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DLLME Microextraction liquide liquide dispersive, Dispersive Liquid Liquid Microextraction
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FPP Diphosphate de farnésyle, Farnesyl diphosphate

FSC Diffusion frontale, /orward Scatter
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GC Chromatographie en phase gazeuse, Gas Chromatography

GGPP Disphosphate de géranyle géranyle, Geranyl Geranyl diphosphate

GPP Diphosphate de géranyle, Geranyl diphosphate

HBA Accepteur de liaison hydrogéne, Hydrogen Bond Acceptor

HBD Donneur de liaison hydrogeéne, Hydrogen Bond Donor

HD Hydrodistillation

HF-LPME  Microextraction en phase liquide assistée par fibre creuse,
Hollow Fiber Liquid Phase Microextraction

HPLC Chromatographie en phase liquide a haute performance,
High-Performance Liquid Chromatography

HS Extraction dans I’espace de téte, [Headspace extraction

HSSE Extraction par sorption dans I’espace de téte, /{eadspace Sorptive Extraction

IASP Association internationale pour I’étude de la douleur,
International Association for the Study of Pain

IL Interleukine

IL Liquide ionique, /onic Liguid

IPHC Institut Pluridisciplinaire Hubert Curien

IPP Isopentényldiphosphate

LOD Limite de détection, Limit Of Detection

LoF Défaut d’ajustement, Lack of Fit

LOQ Limite de quantification, Limit Of Quantification

LPS Lipopolysaccharide

MEP Méthylérythritol phosphate

MS Spectrométre de masse, Mass spectrometer

MVA M¢évalonate ou acide mévalonique

Nys44Br Bromure de tétrabutylammonium

NIST Institut national des normes et de la technologie,
National Institute of Standards and Technology

OVAT Une variable a la fois, One-variable-at-a-time
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Extraction par liquide pressuris€, Pressurized Liquid Extraction
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Institut commémoratif de Roswell Park, Roswell Park Memorial Institute
Coefficient de variation, Relative Standard Deviation
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Une douleur est dite chronique lorsque la sensation de douleur revient épisodiquement et est
persistante pendant au moins 3 mois (voir 6 mois dans certains cas) ou au-dela de la période de
guérison prévue. Aujourd’hui, environ 30 % des adultes de la population frangaise sont affectés par
des douleurs chroniques. Souvent associée a la dépression, I’anxiété, les troubles du sommeil et une
altération de la qualité de vie, la douleur chronique est devenue un enjeu de santé publique. Deux
formes de douleur chronique peuvent étre distinguées : les douleurs neuropathiques (I€sion du systéme
nerveux) et les douleurs inflammatoires (douleurs articulaires). La polyarthrite thumatoide, la maladie
de Crohn ou encore les douleurs musculaires sont des exemples de douleurs inflammatoires
chroniques. L’un des principaux messagers de I’inflammation est le facteur de nécrose tumorale o
(TNF-0, Tumor Necrosis Factor o). Le TNF-a est secrété par les cellules du systéme immunitaire dans
la minute qui suit I’agression. Lorsque le systéme immunitaire fonctionne correctement, le TNF-a
posséde une action positive et protége 1’organisme. Cependant, lors d’une défaillance du systéme
immunitaire, la persistance du TNF-a a des concentrations élevées contribue a une inflammation
chronique. Les antalgiques utilisés généralement pour traiter les douleurs chroniques (morphine,
opioides, antidépresseurs...) sont certes efficaces mais présentent souvent des effets secondaires a long
terme non négligeables. Des traitements a base de médicaments anti-TNF-o ont aussi été développés.
Inhiber la production du TNF-a permet de diminuer la cascade de la réponse inflammatoire et donc
diminuer les symptomes de douleurs liés a I’inflammation. Des thérapies non pharmacologiques sont
aussi utilisées pour soulager les douleurs chroniques comme par exemple 1’acupuncture, I’hypnose, la
kinésithérapie ou encore la psychologie. Cependant, de nouvelles thérapies efficaces sont toujours
attendues. Pourquoi ne pas utiliser la biodiversité a notre disposition dans les produits d’origine

naturelle afin de soulager ces douleurs chroniques ?

