Missouri Botanical Garden) (Figure 3.2). Néanmoins, elle est particulierement représentée

dans les régions seéches (Botineau, 2010).

Le nom Asteraceae provient du grec astér : astre, nom donné a de nombreuses fleurs ayant la

forme d'étoile (Figure 3.2).

218



Chapitre 3 : Helichrysum stoechas [ - Etude bibliographique

Figure 3.2 : Exemples d'especes de la famille des Asteraceae
A. Echinaceae purpurea, B. Leucanthemum vulgare, C. Centaurea cyanus, D. Taraxum officinale, E.
Silybum marianum F. Leontopodium alpinum

Sources : A. www.gardensonline.com.au, B. www.wikiwand.com, C. www.commons.wikimedia.org, D.
www.mooc.tela-botanica.org, E. www.en.wikipedia.org, F. www.fr.aliexpress.com

Cette famille regroupe essentiellement des plantes herbacées vivaces et a feuilles alternes,
néanmoins toutes les formes végétales y sont représentées. Elles sont pourvues d'un appareil
sécréteur ordinairement bien développé. Les inflorescences sont des capitules, les fleurs
possedent des anthéres soudées et le fruit est un akene. La famille des Asteraceae est divisée

en 12 sous familles dont les Asteroideae, a laquelle appartient le genre Helichrysum.
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Barnadesioideae

Mutisoideae

Stifftioideae

Wunderlichioideae

Gochnatioideae

Hecastocleidoideae

Carduoideae
Pertyoideae
Gymnarrhoideae
Cichorioideae

Corymbioideae

Asteroideae

Figure 3.3 : Phylogénie des Asteraceae : Les différentes sous-familles

B. Le genre Helichrysum

(www.mobot.org)

Helichrysum vient du grec helisso et chrysos qui signifient respectivement "tourné autour"” et

"doré". Ce genre regroupe 500 especes (Botineau, 2010). Ainsi une trés grande diversité est

observée dans ce genre, raison pour laquelle seuls quelques aspects seront soulignés dans

cette partie dédiée au genre. La partie concernant I'espéce sera détaillée ultérieurement (§C).

1. Répartition géographique

A l'image de la famille auquel il appartient, le genre Helichrysum est largement distribué dans

les zones suivantes : Afrique, pourtour méditerranéen, Madagascar, Asie et Amérique, avec

une distribution plus importante dans les zones séches (Galbany-Casals et al., 2014).
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2. Description botanique

Le genre Helichrysum présente une grande diversité botanique. Ainsi on peut retrouver des
arbrisseaux, des herbacées, des annuelles, des vivaces. Les feuilles sont oblongues ou

lancéolées en fonction des especes, plus ou moins pubescentes (Tela Botanica) (Figure 3.4).

\ s
"} 4 Ny
‘ Y _ RN

Figure 3.4 : Illustration de la diversité botanique du genre Helichrysum
A. H. italicum, B. H. sanguineum , C. H. petiolare, D. H. roseo niveum, E. H.umbraculigerum, F. H.
diosmifolius, G. H candolleanum, H. H bracteatum, 1. H. stoechas

Sources : A. www.circulating-oils-library.com, B. www.wildflowers.co, C. D, www.commons.wikimedia.org,
E.. www.plantzafrica.com, F. www.friendsoflanecovenationalpark.org, G. www.kyffhauser.co, H.
www.biopix.eu, I. www.florealpes.com
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Certaines especes du genre Helichrysum sont des plantes riches en huiles essentielles, c'est le

cas par exemple de l'espece italicum.

Le genre Helichrysum étant tres étudié, seules les familles de molécules déja identifiées dans

le genre sont spécifiées et accompagnées d'exemples :

Tableau 3.2 : Illustration de la diversité moléculaire dans le genre Helichrysum - présentation

des familles et exemples.

Cl d
m?)leiillee Exemples de molécule Source biologique
acide caféique
(0]
Acides HO XN OH H. obconicum
phénoliques (Gouveia and Castilho, 2011)
HO
dérivé d'obliquine
. H. diosmifolium
O
Coumarines ;\[ :@\/1 (Jakupovic et al., 1987)
o [OXN®)
pipéritol
O/
OH
Lienan © O H. bracteatum
ghanes (Kisiel, 1980)
[
o)
LO
hélichrysone A
OH O
.. e} OCH H. froskahlii
Flavonoides hihe O | (Al-Rehaily et al., 2008)
OH O
Resvératrol
OH
o H. heywoodianum
o g
Stilbénoides O N (Albayrak et al., 2010)
OH
hélinudichromeéne quinone
. H. platypterum
Quinones (Jakupovic et al., 1986)
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arzanol

H. italicum

Phloroglucinol (Maksimovic et al., 2017)

p-cymeéne; 1-8-cinéol; a-pinene

H. dasyanthum,
Monoterpenes H. excisum, H. petiolare
/o) (Lourens et al., 2004)

ent-beyer-15-en-19-ol

Diterpénes H. tenax
(Drewes et al., 2006)
B-caryophyllene
CHz
. N H. litoreum
Sesquiterpenes (Ruberto et al., 2002)
Triterpénes H. niveum

(Popoola et al., 2015)

Le tableau 3.2 illustre la diversité moléculaire présente dans le genre Helichrysum, et il
témoigne du grand nombre d'especes travaillées. De plus il est intéressant de relever que des
molécules ubiquitaires ont été trouvées dans le genre Helichrysum, mais aussi des structures
plus originales comme par exemple 1'arzanol, 1'hélichrysone A ou encore I'hélinudichroméne

quinone.

Certaines especes synthétisent des huiles essentielles, comme par exemple H. dasyanthum H.
excisum et H. petiolare (Lourens et al., 2004). Mais la plus étudiée et la plus valorisée reste
I'huile essentielle d'H. italicum qui contient notamment de 1'acétate de néryle, du y-curcumeéne
(Angioni et al., 2003; Maksimovic et al., 2017), mais aussi des molécules originales comme

les italidiones (Inouye et al., 2006) (Figure 3.5).

223




Chapitre 3 : Helichrysum stoechas [ - Etude bibliographique

0 0
a b
Figure 3.5 : a. Italidione I ; b. Italidione I1

4. Activités biologiques
De nombreuses études biologiques ont été conduites sur différentes especes du genre

Helichrysum. Certaines d'entre elles concernent le secteur de la dermo-cosmétique et sont
présentées dans le tableau 3.3
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Tableau 3.3 : Illustration d'activités biologiques du genre Helichrysum pouvant étre valorisées
en dermo-cosmétique

Activité

. . Test Extrait/molécule
biologique
Extraits méthanoliques H. noeanum, H.
DPPH chionophilum, H. plicatum, H. arenarium
O ] . 1 .
g 40 < Clso < 50 pg/mlL. (Tepe et al., 2005)
S
>
?
Z ORAC Extrait méthanolique de H. niveum (Popoola

4,553 pmol équivalent trolox / g d'extrait
sec

et al., 2015)

Anti-inflammatoire

In vivo

Diminution d'un facteur trois de la taille
d'un oedéme induit par phospholipase
chez la souris

In vitro

Diminution d'un facteur 4 de I'activation
du NF-kB chez des cellules Jurckat
traitées au TNFo

Extrait méthanolique d'H. italicum (Sala et al.,
2002)

Extrait acétonique d'H. italicum a 50 pg/mL et
arzanol a 25 uM (Appendino et al., 2007)

Inhibition d'environ 30% de la croissance
de Brevibacillus brevis, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Candida albicans

CMI =0,5 pg/mL sur Bacillus cereus, B.
pumilus, B. subtilis and Micrococcus
kristinae

CMI =5 pg/mL sur Staphylococcus
aureus, Cladosporium cucumerinum and
C. sphaerospermum

Extrait méthanolique de H. gravolens a 30%

Dérivé acétylé du phloroglucinol (Mathekga
et al., 2000)

In vivo
Cicatrisation 4,3 fois plus importante a j8§
que chez le témoin

Extrait hydro-méthanolique de H. graveolens
a 1% (Siintar et al., 2013)

Il existe également d'autres activités démontrées pour des extraits ou des molécules isolées d’

Helichrysum : anti-HIV (Appendino et al., 2007), anti-cancereux (Aljanci¢ et al., 2014; Mati¢

et al., 2013), anti-malaria (Afoulous et al., 2011; van Vuuren et al., 2006). Une étude montre

aussi la cytotoxicité d'extraits méthanoliques de différentes espeéces du genre Helichrysum

(Eroglu et al., 2009).

225




Chapitre 3 : Helichrysum stoechas [ - Etude bibliographique

De plus, le genre Helichrysum est fortement représenté dans les médecines traditionnelles,
notamment en Afrique du sud, ou des dizaines d'espeéces sont utilisées pour la réalisation de

cataplasmes et de remedes pour lutter contre des maladies respiratoires (Lourens et al., 2008).

Enfin, I'huile essentielle d'Helichrysum italicum présente également une trés forte activité

anti-ecchymotique, cicatrisante, phlébotonique et anti-allergénique (Rhind, 2012).

5. Culture in vitro

Différents aspects de la culture in vitro ont été étudiés pour le genre Helichrysum. Ainsi,
certaines études ont comme objectif la micropropagation des plantes, alors que d'autres visent
a établir des cultures de cellules dédifférenciées (cals ou suspensions cellulaires). Certains de

ces travaux sont présentés dans les tableaux ci-dessous (Tableau 3.4).

Tableau 3.4 : Exemples de travaux réalisés sur la micropropagation de différentes espéces
d'Helichrysum

Espéce Explant Conditions de culture

Caulogénése sur MS avec 10 uM zéatine et 0,5

MIAA
H. italicum Plantule u

: : 24°C - photopériode 16/8
(Giovannini et al,, 2003) | (Partie apicale) PRotop

Rhizogéneése : MS sans hormone

Caulogénése sur MS avec 23 uM KIN et 2,8 uM
H. arenarium TAA - 25°C - 14j obscurité puis photopériode de

Bourgeon axillaire N
(Figas et al., 2016) 16h a 40 umol-m-2 s-1

Rhizogénese sur MS avec 28 uM IAA ou IBA

Caulogénese : MS avec 10,74 uM NAA et 4,43 uM
H. populifolium TDZ

Feuille -
(Martin et al., 2013) Obscurité

Rhizogénese : MS supplémenté en IBA

11 existe donc des études sur la micropropagation d'especes du genre Helichrysum avec des

conditions de culture assez différentes, que ce soit pour la nature ou la concentration des
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hormones mais aussi en ce qui concerne les conditions de culture puisque certains décrivent

un phénomene d’organogénese a 1'obscurité et d'autres a la lumiere.

Tableau 3.5 : Exemples de travaux réalisés sur la culture de cellules dédifférenciées pour
différentes especes d'Helichrysum

Espece Explant Conditions de culture
H. italicum Graines  germées | Callogénese sur MS avec 10uM 2,4-D et 1uM KIN
(Giovannini et al., 2003) | (partie apicale) 24°C - obscurité

Callogénese et mise en suspension : MS avec 5.37
Feuilles jeunes UM NAA et 0,85 uM BA
25°C - obscurité

H. aureonitens

(Ziaratnia et al., 2009)

H. kraussii Callogénéese et mise en suspension : MS 1/2 avec
Bourgeons

(Prinsloo and Meyer, 5,3 uM NAA et 0,2 uM KIN
axillaires jeunes

2006) 27,5°C - photopériode 16/8

Comparativement au nombre d'études sur la phytochimie et les activités biologiques du genre
Helichrysum, il n'existe finalement que peu d'études sur la callogéneése ou la culture de
suspensions cellulaires de ce taxon, ce qui souligne le caractere original de notre approche.
Comme pour la micropropagation, les hormones varient qualitativement et quantitativement
dans les différentes publications citées. Il en est de méme pour le milieu minéral. La culture
est soit réalisée a l'obscurité, soit avec une photopériode. Globalement la température de
culture est aux alentours de 25°C, ce qui peut s'expliquer par la répartition du genre dans les

régions plutdt chaudes.

Seule une étude d'élicitation sur suspensions cellulaires est publiée. Elle concerne 1'élicitation
de suspensions de H. kraussii avec de 1'acide jasmonique (1 a 10 uM) pour faire produire des

triterpenes, 1'a et la f-amyrine (Prinsloo and Meyer, 2006).
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C.L’espece H. stoechas (L..) Moench
1. Répartition géographique et écologie

L'espéce H. stoechas est subdivisée en deux sous-especes : subsp. stoechas et subsp.
barrelieri. La seconde pousse en Méditerranée orientale alors que la premiére pousse en
Meéditerranée occidentale et donc en France (Tison and Foucault, 2014). H. stoechas subsp.
stoechas est assez commune sur les rochers, les lieux arides et les sables maritimes. Mais on
la retrouve dans pratiquement toute la moiti€ sud de la France. Sur la facade Atlantique, on la

retrouve uniquement sur les cotes.

Figure 3.6 : H. stoechas formant des pelouses dunaires
Source : http://www.mairie-lacanau.fr

Elle est tres commune de la Vendée au Morbihan mais devient assez rare dans le Finistere.
Dans ces zones, son milieu de prédilection est constitué par les dunes qui sont des substrats
trés drainants secs et basiques (Figure 3.6). On peut donc qualifier cette plante de

psammophile (Claustres and Lemoine, 1977; Tela Botanica).

2. Description botanique

Helichrysum stoechas (L.) Moench subsp. sfoechas est une plante vivace trés décorative. Ses
noms vernaculaires sont « immortelle des dunes » ou encore « immortelle jaune ». Le nom
immortelle vient du fait qu'une fois cueillie, les parties aériennes en fleurs ne changent pas

d'aspect, permettant ainsi de créer des bouquets permanents et trés odorants.
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Figure 3.7 : Illustrations de la description botanique d'Helichrysum stoechas subsp. stoechas
www.telabotanica.org

Helichrysum stoechas (L.) Moench subsp. sfoechas possede des tiges nombreuses de 10 a 50
cm, ascendantes ou étalées qui forment des touffes de 10 a 40 cm de hauteur (Figure 3.7- C).

Les tiges sont ligneuses a la base et blanches tomenteuses (figure 3.7-D).

Les feuilles sont linéaires et tres étroites, roulées par les bords en dessous, blanches sur les

deux faces, ou souvent verdatres en dessus (figure 3.7-D).

La floraison a lieu de début juin a fin septembre. Les fleurs possédent un involucre globuleux
de 4 a 6 mm de diamétre, a bractées extérieures ovales lancéolées et bractées intérieures
oblongues, trés obtuses, velues sur le dos, a glandes nulles ou tres rares. Les fruits sont des
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akeénes chargés de petites glandes brillantes. Les capitules floraux sont d'un jaune d'or et
forment un corymbe serré. Les fleurs qui ne changent pas avec le temps symbolisent
I'immortalité. Cette espece est polymorphe (figure 3.7-ABD) (Claustres and Lemoine, 1977;

Tela Botanica).

Figure 3.8 : Capitules d'Helichrysum (A. H. stoechas, B. H. italicum)
extrait de Flora Gallica

Pour les néophytes, des confusions peuvent étre faites entre les différentes espéces du genre
Helichrysum. Mais 'ouvrage Flora Gallica distingue H. stoechas des autres especes du méme
genre présentes en France et notamment H. italicum par la taille de ses capitules, par le ratio
de bractées internes et externes, et par la présence ou non de bractées internes glanduleuses

(Tison and Foucault, 2014) ( Figure 3.8).

3. Réglementation

H. stoechas est une espece protégée dans le Finistére, le Centre et 1'Isére, et donc il est interdit

de prélever des spécimens sauvages (parties aériennes ou souterraines).

Dans les Alpes de Haute-Provence et la Drome, la cueillette est également réglementée :

seulement une dizaine de brins peuvent étre cueillis 1également (Tela Botanica).

La mise en place d'une réglementation témoigne de la fragilit¢ de la plante et de son
écosysteme. De plus c'est une plante utilisée en parfumerie et cosmétique (Barroso et al.,
2014) et il est donc tres intéressant d'utiliser des approches biotechnologiques pour

s'affranchir des problémes d'approvisionnement.
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4. Etudes phytochimiques antérieures

La phytochimie de I'espece, a l'instar de celle du genre, a été beaucoup étudiée. Dans le

tableau ci-dessous sont présentées les molécules déja identifiées dans 1'espece H. stoechas.

Tableau 3.6 : Molécules identifiées dans H. stoechas

Acide p-coumarique

Acide protocatéchique

Acide caféique

Acide férulique

Acide 3-O-caféoylquinique (néochlorogénique)
Acide 4-O-caféoylquinique (cryptochlorogénique)
Acide 5-O-caféoylquinique (chlorogénique)

Acide 5-p-coumaroylquinique

Acides phénoliques

Acide 5-O-féruloylquinique
Acide 3,5-O-dicaféoylquinique
Acide 4,5-O-dicaféoylquinique

Acide 1-caféoyl-5-féruloylquinique Albayrak et al., 2010

Myricétine-3-O-glucoside Barroso et al., 2014
Myricétine-7-O-acétylhexoside Carini et al., 2001

Quercétine Lavault and Richomme, 2004

Quercétine-3-0O-glucoside Sobhy and El-Feky, 2007
Quercétine-7-O-hexoside Wollenweber et al., 2005

Quercétine-O-acetylhexoside
Isorhamnétine-O-acétylhexoside
Quercétine-3-O-[p-coumaroyl]-glucoside
Quercétine-3-0O-p-D-glucoside

Quercétine-3-0-[6-trans-p-coumaroyl]-B-D-glucoside

Flavonoides

Quercétagétine-7-0-B-D-glucoside
Kaempférol-3-O-glucoside
Kaempférol-O-acétylhexoside
Kaempféride
Apigénine-7-0-glucoside
Naringénine-glucoside

Epicatéchine

Hespéridine
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3,5-dihydroxy-6,7,8-triméthoxyflavone
3,5,4'-trihydroxy-6,7,8-triméthoxyflavone
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" Resvératrol
= ) Albayrak et al., 2010
$ 5 Tetrahydroxychalcone-2'-O-glucoside )
& = ) Lavault and Richomme, 2004
Z 5 Scopolétine
= de Quesada et al., 1972
= 2,2-dimethyl-3-hydroxy-6-acétylchroman
Hélipyrone
Bisnorhelipyrone
Norhelipyrone
g Italipyrone
oS @ 20-[3.3"-DimethyTallyl]-itali Lavault and Richomme, 2004
v = -[3,3’-Dimethylallyl]-italipyrone
§ :E g o Rios et al., 1991
=2 %0 | Plicatipyrone
<%z
5 Homoarénol
Arénol
Dimethylallylitalipyrone
4-hydroxyacétophénone Lavault and Richomme, 2004
4-hydroxyacétophénone-glycoside (picéine) de Quesada et al., 1972
Rios et al., 1991
4-hydroxy-3-[isopentent-2-yl]acétophénone Tomas-Barberan et al., 1990
Acide ursolique
Acide oléanolique
Uvaol
g
,E Erythrodiol de Quesada et al., 1972
3 B-sitostérol Rios et al., 1991
R
B Stigmastérol-p-D-glucopyranoside
B-sitostérol-B-O-diglucoside
Stigmastérol
a-bisabolol
£
g " B-caryophylléne
]
%2 |o-humuléne Sobhy and El-Feky, 2007
- p— [
=2 a-pinéne
g
e Limonéne
Composés organiques volatils ; acides gras Barros et al., 2010
175}
o) Tocophérol Giuliani et al., 2016
2

Acide ascorbique
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Caroténe

Globalement, les acides phénoliques et flavonoides sont fortement représentés dans des
extraits alcooliques ou hydro-alcooliques des parties aériennes d'H. stoechas. Les pyrones et
les dérivés du phloroglucinol sont extraits avec des solvants plus apolaires comme le
dichlorométhane ou le chloroforme par exemple. De manicre générale, les composés
phénoliques sont les plus étudiés. Les molécules sont identifiées par LC-MS/MS, alors que les
molécules plus originales ont dii étre isolées pour éEtre identifiées par RMN. Les

sesquiterpeénes et monoterpenes sont présents dans 1'huile essentielle d'H. stoechas.

5. Activités biologiques déja décrites

Plusieurs activités biologiques ont été attribuées a H. stoechas, elles sont répertoriées dans le
tableau ci-dessous. Il s'agit dans tous les cas de tests réalisés avec des extraits de parties
aériennes. Les activités anti-oxydantes et antimicrobiennes sont les plus représentées.
Néanmoins on observe une grande hétérogénéité des résultats en ce qui concerne l'activité
anti-oxydante, qui peut s'expliquer par le manque de fiabilité de certains tests comme c'est le
cas du DPPH, ou encore par les différents solvants utilisés pour l'extraction (alcoolique versus

hydro-alcoolique).

Tableau 3.7 : Illustration des activités biologiques d'H. stoechas

DPPH o . Albayrak et al.,
CI50 = 7,95 pe/mL Extrait méthanolique 2010

DPPH
Cls50 = 0,52 mg/mL

Pouvoir réducteur
Cl50 = 0,14 mg/mL

Blanchiment B-caroténe Extrait méthanolique
Clsp = 0,25 mg/mL

Barros et al., 2010

Anti-oxydante

TBARS (acide thiobarbiturique)
Cl50 = 0,13 mg/mL

DPPH

Clsp = 36,62 pg/mL ) )
. Extrait hydro-alcoolique
Pouvoir réducteur Barroso et al.,

Clso = 75,14 pg/mL 2014
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Clso = 79,84 ug/mL
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TBARS
Clso = 56,62 mg/mL
DPPH . .
Extrait éthanolique
CEs = 39,7 pg/mL a Boubakeur et al.,
DPPH 2017

CE50 = 63,2 pg/mL

Extrait hydro-alcoolique

CMI <25 mg/L
B. subtilis, S. aureus, S. epidermis, M.
phlei

Italipyrone, Helipyrone,
Plicatipyrone,
Homoarenol,

Arenol

Rios et al., 1991

Inhibition de la croissance > 20 mm Extrait méthanolique Albayrak et al.,
B. subtilis, P, aeruginosa a10% 2010
L
g
ﬁ Inhibition de la croissance > 20 mm . .
S . . Huile essentielle
5 S. epidermis, K. pneumonae
E Sobhy and EI-
5 Feky, 2007
Inhibition de la croissance > 20 mm Extrait éthanolique
E. coli, E, coleacae K. pneumoniae q
CMI = 12,5 mg/L
Bacillus sp., S. epidermis dérivé phloroglucinol
Toméis-Barberan et
1., 1990
CMI = 25 mg/L e o
. dérivé acétophénone
E. coli
Inhibition de 1'activitation du NF-xB dans Extrait hydro-alcoolique
® des cellules HeLa entre 80 et 100% (50 pg/mL)
S
g Inhibition entre 80 et 100% de la sécrétion Extrait AcOEt
g d'IL-6 par des PBMC (100 pg/mL)
2]
E Inhibition entre 80 et 100% de la sécrétion Extrait AcOEt Bremner et al.,
-é de TNFa par des PBMC (10 pg/mL) 2009
< Inhibition entre 80 et 100%de la Extrait AcOEt et éther
production de PGE2 par des PBMC de pétrole (10 ug/mL)
Inhibition de l'index mitotique et de l'index Extrait méthanolique <
de réplication (0,01 & 1 mg/mL) Eroglu etal., 2009
Rénale Diminution de 'oxalate et acide urique et Extrait aqueux Orhan et al., 2015

augmentation du citrate dans les urines

(156 mg/kg)

A noter qu'il existe des actifs cosmétiques a base d'H. stoechas déja commercialisés. C'est le

cas d'Eternaline® (société SILAB), qui est un extrait riche en oligosaccharides, et qui
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régénere la matrice extracellulaire de la peau en stimulant la synthése de périostine. Cette
protéine est impliquée dans la formation et le fonctionnement des fibres de collagene et sa

production se trouve ralentie au cours du temps, donc du vieillissement (Egbert et al., 2014).

6. Protocoles de culture in vitro

Il n'existe que trés peu de protocoles de culture in vitro pour H. stoechas. En effet, nous
n'avons trouvé qu'un seul article sur cette thématique (Giovannini et al., 2003), qui présente
des conditions de micropropagation et de callogénése. Les auteurs utilisent la partie apicale de
jeunes plantules comme source d'explant, sur du milieu MS avec 30g/L de saccharose
supplémenté en phytohormones et la culture est réalisée a 23-25°C. Pour la micropropagation,
les expériences sont réalisées a la lumiere avec une photopériode de 16/8, le milieu est
supplémenté avec 2,6 uM de BAP pour la caulogénése, puis les parties aériennes sont
transférées sur du milieu sans hormone pour induire la rhizogénese. Pour la callogénése, les
explants sont déposés sur du milieu MS supplémenté avec 10uM de 2,4-D et 1 uM de
kinétine, et cultivés a 1'obscurité. Aucun article ne relate la mise en suspension d'H. stoechas.
Seul un article présente une perspective de bio-production avec la mise en place de hairy-
roots d'H. stoechas apres transformation de la plante par Agrobacterium rhizogenes

(Giovannini et al., 2008).

D. Conclusion de I'étude bibliographique d'H. stoechas

De tres nombreuses études ont été réalisées sur les activités biologiques et la caractérisation
moléculaire du genre Helichrysum et de l'espéce stoechas. Nous allons utiliser ces résultats
antérieurs pour accélérer le processus de caractérisation phytochimique en adoptant une
stratégie de déréplication. En revanche, tres peu d'études ont été réalisées sur la culture in
vitro de cellules dédifférenciées d'Helichrysum sp. ; nous avons donc décidé d'orienter nos
recherches vers cette approche biotechnologique innovante, pour optimiser la production des

biomarqueurs.
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II. Etude phytochimique d’H. stoechas

Dans ce chapitre, ce sont les suspensions cellulaires d'H. stoechas qui constituent notre
matieére premiere d'intérét, et non la plante. Cependant un comparatif des deux sources de
matériel végétal a été réalisé d'un point de vue phytochimique et biologique, pour voir si les
suspensions cellulaires, grace a un profil métabolique spécifique et modulable (Poulev et al.,
2003; Ramirez-Estrada et al., 2016), pouvaient présenter un intérét autre qu'un

approvisionnement siir et standardisé par rapport a la plante.

A. Profil phytochimique

1. Contexte & Stratégie analytique

La phytochimie du genre Helichrysum est extrémement décrite, ainsi que celle de 1'espéce
stoechas, notamment pour les composés phénoliques. Apres la constitution d'une banque de
données regroupant les spectres UV, MS et MS/MS des polyphénols déja identifiés dans le
genre Helichrysum, nous avons cherché a caractériser le contenu en polyphénols de
suspensions cellulaires d'H. stoechas par déréplication en LC-DAD-HRMS. Les spectres UV
permettent souvent l'attribution des molécules a une famille de polyphénols alors que les
spectres de masse permettent d'obtenir non seulement la masse exacte des composés
(comparable a celle de la littérature reportée dans notre base de données) mais aussi la
formule brute des molécules. Cette derniére permet d'effectuer une recherche dans le
dictionnaire des produits naturels (Dictionary of Natural Products), ce qui nous a également
permis de formuler des hypothéses concernant leur structure. Néanmoins cette stratégie ne
permet pas d'identifier de facon absolue les molécules, elle permet de réaliser des hypotheses
de caractérisation. La confirmation peut étre faite par l'injection de standard avec comparaison
du temps de rétention, des spectres UV, MS et MSMS, ou alors par l'isolement des molécules
puis des analyses RMN comme nous l'avons fait pour identifier les molécules d'A. maritima
(cf. Chap.2, § Il C). La démarche que nous avons adoptée (Figure 3.9) est en phase avec notre

volonté d’effectuer une analyse rapide des métabolites secondaires majoritaires d'H. stoechas,

et de définir un marqueur pour le reste de notre étude.
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- . Criblage & Richesse en
Recherches bibliographiques HPLC-DAD-ELSD polyphénols
Constitution d’'une banque de données sur les
polyphénols identifiés dans Helichrysum sp.
Analyses HPLC-DAD-HRMS
Spectre UV Spectre MS Spectre MS/MS
Comparaison avec la banque
de données et le DNP
Hypotheses de caractérisation des molécules o
Littérature
Etapesanalytiques
[ ] Résultats

Comparaison avec des standards
pour les molécules majoritaires

Identification des composés majoritaires

Figure 3.9 : Stratégie utilisée pour la déréplication

A noter qu'il existe aussi des outils métabolomiques pour la déréplication (Wolfender et al.,

2010; Yuliana et al., 2013) comme la LC-NMR (Hubert et al., 2014; Pauli et al., 2014;

Verpoorte et al., 2007) ou encore le "molecular networking" (Allard et al., 2016), qui auraient

pu étre utilisés dans cette étude.
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2. Teneurs en polyphénols et flavonoides

La teneur en polyphénols totaux (test de Folin) et en flavonoides (Dosage au AICl3) a été

mesurée dans des extraits hydro-alcooliques de cellules et de parties aériennes d'H. stoechas.

