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Introduction générale

Les maladies cardiovasculaires représentent aujourd’hui la premiére cause de mortalité
dans le monde et le nombre de déces annuels a été estimé a 17,9 millions de personnes, soit
31% de la mortalité mondiale totale [1]. La deuxiéme cause principale de déces dans le monde
était, en 2015, le cancer [2]. Malgré les avancées significatives de 1’arsenal thérapeutique ces
derniéres années, ces pathologies restent des problemes majeurs de santé publique.

Dans le cadre de la recherche de nouveaux médicaments pour la prise en charge de ces
pathologies, une nouvelle cible thérapeutique a été identifiée. Il s’agit d’une enzyme clé du
cycle de I'urée appelée arginase. En effet, un intérét particulier est porté a cette enzyme,
principalement en raison de I’implication de sa suractivité dans la dysfonction endothéliale,
souvent associée a des pathologies cardiovasculaires (par exemple 1’hypertension artérielle) ou
inflammatoires (par exemple la polyarthrite rhumatoide), les cancers et les maladies parasitaires

telles que la leishmaniose [3], qui touche 700 000 a 1 million de nouveaux cas chaque année

[4].

L’inhibition de ’arginase pourrait, par conséquent, constituer un traitement prometteur
pour ces maladies. A ce jour, plusieurs inhibiteurs synthétiques de cette cible thérapeutique ont
été développés. Toutefois, ces molécules sont difficilement utilisables en clinique en raison de
leur colt élevé, de leur manque de sélectivité, de leurs parametres pharmacocinétiques non
optimaux et de l'absence d’étude toxicologique [5]. Jusqu’a aujourd’hui, un seul inhibiteur de
I’arginase (CX-1158-101) est arrivé en phase clinique | / Il pour le traitement du cancer [6].
L’ensemble de ces constatations font que ces composés synthétiques, n’ont pu, jusqu’a
maintenant, constituer de sérieux candidats médicaments.

La découverte de nouveaux inhibiteurs a partir de sources naturelles et notamment
végétales, pourrait par conséquent constituer une autre piste particulierement intéressante
puisque de nombreux médicaments ont une origine naturelle. En effet, sur 1881 médicaments
approuves entre janvier 1981 et septembre 2019, 75,4% de ces médicaments ont un lien avec
des produits naturels dont 18,9% sont des produits hémisynthétiques [7]. Par exemple, dans le
domaine du cancer, depuis les années 1980, 174 nouveaux composés ayant une indication pour
le traitement du cancer ont été approuvés pour la commercialisation. Quatre-vingt-treize

molécules soit 53% des anticancéreux étaient des produits naturels ou dérivés de ceux-ci [8].
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Malgré la pertinence de cette piste de recherche, jusqu’aujourd’hui, peu d’équipes se sont
orientées vers le développement d’inhibiteurs d’origine naturelle de 1’arginase. La plupart des
molécules naturelles décrites, pour leur potentiel inhibiteur, appartient a la classe des
polyphénols dont les Clso sont de I’ordre de quelques dizaines de micromolaires. Parmi eux, le
picéatannol-3’-O-B-D-glucopyranoside et 1’acide chlorogénique sont les plus efficaces sur
I’arginase mammifere [9]. Le motif catéchol est la caractéristique structurelle récurrente de ces
inhibiteurs naturels [10].

La Tunisie est un pays disposant d’une grande diversité floristique, a laquelle s’ajoute un
savoir-faire millénaire liés a l'exploitation traditionnelle des plantes médicinales. C’est
pourquoi une collaboration a été initiée entre I’équipe d’accueil EA 4267 PEPITE « Pathologies
et Epithéliums : Prévention, Innovation, Traitements, Evaluation » de 1’Université de Franche-
Comté et le « Laboratoire de Biotechnologie Végétale » de I’Institut National des Sciences
Appliquées et de Technologie, rattach¢ a I’Universit¢ de Carthage. Ce partenariat s’est
concrétisé par un projet « PHC Utique » (numéro 18G0816) qui a donné lieu a cette thése
réalisée en co-tutelle. Le projet a eu pour double objectifs : I’apport d’une contribution a la
valorisation des phytoressources Tunisiennes et la recherche d’inhibiteurs d’arginase.

Dans ce contexte, douze plantes médicinales pouvant avoir une activité régulatrice du
dysfonctionnement endothélial avec un intérét particulier pour celles aux vertus hypotensives
et régulatrices des troubles cardiovasculaires ont été sélectionnées. Il s’agit de Crataegus
azarolus, Artemisia campestris, Artemisia herba-alba, Rhus tripartitum, Myrtus communis,
Rubus ulmifolius, Hertia cheirifolia, Thymus algeriensis, Pistacia lentiscus, Rosmarinus

officinalis, Laurus nobilis. Retama raetam.

Ce manuscrit rapporte I’ensemble des travaux réalisés en définissant, tout d’abord, le
contexte de I’étude en quatre points clefs. Le premier chapitre s’intéresse aux roles de I’arginase
et son implication dans diverses pathologies. Le deuxiéme chapitre présente les données
bibliographiques relatives aux inhibiteurs synthétiques et d’origine naturelle de 1’arginase. Le
troisieme chapitre de cette partie développe les différentes stratégies de découverte de nouveaux
composés naturels bioactifs. Le quatrieme chapitre décrit les données bibliographiques

recueillies sur les différentes espéces végétales sélectionnées pour notre étude.

L’ensemble des travaux expérimentaux est ensuite exposé sous forme de quatre chapitres.
Ces differents chapitres traitent plus particulierement des études phytochimiques conduites sur

trois extraits d’intérét, issus des espéces Crataegus azarolus et Retama raetam. Différentes
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classes de métabolites secondaires sont abordées a travers 1’étude de ces deux especes, dont
certains ont été isolés et évalués pour leur activité inhibitrice de I’arginase. En outre, cette
deuxiéme partie est cloturée par la description du développement d’une nouvelle technique
CCM-bioautographique, établie dans le but d’accélérer 1’identification de nouveaux inhibiteurs

de I’arginase au sein de notre équipe.
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Partie | : Travaux antérieurs et
Contexte de l'étude
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Chapitre 1 : L’arginase . ROles et implication
dans diverses pathologies
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1. Introduction

L’arginase ARG (L-arginine-urée hydrolase ou amidinohydrolase — EC 3.5.3.1) est une
métalloenzyme qui a été décrite pour la premiére fois en 1904 par Kossel et Dakin dans des
échantillons de foie de mammiferes [11]. Il a été établi par la suite que cette protéine est
largement distribuée dans le régne du vivant, et retrouvée dans plusieurs organismes tels que
les bactéries, les levures, les plantes, les invertébres et les vertébrés. Il est supposé que lI'arginase
soit apparue en premier dans les bactéries et que le transfert du gene de l'arginase des bactéries
aux cellules eucaryotes s'est produit via les mitochondries.

Il s’agit d’une métalloenzyme trimérique associée a des ions manganése. Chaque unité
active du trimére posséde deux ions Mn?*. La présence des ions Mn?* est indispensable &
I’action catalytique de cette enzyme qui catalyse I’hydrolyse de la L-arginine en L-ornithine et
en urée (Figure 1).

+
NH,

+ H,0 " 0
HaN M — N T
\T/A\V/”\” NH, arginase TN NH, HzN/ﬂ\NHZ

COy o5

Figure 1: Réaction catalysée par I'arginase

2. Distribution, structure et mécanisme de la réaction
catalysée par I’arginase

Depuis 1965, différentes isoformes d’ARG ont été observées notamment dans les tissus
humains. La plupart des plantes, des bactéries, des levures et des invertébrés possedent
uniquement une isoforme d'arginase, ’ARG II. Chez les vertébrés deux isoformes sont
fréquemment reportées dans la littérature, a savoir I’ARG I et ’ARG II. Ces deux isoformes
d’ARG catalysent la méme réaction et sont codées par des genes homologues qui sont
cartographiés sur des chromosomes distincts. Chez 'homme, le gene de I’ARG I est situé sur

le chromosome 6923 alors que celui de I’ARG 1I est situé sur le chromosome 14q24.
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Bien que les deux isoformes présentent des propriétés cinétiques et physico-chimiques
similaires, elles différent par leur localisation subcellulaire : ’ARG 1 est une enzyme
cytosolique, tandis que I’ARG II est une enzyme mitochondriale. L'ARG, quelle que soit
I'isoforme, est aussi présente dans les fluides extracellulaires (comme le plasma, les plaies, la
lumicre intestinale, le microenvironnement tumoral, la salive, etc...). En outre, dans certaines
circonstances, I’ARG II peut étre transférée de la mitochondrie au cytosol, ce qui entraine une
augmentation de son activité, comme le montrent les cellules endothéliales humaines apres
exposition a des lipoprotéines de basse densité oxydées [12, 13]. L’ ARG I est souvent appelée
arginase « hépatique », car elle se trouve a des niveaux éleveés dans le foie. Cependant, elle est
également exprimée dans de nombreux autres organes dépourvus du cycle complet de I'urée,
tels que les globules rouges et certaines populations de cellules immunitaires [3]. L’ARG 1I,
bien qu'exprimée a de faibles concentrations dans le foie, est, quant a elle, largement exprimée
dans presque toutes les cellules extra-hépatiques contenant des mitochondries, avec des taux
élevés dans les cellules rénales et prostatiques, mais également dans les vaisseaux sanguins, les
intestins, les globules rouges, les cellules immunitaires, le cerveau et la rétine [3]. La présence
de ces isoformes peut étre induite par diverses conditions physiologiques.

Le r6le physiologique de la compartimentation subcellulaire différente des deux
isoformes d'arginases est difficile a élucider. Bien que ’ARG I et I’ARG II partagent la méme
fonction dans le métabolisme de la L-arginine, I'impact fonctionnel des deux isoformes semble
étre identique ou différent selon les organes ou les types cellulaires. Par exemple, une activité
et / ou une expression accrue de ’ARG I ou de I’ARG II dans les cellules endothéliales altére
la production endothéliale du NO, alors que dans les macrophages, I’ARG I et I’ARG 1I sont
susceptibles de jouer un réle opposé comme décrit a la Partie | :Chapitre 1 :5.5. En outre, les
schémas d'expression de I’ARG I et de I’ARG 1I dans les tissus extra-hépatiques sont tres
variables selon les especes, les organes et méme le sexe. De nombreux tissus expriment les
deux isoformes, mais leurs génes sont régulés indépendamment. En outre, dans un tissu donné,
I'expression d'une isoforme peut étre modulée pour compenser le changement d'expression de
l'autre isoforme tel qu'observé dans le déficit en ARG | humaine [3]. Ajoutant a cette
complexité, la modulation post-traductionnelle semble étre également différente entre les deux
isoformes. En effet, Santhanam et ses collaborateurs [14] ont signalé que la S-nitrosylation de
l'arginase augmente l'activité de I’ARG | mais pas celle de I'ARG II. Ainsi, il est tres difficile
de déterminer quelle forme d'arginase est essentielle dans un tissu donné pour une fonction

donnée dans un organisme donné.
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L’ARG I humaine comprend 322 acides aminés par monomeére quant a I’ ARG Il humaine,
elle en posséde 354 par monomere. Le séquencage genétique réalisé sur les cellules rénales
humaines a détecté que la séquence de ’ARG II était homologue a 58% a celle de 'ARG I et
que cette derniére présente 87% d'homologie avec l'arginase de foie de rat [5]. Une analyse
cristallographique a haute résolution a montré que les deux isoformes de ’ARG, ont des
structures presque identiques, et présentent pour la fonction enzymatique une homologie a
100% [3].

La structure globale de chaque monomeére de I’ARG I de rat a pour dimensions
approximatives 40 x 50 x 50 A [15]. La conformation de ce segment est stabilisée par de
nombreuses interactions inter-monomériques de type van der Waals et des liaisons hydrogenes
et ioniques [16]. Ces auteurs ont démontré que chaque sous-unité d’arginase est constituée de
huit brins paralleles en feuillets plissés o/p (ordre 21387456) entourés par plusieurs hélices a
(Al,A2,B,C,D,E, F1, F2, G, H1, H2) (Figure 2 A).

Dans le site actif de chaque sous-unité, les chaines latérales d’acides aminés qui

coordonnent les deux ions manganése Mn?* sont situées sur le bord du feuillet B central dans

des segments de boucle a proximité de 1’hélice C et les brins 8, 7, 4 (Figure 2 A).

Figure 2 : A. Diagramme de topologie de I'ARG | de rat. Les emplacements relatifs des ligands
métalliques sont indiqués par des cercles pleins. B. Représentation schématique en mode
ruban du trimére d’ARG ; le cluster Mn?*-Mn?* dans le site actif de chaque monomére est
représenté par une paire de sphéres [16].

Le cluster binucléaire de manganése se situe au fond d’une fente de 15 A de profondeur
(Figure 2 B). Ce cluster peut comporter deux ions Mn?* séparés de 3,36-3,57 A dans la structure
cristalline sans ligand. Ces ions Mn?* sont pontés symétriquement par un hydroxyde (OH") [16].
La structure de I'’ARG I de rat montre que le Mn?*A, situé en position la plus profonde dans le
site actif et chélaté par les acides aminés Hisl01, Aspl28, Aspl24, Asp232, et un ion
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hydroxyde, crée une géométrie pyramidale a base carrée (Figure 3 A). En revanche, la structure
cristalline de I’ARG I humaine présente une molécule d’eau supplémentaire liée 8 Mn?*A, ce
qui forme un polyédre de coordination métallique octaédrique déformé [17]. Le Mn?'B, quant
a lui, est coordonné par His126, Asp234, Aspl124, Asp232 et I’ion hydroxyde (Figure 3 A),
formant également une géométrie octaédrique déformeée chez le rat et chez ’'Homme [16, 17].

Asp-232

A is-101 o B
) .‘0 Asp-234

.o._ ' R
el F an« Mn?*
nuh__/ “;' ‘- ---':."'"'f‘B"' ——-+ K; Mn®B < K, Mn™A
.H A
°k s e ‘u/\ K, Mn*'8 Ky MiA
o .0 _ /
128 o e
Asp-124 His-126

Figure 3: A. lllustration schématique du site actif de I'ARG du foie de rat. L'enzyme peut
accueillir deux ions Mn?* étroitement espacés dans ses sites actifs, en utilisant des chaines
latérales d'acides aminés hautement conservées. B. Besoins en ions métalliques de I'arginase
[18].

L’arginase la plus étudiée est celle du rat [15] mais d’autres auteurs se sont intéressés aux
arginases d’Helicobacter pylori [19], de Leishmania amazonensis [20], de Leishmania
mexicana [21], de Plasmodium falciparum [15] et de Shistosoma mansoni [22]. Ces protéines
ont montré des degrés variables d’homologie avec 1’arginase humaine [17, 23]. En revanche,
dans toutes ces structures, les six résidus d'acides aminés cités précédemment sont hautement
conservés et fournissent le site de liaison pour deux ions Mn?* dans le site actif d'ARG [18].

A l'entrée de la cavité, dans sa partie supérieure se trouve la zone de liaison aux acides
aminés qui constitue la base structurelle de la spécificité au substrat. Sous la poche de
reconnaissance des acides aminés et 4,5 A en haut du groupe bimanganése se trouvent deux
résidus importants, a savoir Glu277 et His141 (Figure 4 C).

Les mutations d’acides aminés sur la poche de reconnaissance compromettent I’affinité
du substrat avec un impact faible sur I’hydrolyse, tandis que la mutation ou la modification
chimique de His141 réduisent fortement 1’activité avec un effet moindre sur 1’affinité. Par
conséquent, la poche de reconnaissance des acides aminés est clairement impliquée dans
I'affinité de liaison alors que le His141 est impliqué dans la catalyse sans intervenir dans la
liaison.

Peu de métallohydrolases avec une préférence nette pour le Mn?* sont connues [18]. Les
premiéres études sur les besoins en Mn?* des ARG remontent au début des années 1970. Hirsch-
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Kolb et ses collégues [24] ont observé que pendant le processus de purification ou de dialyse
de I'ARG de foie natif de rat, l'activité enzymatique a diminué de 50% avec une diminution
concomitante de la teneur en Mn? * de 50%. L'activité arginase compléte a été récupérée aprés
une incubation avec le Mn? * pendant 8 & 10 h & température ambiante. A partir de ces
observations, il a été conclu que I'ARG peut contenir deux sites de liaison de Mn?*, I'un avec
une affinité élevée et l'autre avec une affinité faible pour cet ion métallique (Figure 3 B).

De plus, la dissociation du Mn?* faiblement lié semble s'accompagner d'un changement
structurel qui diminue la capacité de I'enzyme a se lier au cation ; ce n'est qu'a une température
plus élevée (55 °C pendant 5 minutes) que ce changement structurel est facilement inversé et
que l'affinité pour le Mn?* est améliorée. L'ion métallique fortement lié n'a pas pu étre éliminé
par des traitements comprenant la dialyse, I'électrophorése ou le traitement avec des chélateurs
(EDTA par exemple) sans provoquer une perte irréversible de l'activité enzymatique. En
conclusion, tant que I'activité résiduelle représente au moins 50% de son activité enzymatique
maximale, elle peut étre entiérement reconstituée par incubation avec un excés de Mn?*. Ce
cluster de métaux binucléaires observé dans les structures cristallines des ARG mammiferes et
procaryotes est communément trouvé dans la famille des métallohydrolases.

Les études de cristallographie en présence de I'ARG recombinante de foie de rat, en
contact avec un chélateur de métaux, ont montré que le Mn? * résiduel était situé dans le site
Mn? *B, indiquant que le Mn?* faiblement lié réside dans le site Mn?*A (Figure 3 B).

Les constantes d'affinité (valeurs Kq) de I'ARG pour les deux ions Mn?* ont été estimées
avec diverses méthodologies [10]. A partir des mesures de résonance magnétique, les valeurs
de Kq pour les Mn?*A et Mn?'B d'ARG de foie de rat ont été estimées a 50 pM et 0,03 uM,
respectivement, a pH 7,5. En suivant le renforcement de l'activité enzymatique lors de I'ajout
de I’ion métallique, I'ARG extraite d'un homogénat brut de foie de souris et dialysée contre un
tampon contenant du Chelex, a montré une Kq pour le Mn?* de 1’ordre de 300 nM & pH 6,8 et
de 80 nM a pH 7,7. Cette méthode n'était pas suffisamment sensible pour distinguer deux
événements de liaison distincts, et par conséquent la valeur Kq obtenue ne peut pas étre attribuée
sans ambiguité au site Mn?*A ou Mn?*B. Une expérience de titrage similaire avec I'ARG du
foie humain montre que le Mn?* & liaison faible dans le site (Mn?*A) peut avoir une Kq de 80
nM [18].

Ces etudes ont montré ainsi la possibilité que I'ARG puisse étre active a la fois sous sa
forme mono- et di-métallique mais D’activité catalytique maximale nécessite un cluster
dinucléaire de Mn?* intact ce qui pourrait expliquer I’ajout de Mn? * dans les milieux

réactionnels pour étudier I’activité enzymatique. L’activité enzymatique étant cation divalent
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dépendante, deux mécanismes sont rapportés dans la littérature selon la présence d’un ou deux
Mn?* (Figure 4).

Le mécanisme d'action dinucléaire de I'arginase a été décrit pour la premiére fois par
Kanyo et ses collaborateurs en 1996 [16]. Ce mécanisme comprend plusieurs étapes (Figure 4
A et C) décrites comme suit : d’abord, la réaction débute par la fixation de la L-arginine sur le
site actif de I’enzyme par des liaisons hydrogenes entre son groupe guanidine et le glutamate
227 (Glu 277) de I’arginase ; la chaine latérale du Glu 277 joue un réle important dans la
reconnaissance du complexe enzyme substrat. Dans un deuxieme temps, I'orientation de la L-
arginine permet I’attaque nucléophile du groupe hydroxyde couplé au cluster de manganese sur
le groupe guanidine de la L-arginine. L’Asp 128 stabilise 1’ion hydroxyde lié au Mn?* par une
liaison hydrogéne au cours de 1’attaque nucléophile sur le carbone du groupement guanidinium
de la L-arginine. Ensuite, un intermédiaire tétraédrique neutre est formé et stabilisé par le centre
binucléaire de Mn?*. Plus tard, I’intermédiaire tétraédrique formé s’effondre suite a un transfert
de proton, probablement réalisé par le résidu Aspl28, pour le groupement amino de la L-
ornithine. Ensuite, le résidu His141 transporte un proton de la molécule d’eau au groupement
g-amino de la L-ornithine avant la dissociation du produit. Au cours de cette dissociation, une
molécule d’eau remplace ’urée. Par la suite, la coordination du métal facilite 1’ionisation de
cette molécule d’eau pour régénérer un ion hydroxyde nucléophile. Ici, le proton transféré dans
le milieu du solvant peut étre régénéré a nouveau par le biais de His141 [16]. Ce premier modéle
proposé de la réaction catalysée par I’ ARG, montre la nécessité des deux Mn?* pour ’activation
de la molécule d'eau de pontage du métal agissant comme nucléophile pour initier I'nydrolyse
du substrat. Ici, les deux Mn?* de I’ARG peuvent aussi jouer un role important dans la
stabilisation de I'état de transition. Le mécanisme utilisé par I’ARG ressemble, dans ce cas, a
celui de diverses autres métallohydrolases, y compris les phosphatases acides violettes (PVA)
et les hydrolases dégradant les organophosphates.

Cependant, étant donné que I'ARG peut étre active en l'absence d'un Mn?* dans le site
Mn?*A, un modeéle alternatif pour le mécanisme de réaction a été récemment proposé [18]
(Figure 4 B).
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Figure 4: Modéles des mécanismes de réaction utilisés par les métallohydrolases mono- et
dimétalliques. A. Modéle du mécanisme de réaction dinucléaire basé sur la structure de I'ARG.
L'hydroxyde nucléophile, déclenchant la réaction, est situé entre les deux ions manganése dans
le site actif [16]. B. Modéle du mécanisme de réaction mononucléaire basé sur la réaction du
MBL Bcll de Bacillus cereus avec le substrat céfotaxime [25]. L'hydroxyde nucléophile,
déclenchant I'hydrolyse, est lié au seul ion métallique du site actif. Cet hydroxyde est orienté
en position idéale pour attaquer la liaison 8-lactame du substrat. Alternativement, I'hydroxyde
nucléophile réside dans la deuxieme sphére de coordination, activée via des liaisons hydrogéne
[18]. A. Modeéle de liaison de I’arginine.
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Une comparaison peut étre faite avec des metallo-béta-lactamases (MBL) pour lesquels
des mécanismes de réaction pour les systemes dinucléaires et mononucléaires ont été proposés
(Figure 4). Dans le mécanisme dinucléaire, I’hydroxyde coordonné aux deux ions métalliques
agit comme nucléophile dans la réaction, tandis que dans le mécanisme mononucléaire,
I’hydroxyde nucléophile est soit directement coordonné avec I'ion métallique unique dans le
site actif, soit réside dans la deuxiéme sphére de coordination, activée via une liaison hydrogéne
avec un résidu d'aspartate conservé (Figure 4 B) [25]. Le nombre trés important de liaisons
hydrogenes existantes entre I'enzyme et son substrat, la L-arginine, font du site actif de
I'arginase un site trés particulier. Une modification de la structure et/ou de la stéreochimie de la
L-arginine diminue la cinétique de 1I’enzyme [26].

Toutes ces observations confirment que le Mn?* est essentiel pour l'activité de I’ARG. Le
site actif de I'enzyme contient deux sites de liaison pour I'ion métallique avec des affinités trés
différentes (Figure 3 B). La majorité des données disponibles indiquent que lI'exigence minimale
pour une forme active de I'enzyme est monométallique, et la liaison d'un second Mn?* semble
conduire & une augmentation de I'activité d'un facteur deux environ. Cependant, certaines
variations peuvent exister quant a I'endroit ou I'ion métallique dans les formes catalytiques
monomeétalliques peut se lier et des facteurs tels que des mutations dans la premiere sphére de
coordination et / ou des modifications post-traductionnelles peuvent influencer le mécanisme
précis de I'enzyme. Compte tenu de l'intérét de I'ARG comme cible potentielle, une élucidation
supplémentaire des interactions enzyme-ion métallique serait trés bénéfique pour la conception
d'inhibiteurs spécifiques et puissants.

Bien que l'activité de I'ARG puisse étre régulée au niveau de la transcription, la présence
de deux sites de liaison aux ions métalliques avec des affinités différentes dans les centres
catalytiques de I'ARG indique également que l'activité de ces enzymes in vivo peut étre régulée
par des changements dans la concentration de Mn?*. Le manque actuel de compréhension de la
facon dont l'activité de cette enzyme peut étre régulée et sous quelle forme (c.-a-d. mono- ou
di-nucleaire) est présente dans certaines conditions métaboliques, interfére avec les tentatives
de conception d'inhibiteurs spécifiques qui peuvent devenir cliniquement utiles. Dans la mesure
ou, dans I'ARG, la puissance des inhibiteurs pouvant dépendre du nombre d'ions métalliques
présents dans le site actif, souligne la nécessité d'une compréhension approfondie du mécanisme
de réaction de cette enzyme.

Mis a part les cations divalents du manganése, d’autres métaux tels que le cobalt, le nickel

ou le fer, peuvent également activer I’arginase dans une moindre mesure [18]. L’activité de
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I'arginase est modulée en fonction du pH avec un pH optimal se situant entre 9,5 et 10,5. Par
exemple, concernant l'arginase humaine le pH optimal est estimé a 9,4 [5].

Des études ont démontré que les événements de signalisation intracellulaire, entrainant
une augmentation de I'expression / de I'activité de I'arginase, comprennent I'activation de la Rho
kinase, de la protéine Kinase activée par un facteur mitogéne et de la protéine kinase A ; la
production de cytokines multiples [telles que l'interleukine (IL) -13, IL-4, IL-6, IL-8 et le
facteur de nécrose tumorale (TNF)] ; la formation d'especes réactives de I'oxygeéne et de I'azote
et I'nypoxie. Les facteurs de transcription régulant I'expression de I'ARG | comprennent le
transducteur de signal et l'activateur de la transcription (STAT)-6 / STAT-3, le facteur de
transcription foxhead box (Fox) O4, le facteur inductible par I'hypoxie (HIF) -1, la protéine
C/EBP ("CCAAT-box/Enhancer Binding Protein™), et d'activation du facteur de transcription
(ATF)-2, tandis que les facteurs de transcription pour I’ARG II incluent la kinase extracellulaire
a signal régulé (ERK) 5/ la CREB (C-AMP Response Element-binding protein), le facteur de
transcription HIF-2 et le facteur de régulation de I'interféron (IRF)-3. Un contréle épigénétique
de l'expression d’ARG II par une activité altérée de 1'histone désacétylase 2 a été également

rapporté [3].
3. Role de ’arginase : VVoie arginase-ornithine

L'arginase a deux fonctions physiologiques principales : la détoxification de I'ammoniac
dans le cycle de l'urée et la production d'ornithine nécessaire a la synthése de la proline et des
polyamines (Figure 5). La proline est produite par I'activité de I'ornithine aminotransférase
(OAT) et est nécessaire a la formation de collagéne. Les polyamines sont produites par I'activité
de I'ornithine décarboxylase (ODC), suivie de celles des spermidine et spermine synthases. Les
polyamines peuvent également étre générées a partir d'agmatine par l'activité de l'arginine
décarboxylase (ADC). Elles ont un rdle essentiel dans la prolifération et la croissance des
cellules. Elles sont impliquées dans le syndrome inflammatoire, la réparation tissulaire et le

développement neuronal.
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Figure 5 : Schéma de catabolisme de la L-arginine en L-ornithine / urée ou L-citrulline / NO,
production de polyamines et anabolisme et catabolisme de la proline. Sont également
présentés la voie de synthése de la L-arginine a partir de la L-glutamine, la voie réversible entre
la L-ornithine et la L-glutamine, et le recyclage de la L-citrulline en L-arginine. ASL,
argininosuccinate lyase ; ASS, argininosuccinate synthase ; NOS, oxyde nitrique synthase ; OAT;
ornithine aminotransférase; ODC, ornithine décarboxylase; OTC, transcarbamylase
d'ornithine. L'arginase est I'enzyme finale du cycle de I'urée dans le foie, qui redémarre le cycle
par la syntheése de L-citrulline a partir de carbamoyl-phosphate (1) et de L-ornithine (2) par
I’OTC. Il convient de noter que toutes ces réactions ne se produisent pas dans une cellule
donnée. En particulier, le cycle de 'urée est indépendant des autres réactions, c'est-a-dire que
la L-arginine produite dans le cycle de I'urée n'est pas un substrat pour la NOS et la L-ornithine
produite dans le cycle de I'urée n'est pas un substrat pour I'OAT ou I'ODC [3].

Dans la plupart des types cellulaires, la L-citrulline est convertie en L-arginine grace a
I'activité de l'argininosuccinate synthase (ASS) et de l'argininosuccinate lyase (ASL) (Figure
5). L'ASS et I'ASL font partie du cycle de I'urée. Une fonction défectueuse des enzymes du
cycle de l'urée dans le foie peut entrainer une accumulation toxique d'ammoniac. S'ils ne sont
pas traités, les troubles du cycle de l'urée peuvent provoquer des troubles mentaux, des
convulsions et la mort. Le traitement des patients présentant des défauts d'activité de I’ ARG I
implique de diminuer leur apport en protéines et de supplémenter leur alimentation avec des
acides aminés essentiels. Dans les cas les plus graves, une transplantation hépatique peut
s’avérer nécessaire. Chez I’Homme, les effets des défauts d'activité de I’ARG II ne sont pas
encore connus. Cependant, bien que viables, les souris knockout pour I’ARG 11 développent

une hypertension. De plus, la présence de l'allele rare ARG |1 : rs742869 a été associée a une
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augmentation du risque de maladie d’ Alzheimer chez les hommes et a un age d'apparition de la
maladie plus précoce [27]. Le lien entre le risque accru de la maladie d’ Alzheimer et la fonction
du cycle de I'urée n’a pas encore été établi, mais les auteurs suggerent que I'induction du cycle
de l'urée peut étre protectrice dans le contexte de cette maladie. Malgré les soupcons de
I’implication de I’ARG 1II dans cette pathologie, les souris déficientes en ARG Il ne présentent
pas de phénotypes observables en conditions normales.

L’arginase est aussi impliquée dans la réparation tissulaire. En conditions physiologiques,
la cicatrisation se caractérise par une phase aigué pendant laquelle les macrophages actives
expriment des niveaux éleves de I'isoforme inductible de I'oxyde nitrique synthase (iNOS ou
NOS2) et de I'isoforme phagocytaire de la NADPH oxydase, la NOX2. Les NOS2 et NOX2
produisent respectivement de 1'oxyde nitrique (NO) et 1’ion superoxyde a des niveaux nocifs.
Les deux sont importants pour éradiquer les agents pathogenes. Cette réponse aigué a la
blessure est suivie d'une phase de réparation qui commence dans les 3 a 5 jours suivants. Au
cours de cette phase, l'infiltration des cellules myéloides et I'expression de l'arginase sont
augmentées. L'équilibre entre la consommation de la L-arginine par l'arginase (pour la
production de collagéne et de polyamines) et par la NOS2 (pour la production de NO) est
déterminant pour la cicatrisation, I'arginase contrélant le processus de guérison et la NOS2

régulant les événements cytotoxiques [28].

La production de polyamines est également importante pour la croissance, le
développement et la régénération des cellules neuronales. Aprés la transsection de la moelle
épiniére, le traitement des greffes nerveuses avec un facteur de croissance des fibroblastes
acides s'est réveélé favoriser I'augmentation de I'expression/de l'activité de I’ARG 1 ainsi que
I'élévation de la formation de spermine dans les motoneurones, ce qui améliore la fonction

locomotrice [3].

4. Compétition entre I’arginase et la NOS sur la L-
arginine

En plus des réles importants de la L-arginine dans le cycle de l'urée et la formation de
polyamines et de proline, la L-arginine est également le substrat de la NO synthase (NOS) ce
qui conduit a la formation de NO participant a la régulation de I'homéostasie du corps. Le NO,
en tant que molécule de signalisation majeure pour de nombreuses fonctions physiologiques, a

été exploré, dans les années 80, ce qui a conduit a la découverte de la NOS, qui utilise comme
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substrat exclusif la L-arginine pour former du NO et de la citrulline. Les mécanismes
d’équilibre entre ces deux voies de métabolisation ont suscité l'intérét de la communauté
scientifique.

Il existe trois isoformes de NOS : la NOS neuronale (nNOS ou NOS1), la NOS2 et
la NOS endothéliale (eNOS ou NOS3). Deux d'entre elles, les NOS1 et NOS3, sont exprimées
de maniere constitutive et nécessitent une activation. En revanche, la NOS2 (NOS inductible
ou iNOS) est principalement régulée au niveau de I'expression par des mécanismes
transcriptionnels et post-transcriptionnels.

L'expression et la fonction normales de la NOS3 dans les cellules endothéliales
vasculaires permet de maintenir un flux sanguin correct en catalysant la conversion de la L-
arginine en NO et en L-citrulline (Figure 6). Les mécanismes mis en jeu, afin que la NOS3
puisse assurer son role essentiel dans la physiologie vasculaire, ont fait I’objet d’études
approfondies. La NOS, appartenant a la famille des oxygénases, est présente dans les cellules
sous forme de monomére inactif. La forme active dimérique catalyse la réaction de formation
de NO a partir de la L-arginine et du dioxygeéne (Oz), en présence de nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate (NADP), de tétrahydrobioptérine (BH,), de flavine mononucléotide
(FMN), de flavine adénine dinucléotide (FAD) et d’un groupement héme (FAD) (Figure 6).
Dans une premiere étape, la L-arginine est oxydée en N®-hydroxy-L-arginine, qui dans une
deuxieme étape, est transformée en L-citrulline et NO.

La localisation de la NOS3 dans la membrane plasmique est rendue possible suite a la
modification post-traductionnelle de la protéine par ajout de chaines aliphatiques. La
myristoylation et la palmitoylation subséquente la dirigent vers les cavéoles membranaires. La
localisation subcellulaire de la NOS3 dans les cavéoles est importante pour son activité en
raison de la proximité du transporteur-1 d'acides aminés cationiques (CAT-1) (transporteur de
la L-arginine) et des enzymes de recyclage de la L-arginine, I’ornithine transcarbamylase
(OTC), ’argininosuccinate synthase (ASS), et I’argininosuccinate lyase (ASL), qui soutiennent

la production du NO (Figure 6).
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Figure 6 : Schéma de la régulation de l'oxyde nitrique synthase endothéliale (NOS3) et du
catabolisme de la L-arginine en NO et en L-citrulline, et le recyclage de la L-citrulline en L-
arginine. ASL, argininosuccinate lyase ; ASS, argininosuccinate synthase ; BHs
tétrahydrobioptérine ; CAT-1, transporteur d'acide aminé cationique-1 ; FAD, flavine adénine
dinucléotide ; FMN, flavine mononucléotide ; NADP, nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate [3].

La production du NO par les NOS3 et NOS1 se fait a des taux faibles a modérés. En
revanche, la NOS2 produit du NO a des taux éleves. Ce NO dérivé de la NOS2 est nécessaire
pour d'autres mécanismes de signalisation et de défense antimicrobienne. Le NO dérivé de la
NOS3 diffuse vers les cellules musculaires lisses vasculaires ou il se lie a la guanylate cyclase
soluble (sGC) afin de I’activer. Cette activation de la sGC déclenche la production de GMPc,
I'efflux de K™ et la relaxation des cellules musculaires lisses. Ainsi, le NO dérivé de la NOS3
régule le tonus vasculaire. La NOS3 maintient également une bonne circulation sanguine en
empéchant l'adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales vasculaires et en inhibant
I'agrégation plaquettaire. Les autres roles du NO comprennent la défense de I'ndte contre les
micro-organismes et les tumeurs malignes, la signalisation par les cellules neuronales, le
remodelage des synapses neuronales et la modification post-traductionnelle des protéines par

nitrosylation [3].
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Dans des conditions ou la quantité de L-arginine nécessaire pour la production de NO est
insuffisante ou si le cofacteur BH4 n'est pas disponible, la NOS produit moins de NO et utilise
plus d'oxygéne moléculaire pour générer 1’ion superoxyde (O2") et du peroxyde d’hydrogene
(H20>) par le transfert d’électrons du NADPH a 1’02 via I’héme. Ce phénoméne est nommé «
découplage de la NOS », puisqu’il intervient principalement lorsque la NOS n’est pas couplée
a son cofacteur ou son substrat. Lorsque le NO et I’O>~ se forment simultanément, ils réagissent

pour produire un oxydant toxique, le peroxynitrite (ONOQO") (Figure 7).
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Figure 7: A. l'arginase et la NOS sont en concurrence pour leur substrat commun la L-arginine
pour la formation de leurs produits. B. I'élévation de I'activité de I'arginase en réduisant la
disponibilité de la L-arginine pour la NOS peut réduire la formation de NO et dissocier la NOS,
ce qui produit plus d’ion superoxyde (0z), qui réagit rapidement avec le NO pour produire un
autre oxydant puissant, 'ONOQO". Des niveaux élevés de L-ornithine provoquent une plus
grande production de polyamines et de proline [3].

La réaction du NO avec le O2~ se produit beaucoup plus rapidement que toutes autres
réactions enzymatiques. Par ailleurs, 1’O2” et ’ONOO™ peuvent oxyder la BHs pour former le
BH>, ce qui peut également provoquer le découplage de la NOS3. La combinaison de la
diminution du NO et de [’augmentation d’O2” et d’ONOO™ peuvent entrainer un
dysfonctionnement des cellules endothéliales vasculaires. Les roles divergents du NO et de

I’ONOO ont été mis en évidence dans la stimulation ou I'inhibition de I'immunité anti-tumorale
[3].
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Dans les années 90, des travaux pionniers menés sur des cultures de cellules endothéliales,
de cellules musculaires lisses de pénis, ou de macrophages activés ont démontré que l'arginase
pouvait limiter la disponibilité du substrat pour la NOS. De plus, I'interaction complexe entre
l'arginase et la NOS a été illustrée par la capacité de la N®-hydroxy-L-arginine (NOHA),
intermédiaire dans la synthese du NO, a inhiber I'activité de I'arginase. La compétition entre
I'arginase et la NOS s'est révélée d’autant plus forte aux faibles concentrations en L-arginine
[29].

Avant les années 90, la capacité de I'arginase a concurrencer la NOS vis-a-vis de la L-
arginine était considérée comme improbable sur la base des propriétés cinétiques des deux
enzymes. En fait, la concentration de L-arginine dans les cellules est de 100-800 uM, bien
supérieure aux niveaux nécessaires pour soutenir I'activité maximale de la NOS. Néanmoins, il
a été démontré que I'ajout de L-arginine extracellulaire améliore la relaxation endothélium-
dépendante dans divers états pathologiques caractérisés par un dysfonctionnement vasculaire.
En exemple, la constante de Michaelis (Km) de la NOS3 est de K 3 M, la NOS3 serait donc
saturée dans les conditions physiologiques. La Km de 1’arginase pour la L-arginine est de 2 mM,
soit environ 1 000 fois plus faible que celle de la NOS3. Par conséquent, I'arginase ne devrait
pas étre en mesure d’entrer en compétition avec la NOS3 pour le substrat. En revanche, la
vitesse maximale (Vmax) de I’arginase est environ 1 000 fois supérieure a celle de la NOS3, ce
qui pourrait contrebalancer sa capacité a métaboliser la L-arginine disponible. Cela explique
leur capacité a étre en compétition pour le substrat [3]. De plus, la compartimentation
subcellulaire de la L-arginine peut jouer un réle important dans la disponibilité de ce substrat
pour les deux enzymes. Plusieurs études indiquent que les niveaux plasmatiques ou
extracellulaires de la L-arginine et son transport intracellulaire déterminent la production du
NO par la NOS3 dans I’ensemble des cellules endothéliales. Le transport de la L-arginine est
donc un maillon essentiel dans la régulation du taux de NO. Toute altération fonctionnelle ou
d’expression sur le transporteur CAT-1 limitera la disponibilité de la L-arginine pour les NOS.
La compétition entre les ligands de la CAT-1 tels que la L-ornithine, qui a une affinité similaire
a celle de la L-arginine, peuvent moduler la quantité intracellulaire de L-arginine [3]. La
régulation de la concentration en NO intracellulaire ne se résume pas a la simple compétition
de 2 enzymes pour la L-arginine mais de nombreux autres facteurs peuvent intervenir, tels que
la concentration extracellulaire du substrat et son passage a travers la membrane.

En condition non physiologique, I'arginase module la fonction immunitaire comme dans
des conditions de traumatisme, d'infections, de transplantation, de maladies auto-immunes ou

de cancer. En effet, dans ces conditions, les effets biologiques proviennent d’un déséquilibre
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entre les 2 enzymes soit d0 a une altération de la fonction de la NOS2 soit & une expression /
activité accrue de Il'arginase qui limite I'expression de la NOS2 dans les cellules
immunitaires [30].

En exemple, I’activité excessive de l'arginase dans les cellules myéloides présentes dans
les tumeurs peut réduire la quantité de L-arginine nécessaire a la production du NO par la NOS2,
ce qui peut altérer la réponse antitumorale des cellules T et permettre aux cellules tumorales de
se développer. La démonstration de cet équilibre entre l'arginase et la NOS pour la
métabolisation de leur substrat commun, la L-arginine (Figure 7), a ouvert de nouvelles pistes

d'études sur le role de cette régulation dans de nombreuses maladies.

5. Implication de D’Arginase dans les maladies
cardiovasculaires

La compréhension progressive du role prépondérant du NO dans I’homéostasie du corps
et la maladie a montré que l'arginase, en hyperactivité, serait en concurrence avec la NOS. Ce
dernier élément a renforcé 1’étude du role de l'arginase dans le dysfonctionnement de
I'endothélium vasculaire. En effet, la production réduite de NO par les cellules endothéliales
vasculaires entraine une altération de la vasorelaxation et une augmentation de I'adhésion des
leucocytes a l'endothélium. L’augmentation de la concentration en L-ornithine est fortement
impliquée dans I'hyperplasie des cellules musculaires lisses vasculaires ainsi que dans la fibrose
vasculaire et le raidissement de la paroi des vaisseaux. Dans la section suivante, les preuves
récentes du role de ces voies de métabolisation de la L-arginine dans les maladies

cardiovasculaires seront exposées.

5.1. Hypertension artérielle systémique et pulmonaire

5.1.1. Hypertension artérielle systemique

L’hypertension est un des facteurs de risque majeurs des maladies cardiovasculaires. Elle
s’accompagne d’anomalies structurelles et fonctionnelles de 1’endothélium vasculaire et
notamment de la vasomotricité des vaisseaux. La résistance vasculaire élevée a été associee a
une expression/activité accrue de l'arginase avec des niveaux intracellulaires réduits de NO,
combinée a une augmentation de la production d’ion superoxyde et a une diminution de la L-
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arginine et de la BHs. Les études basées sur de nombreux modéles expérimentaux
d'hypertension systémique ont li¢ ’augmentation de I’expression vasculaire de I’ ARG I et de
l'activité des ARG a I’augmentation de la pression artérielle [31]. En effet, les rats spontanément
hypertendus présentent une activite ARG vasculaire élevée et une vasorelaxation endothélium-
dépendante altérée pouvant étre inversées par un inhibiteur d’arginase aboutissant a un
abaissement de la pression artérielle. Il a été aussi démontré que I’hypertension angiotensine I1-
induite, les fibroses et rigidité vasculaires peuvent étre prévenues ou réduites par la suppression
partielle de ’ARG 1 ou par un traitement par des inhibiteurs d'arginase. De plus, cette
implication de 1’arginase a été confirmée par le biais d’inhibiteurs de la Rho kinase, connue

pour éviter la hausse d’expression d’ARG I [31].

5.1.2. Hypertension arterielle pulmonaire

L’implication de 1’arginase dans l'hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) a été
également mise en évidence au travers de sa surexpression et de son activité élevée.
Contrairement a I’hypertension systémique qui implique principalement une régulation a la
hausse de I’ARG I, la HTAP a été principalement associée a une augmentation de 1’expression
de I'isoforme ARG Il. Grace a un modele expérimental d'embolie pulmonaire, il a été démontré
que la diminution de la production de NO est liée a une augmentation de 1’expression/activité
de l'arginase Il qui limite la vasodilatation endothélium-dépendante des segments pulmonaires.
L’administration d’un 'inhibiteur de I'arginase a pu atténuer I'nypertension artérielle pulmonaire
induite par I'nypoxie [32]. Un maintien de I’approvisionnement en L-arginine, une réduction de
la résistance pulmonaire et une limitation du dépdt de collagene a 1’origine de la fibrose ont été
observées. Une étude postérieure a mis en évidence que I'hypoxie est associée a I’augmentation
de la prolifération des cellules musculaires lisses pulmonaires humaines par un mécanisme
impliquant une induction de I’ARG II par ’AMPKal [33]. Toutefois, le facteur induit par
I'nypoxie-2 (L’HIF-2a), observé dans un modéle murin d’HTAP induite par 'hypoxie, semble
moduler ’HTAP, via une augmentation de I’expression et de 1’activité de I’ ARG I endothéliale
pulmonaire et non pas I’ARG II [34].

En conclusion, I’augmentation de I’activité/de 1I’expression des isoformes de I’arginase
semblent jouer un rdle indéniable et prépondérant dans la dysfonction endothéliale et
l'augmentation de la pression artérielle. Les meécanismes sous-jacents a I’implication
différentielle des isoformes ARG | et ARG Il dans ces conditions ne sont pas clairs, mais
impliquent probablement des différences au niveau de la distribution cellulaire et subcellulaire.
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Une étude plus approfondie serait nécessaire pour clarifier ces mécanismes et définir

I’implication de chaque isoforme et leur interdépendance.

5.2. Drépanocytose

La drépanocytose est causée par une mutation récessive autosomique de I'némoglobine
(Hb), qui entraine une déformation en forme de faucille des globules rouges et une probabilité
accrue de leur rupture. Suite a cette hémolyse intravasculaire, les globules rouges liberent des
quantités importantes d'/ARG I, entrainant une réduction des niveaux de L-arginine plasmatique,
une diminution du NO tissulaire et une augmentation des taux de L-ornithine. La libération
d'hémoglobine, qui est un puissant piégeur de NO, s’ajoute a la réduction du taux de NO. De
plus, l'augmentation de la L-ornithine produite par I'arginase peut entrainer une prolifération
cellulaire accrue et une fibrose. La restauration de la biodisponibilité de la L-arginine par une
supplémentation en L-arginine ou L-citrulline (précurseur de la biosynthese de L-arginine) s'est
révélée étre un moyen pour réduire les effets cliniques de la drépanocytose [35]. La L-citrulline
pourrait étre plus efficace sur le plan clinique car elle n'induit pas l'expression de 1’arginase. Le
traitement a I’aide des inhibiteurs de l'arginase est également une stratégie thérapeutique
prometteuse. Les symptomes liés a la drépanocytose comprennent l'anémie, les accidents
vasculaires cérébraux, les épisodes de douleur vaso-occlusive sévere, les attaques ischémiques,
le syndrome thoracique aigu, les ulcéres de jambe, ainsi que I'hypertension pulmonaire. Une
étude récente rapporte que le traitement oral, pendant 4 semaines, de souris drépanocytaires
transgéniques avec un inhibiteur de l'arginase, I’ABH, a amélioré la disponibilit¢ du NO et

rétablit les symptémes liés a la drépanocytose [36].

5.3. Diabete de type | et Il - Hyperglycéemie

Dans le cas du diabete, maladie qui se caractérise par une hyperglycémie chronique, il a
été démontré qu’un certain nombre de complications cardiovasculaires apparaissent chez les
patients diabétiques et qu’elles contribuent a une morbidité et une mortalité importante. Les
patients atteints de diabéte de type 1 ou 2 souffrent généralement d'une variété de pathologies
vasculaires qui incluent une vasorelaxation endothélium-dépendante détérioree, un remodelage
pathologique des cellules musculaires lisses et de la paroi vasculaire, une fibrose accrue et une

compliance vasculaire réduite [3]. Des niveaux réduits de L-arginine ont été observés dans le
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plasma préleve sur des patients diabétiques mais aussi in vivo dans les tissus vasculaires
prélevés sur des rats diabétiques. L’augmentation de Il'activité de l'arginase semble étre a
I’origine de cette carence. Des études sur l'aorte ainsi que sur les artéres coronaires et
rétiniennes, issues de modéles animaux diabétiques, ont montré que l'augmentation de
l'expression de I’ARG I et de l'activité de 'arginase sont impliquées dans le dysfonctionnement
vasculaire [37].

L'atteinte des coronaires étant une caractéristiqgue majeure de la dysfonction vasculaire
associee au diabete, une étude sur les arteres coronaires isolées de patients diabétiques a révélé
qu’elles expriment des niveaux accrus d'ARG I avec une altération de la vasorelaxation
endothélium-dépendante. Cette dysfonction a d’ailleurs été améliorée par un traitement avec un
inhibiteur d'arginase, la L-NOHA [38]. Les résultats de cette étude se corrélent a ceux réalises
sur un modele de diabete de type 2 chez le rat qui a montré que l'inhibiteur de I'arginase, nor-
NOHA, améliore la fonction microvasculaire coronaire en augmentant I'apport en L-arginine et
en améliorant la biodisponibilit¢ du NO [39]. Afin de confirmer le lien entre maladie
coronarienne et arginase chez I’Homme, I'analyse du flux sanguin de l'avant-bras de patients
atteints de maladie coronarienne a montré que 1’administration de nor-NOHA en perfusion
améliore localement la vasorelaxation endothélium-dépendante avec des effets bénéfiques

particulierement évidents chez les patients atteints de diabéte de type 2 [40].

5.4. Obésite — Troubles metaboliques

L'obésité et les troubles métaboliques associés, communs au diabéte de type 2, ont
également des effets dévastateurs sur la fonction cardiovasculaire et sont des déterminants
essentiels de l'augmentation du risque cardiovasculaire. Dans I'obésité, I'expansion et
I'inflammation du tissu adipeux viscéral jouent un réle clé dans le dysfonctionnement
cardiovasculaire ce qui implique une production accrue de cytokines pro-inflammatoires,
d'adipokines et d'espéces réactives de I'oxygéne (ERO). L'expression de l'arginase dans les
cellules vasculaires, hépatiques et immunitaires, a été examinée in vivo dans des modeles de
diabete et d'obésité induite par des graisses.

En exemple, une étude a soumis des souris de type sauvage et des souris ARG | knockout
(KO) uniquement dans les cellules endothéliales a un régime riche en graisses et en saccharose
pendant 6 mois. Une altération de la relaxation vasculaire ainsi qu'une augmentation de la
fibrose, de la rigidité et du stress oxydatif vasculaires ont été observées chez les souris sauvages

et ont pu étre associees a une élévation de I'expression/ activité de lI'arginase. Aucune de ces
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altérations n’a été retrouvée chez les souris KO et chez les souris sauvages traités par 1’acide
amino-6-borono-héxanoique (ABH), un inhibiteur de I’arginase. Cette absence d’effets a été
associee au défaut d’expression d’ARG I dans les cellules endothéliales vasculaires des souris
KO ou a I’inhibition systémique de I'activité de 1'arginase par I’ABH chez les souris sauvages
[41]. Dans le cas d'une obésité induite par l'alimentation, le tissu adipeux périvasculaire a
¢galement été signalé comme présentant des niveaux élevés d’ARG I et ARG II, de faibles taux
en L-arginine et en NO et un découplage de la NOS3, qui étaient associés a une altération de la
vasorelaxation. Cette altération pourrait étre inversée par une supplémentation en L-arginine ou
une inhibition de I'arginase [3]. Une autre étude sur un modéle de souris diabétiques ayant un
régime riche en matiéres grasses/riche en saccharose, a observé une expression et une activité
ARG | élevées dans le tissu osseux et la moelle osseuse ainsi que des atteintes osseuses telles
que des réductions de la densité osseuse, du volume osseux et de I'épaisseur trabéculaire. Un
traitement avec I'ABH administré pendant la durée du régime a évité ces changements
structuraux [42].

Par ailleurs, d'autres études récentes axées sur l'inflammation du tissu adipeux viscéral
induite par I'obésité (régime riche en graisses/en saccharose) ont rapporté que les inhibiteurs de
I'arginase (nor-NOHA ou ABH) ou le défaut d’expression d'ARG | endothéliale empéchent ou
réduisent les augmentations en monocytes inflammatoires circulants et l'infiltration des

macrophages dans le tissu adipeux viscéral [43].

5.5. Athérosclérose

Le dysfonctionnement endothélial est un evénement précurseur de I'athérosclérose. Il se
caractérise par une inflammation, une vasoconstriction et la formation d’un thrombus. Une
fonction endothéliale vasculaire altérée entraine la formation de plaques d’athérome et un
remodelage pathologique de la paroi artérielle. Des études montrent qu’une corrélation existe
entre I'élévation des lipoprotéines de basse densité oxydées (OxLDL) et les niveaux accrus
d'expression et d'activité de l'arginase dans l'athérosclérose. Il est supposé que cette régulation
a la hausse de l'arginase soit médiée par I'activation du récepteur aux lipoprotéines oxydées de
basse densite de type lectine™ (LOX-1) et de la RhoA/Rho kinase (ROCK), entrainant une
augmentation de I'expression de I’ARG II. Cette activation de ’ARG II médiée par le LOX-1
provoque une réduction de la génération de NO en raison du découplage de la NOS3. Il a été
constaté que le blocage de ces deux récepteurs LOX-1 et ROCK atténuait l'augmentation de

I'activité de l'arginase. De plus, il a été démontré que la suppression d'’ARG Il chez des souris
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déficientes en apolipoprotéines E limite le développement de plaques athéromateuses, réduit
les niveaux de stress oxydatif et augmente la biodisponibilité en NO. Ces constatations
confirment le réle de I'ARG II dans cette pathologie. Ici I’hyperactivité enzymatique de
I’arginase induite par les OxLDL dans les cellules endothéliales vasculaires a été liée a la
translocation de la protéine ARG Il des mitochondries dans le cytosol. Ce transfert entre les
deux compartiments s’effectue par le biais d’un processus impliquant I’activité¢ des peptidases
MPP (Mitochondrial Processing Peptidase). A 1'appui de ce concept, la délétion des MPP s’est
révelée empécher la translocation cytosolique de I’ARG II et par conséquent, bloquer le
découplage de la NOS3 et améliorer ainsi, la fonction vasculaire dans ce modele. Les OxLDL
ont également été signalés comme pouvant diminuer les niveaux d'histone désacétylase 2, un
facteur qui supprime la transcription d’ARG II [13]. Le niveau d'expression de I’ARG II
macrophagique a été également fortement impliqué dans le développement de I'athérosclérose
mais il a été constaté que I'augmentation d'expression de I’ARG I des macrophages joue un role
bénéfique dans la régression de la plaque athérosclérotique [44]. Néanmoins, cette théorie est
controversée dans la littérature. En effet, les macrophages, utilisés pour les différentes études,
ont des origines trés différentes. 1l semblait qu'il existe des différences importantes entre les
especes et que les macrophages humains ne sont pas en mesure de produire du NOS2/NO ou
de l'arginase/L-ornithine. Cependant, les études récentes sur les macrophages de patients
atteints de tuberculose ont confirmé que les macrophages, comme d'autres cellules myéloides
humaines, expriment I’ARG I et que I'expression de I’ARG I est impliquée dans la progression
ou la régression des pathologies [45]. En conséquence, le ciblage sélectif d’une isoforme de
I'arginase pourrait offrir de nouvelles stratégies thérapeutiques pour limiter les pathologies

vasculaires associées a l'athérosclérose.

5.6. Lésion ischémique-reperfusion myocardique

Les lésions ischémiques du myocarde causées par I'occlusion des artéres coronaires, sont
une cause majeure de morbidité et de déces, en particulier chez les patients atteints de diabéte
et d'athérosclérose. Cependant, la reperfusion peut elle-méme induire des dommages
myocardiques supplémentaires accompagnés d'une induction des espéces réactives de
I’oxygeéne (ERO), de facteurs pro-inflammatoires et de la mort des cardiomyocytes. Une
vasodilatation endothélium-dépendante altérée due a une réduction de la biodisponibilité du
NO est un des principaux mécanismes de lésion due a I'ischémie/reperfusion (I/R). Le role

critique de l'augmentation de I'expression et de l'activité de I'arginase dans les Iésions I/R du
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myocarde a été démontré dans plusieurs modeéles animaux. Il a été mis en évidence que
I’administration de la nor-NOHA, inhibiteur de l'arginase, avant I'ischémie, au cours de
I'ischémie tardive et au début de la reperfusion restaure la biodisponibilité du NO et diminue
considérablement la taille des Iésions cardiaques [46, 47]. Cependant, il est important de noter
que la fonction normale de I'arginase dans les macrophages M2 « cicatrisants » est également
importante pour la réparation des tissus ce qui renforce 1’utilité d’une inhibition ciblée a un type
cellulaire.

Comme les lésions I/R, linfarctus du myocarde (IM) déclenche une réponse
inflammatoire impliquant I'activation des cellules endothéliales et I'adhésion des neutrophiles,
ce qui peut, en outre, entrainer la mort des cellules myocardiques. Une étude récente a rapporté
que des souris ayant des cellules endothéliales knockout pour le facteur de transcription FoxO4,
qui active la transcription de I’ARG I, sont protégées contre la perte de fonction cardiaque
induite par I'IM, 'accumulation de neutrophiles et 1'élévation de I'expression de I’ ARG 1. La
réduction d’expression de FoxO4 dans les cellules endothéliales empécherait la réduction des
niveaux de NO induite par I'hypoxie et I'adhésion des monocytes ; ces effets ont été inversés

par l'expression ectopique de I’ARG I [48].

5.7. Vieillissement et sénescence cellulaire

Une activité excessive de l'arginase a été liée a la sénescence des cellules endothéliales
chez ’'Homme et les rongeurs [3]. Les analyses menées chez les rats &gés ont révelé une
augmentation de l'activité de l'arginase en association avec une diminution du NO et une
augmentation de la formation d’ion superoxyde par rapport aux jeunes rats. Il a ét¢ ¢galement
noté qu'une accélération de la sénescence des cellules endothéliales ainsi qu'une diminution de
la production de NO se produisaient avec une supplémentation en L-arginine [49]. Ici la
supplémentation en L-arginine n’a pas amélioré 1’activité de la NOS mais a plut6t impliqué des
mécanismes provoquant une suractivité de 1’arginase. Le role de I’arginase a ét¢ confirmé grace
a Deffet, sur des rats agés, des inhibiteurs de I'arginase qui ont empéché le découplage de la
NOS3 et réduit la formation d’ion superoxyde. Le vieillissement cellulaire est probablement di

a une régulation a la hausse de I'arginase suite a une surexpression de I’ARG II [50].
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5.8. Dysfonction érectile

L'érection du pénis et le processus de flaccidité sont principalement régulés par un
événement neurophysiologique impliquant la relaxation et la contraction des cellules
musculaires lisses présentes dans le corps caverneux (CC). Des études [51] ont montré que le
NO est un médiateur clé de la relaxation des muscles lisses du corps caverneux et pourrait donc
étre impliqué dans les troubles de I'érection. Le NO, libéré par la NOS3 dans les cellules
endothéliales ou par la NOS1 dans les nerfs nitrergiques, provoque la relaxation du muscle lisse
du CC. L'activité de I'arginase modulerait le tonus du CC en inhibant la production de NO par
un déséquilibre dans la métabolisation de ’arginine par ces deux enzymes. Bien que ’ARG 1
et ’ARG II soient exprimées dans le CC, une augmentation de l'expression de I’ARG 1I serait
le principal médiateur de la dysfonction érectile. Du point de vue clinique, une
expression/activité élevée de I'arginase et une synthese de NO réduite associée a une diminution
de la relaxation caverneuse sont observées chez les patients diabétiques atteints de dysfonction
érectile [52]. L'inhibition de I'arginase maintient les concentrations cellulaires en L-arginine, ce
qui, a son tour, améliore l'activité de la NOS et augmente la relaxation NO-dépendante des
muscles lisses dans le CC du pénis humain et du rat. De plus, 1l a été observé que la suppression
du gene ARG Il chez les souris diabétiques améliore la relaxation des nerfs nitrergiques du CC
[53]. En paralléle, I’étude de la voie RhoA/ROCK, qui augmente 1’expression de 1’arginase, a
montré son role dans les mécanismes de relaxation vasculaire médiés par les cellules
endothéliales ou par les nerfs nitrergiques [31]. Ces derniers résultats suggerent que l'inhibition
directe de l'activité de I'arginase ou indirecte, en bloguant la voie RhoA/ROCK, pourrait offrir

des stratégies importantes pour le traitement de la dysfonction érectile.

En conclusion, I’implication de 1’arginase dans les maladies cardiovasculaires est une
¢vidence mais le role des isoformes est parfois contradictoire et tissu dépendant. L utilisation
des inhibiteurs d’arginase est une alternative thérapeutique intéressante comme le montrent les
différents exemples présentés. Toutefois, il semble nécessaire de vérifier les effets biologiques
résultant de D’inhibition des différentes isoformes ce qui nécessitera, probablement, le
développement d’inhibiteurs sélectifs. Comme la quasi-totalité des études ont été menées chez
I’animal, il sera nécessaire de vérifier I’intérét de 1’inhibition spécifique chez I’Homme pour
minimiser le risque de survenue d’effets secondaires.

Une autre alternative pourrait étre la supplémentation en L-arginine, considérée comme
un acide aminé semi-essentiel qui provient du renouvellement des protéines et de I'alimentation.
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En raison de son réle bien établi dans I'amélioration de la production du NO par la NOS3, la L-
arginine est un supplément populaire pour les athlétes et les amateurs de fitness. De plus, les
¢tudes précliniques ont montré qu’un apport thérapeutique supplémentaire en L-arginine peut
prévenir ou inverser la dysfonction endothéliale associée a diverses pathologies

cardiovasculaires.

6. Implication de ’arginase dans les maladies rénales

L'augmentation de I'activité de I'arginase semble jouer un réle clé dans la néphropathie
diabétique, la néphropathie hypertensive et la glomérulonéphrite [54]. Il est donc important
d'identifier le réle spécifique de lI'arginase dans la progression de ces pathologies qui aboutissent

a l'insuffisance rénale.

6.1. Nephropathie diabétique

Dans la néphropathie diabétique, un dysfonctionnement endothélial associé a une activité
excessive de 1’arginase a ¢été observé. L'isoforme ARG II est fortement exprimée dans les
cellules rénales, tandis que I’ARG 1, est a peine détectée. L’inhibition pharmacologique de
I’ARG II ou le blocage de I’expression du géne de I’ ARG 1II chez I’animal diabétique a abouti
a une albuminurie, a un taux sanguin en azote ureique faible et a une réduction du recrutement
des macrophages dans le tissu rénal. De plus, de l1égéres modifications histologiques du rein ont
été observées [54]. L’ARG II semble ainsi étre impliquée dans de nombreux mécanismes de
régulation au niveau du rein qui font émerger de nouvelles fonctionnalités.

Comme décrit précédemment, il a été suggéré que I'nyperexpression/hyperactivité de
I'ARG Il rénale génére un déficit en L-Arginine qui s’associe a un dysfonctionnement de la
NOS3 et par conséquent a une production réduite de NO dans les reins. La supplémentation
orale en L-arginine ou en L-citrulline pourrait étre une des modalités potentielles pour restaurer
les concentrations plasmatiques en L-arginine et améliorer ainsi le dysfonctionnement de
I'endothélium vasculaire [3]. Malheureusement, I’étude de You et col. a montré que la
supplémentation en L-arginine ou L-citrulline n'a pas réussi a augmenter la biodisponibilité du
NO et a prévenir et/ou inverser les marqueurs des lésions rénales chez les souris diabétiques de
type 1 malgré I'augmentation réussie des niveaux de L-arginine dans le plasma et les reins [55].

Il n'a pas pu étre exclu que I'absorption de la L-arginine soit altérée dans une sous-population
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de cellules qui expriment la NOS3. Une autre possibilité est que le diabéte puisse entrainer des
altérations de la compartimentation subcellulaire des protéines ou des enzymes de la voie
arginine/NO. Cela pourrait conduire a un manque de réponse a l'augmentation de la L-arginine
extracellulaire. En revanche, Romero et son équipe [56] ont montré que la supplémentation
orale en L-citrulline protége contre les lésions rénales, améliore le profil anti-inflammatoire et
préserve la fonction néphronique pendant le diabéte. La supplémentation en L-citrulline
augmente non seulement la syntheése de la L-arginine, mais inhibe également I'ARG |

cytosolique contrairement a la L-arginine.

6.2. Néphropathie hypertensive

Comme vu précédemment, 1’arginase joue un rdle important dans la dysfonction
endothéliale et par conséquent dans I’hypertension artérielle. Dans le cas d'hypertension rénale,
les mécanismes de la pathologie ne sont pas clairs. Dans un modele de rats uni-néphrectomisés,
une augmentation de la pression artérielle systolique et une albuminurie progressive associées
a une augmentation de l'activité de l'arginase rénale et a une expression excessive de I’ARG I
dans les glomérules ont été observées [57]. Cependant, aucun changement dans
I'activité/lI'expression de I'arginase n'a été remarqué dans les tissus rénaux d’un modéle de rats
spontanément hypertendus. Des €tudes complémentaires sont donc nécessaires pour définir

l'implication spécifique de l'arginase et ses isoformes dans la néphropathie hypertensive.

7. Implication de I'arginase dans le cancer

7.1. Voie Arginase / Polyamines

Comme précédemment décrit, la L-ornithine, deuxiéme produit de I'nydrolyse catalysée
par l'arginase, est ensuite métabolisée en polyamines (putrescine, spermidine et spermine) via
la voie de l'ornithine décarboxylase (ODC) (Figure 8). Le lien entre l'augmentation de la
production de polyamines, la croissance cellulaire et le développement du cancer a été observé
depuis les années 60. En effet, un niveau éleve de polyamines pourrait étre associé a une
prolifération cellulaire, au développement d’une angiogenese, a une diminution de l'apoptose
et a une régulation positive des génes affectant le développement du cancer et des métastases.
Alternativement a I’action de 1’arginase, l'arginine peut étre métabolisée en NO par la NOS
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avec la production de la N®-hydroxy-I-arginine (NOHA) comme produit intermédiaire (Figure
8) [58]. La NOHA a une action inhibitrice sur I'activité de I'arginase et le NO a la méme action

sur I'ODC par S-nitrosylation de la cystéine 360 présente dans le site actif de I'enzyme [59].

Par conséquent, I'inhibition de I'arginase pourrait contribuer a empécher la synthése de
polyamines en diminuant la production d'ornithine et en favorisant la synthése de NO. Dans ce
contexte, les traitements avec des inhibiteurs de l'arginase se sont révélés réduire le niveau de

polyamines dans le tissu tumoral, réduisant ainsi la croissance des cellules tumorales [58].

Differentiation & proliferation
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Figure 8: Métabolisme de la L-arginine et voies associées impliquées dans le cancer. La N*-
hydroxy-I-arginine (NOHA) est un produit intermédiaire de la catalyse par la NOS. Lorsque
'activité de I'arginase est normale, la disponibilité de la L-arginine pour la NOS est adéquate
et la NOS produit du NOHA, un inhibiteur endogéne de I'arginase, et I'oxyde nitrique (NO). En
cas d'augmentation de l'activité de I'arginase conduisant a une carence en L-arginine, la NOS
se dissocie, ce qui entraine la production de O>~ et ONOO™ (lignes pointillées). ODC, ornithine
décarboxylase ; NOS, oxyde nitrique synthase ; NOHA, N“-hydroxy-I-arginine [58].

7.2. Voie de la NOS

La production de NO peut étre impliquée dans de nombreux états physiopathologiques.

Le role du NO dans le contexte du cancer est complexe. En effet il peut avoir des roles
antagonistes en favorisant la cancérogenése ou en inhibant la croissance tumorale. Les effets
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pro- ou anti-néoplasiques du NO sont dépendants de la concentration de ce dernier [60]. A de
faibles concentrations de NO (c'est-a-dire aprés sa synthese par la eNOS), il provoque
I'angiogenese par I'accumulation de facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF),
de facteur de croissance des fibroblastes (FGF) et de facteur de croissance dérivé des plaquettes
(PDGF) [60]. Ces facteurs conduisent a la prolifération, I’invasion puis a la dissémination des
cellules cancéreuses et enfin a des métastases. A des niveaux élevés en NO (c'est-a-dire aprés
sa production par I'oxyde nitrique synthase inductible (iNOS) présente dans diverses cellules,
y compris les cellules cancéreuses), il agit comme un agent antinéoplasique en générant une
cytotoxicité qui se traduit par I'apoptose de nombreuses cellules cancéreuses humaines (par
exemple cancers de la prostate, du pancréas, du sein, de la vessie et du célon) [58].

L’activité accrue de l'arginase, réduit les quantités de L-arginine disponible conduisant
au découplage de la NOS qui produit de grandes quantités d’anions superoxydes (O2") au lieu
de NO, ce qui favorise ainsi la cancérogenése (Figure 8). Ce phénomeéne réduit encore la
disponibilité du NO car, dans ces conditions, il réagit avec 1’02~ pour former du peroxynitrite
(ONOO™) connu sous le nom d'espéces réactives de 1'azote (ERN). Des niveaux élevés d’ERO
et d’ERN endommagent non seulement directement I'ADN, mais régulent & la baisse
I'expression des génes nécessaires a la réparation des cassures d'’ADN double brin par
recombinaison homologue haute-fidélité, conduisant ainsi a la mutagenese et a la
cancérogenese [58]. Par conséquent, dans le microenvironnement tumoral, I'inhibition de
I'arginase pourrait limiter la prolifération des cellules tumorales en réduisant la synthese des
polyamines mais aussi en générant une cytotoxicité tumorale, médiée par le NO, en augmentant
sa production par la voie INOS dans les macrophages. L'inhibition de I'arginase pourrait
contribuer a restaurer un état normal de la NOS, et empécher la formation d’ERO. Tous ces
mécanismes sont donc favorables pour une limitation de la prolifération des cellules

cancéreuses.

7.3. Arginase / VVoie de réponse immunitaire

Outre les r6les de l'arginase dans la promotion de la progression du cancer par la voie des
polyamines ou la régulation négative du NO, la recherche, au cours de ces derniéres décennies,
a fourni de nombreuses preuves pour confirmer le rdle prépondérant de l'arginase dans

I'immunobiologie tumorale.
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Le systeme immunitaire, par le biais des cellules T, reconnait et élimine les cellules
cancéreuses. La L-arginine est essentielle pour la signalisation des récepteurs des lymphocytes
T et la prolifération ultérieure des lymphocytes T. La dégradation enzymatique de la L-arginine
altére la croissance et les fonctions des cellules T, comme l'ont rapporté Rodriguez et ses
collaborateurs [61]. lls ont montré que, dans un modéle murin de carcinome pulmonaire, le
manque en arginine facilite I’échappement des cellules tumorales a la surveillance immunitaire

médiée par les cellules T (Figure 9).
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Figure 9: Effet immunosuppresseur de ['arginase sur les lymphocytes T dans le
microenvironnement tumoral. L'ARG sécrétée par les cellules suppressives dérivées des
myeéloides (MDSC) perturbe la prolifération et la fonction immunitaire des cellules T
cytotoxiques par la privation en L-arginine. [58]

En effet, dans le microenvironnement tumoral, I'ARG | est produite et libérée, au niveau
extracellulaire, par les cellules suppressives dérivées des myéloides (MDSC), les macrophages
associes aux tumeurs (TAMs) et les cellules tumorales. L'ARG Il est aussi exprimée par de
nombreuses cellules de tumeurs solides, les blastes de leucémie myéloide aigué et les cellules
stromales associées au cancer [62]. Par conséquent, la forte expression de 1’arginase épuise les
concentrations locales et éventuellement systémiques d'arginine. Cette privation en arginine
perturbe les fonctions immunitaires des lymphocytes T et empéche leur prolifération ce qui
favorise I'anergie et I'apoptose des lymphocytes T. Les effets immunosuppresseurs de I'arginase

sur les lymphocytes T ont également été démontreés in vitro [63].

En préclinique, les traitements avec un inhibiteur de I'arginase seul ou en combinaison avec
d'autres thérapies, telles que les inhibiteurs de point de contréle [64, 65], diminuent et contrélent
la croissance tumorale in vivo chez la souris atteinte d'un cancer du poumon de Lewis. Ces
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effets antitumoraux des inhibiteurs de l'arginase étaient essentiellement le résultat d'une

amelioration de la réponse immunitaire.

8. Implication de DParginase dans les maladies
neurovasculaires

La présence de deux isoformes d'arginase dans le cerveau a été observée et les auteurs ont
constaté que I’ARG I et I’ARG II sont toutes les deux exprimées dans les neurones. Les niveaux
de I’ARG I sont supérieurs a ceux de I’ARG Il mais que I’ARG II est généralement coexprimée
avec I’ARG 1 [66]. L'expression de I'arginase était particulierement élevée dans les neurones du
cortex cérébral, du cervelet, des pons, de la médulla et de la moelle épiniere. Les cellules
rétiniennes expriment également ces deux isoformes. L'analyse d'immunolocalisation a montré
une immunoréactivité de I’ARG I dans les neurones rétiniens, la glie et les cellules vasculaires
et une expression abondante de I’ARG II dans les segments internes des photorécepteurs et des

cellules horizontales [67, 68].

L'effet d'une activité arginase élevée provoquant une augmentation de la formation de
polyamines est connu pour avoir un impact bénéfique sur la neuroprotection et la régénération
neuronale dans les maladies et les blessures du systéeme nerveux central (SNC). Cependant, de
nombreuses études ont lié la régulation a la hausse de l'arginase a diverses maladies du SNC,
notamment la maladie d'Alzheimer, la sclérose en plaques, les accidents vasculaires cérébraux,

les lésions cérébrales traumatiques, la maladie de Parkinson et plusieurs maladies de la rétine

13].