C’est dans ce contexte que s’inscrit le projet de thése « TER-PAIN », réalisé en collaboration avec
I’entreprise Benephyt et 1’équipe de Chimie Analytique des Molécules Bioactives et Pharmacognosie

(CAMPAB) de I’Université de Strasbourg.

L’étude porte sur 1’activité anti-inflammatoire et anti-TNF-o des métabolites secondaires de deux
plantes peu caractérisées : le Calamintha nepeta (L.) savi et ’Asarum Europaeum (L.). Parmi ces
métabolites secondaires, les terpénes représentent 1’une des plus grandes familles de molécules
naturelles avec environ 70 000 structures connues aujourd’hui. Leur structure de base est composée
d’unités de cinq carbones appelé isopréne, qui peut étre assemblée par deux (monoterpéne), par trois
(sesquiterpéne), par 4 (diterpéne), par 5 (sesterpéne)... Les monoterpénes, ainsi que certains
sesquiterpenes, sont des composés trés volatils et les principaux constituants de I’essence de la plante.
De par leur grande diversité de structure chimique, les terpénes possédent une grande variété de

propriétés biologiques telles qu’antimicrobienne, antioxydante, anti-nociceptive, anti-inflammatoire...
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De nombreux terpeénes volatils ont aussi montré une capacité a inhiber la sécrétion du TNF-a suite a
une agression in vitro et/ou in vivo. Ces molécules pourraient donc étre utilisées comme anti-TNF-a
dans le traitement des douleurs chroniques inflammatoires. Il apparait donc important de développer
une méthode d’extraction spécifique et robuste pour ces composés terpéniques, et plus

particuliérement pour les monoterpénes et les sesquiterpénes volatils a partir de matiére végétale.

Les méthodes d’extraction dites conventionnelles utilisées historiquement pour I’extraction des
terpenes volatils a partir de matrice végétale sont la distillation et 1’extraction par solvants non aqueux.
Cependant, ces méthodes traditionnelles utilisent souvent un grand volume de solvant non respectueux
de I’environnement, sont fastidieuses et ont un rendement d’extraction faible. De nouvelles techniques
ont émergées au cours de la derniére décennie pour I’extraction spécifique des terpénes volatils, des
techniques plus écoresponsables (sans solvant), plus rapides, abordables et souvent automatisées. Ces
techniques d’extraction peuvent étre séparées en deux types : les méthodes dites non conventionnelles
(extraction par fluide supercritique, extraction assistée par ultrasons, extraction par solvant
pressurisé...) et les méthodes de microextraction. L’avantage majeur des méthodes de microextraction
par rapport aux méthodes d’extraction non conventionnelles est leur sélectivité par rapport aux
molécules ciblées. En effet, elles peuvent étre mises en place directement dans 1’espace de téte de
I’échantillon ce qui permet d’augmenter significativement la sélectivité pour les molécules volatiles et
semi-volatiles. Ainsi, 1’extraction peut étre réalisée sur I’échantillon sous sa forme solide, sans
prétraitement nécessaire. Dans cette étude, trois méthodes de microextraction ont été selectionnées
pour I’extraction de terpénes volatils : la microextraction sur phase solide (SPME, Solide Phase
Microextraction), l’extraction par sorption dans I’espace de téte (HSSE, Headspace Sorptive
Extraction) ainsi que la microextraction liquide sur une goutte (SDME, Single Drop Microextraction).
L’efficacité de ces trois méthodes de microextraction pour 1’extraction des terpénes volatils a été
comparée a celle de trois autres méthodes : ’hydrodistillation (HD), I’extraction par liquide pressurisé

(PLE, Pressurized Liquid Extraction) et I’extraction dans I’espace de téte (HS, Headspace extraction).