On trouve dans les deux cas des teneurs en polyphénols proches avec 109,64 mg GAE / g
d'extrait sec pour les parties aériennes et 118,17 mg GAE / g d'extrait sec pour les cellules.
Pour un extrait méthanolique de la sous-espece barelliri, 1a teneur en polyphénols est de 94,16
mg GAE / g d'extrait sec (Albayrak et al., 2010). Nos valeurs sont donc comparables a celles

de la littérature.

En revanche, l'extrait de plante est beaucoup plus riche en flavonoides (38, 97 mg/g) que celui

de cellules (6,39 mg/g).

Ainsi, les cellules semblent synthétiser autant de polyphénols que les parties aériennes d'H.
stoechas, mais cette synthese est orientée vers des composés phénoliques qui ne sont pas des

flavonoides.

Notons toutefois que ces tests sont assez peu spécifiques, et que des confirmations par des

analyses plus poussées sont nécessaires.

3. Caractérisation par déréplication des composés majoritaires des

suspensions cellulaires

La phytochimie des suspensions cellulaires d'H. stoechas a été réalisée sur un extrait hydro-
alcoolique. Celui-ci présente l'avantage de balayer une large gamme de polarité et donc

d'extraire un maximum de métabolites secondaires.

Dans un premier temps, un criblage préliminaire par CCM nous a permis de démontrer que
l'extrait était riche en polyphénols (Figure 3.15), ce qui a été confirmé par son analyse en
HPLC-DAD. Une analyse par HPLC-ELSD nous a permis de voir que la majeure partie de
I'extrait n'est pas retenue sur la C18, ce qui signifie qu'il s'agit de composés tres polaires
comme des sucres ou acides aminés. Le pic majoritaire en HPLC-ELSD 1’est aussi en HPLC-
DAD, ce qui signifie qu’il s’agit bien d’un composé majoritaire et pas d’un composé qui

absorberait davantage que les autres aux longueurs d’onde d’étude (Figure 3.10).
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Figure 3.10 : Chromatogramme UV (280 nm) d'un extrait
EtOH/H,O0 de cellules dédifférenciéesd'H. stoechas (gradient 8, chapitre 4)

Pour les analyses en LC-HRMS, les deux modes d'ionisation (positif et négatif) ont été testés
(Figure 3.11). En mode négatif, les composés contenus dans notre extrait s’ ionisent mieux, ce
qui est bien décrit pour les polyphénols (Bajoub et al., 2016; Brighenti et al., 2017), alors
quen mode positif les pics sont moins intenses et nous n'en observons pas de

supplémentaires. Nous avons donc choisi 1'EST.

=105 as

1.2+

0.8

0.0 4

Figure 3.11 : Superposition des BPC d'un extrait EtOH/H,O de cellules
dédifférenciées d'H. stoechas obtenus en LC-MS, ESI mode positif (bleu)
et ESI mode négatif (violet) (gradient 8, chapitre 4)

Deux types de chromatogrammes sont obtenus : le TIC (Total Ion Courant) et le BPC (Base
Peak Chromatogram). Le premier représente pour chaque instant de 1'analyse, la somme des
intensités des masses détectées, alors que le second correspond au courant d'ion le plus
intense a chaque instant de 1'analyse. Le BPC permet notamment de réduire le bruit de fond,

c'est donc lui qui a été utilisé pour le retraitement des analyses (Figure 3.12).
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Figure 3.12 : BPC d'un extrait ECOH/H,0 de cellules dédifférenciées d'H. stoechas en LC-ESI -
QTOF (gradient 8, chapitre 4)

Nous nous sommes intéressés a une cinquantaine de pics. Nos efforts ont porté sur les
composés majoritaires et plus particulierement sur ceux également visibles en UV pour un
futur criblage systématique en HPLC-DAD de nos extraits. Plusieurs études sur le genre
Helichrysum ont été utilisées pour constituer notre banque de données (Albayrak et al., 2010;
Barroso et al., 2014; Gouveia and Castilho, 2009, 2011, 2012ab; Lavault and Richomme,
2004; de Quesada et al., 1972; Rios et al., 1991).
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Chapitre 3 : Helichrysum stoechas I - Phytochimie

L'extrait de cellules est riche en composés phénoliques, et plus particulierement en acides
phénoliques (Tableau 3.8). On retrouve des acides caféique, shikimique et quinique sous
forme de di- ou trimeres, glycosylés ou non (Figure 3.13). Il s'agit dans tous les cas de
molécules ubiquitaires (Chen et al., 2016; Jiang et al., 2016; Motaal et al., 2016; Peres et al.,
2013; Zhang et al., 2016)

O 0. _OH
HO }—OH
i
HO B
HO™ ~"~OH U/LLDH HO" ~~"~OH
OH HO OH
Acide quinique Acide caféique Acide shikimique

Figure 3.13 : Structure des acides phénoliques de base

D'autres polyphénols comme des flavonoides glycosylés semblent étre présents dans les
cellules, néanmoins il s'agit 1a d'hypothéses demandant a étre confirmées par l'isolement de
ces molécules ou l'injection de standards. De plus, pour les composés 46 a 52, les hypotheses
de flavonoides sont assez peu probables puisque 1'on obtient en MSMS des fragments en C14,
alors que les flavonoides sont en C15, par contre, il pourrait s'agir de molécules ayant la
capacité de se dimériser puisqu'on observe un ion pseudo-moléculaire a 549 mono chargé et
un ion pseudo moléculaire mono chargé également a 1099, et dans ces deux cas la
fragmentation conduit a l'obtention d'un fragment de 243 m/z. Ceci confirme bien qu'il ne

s'agit que d'hypothéses de structure.

La confirmation par injection de standard a été faite pour les isomeres d'acide
dicaféoylquinique (diCQA), permettant ainsi d'identifier le pic majoritaire en LC-DAD et en
LC-HRMS comme étant le 3,5-diCQA (confirmation RMN par ailleurs (Figure 3.14). Deux
autres isomeres ont été identifiés : le 3,4-diCQA et le 4,5-diCQA.

HO -

HO™ &
Figure 3.14 : Acide 3,5-dicaféoylquinique
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Les 3,5- et 4,5-diCQA avaient déja été identifiés dans H. stoechas (Barroso et al., 2014), alors
qu'il s'agit ici du premier rapport de la présence du 3,4-diCQA dans cette espece, déja décrite
dans le genre par ailleurs (Gouveia and Castilho, 2011). Les acides dicaféoylquiniques sont
des molécules ubiquitaires, on en retrouve donc dans d'autres Asteraceae (Boukhris et al.,
2016; de Lazzari Almeida et al., 2016; Motaal et al., 2016) et d'autres halophytes (Chen et al.,
2015; Nabet et al., 2016). Les acides dicaféoylquiniques sont connus pour leurs nombreuses
propriétés biologiques, parmi lesquelles on trouve des activités anti-oxydante (Hong et al.,
2015; Jiang et al., 2016), anti-inflammatoire (Chen et al., 2016; Motaal et al., 2016),
blanchissante (en agissant sur la synthése de la mélanine et l'activité tyrosinase) (Tabassum et

al., 2016) et anti-HIV (Heyman et al., 2015; Makola et al., 2016; Serina et al., 2016).

La production de dérivés d'acide caféique par des cellules végétales dédifférenciées a déja été
rapportée, notamment dans l'artichaut (Pandino et al., 2017), la laitue (Stojakowska and

Malarz, 2017) ou dans les échinacées (Murthy et al., 2014).
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4. Comparaison des profils phytochimiques des suspensions cellulaires et

de la plante

Nous avons expliqué dans le chapitre 1 qu'il existe souvent des variations de profil

métabolique entre la plante (cellules différenciées) et les cellules dédifférenciées.

Un criblage CCM préalable a été réalisé (Figure 3.15), nous confirmant qu'il existe une
différence entre les cellules d’H. Stoechas et la plante (partie aériennes). Dans ce cadre, nous

avons souhaité faire une analyse exploratoire du contenu métabolique de la plante.

Plante Cellules

Figure 3.15 : Profil CCM d'extraits hydro-alcooliques de plante et de cellules d' H. stoechas
Phase mobile : AcOEt, acide formique, acide acétique, eau ; 100-11-11-26 (v/v/v/v)
Migration sur 7 cm - Révélation au Neu-PEG ( 365nm)

(fleches bleues : acides phénoliques ; vertes : flavonoides, ; rouge : chlorophylles)

L'extrait de plante est plus riche que l'extrait de cellules. On observe des métabolites
supplémentaires qui apparaissent en vert sur la CCM, il peut s'agir de flavonoides. On notera
aussi que les cellules ne produisent pas de chlorophylle, qui apparaissent en rouge sur le profil
de l'extrait de plante. I y a aussi des points communs entre les deux extraits, notamment les
taches bleues claires avec un rapport frontal faible (qui forment des "trainées" en bas de
plaques) et les deux spots bleus foncés qui peuvent correspondre a des dérivés d'acides

phénoliques.
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Ensuite, les extraits de plante et de cellules ont été comparés en LC-DAD-HRMS. Le

chromatogramme de I'extrait de plante est présenté sur la figure 3.16.

Intens

x106] 5 19
1.254 i 7 23

1.00 |
] 17|
0754 |

050 ‘ ‘

\l il WH
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Figure 3.16 : Chromatogramme (BPC) d'un extrait EEOH/H,O de parties aériennes d'H.
stoechas (gradient 8, chapitre 4)
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Chapitre 3 : Helichrysum stoechas [T - Phytochimie

On retrouve les isomeres de diCQA (pics 17, 19, 22) comme composés majoritaires (le 3,5-
diCQA est saturé). Néanmoins 2 autres isomeres de diCQA semblent étre présents (pics 20 et
26) et cela pourrait correspondre a un acide caféique sur la position 1 de 1'acide quinique, ce
qui a déja été décrit dans I'espece H. obconicum (Gouveia and Castilho, 2011). Le composé 3
qui semble correspondre a un acide caféoylquinique est aussi majoritaire. On ne retrouve pas
d'unité shikimate, contrairement a l'extrait de cellule, mais par contre le groupement malonyl
est présent (pics 5, 21, 23), notamment dans un composé majoritaire, l'acide malonyl-
dicaféoylquinique. L'hypothése de cette structure nécessite 1'isolement de cette molécule et sa
détermination structurale par RMN 1 et 2D puisqu'il n'existe pas de standards commercialisés.
Cette molécule a déja été décrite dans H. obconicum mais jamais dans l'espéce stoechas
(Gouveia and Castilho, 2011). L'analyse LC-HRMS nous a aussi permis de confirmer la
présence de dérivés de flavonoides précédemment observés en CCM, pouvant aussi expliquer

la teneur en flavonoides plus importante mesurée lors du dosage a 1'AlICl;.

5. Conclusion des analyses phytochimiques d'H. stoechas

Ces analyses préliminaires effectuées par déréplication nous ont permis de mettre en
évidence des différences de profils phytochimiques entre les extraits de plante et de cellules.
On observe des différences qualitatives, par exemple la sous-production de CQA dans les
cellules par rapport a la plante, mais aussi des différences quantitatives avec l'absence de
production de dérivés malonylés dans les suspensions cellulaires. Globalement on observe
tout de méme de fortes similitudes, notamment la présence de flavonoides et une production
accrue d'acides phénoliques et plus particulierement de diCQA (3,5-diCQA majoritaire)
dans les deux matieres premieres. Les diCQAs ont donc été choisis comme marqueurs pour

la suite de 1'étude d'H. stoechas (extraction, élicitation, activité biologique).

Pour obtenir une image globale du potentiel biosynthétique, il serait nécessaire d'analyser

également les molécules potentiellements excrétées dans le milieu de culture.

Les diCQAs sont des métabolites assez répandus dans le regne végétal. On les retrouve par
exemple dans la bardane (Jiang et al., 2016), la poire (Oleszek et al., 1994), le maté (Filip et
al., 2001). On en trouve également dans le propolis (Bankova et al., 2000). Néanmoins,
l'artichaut reste une des plantes les plus étudiées pour sa forte concentration en diCQA

(D’ Antuono et al., 2015; Jun et al., 2007; Menin et al., 2010; Pandino et al., 2017; Shen et al.,
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2015). Dans les plantes, les diCQAs sont impliqués dans les systeémes de défense contre les

attaques pathogenes ou des stress (Mhlongo et al., 2014; Moglia et al., 2008).

Les diCQA résultent de la condensation d’un acide quinique et deux acides caféique. L'acide
quinique est synthétisé par la voie du shikimate. Il résulte de la transformation du D-
érythrose-4P par 3 enzymes et une réaction d'aldolisation (cf. Chap.2, § II C 1). L'acide
caféique est synthétisé a partir de la phénylalanine, plus en aval dans la voie du shikimate, (cf.
Chap.2, § I C 1). La condensation avec l'acide quinique se fait sur la molécule de coumaroyl-
CoA (Figure 3.17). L'addition du deuxieéme groupement caféique sur l'acide caféoylquinique

n'est pas décrite.

N o Phénylalanine

Phénylalanine amonia lyase

N on Acide cinnamique

Cinnamate 4-hydroxylase
QH

| . .
NN Acide p-coumarique

to” NF
4-hydroxycinnamoyl-CoA ligase
p-coumaroyl-CoA
Acide quinique Quinate hydroxycinnamoyl transférase
Q
HO, »—OH .
' Acide p-
HO™ " OH coumaroylquinique
OH

oA p-coumaroyl ester 3’-hydyroxylase

H.j.-U;ija»\\ACide caféoylquinique

e

QH
1]

/&{%e dicaféoylquinique

o
HODANLOLAW
Ho = OH

Figure 3.17 : Proposition de voie de biosynthése des diCQAs par Menin et al., 2010
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B. Comparaison de différentes méthodes d’extraction du 3,5-

diCQA a partir des parties aériennes d’H. stoechas

1. Contexte

Classiquement, les composés phénoliques sont extraits par macération ou extraction a reflux
avec un mélange hydro-alcoolique. Néanmoins, le développement de techniques plus
respectueuses de l'environnement devient un enjeu majeur. En effet, le recours a des méthodes
plus efficaces en termes de rendement, temps, colit, mais aussi limitant la consommation de
solvant, devient une priorit€é pour de nombreuses entreprises (Azmir et al., 2013; Jeevan
Kumar et al., 2017). De plus, les solvants utilisés doivent eux aussi étre les plus « verts »
possible, notamment pour protéger I’environnement et 1’expérimentateur tout comme le
consommateur (Soh and Eckelman, 2016). Dans le cas de produits finis destinés au marché de
la cosmétique, la réglementation REACH (Registration, Evaluation, Authorization and
Restriction of Chemicals) impose des contraintes justifiant le choix de procédés d’extraction
éco-responsables (European Chemicals Agency - REACH). Enfin, les techniques d’extraction
et/ou de purification doivent aussi €tre pratiques et limiter le nombre d’étapes de pré- et post-
traitement qui sont chronophages, génératrices de déchets et de variabilité dans les résultats.
C’est dans ce contexte que nous avons choisi d’évaluer les performances de trois techniques
d’extraction éco-responsables et de n’utiliser comme solvant d’extraction que 1'eau, 1’éthanol
et le CO, qui sont des solvants non toxiques et pouvant étre considérés comme solvants
"verts" (Byrne et al., 2016; Capello et al., 2007). La quantité de diCQA (préalablement
identifié en LC-HRMS) extraite a été comparée de facon relative en mesurant la hauteur des
pics en HPLC-DAD-ELSD. Cette quantification relative n'a pu étre réalisée que lorsqu'on

était a concentration d'extrait constante, ou lorsqu'on le ratio solvant/végétal était constant.
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o — Solvant
m Caroussel . F

i Four avec une 4
12 réacteurs cellule extraction — k=aia .

N
B

Flacon fl j i
poubelle il < Flacon de collecte

6 voies co-solvants

. 12 flacons de collecte

C Four avec 10 cellules extractions

Figure 3.18 : Les différents appareils utilisés pour l'extraction
A. Extraction assistée par micro-ondes, B. Extraction par fluide pressurisé, C. Extraction par fluide
supercritique

L'extraction assistée par micro-ondes (MAE) (Figure 3.18-A) correspond a une soumission du
mélange solvant/matrice a un champ électromagnétique de 2,45 GHz. Sous l'influence du
courant alternatif, les molécules possédant un moment dipolaire vont changer d'orientation
4,9.10° fois par seconde (Letellier and Budzinski, 1999). Le transfert d'énergie au mélange se
fait grace a la rotation des dipdles et a la conduction ionique. Dans le cas d'utilisation d'un
solvant polaire, comme dans un mélange hydro-alcoolique, le solvant va s'échauffer tres
rapidement. La MAE permet ainsi de rapidement diminuer la viscosit¢é du solvant,
d'augmenter les phénomenes de diffusion, de solubilité et la pénétration du solvant dans la
matrice ce qui favorise I’extraction des molécules. Dans le cas de matériel végétal frais, 1'eau
intrinséque au végétal possede aussi un moment dipolaire (1,85 D) et peut donc jouer aussi un
role de solvant (Lucchesi et al., 2004; Michel et al., 2011). Les études antérieures citent
comme avantages de cette technique : son fort rendement d'extraction, sa rapidité d’exécution

ainsi que son colt réduit (Dahmoune et al., 2014; Ganzler et al., 1990).
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L'extraction par fluide pressurisé (PFE) (Figure 3.18-B), permet quant a elle de réaliser des
extractions a température élevée (jusqu’a 200°C) et surtout a pression €levée. Le matériel
végétal est placé dans une cellule, de la terre de diatomées est ajoutée et joue le role d’agent
dispersif. La cellule est ensuite remplie de solvant puis maintenue sous pression (100 bars).
Puis le solvant chargé en métabolites est collecté et 1'échantillon rincé avec une quantité
souhaitée de solvant frais qui sera également collecté. Successivement, plusieurs cycles
d'extraction peuvent étre réalisés sur un méme échantillon. La pression permet de maintenir le
solvant d’extraction sous forme liquide a haute température. L'augmentation de la température
engendre une diminution de la viscosité et de la tension de surface du solvant, ce qui favorise
la pénétration du solvant dans la matrice, améliorant ainsi les temps et rendements

d’extraction (Toubane et al., 2017).

L'extraction par fluide supercritique (SFE) (Figure 3.18-C) consiste a faire passer du CO; a
1'état supercritique (Figure 3.19) au travers d'une cartouche contenant du matériel végétal. Il
s'agit d'une extraction dynamique. A I'état supercritique, le CO, a une densité qui peut varier
de celle des gaz jusqu’a celle des liquides, suivant les conditions de pression et de
température, une viscosité plus proche des gaz et une diffusivité intermédiaire. Ainsi il

possede une importante capacité de transfert.

\
Pressure
(MPa) ™ Fluide Fluide
13 Subcritique supercritique
= Liquide . *
p=0.2-0.9 g/ml
2| p=0.75-1.1 g/ml 10.7% MeOH
) 74°C
Moins * 13 MPa
" compressible :5% MeOH
60°C
10 11 MPa
9 s .
& % 3.5% MeOH
s 40°C
8 L|qu|de = 8.3 MPa
&
! § ~100% €O,
g 31°C
6 S 7.3MPa 6az
5
20 30 40 50 60 70

Temperature (°C)

Figure 3.19 : Etat du CO; en fonction de la température et de la pression
cours de master du Dr Caroline West (ICOA)
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Cette technique trés respectueuse de I'environnement (Capello et al., 2007) présente
lI'inconvénient de l'apolarité du CO, qui limite I’extraction des composés polaires. Cependant
I'addition de co-solvants au CO, permet de modifier la polarité du mélange et rend possible
I’extraction de métabolites secondaires polaires comme c’est le cas de la majorité des
polyphénols (Da Porto and Natolino, 2017; Diaz-Reinoso et al., 2006). Généralement ce sont
des alcools qui sont utilis€s comme co-solvants, 1’éthanol présentant de plus I’avantage d’une
tres faible toxicité (Babova et al., 2016; Murga et al., 2000). D’autres parameétres comme la
température, la pression ou le débit du fluide peuvent également étre modifiés pour accroitre

les rendements d’extraction ou la sélectivité (Aizpurua-Olaizola et al., 2015).

2. Extraction assistée par micro-ondes (MAE)

Les conditions initiales utilisées lors de 1’optimisation des différents parameétres étaient : 3
cycles de 30 s a 1000 W sans renouvellement de solvant a chaque cycle, tous les parametres
étant par la suite optimisé€s indépendamment.

Avec le solvant éthanol/eau 80/20 (v/v), plusieurs durées d’extraction ont été testées de 15
a 120 s. Le rendement global d'extraction est calculé en faisant le rapport de la masse de
l'extrait sec sur la masse de broyat de plante, il est toujours d’environ 18 %. Donc la durée
n'influence pas le rendement global d'extraction Par ailleurs, elle influence trés peu
I’extraction du diCQA qui est le composé majoritaire. Toutefois, lorsque la durée d’extraction
augmente, le pic majoritaire (correspondant au 3,5-diCQA) se dédouble (diminution de son
aire et augmentation de 1’aire du pic voisin, 4,5-diCQA). De plus, les températures atteintes
augmentent avec la durée (a 1000W : 87 °C pour 15 s, 122° C pour 30 s 156°C pour 45 s) (a
500 W : 115 °C pour 45 s, 130 °C pour 60 s, 156 °C pour 120 s), ce qui pourrait expliquer le
dédoublement du pic majoritaire en HPLC probablement dii a une isomérisation. En effet, les
esters d’acide cinnamique sont connus pour s’isomériser facilement (Xue et al., 2016). Il
semble donc préférable de retenir une durée intermédiaire pour limiter la potentielle

dégradation/isomérisation des composés soit 30 s a 1000 W ou 60 s a 500 W.

L’étude de I’influence de la puissance montre que pour 45 s, a 1000 W (versus 200 W), un
dédoublement de pic est observé comme dans le cas de 1’augmentation de la durée, ce qui
laisse penser a une dégradation/isomérisation. Ce phénomene n’est pas observé a 500 W.

Cette puissance sera donc privilégiée lorsque la durée dépasse les 30 s.
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Lorsqu'on augmente le nombre de cycles d'extraction, on observe une augmentation du
rendement global d’extraction et des diCQA. Ainsi, 3 cycles favorisent de meilleurs
rendements d’extraction. En revanche, le renouvellement du solvant entre chaque cycle s’est
avéré inutile car il ne permet pas d’augmenter I’extraction des diCQA, ce qui signifie que
dans les conditions testées (200 mg dans 5 mL), le solvant n’est pas saturé par les composés

extraits.

Ainsi, les meilleures conditions pour les micro-ondes sont : 3 cycles de 30 s a 1000 W sans

renouveler le solvant (Figure 3.19) (Tableau 3.10).
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Figure 3.19 : Profils HPLC-DAD (a 280 nm) des extraits d’halophyte obtenus par les différentes
techniques d’extraction dans les conditions optimales pour chacune des trois techniques.

Un test supplémentaire a été réalisé avec de 1’acétate d’éthyle, mais dans nos conditions

expérimentales initiales (3 cycles, 30s, 1000 W) ce solvant n’a pas extrait les diCQA.

Cette étude a permis de démontrer que le choix d’un solvant adapté est primordial puisque sa
polarit¢ gouverne non seulement la solubilité des composés mais aussi la température
d’extraction. En revanche, une fois le solvant adéquat sélectionné, les parametres temps

d’extraction et puissance se sont avérés peu influents sur I’extraction des diCQA.

Cependant, I’extraction aurait encore pu €tre améliorée avec du matériel végétal frais. En
effet, 'eau endogeéne du végétal peut rapidement capter 1’énergie des micro-ondes et

provoquer ’explosion des parois cellulaires (Wang and Weller, 2006) . Dans ce cas, les
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micro-ondes interagissent directement avec le matériel végétal. Si les molécules d’intérét sont
polaires, comme dans cette étude, ’eau intrinseéque peut alors jouer un role de solvant et

favoriser leur extraction.

3. Extraction par solvant pressurisé (PFE)

Les conditions initiales utilisées lors de 1'optimisation étaient : 3 cycles de 10 min a 40 °C
avec un volume de ringage de 60%. Tous les paramétres ont par la suite été optimisés

indépendamment.

Différentes températures ont été testées: 40, 65 et 100 °C. Une augmentation du rendement
global d’extraction avec 1’augmentation de la température est observée (14, 20 et 24%
respectivement). Les profils HPLC-DEDL, quant a eux, montrent que le diCQA est mieux
extrait a 65 °C, un doublement de la hauteur du pic du diCQA majoritaire est observé entre 40
et 65 °C. Entre 65 °C et 100 °C, cette hauteur de pic diminue, la différence de masse est alors
due a une meilleure extraction des composés qui sortent dans le volume mort en HPLC, donc
des composés treés polaires au vu de la méthode en phase inverse qui est utilisée. Il pourrait
s’agir de métabolites primaires comme des sucres ou des acides aminés sans intérét dans cette

étude.

L’impact de la durée d’extraction a également €té analysé (5, 10 et 20 min). Il a ét€ démontré
par comparaison des profils chromatographiques qu’une extraction de 20 min permet de
mieux extraire le dICQA majoritaire (12 mV pour 10 min 16 mV pour 20 min). Néanmoins,
dans les conditions initiales, une augmentation de la température (65 °C) est beaucoup plus
efficace qu’une augmentation de la durée (20 min) avec une hauteur de pic de 41 mV et 16
mV respectivement. La température permet en effet d’augmenter la diffusivité du solvant dans

la matrice.

L’influence du volume de ringage de la cellule a également été testée (30, 60 et 100 %). Peu
de différences sont observées entre 60 et 100% pour I’extraction du diCQA (respectivement
22,5 et 25 mV en hauteur de pic), par contre 60% donne de meilleurs résultats que 30 % (17,5
mV). Ainsi, un volume de rincage de 60% est un bon compromis entre efficacité et quantité

de solvant utilisée.

Une comparaison a également été réalisée au niveau du nombre de cycles : un seul cycle de

30 min versus trois cycles de 10 min. Cette derniere procédure permet une meilleure
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extraction du diCQA, alors que qualitativement, aucune différence n’est observée. Ceci est dii
au fait que, pour chacun des 3 cycles, du solvant frais est injecté dans la cellule au moment du

ringcage, ce qui favorise la diffusion des solutés vers le solvant d’extraction.

Ainsi les meilleures conditions pour I’extraction du diCQA ont été fixées a 3 fois 20 min a

65 °C avec 60% de rincage (Figure 3.19) (Tableau 3.10).

Un test a été réalisé avec de 1’acétate d’éthyle dans les conditions expérimentales initiales

mais ce solvant n’a pas permis d’extraire les diCQA de la matrice végétale.

Il est important de souligner que, contrairement aux extraits obtenus par la MAE, aucune
modification qualitative n’a été observée avec cette technique, notamment pas de

dédoublement de pic.

Cette technique se rapproche davantage de la SFE que de la MAE puisque I’extraction est
réalisée sous pression (100 bars), mais dans tous les cas lors de la PFE les conditions utilisées
sont en-dessous des conditions permettant au fluide d’atteindre son point supercritique (240°C

et 6,14 MPa pour I’éthanol pur ; 37°C et 22,1 MPa pour I’eau pure).

4. Extraction par fluide supercritique (SFE)

La contre-pression qui permet de définir la densité du fluide a I'intérieur de la cellule
d’extraction a été fixée pour toutes les expériences a 15 MPa. L'influence d'un co-solvant sur
lI'extraction a été testée a 30 °C. Pour ce faire, 1'extraction a été réalisée selon trois protocoles
différents, avec 100% de CO,, 90% de CO, additionné de 10% d'éthanol ou 90% de CO,
additionné de 10% d'un mélange éthanol/eau (80:20 ; v/v). Le choix de I’éthanol et de 1’eau
comme co-solvants polaires permet de conserver des solvants identiques a ceux utilisés en
MAE et PFE. De plus, ce choix réside aussi dans une volonté de faire de la SFE une technique
verte et non dangereuse pour le manipulateur comme pour les deux techniques précédentes.