Par ailleurs, le NO est un élément essentiel de la signalisation par les cellules neuronales
et vasculaires et est particulierement important pour maintenir un bon flux sanguin dans le SNC.
La perturbation de la signalisation du NO est une composante majeure de 1’apparition des
lesions cerébrales. 1l a été démontré que le NO, produit par les différentes isoformes de NOS,
influe sur la progression des Iésions des cellules neuronales de différentes maniéres. Des
niveaux élevés de NO produit par I'activité de la NOS2 dans des conditions inflammatoires ou
par la NOS1 peuvent favoriser le stress nitrosatif, ce qui peut entrainer la mort des cellules

neuronales. Cependant, le NO de la NOS3 est nécessaire pour maintenir un flux sanguin correct
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et inhiber I'agrégation des plaquettes et la fixation des leucocytes a la paroi vasculaire, limitant
ainsi le stress oxydatif et I'inflammation [3].

Une activité excessive de l'arginase peut augmenter le stress oxydatif et I'inflammation
en réduisant I'apport de L-arginine conduisant au découplage de la NOS. D'un autre cOté, les
médiateurs inflammatoires et le stress oxydatif sont connus pour provoquer une augmentation
de I'expression de l'arginase. L'implication de I'activité de I'arginase dans les lésions du SNC
n'a été envisagée que récemment et son effet bénéfique par le biais des polyamines et néfaste
en générant un déficit en arginine rend son role complexe. Dans le propos qui suit, nous
explorerons I'implication des voies de I'arginase dans les lésions neurovasculaires du cerveau

et de la rétine.

8.1. AVC ischémique

Les perturbations de la signalisation du NO sont fortement associées aux lésions
tissulaires consécutives a un AVC ischémique. L'implication de I'arginase dans cette pathologie
est trés probable. En effet, des études sur un modéle de rongeur d’AVC ischémique ont montré
que des augmentations de l'activité de 'arginase et de 1'expression de I’ARG I accompagnent la
Iésion cérébrale [69]. En contrepartie, l'expression de ’ARG 1II n'a pas été modifiée. Les
augmentations de l'expression de I’ARG I étaient localisées a la zone de la 1ésion et étaient
corrélées a une régulation positive précoce et durable de ’ARG 1 dans l'astroglie et les
macrophages activés. Les augmentations d’activit¢ de ’ARG I ont été associées aux
augmentations de la concentration en protéine acide fibrillaire gliale (GFAP), un marqueur de
l'activation des cellules gliales. Par contre, des diminutions retardées de I’ ARG I ont été notées
dans les neurones situés a proximité de la zone de Iésion. De plus, il a été observé que le schéma
de distribution de I’ARG I était similaire a celui du facteur neurotrophique issu du cerveau
(BDNF). Ce recouvrement pourrait suggérer un role potentiel de I’ ARG I dans la neuroplasticité
[3]. Une étude sur les échantillons de sang de patients ayant subi un AVC ischémique aigu a
montré une association positive entre les niveaux d'expression de I’ARG I, le rapport
neutrophile/lymphocyte et la gravité de I'AVC [70]. Etant donné le role supposé de ’ARG |
dans la fonction de réparation médiée par les macrophages de type M2, il est possible que
l'augmentation de l'expression de I’ARG I représente aussi un mécanisme de réparation. La
complexité des mécanismes mis en jeu nécessite des études plus approfondies pour élucider le

role spécifique de 1'expression et de l'activité de I’ARG I dans la Iésion induite par l'ischémie
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et la réparation tissulaire ultérieure. De plus, a I’heure actuelle, I'implication de l'isoforme ARG
Il dans les accidents vasculaires cérébraux est peu connue mais Ahmad, Shah et Doré ont
rapporté un role éventuellement protecteur de I’ARG II dans I'ischémie cérébrale [71]. lls ont
constaté que la suppression du gene de I’ARG II entrainait des volumes d'infarctus plus élevés
et des déficits neurologiques dans un modele d'occlusion permanente de l'artere cérébrale
moyenne distale. Les mécanismes moléculaires de la neuroprotection médi¢e par I’ ARG II

restent encore a explorer.

8.2. Traumatisme cranioceérébral

Dans le cas de Iésions cérébrales traumatiques, une altération de la fonction de la NOS et
une production réduite de NO ont également été observeées. En effet, quelques minutes apres la
blessure, les niveaux de NO dans les tissus cérébraux endommagés augmentent. Peu de temps
apres, les niveaux de NO diminuent et restent inférieurs aux valeurs de référence pour des
périodes allant de quelques heures a plusieurs jours. Cette diminution de NO est corrélée de
maniére significative a une diminution des activités des NOS2 et NOS3 et une réduction du flux
sanguin cérébral. Par ailleurs, il a été démontré qu’une supplémentation en L-arginine augmente
le flux sanguin cérébral et réduit les signes de blessure, ce qui suggere que la déplétion en L-
arginine serait due a une activité excessive de l'arginase [72]. Dans le cadre d’un modele de
traumatisme craniocérébral chez le rat, il est intéressant de noter que 1’altération de la
production de NO ainsi que [I’activit¢ accrue de Il'arginase seraient corrélées au
dysfonctionnement endothélial des arteres mésentériques 24 heures apres les lésions cérébrales
traumatiques, ce qui suggeére que les vaisseaux sanguins ont une « mémoire moléculaire du
neurotraumatisme » [73]. De plus, un sous-ensemble de macrophages positifs a I’ARG I s'est
révélé induit et a été localisé prés de la Iésion, 1 jour apreés la blessure. L’ARG 1 est
probablement impliquée dans la réponse pathologique aux Iésions cérébrales traumatiques soit
directement soit au travers de la disponibilité en L-arginine pour les NOS [74].

Dans un modéle de lésions cérébrales traumatiques chez la souris KO a I’ARG II, une
amélioration du flux sanguin cérébral a été observée suggérant I'implication de I’ARG II dans
le dysfonctionnement vasculaire induit par les Iésions cérébrales traumatiques [75]. De plus une
étude utilisant un modeéle de lésions cérébrales traumatiques chez le rat a montré une
augmentation du catabolisme des polyamines aprés la blessure [76]. L’implication de la voie

ornithine/polyamine a été confirmée par son blocage pharmacologique et son inhibition a limité
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les troubles cognitifs apreés les Iésions cérébrales traumatiques [77]. Ces résultats suggerent un
role potentiel de I'activation de la voie arginase/polyamine et du catabolisme des polyamines

dans les Iésions cérébrales traumatiques.

8.3. Maladie d'Alzheimer

Des altérations du métabolisme de la L-arginine peuvent également jouer un réle dans la
pathogenése de la maladie d’ Alzheimer. Cependant, des études sur la relation entre I'expression
de l'arginase et la maladie d’Alzheimer ont conduit a des résultats contradictoires. Un groupe a
signalé que les niveaux d'ARNm de I’ARG I étaient augmentés dans le cortex frontal des
patients atteints de cette maladie, mais que ceux de I’ARG II étaient inchangés [78]. Une autre
étude menée par Hansmannel et ses collaborateurs [27] a rapporté que les niveaux d’ARNm de
I’ARG II étaient augmentés dans le cortex frontal tandis que ceux de I’ ARG I étaient inchangés.
De plus, ils ont décrit la présence d'un allele d’ARG II rare qui était 1i¢ a une augmentation du
risque de survenue précoce de la maladie d’Alzheimer chez les sujets masculins. Ainsi,
l'augmentation de l'activité de I'arginase semble étre liée a la pathogenése de cette maladie. Un
rapport récent [79] a noté que 1'expression soutenue de I’ARG I était protectrice dans un modéle
murin de la maladie d’ Alzheimer et que 1'épuisement conditionnel de I’ARG I dans les cellules
myeéloides a entrainé une aggravation de la pathologie. Cette derniére observation est cohérente
avec les résultats d’une autre étud qui suggerent que la microglie ARG | positive est impliquée
dans la réduction de la plaques B amyloides (AB) pendant la neuroinflammation soutenue et
dépendante de I'lL-1B. Ces travaux ouvrent de nouvelles voies pour le traitement
immunomodulateur de la maladie d’Alzheimer. Des recherches supplémentaires sont
néanmoins nécessaires pour définir le role spécifique de I'arginase dans la maladie d’ Alzheimer

et pour déterminer sa valeur potentielle en tant que biomarqueur de cette maladie.

8.4. Sclérose en plaques

L'implication de I'arginase et du NO dans la pathogenése de la neuroinflammation aigué
semble tres probable. Des études sur le modéle expérimental d'encéphalomyélite auto-immune
de la sclérose en plaques chez le rat ont rapporté que I'expression et I'activité de I'ARG | étaient

augmenteées a la fois dans le cerveau et la moelle épiniere. Chez les patients atteints de sclérose
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en plaques, une production accrue d’ERO et une expression accrue de NOS2 ont été observées
parallélement a une augmentation de I’activité de I'ARG dans le liquide céphalorachidien [80,
81]. Ces résultats suggerent que l'arginase et le NO pourraient étre utiles comme biomarqueurs
pour la progression de la maladie. Les dernieres investigations montrent que les cellules
suppressives dérivees des myéloides (MDSC) joueraient un rdle modulateur et effecteur
important aussi bien dans les modeles animaux que chez les patients atteints de sclérose en
plaques. Une diminution du niveau d'ARG I dans ces cellules a été observee chez des patients
atteints de sclérose en plaques par rapport aux témoins sains [82]. Des études dans un modele
murin d'encéphalomyélite auto-immune expérimentale ont démontré que le traitement a la
spermidine pouvait supprimer la réponse auto-immune et atténuer les signes cliniques dans ce
modele en régulant l'infiltration des cellules T CD4+ et des macrophages dans le systeme
nerveux central [83]. Au travers de ces études, I'expression de ARG | s'est révélée étre régulée
a la hausse dans les macrophages en réponse au traitement par la spermidine. En outre, les
macrophages de souris traitées avec de la spermidine pourraient également inverser la
progression de I'encéphalomyélite auto-immune dans le modéle expérimental, tandis que le
prétraitement de ces macrophages avec un inhibiteur de I'arginase a abrogé I'effet thérapeutique.
Une étude récente utilisant des modéles d'encéphalomyélite auto-immune expérimentale et de
lésions de la moelle épiniere a révélé que ’ARG 1 est exprimée dans les cellules myéloides

filtrantes mais pas dans la microglie [84].

8.5. Lésion neurovasculaire rétinienne

Dans le cadre de la rétinopathie de la prématurité, une maladie neurovasculaire se
produisant en réponse a des conditions d'hyperoxie dans la rétine des bébés prématurés, un lien
entre les lésions neurovasculaires et l'activité des voies NOS et arginase a été déemontré [67,
85]. L’exploration de ces voies a montré, dans un modéle murin de rétinopathie induite par
I'oxygéne, l'implication de I’ ARG II dans la lésion neurovasculaire induite par 'hyperoxie. Une
expression accrue de I’ARG II a été observée dans les cellules rétiniennes horizontales et les
cellules photoréceptrices des souris traitées par hyperoxie [79]. Ces observations ont permis
aux auteurs de supposer que la suppression du géne de I’ ARG II inhiberait la mort des cellules
neuronales et vasculaires et améliorerait la fonction rétinienne. Ils ont aussi suggéré qu’une
régulation du métabolisme des polyamines pourrait étre impliquée. Toutefois, une étude
antérieure [86] avait suggéré que l'activité de I'arginase pourrait avoir un réle protecteur dans

la réduction des lésions rétiniennes. 1l est important de noter que ces deux études
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contradictoires, menées sur des souris souffrant de rétinopathie induite par I'oxygeéne,
impliquent deux modéles différents (souris déficientes en TNFa VS souris KO a I’ARG II).

Pour les premiers travaux, il s’agissait de souris déficientes en TNFa. Une diminution de
la mort des cellules rétiniennes et une amélioration de la survie des astrocytes ont été rapportées
[86]. Les cellules de rétines présentaient des taux diminués en NOS2 avec une augmentation de
l'activité de I'arginase et de I'expression de I'ARNm de I’ARG II. Pour les seconds travaux, des
souris KO a I’ARG 1II ont été utilisées et une réduction significative des Iésions neuronales et
vasculaires a été observée [68, 85]. Ces effets protecteurs de la délétion du géne de ’ARG 11
étaient accompagnés d'une préservation de la fonction neuronale rétinienne et d’une protection
vasculaire des rétines [67]. Une amélioration de la fonction de la NOS en combinaison avec
une diminution de la production, induite par I'hyperoxie, des ions superoxyde et peroxynitrite
ont été notées, ce qui suggere que, dans la lésion, un découplage de la NOS induite par
I’hyperactivité de I’ARG 1I a lieu et s’associe a un stress nitratif. Comme expliqué ci-dessus,
I'expression de I'isoforme ARG Il est impliquée de maniere certaine dans la lésion vasculaire

médiée par I'nyperoxie mais le ou les mécanismes mis en jeu doivent étre élucidés [85].

Parallélement, des recherches récentes utilisant un modéle murin de lésions I/R
rétiniennes ont montré [87] que la suppression du géne ARG Il a inhibé de maniére marquée la
dégenérescence des cellules ganglionnaires rétiniennes induite par l'ischémie-reperfusion,
empéché la dégénérescence microvasculaire et préservé la fonction rétinienne par inhibition de
la formation des ERO et de la nécrose programmée (nécroptose) [87]. Cette corrélation entre
une activité arginase ¢élevée et une dysfonction/lésion rétinienne a été observée dans d’autres
modeles tels que la maladie inflammatoire oculaire et le diabéte de type | [88-91].
L’augmentation de l'activité de l'arginase et 'expression de I’ARG I s’accompagnaient d'une
élévation du stress oxydatif et de I'expression des génes inflammatoires ainsi que d'une fixation
accrue des leucocytes aux vaisseaux rétiniens. Par contre, les souris a double KO, dépourvues
d'une copie du gene de I'ARG 1 ainsi que des deux copies de I'ARG Il étaient protégées de ces
altérations. Dans le cas des souris diabétiques, une diminution de la biodisponibilité du NO
¢tait aussi présente. Ce dernier point indique qu’une altération de la vasorelaxation
endothélium-dépendante vient s’ajouter au tableau clinique. Une étude ex vivo complémentaire
utilisant des artérioles rétiniennes de souris diabétiques a confirmé cette altération qui a été
nettement atténuée chez les souris dépourvues d'une copie du gene de I’ARG 1. La confirmation

du réle de ARG I a été obtenue par le biais du traitement des souris diabétiques par un
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inhibiteur spécifique de l'activité de l'arginase qui a inhibé la détérioration de la fonction

endothéliale [88].

En conclusion, I’ensemble de ces résultats montrent que l'augmentation de
I'expression/activité de I'arginase joue un rdle essentiel dans I'élévation du stress oxydatif, dans
I'inflammation et dans les dysfonctionnements vasculaires associés a la rétinopathie mais que
les mécanismes de régulation impliquant les deux isoformes ARG | et ARG |1 restent a explorer

afin de comprendre leur implication dans la protection ou la guérison du tissu rétinien.

9. Implication de I’arginase dans les maladies
Infectieuses

Divers agents pathogenes, notamment les Helicobacter, Mycobacterium, Salmonella,
Schistosoma, Trypanosomia, Leishmania, Candida, codent leur propre arginase et modulent
son activité/expression au cours du processus infectieux. D'une part, l'arginase module la
réponse immunitaire de I'n6te au cours du processus infectieux et, d'autre part, I'arginase de
I’agent pathogéne infectieux, est nécessaire a sa croissance [92]. Parmi la plupart des études
menées sur l'arginase parasitaire, celles conduites sur les especes de Leishmania, parasites
intracellulaires des macrophages [93] sont intéressantes en raison de leur interaction avec la
cellule héte. Chez ces espéces, leur arginase sert a produire les polyamines nécessaires a leur
développement. En plus de permettre la prolifération des parasites, la voie des polyamines
produit de la spermidine, un composant essentiel du trypanothione (N1, N8-
bisglutathionylspermidine), utilisé par les parasites protozoaires, tels que la leishmania, dans le
maintien de leur équilibre thiol-redox. Il joue, par conséquent, un réle clé dans la défense contre
les especes réactives de I'oxygéne. Les macrophages de 1’hote peuvent contrdler I’infection a la
Leishmania par le biais d’une réponse Thl conduisant a une surexpression induite de la NOS
et par conséquent, a la production d’un grand taux de NO, qui est a 1’origine de 1’action
antiparasitaire. Dans un modé¢le murin, l'inhibition spécifique de I’ARG | de I'h6te par la nor-
NOHA a diminué la charge parasitaire indiquant que le parasite utilise également les
polyamines produites par I’arginase de 1’hdte. De plus, 'inhibition spécifique de ’arginase de
Leishmania n'a pas complétement éradiqué le parasite mais a retarde I'infectivité [94]. Il a donc
été démontré que l'infection a Leishmania conduisait a 1'induction de 1’expression d'ARG I dans

les macrophages de I’héte, favorisant ainsi sa propre croissance [5].
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Méme si des recherches supplémentaires sont nécessaires pour mieux déterminer la
contribution relative de I’arginase de I’hdte par rapport a l'arginase du pathogéne dans le
processus infectieux, la preuve que l'induction de 'arginase de 1’héte soit un facteur crucial
pour la survie des agents parasitaires de I’Homme a encouragé les recherches pour le

développement d’inhibiteurs de l'arginase dans ce contexte de maladies infectieuses.

10. Conclusion

Le mécanisme de fonctionnement de I’arginase et sa dépendance aux ions Mn?* ont été
clairement établis. Il a été observé que ’arginase existe sous différentes isoformes. Les deux
isoformes d'arginase sont a 100% homologues dans les zones critiques pour leur activite.
Cependant, les ARG | et ARG Il sont codées par différents genes et localisees dans différents
compartiments intracellulaires. Les deux isoformes sont largement exprimées dans de
nombreux types de cellules, et toutes deux sont impliquées dans de multiples fonctions

cellulaires.

Bien que, de nombreuses preuves justifient un role positif de l'activité de I’ ARG I dans le
maintien de la croissance cellulaire normale, de la synthése de collagéne et du développement
neuronal ainsi que la cicatrisation a la suite d’une blessure, de nombreuses études montrent que
les deux isoformes sont clairement impliquées dans la dérégulation de la fonction de la NOS.
L'implication d'une activité excessive de la voie arginase/ornithine dans le dysfonctionnement
de I’endothélium vasculaire des vaisseaux alimentant un tissu pathologique ou traumatique a
¢té bien documentée au travers d’investigations sur des modeles expérimentaux ou en clinique.
La participation de ces voies dans les maladies cardiovasculaires ou du SNC et le cancer a
également été clairement démontrée. Les études menées chez des patients atteints de maladies
cardiovasculaires ont montré que 1’inhibition locale de l'arginase avait un réel potentiel
thérapeutique. Il apparait, par conséquent, que des inhibiteurs spécifiques de I’arginase
pourraient constituer une alternative thérapeutique intéressante pour traiter la dysfonction
endothéliale et les maladies impliquant I’arginase et la production de NO comme agent

cytotoxique.
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Chapitre 2 : Inhibition de ’arginase
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Ce chapitre présente les différents inhibiteurs et les stratégies mises en place pour

développer une inhibition spécifique de I’arginase au travers de ces derniéres années.

1. Premiers acides a-amineés inhibiteurs de l'arginase

L'hydrolyse de la fonction guanidine par une enzyme a été observée pour la premiére fois
avec la découverte de l'arginase. La L-arginine est hydrolysée avec un haut rendement tandis
que la guanidine est hydrolysée a faible rendement et les dérivés aliphatiques de la guanidine
ne sont pas hydrolysés par l'arginase. Par conséquent, la présence du fragment a-aminoacide
dans la structure du substrat est d’une importance fondamentale pour la spécificité de la
reconnaissance du substrat par I’arginase. Une étude de mutagenése a confirmé la domination
du réseau d'interaction du fragment a-aminoacide dans la reconnaissance moléculaire [95].
Suite a ces observations, les effets des a-aminoacides naturels sur I'activité de I'arginase ont été
systématiquement évalués. D une maniére générale, les acides a-aminés aliphatiques, tels que
la glycine, la L-alanine, la L-valine, la L-leucine et la L-isoleucine, sont de faibles inhibiteurs
de l'arginase (Figure 10) [5]. L’activité la plus intéressante de ces molécules a été obtenue avec
la L-cystéine avec une inhibition de 87,3% a 10 mM sur ’arginase de rat. La configuration
naturelle L des acides a-aminés est déterminante pour 1’activité biologique. Certains dérivés
désaminés ou décarboxylés restent actifs mais la présence de la fonction acide aminée complete
donne de meilleurs résultats. Ceci montre I’importance significative de cette derniére pour

I'inhibition enzymatique [5].

HOZC\l HO,C. -~ Hozc\)\ HOZC\-/\(
NH, |~:“|1-|2 NHQ NHZ

glycine L-alanine L-valine L-leucine

HOZC\J\/ HOzC\_/\/\/ NH, HOzc\/\SH HO,C._~_CO:H

NH, NH, NH, NH,

L-isoleucine L-lysine L-cysteine L-glutamic acid

Figure 10: Acides aminés naturels inhibiteurs de I’arginase [5]

La taille de la chaine latérale des acides a-aminés affecte clairement 1’interaction avec

I’arginase. Ceci est observé avec la L-homoarginine (4 CH>) qui réagit lentement avec cette
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enzyme et la dinor-arginine (1 CH>) qui n'est pas hydrolysée et s'est donc avérée étre un
inhibiteur faible (Figure 11). Une diffraction aux rayons X d'inhibiteurs complexés avec
I’arginase montre clairement que la dinor-L-arginine (Figure 11) révele un réseau de liaison
hydrogene analogue aux dérivés plus longs mais la fonction guanidine est trop éloignée pour
interagir avec le cluster bimanganése. Parmi les acides a-aminés naturels, ceux possédant un
résidu de chaine latérale terminé par un acide carboxylique ou une amine ont un bon niveau
d'inhibition. Par conséquent, la question de la taille optimale du résidu de chaine latérale a aussi
été soulevée. En ce qui concerne les inhibiteurs acide diaminés, l'inhibition la plus élevée est
observée avec la L-ornithine (3 carbones sur la chaine latérale) (Figure 11) agissant comme
inhibiteur compétitif avec une K de 1,02 mM sur I’ARG hépatique bovine et une inhibition
plus faible est donnée par la L-lysine (4 carbones sur la chaine latérale) (Figure 11). L'inhibition

est nulle pour un résidu de chaine latérale de plus de six atomes de carbone. [5].

NH

HO,C._(CH)i. L HO,C._(CHa).
Y N NH, Y NH,
NH, H NH,
n =4 : L-homoarginine n=4:L-lysine
n = 3: L-arginine n = 3 : L-ornithine
n =2 : nor-L-arginine n = 2 : (S)-2,4-diaminobutyric acid
n =1 : dinor-L-arginine n =1:(S)-2,3-diaminopropionic acid
NH NI,OH
RO,C._-(CHan A\ o, HOLC._-(CHaleny ANy
NH, LI NH, b
R = H : N®-Nitro-L-arginine (  NNA) n = 4 : L-homo-N-hydroxyarginine
R = Me : N®-Nitro-L-arginine methyl ester n = 3 : L-N-hydroxyarginine ( NOHA)
( NAME) n = 2 : L-nor-N-hydroxyarginine (  nor-NOHA)
n =1 : L-dinor-N-hydroxyarginine (  dinor-NOHA)

Figure 11: Homologues de la L-arginine, diamino-acides, dérivés nitro et hydroxy de la L-
arginine [5].
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2. Pharmacomodulation a partir de la L-arginine

2.1. Dérivées nitrés et hydroxylés de I’arginine
2.1.1. Dérivés nitrés de I'arginine : NNA et NAME

La NC-Nitro-L-arginine (NNA) et la Né-Nitro-L-arginine méthyl ester (NAME) (Figure
11) sont des inhibiteurs bien connus de la NO synthase. Sur l'arginase, ils présentent une

inhibition de I’ordre du millimolaire [5].

2.1.2. Dériveés hydroxylés de I'arginine : NOHA et nor-NOHA

La NOS en catalysant la production du NO et de la L-citrulline en passant par
I'intermédiaire stable la N-hydroxyarginine (NOHA\). Elle est aussi impliquée dans la régulation
de Pactivité de I’arginase car la L-citrulline et la NOHA sont deux inhibiteurs de I'arginase.
L'inhibition de I'arginase par la L-citrulline est proche de I'activité de la L-ornithine alors que
la NOHA s'est révelée étre le premier inhibiteur compétitif avec une Clsg dans la gamme du
micromolaire. En exemple, la Ki de ce composé sur I’ARG II humaine a été évaluée a 1,6 uM
a pH 7,5 et sur ’ARG T humaine cette derniére a été estimée entre 10 et 42 UM au méme pH
[96].

Depuis la découverte de I'effet inhibiteur de la NOHA en 1994, la liaison hydroxyle au
cluster bimanganeése de I'arginase a été postulée, considérant que le N-hydroxyle de la NOHA
remplacerait I'ion hydroxyde de pontage de l'arginase. La comparaison de la NOHA et de I'état
de transition d'hydrolyse de l'arginine a conduit a la conclusion que la NOHA a besoin d'une
liaison supplémentaire pour étre correctement fixée au site actif de I'arginase. En effet, l'affinité
d’un dérivé plus petit : la N-hydroxy-nor-arginine (nor-NOHA) (Figure 11) se situe dans la
gamme du nanomolaire, la Ki de ce dernier sur I’ARG II humaine a été estimée a 51 nM a pH
7.5 alors que la Ki de la NOHA sur I’ARG II humaine a été évaluée a 1,6 uM [96]. L'effet
inhibiteur de la NOHA et la nor-NOHA est plus puissante sur 'ARG Il que sur I'ARG I.
Contrairement a la NOHA, l'intermédiaire dans la synthése de NO par la NOS, la nor-NOHA
n'est ni un substrat ni un inhibiteur de la NOS. De plus, comme l'inhibition fluctue légerement
avec le pH, la nor-NOHA semblerait étre I'un des inhibiteurs les plus puissants de I'ARG Il au
pH physiologique [5].
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La pharmacocinétique de la nor-NOHA se caractérise par une biodisponibilité élevee,
proche de 100% aprés plusieurs doses et une élimination rapide avec un ti> de 15 a 30 min apres
administration intraveineuse et intrapéritonéale chez le rat. Des déterminations de la structure
cristalline aux rayons X ont été effectuées sur le complexe ARG I-nor-NOHA (Figure 12).
Aucun changement dans la conformation de I'ARG | ne s'est produit suite & la formation du
complexe. La partie acide a-aminé présente trois liaisons hydrogénes directes (carboxylate avec
Ser137 et Asn130 et ammonium avec Asp183) et quatre liaisons hydrogene via une molécule
d'eau (Figure 12). Il faut noter que les études systématiques de diffraction des rayons X des

inhibiteurs complexés a l'arginase montrent des réseaux de liaison hydrogene invariants entre

la partie acide aminé des ligands et I'arginase.
Asp183 ':f Thr135
o} 0.0
Glu1gs _<(_ o0=p \\‘c; .0
(] = NH» N T ~
E B S T Ser Asn139
T % __H#® 137
-~ H0.L 3 o .v““HO
Gly142 =0~ A, - HN S0
_---HaN o 2
_.-- HO-
Asp1s1>=O-' MO b
| N His141
Hz0. N
Thr245>—0,!',!” JP~l‘!~-l H o
riney,, , ANy + H
Asp J\“”'“m N™~'N ., N
o 232 070 H, 1_ &)
RRREEN L. —
Asp234 —{- Tl N7, Rt N His101
Lo o
NN o A

\ /
0:=-0 ~ o Glu277

\_K A
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Figure 12: Représentation schématique de la liaison nor-NOHA a I'ARG | humaine. Les liaisons
H directes et les liaisons H a médiation aqueuse sont représentées, respectivement, par des
lignes pointillées verticales (lll) et horizontales (---). Les résidus impliqués dans la liaison du
manganése sont présentés en gris [5]

La modification des parties a-aminoacides entraine une forte diminution de l'inactivité. La
désamino nor-NOHA présente une Clso supérieure a 500 uM sur 1’arginase de foie de rat tandis
que la décarboxy-nor-NOHA conserve a peu pres son activité d'inhibition. Dans le méme cadre,
la NOHA a fonctions amino ou carboxy protégées sont inactifs [5]. La dinor-NOHA (Figure
11) affiche les mémes interactions que la NOHA et la nor-NOHA, sauf pour le substituant
hydroxyle qui est trop éloigné du cluster manganése de I’arginase. Ces constatations sont encore
une fois en cohérence avec la dominance du réseau de liaisons H de la partie a-aminoacide. Les
interactions de I'nydroxyle de la NOHA et de la nor-NOHA avec le cluster de bimanganese ont

été confirmeées par diffraction aux rayons X. De plus, il faut noter que le guanidinium de
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l'arginine est situé a 4 A du cluster de manganése alors que le guanidinium de la nor-NOHA est
situé a 2,3 A du cluster de manganése. L'hydroxyle du NOHA et du nor-NOHA est,
respectivement, éloigné de 1,3 A et 0,7 A de I'hydroxyle natif de I'ARG I. Ainsi, la NOHA
semble repousser le cluster de manganese au fond du site actif de lI'arginase. Le guanidinium de
la nor-NOHA présente deux liaisons H avec les Asp128 et Thr246 (Figure 12) et une autre avec
une molécule d'eau qui ne semble interagir avec aucun acide aminé d'ARG [5]. Ainsi, alors que
le réseau de liaisons H entre la partie a-aminoacide des inhibiteurs prévaut dans l'affinité avec
I'arginase, le site de coordination avec le manganeése est un site indispensable pour 1’activité des

inhibiteurs a liaison étroite.

Les relations structure-activité ont également été étudiées par la synthése d’analogues. La
rigidification de la chaine aliphatique par un cyclohexane ou un cycle aromatique entraine une
forte diminution de I'activité. Seule la 4-hydroxyamindino-D, L-phénylalanine (Figure 13) reste
a activité modérée. L'implication du N-hydroxyle dans I’activité puissante de la nor-NOHA est
démontrée par la perte de l'activité suite a la substitution par des N-méthyle, N-nitro, N-amine,
N-méthoxy ou N-allyle. De la méme maniére, le NH® impliqué dans la liaison ne peut pas étre
remplacé par un méthyle (conduisant a une fonction cétoxime R-C (= NOH) Me) ou un
hydrogéne (conduisant a la fonction aldoxime R-C (= NOH) H). Cependant, la substitution du
NHe de la NOHA et du NH? de la nor-NOHA, qui ne sont pas impliqués dans la liaison, par un
groupement méthyléne, donnant respectivement la N®-hydroxy-indospicine et la nor-N®-

hydroxy-indospicine (Figure 13) conserve ou augmente l'activité [5].

N-GH NI,OH ’
d HO,C HO,C N
TSNS Y
HO,C—{ C :NHz \P%I/H\(CHz)"/\)\NHZ 2o OH
2

NH, NH,
4-hydroxyamindino-D,L- n =1 : N®hydroxy-indospicine N®-hyroxy-L-lysine
phenylalanine n = 0 : N“-hydroxy-nor-indospicine

Figure 13 : Dérivés hydroxylés d'acides a-aminés [5].

2.2. Acides aminés divers

Les résultats prometteurs des dérivés hydroxylés de la L-arginine ont conduit au
développement d’autres dérivés mais malheureusement moins actif que la nor-NOHA. La N-

hydroxylysine (Figure 14) a été testée et bien que la taille de la chaine latérale soit équivalente
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a la nor-NOHA, elle affiche une activité plus faible, similaire & I'inhibition observée par la
NOHA. La canavanine (Figure 14), un analogue de l'arginine, inhibe I'arginase de foie bovin
de l’ordre du millimolaire mais avec une efficacit¢ plus élevée que l'ornithine. L'a-
difluorométhylornithine (DMFO) est un dérivé de 'ornithine substitué au niveau de 1'atome Ca.
de la fonction a-aminoacide par un difluorométhyle. Ce composé a présenté une K; de 3,9+1,0
mM pour ’arginase des cellules du cancer du c6lon humain [97] mais il s’agit d’un inhibiteur
non spécifique de I’ARG puisqu’il inhibe irréversiblement et de maniére puissante 1'ornithine
décarboxylase (ODC), provoquant une accumulation d’ornithine et donc une inhibition de
I’arginase par rétrocontrole. Ainsi, les effets du DMFO, qui augmente la production de NO dans

les modéeles ou I’activité arginase est élevée, sont probablement dus a cette accumulation accrue

d'ornithine [98].

NH,

H
HO,C
oL~ MNoon HOZC\;/\’O‘N/’J\NHZ P NH;
NH; NH, HF,C NH,
N®-hyroxy-L-lysine canavanine a-difluoromethylornithine
( DMFO)
OH
HoN
HO,C HO,C |
| = NH
NHz  ~nNH NH;  “~NH
(2S) : L-tryptophane 5-hydroxy-L-tryptophane tryptamine
(2R) : L-tryptophane ( serotonine)
S| |
| NH OH  ™~nH NH
indole-3-propionic acid indole-3-L-lactic acid L-Tryptophol

Figure 14: Divers acides a-aminés [5].

Les Clso de ces différents composés sur I’ARG I bovine étaient de I’ordre de quelques
millimolaires, néanmoins seule la N®-Hydroxylysine avait une inhibition de 11 £ 2 uM sur le
méme modéle. Le L-tryptophane et ses dérivés se sont révélés étre des inhibiteurs non

compétitifs qui se lient a un site allostérique [5].
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3. Modification de la chaine latérale de l'acide a-
aminé

3.1. Dériveés du bore

3.1.1. Acide borique et borate

L'acide borique est connu depuis 1945 comme inhibiteur de l'arginase. Avec une K; de
0,25 mM (sur l'arginase hépatique bovine), ce dernier est un inhibiteur irréversible non
compétitif avec une spécificité d'activité contre I’arginase. Dans les solutions aqueuses, l'acide

borique existe sous forme de mélange composé de borate (B(OH)s™) et d'acide borique

(B(OH)3) et chaque forme se lie a I’arginase de maniére différente. L'acide borique se lie au site
actif et est ensuite attaqué par I'nydroxyde du complexe bimanganese-hydroxyde, tandis que le
borate déplace le groupe hydroxyde de I'arginase et se lie en tant qu'analogue d'état de transition.
Comme la K; diminue pour des pH supérieurs a la valeur du pKa de I'acide borique (9,2), le

borate est présumé étre la forme de liaison avec 1’affinité la plus élevée [5].

3.1.2. Substitution de la chaine latérale de 1'acide o - aminé par I'acide boronique :
ABH et BEC

Le borate et I'ornithine peuvent se combiner dans un complexe ternaire ornithine-borate-
arginase qui inhibe I’activité enzymatique de 1’arginase. Cette derniere constatation a été le
point de départ de 1’élaboration de nouveaux inhibiteurs: l'acide 2 (S) -amino-6-
boronohexanoique (ABH) et la S- (2-boronoéthyl)-L-cystéine (BEC) présentés ci-dessous
(Figure 15) [5].

(IDH Cl)H
HO,C B
HOZC\;/\/\/B\OH s \:/\s/\/ “OH
NH, NH;
2(S)-amino-6-boronohexanoic acid (  ABH) S-(2-boronoethyl)-L-cysteine (  BEC)

Figure 15: Structure de I'acide (2)S-amino-6-hexanoique (ABH) et de la S-(2-boronoéthyl) -I-
cystéine (BEC) [5].
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L’ABH s'est avéré étre un inhibiteur compétitif avec une activité intéressante évaluée a
800 nM sur I’ARG I humaine et 1920 nM sur I’ARG II humaine et contrairement a la NOHA,
I’ABH n'affiche aucune activité sur la NOS [96]. La S- (2-boronoéthyl)-L-cystéine (BEC) est
un analogue de I'ABH a base de cystéine (Figure 15) qui a montré une Clsg, sur ’arginase 1
bovine, de I’ordre de 3.3 uM [99].

Tout comme I'acide borique, le type et la qualité des inhibitions par les acides boroniques
ABH et BEC dépendent des niveaux de pH. A pH 9,5, les composés a base d'acide boronique
sont principalement sous une forme ionique tétraédrique (R-B(OH)s™) qui se lie rapidement de
maniére réversible, entrainant un changement conformationnel de l'arginase. Le déplacement
de I'ion hydroxyde par I'inhibiteur et le changement de conformation pour adapter le borate en
tant qu'analogue d'état de transition sont conformes a la théorie de I'inhibiteur de liaison lente.
A un pH inférieur a 9, une courbe cinétique d'inhibition classique est observée. En effet, a ces
pH bas, la forme trigonale non ionique (R-B(OH)) est supposée se lier a I'arginase. Cette forme
est attaquée par le groupe hydroxyde de I'arginase selon son mode d'action habituel, il est
supposé qu'aucun changement conformationnel de I'arginase n'est requis dans ce cas [5].

Les réseaux de liaison de I'ABH et du BEC sont similaires mais différent entre les ARG
| et Il (Figure 16 et Figure 17). La partie a-aminoacide présente trois liaisons H directes et
quatre liaisons H avec I'eau coordonnée de I'ARG |, alors qu'elle n'affiche que deux liaisons H
directes mais cinq liaisons H avec I'eau coordonnée de I'ARG I1. Une telle différence de liaison
peut expliquer, au moins en partie, la faible sélectivité de I'ABH pour I'ARG | par rapport a
I'ARG Il. Les parties boroniques se lient au cluster de manganese de fagon a ce qu’un groupe
hydroxyle boronate forme un pont avec le cluster de bimanganese au lieu de I'ion hydroxyde de
I'arginase, conduisant a une sorte de coordination bidentée. Un second hydroxyle est coordonné
avec I'un des deux manganeses et affiche deux liaisons H avec les Glu277 et His141 (ARG I)
ou les Glu296 et His160 (ARG Il), ce qui correspond au n-NH. de I'état de transition de
I'arginine lors de la réaction enzymatique. Le troisiéme groupe hydroxyle boronique présente
une liaison H avec 1’Asp232 (ARG I) ou I’Asp251 (ARG 1) et une autre liaison H médiée par
I'eau (Figure 17).

La conception de I'ABH et de la BEC repose sur le complexe ternaire ornithine-acide
borique-arginase. La taille des chaines latérales est censée étre optimisée et un groupe
méthyléne plus court ou un analogue plus long est moins actif. La encore, la restriction
conformationnelle en introduisant une double liaison ou un cycle aromatique dans la chaine
latérale alkyle supprime I'activité. De fagon assez particuliére, un changement de la position de

I'atome S dans un analogue de la BEC entraine une diminution significative de l'activité. Cela
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a été attribué a une proximiteé étroite de I'atome S de la BEC avec I’His141 qui active une
interaction stérique dans une autre position. Une ramification du méthyle en position o de
I'atome S ou B perturbe l'affinité [5].
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Figure 16: Représentation schématique de la liaison de I’ABH & l'arginase | humaine. Les
liaisons H directes et les liaisons H a médiation par I'eau sont représentées, respectivement,
par des lignes pointillées verticales (lll) et horizontales (---). Les résidus impliqués dans la liaison
du manganése sont présentés en gris [5].
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Figure 17: Représentation schématique de la liaison du BEC a I'arginase | humaine (A) et a
I'arginase Il (B). Les liaisons H directes et les liaisons H a médiation par I'eau sont représentées,
respectivement, par des lignes pointillées verticales (lll) et horizontales (---). Les résidus
impliqués dans la liaison du manganese sont présentés en gris [5].

La substitution de I’ABH au niveau de la fonction Ca de 1I’a-aminoacide par un méthyle

ou un difluorométhyle provoque une diminution de la Kide 26 a 200 fois par rapport a celle de
55

Rym ATTIA \ Contribution a I'étude de la flore Tunisienne et recherche d'inhibiteurs d'origine
naturelle de I'arginase



1I’ABH. Malgré ces résultats, des tentatives de synthése ont été effectuées sur des dérivés d’ABH
substitués en Ca (Figure 18), les pourcentages d’inhibition variaient entre 21 et 520 nM sur
I’ARG I humaine. Une amine tertiaire liée par une chaine alkyle a deux atomes de carbone
augmente l'inhibition. Une affinité améliorée résulte d'une liaison hydrogéne meédiée par I'eau
du groupe ammonium. La molécule d'eau est coordonnée avec la fonction carboxylate de
1'Asp200 (ARG II) ou I’Asp181 (ARG I) pour les composés (A), (B), (C) présentés ci-dessous
(Figure 18) et avec ces acides aminés associés a 1’ Asp202 (ARG II) ou I’Asp183 (ARG I) pour
les composés (D), (E) et (F) (Figure 18). De plus, I’ABH et le composé (D) ont été explorés
dans un essai fonctionnel cellulaire (cellules CHO transfectées avec de I'ARG | humaine). Les
Clso étaient moins intéressantes dans ce modele (ABH : 19uM et composé (D) : 8uM) ce qui
peut étre attribué a une faible diffusion passive de ces composés. Les dérivés de pipéridine (G),
(H) et (1) (Figure 18) se lient a une molécule d'eau coordonnée a 1’Asp200 et 1’Asp202 (ARG
IT) ou I’Asp181 et ’Asp183 (ARG I) comme les composés avec une chaine latérale alkyle
flexible. Par conséquent, l'augmentation de l'activité n'a été attribuée qu'a une diminution de

I'entropie [5].
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Figure 18: Dérivés a, a-disubstitués de I'ABH [5].
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La conformation bateau impliquée par le tropane cyclique des composés (J-N) rapproche le N-
tropane de 1’Asp202 (ARG II) ou de I’Asp183 (ARG I) (Figure 19). Les composes tropaniques
(L) et (M) présentent une activité dix fois plus importante que celle de leurs homologues
piperidiniques (H) et (1). Les composés tropaniques (L) et (M) sont a ce jour les composés les
plus actifs sur I'ARG | (17 nM et 21 nM, respectivement) et I'ARG Il (30 nM et 23 nM,
respectivement). L'amélioration de l'activité est due a la diminution de I'entropie et également
a une interaction directe entre I'ammonium et I'Asp202 (ARG II) ou I'Asp183 (ARG I).
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Malheureusement, la biodisponibilité orale des composés (l) et (M) a été évaluée et est
inférieure a 5% (4,8% et 0,25% respectivement).

La détermination des Clso sur I'ARG I et I'ARG Il a permis I'observation d'une sélectivité
de I’ABH et ses dérivés a, a-disubstitués pour I'ARG | contre I'ARG II. Cette sélectivité peut
s'expliquer par la distance de la liaison hydrogene médiée par I'eau du groupe ammonium avec
1’ Asp202 (ARG II) ou I’Asp183 (ARG I) [5].
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Figure 19: Représentation schématique de la liaison du composé (M) a I'ARG Il humaine Les
liaisons H directes et les liaisons H a médiation par I'eau sont représentées, respectivement,
par des lignes pointillées verticales (Ill) et horizontales (---). Les résidus impliqués dans la liaison
du manganése sont présentés en gris sans liaison [5].

3.2. Chaine latérale d'acide a-aminé modifiée par un groupe de liaison
métallique : sulfonamide, imidazole et nitro

L'acide boronique est une fonction inhabituelle dans le domaine pharmaceutique, aussi,
le profil toxicologique est un sujet a débattre. De plus, la publication des derniers dérivés
boroniques, inhibiteurs de l'arginase, s'accompagne d'évaluations pharmacocinétiques qui
montrent une mauvaise biodisponibilité orale. Par conséquent, des efforts ont été menés pour
trouver de nouveaux groupes de liaison au manganése efficaces dans l'inhibition de cette

enzyme.
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Le sulfamide est la fonction clé des inhibiteurs de I'anhydrase carbonique et leur
mécanisme implique un déplacement de I'ion hydroxyde se liant aux métaux. La transposition
au Mn a été envisagée et les analogues a base de sulfamide de I'ABH et du BEC, I'ASH et la
SEC respectivement (Figure 20), présentent bien une inhibition et une affinité a I’arginase mais
dans une gamme micromolaire qui reste insuffisante. L'explication de ce manque d’activité peut
étre présentée comme suit : premiérement, comme le sulfonamide anionique (R-SO.NH") est
nécessaire pour déplacer l'ion hydroxyde ponté par un métal, la faible acidité de
I'alkylsulfonamide peut expliquer la portion réduite de molécules susceptibles de se lier a
I'enzyme. Deuxiemement, une étude de diffraction des rayons X du complexe SEC— ARG |
révéle que le sulfamide anionique est si fortement coordonné au cluster de bimanganése que le
réseau d'interaction de la partie acide aminé est perturbé. Le SEC perd deux liaisons H directes

et une liaison H médiée par I'eau par rapport au BEC [5].
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Figure 20: Chaine latérale d'acide a-aminé modifiée par un groupe de liaison métallique [5].

L'imidazole est un autre ligand métallique bien connu, I'analogue de l'arginine qui en
découle correspond a la molécule A1P (Figure 20). 1l a été préparé avec une fonction guanidine
incluse dans un cycle 2-aminoimidazole. L'affinité micromolaire suggere une interaction de
coordination du 2-aminoimidazole avec le cluster de manganése binucléaire mais le complexe
A1P-ARG n'a pas pu étre obtenu et les études sur les interactions au sein de I’enzyme n’ont

pas pu étre approfondies [5].

Le groupe nitro est inhabituel dans la coordination des métaux, néanmoins l'analogue
nitro de I'ABH, I’ANH (Figure 20) a été testé. 1l se lie a 'ARG | avec une Kq de 60 uM. Comme
I’ABH et son nitroanalogue ANH se chevauchent dans 1'étude de docking, les deux fragments
d'acides aminés affichent le méme réseau de liaison H. L'oxygene zwitterionique du groupe
nitro déplace I'ion hydroxyde natif et se coordonne avec le cluster de manganése binucléaire de

I'arginase. L'autre oxygene interagit avec le deuxiéme manganése et une nouvelle liaison H se
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produit avec le carboxylate du Glu277 (ARG 1). Une interaction électrostatique inattendue
semble se produire entre I'azote du groupe nitro et I'oxygene carboxylate de I'Asp128 (Figure
21) [5].

Figure 21: Liaison de I'ANH dans le site actif de I'ARG | humaine (monomére A). Les lignes
pointillées en rouge indiquent la coordination du manganése, liaison hydrogéne (vert) et
interactions électrostatiques (gris foncé). Codes de couleur des atomes : carbone (jaune),
oxygéne (rouge), azote (bleu), manganeése (violet). (b) Superposition du complexe arginase |-
ANH et ABH (noir) comme observé dans le complexe ARG | humaine-ABH [100].

3.3. Modification de la chaine latérale d'acide a-aminé conduisant a des
inhibiteurs analogues de I'état de transition

Des études se sont intéressés a des inhibiteurs qui sont des analogues de substrat (a
caractere électro-déficient) soumis a une attaque nucléophile comme la partie guanidinium de

I'arginine ou la fonction acide boronique neutre [5].

Parmi ces inhibiteurs, nous pouvons citer I'aldéhyde d'acide aminé AOH (Figure 20) qui
présente une faible affinité avec une Kj de 60 = 8 uM (ARG I de rat a pH 9,5). L'aldéhyde
hydraté (gem-diol) est la forme de liaison la plus pertinente telle que révélée par I'étude de
diffraction des rayons X. Les tentatives pour augmenter le rapport de I'aldéhyde hydraté en
augmentant le caractere électrophile du carbonyle avec I'analogue de trifluorométhylcétone ont
échoué. La faible affinité (par rapport a I’ABH) a été attribuée a la coordination monodentée
du manganese tandis que deux des hydroxydes de boronate font une sorte de coordination

bidentée et le troisieme une liaison H supplémentaire mediée par I'eau.
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L'analogue époxyde (composé O, Figure 20) a été congu pour étre activé par le
manganese, puis lié par covalence a un résidu d'arginase. L'oxygéne de I'époxyde est ponté par

le cluster de manganése de maniere stable mais aucune liaison covalente ne s'est formée [5].

Le thiosemicarbazide (composé P, Figure 20) révele également une liaison inhabituelle
au cluster de manganése, car I'atome de soufre est ponté a I'ion manganese. Aucun acide aminé
contenant un groupement thiosemicarbazide n'a été rapporté. Cependant, cette fonction s'est
révelée étre le  substituant le  plus efficace sur le  pharmacophore
trifluorométhyltriazolopyrimidine dans une série de composés testés sur 1’arginase de
leishmania [101]. La Cls était de 16,5 + 0,5 pM et la K; était estimée a 17 = 1 uM et I’inhibition

est obtenue selon un mécanisme non compétitif.

4. Produits divers

4.1. Dériveés de purines et de pyrimidines

L'inosine, I'adénosine, l'adénine et l'acide urique, purines naturelles, sont de faibles
inhibiteurs compétitifs de I’arginase [102]. La cytosine et la cytidine sont des inhibiteurs non

compétitifs de cette enzyme avec une meilleure affinité (Figure 22).

Des dérivés du [1,2,4] triazolo [1,5-a] pyrimidine ont été testés sur 1’arginase de
Leishmania [101]. Le 2-(5-méthyl-2-(trifluorométhyl)-[1,2,4] triazolo [1,5-a] pyrimidin-7-yl)
hydrazinecarbothioamide (Figure 22) était le plus actif par un mécanisme non compétitif avec
des valeurs de K;j et Clsp estimées a 17 et 16,5 UM respectivement. Ces résultats pourraient
guider le développement de nouveaux produits a base de dérivés de [1,2,4] triazolo [1,5-a]

pyrimidine ciblant I’arginase impliquée dans la leishmaniose.
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Figure 22: Composés a base de purine et de pyrimidine [5].

4.2.1ons

Avant qu'une preuve convaincante du cluster de bimanganese ne soit établie, un panel
d'ions métalliques a été utilisé pour tester I'activation et la stabilité de cette enzyme. Les résultats
dépendent de la source de l'enzyme, de l'isoforme et des conditions d'évaluation. La
préincubation de I'ARG | de rat avec du cobalt I1, du nickel Il, du fer 11, du cadmium Il ou du
zinc 1l est efficace pour activer I'enzyme. L'addition de cobalt Il ou de nickel Il augmente
légérement l'activité mais apres 15 min de préincubation avec ces derniers, l'activité diminue
ce qui est attribué a une conformation inappropriée de l'arginase. L'ARG Il de rat a un profil
d'activation similaire, mais est inactivée apres 20 h (& 5 °C) par le cobalt 11, le fer I, le nickel
I1, le cadmium I1 et le mercure a 10 mM. Les ions cuivrique, mercurique et plomb inhibent les
deux ARG | et Il. Il est supposé que le site de liaison des ions cuivrique et mercurique est
allostérique pour I'ARG 11 et a la fois allostérique et dans le site actif pour I'ARG I. Le cadmium
inhibe I'arginase de rat mais la Clso de I'arginase du foie de rat est de 16 mM tandis que la Clso

de l'arginase rénale de rat, elle est estimée a 92 uM par un mécanisme mixte non compétitif

61
Rym ATTIA \ Contribution a 1'étude de la flore Tunisienne et recherche d'inhibiteurs d'origine
naturelle de I'arginase



pour les deux isoformes. Cette différence a été attribuée a une plus grande quantité de résidus
de cystéine et d'histidine dans l'arginase rénale. Les effets des ions métalliques divalents sur
I'ARG Il humaine sont surprenants. Le manganése 11, le zinc I, le cuivre 1l et le cadmium 1l
sont incapables d'activer I'arginase. Alors que cette derniére était inactivée par le fer Il et le
nickel Il. Un échantillon traité au cobalt était plus actif que I'ARG Il humaine activée par le
manganese Il. Cela a été attribué a la substitution partielle du cluster binucléaire de manganése
par le cobalt, ce qui a entrainé une valeur de pK plus faible de la molécule d'eau pontée avec le
cluster mixte Co I1-Mn Il ou le cluster bi Co Il. L'ARG | humaine peut étre activée par le nickel
I1 ou le cobalt 11, dans une moindre mesure par le manganéese Il mais beaucoup moins que par
le zinc Il [5].

Les anions (N3~, NO2~, BO4*", SCN", CH3COz ", SO+*", ClO4~, H.PO*, CN-, I, Br,, CI")
n'ont pas affecté I'activité de I'arginase hépatique de rat. Le fluorure de potassium (KF) inhibe
I'arginase hépatique de rat avec une Kjde 1,3+ 0,5 mM (a pH 7,4 et une Clso d’environ 2 mM)
et l'arginase rénale de rat avec une K;d'environ 0,4 mM. L'inhibition des arginases hépatiques
et rénales dans ce cas est réversible et non compétitive. Les effets sont indépendants des contre-
ions mais sont clairement réduits lorsque le pH augmente (Ki (NaF) apH 7 = 1,2 £ 0,2 mM et
19 £ 3 mM a pH 10). L'activité plus élevée a pH neutre est attribuée au remplacement plus
facile de l'ion hydroxyde ponté conduisant a l'interaction du fluorure avec le cluster de

bimanganese [5].

5. Substances actives disponibles sur le marche

Il existe des molécules, actuellement sur le marché, qui présentent aussi une activité sur

I’arginase [5].

La chloroquine est utilisée dans le cadre de maladies inflammatoires en raison de son
activité immunorégulatrice. Le mécanisme n’étant pas encore ¢lucidé, une étude a mis en
¢vidence son rdle inhibiteur de 1’arginase, par un mécanisme compétitif. L'évaluation de
I’inhibition de 'arginase hépatique bovine est encourageante car la chlorogquine possede une
Clso d'environ 10 puM. L’utilisation de cette molécule pourrait étre aussi intéressante dans le

traitement de la drépanocytose [103].

62
Rym ATTIA \ Contribution a 1'étude de la flore Tunisienne et recherche d'inhibiteurs d'origine
naturelle de I'arginase



Plus récemment, certains médicaments antirétroviraux ont été testés suite a I’observation
d’une corrélation entre la charge virale chez les patients HIV™ et le taux d’arginase dans les
cellules mononuclées du sang. Parmi les inhibiteurs testés, le darunavir et I’atazanavir ont
montré une activité inhibitrice de ’ordre de 50% a 100 pM sur l'arginase extraite des cellules
microgliales humaines. En outre, I’éfavirenz et la nevirapine ont été testes et bien qu’ils soient
moins actifs, ces produits ont montré des Clso intéressantes, estimees a 1nM et 1uM
respectivement [5].

Les deux premicres stratégies consistant a s’inspirer du substrat de 1’arginase ou a
remplacer les ions Mn?* de 1’arginase n’ont, a ’heure actuelle, pas atteint les phases cliniques
en raison d’une biodisponibilité insuffisante en préclinique ou de problémes de toxicite.
Toutefois, un dérivé de ’ABH (CX-1158-101) a été évalué en phase clinique | et est
actuellement en phase clinique II. L’¢lucidation de la place de D’arginase dans la
physiopathologie des maladies permettra de mettre en avant le réle inhibiteur de molécules

existantes et ouvrira probablement de nouvelles voies pour le développement d’inhibiteurs.

6. Extraits de plantes et molécules isolees

Les plantes ont toujours constitué une réserve de molécules thérapeutiques inspirées de
leur utilisation en médecine traditionnelle. L ensemble des études se sont appuyées sur le role
des plantes en médecine traditionnelle pour le traitement de maladies cardiovasculaires
(hypertension, hémorroides, troubles de la circulation, de I’érection) ou de maladies rénales,
métaboliques  (diabete, dyslipidémie) ou sur leurs propriétés neuroprotectrice,
hépatoprotectrice, antiinflammatoire, anticantéreuse et antiparasitaire. Ces activités ont été
reliées a différentes molécules appartenant notamment a la classe des polyphénols ce qui a
permis d’élargir ’investigation a des plantes dont la composition chimique est assez proche.
L’évaluation des extraits bruts ou de composés isolés sur 1’activité de I’arginase a été
rassemblée dans cette section. Les modeles d’évaluation de ’activité anti-arginase, dans la
majorité des cas, ont été choisis en fonction de I’utilisation de la plante (Arginase de leishmania
pour I’activité antiparasitaire, Arginase murine, bovine, humaine pour une action sur la
dysfonction endothéliale ou hépatique ou rénale).
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6.1. Inhibiteurs et Arginase leishmanienne

La leishmaniose est une maladie tropicale trés répandue dans ce secteur géographique.
Beaucoup de plantes telles que Byrsonima coccolobifolia et Stachytarpheta cayennensis sont
utilisées en médecine traditionnelle pour soigner cette parasitose et ont permis 1’identification
de composés actifs sur I’arginase de ce protozoaire.

L’étude phytochimique de D’extrait EtOAc de feuilles et de tiges de Byrsonima
coccolobifolia [104] a permis d’identifier les dérivés de 1’acide gallique comme composés
majeurs de I’activité antiparasitaire avec des Clso proche du uM et des Kjs’échelonnant de 0,10
a 0,68 uM. IIs ont démontré une inhibition non compétitive ou mixte sur 1’arginase. L’acide 5-
O-galloylquinique posséde la meilleure Clso (= 0,13 pM) attribuée au groupement galloyle car
I’acide quinique seul n’a pas d’activité significativement importante [105].

Par ailleurs, 1’utilisation des plantes du genre Verbascum comme antimicrobien et anti-
tuberculeux [106] a permis d’isoler le verbascoside qui est un glycoside de caféoyl
phényléthanoide. Ce composé a été retrouvé au cours de 1’é¢tude phytochimique de
Stachytarpheta cayennensis, plante de la famille des Verbenaceae utilisée en médecine
traditionnelle en Amérique latine pour traiter les Leishmanioses. Ce composé a été identifié
comme un inhibiteur compétitif de I’arginase de Leishmania avec une faible sélectivité pour
I’ARG I humaine [107]. Suite a ces travaux, les composes possedant un groupement acide
hydroxycinnamique (ou acide coumarique) ont été étudiés afin de vérifier leur activité
antileishmanienne. Les acides caféique, rosmarinique, chlorogénique, cryptochlorogénique et
I’isoverbascoside ont été testés. Tous les composés ont inhibé l'arginase de L. amazonensis avec
des Clgo entre 1,5 a 11 uM. L’acide caféique a démontré la meilleure activité probablement en
raison de sa capacité a atteindre et interagir avec les 2 ions métalliques ce qui ne serait pas le
cas pour I’arginase humaine en raison de la structure différente du site de fixation du substrat
[108]. Cette étude a aussi montré que les acides caféique, rosmarinique et chlorogénique étaient
des inhibiteurs compétitifs de I’arginase de L. amazonensis. De surcroit, contrairement au
verbascoside, 1’isoverbascoside est un inhibiteur non compétitif tout comme 1’acide
cryptochlorogénique [108]. La position du groupement acide hydroxycinnamique sur la
molécule semble donc jouer un réle déterminant dans le mode d’interaction avec I’arginase.
Toutefois, les effets antiparasitaires observés au cours de cette étude [108] n’ont pas pu étre
corrélés aux effets inhibiteurs de 1’arginase des différents composés. En effet, bien que

I’isoverbascoside ait présenté ’activité inhibitrice de I’arginase la plus faible, il a pu fournir la
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meilleure activité antiparasitaire. L’implication de 1’arginase dans divers mécanismes pourrait

étre a I’origine de cette différence.

Parmi les molécules naturelles identifiées pour leur activité antileishmanienne impliquant
I’arginase, nous pouvons retrouver également les flavonoides qui sont en grande majorité des
inhibiteurs non compétitifs, incompétitifs ou mixtes de 1’arginase de Leishmania [109]. Reis et
col. [110] ont testé la (+)-catéchine et la (-)-épicatéchine, les Clso de ces composés ont été
évaluées a 0,77 et 1,8 UM respectivement (Tableau 1). Par ailleurs, Manjolin et col. ont
caractérisé I'inhibition de l'arginase recombinante de Leishmania amazonensis par la
quercétine, la quercitrine, 1'isoquercitrine, I’orientine, I’isoorientine, la fisétine, la lutéoline, le
kaempférol et la galangine (Tableau 1). Les valeurs des Clso de ces molécules ont été comprises
entre 1,4 et 100 uM [111]. La quercétine est un inhibiteur mixte, tandis que la quercitrine et
I'isoquercitrine sont des inhibiteurs non compétitifs de l'arginase de L. amazonensis. La
quercétine interagit avec le substrat L-arginine et le cofacteur Mn?* & pH 9,6, tandis que la
quercitrine et 1’isoquercitrine n’interagissent pas avec le cofacteur ou le substrat de I’enzyme

[20].

6.2. Relation structure-activité des flavonoides sur 1’arginase de
Leishmania

Concernant les dérives de la classe des flavonoides, la diminution de l'inhibition de
I’arginase de Leishmania (Tableau 1) dans l'ordre suivant : la myricétine (substituée par trois
hydroxyles sur le cycle B), la quercétine (catéchol sur le cycle B), le kaempférol (un hydroxyle
sur le cycle B) et la galangine (pas d'’hydroxyle sur le cycle B) démontre I’importance de la
présence d'hydroxyle sur le cycle B (Figure 23). Plus particuliérement I'hydroxyle en C5’ est
indispensable pour le maintien de I'activité [20, 104, 111]. En effet, il a été montré, suite a une
analyse en docking, que le groupe catéchol de la quercétine, la quercitrine et I’isoquercitrine
interagit avec 1’Asp129, qui est impliqué dans la formation d'un pont métallique pour les

cofacteurs Mn?* A et Mn?* B dans le site actif de I'arginase [20].
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Figure 23: Relations structure-activité des flavonoides comme inhibiteurs de I'ARG d’aprés
Minozzo et col. [9]. Le groupe hydroxyle (—OH) en C5 ’ et C5 et la liaison a entre C2-C1 ‘sont
indispensables a I'activité.

Sur le cycle A des flavonoides, le nombre d'hydroxyle semble étre moins important car la
fisétine (un hydroxyle sur le cycle A) présente une activité élevée avec une valeur de Clso de
1,4 uM. Sur le cycle C, la présence d’un hydroxyle semble préférable car la lutéoline (H en
position 3 sur le cycle C) est deux fois moins active que la quercétine (OH en position 3 sur le
cycle C). De plus, la (+) catéchine et la (-)-épicatéchine, possédant une liaison saturée en
position 2 et 3 sont parmi les flavonoides les plus actifs, avec des valeurs de Clso de 1,7 et 1,6
UM, respectivement (Tableau 1) [20, 104, 111]. Un hydroxyle en position 3 sur le cycle C peut
étre substitué par un rhamnose (quercitrine) ou du glucose (isoquercitrine) sans perte ou avec
une diminution seulement modérée de I'activité tandis que le glucose en position 6 (isoorientine)
et 8 (orientine) limite clairement l'activité. Récemment, un criblage virtuel reposant sur le
modele d’homologie de l'arginase de Leishmania a suggéré le potentiel des dérivés glycosylés
et des esters galliques des flavonoides [112]. De plus, la méthylation des hydroxyles réduit
significativement l'activité tandis que I'acétylation conduit a des résultats contradictoires car la
péracétylquercétine est peu active et la triacétylcatéchine est, de maniére inattendue, trés active
(Tableau 1). D’autre part il a été prouvé que la présence du groupe carbonyle en C4 a une
influence peu significative et que I'hydroxyle en C5 est essentiel & I'activité inhibitrice ainsi que
la liaison a entre C2-C1' qui augmente l'activite [105].

En conclusion, ces donnees aident a élucider le mécanisme d'action des composés naturels
sur I’arginase de leishmania. Il serait intéressant de vérifier si ces relations structure-activité,

restent valables pour I’arginase de mammiferes.
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6.3. Inhibiteurs et Arginase de mammiferes

L’activité sur 1’arginase de mammiferes des extraits ou de composés naturels, issus de
végétaux, a été évaluée dans différents modeles in vitro et in vivo pour évaluer leur potentiel
thérapeutique dans le traitement de pathologies en lien avec les tissus hépatique et rénal,
I’endothélium vasculaire et le cancer. L’implication d’ARG 1 et II dans la dysfonction
endothéliale (artérielle, rénale, pénienne) donne lieu a différents modéles cellulaires in vitro et
in vivo impliquant soit I’isoforme ARG I ou II afin d’évaluer des composés ou des extraits issus
d’extractions par des solvants polaires contenant majoritairement des polyphénols. Cette classe

de composés fera ensuite 1’objet d’une étude bibliographique plus poussée.

6.3.1. Extraits

André et col. [113] ont évalué un extrait de I'écorce de tige de Ficus glomerata Roxob
enrichi en procyanidine. Dans ce cadre, il a été démontré que les polyphénols peuvent jouer un
réle important en raison de leur capacité a altérer la conformation active des enzymes. Toutefois
I’extrait méthanolique de feuilles de Ficus exasperata n’a pas montré, in vitro, d’inhibition de
I’arginase cardiaque [114]. Néanmoins, ces mémes chercheurs ont testé les effets des extraits
méthanoliques des especes africaines Artocarpus altilis (écorce de tige), et Kigelia africana
(Fruits). Les résultats in vitro ont indique que A. altilis, testée a 500 et 700 pug/mL, a inhibé
I'activité enzymatique a hauteur de 63 et 67% respectivement [114]. En revanche, I’extrait de

Kigelia africana n’a pas présenté d’activité inhibitrice.

Préparés a partir de feuilles de Sterculia macrophylla, des extraits, obtenus par du n-
Hexane, de I’acétate d’éthyle et du méthanol, ont été testés sur ’arginase comparativement a la
nor-NOHA. Seul I’extrait méthanolique a présenté une activité inhibitrice avec une Clso de 115
pg/mL [115]. Cet extrait méthanolique est composé d'alcaloides, de flavonoides, de tanins, de
terpenes et de glycosides et cette activité inhibitrice sur I’arginase pourrait étre attribuée aux

flavonoides, en particulier la quercétine vu sa teneur élevée au sein de cette fraction.

Syzygium cumini a été étudiée pour son utilisation traditionnelle dans le diabéte et sa
composition riche en flavonoides, terpénes et tanins. Les feuilles de cette plante provenant de
différentes régions d’Indonésie ont été collectées et testées in vitro sur 1’arginase hépatique

bovine. A une concentration de 50 pg/mL, tous les extraits ont présenté une inhibition
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supériecure a 80% comparée a I’activité du resvératrol dont la Clsp était estimée a 18 uM.
L’extrait des feuilles de S. cumini le plus actif avait la teneur phénolique la plus importante en
équivalent d'acide gallique mais la corrélation n’a pas pu étre statistiquement mise en évidence

[116].

Sembiring et col. ont étudié l'effet inhibiteur sur I'ARG | des extraits éthanoliques de
différentes parties de Melastoma malabathricum [117] obtenus par macération. L'extrait de
feuilles de M. malabathricum a 100 pg/mL s'est révélé présenter I'inhibition la plus élevée
(81,26 = 5,27%), suivi par les fleurs (73,39 £ 9,39%), les fruits (67,63 = 7,61) puis les tiges
(61,61 £ 4,56%). La valeur de la Clsg de I'extrait le plus actif était & 62,43 pg/ml. Cet extrait de
feuilles a présenté la composition phytochimique la plus complexe avec la présence de
saponines en plus des alcaloides, des flavonoides et des tanins. L’analyse statistique entre le

contenu phénolique et I’inhibition de 1’arginase n'a montré aucune corrélation.

Le genre Caesalpinia a fait ’objet de nombreuses études pour déterminer son activité
inhibitrice sur 1’arginase en raison de 1’utilisation, dans la culture asiatique, de Caesalpinia
sappan pour favoriser une meilleure circulation sanguine et pour prévenir la stase sanguine
[118]. L’étude de cette plante a montré une inhibition de 1’activité de I’ARG II de 70% a 50
pg/mL obtenue avec un extrait a I'acétate d'éthyle du bois qui a démontré une Clso de 37 pg/mL.
Cet effet a été associé a I’augmentation de la sécrétion de NO dans les cellules endothéliales
d’aorte de souris et de veine ombilicale humaine. Bien que I’effet inhibiteur sur I’ARG I n’ait
pas été exploré, 1’activité de cet extrait a été associée a une augmentation dose-dépendante de
la production de NO [118]. Deux autres études, se sont quant a elles intéressées a l'inhibition
de l'activité de ARG 1 de foie bovin, de trois extraits d'écorces de tiges de Caesalpinia
pulcherrima [119] et de Caesalpinia coriaria [120] obtenus a partir de n-hexane, d'acétate
d'éthyle et de méthanol. Ces extraits ont été testés in vitro et comparés a la nor-NOHA. Les
extraits au MeOH a 100 pg/mL ont montré, respectivement, une inhibition de 79% et 34% alors
que les extraits a ’EtOAc ont eu une activité a 24% et 14% et ceux au n-Hexane n’en ont montré
aucune [119, 120]. L'extrait méthanolique de Caesalpinia pulcherrima, qui est le plus actif, a
révelé une Clso de 21,969 pg/mL. De surcroit, Atikasari et col. [121] ont étudié I’activité
inhibitrice de l'arginase aprés fractionnement de l'extrait d'acétate d'éthyle de Caesalpinia
turtuosa selon un kit enzymatique identique a celui des deux études précédentes. Deux fractions
avaient une forte activité avec une inhibition de 90,72% et 91,41% a 100 pg/mL
(comparativement a la nor-NOHA) [121]. Dans deux de ces études [119, 120], I’analyse
phytochimique des extraits les plus actifs a montré la présence de flavonoides, de tanins et de
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saponines dans les extraits. La différence concerne la présence de triterpénoides pour I’extrait
méthanolique de Caesalpinia pulcherrima [119] et de stéroides pour I’extrait a 1’acétate
d’éthyle de Caesalpinia coriaria [120]. Toutefois, I'analyse statistique de la composition en
polyphénols totaux et en flavonoides de 1’extrait de Caesalpinia turtuosa [121] n’a pas
démontré que l'activité était liée a leur teneur mais a d’autres métabolites secondaires qui

pourraient étre responsables de I’activité biologique de cette plante.

Récemment, une équipe roumaine [122] a étudié la plante Crataegus pentagyna sur
I’ARG I bovine purifiée. Tous les extraits (de fleurs, fruits et feuilles) issus de cette plante ont
montré une activité > a 80% a une concentration de 100 pg/mL. Les activités observées avec
ces extraits ont été attribuées a la richesse de cette plante en composés phénoliques couramment

retrouvés dans le genre Crataegus.

6.3.2. Composés naturels

Afin de définir la capacité des polyphénols a inhiber I’arginase et a générer des effets

biologiques intéressants, une revue de la littérature a été réalisée sur ces CoOmposes.

a- Fonctions vasculaire et rénale

- Polyphénols

Parmi les polyphénols, les stilbénes ont démontré des propriétés cardioprotectives au
travers de 1’étude des propriétés vasorelaxantes de Rheum undulatum [123, 124]. Inspirés par
ces résultats, les effets du resvératrol et du picéatannol sur I’arginase obtenu a partir d’un lysat
de cellules endothéliales aortiques bovines exposées a des concentrations élevées de glucose
(25 mM) ont été étudiés [125]. Aucune inhibition de I’arginase n’a été observée en présence du
resvératrol 2 10 uM ou du picéatannol a 1 pM. En condition normale, ’ARG I et II issus de
foie et de rein ont été inhibées de 25 et 17% respectivement a une concentration de 50 uM de
resvératrol et de 29 et 26% pour une concentration a 10 uM en picéatannol [126]. Les Clso de
ces deux composés sur I’ARG I bovine sont de 18 et 12 uM [99]. Au regard de ces donnees, il
est raisonnable de supposer que les concentrations testées par Frombaum et col. [125] n’étaient
probablement pas suffisantes pour générer une inhibition. Toutefois, une amélioration de la
fonction endothéliale a été observée aprés administration intraveineuse de 30 mg/kg de poids
corporel/j de picéatannol pendant 4 jours a des rats ages [127]. Une réduction de la pression
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sanguine a aussi été observée et elle était associée a une diminution des especes réactives de
I'oxygene (ERO) et a une augmentation dose-dépendante des niveaux de NO. Un dérivé du
picéatannol a été aussi étudié, le picéatannol -3'-O-B-D-glucopyranoside (PG) par 1’équipe de
Ryoo [128]. Ce composé a montré une action inhibitrice in vitro sur ’ARG I et ’ARG II avec
une Clsode 11 uM pour le lysat hépatique et rénal. En outre, une capacité antioxydante par une
diminution des espéces réactives de I'oxygene (ERO) et une augmentation dose-dépendante des
niveaux de NO ont été observées ex vivo sur des cellules humaines de cordon ombilical [128].
Le PG se comporte comme un inhibiteur non sélectif de I’ ARG I et II chez les souris (Tableau
1). Ces effets ont été confirmés in vivo dans un contexte d’athérosclérose. En effet, le PG a
montré des effets bénéfiques (amélioration de la fonction vasculaire, diminution des dép6ts
athéromateux) sur un modeéle de souris ApoE-/- ayant recu un régime riche en cholestérol et
une dose journaliere de PG (500 pg/souris/j pendant 6 semaines), administrée par 1’eau de
boisson [129]. Dans la poursuite de I’exploration des dérivés glycosylés du stilbéne, Yi et col.
[130] ont identifié une nouvelle substance, le 2,3,5,4'-tétrahydroxystilbéne-2-O-B-D-glucoside
(THSG), issu du rhizome de Polygonum multiflorum. Cette molécule a aussi démontré une
activité inhibitrice de ’ARG I et II de 25% et 38% respectivement pour une concentration de
50 uM. Cet inhibiteur non compétitif améliore la fonction et la réactivité vasculaire avec des
effets in vivo similaire au PG [130]. D’autres stilbénes ont été isolés a partir de trois especes de
Cyperaceae (Cyperus eragrostis, Carex appressa et Carex cuprina) et testés sur I’ARG 1
bovine purifiée et sur un modéle ex vivo d’anneaux aortiques de rat. 8 composes ont été isolés
dont le resvératrol diglucoside, le picéatannol, la e-viniférine, la scirpusine B, le cyperusphénol
B, le carexinol A, le kobophénol A et un nouveau composé : le virgatanol [131]. Ces derniers
ont montré une inhibition de I'arginase, avec un pourcentage d'inhibition allant de 45% a 95%
a 100 uM. Le resvératrol diglucoside et le kobophénol A étaient les moins actifs. Les Clso des
6 composés les plus efficaces étaient comprises entre 12,2 et 182,1 uM. Le cypérusphénol B et
le picéatannol sont les plus efficaces (Clso =12 uM) alors que virgatanol s’est révélé étre le

moins intéressant (182 uM) (Tableau 1).