En ce qui concerne les méthodes de microextraction dans 1’espace de téte, les composés volatils vont
s’absorber sur différentes phases : une fibre polymérique pour la HS-SPME, un barreau magnétique
recouvert de polymeére pour la HSSE et un solvant pour la HS-SDME. Les solvants utilisés
classiquement en SDME sont le toluéne, I’isooctane ou encore 1’octanol, des solvants organiques
suffisamment visqueux pour permettre la suspension de la goutte. Cependant ces solvants, méme s’ils
ont utilisé en trés faible quantité, sont pour la plupart toxiques pour I’environnement et peuvent
représenter un danger pour 1’étre humain. Un enjeu actuel majeur de la chimie analytique est d’utiliser
des procédés d’extraction « verts », respectueux de I’environnement et de la sant¢ humaine. Dans
cette étude, les solvants organiques classiques ont été remplacés par des solvants « verts » émergents
appelés solvants eutectiques profonds (DES, Deep Eutectic Solvent). Ces nouveaux solvants,

développés a partir du début des années 2000, sont constitués d’un mélange entre un accepteur de
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liaison hydrogéne et un donneur de liaison hydrogéne dans un ratio molaire bien précis appelé point
eutectique. A cette composition le mélange des composés est liquide a température ambiante, cela
permet d’abaisser considérablement les températures de fusion de chacun des constituants du DES.
Ces solvants peuvent étre obtenus a partir de produits naturels, en particulier les métabolites primaires
comme par exemple des sucres (glucose, sucrose...), des alcools (glycérol, sorbitol...), des acides
organiques (acide malique, acide caféique...), des acides aminés (alanine, lysine...) ou encore des sels
d’ammonium (chlorure de choline, bétaine...). Le solvant obtenu est alors appelé solvant eutectique
profond naturel (NADES, Naturel Deep Eutectic Solvent), il est non toxique, écoresponsable, trés
abordable et facile a synthétiser. De plus, ces solvants, souvent appelés « solvants sur mesure »,
possédent des propriétés physico-chimiques facilement adaptables a I’application souhaitée en
modifiant la nature chimique d’un des deux constituants. Ces nouveaux solvants se présentent alors

comme une réelle alternative aux solvants organiques toxiques dans de nombreux domaines.

L’objectif de cette thése est de développer une méthode robuste et efficace pour I’extraction des
terpénes volatils dans deux plantes médicinales puis de mesurer 1’activité anti-TNF-a in vitro des

extraits terpéniques de ces mémes plantes.

Ce manuscrit de thése est structuré en 5 chapitres. Le premier est composé d’une étude
bibliographique sur la douleur chronique inflammatoire et son mécanisme d’action, sur les terpénes et
leur synthése dans les plantes ainsi que sur les méthodes utilisées pour I’extraction des terpeénes
volatils. Le deuxiéme chapitre met en place tous les principes analytiques, chimiques et biologiques
utilisés tout au long de la thése pour répondre a la problématique. Le troisiéme chapitre présente une
premiére comparaison des méthodes d’extraction. La premicre partie de chapitre concerne les trois
méthodes d’extraction plus classiquement utilisées pour I’extraction des huiles dans les plantes
(I’hydrodistillation et la PSE) et une méthode plus sélective pour les composés volatils (Ia HS). La
deuxiéme partie présente la comparaison de deux méthodes d’extraction plus récentes : la HS-SPME
et la HSSE. Le quatriéme chapitre résume les résultats des tests biologiques in vitro, c’est-a-dire
I’activité anti-inflammatoire des différents extraits de plantes. Enfin, le dernier chapitre expose une
méthode d’extraction couramment utilisée pour 1’extraction des composés volatils mais couplée a des
solvants innovants. Dans ce chapitre, toutes les méthodes d’extraction utilisées dans la thése seront

comparées.
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CHAPITRE [ — INTRODUCTION