Les résultats obtenus sont présentés Figure 3.20.
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Figure 3.20 : Profils HPLC-DAD (a 280 nm) des extraits d’H. stoechas obtenus par SFE dans
différentes conditions
a. 100% CO,, b. 90% CO, + 10% éthanol, c. 90 % CO, + 10% éthanol/eau (80:20; v/v)

Le CO; seul n’extrait pas les acides phénoliques. En effet, dans ces conditions, les molécules
extraites majoritairement sont beaucoup plus apolaires (elles apparaissent sur les
chromatogrammes apres 19 min d’analyse). L'ajout d'éthanol dans le CO, permet d’augmenter
la polarit¢é du fluide d’extraction, mais I'extrait ainsi obtenu présente un profil
chromatographique similaire a celui de l'extrait au CO, pur. L'ajout de 20% d'eau dans
I'éthanol permet d'obtenir un extrait enrichi en molécules d'intérét (vers 13,5 min). Le profil
HPLC de ce dernier extrait est trés similaire a un extrait obtenu par sonication ou un extrait
obtenu par MAE ou PFE, les diCQA sont donc trés bien extraits (Figure 3.19). Ainsi, l'ajout
d’eau dans le co-solvant change de facon significative la polarité du fluide d'extraction,
permettant ainsi d’extraire des métabolites de polarité différente par rapport au CO; seul. Le
méthanol, que nous avons aussi testé et qui est souvent décrit comme co-solvant dans la
littérature (Murga et al., 2000; Palma and Taylor, 1999), ne s’est pas avéré aussi efficace que
le mélange éthanol/eau. De plus, les caractéristiques CMR (Cancérigene, Mutagene et
Reprotoxique) de ce solvant limitent aujourd’hui son utilisation au sein des laboratoires

comme a 1’échelle industrielle.
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En parallele, des essais ont aussi été réalisés a 60 °C. Cette augmentation de la température
n'influe pas sur I’empreinte phytochimique de I’extrait obtenu, mais 1’extraction du diCQA est
légerement supérieure (510 mV au lieu de 460 mV), sans générer de dédoublement de pic.

L’extraction peut donc avoir lieu a 60 °C pour étre plus efficace.

Apres avoir démontré le pouvoir extractant du co-solvant éthanol/eau (80:20 v/v), I'impact de
son ratio par rapport au CO; a été étudié a raison de 5, 10 ou 20%. Avec 5%, la réponse pour

le diCQA atteint 74 mV/min, avec 10% 171 mV/min et 211 mV/min avec 20% (Figure 3.21).
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Figure 3.21 : Influence du pourcentage de co-solvant sur I'extraction des diCQA par SFE

L’extraction du diCQA augmente donc avec le pourcentage de co-solvant. Néanmoins, la
proportion utilisée peut étre discutée pour que la SFE ne soit finalement pas utilisée comme
une PFE, c’est pourquoi des ajouts de co-solvant supérieurs a 20% n’ont pas été testés. Ainsi

pour le reste des tests, le pourcentage a été fixé a 10%.

Comme le systtme MV-10ASFE Waters permet la récupération du solvant d’extraction dans
différents flacons de collecte, il a été€ possible de réaliser une cinétique d'extraction pendant
3h avec des durées de collecte par flacon de 30 min. Les résultats obtenus sont présentés sur

la figure 3.22.
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Figure 3.22 : Cinétique d’extraction supercritique avec un co-solvant :
CO; + 10% EtOH/eau (80:20 ; v/v)

La premiere heure, on obtient 80% de la masse finale de I’extrait, contre seulement 16% la

deuxiéme heure et 3% la troisi€éme heure.

Les conditions optimales sont donc : 1 h a 60 °C avec 10% de co-solvant éthanol/eau (80:20 ;

v/v) (Tableau 3.10).

5. Praticité des méthodes

La MAE est une technique tres facile a mettre en ceuvre, tres rapide et peu consommatrice de
solvant. Cependant, pour une évaluation comparative des méthodes d’extraction testées (durée
totale, consommation de solvants, étapes intermédiaires), il est important de prendre en
compte les temps de refroidissement du mélange entre chaque cycle d’extraction ainsi que le
traitement de I’échantillon aprés extraction, qui comprend une étape de filtration ou
centrifugation puis une étape de concentration de 1’échantillon. La difficulté a récupérer

I’extrait dans le réacteur de 12 mL est aussi a souligner car elle peut engendrer des pertes.

La PFE et la SFE sont des méthodes entiérement automatisées qui présentent 1’avantage
d’obtenir un extrait déja filtré, qu’il ne reste plus qu’a concentrer. Cependant pour la PFE et la
SFE, une étape préliminaire de remplissage des cellules d'extraction est nécessaire. Dans le

cas de la PFE, les cellules sont complétées avec de la célite (terre de diatomées) qui est un
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CMR, ainsi l'étape de préparation est dangereuse pour le manipulateur en plus d'étre
chronophage. Pour la SFE, c’est du sable de fontainebleau qui est utilisé selon les

recommandations du fournisseur. Il pourrait aussi étre intéressant de 1'utiliser pour la PFE.

La SFE présente un avantage certain en termes de temps de manipulation. En effet, le retour a
I'état gazeux du CO, supercritique, permet de concentrer une grande partie de I'extrait (la
fraction CO,). Par exemple, pour une extraction d'1h30 a 5 mL/min de solvant d’extraction
contenant 10% de co-solvant, le volume final de 1'extrait est de seulement 45 mL, d’ou une
concentration d'un facteur 10 par rapport au volume de fluide utilisé. De plus, c’est la seule
méthode d’extraction réellement dynamique, ce qui favorise le transfert de masse des
composés en maintenant au maximum le gradient de concentration entre la matrice et le fluide

d’extraction.

Tableau 3.10 : Comparaison des méthodes d’extraction MAE, PFE et SFE optimisées.

MAE PFE SFE
) Refroidissement Préparation Préparation
Etape de traitement . .
J . Filtration cartouche cartouche
échantillon . . .
Evaporation Evaporation Evaporation
Durée extraction 1,5 min 60 min 60 min
Température d’extraction 120 °C 65 °C 60 °C
Conso.mmation solvant par prise 5 mL / 200 mg 8 mL /200 mg 30 mL (co-solvant) /
d'essai 500 mg
90% CO,
EtOH 80% EtOH 80%
Solvant ’ ’ 10% EtOH/H,0
, .
Rendement d exfractlon global par 18% 20% 15%
masse de plante séche
Extraction des composés phénoliques Profils phytochimiques similaires
(analyses HPLC)
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6. Conclusion de la comparaison de techniques d'extraction

Les différents parameétres testés pour la MAE et la PFE n’influent pas de fagon significative
sur I’extraction des diCQA. Dans les conditions utilisées, ces deux techniques permettent une
extraction facile et rapide de ces molécules d’intérét qui sont fortement solubles dans le

solvant éthanol/eau (80:20 ; v/v) choisi, et présentes en grande quantité dans H. stoechas.

Tous les parametres testés en SFE se sont révélés plus déterminants, notamment 1’ajout de
quelques pourcents de co-solvant hydro-alcoolique qui permet d’extraire des polyphénols
tres polaires comme les acides phénoliques. Comme pour une extraction solide/liquide par
MAE ou PFE, la composition du fluide influe sur la polarité et permet d’extraire
sélectivement certains composés. De plus, I'utilisation d’eau dans le co-solvant est peu citée
dans la littérature (Da Porto et al., 2014; Seabra et al., 2010). Cette étude a permis de
confirmer son intérét. Ainsi, la SFE, surtout décrite dans la littérature pour I’extraction de
métabolites végétaux apolaires (Martinez-Correa et al., 2017; Viguera et al., 2016), se révele
aussi étre une méthode de choix pour I’extraction des diCQA contenus dans H. stoechas. Le
choix de [D’extraction de composés polaires par SFE constitue une innovation
méthodologique. Enfin cette technique de chimie verte qui ne nécessite que peu de solvant,
présente I’avantage d’étre transposable a grande échelle. Elle pourra donc étre utilisée dans
I’industrie pour I’extraction de molécules a haute valeur ajoutée et ce, en respectant

I’environnement.

265



Chapitre 3 : Helichrysum stoechas [II - Activités biologiques

III. Evaluation des activités biologiques d'H. stoechas

Les extraits de parties aériennes (HsP) et de cellules dédifférenciées (HsC) d'H. stoechas ainsi
que le 3,5-diCQA ont été testés sur différentes activités biologiques a visée dermo-cosmétique

(antioxydante, anti-inflammatoire, cicatrisation).

A. Activité antioxydante

L'activité antioxydante a été mesurée grace au test ORAC (cf. Chap.4, § V A 2). Plus l'indice

ORAC est élevé plus I'extrait est antioxydant.
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Figure 3.23 : Indices ORAC (exprimés en umol TE/ mg d'extrait sec) des extraits d'H. stoechas

Le témoin utilisé dans ce test est le Trolox (analogue hydrophile de la vitamine E). L'extrait
de plante est 2 fois plus antioxydant que le témoin, alors que I'extrait de cellules l'est 8 fois
moins. L'extrait de plante est 16 fois plus antioxydant que l'extrait de cellule. On peut donc
dire que l'extrait de plante est trés antioxydant, alors que l'extrait de cellule ne l'est
pratiquement pas. Pour une méme espece, des différences de potentiel antioxydant entre les
plantes entieres et les cellules cultivées in vitro ont déja été observées. Généralement, les
extraits de cultures in vitro sont moins antioxydants que les extraits de plantes (Costa et al.,
2012, 2013), d'ou l'intérét d’envisager des stratégies permettant d'augmenter la teneur en
métabolites secondaires antioxydants en CVIV, comme par exemple 1'élicitation (cf. § IV et

cf. Chap.1 § III B).
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B. Evaluation de la cytotoxicité

Deux tests de cytotoxicité ont été conduits en parallele des tests d'activités biologiques, sur
des macrophages murins et des cellules mononucléées humaines du sang périphérique
(PBMC), puisque ces deux types de cellules sont utilisés pour déterminer les activités anti-

inflammatoires dans notre étude.

1. Evaluation de la cytotoxicité des extraits sur des macrophages murins

En parallele aux essais d'inhibition de la production de NO par des macrophages murins, des
tests de cytotoxicité sur le méme type de cellules ont été réalisés a 1'aide du test WST (Water
Soluble Tetrazolium salts). Le quercétol étant utilis€é comme contrdle positif dans les tests

anti-inflammatoires, sa cytotoxicité a également été testée.
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Figure 3.24 : Evaluation de la toxicité des extraits d'H. stoechas et du 3,5-diCQA sur les
macrophages murins (test WST).

Aucune toxicité sur les macrophages murins n'est observée pour nos extraits. Contrairement

au quercétol qui inhibie de 22% la viabilité cellulaire a 50 ug/mL.
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2. Evaluation de la cytotoxicité des extraits sur des cellules

mononucléées humaines

En parallele aux essais d'inhibition de la sécrétion de cytokines par des PBMC (Cellules
mononuclées de sang périphérique) traitées au LPS (lipopolysaccharide), des tests de
cytotoxicité ont été réalisés a 1'aide du test WST sur ce type de cellules. La dexaméthasone
étant utilisée comme contrdle positif dans les tests anti-inflammatoires, sa cytotoxicité a

également été testée.
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Figure 3.25 : Evaluation de la toxicité des extraits d’H. stoechas et du 3,5-diCQA sur les cellules
mononuclées humaines par (test WST).

Contrairement aux essais sur les macrophages murins, on observe sur les PBMC une 1égere
toxicité des extraits et du 3,5-diCQA (70% de viabilité cellulaire avec 5 ou 30 pg/mL de
diCQA), sans relation dose-effet néanmoins. Des tests d'activité anti-inflammatoire ont tout
de méme été conduits sur les PBMC car on considere la toxicité seulement a partir de 30% de
mortalité (valeur fixée par les biologistes qui ont réalisé ces essais). La dexaméthasone
semble influer aussi sur la viabilité cellulaire (ce qui n'avait pas été observé lors des tests
d'évaluation biologique d'A. maritima), mais sans relation dose-effet et dans une gamme

acceptable au vu des écart-types.
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C. Activité anti-inflammatoire

L'activité anti-inflammatoire des extraits HsP et HsC et du 3,5-diCQA a été testée via deux
tests complémentaires : 1'inhibition de la production de monoxyde d'azote (NO), et l'inhibition

de la sécrétion de cytokines.
1. Inhibition de la production de NO

Dans un premier temps, la viabilité cellulaire a ét€ mesurée par le test WST, pour s'assurer de
la non toxicité des extraits sur les macrophages murins utilisés pour la mesure de l'inhibition

de la production de NO (cf. § B.1).

Le quercétol est utilis€é comme témoin positif dans ce test.

120%
[’d
o loo% -
2
c
.0 80%
-
S c
T 5 m 10 pg/mL
S g 60% e/
g- 9 m 30 pg/mL
o
= 40% - 50 pg/mL
2
=
£ 20% -
) 1 ke N

0% . T n T T 1
HsP

Quercétol HsC 3,5-diCQA

Figure 3.26 : Effet des extraits de plantes et de cellules d’H. stoechas et du 3,5-diCQA sur la
production de NO par des macrophages murins traités au LPS.

Une inhibition de la production de NO a 15 % est observée pour les deux extraits et le 3,5-
diCQA. Cette activité est extrémement faible comparée a celle du témoin. L’effet d’extraits
d’Helichrysum sp. sur la production de NO n’a jamais été rapporté dans la littérature. En
revanche, des extraits hydro-alcooliques d’H. stoechas ont déja montré un effet inhibiteur de
I’activation du facteur NF-kB (Bremner et al., 2009), qui lui est directement corrélé a la
production de NO (Xie et al., 1994). Il en est de méme pour le 3,5-diCQA, qui est décrit dans
la littérature comme étant un inhibiteur de la transcription du gene codant pour l'oxyde
nitrique synthase (Park et al., 2009) et de la production de NO d’environ 30 % a 50 % (Hong

et al., 2015). Par la suite, il sera intéressant de tester des concentrations plus élevées de 3,5-
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diCQA pour voir si on retrouve une relation dose-effet comme ces auteurs qui ont testé 250

pug/mL comme concentration maximale.

2. Inhibition de la sécrétion de cytokines

Comme dans le test précédent, la viabilité cellulaire a ét€¢ mesurée par le test WST, pour

s'assurer de la non toxicité des extraits sur les PBMC. On a ainsi observé une légere toxicité

des extraits d'H. stoechas et du 3,5-diCQA (cf. § B.2).

La sécrétion de quatre cytokines a été mesurée : le TNFa, 1'IL-1f, 'IL-6 et I'[L-8.
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Figure 3.27 : Effet des extraits d'H. stoechas, du 3,5-diCQA et de la dexaméthasone sur la
sécrétion de cytokines par des PBMC traitées au LPS.
(HsP : Extrait de parties aériennes de H. stoechas ; HsC : Extrait de cellules d'H. stoechas)
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L’extrait de plante inhibe de 39% la sécrétion d’IL-1B a 50 pg/mL; aucune autre inhibition
n’est observée pour cet extrait. L’extrait de cellules inhibe aussi la sécrétion d’IL-1, et de
facon plus importante, puisque 1’inhibition est de 44% a 30 pg/mL. Cet extrait inhibe de 19 %
la sécrétion du TNFa a 30 ug/mL, mais de facon peu significative au vu de I’écart-type. Ainsi
les deux extraits inhibent de facon spécifique la sécrétion d’IL-18, alors que dans la littérature
c’est I'inhibition de la sécrétion d’IL-6 et de TNFa qui est généralement décrite (Bremner et
al., 2009). Cependant il s'agit de tests réalisés avec des extraits acétate d'éthyle, ce qui pourrait
expliquer cette différence ; mais une inhibition de la sécrétion du TNFa supérieure a 50% est
tout de méme observée pour I'extrait hydroalcoolique, qui lui est bien de méme nature que les

extraits HsP et HsC, permettant ainsi une comparaison des activités obtenues.

Le 3,5-diCQA inhibe de 78% la sécrétion d’IL-1B a 50 pg/mL. De plus, on observe une
relation dose-effet (excepté pour 10 pg/mL). Ainsi, nous pouvons supposer que cette
molécule est en partie porteuse de ’activité des deux extraits qui la contiennent. De plus, le
3,5-diCQA inhibe 1égerement la sécrétion de TNFa. Ces activités sont cohérentes avec les
données de la littérature dans laquelle I’inhibition de la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires (IL-1 B, TNFa et IL-6) par le 3,5-diCQA avait déja été décrite. En effet, Li et
al. (2013) ont déja démontré que le 3,5-diCQA a 25,8 ug/mL inhibait de 76% la sécrétion
d'IL-6 par des macrophages murins. Motaal et al., 2016 ont démontré l'inhibition de la
sécrétion du TNFa et de I'IL-1 B par le 3,5-diCQA in vivo ( pratiquement 50% d'inhibition a
25 mg/kg). 1l s'agit néanmoins de tests différents puisque 1'un est réalisé sur des cellules
murines et l'autre in vivo. La littérature laissait donc présager ce potentiel anti-inflammatoire
du 3,5-diCQA, mais aucune inhibition de la sécrétion de 1'lL-1f dans notre modele biologique
n'avait ét¢ démontrée auparavant. Nos résultats apportent donc de nouveaux éléments

concernant le potentiel anti-inflammatoire de cette molécule.
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D. Conclusion sur les activités biologiques d'H. stoechas

L'extrait hydro-alcoolique de plantes d'H. stoechas posséde un fort pouvoir antioxydant
(indice ORAC de 8,1) ce qui n'est pas le cas de I'extrait de cellules. Néanmoins ils présentent
tous les deux une activité intéressante sur 1'inhibition de la sécrétion d'IL1-B, qui est une
cytokine pro-inflammatoire. Le 3,5-diCQA qui est le composé majoritaire dans ces deux
extraits, permet d'inhiber jusqu'a 80% de la sécrétion d'IL1-B. Il contribue donc a augmenter
le potentiel anti-inflammatoire des extraits qui la contiennent, il s'agit d'un bio-marqueur.
Pour augmenter le potentiel anti-inflammatoire de ces derniers, il serait intéressant
d'augmenter la teneur en 3,5-diCQA, ce que nous avons cherché a faire en élicitant les

suspensions d'H. stoechas.
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IV. Elicitation des cellules d’H. stoechas

A. Contexte

Dans cette étude, nous avons travaillé sur des suspensions cellulaires d’H. stoechas qui nous
ont été fournies par notre partenaire BiotechMarine. Nous n’avons donc pas eu besoin,
contrairement au travail réalis€ sur A. maritima, de mettre au point un protocole de
callogénese puis de mise en suspension. Le profil phytochimique des cellules a été établi
préalablement (cf. § II), montrant une richesse en acides dicaféoylquiniques. Ces molécules
ont été choisies comme traceurs car elles sont majoritaires, mais aussi potentiellement dotées
d’activités biologiques (cf. § III). Ainsi, dans cette approche biotechnologique, nous avons
testé I’effet de différents éliciteurs sur la production des 3,4-, 3,5- et 4,5-diCQA. 1l s’agit
d’une étude préliminaire visant a cribler un maximum d’éliciteurs (traitements simples et
combinés), pour identifier les plus efficaces qui feront ensuite 1’objet d’études plus
approfondies. L'ensemble des tests ont été réalisés selon les conditions de cultures et le

milieu détaillé dans le chapitre 4.

B. Caractérisation de la suspension

Des études préliminaires a 1’élicitation ont été menées pour caractériser la suspension et
mettre en place notre protocole, en particulier en ce qui concerne le moment optimal du
traitement. Ainsi nous avons réalisé une courbe de croissance sur les suspensions cellulaires

d’H. stoechas.
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Figure 3.28 : Courbe de croissance des suspensions d’H. stoechas (n=3)

On observe une phase exponentielle jusqu’a j10 puis une phase stationnaire pendant 4 jours.
Lors de la phase stationnaire les cellules sont en carence nutritive et elles activent alors leur
métabolisme secondaire. Des essais préliminaires nous ont permis d'observer une
augmentation de la teneur en diCQAs au cours de la phase stationnaire, c'est pourquoi nous
avons conservé un cycle de 14 jours et non de 10. Dans la littérature, il a ét€ démontré que la
teneur en 3,5-diCQA dans des suspensions cellulaires d'artichaut ne variait pas au cours du

cycle contrairement au 1,5 et 4,5-diCQA (Pandino et al., 2017).

Le choix du moment optimal pour 1'élicitation fait I'objet de travaux (Ketchum et al., 1999;
Lee-Parsons et al., 2004), cependant il dépend de I'espece et des molécules d'intérét que 1’on
cherche a produire. Dans notre cas, nous avons fait le choix d'ajouter 1’éliciteur a j3, soit a la

fin du premier tiers de la phase exponentielle.

C. Elicitations

Plusieurs éliciteurs ont été testés a différentes concentrations sur les suspensions cellulaires
d'H. stoechas. Nous avons testé 2 phytohormones : méthyl jasmonate (MelJa) et acide
salicylique (SA) ; deux autres éliciteurs biotiques : chitosan et coronatine et un éliciteur
abiotique : chlorure de sodium (NaCl). Les concentrations ont été choisies sur la base des
données de la littérature. Les éliciteurs ont d'abord été testés seuls, puis de facon combinée
pour certains d’entre eux. Dans tous nos tests, I'éliciteur a été ajouté a j3 de la culture et les

cellules ont été récoltées a jl4. Pour chaque traitement, nous avons mesuré l'effet sur la
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croissance en mesurant le poids frais et le poids sec des cellules a j14, et I'impact de 1'éliciteur
sur la concentration en 3,4-, 3,5- et 4,5-diCQA. Des tests statistiques ont été réalisés pour

chacun des traitements afin de déterminer la significativité des différences observées.

Tableau 3.11 : Récapitulatif des éliciteurs testés

Eliciteurs Concentrations

Chlorure de sodium 50 - 100 - 200 mM

Chitosan (Chito) 10 - 50 - 100 mg/L

Méthyl jasmonate (MeJa) 50 - 100 - 150 - 200 uM

Acide salicylique (SA) 50 - 100 - 150 - 200 uM

Coronatine 05-1-2-4uM

Méthyl jasmonate + chitosan 200 uM MelJa + 100 mg/L chito

Meéthyl jasmonate + acide salicylique 200 uM MelJa + 150 uM SA

Acide salicylique + Chitosan 150 uM SA + 100 mg/L chito

MeJa + chitosan + SA 200 uM MeJa + 100 mg/L chito + 150 uM SA

1. Elicitation par le chlorure de sodium

H. stoechas étant une plante qui pousse essentiellement sur le littoral, elle est soumise aux
embruns marins et elle peut donc potentiellement résister au sel. Il nous a donc semblé
logique de tester le NaCl comme éliciteur abiotique. En effet le NaCl est connu pour stimuler
la production de composés phénoliques chez les plantes, en particulier les halophytes (Alhdad
et al., 2013) (cf .chap. 1 § I-B). Cette molécule a déja été¢ décrite comme éliciteur pour des
halophytes mais aussi pour des glycophytes. Les concentrations de NaCl utilisées pour
I'élicitation varient dans la littérature d'environ de 5 a 200 mM (Chen et al., 2014; Hayatsu et
al., 2014; Lim et al., 2013; Tabuchi et al., 2003) et jusqu'a 400 mM pour des halophytes (Ben
Hamed-Laouti et al., 2016; Thomas et al., 1992).

Dans un premier temps, nous avons observé 1'impact du NaCl sur la croissance des cellules.
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Figure 3.29 : Effet du NaCl sur la croissance des suspensions d'H. stoechas
(n=3 ; les données qui partagent des lettres ne sont pas significativement différentes)

On observe un effet important du NaCl sur la croissance des cellules d'H. stoechas, surtout sur
le poids frais et a partir de 150 mM de NaCl (diminution de 2,7 fois). Pour le poids sec les
résultats sont différents : on observe une perte de biomasse significative a partir de 150 mM
par rapport au témoin. Le fait que les poids frais et sec ne suivent pas la méme tendance peut
s'expliquer par le fait que le NaCl engendre un stress osmotique, pouvant conduire a des
mouvements d'eau importants entre les cellules et le milieu de culture suivant le principe de
l'osmose. Ainsi a faible concentration le NaCl engendrerait une perte en eau des cellules, ce
qui explique une diminution du poids frais et non du poids sec. Puis a partir de 150 mM, poids
sec et poids frais décroissent par rapport au témoin, le stress osmotique devient certainement
trop intense, conduisant a une toxicité cellulaire. Cette différence de profil entre poids sec et
poids frais a déja été observée pour des cultures d'Oryza sativa élicitées au NaCl (Hayatsu et
al., 2014). La faible résistance au NaCl d'H. stoechas confirme qu'il ne s'agit pas d'une plante
halophile stricto sensu, comme Salicornia europaea ou Suaeda maritima par exemple, dont
des suspensions cellulaires se développent mieux en présence de 128 mM de NaCl qu'en
absence de NaCl (von Hedenstrom and Breckle, 1974). Le NaCl est également indispensable
pour la micropropagation de Salicornia brachiata (Joshi et al., 2012), in vitro il favorise
également le développement de Sesuvium portulacastrum (Lokhande et al., 2011). Des cals
d'Aster tripolium tolérent trés bien 150 mM de NaCl (Uno et al., 1996), ainsi que des
suspensions de Distichlis spicata (Warren and Gould, 1982). La suspension d’H. stoechas que

nous étudions semble capable de tolérer des concentrations de NaCl allant jusqu'a 100 mM, ce
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qui reste plus élevé que dans les glycophytes comme le Ginkgo biloba, dont les suspensions
tolerent jusqu'a 25 mM de NaCl seulement, ou encore Stevia rebaudiana dont la croissance
des suspensions est inhibée significativement a partir de 17 mM (Gupta et al., 2014). Les
suspensions de Cakile maritima, qui est une halophyte obligatoire, voient aussi leur viabilité

diminuer a partir de 200 mM de NaCl (Ben Hamed-Laouti et al., 2016).

2000

b
1800 T
4]
E 1600 abab ab B Témoin
o 1400 ® NaCl 50 mM
= 1200 NaCl 100 mM
(8]
oo 1000 B NaCl 150 mM
§ 800 = NaCl 200 mM
2 600
(0]
S 400
o
3
200 -
O -

3,4-diCQA 3,5-diCQA 4,5-diCQA

Figure 3.30 : Effet du NaCl sur la teneur en diCQA intracellulaire
de suspensions d'H. stoechas
(n=3 ; les données qui partagent des lettres ne sont pas significativement différentes)

Le NaCl ne semble pas affecter de maniére significative la production de diCQA par les
cellules. Aucun résultat significatif n'a été obtenu et aucune tendance n'est observée, excepté
peut-€tre pour 150 mM. La diminution de la teneur en diCQA lorsque les cellules sont traitées
avec 100 mM est assez étrange, et nécessiterait des essais complémentaires pour Eétre
confirmée. La non efficacit¢é du NaCl sur l'augmentation de la teneur en diCQA peut
s'expliquer par 'absence d'impact du NaCl sur le métabolisme secondaire dans notre cas, mais
aussi par une excrétion accrue du diCQA dans le milieu de culture, due au choc osmotique
engendré par le NaCl. Ainsi, dans le cas de l'élicitation au NaCl, il aurait été tout
particulierement intéressant de quantifier en parallele la teneur en diCQAs intra- et extra-
cellulaire. La quantification des molécules d'intérét dans le milieu de culture a déja été
réalisée pour d'autres especes et d'autres éliciteurs. Par exemple, pour Catharanthus roseus, il
a été démontré que les teneurs en vindoline intra- et extra-cellulaire sont équivalentes lorsque
les suspensions sont élicitées avec 30 mg/L d'acide artémisinique, avec un facteur 5,4 de

surproduction globale (Liu et al., 2014).
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D’autres travaux montrent que 1'élicitation par le NaCl (de 5 a 175 mM) de suspensions de
Ginkgo biloba augmente la teneur en flavonoides des cellules d'un facteur 4, et permet un
doublement de l'activité de la PAL (Phénylalanine Ammonia-Lyase), enzyme-clé dans la
biosynthése des acides cinnamiques, et donc des diCQAs (Chen et al., 2014). Néanmoins,
dans d'autres travaux, le NaCl a conduit a une diminution de la teneur en polyphénols dans
des suspensions cellulaires de Orthosiphon stamineus, une glycophyte, puisque la teneur en
polyphénols totaux passe de 1 mg/mL a 0,6 mg/mL suite a un traitement avec 68 mM de NaCl

(Lim et al., 2013).