L’effet des flavonoides a aussi été exploré, chez des volontaires sains, au travers d’une
supplémentation par une poudre de cacao riche ou non en flavanols (<90 mg vs 985 mg). Les
érythrocytes prélevés présentaient une activité de 1’arginase réduite aprés 24h [132]. La
composition plasmatique en flavanols a été analysée 2h aprés la consommation de la poudre
riche en flavanols et a été reconstituée artificiellement pour évaluer le r6le de ses composés sur
des cultures de cellules ombilicale humaines et in vivo. Ce mélange se compose de 1’(-) -

épicatéchine (0,1 uM) et la catéchine (0,4 pM) mais aussi des métabolites épicatéchine-7-f3-

70
Rym ATTIA \ Contribution a 1'étude de la flore Tunisienne et recherche d'inhibiteurs d'origine
naturelle de I'arginase



glucuronide (0,25 uM), 4'-O-méthyl-épicatéchine (0,2 uM) et 4'-O-méthyl-épicatéchine-7-f-
glucuronide (1,7 uM) pour une concentration de 2,6 uM de flavonoides. Les auteurs ont pu
mettre en évidence une réduction de I’expression et de ’activité de 1’arginase [132]. Ces
conclusions viennent compléter les observations de 1’effet du chocolat noir riche en flavonoides
sur la dilatation médiée par le flux de I’artére brachiale (méthode non invasive) chez des
volontaires sains. Aprés 2 semaines de régime, une amelioration de la dilatation a été notée
parallélement a I’augmentation de 1’épicatéchine plasmatique [133]. Ces deux derniéres études
s’ajoutent aux résultats publiés par Nikoli¢ et col. [134]. Dans le cadre d’un modéle
d'insuffisance rénale aigué induite par l'injection intramusculaire de glycérol chez le rat,
I’administration préventive (2 h avant 1’induction) d’une dose de 20 mg/kg de quercétine en
sous-cutanée a permis de diminuer 1'urémie et la créatinémie par rapport au groupe témoin
(glycérol uniquement). Parallélement, une diminution de I'activité de 1’arginase hépatique a été
notée. Selon les chercheurs, l'action antioxydante établie de la quercétine, combinée a
I'inhibition de la consommation de la L-arginine par 1’arginase, pourrait avoir contribué a la
mise a disposition du substrat pour la synthése du NO, dont le pouvoir vasorelaxant a contribué

a la diminution de la résistance vasculaire et la restauration de la fonction rénale.

D’autres chercheurs [135] ont testé huit flavonoides isolés d'un extrait méthanolique de
Scutellavia indica sur I'ARG Il d'homogénat de rein de souris. Uniquement deux composeés ont
montré des activités intéressantes : la (2S)-5,7-dihydroxy -8,2'-diméthoxyflavanone (DDF) et
la (25)-5,2",5'-trihydroxy-7,8 -diméthoxyflavanone (TDF) avec des Clso de 25,1 et 11,6 uM
respectivement comparées a une Clso de 1,0 uM pour le picéatannol -3’-O-B-D-glucopyranoside
(PG) utilisé ici comme contrdle positif.

De surcroit, 1’isolement des acides phénols afin d’étudier leur activité¢ sur des modeles
cellulaires ou in vivo n’a pas encore été réalisé mais ils ont été retrouvés dans de nombreux
extraits actifs de plantes. Hunteria umbellata est une plante qui possede de multiples actions
pharmacologiques comme analgésique, antipyrétiqgue mais elle est aussi utilisée dans le
traitement de 1’hypertension, 1’obésité¢ et le diabete. L’analyse chromatographique d’une
décoction de poudre de graines a montré la présence d’acides-phénols (acides ellagique,
gallique, et chlorogénique) représentant approximativement 2/3 des composés phénoliques
[136] ainsi que des flavonoides (quercétine et apigénine). Cet extrait a montré une réduction de
’activité basale de 1’arginase sérique et du tissu pénien d’environ 60 et 67 % respectivement
pour une dose de 100 mg/kg de poids corporel/jour pendant 28j. Cette diminution s’est associée
a une augmentation du niveau du NO et a une amélioration du comportement sexuel des rats
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maéles en raison de I’effet anti-anxiété de cette plante [136]. Ces mémes acides-phénols associés
aux flavonoides suivants : catéchine, épicatéchine, isoquercitrine, quercétine, quercitrine, rutine
et kaempferol ont été retrouvés dans un extrait de feuilles de Moringa oleifera. Ils ont inhibé
I'arginase des homogénats de pénis de rat de maniére dose-dépendante (Clsode 159,59 pug/mL)
[137]. Cette méme combinaison acides-phénols/flavonoides a été retrouvée dans les fruits de
Cornus mas (1), Sorbus aucuparia (2) et Viburnum opulus (3) qui sont utilisés pour traiter
I’inflammation chronique (1 ; 2), les troubles hépatiques (1), les maladies rénales (3) ou
I’hypertension (3). Les extraits ont été obtenus, aprés délipidation, avec un mélange acide
d’acétone et d’eau (80 :19,5). Ils ont montré des activités inhibitrices sur I’ARG I bovine de
37%, 28% et 68% respectivement pour une concentration de 100 pg/mL [138]. L'extrait de fruit
de V. opulus a présenté la meilleure activité inhibitrice avec une Clso de 71 pg/mL avec une
activité vasorelaxante la plus élevée dans un modéle ex vivo d’anneaux aortiques de rat
précontractures a la phényléphrine (CEso = 6,31 + 1,61 ug / mL). Pour tous les extraits, les
études HPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS ont révelé un profil métabolique trés complexe mais la
présence d'acide chlorogénique représente 30,89 ; 0,72 et 2,03 mg/g dans les extraits de fruits
de V. opulus, C. mas et S. aucuparia, respectivement. Bien que 1’activité semble étre corrélée
a la concentration en acide chlorogénique dans les extraits, il est a noter que leur composition
qualitative sont trés différentes avec notamment la présence de catéchine et d’épicatéchine
exclusivement dans I’extrait le plus actif ce qui pourrait expliquer ces différences d’activité.
Ces observations confirment les suppositions des auteurs sur ’implication des composés
phénols-acides (acides caféique et gallique) et des flavonoides (catéchine, épicatéchine,
kaempférol, lutéoline, quercétine, quercitrine, rutine) issus des rhizomes de gingembre,
Zingiber officinale, et de safran, connu sous le nom de gingembre rouge Curcuma longa, dans
I’inhibition de I’arginase [9]. En effet, les rats ayant un régime riche en cholestérol (2%) pendant
14 jours et recevant un traitement par ces extraits ont montré une réduction significative de

l'activité de 1’arginase plasmatique et hépatique par rapport au contrdle [9].

L’acide salvianolique B, acide-phénol isolé de Salvia miltiorrhiza a montré une inhibition
de 29 et 15 % sur ARG 1 et II respectivement a 100 uM mais en présence de
lipopolysaccharides, 1’action est inversée [139]. Ce dernier exemple démontre la complexité de
I’utilisation d’inhibiteurs naturels qui peuvent avoir des roles différents en fonction de

I’environnement de I’arginase.
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La sauchinone et la 7-hydroxysauchinone, 2 lignanes isolées des parties aériennes de
Saururus chinensis ont aussi un effet inhibiteur de I’ARG II avec une Clso de 61 et 90 uM

respectivement [140].

Les composés phénoliques représentent une classe importante avec de nombreux
inhibiteurs d’ARG I et IT qui ont montré des effets dans la dysfonction endothéliale. La diversité
de composition des extraits ne permet pas d’attribuer une activité spécifique de I’extrait a une
seule molécule car elles ont presque toutes des Clso entre 1 et 100 M. Toutefois, il est possible
que des actions synergiques aient lieu en raison de la combinaison d’inhibiteurs compétitifs et

non compétitifs au sein d’un méme extrait.

- Alcaloides et terpénoides

Deux autres classes de molécules naturelles, que sont les saponines et les alcaloides, ont
été explorées, mais le nombre de molécules ayant un réle inhibiteur est moins important. Une
premiere étude comparative entre une fraction saponidique et non saponidique a été réalisée in
vivo. Des rats Wistar (méales, adultes) ont eu accés a volonté a des régimes alimentaires
complémentés par 400 pL (200 mg/kg) d'extrait aqueux de Yucca schidigera, de la fraction
extractible au butanol (fraction saponidique) ou de la fraction non-extractible au butanol
(fraction non saponidique). A la fin des 76 jours de I'expérience, une diminution significative
de I'activité de I’arginase hépatique a été observée chez les animaux traités avec I'extrait aqueux
total de Y. schidigera et avec sa fraction butanolique (riche en saponines) [9]. L’intérét de ces
composés a été confirmé par 1’étude du ginseng rouge coréen, Panax ginseng employé pour
ses effets bénéfiques sur le systeme cardiovasculaire, notamment comme antihypertenseur,
cardioprotecteur et hypolipémiant. L’activité inhibitrice de 1'extrait aqueux de P. ginseng a été
évaluée a 33% d’inhibition du niveau basal de I’ARG I a une concentration de 25 pg/mL.
L'évaluation, chez la souris KO au récepteur des LDL soumis a un régime riche en cholestérol,
a montré une amélioration de la vasorelaxation aprés administration de 1’extrait dans 1’eau de
boisson correspondant a une dose journaliére de 10 mg pendant 4 a 6 semaines. Ces effets ont
été associés a une inhibition de l'activité arginase, a une augmentation de la dimérisation de la
eNOS et donc a une augmentation conséquente des niveaux de NO [141]. Deux composés actifs
du ginseng rouge coréen, le ginsénoside Rb1 et Rg3 (Saponosides a structure stéroidienne), ont
été liés a une production accrue de NO dans les cellules endothéliales aortiques humaines par
une action directe sur la NOS. 11 est possible que ’activité de cet extrait résulte des effets sur

I’arginase mais aussi sur d’autres voies de signalisation menant a une libération de NO.
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Concernant les alcaloides, des extraits alcaloidiques ont été préparés a partir de deux
plantes (Vernonia amygdalina et Solanum nigrum) afin d’évaluer les effets de cette classe de
métabolites secondaires sur I’arginase. Les feuilles de la vernonie commune (V. amygdalina),
connue pour ses propriétés aphrodisiaques, et de la morelle noire (S. nigrum), pour ses vertus
cardioprotectives, ont été utilisées. Le potentiel inhibiteur de ces extraits sur l'activité de
I'arginase du tissu pénien du rat a été déterminé in vitro. Ces fractions ont inhibé I'activité de
l'arginase de maniére concentration-dépendante avec des CEsg de 1’ordre de 30,51+1,2 et
26,92+1,1 pg/mL respectivement. La caractérisation GC-MS a révélé plus de 20 alcaloides

[142] au sein de ces extraits.

L'obacunone, un tétranortriterpéne : trouvé dans les fruits du genre Citrus, a également
été testée [143] et a présenté une activité modérée sur les ARG 1 et 11 sans sélectivité. En effet,
le traitement a I'obacunone a diminué I'activité de lI'arginase 1l issue de lysat rénal de 30% a 50
uM et de 32 % dans le lysat hépatique a la méme concentration. Cette molécule, testée sur
I'arginase des cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine, I’a inhibée de 35% a une
concentration de 30 uM (Tableau 1). Ces données ont montré que I'obacunone est un inhibiteur

non compétitif de I’arginase [143].

La multiplicité des modéles in vitro et in vivo rend difficile la comparaison des inhibiteurs
naturels de I’arginase impliquée dans la dysfonction endothéliale. Toutefois, il n’apparait pas
de réelle sélectivité pour une isoforme et la majorité d’entre eux sont des inhibiteurs compétitifs.
Le mécanisme, étudié par les différents auteurs, met en jeu I’inhibition de 1’arginase mais il
existe d’autres mécanismes indirects qui ont une action sur I’arginase et concourent aux effets
biologiques positifs des extraits. En exemple, la génistéine, une isoflavone, réduirait
l'expression d’ARG I et II en tant qu’inhibiteur du récepteur de I'EGF [144].

b- Effets sur le cancer

Dans le cadre du traitement du cancer, I’inhibition de 1’arginase a montré un intérét dans
la réduction tumorale et dans la stimulation du systéme immunitaire (cf § 7. R6les de l'arginase

dans le cancer).

L'inhibition de I’arginase par des composés naturels a été évaluée in vitro sur des cellules

cancéreuses. L’équipe de Stolarczyk [145] a étudié les effets sur l'arginase des cellules
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cancéreuses de la prostate (LNcaP) des extraits aqueux et a I’acétate d'éthyle (parties aériennes)
de trois espéces d'Epilobium : Epilobium angustifolium, Epilobium parviflorum et Epilobium
hirsutum, ainsi que des polyphénols isolés de ces espéces. lls ont démontré que presque tous
les extraits (a 50 et 70 pug/mL) et les composés phénoliques testés, dont la quercétine-3-O-
glucuronide et I'eenothéine B (a 10, 20 et 40 uM), étaient en mesure d'inhiber de maniére
significative I'action enzymatique. En outre, ces mémes auteurs ont fourni des données
intéressantes concernant la recherche d’inhibiteurs d’arginase : il a été prouvé que les
ellagitanins de I'extrait d'E. hirustum étaient transformés par le microbiote intestinal humain
en urolithines (A, B et C). L'urolithine C a montré la plus forte activité d'inhibition de I'arginase
(réduction de 65,2 + 1,1 mU urée/mg de protéine a 27,9 £ 3,3 mU urée/mg de protéine). La
quantité d'ellagitanines dans la circulation systémique et les tissus est pratiquement
indétectable, tandis que les urolithines et leurs conjugués ont été trouvés a des niveaux plus
¢levés (UM) et peuvent maintenir leur activité inhibitrice de I’arginase (Tableau 1) [145].
L’implication des polyphénols dans I’inhibition de 1’arginase a aussi ét¢ démontré dans un
modele animal de carcinome hépatocellulaire. L'administration orale d'acide ellagique (50
mg/kg/jour), 7 jours avant et 14 jours apres l'induction de la tumeur induite au N-
nitrosodiéthylamine et CCls, fournissait 23,6% d'inhibition de 1’activité de ’arginase par
rapport au groupe témoin négatif (rats sains) [9]. Les polyphénols dans ce contexte ont aussi un
role préventif par rapport aux effets toxiques des xénobiotiques. Dans ce contexte de prévention
des effets toxiques, une étude a évalué I'effet de Bryophyllum pinnatum sur l'activité de 'ARG
Il et sa prévention contre les dommages oxydatifs rénaux provoqués par le CCls chez le rat.
Cette étude a montré que le prétraitement du rat avec I’extrait aqueux des feuilles de cette plante
(25 ou 50 mg/kg de poids corporel) inhibe les activités de I'ARG Il chez les rats traités au CCla,

empéchant ainsi les dommages oxydatifs rénaux provoqués par ce produit toxique [146].

Bien que peu de composés naturels aient été testes dans des modéles de cancers, il semble

qu’ils aient aussi un réle protecteur limitant I’effet de composés cancérigenes.

6.3.3. Relation structure-activité des composes phénoliques sur I’arginase de
mammiferes

Une premiére étude, s’intéressant a un ensemble de composés phénoliques sur I’ARG 1
bovine, a permis d’identifier I'importance du groupement caféoyle (3,4-dihydroxycinnamoyle)
dans D’activité inhibitrice de cette famille de métabolites secondaires puisque [’acide

chlorogeénique et le picéatannol, possédant en commun cette fonction, ont fourni les activités
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inhibitrices les plus élevées (Clso=10,6 et 12,1 uM respectivement) [99]. Le dérivé glycosylé
du picéatannol (picéatannol-3'-O-B-D-glucopyranoside, Figure 24) a une meilleure inhibition
que le picéatannol, avec des Clso= 11,22 uM sur les ARG I et II d’un modéle murin [128], ce
qui montre que le remplacement du groupement hydroxyl en position 3’ par un glucopyranoside
peut probablement renforcer le pouvoir inhibiteur de I’arginase mammifere. Une autre étude
s’intéressant aux stilbénes [131], a confirmé I'importance du groupement catéchol au sein de
cette classe de composés pour I’inhibition de I’activité de 1’arginase mammifere puisque deux
oligomeéres de resvératrol : le cyperusphénol B et la scirpusine B, possédant 3 et 2 catéchols
respectivement ont montré les activités inhibitrices de I’ARG I bovine les plus intéressantes
(Tableau 1). En revanche, le remplacement des groupements hydroxyles en position 3 et 5
(Figure 24) par des sucres provoque une perte drastique de I’inhibition comme le prouve
I’absence d’activité du diglucoside de resvératrol sur I’ ARG I bovine (<20% a 10 pM) comparé
au resveratrol (Clso = 18,2 uM) [131].

Les résultats observés sur I’ARG I bovine corroborent ceux obtenus avec I’ARG I
humaine [10] en précisant que la partie caféoyle pouvait pénétrer dans la poche du site actif de
l'arginase et que la fonction catéchol pouvait interagir avec le cofacteur Mn?* et plusieurs
résidus d'acides aminés cruciaux (Asp234, Thr246, Hisl41 et His126) impliqués dans le

mécanisme d'hydrolyse de I'arginase humaine.

Figure 24: Structure du picéatannol-3’-O-8-D-glucopyranoside.

Concernant les différentes classes des flavonoides, le groupement catéchol reste de méme
indispensable. En effet, 1'activité inhibitrice de I’ARG I bovine, d'une série de flavonoides
portant (épicatéchine, taxifoline, quercétine, fisétine) ou pas le groupement catéchol

(kaempférol) a été comparée en présence de I’ARG I bovine. Les résultats ont prouvé que
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I'absence de ce groupement est associée a une diminution de l'activité inhibitrice (Clso
kaempférol = 179 uM vs Clso s’échelonnant de 20 a 83 UM pour les autres flavonoides) [99].

Remarque : Les polyphénols avec une activité inhibitrice d’arginase ont une faible
biodisponibilité par voie orale. Le passage de ces molécules a travers la muqueuse intestinale
n’est pas le facteur limitant mais un effet de premier passage, probablement hépatique, serait a
I’origine de la faible biodisponibilité orale. Environ la moitié des polyphénols actifs sur
I’arginase se trouvent a l'état libre dans la circulation (faiblement lies aux protéines
plasmatiques) et ils peuvent étre distribués au niveau des tissus périphériques pour y exercer
leur activité inhibitrice. Outre cela, parmi les polyphénols testés sur I’arginase, seulement deux
(’acide méso-dihydroguaiarétique et la guaiacine dont les Clso sont peu intéressantes
puisqu’elles sont supérieures a 200 uM sur ARG 11 du rein de souris C57BL / 6) ont la capacité
de traverser la barriere hémato-encéphalique, ce qui pourrait entrainer des effets toxicologiques.
Par ailleurs, une seule substance inhibitrice d'arginase viole les régles de Lipinski, il s’agit de
la (25)-5,5'-dihydroxy-7,8-diméthoxyflavanone -2'-O-f-D-glucopyranoside [9].

Le Tableau 1 ci-dessous résume I’ensemble des produits naturels purs issus des plantes,

testés sur différents modeles d’arginase.
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Tableau 1 : Principaux composés naturels ayant montré une activité inhibitrice de I’arginase

Composés Modeéle du test Résultats : Référence
% inhibition Clso (uM)  Ki (uM)
% activité
Flavonoides
Myricétine Leishmania amazonensis / 2,1 1,2 [5]
Myricétine-3-O-rhamnoside ARG des cellules 30 % a 40 uM ND ND [145]
humaines du cancer de la
prostate (LNcaP) [147]
Leishmania amazonensis / 2,4 ND
Quercétine Leishmania amazonensis / 4,0+054.31 8+1 [5] [99]
ARG | bovine / 31,2 ND
Quercétine-3-O-glucoronide ARG des cellules 23 % a 40 uM ND ND [145]
humaines du cancer de la
prostate (LNcaP)
Taxifoline ARG | bovine / 23,2 ND [99]
Kaempférol Leishmania amazonensis / 55+4 ND [111]
[99]
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ARG | bovine 179,1 ND
Galangine Leishmania amazonensis ~ 100 ND [111]
Fisétine Leishmania amazonensis 1,4+£0.3 19+£05 [111]
[99]
ARG | bovine 82,9 ND
Lutéoline Leishmania amazonensis 9+1 8+1 [111]
(+)-Catéchine Leishmania amazonensis 1,7+£0,1 0.6 [5]
0,77 £ 0,01 12+25 [110]
-)-Epicatéchine eishmania amazonensis ,6£0, :
(-)-Epicatéchi Leishmani [ 1,6+0,2 0,2 [110][5]
1,8+0,5 30£04 [99]
ARG | bovine 19,9 ND
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(-)-Epigallocatéchine-3-gallate (flavanol) Leishmania amazonensis / 38+0,1 40+£05 [110]
Arginase de foie de rat 29 % a1 000 puM ND ND
(ARG1)
Quercitrine Leishmania amazonensis / 12,2+1,8 7,9 [111]
10,0 £ 0,08 6,99
Isoquercitrine Leishmania amazonensis / 20+£0,1 2,65 [111]
3,8+£0,04
Myricitrine Leishmania amazonensis / 24+0,2 ND [5]
Orientine Leishmania amazonensis / 16 +£2 24 + 2 [111]
Isoorientine Leishmania amazonensis / 9+1 22+ 2 [111]
Péracétyl quercétine Leishmania amazonensis / 120,8 +12,1 ND [5]
Penta-acétyl catéchine Leishmania amazonensis / 4,8+0,5 ND [5]
Monoacétyl catéchine Leishmania amazonensis / 3,7 ND [147]
3,5,7-Triacétyl catéchine Leishmania amazonensis / 09+0,1 0,9 [5]
3-O-rhamnopyranoside catéchine Leishmania amazonensis / 35,1 ND [147]
(2S)-5,7-dihydroxy-8,2'-diméthoxyflavanone ARG |1 de souris / 25,1+2,6 ND [5]
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(2S)-5,2',5'-trihydroxy-7,8- ARG Il de souris / 116+1,2 ND [5]

diméhoxyflavanone

(2R,45)-4,5,6,7,8,4"-Hexaméthoxylflavane ARG 2 du rein de souris / > 200 ND [9]
C57BL /6

Wogonine ARG 2 du rein de souris / > 200 ND [9]
C57BL /6

Apigénine ARG 2 du rein de souris / > 200 ND [9]
C57BL /6 [147]

Leishmania amazonensis <50 % a 125 uM ND ND

Isovitexine Leishmania amazonensis <50 % a 125 uM ND ND [147]

Vitexine Leishmania amazonensis <50 % a 125 uM ND ND [147]

Naringénine ARG 2 du rein de souris / > 200 ND [9]
C57BL /6

Naringénine-5-O-B-D-glucopyranoside ARG 2 du rein de souris / > 200 ND [9]
C57BL /6

(2S)-5,5'-Dihydroxy-7,8- ARG 2 du rein de souris / > 200 ND [9]

diméthoxyflavanone-2'-O-B-D- C57BL /6

glucopyranoside

7,8 Dihydroxyflavone Leishmania amazonensis / 12 ND [147]

Produits naturels divers

Acide gallique ARG de Leishmania / 2,2+0,2 7,2+1,4 [110]

0,13+0,01 [5]
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0,10 +

0,03
Acide chlorogénique ARG de Leishmania / 8,3+0,2 ND [108]
[5]
[10]
[99]
ARG I bovine (compétitif) / 10,6 ND
Acide cryptochlorogénique Arginase de Leishmania / 11+1 12,3+0,1 [108]
Acide caféique Arginase de Leishmania / 15+£0,3 0,5+0,1 [108]
[99]
ARG | bovine / 86,7 ND
Acide rosmarinique Arginase de Leishmania / 2,1+£0,3 1,8+0,3 [108]
Isoverbascoside Arginase de Leishmania / 2,3+0,3 1,0£0,1 [108]
Acide quinique ARG | bovine 18,3+5,9 % a 100 3060,0 ND [99]
Y
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Acide 5-O-galloylquinique ARG de Leishmania / 0,44+004 04300 [5]
1
Acide 5-O-(3-méthylgalloyl)-quinique ARG de Leishmania / 049+£0,04 0,16£0,0 [5]
1
Acide 3,5-di-O-galloylquinique ARG de Leishmania / 0,46+0,04 05700 [5]
3
Acide 3,4,5-tri-O-galloylquinique ARG de Leishmania / 0,31+£0,02 0,68+0,0 [5]
2
Verbascoside ARG de Leishmania / ND 0,7 [5]
Piceatannol ARG | bovine / 12,1 ND [131]
(Compeétitif) [99]
(E)-N-(2-phényléthyl)-3,4- ARG | bovine / 69+13 55+1,0 [10]
dihydroxycinnamide
Picéatannol-3’-O-f-D-glucopyranoside (PG) ARG | de lysat de foie / 11,22 ND [5]
murin
ARG Il de lysat de rein / 11,06 ND
murin
HUVEC 56 % a3 uM ND ND
Sauchinone ARG |1 de lysat de rein / 61,4+54 ND [5]
murin
7B-Hydroxysauchinone ARG |1 de lysat de rein / 89,6 £5,8 ND [5]

murin
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Resvératrol ARG | bovine / 18,2 ND [99]
Acide méso-dihydroguaiarétique ARG |1 du rein de souris / > 200 ND [9]
C57BL /6
Guaiacine ARG |1 du rein de souris / > 200 ND [9]
C57BL /6
(7S,8R)-4-Hydroxy-3,7-diméthoxy- ARG |1 du rein de souris / > 200 ND [9]
1',2",3",4'5',6',7"-heptanorlign-8'-one C57BL /6
(E)-7-(4-Hydroxy-3-méthoxyphenyl)-7- ARG Il du rein de souris / > 200 ND [9]
méthylbut-8-en-9-one C57BL /6
Licarine A ARG |1 du rein de souris / > 200 ND [9]
C57BL /6
2,3,5,4'-tétrahydroxystilbene-2-O-B-D- ARG 1 de lysats hépatique 25% a 50 uM ND ND [130]
glucoside (THSG) de souris
ARG I1, de lysats rénaux 38% a 50 uM ND ND
de souris
Obacunone ARG | de lysat de foie 67,9+ 1,6 % a50 uM ND ND [5]
murin
ARG Il de lysat de rein 32,1£38%a50uM ND ND
murin
HUVEC 65,3 % a 30 uM ND ND
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Acide salvianolique B ARG | de lysat de foie 71+2%a 100 uM ND ND [139]
murin
[3]
ARG Il de lysat de rein 85+ 3% a 100 uM ND ND
murin
Scirpusine B ARG | bovine / 22,6 3,0 ND [131]
g-viniférine ARG | bovine / 278+23 ND [131]
Cyperusphénol B ARG | bovine / 12,2+0,9 ND [131]
Carexinol A ARG | bovine / 253+2,3 ND [131]
Virgatanol ARG | bovine / 182,1+£19,4 ND [131]
Urolithine A ARG des cellules 39 % a 40 uM ND ND [145]
humaines du cancer de la
prostate (LNcaP)
Urolithine C ARG des cellules 57 % a 40 uM ND ND [145]
humaines du cancer de la
prostate (LNcaP)
Oenothéine B ARG des cellules 2% a40 uM ND ND [145]
humaines du cancer de la
prostate (LNcaP)
(+)-Syringarésinol Leishmania amazonensis / 13,7 ND [147]
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6.4. Conclusion

Dans le cadre de I'étude de l'arginase et du développement de nouveaux inhibiteurs de
cette enzyme, les plantes peuvent représenter une source tres polyvalente de molécules, compte
tenu de la diversité structurale des substances qu'elles produisent (généralement de faible
toxicité), qui peuvent agir comme inhibiteurs directs/indirects ou servir de modele moléculaire
pour la synthese de produits hémi-synthétiques ou synthétiques. Cependant, a ce jour, encore
peu de plantes ou de composés naturels ont été testés sur 1’arginase. En effet, les composés
étudiés font partie, dans la quasi-totalité, de la famille des polyphénols. Des travaux
complémentaires seraient intéressants a mener afin d’explorer I’activité inhibitrice d’arginase
d’autres structures de métabolites végétaux, tels que les alcaloides, les saponines ou les
terpénoides. En outre plusieurs études ont établi des relations structure-activité (RSA) utilisant
I’arginase parasitaire donnant des informations intéressantes, cependant de telles évaluations

sur I’arginase mammifére restent peu nombreuses.

7. Tests connus pour I’évaluation de Dactivité
inhibitrice de I’arginase

Depuis la découverte de I’arginase et de son rdle crucial, plusieurs méthodes ont été
établies afin d’évaluer I’activité de cette enzyme. Ces méthodes reposent : soit sur le suivi de la
diminution de la concentration des substrats : la L-arginine ou le 1-nitro-3-guanidinobenzéne
(NGB), soit sur I’augmentation de la concentration des produits de la réaction enzymatique : la

L-ornithine, ou 1’urée suite a la dégradation de la L-arginine par 1’arginase.

7.1. Substrat : L-Arginine

7.1.1. Méthodes enzymatiques pour le dosage des produits de 1’arginase

Weil et Russel [148] furent les pionniers pour 1’établissement de protocoles d’évaluation
de T’activité de I’arginase en utilisant une procédure gazométrique. L'arginase décompose
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I'arginine en ornithine et en urée puis de l'uréase est ajoutée pour hydrolyser l'urée. Le
pourcentage de CO: libéré a partir de I'urée est ensuite mesuré de fagcon manométrique dans
I'appareil de Warburg. Par la suite, Van Slyke et Archibald [149] ont utilisé le méme principe

mais la quantité de CO; a été déterminée a 1’aide d’un appareil a gaz sanguin Van Slyke-Neill.

Ozer a décrit une méthode spectrophotométrique [150] mettant en jeu 3 enzymes (Figure
25) : ’arginase, l'uréase et la glutamate déshydrogénase. L activité de 1’arginase est alors reliée,
par cette cascade enzymatique, a I'oxydation du NADPH par la diminution de I'absorbance a
340 nm du NADP*. La méthode est rapide, sensible, économique et permet une surveillance
continue.

Urease
Urée + H' + 2H,0 =) HCO; + 2NH,*

Glutamate déshydrogénase
NH,+* + o-cétoglutarate + NADPH ——) c|lutamate + NADP* + H,0

Figure 25 : Réactions proposées par Ozer pour le dosage de I’activité arginase [150].

Garganta et Bond ont également suivi l'urée, produite par l'arginase, qui est ensuite
hydrolysée en ammoniac par I'uréase. A la différence des méthodes précédentes, la production
d'ammoniac est suivie par une réaction avec du phénol pour obtenir de I’indophénol (Figure 26)
dont le dosage s’effectue par mesure de I’absorbance a 570 nm (couleur pourpre). [151]

0
1]
HNCNH, UREASE , anH, +  co,

NH, + 2 OH NaOH ___ o N OH
HOCI

INDOPHENOL

Figure 26 : Réaction proposée par Garganta et Bond pour le dosage de I’activité de I'arginase
[151].
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Ces techniques mettent en jeu au minimum deux enzymes ce qui nécessite d’adapter les
conditions opératoires notamment le pH (9,5 pour I’arginase et 6,8 pour 1’uréase). De plus,
I’utilisation d’enzymes dans ces réactions nécessite de vérifier 1’absence de phénoménes

d’inhibition ou de compétition des composés présents dans les milieux biologiques complexes.

7.1.2. M¢éthodes non enzymatiques pour le dosage des produits de 1’arginase
a. Réaction chimique avec I’ornithine

Des chercheurs [152] ont mis au point un test colorimétrique simple a haut débit pour la
détermination de l'activité de l'arginase sur la base de la réaction ornithine-ninhydrine décrite

pour la premiere fois par Chinard [153].

0
o Rj)(OH OH 0
NH,
o o o=l |
OH
o) o) O

Figure 27 : Réaction de la ninhydrine avec un acide aminé pour produire le pourpre de
Ruhemann [154].

Le dosage de l’ornithine par la méthode de Chinard peut étre affecté par des
concentrations relativement élevées d’autres acides aminés chromogenes, tels que la lysine, la
proline et la citrulline dans des échantillons complexes comme le plasma et [’urine.
L’élimination de ces composés, en amont de la réaction enzymatique, par des colonnes de
centrifugation contenant un gel de Sephadex [155] ou encore par une simple chromatographie
d'échange d'ions [156] a été proposée. En général, la ninhydrine produit un chromophore violet
de Ruhemann (Amax = 570 nm, Figure 27) pour les acides a-aminés et un produit jaune avec des

amines secondaires (Amax = 440 nm) comme la proline et I'hydroxyproline.

b. Réaction chimique avec 1’urée

La procédure, décrite par Van Slyke et Archibald [149] consiste en une mesure
photométrique de 1’urée qui repose sur la formation d’un produit coloré en rose, le 6-méthyl-5-
phényl-1,2,4-triazine-3-ol formé aprés la réaction de I'urée avec 1'a-isonitrosopropiophénone
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(ARCHIBALD’s reagent) a 100°C (Figure 28). Cette méthode photométrique est
particulierement pratique lorsque de nombreuses déterminations simultanées de 1’activité de
I’arginase sont effectuées. Mais évidemment, elle ne peut pas étre utilisée pour réaliser des
mesures quantitatives sur des préparations contenant de l'uréase. Des optimisations de ces
techniques de détection ont ensuite été développées [157-159] afin d’améliorer la sensibilité de

la technique.

0 N

H
~ T
Z~ “OH + >~
CHs H,N NHZ . N 0 N/)\OH
100°C

Urea

a-lsonitrosopropiophenone

6-methyl-5-phenyl-1,2,4-triazin-3-ol
(Pink colour)

Figure 28 : Réaction colorimétrique de mise en évidence de I'urée avec I'a-
isonitrosopropiophénone [160].

Hagan et Dallan [161] ont décrit I’utilisation du réactif d’ERLICH pour le dosage de
I’activité de 1’arginase : L'urée formée et le p-diméthylaminobenzaldéhyde (réactif d’ERLICH)
réagissent dans du H.SOg dilué, pour former la N- (p-diméthylamino) benzalurée, qui est trés
stable (> 1j). Le produit de condensation ainsi formé est mesuré par spectrophotométrie a 450
nm. Le réactif d’ERLICH a l'avantage de réagir avec l'urée a température ambiante,
contrairement & la technique d’Archibald. Un chromogene, émettant une couleur jaune-vert,
est ainsi formé. La réaction générale (Figure 29) montre la formation et la structure du
chromogéne qui correspond a une imine et une base de Schiff qui absorbe I'énergie dans le
spectre UV-Vis [162].

N NHa
/
[0}
)L acide
[E—
+ —
HzN NH>
urée
N
DMAB 7N
chromogéne

Figure 29 : Réaction générale de I'urée avec le p-diméthylaminobenzaldéhyde (DMAB) [162].
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Jung et son équipe [163] ont également décrit une réaction colorimétrique, en deux étapes,
entre l'urée et de 1’O-phtalaldéhyde puis avec la N-(1-naphtyl)éthylenediamine (NED). Ces
deux réactions ne nécessitent pas d’¢lévation de la température pour le développement de la
couleur et utilise des réactifs stables et non volatils. La premiére étape de la réaction implique
la condensation de 'urée avec 1’O-phtalaldéhyde pour former, soit la 1,3-dihydroxy-isoindoline
(A), soit le 1-uréido-3-hydroxyphtalane (B) (Figure 30). Lorsque le composeé isoindoline (A)
réagit avec la NED dans les conditions de I'analyse, un développement rapide de la couleur
rouge-orangée se produit en raison de l'apparition du dérivé isoindoline par I’implication d’un
carbonium dans cette réaction de substitution aromatique typique. Le dérivé phthalogénique
(B) ne peut cependant pas étre éliminé comme intermediaire, car les deux composés sont en
équilibre. Le produit coloré de la réaction de dosage posséde une absorbance maximale a 505
nm, mais le pic d'absorbance est assez large et peut étre mesuré a une longueur d’onde comprise

entre 480 a 540 nm.
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Figure 30 : Premiére étape suggérée dans la réaction de Jung pour la détection de 'urée
[163].
Certaines molécules comme la citrulline pouvant interférer avec cette méthode, Zawada et ses
collaborateurs [164] ont optimisé la réaction précédemment décrite et ont suggéré I’emploi du
bisphosphate de primaquine a la place de la N-(1-naphtyl) éthylénediamine. Le produit de la
réaction, de couleur jaune-vert, possede un maximum d’absorption a 430 nm. Cette
modification du test de Jung permet une détermination quantitative, sensible et robuste de l'urée

dans des milieux de culture cellulaire.
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c. Marquage au *C

L utilisation du *C pour la détection de I’activité de I’arginase a été développée avec la
L- [guanido-*C] arginine [165]. L'arginine marquée non hydrolysée doit &tre séparée du produit
de la réaction. Cette séparation peut étre réalisée par une résine échangeuse d’ions et le produit
urée-[*4C] est déterminé quantitativement dans le surnageant. Le test, assez sensible, nécessite
5 min et est effectué en tube. D’autres protocoles séparent 1’urée-[**C] de la L- [guanidino-1*C]
arginine par une incubation avec de I'uréase pour générer du **CO; (Figure 31), qui peut étre
volatilisé par acidification de la réaction et piégé sur des filtres imbibés de NaOH sous forme

de Naz!*COs pour une quantification par comptage a scintillation.

Réaction de ’arginase: L- [guanidino-1*C] arginine =—> L-ornithine + urée- [1*C]
Réaction a Puréase:  urée-[*C][+H,O0+2H " == 14CQ, +2NH,"

Figure 31 : Dosage de I'activité de 'arginase avec utilisation de **C [165]

Les caractéristiques et différences essentielles entre les deux protocoles sont décrites dans

la Figure 32. Les deux tests ont une sensibilité et une spécificité similaires.
Extrait tissulaire

Incubation dans la réaction avec la L- [guanidino-*C] arginine
pour générer 1'urée-[1C]

- N

Réaction d’incubation avec ['uréase pour produire le Séparation de I'urée-["*C] de la L- [guanidino-"*C]
1Co, arginine avec une résine
Piégeage du “CO, sous forme de Na,"'CO; Mesure de ['urée-[C] par comptage par scintillation

comptage par scintillation

Figure 32 : Apercu des principales caractéristiques des essais reposant sur la L- [guanidino-
14c] [166].

91
Rym ATTIA \ Contribution a 1'étude de la flore Tunisienne et recherche d'inhibiteurs d'origine
naturelle de I'arginase



Si la L- [guanidino-**C] arginine n'est pas disponible, la L- [U-*C] arginine peut étre
utilisée dans certains modeles mais une attention particuliere devra étre portée a la présence des

ornithine ou arginine décarboxylases [166].

La technique de dosage au **C nécessite une séparation du substrat non dégradé du produit
de la réaction enzymatique. Cette contrainte ajoute des étapes intermédiaires qui peuvent étre
moins performantes dans les milieux complexes (action sur I'uréase, saturation de la résine

¢changeuse d’ions).

7.1.3. Autre Substrat

L’utilisation du 1-nitro-3-guanidinobenzene (NGB) comme substrat pour l'arginase,
permet d’obtenir de l'urée et le chromophore m-nitro-aniline caractérisé par un maximum
d’absorption a 372 nm (Figure 33) [167]. Il est intéressant de noter que la valeur de la Ky, du
NGB est presque identique a celle du substrat biologique, 1’arginine, bien que le NGB ne
possede pas les groupes a-amino et a-carboxylate de I’arginine qui s'engagent dans le réseau de

liaison hydrogéne enzyme-substrat.

NO»
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Figure 33 : Réaction catalysée par I’arginase en utilisant le 1-nitro-3-guanidinobenzéne (NGB)
comme substrat 27/12/2020 14:28:00 [167].

7.2. Méthode séparative

André et son équipe [113] ont décrit I’utilisation d’un réacteur enzymatique d’arginase
dans un systéme chromatographique liquide haute performance (CLHP). Ces auteurs ont
immobilisé I'enzyme de maniére covalente sur un disque de milieu d'interaction convectif
(CIM) monolithique d'éthylénediamine (EDA) préalablement dérivatise avec du
glutaraldéhyde. Ce réacteur de digestion enzymatique (IMER) a ensuite été inséré dans un

systeme CLHP. L'effet des inhibiteurs de I'arginase a été évalué par l'injection simultanée de
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chaque inhibiteur avec le substrat : nitroguanidino benzéne (NGB). Les valeurs relatives de Clso
ont été trouvees en accord avec celles données par la méthode spectrométrique conventionnelle

démontrant la conservation de 1’activité enzymatique de 1’arginase dans ce réacteur.

Ces différentes méthodes doivent étre choisies en fonction du contexte du dosage (tests
d’inhibition par des composés chimiques ou naturels) ou pour des dosages d’activités dans des
modeles cellulaires ou tissulaires. Une interférence avec la ou les enzymes surajoutées au milieu
réactionnel représente un risque non négligeable de sélectionner des faux-positifs dans un
contexte de criblage de composes naturels. Bien que les méthodes non enzymatiques semblent
plus attractives, une attention toute particuliere devra étre aussi portée aux interactions entre les
réactifs de la détection du produit de la réaction enzymatique et les échantillons a tester ainsi

qu’aux chromophores propres a ces derniers.

8. Conclusion

L'arginase a été découverte depuis plus d'un siécle et le développement de nouveaux
inhibiteurs de l'arginase représente une stratégie trés prometteuse en ce qui concerne le
traitement des maladies causées par des dommages dans la production de NO. Le nombre
d'indications potentielles de ces inhibiteurs est large et comprend les troubles cardiovasculaires,
pulmonaires, métaboliques et neurologiques ainsi que la dysfonction érectile, les parasitoses a
leishmania et, plus récemment, le traitement du cancer. Les premiers inhibiteurs synthétiques
de cette enzyme reposaient sur des modifications de la chaine latérale d'acides a-amines. Cette
voie a été approfondie puisqu’elle a conduit a des composés tres efficaces, tels que les acides
a-aminés termines par une hydroxyguanidine, la N-hydroxy-nor-arginine (nor-NOHA), ou une
fonction acide boronique, ’acide 2 (S) -amino -6-boronohexanoique (ABH), et la S- (2-
boronoéthyl) -L-cystéine (BEC). Les tentatives de remplacement de cette partie ont donné des
résultats peu satisfaisants. La partie acide a-aminée des inhibiteurs est sans doute prédominante
et bien que le groupe de liaison au bimanganeése soit important dans les molécules, il ne doit
pas perturber le réseau de liaisons des acides a-aminés. Une optimisation supplémentaire par
substitution de la position o de la partie a-aminoacide de I'ABH a conduit aux composes
tropaniques qui donnent a ce jour la meilleure activité inhibitrice [5]. Malheureusement, ces

composés presentent de mauvais profils pharmacocinétiques et la sécurité des dérivés
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boroniques est un sujet de debat. De plus, une faible sélectivité entre 'ARG | et I'ARG 1l a été
observée dans cette série. Les produits d’origine naturelle peuvent étre une autre piste
prometteuse pour la découverte d’inhibiteurs de I’arginase. En revanche, a nos jours, malgré le
nombre important de composés naturels testés, aucun d’entre eux n’a montré de réelle
sélectivité sur les arginases. Le développement de produits qui inhibent sélectivement chaque
arginase reste un défi pour ouvrir de nouvelles perspectives dans la compréhension du réle des
isoformes d’arginase. L’évaluation de 1’activité de I’arginase a nécessité le développement de
techniques telles que la spectrophotométrie, la radiométrie et la fluorimétrie en utilisant divers
modeles in vitro, ex vivo et in vivo. Certaines expériences ont été réalisées in vitro en utilisant,
par exemple, des lysats hépatiques et rénaux de rats et de souris, des cellules endothéliales de
veine ombilicale humaine et des macrophages ou ex vivo en employant des anneaux aortiques
de souris. D’autres recherches ont été réalisées in vivo chez la souris et le rat mais aussi en
clinique. Chaque modeéle correspond a une pathologie, mettant en jeu une inhibition directe ou
indirecte de l’arginase ce qui rend difficile la comparaison des résultats entre eux. La
multiplicité des modéles nécessite une standardisation des tests au moins in vitro afin de pouvoir
comparer les composés sur les différents types d’arginases (origine, isoforme) et identifier
clairement les groupements d’atomes indispensables a I’inhibition. De surcroit, dans la majorité
des études publiées les auteurs ne décrivent pas clairement les contr6les mis en place pour
vérifier que I’inhibition observée n’est pas due a une interférence avec la technique de mesure
de I’activité afin de s’assurer de I’absence de faux positifs ou faux négatifs dans les résultats

obtenus.
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Chapitre 3 : Stratégies de découverte de
nouveaux composes actifs a partir de plantes
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La diversité structurelle et I'activité biologique des produits naturels en font les sources
les plus précieuses de tétes de série. L’Homme a toujours compté sur les produits naturels et a

continuellement exploré leurs applications pour améliorer divers aspects de la vie.

Pour un travail classique orienté vers la découverte de nouvelles substances actives a
partir de plantes, trois étapes fondamentales doivent étre prises en compte : 1) la sélection
appropriée des plantes pour le criblage biologique 2) le développement de techniques
quantitatives pour mesurer I'activité biologique et 3) le fractionnement bioguidé des extraits de
plantes et 1’¢élucidation des structures des produits biologiquement actifs. Ces trois étapes

principales vont étre développées dans la suite de ce travail.

1. Sélection des especes vegétales candidates pour le
criblage

Les plantes nous ont déja fourni et continueront a nous fournir de nouveaux agents
pharmaceutiques pour le développement de médicaments. Le succes de l'identification d'un
nouveau produit naturel biologiquement actif a partir de plantes nécessite un choix judicieux
des especes végétales a explorer et une approche bien réfléchie. Il a été estimé que moins de
10%, des 300 000 a 500 000 especes de plantes dans le monde, ont été étudiées pour une ou
plusieurs bioactivités [168]. Avec tant de plantes a tester, il est essentiel pour les chercheurs de
limiter leur champ d’investigation. Ainsi, plusieurs techniques/criteres sont utiles pour

sélectionner les plantes a étudier.

1.1. Sélection aléatoire des plantes

Dans le cas d’une sélection aléatoire de plantes, la collecte est faite sans posséder de
connaissances, ni d'expérience sur les plantes sélectionnées. Cette approche ne doit pas étre
négligée car compte-tenu du grand nombre de plantes qui n’ont pas encore fait I'objet d'une
¢tude approfondie, des choix aléatoires d’espeéces végétales pourraient déboucher sur de
nouvelles decouvertes intéressantes. De nombreuses maladies et affections médicales
émergentes auxquelles les chercheurs n’étaient pas préparés font désormais partie de notre vie.
Les tests aléatoires peuvent fournir de nouvelles informations ou de meilleurs traitements pour

ces maladies et affections. Des preuves de reussite de cette approche, sont celles du paclitaxel
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et de la camptothécine élaborés par I’institut national du cancer (NCI), aux Etats-Unis, qui a
étudié environ 35 000 especes végétales pour une activité anticancéreuse, pendant plus de deux
décennies de 1960 a 1980 [169]. Cependant, le co(t énorme en temps et en ressources
nécessaires a la sélection d'un grand nombre de plantes choisies au hasard, avec un taux de
réussite faible, a conduit de nombreux chercheurs a préconiser une sélection reposant sur

diverses approches non aléatoires.

1.2. Approche ethnopharmacologique

Dans 1’approche ethnopharmacologique, la sélection repose totalement sur les
informations des utilisations médicinales des plantes choisies dans diverses régions. Plus de
120 produits pharmaceutiques actuellement utilisés sont dérivés de plantes [7], et environ 75%
de ceux-ci ont été decouverts en examinant [l'utilisation de ces plantes en médecine
traditionnelle [170]. Etant donné le vaste choix de plantes & étudier, un bon point de départ est
souvent de commencer par les plantes dont I’histoire est bien documentée par les guérisseurs
traditionnels. Les connaissances traditionnelles peuvent constituer un puissant moteur de
recherche, permettant aux chercheurs de se concentrer sur les plantes utilisées pour lutter contre
les affections médicales qu'ils souhaitent étudier. Dans toutes les régions du monde, les
civilisations anciennes ou actuelles utilisent des traitements a base de plantes avec des degrés
de documentation variables. La médecine ayurvédique et la médecine traditionnelle chinoise
sont particulierement bien documentées. Il n’est donc pas surprenant qu’une forte proportion
des études publiées se concentre sur les plantes dont 1’utilisation a été décrite dans ces pays. En
revanche, la documentation sur I'utilisation des plantes médicinales dans d'autres régions du
monde peut étre moins compléte et donc moins utile pour la sélection des especes.

L’approche ethnomédicinale a donné lieu a de nombreuses réussites, les succes les plus
notables sont la quinine obtenue a partir d'écorce de Cinchona pubescens, la morphine et la
codeine du Papaver somniferum (pavot a opium), la digoxine des feuilles de Digitalis lanata et
I’atropine a partir d’especes de Solanaceae.

L'approche ethnomédicinale peut offrir une possibilité accrue de trouver un composé actif
mais aussi servir comme moyen de documenter et de préserver les connaissances locales. Ceci
devient de plus en plus important avec la mobilité accrue des communautés rurales et la perte

de connaissances locales sur l'utilisation des espéces de plantes indigénes.
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Les correlations réussies des utilisations traditionnelles de certaines plantes médicinales
avec leurs constituants biologiquement actifs découverts a la suite du suivi scientifique de ces
plantes confirment que les plantes médicinales sont des sources valables de substances actives
pour les médicaments.

Deux questions importantes doivent étre abordées en ce qui concerne cette approche.
Premiérement, les droits du pays d'origine, en ce qui concerne toute drogue vegeétale découverte,
doivent étre protégés, comme indiqué dans la Convention des Nations Unies sur la diversité
biologique [171]. Deuxiemement, la qualité de 1’étude de terrain réalisée avant la sélection de
la plante est importante et peut avoir un impact sur le succes de la recherche. Le succes de
I'approche ethnopharmacologique peut dépendre également de I'efficacité des méthodes
d'extraction et de tests utilisés. Les études ethnopharmacologiques approfondies sur le terrain
peuvent constituer une plate-forme essentielle a partir de laquelle I’enquéte phytochimique
d’une espéce végétale peut étre lancée. Les informations recueillies lors de cette étude peuvent
provenir de diverses sources historiques, notamment des journaux intimes, des récits de voyage
et des traites sur les plantes médicinales au cours de plusieurs siecles.

Une approche ethnopharmacologique peut étre combinée a d'autres criteres de choix

décrits dans ce qui suit pour accroitre le potentiel de réussite.

1.3. Approche chimiotaxonomique

En raison de preuves controversées sur les caractéristiques morphologiques des plantes,
I'idée d'impliquer les constituants chimiques dans la taxonomie a été introduite. Ainsi, le
concept selon lequel le regne végétal peut étre classé sur la base de ses composants chimiques
s'est rapidement développé pour devenir un domaine important dans la classification des plantes
[172]. Selon Gottlieb et ses collaborateurs [173], le principe de la chimiotaxonomie est qu'une
plante est I'expression externe du génotype et du phénotype conduisant a la formation de
métabolites. Par conséquent, les caracteres morphologiques d'une plante peuvent étre corréles
avec la présence de ses métabolites spécialisés (tels que les flavonoides, les triterpénes, les
alcaloides, les saponines).

Cette approche consiste ainsi a rechercher sur le terrain les plantes en fonction de leur
appartenance botanique et de recolter donc preférentiellement certaines plantes dont les familles

ou les genres sont déja connus pour renfermer des constituants biologiquement actifs.

99
Rym ATTIA \ Contribution a 1'étude de la flore Tunisienne et recherche d'inhibiteurs d'origine
naturelle de I'arginase



De nombreuses plantes dont la valeur thérapeutique n’est pas connue peuvent étre
apparentées a d'autres especes identifiées pour produire des composés phytochimiques
intéressants en médecine. Ainsi, I'étude d'espéces étroitement liées a celles ayant des propriétés
médicinales reconnues peut permettre de détecter des bioactivités similaires chez ces espéces.
Si D’identification du type de structure recherchée a été réalisée, les données de la
chimiotaxonomie pourront renseigner sur les familles, les genres ou les espéces au sein desquels
il est possible de trouver ce type de composés: a titre d’exemple, les alcaloides des
Apocynacées ou les quassinoides des Simarubacées. De surcroit, la chimiotaxonomie peut avoir
un intérét prédictif lorsque 1’on étudie une nouvelle espéce.

Zhu et son équipe [174] ont mené une étude phylogénique sur les médicaments d'origine
naturelle mis sur le marché entre 1991 et 2010. Ils ont constaté que les espéces impliquées dans
la production de médicaments étaient regroupées dans un espace phylogénique spécifique. Il a
été suggéré que le fait de se concentrer sur les espéces inexploitées appartenant a des familles
et a des groupes ayant déja montré des composes actifs qui ont servi a la production de
médicaments augmenterait la probabilité de découvrir de nouveaux composeés bioactifs. Il serait
envisageable de supposer que des espéces étroitement apparentées partageraient une biochimie
similaire et la compréhension des relations phylogénétiques entre les espéces végetales
pourraient faciliter la sélection des plantes a étudier. Cependant, une telle approche ne

s’accompagne pas toujours de bioactivités similaires chez des espéces étroitement apparentées.

1.4. Divers criteres écologiques

Une autre stratégie non aléatoire de sélection des plantes fait appel a diverses approches
écologiques. Plusieurs auteurs ont examiné différents aspects de l'argument écologique, y
compris la relation entre biodiversité et chimiodiversité, 1’hypothése de 1’« apparence des
plantes », les relations défenses chimiques et herbivores, la théorie de la stratégie de vie et le
comportement animal.

En effet, Ramesha et ses collaborateurs [175] ont suggéré que la relation entre biodiversité
et chimiodiversité est gérée par deux modéles. Le premier modele propose que la
chimiodiversité augmente de maniére linéaire avec la biodiversité : c’est-a-dire qu’avec un
accroissement de la diversité biologique parmi les taxons en question, la diversité chimique
augmenterait également. Avec le deuxiéme modeéle, une relation linéaire entre la diversité
chimique et biologique est initialement observée, puis une stabilisation se produit. Cela
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impliquerait que le nombre de structures chimiques découvertes serait terminé. Par exemple,
concernant les alcaloides malgré leur diversité seulement 22 échafaudages ont été identifiés et
la famille des Asteraceae, alors qu’elle englobe la diversité d'espéces la plus élevée (21 000),
n'en produit que 14 sur les 22 alors que les Fabacées regroupant 16 400 especes produisent 17
de ces 22 échafaudages. Le premier modéle suggére donc qu’une prospection de la maniere la
plus exhaustive possible conduirait & de nouvelles entités chimiques bioactives, tandis que le
second modele suggére que des groupes phylogenétiques spécifiques doivent étre étudiés pour
augmenter la probabilité d'isoler un type de compose d'intérét particulier.

L’autre aspect étudié¢ dans ce contexte est I’hypothése de '« apparence des plantes »
[176]. Cette hypothése a été proposée par des chercheurs qui étudient les relations insecte-
plante. Afin de se défendre contre les attaques herbivores, les plantes ont adopté différentes
stratégies. 1l a été estimé que les plantes développent deux types de défense chimique contre les
herbivores. Elles peuvent donc étre classees en plantes « apparentes » et « non apparentes ».
Les espéces « apparentes », de grande taille, (plantes plus vulnérables aux attaques des
herbivores en raison des caractéristiques de leurs habitudes et de leur cycle de vie) développent
des défenses chimiques quantitatives, qui agissent en réduisant leur digestibilité et non par le
développement de haute toxicité. Ces plantes sont aussi le plus souvent des arbres et des plantes
ayant de longs cycles de vie. Les espéces « non apparentes » accumulent des défenses
qualitatives, hautement toxiques en petites quantités, par le biais de composés tres actifs. Ces
especes sont le plus souvent des herbes et des plantes dont le cycle de vie est court. Cela suggére
que les praticiens traditionnels, ainsi que ceux qui recherchent de nouveaux composeés bioactifs,
préferent les plantes dites « non apparentes ».

D’autres chercheurs s’intéressent a 1'hypothése de la disponibilité des ressources : dans
une région riche en ressources, les plantes ont tendance a croitre rapidement et ont tendance a
investir dans la croissance rapide plutot que dans la défense chimique. Les plantes dans les
régions pauvres en ressources investissent davantage dans les défenses chimiques et cela fait
de ces plantes de meilleurs candidats pour la recherche d'activités biologiques. Les propres
observations sur le terrain d'un chercheur sont souvent utiles pour sélectionner une espéce de
plante a tester. Les plantes qui poussent malgré les stress environnementaux (par exemple, les
plantes poussant dans les foréts tropicales humides ou abondent les insectes, les champignons
et les bactéries) peuvent s’adapter en produisant des produits phytochimiques qui aident a
protéger la plante, composés pouvant nous fournir de nouveaux composeés actifs.

En outre, I'observation du comportement d'auto-médication propre a certains animaux,

nommée zoopharmacognosie, peut parfois donner un apercu de I'activité potentielle des plantes.
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Prenons comme exemple les espéces de Khaya qui sont endémiques en Afrique et a
Madagascar. Les populations locales utilisent I'écorce ameére et les graines pour traiter la fievre
et les états fébriles, ainsi que les infestations microbiennes et vermineuses. Il a été observé que
des babouins et des chimpanzés de 1’Ouganda occidental mangeaient 1’écorce et les graines, qui
n’ont aucune valeur nutritive et ont un golit amer. Il semblerait qu’en plus des preuves de
I’efficacité de ces plantes utilisées par les guérisseurs traditionnels, les chimpanzés et les
babouins utilisaient les graines et I'écorce pour s'auto-traiter. Ces observations ont inspiré une
étude scientifique qui a montré que I'extrait éthéropétrolique de Khaya anthotheca est doué

d’une bonne activité contre Plasmodium falciparum et Trypanosoma brucei rhodesiense [177].

1.5. La pharmacognosie inverse

La pharmacognosie inverse est un complément a la pharmacognosie. Des décennies de
travail dans le domaine de la pharmacognosie ont abouti a une vaste chimiothéque de produits
naturels, dont beaucoup n’ont subi que des essais limités. La pharmacognosie inverse vise a
trouver de nouvelles cibles biologiques pour les produits naturels en criblage virtuel ou réel,
puis de lier ces résultats, soit a leur source végétale originale, soit a une autre source végétale
potentielle. Cette méthode inverse commence par la molécule et se termine avec la source
végétale. Elle permet de découvrir de nouvelles activités biologiques a partir de composés
naturels connus [178].

L'équipe de recherche Greenpharma (France) [179] a démontré le succes de cette
technique avec des composés comme la e-viniférine (propriétés anti-inflammatoires), la
méranzine (activité COX-1, COX-2 et PPARY) et le honokiol (modulation des niveaux de

testostérone).

Toutes les approches discutées ci-dessus ont montré un certain succeés dans I'identification
de plantes contenant des composés biologiquement actifs. Ce succés n’a pas toujours conduit
au développement complet d'un nouveau médicament commercial, mais la bonne collaboration
entre botanistes, guérisseurs traditionnels, chimistes et entreprises pharmaceutiques, pour
s'assurer que les résultats potentiels sont pleinement exploités, est essentielle pour la réussite

de I’étude et le choix pertinent de la maticre premicre.
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2. Criblage biologigue primaire

Le criblage biologique primaire est genéralement I'une des premiéres étapes de la voie de
découverte de substances actives. C’est une méthode d'investigation permettant d'effectuer un
tri (en anglais, screening) parmi les substances naturelles devant étre étudiée et dont les
propriétés pharmacologiques éventuelles sont ignorées, dans la perspective de 1’identification
de « touches ». Ce criblage biologique met en ceuvre des moyens techniques et technologiques
afin de sélectionner, dans une collection d’échantillons, ceux qui sont actifs sur 1’entité
biologique initialement fixée. Dans le but d’une présélection, 1’essai biologique est en général
appliqgué a un grand nombre d'échantillons. Par la suite, seuls sont présélectionnés les
échantillons qui présentent une activité intéressante lors des essais programmeés. Quel que soit

le format du test choisi, il est nécessaire de prendre en considération les facteurs suivants :

+ Pertinence pharmacologique du test : des études doivent étre réalisées en utilisant, si
disponibles, des ligands connus ayant une activité déja identifiée sur la cible a I'étude,
pour déterminer si le test est predictif et pour montrer que ce dernier est capable
d'identifier des composes avec la puissance et le mécanisme d'action souhaités.

+ Reproductibilité du test : dans un environnement de criblage complexe, il est nécessaire
que le test soit reproductible entre les plaques, entre les différents jours de criblage et
sur toute la durée du programme de la recherche scientifique qui peut durer plusieurs
années.

« Colts d'analyse : les tests de criblage des composés sont généralement effectués dans
des plaques de microtitrage a 96 puits ou 384 puits avec des volumes d'essai de 1’ordre
de quelques microlitres pour minimiser les colts du test.

+ Qualité du test : la qualité du test peut étre contrélée par I'inclusion de controles. Les
analyses sont jugées acceptables si la pharmacologie du ou des composés standards se
situe dans les limites prédéfinies. La qualité du test peut étre affectée par de nombreux
facteurs. Genéralement, les essais de haute qualité sont créés en mettant en ceuvre des
protocoles simples, en minimisant les étapes, tout en évitant par exemple les transferts
de réactifs d’une plaque a une autre au cours du test et en utilisant des réactifs et des
produits stables, ainsi qu’en veillant a ce que toute l'instrumentation utilisée pour

effectuer le test fonctionne de maniére optimale.
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« Effets des échantillons sur le test : les chimiotheques a tester sont généralement stockées
dans des solvants organiques, tels que I'éthanol ou le diméthylsulfoxyde (DMSO).
Ainsi, les tests configurés ne doivent pas étre sensibles aux solvants utilisés. Des études
doivent étre réalisées pour établir les taux de faux négatifs et faux positifs du test. Si ces
valeurs sont trop élevées, I’essai devra étre reconfiguré. Enfin, il convient de fixer les
concentrations initiales de criblage auxquelles les échantillons seront testés afin de

pouvoir réaliser I’étude comparative entre ces derniers dans les mémes conditions.

De plus, des considérations spéciales doivent étre prises en compte pour le criblage
d'extraits de plantes. La méthodologie doit étre adaptable aux matériaux trés colorés et
chimiquement complexes. Outre les exigences générales susmentionnées, telles que la validite,
le manque d'ambiguité, la précision, la reproductibilité, la simplicité et le caractére codt
raisonnable, les essais biologiques utilisant les produits naturels doivent étre trés sélectifs et
specifiques pour éliminer les faux positifs communs aux extraits de plantes et doivent
également étre trés sensibles pour détecter les concentrations faibles de composés actifs. En
général, ce sont les tests in vitro qui répondent a ces exigences puisqu’ils fournissent assez
rapidement des informations préliminaires intéressantes sur le potentiel biologique des extraits
de plantes. Les progrés récents de la chimie, de la biologie, de la robotique et de I’informatique
ont permis, depuis les années 1990, une augmentation de la cadence des tests pour des criblages
dits a haut-débit (en anglais, high-throughput screening). Le criblage a haut débit (HTS) fait
référence a l'intégration de technologies permettant de doser rapidement des milliers de
composés a la recherche d'une activité biologique sur une cible représentative d’une maladie
pour la découverte de médicaments. La définition de « criblage a haut débit » fait généralement
référence a la réalisation de 10 000 a 100 000 composés par jour. Les débits supérieurs a ce
nombre sont considérés comme un criblage a trés haut débit (UHTS) [180]. Le HTS implique
I’utilisation d’un logiciel de traitement et de controle des données et des détecteurs sensibles
comme outils indispensables aux chercheurs pour accélérer la phase de test des échantillons.
D’autre part, le succeés de toute campagne de criblage a haut débit dépend de la qualité de la
bibliotheque de produits a tester.

La construction et I'entretien d'une bibliotheque de produits naturels de haute qualité,
qu'elle soit basée sur des sources microbiennes, végétales, marines ou autres, sont assez
colteux. Cette bibliothéque peut étre composée d'échantillons qui sont des mélanges trés
complexes, tels que des extraits bruts ou des mélanges pré-fractionnés. Les chimiotheques

d'extraits bruts ont des besoins en ressources moindres pour la préparation des échantillons,

104
Rym ATTIA \ Contribution a 1'étude de la flore Tunisienne et recherche d'inhibiteurs d'origine
naturelle de I'arginase



mais des exigences éelevées pour l'identification des constituants bioactifs. Les chimiothéques
d’extraits pré-fractionnés peuvent constituer une stratégie efficace pour atténuer les
interférences rencontrées avec les chimiotheques brutes et peuvent raccourcir le temps
nécessaire pour identifier le principe actif [181, 182]. Une autre contrainte peut étre rencontrée
¢galement lors de ’utilisation de mélanges naturels pour le criblage, il s’agit de la solubilité des
échantillons naturels et le recours quelquefois & des pourcentages élevés de DMSO pour
solubiliser la totalité du mélange ce qui peut constituer un biais pour la qualité des résultats.

Certes les programmes reposant sur le criblage de chimiothéques d'extraits de plantes,
sont mis au défi de répondre aux temps de cycles rapides qui sont caractéristiques du HTS
moderne mais ces extraits d’origine naturelle ont conduit a diverses réussites dans le domaine

thérapeutique [7].
3. Fractionnement bioguideé

Le but d'un processus d'isolement dirigé par ’activité biologique est de cibler les
composés bioactifs. Le fractionnement guidé par 1’essai biologique est une procédure par
laquelle I'extrait biologiquement actif est fractionné par des techniques chromatographiques
jusqu'a ce qu'un composé actif pur soit isolé. Chaque fraction produite au cours du processus
de fractionnement est évaluée dans un systeme de bio-essai et seules les fractions actives sont
fractionnées de nouveau. Des essais biologiques simples et rapides peuvent servir de point de
départ pour la découverte de nouvelles molécules actives [183]. Un exemple de protocole, pour
la découverte de médicaments a partir de produits naturels utilisant une approche bio-guidée,
est présenté dans la Figure 34 [184].

Pour le fractionnement initial de tout extrait brut, il est conseillé de ne pas générer un
grand nombre de fractions de crainte de disperser le ou les composés cibles sur plusieurs
fractions qui seraient alors dilués a des concentrations donnant des activités non détectables. Il
est plus judicieux de ne collecter que quelques fractions relativement brutes et de retrouver
rapidement celles qui contiennent le(s) composé(s) cible(s). Pour une premiére étape de
fractionnement, différentes techniques chromatographiques de fractionnement grossier peuvent
étre employées, telles que la chromatographie sur colonne ouverte ou la chromatographie Flash.

Dans un deuxiéme temps, pour réaliser un fractionnement plus fin de la(es) fraction(s) active(s),
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la chromatographie liquide a haute performance (CLHP) préparative ou semi-préparative guidé
par une technique de détection (UV par exemple) peut étre utilisée.

Pour l'isolement bio-guidé, le résultat de la séparation est contrdlé par un essai biologique
a chaque étape et une évaluation quantitative de la bioactivité est généralement effectuée par
une methode de dilution en série. L'évaluation quantitative de la bioactivité fournit une idée
claire de la récupération du ou des composés actifs et indique également si I'activité résulte d'un

seul ou de plusieurs composes.

STEP 1: Plant material

Successive Soxhlet eatraction Smali scale
with Solvent A, Band C

l Bioassay (in vitro) 1 Bioassay (in vitro) l

Extract A Extract B Extract C

N

One or more extracts: ACTIVE

STEP2: Plant material

Succcssive Soxhlct extraction
with Solvent A, Band C

| . |

Extract A Extract B Extract C

Bioassay
(i vitro)

ACTIVE extract(s)
Preliminary fractionation by
Bicassay (in vitro) Flash Chromatography/VLC/CC/Sep Pak
\J
ACTIVE fraction (s)
Different chromatographic
technigues guided by
in vitro bivassay

Large scale

Isolation and purification
of compound (s)

\
ACTIVE compound (s)

Structure determinaton Bioassay of active compound (s)
(UV, IR, MS, NMR, X-Ray etc) using different concentrations to

determine the potency

In vivo assay and ————» (linical trials
toxicological studics *

Application for approval<€———— Patent application

Pharamceutical production and marketing

Figure 34 : Exemple de processus de découverte de médicaments a partir de produits naturels
basé sur I'approche bioguidée [184].
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Pendant le processus d'isolement, si l'activité est perdue ou réduite d’un niveau
significatif, les raisons possibles pourraient étre les suivantes :

1. Le composé actif posséde une grande affinité pour la colonne chromatographique et y est
resté accroché.

2. Le composé actif est instable dans les conditions utilisées au cours du processus d'isolement.
3. L’échantillon peut ne pas avoir été préparé dans un solvant compatible avec la phase mobile,
de sorte qu'une grande proportion des composés actifs précipite lors du chargement sur la
colonne.

4. Les composés actifs se répartissent sur plusieurs fractions, provoquant des quantités faibles
des composés et par conséquent des activités indétectables dans les fractions.

5. L'activité de l'extrait est probablement due a la présence d'une synergie entre un certain
nombre de composés qui, lorsqu'ils sont séparés, ne sont pas actifs individuellement [184].

A I'neure actuelle, la recherche sur les produits naturels est plus axée sur I'isolement des
composés cibles (isolement bio-guidé) plutot que sur I’isolement de tous les composés présents
dans un extrait. Les composés cibles peuvent appartenir a certaines classes chimiques et avoir
certaines propriétés physico-chimiques. Par conséquent, des analyses appropriées permettant
de suivre le fractionnement doivent étre incorporées dans le protocole de purification et
d'isolement. 1l est essentiel de conserver un échantillon de référence des fractions obtenues
apres chaque étape de séparation.

Une fois le compos¢ d’intérét isolé, sa structure peut éEtre établie par des méthodes
spectroscopiques, telles que la résonance magnétique nucléaire (RMN), la spectroscopie

infrarouge (IR) et la spectrométrie de masse a haute résolution (HR-MS).

Certes le fractionnement reposant sur le criblage biologique posséde plusieurs avantages
mais ce processus peut aussi avoir des limites [185]. L'un des problemes communs au
fractionnement bio-guidé est la possibilité d'obtenir des faux positifs et des faux négatifs. Les
faux positifs se produisent généralement si I'un des composés inactifs de la fraction a la capacité
d'interagir de maniére non spécifique avec la cible moléculaire du test. A titre d’exemple, dans
le cadre de tests d’activité enzymatique, un cCOmposé peut étre capable de précipiter des
protéines et donc de montrer une activité inhibitrice. De méme, certains composés inactifs
peuvent donner lieu a des résultats positifs en interagissant avec certains composants du
systéme du test autres que la cible ou en interférant avec la méthode de détection du test, comme
par exemple les extincteurs d’UV. De plus, de nombreuses entités chimiques intéressantes
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pourraient étre activées in vivo par des enzymes métaboliques, un facteur qui n'est pas pris en
compte dans de nombreux systémes de criblage in vitro [184]. Ainsi, le processus de
fractionnement ne doit pas toujours reposer uniquement sur le criblage biologique de crainte de
négliger plusieurs substances intéressantes.

La démarche classique, décrite précédemment, menant d'un extrait bioactif a des
constituants purs pharmacologiquement actifs, peut étre un processus long et fastidieux
nécessitant du matériel sophistiqué et d’importantes ressources financiéres et humaines en
raison des nombreuses €tapes consécutives de séparation et d’évaluation biologique avant
d’arriver a un composé pur bien défini. En outre, parfois les masses tres faibles obtenues, aprés

ces longues étapes de purification, rendent impossible le test des composés purs isolés.

4. Quelques outils permettant ’accélération de la
recherche de produits naturels actifs

Bien que la procédure classique de fractionnement bioguidé ait conduit a 1’isolement
réussi de nombreuses molécules bioactives, ses faiblesses ne peuvent étre négligés. En effet, la
performance de la séparation n’est généralement pas satisfaisante, au moins pour les premiéres
étapes de fractionnement et la perte de la bioactivité au cours du processus de purification n’est
pas rare. Ainsi, cette approche ne correspond plus a la chronologie et au flux de travail dans la
découverte moderne de substances actives d’origine naturelle. Ce besoin impérieux de
stratégies plus rapides et plus efficaces pour la découverte de produits naturels actifs a orienté
les chercheurs vers le développement d’outils permettant 1’accélération des recherches dans ce
domaine. La déréplication et la bioautographie peuvent étre des techniques permettant

d’avancer rapidement 1’étude de substances naturelles.