I.1. LA DOULEUR CHRONIQUE

L 1.1. Définition générale de la douleur chronique

D’apres 1’ Association Internationale pour 1’étude de la douleur (IASP), la douleur est définie
comme une « expérience sensorielle et émotionnelle désagréable, liée a une Iésion tissulaire existante
ou potentielle, ou décrite en termes évoquant une telle 1ésion » [1]. La douleur est une sensation
personnelle et subjective, elle peut étre ressentie de maniere différente selon les individus, mais aussi
chez une méme personne selon son environnement. La douleur a donc une double dimension :
sensorielle et psychologique. La composante sensorielle représente la perception de la douleur qui
dépend de la nature de 1’agression, tandis que la dimension psychologique est fortement dépendante de
I’individu et de son seuil de tolérance. Il existe deux types de douleur : la douleur aigué et la douleur
chronique. La douleur aigué joue le role d’un signal d’alarme pour 1’organisme face a une agression,
elle fait partie de son systéme de défense. Un stimulus menagant 1’intégrit¢ du corps va activer le
déclenchement de réponses nociceptives, comme un comportement de retrait par exemple, en
stimulant des terminaisons nerveuses spécifiques qui vont permettre de propager le signal de douleur
le long des nerfs nocicepteurs pour ensuite le transmettre a la corne dorsale de la moelle épiniére puis
a la zone du cerveau impliquée dans le traitement de la douleur. La douleur aigué est de courte durée,
elle perdure durant le temps nécessaire a la guérison et disparait dés lors que I’on supprime sa cause a
I’aide de traitements adaptés. La douleur aigué est par exemple la douleur ressentie lors d’une briilure
ou d’une fracture. Cependant, plus ces douleurs perdurent, plus elles risquent de devenir permanentes,
on parle alors de douleur chronique. Une douleur est dite chronique lorsque la sensation de douleur
revient épisodiquement et est persistante pendant au moins 3 mois (voir 6 mois dans certains cas) ou
au-dela de la période de guérison prévue [2]. Cette douleur persiste méme lorsque la cause a disparu.
Son intensité peut diminuer, augmenter voir méme disparaitre et réapparaitre sans vraiment en
identifier sa cause, elle perd alors sa finalité de signal d’alarme. Les douleurs chroniques peuvent donc
étre dues a des douleurs aigu€s mal soulagées mais elles peuvent aussi €tre la conséquence de
séquelles non réparables ou encore de maladies a longue durée. Les migraines, I’arthrose, la
polyarthrite rhumatoide, la fibromyalgie ou encore toutes douleurs musculaires sont des exemples de
douleurs chroniques. La douleur chronique est devenue un enjeu de santé publique. En effet, un
sondage de 2011 recense qu’environ 30 % des adultes de la population frangaise sont affectés par des
douleurs chroniques qui ont des conséquences importantes sur la qualit¢ de vie [3]. Ces douleurs
peuvent conduire a une perte d’autonomie, a un handicap ou encore a un risque de dépression et ainsi

contribuer a I’isolement de 1’individu.
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1L1.2. Classification des douleurs chroniques

Trois grands types de douleurs chroniques peuvent étre distingués: les douleurs

neuropathiques, les douleurs inflammatoires, et les douleurs « dysfonctionnelles ».

e Les douleurs chroniques neuropathiques

Les douleurs chroniques neuropathiques sont dues a une 1ésion ou une maladie affectant le systéme
nerveux somatosensoriel. Ce dernier répond a différents types de stimuli qui peuvent &tre tactiles,
thermiques, nociceptifs ou proprioceptifs. L’atteinte au systéme somatosensoriel peut se caractériser
par une hypoesthésie, une diminution de la sensibilité, mais aussi par une allodynie, douleur
déclenchée par un stimulus qui est normalement non doulour