Par la suite, il serait intéressant de mesurer la teneur en diCQAs intra- et extra-cellulaire, pour
observer une éventuelle excrétion des métabolites d'intérét dans le milieu. La gamme de
concentration de NaCl devra également étre restreinte afin de ne pas dépasser 100 mM, qui
semble étre la concentration maximale tolérée par les suspensions d’H. stoechas que nous

avons étudiées.

2. Elicitation par le chitosan

Le chitosan est un polyoside formé d'unités D-glucosamine acétylée ou non, liées en B1—4. 11
s'agit d'un produit issu de la déacétylation de la chitine, qui est le constituant principal de
I'endosquelette des céphalopodes, de la paroi des mycetes ou encore de l'exosquelette des

arthropodes.

L'utilisation de cette molécule comme éliciteur est trés décrite (Jeandet et al., 2014; Namdeo,
2007; Orhan et al., 2012; Sivanandhan et al., 2014). On la préfére a la chitine, qui est
insoluble. Dans ces travaux, le chitosan permet d'augmenter la production de triterpénes, mais
aussi de polyphénols, se comportant ainsi comme un éliciteur aspécifique. Le chitosan est
utilis€ a des concentrations allant jusqu'a 250 mg/L (Sivanandhan et al., 2014), mais
généralement le maximum testé est de 100 mg/L (Kamalipourazad et al., 2016; Xu et al.,

2016).
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Figure 3.31 : Effet du chitosan sur la croissance des suspensions d'H. stoechas
(n=3 ; les données qui partagent des lettres ne sont pas significativement différentes)

Nos résultats (Figure 3.31) montrent que le solvant de dilution du chitosan (acide acétique -
AA) n'impacte pas significativement la croissance des suspensions. D’autre part, les cellules
traitées au chitosan, quelle que soit la concentration considérée, ont une croissance qui n'est
pas significativement différente des cellules non traitées. Ainsi le chitosan et son solvant de
dilution n'impactent pas la croissance des suspensions cellulaires aux doses testées, que ce soit
sur la base de la mesure du poids sec ou du poids frais. A noter que la faible diminution de
biomasse a partir de 50 mg/L de chitosan a déja été observée dans la littérature, notamment

dans les suspensions de Cistanche deserticola (Cheng et al., 2006).
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Figure 3.32 : Effet du chitosan sur la teneur en diCQA intracellulaire
de suspensions d' H. stoechas
(n=3 ; les données qui partagent des lettres ne sont pas significativement différentes)

En ce qui concerne I’impact du chitosan sur la teneur en diCQA, a 100 mg/L il augmente
significativement la teneur en 3,4- et 4,5-diCQA, puisque celle-ci est pratiquement doublée
dans les deux cas. Néanmoins aucune différence significative n'est observée pour le 3,5-
diCQA. Non pas qu'il n'y ait pas d'augmentation de la teneur en diCQA avec l'ajout de
chitosan, mais les barres d'erreurs sont trop grandes, pour obtenir une significativité. Afin de
diminuer cette hétérogénéité, de nouveaux essais sont en cours avec un nombre d'échantillons
plus important. Néanmoins, on observe quand méme une tendance a l'augmentation de

concentration des 3 isomeres suite a I'ajout de chitosan a 100 mg/L.

C’est la premicere fois qu'une augmentation de la teneur en diCQA suite a un traitement par le
chitosan est décrite. Le chitosan a déja été utilisé pour augmenter la teneur en métabolites
secondaires d'autres plantes, avec une augmentation en molécules d'intérét encore plus
importante. On observe notamment un doublement de la concentration en lactones
stéroidiques dans des suspensions de Withania somnifera suite a un traitement avec 100 mg/L
de chitosan (Sivanandhan et al., 2014). Concernant les composés phénoliques, un doublement
de la teneur en hétérosides de phényléthanoides est observé dans des suspensions de
Cistanche deserticola traitées avec seulement 10 mg/L de chitosan (Cheng et al., 2006) ; une
multiplication par 8 de la teneur en tanins hydrolysables, qui sont des polyphénols comme les

diCQA, dans des suspensions de Phyllantus debilis (Malayaman et al., 2017) . Aussi la
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littérature montre 1'intérét de combiner le chitosan avec d'autres éliciteurs de type abiotique

comme les rayons ultraviolets par exemple (Xu et al., 2016).

Par la suite il serait intéressant d'obtenir des valeurs plus homogenes de 3,5 diCQA pour le
témoin, en augmenter le nombre d'échantillon par exemple, et de tester des doses plus élevées
de chitosan, jusqu’a 150 ou méme 250 mg/L. comme dans la littérature (Cheng et al., 2006;

Sivanandhan et al., 2014).

3. Elicitation par le méthyl jasmonate

Le méthyl jasmonate (MeJa) est une phytohormone impliquée dans les réactions de défense
de la plante. Il s'agit d'une molécule de signalisation qui induit la transcription de genes
codant pour des enzymes impliquées dans la biosynthése des métabolites secondaires (Zhao et
al., 2005). Cette molécule est donc couramment utilisée pour I'élicitation de suspensions

cellulaires (Orhan et al., 2012; Ramirez-Estrada et al., 2016; Yue et al., 2016).
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Figure 3.33 : Effet du MeJa sur la croissance des suspensions d'H. stoechas
(n=3; les données qui partagent des lettres ne sont pas significativement différentes)

L'effet du solvant de dilution du MeJa (EtOH) a été testé par ailleurs et n'était pas significatif.
Le Mela, a partir d’une concentration de 100 uM, impacte significativement le poids frais,
mais pas significativement le poids sec, ou alors sans relation dose-effet. Nous avons jugé

cette baisse de croissance acceptable.

La légere phytotoxicité du MeJa a partir de 150 uM a déja été démontrée sur des suspensions

de Vitis vinifera (Xu et al., 2015).
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Figure 3.34 : Effet du MeJa sur la teneur en diCQA intracellulaire
dans des suspensions d'H. stoechas
(n=3 ; les données qui partagent des lettres ne sont pas significativement différentes)

On observe une augmentation de la concentration en 3,4-; 3,5- et 4,5-diCQA lorsque les
suspensions sont élicitées avec du MeJa. Pour les 3 isoméres 1'augmentation est significative
a partir de 100 uM de MeJa. Avec un traitement a 200 uM de Mela, la teneur en 3,5- et 4,5-
diCQAs dans les cellules est triplée et doublée pour le 3,4-diCQA. Pour le 3,5-diCQA, la
relation dose-effet est tres marquée. Le MelJa est donc un éliciteur trés prometteur, que nous

sélectionnerons pour des études plus approfondies.

Dans des suspensions de Vitis vinifera la synthése de stilbénes d'intérét (picéine, resvératrol,
viniférine) augmente de 2,5 fois a partir de concentrations en MeJa de 100 uM (Xu et al.,
2015). Les auteurs ont testé des concentrations plus élevées en MeJa (150 et 200 uM), mais
les résultats obtenus sont les mémes qu'avec 100 uM, ce qui signifie que la synthese
maximale de stilbénes est atteinte lorsque les suspensions de V. vinifera sont traitées avec 100
uUM. Aussi a cette concentration, le MeJa permet un doublement de la production d'acide

rosmarinique, dérivé d'acide caféique, dans des suspensions de Satureja khuzistanica

(Khojasteh et al., 2016).

Par la suite, nous avons testé I'effet du MeJa a 400 uM, concentration déja utilisée dans la
littérature (Guimaraes et al., 2013). Cette concentration n'a pas été plus efficace que 200 uM
pour augmenter la teneur en diCQAs, de plus elle a montré une légere phytotoxicité. Des
doses intermédiaires comme 250, 300 et 350 uM pourraient étre testées pour confirmer la

perte de la relation dose-effet au-dela de 200 uM.
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4. Elicitation par I'acide salicylique

Comme le Mela, l'acide salicylique (SA) est une phytohormone impliquée dans les
mécanismes de défense de la plante (Zhao et al., 2005). Cette molécule est couramment

utilisée comme éliciteur (Dias et al., 2016; Ramirez-Estrada et al., 2016).
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Figure 3.36 : Effet du SA sur la croissance des suspensions d'H. stoechas
(n=3 ; les données qui partagent des lettres ne sont pas significativement différentes)

L'effet du solvant de dilution du SA (EtOH) a été testé par ailleurs et n'était pas significatif.

Le SA n’impacte pas significativement sur la croissance des cellules.
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Figure 3.37 : Effet du SA sur la teneur en diCQA intracellulaire
(n=3 ; les données qui partagent des lettres ne sont pas significativement différentes)
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Les écart-types calculés pour les valeurs obtenues sont trés importants. Ainsi, aucun résultat
n'est apparu comme significativement différent du controle. Cependant, on observe une
tendance a 1'augmentation de la production de diCQA, surtout pour le 3,5-diCQA, lorsque les
suspensions sont traitées avec du SA. La concentration de SA la plus efficace semble étre 150
uM ; elle permet de multiplier par 1,6 la teneur en 3,5-diCQA dans les cellules. Les résultats

obtenus restent cependant moins intéressants que ceux obtenus avec le Mela.

Les résultats obtenus pour la production de molécules bioactives par des suspensions de Vitis
vinifera sont similaires : on observe une augmentation, mais inférieure a un facteur deux, de la
teneur en stilbénes lorsque les cellules sont traitées avec 100 uM de SA (Xu et al., 2015). De
plus les auteurs observent une augmentation de la teneur en molécules d'intérét en traitant
avec 50 uM de SA, mais un plateau est atteint a partir de 100 uM, c'est-a-dire qu'avec 150 ou
200 uM, la teneur en stilbénoides n'augmente plus. Ce phénomene de plateau est aussi décrit a
partir de 50 uM de SA pour la production de naphtodianthrones chez Hypericum perforatum
(Gadzovska et al., 2013). Dans cette étude, la présence d'un plateau pour les composés
phénoliques (flavonoides et anthocyanes) est moins franche. Les auteurs ont aussi montré une
augmentation de 1'expression du gene codant pour la PAL en présence de SA, jusqu'a 7 fois

lorsque les suspensions sont traitées avec 250 uM de SA.

Une augmentation de l'activité de la PAL devrait aboutir a une augmentation de la teneur en
acide caféique ou en dérivé d'acide caféique (cf. voie de biosynthese § ILLA.S), ce qui
confirme que le SA est un éliciteur intéressant dans notre cas. Les tests devront étre

reconduits pour tenter d'obtenir des résultats moins variables.

5. Elicitation par la coronatine

La coronatine est une toxine bactérienne qui induit les réactions de défense chez les plantes
(Weiler et al.,, 1994). C'est pourquoi cette molécule peut étre utilisée comme éliciteur

(Almagro et al., 2015). Elle a été testée 20,5 ; 1 ; 2 et 4 uM.

A ces doses la coronatine n'a montré aucun effet sur la croissance, néanmoins aucun résultat
intéressant n'a été observé sur la teneur intracellulaire en diCQA, alors qu'elle permettait

d'augmenter la teneur en trans-resvératrol a partir d’1uM dans des suspensions de Vitis
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vinifera (Almagro et al., 2015). Néanmoins ces auteurs ont démontré qu'elle avait un effet

beaucoup plus important (jusqu'a 16 fois) lorsqu'elle était combinée a de la cyclodextrine.

Il serait donc intéressant de tester la coronatine en combinaison a des cyclodextrines, mais

aussi de la tester seule a des concentrations plus élevées.
6. Elicitations combinées

Des études ont déja montré que la combinaison de différents éliciteurs pouvait augmenter
considérablement la synthése en métabolites secondaires, que ce soit dans des suspensions
cellulaires ou dans des cellules différenciées (Bae et al., 2006; Johnson et al., 1991; Xu et al.,
2015, 2016). En effet, les éliciteurs ne ciblant pas forcément les mémes mécanismes, comme
dans le cas du MelJa et du chitosan, ils peuvent alors agir en synergie, ce qui serait intéressant

pour amplifier I’effet stimulant sur la production des molécules recherchées.

Nous avons choisi de tester la combinaison de trois éliciteurs testés précédemment en
traitements simples: MeJa, SA et chitosan, d'abord deux a deux, puis les trois ensemble. Pour

chaque expérience, nous avons en parallele controlé 1'effet des éliciteurs seuls.

a. Elicitation méthyl jasmonate / chitosan

Le MeJa et le chitosan sont des molécules de nature différente (cf. Chap.1, § [I1.B.2.b). Ils ont
donné des résultats prometteurs lors des traitements simples, c'est pourquoi nous avons choisi
la combinaison de ces deux éliciteurs dans 1’objectif d'augmenter de maniere synergique la
production de diCQAs par les cellules. Le témoin solvant est composé d'un mélange d'éthanol
et d’acide acétique qui sont les deux solvants utilisés pour solubiliser respectivement le MeJa

et le chitosan

285



Chapitre 3 : Helichrysum stoechas IV - Elicitation

700

600
500

400
300

Poids frais (g/L)
Poids sec (g/L)

200
100

Témoin Témoin Mela 200 Chito 100 Chito 100
solvant UM mg/L mg/L +
Mela 200
uM

Figure 3.38 : Effet du MeJa et du chitosan, seuls ou combinés,
sur la croissance des suspensions d'H. stoechas
(n=3 ; les données qui partagent des lettres ne sont pas significativement différentes)

Seuls ou combinés, le MeJa et le chitosan n'impactent pas la croissance des cellules. Ainsi un

mélange avec des concentrations plus importantes pourrait étre testé.
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Figure 3.39 : Effet du chitosan et du MeJa, seuls ou combinés,
sur la teneur en diCQA intracellulaire
(n=3 ; les données qui partagent des lettres ne sont pas significativement différentes)

Les résultats exposés dans la figure 3.39 montrent que l'ajout de chitosan en plus du MeJa

dans les suspensions cellulaires n'augmente pas la teneur en diCQA par rapport a un

traitement par du MeJa seul. On observe méme une diminution de la teneur en 3,5-diCQA, ce
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qui n'est pas le cas pour les 3,4- et 4,5-diCQA, alors que dans les autres traitements testés ces

3 isomeres réagissent de la méme fagon aux traitements éliciteurs.

b. Elicitation méthyl jasmonate / acide salicylique

Le méthyl jasmonate et 1'acide salicylique sont tous les deux des phytohormones impliquées
dans les mécanismes de défense. Nous avons cherché a voir si ces deux molécules pouvaient

avoir un effet synergique.
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Figure 3.40 : Effet du SA et du MeJa, seuls ou combinés,
sur la croissance des suspensions d'H. stoechas
(n=3 ; les données qui partagent des lettres ne sont pas significativement différentes)

Séparément le MeJa et le SA n'impactent pas la croissance des cellules. Néanmoins, lorsqu'ils
sont combinés, on observe une diminution non négligeable de la croissance mais pas

significativement différente du témoin solvant.
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Figure 3.41 : Effet du SA et du MeJa, seuls ou combinés,
sur la teneur en diCQA intracellulaire
(n=3; les données qui partagent des lettres ne sont pas significativement différentes)

Les résultats précédents sont confirmés : la teneur totale en diCQAs est multipliée par 12 en
présence de MeJa et par 1,5 en présence de SA. Néanmoins, la combinaison de SA et de MeJa

ne permet pas de dépasser la teneur en diCQA plus qu'un traitement au MeJa seul.

c. Elicitation chitosan / acide salicylique
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Figure 3.42 : Effet du SA et du chitosan, seuls ou combinés,
sur la croissance des suspensions d'H. stoechas
(n=3 ; les données qui partagent des lettres ne sont pas significativement différentes)
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Le témoin solvant est composé d'un mélange d'éthanol et acide acétique qui sont les deux
solvants utilisés pour solubiliser respectivement le SA et le chitosan. Aucun des traitements
ne provoque un effet sur la croissance des cellules, ni-méme le traitement combiné SA et

chitosan. Aucune différence significative n'a été observée pour les poids secs.
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Figure 3.43 : Effet du SA et du chitosan, seuls ou combinés,
sur la teneur en diCQA intracellulaire
(n=3 ; des données qui partagent des lettres ne sont pas significativement différentes)

Le mélange de solvant éthanol-acide acétique semble avoir un effet éliciteur a lui seul sur la
production de diCQAs, ce qui n'était pas le cas lorsque les solvants étaient testés de facon
séparées, comme cela a déja été observé lors de la combinaison MeJa/chitosan. Lorsque les
éliciteurs sont utilisés de facon séparée, on observe des teneurs de 671 et 253 pug de 3,5-
diCQA / g de cellule, pour le SA et le chitosan respectivement. Lorsque les deux sont
combinés, on obtient 1470 ug de 3,5-diCQA / g de cellule, soit 2,2 fois plus qu'avec le
chitosan seul et 5,8 fois plus que le SA seul. La teneur totale en diCQAs lorsque les deux
éliciteurs sont appliqués (2370 pg/g) est supérieure a la somme des teneurs en diCQA avec
des traitements indépendants (1420 pg/g), on peut donc affirmer qu'il existe une synergie. Il
serait intéressant de comparer, au sein d'une méme manipulation, cette double é€licitation au
SA et chitosan a notre meilleur éliciteur qui est le MeJa 200 uM. De trés grandes variations
ont été observées entre les manipulations, il n'est pas donc possible de faire des comparaisons

inter-expériences, mais seulement intra-expériences.
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d. Elicitation MeJa / SA / chitosan
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Figure 3.44 : Effet du MeJa, du SA et du chitosan, seuls ou combinés,
sur la croissance des suspensions d'H. stoechas
(n=3 ; les données qui partagent des lettres ne sont pas significativement différentes)

Le témoin solvant est composé d'un mélange d'éthanol et acide acétique qui sont les deux
solvants utilisés pour solubiliser respectivement le Mela, le SA et le chitosan. Globalement
les traitements n'impactent pas la croissance des cellules, excepté peut-Etre le traitement triple
pour laquelle le poids frais est significativement différent du témoin, mais pas du témoin

solvant. Pour les poids secs, aucune différence significative n'a été observée.
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Figure 3.45 : Effet du SA, du chitosan et du MelJa, seuls ou combinés,
sur la teneur en diCQA intracellulaire
(n=3 ; les données qui partagent des lettres ne sont pas significativement différentes)
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Les résultats obtenus sont cohérents avec ce que 1'on a pu voir lors des élicitations doubles,
1'élicitation triple permet d'augmenter considérablement la teneur en diCQA, sans pour autant

égaler la teneur obtenue avec le MeJa 200 uM.

D. Conclusion des tests d'élicitation d'H. stoechas

Une treés grande hétérogénéité des concentrations en diCQAs a été observée pour tous les
traitements éliciteurs, ce qui n'est pas le cas pour le suivi de croissance pour lequel les
résultats obtenus sont répétables. Ce manque d'hétérogénéité peut-étre inhérent au matériel
végétal. Pour tenter de diminuer les variations, des tests sur un plus grand nombre
d'échantillons seront conduits. Nous avons aussi observé que globalement les 3 isomeres
répondent de facon identique aux éliciteurs, excepté pour le traitement mixte Mela et

chitosan.

Cinq éliciteurs ont été testés : le NaCl, le chitosan, le MeJa, le SA et la coronatine.
Lorsqu'ils sont utilisés en traitement simple, le MeJa a 200 uM est le plus efficace puisqu'il
permet d'augmenter jusqu’a 12 fois la teneur en 3,5-diCQA par rapport a des cellules non
traitées. Le NaCl s'est avéré phytotoxique et pas efficace. La coronatine n'a pas provoqué
d'effet, que ce soit sur la croissance ou la teneur en diCQA. Le SA et le chitosan permettent
d'augmenter la teneur en diCQA. La combinaison des éliciteurs ne permet pas de dépasser les
résultats obtenus avec le MelJa 200 uM seul, néanmoins la combinaison SA et chitosan a

montré un effet synergique.

Par la suite, il sera intéressant de conserver les trois meilleurs éliciteurs (MelJa, SA, chitosan)
et d'augmenter le nombre de répliquats pour essayer de faire diminuer 1'hétérogénéité de
nos résultats, particulicrement importante en ce qui concerne le dosage des diCQAs. Une
quantification des diCQAs extracellulaires serait également nécessaire. L'impact sur d'autres
molécules pourrait également étre étudié, notamment pour étudier I’influence des traitements

éliciteurs sur la diversité moléculaire des suspensions d’H. stoechas.
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V. Bilan & perspectives de 1'étude d'H. stoechas

Phytochimie Dermo-cosmétique Biotechnologie

Recherche
de molécules
dansle
milieu de
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Helichrysum
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Poursuite des
élicitations
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Ce travail de these a été réalisé en collaboration avec la société BiotechMarine, spécialisée
dans les actifs dermo-cosmétiques issus de plantes du littoral ou d'algues. Dans ce cadre, notre

étude a porté sur deux halophytes : Armeria maritima et Helichrysum stoechas.

Les halophytes sont des plantes particuliérement riches en métabolites d'intérét comme
les polyphénols, ce qui a été confirmé par les investigations phytochimiques réalisées sur ces
deux especes. A. maritima étant une espece trés peu étudiée, nous avons mis en ceuvre une
approche phytochimique classique de fractionnement qui a permis l'isolement pour la
premicre fois dans le genre Armeria de 31 molécules (9 phénols, 17 hétérosides de flavonols,
3 lignanes, 2 mégastigmanes) dont 4 nouveaux diglycosides de flavonol. Helichrysum
stoechas étant davantage décrite dans la littérature, I’étude phytochimique a majoritairement
porté sur des suspensions cellulaires en tant que matiere premicre alternative, et a été réalisée
par déréplication. La présence de diCQA (acides dicaféoylquiniques), composé majoritaire, a

pu étre confirmée par comparaison avec des standards.

Des extraits d'A. maritima ont montré des propriétés anti-oxydante, anti-collagénase,
anti-inflammatoire et cicatrisante. Dans certains cas, ces activités ont pu €tre corrélées a la
présence de molécules particulieres, comme par exemple le pinorésinol, qui inhibe la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. La myricétine-3-O-vicianoside, molécule
nouvellement décrite augmente in vitro la migration cellulaire sur un modele expérimental
reproduisant une blessure de 1’épiderme, et réduit également la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires. Les extraits d'H. stoechas ont montré un potentiel anti-inflammatoire
notable qui semble étre porté en partie par le 3,5-diCQA. Ainsi, bien qu'une stratégie de bio-
guidage a proprement parler n’ait pas été adoptée, nous avons obtenu des résultats biologiques
novateurs ouvrant la voie a la valorisation de ces deux halophytes dans le secteur dermo-

cosmétique.

Un criblage d'éliciteurs a été réalisé en vue d'augmenter la teneur en diCQAs dans les
suspensions cellulaires d'H. stoechas. Nous avons démontré I'intérét du chitosan, de I'acide
salicylique et plus particulierement celui du méthyl jasmonate, qui permet d'augmenter
jusqu'a 12 fois la teneur en diCQAs par rapport au témoin. En parallele, la mise en place d'un
protocole de callogénése efficace nous a permis d'obtenir plusieurs lignées de cals d'A.

maritima, qui ont été utilisés pour initier des suspensions cellulaires. Ces suspensions
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pourront par la suite faire l'objet d'une étude similaire a celle réalisée sur H. stoechas

(déréplication, nouveau criblage biologique, élicitation).
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Ce travail nous a permis d'étudier deux especes d’halophytes sous trois angles
complémentaires : phytochimique, biologique et biotechnologique. Comme les travaux
préliminaires a notre étude en étaient a des stades différents pour A. maritima et H. stoechas,
cela nous a permis d’aborder toutes les étapes de cette stratégie interdisciplinaire, de
I’établissement de cultures cellulaires a I’optimisation de la bio-production, en passant par des
études phytochimiques classiques ou plus modernes, ainsi que 1’évaluation biologique. Dans
les deux cas, nous avons démontré une phytochimie riche et diversifiée, pouvant étre corrélée
a des activités sur des cibles biologiques pertinentes dans un contexte de valorisation dermo-
cosmétique, telles que l'inflammation, le vieillissement cutané ou encore la cicatrisation. Nous
avons aussi démontré le fort potentiel de production de molécules d'intérét par voie

biotechnologique.

Un travail de réflexion devrait étre conduit afin d'imaginer des actifs dermo-
cosmétiques non seulement innovants, mais également plus respectueux de
I'environnement. C'est dans ce cadre que nous avons voulu démontrer le potentiel des
techniques d'extraction modernes comme l'extraction par fluide supercritique. Dans un
objectif de valorisation industrielle, les solvants organiques devront aussi laisser la place a des
solvants "verts", qui seront judicieusement choisis pour obtenir des extraits enrichis en

molécules bioactives.
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Ce travail de thése a conduit a l'obtention de nombreux résultats scientifiques
suggérant plusieurs pistes de valorisation industrielle en dermo-cosmétique. Il répond ainsi
aux criteres de recherche fondamentale et d'innovation industrielle fixés initialement.
Mener a bien un travail pluridisciplinaire m'a amenée a collaborer avec les experts de
chacun des domaines explorés, ce qui m'a permis de développer des compétences
transversales, et qui a constitué une expérience tres enrichissante, tant humainement que

scientifiquement.
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Chapitre 4 : Partie expérimentale [ - Matériel végétal
I. Matériel végétal

A.Armeria maritima

1. Matériel végétal utilisé pour I’étude phytochimique

Quatre kilos de parties aériennes en fleurs, séchées, d'A. maritima (Mill.) Willd. ont été
obtenues par BiotechMarine aupres de la société Setalg (Pleubian, France) en octobre 2014.
Elles ont été broyées pour obtenir une poudre a l'aide d'un broyeur ultra-centrifuge ZM 200

Retsch.
2. Matériel végétal utilisé pour la culture in vitro (CIV)

Pour la CIV, trois types d’explants ont été utilisés:

- Des graines d'A. maritima splendens (conservées a 4 °C) de Sluis Garden
(www.sluisgarden.com) (Enkhuizen, Pays-Bas)

- Des explants de plantules axéniques obtenues a partir de ces graines (germination effectuée
au laboratoire, (cf. § VILA.2))

- Des feuilles de plants d'A. maritima splendens obtenues aupres de la société « jardin du pic-

vert » (www.jardindupivert.com) (Orchies, France).

B. Helichrysum stoechas

1. Matériel végétal utilisé pour les criblages phytochimique et

biologique

Des parties aériennes fraiches d'H. stoechas, collectées dans le golfe du Morbihan et fournies

par le conservatoire botanique de Brest en juin 2015, ont été lyophilisées.

2. Suspensions cellulaires

Les suspensions cellulaires utilisées pour l'analyse phytochimique et 1'élicitation ont été
fournies par BiotechMarine (Erwan Le Gélébart - chef de projet en biotechnologies algales)

sous deux formes : lyophilisées (réception au printemps 2014) et vivantes (en conditions
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stériles) (réception en automne 2015). Les suspensions avaient été cultivées dans des
erlenmeyers de 300 mL a 25 °C et éclairées a 5000 lux 24h/24, avec une agitation de 100 rpm.

(La composition du milieu de culture est détaillée dans la partie culture in vitro).

II. Analyse phytochimique : procédures générales

A. Solvants et réactifs

Tous les solvants utilisés pour les extractions provenaient de chez Sigma (Saint-Quentin-
Fallavier, France). Ceux utilisés pour I'extraction étaient de qualité technique, et ceux utilisés
en chromatographie était de qualit¢é HPLC. L'eau utilisée pour les extractions était de 1'eau

déminéralisée et 1'eau utilisée en HPLC de 1'eau milli-Q.