4.1. La déréplication

Historiqguement, la premiére définition du terme « déréplication » a été donnée par Beutler
[186] comme un processus d’identification rapide des chimiotypes connus. La définition et la
compréhension du terme déréplication se sont élargies depuis sa conception et peuvent
maintenant étre définies comme étant I’identification des structures des composes connus au
sein des mélanges complexes de produits naturels. La déréplication permet de réduire le temps

et le colt des phases fastidieuses d'‘élucidation structurale. Elle implique 1’utilisation de
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techniques analytiques adaptées aux molécules d’intérét afin de rassembler leurs données
spectroscopiques et/ou biologiques puis de comparer ces dernieres aux données de la littérature
a l'aide d'outils informatiques. La finalité sera I’identification rapide des composés déja décrits
dans la littérature et la distinction des nouvelles entités avant méme un isolement physique long
et colteux. Ainsi, la probabilité de détecter des molécules originales sur un laps de temps donné
est plus elevée. Le processus de déréplication fait maintenant partie intégrante des programmes
de la recherche scientifique et nous pouvons remarquer l'augmentation continue des articles
publiés chaque année utilisant des techniques déréplicatives. Une croissance exponentielle des
citations annuelles concernant la déreplication a été constatée. En effet, depuis le début de
I’année 2019, a I’aide du moteur de recherche « google scholar », nous avons noté 1’existence

de 2560 publications contenant les termes « dereplication » et « natural products ».

En fonction des ressources naturelles examinées et des objectifs finaux, la déreplication
ne correspond pas a une procédure unique et clairement définie mais certains auteurs [187]
révélent cing stratégies de déréplication différentes pour atteindre des objectifs spécifiques
(Figure 35) :

«/ La DEREP1 dont le but est I’identification des composés majeurs dans un seul extrait.
Elle est réalisée en tant que flux de travail non ciblé pour l'identification rapide des
principaux composés, quelles que soient leurs caractéristiques, leurs classes chimiques

dans un seul échantillon naturel.

+ La DEREP2 dont le but principal est I’accélération du fractionnement bioguidé, elle est
fréguemment associée a la (DEREP1) et fait appel a des essais biologiques pour

accélérer le fractionnement bioguide.

+ La DEREP3 dont la finalité est le profilage chimique des collections d'extraits bruts,
cette deréplication est entierement intégrée a des études meétabolomiques non ciblées

pour le profilage chimique de collections d'extraits naturels.

« La DEREP4, son but est le profilage chimique de composés cibles, elle sert pour
I'identification ciblée de composés prédéterminés (souhaités ou non) dans des

échantillons naturels.
+ Enfin, la DEREP5 est une catégorie distincte de déréplication, cette derniére sert a
I’identification taxonomique de souches microbiennes, elle repose principalement sur

les analyses de séquences génétiques.
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La chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS) est
couramment utilisée comme méthode de premier choix pour la déréplication car elle permet de
comparer les temps de rétention, les poids moléculaires et les profils de fragmentation aux
données de référence. De plus, ces données peuvent étre utilisées pour construire des réseaux
moléculaires. Bien que la LC-MS offre une grande sensibilité, une optimisation de la séparation
chromatographique est souvent requise avant I’analyse par la LC-MS. De plus, un protocole
d’ionisation standard peut ne pas étre adapté a une large gamme de molécules différentes
souvent présentes dans les matiéres végeétales. De surcroit, la présence de centres asymétriques
et de groupements prénylés / géranylés dans certaines molécules entrainent des schémas de

fragmentation parfois trés difficiles a distinguer méme par LC-MS/MS.

En revanche, la Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN) peut étre appliquée a des
mélanges complexes sans étapes de séparation. De plus, la RMN peut différencier les
stéréoisoméres [188]. Concernant, les spectres de RMN *H, ils sont rapidement enregistrés mais
les déplacements chimiques *H (51) dépendent fortement du solvant et les mélanges complexes
générent également des régions d’intenses on qui Se chevauchement ce qui altérent
I'interprétation des spectres. Concernant la RMN *3C, elle nécessite un temps d’acquisition plus
long, mais les dc sont moins sensibles aux solvants et le chevauchement des signaux est
rarement observé. La RMN 2D peut fournir des informations clés supplémentaires sur la
structure spatiale de la molécule, mais pour des raisons pratiques, ces spectres doivent étre

enregistrées avec une résolution beaucoup plus basse que celle de la RMN 1D [188].
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Figure 35 : Cing stratégies de déréplication différentes dans la recherche sur les produits
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Toutes ces méthodes de déréplication génerent une quantité importante de données qu’il
est nécessaire d’analyser avec des outils informatiques qui permettront de les comparer a des
bases de données (BD). Différents algorithmes ont été créés afin d’automatiser les
comparaisons de données expérimentales aux BDs. Par exemple, un algorithme nommeé « X-
Hitting » a été développé pour comparer les spectres d’absorption UV. Il permet de comparer
la forme de I’intégralité d’un spectre UV inconnu a ceux des composés sortant au méme temps
de rétention d’une BD [189]. Un autre exemple, la plate-forme GNPS offre un outil d’analyse
de réseau moléculaire appelé Network Annotation Propagation (NAP43), dans laquelle
I’algorithme de fragmentation in silico « MetFrag » est utilisé [190]. « MetFrag » combine la
recherche de BD et la prédiction de la fragmentation pour l'identification de petites molécules
a partir de données de spectrométrie de masse en tandem. Apreés une fragmentation in silico de
maniére combinatoire, les candidats sont filtrés et notés sur des critéres tels que 1’occurrence
de certains éléments / sous-structures et les informations sur le temps de rétention [191]. Plus
récemment, Bruguiére et ses collaborateurs [192] ont établi un logiciel dédié a la déréplication
par RMN du 13C. Ces auteurs décrivent le développement d'un algorithme librement accessible

en ligne intitulé MixONat (https://sourceforge.net/projects/mixonat/ ) qui aide les chercheurs a

étudier des mélanges complexes. Basé sur Python 3.5, MixONat permet d’analyser un spectre
RMN du 13C éventuellement combiné avec des informations DEPT (135 et 90) pour distinguer
les types de carbone (c'est-a-dire CHs, CH2, CH et C) ainsi qu'un filtre de masse moléculaire.
Le logiciel présente une interface graphique permettant une facilité d’utilisation et une
interactivité des résultats grace a laquelle 1’utilisateur peut optimiser les hypothéses faites par

le programme [192].

Le succes d'une procédure de déréplication pour atteindre la caractérisation rapide des
composés connus dépend fortement de la disponibilité et de la qualité des BD de produits
naturels. Plusieurs BD du domaine public, du domaine privé et commerciales ont été
développées et constituent une aide dans le processus de déréplication. Parmi les bases de
données les plus pertinentes pour la déréplication des produits naturels nous pouvons citer :
CAS/SciFinder, CSLS, ChemSpider, PubChem, ZINC, NAPROC-13, NMRShiftDB,
Massbank, ReSpect, Metlin, GNPS, NaprAlert, Dictionary NP, Dictionary MNP, MarinLit,
AntiBase, AntiMarin [193], ChEMBL, ChemBank, ChEBI, KEGG, MetaCyc, mzCloud,
NuBBEDB, MIBIG, DrugBank [194]. En revanche, le nombre limité de produits naturels dans

ces bases de données représente toujours une contrainte pour les analyses déréplicatives.
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4.2. Bioautographie

La bioautographie peut étre considérée comme une technique particuliére de déreplication
qui s’intéresse plus particulierement a 1’activité biologique des composés dans les mélanges
complexe. En effet, bien que I’analyse et 1’élucidation structurale de produits naturels aient
connu de grandes avancées au cours de la derniére décennie, suivre la bioactivité dans les
matrices complexes reste une tache extrémement difficile. Il y a donc un besoin continu de
développer des méthodes plus rapides et plus fiables afin d’identifier les composés qui
interagissent spécifiquement avec les cibles thérapeutiques parmi la multitude de produits
présents dans la matrice et avec un minimum d'interférences. Ce qui pourrait étre pertinent dans
ce contexte, c’est la définition d’une interface simple, comme la bioautographie qui rassemble
les deux disciplines : la chimie et la biologie pour corréler I'analyse chimique avec des données
biochimiques. La premiére tentative d'association d'essais biologiques a la chromatographie sur
papier remonte a 1946 pour la détermination de la pénicilline. Des méthodes de détection
biologiques liées a la CCM ont ensuite été décrites en 1961, lorsque des agents antibiotiques,
tels que les tétracyclines, les pénicillines et les rifamycines, ont été détectés sur des plaques de

CCM recouvertes de microorganismes en présence de sels de triphényltétrazolium [195].

La bioautographie offre la possibilité de suivre directement les composés bioactifs dans
des mélanges complexes en utilisant des quantités tres faibles de matiere. Le principe des
analyses de bioautographie est simple : une enzyme ou une biomolécule est appliquée sur une
plaque de CCM développée sur laquelle les composés d’un mélange ont été séparés. Apres
incubation appropriée, les zones d’inhibition peuvent soit devenir directement visibles, soit étre

visualisées apres une étape de révélation [196].

Grace a leur simplicité, rapidité avec la possibilité de la détection de la bioactivité
consécutivement a une séparation chromatographique, les tests de bioautographie continuent a
attirer 1’attention des chercheurs dans le domaine des produits naturels. La bioautographie sur
CCM est trés utile pour le criblage chimique et biologique rapide des extraits de plantes. Une
fois qu'une activité a été localisée sur la plaque CCM, I'échantillon peut étre analysé par
exemple par chromatographie en phase liquide couplée a la MS ou la RMN pour déterminer si
des composés et /ou des classes de substances connus ou nouveaux sont impliquées. Les
principales applications de la bioautographie sont le criblage rapide d’un grand nombre

d’échantillons pour des bioactivités, principalement antibactérienne, antifongique,
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antioxydante, et plus récemment 1’inhibition enzymatique pour I’isolement ciblé de composés
actifs.

Au début, les analyses bioautographiques directes ont été établies pour les études
d’activités antifongiques utilisant des champignons sporiféres. En raison de leur manipulation
assez simple, des champignons phytopathogenes, tels que des espéces du genre Cladosporium,
ont été particulierement utilisés pour ces tests. Les développements ultérieurs ont inclus des
recherches d'antibactériens et des activités antifongiques anti-Candida. Il existe une multitude
de composes antimicrobiens qui ont été détectés et isolés par bioautographie [197]. Dans les
sections suivantes, nous développerons plus en détails les différentes applications de la

bioautographie.

4.2.1. Détection d'agents antimicrobiens

Trois méthodes bioautographiques sont utilisées pour détecter les agents antimicrobiens

dans un mélange de composés, a savoir : la bioautographie directe, de contact et par immersion.
a- Bioautographie directe

La bioautographie directe sur CCM implique que la plaque développée soit pulvérisée ou
trempée dans une suspension fongique ou bactérienne. Le bioautogramme est ensuite incubé
dans des conditions humides afin de maintenir des conditions favorables a la
survie/développement des microorganismes [196]. Pour visualiser la croissance des
microorganismes, les sels de tétrazolium (p-iodonitrotétrazolium violet est le réactif de
détection le plus approprié) en solution sont pulvérisés pour étre convertis par les
déshydrogénases des micro-organismes vivants en formazan intensément coloré. L’activité
antimicrobienne de I'échantillon est identifiée par des zones blanches sur un fond violet. Des
méthodes bioautographiques directes ont été décrites pour des champignons produisant des
spores, tels que Aspergillus, Penicillium et Cladosporium, ainsi que pour des bactéries, telles
que Bacillus subtilis, Stapylococcus aureus et Escherichia coli. Un antibiotique cyclopeptide
appelé condaline-A a été isolé de I'écorce de Condalia buxifolia avec d'autres antibiotiques

nommeés adoutine-Y, scutianine-B et scutianine-C a I’aide de cette technique [198].
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b- Bioautographie de contact

La bioautographie de contact est basée sur le principe de la diffusion sur gélose. Les
composés diffusent a partir d'une plaque de CCM deéveloppée vers une plaque de gélose
inoculée. Le chromatogramme est placé face a la couche de gélose inoculée pendant une période
spécifique pour permettre la diffusion. Ensuite, le chromatogramme est retiré et la couche d'agar
est incubée. Les zones d'inhibition & la surface de la gélose, correspondant aux taches des
plaques chromatographiques, sont indicatives des substances antimicrobiennes. A titre
d’exemple, le sphaerococcenol A, un antibiotique bromoditerpéne, trois antibiotiques
polyéthers carboxyliques (la monensine, le lasalocide et la salinomycine) ainsi que huit agents

antifongiques différents de I'écorce de Bridelia retusa ont été isolés grace a cette méthode [196].

c- Bioautographie par immersion

La bioautographie par immersion ou superposition de gélose est une combinaison de
bioautographie directe et de contact. Dans cette méthode, le chromatogramme est recouvert
d’un milieu d’agar fondu et ensemencé. Apres solidification et incubation, les bandes
d'inhibition ou de croissance sont révélées selon différentes techniques [196]. Par exemple, une
solution d’agar contenant la bactérie de couleur rouge Serracia marcescens, bactérie Gram
négatif, peut étre utilisée. Le gel de couleur rouge est incubé une nuit a la température ambiante
et les zones d'inhibition apparaissent sous forme de zones blanches ou jaune pale sur un fond
rouge. Avec d'autres micro-organismes incolores, les zones d'inhibition de la croissance
microbienne sont visualisées a l'aide d'un réactif de détection, substrat de la déshydrogénase
(sel de tétrazolium). Cette technique a été utilisée pour des levures telles que Candida albicans
et a également été appliquée a des bactéries telles que B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa et S.
aureus. Des caroténoides antimicrobiens ont été caractérisés dans des extraits de graines de
Bixa orellana. Plusieurs composés antimicrobiens ont été isolés a partir d'écorces, de
cotylédons et de tubercules de Tylosema esculentum en utilisant la bioautographie en
superposition d'agar a l'aide de S. aureus, E. coli, B. subtilis, P. aeruginosa et C. albicans

comme microorganismes [196].
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4.2.2. Detection d'agents antioxydants

La détection d’agents antioxydants est réalisée sur un chromatogramme développé sur
lequel est pulvérisé un générateur de radicaux ou le radical lui-méme. Une solution de DPPH
(radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) a 0,2% dans un mélange méthanol / éthanol est
pulvérisée sur la plaque. Les piégeurs de radicaux libres apparaissent sous forme de taches jaune
créme sur un fond violet par réduction du DPPH. L'intensité de la couleur jaune peut étre
mesurée avec un chromametre. Par cette technique, quatre composés antioxydants (I’acide
rosmarinique, la lutéoline, I’apigénine et le chrysoériol) ont été isolés des fruits de Perilla
frutescens [196]. L’acide 2,2’-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS), un
autre radical de couleur verte, a permis de détecter des piégeurs de radicaux libres tels que
I'acide urique, l'indole, le 3,4-diméthoxyphénol et la 3-hydroxyindoline-2-one qui ont donné
des taches incolores ou de couleur roses [199]. Le DPPH est toutefois préférable comme
révélateur car il est plus stable apres pulvérisation sur plaque et donne une coloration des taches
plus homogéne [196].

L’inhibition du blanchiment du B-caroténe induite par 1’auto-oxydation de 1’acide
linoléigque a été aussi utilisée pour détecter les antioxydants. Des plaques de CCM séches sont
pulvérisées avec un mélange d'acide linoléique dans I'éthanol et de PB-caroténe dans le
chloroforme. Apres exposition de la plaque a la lumiére du soleil, I'activité antioxydante est
indiquée par la présence de taches orange sur un fond blanc. Gréce a cette méthode, Whittern
et col. et Pratt et col. ont montré une puissante activité antioxydante de la quercétine et de la

rutine des graines de coton et de la dihydroquercétine a partir d’Arachia hypogoea [200, 201].

4.2.3. Détection de composés cestrogéniques

Muiller et son équipe [202] ont réalisé le criblage de molécules cestrogeniques grace a des
levures. Les cellules de levure ont été cultivées directement sur des plaques CCM ou, en
présence de substances cestrogéniques, la production de 1'enzyme B-galactosidase a été induite.
Ici, le 4-méthyl-umbelliféryl-p-d-galactopyranoside (MUG) a eté utilisé comme substrat
fluorogéne sur lequel agit 1'enzyme [-galactosidase et le convertit en 4-méthyl-umbelliférone.

Le rouge de chlorophénol-B-D-galactopyranoside peut aussi étre utilisé a la place du MUG mais
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la sensibilité du test au MUG est meilleure. Grace a ce test, le ligand naturel 17 B-estradiol a

été détecté et une courbe dose-réponse a éte obtenue [202].

4.2.4. Détection d’inhibiteurs enzymatiques

Les analyses bioautographiques par CCM basées sur des enzymes sont devenues
récemment populaires dans la recherche de métabolites secondaires actifs pouvant étre utilisées
pour traiter différentes pathologies [203]. Au cours du développement des essais enzymatiques
bioautographiques, les chercheurs s’intéressent a 1’optimisation de plusieurs paramétres. Il est
indispensable de définir les conditions optimales de la réaction enzymatique afin d’obtenir un
bon contraste entre la couleur de I’arriére-plan de la plaque CCM (généralement coloré) et la
zone d’inhibition (généralement complétement blanche ou plus claire que la couleur de fond de
la plaque). Les parametres clés des procédés se basant sur la CCM bioautographique sont les
concentrations en enzyme et en substrat [204] et les conditions de I’incubation durant la réaction
enzymatique (soit a I’air libre soit dans une atmosphére saturée en humidité).

Tout d’abord, il est nécessaire de déterminer le type de la phase stationnaire (polyamide,
cellulose, silice ou phase inverse) compatible avec I’essai enzymatique. La majorité des auteurs
choisissent le gel de silice 60 avec ou sans indicateur fluorescent car les contours des zones
d’inhibition sont plus nets. Néanmoins, 1’utilisation d’une phase inverse peut s’avérer
intéressante pour la séparation des composeés polaires [205]. Dans ce cas, I’immobilisation de
I’enzyme par un gel a la surface de la plaque peut étre envisagée pour assurer le contact entre
I’inhibiteur, le substrat et I’enzyme.

Une fois ces paramétres fixés, la seconde partie de 1’optimisation va consister en la
détermination des concentrations optimales en enzyme (généralement comprises entre 68
mU/ml [206] et 130 U/ml [204] et en substrat afin d’obtenir le meilleur contraste entre le fond
et la zone d’inhibition. L’ordre d’ajout des solutions (substrat, enzyme) est variable selon
I’enzyme et, en fonction des cas, une incubation en milieu humide est réalisée afin de favoriser
I’interaction entre 1’inhibiteur et I’enzyme et pour permettre la réaction biologique. La durée
d’incubation est dépendante de la cinétique de la réaction de I’enzyme qui est liée au pH et a la

température du milieu réactionnel. Afin d’éviter une perte d’activité de I’enzyme, il est parfois
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nécessaire d’ajouter de l'albumine de sérum bovin (BSA) afin d’améliorer la stabilité de

I’enzyme.

Suivant le cas, soit le produit de la réaction enzymatique est suffisamment coloré, et donc
détectable directement sur la plague CCM, [205] soit il nécessite une révélation qui se fera en
réalisant une ou plusieurs réactions consécutives (enzymatiques ou non) pour aboutir a un
produit coloré [207, 208].

L’utilisation de plusieurs solutions de réactifs peut provoquer une diffusion des composés
de I’échantillon sur la phase stationnaire rendant la zone d’inhibition plus diffuse et par
conséquent moins visible ce qui peut diminuer la précision de la technique CCM-
bioautographique et augmenter sa limite de détection. Cet effet peut étre limité par 1’addition
d’étapes de séchage de la plaque de CCM apres chaque ajout d’une solution de réactif, méme
si cela peut augmenter la durée de 1’analyse. Cependant, il faut noter que le séchage de la plaque
de CCM apres le dépdt de I’enzyme n’est pas systématique car il peut la dénaturer [204].

Deux techniques d’imprégnation des plaques de CCM sont retrouvées dans la littérature.
Elle peut se réaliser par trempage de la plaque dans les solutions qui va parfois nécessiter 1’ajout
d’un gélifiant comme 1’agar [206, 209, 210], I’agarose [206] ou le Pluronic [205] afin de former
un gel contenant I’enzyme a la surface de la plaque. La seconde technique décrite s’effectue par
pulvérisation des solutions a la surface de la plaque ce qui représente un gain de temps a la fois
dans le développement de la technique et dans sa réalisation.

Par ailleurs, il faut noter que les phases mobiles utilisées pour la migration semblent
influencer I’activité¢ de la majorité des enzymes, un procédé de séchage apres migration des
composés des échantillons est réalisé et parfois la présence d’acide formique peut nécessiter sa
neutralisation par des vapeurs d’ammoniac [211].

La majorité des techniques de bioautographie enzymatique sont utilisées pour détecter
des inhibiteurs dans des matrices complexes avec une limite de détection de 1’ordre du ng-jg
et une durée d’analyse allant de quelques min a quelques heures. Certaines permettent aussi une
analyse quantitative validée selon les lignes directrices de la FDA pour le développement de
techniques bio-analytiques [207, 209, 212-216].

a- Test de bioautographie utilisant les cholinestérases

Plusieurs procedures de criblage des inhibiteurs de 1’acétylcholinesterase (AchE)

s'appuient sur les tests enzymatiques bioautographiques. L'histoire remonte a 1991, ou la
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procédure de dosage reposant sur la dégradation enzymatique de [’acétylthiocholine en
thiocholine et en acétate par I’AchE a été mise en place [217]. La thiocholine produite est
révélée par une réaction avec le 5,5’-dithio-bis (acide 2-nitrobenzoique) (DTNB) pour former
un anion jaune (le 5-thio-2-nitrobenzoate). Les substances possédant des propriétés inhibitrices
de I'AChE forment des zones blanches sur le fond jaune des plaques CCM. L’équipe de Rhee
[218] a examiné différentes espéces d’Amaryllidaceae a 1’aide de cette procédure
bioautographique, en utilisant la galanthamine comme contrdle positif. En 2002, des tests
bioautographiques sur I’acétylcholinestérase et la butyrylcholinestérase (BchE) ont été réalisés
par Marston et ses collaborateurs [219]mar. Les activités des AChE et BChE ont été détectées
par la conversion de I'acétate 1-naphthyle en 1-naphtol et la formation subséquente du dérivé
de diazonium de couleur pourpre apres réaction avec le sel Fast Blue B (FBB). Des plaques de
CCM contenant les composés séparés ont été pulvérisées avec une solution d’AChE ou de BChE
sur la couche de CCM. Apreés incubation, les plaques ont été pulvérisées avec un melange de 1-
naphtyle acétate et de sel FBB ou des taches blanches sur un fond de CCM pourpre indiquent

une inhibition de I’activité enzymatique.

Récemment, un essai sur I’AChE compatible avec les plaques de CCM en phase normale
et en phase inverse utilisant de I'acétate d'indoxyle comme substrat a été introduit [205]. L’essai
proposé repose sur la transformation de ’acétate d’indoxyle non fluorescent par I’ AChE pour
former le 3-hydroxyindole fluorescent qui est ensuite oxydé en blanc indigo fluorescent, puis
en bleu indigo non fluorescent mais coloré. L'inhibition de I'AChE peut étre identifiée soit par
un changement de fluorescence et/ou une absence de couleur bleue. Le procédé comprend
I'utilisation d'un copolymére amphiphile pour immobiliser I'AChE sur le support afin de
permettre l'utilisation d'une plague de CCM en phase inverse. Aprés optimisation, ce test de
bioautographie a permis de détecter la physostigmine a la fois dans un extrait de Sonchus
oleraceus sur une plaque de phase normale et dans I’huile essentielle de feuille de Pimenta
racemosa sur une plaque de phase inverse. Le méme test sur CCM en phase inverse a été

également appliqué pour révéler la présence d'un inhibiteur dans Cymbopogon citratus [205].

b- Test de bioautographie sur la dipeptidyl peptidase IV (DPP 1V)

Une méthode DPP IV bioautographique semi-quantitative a été introduite, basée sur la
réaction du substrat (Gly-pro-p-nitroaniline) catalysé par la DPP IV pour libérer la p-
nitroaniline (PNA) [214]. Une étape de révélation ultérieure donne un fond rose-rouge sur les
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plagues CCM. Les inhibiteurs de la DPP IV présentaient des taches blanches sur le fond coloré.
Les spots des composeés inhibiteurs ont été inspectés avec un scanner de CCM pour obtenir
I’aire de la bande d’inhibition détectée. La méthode a été validée en ce qui concerne la linéarité,
la sensibilité, la précision, la reproductibilité, le recouvrement et la stabilité [214]. Récemment
une méethode de CCM-bioautographie-MS couplée a un systeme de purification contrdlé par
LC-MS a été développée et appliquée pour cribler et isoler des inhibiteurs de cette enzyme a
partir d’extraits de plantes [220]. Initialement un constituant inconnu, issu de bulbes de
Fritillaria cirrhosa, a montré une activité inhibitrice intéressante en utilisant la bioautographie-

CCM, puis ce composé a été isolé et identifié comme étant la peimisine.

c- Test de bioautographie sur les glucosidases

Un dosage bioautographique de la B-glucosidase a été établi en utilisant I'esculine, un
glucoside de coumarine d'origine naturelle, comme substrat [221]. L'enzyme hydrolyse
I'esculine en esculétine qui réagit avec le sel de chlorure ferrique et forme un complexe brun
foncé. Les composés avec les propriétés d'inhibition de la B-glucosidase apparaissent sous
forme de taches blanches sur un fond de plaque de CCM brun foncé. La méthode a été appliquée
au criblage d'extraits chimiquement modifiés. L’extrait modifi¢ d’Urtica urens a montré une
zone d’inhibition et a conduit & l'identification d'un dérivé de dibenzenesulfonyle histamine
[222]. L’extrait chimiquement modifi¢ de Lamium amplexicaule montrant différentes zones
inhibitrices de la B-glucosidase a aussi présenté un intérét particulier conduisant a I'isolement

du p-coumarate d'éthyle et de I'apigénine [223].

Un autre essai bioautographique sur les a- et B-glucosidases est connu et repose sur le
clivage du 2 -naphthyl-a-D-glucopyranoside ou du 2-naphthyl--D-glucopyranoside pour
former du 2-naphtol pouvant réagir avec le sel de FBB fournissant un produit de couleur violette
lorsque les enzymes sont actives [224]. Ces tests ont été appliqués au criblage des thalles de
différents lichens. La CCM préparative a conduit a l'isolement des acides salazinique,

sékikaique et usnique.

Dans une autre étude, la chromatographie Sepbox couplée a la CCM-bioautographique a
été appliquée avec succes pour l'identification des inhibiteurs de l'a-glucosidase a partir de
Phlomis tuberosa, une plante utilisée dans la médecine traditionnelle asiatique [225]. Grace a
ce test, vingt composés actifs ont été isolés a partir de cette plante, y compris quatre nouveaux
diterpénoides.
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Une étude récente s’est, quant a elle, intéressée a la recherche d’inhibiteurs de I'o-
glucosidase chez Justicia secunda via la bioautographie [226]. Des extraits de feuilles de cette
plante ont été évalués. Deux sous-fractions aqueuses ont révélé des composeés actifs qui ont été
isolés et identifiéss comme étant I’acide 2-caféoyloxy-4-hydroxy-glutarique et les
diastéréoisomeres secundarellone B et C. En effet les inhibiteurs de I’a-glucosidase ont été

visualisés sous forme de zones blanches sur un fond violet de la plaqgue CCM.

d- Test de bioautographie sur la lipase

Initialement deux méthodes bioautographiques de détection des inhibiteurs de lipase ont été
introduites [227, 228]. Ensuite, un test bioautographique avec une spécificité de substrat plus
élevée, qui permet une évaluation quantitative des inhibiteurs de lipase, a été développé [215].
Le test repose sur la réaction de la lipase avec le B-naphtyl myristate et la formation ultérieure
de colorant violet lorsque le B-naphtol réagit avec le sel de FBB. Par conséquent, les zones
présentant une activité inhibitrice de lipase apparaissent blanches ou jaune-brun sur un fond de
plaque violet. Les spots actifs sont balayés par un scanner de plaque afin de permettre une étude
quantitative. La capacité inhibitrice relative de la lipase a été exprimée en équivalents d’orlistat.
A I’aide de cette derniére technique, Tang et col. ont analysé trois extraits alimentaires, qui sont
I'extrait de ginseng américain, l'extrait de champignons enoki et I'extrait de champignons de
trompette royale et ont montré que ces derniers peuvent étre des sources potentielles
d'inhibiteurs naturels de lipase [215].

e- Test de bioautographie sur la xanthine oxydase (XO)

Le premier test bioautographique utilisant la XO a été introduit en 2006 [206]. La
xanthine oxydase catalyse 1’oxydation de la xanthine en acide urique entrainant la formation
d’especes réactives de l'oxygene (ERO) qui peuvent réduire le nitrobleu de tétrazolium en
formazan violet, alors que les inhibiteurs de XO et les piégeurs de radicaux apparaissent sous
la forme de taches blanches sur la plaque de CCM. L'enzyme a été incorporée dans une solution
d'agar tamponnée contenant du nitrobleu de tétrazolium. La solution de coloration a été répartie
sur la couche de CCM, solidifiée et immergée dans une solution de xanthine. Le test utilisant
cette enzyme a permis 1’étude d’Erycibe obtusifolia, une plante utilisée en médecine

traditionnelle chinoise. L'acide 3,5-dicaféoylquinique, I'acide 3,4-dicaféoylquinique et l'acide
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4,5-dicaféoylquinique isolés de cette plante ont montré une activite inhibitrice intéressante de
inhibiteur hémi-synthétique ((RS) -2-bromo-1- (4-méthoxyphényl) propane-1-one) a été
identifié dans I'huile essentielle de Foeniculum vulgare modifiée chimiquement avec du brome.
Dans une autre étude Chen et col. [210] ont démontré que la plante médicinale Erycibe
obtusifolia possede des propriétés inhibitrices de la XO en décrivant une stratégie basée sur la
combinaison de la MS avec la CCM-bioautographique. Plus récemment un nouveau test
bioautographique sans agar sur des plaques de CCM pour chercher des inhibiteurs de la XO a
été développe et validé [216]. Quatre inhibiteurs de cette enzyme ont été identifiés dans

Astragalus membranaceus grace a ce test.

f- Test de bioautographie sur la glucose-6-phosphate-deshydrogénase

Une seule étude s’est intéressée a la réalisation du test biologique utilisant la glucose-6-
phosphate-deshydrogénase (G6PDH) sur des plaques CCM [229]. C’est un essai rapide et
quantitatif de 1’activité inhibitrice de la G6PDH qui a été mis au point. Le substrat glucose-6-
phosphate (G6-P) peut étre converti par cette enzyme pour produire du gluconolactone-6-
phosphate et du NADPH en utilisant la NADP* comme coenzyme. En revanche, cette méthode
ne permet pas la séparation des composés de matrices complexes avant le criblage de l'activité,
ce n'est donc pas une analyse bioautographique proprement dite. En effet, dans cette méthode,
la CCM est utilisée pour la quantification des produits de la réaction et non pas pour la
séparation des composes bioactifs. Ce test est basé sur les différents rapports frontaux du

substrat, de I’enzyme et des produits.

g- Test de bioautographie sur la phosphoglucose isomérase (PGI)

Un test bioautographique par CCM a été mis en place par Paradowska et ses
collaborateurs [208, 230]. La methode repose sur la conversion du fructose-6-phosphate en
glucose-6-phosphate par la PGI. La glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH), en tant
qu’enzyme auxiliaire, catalyse le glucose-6-phosphate en gluconolactone-6-phosphate en
réduisant le NADP* en NADPH (comme précédemment cité). Le NADPH peut ensuite
convertir le phénazineméthosulfate (PMS) en sa forme réduite, qui joue ensuite le role de
porteur d'électrons pour convertir le nitrobleu de tétrazolium en formazan violet. Le test se

réalise comme suit : la plaque de CCM séchée est pulvérisée par une solution enzymatique de
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PGl de Mycobacterium tuberculosis H37Ra, puis elle est incubée dans des conditions
appropriées. Dans une étape suivante, la plaque a été pulvérisée avec la solution de coloration
contenant un mélange NADP™ / nitrobleu de tétrazolium / PMS avec la solution de G6PDH de
Leuconostoc mesenteroides. La plaque a ensuite été recouverte d'une feuille d'aluminium et
incubée a température ambiante. Apres 15 minutes, des taches visiblement plus claires sur un

fond violet foncé indiquent des zones d'inhibition de la PGI.

h- Test de bioautographie sur la tyrosinase

Plusieurs études se sont intéressées a la technique de bioautographie utilisant 1I’enzyme
tyrosinase. Une premiere méthode de détection des inhibiteurs de la tyrosinase des
champignons a été introduite en 2007 par Wangthong et ses collaborateurs [204]. Des solutions
de tyrosinase et de L-tyrosine sont pulvérisées successivement sur des plaques de CCM
contenant les échantillons a tester. Les inhibiteurs de la tyrosinase apparaissent sous forme de
taches blanches sur un fond sombre en raison de I'oxydation de la tyrosine en dopaquinone. Cet
essai bioautographique a été ensuite appliqué avec des légéres modifications pour I'isolement
de composés actifs a partir d'extraits de Sideroxylon inerme, un arbre cétier sud-africain [231].
Pour cribler les composés actifs dans cette plante, aprés 1’élimination de la phase mobile qui a
servi & la séparation des composés de 1I’échantillon, la plaque a été pulvérisée avec la L-tyrosine
en tant que substrat et incubée a température ambiante pendant 10 min. Ensuite, la plaque a été
pulvérisée avec la solution de tyrosinase et laissée a température ambiante pendant 30 min. Le
fond de la plaque prend une couleur violacée et les composés actifs présents dans I’extrait
apparaissent sous forme de zones claires d'inhibition. A 1’issue de cette étude, le gallate
d’épigallocatéchine et la procyanidine B1 ont été isolés et se sont révelés comme de puissants
inhibiteurs de la tyrosinase [231]. La méme méthode a été appliquée par la suite au cours d’une

étude pour le criblage des composés de I'huile de bois de santal [232]

[232]. Ainsi, le sesquiterpénoide a-santalol était identifié comme un composé actif par
pulvérisation paralléle sur une deuxiéme plaque de CCM d'un mélange de p-anisaldéhyde,
d'acide sulfurique et d'acide acétique glacial, et en comparant les rapports frontaux des deux
plaques de CCM. Dans une autre étude, des plantes médicinales rwandaises, traditionnellement
utilisées comme éclaircissant pour la peau ont été étudiées grace a la bioautographie couplée a
la CCM [233]. Le test a été réalisé en pulvérisant de la tyrosinase de champignons puis un
mélange de L-DOPA et de L-tyrosine en tant que substrats sur la plague de CCM. Les taches
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blanches sur la plaque de CCM ont montré des propriétés inhibitrices de 1’enzyme alors que les
taches plus sombres que le fond de la CCM ont été interprétées comme des activateurs de la
tyrosinase. Différentes plantes avec des inhibitions puissantes ou des activations de la

tyrosinase ont éte identifiées au cours de cette étude.

Plus tard, le test bioautographique sur la tyrosinase a été optimisé [234]. La quantité de
tyrosinase et de L-tyrosine, ainsi que le temps et la température d’incubation ont été variés afin
d’évaluer leurs effets sur la sensibilité et la limite de détection du test. Parmi ces parametres, la
quantité de tyrosinase et de L-tyrosine ont été jugées comme des facteurs significatifs. Pour
I’analyse bioautographique, une solution d'agar contenant de la L-tyrosine et de la tyrosinase
est versée sur une plaque de CCM. En quelques minutes, le gel vire au brun, alors que des taches
blanches sur la plaque indiquent un la présence d’un inhibiteur, comme l'acide kojique par
exemple. L'applicabilité de I'analyse a été testée sur un extrait brut inactif de Calamagrostis
viridiflavescens enrichi d'acide kojique. La méthode optimisée a été appliquée pour le criblage
d’extraits fluorés hémi-synthétiques [235]. Il a été observé que la fluoration renforcait les
propriétés inhibitrices d’Ocimum basilicum et d’Artemisia dracunculus, qui présentaient des
taches d’inhibition bien distinctes, absentes dans les extraits naturels. Le principal composé
bioactif dans les deux extraits chimiquement modifiés a été identifié comme étant le 4-allyl-4-
fluorocyclohexa-2,5-diénone, qui a été probablement généré a partir du précurseur inactif le
méthyl-chavicol présent dans les deux extraits naturels.

Dans une étude ultérieure, le test a été transféré et adapté aux plaques HPTLC utilisant la
Iévodopa comme substrat pour la tyrosinase, ce qui a permis d'obtenir un meilleur contraste par
rapport a la tyrosine [211]. Cette étude s’est intéressée en particulier a la distinction de faux
positifs sur les plagues. Les auteurs ont supposé que les faux positifs apparus étaient dus a la
faible mouillabilité de certaines zones de la plaque de CCM. Les faux positifs ont été éliminés
en ajoutant du Triton X-100 a la solution de Iévodopa et en séchant la plaque avec un tamis
moléculaire. La validité de la technique de bioautographie sur la tyrosinase a été évaluée en
utilisant différents inhibiteurs connus de I’enzyme ainsi que des extraits de plantes actifs et non
actifs. La méthode s'est avérée étre stable, robuste et reproductible pour le criblage d'extraits de
plantes [211].

En 2017, Garcia et son équipe [236] ont développé un test bioautographique pour détecter
les inhibiteurs de tyrosinase présents dans des matrices complexes sur des plaques de CCM en
phase inverse ce qui n’est pas trés commun dans les tests de bioautographie associés au CCM
vu la complexité de la réalisation du test enzymatique sur des phases apolaires. Le piegeage du
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gel enzymatique avec un copolymere amphiphile a été utilisé pour le développement du test.
Les inhibiteurs sont visualisés par des taches claires sur le fond de la plaque de couleur brune.
Cet essai a permis de localiser le cinnamaldéhyde dans I'huile essentielle de Cinnamomum
cassia, en tant que constituant principal avec des propriétés inhibitrices intéressantes. Le test a
permis également la détection de I'acide kojique co-dépose avec un extrait méthanolique de
Sphaeralcea bonariensis.

Plus récemment, Hsu et son équipe [212] ont amélioré un test de bioautographie utilisant
la tyrosinase en insistant sur 1’intérét de 1’utilisation de la 3, 4-dihydroxyphénylalanine (L-
DOPA) comme substrat pour mieux distinguer le contraste entre le fond de la plaque et les
zones d’inhibition. Les auteurs ont utilisé ce test pour cribler les inhibiteurs d’un extrait

mycélien éthanolique de Ganoderma formosanum.

i- Test de bioautographie sur la peroxydase

Un test de bioautographie couplée a la CCM pour détecter les inhibiteurs de I'enzyme
peroxydase a été développé et validé dans une étude récente [213]. La méthode de
bioautographie-CCM développée reposait sur la réaction de la peroxydase avec le peroxyde
d'hydrogene et la formation subséquente de couleur bleue par la réaction entre I'oxygéne libéré
et la benzidine. Les composés, ayant une activité inhibitrice de la peroxydase, sont observés
sous forme de taches jaunatres sur un fond bleu. La méthode développée a été validée selon les
directives du conseil international d'harmonisation des exigences techniques pour
I'enregistrement des médicaments a usage humain (ICH). L’estimation quantitative des
inhibiteurs de la peroxydase a été obtenue en appliquant des techniques d’analyses d’images,
montrant une bonne linéarité, précision intra et inter-journaliéres ainsi qu’une faible limite de
détection et de quantification. La méthode développée a été appliquée a différentes fractions

des espéces de Juniperus.

J- Test de bioautographie sur 1’a-chymotrypsine

Une méthode CCM-bioautographique a récemment été développée [237] pour la
détection des inhibiteurs de 1'a-chymotrypsine dans les extraits brutes de plantes. Cette méthode
repose sur I'hydrolyse du Na-Benzoyl-DL-arginine 4-nitroanilide hydrochloride (BApNA) par
1'a-chymotrypsine pour produire de la p-nitroaniline (pNA) colorée. La pulvérisation du pNA

avec du nitrite de sodium et de la N-(1-naphtyl) éthylénediamine (NPED) conduit a la formation
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d'un colorant azoique rose. Les composés actifs dans le chromatogramme apparaissent sous
forme de taches claires sur un fond rose. La méthode développée a été testée pour I'analyse des
inhibiteurs dans différents matériaux végétaux, tels que le marc de raisin de Vitis vinifera,
I'écorce de Picea abies, les baies d'Hippophae rhamnoides, le son de Hordeum sativum, le son
de Triticum aestivum et le son d'Avena sativa. Le grand avantage de cette technique est que les
extraits de plantes, qui n'ont pas pu étre analysés par la méthode spectrophotométrique en raison
d'interférences, ont pu étre évalués par cette méthode.

k- Test de bioautographie sur 1I’a-amylase

Un test de bioautographie associée a la CCM a haute résolution, pour I'évaluation de
l'activité a-amylase chez 10 especes de macroalgues marines (3 Chlorophyta, 4 Phaeophyta et
3 Rhodophyta) de Malaisie, a été établi [238]. Les plaques développées ont été saturées par une
solution d'a-amylase. Apres incubation, la plaque a été plongée dans une solution d'amidon
pour la réaction substrat-enzyme, puis lavée avec une solution d'iode (solution de détection).
L'amidon produit une couleur bleu foncé sur la plaqgue CCM en présence d'iode provenant du
complexe amidon-iode formé. Ces zones bleues autour des bandes indiquent une activité o-
amylase réduite. Cette coloration est due a 1'amidon qui n'a pas été hydrolysé par I’a -amylase
en raison de I'inhibition enzymatique par les composés de I'échantillon. Dans cette étude [238],
I’activité inhibitrice observée a été attribuée a la richesse en triterpenes et en phytostérols des

extraits éthyléniques préparés a partir des macroalgues.

4.2.5. Conclusion

La CCM combinée a des méthodes de détection biologique peut étre une technique simple
et efficace pour la recherche de produits bioactifs dans des mélanges complexes en particulier
les extraits d’origine naturelle riches en composés. En effet, plusieurs extraits peuvent étre
appliques sur la couche de CCM en tres petites quantités et séparés a l'aide d'une phase mobile
appropriée. Des dépodts contenant I'extrait entier, le contr6le négatif ainsi que le contréle positif
a différentes concentrations peuvent également étre appliqués sur la méme plaque de CCM.

Cependant, concernant les essais réalisés utilisant des enzymes, les tests de
bioautographie sur CCM s’averent plus compliqués et certaines contraintes peuvent étre

rencontrées lors du développement de ces méthodes. En effet il a été prouvé que la composition
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de la phase mobile, utilisée pour la séparation des composés du mélange, peut affecter le test
enzymatique en particulier si le mélange de I’¢luant contient de 1’acide. Ainsi seules les
enzymes relativement robustes conviennent aux tests de criblage par cette technique. En outre,
a cause du risque de la perte de la stabilité lorsque les enzymes sont appliquées sur les plaques
de CCM, une activité enzymatique élevée est nécessaire, ce qui limite cette technique aux
enzymes relativement peu colteuses [195]. Une solution & ce probléme a été proposee. Elle
consiste a ajouter de I'albumine de sérum bovin (BSA) dans la solution enzymatique afin de
stabiliser la protéine pendant le test, comme indiqué par exemple dans [’analyse
bioautographique de I’AChE, la lipase et les a et B-glucosidases [219, 224]. Cependant, il a été
rapporté que la BSA peut interagir avec différents produits naturels et étre susceptible
d’entrainer une modification de 1’affinité enzymatique pour les inhibiteurs potentiels [195].

Pour le dépdt des enzymes sensibles et colteuses sur les plaques de CCM comme la XO,
la B-glucosidase ou la tyrosinase, d’autres auteurs proposent I’immobilisation des enzymes sur
un gel. Cette procédure permet a la fois de préserver leur activité et de réduire les volumes de
solution enzymatique a utiliser [195].

Finalement, certes la combinaison de la CCM avec des tests biologiques offre la

possibilité de la localisation rapide des composés actifs dans les matrices complexes et permet
ainsi  I’isolement ciblé des constituants bioactifs. Mais, les tests classiques
spectrophotométriques sur microplaques restent complémentaires a cette technique et sont
généralement plus adaptés pour la determination des Clso des composes. D’autre part il est
important de signaler qu’aucune donnée concernant les effets synergiques potentiels dans un
extrait ne peut étre étudiée avec cette technique.
Des essais de bioautographie-CCM-2D ont été réalisés, les plaques de CCM sont développées
une fois avec un solvant polaire, ensuite tournées a 90° et développées a nouveau avec un
systeme de solvants non polaire avant le test biologique. L'avantage de cette méthode est la
possibilité de I’utilisation, pour le méme échantillon, de solvants de polarités trés différentes
[239]. La bioautographie-CCM-2D s’est avérée utile pour la détection d’inhibiteurs des agents
pathogénes des plantes comme Colletotrichum acutatum, C. fragariae et C. gloeosporioides
[196].
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5. Conclusion

La découverte de produits actifs d’origine naturelle débute par la sélection de la matiere
premicre qui peut se baser sur plusieurs critéres de choix tels que 1’éthnopharmacologie, la
chimiotaxonomie, les divers critéres écologiques et la pharmacognosie inverse. Viennent
ensuite le criblage et la purification des produits naturels qui peuvent se faire suivant une
démarche de fractionnement bioguidé afin de caractériser les profils phytochimiques et
pharmacologiques des extraits préparés. Ces procédés peuvent paraitre complexes, mais
I'intérét autour des produits naturels ne cesse de croitre ce qui a conduit a plusieurs succes dans
le domaine pharmaceutique au cours de ces derniéres années [7]. Le développement de
nouvelles techniques analytiques permettant des études déréplicatives a été au centre de
I'attention de la communauté scientifique et a permis ainsi de moderniser et d’accélérer les

recherches dans ce domaine.
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Chapitre 4 : Données bibliographiques
recueillies sur les especes sélectionnees
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Dans le cadre de ce projet de these, douze plantes médicinales tunisiennes ont été
récoltées. Ce quatrieme chapitre de 1’étude bibliographique, concerne les caractéristiques
botaniques, la répartition géographique, les utilisations traditionnelles, la phytochimie et les
activités biologiques connues de chaque plante sélectionnée afin de justifier leur choix pour

cette étude.

1. Crataegus azarolus L.

1.1. Caractéristiques botaniques et repartition géographique

Le Crataegus azarolus (en France nommeé azarolier et en Tunisie « zaaroura ») est un
arbre a port érigé, touffu et tres ramifié a croissance lente et pouvant atteindre 7 a 8 m de hauteur
(Figure 36). Le tronc, assez épais souvent tortueux, parfois buissonnant, est a tiges multiples.
Les rameaux sont glabres présentant de nombreuses épines. Les feuilles, de couleur vert clair
brillant au niveau de la face supérieure et grisatre pubescentes au niveau de la face inférieure,
sont caduques, alternes et pétiolées. Le pétiole est court et pubescent. Le limbe, elliptique ou
deltoide, est entier & sa base puis profondément lobées en 3 a 5 paires de lobes. Les
inflorescences (3 a 20 fleurs) sont regroupées en corymbe (Figure 36 B). Les fleurs sont
hermaphrodites, nectariféres, pourvue chacune d’un pédoncule duveteux surmonté d’un calice
a 5 sépales triangulaires et d’une corolle constituée de 5 pétales odoriférants, blancs a creme.
L’androcée est formé de 15 a 20 étamines insérées sur le bord d’un réceptacle brun-vert. Leurs
filets portent des anthéres introrses de couleur jaune, rose ou pourpre. Le gynécée est représenté
par un ovaire infére adhérant a plusieurs carpelles. Leur pistil se termine par 2 a 3 styles. Le
fruit (azérole), ovoide, tronqué au sommet et couronné par les sépales, est pulpeux, recouvert
d’une mince cuticule et contenant 2 a 3 graines. Selon la couleur des fruits, Crataegus azarolus
se présente sous deux variétés : Crataegus azarolus var. aronia (Wild.) Batt. a fruits jaunes et

C. azarolus var. eu-azarolus Maire a fruits rouges (Figure 36 C).

L’ Azarolier est largement repandu en Europe du Nord, dans les régions tempeérées d'Asie,
d'Afrique et d'Amérique du Nord. En Tunisie, cette plante est principalement répartie dans le
nord-ouest, le Cap Bon et la Dorsale tunisienne dans les zones bioclimatiques s'étendant du

semi-aride supérieur a I’humide [240, 241].
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Figure 36 : A. Crataegus azarolus ; B. Fleurs de Cratagus azarolus ; C. Fruits de Crataegus
azarolus (source Chokri Messaoud).

1.2. Utilisations traditionnelles

L'azarolier est un arbre fruitier polyvalent, cultivé dans toute la Méditerranée comme
arbre d'ornement ou comme plante médicinale [242].
Plusieurs enquétes ethnopharmacologiques ont révélé 1’utilisation de cette espece dans la
médecine traditionnelle pour traiter la faiblesse sexuelle ainsi que le cancer [243]. La décoction
des feuilles est utilisée pour traiter le diabete, I'angine et la douleur post-partum, ainsi que pour
rétablir les rythmes cardiaques, la circulation sanguine, I'hypertension artérielle et soigner le
systéme nerveux et les troubles du sommeil ([244], [245)).

Les fruits et les fleurs ont un effet hypotenseur et agissent comme un tonique cardiaque

direct et doux. En outre, ils peuvent étre appliqués dans le traitement de I'angine de poitrine et
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de l'artériosclérose [246]. Les fruits peuvent étre employeés en cas d'anémie et de tuberculose et
ils peuvent étre également utilisés pour traiter la diarrhée sanglante [247]. Ces fruits peuvent
étre consommés frais ou sechés ou bien utilisés pour la préparation de la confiture, de la

marmelade ou du sirop [240].

1.3. Phytochimie

Les principaux composes décrits dans C. azarolus sont les acides phénoliques (comme
I’acide succinique, citrique, malique, quinique), les flavonoides (comme la quercétine,
I’isoquercétine, I’hyperoside, le spiraéoside et 1’hespéritine) et les tanins condensés [248].

Les boutons floraux sont trés riches en polyphénols, flavonoides et proanthocyanidines.
L’acide phénolique majoritaire dans cette partie de la plante est 1’acide chlorogénique, le
flavonoide majoritaire détecté est I’hyperoside [240, 249] et les catéchines majoritaires repérés
sont la procyanidine B2 et la (-)-épicatéchine [242]. Les écorces et la pulpe des fruits sont
principalement riches en hyperoside et en épicatéchine respectivement [240].

Les feuilles présentent principalement de fortes concentrations en saponines, terpénoides,
flavonoides, acides aminés, lignine et quinones [250]. Mahmud et col. [251] ont isolé de I'extrait
brut des feuilles, obtenu par I’EtOAc, des composés phénoliques comme la (-)-épicatéchine, la
vitexine, la 4°”-O-acétylvitexin-2”-O-rhamnoside, la vitexine-2”-O-rhamnoside, et des
triterpenoides tels que 1’acide éuscaphique, ’acide 2a,19a-dihydroxy-3-oxo-urs-12-en-28-
oique, I’acide 2-oxopomolique, I’acide arjunique et I’acide azarolique. Belkhir et col. [240] ont
détecté 1’acide néochlorogénique, 1’acide cryptochlorogénique, 1’isoquercitrine, 1’apigénine et

le kaempférol 3-O-glucoside.

1.4. Activités biologiques

L’extrait hydroalcoolique de fruits de cette espece a montré un effet antihypertensif qui
peut étre expliqué en partie par son activité antioxydante et par I’amélioration de la libération
endothélium-dépendante du monoxyde d’azote (NO) [252]. En outre, plusieurs études ont
montré le potentiel antioxydant et de protection contre le dommage oxydatif des extraits
obtenus a partir de différents organes de cette espece et ont justifié son utilisation comme

remede cardioprotecteur et antihypertenseur [253-255]. Selon Shatoor et col. [256],
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I'administration de 1’azarole a des doses croissantes a entrainé une diminution dose et temps
dépendante de la fréquence cardiaque et de la pression artérielle moyenne ainsi que la
suppression du nceud sinusal et du blocage atrio-ventriculaire progressif. Dizaye et col. [257]
ont montre des effets inotropes et diurétiques positifs des procyanidines extraits de C. azarolus
témoignant d’un bon candidat pour le traitement de l'insuffisance cardiaque congestive.
L’extrait aqueux d'azarole est doué aussi d’effets antiplaquettaires chez les rats albinos Wistar
[258].

Les extraits de feuilles et de fruits ont présenté une forte activité antibactérienne

particulierement contre Staphylococcus aureus et Streptococcus faecalis [240].
L’huile des graines a montré des activités antioxydante et antibactérienne, en particulier contre
Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli (HS), Enterobacter aerogenes (HS),
Salmonella enterica (HS), Staphylococcus aureus ATCC 43300 et Morganella morganii (HS)
[243].

L’espéce s’est avérée douée d’activités anti-inflammatoires et antiprolifératives
intéressantes [250]. L activité anti-inflammatoire de 1’azerolier peut étre expliquée en partie par
sa capacité antioxydante substantielle et par I’inhibition de la sécrétion des cytokines pro-
inflammatoires concomitante avec un renforcement de la sécrétion des cytokines anti-
inflammatoires [259].

Une activité antiproliférative contre les cellules de mélanome B16F10 de souris a été
observée en présence d’un extrait a ’acétate d'éthyle des feuilles de cette plante. Ce dernier a
permis la réduction de la teneur en mélanine en inhibant l'activité de la tyrosinase. L’activité
antiproliférative a été détectée également en présence de cellules de cancer colorectal humaines
(HT-29 et HCT-116) ceci en favorisant I’arrét du cycle cellulaire et 'apoptose de ces cellules
cancéreuses [244, 260].

Les extraits des feuilles de 1’azérolier exhibent aussi une activité antidiabétique en
diminuant I’hyperglycémie, en régulant le profil lipidique (réduction des taux des lipides totaux,
triglycerides, cholesterol total, LDL) et en permettant la restauration des Tlots de Langerhans
[261-263].
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2. Retama raetam (Forssk.) Webb

2.1. Caractéristiques botaniques et repartition géographique

Retama raetam (en Tunisien « R fem ») de la famille des Fabaceae se présente sous forme
d’un arbuste pouvant atteindre 3 métres de hauteur (Figure 37). L’espéce se caractérise par un
tronc trapu et court, portant de nombreux rameaux denses, arqués, flexibles et retombants,
fortement sillonnés et peu feuillés (Figure 37). Les feuilles, trés caduques, sont pour les
inférieures trifoliées et les supérieures simples et unifoliées. Les fleurs blanches et unisexuées
sont réparties sur de courts racemes, avec un petit calice bilabié, a levres supérieures
profondément bidentées avec des pétales a onglets plus ou moins soudés au tube staminal.
L’étendard est dressé avec 10 étamines monadelphes (Figure 37 B). Le fruit est une gousse
indéhiscente de moins de 2cm (Figure 37 C), acuminée, avec une extrémité aigué, portant une
a deux graines.

Retama raetam pousse spontanément dans des pays d'Afrique du Nord tels que le Maroc,
I'Algérie, la Tunisie, la Libye et I'Egypte, et dans certains pays du Moyen-Orient tels que le
Liban, la Palestine et la Jordanie [264]. L’espéce est largement répandue dans les zones arides
et désertiques [246] [265].
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Figure 37 : A. Individu de Retama raetam en floraison, B. Fleurs et C. fruits de Retama raetam
(source Chokri Messaoud).

2.2. Utilisations traditionnelles

R. raetam a une longue histoire d'utilisation par les Berberes du désert et en médecine
traditionnelle juive, ou elle est utilisée pour le traitement de plusieurs maladies. Les cladodes,
les fleurs, les graines et les racines sont utilisés a 1’état de poudre (en infusion ou en décoction),
pour des usages externes (cataplasme) et pour les bains.

Au Maroc, les cladodes en poudre de R. raetam, mélangés avec du miel, sont administrés
par voie orale comme émétique. Une décoction de cladodes peut servir aussi a un lavement
utilisé comme purgatif et vermifuge. A Tissint, au Maroc, la poudre des cladodes et des fleurs
de R. raetam est utilisée pour ses propriétés cicatrisantes lors de la circoncision et pour ses

propriétés cicatrisantes, antiseptiques et sédatives dans le traitement local des blessures, des
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ulcéres cutanés et des boutons infectés. A Marrakech, la plante contusée, avec du lait ou du
beurre, est destinée aux mémes indications thérapeutiques. Quant aux décoctions, elles sont
appliquées pour soulager les prurits et la gale humaine et animale [266, 267]. Les racines sont
utilisées pour les lavements ou comme abortif par fumigation. Une infusion de cladodes et de
fleurs est utilisée également comme abortif, mais il est largement reconnu qu'un risque
considérable d'empoisonnement existe.

Au Sahara, les racines sont employées pour la diphtérie et les cladodes comme pointes de
feu dans les névralgies, telles que la névralgie sciatique.

A Tata, une province marocaine du sud-est, située a la frontiére avec I'Algérie, cette plante
est couramment utilisée pour le traitement des morsures de scorpion, des maladies de la peau,

le rhumatisme et pour la cicatrisation des blessures.

En Algérie, elle est prescrite pour soigner les yeux enflammeés, la fiévre, les maux
d'estomac, les maux de dos et la diarrhée [268, 269]. Dans la région d’Ouargla, qui comprend
I’oasis la plus populaire du Sahara algérien, la décoction ou I’infusion de fruits et de graines de
R. raetam est utilisée pour le traitement du diabéte [270].

Dans la région libyenne, Al-Jabal Al-Akhdar, cette plante est recommandée pour le
traitement du diabete et de la sinusite [271].

En Tunisie, elle est valorisée pour des usages externes comme cataplasme ou emplatre
pour la gale, le traitement des boutons purulents, pour les soins en cas de morsure de serpent,
dans la lutte contre 1’infection des plaies et dans le sud tunisien elle est broyée et mélangée a
du lait pour étre employé comme fébrifuge [246].

Au Moyen-Orient, une décoction de cladodes et de fleurs de R. raetam est utilisée pour
traiter la syphilis et I'infertilité féminine [272]. En Israél, la décoction de cladodes est utilisée
comme bain pour les douleurs articulaires, les maux de dos et les ecchymoses [273].

En Jordanie, les habitants de la région du Mujib utilisent R.reatam en cataplasme pour
soigner les fractures et les brdlures principalement chez les animaux. Pour les brdlures, ils
utilisent également des décoctions de cladodes. Au Liban, cette plante est utilisée pour les
douleurs articulaires [274].

En Palestine, elle est prescrite pour I’inflammation des yeux, I’irritation de la gorge, le
rhumatisme, la stérilité, la paralysie et les maux de 1’estomac [275].

Au Yémen, les utilisations de cette plante en médecine traditionnelle ont été introduites
par I’Israél et les juifs yéménites ; ces populations utilisent une infusion de cette plante comme
reméde pour I’hépatite et la jaunisse [276].
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2.3. Phytochimie

Des auteurs ont rapporté la présence d’acides phénoliques et d’isoflavones telles que la
génistéine, la génistine, la daidzine, la daidzéine, la biochanine A, la 6’-
méthoxypseudobaptegénine et la puerarine au sein de cette plante [272].

Dans ce méme contexte, Nur-e-Alam et ses collaborateurs [265], en réalisant un
fractionnement et une purification chromatographiques, ont isolé trois nouveaux dérives de
flavones prénylées nommés rétamasine C — E, et quatre nouveaux dérives d'isoflavones
prénylées, appelés rétamasine F — 1. L’équipe d’Edziri [277] a aussi noté la présence
d'isoflavones prénylées, telle que la licoflavone C.

Deux furanoisoflavones ont été également isolés des cladodes de R. raetam : il s’agit de
la derrone et la 5"-hydroxyl-derrone [278]. Cette espéce peut contenir également des
terpénoides. En effet des chercheurs ont rapporté la présence de monoterpeénes comme le -
linalol, le nonanal, et I’a-humuléne comme composés majoritaires de I’huile essentielle des
fleurs de R.raetam [279]. D’autres chercheurs ont identifié des stéroides comme le B-sitostérol
et le phytostérol [280].

Cette plante peut aussi contenir des alcaloides, en effet A-El-Shazly et ses collaborateurs
[281] ont décrit la présence, grace a la chromatographie gaz/liquide couplé a la spectrométrie
de masse (GLC-MS), de 31 alcaloides bipipéridiniques, dont I’ammodendrine, et
quinolizidiniques, dont la rétamine, dans différentes parties de la plante (cladodes, racines,
fruits et graines). Le profil alcaloidique de cette espéce est typique du genre Retama qui se
caractérise par la présence de rétamine qui est assez rare chez les autres Fabacées [246]. Les
alcaloides tétracycliques quinolizidiniques (spartéine, lupanine et rétamine) représentent les
composés majoritaires des racines et des cladodes.

Les alcaloides a-pyridoniques, tels que la cytisine, la méthylcytisine et 1’anagyrine,
dérivés de I’alcaloide tétracyclique, la lupanine, ont été détectés a des concentrations élevées

dans les fleurs et les graines [272].
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2.4. Activités biologiques

Plusieurs études ont montré que cette espéce est douée d’activités antibactériennes et
antifongiques [282-284]. En effet, les parties aériennes de R. raetam possédent une activité
intéressante contre les bactéries Gram-positives dont Bacillus subtilis, Enterococcus faecium,
Streptococcus spp., Corynebacterium spp., et les staphylococcus aureus résistants ou sensibles
a la méticilline. Cette activité a été corrélée a la concentration ¢élevée de I’extrait en composés
phénoliques et en particulier en flavonoides. D’autres part I’extrait éthylénique des fleurs de
cette plante, caractérisé par sa richesse en tanins est capable d’inhiber I’effet cytopathogéne de
la souche du cytomégalovirus humain (HCMV) [283]. La licoflavone C et la derrone isolées
des fleurs, ont montré une activité antibactérienne intéressante contre E.Coli et Pseudomonas
aeruginosa et une activité antifongique importante contre des especes de Candida [277].
L’huile essentielle des fleurs de R.raetam peut avoir aussi une activité significative contre les
agents pathogénes responsables des infections de la peau et des tissus mous, dus a

staphylococcus pyogenes [285].

D’autre part, il a été constaté que cette plante peut avoir des activités chimiprotective et
antioxydante [286, 287]. D’autres auteurs [288] ont remarqué que 1’administration de I’extrait
des gaines de R. raetam répare les troubles hépatiques et rénales et rétablit les paramétres du
sang aux valeurs normales, cet extrait augmente également les taux sanguins des enzymes
antioxydantes (la superoxyde dismutase (SOD) et la glutathion peroxydase (GPx) et diminue la
peroxydation lipidique (malondialdéhyde (MDA) dans le sang). L’administration de ce méme

extrait peut aussi réduire significativement la zone de I'ulcere.

R. raetam est caractérisée aussi par des activités anti-inflammatoire et analgésique. En
effet, Miguel et col. [289] ont montré que I’extrait de R. raetam inhibe significativement la
lipoxygénase et que ’activité anti-inflammatoire observée est correlée avec la capacité de
piégeage des radicaux libres. L’effet antiinflammatoire des extraits de R. raetam peut étre
attribué a la présence des isoflavones, incluant la genistéine, la 6-hydroxygénisteine, la 3’-O-

méthylorobol, la pratenséine et la biochanine.

En outre, les extraits aqueux de feuilles de R. raetam peuvent présenter des effets
antihypertenseurs et diurétiques sur les rats hypertendus, en augmentant I'excrétion de sodium,
de potassium et de chlorure, ainsi qu'en améliorant le taux de filtration glomérulaire. D'autre
part, l'action diurétique a été également observée chez des rats normaux a la suite d’une
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administration intraveineuse des mémes extraits et une augmentation de la fréquence
glomérulaire a été aussi détectee, mais dans ce cas, une diminution significative de I'osmolalité
urinaire a été remarquée [272]. Les auteurs suggérent que les métabolites de R. raetam
pourraient agir comme inhibiteurs de I'enzyme de conversion de I'angiotensine qui convertit
I'angiotensine I en angiotensine II, un puissant vasoconstricteur, d’ou la réduction de

I'nypertension [272].

R. raetam possede aussi une activité hypoglycémiante. Un extrait aqueux de feuilles de
R. raetam a pu réduire la glycémie selon un mécanisme extra-pancréatique puisque les taux
d’insuline dans le sang n’ont pas changé. Il est suggéré que 1’extrait inhibe la réabsorption
rénale du glucose [290]. Les mémes résultats ont été obtenus par 1’administration intraveineuse
d’une décoction de la plante entiére. Il est a noter aussi que cette espéce est riche en pinitol
[291] qui possede des propriétés analogues a celles de I’insuline. De plus, récemment, Nur-e-
Alam et son équipe [265] ont montré que les rétamasines C, E, F, G, et I’érysubine A avaient
une forte stimulation de la libération de l’insuline induite par le glucose dans les ilots
pancréatiques. Une étude suivante a rajouté que les rétamasines C, F, G et les érysubine A et B
ont présenté, non seulement une activité intéressante sur la stimulation de la sécrétion de
I’insuline des cellules des ilots de Langerhans, mais aussi une forte inhibition de I’a-glucosidase
[264]. En outre, un extrait aqueux de cette plante, administré par voie orale a permis
I’abaissement de la concentration des lipides (cholestérol et triglycérides) ainsi que du poids
corporel chez des rats normaux souffrant d’hyperglycémies séveres [292]. L’effet
antidiabétique de cette espéce peut étre attribué aux alcaloides quinolizidiniques comme la
méthylcytisine, la lupanine, la spartéine et aux flavonoides comme la chrysine et

majoritairement la quercétine [293].

Cette plante détient aussi des effets sur le systeme nerveux. En effet, 1’extrait
méthanolique de la partie aérienne de R. raetam a une activité dose-dépendante sur les
mouvements ambulatoires et non-ambulatoires. En fonction de la dose, I’extrait est anxiolytique
a faibles doses, sans effet a doses modérées et anxiogénique a fortes doses. Cette réponse
similaire a celle déclenchée par la nicotine indique que les alcaloides R.raetam sont les

métabolites responsables de I'effet de I’extrait sur le systéme nerveux central. [294].

Cette espéce peut également avoir un effet sur le métabolisme osseux. Il a été constaté
que I’extrait des graines de R. raetam posséde une efficacité dans la protection et le traitement
de I’ostéoporose. Plus particulierement dans cet extrait, la génistéine aide a maintenir la masse
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osseuse, prévient 1’ostéoporose chez des rattes ménopausées ainsi que la perte osseuse in vivo
et in vitro et augmente la masse osseuse du fémur chez les rats femelles ovariectomisées. Dans
une culture d’os cortical de rats femelles, la génistéine et la daidzéine de cette plante ont induit
une augmentation des teneurs de calcium et de phosphore et de I’activité de la phosphatase
alcaline dans les tissus osseux [295]. Ainsi cette plante peut étre utile dans la prévention de

perte osseuse chez les femmes ménopausées [272].

R. raetam est aussi connu pour son effet hépatoprotectif. Des auteurs [296] ont constaté
qu’un extrait aqueux de graines de R. raetam a agi comme agent hépatoprotecteur. Cet extrait
a pu également réparer 1’augmentation des taux sériques pathologiques d’aspartate et alanine
aminotransférases et des phosphatases alcalines. Koriem et son équipe [297] ont trouvé des
résultats similaires dans un modéle expérimental de toxicités hépatique, rénale et sanguine
induites par la formaline, agent dont les effets, chez I’Homme, sont similaires a ceux de divers

polluants.

R.raetam est une espéce douée de plusieurs activités biologiques, mais plusieurs effets
toxiques de cette plante ont été rapportés comme I’insuffisance respiratoire et la dépression du
systeme nerveux central [298]. L’administration répétée, a des doses élevées, de I’extrait
méthanolique de R. raetam pourrait avoir aussi des effets hépatotoxiques, néphrotoxiques et
mutagénes [299]. Certains flavonoides ont été signalés comme responsables de I'intoxication
du bétail par I'ingestion de cette plante [300] et le décés d’une femme a la suite de 1’ingestion

d’un infusé a été rapporte [246].
3. Myrtus communis L.

3.1. Caractéristiques botaniques et répartition géographique

Le Myrtus communis (en France appelé myrte commun et en Tunisie « rihan ») de la
famille des Myrtaceae, se présente sous forme d’un arbuste pouvant atteindre 5 metres de
hauteur. La tige principale et les ramifications portent des feuilles brievement pétiolées,
persistantes, vertes et luisantes sur leur face supérieure (Figure 38). Ces feuilles, quand elles
sont froissées, émettent une odeur aromatique. Les fleurs, actinomorphes et hermaphrodites,
sont solitaires et longuement pédonculées (Figure 38 B). Le calice, pentamere, est formé de
cing sépales ovales et soudés dans leur partie basale. La corolle, dialypétale, est constituée de
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5a 12 pétales blancs (Figure 38 B). Les etamines sont libres et nombreuses. Leurs filets portent
des antheres biloculaires introrses. Le gynécée est représenté par un ovaire infére de 2 a 3
carpelles soudés. L’ovaire se termine par un style effilé a un seul stigmate. Le fruit est une baie
comestible, de taille et de forme variables, surmontée par les dents du calice et renfermant de
nombreuses graines (2 a 20). Il est habituellement de couleur bleu-foncée mais peut étre jaune
(Figure 38 C et D).

Le Myrte pousse a I'état sauvage tout autour du bassin méditerranéen et au moyen orient,
[301]. Il prospere dans les climats doux et préfere les sols sableux. En Tunisie, il fait partie du
cortege floristique de la forét de chéne liege qui constituait un continuum couvrant le Nord-
Ouest, le Cap Bon et la Dorsale [302].

3.2. Utilisations traditionnelles

Le Myrte est largement utilisé en médecine traditionnelle mais il est aussi tres demandé
par les industries pharmaceutique, agroalimentaire et cosmétique pour les effets de ses huiles
essentielles.

Les fleurs sont employées en poudre mélangées a quelques autres herbes aromatiques
pour préparer des lotions capillaires. Pour le Maghreb en particulier, de nombreux emplois sont
notés : La décoction de fleurs s’emploie contre les troubles de la circulation sanguine ;
I’infusion de la plante entiere est antidiarrhéique ; la macération dans 1’eau sucrée ou miellée
des baies est utilisée contre la variole ; la fumigation de feuilles est réputée contre les douleurs.
La teinture de feuilles et ’extrait liquide sont utilisés dans les soins contre les leucorrhées, les
affections pulmonaires et les hémorroides. Ces feuilles astringentes peuvent étre également
utilisées pour traiter les maladies de la peau et les huiles essentielles, extraites a partir des
feuilles, sont trés exploitées dans la lutte contre 1’hyperglycémie [302].

Les fruits du myrte également astringents et aromatiques produisent une huile stimulante et
raffermissante. L essence est aussi utilisée en parfumerie [246]. En Italie, la macération des

fruits produit une liqueur nommée ‘‘Mirto Rosso’’ [302].
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Figure 38: A. Myrtus communis, B. Tiges portant des fleurs solitaires, C. des fruits noir-bleuté
ou D. des fruits jaunes (source Chokri Messaoud).

3.3. Phytochimie

L'huile essentielle de cette plante a été largement étudiée et sa composition est assez
variable selon la région géographique de production, la saison de récolte et la durée de la
distillation. Cependant, dans la plupart des régions, les terpénoides (1,8-cinéole, a-pinéne,
acétate de myrtényle, limonéne, linalol, a-terpinoléne) sont les principaux constituants de I'huile
essentielle provenant des feuilles. L’eucalyptol est également signalé comme le principal
constituant de I'huile essentielle de feuille de myrte cultivée dans le nord de Chypre.

Les feuilles contiennent également des flavonoides (tels que la quercéting, la catéchine et
les dérivés de la myricétine), des coumarines, des ellagitanins, des acylphloroglucinols (tels que
les myrtucommulones A et B et la semimyrtucommulone) ainsi que des acides-phénols (tels
que les acides caféique, gallique et ellagique). L'huile volatile des baies de myrte contient de

randes quantités d'hydrocarbures monoterpéniques et des monoterpénes oxygénés avec ’a-
g q y rpeniq p yg
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pinene, le 1,8-cinéole, I’acétate de géranyle et le linoléol comme principaux composés. Les
extraits des baies blanches et bleus du myrte tunisien présentent également des pourcentages
¢levés d'a-terpinéol, de méthyleugénol, de géraniol et d'acétate de pyrényle. La composition
polyphénolique des baies était caractérisée par des concentrations élevées de glycosides de
flavonols et de flavanols. Les principaux acides gras des baies signalés sont les acides
linoléique, palmitique, oléique et stéarique. Les baies contiennent également des tanins, des
anthocyanes, du kaempférol, de la quercétine, de la myricétine 3-O-glucoside, de la myricétine

3, 3-di-O-galactoside et les acides citrique, malique et caféique [303].

3.4. Activités biologiques

Selon les données des études in vitro et in vivo, le myrte détient plusieurs activités
biologiques. Parmi ces activités nous pouvons citer : les effets anti-inflammatoire, analgésique,
antioxydant, neuroprotecteur, antimutagene et antidiabétique [303]. 1l a été noté également que
cette plante participe a I’amélioration de I'efficacité du rétinol dans les produits anti-ages.

Les feuilles de M. communis peuvent induire la mort cellulaire de différentes lignées
cellulaires cancéreuses par induction de I'apoptose [303].

D’autres activités biologiques ont été constatées tels que des effets antimicrobiens
(antibactérien, antifongique et antiviral), antiparasitaires (anti-paludisme, anti-leishmanial,
antiprotozoaire) et insecticide [303].
D’autres auteurs ont rapporté I’implication de cette espéce dans le traitement des troubles
gastro-intestinaux (traitement des ulcéres gastro-duodénaux et de 1’hépatite ischémique) [303].
En outre Shariati et son équipe [304] ont montré que les feuilles de M. communis peuvent
provoquer des modifications de la concentration sérique de la TSH et des hormones
thyroidiennes et que cette plante peut étre utilisée pour le traitement de 1’impuissance.