B. Techniques d’extraction

1. Armeria maritima

Un extrait éthanol/eau (80:20; v/v) des parties aériennes d'A. maritima (ratio : 1 g de plante
dans 16 mL) a été réalisé par macération, sous agitation a température ambiante pendant
1h30. Pour ce faire, nous avons utilisé un ultra-turrax IKA équipé d'une tige a hélice 4
ailettes. L'extrait ainsi obtenu a été filtré sur papier dans un entonnoir Biichner. Le marc
récupéré a été ré-extrait deux fois de la méme fagon. Les extraits ont ensuite été rassemblés

puis évaporés a sec au rotavapor.

2. Helichrysum stoechas

a. Extraction assistée par ultra-sons

Des extraits éthanol/eau (80/20; v/v) ou méthanoliques ont été réalisés dans un bain a ultra-

sons Fischer Scientific (Illkirch, France).

Pour les extraits utilisés pour la déréplication (plantes et cellules non élicitées), ceux-ci ont été

réalisés avec un ratio de 1g dans 25 mL de solvant. Le mélange a été placé 15 min aux ultra-
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sons puis filtré sur papier dans un entonnoir Biichner. Le marc est ré-extrait deux fois de la

méme fagon, puis les 3 extraits sont rassemblés et évaporés a sec au rotavapor a 40 °C.

Pour les extraits de cellules élicitées, les cellules ont été extraites dans du méthanol pendant
25 min aux ultra-sons, avec le ratio 1g dans 25 mL de solvant, puis centrifugées 15 min a
9000 rpm. Le surnageant a été récupéré, une partie est injectée en HPLC, 1’autre est séchée

sous azote a I’aide d’un systeme Biotage puis lyophilisée et conservée a -20 °C.

Les techniques d'extractions présentées ci-dessous ont été utilisées au sein de I'ICOA

d'Orléans, en collaboration avec les Dr Destandau et Lesellier.
b. Extraction assistée par micro-ondes (MAE)

Le four a micro-ondes utilisé est un modele MycroSYNTH (Milestone, Shelton, USA) piloté
par une console ‘easyCONTROL’. 200 mg de poudre de plante ont été placés dans un
réacteur en verre de 12 mL contenant 5 mL du mélange éthanol/eau (80:20 ; v/v). Un barreau
aimanté est placé dans le réacteur pour assurer une bonne homogénéisation entre le matériel
végétal et le solvant. La température maximale autorisée pour cet appareil est de 180 °C. Les
mélanges sont ensuite centrifugés et le surnageant récupéré puis évaporé a sec sous flux

d’azote.

Plusieurs parametres ont été étudiés: la durée d’extraction (15, 30, 45, 60 et 120 s), la
puissance (200, 500 et 1000 W) et le nombre de cycles (1, 2 ou 3). Dans le cas ou plusieurs
cycles d'extraction ont été réalisés, le réacteur a été placé dans un bac de glace entre chaque
cycle pour un retour a température ambiante, ce qui permet d’éviter de dépasser les 180 °C.

Les conditions initiales utilisées lors de 1’optimisation des différents parametres étaient : 3
cycles de 30 s a 1000 W sans renouvellement de solvant a chaque cycle, tous les parametres

étant par la suite optimisés indépendamment.

c. Extraction accélérée par solvant (ASE)

L’ appareil qui a été utilisé est un ASE 150 Dionex (Thermo-Fisher) équipé d’une cellule
d'extraction de 5 mL. Celle-ci a été remplie avec 200 mg de poudre de plante préalablement
mélangée avec de la terre de diatomée (Sigma). Le solvant d'extraction était un mélange
éthanol/eau (80/20; v/v), et la pression fixée a 100 bars. Les extraits ont été évaporés a sec

sous flux d'azote.
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Plusieurs parameétres ont été étudiés : la durée de contact (5, 10, 20, 30 min), la température
(40, 65 et 100 °C), le volume de rincage (30, 60 et 100%, exprimé par rapport au volume total

de la cellule) et le nombre de cycles (1 ou 3).

Les conditions initiales utilisées lors de 1'optimisation étaient : 3 cycles de 10 min a 40 °C
avec un volume de ringage de 60%, tous les parametres ont par la suite été optimisés

indépendamment.

d. Extraction par fluide supercritique (SFE)

L'extracteur supercritique utilis€é est un MV-10 ASFE (Waters, Guyancourt, France). Cet
extracteur est équipé de 10 cellules d'extraction de 5 mL et de 12 flacons de collecte. La
cellule a été remplie de la fagon suivante : coton, sable de Fontainebleau (Sigma), 500 mg de

poudre de plante, sable de Fontainebleau et coton.

Le CO; était a débit constant (5 mL/min) et la pression de sortie était maintenue a 150 bars.
La température peut étre modifiée (30 ou 60 °C dans notre cas) ainsi que la durée d'extraction.
Un co-solvant dont la nature peut varier (éthanol, éthanol/eau 80/20, v/v) a pu étre ajouté au

CO; et ce dans différentes proportions (5, 10 et 15%).

C.Méthodes chromatographiques

1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les plaques utilisées pour les CCM sont des feuilles d'aluminium TLC Silica gel 60 F254
(Merck, Molsheim, France). La révélation s’est faite par observation a la lumiere visible puis
sous UV a 254 et 366 nm. Les plaques ont ensuite été révélées par pulvérisation de la
vanilline sulfurique (vanilline 10 g/L et acide sulfurique 20 mL/L dans de 1'éthanol) dans le
cas d'une étude non ciblée, puis chauffées, soit au Neu-PEG (Naturstoffreagenz puis
polyéthyléne glycol) et observées a 366 nm (Wagner and Bladt, 1996), dans le cas d'une étude
des polyphénols.
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2. Chromatographie liquide haute performance (HPLC-DAD)

Une colonne Kinetex C18 (2,6 um, 100 10%, 100 mm x 3 mm) Phenomenex a été utilisée.
L’€luant était constitué de deux phases : A - eau + 0,05% HCOOH et B - ACN + 0,05%
HCOOH, a un débit de 0,6 mL/min. Le volume d’injection variait en fonction de la

concentration des échantillons (de 0,5 uL a 1,5 pL).

Toutes les analyses (exceptées celles réalisées pour l'analyse des extraits obtenus par SFE,
ASE et MO) ont été réalisées a 1'aide d'une HPLC Agilent 1260. L'HPLC-DAD est pilotée par
le logiciel LC-OpenLab. Elle est équipée d'une pompe quaternaire et d'un détecteur a barrette
de diodes permettant 1'acquisition de spectres UV/visible. Pour A. maritima, la colonne a été
placée a 30 °C, et a 40 °C pour H. stoechas. Différents gradients ont été utilisés (présentés ci-

contre).

Tableau 4.1 : Numérotation des gradients

N° de gradient | Utilisation du gradient

1 criblage des extraits d’A. maritima

2 criblage des fractions issues d’AmB

3 criblage des fractions issues d’AmA

4 criblage des fractions issues d’AmD

5 criblage des fractions issues d’AmD

6 criblage des extraits de cellules d’H. stoechas apres élicitation

analyses des extraits d’ H. stoechas obtenus avec différentes
techniques d’extraction (SFE, ASE, MO)

8 déréplication des extraits d’H. stoechas

Le suivi analytique des extraits obtenus par les différentes techniques d'extraction pour
Helichrysum stoechas a été réalisé a l'aide d'une HPLC-DAD-DEDL. La chaine HPLC-DAD
est une LaChrom Elite (VWR) équipée d'une pompe quaternaire. Le détecteur évaporatif a
diffusion de la lumiere (DEDL) est un SEDEX 85 (SEDERE) réglé a une température de 50
°C, a une pression de 3 bars et a un gain de 7. Le pilotage se fait grace au logiciel EZChrom
Elite. Pour le DAD, les hauteurs de pics sont exprimées en mAU et pour le DEDL en mV. Le

gradient qui a été utilisé€ est le numéro 7 (Tableau 4.1.b).
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Tableau 4.2 :Gradients utilisés en HPLC analytique

IT - Analyses phytochimiques

ggd?;t (Tn‘iiﬁ?s % ACN gfj,dﬁ;t (Tn‘fl'lg’s % ACN

1 0 5 0—5 10
25— 50 100 7 20
0 5 ¢ 12 30
2 10 1720|100

? 9 15 0 5
12-16 | 100 5 10
0 10 7 10 20
> 15 15 40

3 12-18 |20 2538|100
20— 22 100 0—5 10
0—5 10 g 10 20

4 6— 11 15 15 30
2025 | 100 2025  [100

5 0—6 15
20— 30 100

3. Chromatographie liquide haute performance couplée a un

spectrométre de masse (HPLC-DAD-HRMS)

La masse exacte des molécules purifiées a été obtenue grace a un systeme HPLC Agilent
1200 couplé a un DAD et a un spectrométre de masse haute résolution Agilent 6520 composé
d'une source électro-spray et d'un analyseur quadripdle a temps de vol (QTOF). Les
parametres utilisés pour le spectrometre de masse sont précisés dans la partie E.1. La colonne
chromatographique utilisée est une colonne Zorbax RRHT SB-C18 (Sum, 50mm x 2,1 mm)
Agilent thermostatée a 35 °C. La phase mobile est constituée de deux phases : A - eau +
0,05% FA et B - ACN + 0,05% FA, a un débit de 0.6 mL/min. Le gradient était le suivant :

ACN de 2% a 100% en 8 min, puis 100% pendant 4,5 min.

Les analyses des extraits bruts d'H. stoechas par LC-HRMS ont été réalisées sur un systéme
Ultimate 3000 RSLC (Dionex), équipé d’un passeur automatique, d’'une pompe binaire, d’un
DAD et d’un four a colonnes. Le spectrométre de masse haute résolution utilisé est un maXis
Q-TOF (Bruker) dont les parametres sont précisés dans la partie E.1. Les acquisitions ont été
réalisées avec le logiciel Hystar (Bruker) et le retraitement des analyses a été effectué avec le
logiciel DataAnalysis. Le gradient qui a été utilisé est le n°8 (Tableau 4.2). (collaboration

ICOA Dr Cyril Colas).
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4. Chromatographie en phase gazeuse (GC-MS)

La fraction AmC a été analysée en chromatographie gazeuse couplée a un spectrometre de
masse haute résolution. L’ appareil qui a été utilisé est un JMS-T100GCV de marque Jeol. Le
gaz utilisé est 1'hélium. La colonne de chromatographie est une DB-5ms (phase polymeére
phenylaryléne équivalente a une phase 5% phényl - méthylpolysiloxane, longueur 20 m,
diametre 0,18 mm, épaisseur du film 0,18 um). La température initiale (a2 O min était de
40°C), puis élevée a 320 °C en 6 min, et appliquée pendant 48 min. La durée totale d'un run
était de 54 min. La source d’ionisation du spectrométre de masse est a impact électronique, le
détecteur est un temps de vol (TOF) et I'acquisition a été faite pour des molécules allant de 15

a 800 g/mol.

D. Méthodes de fractionnement et purification

1. Partages liquide-liquide

L’extrait hydro-alcoolique d’A. maritima (m = 170,6 g) a été dissout dans de |’eau
déminéralisée (8 litres), puis partagé successivement avec des solvants organiques de polarité
croissante : cyclohexane, dichlorométhane, acétate d’éthyle et enfin n-butanol saturé en eau.
Dans une ampoule a décanter, 750 mL de phase organique ont été ajoutés a un litre de phase
aqueuse, puis le mélange biphasique a été agité. L'extraction a été répétée quatre fois afin

d’épuiser la phase aqueuse.

L’opération a été renouvelée 8 fois pour traiter la totalité des 8 litres de phase aqueuse. 5
fractions sont ainsi obtenues : AmC (cHex), AmD (CH2CI12), AmA (AcOEt), AmB (BuOH),

AmO (phase aqueuse résiduelle). La phase aqueuse résiduelle n'a pas été travaillée.

Tableau 4.3: Récapitulatif des extraits obtenus apres le partage liquide/liquide de 1'extrait
hydro-alcoolique d'A. maritima

Extrait Solvant utilisé | Masse (g)
AmC cHex 11,77
AmD DCM 2,54
AmA AcOEt 5,99
AmB BuOH 13,87
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2. Chromatographie liquide sous vide (VLC)

Les extraits AmA et AmB ont été fractionnés par VLC sur phase inverse (silice greffée C18,
particules de 15-25 um et pores de 100 A). La phase stationnaire qui occupait un volume de
250 mL a été lavée avec 750 mL de MeOH puis conditionnée avec 750 mL de MeOH 5%.
L’échantillon préalablement dissout dans du MeOH 5% a été€ déposé sur toute la surface de la
phase stationnaire. L’élution a été réalisée avec un mélange MeOH/eau de polarité

décroissante.

4,4 g de I’extrait AmB ont été déposés puis €élués successivement avec du MeOH 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 75 et 100%, a raison de 600 mL pour chaque proportion de

MeOH. Deux VLC identiques ont été nécessaires pour la totalité de AmB.

2,2 g de I’extrait AmA ont été déposés puis élués successivement avec du MeOH 15, 25, 30,

35, 40, 45, 50, 55, 60, 80 et 100%, a raison de 600 mL pour chaque proportion de MeOH.

Les fractions ont été nommées AmXZ avec X = A (issu de AmA) ou B (issu de AmB) et Z =
proportions de MeOH utilisée pour 1I’élution. Par exemple AmB35 correspond a la fraction de

I’extrait butanolique AmB éluée avec 35% de MeOH sur la VLC.

L'extrait AmD a été fractionné par VLC sur phase normale (silice 40-63 um). Environ 2 g
d'extrait ont été dissouts dans du dichlorométhane puis mélangé a de la silice ( 15-40 um) afin
d'obtenir un extrait sec sous forme de poudre ayant permis de réaliser un dépdt sec sur toute la
surface de la silice préalablement compactée avec du MeOH puis conditionnée avec du
cyclohexane. La phase stationnaire occupait un volume de 350 mL. L’élution a été réalisée
avec des mélanges cHex/AcOEt puis AcOEt/MeOH (présentés ci-contre). 1 litre de chaque

mélange a été passé sur la silice.
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Tableau 4.4 : Fractionnement de 1'extrait AmD sur VLC de SiOH

% cHex % AcOEt | % MeOH | Nomenclature
100 0 AmD1
90 10 AmD?2
80 20 AmD?3
70 30 AmD4
60 40 AmD5
50 50 AmD6
40 60 AmD7
30 70 AmD8
20 80 AmD9
10 90 AmDI10
100 0 AmD11
80 20 AmDI12
70 30 AmD13
60 40 AmD14
50 50 AmD15
30 70 AmD16
20 80 AmD17
0 100 AmD18

3. Chromatographie d’exclusion

Certaines fractions issues des VLC ont été re-fractionnées sur une colonne Sephadex LH20
(LH20100 Sigma) (25-100 um) de 45 cm avec un débit d’environ 0,9 mL/min et un volume
mort de 220 mL. Le solvant utilisé pour 1’€élution était du MeOH. Les fractions déposées ont

été solubilisées dans du MeOH. Des sous-fractions de 7 mL ont été collectées.

4. Chromatographie liquide haute performance semi-préparative

Toutes les molécules ont été isolées a l'aide d'une HPLC semi-préparative Gilson 322 équipée

de pompe binaire et d'un détecteur UV/visible 151.

Une colonne Axia C18 (Sum, 100 A, 100 mm x 21,20 mm) Phenomenex a été utilisée et
I’éluant est constitué de deux phases : A - eau + 0,05% FA et B- ACN + 0,05% FA, a un
débit de 25 mL/min. La détection a été réalisée soit a 210 nm soit a 280 nm en fonction des
fractions injectées. 10 a 40 pug d’échantillon ont été solubilisés dans 250 mL et injectés dans

une boucle de 500 pL.
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Tableau 4.5 : Gradients utilisés en HPLC semi-préparative

Fra(llclﬁion Temps % Fraction | Temps %
gradient) (min) ACN | (n° gradient) | (min) ACN
0>25 55 0>3 10
Am'éf;"m 29 15 AmAds | 4>24 15
35340 100 ty 25->45 19

AmB3s | 0>20 10 50->55 100
(B) 2330 100 0>20 17
AmB40 | 0245 10 AT 2140 (19
(©) 55560 100 46->55 100
AmB45 | 0>30 12 0 10
(D) 40->45 100 8 15
0>3 5 AE‘I‘('))“ 9 55

A‘;‘If)s" 4535 14 19 65
36>45 100 2035 100

0->5 2 0 10
AmMALS-F3 | 7217 5 e e 19
() 19->38 10 14->25 100
40->45 100 0 10

0>19 8 AmD7 |8 15

A‘(“({ffs 2040 10 M |20 33
4560 100 2530 100

0>25 13 0>5 10
Am‘(’ﬁ;"m 28335 |20 AmDl4 6211 15
40>45 100 0) 15 40

17522 100

E. Méthodes physiques et spectrales

1. Spectrométrie de masse (MS)

Les spectres de masse des molécules issues d’A. maritima ont été obtenus avec un

spectrometre de masse Accurate Mass Q-TOF 6520 (Agilent) composé d’une source électro-
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spray (en mode positif) et d’un analyseur quadripdle - temps de vol. Les analyses ont été
effectuées dans les conditions suivantes : température de la source 340 °C, gaz de dé-
solvatation N, a 8 L/h, voltage du capillaire 4000 V, voltage du fragmenteur: 120 V et
voltage du tube de vol : 9000 V. Les spectres de masse (50 a 2000 amu) ont été enregistrés a
une fréquence de 3 spectres par seconde. A partir de ces spectres de masse, la masse exacte
des molécules a été déterminée, permettant ainsi de générer des formules brutes pour chacune

des molécules isolées.

Les analyses de déréplication pour H. stoechas ont été réalisées sur un spectrometre de masse
haute résolution, un maXis Q-TOF (Bruker). La source d’ionisation utilisée est une source de
type électrospray utilisée en mode d’ionisation négatif. La tension de capillaire appliquée a
été fixée a — 4.5 kV. L’azote est utilisé comme gaz de nébulisation et comme gaz séchant. Le
gaz de nébulisation est a une pression de 1,2 bar et le débit du gaz séchant chauffé a 200 °C a
un débit de 8,5 L/min. Les spectres de masse ont été enregistrés a la fréquence de 1 Hz et la
plage de masse balayée a été de 50 a 2500 m/z. L’utilisation de calibrants aussi appelés ‘lock
mass’ est nécessaire pour la spectrométrie de masse haute résolution afin de s’assurer de
I’exactitude des masses mesurées. Pour calibrer 1’appareil, des lock mass de m/z 622 et 1222
(mode d’ionisation négatif) ont été utilisées. Celles-ci appartiennent a la famille des hexakis

phosphazeénes qui sont des éthers perfluorés.

2. Résonance magnétique nucléaire (RMN)

La plupart des spectres RMN 'H et '°C ont été mesurés respectivement a 500, 130 MHz et
125,758 MHz sur un spectrometre RMN Bruker Avance II — 500 MHz muni d’un passeur
automatique. Le spectrometre est équipé d'une cryosonde duale 'H/"C (5 mm cryoprobe
DCH 13C/1H/D z-grad). Les spectres 1D DEPT, TOCSY sélectif ainsi que les spectres 2D
HSQC, HMBC, COSY, NOESY ont été enregistrés a 1’aide de séquences impulsionnelles
spécifiques fournies par Bruker. Les molécules ont été solubilisées dans des solvants deutérés
(MeOD pour la majorité ; Sigma). Les déplacements chimiques 6 ont été exprimés en ppm par
rapport au signal résiduel du solvant deutéré utilisé comme référence interne (méthanol-dy

OH : 3,31 ppm 6C : 49,15 ppm).

Certaines acquisitions de spectres ont été réalisées sur un spectrometre RMN Bruker Avance
I a 400 MHz muni d’un passeur automatique d’échantillons et d'une sonde

Sonde BBFO + 5 mm (multi-noyaux).
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Le travail d'élucidation structural a été réalisé en collaboration avec le Pr Lavaud de 'ICMR

de Reims.

3. Pouvoir rotatoire

Pour les molécules originales ou celles possédant des carbones asymétriques, le pouvoir
rotatoire a ét€ mesuré avec un Polarimetre Jasco P200. La raie D (589 nm) d'une lampe au
sodium a été utilisée comme source de lumiére incidente. La rotation o de la lumicre polarisée
par les molécules dissoutes dans du méthanol a été mesurée dans une cuve de 10 cm de long
thermostatée a 25 °C. Le pouvoir rotatoire spécifique [a]3”> (en degré) est définit de la
maniere suivante :

ap x 1000

cxl

[a]?” =

Avec :
- ap : valeur mesurée (moyenne de 20 lectures) a 25°C
- ¢ : concentration de la solution (mg/mL)

- 1: longueur de la cuve (dm)

III. Purifications des composés d'A. maritima

Les parties aériennes séchées et broyées d’A. maritima (1 kg, a raison de 4 x 250 g) ont été
extraites avec un mélange EtOH/eau (80 :20) (16 L, a raison de 4 x 4 L) par macération
pendant 1h30 puis aux ultra-sons. Tous les extraits ont ét€ assemblés avant d’étre évaporés a

sec a I’évaporateur rotatif, permettant d’obtenir 171 g d'extrait sec.

Cet extrait a été soumis a un partage liquide/liquide avec des solvants organiques de polarité
croissante permettant 1I’obtention des fractionnements suivants : AmC (11,77 g), AmD (2,54

2), AmA (5,99 g) et AmB (13.87 g).

Les fractions AmA, AmB et AmD ont été re-fractionnés par VLC, puis les composés purifiés

en HPLC semi-préparative aprés (ou non) passage sur une colonne Sephadex (cf. § 11.D.3).
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Extrait hydro-alcoolique
desparties aériennes
m=171g

Partage liquide/liquide

[1I - Purification des composés d'A. maritima

AmC
m=11,77g;R=6,9
%

AmD
m=254g;R=15%

AmA

m=599g;R=3,5%

AmB
m=13,87g;R=8,1
%

vLCCi8
(MeOH/eau)
AmB5a AmB55a
AmB20 AmB25 AmB30 AmB35 AmB40 AmB45 AmB50
AmB15 L Y J AmB100
AmB20bis
HPLC Cyq
LH 20 \l/
Rutine  Kaempférol-
(B3) 3-O-vicianoside
FlaFe F7 F8a F10 (B7)
HPLCCys
Myricétine- Myricétine- HPLCCyg
3-0O-vicianoside 3-0-a-
(B5) arabinofuranosyl- | \l/ ) \l/ \l’
(1->6)-B-D- Nicotiflorine  Syringétine-  Isorhamnétine-
HPLCCyq glucopyranoside (B4) 3-0-a- 3-O-rutinoside
] (B8) arabinofuranosyl- (B11)
(1->6)-B-D-
Acide caféique- glucopyranoside
9-0. (B10)
glucopyranoside
(B1) HPLCCyq
Myricétine- Quercétine- Quercétine-
3-O-rutinoside 3-0-a- 3-0O-a-
(B2) vicianoside arabinofuranosyl-
(B6) (1->6)-B-D-
Molécule nouvelle glucopyranoside
(B9)

Figure 4.1 Schéma de purification des composés du fractionnement butanolique (AmB) d'A.

maritima
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[1I - Purification des composés d'A. maritima

Extrait hydro-alcoolique
des parties aériennes

m=171¢g
AmC AmB
AmD AmA
m'11'77°/g'R'6'9 m=2,54g;R=15% m=599g;R=3,5% m'13'870/g'R'8'1
AmA1l5 AmA25 AmA30 AmA35 AmA40 AmAA45 AmA50 AmA55 AmAGO a
\ )
Y AmA100

AmA15’

FlaF2

F

!

3 F42aF6

—

!

FlaF2 F

FA

|

Figure 4.2 : Schéma de purification des composés du fractionnement AcOEt (AmA) d'A.
maritima
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Extrait hydro-alcoolique
des parties aériennes

m=171g
AmC AmB
AmD AmA
m‘11'770/g'R‘6'9 m=2,54g;R=15% m=599g;R=35% m‘13'870/g'R‘8'1
A/;anDl; AmD4 AmD5 AmD6 AmD7  AmD83  AmD14  Amsso  AmPl7a
AmD13 AmD19
P- hydroxy- Picéol P|nc()lr)e;ls)|no| BalanonShonme Cepllljgsnane
benzaldéhyde (D2) (D3) (D6)
(D1)
Tyrosol Dehydrovomifoliol 9-cétone 5,6-
(D3) (D7) epoxy-3-

hydroxy-B-ionol

(D8)

Figure 4.3 : Schéma de purification des composés du fractionnement dichlorométhanique (AmD)
d'A. maritima
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Chapitre 4 : Partie expérimentale [V- Molécules purifiées

IV. Caractéristiques physiques et spectrales des

molécules isolées dans les parties aériennes A. maritima

Acide caféique

(A1)

Origine: AmAI15'F3

Masse isolée: 2,5 mg

(07 : FLO
MM = 180,16 g.mol’
Synonyme : acide 3,4-dihydroxycinnamique
Aspect: poudre amorphe beige
UV Amax (CH30H, nm) : 215, 324 (épaulement a 295) nm
HR-ESI"-QTOF (m/z): [M+H]" = 181,0488
RMN 'H (400 MHz, CD;0D) é ppm : 6.23 (1H, br d, J=15.8 Hz, H8), 6.77 (1H, d, J=8.2

Hz, HS), 6.93 (1H, dd, J=8.2, 1.5 Hz, H6), 7.03 (1H, d, J/=1.5Hz, H2), 7.50 (1H, br d, J=15.8
Hz, H7)
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Chapitre 4 : Partie expérimentale [V- Molécules purifiées

Acide gallique
(A2)

Origine: AmAI15'F3

Masse isolée: 1,6 mg

C7H605

MM = 170,12 g.mol™

Synonyme : acide 3,4,5-trihydroxybenzoique

Aspect: poudre amorphe beige

UV Amax (CH30OH,nm) : 215, 271 nm

HR-ESI"-QTOF (m/z): [M+H]" = 171,0292

RMN 'H (400 MHz, CD;0D)  ppm : 7.08 (2H, s)
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Chapitre 4 : Partie expérimentale [V- Molécules purifiées

Acide protocatéchique

(A3)

Origine: AmAI15'F3
Masse isolée: 1,1 mg

C7H604
MM = 154,12 g.mol™!

Synonyme : acide 3,4-dihydroxybenzoique

Aspect: poudre amorphe beige

UV Amax (CH3;0H, nm) : 192, 257, 292 nm

HR-ESI"-QTOF (m/z): [M+H]" = 155,0335

RMN 'H (400 MHz, CD;0D) 5 ppm : 6.78 (1H, d, J=8.2 Hz, H5), 7.40 (1H, dd, J=8.2, 2.0
Hz, H6), 7.43 (1H, d, J=1.9 Hz, H2)
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Chapitre 4 : Partie expérimentale

Acide p-hydroxybenzoique
(Ad)

Synonyme : acide 4-hydroxybenzoique

Aspect: poudre amorphe beige

UV Amax (CH30H, nm) : 193, 255 nm

HR-ESI'-QTOF (m/z): [M+H]" = 139,0385

[V- Molécules purifiées

Origine: AmAI15'F3

Masse isolée: 0,9 mg

C7H603
MM = 138,12 g.mol”

RMN 'H (400 MHz, CD;0D) 6 ppm : 6.82 (2H, d-like, J/=8.8 Hz, H3, H5), 7.9 (2H, d-like,

J=8.8 Hz, H2-H6)
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Chapitre 4 : Partie expérimentale [V- Molécules purifiées

Acide trans-férulique

(AS)

Origine: AmA35

Masse isolée: 0,8 mg

C10H1004
MM = 194,18 g.mol
Synonyme : acide 3-méthoxy-4-hydroxycinnamique
Aspect: poudre amorphe beige
UV Amax (CH30H, nm) : 219, 240, 324 (épaulement a 284) nm
HR-ESI'-QTOF (m/z): [M+H]" = 195,0651
RMN 'H (500 MHz, CD;0D) 6 ppm : 3.89 (3 H, s, OMe), 6.32 (1 H, d, J=15.9 Hz, H7),

6.80 (1 H, d, J=8.2 Hz, HS), 7.04 (1 H, dd, J=8.5, 1.8 Hz, H6), 7.17 (1 H, d, J/=1.8Hz, H2),
7.53 (1 H, d, J=15.9 Hz, H8)
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Chapitre 4 : Partie expérimentale [V- Molécules purifiées

Myricétine-3-0-f-D-glucopyranoside
(A6)

Origine: AmA35
Masse isolée: 1,8 mg

C21H30013
MM = 480,38 g.mol™

Aspect: poudre jaune

UV Amax (CH30H, nm) : 206, 265 et 359

HR-ESI"-QTOF (m/z): [M+H]" = 481,0980

RMN 'H (500 MHz, CD;0D) & ppm : 3.23 (1H, ddd, J=7.3, 4.5, 3.5 Hz, H5"), 3.39 (1H, brt,
J=9.0 Hz, H4"), 3.44 (1H, brt, J/=9.0 Hz, H3"), 3.51 (1H, dd, J=9.0, 8.0 Hz, H2"), 3.62 (1H, br
dd, J=12.5, 4.5 Hz, H6"a), 3.73 (1H, dd, J=12.5, 3.5 Hz, H6"b), 5.25 (1H, d, J=8.0 Hz, H1"),
6.19 (1H, d, J=2.1 Hz, H6), 6.37 1H, (d, J=2.1 Hz, H8), 7.30 (2H, s, H2', H6')

RMN "*C (125 MHz, CD;0D) § ppm : 62.6 (C6"), 71.2 (C4"), 75.8 (C2"), 78.4 (C3"), 78.5
(C5"), 95.0 (C8), 100.3 (C6), 104.4 (C1"), 105.6 (C10), 110.1 (C2', C6"), 122.0 (C1"), 135.9
(C3), 138.2 (C4'), 146.6 (C3', C5"), 158.6 (C9), 159.0 (C2), 163.2 (C5), 167.0 (C7), 179.5
(C4)
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Chapitre 4 : Partie expérimentale [V- Molécules purifiées

Afzeline

(A7)

Origine: AmAS50

Masse isolée: 1,1 mg

C21H20010
MM = 432,38 g.mol”!