D’autres études ont prouvé I’implication de M. communis dans le traitement des affections
cardiovasculaires et dermatologiques (traitement des bralures et des lésions d'acné) [303]. Nous
pouvons aussi ajouter que 1'administration intraveineuse d’extraits, obtenus avec du méthanol
et de l'acétate d'éthyle, a pu diminuer la pression artérielle moyenne chez les rats anesthésiés
[305].
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4. Rhus tripartita (Ucria) Grande

4.1. Caractéristiques botaniques et particularités morphologiques

L’espéce Rhus tripartita (nommée sumac en France et « jedari » en Tunisie) de la famille
des Anacardiacées, est un arbuste pérenne pouvant atteindre 2 m de haut [306]. Les branches,
courtes et épineuses, sont de couleur brun rougeétre. Les feuilles sont caduques, alternes et
composées de trois (rarement cing) folioles de couleur vert foncé et a bords dentés (Figure 39
A). Rhus tripartita est une plante dioique avec de petites grappes de fleurs blanches jaunatres.
Le fruit, de forme sphérique et de couleur rouge a noire, est une petite drupe avec une seule

graine (Figure 39 B).

Figure 39 : A. Feuilles et B. Fruits de Rhus tripartita (source Chokri Messaoud).

Rhus tripartita est trés abondante en Afrique du Nord, en particulier dans les steppes des
zones désertiques, arides et semi-arides. Il existe également en Sicile et dans les steppes
asiatiques occidentales [307]. En Tunisie, cette espéce est répandue du centre vers les régions
du sud. Elle pousse principalement sur des substrats érodés, sous des précipitations allant de
100 a 600 mm/an et a des altitudes allant de 10 a 500 m [308].
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4.2. Utilisations traditionnelles

Rhus tripartita est largement utilisée en médecine traditionnelle tunisienne. Cette espece
est utilisée principalement dans le traitement de la diarrhée et de la dysenterie [309]. L’écorce
des racines est la partie de la plante la plus valorisée. La décoction de cette derniére est proposée
contre les ulceres gastriques. En Tunisie, I’utilisation des drupes a été signalée pour
I’aromatisation de 1’eau [310]. Dans les régions d’Ouargla et en Ahaggar (Algeérie), les fruits
sont consommeés crus ou secs (état dans lequel ils sont plus sucrés) ou trempés dans le lait aigre
[246]. Dans la pharmacopée traditionnelle, cette espece en décoction bouillie, est préconisée
contre les coliques.

Dans le sud Tunisien (région d’El Hamma), la poudre de 1’écorce de la racine est
employée pour teindre le cuir en marron clair. Cette partie de plante est utilisée aussi pour
teindre la laine et la soie auxquelles elle donne des teintes beiges et brunes trés résistantes en
particulier au lavage et au frottement.

En Libye, le bois est trés apprécié comme bois de chauffage, pour faire du charbon et

pour la fabrication de la poudre pyrique dans la région des Beni-Ulid [246].

4.3. Phytochimie

Les parties aériennes de R. tripartita (feuilles, tiges et fruits) sont riches en biflavonoides
(exp. masazinoflavanone) et en isobiflavonoides (exp. Calodénone) [311]. Tlili et ses
collaborateurs [312] ont montré que les flavones et I'acide bétulinique étaient les principaux
composés détectés dans les fruits de R. tripartita. Les études phytochimiques de I'extrait
d'écorces de racines de R. tripartita ont révélé la présence d'une grande quantité de contenu
phénolique ainsi que des teneurs importantes de flavonoides et de tanins [310].

Une enquéte phytochimique sur I'extrait alcoolique de R. tripartita a permis d'isoler la
gallocatéchine, la quercétine, la myricétine, le kampférol-3-O-a-L-rhamnopyranoside, le
kampférol-7-O-a-L-rhamnopyranoside et le B-sitostéryl-3-O-B-glucopyranoside [313].
L’équipe de Shahat [314] a identifié dans les tiges de R. tripartita la gallocatéchine, la

taxifoline, la myricétine-3-O-B-glucoside, I’épicatéchine et la catéchine.
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4.4, Activités biologiques

Les composes phénoliques de R. tripartita ont démontré des propriétés antimicrobiennes
[309]. Des activites anti-inflammatoire, antioxydante, antihépatotoxique, anti-néphrotoxique,
anti-diarrhéique et antifongique ont été de méme décrites chez cette plante [315]. Un effet
protecteur contre l'ulcere gastrique et la diminution de la cardiotoxicité et du stress oxydatif ont
été rapporté en présence de cette plante [315]. De plus, Rhus tripartita offre de grands intéréts
économiques et écologiques. Elle ameéliore la stabilité des écosystéemes ou elle se trouve,
contribue a réduire les risques de désertification et aide a restaurer les écosystemes dégradés.
Cet arbuste est également une ressource alimentaire pour le bétail surtout pendant 1’été [316].
Cette espece peut avoir, en plus, des activités anticancérigene et antithrombotique [317] ainsi

que des activités inhibitrices des cyclooxygénases et de I'acétylcholinestérase [314].

5. Rubus ulmifolius shott.

5.1. Caractéristiques botaniques et répartition géographique

Rubus ulmifolius est une ronce a feuilles d’Orme. Il s’agit d’un arbrisseau épineux
sarmenteux vivace, appartenant a la famille des rosacées. C’est une plante a tige arquée, coudée,
de 6 a 10 mm de diamétre, a poils simples et touffus [318] La seule partie pérenne de la plante
est son systeme racinaire qui comprend une couronne boisée, une racine principale verticale et
de nombreuses racines secondaires. Les feuilles sont de 3 & 7 folioles dentées et ont une forme
elliptique a ovale. Ces feuilles sont discolores [319]. Les fleurs, hermaphrodites et pourvues de
5 pétales, 5 sépales et plusieurs étamines, sont de couleur rose plus ou moins vif
exceptionnellement blanche (Figure 40 A). Les sépales sont ovoides et tomenteux. Les pétales
sont a poils épars sur la marge. La base des pistils est rouge. Les antheres et les carpelles sont
généralement poilus. Les fruits sont constitués de nombreuses petites drupes (mures) d’abord
rouges puis noires pourprées a maturité (Figure 40 B). Chaque drupe est disposée sur un

réceptacle et ne contient qu’une seule graine.
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Figure 40 : A. Fleurs et B. Fruits de Rubus ulmifolius (source Chokri Messaoud).

Rubus ulmifolius est largement répandu en Europe, en Asie et en Afrique du Nord. En
Tunisie, I’espéce se cantonne essentiellement dans les zones bioclimatiques allant du

subhumide a I’humide. C'est une espéce vivace qui pousse dans les sols secs ou sableux [319].

5.2. Utilisations traditionnelles

Largement reconnue comme plante sauvage comestible pour ses baies, Rubus ulmifolius
est tres utilisée en médecine traditionnelle pour ses effets bénéfiques. Elle est employée contre
la diarrhée, les maux de gorge et en tant qu'agent antibactérien et antiviral. Les feuilles fraiches
sont utilisées dans la médecine traditionnelle italienne contre les abces, les furoncles et les
ulcéres ; les décoctions de feuilles sont utilisées en externe pour les yeux rouges, les lavages
vaginaux et les aphtes et en interne contre les diarrhées, les hémorroides et les inflammations
intestinales. Les feuilles et les jeunes pousses sont utilisées en médecine populaire aussi pour
leur effet spasmolytique [320]. En ltalie, les feuilles fraiches sont appliquées localement avec
de la graisse de porc dans le traitement des infections de la peau et des tissus mous et une
décoction des racines est utilisée comme shampooing pour éviter la perte de cheveux [321]. Le
fruit de cette espéce se consomme cru ou en sirop épais, ou il est mélé au miel [246]. Les fruits
peuvent aussi étre consommés comme produits dérivés (confitures, jus de fruits, liqueur,
marmelade et compléments alimentaires) pour leur saveur et leur goQt délicieux. Leur ingestion

contribue & une alimentation saine pour prévenir certaines maladies telles que les maladies
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cardiovasculaires et le diabéte [320]. Les décoctions des boutons floraux sont utilisées pour les
douleurs menstruelles, les troubles de la ménopause, les maladies du foie, les aphtes, la gingivite
et I'nypertension [322].

5.3. Phytochimie

Les boutons floraux de R. ulmifolius sont caractérisés par la présence de composés
phenoliques et les dérivés d'ellagitanins sont les plus abondants dans cette partie de plante [322].
Les fruits sont riches en composés phénoliques également, tels que les anthocyanes, les
flavonols et les ellagitanins [323]. Ces fruits contiennent des niveaux élevés de flavonoides
[324]. Dans les feuilles de R. ulmifolius, 1’acide gallique, 1'acide chlorogénique, I’hyperoside,
le kaempférol 3-O-rutinoside et la naringénine [325] ont été identifiés. Les racines de cette
plante contiennent des dérivés de I'acide ellagique et des saponines [321]. Flamini et son équipe
[324] ont isolé, des parties aeriennes de R.ulmifolius, trois nouveaux anthrones, les rubanthrone
A, B et C. A partir de la fraction volatile des fleurs et des fruits de R. ulmifolius, Reidel et ses
collaborateurs [319] ont repéré les composés suivants : 1'a-copaéne, le B-caryophylléne, le
germacrene D, le (E, E)-o-farnéséne, le 1,7-octadien-3-one, le 2-méthyl -6-méthyléne, le

tridécane, le (E)-2-acétate d'hexénol, le (E)-3-acétate d'hexénol et le cyperene.

5.4. Activités biologiques

Les activités biologiques que nous avons pu répertorier concernant R. ulmifolius sont les
activités antimicrobienne (contre les souches d'Helicobacter pylori) et antifongique in vitro
d'extraits et de constituants isolés [323, 326, 327]. En effet, les dérivés d'acide ellagique de R.
ulmifolius inhibent la formation de biofilm de Staphylococcus aureus et améliorent la réponse
aux antibiotiques [321]. R. ulmifolius peut aussi détruire les cellules planctoniques de
Streptococcus pneumoniae et les biofilms pneumococciques [328]. Les feuilles et les baies sont
connues par leurs propriétés antioxydantes [326, 329]. De surcroit, les effets anthelminthiques
de R. ulmifolius contre Haemonchus contortus ont été décrits par Akkari et coll. [330]. Les
extraits phénoliques de fleurs ont été reconnues comme sources de nutraceutiques par la
communauté scientifique [322]. Cette espece est reconnue aussi pour son effet antipyretique
[327]. A coté de cela, les feuilles ont montré des propriétés anti-inflammatoires [331]. D’autres
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part, R. ulmifolius posséde des activités antihyperglycémiques et antihyperlipidémiques sur des

souris albinos [332].

6. Hertia cheirifolia (L.) Kuntze

6.1. Caractéristiques botanigues et répartition géographique

L’espece Hertia cheirifolia (en France appelée Othonne a feuilles de giroflée et en
Tunisie « Kherchoun ») est une espece de la famille des Asteraceae anciennement appelée
Othonna cheirifolia L. C’est un sous-arbrisseau a souche semi-ligneuse poussant en grosses
touffes (Figure 41 A). Les tiges, plagiotropes puis ascendantes, sont tres feuillées et de 20 a 40
cm de long. Les feuilles, disposées sur la tige selon une phyllotaxie alterne, sont persistantes et
simples. Elles sont épaisses, charnues, oblongues (spatulées) et acuminées. Les fleurs sont
réunies en capitules (inflorescence) hermaphrodites, de 2 a 3 cm de diamétre, de couleur jaune
citron et solitaires sur des pédoncules nus élargis au sommet (Figure 41 B). Les fleurs femelles
sont périphériques. La corolle est limitée a une ligule (fleur ligulée), le calice est réduit a une
aigrette de poils (pappus). L’ovaire est infere portant deux carpelles soudés. Les fleurs males,
occupant le centre de I’inflorescence, sont tubulées avec 5 pétales soudés. Les étamines sont
soudées par leurs anthéres introrses. Les fruits sont des akénes (fruits secs indéhiscents)

surmontés d’aigrettes de soies appelées pappus (Figure 41 C).
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Figure 41 : A. Hertia cheirifolia ; B. inflorescences et C. fruits (source Chokri Messaoud).

Hertia cheirifolia est une espéce endémique Tuniso-algérienne. En Tunisie, 1’espéce se
développe essentiellement sur les paturages argileux et les pentes pierreuses. Elle se cantonne
sur les sols pauvres bien drainés avec une préféerence aux sols calcaires. Elle est actuellement
plus ou moins répandue dans le centre du pays (Sousse, Sidi Bouali, Seliana, Kessra) et

certaines régions de la dorsale (Kasserine, Sbeitla, Thala) [333].

6.2. Utilisations traditionnelles

En Tunisie, les personnes agées utilisent la partie végétative (tiges et feuilles) de cette
plante pour réduire 1’hyperglycémie. De plus, la pulpe des feuilles écrasées est utilisée contre

les douleurs rhumatismales et 1’arthrite du genou [334].
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En médecine traditionnelle algérienne, elle est employée comme anti-inflammatoire et
antispasmodique. Les infusés des feuilles de cette plante sont utilisés pour traiter les crampes,
les douleurs de I'estomac et de I'intestin ainsi que certaines maladies gastro-intestinales telles

que la dyspepsie, la diarrhée et pour traiter certaines infections [335].

6.3. Phytochimie

Dans cette espece, des saponines, des polyphénols, des flavonoides et des triterpenes
peuvent étre retrouvés. Les principaux composes phénoliques identifiés dans un extrait d'acétate
d'éthyle de racines de H. cheirifolia étaient I’acide trans-cinnamique, 1’acide férulique, la rutine,
la myricétine, la naringine, la naringénine, la quercétine et I'acide paracoumarique [336]. Des
études chimiques antérieures ont révélé aussi que la partie aérienne de cette espéce est riche en
érémophénolides [337, 338].

L’étude réalisée sur les huiles essentielles extraites des feuilles de H. cheirifolia au stade
végétatif a montré que cette derniére est caractérisée par une forte teneur en terpenes [339].
Principalement, un sesquiterpénoide (bakkenolide) et deux stéroides (stigmastérol et

stigmastérol 3B-glucoside) ont été isolés de H. cheirifolia [340].

6.4. Activités biologiques

Les huiles essentielles de la partie aérienne de H. cheirifolia peuvent fournir une activité
acaricide significative [341]. Ces huiles essentielles peuvent avoir aussi des activités
antioxydante, inhibitrice de l'acétylcholinestérase (AChE), de l'a-amylase [333] et de I'a-
glucosidase [342]. Cette derniére activité a été observée aussi avec les fleurs de la plante [343].

L'extrait au chloroforme de la partie aérienne de cette espéce a montré un effet
spasmolytique et anti-inflammatoire significatif [340].

Les racines de H. cheirifolia ont démontré des activités anti-inflammatoire et
gastroprotectrice (Majouli, Hamdi, et al. 2018).

Kada et ses collaborateurs [335] ont prouvé une activité protectrice des extraits de H.
cheirifolia contre les dommages de I'ADN, la peroxydation lipidique et I'oxydation des

protéines.
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7. Thymus algeriensis Boiss. et Reut.

7.1. Caractéristiques botaniques et répartition géographique

L’espéce Thymus algeriensis (nommée Thym en France et « Zaater » en Tunisie) de la
famille des lamiacées, est un sous-arbrisseau ascendant de 15 a 50 cm de hauteur, formant
souvent des coussinets (Figure 42). Les rameaux sont serrés, gréles, plus ou moins dressés et
velus. Les feuilles sont petites (6 a 12 mm de longueur), plus ou moins lancéolées, et étroites.
Elles sont insérées selon une phyllotaxie opposée décussée. Elles sont luisantes, obtuses, de
couleur verte au-dessus et gris-vert sur la face inférieure.

Les fleurs (10 mm de longueur) sont disposées en glomérules terminales ou axillaires. Elles
sont de couleur rose clair, rose foncé ou blanches (Figure 42 B). Le calice est triangulaire,
ovoide et velu. Il présente cing dents, comprimées latéralement, convergentes et dont les trois
supérieures sont larges. La corolle, révolutée et égalant deux fois le calice, est bilobée et
présente deux lévres. La lévre supérieure est courte et échancrée alors que la lévre inférieure
est divisée en trois lobes inégaux. L’androcée est constitué de quatre étamines, plus au moins
didynames, généralement extrorses. Le fruit est un tétrakéne. Les akenes (nucules) sont glabres,

de forme ovale et de couleur brune. Leur taille ne dépasse pas 2 mm.

Figure 42 : A. Thymus algeriensis et B. rameaux feuillés portant des inflorescences (source

Chokri Messaoud).

Thymus algeriensis une espéce endémique de 1’ Algérie, de la Tunisie, de la Lybie et du

Maroc [344]. En Tunisie, les populations de cette espéce sont réparties dans les zones
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bioclimatiques allant du subhumide a I’aride inférieur. L'espéce pousse sur des sols pauvres en
calcaires et fertiles et se produit dans de petites populations dispersées, montrant différents
niveaux de destruction, principalement en raison de la surexploitation et du surpaturage [345].

7.2. Utilisations traditionnelles

Dans le sud tunisien, le thym est considéré stomachique [246]. 1l est utilisé frais ou séché
comme herbe culinaire et en médecine populaire pour ses propriétés antiseptique,
antispasmodique et antifongique. Les huiles essentielles de cette espéce sont demandées en
parfumerie, en cosmétique et en pharmacie [346]. Cette espece est consommeée pour parfumer
certains mets et infusions. Le thym produit aussi une essence [246]. En médecine traditionnelle
tunisienne, il est utilisé également en décoction, dans les traitements de I’hypertension artérielle
[345].

En Algérie, le Thymus algeriensis est considéré comme antispasmodique et stimulant.
Les sommates et les jeunes rameaux fleuris se préparent en infusion. Ces tisanes réveillent les
fonctions digestives surtout chez les affaiblis et évitent les fermentations de I’estomac et de
I’intestin. L’infusion est aussi utile contre toutes les maladies infectieuses, comme la grippe, la
pneumonie et les affections de I’appareil respiratoire comme le rthume, et ’angine. L’huile
essentielle est utilisée également contre la coqueluche.

La plante est employée aussi dans les cas de névralgie et de sciatique et comme
odontalgique sur les maux de dents cariées [347].

Nous avons not¢ aussi ’utilisation de cette plante pour traiter I’adénome de la prostate et

pour empécher I'avortement [344].

7.3. Phytochimie

Les dérivés de flavonol et de flavone glycoside et les acides phénoliques sont les
principaux composés des extraits de T. algeriensis [348]. L'acide rosmarinique est le principal

composé phénolique de cette plante [349].

Au sein de cette espece, les auteurs ont décrit la présence de 1’apigénine-6,8-C-
dihexoside, I’isomére d'érythictiol-O-hexoside, 1’apigénine-8-C-glucoside, le quercétine-3-O-
glucuronide, la naringénine-O-hexoside, 1’hexoside d'acide rosmarinique, la lutéoline-7-O-

glucuronide, la quercétine-3-O-glucoside, la quercétine-O-malonyhexoside, 1’acide
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salvianolique, I’apigénine-7-O-glucuronide, le kaempférol-O-glucuronide, I’isomére 1 de
I’acide lithospermique A et I’isomeére II de 1'acide lithospermique A [348].

La distillation des tiges fraiches donne une essence riche en thymol [246]. L’huile
essentielle obtenue a partir de la partie aérienne de cette plante est caractérisée par la présence

du terpinén-4-ol, du 1,8-cinéole et du camphre [350].

7.4. Activités biologiques

Les activités les plus décrites de cette plante, que ce soit a partir des extraits organiques
ou des huiles essentielles, sont les activités antioxydantes, antibactériennes et antifongiques
[349, 351-354]. Ces activités sont corrélées avec la quantité élevée de composés phénoliques
[348].

L’extrait méthanolique des feuilles de T. algeriensis a montré des activités anti-
inflammatoires, antalgique et antipyrétiques in vivo [344]. Les extraits méthanoliques de T.
algeriensis se sont révélés également posséder une activité anti-acétylcholinestérase

intéressante [349].

En outre, des activités anticancéreuses contre des lignées cellulaires cancéreuses

humaines ont été observées en présence de 1’huile essentielle de cette plante [353].

8. Artemisia campestris L.

8.1. Caracteéristiques botaniques et réepartition géographique

Artemisia campestris (appelée armoise rouge ou armoise champétre en France et
« Tgouft » en Tunisie) de la famille des Asteraceae, est un arbuste a tige ligneuse a la base,
striée, rameuse et robuste d’une hauteur de 30 a 80 cm (Figure 43).

Les feuilles jeunes sont de couleur vert clair et soyeuses, les feuilles adultes sont souvent
glabrescentes de couleur vert fonce, les inférieures dipennatiséquees, les supérieures
pennatiséquées, les basales pétiolées et auriculées, a segments formant des lanieres trés étroites
et mucronulées.

Cette plante posséde une grande panicule avec des feuilles linéaires entieres, groupant

des capitules treés petits, étroits d’environ 2 mm de taille, ovoides ou coniques, sessiles ou
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subsessiles, dressés ou pendants. Son involucre est glabre et scarieux, ne contient que 3 a 8
fleurons centraux stériles de couleur jaunatre bordée de rouge (Figure 43) et & pédoncule muni
de poils blanchétres a brunatre, a bractées externes plus courtes que les internes vertes avec une

marge scarieuse blanche large. Les fruits sont des akénes de forme ovoide.

g AN T i & :
Figure 43 : A. Artemisia campestris ; B. Inflorescences (source Chokri Messaoud).

Le genre Artemisia présente une large répartition géographique et s’étend principalement
dans les régions tempérées aux moyennes et hautes latitudes de 1’hémisphére nord, peu
d’espéces colonisent 1’hémisphere sud [355]. Le genre est trés répandu en Asie centrale et
présente une répartition moindre en région méditerranéenne et au nord-ouest d’ Amérique [355,
356].

8.2. Utilisations traditionnelles

L’armoise champétre est souvent proposée contre diverses affections dont plus
particulierement les diarrhées. On rapporte 1’utilisation des graines de cette plante en infusion
ou en ingestion contre les diarrhées et les dysenteries. Cette plante en infusion est a la fois un
calmant (estomac et dents) et un tonique [246]. En Tunisie, I’espéce s’avére encore trés
employée, du moins par les populations nomades, pour combattre les effets des morsures de
serpents. Cette utilisation est liée a une observation couramment rapportée, selon laquelle, lors
de la lutte qui souvent ’oppose au serpent, le varan se protége en mordillant de 1’armoise
champétre. Cette protection contre les effets des morsures de serpents et des piqdres de
scorpions s’effectue, dans ces populations, soit en utilisant des emplatres soit en faisant
consommer a 1’accidenté un décocté ou encore en lui faisant macher quelques feuilles de la
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plante [246]. Les cataplasmes a partir de cette espece peuvent soulager les rhumatismes.
L’infusion est aussi consommée pour lutter contre la toux ou pour faire baisser la fiévre.
Quelques feuilles méachées sont appliquées sur une petite coupure pour favoriser la cicatrisation.
Le macérat de I’armoise champétre dans I’huile est utilisé comme onguent pour les frictions.
Une pommade a base de cette méme espece est egalement employée contre les boutons et les
maux d’oreilles.

On rapporte aussi 1’emploi d’A. campestris en décoction sucrée, en infusion ou en
saupoudrage sur les mets pour lutter contre les coliques, la dysménorrhée et les affections
génito-urinaires [246].

On signale en plus que la consommation d’A. campestris est recommandée pour la
circulation sanguine de la femme enceinte ou venant d’accoucher et pour cette raison, 1’espéce
est nommeée « oum nefsa » en Tunisien. Les feuilles, trés ameres, peuvent étre consommeées en
poudre dans les sauces ou les aliments bouillis. Dans la région d’El Hamma de Gabes en
Tunisie, on a relevé la mastication de cette plante pour vivifier les gencives.

Le seul effet nocif signalé est que les pousses vertes de 1I’A. campestris consommées en
abondance occasionnent une gastroentérite [246].

En plus de ces usages dans la pharmacopée traditionnelle, la littérature fait état d’emplois
divers. Cette espéce est utilisée comme bois de chauffage et pour la confection de balais
(Nefzaoua-Tunisie). Le « dgoft » sert aussi a aromatiser et conserver le lait, il suffit pour cela
d’introduire dans les outres une certaine quantité de cette armoise, qui macere dans le lait et
aide a sa conservation. D’autre part, dans le cadre d’un travail sur les teintures végétales, une
recette en usage dans la région de Zarzis (Tunisie), a été signalée : il s’agit de faire cuire la
plante et de tremper la laine dans 1’eau de cuisson pour obtenir une teinture de nuance verte

[246].

8.3. Phytochimie

Cette espece se caractérise par un profil phénolique assez complexe. L’étude de Dib et
ses collaborateurs [357] résume 1’ensemble des composés identifiés. Les flavonoides présents
sont des flavones, des flavonols, des flavanones, des dihydroflavonols et leurs éthers de
méthyle. L’isolement d’acides phénoliques, de coumarines et d’isocoumarines a été également

décrit [357].
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D’autre part, l'extrait hexanique des feuilles a montré une grande quantité d'acides gras
dont les plus importants sont 1’acide linoléique, I’acide a-linolénique et I’acide palmitique. En
outre, le pétunidin-3-O-acétyl glucoside a été la premiere et la seule anthocyane contenue dans
l'extrait méthanolique de la partie aérienne d’A. campestris de Tunisie [357].

A cela s’ajoutent plusieurs composés trouvés dans la fraction volatile de cette espéce. Les
études ont montré que la composition de la fraction volatile varie significativement selon les

populations poussant dans diverses localités [357].

8.4. Activités biologiques

A. campestris a démontré plusieurs activités biologiques, nous pouvons citer a ce propos
les activités antioxydante, antibactérienne, antifongique, insecticide, anthelminthique,
antitumorale, anti-inflammatoire, antirrheumatique ainsi que les effets antihypertenseur [357]
et gastroprotectif [315].

L’activité anti-xanthine oxydase de cette plante a été également observée. Le cirsiliol
isolé de cette plante s'est révélé étre trés cytotoxique contre plusieurs lignées cellulaires de
cancer (OVCAR-3, IGROV-1 et HCT-116) [358]. Il a été décrit également que la plante A.
campestris est une source prometteuse pour des produits anti-Leishmania [359].

9. Artemisia herba-alba Asso.

9.1. Caractéristiques botaniques et répartition géographique

Artemisia herba-alba (nommée armoise blanche en France et « Chih » en Tunisie) est
une espece de la famille des Asteraceae. C’est est une plante herbacée, basse et vivace de 30 a
50 cm de hauteur, a tiges ramifiées, nombreuses et tomenteuses (Figure 44). Les feuilles sont
alternes, petites, sessiles, pubescentes, ovoides, de couleur gris argenté et profondément
divisées (2-3 pennatiséquées) a lanieres linéaires les caulinaires de plus en plus courtes. Les
inflorescences sont rameuses avec de tres petits capitules sessiles ou subsessiles, de 3mm de
long et de 1,5mm de large (Figure 44). Chaque capitule comporte entre 2 et 5 fleurs jaunatres

hermaphrodites. Les fruits sont des akenes homomorphes, chauves et lisses.
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Figure 44 : A. Artemisia herba-alba et B. Rameaux en floraison (source Chokri Messaoud).

Artemisia herba-alba est trés répandue dans les steppes et les pentes des collines dans les
zones arides et semi-arides [360]. Ces plantes sont caractérisées par leur forte adaptabilité aux
différents climats allant des zones arctiques alpines, des hautes montagnes jusqu’aux déserts
secs [355]. L’espéce est largement répandue depuis les iles Canaries et le Sud-Est de I'Espagne
jusqu'aux steppes d'Asie centrale et a travers I’Afrique du Nord, la péninsule arabique et le
Proche-Orient [361].

9.2. Utilisations traditionnelles

Cette espece est considérée comme ['une des panacées de I’Afrique du Nord, les
populations lui reconnaissent de trés nombreuses vertus thérapeutiques [246]. Cette plante
mélée au « henné » et délayée dans I’eau est appliquée sur la téte pour combattre les névralgies
et autres douleurs. On rapporte aussi que cette espéce s’emploie pour le pansement des blessures
ou en infusion bue a jeun dans les cas de gastralgies.

Au Fezzan (Libye), la plante (et plus spécialement les cimes floriféres) broyée est utilisée

comme stomachique. L’infusion de feuilles et de fleurs sert de vermifuge pour les enfants[246].

Au Maroc, quelques usages de 1’espece ont été rapportées comme en infusion ou en
cataplasmes contre les rhumes et la variole ainsi que comme emménagogue [246].

Lors des soins post-partum dans le Souf (Algérie), le deuxiéme jour apres
I’accouchement, la cavité vaginale est tamponnée a 1’aide d’une boule de laine de mouton,
imbibée de beurre, le tout étant bouilli avec des feuilles de thym, des graines de cumin, des
oignons et du sel [246].
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En plus des usages déja cités, on rapporte 1’utilisation de cette espéce dans les affections
digestives, le météorisme abdominal, les coliques et I’insuffisance hépatique. Les autochtones
du Sahara algérien attribuent a cette espéce des propriétés tres variées comme vermifuge,
antidiarrhéique et fébrifuge. En plus, elle sert pour la guérison des troubles nerveux, pour
calmer la toux, les maux de téte, les états émotifs, I’insuffisance hépatique et pour soigner la
teigne et les plaies hémorragiques [246].

Il a été également noté quelques recettes de la pharmacopée des nomades du Sud tunisien.
La décoction d’une poudre de fleurs et de feuilles séchées est employée pour lutter contre le
diabete ; I’infusion concentrée a des vertus purgatives alors que 1’infusé léger combat
I’aérophagie. Il est rapporté que la plante est aussi utilisée dans une pommade avec des oignons
cuits dans I’huile pour soigner les traumatismes craniens ayant donné lieu a des saignements.

Les auteurs révelent également une action antithermique et contre les coliques de I’infusé.
De plus, le « chih », pilé avec du beurre, purge les nouveau-nés de leur méconium et aide a la
montée du lait [246].

Concernant les emplois non thérapeutiques les notations des auteurs sont moins
abondantes. Au Maroc, il est rapporté que butinée par les abeilles, I’armoise fournit un miel
blanc comme le camphre. En Tunisie, I’emploi des rameaux pour la confection de balais ou

comme combustible a également été souligne [246].

9.3. Phytochimie

Divers métabolites secondaires ont été isolés d’A. herba-alba, les plus importants étant
les lactones sesquiterpéniques qui sont présentes avec une grande diversité structurale. Les
eudesmanolides et les germacranolides semblent étre les deux types de lactones les plus
abondantes dans cette espece. D’autres études se focalisant sur les composés phénoliques ont
montré la présence d’acides phénoliques, de flavones, d’isoflavones, de flavonols et de
flavanones dans cette plante sou[362]. Les flavonoides d’A. herba-alba sont caractérises par
une grande variation structurale [361]. Les principaux flavonoides isolés a partir de cette espece
sont I’hispiduline, la cirsimaritine et le cirsilinéol [363]. Des flavones glycosylées comme la 3-

rutinoside-quercétine et 1’isovitexine ont ét€ mis en évidence.

Plusieurs chercheurs ont analysé les huiles essentielles de cette plante. Ces derniéres sont
trés riches en composés dont les principaux sont le cis-thujone, le camphre et le chrysanthénone
trouvés dans les parties aériennes de 1’A.herba-alba issue de la Tunisie et I’ Algérie ; I’artemisia
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cétone et le 1,8-cinéole provenant de la plante récoltée en Serbie et le cis-chrysanthénol, le cis-
limonéne, 1’a-terpinénol et le y-muuroléne provenant de Jordanie, sont les composés majeurs

de I’huile essentielle de la plante [364].

9.4. Activités biologiques

L'huile essentielle isolée d'A.herba-alba est caractérisée par des activités antibactérienne,
antifongique, anti-inflammatoire, antioxydante, anti-acétylcholinestérase et insecticide [365].
En outre, I’activité antileishmaniale des extraits de cette espece a été particulierement étudiée
[366].

D’autres activités biologiques, d'A.herba-alba, ont été largement décrites dans la
littérature comme les effets hypotensif, diurétique, cytotoxique, spasmolytique, analgésique,

antipyrétique, gastroprotecteur, hypoglycémique et hepatoprotectif [315].

10. Pistacia lentiscus L.

10.1. Caracteristiques botaniques et répartition geographique

L’espeéce Pistacia lentiscus (désignée arbre au mastic ou pistachier lentisque en France et
« oum en nas » en Tunisie) de la famille des Anacardiaceae, est un arbuste ou arbrisseau (Figure
45) résineux a odeur tres prononcée buissonnant et touffu de quelques meétres de haut (1 a 6
meétres). Les feuilles persistantes sont paripennées, avec 4 a 10 paires sans foliole terminale.
Les folioles, elliptiques et lancéolées sont coriaces, entiéres, sessiles, vertes foncées lavees de
pourpre, luisantes en dessus et mates et pales en dessous.

Pistacia lentiscus est une espéce dioique. Les fleurs males sont pourvues de 5 petits
sépales dont émergent 5 étamines rougeatres reposant sur un disque nectariféere (Figure 45). Les
fleurs femelles de couleur verte jaunatre se caractérisent par un ovaire supére avec un style
court a 3 stigmates et d’un calice a 4 sépales. Le fruit est une drupe de 5mm de long, globuleuse
et renferme une seule graine. La couleur des fruits est fortement associée a la viabilité des
graines. Les fruits noirs (Figure 45 C) contiennent habituellement des graines viables, tandis
que les fruits blancs et rouges contiennent des graines non viables.

Le pistachier lentisque est largement répandu depuis I'Asie Mineure jusqu'aux Tles
Canaries et sur tout le pourtour du bassin méditerranéen et disparait sur la cote égyptienne deés
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les abords de la mer noire. En Tunisie, P. lentiscus a une large répartition géographique et

bioclimatique, s'étendant de I'aride supérieur a I'humide inférieur [367].

Figure 45 : A. Pistacia lentiscus en fructification ; B. fleurs mdles et C. fruits (source Chokri
Messaoud).

10.2. Utilisations traditionnelles

Au Maroc, la résine de cette espece est machée afin de parfumer 1’haleine ou ajoutée au
pain. Cette résine ou gomme est utilisée aussi en fumigation contre la fievre. Le fruit renferme
20 a 25% d’une huile grasse employée dans I’alimentation. Les feuilles sont astringentes,
diurétiques et emménagogues. En infusion, elles sont réputées pour enlever la mauvaise odeur

de la sueur. Le lait, dans lequel on fait bouillir le mastic issu de cette plante, est efficace contre
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les maux de gorge. L’écorce est employée en fumigations (& Marrakech) pour faciliter les
accouchements. L’huile, extraite apres ébullition des graines pilées dans 1’eau, est utilisée dans
le traitement de la gale et des thumatismes. L’extrait de 1’huile sert aussi a la fabrication de

pilules contre la diarrhée [246].

Cette plante est également employée en bandage contre les inflammations cutanées et

pour la cicatrisation des plaies mineures [368].

En Libye, les fruits fournissent une huile utilisée pour 1’éclairage. Les fruits bouillis avec
de I’alun donne une encre indélébile. Les cendres du bois sont employées comme savon. La
gomme est un masticatoire, mais est aussi utilisée au Maroc, comme épilatoire et parfum par

les gens aisés [246].

10.3. Phytochimie

Les triterpenes (dicycliques, tricycliques, tétracycliques, pentacycliques) constituent le
principal groupe chimique dans cette plante. Il est important a noter que seul un petit nombre
d'études a été mené, jusqu'a present, sur I'élucidation de la composition chimique de la résine
de cette espéce a cause de la difficulté de manipulation des échantillons en raison de la présence
de polymeéres non solubles et également a cause de la nature de ses triterpénes [368].

L'huile essentielle des feuilles de Pistacia lentiscus contient la p-caryophylline, le germaeréne
et le y-cadinéne ainsi que 1’a-pinéne, le y-terpene et le terpen-4-ol [369].

Parmi les composes purs isolés de cette plante, nous pouvons citer aussi : I'acide gallique,
I'afzéline, la myricitrine, la 3-O-rutinosyl-myricétine, l'arbutine, le b-glucopyranosyl orcinol,
I'acide 3,5-O-digalloyl quinique et I’acide 3, 4, 5-trihydroxy-hexylidéne acétique [370].

10.4. Activites biologiques

Les propriétés biologiques de Pistacia lentiscus ont été étudiées par des expériences in vitro et
in vivo ainsi que par des études cliniques. Plus spécifiquement, des propriétés antioxydante,
antimicrobienne, antifongique, anti-inflammatoire, chimiopréventive, anticancéreuse, et
hépatoprotectrice ont été attribuées aux composés de cette plante [368]. Les recherches ont
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montré que les triterpenes sont responsables, en grande partie, des activités biologiques
constatees. En outre, aucun effet indésirable n'a été observé dans les études cliniques aprés la
consommation de cette plante. Les études de pharmacodynamique et de biodisponibilité
commencent également a explorer ses modes d’action chez I’Homme [368].

De plus, les chercheurs s’intéressent a 1’exploitation de cette plante pour la protection du
systeme cardioprotecteur suite aux résultats intéressants obtenus sur le rétablissement des

niveaux de cholestérol et de glucose, in vitro, par cette plante [368].

11. Rosmarinus officinalis L.

11.1. Caractéristiques botaniques et répartition géographique

Le Rosmarinus officinalis (dit romarin en France et « Klil » en Tunisie) appartenant a la
famille des lamiacées, est un sous-arbrisseau pérenne. La plante est constituée de nombreuses
tiges feuillées, ascendantes (50 a 200 cm de hauteur) ou prostrées (Figure 46).

Les feuilles, insérées selon une phyllotaxie opposée décussée, sont a bords fortement
réfléchis, luisantes sur la face supérieure et blanches, tomenteuses au niveau de la face
inférieure. La fleur (Figure 46) montre un calice, pulvérulent, en cloche blanchatre ou grisatre
présentant un tube a 3 divisions, une corolle tubuleuse a pigmentation qui varie du pourpre au
blanc et possédant une levre supérieure & deux lobes et une lévre inférieure trilobée, a lobe
médian concave et élargi. L’androcée, glabre, est constitué de deux étamines fertiles saillantes.
L’ovaire contient quatre ovules et un seul style éloigne des anthéres. Le fruit est un tétrakéne.

Chaque akéne est brun et luisant.
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Figure 46 : A. Rosmarinus officinalis ; B. Rameaux en floraison (source Chokri Messaoud).

Le romarin se développe spontanément dans le bassin occidental de la Méditerranée. En
Tunisie, I’espéce se développe spontanément dans des foréts et garrigues, localisées dans les

étages bioclimatiques allant du subhumide a I’aride supérieur [367].

11.2. Utilisations traditionnelles

Fréguemment utilisé comme aromate culinaire, le romarin du fait de ses vertus
dépuratives, stimulantes et antiseptiques a de nombreux emplois en thérapeutique traditionnelle
et il est 'une des panacées de I’ Afrique du Nord. L’infusion des feuilles constitue une boisson
contre la toux et les feuilles desséchées, mélangées a 1’huile, servent lors des soins des blessures.
Cet usage s’ajoute a I’utilisation de cette espéce en infusion contre les maladies de la rate. Il a
été noté que les bains aromatiques et les fomentations de romarin sont emménagogues. Le
romarin s’emploie aussi comme fortifiant contre I’épilepsie et la paralysie. Pris dans du lait
caillé ou dans une pate faite avec de la farine, du beurre et du citron, le romarin est employé

contre les maux d’estomac.
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Au sud Tunisien, en infusion sucrée, I’espece agit contre les maux de cceur, comme

fortifiant aprés une hémorragie, pour les maux de reins et de gorges et pour réduire
I’incontinence urinaire. Comme dépuratif, on 1’utilise en décoction [246].
A signaler aussi les multiples vertus et usages comme cholagogue, cholérétique et ocytocique.
Cette derniere propriété donne lieu a maintes descriptions: en effet, la mere apres
I’accouchement avale une infusion de feuilles seches de R. officicinalis ou bien mange du blé
cuit a I’eau et additionné de R. officicinalis dont elle doit également absorber des infusions
durant 7 jours. En décoction, cette espéce peut accélérer le travail des parturientes. D’autres
auteurs attestent que 1’infusion purifie le sang de la meére.

Dans le M'zab (une région berbérophone du nord du Sahara algérien), la poudre des
feuilles de R. officicinalis sert & recouvrir la plaie apres la circoncision.

L’essence de romarin est utilisée surtout comme carminatif, parfum et en combinaison
avec d’autres drogues pour préparer des liniments rubéfiants.

Il a été mentionné qu’on emploie cette plante également pour éviter le rancissement du
beurre fondu dans les outres et en mélange, broyée avec d’autres espéces, elle est susceptible
de procurer la puissance sexuelle [246].

Il a été rapporté également que les huiles essentielles et extraits de romarin obtenus a
partir des fleurs sont utilisées pour traiter les maux de téte, les problemes de circulation sanguine
et aussi comme expectorant, diurétique et antispasmodique dans les coliques rénales [371]. Ces

huiles essentielles sont également bénéfiques pour le systeme immunitaire [372].

11.3. Phytochimie

R. officinalis est principalement constitué de composés phénoliques, de di- et triterpénes.
Les principaux constituants de I'huile essentielle de romarin sont le camphre, le 1,8-cinéole, I'a-
pinéne, le B-pinéne, le bornéol, le camphéne et le limonéne dans des proportions qui varient
selon le stade végetatif et les conditions bioclimatiques. 1l est possible aussi de trouver dans le
romarin des terpenes, tels que 1'épirosmanol, le carnosol, 1’acide carnosique, I’acide ursolique
et I’acide oléanolique (triterpenes).

Concernant les extraits organiques, les composés principalement présents sont I'acide
rosmarinique, l'acide chlorogénique, le camphre, I'acide cafeique, I'acide ursolique, l'acide
bétulinique, I'acide carnosique et le carnosol. Chez R. officinalis, nous pouvons également noter
la présence de I'apigénine, de la diosmine, de la lutéoline et de la genkwanine. Cing nouveaux
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composeés ont été identifiés recemment dans un extrait éthanolique de R. officinalis, il s’ agit des
officinoterpénosides Al et A2 (glycosides diterpénoides), des officinoterpénosides B et C
(glycosides triterpénoides) et de I’officinoterpénoside D (normonoterpénoide) [371]. Une
publication récente a mentionné également la présence du rosmadial, du rosmanol, des

rosmaquinones A et B, du secohinokio et de lI'eugénol [372].

11.4. Activités biologiques

R. officinalis L. est riche en plusieurs molécules biologiquement actives ayant des effets
antitumoraux sur des cellules cancéreuses de foie, sein, prostate, poumon et dans le cas de
leucémie. Des effets antimicrobiens, antioxydants et antiprolifératifs ont été rapportés [372].
Des activités analgésiques de cette plante ont été egalement décrites [371].

En outre, le 1,8-cinéole et 'a-pinene, issus de cette plante, sont associés a une forte
activité anti-inflammatoire. D'autres terpénes non volatils du romarin tels que l'acide
carnosique, le carnosol, le rosmanol et I'acide rosmarinique sont également connus pour avoir
une activité anti-inflammatoire [372].

D’autre part, il a été¢ démontré que le romarin diminue la glycémie dans plusieurs études
in vivo, dd a sa richesse en acide carnosique et en carnosol.

L'acide rosmarinique de cette plante semble avoir un potentiel contre les maladies
neurodégénératives. Il a été constaté que ce composé possede des effets cholinergiques et

neuroprotecteurs et inhibe I'acétylcholinestérase [371].
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12. Laurus nobilis L.

12.1. Caractéristiques botaniques et répartition géographique

L’espéce Laurus nobilis (dite Laurier en France et « Rand » en Tunisie) de la famille des
Lauracées, est un arbuste mesurant de 2 a 6 m de haut. Les feuilles de forme lancéolées, alternes,
coriaces, a bord ondulé, sont de couleur vert foncé sur leur face supérieure et plus clair a la face
inférieure (Figure 47). Les fleurs, blanchatres, sont groupées en petites ombelles. C'est une
plante dioique (fleurs males et femelles sur des pieds séparés). Le fruit est une petite baie ovoide

et noire violacée.

Figure 47 : Laurus nobilis L. en floraison (A) et en fructification (B) (Source Chokri Messaoud).

Cette plante est cultivée dans de nombreuses régions tempérées et chaudes du monde, en
particulier dans la région méditerranéenne, y compris la Grece, I'Espagne, le Portugal, le Maroc
et la Turquie. En Tunisie, le laurier pousse au bord des riviéres, sur les montagnes et sur les
falaises humides. Il pousse également dans les zones bioclimatiques humides et sub-humides,

en particulier a Ain Draham, Tabarka et Cap-Bon [373].
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12.2. Utilisations traditionnelles

En raison de ses qualités gustatives, depuis I'époque des anciens Grecs et Romains, les
feuilles de laurier sont utilisées comme herbe aromatique pour assaisonner les mets afin
d'ajouter un aréme distinctif a la nourriture. D'autre part, le laurier apparait comme une solution
pour soulager les symptdmes de la grippe et la bronchite et pour aider a traiter les problémes

digestifs, I'insomnie et les douleurs menstruelles [374].

Il est connu aussi en médecine traditionnelle pour le traitement de I'asthme, des maladies
cardiaques, de la diarrhée et des troubles digestifs. La racine décoctée de cette plante est
reconnue pour ses propriétés expectorantes et est également utilisé par la population juive de
Jerba (Tunisie) dans le traitement de I'ictere et des douleurs rhumatismales [373]. En Iran, les
feuilles servent a traiter I'épilepsie, les névralgies et le parkinsonisme. Les fruits possedent des
propriétés stimulantes et en poudre sous forme d'infusion, ils présentent des propriétés
carminatives et diurétiques. De surcroit, I'huile grasse des fruits est utilisée pour traiter les
ecchymoses, les furoncles, les entorses et servent comme insectifuge [375]. L huile essentielle
de cette plante, en friction pour un usage local, peut également étre valorisée pour traiter la
polyarthrite rhumatoide.

12.3. Phytochimie

L’analyse chromatographique en phase gazeuse de la feuille de Laurier a permis
d’identifier 276 molécules différentes, les composés majoritaires étant les monoterpénes : a-
pinénes et B-pinenes, les monoterpénols : linalol et a-terpinéol et les oxydes terpéniques
principalement le 1,8-cinéole [376, 377]. Une autre étude [378] a signalé la présence, toujours
dans les feuilles, de 21 lactones sesquiterpéniques. Parmi elles, nous pouvons citer les
laurénoperoxylides A et B, le sivosinolide, l'altissine et le maroniolide. Frang et ses
collaborateurs [379] ont également isolé des lactones sesquiterpéniques qui sont le 10-
épigazaniolide, le gazaniolide, le spirafolide et le costunolide. Une importante teneur en
polyphénols, incluant des flavonoides et des tanins est également présente dans l'extrait
méthanolique des feuilles de Laurus nobilis [380]. Les feuilles peuvent produire des
flavonoides tels que, le kaempférol-3-O-a-L-(3",4"-di-E-p-coumaroyl)-rhamnoside, le

kaempférol-3-O-a-L-(2",4"-di-E-p-coumaroyl)-rhamnoside, le kaempférol-3-O-a-L-(2"-E-p-
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coumaroyl) rhamnoside et le kaempférol-3-O-a-L-(2", 4"-di-Z-p-coumaroyl)-rhamnoside
[381].

Récemment, deux nouveaux mégastigmane glucosidiques, les laurusides E et F et un
nouveau glycoside d'acide abscissique, le lauruside G, ont été isolés d'un extrait méthanolique

de feuilles de Laurus nobilis [375].

12.4. Activités biologiques

Une revue de littérature récente a détaillé plusieurs vertus des feuilles dont les activités
anti-inflammatoire, antimutagéne et immunostimulante [382].

Plusieurs ¢tudes ont montré que 1’huile essentielle des feuilles de laurier posséde des
effets antimicrobien et antiviral et des activités antioxydantes [373].

En raison de ses activités antimicrobiennes, la baie de cette espéce est utilisée dans
I'industrie alimentaire comme conservateur.

Le Laurus nobilis est également employé dans l'industrie cosmétique pour ses propriétés
purifiantes [380]. L huile de laurier est utilisée pour fabriquer du savon.

En outre, I'extrait méthanolique des feuilles de Laurus nobilis est capable d’inhiber
I'élévation du taux d'éthanol sanguin chez le rat exposeé a 1’éthanol. Les constituants
sesquiterpéniques (en particulier le Costunolide) ayant un fragment o-méthyléne-y-

butyrolactone sont responsables de cette activité biologique [383].
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Partie Il : Travaux experimentaux
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Chapitre 1 : Obtention d’extraits bruts et
Criblage biologique sur [’arginase
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Plusieurs especes végeétales, provenant de differentes familles de plantes (Anacardiaceae,
Rosaceae, Fabaceae, Asteraceae, Lamiaceae, Lauraceae et Myrtaceae), ont été sélectionnées au
début de ce projet de thése afin de tester leur pouvoir a inhiber ’arginase. Le choix de ces
plantes a été, en particulier, guidé par des études ethnobotaniques préalables axées sur celles
pouvant avoir une activité régulatrice du dysfonctionnement endothélial avec un intérét,
notamment, pour les plantes aux vertus hypotensives et régulatrices des troubles
cardiovasculaires.

Les divers organes de ces plantes ont servi a la préparation de nombreux extraits bruts a
partir desquels plusieurs étapes d’extraction exhaustive de leurs métabolites ont été effectuées
et suivies par un criblage rapide sur 1’arginase hépatique bovine des matrices complexes

obtenues afin de retenir les extraits offrant un potentiel inhibiteur de notre cible thérapeutique.

Ainsi dans ce premier chapitre, nous présenterons, tout d’abord, les divers extraits
obtenus, puis nous développerons, le principe ainsi que les principaux résultats du criblage
biologique réalisé. Le recoupement des données du criblage biologique déterminera les extraits

qui subiront, dans un deuxiéme temps, un criblage phytochimique préliminaire.
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1. Extraction

Dans ce travail, 12 plantes sélectionnées ont été récoltées dans différentes régions de la
Tunisie. Afin de récupérer de maniére exhaustive les métabolites des différents organes des
plantes, I’extraction par macération a été retenue comme technique d’extraction. L’épuisement
successif des drogues séchées s’est fait en utilisant des solvants de polarité croissante : hexane
ou éther de pétrole, dichlorométhane et méthanol. A partir de ces 12 plantes, 81 extraits ont été
obtenus avec des rendements d’extraction compris entre 0,23 et 51,5 %. Le Tableau 1 regroupe

le résultat de ces extractions.

Les extraits de plantes ont été référencés en utilisant le solvant suivi de la partie de plante
[en anglais : Le pour leaves (feuilles), St pour stems (tiges), Fr pour fruits (fruits), Bu pour buds
(boutons floraux), Fs pour fruit stones (noyaux de fruits), FI pour flowers (fleurs), Cl pour calyx
(calice) et Wp pour whole plant (plante entiére)], suivis du genre et de I’espéce de la plante
(Tableau 2).

Tableau 2. Masses et rendements des extraits obtenus par macération des différents organes
des plantes sélectionnées

Famille Espeéce Organe Nature de Référence Poids Rendement

I’extrait (9) (%)

Feuilles Hex HLeRt 1,00 6,47

Anacardia  Rhus DCM DLeRt 0,14 0,87

ceae tripartita

(Ucria) MeOH MLeRt 3,31 21,42
Grande .

Tiges EP EPStRt 0,15 0,76

DCM DStRt 0,07 0,33

MeOH MStRt 2,11 10,67

Fruits EP PEFrRt 0,40 1,35

DCM DFrRt 0,10 0,33

MeOH MFrRt 2,70 9,21

Noyaux EP PEFsRt 0,74 3,23
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DCM DFsRt 0,05 0,23
MeOH MFsRt 0,99 4,32
Pistasia Feuilles EP PELePI 10,79 5,17
lentiscus L.
DCM DLePI 1,11 0,53
MeOH MLePI 81,20 38,98
Fruits EP PEFrPI 2,74 22,82
DCM DFrPI 0,10 0,85
MeOH MFrPI 1,27 10,58
Rosaceae Feuilles EP PELeCa 0,63 3,93
Crataegus a DCM DLeCa 0,34 2,12
zarolus L.
MeOH MLeCa 2,33 14,49
Tiges EP PEStCa 0,22 0,98
DCM DStCa 0,14 0,61
MeOH MStCa 1,56 7,03
Boutons EP PEBoCa 0,35 1,72
DCM DBoCa 0,25 1,21
MeOH MBoCa 2,83 13,94
Rubus Feuilles Hex HLeRu 0,78 5,12
ulmifolius
shott. DCM DLeRu 0,17 1,10
MeOH MLeRu 3,63 23,73
Tiges Hex HStRu 0,29 2,22
DCM DStRu 0,06 0,48
MeOH MStRu 2,11 16,25
Fabaceae Retama Fleurs EP PEFIRr 0,64 3,87
raetam
Webb MeOH MEIRr 439 26,59
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Tiges EP PEStRr 0,28 1,67
DCM DStRr 0,11 0,66
MeOH MStRr 1,06 6,32
Feuilles EP PELeHc 4,71 4,76
Asteraceae  Hertia DCM DLeHc 2,69 2.73
cheirifolia
(L.) Kuntze MeOH MLeHc 10,94 11,08
Fruits EP PEFrHc 2,49 3,03
DCM DFrHc 7,91 9,67
MeOH MFrHc 18,15 22,18
Fleurs EP PEFIHCc 0,43 6,02
DCM DFIHc 0,47 6,63
MeOH MFIHc 1,73 24,33
Tiges EP PEStHc 0,77 1,86
DCM DStHc 4,98 12,14
MeOH MStHc 8,33 20,31
Calices EP EPChHc 1,70 4,79
DCM DChHc 3,64 10,26
MeOH MChHc 6,58 18,54
Artemisia Plante EP PEWpAha 0,069 1,38
herba-alba entiere
MeOH MWpAha 0,458 9,172
Artemisia Plante EP PEWDpAC 0,106 2,128
campestris entiere
L. DCM DWpACc 0,245 5
MeOH MW0pAc 0,520 10,40
Plante EP PEWDpAC 0,080 1,61
entiére
DCM DWpAc 0,295 6
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MeOH MWpAc 0,493 10
Lamiaceae Rosmarinus Feuilles EP PELeRo 0,55 11,06
officinalis L.
DCM DLeRo 0.082 1,64
MeOH MLeRo 0,71 14,20
Plante EP PEWpTa 0,22 4,44
entiere
Thymus
algeriensis DCM DWpTa 2,58 51,50
Boiss. et
Reut. MeOH MWpTa 0,63 12,65
Lauraceae Laurus Feuilles EP PELeLn 0.479 9,58
Nobilis
DCM DLeLn 0,23 459
MeOH MLeLn 1,26 25,10
Myrtaceae  Myrtus Feuilles EP PELeMc 0,425 3,5
communis
L DCM DLeMc 0,271 2,22
MeOH MLeMc 0,876 7,18
Fruits Hex PEFrMc 0,952 3,1
DCM DFrMc 0,200 0,6
MeOH MFrMc 9,540 31
Tiges Hex PEStMc 0,302 0,8
DCM DStMc 0,091 0,25
MeOH MStMc 2,700 7,45

Tous les extraits ont été récupérés en masses suffisantes pour un premier criblage rapide

sur I’arginase dont le test, aprés optimisation au sein de I’EA 4267, ne nécessite pas une quantité

dépassant les 3,5 mg d’extrait brut.
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2. Criblage biologigue

2.1. Principe du test enzymatique

Le dosage utilisé au sein de notre laboratoire repose sur la détection colorimétrique de
I’urée formée au cours du catabolisme de la L-arginine par I’arginase. Ce test d’inhibition
d’arginase utilis¢ dans 1’équipe est issu de 1’optimisation du test développé par Corraliza et ses
collaborateurs [157]. Le réactif utilis¢é pour mettre en évidence ['urée est l'a-
isonitrosopropiophénone qui donne, en milieu acide et a haute température, un produit de
réaction coloré en rose et dont la quantité peut étre mesurée par spectrophotométrie a 550 nm
(Figure 28). Ainsi la quantité de composé coloré formé est proportionnelle a la quantité d’urée
formée, elle-méme reflétant I'activité de I'arginase (Figure 48).

L’arginase utilisée dans le test développé par notre équipe est I’arginase purifiée de type
| extraite de foie bovin. Une unité d'enzyme (1U) est définie comme la quantité d'enzyme qui
convertit 1 umole de L-arginine en urée par minute a pH 9,5 et a 37°C.

La quantité d’enzyme a été optimisée afin de permettre les expérimentations sur des
plaques a 96 puits. La concentration en arginase et de son substrat ont été défini pour un pH a
7,5 pour que les interactions inhibiteurs/enzyme se réalisent dans les conditions
physiologiques. Des puits contréles sont également prévus afin de valider la qualité du test. Ils
serviront a la vérification de I’effet du solvant utilisé sur I’activité enzymatique. De méme,
d’autres puits servent de « blanc » pour vérifier que la coloration de la solution a tester

n’interfere pas avec le dosage colorimétrique final.

Arginase

Arginine

Inhibiteur

A@@se

Utée +

Figure 48 : lllustration de la réaction plus ou moins importante de production d’urée dans des
puits avec ou sans inhibiteur.
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2.2. Reésultats du criblage de I’activité inhibitrice de 1’arginase

Les 81 extraits bruts obtenus a partir des douze plantes sélectionnées ont été criblés pour
leur activité inhibitrice d'arginase. Ces extraits ont été évalués in vitro a deux concentrations
(10 et 100 pg/mL) chacune en triplicat. Les résultats du criblage réalisé sont détaillés dans le
Tableau 3 et résumés sur la Figure 49

. Ces résultats montrent que les pourcentages d'inhibition de l'arginase des extraits bruts
variaient entre 8 et 90% a 100 pg/mL en fonction du type de I'extrait testé (hexanique,
éthylénique, chlorométhylénique ou méthanolique). Certains extraits bruts, tels que I'extrait a
I’éther de pétrole de la plante enti¢re d'Artemisia herba-alba, I'extrait a I'nexane des tiges de
Rubus ulmifolius, les extraits chlorométhyléniques des tiges de Rhus tripartita et des boutons
floraux de Crategus azarolus, ont une inhibition indépendante de la concentration puisque leur
activité est presque la méme a 10 et 100 pg / mL. Ceci pourrait t¢émoigner d’une activité non
spécifique de I’arginase. En revanche, la plupart des extraits ont montré une activité
concentration-dépendante.

A partir de ces résultats, il a été constaté que cing extraits bruts présentent une activité
biologique pertinente avec des pourcentages d’inhibition supérieurs a 70% a 100 ug/mL a la
concentration de 100 pg/mL. Il s’agit des deux extraits chlorométhyléniques de tiges de Retama
Raetam (71,66 = 2,94%) et de Crataegus azarolus (73,00 + 1,18%) et des trois extraits
méthanoliques de tiges de Rhus tripartita (80,66 * 3,69%), de boutons floraux (80,00 + 3,21%)
et de tiges de Crataegus azarolus (90,00 + 1,53%) (Tableau 3).
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Tableau 3. Effet des extraits (a 10 et 100 ug/mL) sur I’activité inhibitrice de I'arginase

Espece Extrait Activité anti-arginase (% a 10 Activité anti-arginase (% a 100
Hg/mL) Hg/mL)

Crataegus azarolus MStCa 22,00 + 1,99 be 90,00 + 1,532
Rhus tripartita MStRt 33,00+ 6,722 80,66 + 3,6
Crataegus azarolus MBuCa 25,66 + 3,07 &b 80,00 3,21 P
Crataegus azarolus DStCa 15,33 + 1,57 be¢ 73,00+1,19¢
Retama raetam DStRr 14,00+1,30 ¢ 71,66 +£2,95¢
Rosmarinus officinalis MLeRo 16,00 £ 5,00 58,33 + 2,67
Pistacia Lentiscus MLePI 25,50 = 4,00 58,00 + 2,50
Myrtus communis MStMc 21,66 + 5,03 56,00 + 4,35
Artemisia campestris MWpAc-S 16,66 + 2,08 53,66 + 2,08
Thymus algeriensis MWpTa 18,00 £ 1,00 53,33 + 3,67
Crataegus azarolus MLeCa 15,33 £ 2,68 52,66 = 5,65
Artemisia campestris MWpACc-G 18,00 £ 5,00 52,33 +4,16
Rubus ulmifolius MLeRu 21,00 = 5,47 52,00 + 3,02
Rhus tripartita PEStRt 26,33 £ 3,20 49,00 + 3,59
Artemisia herba-alba MWpAha 19,66 + 0,57 46,00 £ 5,56
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Myrtus communis
Rhus tripartita
Artemisia campestris
Thymus algeriensis
Artemisia herba-alba
Crataegus azarolus
Pistacia Lentiscus
Rhus tripartita
Pistacia Lentiscus
Rosmarinus officinalis
Rubus ulmifolius
Artemisia herba-alba
Artemisia campestris
Rosmarinus officinalis
Laurus nobilis
Myrtus communis
Laurus nobilis

Pistacia Lentiscus

MLeMc
MLeRt
DWpAc-S
DWpTa
DWpAha
PEStCa
MFrPI
MFrRt
DFrPI
PELeRo
MStRu
PEWpTa
DWpAc-G
DLeRo
PELeLn
DLeMc
DLeLn
DLePI

25,00 * 3,60
9,67 +3,01
17,00 + 2,00
21,67 + 2,00
7,66 £ 9,01
14,67 + 3,46
21,50 + 6,00
16,33 + 5,25
18,00 + 7,50
19,50 + 5,00
13,67 £ 3,12
23,00 = 3,00
7,33 +3,78
17,00 + 4,00
17,00 + 0,50
12,00 + 3,46
15,33+ 6,00
15,00 + 7,00
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46,00 + 3,46
45,67 + 3,01
45,00 + 2,00
45,00 + 2,00
43,00 + 5,56
42,67 + 6,05
42,67 + 4,33
38,66 + 2,02
37,67 + 3,00
37,50 + 3,00
37,00 4,90
35,00 + 3,00
34,00 + 2,64
33,67 + 3,33
32,50 + 2,50
32,33 + 3,46
31,67 4,67
30,50 + 3,00
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Hertia cheirifolia
Crataegus azarolus
Rhus tripartita
Hertia cheirifolia
Laurus nobilis
Retama raetam
Hertia cheirifolia
Hertia cheirifolia
Rhus tripartita
Rhus tripartita
Hertia cheirifolia
Hertia cheirifolia
Hertia cheirifolia
Artemisia campestris
Retama raetam
Hertia cheirifolia
Myrtus communis

Hertia cheirifolia
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PEFIHC
PELeCa
PEFrRt
PELeHc
MLeLn
MStRr
PECIHc
DFIHc
MFsRt
PEFsRt
DChHc
MLeHc
MFIHc
PEWpAC-G
MFIRr
DFrHc
PELeMc
DStHc

23,50 + 4,00
15,00 + 3,05
15,33 + 3,61
19,50 + 2,00
13,00 £ 5,50
9,00 + 2,98
22,50 + 6,00
17,50 + 1,00
12,00 + 2,79
9,00 + 6,59
14,50 + 4,00
17,50 £ 4,00
21,50 = 3,00
15,00 + 4,58
7,33 + 3,86
13,50 + 4,00
18,66 + 1,52
12,50 £ 5,00

28,50 + 2,50
28,00 + 5,46
28,00 + 6,60
28,00 + 2,00
27,67 2,00
27,33+ 3,20
27,00 = 6,00
26,67 + 6,50
25,33+ 2,79
24,33+ 1,99
24,00 = 4,00
24,00 = 4,00
24,00 = 5,00
23,33+ 2,51
22,66 + 6,38
22,33 +5,33
22,33+ 3,78
21,67 = 5,00
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Hertia cheirifolia
Pistacia Lentiscus
Retama raetam
Hertia cheirifolia
Rhus tripartita
Hertia cheirifolia
Pistacia Lentiscus
Myrtus communis
Myrtus communis
Rubus ulmifolius
Hertia cheirifolia
Retama raetam
Crataegus azarolus
Rhus tripartita
Artemisia campestris
Artemisia herba-alba
Rubus ulmifolius

Hertia cheirifolia
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PEStHc
PELePI
PEStRr
MFrHc
DStRt
PEFrHc
PEFrPI
DStMc
MFrMc
DStRu
DLeHc
DFIRr
DLeCa
DFrRt
PEWpAC-S
PEWpAha
HStRu
MStHc

17,50 £ 6,50
13,00 + 4,00
13,67 + 2,65
9,00 + 3,00
15,00 +£ 7,43
16,50 £ 5,50
18,00 + 2,50
5,33+ 7,37
16,66 + 1,52
8,33 + 5,06
16,00 + 2,00
5,67 2,53
10,33+ 2,25
11,00 + 1,66
11,66 + 5,50
16,00 + 5,56
11,33+ 3,11
9,00 + 4,00

20,50 + 4,50
20,00 + 4,50
20,00 + 3,70
19,00 + 3,50
18,67 +4,90
18,50 + 3,00
18,50 + 4,00
18,00 + 5,56
18,00 + 6,00
17,67 + 2,97
17,50 + 8,00
17,33+ 2,53
17,00 £5,14
16,67 + 3,91
16,66 + 2,51
16,33 + 6,65
15,00 + 3,04
14,67 + 3,67



Les

valeurs  sont

Myrtus communis
Crataegus azarolus
Rubus ulmifolius
Retama raetam
Rhus tripartita
Hertia cheirifolia
Rhus tripartita
Rhus tripartita
Myrtus communis
Crataegus azarolus
Myrtus communis

Rubus ulmifolius

données  sous

DFrMc
DBuCa
DLeRu
PEFIRr
DFsRt
MCIHc
DLeRt
HLeRt

PEFrMc

PEStMc
HLeRu

forme de

PEBuCa

la

moyenne

+

5,66 + 1,52
12,00 + 2,87
5,67 +2,28
10,33 + 1,36
5,33+ 8,02
7,00 + 3,00
2,00 £ 5,97
7,00 + 5,86
2,66 + 5,56
6,00 + 6,03
8,33 + 3,05
5,33+ 4,74

P’erreur standard de

trois

expériences

indépendantes

14,66 + 2,30
14,00 + 5,95
13,33 + 6,27
12,00 + 6,21
11,67 +1,83
11,50 + 4,00
10,67 + 4,09
10,33 + 2,03
10,00 + 5.56
9,33 +5,77
9,33+3,21
8,00 + 2,27

réalisées

en

triplicat.

Les valeurs dans le tableau suivies de lettres différentes sont significativement différentes (p < 0,05). L'analyse de la variance (ANOVA) a été réalisée uniquement sur les cing

extraits les plus actifs.
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Figure 49 : Effet in vitro des extraits bruts sur I'arginase hépatique bovine |.

Les valeurs sont données sous forme de la moyenne =+ I’erreur standard de trois expériences indépendantes réalisées en triplicat.
Les colonnes associées a une lettre différente sont significativement différentes (p < 0,05). L'analyse de la variance (ANOVA) a été réalisée uniquement sur les cing extraits
les plus actifs
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Les valeurs des Clso des extraits ayant des activités inhibitrices supérieures a 70% a la
concentration de 100 pg/mL ont été déterminées (Tableau 4). Toutes les valeurs des Clso se sont
révélées étre inférieures a 100 pg/mL. L'analyse de la variance (ANOVA) a montré que
I'activité inhibitrice de I'arginase varie considérablement entre les cing extraits actifs (Tableau
4). L'extrait méthanolique des boutons floraux de Crataegus azarolus se caractérise par
I’activité la plus faible (Clso = 96,69 + 0,56 pg/mL) parmi les cinq extraits les plus actifs
(Tableau 4). La meilleure activité est obtenue avec I'extrait méthanolique de tiges de Crataegus
azarolus avec une Clso de 41,99 + 5,77 ug/mL ce qui constitue une valeur intéressante pour un
extrait brut riche en composés si I'on considére les valeurs des Clso des inhibiteurs de référence
naturels purs tels que ’acide chlorogénique (3,75 pg/mL) ou le picéatannol (2,95 pg/mL) [147].
En revanche, les activités inhibitrices de I'arginase, déterminées pour les extraits bruts étudiés,
restent inférieures a celles observées avec les inhibiteurs de référence synthétiques tels que la
S-(2-boronéthyl)-L-cystéine (BEC) et la N®-hydroxy-nor-Arginine (nor-NOHA) (Clso = 0,30
et 0,66 pug / mL, respectivement) [99].

Tableau 4. Activité inhibitrice de I'arginase et valeurs des Clso des cing extraits bruts les plus
actifs.

Plante Partie de plante utilisée Type d’extrait Clso (ug/mL)
C. azarolus Tiges MeOH 41.99 +5.77¢
R. tripartita Tiges MeOH 71.48 £ 6.29¢
C. azarolus Boutons floraux MeOH 96.69 + 0.56°
C. azarolus Tiges DCM 85.84 + 6.59°

R. ragtam Tiges DCM 84.91 + 4.25P

Les résultats sont rapportés en la Moyenne + erreur standard de trois expériences indépendantes réalisées en
triplicat.

En conclusion, notre criblage a permis d’identifier trois especes végétales comme

nouvelles sources potentielles de molécules inhibitrices de 1’arginase. Ces plantes sont Rhus
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tripartita et Retama raetam dont les extraits chlorométhyléniques des tiges étaient actifs sur
I’enzyme ainsi que 1’espéce Crataegus azarolus dont les métabolites des tiges et des boutons
floraux étaient extraits respectivement avec du méthanol et du dichlorométhane.

Ces resultats encouragent la poursuite des études phytochimiques sur ces extraits actifs

afin d'identifier les molécules naturelles responsables de I'inhibition de I'arginase.
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Chapitre 2 : Analyses phytochimiques
préliminaires des extraits actifs
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Pour resserrer la sélection des matrices végétales a étudier et préférer celles riches en
métabolites secondaires a activité spécifique sur I’arginase, une étude phytochimique
préliminaire des cing extraits actifs a été menée. Cette étude débute par la quantification des
composés phénoliques des extraits bruts en particulier les flavonoides, principaux composés
naturels décrits dans la littérature pour leur pouvoir inhibiteur de I’arginase. Elle se poursuit
ensuite par des analyses chromatographiques, en utilisant la CLHP analytique comme technique
de séparation des métabolites de nos extraits, afin de repérer les extraits, notamment
méthanoliques, nécessitant une filtration sur cartouche SPE de polyamide pour éliminer les
tanins, pouvant étre une source de faux positifs. Finalement, les analyses spectroscopiques par
RMN du H et 3C des cinq extraits actifs seront développées dans le but d’évaluer la richesse

en métabolites des extraits bruts.

Les résultats obtenus, a 1’issue de ces analyses, ont permis de restreindre le nombre
d’extraits retenus pour une ¢étude phytochimique approfondie a trois extraits parmi les cinq

extraits bruts initialement sélectionnés.

1. Analyse quantitative des composés phénoliques

Etant donné que la majorité des inhibiteurs naturels de l'arginase appartient a la classe des
polyphénols et en particulier aux flavonoides, tel que détaillé dans la Partie I, chapitre I1, section
6 et afin d'établir une corrélation potentielle entre I'activité inhibitrice de 1’arginase et le contenu
polyphénolique de nos extraits, les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides des extraits
les plus actifs ont été évaluées.

D’apres les résultats obtenus, résumés dans le Tableau 5, il a été constaté que les extraits,
en particulier méthanoliques dont les activités inhibitrices de 1’arginase dépassent les 80% a
100ug/mL, sont riches en composés phénoliques. Ceci confirme l'intérét de ce type de
métabolites secondaires dans l'inhibition de I'arginase [9, 99].

De plus, des variations significatives (p <0,05) ont eté observées entre les cing extraits de
plantes concernant leur composition phénolique (Tableau 5). Les résultats ont mis en évidence
que les extraits méthanoliques des tiges de Crataegus azarolus (161,02 + 1,24 ug EAG / mg
EB) et de Rhus tripartita (127.56 + 5.82 ug EAG / mg EB) sont les plus riches en composés
phenoliques. Concernant les flavonoides, la teneur la plus importante (38,79 + 0,34 ug ER / mg
EB) a été détectée dans I'extrait méthanolique des boutons floraux de Crataegus azarolus.
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En outre, nous avons constaté que la variation de I'activité inhibitrice de I'arginase dosée
lors du criblage biologique, reflete la différence de composition phénolique entre les
échantillons. En fait, une corrélation significative (r = -0,749; p = 0,0013 <0,05) a été observée
entre la teneur en polyphénols totaux et les valeurs des Clso des extraits. En revanche, la teneur
en flavonoides est inversement proportionnelle a I'activité inhibitrice de I'arginase (r = +0,514;
p = 0,0498). En effet, bien que les extraits méthanoliques des tiges de C. azarolus et de R.
tripartita soit les plus actifs, avec des Clso de 1’ordre de 41.99 + 5.77 et 71.48 + 6.29 pg/mL
respectivement, ces extraits présentent les teneurs en flavonoides les plus faibles (22,32 + 0,24
et 9,82 + 0,012 ug ER/mg EB respectivement) (Tableau 4 et Tableau 5).

Tableau 5. Teneur en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins condensés des extraits
les plus actifs sur I'arginase

Espéce Organe Extrait Polyphénols totaux Flavonoides  Tanins condensés

(lgEAG/MQEB) (g ER/mgEB) (M9 EC/MIEE)

C.azarolus | Tiges MeOH 161,02 + 1,242 22,32 £ 0,24° 235,94 + 8,822
R. tripartita | Tiges  MeOH 127,56 + 5,82° 9,82 +0,012¢ 163,72 + 7,2°

C. azarolus | Boutons MeOH 79,35+ 4,70° 38,79 +£ 0,342 79,85 + 2,38°
floraux

R. raetam Tigess DCM 38,35 + 1,60¢ 32,79 + 0,60° 2,16 +0,79¢

C. azarolus | Tiges DCM 25,96 + 0,39¢ 23,41 +0,41° 28,86 + 0,57¢

EAG : équivalent en acide gallique ; ER : équivalent en rutine ; EC : équivalent en catéchine. Les résultats sont
rapportés sous forme de la moyenne =+ I’erreur standard de trois expériences indépendantes réalisées en triplicat.

Les extraits chlorométhyléniques, bien qu’ils soient les moins riches en polyphénols
totaux, sont trés riches en flavonoides avec des teneur dépassant les 23 ug ER/mg EB. Par
ailleurs, il semble que les flavonoides ne représentent qu'une partie du contenu phénolique total
des extraits méthanoliques (Tableau 5). Bien que I’activité des flavonoides ait été démontrée
dans la littérature tel que nous I’avons détaillé dans le Tableau 1 de la Partie | :Chapitre 2 :6, ils
ne peuvent pas étre considérés comme pleinement responsables des activités observées des
extraits méthanoliques. En effet, d'autres composés phénoliques, peuvent étre probablement
impliqués, tels que les stilbénes a activités inhibitrices puissantes de 1’arginase [131, 147]. En
revanche, la richesse des extraits méthanoliques en polyphénols totaux peut aussi témoigner de

la présence, de tanins, composés indésirables dans les extraits de plantes lors des tests
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enzymatiques, puisque ces métabolites peuvent étre responsables de 1’apparition de faux
positifs aux cours des essais. En effet, les tanins se fixent préférentiellement aux protéines
engendrant leur précipitation et par consequent la modification de leur activité.

Il est a noter que nos extraits méthanoliques de C. azarolus et R. tripartita, dont la teneur
en polyphénols totaux dépasse les 127 pug EAG/mg EB, proviennent des tiges de plantes,
organes ou les tanins sont en général présents. Ainsi, il est possible que 1’activité observée en
présence de nos extraits méthanoliques soit non spécifique a 1’arginase, d’ou la nécessité de
doser ces composés. Les tanins condenses représentent la classe des tanins la plus représentée
dans le monde végétal [384] ainsi ces composés ont éte dosés. Le Tableau 5 résume les résultats
du dosage des tanins condensés effectué sur les cinq extraits les plus actifs sur 1’arginase

Une teneur importante en tanins condensés a été constatée au sein des extraits
méthanoliques de C. azarolus et R. tripartita (235,94 et 163,72 ug EC/mg EB, respectivement).
L’extrait méhanolique des boutons floraux de C. azarolus contient une faible teneur en tanins
condensés (79,85 ug EC / mg EB), quant aux extraits chlorométhyléniques, ils sont tres pauvres
en tanins condenses.

Bien que les extraits chlorométhyléniques proviennent aussi des tiges, il semble que le
DCM, employé comme solvant d’extraction, a permis de limiter le passage des tanins condensés
dans les extraits préparés. En revanche, le MeOH a extrait une teneur importante en tanins
condensés a partir des tiges de plantes. Ceci est cohérent avec la nature de ces métabolites

secondaires connus pour étre polaires.

Crataegus azarolus et Rhus tripartita n'ont pas fait I'objet, dans la littérature,
d'investigations approfondies d'un point de vue phytochimique mais quelques études ont
rapporté que ces plantes contiennent des polyphénols, parfois associés a d'autres classes de
métabolites secondaires. Chez Crataegus azarolus par exemple, les triterpénes sont présents en
grande guantité [315]. Cette derniére plante a montré, aussi, la meilleure activité sur le test
d'inhibition in vitro de I'arginase | bovine. De plus, un effet antihypertenseur des fruits de
Crataegus azarolus a été récemment démontré par Haydari et ses collaborateurs [252]hay.
Retama raetam, se caractérise par la présence d’alcaloides en plus des composés phénoliques.
Il serait par conséquent, nécessaire de réaliser une étude plus approfondie de ces plantes afin
d'identifier les métabolites responsables de 1’activité inhibitrice de 1’arginase. Les investigations
phytochimiques sur ces plantes peuvent conduire a isolement et I'évaluation, sur 1’arginase, de

nouvelles structures de produits naturels.
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2. Analyse chromatographique par CLHP-DAD

Afin d’obtenir des informations préliminaires sur les composés présents dans les cing
extraits provenant de Crataegus azarolus, Retama Raetam et Rhus tripartita, des analyses par
CLHP-UV-DAD en phase inverse ont été entreprises avec des conditions d’¢lution variables
selon les besoins spécifiques de chaque extrait. La séparation des constituants de ces extraits a
fourni les chromatogrammes présentés sur la Figure 50. Ces derniers illustrent la complexité et
la richesse des extraits et permettent d'orienter vers la méthode de fractionnement a utiliser par

la suite pour I’isolement des composés des extraits pertinents.

Les chromatogrammes des extraits méthanoliques des tiges de C. azarolus (Figure 50 A) et de
Rhus tripartita (Figure 50 B) montrent qu’ils se caractérisent chacun par la présence d’un pic
majoritaire en UV, élué au volume mort de la colonne. Peu de pics restent détectables comparés
a ce pic majoritaire élué vers un tr de 4 minutes. Ces deux matrices végétales sont pauvres en
composes et contiennent principalement des métabolites trés polaires. En plus, les profils
chromatographiques de ces extraits, obtenus avec un gradient plus polaire, ont montré un
groupe de substances, élués entre 10 et 30 minutes pour I’extrait méthanolique des tiges de Rhus
tripartita et entre 12 et 26 minutes pour celui de C. azarolus, qui forment une surélévation de
la ligne de base, caractéristique de la présence des tanins (Annexe 1 et Annexe 2). Ces
observations concordent avec les résultats des dosages en tanins condensés de ces extraits
(Tableau 5).

A partir du chromatogramme de I’extrait méthanolique des boutons floraux de C. azarolus
(Figure 50 C), nous pouvons constater que cette partie de la plante est riche en composés de
polarité variable. En effet, un nombre important de pics apparait avec une bonne résolution
selon les conditions analytiques fixées et donc aisément isolables de la matrice. Certaines
molécules présentes dans 1’extrait sont trés polaires puisqu’elles ne sont pas retenues sur la
colonne et sont caracterisées par un temps de rétention de 4 minutes mais la majorité des
composés a un temps de rétention compris entre 30 et 65 minutes, avec un pic majoritaire
observable a 65 minutes, caractérisé, au niveau de son spectre UV, par deux bandes
d’absorption a Amax d’environ, 220 et 320 nm.

Le chromatogramme CLHP-DAD de I’extrait DCM de Tiges de R. raetam (Figure 50 D)

montre nettement la présence d’un composé majoritaire caractérisé par un tr de 30,0 min et
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présentant, sur son spectre UV, trois bandes d’absorption entre 220 et 325 nm. Celui-Ci est
accompagné d’autres produits minoritaires entre 17 et 45 minutes.

L’extrait chlorométhylénique des tiges de C. azarolus, apparaissant sur la Figure 50 E,
contient des composés moins polaires caractérisé par des tr > a 17 minutes. Six pics sont
nettement distincts sur ce chromatogramme avec un composé UV-majoritaire apparaissant vers
un tr de 26 minutes et dont le spectre UV présente trois pics d’absorption a 220, 240 et 310 nm.

A ce stade de I’analyse, la détection DAD/UV des extraits chlorométhyléniques des tiges
de Crataegus azarolus et de Retama raetam, ainsi que de 1’extrait méthanolique des boutons
floraux de Crataegus azarolus montrent une composition intéressante de ces extraits avec une
séparation des composés suffisante pour la poursuite de 1’étude phytochimique. En revanche,
les extraits méthanoliques des tiges de Crataegus azarolus et de Rhus tripartita, qui contiennent
une grande proportion de tanins et probablement des composeés trés polaires non retenus sur la
colonne de C18, nécessitent une filtration sur colonnes SPE de polyamide afin de retenir les
tanins et les composeés de tres hauts poids moléculaires.

Il est important de noter que certains composés n’absorbent pas dans le domaine de I’'UV,
nous pouvons citer a ce propos les sucres, molécules trés polaires, ou les triterpenes qui sont
des composeés apolaires pouvant se retrouver dans les extraits DCM. Nous avons donc opté pour
un profilage rapide des cing extraits actifs par la résonance magnétique nucléaire (RMN) 1D
du proton et du carbone (*H et 3C) dans le but d’apporter des informations sur les squelettes
carbonés et les fonctions chimiques des molécules majoritaires des extraits. Les spectres de

RMN du proton des cinq extraits actifs sur 1’arginase sont présentés sur la Figure 51.
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Figure 50 : Profil CLHP (3D plot) des extraits bruts actifs, A. MeOH tiges Crataegus azarolus, B. MeOH tiges Rhus tripartita, C. MeOH boutons
floraux Crataegus azarolus, D. DCM tiges Retama raetam, E. DCM tiges Crataegus azarolus ; axe x : temps en minutes, axe y : longueur d’onde
(A) en nm, z : absorbance en unité arbitraire.
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3. Analyse spectroscopique par RMN H et °C

Les spectres de RMN du proton des cinq extraits actifs sur I’arginase sont présentés sur
la Figure 51.

Les spectres protons des extraits méthanoliques des tiges de Crataegus azarolus et de
Rhus tripartita (Figure 51 A et B) présentent principalement deux zones distinctes : de 0,75
ppm a 2,25 ppm, une premiére zone qui concentre les alcanes et de 3,43 ppm a 4,82 ppm, une
zone qui concerne les protons de sucres, plus abondants sur ces deux spectres. De ces profils,
nous pouvons déduire que ces deux extraits comportent principalement des sucres, présentant
peu d’intérét pour notre étude.

L’extrait méthanolique des boutons floraux de Crataegus azarolus et I’extrait
chlorométhylénique des tiges de Retama raetam affichent quant a eux quatre zones distinctes.
Pour ces deux extraits, la présence de groupements méthyles (entre 0,5 et 2 ppm), de
groupements méthylenes (entre 2 et 4,5 ppm) et de protons éthyléniques pouvant appartenir a
des chaines prényles (entre 4,5 et 6,5 ppm) a été remarquée. Il n’est pas étonnant de retrouver
des chaines prényles en particulier dans I’extrait de Retama raetam puisque cette plante
appartient a la famille des Fabaceae qui est bien connue pour sa richesse en flavonoides prénylés
[385]. La présence de groupements phényles a également été notée dans ces deux extraits
(Figure 51 C et D) en raison de la présence de protons aromatiques situés entre 6,5 et 8,25 ppm.

L’analyse du spectre RMN H réalis¢ sur I’extrait brut DCM des tiges de Crataegus
azarolus (Figure 51 E) montre que ce mélange a la particularité d’afficher des protons déblindés
(0H entre 8,5 et 13,5 ppm) ce qui témoigne de la présence de groupements hydroxyles. Au sein
de cet extrait, les protons des alcanes sont majoritaires (de 0,5 a 2 ppm) et dans un deuxiéme

lieu apparaissent les protons aromatiques.
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Figure 51: Spectres RMN *H des extraits actifs sur I'arginase (mesurés a 400,13 MHz), A. MeOH tiges Crataegus azarolus, B. MeOH tiges Rhus
tripartita, C. MeOH boutons floraux Crataegus azarolus, D. DCM tiges Retama raetam, E. DCM tiges Crataegus azarolus ; les pics barrés
correspondent aux solvants résiduels.
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Les spectres RMN du carbone des cing extraits provenant de Crataegus azarolus, de Rhus
tripartita et de Retama raetam sont présentés sur la Figure 52. Les extraits méthanoliques des
tiges de Crataegus azarolus et de Rhus tripartita montrent la présence abondante de carbones
reliés aux sucres apparaissant entre 60 ppm et 105 ppm (Figure 52 A et B). Bien que les spectres
carbones de I’extrait méthanolique des boutons floraux de Crataegus azarolus et 1’extrait
chlorométhylénique des tiges de Retama raetam (Figure 52 C et D) présentent aussi des
carbones reliés aux sucres, nous détectons 3 autres zones bien distinctes. Une premiére zone de
10 ppm a 55 ppm qui correspond aux alcanes, une autre zone de 105 ppm a 165 ppm
correspondant aux carbones oléfiniques et une troisieme zone signalant la présence de
carbonyles (de 165 ppm a 185 ppm). Concernant I’extrait DCM des tiges de Crataegus azarolus
(Figure 52 E), il semble que les squelettes de ses composés majoritaires soient déepourvus de
sucres puisque 1’absence de pics entre 60 ppm et 105 ppm a été notée. Ce dernier extrait parait,

en revanche, riche en alcanes et en carbones oléfiniques.

4. Prée-purification des extraits méthanoliques

Au regard de ces derniers résultats, nous avons opté pour la filtration des extraits méthanoliques
sur cartouches SPE (solid phase extraction) en polyamide afin d’éliminer la majorité des tanins.
Apres cette étape de pré-purification, les extraits méthanoliques ont été réinjectées sur la chaine
CLHP-UV et evalués a nouveau sur I’arginase hépatique bovine. Les cartouches SPE en
polyamide se sont avérées efficaces pour 1’élimination des tanins (Annexe 1 et Annexe 2). En
revanche, cette rétention des tanins s’est accompagnée de la baisse de 1’activité biologique. En
effet, il a été constaté que 1’activité inhibitrice de 1’extrait méthanolique des tiges de Crataegus
azarolus a chuté de 89,2% a 46,56% a 100 pg/mL et celle de Rhus tripartita est passée de
80,74% a 39,04% a 100 pg/mL. Cette pré-purification prouve que 1’activité biologique de ces
extraits est attribuée en grande partie aux tanins et est la conséquence d’une interaction non
specifique tanins-protéine. Cependant, I’activité de 1’extrait méthanolique des boutons floraux
de Crataegus azarolus n’a pas changé (80% a 100 pg/mL) ce qui est en ligne avec sa
composition réduite en tanins condensés comparativement aux deux autres extraits

méthanoliques.
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Figure 52: Spectres RMN C des extraits actifs sur [’arginase (mesurés a 100,13 MHz), A. MeOH tiges Crataegus azarolus, B. MeOH tiges
Rhus tripartita, C. MeOH boutons floraux Crataegus azarolus, D. DCM tiges Retama raetam, E. DCM tiges Crataegus azarolus les pics barrés
correspondent aux solvants résiduels.
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5. Conclusion

Lors du criblage biologique des 81 extraits bruts de plantes sur 1’arginase, cinq extraits
ont montré des activités inhibitrices trés intéressantes avec des pourcentages d’inhibition
dépassant les 70% a 100 pg/mL. Ces extraits provenant de Crataegus azarolus, de Rhus
tripartita et de Retama raetam ont subi, dans un deuxiéme temps, un criblage phytochimique
préliminaire qui a montré que les extraits chlorométhyléniques sont riches en molécules de
polarité moyenne, vu leurs profils CLHP/DAD et en particulier en flavonoides a la suite du
dosage de ces composés dans les extraits. L’extrait méthanolique des boutons floraux de
Crataegus azarolus, riche en polyphénols, bien qu’il contienne des molécules trés polaires,
éluées rapidement de la colonne en phase inverse, il posséde aussi des molécules de polarité
moyenne et des molécules apolaires élués vers 65 minutes.

Les extraits méthanoliques des tiges de Crataegus azarolus et de Rhus tripatitum sont les
plus riches en polyphénols totaux mais il semble que ces polyphénols se composent
principalement de tanins puisque de fortes teneurs de tanins condensés ont été détectées dans
ces extraits et leur ¢limination par SPE a réduit de fagon importante 1’activité inhibitrice de
I’arginase. Les extraits méthanoliques des tiges de Crataegus azarolus et de Rhus tripartita ont
montré la présence principale, d’un composé majoritaire trés polaire non retenu sur la colonne.
Ces résultats corroborent les données de la RMN *H et *C qui ont signalé que les saccharides
représentent les composés majoritaires des extraits méthanoliques des tiges de Crataegus
azarolus et de Rhus tripartita.

Le recoupement des données biologiques et phytochimiques nous a conduit a limiter le
nombre d’extraits a étudier. En effet, seuls trois extraits, qui sont les extraits
chlorométhyléniques des tiges de Crataegus azarlus et Retama raetam et I’extrait méthanolique
des boutons floraux de Crataegis azarolus présentent un intérét pour une étude phytochimique

approfondie.
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Chapitre 3 : Investigation phytochimique sur
les extraits selectionnés
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Ce troisiéme chapitre présente 1’¢tude phytochimique des trois extraits sélectionnés a la
suite du criblage biologique pour I’activité inhibitrice d’arginase et de I’analyse phytochimique
préliminaire.

Nous présenterons dans un premier temps I’investigation phytochimique détaillée de
I’extrait méthanolique des boutons floraux de Crataegus azarolus. Ensuite, 1’étude de 1’extrait
chlorométhylénique des tiges de Retama raetam sera exposée pour terminer par le travail réalisé
sur I’extrait chlorométhylénique des tiges de Crataegus azarolus.

L’investigation sur chacun de ces trois extraits bruts comporte une étude déréplicative,
effectuée au cours de deux stages au sein du laboratoire SONAS de I’EA 921. Nous
présenterons aussi le travail de fractionnement bioguidé qui a été établi sur ces extraits ainsi
que la purification et 1’¢lucidation structurale des composés purs isolés qui seront

éventuellement testés sur I’arginase lorsqu’ils sont purifiés en quantité suffisante.

1. Etude de DPextrait méthanolique des boutons
floraux de Crataegus azarolus

Afin d’identifier les principaux métabolites secondaires contenus dans 1’extrait des
boutons floraux de I’azarole tunisien, une étude déréplicative a été conduite, par une méthode
optimisée de chromatographie liquide haute performance (CLHP) couplée a des détecteurs
ultra-violet (UV) et de masse (MS et MS"). Sur la base d’une comparaison a la littérature des
profils, notamment spectraux, divers métabolites secondaires ont été identifiés sans isolement
a partir du mélange brut initial. Cela permet, d’une part, d’établir des corrélations entre I’activité
de I’extrait et les métabolites qui le composent, et, d’autre part, d’éviter les étapes fastidieuses
de purification qui menent parfois & des composes déja connus. L’objectif de ces études
déréplicatives est de cibler les composés possédant des structures originales et/ou ceux qui n’ont

jamais €té testés sur I’arginase.

1.1. Etude déréplicative par CLHP-UV-DAD et CLHP-ESI-MS" de
I’extrait brut

L’extrait a été analysé par CLHP-UV-DAD en phase inverse selon un gradient linéaire
allant de 100 % d’eau acide (0,1 % d’acide formique) a 30 % d’ACN en 60 minutes puis avec
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100% d’ACN pendant 10 minutes pour éluer les composés peu polaires. Ceci a permis de
distinguer, dans un premier temps, les classes chimiques auxquelles appartiennent les composés
majoritaires. Ces mémes conditions de séparation des produits, ont été employées, par la suite,
pour une analyse sur une chaine de CLHP couplée a un détecteur de masse en ionisation

électrospray (ESI).

Le chromatogramme CLHP de I’extrait méthanolique des boutons floraux de Crataegus
azarolus obtenu a 280 nm est présenté sur la Figure 53. Ce chromatogramme témoigne de la
richesse, de cette plante, en métabolites secondaires.

La Figure 54 résume les spectres d’absorption des composés majoritairement retrouvées
dans cet extrait méthanolique entre 210 et 400 nm. Diverses classes chimiques ont été repérées
au sein des boutons floraux. En effet des spectres UV typiques des acides hydroxycinnamiques
[386, 387], caractérisés par des Amax @ 215, 240, 300 et 330 nm ont été repérés (Figure 54 A et
B) en particulier le spectre de 1’acide p-coumarique (Amax = 230 et 315 nm, Figure 54 B) [388].
Les composés élués entre 30,6 et 40,7 minutes se caractérisent par un spectre UV typique des
flavanols (Amax 230, 280, 375(sh) nm) (Figure 54 D). Ensuite nous remarquons la présence de
plusieurs spectres caractéristiques de flavones ayant deux pics d’absorption a Amax 265 et 340
nm (Figure 54 E) suivis de ceux des flavonols avec des Amax 225(sh), 270, 325 (sh) et 360 (sh)
nm (Figure 54 F) [388]. D’autres spectres UV (Figure 54 C, D) nous semblent atypiques,
caractérisés par des Amax de 215, 240 et 320 (Figure 54 C) et 285 (sh) et 315 (sh) (Figure 54 G)

respectivement.

L’analyse des boutons floraux de Crataegus par LC-MS/MS a permis la séparation de 51
pics, au sein de I’extrait brut (Tableau 6). L'attribution des structures suggérées aux différents
composés a été effectuée selon leurs fragments expérimentaux (m/z) en mode négatif. Les
données MS" de chaque composé ont été comparées aux données de la littérature afin de

permettre I’identification des pics détectés.
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Figure 53: Chromatogramme CLHP-UV (détection a 280 nm) de I’extrait méthanolique des boutons floraux de Crataegus azarolus.
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Tableau 6. Données chromatographiques et spectrales des composés détectés dans I'extrait méthanolique des boutons floraux de Crataegus

azarolus
Pic tr [M-H] Fragments MS" Tentative d’identification Référence
(min)
bCa-1 17,6 353 191, 179, 135 Acide 3-O-caféoylquinique (acide [389]
néochlorogénique)
bCa-2 18,4 707 467, 413, 353 Dimére d’acide caféoylquinique [390]
bCa-3 18,7 353 191,179, 173, 135 Acide cis-3-O-caféoylquinique (acide cis- [391]
néochlorogénique)
bCa-4 23,3 337 191, 173, 163, 119, 93 Acide 3-O-p-coumaroylquinique [391]
bCa-5 23,8 353 191, 179, 173, 135 Acide 4-O-caféoylquinique (acide [392]
cryptochlorogénique)
bCa-6 25 353 191 Acide 5-O-caféoylquinique (acide chlorogénique) [391]
bCa-7 25,6 707 353 Dimere d’acide caféoylquinique [390]
bCa-8 26,9 707 353 Dimere d’acide caféoylquinique [390]
bCa-9 27,6 577 451, 425, 407, 289, 287, 203 Procyanidine dimere de type b [390]
bCa-10 | 28,5 577 451, 425, 407, 289, 287 Procyanidine dimeére de type b [390]
bCa-11 | 29,8 431* 385, 223, 205, 161, 153 Roséoside [390]
bCa-12 30,1 353 191, 173 Acide cis- 5-O-caféoylquinique (acide cis- [391]
chlorogénique)
bCa-13 | 30,6 289 271, 245, 205, 179, 161 Epicatéchine [391]
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bCa-14
bCa-15
bCa-16
bCa-17
bCa-18

bCa-19
bCa-20

bCa-21
bCa-22
bCa-23
bCa-24
bCa-25

bCa-26
bCa-27

bCa-28
bCa-29

31,1
31,3
31,9
32,1
32,9

34,5
34,6

36,3
37,1
38,1
38,4
38,7

39,1
39,4

40,1
40,7

337
337
449
449
865

563
563

435
593
577
563
609

431
623

463
ST

191, 173, 163, 127
191, 173, 163
287, 269, 259, 243, 125
287, 269, 259

847, 829, 713, 739, 677, 543,
531, 525, 407, 405, 399, 287

503, 473, 443, 383, 353

545, 527, 503, 473, 443, 413,
383, 353

273, 255, 229
473, 413, 293
413, 293
443, 413, 293
301, 300, 271, 179

341, 311, 283

477, 459, 315, 314, 300, 299,
271, 243

301, 300, 271, 255, 179, 151
451, 425, 407, 289, 255

Acide 5-O-p-coumaroylquinique

Acide cis-5-p-coumaroylquinique

DihydroKaempférol-O-hexoside
Cyanidine-7-O-glucoside

Procyanidine trimére de type b

Apigénine-6-C-pentosyl-8-C-hexoside

Apigénine-C-hexoside-C-pentoside (isomere)

Phlorétine-2'-O-glucoside (phlorizine)
Apigeénine 6,8-di-C-glucoside (vicénine-2)
Vitexine 2"-O-rhamnoside
Apigénine-C-hexoside-C-pentoside (isomeére)
Quercétine 3-0-(6-O-rhamnosyl-glucoside)
(rutine)

Apigénine 8-C-glucoside (vitexine)

Isorhamnétine 7-O-(6-O-rhamnosyl- glucoside)

Quercétine 3-O-galactoside (hyperoside)

(Epi)catéchine-4,8'-(epi)catéchine (isomeére)
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[392]
[393]
[391]
[390] [391]

[391]
[394]

[391]
[391]
[391]
[394]
[391]
[392]
[391]
[391]

[391]
[391]
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bCa-30

bCa-31
bCa-32
bCa-33

bCa-34

bCa-35
bCa-36

bCa-37
bCa-38
bCa-39
bCa-40
bCa-41
bCa-42
bCa-43

bCa-44

40,9

41
41,4
42,2

43,1

43,4
44,5

44.9
45,2
47,1
47,2
47,9
49,1
50,3

52,8

S77

619
619
619

623

477
507

477
515
463
519
619
463
519

379

535, 487, 451, 425, 413, 407,
299, 287, 281, 245, 179

413, 293
413, 323, 293
577,559, 413, 293, 207

357, 315, 300, 271, 255

315, 300, 271, 255

492, 345, 329, 315, 301, 285,
166

315, 300, 285, 271, 243
353, 191, 179, 173
301, 300, 179, 151
315, 300, 271, 255

499, 413, 293
417, 301, 255

473, 357, 315, 300, 299, 271,
255, 243,

259, 119

Procyanidine dimere de type b

Craténacine (isomeére)
Craténacine (isomere)

Craténacine (isomeére)

Isorhamnétine 3-O-(6-O-rhamnosyl-galactoside)

Non identifié

Non identifié

Isorhamnétine 3-O-glucoside
Acide 3, 5- di-O-caféoylquinique
Quercétine 3-O-glucoside (isoquercitrine)
Non identifié
Craténacine (isomeére)

Non identifie

Isorhamnétine-hexosyle-acyle

Non identifié
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[395]

[391]
[391]

[391]

[391]
[396]

[397]
[391]
[391]

[391]

[398]
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bCa-45

bCa-46
bCa-47
bCa-48
bCa-49
bCa-50
bCa-51

54,7

57,1
59,2
60,7
61,9
63,2
63,6

447

565
598
582
582
582
612

Le pic de base pour chaque composé est mentionné en gras ; *lon détecté en mode négatif sous forme de [M- H+HCOOH] -

399, 325, 315, 247, 233, 211,
161, 159

329, 253, 161
550, 478, 462, 452, 342, 332
462, 436, 342
462, 436, 342
462, 436, 342
492, 476, 466, 462, 372

Isorhamnétine-O-pentoside

Non identifié

Non identifié
NI, N°, N*°- tricoumaroylspermidine (isomére)
N, N5, N*°- tricoumaroylspermidine (isomére)
N, N5, N*°- tricoumaroylspermidine (isomére)

Non identifié
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1.1.1. Caracterisation des acides hydroxycinnamoylquiniques

a- Acides p-coumaroylquiniques

Les pics bCa-4, bCa-14 et bCa-15 ont été attribués aux isomeres d’acides p-
coumaroylquiniques (affichant un ion pseudomoléculaire [M—H]~a m/z 337) sur la base de leurs
données spectrales UV et MS. Le pic a m/z 191, correspondant a la perte d’un groupement p-
coumaroyle a partir de I’ion parent, a été détecté chez ces trois isomeres. Ce dernier perd a son
tour une molécule de H>O pour donner un fragment & m/z 173 observé également sur le profil
de fragmentation des trois acides p-coumaroylquiniques détectés dans les boutons floraux. Ces
isomeres ont été attribués respectivement aux acides 3-O-p-coumaroylquinique, 5-p-O-

coumaroylquinique et cis-5-p-O-coumaroylquinique (Tableau 6).

b- Acides caféoylquiniques

Les pics bCa-1 (tr 17,6 min), bCa-3 (tr 18,7 min), bCa-5 (tr 23,8 min), bCa-6 (tr 25 min) et
bCa-12 (tr 30,1 min) générant des ions déprotonés [M-H]" & m/z 353 ont été identifiés,
respectivement, comme étant l'acide 3-O-caféoylquinique (acide néochlorogénique), 1’acide
cis-3-O-caféoylquinique (acide cis-néochlorogénique), 1’acide 4-O-caféoylquinique (acide
cryptochlorogénique), I’acide 5-O-caféoylquinique (acide chlorogénique), et 1’ acide cis- 5-O-
caféoylquinique (acide cis-chlorogénique) (Tableau 6) par comparaison de leurs profils de
fragmentation a la littérature. Ces divers dérives de l'acide chlorogénique ont été signalés
auparavant chez Crataegus monogyna [391, 392],. Selon Asamenew et col. [386], c’est la
position de I'acylation et I'orientation structurale du groupement quinique qui détermine
I'hydrophobicité de ces composés d’ou leurs temps de rétention différents.

En outre, un acide dicaféoylquinique (pic bCa-38) a été détecté dans les boutons floraux
de C. azarolus a m/z 515 caractérisé par un tr de 45, 2 min. Le pic de base, avec une intensité
relative de 100%, de ce composé a été détecté a m/z 353 montrant la perte de I’ion parent d'un
fragment caféoyle ([M-H-Caf]).

Plusieurs diméres d’acide caféoylquinique ont été également détectés a des temps de
rétention de 18,4 ; 25,6 et 26,9 min pour un m/z 707. Ces composés sont également caractérisés
par des pics de base a m/z 353.
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En conclusion, plusieurs dérivés d'acides hydroxycinnamoylquiniques, y compris les
acides p-coumaroylquiniques et les acides caféoylquiniques, ont été détectés dans les boutons

floraux de C. azarolus.

1.1.2. Caractérisation du roséoside

La comparaison des résultats spectroscopiques obtenus du pic bCa-11 avec les données
de la littérature a permis d’attribuer ce pic au roséoside. Ce dernier est élué a un tr de 29,8
minutes et présente un ion a m/z 431 [M-H+HCOOH]", ainsi qu’un pic de base caractéristique
am/z 385 [M-H] et un ion fragment a m/z 223 [M-H-Glc] [390, 401]. Ce glycoside a été isolé,
auparavant, des feuilles de Crataegus pinnatifida [402].

1.1.3. Caractérisation des anthocyanidines, des proanthocyanidines et de leurs
derivés

Les anthocyanidines, les proanthocyanidines et leurs dérivés sont des constituants bien connus

chez les espéces de Crataegus.

a- Caractérisation des dérivés d'épicatéchine

Le pic bCa-13 (tr 30,6 min) a m/z 289 et le pic bCa-29 (tr 40,7 min) a m/z 577 (Tableau
6 page 211) ont été identifiés, respectivement, comme étant 1’épicatéchine et un dimeére
d’épicatéchine par comparaison du spectre UV et de leurs profils de fragmentation MS et MS"

avec les données décrites dans la littérature [391].

b- Caractérisation des proanthocyanidines de type B et de leurs dérivés

Des oligomeres de proanthocyanidines de type B ont ét¢ détectés dans 1’échantillon de
Crataegus azarolus. Ils ont montré des spectres UV avec une absorbance maximale & Amax 280
nm, typique des proanthocyanidines. Les dérivés dimériques de flavan-3-ol, ont montré en plus
une fragmentation caractéristique des procyanidines du groupe B avec une perte de 152 Da en
mode négatif, suivie d’une perte d’eau (18 Da). Ainsi, les pics bCa-9, bCa-10, bCa-30 (Tableau
6 page 211), élués respectivement a 27,6 ; 28,5 et 40,9 min et ayant montré des ions
pseudomoléculaires [M- H] a m/z 577, correspondent aux proanthocyanidines dimeres de type
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B [391]. Le pic bCa-18 (tr 32,9 min), détecté a m/z 865, a été attribué a la proanthocyanidine
trimere de type B [390].

c- Caractérisation des dérivés de la cyanidine

Un pic (bCa-17) a été détecté a un temps de rétention de 32,1 min, (Tableau 6 page 211)
et caracterisé par un ion [M-H] m/z 449. Ce composé a montré une perte neutre de la fraction
hexose résultant en un ion fragment a m/z 287 qui correspond a la cyanidine (Tableau 6 page
211). Par conséquent, il a éte suggéré que ce composé correspond a une cyanidine O-hexoside.
Sur la base d’une étude antérieure, ce constituant a été identifié comme étant la cyanidine 7-O-
glucoside [391].

1.1.4. Caractérisation des flavonoides et des glycosides de flavonoides

Tous les flavonoides O-glycosides montrent une perte neutre de la partie glycane. En
revanche, les flavonoides C-glycosides peuvent présenter des fragments caractéristiques de
flavonoides C-glycosylés tels que les fragments a m/z [M-H-18]", [M-H-30]", [M-H-60]", [M-
H-90], [M-H-120], [M-H-180] et [M-H-210] en raison d'une fragmentation croisée des
molécules de glucosides [391]. Ces données ont aidé a I’identification des composés présentés

ci-dessous.

a- Caractérisation des dérivés de la quercétine

Les pics bCa-25 et bCa-39 (tr 38,7 et 47,1 min, Tableau 6 page 211) a ions
pseudomoléculaires apparaisant a m/z de 609 et 463 ont été attribués a la quercétine 3-O-(6-O-
rhamnosyl-glucoside) (rutine) et la quercétine 3-O-glucoside (isoquercitrine), respectivement,
apres comparaison de leurs spectres MS" a la littérature. D’aprés Schieber et son équipe [397],
les flavonoides glycosylés avec des unités galactosides sont plus polaires que les flavonoides
glycosylés avec des unités glucosides et sont, par conséquent, moins retenus sur une colonne
en phase inverse. Sur la base de cette constatation le pic bCa-28, élué a un tr de 40,1 minutes et
présentant une fragmentation MS" trés similaire a celle du pic bCa-39 (Tableau 6 page 211), a
été attribué a la quercétine 3-O-galactoside (hyperoside). La présence de 1’hyperoside a été déja
rapportée, dans la littérature, chez I’espéce Crataegus azarolus [253]. Ces trois composés (la
rutine, I’isoquercitrine et 1’hyperoside) montrent un pic de base a m/z 301 caractéristique, en

mode négatif, d’une génine de quercétine.
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b- Caractérisation des dérivés de lI'apigénine

Les pics bCa-19, bCa-20 et bCa-24 (tr 34,5, 34,6 et 38,4 min, Tableau 6 page 211) ont
montré une fragmentation MS" caractéristique de flavones di-C-glycosylés avec des m/z a [M-
H-18], [M-H-60]", [M- H-90], [M- H-120], [M-H-180] et [M-H-210] [391]. Une intensité
plus élevee de I'ion a m/z 473 [M-H-90] - par rapport a I'ion a m/z 443 [M-H-120] - indique une
liaison 6-C-pentosyl-8-C-hexosyle. Ainsi, les pics bCa-20 et bCa-24 (Tableau 6 page 211) ont
¢été caractérisés comme étant des isomeres de 1’apigénine-C-hexoside-C-pentoside et le pic 19
a été precisément attribué a I'apigénine 6-C-pentosyl-8-C-hexoside. Plusieurs isomeres
d'apigénine di-C-glycosides ont été précédemment isolés a partir de C. monogyna et de C.
pentagyna [391]. Le pic bCa-22, montrant un ion pseudomoléculaire [M-H] a m/z 593, a été
détecté a un temps de rétention de 37,1 min (Tableau 6 page 211). Ce composé a présenté des
ions fragments de flavonoide C-glycoside a m/z 473 [M-H-120] et 413 [M-H-180]. En
comparant avec la littérature ce pic a été proposé comme étant de I'apigénine 6,8-di-C-glucoside
(vicénine-2).

En outre, 1’Apigénine 8-C-glucoside (vitexine) (pic bCa-26), la vitexine 2"-O-
rhamnoside (pic bCa-23) et les isomeres de craténacines (pics bCa-31- 33 et pic bCa-41) ont
été attribués sur la base des ions fragments produits (Tableau 6 page 211) et leur comparaison
aux données précédemment rapportées. Les craténacines (5,7,4'-trihydroxyflavone 8C-[B-D-
glucopyranosyl-(1 — 4)-monoacétyl-O-a-L-rhamnopyranoside) montrent la présence d'ions
fragments m/z 413 [M-H-146-60]", 293 [M-H-146-180] et 499 [M- H- 120] ; le fragment a
m/z 413 étant le pic de base. Il n’est pas étonnant de retrouver ces composés dans notre plante
puisque les dérivés de la vitexine sont des composés bien connus dans les especes de Crataegus
[403].

c- Caracterisation des derives du kaempférol

Le pic bCa-16 a presenté un ion [M-H] a m/z 449. Il a subi la perte neutre de 162 Da,
donnant I'aglycone a m/z 287, qui correspond au dihydrokaempférol. Par conséquent, ce

composé a été identifié comme étant le dihydrokaempférol-O-hexoside [393]

d- Caractérisation des dérivés de I'isorhamnétine

Les pics bCa-27, bCa-34, bCa-37, bCa-40, bCa-43 et bCa-45 (tr 39,4 ; 43,1 ;44,9 ;47,2 ;
50,3 et 54,7 min, respectivement) ont été attribués, respectivement, a 1’isorhamnéine 7-O-(6-
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O-rhamnosyl-glucoside), I’isorhamnétine 3-O-(6-O-rhamnosyl-galactoside), I'isorhamnétine 3-
O-glucoside, I’isorhamnétine  acétylhexoside, 1’isorhamnétine-hexosyle-acyle et a
I’isorhamnétine-O-pentoside [391, 392, 399] (Tableau 6 page 211) suivant leurs données MS
et MS/MS et par comparaison de ces dernieres aux données de la littérature. Tous ces composés
se caractérisent par un pic de base a m/z 315 indiquant la présence de I’aglycone isorhamnétine
[391].

Remarque : Les temps de rétention des flavonoides (dérivés de la vitexine, de la quercétine et
du kaempférol) sont supérieurs a ceux des acides hydroxycinnamiques ; ceci peut étre attribué
a la présence d'un groupement cétone en position 4 dans ces composés. La fonction 4-cétone
forme un cycle plan a six chainons, non polaire, avec le groupe hydroxyle positionné en 5 [388],
ce qui explique I'élution retardée de ces composés. Cependant, une élution précoce de
I’épicatéchine a une faible concentration d'ACN peut étre expliquée par l'absence de

groupement 4-cétone rendant ce composé moins hydrophobe [388].

En résumé, plusieurs composés de différentes classes de flavonoides, tels que les
flavonols, les flavanols, les flavones, ont été caractérisés et identifiés dans notre échantillon

d'aubépine. Ce dernier a montré la présence des flavonoides C-glycosylés et O-glycosylés.

1.1.5. Caractérisation des dérives de la phlorétine

L'analyse LC-MS" en mode négatif nous a également montré la présence d’un dérivé de
la phlorétine chez I’espéce de C. azarolus. Le composé élué a un tr de 36,3 min (pic bCa-21,
Tableau 6 page 211) a m/z 435 [M-H], a été identifié comme étant la phlorétine 2'-O-glucoside
(phlorizine) sur la base de la comparaison du schéma de fragmentation de ce composé a la
littérature [391]. Ce métabolite est caractérisé, comme tout flavonoide O-glycoside par la perte

neutre de la partie glycane a I’origine de 1’apparition du pic de base a m/z 273 [M-H-162] ".

1.1.6. Caractérisation des dérives de la spermidine

A des temps de rétention assez élevés (60,7- 63,2 minutes) nous avons détecté des ions
pseudomoléculaires 8 m/z 582 ([M - H]"). Par comparaison du profil de fragmentation MS? de
ces composés avec les données de la bibliographie [400], les pics bCa-48-50 ont été attribués a

des isomeéres de N*,N° N*-tricoumaroylspermidine. Ces composés présentent des fragments a
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m/z 462 ([M- H] - OH-Ce¢H4s—CH=CH), m/z 436 ([M- H]" - unité p-coumaroyl) et m/z 342 ([M-
H]" -OH-CgHs-CH=CH-OH-CsHs-CH=CH). La N!N°® N -tricoumaroylspermidine a été
identifiée auparavant dans les fleurs du genre Crataegus [404].

1.1.7. Conclusion sur I’étude déréplicative

Au moyen de la CLHP-UV-DAD et la CLHP-ESI-MS", 51 composés ont été caractérisés
dans I’extrait brut des boutons floraux de C. azarolus en comparant leurs données
spectroscopiques aux données de la littérature. Les schémas de fragmentation MS" des
composeés, tout en respectant les intensités relatives pour les ions fragments obtenus a chaque
fois, a permis de reconnaitre la majorité des composés sans les isoler. Dans ce contexte, les
résultats obtenus indiquent que cette espéce est une source riche de constituants phénoliques
comprenant des acides phénoliques, des proanthocyanidines et des flavonoides simples et
glycosylés. La catégorie de flavonoides la plus importante quantitativement dans cet extrait est
celle des flavonols.

De nombreux métabolites détectés dans notre extrait ont été décrits auparavant pour leur
activité inhibitrice puissante de 1’arginase, tels que I’acide chlorogénique, 1’épicatéchine (Clso=
10,6 uM et 19,9 uM, respectivement sur ’arginase I bovine) et 1’acide cryptochlorogénique
(Clso= 11«1 uM sur I’arginase de Leishmania). Ceci justifie en partie 1’effet inhibiteur puissant
de I’extrait méthanolique des boutons floraux de C. azarolus sur I’arginase hépatique bovine
(Clspde I’ordre de 97 uM, tel que signalé lors du criblage biologique (Tableau 4 page 188).

En revanche les composés cités ci-dessus ne constituent pas les composés majoritaires de
notre extrait (Figure 54) et il est probable que d’autres métabolites comme les dérives de la
vitéxine soient les principaux composés responsables de 1’effet biologique observé puisqu’ils
sont abondants dans notre extrait. En outre, 1’étude déreplicative, par LC-MS" reste insuffisante
puisque, a ce stade, plusieurs composés restent inconnus, en particulier un des composés
majoritaires de I’extrait élué¢ a un tr de 43,4 min (pic bCa-35) (Figure 54, Tableau 6), il serait
donc nécessaire d’effectuer une étude plus détaillée afin d’élucider les structures de ces
composés non identifiés et de les tester par la suite sur 1’arginase. Cette €¢tude nécessitera un
fractionnement afin de simplifier I’extrait brut complexe et de suivre I’activité biologique dans

les fractions obtenues.
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1.2. Fractionnement primaire de I’extrait des boutons floraux de C.
azarolus par chromatographie Flash

Une chromatographie flash en phase inverse a été menée sur une quantité de 300 mg de
I’extrait brut des boutons floraux de Crataegus azarolus afin de localiser, dans un premier
temps, les composés responsables de ’activité inhibitrice d’arginase dans 1’ensemble des
composés de I’extrait brut et de cibler, ensuite, les composés a isoler et purifier afin de réaliser
une ¢lucidation compléte de leurs structures chimiques et de les tester a I’état pur sur notre cible

thérapeutique.

Le processus de fractionnement par chromatographie flash, a conduit a I’obtention de sept
fractions avec des masses comprises entre 1 et 54,6 mg (Figure 55). Ces fractions ont été testées

par la suite sur I’arginase I bovine.

Les activités des fractions récupérées ont varié entrent 27% (F1_Flash) et 80% (F6_Flash)
a 100 pg/mL. Les fractions F5_Flash, F6_Flash et F7_Flash étaient les plus actives avec des
pourcentages d’inhibition de 79%, 80% et 78% respectivement a 100 pg/mL. Les autres
fractions ont présenté des pourcentages d’inhibition inférieurs a ceux de I’extrait brut initial qui
était de I’ordre de 80% a 100 pg/mL. Ainsi, nous pouvons conclure que 1’activité de 1’extrait
brut initial provient plus particulierement des composés contenus dans les fractions F5_Flash,
F6_Flash et F7_Flash (Figure 56) d’ou la poursuite de I’é¢tude phytochimique sur ces trois
fractions obtenues par chromatographie flash.
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MeOH boutons floraux Crataegus azarolus
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l Chromatographie Flash en phase inverse
v v v v v v v
Fy Fa Fs Fs Fe Fe F
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Figure 55: Schéma fractionnement de I'extrait méthanolique des boutons floraux de Crataegus azarolus par chromatographie flash.

Figure 56 : Pourcentage d’inhibition de I'arginase | bovine par les fractions obtenues par chromatographie Flash a partir de I'extrait
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méthanolique des boutons floraux de Crataegus azarolus. Toutes les fractions sont testées a 100 ug/mL, la nor-NOHA a été testée a 4 uM.
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1.3. Etude phytochimique des fractions actives

1.3.1. Repérage des produits responsables de 1’activité biologique au sein des
fractions actives

Les fractions obtenues par chromatographie flash a partir de I’extrait brut de C. azarolus
ont été injectées en CLHP couplée a un détecteur UV dont la longueur d’onde est fixée a 280
nm. Les injections ont été réalisées dans les mémes conditions chromatographiques que
I’extrait brut afin d’effectuer une comparaison précise entre les fractions et I’extrait brut
(Figure 57). Certes, ce sont les profils CLHP des fractions les plus actives qui nous intéressent
le plus, mais une comparaison avec la fraction la moins active (F1_Flash) servira a détecter la
différence de composition entre ces fractions. En effet, des composés apparaissant a la fois
dans les fractions actives et la moins active seraient a priori moins intéressants, alors que des
composés communs entre les fractions actives mais absents dans la fraction la moins active
pourraient étre responsables de I'activité inhibitrice observée. La comparaison de la
composition des fractions entre elles et a I’extrait brut est résumée sur la Figure 57.

La fraction qui n’a fourni que 27% d’inhibition a 100 ug/mL (F1_Flash) comporte
principalement les composés de 1’extrait brut, élués entre 2 et 40 minutes (cadrés en vert sur le
chromatogramme A de la Figure 57. 1l semble donc que ces composés ne présentent pas
d’intérét dans I’inhibition de I’arginase. La fraction F5_Flash qui a donné 79% d’inhibition a
100 pg/mL contient les composés de I’extrait brut qui sont élués entre 30 et 65 minutes
(cadrés en jaune sur le chromatogramme A de la Figure 57. Ainsi, les constituants élués entre
30 et 40 minutes, communs a la fraction peu active (F1-Flash) et la fraction active (F5-Flash),
seraient des composés peu intéressants.

La fraction F6_Flash, la plus active (80% d’inhibition a 100 ug/mL) se compose des
composés de 1’extrait brut qui sont €lués entre 40 et 65 minutes (cadrés en bleu sur le
chromatogramme D de la Figure 57. Par ailleurs, la fraction F7_Flash (78% d’inhibition a 100
pg/mL) contient les composés de I’extrait brut €lués entre 48 et 65 minutes (cadrés en rouge
sur le chromatogramme D de la Figure 57, avec essentiellement un seul pic détecté a 280 nm.
A partir de ces constatations, nous pouvons conclure que ce sont précisément les composés de

I’extrait €lués entre 40 et 65 minutes, présents dans les fractions F6 et F7_Flash, qui portent
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’activité inhibitrice de 1’arginase. Ainsi, ces derniéres ont subi une étude déréplicative par

RMN du C.
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Figure 57: Comparaison des profils chromatographiques (UV a 280 nm) des fractions obtenues
par chromatographie Flash a celui de I'extrait brut des boutons floraux de C. azarolus ; Aet D :
extrait brut ; B : F1_Flash; C: F5 Flash; E : F6_Flash et F : F7_Flash.

1.3.2. Etude déréplicative par RMN du *°C des fractions d’intérét

Les deux fractions F6_Flash et F7_Flash ont été soumises a une étude déréplicative
utilisant la RMN du *C. En effet, ’équipe de recherche SONAS a développé un logiciel

nommé MixONat, disponible gratuitement en ligne et basé sur Python 3.5

(https://sourceforge.net/projects/MixONat/) [192], qui représente 1’outil clé de cette technique.

a- Principe de la technique déréplicative par RMN du 3C

Le principe de la méthode de déréplication de mélanges de substances naturelles
complexes a 1’aide de la RMN du *3C, développée au sein du laboratoire SONAS est présenté
sur la Figure 58. En utilisant les déplacements chimiques du carbone 13 (8C) ainsi que les
données DEPT 135 et 90 obtenues a partir du melange de composés, le logiciel MixONat permet
la comparaison des dC expérimentaux triés par type de carbone a des signaux de références
regroupées en bases de données (BD). Les BD utilisées pour la comparaison ici contiennent des
valeurs predites [188].

Pour créer une BD de produits naturels contenant des 6C utilisables par le programme de
déréplication, la premiére étape est de rassembler les structures des composés d'intérét (ex : les
métabolites précédemment identifiés dans un genre ou une famille botanique), soit en les

dessinant avec un logiciel dédié (par exemple ChemDraw® ChemSketch®), soit en les

226
Rym ATTIA \ Contribution a 1'étude de la flore Tunisienne et recherche d'inhibiteurs d'origine
naturelle de I'arginase


https://sourceforge.net/projects/mixonat/

téléchargeant a partir de diverses bases de donnees accessibles par abonnement (par exemple
SciFinder, Dictionary of Natural Products, etc...). Une fois que les structures sont rassemblées
dans un fichier de données de type (.sdf), leurs 6C sont prédits a l'aide d'un logiciel de prédiction
RMN (par exemple ACD/Labs Spectrus processor ou bien C/H-NMR Predictor). Le
programme C type Gen inclus dans le logiciel crée une base de données en triant chaque
déplacement chimique par type de carbone. Un nouveau fichier SDF est alors créé et contient,
pour chaque composé de la DB, les valeurs de 0C prédites organisées en méthyle, méthyléne,
méthine ou carbones quaternaires. La création d'une telle BD est nécessaire au fonctionnement
de l'algorithme MixONat [192].

A la fin du processus de comparaison, les molécules ayant atteint un score minimal fixé
par l'utilisateur sont affichées par score décroissant. Leur structure, nom, poids moléculaire et
score sont indiqués. Sur la structure, les carbones correspondants sont surlignés en rouge
(Figure 58).

Ce logiciel, grace a son interface graphique, offre une interactivité permettant a
I’utilisateur d’optimiser les hypotheses faites par le programme [192]. En effet, pour chaque
molécule, il est possible d'ouvrir une fenétre montrant la structure numérotée avec les & SDF
correspondant. Les & SDF et les intensités correspondants sont également affichés avec
différentes couleurs dans une représentation graphique d'un spectre de RMN C reconstruit
(Figure 58). Les signaux sont numérotés en fonction de la structure et une liste de décalage
chimique est affichée. Cela montre facilement Si
les intensités de carbones appariés sont homogénes et sont donc hypothétiquement des signaux
appartenant a la méme molécule. 1l est ainsi possible pour [l'utilisateur de lier
les informations recueillies a partir de la structure, du spectre et des déplacements chimiques et
de décider, finalement, de supprimer ou d'ajouter des déplacements chimiques, puis de modifier
le score de la molécule sélectionnée. Cette fonction peut étre, par exemple, utilisée pour
supprimer un carbone correspondant a une intensité anormale (c'est-a-dire qu'il appartient
probablement a une autre molécule) ou pour ajouter un carbone quaternaire qui n'a pas été
apparié car il n'a pas été sélectionné sur le spectre en raison de sa faible intensité, ou prédit un
peu trop loin, etc... Si un carbone est ajouté ou retiré, le spectre et les carbones surlignés sur la
structure seront par conséquence mis a jour. Il est également possible de supprimer une
molécule si nécessaire (par exemple pour des considérations de chimiotaxonomie). Une fois
que les résultats ont été veérifies par l'utilisateur, ils peuvent étre enregistres sous forme de fichier

texte et image [192].
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Figure 58: Déreplication par RMN du 13C pour l'identification des constituants d’'un mélange
complexe, inspirée de Bruguiére et al. [192].

b- Application de la déréplication par RMN *3C & la F6_Flash des boutons floraux de
C. azarolus

Afin d’appliquer 1’étude déréplicative sur notre fraction issue de C. azarolus, nous avons
créé une base de données prédites de 491 produits naturels précédemment rapportés dans le
genre Crataegus. La construction de cette BD assez riche en composés pourrait servir non
seulement a 1’étude de nos mélanges actifs sur I’arginase mais également a de futures études
éventuelles de diverses espéces appartenant au genre Crataegus voire d’autres especes

découlant de la famille des rosacées.

LaF6_Flash a été soumise a des analyses en RMN *3C, DEPT 135 et 90 selon un nombre
de scans adéquat a la concentration de cette fraction. Les données expérimentales obtenues
(déplacements chimiques du carbone 13 (6C) ainsi que les données DEPT 135 et 90) ont été
minutieusement traitées avec le logiciel de RMN MestReNova®, exportées vers Excel® et

introduites sous format .csv au logiciel de matching : MixONa.
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Comme résultat, le logiciel MixONat nous a suggéré la présence du 8-méthoxylkaempférol-3-
O-p-glucopyranoside (de masse molaire égale a 478 g/mol) comme composé principal de la
fraction F6_Flash avec un score de 0,95/1 (Figure 59). Cette hypothése est cohérente avec les
résultats obtenus a I’issue de 1’analyse LC-MS, qui ont montré la présence, dans 1’extrait, d’un
composé élué a partir de 43 min (le bCa-35, Tableau 6 page 211), caractérisé par un ion
pseudomoléculaire [M-H] am/z 477. Le spectre RMN 3C reconstitué de ce composé, montrant

les 6 SDF et leurs intensités correspondantes, est représenté sur la Figure 60.
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Figure 59: Un apercu sur quelques composés proposés a l'issue de I'analyse déréplicative par
RMN 13C de la F6_Flash.
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Figure 60: Structure et spectre reconstitué par le logiciel MixONat du composé majoritaire de
la F6_Flash (le 8-méthoxylkaempférol-3-0-6-glucopyranoside).
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Ce composé n’a jamais été décrit chez 1’espéce C. azarolus et n’a jamais été testé sur I’arginase

ce qui a encouragé son isolement et sa purification a partir de notre extrait.

c- Application de la déréplication par RMN **C a la F7_Flash

La fraction F7 Flash, ayant montré une activité inhibitrice de I’arginase de 1’ordre de
78 % & 100 pg/mL, a été a son tour soumise a une étude déréplicative par RMN du 3C suivant
les mémes étapes appliquées sur la F6_Flash et en utilisant la méme BD constituée de 491
molécules. A I’issu de cette étude, le logiciel MixONat nous a suggéré la présence d’acide
parahydroxycinnamique avec un score de 0,89/1 (Figure 61). Le spectre RMN *C reconstitué
de ce composé, montrant les & SDF et leurs intensités correspondantes, est représenté sur la
Figure 62.

— == ALy A
72N HO—1 — OH . j!, / OH
ot T g

OH \\
Rank: 1(8/8 C) Rank: 2 (6/9 C) Rank: 3 {8/13 C) Rank: 4 (4/7 C)
CAS-7400-08-0 CAS-331-38-5 ID: 491 1D: 393
MW: 164.16 MW: 180.16 MW: 282.26 MW: 12212
Score match: 0.89 Error : 4.75 Score match: 0.67 Error : 5.36 Score match: 0.62 Error : 5.04 Score match: 0.57 Error - 1.88

Figure 61: Un apercu sur quelques composés proposés a l'issue de 'analyse déréplicative par
RMN 13C de la F6_Flash.
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Figure 62: Structure et spectre reconstitué par le logiciel MixONat du composé majoritaire de
la F7_Flash (I'acide p-coumarique).
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Rappelons que la F7_Flash contient les composés élués entre 48 minutes et 65 minutes et
que 1’analyse par LC-MS de ’extrait brut des boutons floraux de C.azarolus (Tableau 6 page
211) a montré que ces composes possedent des poids moléculaires compris entre 380 et 620
Da, il semble que la fraction F7_Flash contient majoritairement des dérivés de 1’acide p-
coumarique a poids moléculaire dépassant 380 Da. De tels composés n’existent pas dans notre
base de données prédite du genre Crataegus. Par conséquent, le logiciel ne peut pas proposer
la structure compléte du composé mais il propose plutdt un fragment de cette derniére. De ce
fait, I’isolement de ces molécules serait pertinent afin d’identifier leur structure compléte et de

les tester sur I’arginase.

1.4. Fractionnement de I’extrait des boutons floraux de C. azarolus par
CLHP préparative

Il est important a noter que les masses des fractions F6_Flash et F7_Flash obtenues lors
du 1* fractionnement, par chromatographie Flash, a partir de I’extrait brut (Figure 55), étaient
de I’ordre de 36 mg et 12 mg respectivement, ce qui présente des masses faibles pour isoler des
composés naturels qui seront ensuite analysés par des techniques spectroscopiques pour
I’¢élucidation compléte de leurs structures et pour les tester par la suite sur I’arginase. Il a donc
été nécessaire d’utiliser 1’extrait brut initial, dont la masse est plus abondante, pour 1’isolement
des composés que nous avons repérés comme produits intéressants dans les fractions F6_Flash
et la F7_Flash. Les composés cibles pour la purification étaient donc, en priorité, le composé
majoritaire de la F6_Flash (le 8-méthoxylkaempférol-3-O-B-glucopyranoside, tel que proposé
par le logiciel MixONat) puisqu’il n’a jamais été isolé de C. azarolus. Ceci permettra de
confirmer pleinement sa structure et de le tester ensuite sur I’arginase, de méme que le composé
majoritaire de la fraction F7_Flash puisque, d’une part la structure compléte de ce composé n’a
pas été déterminée par la déreplication par RMN du *3C, et que d’autre part, ce composé n’a

jamais éte decrit également chez C. azarolus.

La purification des composés cibles a été réalisée par chromatographie CLHP préparative
en conservant les mémes conditions de séparation fixées grace a la CLHP analytique. La
transposition de la méthode de la CLHP analytique vers la CLHP préparative ayant été assez
reproductible et répétable, cela nous a permis, grace a plusieurs purifications successives, de

fractionner 425 mg de I’extrait et d’isoler les deux composés majoritaires de I’extrait élués vers
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un tr de 43 minutes et 63 minutes respectivement et nommés bCa-35 et bCa-48 (Figure 63, ci-

dessous).

Outre les composés bCa-35 et bCa-48, le fractionnement de 1’extrait méthanolique des
boutons floraux de C. azarolus nous a permis de récupérer deux autres cComposés purs Nnommes
bCa-28 et bCa-40 élués respectivement a 40,1 et 47,2 minutes (Figure 63, ci-dessous). Les
composes minoritaires intermédiaires ont été également collectés sous formes de « sous-
fractions » nommeés sf; CLHP, sf,_ CLHP et sf3_CLHP. Les structures des composés bCa-28,
bCa-35, bCa-48 et bCa-40 ont été élucidés grace aux techniques spectroscopiques (RMN 1D et
2D ainsi que la masse a haute résolution HR-MS). Les « sous-fractions » sf;_CLHP, sf, CLHP
et sf3_CLHP, provenant de fractions initialement actives sur 1’arginase, ont été analysees par

CLHP-MS".
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Figure 63: Schéma de I'isolement des composés purs a partir de I'extrait brut des boutons floraux de C. azarolus par CLHP préparative.

Rym ATTIA \ Contribution a 1'étude de la flore Tunisienne et recherche d'inhibiteurs d'origine naturelle de I'arginase

233



1.5. Détermination des structures des composés isolés

Dans cette section nous détaillons 1’¢lucidation structurale des quatre composés purs

isolés des boutons floraux de I’azarole.

1.5.1. Compose bCa-28 : Hypéroside (quercétine 3-O-galactoside)

Le composé bCa-28 (Figure 64) a été isolé a partir de 1’extrait méthanolique des boutons
floraux de C. azarolus sous forme d’un cristal jaune clair. Son spectre de masse haute résolution
(ESI-Q-TOF), en mode positif, présente un pic pseudomoléculaire a m/z [M+H]" = 465,1027,
ce qui correspond a une formule brute s’établissant en Co1H20012 pour une masse calculée de
464,0955 (Figure 101 page 353). Le spectre de masse haute résolution de ce composé montre
aussi un pic a m/z [2M+Na]® = 951,1792 et un ion fragment a m/z [M+H-162]* = 303,0497
correspondant a la perte d’un hexose. Dans la région aromatique du spectre RMN *H, plusieurs
signaux apparaissent ; nous notons la présence de deux doublets a 6y 7,55 et 6,80 intégrant
chacun pour 1H et un doublet de doublets a on 7,64 qui appartiennent tous au noyau B de la
flavone. Deux singulets intégrant pour 1 H chacun sont présents également a 6n 6,15 et 6,37 ppm
: placés sur le noyau A de la flavone. La glycosylation du 3-hydroxyle a été déduite du signal
du proton anomérique a on 5,37 (d, J = 7,2 Hz) qui corréle en HMBC avec le carbone en C-3 a
dc 133,72 ppm (Tableau 19 page 353 et Annexe 5).

Le Hypéroside a été isolé auparavant des feuilles de I’espéce C. azarolus [405].

Ce composé a été testé sur I’arginase I bovine et a montré une Clso de 100 uM, ce qui
représente une activité inhibitrice intéressante comparativement aux inhibiteurs naturels
(Tableau 1 page 78) mais cette valeur reste encore loin de celles des composés synthétiques de

référence (tel que la nor-NOHA, Clso=1,7 £ 0,7 UM sur I’arginase I bovine [406].
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Figure 64: Structure du composé bCa-28.

1.5.2. Compose bCa-35 : 8-Methoxykaempférol 3-glucoside

Le flavonoide glycosylé bCa-35 (Figure 65) était le principal composé isolé des boutons
floraux de Crataegus azarolus. Il est isol¢ sous forme d’une poudre de couleur marron odorante.
Son spectre de masse haute résolution (ESI-Q-TOF), en mode positif, présente un pic
pseudomoléculaire a m/z [M+H]* = 479,1188, ce qui correspond a une formule brute
s’établissant en C22H22012 pour une masse calculée de 478,1111 (

Figure 102 page 355). Le spectre de masse haute résolution de ce composé montre aussi un pic
am/z [2M+Na]* = 979,2122 et un ion fragment a m/z [M+H-162]* = 317,0658 correspondant
a la perte d’un hexose. Sur le spectre RMN *H de ce composé, le groupe hydroxyle libre en C-
5 est apparu en singulet a o 12,29 (déblindé). Sur ce méme spectre, dans la région aromatique,
nous remarquons la présence de deux doublets a dn 6,91 et 8,06 ppm intégrant chacun pour 2H.
Un singulet intégrant pour 1H est présent également a ox 6,26 ppm. La glycosylation du 3-
hydroxyle a été déduite du signal du proton anomérique a én 5,46 ppm (d, J = 7,2 Hz) qui correle
en HMBC avec le carbone en C-3 a &c 133,14 ppm (Tableau 20 page 355, Annexe 6). Sur la
base de ces résultats, la molécule nommée bCa-35 a été identifiée comme étant le 8-

méthoxykaempférol-3-O-p-glucopyranoside.
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Ce compose a éte isolé auparavant de la plante Crataegus monogyna [407], [408].

HO

OH

OH

Figure 65: Structure du composé bCa-35.

A notre connaissance, ce composé n’a jamais été testé pour ses activités biologiques.

Ainsi, il serait intéressant d’examiner les effets biologiques de ce flavonoide.

Nous avons testé ce composé sur I’arginase I bovine et il a montré une Clso de 300 pM,
valeur restant encore faible par rapport aux produits synthétique de référence (tel que la nor-
NOHA, Clso=1,7 £ 0,7 UM sur I’arginase I bovine [406].

1.5.3. Compose bCa-40 ; 8-méthoxykaempférol-3-O-(6-acétyl-f3-
glucopyranoside)

Le spectre UV du composé bCa-40 était typique d’un flavonol avec un seul groupe
hydroxyle sur son cycle B (Figure 103 page 357, Annexe 7). Son spectre de masse haute
résolution (ESI-Q-TOF), en mode positif, présente un pic pseudomoléculaire a m/z [M+H]" =
521,1299, ce qui correspond a une formule brute s’établissant en C24H24013 pour une masse
calculée de 520,12170. Le spectre HR-MS en électrospray de ce composé, montre aussi un ion
am/z [2M +Na]* = 1063,2337. Les spectres RMN 1D (*H *3C) et 2D de ce composé ressemblent
aux spectres du composé précédent (bCa-35). En revanche, une différence marquée a été
observée sur le spectre RMN *H a des déplacements chimiques assez bas (Annexe 7). En effet,
un singulet, qui intégre pour 3H, est détecté a 1,74 ppm, ceci montre la présence d’un CHs

supplémentaire sur la structure du composé bCa-40. Ce spectre RMN *H dans le DMSO a révélé

236
Rym ATTIA \ Contribution a 1'étude de la flore Tunisienne et recherche d'inhibiteurs d'origine
naturelle de I'arginase



aussi deux doublets (type AA'XX") a 6 8 ppm (J=8,8 Hz ; H-2'/6") et a 6 6,9 (J=8,8 Hz ; H-3"/
5'), un singulet a 6 6,29 (H-6) et un singulet intégrant pour 3 H a 6 3,8 (OCH3). En outre, un
doublet a 6 5,25 ppm (J = 7,2 Hz), est apparu ce qui était en accord avec une unité [-
glucopyranose (Tableau 21 page 357 et Annexe 7). Quant au spectre *C de ce composé, il se
distingue, en plus des signaux repérés pour le composé précédent (bCa-35), par un carbone a
169,8 ppm qui corréle, en HMBC, avec le singulet & 1,75 et un carbone a 63,15 ppm (Tableau
21 page 357 et Annexe 7). Ces données témoignent de la présence d’un groupement 6"-O-
acetyle [409]. Ce composé a été identifié, ainsi, comme étant le 8-méthoxykaempferol-3-O-(6-

acetyl-g-glucopyranoside. Il s’agit d’un nouveau produit.

OH

o OH

Figure 66: Structure du composé bCa-40.

Un composé, dont la structure est assez proche de notre composé, a été identifié
auparavant chez I’espéce Crataegus monogyna [408]. Il s’agit du 8-méthoxykaempférol-3-O-
(6"-malonyl-B-glucopyranoside) dont des traces ont été repérées sur le spectre 3C de notre

composé nommé bCa-40.

Ce composé a été isolé malheureusement en faible masse, ne permettant pas de le tester

sur I’arginase.
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1.5.4. Composé bCa-48: N, N°, N*°, tricoumaroylspermidine

Le composé bCa-48 (Figure 67) a été isolé a partir de I’extrait méthanolique des boutons floraux
de C. azarolus sous forme d’un cristal marron foncé caractérisé par une forte odeur. Son spectre
de masse haute résolution (ESI-Q-TOF), en mode positif, présente un pic pseudomoléculaire a
m/z [M+H]" = 584,2762 ce qui correspond a une formule brute s’établissant en C34H37N306
pour une masse calculée de 583,2682. Le spectre HR-MS en électrospray de ce composé,
montre aussi un ion a m/z [2M+Na]" = 1189,5259 et un ion fragment a m/z [M+H-146]" =
438,2386 correspondant a la perte d’un groupement p-coumaroyle (Figure 104 page 359). Le
spectre de RMN *H de ce composé est trés complexe (Annexe 8), cela étant peut-étre di a la
présence de conforméres. L’analyse dans le DMSO-ds de ce dernier nous a permis d’observer
les sighaux correspondant aux fonctions hydroxyles et éventuellement amines ou amides. En
effet, le signal a 6 H 9,83 intégrant pour 3H peut correspondre a trois groupements hydroxyles
dans la molécule et les signaux entre 7,91 et 8,12 ppm, intégrant pour 3H également peuvent
correspondre aux NH-1, NH-5 et NH-10. Des protons aromatiques peuvent étre repérés entre d
H 6, 68 et 7, 54 ppm. Sur ce spectre RMN *H, nous pouvons distinguer aussi deux doublets
centrés a 7,54 ppm et 7,49 ppm, avec des constantes de couplage de 8,4 Hz et 8,8 Hz
respectivement. Il s’agit de protons aromatiques ayant un voisin en ortho. En ce qui concerne
les protons aromatiques, il est précisé, dans le cas de la tricoumaroylspermidine, que les
signaux d’un groupement coumaroyle en position 5 sont légérement plus déblindés que ceux
des groupements situés en bout de chaine de la spermidine [400]. A partir du massif entre & H
7,28 et 7,55 ppm un doublet est distingué, ayant une constante de couplage de 15,6 Hz. Il
caractérise une double liaison en trans. Le massif entre 6,76 et 6,79 ppm laisse voir un doublet
ayant une constante de couplage J = 15,2 Hz ce qui correspond a une autre double liaison trans.
Le massif entre 6 H 6,37 et 6,43 ppm montre un doublet intégrant pour 1 proton avec une
constante de couplage de 15,6 Hz. Il caractérise une troisieme double liaison en trans. Un
multiplet centré a 1,54 ppm a éte detecté, intégrant pour 6 protons ce qui peut correspondre a 3
groupements CH». Un autre multiplet centre a 3,15 ppm a été détecté intégrant pour 8 protons
ce qui peut étre attribué a 4 groupements CH: de la chaine de spermidine.

En RMN-33C (DMSO-d6), les signaux autour de 8§ C 165 ppm correspondent aux
carbonyles de la molécule. Les signaux a 6C 114-116 ppm peuvent étre associés aux C3 et C5
des cycles aromatiques et aux C en o de ces derniers, le signal a C 141,49 ppm est attribué aux
C en B de ces noyaux et les signaux aux alentours de 158 ppm sont attribués aux C4 des cycles

aromatiques. Par conséquent, tous ces signaux appartiennent aux 3 groupements coumaroyl.
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Les signaux entre 6C 125-129 ppm peuvent étre associes de méme aux carbones des cycles
aromatiques. Les 7 CH2 apparaissent entre 6C 27 et 49 ppm.

A partir de ces données et en comparant ces résultats avec les données de la littérature, la
structure du composé bCa-48 a été proposée comme étant la N, N° N¥-tri-p-(EEE)-

coumaroylspermidine.

Bien que ce composé soit identifié auparavant dans le genre Crataegus [404], le logiciel
MixONat n’a pas suggéré sa présence dans la fraction F7 Flash (Partie 11 :Chapitre 3 :1.3.2.¢)
car il n’a pas été intégré dans la base de données prédite. Ceci peut étre une limite de I’étude
déréplicative par RMN du 3C. En effet, le succés de cette étude déréplicative est dépendant de
la qualité de la base de données construite par le manipulateur.

HN =

OH
HO OH
\Q\/YH \(\/G/
AN IS SNX
o) o

Figure 67: Structure possible du composé bCa-48.

Remarque : d’autres signaux apparaissent sur le spectre RMN-'H de ce composé, il est

donc probable que ce composé soit isolé sous forme d’un mélange de plusieurs isomeres.

Ce composé a été isolé malheureusement en faible masse, ne permettant pas de le tester

sur I’arginase apres les analyses en HR-MS et en RMN.

1.6. Etude des sous-Fractions

Suite au fractionnement de 1’extrait MeOH des boutons floraux de C. azarolus par CLHP
préparative, trois mélanges de composes minoritaires ont été collectés, en plus des composés
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purs. Ces mélanges ont été testés sur I’arginase I bovine puis analysés par LC-MS/MS (Figure
63 page 233).

1.6.1. Activité biologique

Les sous-fractions nommeées sf;_CLHP, sf,_ CLHP et sfs_CLHP, étant récupérees en
quantités suffisantes (Figure 63 page 233), ont été testées sur I’arginase. Ces mélanges de
constituants ont montré des activités inhibitrices de ’arginase entre 55 et 65% a 100 pg/mL
(Figure 68 ci-dessous). Elles représentent des activités biologiques non négligeables pour des
mélanges complexes de composés minoritaires dans 1’extrait. Ainsi ces sous-fractions ont subi

une étude par CLHP-MS".

% inhibition de I'arginase | bovine

80%
65% 0
0% 51%

55% 55%

60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

sF1_CLHP  sF2_CLHP  sF3_CLHP  nor-NOHA

Figure 68 : Activité des sous-fractions obtenues par CLHP a partir de I'extrait méthanolique des
boutons floraux de C. azarolus (testées a 100 ug/mL), la nor-NOHA a été testée a 4 uM.

1.6.2. Analyse des sous-fractions par LC-MS"

La séparation des sous-fractions a été optimisée par CLHP analytique avant de réaliser
I’analyse en masse basse résolution (Annexe 4). Ceci est opéré dans le but de mieux visualiser
les composés de ces mélanges de produits et de détecter éventuellement les composes
minoritaires non apergus lors de 1’analyse initiale de 1’extrait brut. Ces échantillons, contenant
des composés de polarité moyenne, une séparation sur phase inverse a été adoptée avec un
gradient d’éluant constitué¢ d’'un mélange EUP+0,1% acide formique (A) et ACN (B) et allant
de 15% a 40% de (B) pendant 40 minutes. Ensuite 100% de (B) pendant 10 minutes a été
applique. Ceci a conduit a la détection de plusieurs composes au sein de ces sous-fractions.
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a- Etude de la sous-fraction 1 (sf1_CLHP)

L’analyse de la sous-fraction (sF1_CLHP) par LC-MS" a conduit a la détection de 10 pics
bien distincts. Certains composés ont été déja détectés au cours de I’analyse de 1’extrait brut
initial des boutons floraux de C. azarolus tels que 1’(épi)catéchine-4,8'-(épi)catéchine), la
vitexine 2”-O-rhamnoside, le diméthoxy-kaempférol-O-hexose, la craténacine (bCa-29, bCa-
23, bCa-36 bCa-32, respectivement). En outre, le composé majoritaire de 1’extrait, le 8-
methoxykaempférol 3-glucoside (bCa-35) a également été détecté dans cette sous-fraction avec
le nouveau composé, le 8-méthoxykaempférol-3-O-(6”-acétyl-f-glucopyranoside (bCa-40)
(Tableau 7).

Par ailleurs, le composé bCa-36 (Tableau 7) €lué a un tr del6,8 minutes et détecté a
m/z 507, n’a pas étre identifié de maniére précise. En revanche ce dernier montre un fragment
a m/z 285 correspondant a I'aglycone kaempférol. 1l présente aussi un ion fragment a m/z 315
détecté chez le 8-méthoxykaempférol-3-O-4-glucopyranoside élué juste avant et possede en
plus un poids moléculaire qui dépasse ce dernier de 30 Da pouvant correspondre a un
groupement OCHz supplémentaire. Il semble ainsi que ce composé correspond a un diméthoxy-
kaempférol-O-hexose ; il reste donc a déterminer les positions du sucre et des méthoxyles sur
ce composé. A notre connaissance, aucun composé possédant ce poids moléculaire n’a été

rapporté dans le genre Crataegus.