Synonyme : Kaempférol-3-0O-a-L-rhamnopyranoside

Aspect: poudre jaune

UV Amax ( CH30H, nm) : 199, 265, 346 nm

HR-ESI'-QTOF (m/z): [M+H]" = 433,1121

RMN 'H (500 MHz, CD;0H) & ppm : 0.92 (3 H, d, J=5.8 Hz, H6"), 3.32 - 3.35 (2 H, m,
H5", H4"), 3.71 (1 H, br dd, J=9.0, 3.3 Hz, H3"), 4.22 (1 H, dd, J=3.3, 1.8 Hz, H2"), 5.38 (1
H, d, J/=1.8 Hz, H1"), 6.20 (1 H, d, J=2.1 Hz, H6), 6.38 (1 H, d, J=2.1 Hz, HS), 6.94 (2 H, d,
J=8.9 Hz, H3', HS"), 7.77 (2 H, d, J=8.9 Hz , H2', H6")

RMN *C (125 MHz, CD;0H) & ppm : 17.8 (C6"), 72.1 (C2"), 72.2 (C3"), 72.3 (C5"), 73.3
(C4"), 94.9 (C8), 100.0 (C6), 103.6 (C1"), 106.0 (C10), 116.7 (C3', C5"), 122.8 (C1"), 132.0
(C2', C6"), 136.3 (C3), 158.7 (C2), 159.4 (C9), 161.7 (C4"), 163.4 (C5), 166.2 (C7), 179.7
(C4)
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Chapitre 4 : Partie expérimentale [V- Molécules purifiées

Quercitrine

(A8)

Origine: AmA45
Masse isolée: 1,2 mg

C21H20011
MM = 448,38 g.mol™!

Synonyme : Quercétine-3-O-a-L-rhamnopyranoside

Aspect: poudre jaune

UV Amax (CH30H, nm) : 203, 256, 350 nm

HR-ESI'-QTOF (m/z): [M+H]" = 449,1071

RMN 'H (500 MHz, CD;OD) & ppm : 0.94 (3 H, d, J=6.1 Hz, H6"), 3.33 (1 H, m, H4"),
342 (1 H, m, H5"), 3.75 (1 H, dd, J=9.4, 3.4 Hz, H3"), 4.22 (1 H, dd, J=3.3, 1.5 Hz, H2"),

5.35 (1 H, d, J=1.5 Hz, H1"), 6.20 (1 H, d, J=2.0 Hz, H6), 6.37 (1 H, d, J=2.0 Hz, HS), 6.91
(1H,d,J=83Hz, HS"), 7.31 (1 H, dd, J=8.3, 2.1 Hz, H6'), 7.34 (1 H, d, J/=2.1 Hz, H2")
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Chapitre 4 : Partie expérimentale [V- Molécules purifiées

Myricitrine

(A9)

Origine: AmA40
Masse isolée: 17,8 mg

C21H320012
MM = 464,38 g.mol™!

Synonyme : Myricétine-3-O-a-L-rhamnopyranoside

Aspect: poudre jaune

UV Amax (CH30H, nm) : 206, 263, 351

HR-EST*-QTOF (m/z): [M+H]" = 465,1040

RMN 'H (500 MHz, CD;0D) 6 ppm : 0.97 (3 H, d, J=6.2 Hz, H6"), 3.35 (1 H, t, J=9.6 Hz,
H4"), 3.52 (1 H, dq, J=9.6, 6.2 Hz, H5"), 3.80 (1 H, dd, J=9.5, 3.2 Hz, H3"), 4.23 (1 H, dd,
J=3.2, 1.5 Hz, H2"), 5.32 (1 H, d, J=1.6 Hz, H1"), 6.20 (1 H, d, J=2.1 Hz, H6), 6.36 (1 H, d,
J=2.1 Hz, H8), 6.95 (2 H, s, H2', H6")

RMN "*C (125 MHz, CD;0D) & ppm : 17.8 (C6"), 72.0 (C2"), 72.2 (C3"), 72.3 (C5"), 73.5
(C4"), 94.8 (C8), 99.9 (Co), 103.8 (C1"), 106.0 (C10), 109.7 (C2' et C6"), 122.1 (C1"), 136.4
(C3), 138.0 (C4"), 147.0 (C3' et C5"), 158.6 (C9), 159.6 (C2), 163.3 (C5), 166.0 (C7), 179.8
(C4)
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Chapitre 4 : Partie expérimentale [V- Molécules purifiées

4''-0-acétyl-quercitrine

(A10)

Origine: AmAS5S5
Masse isolée: 7,3 mg

C23H2012
MM = 490,41 g.mol

Synonyme : Quercétine-3-0-a-L-(4"-O-acétyl)-thamnopyranoside

Aspect: poudre jaune

UV Amax (CH30H, nm) : 203, 256, 349

HR-EST*-QTOF (m/z): [M+H]" =491,1176

RMN 'H (500 MHz, CD;0D) & ppm : 0.79 (3 H, d, J=6.3 Hz, H6"), 2.05 (3 H, s, CH3-CO),
3.35 (1 H, m, H5"), 3.88 (1 H, dd, J=9.7, 3.2 Hz, H3"), 4.21 (1 H, dd, J=3.2, 1.6 Hz, H2"),
4.81 (1 H, m, H4"),5.49 (1 H, d, J=1.6 Hz, H1"), 6.21 (1 H, d, J/=2.1 Hz, H6), 6.38 (1 H, d,
J=2.1 Hz, H8), 6.92 (1 H, d, J=8.3 Hz, HS"), 7.26 (1 H, dd, J=8.3, 2.0 Hz, H6"), 7.31 (1 H, d,
J=2.0 Hz, H2")

RMN "*C (125 MHz, CD;0D) 6 ppm : 16.2 (C6"), 19.6 (CH3-CO), 70.3 (C2"), 68.7 (C3"),
68.2 (C5"), 73.6(C4"), 93.4 (C8), 98.5 (C6), 101.1 (C1"), 104.5 (C10), 114.9 (C5"), 115.5
(C2), 121.3 (C6'), 121.5 (C1"), 134.1 (C3), 145.2 (C3'), 148.4 (C4"), 157.2 (C9), 158.2 (C2),
164.5 (C7), 161.8 (C5), 171.1 (CH3-CO), 178.1 (C4)
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Chapitre 4 : Partie expérimentale [V- Molécules purifiées

Tiliroside

(A11)

Origine: AmAS5S5

Masse isolée: 0,9 mg

C30H26013
MM = 594,53 g.mol’

Synonyme : Kaempférol-3-O-3-D-(6"-O-trans-p-coumaroyl)-glucopyranoside

Aspect: poudre jaune claire

UV Amax (CH30H, nm) : 200, 268, 315

HR-ESI'-QTOF (m/z): [M+H]" = 595,1430

RMN 'H (500 MHz, CD;0D)  ppm : 3.33 (1 H, t, J=1.7 Hz, H4")3.42 - 3.50 (3H, m, H5",
H3",H2"),4.19 (1 H, dd, J=11.8, 6.6 Hz, H6"a), 4.29 (1 H, dd, J=11.8, 3.0 Hz, H6"b), 5.23 (1
H, d, J/=7.5 Hz, H1"), 6.07 (1 H, d, J=16.0 Hz, H8""), 6.14 (1 H, d, J/=2.1 Hz, H6), 6.31 (1 H,
d, J=2.1 Hz, HY8), 6.78 - 6.84 (4 H, m, H3', HS', H3"', H5""), 7.32 (2 H, d, J=8.6 Hz, H2",
H6"), 7.41 (1 H, d, J=16.0 Hz, H7"), 7.99 (2 H, d, J=9.0 Hz, H2', H6')

RMN *C (125 MHz, CD;0D) 6 ppm : 64.6 (C6") 72.1 (C4"), 76.1 (C5"), 76.2 (C2"), 78.4
(C3"), 95.3 (C8), 100.5 (C6), 104.4 (C1"), 105.8 (C10), 115.1 (C8"), 116.4 (C3', CS"), 117.1
(C3™, C5™), 123.1 (C1"), 127.5 (C1™), 131.5 (C2", C6™), 132.5 (C2', C6)), 135.5 (C3), 146.9
(C7™), 158.8 (C2), 159.7 (C9), 161.5 (C4"), 162.4 (C4™), 163.3 (C5), 166.8 (C7), 169.1
(C9™), 179.7 (C4)
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Chapitre 4 : Partie expérimentale [V- Molécules purifiées

Myricétine-3-0-$-D-(6"'-O-trans-p-coumaroyl)-glucopyranoside
(A12)

Origine: AmAS50
Masse isolée: 0,9 mg

C30H26015
MM = 626,52 g.mol™

Aspect: poudre jaune claire

UV Amax (CH30H, nm) : 200, 269, 375 (épaulement a 322)

HR-ESI'-QTOF (m/z): [M+H]" = 627,13030

RMN 'H (500 MHz, CD;0D) 6 ppm : 3.36 (H, m, H4"), 3.43-3.46 (2H, m, H3", H5"), 3.55
(2 H, brt, J=8.5 Hz, H2"), 4.22 (H, br dd, J=11.6, 7.0 Hz, H6"a), 4.32 (H, dd, J=11.6, 1.5 Hz,
H6"b), 5.28 (1 H, br d, J=7.9 Hz, H1"), 6.10 (1 H, d, J=16,1 Hz, H8"), 6.11 (1 H, d, J=2,0
Hz, H6), 6.29 (1 H, br d, J=2.0 Hz, H8), 6.79 (2 H, brd, J=8.9 Hz, H3"', H5"), 7.23 (2 H, s,
H2", H6"), 7.32 (1 H, br d, J=8.9 Hz, H2"', H6"), 7.39 (1 H, d, J=16.1 Hz, H7"")

RMN "*C (125 MHz, CD;0D) & ppm : 64.5 (C6"), 71.7 (C4"), 75.6 (C2"), 75,9 (C5"), 78.0
(C3"), 94.6 (C8), 99.9 (C6), 103.5 (C1"),105.7 (C10), 109.9 (C2"), 114.7 (C8""), 116.7 (C3"-
C5™), 122.0 (C1"), 127.1 (C1™), 131.2 (C2"-C6™), 135.2 (C3), 137.5 (C4"), 146.3 (C3'-C5"),
146.5 (C7"), 158.3 (C2), 158.5 (C9), 161.1 (C4™), 162.9 (C5), 165.9 (C7), 168.9 (C9™),
179.4 (C4)
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Chapitre 4 : Partie expérimentale [V- Molécules purifiées

1'-O-E-caféoyl-$-D-glucopyranose
(B1)

Origine: AmB20'F7

Masse isolée: 3,8 mg

Ci1sH1309
MM = 342,30 g.mol™!

Aspect: poudre amorphe beige

UV Amax (CH30H, nm) : 218, 241, 329 (épaulement a 303)

HR-ESI'-QTOF (m/z): [M+H]" = 343,1017

RMN 'H (500 MHz, CD3;OD) & ppm : 3.39 (1H, m, H4"), 3.42 (1H, m, H5"), 3.43 (1H, m,
H3"), 3.45 (1H, m, H2"), 3.70 (1 H, dd, J=12.1, 4.7 Hz, H6'a), 3.85 (1 H, dd, J=12.1, 1.7 Hz,
H6'b), 5.57 (1 H, d, J=7.9 Hz, H1"), 6.31 (1 H, d, J=15.9 Hz, H8), 6.79 (1 H, d, J=8.2 Hz, HS),
6.97 (1 H, dd, J=8.2, 1.8 Hz, H6), 7.06 (1 H, d, J=1.8 Hz, H2), 7.66 (1 H, d, J=15.9 Hz, H7)
RMN "C (125 MHz, CD;0D) & ppm : 62.5 (C6"), 71.2 (C4"), 74.2 (C2"), 78.1 (C3'), 78.9

(C5), 95.9 (C1"), 114.5 (C8), 1154 (C2), 116.6 (C5), 123.4 (C6), 127.7 (C1), 147.0 (C3),
148.5 (C7), 150.1 (C4), 167.9 (C9)
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Chapitre 4 : Partie expérimentale [V- Molécules purifiées

Myricétine-3-0O-rutinoside

(B2)

Origine: AmB40
Masse isolée: 4,1 mg

C27H30017
MM = 626,52 g.mol™

Synonyme : Myricétine-3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1"'—6")-B-D-glucopyranoside
Aspect: poudre jaune

UV Amax (CH30H, nm) : 204, 266, 359

HR-ESI'-QTOF (m/z): [M+H]" = 627, 1552

RMN 'H (500 MHz, CD;0D) & ppm : 1.12 (3 H, br d, J=6.2 Hz, H6"), 3.28 (1 H, t, J=9.1
Hz, H4"), 3.30 (1 H, m, H4™), 3.33 (1 H, m, H5"), 3.40 (1 H, dd, J=10.9, 5.5 Hz, H6"a), 3.42
(1 H,t, J=9.1 Hz, H3"), 3.44 (1 H, m, H5"), 3.50 (1 H, dd, J=9.1, 7.8 Hz, H2"), 3.55 (1 H, br
dd, J=9.3, 3.3 Hz, H3"), 3.63 (1 H, dd, J=3.3, 1.2 Hz, H2"), 3.81 (1 H, dd, J=10.9, 3.0 Hz,
H6"b), 4.53 (1 H, d, J=1.2 Hz, H1"), 5.08 (1 H, d, J=7.8 Hz, H1"), 6.21 (1 H, d, J=2.0, HO),
6.40 (1 H, d, J/=2.0 Hz, HS8), 7.30 (2 H, s, H2', H6")

RMN "C (125 MHz, CD;0D) 6 ppm : 18.0 (C6"), 68.7 (C6"), 69.9 (C5"), 71.5 (C4"), 72.3
(C2"), 72.4 (C3™), 74.1 (C4™), 75.8 (C2"), 77.4 (C5"), 78.4 (C3"), 95.0 (C8), 100.1 (Co),
102.6 (C1™), 105.0 (C1"), 105.8 (C10), 110.5 (C2', C6"), 122.2 (C1"), 135.9 (C3), 138.2 (C4"),
146.5 (C3' C5'), 158.6 (C9), 159.5 (C2), 163.1 (C5), 166.2 (C7), 179.6 (C4)
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Quercétine-3-O-rutinoside

(B3)

Origine: AmB45
Masse isolée: 1,7 mg

C27H30016
MM = 610,52 g.mol™

Synonymes : Rutine, Quercétine-3-0O-o-L-rhamnopyranosyl-(1"'—6")-B-D-glucopyranoside

Aspect: poudre jaune

UV Amax (CH30H, nm) : 197, 265, 349

HR-EST*-QTOF (m/z): [M+H]" = 611,1609

RMN 'H (500 MHz, CD;0D) 8 ppm : 1.13 (3 H, d, J=6.1 Hz, C6"), 3.26 (2 H, br t, J=8.7
Hz, H4"), 3.28 (1 H, t, J=7.9 Hz, H4"™), 3.31 (H, m, H5"), 3.39 (2 H, dd, J=11.1, 6.1 Hz,
H6"b), 3.41 (1 H, t, J=8.7 Hz, H3"), 3.45 (1 H, m, H5"), 3.47 (1H, t, J=8.7 Hz, H2"), 3.55 (1
H, dd, J=9.5, 3.5 Hz, H3"), 3.64 (1 H, dd, J=3.5, 1.3 Hz, H2"), 3.81 (1 H, dd, J=11.1, 1.2 Hz,
H6"a), 4.52 (1 H, d, J=1.3 Hz, H1"), 5.07 (1 H, d, J=7.6 Hz, H1"), 6.18 (1 H, d, J=2.1 Hz,
H6), 6.36 (1 H, d, J=2.1 Hz, HS), 6.87 (1 H, d, J=8.5 Hz, H5"), 7.63 (1 H, dd, J=8.5, 2.1 Hz,
H6'), 7.67 (1 H, d, J=2.1 Hz, H2)

RMN C (125 MHz, CD;0D) & ppm : 17.9 (C6"), 68.7 (C6"), 69.9 (C5), 71.5 (C4"), 72.2
(C2"), 72.4 (C3")75.9 (C2"), 74.1 (C4™), 77.3 (C5"), 78.4 (C3"), 95.4 (C8),100.7 (C6), 102.6
(C1™), 105.1 (C1"), 105.2 (C10), 116.2 (C5"), 117.7 (C2'), 123.2 (C1"), 123.7 (C6"), 135.7
(C3), 146.0 (C3"), 150.1 (C4'"), 158.8 (C9), 159.2 (C2), 170.4 (C7), 179.3 (C4),
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Kaempférol-3-O-rutinoside

(B4)
Origine: AmB50
Masse isolée: 0,7 mg
C27H30015
MM = 594,52 g.mol’
Synonymes : Kaempférol-3-0-a-L-rhamnopyranosyl-(1"'—6")-B-D-glucopyranoside,

nicotiflorine

Aspect: poudre jaune

UV Amax (CH30H, nm) : 195, 265, 349

HR-ESI"-QTOF (m/z): [M+H]" = 595,1656

RMN 'H (500 MHz, CD;0D) & ppm : 1.14 (3 H, d, J=6.3 Hz, H6"), 3.25 (1 H, t, J=8.8 Hz,
H4"), 3.29 (1H, m, H4"), 3.32 (1 H, m, H5"), 3.37 (1 H, dd, J=11.0, 6.7 Hz, H6"a), 3.41 (1 H,
br t, J/=8.8 Hz, H3"), 3.44 (1 H, dd, J=9.6, 2.0 Hz, H2"), 3.46 (1 H, dd, J=9.3, 6.6 Hz, H5"),
3.54 (1 H, dd, J=9.4, 3.3 Hz, H3"), 3.64 (1 H, br d, J=1.3 Hz, H2"), 3.81 (1 H, br dd, J=11.0,
1.1 Hz, H6"b), 4.52 (1 H, d, J=1.3 Hz, H1"), 5.04 (1 H, br d, J=7.5 Hz, H1"), 6.11 (1 H, d,
J=1.7 Hz, H6), 6.28 (1 H, d, J/=1.7 Hz, H8), 6.88 (2 H, br d, J=8.8 Hz, H3', H5"), 8.06 (2 H, br
d, /=8.8 Hz, H2', H6")

RMN "C (125 MHz, CD;0D) & ppm : 18.1 (C6"), 49.8 (s), 49.9 (s), 50.1 (s), 50.2 (s), 68.7
(C6"), 69.9 (C5™), 71.5 (C4"), 72.2 (C2™), 72.4 (C3"™), 74.1 (C4™), 75.9 (C2"), 77.3 (C5"),
78.4 (C3"), 96.3 (C8), 101.9 (C6), 102.6 (C1"), 104.2 (C10), 105.3 (C1"), 116.3 (C3', C5"),
122.9 (C1"), 132.4 (C2', C6'"), 135.5 (C3), 158.8 (C2), 159.1 (C9), 159.1 (s), 161.8 (C4"), 162.9
(C5) 171.6 (C7), 178.9 (C4)

329



Chapitre 4 : Partie expérimentale [V- Molécules purifiées

Myricétine-3-0O-vicianoside

(BS)

Origine: AmB35
Masse isolée: 10,0 mg

C26H28017
MM = 612,49 g.mol”

Synonyme : Myricétine-3-0-a-L-arabinopyranosyl-(1"'—6")-B-D-glucopyranoside

Aspect: poudre jaune

UV Amax (CH30H, nm) : 207, 260, 357

HR-ESI'-QTOF (m/z): [M+H]" = 613,1392

RMN 'H (500 MHz, CD;0D) 6 ppm : 3.13 (1 H, dd, J=12.4, 1.1 Hz, H5"'b), 3.21 (1 H, dd,
J=9.8, 3.6 Hz, H3"), 3.31 (1 H, dd, J=9.5, 8.9 Hz, H4"), 3.36 (1 H, dd, J=9.8, 7.3 Hz, H2"),
3.43 (1 H, t, J=8.9 Hz, H3"), 3.43 (1H, t, m, H5"), 3.54 (1 H, dd, J=9.5, 7.8 Hz, H2"), 3.62 (1
H, dd, J=12.3, 3.3 Hz, H6"a), 6.66 (1 H, m, H4"), 3.69 (1 H, br dd, J=12.4, 2.8 Hz, H5"a),
3.92 (1 H, dd, J=12.2, 1.5 Hz, H6"b), 4.04 (1 H, d, J/=7.3 Hz, H1"), 5.19 (1 H, d, J=7.9 Hz,
H1"), 6.20 (1 H, d, J=2.1 Hz, H6), 6.40 (1 H, d, J=2.1 Hz, HS), 7.34 (2 H, s, H2', H6')

RMN "C (125 MHz, CD;0D) & ppm : 66.9 (C5"), 69.4 (C6"), 69.7 (C4™), 71.6 (C4"), 72.6
(C2"), 74.2 (C3™), 75.8 (C2"), 78.3 (C3"), 78.5 (C5"), 94.9 (C8), 100.0 (C6), 104.3 (C1"),
105.0 (C1™), 105.9 (C10), 110.3 (C2', C6"), 122.2 (C1"), 136.0 (C3), 138.3 (C4"), 146.6 (C3',
C5'), 158.6 (C9), 158.9 (C2), 163.2 (C5), 166.2 (C7), 179.5 (C4)
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Chapitre 4 : Partie expérimentale [V- Molécules purifiées

Quercétine-3-0-vicianoside

(B6)

Origine: AmB40
Masse isolée: 2,5 mg

C26H28016
MM = 596,49 g.mol

Synonyme : Quercétine-3-0-a-L-arabinopyranosyl-(1"'—6")-B-D-glucopyranoside

Aspect: poudre jaune

UV Amax (CH30H, nm) : 203, 256, 357

HR-EST*-QTOF (m/z): [M+H]" = 597,1445

RMN 'H (500 MHz, CD;0D) 6 ppm : 3.14 (1 H, dd, J=12.3, 1.4 Hz, H5"'b), 3.20 (1 H, dd,
J=8.9, 3.4 Hz, H3""), 3.33 (1 H, dd, J=9.8, 8.8 Hz, H4"), 3.37 (1 H, dd, J=8.9, 7.0 Hz, H2""),
3.40 (1 H, m, H5"), 3.42 (1 H, t, J/=8.8 Hz, H3"), 3.51 (1 H, dd, J=8.8, 7.7 Hz, H2"), 3.61 (1
H, dd, J=12.1, 6.2 Hz, H6"a), 3.65 (1 H, m, H4""), 3.69 (1 H, dd, J=12.3, 3.1 Hz, H5"'a), 3.91
(1 H, dd, J=12.1, 1.8 Hz, H6"b), 4.05 (1 H, d, J=7.1 Hz, H1™), 5.19 (1 H, d, J=7.7 Hz, H1"),
6.21 (1 H, d, J=2.0 Hz, H6), 6.41 (1 H, d, J=2.0 Hz, HS), 6.88 (1 H, d, J=8.4 Hz, H5"), 7.69 (1
H, dd, J=8.4, 2.1 Hz, H6"), 7.71 (1 H, d, J=2.1 Hz, H2')

RMN "C (125 MHz, CD;0D) & ppm : 66.8 (C5"), 69.3 (C6"), 69.7 (C4™), 71.6 (C3"), 72.6
(C2"), 74.2 (C3™), 75.9 (C2"), 78.2 (C3"), 78.4 (C5"), 95.0 (C8), 100.1 (C6), 104.2 (C1"),
105.0 (C1™), 105.9 (C10), 116.2 (C5"), 117.6 (C2'), 123.2 (C1"), 123.7 (C6'), 135.9 (C3),
146.2 (C3"), 150.1 (C4'), 158.6 (C9), 158.9 (C2), 163.2 (C5), 166.3 (C7), 179.6 (C4)
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Kaempférol-3-0-vicianoside

(B7)

Origine: AmB45
Masse isolée: 1,5 mg

C26H28015
MM = 580,50 g.mol™!