Des composés non détectables dans 1’extrait brut initial mais trouvés dans cette fraction
ont été également repérés, tels que bCa-52, bCa-53 et bCa-54.

Le pic bCa-52, (tr 9,1 min) a été détecté & m/z 865. Ce composé a été attribué a une
proanthocyanidine trimére de type B avec des unités monomeres d’épicatéchine (Tableau 7).

La myricétine 3-O-rhamnoside (myricitrine, (bCa-53)) a été éluée a un temps de rétention
de 13,5 min et a montré un ion [M-H] a m/z de 463. Ce composé a manifesté la perte neutre de
la fraction rhamnoside (146 Da) a m/z 317 et des ions fragments caractéristiques a m/z 316 ;
287 ;271 ; 179 et 151. 1l a éte signalé pour la premiére fois dans Crataegus monogyna [391].

Le composé bCa-54 €élué a un tr de 17,1 minutes, a été détecté a m/z 447, ce qui
correspond a I’ion pseudomoléculaire [M-H]. Ce composé a exprimé une perte neutre du
groupement hexosyle conduisant & un fragment a m/z 285 correspondant a I'aglycone
kaempférol. Aprés comparaison de sa fragmentation a la littérature, ce composé a été attribué

au kaempférol 7-O-glucoside [391].
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L’(épi) catéchine-4,8'-(épi) catéchine-4',8"- (épi)catéchine (bCa-52), la myricétine 3-O-
rhamnoside (bCa-53) et le kaempférol 7-O-glucoside (bCa-54) sont des composes minoritaires
trouvés dans les boutons floraux de cette plante.
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Tableau 7 : Données chromatographiques et spectrales des composés détectés dans la sF;_CLHP issue de I'extrait méthanolique des boutons
floraux de C. azarolus

Pic tr [M-H]" Fragments MS" Tentative d’identification Réference
(min)

bCa-29 7,6 577 425, 407, 451 (Epi)catéchine -4,8'-(épi)catéchine (isomére) [391]

bCa-52 9,1 865 739, 713, 695, 677, 577, 543, (Epi) catéchine-4,8'- (épi) catéchine-4',8"- (épi)catéchine [391]

525, 407, 287 (isomeére)

bCa-23 121 S77 413, 293, 249 Vitexine 2"-O-rhamnoside [391]

bCa-53 135 463 316, 287, 271, 179, 151 Myricétine 3-O-rhamnoside (myricitrine) [391]

bCa-35 16,3 477 462, 315, 300, 271, 255 8-Méthoxykaempférol 3-glucoside*

bCa-36 16,8 507 492, 345,329,315, 301, 285  Diméthoxy-kaempférol-O-hexose

bCa-54 17,1 447 285, 255, 227 Kaempférol 7-O-glucoside [391]

bCa-55 17,5 477 357, 314, 299, 285, 271, 151  Non identifié (dérivé de kaempférol)

bCa-40 18,7 519 504, 315, 300, 271, 255 8-méthoxykaempférol-3-O-(6-acétyl-p-glucopyranoside) *

bCa-32 19,2 619 499, 413, 293 Craténacine (isomere) [391]

*isolé de I'extrait (voir section 1.5.2 et 1.5.3)
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b- Etude de la sous-fraction 2 (sF2_ CLHP)

La sous-fraction 2 (sF2 CLHP) s’est montrée plus riche avec principalement 15 pics
(Tableau 8). Certains composés ont été déja décrits dans 1’extrait brut (Tableau 6 page 211)
comme les composés bCa-23, bCa-25, bCa-35, bCa-36, bCa-40, bCa-41 et bCa-48/49/50.

D’autres composés n’ont €té repérés que suite au fractionnement de 1’extrait brut et a
I’obtention de la fraction sFo_CLHP tels que, les composés bCa-56, bCa-57, bCa-59 et bCa-61.

Le pic bCa-56, ayant un tr de 17,8 min et un ion [M-H] a m/z 563, a été attribué au 8-
méthoxykaempférol 3-O-(6"-malonyl-B-glucopyranoside) qui a été isolé auparavant des
feuilles et de fleurs de Crataegus [408].

La fragmentation du pic bCa-57, élué a un tr de 20,5 min et caractérisé par un [M-H] a
m/z 661 (Tableau 8) a été comparée aux données de la littérature et ce pic peut étre attribué a
une 2"-O-acétylrhamnosyl-C-acétylhexosyl-apigénine ou a wune 2"-O-rhamnosyl-C-
diacétylhexosyl- apigéenine [392].

A un temps de rétention de 25,5 min, le pic bCa-59 (Tableau 8) a pu étre détecté. Il s’agit
d’un dérivé d'acide ellagique qui montre un ion pseudomoléculaire déprotoné a m/z 545. Ce
composé a produit un pic de base MS? a m/z 315 [M-H-230]" par la perte neutre d'un
rhamnosyle et de deux groupements acétyles a partir de 1’ion pseudomoléculaire [M-H]". Un
autre ion fragment a m/z 300 [M-2H-230-15]" a été détecté suite a la perte neutre d’un
groupement méthyle. Ce pic a été attribué a I’acide 3-O-méthylellagique-4'-(2",3"-di-O-acétyl)-
rhamnoside [391] (élué a un tr de 25,5 min).

A un temps de rétention assez élevé (32,9 minutes, bCa-61, Tableau 8), un acide
linoléique a été identifié nommé acide oxo-dihydroxy-octadécénoique (bCa-61), ce composeé se
caractérise par un ion pseudomoléculaire & m/z 327 [M-H] et un pic de base & MS? & m/z 229
[410].

De plus, cette fraction se caracterise par la présence de plusieurs composés montrant des
ions pseudomoléculaires [M-H] a m/z 582 (bCa-48/49/50/60). Un composé azoté possédant
une masse moléculaire identique a été isolé de 1’extrait brut initial des boutons floraux de
I’azarole et a été identifié comme étant la N*, N°, N%-tri-p-(EEE)-coumaroylspermidine (Partie
Il :Chapitre 3 :1.5.4). Comme suggéré précédemment, il semble que plusieurs isomeres de ce
composé existent au sein de cet extrait. En effet, il a été rapporté dans la littérature [400] qu’en

raison de I'asymétrie de la molécule N*, N°, N*°-tri-p-coumaroylspermidine (7 - (CH2) (3- entre

244
Rym ATTIA \ Contribution a 1'étude de la flore Tunisienne et recherche d'inhibiteurs d'origine
naturelle de I'arginase



N-1 et N-5 et 4 entre N-5 et N-10)) huit stéréoisomeres, ayant différentes géométries des trois
doubles liaisons oléfiniques existantes, sont possibles comme suit: EEE, EEZ, EZE, EZZ, ZEE,
ZZE,ZEZ et ZZZ. Nous avons ainsi essaye de retrouver les isomeres existant dans notre fraction
en comparant les spectres UV des pics repérés ayant un [M-H]" a m/z 582 aux données de la
littérature, ceci est fait a 1’aide d’une analyse par CLHP-DAD de cette fraction. Les résultats

obtenus ont fourni les spectres UV résumés dans la Figure 69.
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Tableau 8 : Données chromatographiques et spectrales des composés détectés dans la sF; CLHP issue de I'extrait méthanolique des boutons

floraux de C. azarolus

Pic tr [M-H] Fragments MS" Tentative d’identification Référence
(min)
bCa-23 10,5 577 413, 293 Vitexine 2"-O-rhamnoside [391]
bCa-25 11,1 609 301, 300, 255, 179 Quercétine 3-0O-(6-O- rhamnosyl-glucoside) [391]
(rutine)
bCa-35 15,2 477 462, 315, 300, 271, 255 8-Méthoxykaempférol 3-glucoside*
bCa-36 16,8 507 492, 345,329,315, 301, diméthoxy-kaempférol-O-hexose
285, 257,
bCa-40 17,3 519 315, 300, 271, 255 8-méthoxykaempférol-3-O-(6”-acétyl-f3-
glucopyranoside) *
bCa-56 17,8 563 519 8-méthoxykaempférol3-O-(6"-malonyl-f- [408]
glucopyranoside)*
bCa-41 18 619 499, 413, 293 Craténacine (isomére) [391]
bCa-57 20,5 661 601, 541, 455, 395, 293 2"-0-acétylrhamnosyl-C-acétylhexosyl-apigénine [392]
ou 2"-O-rhamnosyl-C-diacétylhexosyl- apigénine
bCa-58 22,8 661 601, 455, 293 2"-0-acétylrhamnosyl-C-acétylhexosyl- apigénine [392]
ou 2"-O-rhamnosyl-C-diacétylhexosyl- apigénine
bCa-59 25,5 545 530, 315, 300, 271, 255 Acide 3-O-Méthylellagique 4'-(2",3"-di-O-acétyl)- [391]
rhamnoside
bCa-60 27,4 582 462, 436, 342 N, N° N*- tricoumaroylspermidine (isomére) [400]
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bCa-48/49/50/60

bCa-48/49/50/60
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*isolé de I'extrait (voir section 1.5.2 et 1.5.3)
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Figure 69 : Spectres UV du N?, N°, N*-tri-p-(EEE)-coumaroylspermidine (E) et ses photoisoméres ; A et C, mélange d’isoméres ZZE/EEZ ; B, N* ,N°
,N0-tri-p-(ZZZ)-coumaroylspermidine; D, mélange de d’isoméres EEZ.
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Cing spectres d’absorption UV ont été obtenus, y compris celui correspondant a l'isomére
EEE isolé préalablement de 1’extrait brut (Figure 69 E).

. Nous retrouvons également dans notre fraction des spectres UV montrant la présence
d’un mélange d’isoméres ZZE/EEZ (Figure 69 A et C), de I’isomeére N*,N° N-tri-p-(ZZZ2)-
coumaroylspermidine (Figure 69 B).et d’un mélange d’isoméres EEZ (Figure 69 D).[400]. En
effet, il semble que ce composé est sensible a la lumiére, puisqu’aprés une exposition longue a
la lumiere I'isomere EEE d'origine disparait et le systéme arrive a un équilibre sous forme d’un
mélange de produits d'isomérisation [400].

Ainsi, la complexité des données RMN observées lors de 1’élucidation structurale du
composé bCa-48 (Partie Il :Chapitre 3 :1.5.4) peut étre due, en plus de la complexité de la
molécule, a la présence d'un mélange de photoisomeéres qui comprend des unités oléfiniques Z
et E, ce qui est cohérent avec I’observation, dans la région oléfinique du spectre RMN *H du

bCa-48, de constantes de couplages de I’ordre de 13 et 16 Hz (Annexe 8).

Pour finir, grace a 1’étude de la sous-fraction sF>_CLHP des composés minoritaires ont
été repérés et identifiés comme étant: le 8-méthoxykaempférol 3-O-(6"-malonyl-f-
glucopyranoside) (bCa-56) [408], la 2"-O-acétylrhamnosyl-C-acétylhexosyl-apigénine ou la
2"-0O-rhamnosyl-C-diacétylhexosyl- apigénine (bCa-57) [392], I’acide 3-O-méthylellagique-4'-
(2",3"-di-O-acetyl)-rhamnoside (bCa-59) [391] et I’acide oxo-dihydroxy-octadécénoique (bCa-
61) [410].

c- Etude de la sous-fraction 3 (sFs_CLHP)

De méme la sF3_ CLHP obtenue par CLHP a partir de 1’extrait méthanolique des boutons
floraux de Crataegus azarolus a présenté plusieurs composés (Tableau 9).

Certains composés ont été déja décrits dans 1’extrait brut initial ou dans les sous-fractions
précédentes (Tableau 9 VS Tableau 8, Tableau 7 et Tableau 6) mais d’autres COmposés ont été
détecté uniquement aprés ’analyse de la sous-fraction sFz3_CLHP comme les composés bCa-
62, bCa-63 et bCa-64.

Le kaempférol 7-O-(6-O- rhamnosyl-glucoside) (bCa-62), élué a 13,9 min, a présenté un
ion déprotoné a m/z 593. Le spectre MS" de ce composé a montré des ions correspondant a

I'aglycone kaempférol (m/z 285) par la perte neutre du rhamnosyl-hexoside [M — H — 308]".
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La quercétine 3-O-rhamnoside (bCa-63), dérivée de la lutéoline a été éluée a un tr de 15,7
min a m/z de 447 [M-H]" en ESI-négatif. Ce composé a été attribué aprés comparaison de son
schéma de fragmentation MS/MS aux données de la littérature [391].

La diosmétine 7-O-rutinoside (bCa-64) (tr 34,8 min) a m/z 607, a montré la perte d'unité
rutinoside [M — H — 308]" pour donner un pic de base a m/z 299 qui peut étre référe a la
diosmetine déprotonée. D’autres ions fragments sont présents pour ce composé tel que I’ion a

m/z 592 qui montre la perte d’un groupement méthoxyle a partir de 1’ion parent.

L’acide 9,10,13-trihydroxy-11-octadécenoique (bCa-64), est un acide gras qui est présent
dans notre fraction et dont nous avons détecté la présence par I’apparition d’un ion parent a
m/z 329 correspondant a [M-H]". Ce composé est caractérisé par un pic de base en MS? a
m/z 229.

En outre, comme observé dans la sous-fraction sF>_ CLHP, la sous-fraction sFs_ CLHP
montre la présence de plusieurs photoisoméres de N N° N -tricoumaroylspermidine

caractérises par des ions pseudomoléculaires [M-H] a m/z 582 .

Le kaempférol 7-O-(6-O- rhamnosyl-glucoside) (bCa-62) [391], la quercétine 3-O-
rhamnoside (bCa-63) [391], la diosmétine 7-O-rutinoside (bCa-64) [400] et I’acide 9,10,13-
trihydroxy-11-octadécénoique (bCa-64) [410] représentent des composés minoritaires de la

sous-fraction sFz qui ont été détectés a 1’aide de I’analyse LC-MS/MS.
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Tableau 9. Données chromatographiques et spectrales des composés détectés dans la sF3_CLHP issue de I'extrait méthanolique des boutons
floraux de C. azarolus

Pic tr [M-H] Fragments MS" Tentative d’identification Référence
(min)
bCa-1 4,8 353 191, 179, 135 Acide 3-O-caféoylquinique (acide néochlorogénique) [389]
bCa-53 12,2 463 316, 287, 271, 179, 151 Myricétine 3-O-rhamnoside (myricitrine) [391]
bCa-62 13,9 593 285, 241 Kaempférol 7-O-(6-O- rhamnosyl-glucoside) [391]
bCa-35 14,5 477 462, 315, 300, 271, 255 8-Méthoxykaempférol 3-glucoside*
bCa-63 15,7 447 301, 300, 179, 151 Quercetine 3-O-rhamnoside (quercitrine) [391]
bCa-40 16,8 519 315, 300, 285, 271, 255 8-methoxyKaempférol-3-O-(6-acétyl-B-
glucopyranoside) *
bCa-59 243 545 315, 300, 271, 255 3-0O-Méthylellagic acid 4'-(2",3"-di-O-acétyl)- [391]
rhamnoside
bCa-48/49/50/60 | 26,5 582 462, 436, 342 N, N° N*- tricoumaroylspermidine (isomére) [400]
bCa-48/49/50/60 | 27,7 582 462, 436, 342 N, N° N*- tricoumaroylspermidine (isomére) [400]
bCa-48/49/50/60 | 28,9 582 462, 436, 342 N, N° N*- tricoumaroylspermidine (isomére) [400]
bCa-48/49/50/60 | 30,3 582 462, 436, 342 N, N° N*°- tricoumaroylspermidine (isomére) [400]
bCa-64 34,8 607 592, 315, 299, 271, 255 Diosmetin 7-O-rutinoside (diosmin) [400]
bCa-65 36,4 329 311, 293, 229, 211, 171 Acide 9,10,13-trihydroxy-11-octadecenoique [410]

*isolé de I'extrait (voir section 1.5.2 et 1.5.3)
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1.7. Conclusion

L’étude phytochimique approfondie de I’extrait méthanolique des boutons floraux de
Crataegus azarolus, réalisée en faisant appel a divers outils chromatographies (CLHP-DAD-
UV, chromatographie flash-UV), spectroscopiques (HR-MS, LC-MS", RMN 1D et 2D) et aussi
informatiques (exp. logiciel de traitement des données RMN MestReNova, algorithme de
déréplication MixONat) a conduit a la caractérisation, au total, de 65 composés naturels dans
notre plante. Il s’agit de la premicere étude phytochimique compléte de cette espece. En effet,

46 composés sont décrits pour la premicre fois dans 1’espéce Crataegus azarolus.

Parmi les 150 a 1200 especes recenses dans le genre Crataegus [411], la Pharmacopée
Européenne référence six especes (C. monogyna, C. laevigata ou leurs hybrides ainsi que C.
pentagyna, C. nigra et C. azarolus) pour 1’amélioration de la fonction cardiaque. Ainsi des
espéces bien définies et des données phytochimiques précises sur les espéces de Crataegus sont
nécessaires. Dans ce contexte, nous avons constaté que d’un point de vue phytochimique,
Crataegus azarolus est trés proche de Crataegus monogyna. Par ailleurs, il a été décrit dans la
littérature que le 8-méthoxykaempférol-3-O-glucoside représente un marqueur pour la
différenciation de Crataegus monogyna et Crataegus pentagyna de I’espeéce Crataegus
laevigata [411]. Ce produit représente le composé majoritaire de notre extrait méthanolique des
boutons floraux de Crataegus azarolus. Ainsi il semble que le 8-méthoxykaempférol-3-O-

glucoside pourrait servir également a la distinction de C. azarolus de I’espece C. laevigata.

D’autre part, bien que les composés isolés de notre extrait et testés sur I’arginase
hépatique bovine ne soient pas tres actifs sur cette enzyme, comparés aux composés de
référence synthétiques tels que la nor-NOHA, cette étude sur le Crataegus azarolus peut

contribuer a I’enrichissement des données chimiotaxonomiques des especes de Crataegus.
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2. Etude de I’extrait chlorométhylénique des tiges de
Crataegus azarolus

2.1. Etude déréplicative de ’extrait brut

2.1.1. Analyse par RMN *3C

Fondée sur 1’analyse des spectres RMN expérimentaux de I’extrait DCM des tiges de
C.azarolus et apres leur comparaison avec les données de la BD du genre Crataegus , le
logiciel MixONat nous a proposés une liste de composés dont ceux présentant les meilleurs

scores ont été présentes sur la Figure 70.

Cette ¢tude déréplicative propose la présence majoritaire de terpénoides dans 1’extrait
brut. Le score le plus élevé (0,63/1) a été attribué a 1’acide swinhoeique (MM = 486 Da), suivi
de I’ester méthylique de I'acide ursolique avec un score de 0,58/1 (MM = 470 Da). Ensuite
plusieurs composés apparaissent avec le méme score de 0,57/1 qui sont 1’acide 20,38,6p,188,
23-pentahydroxy-olean-12-en-28-oique (MM = 520 Da), acide pomolique (MM = 472 Da) et
I’acide tormentique (MM = 488 Da). Bien que ces scores soient assez satisfaisants pour une
étude sur un extrait brut riche en composés et que cette technique nous a orienté sur le squelette
de base des composés majoritaires, cette analyse déréplicative reste insuffisante pour
I’¢lucidation structurale complete des métabolites présents dans 1’extrait brut. Les faibles scores
obtenus peuvent étre dus a la complexité de la matrice utilisée ou a I’absence des composés de
cet extrait dans la base de données construite. Cette derniére hypothése encourage 1’étude
phytochimique plus poussée de I’extrait des tiges de C.azarolus. En effet, la base de donnees
que nous avons construite était assez exhaustive, contenant les composés identifiés dans le
genre Crataegus jusqu’au mois de juillet 2019. Par conséquent, si les métabolites majoritaires
de I’extrait de tiges de C.azarolus ne figurent pas dans la base de données cela signifie qu’il

s’agit de nouveaux composés dans le genre Crataegus.

2.1.2. Analyse par CLHP-UV-DAD de I’extrait brut

L’analyse par CLHP-DAD a montré la présence de quatre composés UV-majoritaires a 280
nm, elués apres 25 min en utilisant une phase mobile en mode gradient constituée d’un mélange
252
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MeOH/eau de 60 % a 100 % de MeOH en 40 minutes sur une phase stationnaire inverse. Des
composes plus minoritaires sont eégalement présents dans ’extrait ( Figure 71). Les spectres

UV-visible des composés majoritaires de cet extrait sont résumés sur la Figure 72.
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Rank: 1 (19/30 C) Rank: 2 (18/31 C) Rank: 3 (17/30 C) Rank: 4 (17/30 C) Rank: 5 (17/30 C)

ID: 252 ID: 150 ID: 473 ID: 462 CAS-13850-16-3
MW: 486.68 MW: 470.73 MW: 520.7 MW: 4727 MW: 488.7
Score match: 0.63 Error : 12.74 Score match: 0.58 Error : 10.87 Score match: 0.57 Error : 8.82 Score match: 0.57 Error : 10.22 Score match: 0.57 Error : 11.84
(o]
//
HO—*‘L

330
oh
Rank: 6 (16/30 C) Rank: 7 (16/30 C) Rank: 8 (16/30 C) Rank: 9 (16/30 C) Rank: 10 (16/30 C)
ID: 439 ID: 487 ID: 489 ID: 228 1D: 460
MW: 484.67 MW: 472.7 MW: 488.7 MW: 426.72 MW: 440.7
Score match: 0.53 Error : 8.5 Score match: 0.53 Error : 8.89 Score match: 0.53 Error : 9.7 Score match: 0.53 Error : 10.32 Score match: 0.53 Error : 10.4

Figure 70 : Un apergu sur quelques composés proposés a l'issue de I'analyse déréplicative par RMN 13C de I’extrait chlorométhylénique des tiges
de Crataegus azarolus.
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Le composé qui fournit le spectre A ne possede, a priori, pas de chromophore bien
caractéristique d’une classe de composés. La majorité des spectres UV-visible des composés
détectés ont montré des spectres typiques des acides hydroxycinnamiques [388]. Effectivement,
Les spectres B et C montrent des maximas d’absorption a 215 et 330 nm ainsi que deux
épaulements vers 245 et 300 nm. Le spectre D appartient vraisemblablement a une molécule
dérivée de I’acide p-coumarique [388] caractérisée par un spectre UV-Visible indiquant deux
maximas d’absorption a 225 et 320 nm et un épaulement a 310 nm. Le profil des spectres UV-
visible E et F de la Figure 72, ainsi que leurs maximas d’absorption, indiquent la présence de
flavonoides dans I’extrait [412] qui sont caractérises par deux bandes d'absorbance. Le spectre
E se distingue par un épaulement fin a 230 nm et un maximum d’absorption a 275 nm et le
spectre F montre un maximum d’absorption a 245 nm ainsi qu’un épaulement assez large vers
a 325 nm.

Cette analyse préliminaire par CLHP/DAD-UV a permis d’obtenir des informations
concernant la classe de certains composés contenus dans 1’extrait DCM de tige de Crataegus

azarolus a savoir des acides hydroxycinnamiques et des flavonoides.
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Figure 71 : Chromatogrammes CLHP-UV (détection a 254 nm et 280 nm) de I’extrait chlorométhylénique des tiges de Crataegus azarolus.
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Figure 72 : Spectres UV des composés majoritaires de I’extrait chlorométhylénique des tiges de Crataegus azarolus, B, C et D spectres UV-visible
typiques d’acides hydroxycinnamiques, spectres E et F typiques des flavonoides.
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2.1.3. Analyse par CLHP-ESI-MS" de I’extrait brut

Aprés optimisation de la séparation des composés de 1’extrait brut des tiges de 1’azarole,
une analyse par CLHP-ESI-MS" a été menée. La majorité des composés de cet extrait se
fragmentent mieux en mode ESI-négatif mais quelques composés présentent une meilleure
fragmentation en mode ESI-positif. Les spectres de fragmentation des différents pics détectés
au sein de D’extrait chlorométhylénique de C.azarolus ont été confrontés aux données
disponibles dans la littérature. Certaines structures proposées demeurent néanmoins

hypothétiques, d’autant que certains composés expriment de nombreux isomeres (Tableau 10).

a- Caracterisation des triterpenoides

Les acides triterpéniques apparaissent en mode positif sous forme d’ions adduits
[M+Na]*, qui sont difficiles a rompre. En mode négatif, ils apparaissent principalement sous
forme d’ions moléculaires déprotonés et des fragments pourraient étre produits par la perte de
H-0 (-18 Da), HCOOH (- 46 Da), CO- (- 44 Da), CH3OH (-32 Da) ou C2H4O: (- 60 Da) [413].
L’apparition de certains ions caractéristiques sur les spectres MS? des acides triterpéniquespeut
donner des informations concernant leurs structures. En effet, I'existence d’un 23-OH sur le
squelette d’un composé pourrait donner I'ion produit par
la perte de 32 Da. L'acide triterpénoide de type 19-OH uranane pourrait a la fois générer des
fragments par la perte de 18 Da et 60 Da. L'acide triterpénoide de type 19-OH oléanane pourrait
a la fois générer les fragments par la perte de 18 Da et 46 Da. Ces €léments peuvent aider a
I'identification des acides terpénoides [413].

Le pic tCa-4, caractérisé par un trde 16,8 min et un ion moléculaire déprotoné a m/z 501
a été attribué a 1’acide azarolique avec un pic de base détecté a m/z 483 [M-H-H,O] montrant
la perte d’une molécule d’eau (18 Da). Un autre ion fragment a été apercu a m/z 441 di a la
perte d’un groupement C>H4O (60 Da). Ce composé a d’ailleurs été isolé auparavant des

feuilles de Crataegus azarolus [251].

Le pic tCa-5, élué aun trde 17,1 min (Tableau 10 A), a montré un ion pseudomoléculaire
am/z 487, un pic de base a m/z 469 [M-H-H>0]" ainsi que des ions fragments a m/z 443 [M-H-
CO2], m/z 425 [M-H-62] (perte de H.O+ CO.) et m/z 407 [M-H-80]. Ce composé a été
attribué a I’acide euscaphique [413] isolé auparavant de C.azarolus [251].
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Un autre compose caracterisé par le méme ion pseudomoléculaire a m/z 487 est le

composé tCa-8 (tr 19,8 min) (Tableau 10 A). Ce dernier a été attribué a I’acide arjunique, suite
a ’apparition, sur son spectre MS?, des ions fragments & m/z 467 [M-H-20], m/z 441 [M-H-
46] (perte du fragment HCOOH) et m/z 423 [M-H-64] (perte du fragment HCOOH+ H20)
[413].
Deux acides 2,3,19-OH triterpénoides ont donc été identifiés avec un ion pseudomoléculaire
déprotoné a m/z 487 [M-H], il s’agit de I’acide euscaphique (2,3,19-OH triterpénoide de type
uranane) et I’acide arjunique (2,3,19-OH de type oléanane) correspondant aux pics tCa-5 et
tCa-8 respectivement.

Le pic tCa-6 a été élué a un tr de 18,2 min et a montré un ion adduit sous forme de
[M+HCOO] a m/z 531, son ion moléculaire déprotoné apparait a m/z 485 [M-H]". Des ions
fragments de ce composé ont été détectés a m/z 467 [M-H- H2O]", m/z 455 [M-H-30]", m/z 437
[M-H-48] et m/z 411 [M-H-74]. Ainsi ce composé a été attribué a 1’acide rotundanonique
[414].

Le pic tCa-7 (tr = 19 min) pourrait correspondre a 1’acide 2-oxopomolique ou a 1’acide
2a,19a-dihydroxy-3-oxo-urs-12-en-28-oique. En effet, un ion fragment de ce composé est
apparu a m/z 467 [M-H-H20] suite a la perte d’une molécule d’eau a partir de 1’ion
pseudomoléculaire a m/z 485 [M-H] .

Le pic tCa-9, détecté a un tr de 21 min (Tableau 10 A), montre un ion adduit a m/z 501
[M+HCOO]". Des ions fragments apparaissent également sur le spectre LC-MS" de ce composé
a m/z 455 [M-H-46] et a m/z 439 [M-H-62]", correspondant aux pertes neutres de HCOOH
et de H20 + CO2 respectivement. Ce schéma de fragmentation pourrait correspondre a 1’acide
ursolique [414].

Le pictCa-10 élué aun trde 22,5 min et caractérisé par un ion pseudomoléculaire m/z 471
a présenté deux ions caractéristiques majeurs a m/z 453 de déshydratation et a m/z 411 qui est
produit par la perte de C2H40- (60 Da), ce pic pourrait étre attribué a I'acide pomolique [413].

Les pics tCa-13, tCa-15 (composé majoritaire de 1’extrait) et tCa-17 (Tableau 10 A),
peuvent représenter des isomeres élués a des tr de 26,8 min, 28,3 min et 29,6 min
respectivement et montrent tous des ions parents a m/z 633. Aucun ion fils dérivé de la
déshydratation de I'ion moléculaire déprotoné n'a eté detecté sur les spectres de fragmentation
de ces composés. lls génerent plutdt des ions fragments a m/z 497 [M-H-136] et m/z 589 [M-
H-CO2]". Ainsi, ils peuvent correspondre aux acides cis/trans caféoyl-masliniques ou acides

cis/trans cafeoyl-corosoliques [413].
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Tableau 10-A : Données chromatographiques et spectrales des composés détectés dans I'extrait chlorométhylénique des tiges de Crataegus
azarolus en mode ESI-négatif

Pic tr [M-H] Fragments MS" Tentative d’identification Référence
(min)
tCa-1 8,9 327 291, 229, 211 ,179, 125 Acide oxo-dihydroxy- [410]
octadecenoique
tCa-2 10,6 329 311, 293, 229, 211, 183, Acide 9,10,13-trihydroxy-11- [410]
125 octadecenoique
tCa-3 15,1 _ 517, 473, 455, 439 _ _
tCa-4 16,8 501 483, 441, 409, 391, 355, Acide azarolique [251]
337
tCa-5 17,1 487 469, 443, 425, 407, 371 Acide euscaphique [413]
[251]
tCa-6 18,2 531* 485, 467, 455, 437, 411 Acide rotundanonique [414]
[415]
tCa-7 19 485 467 Acide 2-Oxopomolique/ Acide [251]
2a,19a-dihydroxy-3-oxo-urs-12-
en-28-oique
tCa-8 19,8 487 485, 467, 455, 441, 423, Acide arjunique [413]
393, 381
tCa-9 21 501* 455, 439 Acide ursolique [414]
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tCa-10 22,5 471 453, 411 Acide pomolique [413]
tCa-11 25 _ 295, 277, 195, 171 Dérivé de I’acide hydroxy- [416]
octadecadienoique
tCa-12 25,8 _ 619 _ _
tCa-13 26,8 633 497 Acide cis/trans caféoyl- [413]
maslinique/
Acide cis/trans caféoyl-
corosolique
tCa-14 27,7 _ 603 _ _
tCa-15 28,3 633 589, 497 Acide cis/trans caféoyl- [413]
maslinique/
Acide cis/trans caféoyl-
corosolique
tCa-16 28,9 617 497, 453 Acide cis/trans coumaroyl- [413]
maslinique
Acide cis/trans coumaroyl-
corosolique
tCa-17 29,6 633 589, 497 Acide cis/trans cafeoyl- [413]

maslinique/

Acide cis/trans caféoyl-
corosolique
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tCa-18 30,2 617 497, 453 Acide cis/trans coumaroy|- [413]
maslinique
Acide cis/trans coumaroyl-
corosolique

tCa-19 336 B 523, 455 _ _

tCa-20 34,4 _ 603 _ _
tCa-26 43,6 _ 383, 337 Acide gras (24 :0) a-hydroxylé [417]

tCa-27 44 487 179, 161, 135 B B

tCa-28 45,1 501 457, 401, 307, 179, 161 _ _
tCa-29 45,6 515 471,179, 161 Acide dicaféoyl-quinique [391]
tCa-30 46,8 _ 653, 643, 410, 398, 355, Acide gras (24 :0) a-hydroxylé [417]

337, 309, 265

tCa-31 475 B 543, 499, 179, 161 _ _

tCa-32 48,9 _ 681, 662, 438, 383,337,  Acide gras (24 :0) a-hydroxylé [417]
265

tCa-33 50,1 695 676, 452, 397, 351, 254 Acide phosphatidique [418]
[419]
tCa-34 50,9 671 535, 433, 409, 391, 279, Acide phosphatidique [418]
295 [419]
tCa-35 52,5 671 535, 433, 409, 391, 279, Acide phosphatidique [418]
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255 [419]

tCa-36 52,9 671 433, 433, 409, 391, 279, Acide phosphatidique [418]
255 [419]

* Composés détectés sous forme d’ions adduits [M+HCOOQ] contrairement aux autres composés montrant des ions moléculaires déprotonés

Tableau 11-B : Données chromatographiques et spectrales des composés détectés dans I’extrait chlorométhylénique des tiges de Crataegus
azarolus en mode ESI-positif

Pic tr [M+H]* Fragments MS" Tentative Reférence
(min) d’identification

tCa-21 34,6 609 591, 559, 531 _ _

tCa-22 36,6 804 413 _ _

tCa-23 385 607 547, 461 _ _

tCa-24 41,1 537 503, 415, 299 Linarionoside C [420]

tCa-25 423 611 355, 269 Bioquercétine [421]
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Les pics tCa-16 (tr 28,9 min) et tCa-18 (tr 30,2 min) (Tableau 10 A) sont des isoméres a
ions pseudomoléculaires m/z = 617. Ces composés se caractérisent par des ions fragments a
m/z 497 [M-H-120] et m/z 453 [M-H-164]". L’ion fragment a m/z 497 a été obtenu par la perte
de 120 Da par le clivage de la liaison carbone-carbone entre la double liaison et le groupement
acyl dans la partie coumaroyl. En outre, aucun ion de déshydratation n’a été observe sur les
spectres de ces composés. Par conséquent, ils peuvent étre attribués aux acides cis/trans
coumaroyl-maslinique ou cis/trans coumaroyl-corosolique [413].

Un terpénoide glycosylé (pic tCa-24, Tableau 11 B) a été repéré a un tr de 41,1 min avec
une meilleure fragmentation en mode positif. 1l posséde un ion pseudomoléculaire a m/z 537
[M+H]". Le pic de base de ce composé a été détecté a m/z 299. 1l s’agit du linarionoside C,

terpenoide isolé auparavant de Crataegus pinnatifida [422].

b- Caractérisation des acides gras

Le composé tCa-1 (Tableau 10 A) a présenté un ion moléculaire déprotoné [M—H] a m/z
327. Les principaux ions fragments de ce composé ont été observés a m/z 291, 229 (pic de base)
et 211, qui sont caractéristiques d'un oxylipine. Ce pic a été attribué a I'acide oxo-dihydroxy-
octadécénoique [410].

Le composé tCa-2 a donné I'ion moléculaire déprotoné [M—H]" a m/z 329, qui a perdu
une molécule de H2O pour produire l'ion fragment m/z 311. Deux autres ions fragments a
m/z 229 (pic de base) et m/z 211 apparaissent sur le spectre de ce composé. L’ion a m/z 229
provient de la perte du groupement [HO-CH=CH(CH2)3CHs] (100 Da) de I’ion a m/z 329 et
I’ion a m/z 211 est issu de la perte du méme fragment a partir de 1’ion a m/z 311. Ceci démontre
la présence d’une chaine latérale caractéristique d’une molécule d'oxylipine. Sur la base de ces
données et par leur comparaison a la littérature [410], le pic tCa-2 a été attribué a I'acide 9,10,13-
trihydroxy-11-octadécénoique.

Pour le composé tCa-11, des ions fragments MS?a m/z 295 ; 277 [295-H,0]  ; 251 [295-
CO2] ; 195 [295- HO—CH=CH(CH2)3CHzs] et 171 ont été détectés suggérant la presence d'un

dérivé d'acide hydroxy-octadécadiénoique [416].

Les composés tCa-26, tCa-30 et tCa-32 (Tableau 10 A) présentent des ions fragments a
m/z 383, 365 et 337. Les ions fragments a m/z 365 et m/z 337 correspondent a des pertes
séquentielles de H20 et de [H2+CO2], respectivement, a partir de 1’ion fragment m/z 383. Cette

fragmentation indique la présence d’acides gras (24: 0) a-hydroxylé [417].
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c- Caractérisation des flavonoides

L’analyse préliminaire de 1’extrait brut par CLHP-DAD, nous a orienté sur la présence
de flavonoides parmi les métabolites présents dans I’extrait (Figure 78 page 281). Ceci a été
confirmé par I’analyse en LC-MS" qui a montré a un tr de 42,3 min (pic tCa-25) (Tableau 10 B),
la présence d’un composé possédant un ion pseudomoléculaire protoné [M+H]* a m/z 611 avec
un pic de base a m/z 355. Ce pic peut correspondre a un flavonol qui est la bioguercétine trouvé
dans des extraits de feuilles de C. pinnatifida et possede des propriétés antithrombotiques in
vitro et in vivo [421].

d- Caractérisation des acides caféoylquiniques

Le pic tCa-29 élué a 45,6 min et affichant un ion pseudomoléculaire a m/z 515 a été
attribué a un acide dicaféoyl-quinique [391]. Sur le spectre de ce composé nous observons les
ions fragments a m/z 471 obtenu aprés la perte d’une molécule de CO2 a partir de 1’ion
pseudomoléculaire a m/z 515 ainsi que des ions fragments a m/z a 179 [M-H-336] et 161 [M-
H-354]. Ce type de composés retrouvés dans 1’extrait des tiges de C. azarolus a été retrouve
¢galement, au cours de 1’étude précédente, dans les boutons floraux de cette méme plante (Partie

Il :Chapitre 3 :1.1.1 page 215).

e- Caractérisation des acides phosphatidiques

Les ions m/z=671 et 695 sont les principaux représentants de la série des acides
phosphatidiques [418]. Ces ions ont été observés sur les spectres des composés tCa-33, tCa-34,
tCa-35 et tCa-36 (Tableau 10 A). Les pics tCa-34, tCa-35 et tCa-36 se caractérisent par un ion
fils a m/z 391 qui affiche une perte d’un acide gras (acide linoléique, - C1gH320-) a partir de
I’ion pseudomoléculaire a m/z 671. D’autres ions fragments, montrent sur le spectre MS? la
présence d’acides gras, détectés seuls, tels que les ions & m/z 279 (acide linoléique) et m/z 255
(acide palmitique) [418].

2.2. Conclusion sur 1’étude déréplicative

Grace aux technigues chromatographique et spectroscopique (CLHP couplée a des
détecteurs (UV) et de masse (MS et MS") et la RMN 3C) ainsi que les outils informatiques
(algorithme MixONat), la composition chimique des tiges de C. azarolus a été révélée. Ces
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analyses ont montré que les tiges de cette plante pourraient étre une source naturelle riche en
triterpénoides puisque la majorité des composés détectés, en particulier les composés
majoritaires de I’extrait, appartiennent a cette classe de métabolites secondaires. Ces composés :
I’acide cis/trans caféoyl-maslinique, ’acide cis/trans caféoyl-corosolique, 1’acide cis/trans
coumaroyl-maslinique et 1’acide cis/trans coumaroyl-corosolique, ont été décrits dans la
littérature pour étre doués de diverses activités biologiques telles que les activités anti-
ostéoclastogenique [423], anti-hyperglycémiante, [424, 425], antibactérienne , cytotoxique
[426] et anti-tumorale [427]. La présence de terpénoides dans le genre Crataegus a été rapportée
dans des études antérieures [420]. En revanche, a notre connaissance, les acides terpénoides
reliés a des acides hydroxycinnamiques, composés majoritaires de notre extrait
chlorométhylénique des tiges de Crataegus azarolus, sont décrits pour la premiére fois dans le

genre Crataegus.

Le DCM utilisé pour I’extraction des composés a partir des tiges, a permis également
d’extraire plusieurs acides gras hydroxylés ou estérifiés avec un acide phosphorique et un
glycérol (acides phosphatidiques). Plusieurs acides gras ont été décrits chez 1’espéce Crataegus
azarolus tels que I’acide palmatique, palmitoléique et linoléique [428]. En revanche, bien qu’ils
existent des études qui s’intéressent aux acides phosphatidiques dans le genre Crataegus
comme par exemples ceux retrouvés dans le péricarpe de Crataegus turkestanica [429], la

présence de ce type de composés n’a pas été rapporté auparavant dans Crataegus azarolus.

D’autres composés restent non identifiables, a I’issue de notre étude déréplicative, tels
que les composés nommés tCa-3 (15,1 min), tCa-12 (25,8 min), tCa-19 (33,6 min), tCa-20 (34,4
min), tCa-22 (44 min), tCa-28 (45,1 min), tCa-31 (47,5min). Ainsi, une étude phytochimique
plus approfondie est nécessaire afin d’identifier les composés minoritaires de cet extrait et

d’isoler des composés potentiellement actifs sur I’arginase.

2.3. Fractionnement de I’extrait chlorométhylénique des tiges de
Crataegus azarolus

Le fractionnement bioguidé de 500 mg de I’extrait chlorométhylénique des tiges de
Crataegus azarolus a été operé par chromatographie Flash sur phase stationnaire normale. Ce
fractionnement grossier a conduit & 1I’obtention de 10 fractions nommeées Fi-Flash & Fio-Flash
(Figure 73 A), réunies en fonction de leurs profils chromatographiques obtenus par CCM. Les

masses de ces fractions étaient comprises entre 17,3 et 85,4 mg. Selon une premiere analyse par
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CCM, il semble que certaines d’entre elles posseédent une composition simple comme la
F1_Flash ; d’autres fractions étaient riches en composés telles que les fractions Fa-Flash a Fr-
Flash (Figure 73 B). Les fractions récupérées ont été testées sur I’arginase hépatique bovine
(Figure 73 C). Les activités inhibitrices de ’arginase de ces mélanges de produits étaient
comprises entre 24% et 72% a 100 pg/mL. L’activité la plus importante a été¢ détectée en
présence de la fraction Fz-Flash, son inhibition étant similaire a 1’activité de 1’extrait brut
(Figure 73 C). Il semble, par conséquent, que les produits responsables de I’activité de I’extrait
initial ont été rassemblés dans la fraction Fs-Flash. Les fractions de Fs-Flash & F7-Flash ont
présenté également des activités non négligeables qui dépassent les 44% a 100 pg/mL (Figure
73 C).

L’analyse par CLHP analytique des fractions les plus actives (dont I’inhibition a dépassé
40% a 100 pg/mL) a confirmé leur richesse en composés. En particulier la Fs-Flash (72% a 100
pg/mL) qui était la plus riche en composeés de polarité tres differentes (Figure 74-1). En effet
tout au long de I’analyse en alternant des modes isocratiques et des gradients avec du MeOH et
de I’eau, sur une phase inverse C18, nous détectons des pics qui absorbent a 280 nm et 254 nm.
Les fractions Fs-Flash (72% d’inhibition de 1’arginase) et Fs-Flash (51% d’inhibition),
analysées dans les mémes conditions (Figure 74-1), ont montré des composés communs élués
entre 42 et 54 min. 1l peut étre supposer que ces métabolites participent en partie a 1’activité
biologique observée.

La composition des fractions montrant des activités s’échelonnant de 44 a 51%
d’inhibition de I’arginase a 100 pg/mL (les Fs-Flash & F7-Flash), semble moins complexes et
assez similaire avec une majorité de composés de polarité moyenne (Figure 74-2). Cette
similarit¢ dans la composition chimique détectée par CCM et CLHP s’est traduite par une

similarité dans les activités biologiques (Figure 73 C).

Les fractions Fs-Flash a F7-Flash, ayant montré une composition chimique intéressante et
une activité dépassant 40% a 100 pg/mL, ont subi un fractionnement bioguidé avec une CLHP
préparative en phase inverse dans le but d’identifier des composés actifs sur I’arginase surtout
a partir de la Fs-Flash et/ou d’identifier de nouvelles structures de molécules (surtout a partir
des Fs-Flash a F7-Flash).
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Figure 73 : Fractionnement de I'extrait DCM des tiges de Crataegus azarolus et activité inhibitrice de I’arginase des fractions obtenues; A,
schéma de fractionnement; B, CCM de I’extrait brut et des fractions; C, activité inhibitrice de I’arginase a 100 ug/mL; nor-NOHA testée a 4 uM.
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Figure 74-1 : Chromatogrammes des fractions issues de I’extrait de tiges de Crataegus azarolus fractionné par chromatographie Flash.
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Figure 74-2 : Chromatogrammes des fractions issues de I’extrait de tiges de Crataegus azarolus fractionné par chromatographie Flash.
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Le fractionnement de la Fs-Flash (85,4 mg) a conduit a 1’obtention de quinze sous-
fractions avec des masses allant de 0,4 & 2,7mg (Figure 75-1). D’aprés les profils
chromatographiques sur CCM de ces fractions (Figure 75-1 B), une seule sous-fraction (SF11)

présentant une pureté et une masse assez satisfaisantes a pu subir des analyses par RMN.

La Fs-Flash (35,5 mg) a fourni 8 sous-fractions de masses comprises entre 0,1 et 1,7 mg
(Figure 75-2). Parmi ces sous-fractions, seules les SF1 et SFe présentent des masses et des

puretés suffisantes pour subir des analyses spectroscopiques.

La Fs-Flash (19,9 mg) a livré quatre sous-fractions de masses comprises entre 0,1 mg et
1,8 mg (Figure 75-2). Les sous-fractions ayant présenté les masses les plus importantes n’ont
pas présenté un degré de pureté correct pour subir des analyses spectroscopiques a des fins

d’élucidation structurale.

La Fe-Flash (30,4 mg) ainsi que la Fr-Flash (22,2 mg) subdivisée chacune en 4 sous-
fractions, n’ont pas conduit a des produits de masse et de qualité permettant leur identification

structurale (Figure 75-3).

Pour résumer, a partir de ces longues étapes de fractionnement seules trois sous-fractions
(SF11, SF1 et SFg) peuvent étre analysées par RMN et HR-MS. L’élucidation structurale des
sous-fractions SF11, SF1 et SFs est en cours. Leurs spectres RMN 1D sont similaires et montrent
qu’ils s’agissent d’acides terpéniques (Annexe 9). En revanche aucune sous-fraction ne peut

étre testée sur I’arginase en raison de 1’obtention de produits de masses trés faibles.
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DCM Tiges Crataegus azarolus

(500,0 mg)
A
Flash Chromatographie en phase normale
v " v v ) ) N N . v
F;-Flash F,-Flash F-Flash F,-Flash Fs-Flash Fe-Flash F,-Flash Fg-Flash Fo-Flash Fyo-Flash
24,5 mg 17,3 mg 85,4 mg 35,5 mg 19,9 mg 30,4 mg 22,2mg || 21,0mg | | 22,0 mg 17,6 mg
CLHP préparative en phase inverse
SF, SF, SFg SFg SFy SFy, SFys
0,8 mg 0,6 mg 0,2 mg 0,6 mg 0,9 mg 0,4 mg 1,5mg
SF; SF,4 SFg SF, SFq SFy, SFy3 SFys
1,9 mg 0,7 mg 2,7 mg 1,3mg 1,8 mg 1,2 mg 0,6 mg 1,5mg
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@0

14 15

4556708191011 12 13

Figure 75-1 : Fractionnement des fractions de I’extrait DCM des tiges de Crataegus azarolus par CLHP préparative; A, schéma de
fractionnement ; B, CCM des sous-fractions obtenues.
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A DCM Tiges Crataegus azarolus
(500,0 mg)

Flash Chromatographie en phase normale
v v v ! . i ' v v v

F,-Flash F,-Flash F3-Flash F,-Flash Fs-Flash Fe-Flash F,-Flash Fg-Flash Fy-Flash Fio-Flash
24,5 mg 17,3 mg 85,4 mg 35,5 mg 199mg || 30,4mg || 22,2mg || 21,0mg | | 22,0 mg 17,6 mg
CLHP préparative en phase inverse CLHP préparative en phase inverse
A A A
SF, SF, SFe SFg SF, SF,
0,1 mg 0,2 mg 1,1 mg 0,2 mg 0,4 mg 0,1 mg
SF SF3 SFs SF; SF, SF, SFs
1,7 mg 1,0 mg 0,5 mg 0,1 mg 1,3 mg 1,8 mg 0,9 mg

Figure 75-2 : Fractionnement des fractions de I'extrait DCM des tiges de Crataequs azarolus par CLHP préparative ; A, schéma de
fractionnement ; B, CCM des sous-fractions obtenues.
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DCM Tiges Crataegus azarolus

(500,0 mg)
Flash Chromatographie en phase normale

N v v ' v v v . N v
F,-Flash F,-Flash F;-Flash F,-Flash Fs-Flash Fe-Flash F,-Flash Fg-Flash Fg-Flash F,o-Flash
24,5 mg 17,3 mg 85,4 mg 35,5 mg 19,9 mg 30,4 mg 22,2 mg 21,0 mg 22,0 mg 17,6 mg

CLHP préparative en phase inverse l CLHP préparative en phase inverse

SF, SF; SF, SF,
0,6 mg 1,2 mg 0,4 mg 0,8 mg
v
SF, SF, SF, SF, SFs
0,8 mg 1,6 mg 0,4 mg 0,7 mg 0,3 mg

Figure 75-3 : Fractionnement des fractions de I'extrait DCM des tiges de Crataegus azarolus par CLHP préparative ; A, schéma de

fractionnement ; B, CCM des sous-fractions obtenues.
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2.4. Conclusion

Les études antérieures sur 1’espéce Crataegus azarolus se sont principalement
concentrées sur les composes phénoliques et en particulier leur identification par LC-MS [241,
253, 255, 430, 431]. Par ailleurs, quelques études se sont intéressées a d’autres classes de
composés naturels bioactifs, tels que les terpenes [251, 428, 432].

Dans notre étude sur les tiges de Crataegus azarolus, nous avons détecté principalement
des terpénoides. Il n’est pas étonnant de retrouver cette classe de composés dans 1’azarole
tunisien puisque des terpénes comme 1’acide oléanolique, 1’acide ursolique, I’a-amyrine, la -
amyrine, I’acide azarolique et 1’acide euscaphique qui a des effets anti-vasoconstricteurs élevés
sur les anneaux aortiques, ont été identifiés auparavant dans Crataegus azarolus [251, 428]. En
revanche, 1’originalité de notre étude consiste en la détection d’acides terpéniques portant des
fragments d’acides hydroxycinnamiques sur leurs structures qui, & notre connaissance, sont

rapportés pour la premiére fois dans le genre Crataegus.

Chez les végétaux de nombreux isomeres de triterpenes ayant des propriétés physico-
chimiques similaires, ne différant que par la position du groupe hydroxyle ou méthyle peuvent
exister [414]. De plus, certains isoméres sont presents a de faibles concentrations, ce qui
augmente la difficulté de leur isolement [413]. Cette constatation pourrait expliquer la
complexité de la purification et de I’identification des acides triterpéniques isolés de I’extrait
chlorométhylénique des tiges de C. azarolus. En revanche, ces molécules semblent étre actives
sur I’arginase et il serait donc intéressant d’explorer leur potentiel inhibiteur en particulier les
terpenes reliés au motif caféoyle, composés majoritaires de notre extrait, puisque 1’effet
inhibiteur puissant de plusieurs molécules naturelles a été attribué a ce pharmacophore caféoyle
(Partie | :Chapitre 2 :6.3.2 page 69).

3. Etude de D’extrait chlorométhylénique des tiges de
Retama raetam

Lors du criblage reéalisé sur les différents extraits des especes retenues, 1’extrait
dichlorométhanique des tiges de Retama raetam a montré une activité inhibitrice de 1’arginase
assez intéressante avec une Clsp de I’ordre de 85 pg/mL. De plus cet extrait a montré une teneur

importante en flavonoides (32.79 ER/mg d’extrait sec, Tableau 5 page 194). Cette matrice a
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suscité notre intérét pour une étude phytochimique qui a débuté par des analyses déréplicatives
suivie d’un fractionnement bioguidé conduisant a I’isolement de produits purs qui ont été

finalement testés sur 1’arginase.

3.1. Etude déreplicative de 1’extrait brut

3.1.1. Déreplication par RMN 3C

Une base de données contenant les métabolites secondaires identifiés dans le genre
Retama, jusqu’au mois de juillet 2019, a été élaborée. Cette BD comporte 129 composés décrits
dans le genre Retama, que nous avons pu constituer a partir des publications retrouvées grace
a des recherches sur les sites Scifinder, Pubmed, ScienceDirect et le « Dictionary of Natural
Products ». Une revue de la littérature, récemment publiée [272], a été notamment employée

pour la construction de cette BD.

Aprés traitement des spectres RMN *3C, DEPT 135 et DEPT 90 de I’extrait brut des tiges
de Retama raetam et comparaison des données expérimentales obtenues a celles de notre base
de données spectrales prédites, nous avons obtenus les résultats résumés sur la Figure 76. Les
scores obtenus a I’issue de I’analyse de I’extrait sont non satisfaisants. En effet, le score du
premier composé propose (rétamasine B) ne dépasse pas 0,35/1, suivis de 1’hydroxyderrone
(score 0,25/1) et de la daidzine (score 0,24/1). Ces scores peu appropriés peuvent étre expliqués
par la complexité de D’extrait brut initial. Ainsi une simplification de cette matrice par
fractionnement pourrait améliorer les résultats de ’analyse déréplicative par RMN du *C.
L’absence, dans la base de données, des composés présents dans notre extrait pourrait constituer

une autre hypothese.

En conséquence, si les métabolites majoritaires de 1’extrait de tiges ne figurent pas dans
la base de données, cela augmente les chances de retrouver de nouveaux composés qui seront
décrits pour la premiere fois dans le genre Retama. Ces constatations renforcent I’intérét de

I’étude phytochimique détaillée de cet extrait chlorométhylénique.
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Figure 76: Un apercu sur quelques composés proposés a l'issue de I'analyse déréplicative par RMN 13C sur I'extrait chlorométhylénique des tiges

de Retama raetam.
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3.1.2. Déreplication par CLHP-UV-DAD

Afin d’obtenir des informations préliminaires sur les métabolites présents dans 1’extrait
chlorométhylénique des tiges de Retama raetam, une analyse LC/DAD-UV a été effectuée. La
Figure 77 resume les chromatogrammes LC/UV de cet extrait obtenu a 210 nm et 280 nm. La
détection a 210 nm a permis de révéler plus de composés qu’a 280 nm. Une dizaine de pics
UV-majoritaires a été enregistrée a cette longueur d’onde (Figure 77). Selon I’analyse
LC/DAD-UV préliminaire de cet extrait, les pics UV-majoritaires sont principalement des
flavonoides constitués d’isoflavonoides (tels que les isoflavones et les isoflavanes) et leurs
dérivés tels que les ptérocarpanes (Figure 78).

Il est important de rappeler que les spectres UV-Visible typiques des flavonoides
comprennent deux bandes d'absorbance. La bande | se situe dans la gamme entre 310-350 nm
pour les flavones, tandis que pour les flavonols, elle est comprise entre 350 et 385 nm pour les
flavonols 3-OH libres et 330-360 pour les flavonols 3-OH substitués. La bande 11, trouvée dans
la gamme 250-290 nm, est sensiblement la méme dans les flavones et flavonols [433]. Dans les
flavanones et les dihydroflavonols, la bande | est souvent réduite a un épaulement a 300-330
nm et la bande B, dans la gamme de 277-295 nm, est le pic principal. Par conséquent, ces deux
sous-groupes ne peuvent pas étre distingués par une simple analyse UV-Visible. Les
isoflavones se caractérisent par un épaulement entre 310 et 330 nm et une bande 11 entre 245 et
275. Les chalcones, quant a elles, présentent une bande | entre 340 nm et 390 et une bande II
dans I’intervalle 230- 270 nm. Par ailleurs, les aurones ont deux bandes I et Il comprises entre
380-430 et 230- 270 nm respectivement. En outre, les anthocyanidines ou anthocyanines
montrent une bande | entre 465-560 nm et une bande Il entre 270-280 nm [412]. Finalement,
les flavanols présentent une absorbance maximale a des longueurs d'onde non spécifiques
comprises entre 270 et 290 nm, auxquelles de nombreux composés phénoliques absorbent, ne
permettant pas ainsi leur détection selective [433].

De ce fait, sur les spectres UV des pics détectés dans 1’extrait chlorométhylénique des
tiges de R. raetam (Figure 78) nous avons constaté la présence de flavones (spectre A de la
Figure 78) caractérisées par un pic a 270 nm et un épaulement a 330 nm. Sur le spectre B et G
(Figure 78), des isoflavones apparaissent en montrant un maximum d’absorption a 260 nm et
un épaulement a 320-330 nm [434]. En outre, le spectre L nous oriente vers la présence d’une
isoflavane avec un épaulement a 225 nm et un maximum d’absorption (Amax) @ 275nm (Figure
78). De plus, un groupe particulier de flavonoides est distingué, sur les spectres K et N de la
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Figure 78, qui peut correspondre a des ptérocarpanes caractérises par un épaulement a 230 nm
et un maximum d’absorption a 285 nm [412]. Ces dérivés des isoflavonoides sont
caractéristiques de la famille des Fabacées [435]. D’autre part, a des temps de rétention assez
¢levés, des spectres UV typiques d’acides hydroxycinnamiques apparaissent avec des maxima
d’absorption a 220, 245 (ép.), 300 (ép.) et 330 nm (spectre P, Figure 78). Les spectres UV-
Visible peuvent étre utilisés comme un outil indicatif pour la caractérisation des molécules de
I’extrait, mais les spectres MS pourraient fournir des informations supplémentaires importantes.

Ainsi une étude par LC MS/MS a été effectuée sur I’extrait de tiges de R. raetam.
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Figure 77: Chromatogrammes CLHP-UV avec une détection a 280 et 210 nm de I'extrait chlorométhylénique de Retama raetam.
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Figure 78: Spectres UV des composés majoritaires détectés dans I’extrait chlorométhylénique de Retama raetam.
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3.1.3. Déreplication par CLHP-ESI-MS"

L’analyse des données de masse basse résolution obtenus par LC/UV/ESI-MS" de
I’extrait de R. raetam montre essentiellement 19 composes (Rr-1 a 19) qui, dans la majorité,
ont une meilleure fragmentation en mode positif (Tableau 12).

Des pertes de petites molécules et/ou radicaux a partir de I'ion [M+H]", caractéristiques
des aglycones flavonoides, telles que les pertes de 18 Da (H20) et 28 Da (CO) [433], ont été
observés sur les spectres MS" de plusieurs composés de notre extrait. Ceci corrobore les
résultats de 1’analyse en CLHP-UV-DAD qui a montré que la majorité des composés de cet

extrait appartient a la classe des flavonoides.

Remargue : Sur le Tableau 12, les composés présentés dans la colonne « composés proposes »
ont été suggéreés selon le poids moléculaire détecté de chaque pic et les composés déja décrits
dans le genre Retama. Les fragmentations détaillées dans ce méme tableau ne correspondent
pas forcément aux composés hypothétiques. La difficulté de la déréplication des composeés de
cet extrait par LC-MS" provient de I’absence de données, dans la littérature, qui correspondent
a nos résultats obtenus par I’analyse CLHP-ESI-MS" pour la majorité des composés. En effet,
concernant le genre Retama, seule une étude [436] a considéré 1’analyse des métabolites
secondaires par UHPLC-DAD-ESI/MS". Plusieurs composés du genre Retama sont
nouvellement identifiés et uniquement leurs données spectrales obtenues par RMN ont été
décrites dans la littérature. De plus le genre Retama peut étre riche en flavonoides assez
particulier, comme les flavones prénylés et isoprénylés ainsi que les furanoisoflavones,
difficiles a distinguer par LC-MS [272].

Les composés Rr-1 a Rr-3 de I’extrait (Tableau 12), élués a des temps de rétention de
16,7 ; 17,5 et 20,5 min, respectivement, ainsi que les composés Rr-11 a Rr-13 (tr= 35,1 ; 36 et
41,4 min, successivement) ont tous perdus une molécule de H>O (-18 Da) a partir de 1’ion
pseudomoléculaire [M+H]*. A partir de I’ion [M+H]* aussi, le composé Rr-7 (tr= 29,4 min) a
perdu 28 Da correspondant a un CO. Les composés Rr-2, Rr-3 et Rr-7 ont donné des ions
fragments montrant des pertes combinées de 46 Da (CO+H;0) a partir de I'ion [M+H]". Ces

pertes peuvent étre caractéristiques des chalcones, des flavanones ou des flavones [437].
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Tableau 12. Données chromatographiques et spectrales des composés détectés dans I'extrait chlorométhylénique des tiges de Retama raetam

Pic tr (+) -ESI-MS (+) -ESI-MS? (-) -ESI- (-) -ESI-MS? MM Composés proposés (classe) Référence
min m/z MS m/z m/z suggérée
m/z
(Da)
Rr-1 16.7 355[M+H]* 337 [M+H-H:0]" 353 [M-H]" 335[M-H-H0] 354 Ephedroidine (Flavone [265]
283 [M+H-72]" 283 [M-H-70]" isoprényléee) / Rétamasines C/D/E
(Flavones prénylées)
Rr-2 175 353 [M+H]" 335 [M+H- H.0]" _ _ 352 Rétamasine B (Furanoflavone) [278]
307 [M+H-46]" Hydroxyderrone
N (Furanoisoflavone)/ Erysubines
283 [M+H-70] A/B (isoflavones)
Rr-3 205 355[M+H]* 337 [M+H-H.O0]" 353 [M-H]" 335[M-H-H0] 354 Ephedroidine/ Rétamasines C/D/E [265]
309 [M+H-46]* 295 [M-H-58]
283 [M+H-72]* 281[M-H-72]
Rr-4 20,6 401 [M+H]" 315 [M+H-86]" _ _ 400 Campésterol [438]
237 [M+H-164]" (Stéroide)
159 [M+H-242]*
Rr-5 248 287 [M+H]* 270 [M+H-17]* _ _ 286 Scutellaréine/ Lutéoline [439]
226 [M+H-61]" (Flavones)/
Kaempférol (Flavonol)
283
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Rr-6 27  375[M+H]* 358 [M+H-17]" 373 [M-H]' 325[M-H-48] 374
343 [M+H-32]" 210 [M-H-163]"
319 [M+H-56]" 163 [M-H-210]
263 [M+H-112]*
211[M+H-164]*
155 [M+H-220]*

Rr-7 294 303 [M+H]" 275 [M+H-28]" _ _ 302 Morine/ [440]
257 [M+H-46]" Quercétine
197 [M+H-106]" (Flavonols)
153 M+H-150]*
105 [M+H-198]*
Rr-8 30  475[M+H]* 387 [M+H-88]" 472 [M-H]' 385 [M-H-87] 474 _ _
163 [M-H-309]
Rr-9 31,3 337 [M+H]" 283 [M+H-54]" 335 [M-H]" 317 [M-H-H0] 336 Derrone (Furanoisoflavone)/ [441]
175 [M+H-162]° 242 [M-H-93] Atalantoflavone
227 [M-H-108] (Furanoflavone)
Rr-10 33,7 317 [M+H]" 302 [M+H-15]" _ _ 316 Isorhamnétine [440]
225 [M+H-92]* (Flavonol) [442]
165 [M+H-152]"
284
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Rr-11 351 529 [M+H]"

511[M+H-H,0]*
283 [M+H-246]*
177 [M+H-352]*
133 [M+H-396]*

528

Rr-12 36 499 [M+H]*

481 [M+H-H,0]*
393 [M+H-106]*
327 [M+H-172]*
283 [M+H-216]*
221 [M+H-278]*
177 [M+H-322]*

498

Rr-13 414 425 [M+H]"

407 [M+H-H,0]*
351 [M+H-74]*
255 [M+H-170]*
191 [M+H-234]"
147 [M+H-278]*

424

Rr-14 437 855 [2M+Na]*
439 [M+Na]*

393 [M+H-24]*
297 [M+H-120]*
191 [M+H-226]*

416

Hispidol-6-glucoside (Aurone)/

Puerarine/Daidzine (Isoflavones)

[280]
[440]
[443]
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Rr-16 54,3 759 [2M+Na]" 699 [2M+H-38]* _ _ 368 Rétamasines F/G [264]
429 [2M+H-308]" (Isoflavones prénylées)
359 [2M+H-378]"
299 [M+H-70]*
269 [M+H-100]*
Rr-17 553 755[2M+Na]"* 686 [M+H-69]" _ _ 366 Rétamasine H [264]
550 [M+H-205]" (Isoflavone prénylée)
509 [M+H-246]*
480 [M+H-275]*
346 [M+H-21]*
263 [M+H-104]*
Rr-18 56,8 _ _ 529 [M-H]" 179 [M-H-350] 530 Acide caféoylferuloylquinique [444]
161 [M-H-368] hydroxycinﬁla;rlrclisquuinique)
Rr-19 574 _ B 499 [M-H]" 163 [M-H-336] 500 Acide caféoyl-p- [444]
s sy e o
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Le composeé Rr-6, qui apparait a un tr de 27 min et est caractérisé par une masse molaire
de 374 Da, indique une perte de 56 Da (a m/z 319) en mode positif qui montre la présence d’un
groupement prényle (acyle) dans cette molécule [445]. Une perte spécifique de 32 Da (CH30H)
a été également observée, élément qui prouve la présence d'un groupement méthoxyle sur un
squelette de flavone [437]. De plus il semble que cette molécule porte un groupement hydroxyle
puisqu’une perte de 17 Da (-OH) a m/z 358 (pic de base), a partir de I’ion pseudomoléculaire
[M+ H]" , a été détectée sur le spectre MS/MS en mode positif de ce composé. A notre
connaissance, aucune molécule possédant cette masse molaire (374 g/mol) n’a été détectée dans
le genre Retama.

Par ailleurs, d’autres composés sont caractérisé€s par des masses molaires qui n’ont jamais
été détectées dans le genre Retama tels que les composés Rr-11 a Rr-13.

Le pic Rr-10, élué a 33,7 min, a perdu 15 Da (- CH3) a partir de I’ion pseudomoléculaire
[M+H]". Ceci est caractéristique des flavones portant des groupes méthyles [437].

Le pic Rr-18, élué a un tr de 56,8 min, a été attribué a un acide caféoyl-féruloylquinique
puisque & m/z 529, un ion pseudomoléculaire [M-H]" apparait.

Quant au pic Rr-19 (tr de 57,4 min), il a été identifié comme étant un acide cafeoyl-p-
coumaroylquinique avec un ion précurseur a m/z 499 [M - H]" en mode d'ionisation négative
[446].

3.1.4. Conclusion

L’¢étude déréplicative menée sur I’extrait chlorométhylénique des tiges de Retama raetam
a permis d’identifier les principales familles chimiques des métabolites constituant cet extrait.
Des flavonoides, y compris les flavones prénylés et isoprénylés, les furanoflavones, les
isoflavones, les furanoisoflavones, et les flavonols ainsi que des acides
hydroxycinnamoylquiniques ont été détectés dans I’espéce (Tableau 12). En revanche,
I’¢lucidation structurale des métabolites de 1’extrait reste incompléte puisque plusieurs
composés n’ont pas pu étre attribués a des structures bien définies. Ceci témoigne des limites
des études déréplicatives. En effet, si les données spectrales obtenues ne correspondent pas a
celles des données décrites dans les bases données, ceci peut entraver la réussite de 1’étude
déréplicative mais d’un autre coté ces résultats restent pertinents puisqu’ils démontrent
I’augmentation de la probabilité d’obtenir de nouveaux composés dans ce genre ou cette famille

de plante, voire méme de nouvelles structures de métabolites secondaires.
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3.2. Fractionnement ciblant le composé majoritaire de Retama raetam

Deux fractionnements ont été conduits sur I’extrait chlorométhylénique des tiges de
Retama raetam. Le premier fractionnement a visé 1’isolement et la purification du produit UV-
majoritaire de 1’extrait (le Rr-9, Figure 79) afin d’¢élucider sa structure compléte et de le tester
sur I’arginase hépatique bovine. Le second fractionnement, qui sera décrit dans la section

suivante, avait pour but d’isoler les produits minoritaires de I’extrait.

Le 1* fractionnement de 1’extrait de R.raetam a été opéré par CLHP préparative en phase
inverse en utilisant une phase mobile constituée de MeOH et d'eau avec un gradient de 50 a
100% de MeOH en 60 min. Cette opération a conduit a 1I’obtention de quatre fractions dont les
masses sont comprises entre 3 et 94,8 mg, a partir d’un extrait initial de 230 mg (Figure 80 A).
De plus, le composé UV-majoritaire (Rr-9) a été obtenu dépourvu d’impureté (Figure 80 B,
Figure 81) avec une masse de 2 mg (Figure 80 A). Un autre métabolite a été obtenu lors de ce

premier fractionnement sous un état quasi pur (le Rr-13) ayant une masse de 4,1 mg.

uv
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Figure 79 : Composé majoritaire ciblé dans I’extrait chlorométhylinique de Retama raetam.
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Ces fractions avec les composés purs isolés ont éte testés sur 1I’arginase pour donner des
pourcentages d'inhibition s’échelant de 33% a 83% a 100 pg/L (Figure 80 C). Le composé UV-
majoritaire de ’extrait (Rr-9) a présenté un pourcentage d’inhibition ne dépassant pas les 32%
a 100 pg/mL ce qui montre que ce composé ne correspond pas au constituant responsable de
I’activité biologique initialement observée de 1’extrait brut (72% a 100 pg/mL). Le composé
Rr-13, isolé également lors de ce premier fractionnement, a offert une activité de 71%
d’inhibition toujours a la méme concentration ce qui est trés proche de 1’activité de 1’extrait
brut (72% a 100 pg/mL). Il semble ainsi que ce composé participe en grande partie a 1’activité
biologique remarquée initialement. Les structures de ces deux métabolites (le Rr-9 et le Rr-13)
ont été déterminees par des analyses en RMN 1D et 2D (proton et carbone) ainsi que par HR-
MS (I’élucidation structurale des composés est détaillée dans la Partie 1l :Chapitre 3 :3.4 page
301).

De plus, une fraction s’est montrée particuliérement intéressante avec une activité supérieure a
celle de I’extrait brut initial. Il s’agit de la fraction F3_CLHP (Figure 80 C). Cette derniére a
inhibé a 80% 1’arginase hépatique bovine a une concentration de 100 pg/mL. Par conséquent,
il semble que les métabolites responsables majoritairement de 1’activité de 1’extrait brut aient
été concentres dans cette fraction. Selon le profil chromatographique obtenu par CCM et CLHP
de cette fraction (Figure 80 et Figure 81), il apparait que cette derniére est constituée de
plusieurs composes de polarité différente. Ainsi, cette fraction (F3_CLHP) a subi a son tour un
fractionnement par CLHP préparative pour donner douze sous-fractions dont les masses sont
comprises entre 0,1 et 9,8 mg (Figure 82). Ces sous-fractions obtenues étaient toutes constituées
de mélange de produits naturels (Figure 82) ce qui a rendu complexe I’identification de
molécules. Par ailleurs, les faibles quantités obtenues ont contrarié la poursuite du processus de

purification des composés ainsi que leur évaluation sur I’arginase.
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DCM Tiges Retama raetam

(230 mg)
il CLHP préparative en phase inverse
v v v . v v
F,-CLHP F,-CLHP F;-CLHP Rr-6 Rr-14 Fe-CLHP
B 93,0 mg 3,4 mg 25,7 mg 2,0 mg 4,1 mg 94,8 mg
- % Inhibition de I'arginase I bovine
100
90 83
T
80 72 71
70 | 63 -
60 53
50 i i s
40 3?
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brut

F; Rr-6 Rr-14 Fg

Figure 80 : Fractionnement de I'extrait DCM des tiges de Retama raetam et activité inhibitrice de I’arginase des fractions obtenues ; A, schéma
de fractionnement ; B, CCM de I’extrait brut et des fractions ; C, activité inhibitrice de I’arginase a 100 ug/mL ; la nor-NOHA a été testée a 4 uM.
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Figure 81 : Profils CLHP des produits purs et de la F3-CLHP issus de I’extrait chlorométylénique des tiges de Retama raetama.
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DCM Tiges Retama raetam

(230 mg)
CLHP préparative en phase inverse
N v . N " )
Fy-CLHP F,-CLHP F;-CLHP Rr-6 Rr-14 Fg-CLHP
93,0 mg 3,4 mg 25,7 mg 2,0 mg 4,1mg 94,8 mg
CLHP préparative en phase inverse
SF, SF, SFe SFg SFio SFy5
1,6 mg 0,6 mg 9,8 mg 0,9 mg 0,3mg 0,2 mg
SF, SF; SFs SF; SFq SFy4
2,0mg 0,9 mg 0,6 mg 2,4 mg 0,7 mg 0,1mg

Figure 82 : Fractionnement de la fraction F3-CLHP issue de I'extrait chlorométhylénique de Retama raetam par CLHP préparative, A schéma de
fractionnement, B CCM des sous-fractions obtenues.
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3.3. 2eme fractionnement de 1’extrait chlorométhylénique des tiges de
Retama raetam par chromatographie Flash

Un fractionnement par chromatographie flash en phase normale de 1’extrait
chlorométhylénique de Retama raetam a ensuite conduit a I’obtention de sept fractions
(F1_Flash a F7_Flash) (Figure 83) regroupées sur la base des similarités de leurs profils en
chromatographie sur couche mince (CCM). A partir de 1 g de matiére premiére, comme le
montre la Figure 83, nous avons obtenu des fractions dont les masses sont comprises entre 53,6
mg et 167 mg. Ces fractions sont constituées d’un mélange de composés de polarité croissante
comme le montre la photographie de la CCM (Figure 83-B) réalisée sur une plaque de silice en
phase normale avec un éluant contenant du DCM/MeOH (97 :3).