Synonyme : Kaempférol-3-0O-a-L-arabinopyranosyl-(1—6)-pB-D-glucopyranoside

Aspect: poudre jaune

UV Amax (CH30H, nm) : 198, 166, 348

HR-EST*-QTOF (m/z): [M+H]" = 581,1512

RMN 'H (500 MHz, CD;0D) 6 ppm : 3.17 (1 H, dd, J=12.3, 1.5 Hz, H5"'b), 3.19 (1 H, dd,
J=8.7, 3.7 Hz, H3"), 3.39 (1 H, br dd, J=8.7, 7.1 Hz, H2"), 3.41 (1H, br t, J=8.9 Hz, H3"),
3.48 (1 H, br dd, J=9.0, 7.87 Hz, H2"), 3.61 (1 H, dd, J=11.8, 6.1 Hz, H6"a), 3.64 (1 H, m,
H4"), 3.69 (1 H, br dd, J=12.3, 2.9 Hz, H5""a), 3.90 (1 H, br dd, J=11.8, 1.8 Hz, H6"b), 4.06
(1H,d,J=7.1 Hz, H1"), 5.13 (1 H, br d, J=7.7 Hz, H2""), 6.12 (1 H, d, J=1.8 Hz, H6), 6.31 (1
H, d, J=1.8 Hz, H8), 6.89 (2 H, br d, /=8.9 Hz, H3'-HS"), 8.10 (2 H, d, J/=8.9 Hz, H2'-H6")

RMN “C (125 MHz, CD;0D) & ppm : 66.7 (C5"), 69.2 (C6"), 69.7 (C4"), 71.5 (C4"), 72.5
(C2"), 74.1 (C3™), 75.9 (C2"), 78.2 (C3"), 78.3 (C5"), 96.1 (C8), 101.6 (C6), 104.5 (C1"),
104.8 (C10), 104.8 (C1"), 116.4(C3'-C5"), 122.9 (C1"), 132.4 (C2'-C6'), 135.5 (C3), 158.3
(C2), 159.0 (C9), 161.9 (C4", 162.9 (C5), 170,4 (CT), 179.1 (C4)
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Chapitre 4 : Partie expérimentale [V- Molécules purifiées

Myricétine-3-0-a-L-arabinofuranosyl-(1'"'—6"")-p-D-
glucopyranoside

(B8)
Origine: AmB35
Masse isolée: 13,9 mg

Ci6H158017
MM = 612, 49 g.mol”

Aspect: poudre jaune

UV Amax (CH30H, nm) : 207, 260, 356

[a]3° = -28 (MeOH ; ¢ 0.05)

HR- ESI"-QTOF (m/z): [M+H]" = 613,1394

RMN 'H (500 MHz, CD;0D) & ppm : 3.29 (1 H, dd, J=9.5, 9.1 Hz, H4"), 3.38 (1 H, ddd,
J=9.1, 6.3, 2.3 Hz, H5"), 3.42 (1 H, t, J=9.5 Hz, H3"), 3.45 (1 H, br dd, J=11.0, 6.3 Hz,
H6"a), 3.51 (2 H, dd, J=9.5, 7.9 Hz, H2"), 3.56 (1 H, dd, J=11.9, 5.0 Hz, H5""a), 3.66 (1 H, br
dd, J=11.9, 3.1 Hz, H5"'b), 3.74 (1 H, dd, J=5.6, 3.2 Hz, H3"), 3.81 (1 H, ddd, J=5.6, 5.0, 3.1
Hz, H4"), 3.84 (1 H, br dd, J=3.2, 1.0 Hz, H2""), 3.85 (1 H, dd, J=11.0, 2.3 Hz, H6"b), 4.76 (1
H, d, J=1.0 Hz, H1"), 5.14 (1 H, d, J=7.9 Hz, H1"), 6.20 (1 H, d, J=2.0 Hz, H6), 6.38 (1 H, d,
J=2.0 Hz, H8), 7.26 (2 H, s, H2', H6")

RMN "C (125 MHz, CD;0D) & ppm : 63.0 (C5"), 68.4 (C6"), 72.0 (C4"), 75.8 (C2"), 77.4
(C4"), 78.2 (C3"), 78.7 (C3™), 83.0 (C2"), 85.7 (C4™), 94.9 (C8), 100.0 (C6), 104.5 (C1"),
105.9 (C10), 109.8 (C1"™), 110.4 (C2', C6'), 122.3 (C1'), 135.8 (C3), 138.2 (C4'), 146.5 (C3',
C5'), 158.6 (C9), 159.5 (C2), 163.2 (C5), 166.1 (C7), 179.6 (C4)
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Chapitre 4 : Partie expérimentale [V- Molécules purifiées

Quercétine-3-0-a-L-arabinofuranosyl-(1'"'—6'")-p-D-
glucopyranoside

(B9)
Origine: AmB40
Masse isolée: 2,9 mg

C16H28016
MM = 596, 49 g.mol™

Aspect: poudre jaune

UV Amax (CH;0H, nm) : 204, 256, 355
[a]3® = -33 (MeOH ; ¢ 0.06)
HR-ESI'-QTOF (m/z): [M+H]" = 597,1440

RMN 'H (500 MHz, CD;0D) & ppm : 3.29 (1 H, dd, J=9.2, 8.8 Hz, H4"), 3.41 (t, J=9.2 Hz,
H3"), 3.44 (1 H, dd, J=11.2, 5.9 Hz, H6"b), 3.47 (1 H, dd, J=9.2, 7.8 Hz, H2"), 3.47 (1 H, m,
H5"), 3.56(1 H, dd, J=11.9, 4.9 Hz, H5"b), 3.65 (1 H, dd, J=11.9, 3.0 Hz, H5"a), 3.74 (1 H,
dd, /=54, 3.4 Hz, H3"), 3.81 (1 H, m, H4""), 3.83 (1 H, dd, J=3.3, 1.3 Hz, H2"), 3.85 (1 H,
brdd, J=11.2, 1.7 Hz, H6"a), 4.75 (1 H, d, J=1.3 Hz, H1"), 5.16 (1 H, d, J/=7.8 Hz, H1"), 6.21
(1 H, d, J=2.0 Hz, H6), 6.40 (1 H, d, J=2.0 Hz, HS8), 6.87 (1 H, d, J/=8.7 Hz, H2"), 7.63 (1 H,
d, J/=2.1 Hz, HS'"), 7.63 (1 H, dd, J=8.7, 2.1 Hz, H6')

RMN "C (125 MHz, CD;0D) & ppm : 63.0 (C6™), 68.4 (C6"), 72.0 (C4"), 75.8 (C2"), 77.4
(C5"), 78.2 (C3"), 78.7 (C3™), 83.0 (C2"), 85.8 (C4™), 95.0 (C8), 100.1 (C6), 104.4 (C1"),
105.9 (C10), 109.8 (C1™), 116.2 (C2"), 117.7 (C5'), 123.3 (C1'), 123.7 (C6'), 135.7 (C3),
146.0 (C3"), 149.9 (C4"), 158.7 (C9), 159.5 (C2), 163.2 (C5), 166.2 (C7), 179.6 (C4)
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Chapitre 4 : Partie expérimentale [V- Molécules purifiées

Syringetine-3- O-a-L-arabinofuranosyl-(1'"'—6'"")-$-D-

glucopyranoside
B10
5 (B10)
OH Origine: AmB50

~
Masse isolée: 1 mg
C2sH3,017
MM = 640,55 g.mol™!

Synonyme : 3',5'-diméthoxy-myricétine-3-0-a-L-arabinofuranosyl-(1"'—6")-p-D-

glucopyranoside
Aspect: poudre jaune
UV hmax (CH;0H, nm) : 207, 253,360  HR-ESI'-QTOF (m/z): [M+H]" = 641,1721

RMN 'H (500 MHz, CD;0D) 6 ppm : 3.29 (1 H, m, H4"), 3.41 (1 H, ddd, J=8.4, 6.0, 2.3
Hz, H5"), 3.44 (1 H, t, J=9.3 Hz, H3"), 3.48 (1 H, dd, J=11.5, 6.0 Hz, H6"b), 3.49 (1 H, m,
H2"), 3.52 (1 H, dd, J=12.0, 5.0 Hz, H5""a), 3.62 (1 H, dd, J=12.0, 3.0 Hz, H5"'b), 3.71 (1 H,
dd, J=6.3, 3.7 Hz, H3""), 3.76 (1 H, ddd, J=6.3, 5.0, 3.0 Hz, H4"), 3.81 (1 H, dd, J=3.7, 1.7
Hz, H2"), 3.87 (2 H, dd, J=11.5, 2.3 Hz, H6"a), 3.94 (6 H, s, OCH;3 -3', -5"), 4.73 (2 H, d,
J=1.7 Hz, H1"), 5.27 (3 H, br d, J=7.5 Hz, H1"), 6.14 (2 H, d, J=2.0 Hz, H6), 6.33 (2 H, d,
J=1.8 Hz, H8), 7.56 (2 H, s, H2', H6")

H6"a

RMN C (125 MHz, CD;0D) & ppm : 57.2 (OCH3-3"-5%), 62.9 (C5"), 68.3 (C6"), 72.0
(C4"), 76.1 (C2"), 77.6 (C5"), 78.3 (C3"), 78.5 (C3™), 83.2 (C2"), 85.4 (C4™), 96.0 (C8),
101.5 (C6), 104.5 (C1"), 104.7 (C10), 108.3 (C2', C6'), 109.9 (C1"), 122.0 (C1"), 132.5 (s),
135.6 (C3), 140.2 (C4"), 148.9 (C3', C5"), 158.1 (C2), 158.9 (C9), 163.0 (C5), 170,4 (C7),
178.9 (C4)
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Chapitre 4 : Partie expérimentale [V- Molécules purifiées

Isorhamnetine-3-O-rutinoside

(B11)
Origine: AmB50
Masse isolée: 0,4 mg
C2sH32016
MM = 6424,55 g.mol”’
Synonyme : 3'-méthoxy-quercétine-3-O0-a-L-rhamnopyranosyl-(1"'—6")-p-D-

glucopyranoside

Aspect: poudre jaune

UV Amax (CH30H, nm) : 205, 256, 357 HR-ESI"-QTOF (m/z): [M+H]" = 625,1766

RMN 'H (500 MHz, CD;0D) 6 ppm : 1.11 (3 H, br d, J=6.3 Hz, H6"), 3.25 (1 H, t, J=8.9
Hz, H4"), 3.26 (1 H, br t, J=9.3 Hz, H4™), 3.38 (1 H, m, H5"), 3.42 (1 H, dd, J=9.0, 5.0 Hz,
H6"a), 3.42 (1 H, m, H5"), 3.44 (1 H, m, Hz, H3"), 3.47 (1 H, m, Hz, H2"), 3.49 (1 H, br dd,
J=9.3, 3.4 Hz, H3"), 3.62 (1 H, br dd, J=3.4, 1.1 Hz, H2"), 3.82 (1 H, dd, J=9.0, 1.0 Hz,
H6"b), 3.95 (3 H, s, OCH3), 4.53 (2 H, d, J=1.1 Hz, HI"), 5.16 (1 H, d, J=7.5 Hz, H1"), 6.14
(1 H, d, J=3.5 Hz, H6), 6.32 (1 H, d, J=3.5 Hz, H8), 6.91 (1 H, br d, J=8.3 Hz, H5"), 7.63 (1
H, dd, J=8.3, 1.5 Hz, H6'), 7.95 (1 H, br d, J=1.5 Hz, H5))

RMN "C (125 MHz, CD;0D) & ppm : 18.0 (C6"), 56.8 (OCHs3), 68.7 (C6"), 69.9 (C5"),
71.7 (C4"), 72.2 (C2"), 72.4 (C3™), 74.0 (C4™), 76.1 (C2"), 77.5 (C5"), 78.4 (C3"), 96.0
(C8), 101.5 (C6), 102.7 (C1"™), 104.6 (C10), 105.0 (C1"), 114.6 (C2'), 116.3 (C5"), 123.1
(C6"), 124.1 (C1"), 135.5 (C3), 148.5 (C4"), 151.2 (C3"), 158.5 (C2), 159.0 (C9), 162.9 (C5),
170.5 (C7), 179.0 (C4)
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Chapitre 4 : Partie expérimentale [V- Molécules purifiées

p-hydroxybenzaldéhyde

(D1)

o H Origine: AmD4

7

1
6 2 Masse isolée: 1,3 mg
5 3

4 C/HsO,

OH MM = 122,12 g.mol’!

Synonyme : 4-hydroxybenzaldéhyde

Aspect: poudre amorphe beige

UV Amax (CH30OH, nm) : 196, 221, 284

HR-ESI'-QTOF (m/z): [M+Na]" = 145,0242

RMN 'H (500 MHz, CD;0D) 6 ppm : 6.91 (2 H, d, J=8.6 Hz, H3, H5), 7.77 (2 H, d, J=8.6
Hz, H2, H6), 9.75 (1 H, s, C7)

RMN "C (125 MHz, CD;0D) & ppm : 117.2 (C3, C5), 130.2 (C1), 133.6 (C2, C6), 165.8
(C4), 193.0 (C7)
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Chapitre 4 : Partie expérimentale [V- Molécules purifiées

Picéol
(D2)
O 8 Origine: AmD4
7
1
6 2 Masse isolée: 1,2 mg
5 3
4
CsHst
OH MM = 136,15 g.mol™

Synonyme : p-hydroxyacétophénone

Aspect: poudre amorphe beige

UV Amax (CH30H, nm) : 199, 219, 274

HR-ESI'-QTOF (m/z): [M+Na]" = 137,0601

RMN 'H (500 MHz, CD;0D) & ppm : 2.52 (3 H, s, H8), 6.83 (1 H, d, J=8.9 Hz, H3, H5),
7.88 (1 H, d, J/=8.9 Hz, H2, H6)

RMN "C (125 MHz, CD;0D) 6 ppm : 26.4 (C8), 116.5 (C3, C5), 130.2 (C1), 132.3 (C2,
C6), 164.4 (C4), 199.6 (CT)
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Chapitre 4 : Partie expérimentale [V- Molécules purifiées

Tyrosol
(D3)

Origine: AmD6
Masse isolée: 0,9mg

CsH 190,
MM = 138,17 g.mol”!

Synonyme : p-hydroxyphényléthanol

Aspect: poudre amorphe beige

UV Amax (CH30H, nm) : 193, 221, 277

HR-ESI'-QTOF (m/z): [M+H]" = 139,0751

RMN 'H (500 MHz, CD;0D) é ppm : 2.71 (2 H, t, J=7.2 Hz, H7), 3.68 (2 H, t, J=7.2 Hz,

HS), 6.70 (2 H, d, J/=8.4 Hz, H3, HS), 7.03 (2 H, d, J=8.4 Hz, H2, H6)

RMN "*C (125 MHz, CD;0D) & ppm : & ppm 39.6 (C7), 64.7 (C8), 116.3 (C3, C5), 131.0
(C2,C6), 131.1 (C1), 156.9 (C4)
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Chapitre 4 : Partie expérimentale [V- Molécules purifiées

Pinorésinol

(D4)

Origine: AmD7

Masse isolée: 1,8

C20H2,06
MM = 358,39 g/mol

Synonyme : 7,9',7',9-diepoxy-3,3'-dimethoxy-4,'4-lignandiol

Aspect: beige

[a]3® = 1,27 (MeOH ; ¢ 0.13)

UV Amax (CH30H, nm) : 199, 230, 281

HR-ESI'-QTOF (m/z): [M+Na]" = 381,1296

RMN 'H (500 MHz, CD;0D) & : 3.15 (2 H, m, H8, H8'), 3.84 (2 H, dd, J=9.2, 3.7 Hz, H9b,
H9b"), 3.86 (6 H, s, 2 OMe), 4.23 (2 H, m, H9a, H92a"), 4.71 (2 H, d, J=4.3 Hz, H7, H7"), 6.77
(2 H, d, J=8.0 Hz, H2, H2"), 6.81 (2 H, dd, J=8.0, 1.8 Hz, H6, H6'), 6.95 (2 H, d, J=1.8 Hz,
HS, HS")

RMN *C (125 MHz, CD;0D) § : 55.5 (C8, C8"), 56.5 (2 OMe), 72.7 (C9, C9"), 87.7 (C7,

C7, 111.0 (C2, C2'), 116.2 (C5, C5"), 120.2 (C6, C6"), 133.9 (C1, C1'), 147.4 (C4, C4"),
149.2 (C3, C3")
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Chapitre 4 : Partie expérimentale [V- Molécules purifiées

Balanophonine B

(D3)

Origine: AmD7
Masse isolée: 1,5

C30H200O7
MM = 372,37 g/mol

Synonyme : 7,9'-Epoxy-4,4'-dihydroxy-3,3'-dimethoxy-9,7'-lignanolide

Aspect: poudre blanchatre

[a]3° = 7,74 (MeOH ; ¢ 0.05)

UV Amax (CH30H, nm) : 202, 234, 281

HR-ESI"-QTOF (m/z): [M+Na]" = 373,1289

RMN 'H (500 MHz, CD;0D) 6 : 3.35 (1 H, m, H8"), 3.67 (1 H, m, H8), 3.86 (3 H, s, OMe"),
3.87 3 H, s, OMe), 4.03 (1 H, dd, J=9.5, 4.3 Hz, H9"a), 4.29 (1 H, dd, J=9.5, 7.0 Hz, H9'D),
5.24 (1 H,d, J=4.0 Hz, H7), 5.40 (1 H, d, J=4.0 Hz, H7"), 6.79 (1 H, d, J=7.9 Hz, H5), 6.83 (1
H, m, HS"), 6.83 (1 H, m, H6'), 6.85 (1 H, dd, J=7.9, 2.1 Hz, H6), 6.95 (1 H, d, J=1.8 Hz,
H2", 6.97 (1 H, d, J=2.1 Hz, H2)

RMN C (125 MHz, CD;0D) 6 : 51.2 (C8"), 54.6 (C8), 56.5 (OMe), 56.6 (OMe"), 73.9 (C9),

85.2 (C7), 87.3 (CT), 110.7 (C2", 110.7 (C2), 116.3 (C5), 116.5 (C5"), 119.6 (C6), 119.9
(C6"), 132.6 (C1"), 133.3 (C1), 147.6 (C4), 148.3 (C4'), 149.3 (C3"), 149.5 (C3), 179.9 (C9)
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Ceplignane

(D6)

Origine: AmD14

Masse isolée: 1,1mg

CisHi307
MM = 346,34 g/mol

Aspect: poudre blanchatre

[a]3° = 9,66 (MeOH ; ¢ 0.08)

UV Amax (CH;0H, nm) : 202, 218, 275

HR-ESI'-QTOF (m/z): [M+H]" = 347,1117

RMN 'H (500 MHz, CD;0OD) & : 3.54 (1 H, m, H8"), 3.80 (1 H, m, CH,0H), 3.81 (3 H, s,
OMe'), 3.86 (1 H, m, CH,0H), 3.90 (3 H, s, OMe), 5.61 (1 H, d, J=6.1 Hz, H7"), 6.77 (1 H, d,
J=8.0 Hz, H5"), 6.83 (1 H, br dd, J=8.0, 1.9 Hz, H6"), 6.95 (1 H, d, J=1.9 Hz, H2'), 7.53 (1 H,
brs, H2), 7.57 (1 H, br s, H4)

RMN "C (125 MHz, CD;0D) & : 55.2 (C8), 56.5 (OMe"), 56.7 (OMe), 65.0 (CH,0H), 90.0

(C7), 110.7 (C2'), 115.4 (C4), 116.3 (C5'), 119.9 (C6'), 120.1 (C2), 129.4 (C1), 134.7 (C1"),
144.8 (CS5), 147.7 (C4"), 149.3 (C3'), 152.0 (C6), 175,2 (COOH)
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Dehydrovomifoliol
(D7)
Origine: AmD6
Masse isolée: 0,7 mg

Ci3Hi303
MM = 222,28 g/mol

Aspect: huileux o

[a]3° = 46 (CHCl3; ¢ 0.05)

UV Amax (CH30H, nm) : 241

HR-ESI'-QTOF (m/z): [M+H]" = 223,1343

RMN 'H (500 MHz, CD;OD) & : 1.02 (3 H, s, H12), 1.06 (3 H, s, H11), 1.90 (3 H, d, J=1.2
Hz, H13), 2.28 (1 H, d, J=17.1 Hz, H2a), 2.31 (3 H, s, H10), 2.60 (1 H, br d, J=17.1 Hz,

H2b), 5.94 (1 H, s, H4), 6.44 (1 H, d, J=15.7 Hz, H8), 6.99 (1 H, d, J=15.7 Hz, H7)

RMN 3C (125 MHz, CD;0D) 6 : 19.3 (C13), 23.7 (C11), 24.9 (C12), 27.8 (C10), 42.8 (C1),
50.7 (C2), 80.1 (C6), 128.2 (s), 131.9 (C8), 148.5 (C7), 164.8 (C5), 200.5 (C3), 200.9 (C9)
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9-cétone-5,6-epoxy-3-hydroxy-f-ionol
(D8)

Origine: AmD6

Masse isolée: 1,4 mg

Ci3H2O3

MM = 224,30 g/mol
Aspect: poudre blanchatre
[a]3° =-83.2 (MeOH ; ¢ 0.08)
UV Amax (CH30H, nm) : 237
HR-ESI*-QTOF (m/z): [M+H]" = 225,1509
RMN 'H (500 MHz, CD30D) 6 : 0.96 (3 H, s, H11), 1.18 (3 H, s, H13), 1.19 (3 H, s, H12),
1.27 (1 H, m, H2a), 1.58 (1 H, ddd, J=12.8, 3.4, 1.8 Hz, H2b), 1.66 (1 H, dd, J=16.0, 9.2 Hz,
H4a), 2.29 (3 H, s, H10), 2.30 (1 H, ddd, J=16.0, 4.9, 1.8 Hz, H4b), 3.77 (1 H, m, H3), 6.18 (1

H, d, /=159 Hz, H8), 7.17 (1 H, d, J=15.9 Hz, H7)

RMN "C (125MHz, CD;0D) & : 20.2 (C13), 25.3 (C11), 27.6 (C10), 29.9 (C12), 36.2 (C1),
41.5 (C4),47.8 (C2), 64.5 (C3), 68.9 (C5), 71.0 (C6), 133.9 (C8), 145.6 (C7), 200.4 (C9)
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V. Essais biologiques

A. Activités anti-oxydantes

1. Test de réduction du radical DPPH

Principe :

Le DPPH est un radical libre, stable, de couleur violette. Si 1’échantillon a évaluer contient
une ou plusieurs substance(s) anti-radicalaire(s), celle(s)-ci réduisent le radical DPPH par
capture d’un atome d’hydrogeéne, formant la 2,2-diphényl-1-picrylhydrazine (DPPH-H)
incolore; la solution passe alors du violet au jaune pale. Le suivi de la réaction se réalise par
mesure des absorbances en spectrophotométrie visible a 544 nm permettant de calculer le
pourcentage d’inhibition du DPPH qui est proportionnel au pouvoir anti-radicalaire de
I’échantillon. A noter que ce test est aspécifique et non représentatif de 1'activité anti-oxydante

dans un systéme biologique complexe.

Radical DPPH DPPH-H stabilisé
(bleu - violet) (jaune clair)

Figure 4.4 : Mécanisme réactionnel du test DPPH

Protocole:

Le test a été réalisé suivant une méthode modifiée et miniaturisée a partir des travaux de

Parejo et al. (Parejo et al., 2003, 2004).

N

50 uL d'une solution méthanolique de l'extrait ou de la molécule a évaluer a différentes
concentrations, sont mélangés avec 100 uLL d'une solution méthanolique de DPPH (Aldrich) a
20 mg/L dans une plaque 96 puits (Greiner Bio-One 655-101). Aprés homogénéisation, la

plaque a été incubée pendant 20 minutes, a température ambiante et a I’abri de la lumiere. La
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lecture de la densité optique (DO) a été effectuée a 544 nm a 1’aide d’un spectrophotomeétre

Versa max microplate reader.

Le blanc est composé de S0uLL de MeOH et 100 uL de solution de DPPH.

Le pourcentage d’inhibition a été calculé suivant I’équation :

1% = (Absorbance DPPH" blanc - Absorbance DPPH" + extrait) x 100
? Absorbance DPPH" blanc

Puis la droite d'étalonnage % I = f (concentration échantillon testée) a été tracée afin de
déterminer les Clsy des extraits ou molécule. L'expérience a été réalisée en triplicat et une

moyenne a été faite sur les absorbances mesurées.

Les conditions expérimentales ont été validées en utilisant le quercétol (FLUKA) comme
témoin positif pour lequel la Clsy obtenue est similaire aux données de la bibliographie

(Ngom, 2008).

2. Test de capacité d'absorption des radicaux oxygénés (ORAC)

Tests réalisés par la société Phytodia (Illkirch, France)
Principe :

Le test ORAC est un test permettant de déterminer le pouvoir antioxydant d'un extrait ou
d'une molécule. Il repose sur la capacité de I’échantillon testé a limiter la dégradation du
signal fluorescent de la fluorescéine induite par un générateur de radicaux libres, I’AAPH
(2,2’-azobis(2-amidino-propane) dihydrochloride). Le trolox, un dérivé hydrosoluble de la
vitamine E, a été utilisé comme composé de référence. Les valeurs obtenues sont exprimées

en « équivalent umole de trolox » par litre ou par gramme de maticre.

AAPH ROO

Qo

Fluorescéine »Produit de dégradation non

fluorescent

Figure 4.5 : Schéma de dégradation de la fluorescéine.
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Protocole :

Les différentes dilutions des échantillons et du standard de trolox ont été pré-incubées avec la
solution de fluorescéine. Ensuite, la solution d’AAPH a été ajoutée au milieu. Une mesure de
la fluorescence a 485 nm en excitation et a 528 nm en émission est réalisée sur une cinétique

d’une heure.

Les courbes RFU = f (temps) ont été tracées et les intégrales de la fluorescence sur un
intervalle de temps défini ont été déterminées a l'aide d'un logiciel. Ensuite les courbes
suivantes ont été tracées : AUC = f(CCchantion). Les parametres (a et b) de la droite de
régression y = ax + b de la partie linéaire de la courbe AUC = f(C°10x) Ont été déterminés. La
moyenne des différents points mesurés dans la partie linéaire des AUC des échantillons a été
reportée sur le graphe du trolox. Ensuite les résultats ont pu étre exprimés en équivalent

umole de trolox par gramme de matiere, ce qui correspond a I’indice ORAC.

Les tests ont été réalisés en triplicat.

B. Activité anti-métalloprotéinases matricielles (MMP)

Tests réalisés au sein de 1'unité sciences de vivant de Seppic (Castres).
1. Test anti-élastase

Principe :

L’¢élastase utilisée a été purifiée a partir du pancréas de porc, et 1’élastine a partir de ligaments
du cou de bovins. L’élastine est couplée a un fluorochrome (BODIPY®FL). La fluorescence
est révélée du fait de la digestion de 1'élastine par 1’élastase. Elle est mesurée avec le

N

Fluoroskan Ascent Fl (Labsystem) a 495 nmen excitationet a 545 nm en émission.
L’augmentation de la fluorescence est proportionnelle a D'activité de 1’élastase. Une
diminution de la fluorescence est attendue en présence d’un actif présentant un effet anti-

élastase.

Le test est validé par 1’utilisation d’un inhibiteur anti-élastase de référence fourni dans le kit :

le N-méthoxysuccinyl-Ala-Ala-Prop-Val-chlorométhyl kétone (NMAAPVCK).

Les mesures ont pour but de déterminer, aprés le tracé d’une courbe dose-effet, la

concentration de 1’actif qui inhibe 50% de I’activité de 1’élastase (Cls).
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DQ-élastine Elastase + active Libération du fluorochrome

(substrat non fluorescent) (fluorescent a 495/254nm)

Figure 4.6 : Schéma de dégradation de 1'élastine

Protocole :

L’activité anti-élastase a été évaluée a ’aide d’un kit commercial (Enzcheck Elastase Assay
Kit, Molecular Probes, référence E-12056). La réaction a été faite a température ambiante, en

microplaque de 96 puits, a 1’abri de la lumiére.

Pour chaque échantillon, les valeurs du blanc, composé du mélange de réactif sans extrait,

correspondant ont été soustraites.

Calcul du pourcentage d’inhibition de I’activité de 1’élastase:

Activité élastase du groupe Produit

% d’inhibition = 100 - x 100

Activité élastase du groupe Témoin

Le test a été réalisé en triplicat.

2. Test anti-collagénase

Principe :

La collagénase utilisée a été purifiée a partir d’'un champignon (Clostridium histolyticum ;
MMP-n°3), la gélatine a partir de peau de porc, le collagene de type I a partir de peau de
beeuf, et le collagéne de type IV a partir de placenta humain. Les substrats (gélatine, collagéne
I ou collageéne IV) sont conjugués a la fluorescéine. La fluorescence est révélée par la
digestion du substrat par la MMP, et mesurée avec le Fluoroskan Ascent FL (Labsystem) a

495 nm pour I’excitation et 545 nm pour I’émission. L’augmentation de la fluorescence est
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proportionnelle a I’activité de la MMP. Une diminution de cette fluorescence est attendue en

présence d’un actif présentant un effet anti-MMP.

Le test est validé par I’utilisation d’un inhibiteur anti-MMP de référence fourni dans le kit : la
1,10-phénanthroline. Le test fonctionne également avec les inhibiteurs naturellement présents

dans la peau, les TIMPs (Tissue Inhibitors of MMPs).

Les mesures permettent de déterminer, apres le tracé d’une courbe effet-dose, la concentration

de I’actif qui inhibe de 50% 1’activité de la collagénase (Clsp).

Protocole :

L’activité anti-collagénase a été évaluée a l'aide d’un kit commercial (EnzCheckTM

gélatinase/collagénase Assay Kit, Molecular Probes, référence E-12055).

, dnase t acti D
DQ- collagéne Collagénase £ active Libération du fluorochrome

(substrat non fluorescent) (fluorescent a 495/545nm)

Figure 4.7 : Schéma de dégradation de la collagénase

La réaction a été faite a température ambiante, en microplaque de 96 puits, a I’abri de la

lumiére.

Pour chaque échantillon, les valeurs du blanc, composé du mélange de réactif sans extrait,

correspondant ont été soustraites.

Calcul du pourcentage d’inhibition de I’activité de la collagénase :

Activité collagénase du groupe Produit

% d’inhibition = 100 - x 100

Activité collagénase du groupe Témoin

Le test a été réalisé en triplicat.
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C. Activité anti-inflammatoire

Tests réalisés au sein de la plateforme PCBIS (Illkirch, France).

1. Dosage de la sécrétion de monoxyde d'azote par des macrophages

murins

Principe :

La quantification du NO est délicate du fait de son caractere labile et de sa présence en faible
quantité dans les milieux biologiques. Pour ces raisons, la formation du NO est classiquement
évaluée de maniere indirecte, par la détermination des concentrations de nitrites (NO;) qui

constituent un des produits de dégradation oxydative du NO.

NADPH NADP*
Nitrate

\.j NO3_
) NOS
+ > NO NaR
L-Arginine l Nitrite
Citrulline NO,

Figure 4.8 : Schéma de formation et de dégradation du monoxyde d'azote
(NOS : oxyde nitrique synthase, NaR : nitrite réductase)

La technique la plus couramment utilisée pour doser les nitrites est la réaction de Griess : les
nitrites forment un sel de diazonium avec I'acide sulfanillique qui est ensuite couplé avec une

amine (N-naphtyléthyléne diamine) pour donner un colorant azoique qui absorbe a 540 nm.

e RN P
l |J B
- S
0 0 L_1 e, e MH3 "N, .»-J;, _J
HzNLS., HIN‘SQ - H - w|' H]
- L
T - MOy — - 4 - e, NH,
ST A N
FT 7 NH; R
Figure 4.9 : Réaction de Griess
Protocole :

Des macrophages murins RAW 264,7 (ATCC TIB-71) ont été utilisés pour réaliser les tests
anti-inflammatoires. Le milieu de culture contenait du DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium), 4,5 g/L de glucose sans rouge de phénol (Invitrogen 31053028), 10% FBS (sérum
feetal bovin) non dé-complémenté (Invitrogen 10270-106), 100 U/mL de pénicilline, 100
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ug/mL de streptomycine (Invitrogen 15140122), 4 mM de glutamine (Invitrogen 25030024)
et 1 mM de pyruvate de sodium (Lonza BE13-115E). Les cellules ont été traitées avec 5
ug/mL de LPS (lipopolysaccharide) de Salmonella enterica sérotype abortus equi (Sigma L-
6636), puis incubées : 24 H a 37 °C sous 5% CO,. Le dosage des nitrites est ensuite effectué
par réaction de Griess (Invitrogen G-7921) a 544 nm (Victor Wallac 1420 lultilabel counter).

Le quercétol a été utilisé comme référence (Sigma M7033).

2. Dosage de la sécrétion de cytokines par des cellules mononuclées

humaines

Principe:

Le dosage de cytokines sécrétées par des PBMC peut étre réalisé avec la technologie HTRF
(Homogenous Time Resolved Fluorescence) (CisBio international). Deux fluorophores
partenaires donneur (cryptate d’europium) / accepteur (XL665) sont fusionnés respectivement
a un anticorps spécifique de la protéine a doser. Le transfert d’énergie en temps retardé (TR-
FRET) entre le couple de fluorophores est proportionnel a la concentration en cytokine

présente dans 1’échantillon.

S & .

Anti-Cyiokine

7 x conjugate Hanisn ykildne
( ]
—— T8

Anti-Cyiokine s
cryptate conjugate

Figure 4.10 : Technologie HTRF (Homogeneous Time Revolved Fluorescence)

En parallele, la cytotoxicité des extraits/molécules a été déterminée par le test WST-1(Water
Soluble Tetrazolium Salts) (Berridge et al., 2005). Ce test est basé sur le clivage par la
succinate deshydrogénase mitochondriale, d’un sel de tétrazolium de couleur rouge en
cristaux de formazan de couleur jaune. La réaction est quantifiée par mesure de I’absorbance a
450 nm des cristaux solubles dans le milieu de culture qui est proportionnelle au nombre de
cellules vivantes. A la différence du MTT, le WST-1 est un sel de térazolium capable d’étre
clivé par les cellules vivantes en formazan soluble, il n’y a donc pas d’étape de solubilisation

ultérieure dans un solvant organique.
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Figure 4.11 : Principe du test de viabilité cellulaire WST-1

Protocole:

Les cellules mononuclées humaines ont été isolées sur gradient de densité FICOLL a partir de

sang humain (HISTOPAQUE SIGMA H&8889).

\f‘ —r !

FBMC - Interphase

Erythrocyles

Figure 4.12 : Répartition du sang sur gradient de FICOLL

80 000 cellules par puits ont été déposées dans une plaque 96 puits GREINER 675161.
Ensuite les cellules ont été traitées avec les extraits ou les molécules de facon a avoir 5, 10 et
50 pg/mL (DMSO 0,1%) final sur les cellules. La dexaméthasone a été utilisée comme témoin
positif. Puis les cellules ont été stimulées avec 5 ug/mL de LPS (Sigma L6636) avant d'étre
incubées 24H a 37 °C sous 5% CO..

Ensuite les surnageants cellulaires ont été récupérés et un test de viabilité cellulaire (WST-1
OZYME 630118) a été effectué. Enfin, les cytokines sécrétées ont été dosées par HTRF

(CISBIO) avec 615 nm comme longueur d’onde d’émission 1 (émission du fluorophore
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donneur) et 665 nm comme longueur d’onde d’émission 2 (é€mission du fluorophore
accepteur). La sécrétion des cytokines suivantes a €té étudiée : TNF-a (facteur de nécrose

tumorale) ; IL-6 (interleukine); 1L-10; IFN-y (interféron).

D. Activité cicatrisante

Tests réalisés au sein de la plateforme PCBIS (Illkirch, France).

Principe :

L'activité cicatrisante a été déterminée avec un IncuCyte (Essen Bioscience) sur des
kératinocytes. Cet appareil permet de réaliser des cinétiques de la prolifération cellulaire dans

des conditions de culture classiques en quantifiant la confluence des cellules.

Protocole:

Les tests de prolifération cellulaire ont été réalisés avec des kératinocytes (NHEK adult single
donor, PROMOCELL C-12003). 60 000 cellules par puits recouvert au collagéne ont été
déposées (plaque 24 puits Imagel.ock), puis incubées 65h a 37 °C. Ensuite les cellules ont été
traitées avec du milieu sans sérum et de I'EGF (Facteur de Croissance Epidermique) pendant
30h afin de stopper la prolifération cellulaire. Une blessure du tapis cellulaire a été réalisée
avec le systtme ESSEN BIOSCIENCE et les cellules ont été traitées avec 10 et 50 pg
d'extraits ou de molécules / mL (3 points par concentration ; DMSO 0,1%). L'EGF a 20
ng/mL a été utilis€ comme témoin positif. La fermeture de la blessure est suivie avec

I’IncuCyte.
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E. Evaluation de la photo-toxicité

Tests réalisés au sein de 1'unité sciences de vivant de Seppic (Castres).
Principe :

La photo-toxicité est déterminée en mesurant la viabilité cellulaire de fibroblastes avec ou
sans irradiation aux UV-A. La viabilité cellulaire est mesurée a 1’aide du test MTT (van
Meerloo et al., 2011). Le principe de ce test repose sur la réduction du MTT par les
déshydrogénases cellulaires fonctionnelles et la formation de bleu de formazan quantifiable

par spectrophotométrie a 540 nm.

N "‘NQ mitochondrial
7 reductase
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\Q — -
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Figure 4.13: Test de viabilité cellulaire MTT

Protocole :

Ce test a été réalisé en plaque 96 puits. Le témoin positif utilisé est le chlohydrate de

chlorpromazine.

Les fibroblastes PFHN11001 (30 ans en moyenne) ont été utilisés pour la mesure de la photo-
toxicité. Ces derniers, apres un traitement de 1h avec différents extraits, ont ét€¢ mis en
présence d’UVA a 1 J/cm?2. 24h apres I’irradiation, les tapis et surnageants ont été récupérés et
la viabilité des cellules a été évaluée. Un test de réduction du MTT est effectué pour mesurer

la toxicité.
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Figure 4.14 : Chronologie de 1'évaluation de la photo-toxicité d'extraits sur des fibroblastes.
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Le pourcentage de viabilité cellulaire a été déterminé de la maniére suivante :

_ ... moyenne DO condition a l'essai X 100
%viabilité =

moyenne DO témoin

Les mesures permettent de déterminer, apres le tracé d’une courbe effet-dose, la concentration
a laquelle la viabilité cellulaire est réduite de moitié (Clsp). Ensuite, le facteur de photo-

irritation (PIF) a été calculé:

_ CI50 (—irradiation)
~ CI50 (+irradiation)

PIF

Si:

PIF<2 —> aucune phototoxicité
2<PIF<5 -> phototoxicité probable
PIF>5 -> Phototoxicité

VI. Dosages de métabolites secondaires

A.Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols a été déterminée par la méthode adaptée et miniaturisée (plaque 96
puits) de Folin-Ciocalteu (Popova et al., 2004). Ce test repose sur I’oxydation des composés
phénoliques par le réactif de Folin-Ciocalteu qui est un acide de couleur jaune constitué d’un
mélange d’acide phosphotungstique (W) et d’acide phosphomolybdique (Mo). La réaction

d’oxydation provoque une coloration bleue due a la présence de molybdotungstaphosphate.
L’oxydation se fait suivant la réaction suivante :
2Mo®* +2° + 10HO > MoO; + MoO; + 5H,0
2W® +2¢ + 10HO = WO; + WO, + SH,0

Dans chaque puits ont été placés 2 puL d’extrait, 10 uL du réactif de Folin, 30 uL d’une

solution de carbonate de sodium a 20% et 158 uL d’eau. Une gamme étalon de 7 points a été
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réalisée avec de I’acide gallique (0 a 2 mg/mL). La plaque est incubée a I’obscurité pendant
30 min a température ambiante avant de lire les absorbances a 760 nm grice a un
spectrophotometre VersaMax. Les dosages ont été faits en triplicate. Les résultats sont
exprimés en mg GAE / g ES (milligrammes d’équivalent d’acide gallique par gramme

d’extrait sec).

B. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides a été déterminée par le test au chlorure d’aluminium miniaturisé
(plaque 96 puits) (Popova et al., 2004). Le chlorure d’aluminium a la capacité de former des
complexes stables avec les flavonoides ce qui entraine une coloration jaune. Dans chaque
puits ont été placés 100 pL d’extrait, 20 uL d’une solution d’AlCls a 2%, 4 uLL d’une solution
d’acétate de sodium 1M et 76 uL d’eau. Une gamme étalon de 7 points a été réalisée avec de
la quercétine (0 a 40 pg/mL). La plaque est incubée a I’obscurité pendant 30 min a
température ambiante avant de lire les absorbances a 420 nm grace a un lecteur VersaMax.
Les dosages ont été faits en triplicat. Les résultats sont exprimés en mg quercétine / g ES

(milligrammes de quercétine par gramme d’extrait sec).

C.Dosage des acides dicaféoylquiniques

1. Conditions chromatographiques

La teneur en acides dicaféoylquiniques dans les cellules élicitées d’H. stoechas (§ VI.B.4) a
été déterminée par un dosage HPLC-DAD sur ’'HPLC Agilent décrite précédemment (II. C.
2) avec le gradient 6. Pour chacun des trois isomeres, des droites d’étalonnage ont été tracées
en se basant sur les aires de pics des chromatogrammes obtenus a 320 nm. Une gamme de
3,5-diCQA allant de 10 a 300 ug/mL, une de 3,4-diCQA allant de 5 a 50 pg/mL et une de 4,5-
diCQA allant de 5 a 50 ug/mL, sont préparées. Les standards utilisés pour le dosage ont été
achetés chez Biopurify (Chengdu, China) (pureté > 95%).
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2. Validation de la méthode pour chaque isomere

- Sélectivité

La sélectivité a été vérifiée en utilisant un extrait de cellules d’H. stoechas et un mélange des

isomeéres de di-CQA. La résolution maximale a été observée a 320 nm.
- Linéarité
La linéarité a été vérifiée en injectant en triplicat 7 ou 8 concentrations, puis en tracant une

droite de calibration (régression linéaire) avec l'aire des pics en fonction de la concentration,

puis le coefficient de détermination R? a été calculé.
- Sensibilité
La sensibilité a été définie par les LOD et LOQ qui ont été déterminées par le calcul (Gouveia

and Castilho, 2012):

LOD:% LOQz“%

Avec o : l'écart type

S: la pente de la droite de régression

- Répétabilité
Les points de gamme extrémes ont été choisis pour tester la répétabilité. Ainsi, la répétabilité
a été déterminée en calculant sur 5 réplicats de chaque concentration injectés le méme jour

(répétabilité intra-day) et sur 5 réplicats de chaque concentration injectés 5 jours successifs

(répétabilité inter-day).

(% RSD) :g x 100

Avec o : I'écart type
2: la moyenne

- Justesse
La justesse a été évaluée en calculant le pourcentage de recouvrement d'extraits dopés

préalablement avec des standards. Les extraits ont été analysés en triplicate.

Aire obtenue

% recouvrement = — x 100
Aire attendue
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Tableau 4.6 : Validation de la méthode de quantifications des diCQAs

Tr (min) Linéarité Sensibilité Droite de régression Y =aX+b
gamme Rz £+ SD LoD LoQ a+=SD b +SD
(ng/mL) (ng/mL)

3,5-diCQA 10,06 25ug/mL -350 ug/mL  0,9985 +2,6.10™ 0,02 0,05 30084,3 £ 161,2 47940,3 +34584,7
3,4-diCQA 9,80 5 pg/mL - 50 pg/mL 0,9978 +6,43.10* 0,02 0,06 15533,0 = 86,8 20332,3 £2701,7
4,5-diCQA 10,58 5 pg/mL - 50 pg/mL 0,9971 £7,51.10-4 0,02 0,07 18329,3 £ 1243 39980,7 =£2461,7

Répétabilité Recouvrement (%)

Intra-jour (% RSD) Inter-jour (%RSD)

Spg/mL 50 pg/mL. 25 pg/mL. 350 pg/mL 5 ng/mL 50 pg/mL. 25 pg/mL. 250 pg/mL
3,5-diCQA - - 0.8 3,1 - - 1,2 1,5 108,6
3,4-diCQA 05 1,8 - - 1,4 0,6 - - 100

4,5-diCQA 0,7 1,7 - - 24 0,5 - - 106,3
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VII. Culture végétale in vitro

Toutes les étapes de CVIV ont été réalisées dans une enceinte climatique Panasonic MLR 352

qui permet de régler la température, la photopériode et I’intensité lumineuse.
A. Armeria maritima

1. Conditions de culture
La germination des graines d’A. maritima a été réalisée a 25 °C et une intensité lumineuse
constante de 5000 lux soit 50 umoles photons /m?/s.
La callogénése et la mise en suspension ont été réalisées a 20 °C et a I’obscurité.

La callogenese et la germination ont été réalisées dans des boites de Petri standards de

diamétre 96 mm.

Tableau 4.7 : Récapitulatif des conditions de culture d'A. maritima

Expérience Température | Luminosité

Germination 25 °C 50 umoles photons /m*/s (24H/24)
Callogénese 20 °C obscurité

Mise en suspension | 20 °C obscurité

2. Préparation des explants

Les graines ont été stérilisées pendant 5h sous agitation dans une solution de PPM™ (plant
preservative mixture) (Plant cell technology, Washington, USA) a 0,05%. Elles ont ensuite
été rincées trois fois cinq min dans de 1’eau stérile sous agitation avant d’étre conservées 24h
a 4°C. Les graines ainsi stérilisées ont ensuite été utilisées soit directement comme explant,

soit pour I’obtention de plantules axéniques en les faisant germer sur milieu sans hormone.

Les feuilles de plante ont été nettoyées 30 s dans I’EtOH 70%, puis 7 min dans de I’eau de
javel 3,2% additionnée de 0,1% de tween 20 (détergent). Ensuite les feuilles ont été rincées

trois fois trois min dans de 1’eau stérile.

Les explants foliaires déposés faisaient en moyenne 3 x 6 mm.
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3. Composition des milieux de culture

Le milieu de base suivant a été est utilisé (Aly et al., 2002) :

Tableau 4.8 : Composition du milieu de culture A

Constituants Référence Concentration
Sigma

Milieu minéral + Vit | MS + Vit 4,4 g/
(M5519)
Sigma

Sucre Saccharose 30 g/L
(S7903)

Duchefa Biochemie
Auxine 2,4-D 4,5 uM
(D0911.0110)

Duchefa Biochemie
Cytokinine KIN 0,93 uM
(K0905.0001)

Sigma
Agent gélifiant Agar 8 g/L
(A4550)

Le pH a toujours été ajusté a 5,8 a I'aide de solutions de NaOH 1N et HCI 1N.
Les milieux ont été stérilisés a I'autoclave pendant 20 min a 120°C a 1 bar.
Ce milieu M1 a également été utilisé sans agar pour les suspensions cellulaires.

A partir de ce milieu, différentes modifications qualitatives ont été réalisées, en faisant varier
la nature des composants du milieu de culture. Celles-ci sont présentées dans les tableaux ci-
contre. Des combinaisons ont également été faites, elles sont présentées dans la partie

résultats.

360



Chapitre 4 : Partie expérimentale

VII- Culture végétale in vitro

Tableau 4.9 :Synthése des différents constituants du milieu de culture testés lors de

I'optimisation de la callogénese d'A. maritima

Milieux minéraux

MS + Vit Sigma (M5519) 4.4 g/l
MS 1/2 Sigma
Macro-éléments (M0654) 50 mL/L
Micro-éléments (M0529) 100 mL/L
Vitamines MS (M3900) 1 mL/L
Gamborg's B5 Sigma (G5768) 3,1 g/LL
Vitamines B5 Sigma (G1019) 1 mL/L
McCown's WPM Sigma
Media (M6774) 2,3 g/L
+ Vitamines MS (M3900) 1 mL/L
Sucres (30 g/L)
Saccharose Sigma (S7903)
Glucose Sigma (G7021)
Maltose Sigma (M5895)
Auxines (4,5 uM)
Duchefa Biochemie
24-D EtOH (D0911.0110)
Duchefa Biochemie
EtOH
AIA (10901.0005)
Duchefa Biochemie
EtOH
ANA © (n0903.0025)
Duchefa Biochemie
EtOH
AlB © (DI10902.0005)
Cytokinines (0,93 uM)
KIN NaOH 0.IN Duchefa Biochemie
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(K0905.0001)

Duchefa Biochemie
NaOH 0.1N

BAP a (B0904.0001)

TDZ* DMSO Sigma (P6186)
Duchefa Biochemie

Eau déminéralisé
TOPO au déminéralisée (T0941.0100)
ZEA* NaOH 0.1N Sigma(Z0164)

*hormones thermolabiles filtrées a 0,2 um et ajoutées apres 1'autoclave

4. Initiation de suspensions cellulaires

5 g de cals friables obtenus a partir de graines (Ty 23.07.15, repiqués toutes les 4 semaines sur
du milieu M1) ont été ajoutés a 50 mL de milieu M1 liquide dans un erlenmeyer de 250 mL.
Ce ratio d’1g d’inoculum pour 10 mL de milieu a déja été décrit dans des travaux antérieurs
d'initiation de suspensions cellulaires végétales (Pacheco et al., 2012). Les suspensions ont été
placées sous agitation a 130 rpm avec une amplitude de 20 mm, a 20°C, a l'obscurité. Les
repiquages initiaux sont présentés sur la figure ci-contre. Ensuite, les suspensions ont été
entretenues en effectuant des repiquages tous les 14 jours, avec 100 mL de milieu de culture

par erlenmeyer de 250 mL.

25°C 20°C
) )

i

Jo J14 128 135 Ja9 J63 177
Mise en Repiquage Repiquage Repiquage Repiquage Repiquage Repiquage
suspension auls au au au au au
des cals

Figure 4.15 : Chronologie de I'initiation d'une suspension d'A. maritima

Une fois le processus de repiquage régulier (dilution au quart toutes les 2 semaines) instauré,
trois cinétiques de croissances ont été réalisées, en erlenmeyers de 100 mL (40 mL de milieu),

une sur 17 jours, et deux sur 24 jours. Des index de croissance ont également été calculés :

poids final — poids initial

Index de croissance = ——
poids initial
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B. Helichrysum stoechas

1. Conditions de culture

L'entretien des cals et des suspensions cellulaires a été réalisé a 25°C et avec une intensité

lumineuse de 5000 lux soit 50 pmoles photons /m2/s et sans photopériode.

Les suspensions ont été maintenues dans des erlenmeyers de 250 mL, a raison de 100 mL de

suspension par erlenmeyer, agités a 130 rpm avec une amplitude de 20 mm.

2. Composition du milieu de culture

Le pH a toujours été ajusté a 5,8 a I'aide de solutions de NaOH 1N et HCI 1N.

Les milieux ont été stérilisés a I'autoclave pendant 20 min a 120 °C a 1 bar.

Tableau 4.10 : Composition du milieu de culture d'H. stoechas

Produit Concentrations
Base minérale 160 mL/L
Glucose* 45 g/L.

ANA* 54 uM

BAP* 4,4 uM

2,4-D* 4,5 uM

Agar* 8 g/L

* Les références de ces produits sont les mémes que pour la partie A. maritima

Tableau 4.11 : Composition de la base minérale utilisée pour le milieu de culture d'H. stoechas

KNO; SIGMA Ref P8291 25 g/LL
(NH4),SO4 BDH Laboratory Supplies Ref 100334C | 1,34 g/L
CaCl,, 2H,0 MERCK Ref 2382 1,5 g/L
NaH,PO,, H,O MERCK Ref A344546 1,32 g/LL
MgSO., 7TH,0 MERCK Ref 5886 2,5¢/L
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MnSO,, H20 PROLABO(RP) Ref 25.301 169 mg/L
ZnS0O,, TH20 MERCK Ref 8883 86 mg/L
H;BO; Carlo Erba Ref 402767 62 mg/L
KI SIGMA Ref 30315 8,3 mg/L
Na,MoO,, 2H,0 SIGMA Ref 331058 2,5 mg/L
CuSO,4, SH,O SIGMA Ref 209198 0,25 mg/L
FeSO,, 7TH,0 PROLABo(RP) Ref 24244.232 278 mg/L
Na,EDTA, 2H,0 Euromedex Ref EU0007 373 mg/L.
Biotine SIGMA Ref B4639 0,1 mg/L
Myo-Inositol MERCK 1g/LL
Acide nicotinique SIGMA Ref NO761 10 mg/L
Acide D-pantothenique hemicalcium sel | SIGMA Ref 21210 10 mg/L
Pyridoxine Hydrochloride SIGMA Ref P9755 10 mg/L
Thiamine Hydrochloride SIGMA Ref T3902 10 mg/L

3. Repiquage des suspensions
Les suspensions ont été repiquées tous les 14 jours en réalisant une dilution au 1/4. (Le jour
de repiquage est appel€ j0).

Une fois le processus de repiquage régulier instauré, trois cinétiques de croissances ont été

réalisées, en erlenmeyers de 250 mL (100 mL de milieu), sur 14 jours.

4. Elicitation

Au vue du matériel disponible, 24 erlenmeyers de suspensions peuvent étre cultivés en
parallele. Ainsi pour un cycle, 9 erlenmeyers ont été conservés pour le repiquage (et donc
redonner des suspensions filles qui a leur tour pouvaient étre élicitées) et 15 ont été utilisés

pour des tests d'élicitation (y compris les témoins).

Des essais préliminaires ont conclu a 'ajout de 1'éliciteur dans la culture a j3 et une récolte a

i14.

364



Chapitre 4 : Partie expérimentale VII- Culture végétale in vitro

Apres récolte, les suspensions ont été centrifugées, le surnageant jeté et les cellules pesées
pour déterminer le poids frais. Ensuite les cellules ont été congelées dans 1'azote liquide puis

lyophilisées. Apres lyophilisation, elles ont été pesées pour déterminer le poids sec.

a. Meéthyl jasmonate

Le méthyl jasmonate (Sigma 392707) préparé dans de 1’éthanol, ajouté a j3, a été testé a 50,
100, 150, 200 et 400 uM. La solution stock a été stérilisée par filtration a 0,22 um.

b. Acide salicylique

L'acide salicylique (Duchefa Biochemie S1367.0100) préparé dans de 1’éthanol (400 mM),
ajouté a j3, a été testé a 50, 100, 150 et 200 uM. La solution stock a été stérilisée par filtration

20,22 um.

c. Chlorure de sodium

Le NaCl (Sigma 746398) a été préparé dans de 1’eau déminéralisée (4 M) et a été filtré a 0,22
um. Il a été ajouté dans les suspensions a j3 et a été testé a 50, 100, 150 et 200 mM. Il a aussi

été testé aj10 a 25 et 50 mM.

d. Chitosan

Le chitosan (Sigma 448869) a été préparé dans de 1’acide acétique 1% (10 mg/mL), puis le
pH a été réajusté avec du NaOH 1M a 5,8. 1l a été ajouté dans les suspensions a j3, a été testé

a 10,50 et 100 mg/L. La solution stock a été stérilisée par autoclavage.

e. Coronatine

La coronatine (Sigma C8115) préparée dans I'eau (313 uM), ajoutée a j3, a été test€ 20,5 ; 1 ;

2 et 4 uM. La solution stock a été stérilisée par filtration a 0,22 um.
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C. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées par le Dr Camille Rustenholz (INRA de Colmar).

Les données ont été soumises a une analyse de variance par les tests ANOVA ou Kruskal-
Wallis (selon les résultats du test de normalité de Shapiro et de Bartlett pour 1'égalité des

variances). Les moyennes sont comparées avec les tests de Tukey ou de Dunn.
Pour les tests d'élicitations sur H. stoechas, les essais ont été réalisés en triplicat.

Pour les tests de callogénese sur A. maritima, pour une expérience n=40 et chaque expérience

a été réalisée en triplicat.
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Lorene GOURGUILLON

Etude de deux halophytes, Armeria
’ maritima (Mill.) Willd. et Helichrysum E DS C
> 4 stoechas (L.) Moench : Exploration Scimnces Chimiaaos

phytochimique, approche
biotechnologique et valorisation dermo-
cosmétique.

Résumé : L'étude phytochimique d'Armeria maritima et d'Helichrysum stoechas a permis
d'isoler pour la premiere fois 31 molécules dans le genre Armeria dont 4 nouveaux flavonols
diglycosylés, ainsi que le développement d'une stratégie de déréplication pour 1'étude d'H.
stoechas. Dans les deux especes, nous avons relevé une richesse en polyphénols, qui
pourraient €tre extraits par des techniques respectueuses de 1'environnement comme la SFE.
En parallele, ces deux halophytes ont montré un fort potentiel biologique avec des extraits et
des molécules dotés d'activités anti-oxydante, anti-collagénase, anti-inflammatoire ou encore
cicatrisante. De plus, nous avons initié pour la premiére fois des suspensions cellulaires d'A.
maritima et identifié des éliciteurs comme le méthyl jasmonate permettant d’augmenter dans
les cellules d'H. stoechas la teneur en acide 3,5-dicaféoylquinique, un bio-marqueur de
l'activité anti-inflammatoire. La production de molécules bioactives dans des cultures
végétales in vitro pourrait par la suite étre transposée a plus grande échelle, afin d’amplifier le
potentiel de valorisation de ces deux halophytes en dermo-cosmétique.

Mots clefs : Halophytes, Armeria maritima, Helichrysum stoechas, flavonoides glycosylés,
phénols, lignanes, mégastigmanes, cicatrisation, cytokines pro-inflammatoires, antioxydant,
collagénase, callogénése, suspensions cellulaires, élicitation

Abstract : The phytochemical study of Armeria maritima and Helichrysum stoechas led to
the isolation of 31 molecules never reported before in the genus Armeria, 4 of which being
new flavonol diglycosides, and to the development of a dereplication strategy for the study of
H. stoechas. In both species, an abundance of polyphenols was observed, which could be
extracted with eco-friendly methods like SFE. Both halophytes showed a strong biological
potential as their extracts and molecules demonstrated antioxidant, anti-collagenase, anti-
inflammatory and wound healing activities. Moreover, we initiated for the first time cell
suspensions of A. maritima, and identified elicitors, such as methyl-jasmonate, which led to
H. stoechas cell suspensions with an increased content in 3,5-dicaffeoylquinic acid, a bio-
marker of anti-inflammatory activity. The production of bioactive molecules in "plant cell
factories" could be scaled-up to enhance the valorization potential of both halophytes in
dermocosmetics.

Keywords : Halophytes, Armeria maritima, Helichrysum stoechas, flavonoid glycosides,
phenols, lignans, megastigmanes, wound-healing, pro-inflammatory cytokines, antioxidant,
collagenase, callogenesis, cell suspensions, elicitation
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