Les fractions obtenues par chromatographie Flash ont été, par la suite, testées sur
I’arginase a la concentration de 100 pg/mL. L’activité la plus élevée a été notée en présence de
la fraction F3_Flash avec une inhibition de 57% mL suivie de la fraction F2_Flash et de la
fraction F4 Flash avec des valeurs d’inhibition de 55% et 50% respectivement. Ces derniéres
sont constituées de produits de polarités moyenne (Figure 83 B et Figure 84). Ces trois fractions
les plus actives ont en commun le produit a R de 0,5 qui semble participer a I’activité inhibitrice
de I’arginase de ces fractions. L’activité la plus faible (17%) a été remarquée en présence de la
fraction F1_Flash contenant des composés apolaires suivie de la F7_Flash ayant une activité de
35% (Figure 83 C).

Il est important de noter que toutes les fractions obtenues, lors de ce processus de
fractionnement, ont présenté des activités inhibitrices en dessous de celle de 1’extrait brut initial
(Figure 83 C). Ceci peut étre expliqué par plusieurs hypotheses. La premiere est qu’une synergie
existe entre les composés de I’extrait et que cette synergie est responsable de [’activité
biologique finale observée. Il peut étre supposé que les composés actifs possédent une grande
affinité pour la colonne chromatographique en phase normale et ont été ainsi retenus de fagon
irréversible sur la phase stationnaire conduisant a leur perte lors du fractionnement. La troisieme
hypothese est que les composés actifs de 1’extrait se sont répartis sur plusieurs fractions,
provoquant des quantités de composeés insuffisantes pour générer 1’effet biologique escompté.
Au vu des profils chromatographiques obtenus par CCM et CLHP analytique (Figure

83 B et Figure 84), il semble que la troisiéme hypothese soit la plus plausible.
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DCM Tiges Retama raetam

(1,009)
i Chromatographie Flash en phase normale
- Y v , B v B
F;-Flash F,-Flash F;-Flash F.-Flash Fs-Flash Fe-Flash F,-Flash
98,1 mg 167,0mg 35,4mg 32,6 mg 442 mg 53,6 mg 165,4mg
B C % Inhibition de l'arginase I bovine
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Figure 83 : Fractionnement de I'extrait chlorométhylénique des tiges de Retama raetam par chromatographie Flash. A, Schéma de

fractionnement par chromatographie Flash ; B, profil CCM des fractions-Flash obtenues ; C, activité inhibitrice de I’arginase a 100 ug/mL ; la

nor-NOHA a été testée a 4 uM.
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Plusieurs purifications ont été conduites, dans un deuxieme temps, sur les fractions
F2_Flash a F5 Flash, ayant montré une activité inhibitrice supérieure ou égale a 45%
d’inhibition de 1’arginase et un profil chromatographique intéressant (Figure 84).

Le processus complet de séparation des produits issus des fractions F2_Flash a F5_Flash
est résumé sur la Figure 85-1 a 4. Chacune des fractions citées ci-dessus a subi des étapes de
purification par CLHP préparative afin de collecter, de maniére exhaustive les pics de chaque
fraction, détectés a 280 nm.

La fraction F2_Flash (167 mg) a fourni 14 sous-fractions. Parmi elles, figure le composé
UV-majoritaire de I’extrait qui a été isolé de nouveau (Rr-9, Figure 85-1). Les sous-fractions
issues de la F2_Flash ont été, dans la majorité, obtenues sous forme de mélange de produits
avec des masses assez faibles comprise entre 0,4 mg et 7,4 mg.

La fraction F3_Flash (35,4 mg) a donné 12 sous-fractions parmi lesquelles quelgues-unes
ont présenté des produits de pureté assez satisfaisante mais leurs masses n’ont pas dépassé les
1,1 mg (Figure 85 -2).

La fraction F4_Flash (32,6 mg) a produit 20 sous-fractions. Certaines d’entre elles
présentent des produits de pureté acceptable mais les masses de ces produits n’ont pas dépassé
les 1,9 mg et plusieurs sous-fractions étaient a 1’état de traces (Figure 85-3).

La fraction F5_Flash (44,2 mg) nous a procuré 11 sous-fractions constituées, dans la
plupart des cas, de plusieurs produits avec des masses ne dépassant pas les 1,4 mg (Figure 85-
4),

Ces résultats témoignent de la complexité et des contraintes qui peuvent étre rencontrés
lors de la réalisation d’un fractionnement bioguidé classique sur un extrait de plante riche en
composés. En effet, cette premiére démarche de fractionnement bioguidé que nous avons
adoptée était un processus long et fastidieux nécessitant plusieurs étapes consécutives de
séparation par des techniques chromatographiques qui ont conduit finalement a des composés
de masses faibles. Les masses tres faibles des composés obtenus présentent une contrainte pour
la poursuite de 1’identification structurale de ces composes et leur évaluation sur notre cible

biologique.
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Figure 84 : Chromatogrammes des fractions issues de I'extrait chlorométhylénique de Retama raetam fractionné par chromatographie Flash.
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DCM Tiges Retama raetam

(1,009)
Chromatographie Flash en phase normale
v I ! v v v
Fy-Flash F,-Flash Fy-Flash F4-Flash Fs-Flash Fg-Flash F,-Flash
98,1 mg 167,0 mg 35,4mg 32,6 mg 44,2 mg 53,6 mg 165,4mg
CLHP préparative en phase inverse
SF, SF, SFg Rr-6 SFyo SFy, SFys
2,2mg L 1,1mg 1,1mg 1,9mg 2,6mg 1,8mg 2,Amg
SFy SFy SFs SF, SFq SFyy SFys
7,4mg 0,4mg 4,6mg 2,9mg 3,4mg 1,6mg 6,2mg

Figure 85-1 : Fractionnement des fractions les plus actives issues des tiges de Retama raetam par chromatographie Flash. A, Schéma de

56 78 910111213

fractionnement par CLHP préparative ; B, profil CCM des fractions-Flash obtenues.
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A DCM Tiges Retama raetam

(1,009)
l Chromatographie Flash en phase normale
v + v ! v v v
F;-Flash F2-Flash F;-Flash F,-Flash Fs-Flash Fe-Flash F,-Flash
98,1 mg 167,0 mg 35,4 mg 32,6 mg 44,2 mg 53,6 mg 165,4 mg
CLHP préparative en phase inverse

SF, SF; SFg SF, SFq SFi4

0,8 mg . 0,8 mg 1,1 mg 0,5 mg . 0,6 mg 0,8 mg
SF, SF, SFg SFg SFy SFy,
0,4 mg 0,8 mg 0,3 mg 0,7 mg 0,9 mg 0,6 mg

Figure 85-2 : Fractionnement des fractions les plus actives issues des tiges de Retama raetam par chromatographie Flash. A, Schéma de

fractionnement par CLHP préparative ; B, profil CCM des fractions-Flash obtenues.
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Figure 85-3 : Fractionnement des fractions les plus actives issues des tiges de Retama raetam par chromatographie Flash. A, Schéma de

2 34586

7 8 910111213

fractionnement par CLHP préparative ; B, profil CCM des fractions-Flash obtenues.
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A DCM Tiges Retama raetam
(1,00g)
Chromatographie Flash en phase normale
+ v . v
F,-Flash F,-Flash Fy-Flash Fs-Flash Fs-Flash Fe-Flash F,-Flash
98,1 mg 167,0 mg 35,4 mg 32,6 mg 44,2 mg 53,6 mg 165,4 mg
CLHP préparative en phase inverse
"
SF, SF, SFg SFg SFio SFi, SFya SFy6 SFig SFyo
1,0 mg 0,1 mg = - =" 0,2 mg 0,9 mg 0,4 mg 0,2 mg 0,7 mg
SF, SF; SFs SF, SF SFyy SFys SFys SFyy SFig
1,9 mg 0,4 mg 0,2 mg 0,5 mg 0,5 mg 0,2 mg 1,1 mg 0,5 mg 0,2 mg
B
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A | | DCM Tiges Retama raetam
(1,00 g)
! Chromatographie Flash en phase normale
v . + + ' )
F,-Flash F,-Flash Fy-Flash Fs-Flash Fe-Flash Fe-Flash F,-Flash
98,1 mg 167,0 mg 35,4 mg 32,6 mg 44,2 mg 53,6 mg 165,4 mg
l CLHP préparative en phase inverse
r
SF, SF3 SFs SF; SFg SFiy
0,9 mg 0,2 mg 1,4 mg 0,5 mg v - 0,9 mg
SFZ S'i4 SFs SFs SF10
0,3 mg 0,3 mg 0,6 mg 0,5mg

Figure 85-4 : Fractionnement des fractions les plus actives issues des tiges de Retama raetam par chromatographie Flash. A, Schéma de

fractionnement par CLHP préparative ; B, profil CCM des fractions-Flash obtenues.
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En plus d’étre long et cotteuX, le fractionnement bioguidé, a conduit a la perte de la
bioactivité dans le cas des fractions obtenues par la chromatographie Flash comme le montre la
Figure 83 C page 294. Ces contraintes rencontrées lors des étapes itératives de fractionnement
bioguidé nous ont orientés vers le développement d’une nouvelle technique plus rapide et plus
efficace qui consomme moins de produits et qui regroupe les étapes de séparation des produits
naturels des mélanges complexes avec celles de 1’évaluation de ’activité biologique sur la cible
dans une méme interface chimique / biologique. C’est la technique de bioautographie couplée

a la CCM dont le développement sera détaillé dans la Partie 11 :Chapitre 4 :page 309.

3.4. Détermination des structures des composés isolés

3.4.1. Composé Rr-9: Alpinumisoflavone ou 5-hydroxy-7-(p-hydroxyphényl)-
2,2-diméthyl-2H-6H-benzo-[1,2-b:5,4-b]dipyran-6-one]

Le composé Rr-9 (Figure 86) a été isolé sous la forme d’un solide jaune pale. Son spectre
de masse haute résolution (ESI-Q-TOF), en mode positif, présente un pic pseudomoléculaire a
m/z [M+H]" = 337,1076 ce qui correspond a une formule brute s’établissant en C20H160s pour
une masse calculée de 336,09977. Le spectre HR-MS en électrospray de ce composé, montre
aussi un ion a m/z [2M+Na]* = 695,18839. Ce composé présente trois bandes d’absorption UV
entre 200 et 300 nm (Figure 105 page 360).

Le spectre RMN H de Rr-9 (Annexe 10) a montré le singulet d’un proton déblindé a &4
8,37 caractéristique du H-2 de la structure des isoflavones. Le spectre RMN H a présenté
¢galement une paire de doublets (J = 8,4 Hz), intégrant chacun pour deux protons, a 6 6,82 et
7,38 attribuables aux signaux d'un groupe para-hydroxyphényle sur le noyau B. Nous avons
également noté la présence d'un groupe —OH chélaté a dn 13,42 et d'un proton sous forme d’un
singulet dans la plage aromatique a 1 6,50 ppm caractéristique pour 5-OH et H-6 ou H-8 du
noyau A d’un isoflavonoide. De plus, les spectres RMN H et 13C du composé Rr-9 ont montré
la présence d'un cycle 2,2-diméthylpyrano en raison de la présence d'une résonance gem-
diméthyl [64 1,43 (6H, s, H-5" et H-6 "), 6c 27,89 (C-5" et C-6")], un groupe oléfinique [
5,81 (1H, d, J = 10,0 Hz, H-3") et 6,62 (1H, d, J = 10 Hz, H-4 "), 8¢ 129,13 (C-3 ") et 114,53
(C-4 ")] et un carbone quaternaire oxygéné (5c 78,12). Sur la base des spectres RMN *H et 13C,
I’emplacement du cycle 2,2-diméthylpyrano peut étre fusionné en C-6 et C-7 ou C-7 et C-8.
Ainsi, I'emplacement de 1’unité 2,2-diméthylpyrano en C-6 et C-7 a été déterminé par la suite
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sur la base des corrélations HMBC observées (Tableau 22 page 360 et Annexe 10). La présence
de correélations a longue distance sur le spectre HMBC du composé Rr-9 entre le signal de
proton d'un groupe 5-OH chélaté a o1 13,37 et trois signaux de carbone quaternaire a dc 104,76
(C-4a), 156,72 (C-5), 105,43 (C-6) a permis de placer sans ambiguité le 2,2-diméthylpyrano
fusionné en C-6 et C-7.

Ce composé Rr-9 correspond, ainsi, & I’alpinumisoflavone, qui a été isolée de I'écorce de

tige d'Erythrina lysistemon (Leguminosae) [447] et pour la premiére fois du genre Retama.

8”

OH

Figure 86 : Structure du composé Rr-9 isolé de I'extrait chlorométhylénique des tiges de
Retama raetam.

Cette isoflavone prénylée a été explorée pour de nombreux effets biologiques et
pharmacologiques. Les données rapportées ont démontré qu’elle a un potentiel
multithérapeutique avec des propriétés antiostéoporotique, antioxydante, anti-inflammatoire,
antimicrobienne, anticancéreuse, cestrogénique et anti-cestrogénique, antidiabétique et
neuroprotectrice. Cette molécule présente un vrai potentiel en tant que candidat-médicament
[448].

Au cours de notre étude sur I’inhibition de 1’arginase ce composé a présenté une Clso de
315 uM. Cette activité reste loin de 1’activité des inhibiteurs synthétiques de référence [5] mais
dans la gamme des activités des produits naturels testés sur I’arginase [147].
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3.4.2. Composé Rr-13 : Monotésone Bou (5,7,3,5-Tetrahydroxy-6,8-
diprénylflavanone)

Le composeé Rr-13 (Figure 87) a été isolé sous forme d’une poudre cristalline de couleur
jaune vert, tres hygroscopique. Son spectre UV présente plusieurs maxima d’absorption : 210 ;
250 et 300 nm. Son spectre de masse haute résolution (ESI-Q-TOF), en mode positif, présente
un pic pseudomoléculaire & m/z [M+H]" = 425,19647 ce qui correspond a une formule brute
s’établissant en C2sH280s pour une masse calculée de 424,18859 et un pic a m/z [2M+Na]*
=871,36570, correspondant a la formule brute (Figure 106 page 362).

Sur le spectre de RMN-H réalisé dans le DMSO deutéré (Annexe 11), un signal a on
12,42 ppm indique la présence d’un OH chélaté. De plus, les signaux a on 3,09 et 2,70 ppm,
sous forme de doublets de doublets intégrant chacun pour 1H et couplant avec un signal a 5,29
ppm, sont caractéristiques d’une flavanone. Dans la région des protons aromatiques, deux
singulets ont été détectés a 51 6,73 et 6,86 intégrant pour 2H et 1H respectivement. Ces singulets
correspondent aux protons aromatiques du cycle B. Nous observons également deux singulets
a on 9,10 et 8,01 intégrant chacun pour 1H, témoignant de la présence de deux groupements
OH sur le méme cycle. Les autres signaux correspondent a ceux de deux prénylations linéaires
de type 3,3-DMA : quatre méthyles apparaissant sous forme de quatre singulets a 61 1,55, 1,59,
1,61 et 1,70 ppm, deux CH2 sous forme d’un doublet intégrant chacun pour 2H (3,19 et 3,16
ppm) ; deux CH éthylénique sous forme d’un triplet intégrant pour 1H chacun (5,08 et 5,06
ppm). L’interprétation des spectres bidimensionnels permet de situer les prénylations sur le
cycle A (Annexe 11). En effet, le proton a 6n 3,19 ppm correle avec le carbone a 6c 158,47 ppm
(C5), lui-méme porteur du OH chélaté avec la fonction cétonique en C4 ; de plus, il corréle
également avec un carbone a 161,60 ppm qui correspond a un carbone porteur d’un groupement
OH (C7). L’ attribution des différents signaux des spectres *H et 13C est résumée dans le Tableau
23 page 362.

La monotésone B a été isolée auparavant de 1’espece Monotes engleri appartenant a la
famille des Dipterocarpaceae. Seul son spectre RMN *H est décrit dans la littérature. Au cours
de cette étude, nous décrivons pour la premiere fois son isolement a partir de la famille des
Fabaceae. Une seule étude a considéré 1’activité biologique de cette molécule [449]. Cette
derniére a montré que la monotésone B est capable d’inhiber le transporteur membranaire de
médicaments, I’ABCG?2, dont la surexpression peut rendre les cellules tumorales résistantes

aux traitements par des agents chimiothérapeutiques conventionnels. Nous avons teste ce
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produit sur I’arginase hépatique bovine et il a montré une Clsp assez intéressante de 1’ordre de
118 pM. D’autres études biologiques seront nécessaires afin d’explorer d’autres activités

biologiques de cette flavanone.

Figure 87: Structure du composé Rr-13 isolé de I'extrait chlorométhylénique des tiges de
Retama raetam.

3.5. Conclusion

Les flavonoides de Fabaceae jouent un rdle fondamental dans leur adaptation a
I’environnement en tant que composés ayant un rble défensif [450]. Ces composés sont
recherchés pour leurs éventuels effets bénéfiques sur la santé humaine. Les différentes études
sur les espéces appartenant a la famille des Fabaceae ont mené, a I'isolement et la purification
de composés doués de plusieurs activités biologiques [451].

Dans ce contexte, notre étude de I’espece Retama raetam, a permis d’identifier un
nouveau compose dans le genre Retama qui est I’alpinumisoflavone, présent dans les tiges de
I’espéce R. raetam. Ce composé est une pyranoisoflavone a diverses activités biologiques

(antiostéoporotique, antioxydante, anti-inflammatoire, antimicrobienne, anticancéreuse,
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cestrogénique et anti-cestrogénique, antidiabétique et neuroprotectrice). Les pyranoflavonoides
sont principalement distribués dans les Fabaceae et ont attiré I'attention ces dernieres années en
raison de leurs importantes activités pharmacologiques qui en font des candidats médicaments
potentiels [83].

En outre, I’étude phytochimique sur Retama raetam a conduit a I’isolement d’une
tétrahydroxyflavanone substituée par des groupes prényles sur les positions 6 et 8. Il s’agit de
la monotésone B décrite pour la premiére fois dans la famille des Fabaceae. Les flavonoides
prénylés constituent un ensemble particulier au sein du groupe des flavonoides. Ces composés

se caractérisent par une distribution botanique relativement restreinte [452].

La 5,7,3'5'-Tetrahydroxy-6,8-diprénylflavanone (Monotésone B) a montré une Clsg
pertinente sur I’arginase I bovine (118 pM) suggérant que sa structure est intéressante dans le

cadre de I’inhibition de I’arginase de mammiferes.

4. Discussion et conclusion

Les travaux effectués sur les extraits MeOH des boutons floraux de C. azarolus et DCM
des tiges de R. raetam, ont permis de purifier quatre flavonoides qui ont été évalués sur
I’arginase hépatique bovine. Ce sont 1’hypéroside, le 8-méthoxykaempférol-3-O-f-
glucopyranoside, 1’alpinumisoflavone et la monotésone B, qui ont présenté des Clso comprises

entre 100 uM (I’hypéroside) et 315 uM (1’alpinumisoflavone).

La comparaison des structures de ces flavonoides avec celle d’autres flavonoides décrits
dans la littérature comme actifs sur I’arginase, a permis de fournir des données de relation
structure-activité. En effet, plusieurs études ont considéré ’activité inhibitrice d’arginase de

divers flavonoides et ont défini les principaux groupements impliqués dans 1’activité inhibitrice.

L’hypéroside ayant la Clso la plus faible (reflétant 1’activité inhibitrice la plus élevée)
présente bien des critéres favorables a I’activité inhibitrice de 1’arginase, a savoir la présence
d’un motif catéchol sur le cycle B du flavonoide, un groupement hydroxyle en C5 ainsi que la

liaison a entre C2-C1'. Il est en effet établi que ces éléments permettent une augmentation de
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I'activité. En revanche, il semble que le galactoside en position 3 sur le cycle C ait provoqué
une baisse de ’activité [105] [111] [20] [112].

Le 8-méthoxykaempférol 3-glucoside, avec une Clso de 300 uM, se différencie, par
rapport au produit précédent, par 1’absence de groupement catéchol sur le noyau B et présente
en plus un groupement méthoxyle sur le noyau A. Il semble ainsi, qu’outre la perte du catéchol,
la méthylation d’un hydroxyle sur son noyau A reduit I'activité inhibitrice de I’arginase.

L’alpinumisoflavone présente une activité proche de celle du produit précédent (Clso de
315 uM). La faible activité inhibitrice de ce produit peut étre attribu¢ a I’absence du groupement
catéchol mais aussi a la substitution de ’hydroxyle en 7 pour former un cycle pyrane.

Finalement, la monotésone B qui ne présente pas de groupement catéchol mais des
hydroxyles en position ortho sur le noyau A et sur le noyau B a démontré une activité non
négligeable (Clso égale de I’ordre de 118 uM). Ces résultats corroborent les travaux antérieurs
qui ont montreé que le flavonoide le plus actif sur I’arginase mammifére, jusqu'a aujourd'hui, est
une flavanone, la (2S)-5,2',5'-trihydroxy-7,8-diméthoxyflavanone (Figure 88) (Clso =11,6 uM
sur I’ARG 1I de souris) dépourvue de groupement catéchol [135]. Cette constatation vient
renforcer 1’intérét des flavanones dans I’inhibition de 1’arginase mammiféere mais il serait
nécessaire d’évaluer ces deux molécules, in vitro, sur le méme modeéle afin de pouvoir
directement les comparer. La monotésone B présente en plus deux substituants prényles sur son
noyau A, connus pour offrir aux flavonoides une affinité importante pour les membranes
biologiques et permettre ainsi I’amélioration de leurs activités [83]. Cette molécule présente

donc un réel intérét pour des tests in vivo.

\ HO

-~ OH

Figure 88 : Comparaison de la monotésone B (a gauche) a la (2S)-5,2',5"-trihydroxy-7,8-diméthoxyflavanone (a droite)
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D’autre part, I’étude de 1’extrait DCM des tiges de C. azarolus, a montré que les acides
terpéniques représentent les composés majoritaires de cette matrice végétale. Cette constatation
témoigne d’une dissemblance de la répartition des métabolites secondaires dans les différents
organes de cette méme plante puisque 1’extrait méthanolique des boutons floraux est dépourvu
de terpénes. Cette disparité peut cependant étre expliquée par la nature différente des solvants
qui ont ét¢ employés pour l’extraction. En outre, il serait intéressant de poursuivre
I’identification des produits isolés de cet extrait. Ces composés suscitent notre curiosité car ils
présentent une partie caféoyle facilitant la pénétration dans la poche du site actif de I'arginase a
1’égard de son motif catéchol qui interagie avec le cofacteur Mn?* et plusieurs résidus d'acides
aminés cruciaux (Asp234, Thr246, His141 et His126) impliqués dans le mécanisme d'hydrolyse
de l'arginase humaine [58]. Ces éléments seraient en faveur d’une inhibition compétitive qui
permettrait de valoriser les terpenes, classe de métabolites secondaires ignorée, jusqu’a présent,

dans les recherches d’inhibiteurs d’arginase.
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Chapitre 4 : Développement d’un test de
CCM-bioautographique
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1. Introduction

Au sein de notre laboratoire, dans le cadre de la recherche de nouvelles molécules
naturelles inhibitrices de I'arginase, un test in vitro sur microplaque 96 puits est utilisé pour le
criblage préliminaire (Partie Il :Chapitre 1 :2.1 page 180). Briévement, ce test est basé sur la
détection colorimétrique de I'urée produite par lI'arginase a partir de I'arginine. Ce test permet
dans un premier temps le criblage d'un grand nombre d’extraits de plantes. Cependant, la
deuxiéme étape, consistant a isoler, a partir de ces derniers, les composés responsables de
I'activité, devient plus difficile, du fait de la complexité de ces matrices naturelles. Par
conséquent, les processus d'isolement sont souvent laborieux et il est probable que la plupart
des composeés isolés soient inactifs en raison de la perte des composés actifs en trés faible
quantité au cours des étapes de purification. Afin de pallier ce probleme, différentes études
suggerent le recours a des techniques de CCM-bioautographique afin d'accélérer la détection
des inhibiteurs enzymatiques dans les extraits végétaux dont les constituants sont initialement
séparés. Il existe actuellement de nombreuses applications de cette technique sur différentes
enzymes telles que l'acétylcholinestérase, la dipeptidyl peptidase IV, 1'a-chymotrypsine, I'a-
glucosidase, la xanthine oxydase, la glucose-6-phosphate-déshydrogénase, la phosphoglucose
isomérase, la lipase, la peroxydase ou la tyrosinase (voir Partie | :Chapitre 3 :4.2.4 page 117).
C'est dans ce contexte que nous rapportons ici, le développement d'un test CCM-
bioautographique pour la détection directe d'inhibiteur(s) de I'arginase dans des extraits bruts
de plantes. Ce travail a fait I’objet d’une publication dans le journal « Journal of Separation
Science » en 2020 [160].

2. Principe de la technique

L’urée produite par l'arginase va réagir avec un révélateur pour donner un fond de plaque
CCM coloré. Les inhibiteurs de I’arginase vont étre identifiés sous forme de taches extinctrices

de la couleur du fond de la plaque de silice.
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3. Essais préliminaires

Lors de la procédure préliminaire du test bioautographique couplée a la CCM, nous avons
d'abord testé le réactif de Jung modifié comme indicateur colorimétrique pour I'étape de
révélation [163]. Cette réaction rapide et facile est largement utilisée pour révéler la présence
d'urée au cours des dosages sur microplaques, car elle se produit a température ambiante et ne
dure que 15 min. Cette méthode révele des taches jaunes, correspondant aux zones d'inhibition,
sur un fond orange donné par l'urée produite par l'arginase. Cependant, ce test n'a pas fourni de
contraste assez net entre les zones d'inhibition et la couleur du fond de la plaque. De plus, les
standards et les extraits de couleur initialement jaunatre ont tendance a interférer avec le fond
de la plaque de Silice. Enfin, la couleur orange de la plague CCM était instable, rendant difficile
la détection des inhibiteurs de I'arginase. A la suite de ces constatations, il a été décidé d'utiliser
le réactif a-isonitrosopropiophénone qui offre un meilleur contraste en donnant un fond rose
assez stable apres 1’étape de révélation de I’urée produite sur la plaque qui se réalise a 100°C
pendant 1h. La plaque de CCM de couleur rose, protégée de la lumiére, reste exploitable durant

des semaines.

4. Limite de détection de I'urée

La détection de différentes quantités d'urée sur des plaques de CCM a ensuite été évaluée.
Ce test préliminaire nous a permis de définir la gamme de concentrations d'arginase nécessaires
pour produire une quantité d'urée suffisante pouvant étre détectable sur les plaques CCM. Nos
résultats ont montré que les concentrations d’urée s’échelonnant de 5 mM a 100 mM ont fourni

un revétement rose approprié sur les plaques (Figure 89).

-

100 50 20 10 5 2 1 [mM]

Figure 89 : Détection de I'urée sur une plaque de gel de silice CCM 60 F254 de 10 x 20 cm,
pulvérisée en quantités décroissantes [1-100 mM]. La plaque a été photographiée sous lumiére
visible.
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5. Optimisation des tests

Le test bioautographique a été congu pour étre réalisé sur une plaque de CCM sur laquelle
les composés d'un mélange complexe sont initialement séparés par migration avec une phase
mobile adéquate sur une couche de silice. Les conditions du test ont été optimisées pour
produire un fond de couleur rose suffisamment intense sur les plaques de CCM qui permettrait
de voir facilement le contraste lorsqu'un compose inhibiteur génere une zone plus claire. 1l était
également crucial de maintenir une résolution appropriée des composés séparés combinée a un
revétement de coloration uniforme sur toute la surface de la plaque de silice, sinon il est difficile
de detecter clairement les zones d'inhibition.

La pulvérisation des réactifs du test sur les plagues CCM pouvant engendrer la dispersion
des bandes des échantillons, les volumes pulveérisés ont été choisis apres plusieurs tentatives
afin de réduire ce risque tout en conservant une détection appropriée des inhibiteurs déposés.
De plus, il convient de souligner que l'application, sur des plaques, par pulvérisation des
solutions de I'essai biologique dépend fortement des propriétés physico-chimiques des réactifs,
en particulier de leur viscosité, ce parametre a donc da étre pris en compte pour obtenir une
répartition homogene des réactifs du test.

Afin d'optimiser la réaction enzymatique sur les plaques de CCM, différents parametres,
tels que la durée, I’hygrométrie et la température d'incubation ainsi que les concentrations en
substrat et arginase, ont été testés. Une faible production d'urée a été observée avec une
concentration enzymatique inférieure a 50 U dans 3 mL du tampon. Avec une concentration
plus élevée, la couleur rose était plus intense (Figure 90), mais compte tenu du colt de
I'expérience et étant donné qu'avec une concentration de 50 U/3 mL, le contraste entre les zones
d'inhibition et le fond rose était suffisant, cette concentration a été conservée. En outre,
l'augmentation de la quantité de L -arginine de 12,5 a 200 mM a permis d’augmenter le
contraste qui etait plus net entre le fond et la zone d'inhibition. Par conséquent, ces
concentrations pour le couple Arginase/Arginine ont été sélectionnées pour le test. Par ailleurs,
différentes durées d'incubation et différentes températures ont été également testés. Il a été
constaté que ces paramétres ont une faible influence sur les résultats de 1’essai, au-dela de 60
min d'incubation a 37°C. Ces conditions, ayant conduit a des images bien définies, ont par
conséquent été sélectionnées pour notre méthode bioautographique.
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Figure 90 : Optimisation des concentrations d'arginase ; de A a D, respectivement de 150 a 10
U, en présence de 200 mM de L-arginine. Le contréle positif, nor-NOHA a 0,5 ug, a été appliqué
au milieu de la plague afin de comparer le contraste entre le fond rose et la zone d'inhibition
plus claire.

De plus, les résultats ont montré que la réaction enzymatique ne se produit que dans une
atmosphére humide. L'incubation de la plaque de CCM a 37°C dans une étuve en milieu sec ne
permet pas de réaliser la réaction enzymatique (aucune coloration rose n'est détectée sur la
plaque aprés incubation pendant 60 min dans une atmosphére seche). L'incubation en
atmosphére saturée en vapeur d’eau représente donc un des parameétres clé de l'activité
enzymatique. Il est important de maintenir la plaque de silice humide pendant la manipulation
pour éviter I’inactivation de 1’enzyme ; ainsi, la plaque a été déposée a plat sur une grille, elle-
méme placée dans un bain-marie a 37°C. Bien que la plague de CCM ne soit pas en contact
direct avec I'eau, ce systéme garantit une atmosphere humide a 80 %.

Un autre paramétre clé dans ce test de bioautographie couplée a la CCM est le choix du
matériau de revétement des plaques CCM. En effet, des plaques de silice en phase inverse ont
été testées au cours des essais d’optimisation de la technique. Les résultats ont montré qu'il était
difficile d'obtenir une coloration rose uniforme sur toute la surface de la plaque en phase inverse
et d’éviter le décollement du matériau de revétement avec ce type de phase stationnaire. Cela
peut s'expliquer par le fait que I'hydrophobicité des surfaces des plaques en phase inverse
empéche le dép6t d'une couche aqueuse homogéne contenant les réactifs nécessaires pour
I’essai. De plus, la répulsion entre les couches hydrophile et hydrophobe a l'interface peut
bloquer la diffusion efficace des composés. Ce probléeme pourrait étre surmonté en
immobilisant I'enzyme sur le support non polaire en utilisant un copolymere amphiphile [205].
Le test a également été réalisé avec une plague de CCM haute performance (ALUGRAM®
Xtra Nano-SIL G) mais aucun changement significatif n'a été observé en ce qui concerne la
résolution. Considérant la différence de colt entre les deux types de phases stationnaires
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(normale et haute performance) et que le déposeur automatique de chez CAMAG a permis
d'obtenir une résolution satisfaisante avec des spots bien définis, des couches de silice standard
ont été choisies pour les expériences.

Le probleme majeur posé par la combinaison de la CCM avec des tests enzymatiques
biologiques pourrait étre la sensibilit¢ de 1’enzyme aux phases mobiles utilisées pour la
séparation des composés des échantillons. Les solvants organiques utilisés pendant la procédure
de séparation sur CCM doivent étre completement séchés afin d'éviter I'inactivation de I'enzyme
par les phases mobiles (voir Partie | :Chapitre 3 :4.2.4 page 117). Concernant notre méthode
CCM-bioautographique, nous avons testé une large gamme de solvants. Pour la majorité des
éluants utilisés, la seule différence observée entre les plaques avec ou sans étapes de séparation
préalable, était I'intensité de la couleur rose sur le fond de la plaque mais le contraste entre les
zones d'inhibition et le fond restait facilement détectable. Néanmoins, I'utilisation de certains
solvants/liquides difficilement éliminables par évaporation, comme le butanol ou I’acide
formique (> 2 %) dans les phases mobiles, peut étre critique non seulement pour la progression
de la réaction enzymatique mais également pour I'étape de révélation du produit de la réaction
enzymatique (réaction se produisant entre l'urée et 'a-isonitrosopropiophénone). Toutefois, les

acides pourraient étre neutralisés par des vapeurs d’ammoniaque [211].

6. Test de detection des faux positifs

L'apparition de faux positifs lors des tests de bioautographie n'est pas rare. Plusieurs
publications décrivent I'apparition d'artefacts dds, par exemple, a des problémes de mouillabilité
sur la plaque de CCM. D'autres articles considérent que I'apparition de zones d'artéfacts est due
a l'interaction non spécifique de certains composes avec les réactifs du test. Par conséquent, il
est indispensable de prévoir un test préliminaire facile et rapide offrant un contréle systématique
de ce type d'interaction. Fondamentalement, notre test de contréle a consisté a remplacer
I'arginase par une solution d'urée a 10 mM. Des produits de référence précédemment décrits
dans la littérature comme de puissants inhibiteurs de l'arginase, y compris la nor-NOHA, le
picéatannol, I'acide chlorogénique et le catéchol, ont été soumis a ce test de contréle (Figure 91
A). Bien que ces produits naturels (picéatannol, acide chlorogénique et catéchol) aient donné
des zones d'inhibition a la fin du test bioautographique (Figure 91 B), nous avons néanmoins
remarqué I'apparition de halos blancs autour des produits de couleur jaunatre sur la plaqgue CCM

de controle. Cependant, la nor-NOHA a montré une activité inhibitrice spécifique de I'arginase
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tres distincte (Figure 91 B) avec l'absence totale de halos blancs sur la plaque de contréle de
faux positifs (Figure 91 A). Ainsi, la nor-NOHA a été sélectionnée comme contr6le positif pour
notre méthode CCM-bioautographique.

Dans le cadre des analyses de matrices complexes, une seconde plaque de CCM sera donc
réalisée en parallele afin de vérifier I’absence de composés réagissant avec 1’urée ou les réactifs

du test.

Figure 91 : Criblage des faux positifs (A) et test bioautographique (B) utilisant (1) nor-NOHA,
(2) picéatannol, (3) catéchol, (4) acide chlorogénique pour la détection de I'activité inhibitrice
spécifique de I'arginase sur CCM.

7. Linéarité et sensibilité

La sensibilité du test CCM-bioautographique, estimée par la limite de détection (LOD)
de la nor-NOHA, a montré que les tiches d'inhibition étaient détectables a I'ceil nu jusqu'a 0,1

pg/zone (Figure 92 B) avec une bonne linéarité pour les quantités allant de 0,1 a 1,5 pug pour ce
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contrdle positif (Figure 92 A). L'équation qui lie I'aire de la zone d'inhibition a la concentration
d'inhibiteur était celle d’une droite du type : y = 38209 x + 2076,7 avec un coefficient de
corrélation de linéarité (R?) de 0,969.

Figure 92 : Inhibition de I'activité de I'arginase détectée sur une couche de CCM en fonction
des quantités décroissantes de nor-NOHA (1,5-0,05 ug). (A) Aire des spots mesurée par le
logiciel imageJ ; (B) CCM-bioautographique observée sous lumiére visible.

8. Sélectivité en présence d’une matrice complexe

Afin d'évaluer la sélectivité de notre technique pour un composé actif au sein d’une
matrice complexe, la nor-NOHA a été mélangée a I'extrait méthanolique de fruit de Myrtus
communis (Mc) qui est inactif. Cet extrait végétal a été choisi pour sa richesse en composes
avec une large gamme de polarités. Les composés de cet extrait ont subi une séparation sur la
plaque CCM grace a une phase mobile adéquate avant d'effectuer le test bioautographique
(Figure 93).
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Figure 93 : Analyse CCM de l'inhibiteur de l'arginase nor-NOHA en présence d'extrait
meéthanolique de fruit de Myrtus communis (Mc). (A) détection a lumiére UV 254 nm, (B)
détection a lumiére visible avant la réaction enzymatique. De gauche a droite (1- 4) : extrait
(Mc) déposé a 200 ug avec des quantités décroissantes de nor - NOHA : 1 ug, 0,5 ug, 0,2 ug et
0,1 ug respectivement. (5) nor-NOHA déposé seul a 0,5 ug et (6) extrait (Mc) repéré seul a 200
Ug. Une plaque de silice G60 F254 a été utilisée. L'élution a été réalisée avec un mélange AcOEt/
MeOH /W / CH,0, (80: 10: 10: 0,1).

Cette expérience a montré que les taches blanches de nor-NOHA peuvent étre facilement
distinguées des taches des autres constituants de I'extrait (Mc) (Figure 94 C). De plus, la limite
de détection (LOD) est stable. En effet, la LOD est identique (= 0,1 pg/zone) quand I'inhibiteur
de référence est mélangé avec une matrice complexe ou simplement deposeé seul sur la plague
de CCM. De méme, une bonne linéarité a été observée, comme le montre I'équation liant I'aire
de la zone d'inhibition a la concentration d'inhibiteur (y = 45114 x +19302) avec une corrélation
linéaire de 0,960. Ces tests de sélectivité ont montré que notre méthode CCM-bioautographique
permet de localiser un constituant actif mineur dans des matrices complexes comme les extraits
de plantes riches en composeés. Par ailleurs, avant le test de bioautographie, I'extrait végétal
(Mc) et le témoin positif (nor-NOHA) ont été également soumis au test de détection des faux
positifs afin d'éviter des résultats erronés concernant l'inhibition de I'arginase. Aucun des
échantillons analysés n'a montré de réaction positive pendant le test de contréle négatif (le fond
rose homogene a été observé sans zones d'inhibition blanches) (Figure 94 B), il peut étre donc

supposé que le risque d’observer une interférence est relativement réeduit.

318
Rym ATTIA \ Contribution a I'étude de la flore Tunisienne et recherche d'inhibiteurs d'origine
naturelle de I'arginase



Figure 94 : Analyse par CCM-bioautographique de l'inhibiteur nor-NOHA en présence de
I'extrait méthanolique de fruit de Myrtus communis (Mc). (A) détection a la lumiere UV
365 nm ; (B) test de détection des faux positif et (C) test bioautographique sous lumiére visible.
De gauche a droite (1-4): extrait (Mc) a 200 ug déposé avec des quantités décroissantes de
nor-NOHA: 1, 0,5, 0,2 et 0,1 ug respectivement. (5) nor-NOHA déposé seul a 0,5 ug et (6) (Mc)
extrait déposé seul a 200 ug. Le test a été réalisé en utilisant une plaque de silice G60 F254.
L'élution a été réalisée avec AcOEt / MeOH / W / CH,0,

9. Applicabilite au criblage d'inhibiteurs naturels
dans I'extrait de Cannabis sativa

L'applicabilité du test CCM-bioautographique a un mélange complexe, afin de détecter
des inhibiteurs naturels, a ensuite été testée a l'aide d'un extrait méthanolique de C.sativa. Cet
extrait particulier a été choisi car il a présenté une activité inhibitrice de I'arginase lors d'une
précédente étude au sein de notre laboratoire [453].

Apres la séparation des composés avec un €luant compos¢ de DCM MeOH/CH-0:
(90:10:0,2), la plaque a été soumise a la procédure bioautographique. Une tache d'inhibition
bien distincte est apparue avec un R¢ = 0,27 qui n’a pas d’équivalent sur la plaque contrdle
(Figure 95 C vs Figure 95 D). Cette zone d'inhibition correspond a la N-trans-caféoyltyramine,
connue pour son activité inhibitrice de I'arginase [453]. De plus, il est important de noter que
d'autres zones d'inhibition sont apparues sur la plaque bioautographique a des Rf <0,27. Ce
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résultat démontre que d'autres composés actifs existent dans cet extrait et il serait nécessaire de

les identifier.

Figure 95 : Criblage des inhibiteurs de I'arginase des tourteaux de chanvre (Cannabis sativa L.).
(A) détection a la lumiere UV254 nm ; (B) détection a la lumiére UV365nm ; (C) test de criblage
des faux positifs et (D) test bioautographique sous lumiere visible. (1) 200 ug d'extrait
méthanolique de C. sativa déposés sur une plaque de gel de silice G60 F254 développée dans
une phase mobile composée d'un mélange DCM/MeOH/HCO2H (90:10:0,2) et (2) 0,5 ug de
nor-NOHA repéré comme contréle positif.

Afin de confirmer l'activité inhibitrice de l'arginase de la N-trans-caféoyltyramine,
préalablement purifiée dans notre laboratoire & partir de I'extrait méthanolique de C. sativa,
cette molécule a été déposée sur des plagues de CCM avec des quantités allant de 20 a 80 pg
(Figure 96). Les résultats ont montré que les halos d'inhibition étaient visibles a 1’ceil nu avec
un Rf = 0,5 dans un éluant composé de DCM/MeOH (85:15), confirmant le potentiel
d'inhibition de I'arginase de ce produit naturel (Figure 97 C). De plus, comme observé avec le
contréle positif, nor-NOHA (Figure 97 C), les zones d'inhibition de la N-trans-caféoyltyramine

étaient proportionnelles aux quantités déposées sur les plaques (Figure 97 C). Il est important
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de noter que le produit pur, la N-trans-caféoyltyramine, n'a pas montré de faux positifs au cours

du test de contréle (Figure 97 B) tout comme I'extrait brut C. sativa.

20 40 60 80 Mg 20 40 60 80 Hg

Figure 96: Analyse CCM de la N-trans-caféoyltyramine aprés élution préalable sur la plaque de
silice G60 F254 en utilisant une phase mobile constituée de DCM / MeOH (85:15). (A) détection
a lumiere UV254 nm (B) détection a lumiére visible avant la réaction enzymatique

Figure 97: Evaluation de l'activité inhibitrice de I’arginase de la N-trans-caféoyltyramine apreés
sa migration préalable sur une plaque de gel de silice G60 F254 en utilisant une phase mobile
constituée de DCM / MeOH (85:15). (A) détection a la lumiere UV365 nm, (B) test de détection
de faux positifs et (C) chromatogramme bioautographique sous lumiére visible
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10. Conclusion

Ce chapitre décrit une mise en ceuvre réussie d'un test CCM-bioautographique pour le
criblage rapide des inhibiteurs de I'arginase dans des matrices complexes tels que des extraits
de plantes. Contrairement aux dosages sur microplaques conventionnels qui permettent de
déterminer si un extrait brut de plante est doué d'une activité biologique, le test CCM-
bioautographique permet de localiser spécifiquement le ou les constituants actifs dans des
matrices complexes.

Plusieurs parametres, tels que les matériaux de revétement des plagues CCM, les
concentrations en enzyme, en substrat et en réactifs de pulvérisation ainsi que les conditions
d’incubation (durée, température, humidité) ont été optimisés afin d'identifier facilement, a I'ceil
nu, les composés actifs qui apparaissent sous forme de spots blancs sur un fond de plaque CCM
rose. Le produit actif peut ensuite étre identifié par des méthodes analytiques plus fines telles
que la CCM-MS ou la CCM-RMN. Par ailleurs, il est important de souligner que le dosage sur
microplaques reste une technique complémentaire a notre technique nouvellement développée
pour estimer la concentration inhibitrice médiane (Clso) des composeés isolés. Néanmaoins, cette
technique CCM-bioautographique pourrait considérablement contribuer a accélérer la

recherche de nouveaux inhibiteurs de I'arginase.
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Conclusion générale et
perspectives

Ce projet de these avait comme objectif la valorisation de certaines plantes médicinales
Tunisiennes et la recherche d’inhibiteurs d’origine naturelle de 1’arginase. Cette enzyme
représente en effet une cible thérapeutique d’actualité suite a la découverte de son implication
dans diverses pathologies liées aux maladies cardiovasculaires, rénales, neurovasculaires,

inflammatoires, cancéreuses ou encore dans certaines parasitoses comme la leishmaniose.

Dans ce contexte, un travail de recherche bibliographique a été entrepris en examinant
plusieurs critéres, principalement ethnopharmacologique et chimiotaxonomique, dans le but de
sélectionner des plantes présentant un intérét potentiel. Cette étude a conduit a la sélection de
douze especes médicinales largement utilisées en médicine traditionnelle Tunisienne. Les
extractions a partir de différents organes de ces dernicres, ont permis d’obtenir 81 extraits. Pour
évaluer leur activité sur I’arginase, ils ont été testés a ’aide d’un essai in vitro utilisant I’arginase
| hépatique bovine purifiée. Ce premier criblage a permis de fournir des données relatives a
I’effet inhibiteur de chaque extrait. Cing extraits se sont avérés actifs avec des Clso
s’échelonnant de 41,99 a 96,69 pg/mL. Les cing extraits actifs, qui sont les extraits
méthanoliques de tiges et de boutons floraux de Crataegus azarolus, de tiges de Rhus tripartita
et les extraits chlorométhyléniques de tiges de Crataegus azarolus et de Retama raetam, ont
subi une analyse phytochimique préliminaire qui a permis de restreindre a trois le nombre
d’extraits retenus pour une étude phytochimique approfondie. Les échantillons concernés sont
les extraits méthanolique des boutons floraux et chlorométhylénique des tiges de C. azarolus et
I’extrait chlorométhylénique des tiges de Retama raetam, qui se sont démarques par leur teneur
importante en polyphénols et flavonoides s’échelonnant de 25,96 a 79,35 pg équivalent acide
gallique/mg d’extrait sec et de 23,41 a 38,79 pg équivalent rutine/mg d’extrait sec

respectivement.

L’étude de ces trois extraits a débuté par des analyses déréplicatives par CLHP-DAD/UV,
LC-MS/MS et RMN *3C. Ces analyses ont permis, dans un premier temps, de mettre en
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évidence les principales classes chimiques qui les composent et d’identifier les composés déja
connus dans ces matrices végétales. La déréplication sur I’extrait des boutons floraux de C.
azarolus a permis de caractériser 51 composés appartenant principalement aux acides
hydroxycinnamoylquiniques, aux chalcones et aux flavonoides. Par ailleurs, la déréplication
sur I’extrait chlorométhylénique des tiges de C. azarolus a permis de repérer 36 produits
appartenant essentiellement aux acides triterpéniques. Finalement, la déréplication sur I’extrait
chlorométhylénique des tiges Retama raetam a permis de repérer 19 métabolites secondaires

appartenant principalement aux flavonoides.

Avec 1’objectif d’isoler les produits naturels de ces especes, leurs extraits ont subi
plusieurs étapes de fractionnement bioguidé ayant conduit a la récupération, au total, de 134
fractions. Parmi ces fractions, seulement six produits ont présenté un degré de pureté assez
satisfaisant pour permettre une identification. Trois d’entre eux ont été décrits pour la premicre
fois de I’espéce dont ils ont été extraits. Il s’agit du 8-méthoxykaempférol-3-O-f-
glucopyranoside, décrit pour la premiére fois dans C. azarolus (isolés des boutons floraux), de
I’alpinumisoflavone décrite pour la premiére fois dans R. raetam et la monotésone B isolée des
tiges de R. raetam et décrite pour la premiere fois chez la famille des Fabaceae. Un produit
naturel original a été aussi décrit : le 8-méthoxykaempférol-3-O-(6-acétyl-p-glucopyranoside)
isolé de I’extrait méthanolique des boutons floraux de C. azarolus. Malheureusement,
uniquement quatre composes ont fourni des masses suffisantes pour étre testés sur 1’arginase.
Il s’agit de [I’hypéroside, du 8-méthoxykaempférol-3-O-B-glucopyranoside, de
I’alpinumisoflavone et de la monotésone B. Ces derniers ont présenté des Clso comprises entre
100 (I’hypéroside) et 315 uM (I’alpinumisoflavone). Bien que ces valeurs avoisinent celles des
produits naturels décrits comme actifs sur 1’arginase, tels que le picéatannol-3’-O-B-D-
glucopyranoside (testé sur les ARG | et Il murines) et I’acide chlorogénique (testé sur I’ARG |
bovine) ayant présenté des Clsode I’ordre de 11 pM, elles restent encore éloignées de celles des
inhibiteurs synthétiques de référence (comme, par exemple, la nor-NOHA, Clso=1,7 £ 0,7 uM
sur I’arginase I bovine).

La majeure contrainte rencontrée au cours de ce projet de these fut les quantités trés
faibles de fractions récupérées apres les longues étapes de fractionnement bioguidé. Ceci nous
a orientés vers le développement d’une nouvelle stratégie, permettant 1’accélération de notre
démarche de découverte de molécules bioactives. Dans ce cadre, une technique CCM-
bioautographique a été développée, méthode a I’interface chimie/biologie. Elle permet, a la fois

de séparer les composés des matrices végétales et de les tester simultanément sur I’arginase en
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consommant une quantité minimale de produits et en évitant la perte de composes actifs

minoritaires lors des étapes de purification.

En perspective, ce projet pourrait se prolonger par la finalisation de I’identification des
composés isolés de 1’extrait chlorométhylénique des tiges de C.azarolus, par I’évaluation des
produits isolés sur d’autres cibles thérapeutiques et par l’exploitation de la technique
bioautographique, nouvellement développée, pour I’identification accélérée de nouveaux

inhibiteurs de 1’arginase.
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Partie Ill : Matériel et méthodes
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1. Matériel vegetal

1.1. Récolte du matériel végétal

Les espéces étudiees ont été récoltées dans diverses régions de la Tunisie. Ces espéces

ont été identifiées par le Pr. Chokri Messaoud et un échantillon de chacune d’elle, auquel une

référence a été attribuée, est conservé au laboratoire de Pharmacognosie de I’EA 4267

PEPITE (Pathologies et épithéliums :

L’ensemble des données de collecte sont répertoriées dans le Tableau 13.

Tableau 13: Données de collecte des plantes sélectionnées pour I’étude.

prévention, innovation, traitements, évaluation).

Famille Espece Site de Date de Organe Référence Masse
collecte collecte Utilisé pqudre
séche
(9)
Rhus tripartita Sousse Janvier Feuilles Rt-fe/01-2017 15,45
Anacardiaceae (Ucria) Grande 2017 Tiges Rt-ti/01-2017 19,8
Fruits Rt-fr/01-2017 29,3
Noyaux Rt-no/01-2017 23
Pistasia Morneg Février Feuilles Pl-fe/02-2019 208,3
lentiscus L. 2019 Fruits  PI-fr/02-2019 12
Rosaceae Crataegus azar Morneg Février Feuilles Ca-fe/02-2017 16,1
olus L. 2017 Tiges Ca-ti/02-2017 26,1
Boutons Ca-bo/02-2017 20,3
Rubus ulmifolius ~ Morneg Février Feuilles Ru-fe/02-2017 15,3
shott. 2017 Tiges RU-ti/02-2017 13
Fabaceae Retama raetam Sousse Janvier Fleurs Rr-f/01-2017 16,5
(Forssk.) Webb 2017 Tiges Rr-t/01-2017 16,8
Sousse Février Feuilles Hc-fr/02-2019 98
Asteraceae 2019 Fruits Hc-fr/02-2019 81,8
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Rym ATTIA \ Contribution a 1'étude de la flore Tunisienne et recherche d'inhibiteurs d'origine
naturelle de I'arginase


http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-8466
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-8466

Fleurs Hc-fl/02-2019 71
Hertia Tiges Hc-1i/02-2019 41
cheirtfolia (L) Calices  Hc-ca/02-2019 355
Kuntze
Artemisia Jilma Janvier Plante Aha/01-2016
herba-alba 2016 entiere
ASSO. 5
Artemisia Gafsa Janvier Plante Ac-G/01-2016
campestris L. 2016 entiere 5
Ain Janvier Plante Ac-A/01-2016
Errahma 2016 entiere 5
Lamiaceae Rosmarinus Sousse Février Feuilles Ro-fe/02-2019 5
officinalis L. 2019
Thymus Sousse Février Plante Ta /02-2019 5
algeriensis 2019 entiere
Boiss. et Reut.
Lauraceae Laurus Nobilis Sbeitla Janvier Feuilles Ln-fe/01-2019 5
L. 2019
Myrtaceae Myrtus Korbous Janvier Feuilles Mc-fe/01-2016 5
communis L. 2016
unt Fruits Mc-fr/01-2016 5
Tiges Mc-1i/01-2016 5
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1.2. Dessiccation et stabilisation

Le séchage a ¢été réalisé a I’air libre sur une durée moyenne de dix a vingt jours au sein
du laboratoire de biotechnologie végétale a ’INSAT. Cette opération a permis de stabiliser la

composition des plantes et a facilité le transport de la matiére premiére.

1.3. Broyage

Les parties des plantes séchées ont ¢été ensuite broyées afin d’assurer une
homogéneisation des différents éléments du mélange et une augmentation de la surface de
contact avec le solvant en vue de I’extraction a venir. Ce traitement mécanique, a été réalisé a

I’aide d’un broyeur (AEG type AM80 NX2).

2. Techniques extractives

L’extraction de la matiere végétale s’est déroulée en trois étapes successives :

) La macération : Chaque partie de plante est mise en contact, a température ambiante et
dans un endroit frais, successivement avec des solvants organiques de polarités croissantes :
éther de pétrole (EP) ou I’hexane (H), puis dichlorométhane (DCM) et enfin méthanol (MeOH).
Pour chaque solvant, une extraction de 24 heures est répétée jusqu’a ce que la solution
extractive devienne limpide, signifiant que le marc est épuisé. Pour chaque extraction, la
quantité de solvant utilisée est d’environ 50 mL pour 1g de matiere végétale séche.

° La filtration : cette opération est destinée a séparer la solution extractive du marc. Elle
est réalisée sur papier filtre, sous vide. Le solvant organique contenant les molécules d’intérét
est transvasé dans un ballon et le marc humide est séché pour étre réutilisé pour I’extraction
avec le solvant suivant.

° L’évaporation du solvant d’extraction : la solution extractive est ensuite concentrée sous
pression réduite a I’aide d’un évaporateur rotatif (Biichi®) jusqu’a 1’élimination compléte du

solvant permettant ainsi 1’obtention d’extraits.
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3. Dosage des polyphénols totaux, des flavonoides et
des tanins condensés

3.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux a été déterminée en utilisant la méthode Folin — Ciocalteu
telle que décrite par Messaoud et col. [454] avec quelques modifications. En bref, 0,1 mL d'une
solution méthanolique a 1 mg/mL de I'extrait a été mélangé avec 0,5 mL de réactif de Folin—
Ciocalteu (dilue 10 fois avec de I'eau distillée) et 0,4 mL de carbonate de sodium a 7,5 %. Apres
incubation a température ambiante pendant 90 min, I'absorbance de la solution résultante a été
mesurée a 765 nm. La teneur en polyphénols totaux a été exprimée en microgrammes

d'équivalent en acide gallique par milligramme d'extrait brut (ug EAG/mg EB).

3.2. Dosage des flavonoides

La teneur totale en flavonoides a été déterminée en utilisant le test colorimétrique décrit
par Messaoud et col. [454] avec quelques modifications. Un volume de 0,5 mL d'une solution
d'extrait méthanolique a 1 mg/mL a été mélangé avec 0,5 mL de solution méthanolique d'AlCls
(2%). Le mélange est incubé pendant 30 minutes. L'absorbance de la solution résultante est
mesurée a 430 nm. La teneur en flavonoides a été exprimée en microgrammes d'équivalent

rutine par milligramme d'extrait brut (ug ER/mg EB).

3.3. Dosage des tanins

Les tanins condensés sont déterminés par la méthode a la vanilline en milieu acide [455]
avec quelques modifications. 20 pL d’extrait sont ajoutés a 600 pL de vanilline et 300 ul
d’acide chlorhydrique (HCI). Cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir
avec les unités des tanins condensés en présence d’acide, pour produire un complexe coloré
mesuré a 500 nm. Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions
opératoires en utilisant de la catéchine comme controle positif. Les résultats du dosage sont
exprimés en milligramme équivalent de la catéchine par gramme d’extrait brut sec (ug EC/mg

EB).
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4. Techniques analytiques

4.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les supports utilisés pour les chromatographies sur couche mince (CCM) sont des
supports en aluminium recouvert d’une couche de silice (Silica gel 60 F254, épaisseur 0,2 mm,
Merck®). Les différents mélanges d’éluants utilisés pour séparer les composés des différents
échantillons sur les plaques CCM sont résumés dans le Tableau 14. 10uL des solutions a
analyser sont déposes et aprés migration, les plaques CCM sont observées sous lumiere visible

et sous lumiere ultra-violette (UV) a 254 et 365 nm.

4.2. Chromatographie liquide haute performance couplée a la détection
UV (CLHP-UV)

L’appareil de chromatographie liquide haute performance (CLHP) utilisé est une chaine
(Shimadzu®). Cet appareil est équipé d’une boucle d’injection de 20 pL et d’un détecteur UV—
Visible. La phase stationnaire est constituée par une colonne apolaire type C18, (Kinetex® EVO
C18, 100 A, H15-075635), de dimensions 250 x 4.6 mm. La méthode de 1’élution est optimisée
pour chaque extrait analysé (Tableau 15). Le débit est fixé a ImL/min et la pression maximale
est fixée a 300 bars. L'échantillon a analyser est solubilisé dans le MeOH de fagon a obtenir
une solution entre 1mg/mL et 5 mg/mL puis filtré sur un filtre Millipore® nylon 0,2 um. La
détection UV a été faite a 280 et 254 nm. Les phases mobiles utilisées pour les différentes
analyses sur CLHP-UV sont données dans le Tableau 15.

4.3. CLHP-UV-DAD

Les analyses par CLHP-UV-DAD ont éte réalisées au sein de L’EA 921 "Substances
d’Origine Naturelle et Analogues Structuraux" (SONAS) a Angers. Ces analyses ont été
effectuées sur un équipement Agilent® HP 1100 series équipé d’une pompe quaternaire, d’un
dégazeur, d’une vanne d’injection manuelle et d’un détecteur UV a barrette de diodes, et assisté
du logiciel Agilent Chemstation for LC 3D. Avant injection, les échantillons ont été solubilisés
dans le MeOH et centrifugés afin d’éliminer les éventuelles particules en suspension. 20 uL
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d’échantillon concentré a 5 mg/mL ont été injectés sur une colonne Phenomenex Luna C18 de
250 x 4,6 mm (5 um). Les différentes phases mobiles utilisées sont résumées dans le Tableau
15. Le débit a été fixé a 1 mL/min et la détection UV a été faite entre 200 et 400 nm.
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Tableau 14 : Eluants utilisés pour les CCM analytiques

Eluant

Proportions

Echantillon

DCM / MeOH

97/3

Extrait DCM des tiges de Retama
raetam et ses fractions obtenues par
CLHP préparative (F1-PLC a Fe-
PLC)

Extrait DCM des tiges de Retama
raetam et ses fractions obtenues par
chromatographie Flash (Fi-Flash a
Fe- Flash)

95/5

Fs-Flash de I’extrait DCM des tiges
de Crataegus azarolus et ses sous-
fractions

Fs-Flash de I’extrait DCM des tiges
de Crataegus azarolus et ses sous-
fractions

90/10

Extrait DCM des tiges de Crataegus
azarolus et ses fractions (Fi-Flash a
F1o-Flash)

Fs-Flash de I’extrait DCM des tiges
de Crataegus azarolus et ses sous-
fractions
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Fe-Flash de I’extrait DCM des tiges
de Crataegus azarolus et ses sous-
fractions

F7-Flash de I’extrait DCM des tiges
de Crataegus azarolus et ses sous-
fractions obtenues par CLHP
préparative

Sous-fractions de la fraction F3-PLC
de Retama raetam

Sous-fractions de la fraction F3-
Flash de Retama raetam

Sous-fractions de la fraction F4-
Flash de Retama raetam

Sous-fractions de la fraction F5-
Flash de Retama raetam

95/15 Fs-Flash de 1’extrait DCM des tiges
de Crataegus azarolus et ses sous-
fractions obtenues par CLHP
préparative

Fs-Flash de I’extrait DCM des tiges
de Crataegus azarolus et ses sous-
fractions obtenues par CLHP
préparative

85/15 Extrait de tourteaux de Cannabis
sativa
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N-trans-caféoyltyramine

EtOAc/MeOH/EUP/CH:0: 80/ 10/ 10/ 0,1 Extrait méthanolique de fruit de
Myrtus communis

Tableau 15 : Méthodes séparatives en CLHP

Echantillon Solvant A Solvant B Méthode

e Extrait MeOH des EUP +0.1% AF ACN De 100% (A) a 0% (A) sur
tiges de Crataegus 50 min
azarolus

e Extrait MeOH des
tiges de Rhus
tripartita

e Extrait MeOH des EUP + AF 0,1% ACN 0460 min: De 0% (B) a
boutons floraux de 30% (B)
Crataegus azarolus . . .
et ses fractions 60 a 61 min : De 30% (B) a
obtenues par 100% (B)
chromatographie 61 2 71 min 100% (B)
Flash

e Fraction F7-Flash de EUP + AF 0,1% ACN

I’Extrait MeOH des
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boutons floraux de
Crataegus azarolus

Fraction F8-Flash de
I’Extrait MeOH des
boutons floraux de
Crataegus azarolus

0a30min: De 15% (B) a
50% (B)

30 a 35 min: De50% (B) a
100% (B)

50 & 60 min : 100% (B)

Sous-fractions sFi-
CLHP de I’Extrait

MeOH des boutons EUP + AF 0,1% ACN 0 &40 min : De 15% (B) a
floraux de Crataegus 40% (B)
azarolus 40 250 min : 100% (B)
Sous-fractions sF»-
CLHP de I’Extrait 50 a 60 min 100% (B)
MeOH des boutons
floraux de Crataegus
azarolus
Sous-fractions sFs-
CLHP de I’Extrait
MeOH des boutons
floraux de Crataegus
azarolus
Extrait DCM des EUP + AF 0,1% MeOH 0a40 min: De 60% (B) a
tiges de Crataegus 100% (B)
azarolus . .
40 a 41 min : 100% (B)
41 a2 51 min 100% (B)
Fraction F3-Flash de EUP MeOH 0 a10 min : 50% (B)

I’extrait DCM des
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tiges de Crataegus
azarolus

Fraction F4-Flash de
I’extrait DCM des
tiges de Crataegus
azarolus

10212 min :
12 222 min :
22 227 min :
27 235 min :

35240 min

40 a 55 min :
55458 min :
58 a 68 min :
68 a 70 min :
70 480 min :

60% (B)
60 % (B)
65% (B)
65 % (B)

- 70% (B)

70% (B)
80% (B)
80% (B)
100% (B)
100% (B)

Fraction F5-Flash de
I’extrait DCM des
tiges de Crataegus
azarolus

Fraction F6-Flash de
I’extrait DCM des
tiges de Crataegus
azarolus

Fraction F7-Flash de
I’extrait DCM des
tiges de Crataegus
azarolus

EUP

MeOH

0a 10 min: 50% (B)

10 a 15 min :
: 75 % (B)
18 223 min :
23425 min:
25235 min:
35a38min:
- 85% (B)

15218 min

38448 min

48 3 50 min :

70% (B)

75% (B)
80 % (B)
80% (B)
85% (B)

100% (B)

Rym ATTTA \ Contribution a 1'étude de la flore Tunisienne et recherche d'inhibiteurs d'origine naturelle de I'arginase

339



50 4 60 min : 100% (B)

e Extrait DCM des EUP + AF 0,1% MeOH 0 a50 min : De 50% (B) a
tiges de Retama 100% (B)
raetam pour analyse . )
LC-DAD-MS" 50 a 60 min 100% (B)

e Extrait DCM des
tiges de Retama
raetam pour
isolement de
I’alpinumisoflavone
et la Monotésone B

e Produit Rr-6 isolé de

s L EMo
Pextrait DCM des EUP MeOH 0a 10 min : 50% (B)
tiges de Retama 10 a 12 min : 65% (B)
raetam . .

e Produit Rr-14 isolé 12422 min: 65% (B)
de I’extrait DCM des 22 325 min : 70% (B)
tiges de Retama
raetam 25440 min : 70 % (B)

* Fraction Fs-CLHP 40 2 43 min : 80% (B)
issue de I’extrait
DCM des tiges de 43 450 min : 80% (B)
Retama raetam . _

e Fraction F-Flash 50 & 53 min : 100% (B)
issue de I’extrait 53 4 60 min : 100% (B)

DCM des tiges de
Retama raetam

e Fraction Fs-Flash
issue de I’extrait
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DCM des tiges de
Retama raetam

e Fraction Fs-Flash
i1ssue de I’extrait
DCM des tiges de
Retama raetam

e Fraction Fs-Flash
issue isolé de
I’extrait DCM des
tiges de Retama
raetam
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4.4. CLHP-UV-ESI-MS"

Les analyses CLHP-UV-MS" ont été réalisées par Dr. Ingrid Freuze a la faculté des
sciences a Angers. Ces analyses ont été conduites sur un systéme Waters® 2795 connecté a un
détecteur UV Waters 2487 (Waters) et a un spectrométre de masse Esquire 3000 PLUS
composé d’un systéme d’ionisation électrospray et d’un analyseur de type trappe ionique, et
relié au logiciel HyStar (Bruker Daltonics, Wissembourg, France). Les spectres de masse ont
été traites par le logiciel DataAnalysis (Briker). Les conditions d’analyse ont été celles
optimisées sur la colonne Phenomenex Luna C18 de 250 x 4,6 mm (5 pm). La détection UV a
été faite aux longueurs d’onde de 254 et 280 nm Pour tous les échantillons sauf pour 1’extrait
de tiges de Retama raetam qui est détecté a 280 et 210 nm. Le spectrometre de masse a été réglé
pour une plage de mesures : m/z 50-1500 Da, avec une cible moyenne de 500 uma. Les analyses

ont été enregistrées en modes d’ionisation positif et/ou négatif.

5. Techniques préparatives

5.1. Elimination des tanins sur des cartouches SPE

Les extraits méthanoliques riches en tanins ont été purifiés par extraction en phase solide (SPE)
sur cartouche de polyamide Upti-CleanTM P6 1 g/6 mL (Interchim, Montlucon, France).
Environ 50 mg d’extrait solubilis¢ dans du MeOH ont été chargés sur la cartouche,
préalablement activée par le MeOH. Les tanins sont retenus par le polyamide. Les produits
d’intérét sont élués par le MeOH a travers les cartouches préremplies et sont récupérés pour

étre valoriseés.

5.2. Chromatographie flash

Les purifications par chromatographie Flash ont été effectuées a 1’aide d’un appareil Spot
I Armen®, équipé d’un détecteur UV et d’un collecteur de fractions.
Le fractionnement de 1’extrait méthanolique des boutons floraux de Crataegus azarolus

a été effectué sur une cartouche Macherey-Nagel® Chromabond Flash RS 25 Cisec (26g,
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volume de colonne 45 mL, pression maximale 21 bar). 300 mg de 1’extrait solubilis¢ dans un
mélange EUP/MeOH (50:50) ont été déposés sur la cartouche. Le débit a été défini a environ

20 mL/min. La méthode d’¢lution pour cet extrait est résumée dans le Tableau 16.

Tableau 16: Gradient d’élution de I'extrait MeOH des boutons floraux de Crataegus azarolus
au cours de la chromatographie flash

Volume de colonne Solvant A (%) Solvant B (%)
(VC) EUP ACN
0 98 2
2 98 2
10 90 10
15 80 20
25 60 40
29,92 0 100

Le fractionnement de 1’extrait chlorométhylénique des tiges de Crataegus azarolus a été
effectué sur une cartouche Merck® EVF D24 Si60 15-40 pm - 20 g, volume de colonne = 36
mL., pression maximale < 10 bars. 500 mg ont subi un dép6t solide sur la cartouche (500 mg
adsorbés sur 2g Silice). Le débit a été de I’ordre de 60 mL/min. La phase mobile est décrite
dans le Tableau 17.

Tableau 17: Gradient d’élution de I'extrait DCM des tiges de Crataegus azarolus au cours de la
chromatographie flash

Volume de colonne  Solvant A (%)  Solvant B (%) Solvant C (%)

(VC) Cyclohexane DCM MeOH
0 100 0 0
5 100 0 0
5 60 40 0
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9,97 60 40 0

9,97 20 80 0
14,91 20 80 0
14,91 0 100 0
19,86 0 100 0
19,88 0 99 1
24,83 0 99 1
24,83 0 98 2
29,79 0 98 2
29,79 0 97 3
34,74 0 97 3
34,76 0 96 4
39,71 0 96 4
39,72 0 95 5
44,69 0 95 5
45,69 100 0 0

Le fractionnement de I’extrait chlorométhylénique des tiges de Retama raetam a été
effectué avec une cartouche Macherey-Nagel® Chromabond Flash RS 40 SiOH, 40-63 um, 40
g (pression maximale =21 bars). 1 g d’extrait ont subi un dépoét solide sur la cartouche (1g
adsorbé sur 3g de Silice). Le débit a été de 1’ordre de 60 mL/min. Le gradient de la phase mobile

est résumé dans le Tableau 18.
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Tableau 18: Gradient d’élution de I’extrait DCM des tiges de Retama raetam au cours de la
chromatographie flash

Volume de colonne Solvant A (%) Solvant B (%) Solvant C (%)
(VC) DCM MeOH Cyclohexane
0 0 0 100
1 0 0 100
1,02 80 0 20
5,98 80 0 20
5,98 100 0 0
10,95 100 0 0
10,95 99 1 0
15,88 99 1 0
15,88 98 2 0
20,84 98 2 0
20,84 96 4 0
25,74 96 4 0
25,74 90 10 0
30,66 90 10 0

5.3. Chromatographie liquide haute performance préparative
L’appareil utilisé est une chaine PLC 2020 (Gilson®) équipée d’une boucle d’injection

de 500 pL, de deux pompes de S0mL/min et d’un détecteur UV — Visible. La phase stationnaire
utilisée est une colonne apolaire type C18, (Kinetex® EVO C18, 100 A, H15081422), de
dimensions 250 x 21.2 mm. L’échantillon a analyser est solubilisé¢ dans le MeOH de fagon a

obtenir une solution & 50 mg/mL puis filtrée sur filtre Millipore® nylon de 0,2 um. Le débit est
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fixé a 20 mL/min et la pression maximale a 200 bars. Les phases mobiles utilisées pour la

purification des produits sont celles optimisées sur la CLHP analytique Tableau 15.

6. Evaluation de I’activité inhibitrice de I’arginase

6.1. Sur microplaque 96 puits

L’évaluation biologique des extraits a été réalisée grace a un test enzymatique in Vitro,

développé dans I’EA 4267 et utilisant I’arginase hépatique bovine purifiée. Ce test est issu de

I’optimisation, de la miniaturisation (plaques 96 puits) et de I’automatisation partielle (robot de

pipetage microlab NIMBUS Hamilton®) du test publié par Corraliza et ses collaborateurs

[157]. Le principe de la technique a été détaillé dans la Partie 1l1-chapitre 1-section 2).

Les solutions a préparer pour le test de dosage de I'activité de I'arginase sont les suivantes :

v

v
v
v

Tris-HCI (50mM), pH 7,5 : Trizma base (Sigma T-1503) dans 1’eau ultra pure (EUP).
Tris-HCI-BSA (0,1% m/v), pH 7,5 : Tris-HCI (50 mM) pH 7.5 + BSA.
Acide d'arrét de la réaction : H2SO4 : H3PO4 : EUP (1:3:7).
L-arginine 0,05 M, pH 9,7 : - Chlorhydrate de L-arginine (Sigma A-5131)

-EUP

-NaOH 10 N gsp pH 9,7.
Solution arginase (0,025U/uL) : solution mére d'arginase bovine MP Biomédicals dans
le Tris-HCI-BSA(0,1%).
Tris-HCI-MnCl2 (1,26 mg/mL) : MnCl2 (Aldrich 203734) dans TrisHCI (50mM).
Solution a-isonitrosopropiophénone (5%) : a-isonitrosopropiophénone (Sigma 1-3502)
dans EtOH absolu.
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v' Echantillon & tester : pour les tests de criblage et de détermination des Clso, des solutions
sont préparées a 0,7 mg/mL et 7 mg/mL respectivement (dans EUP et/ou DMSO). Le
robot de pipetage microlab NIMBUS Hamilton® prépare des dilutions au 1/10°™, &
partir des solutions méres, pour réaliser le criblage a deux concentration différentes
(concentration finale dans les puits = 100 pg/mL et 10 pg/mL pour un criblage) et

effectuera les dilutions pour les tests des Clso comme décrit ci-dessous (Figure 98).

dilution 3/10 dilution 1/10 dilution 1/10 dilution 1/10

dilution 1/10 dilution 1/10 dilution 1/10 dilution 1/10

Figure 98: Dilutions en séries de la substance a tester pour la détermination de la Clso

Durant la manipulation, le robot de pipetage microlab NIMBUS Hamilton® est programmé

afin d’effectuer les étapes suivantes :

1. Mettre 70 pL EUP dans les puits au bord de la microplaque.

2. Mettre 10 pL de la solution de Tris-HCI-BSA dans les puits correspondants tel
qu'indiqué dans le plan de plaque pour le criblage ou la détermination de 1’Clso (Figure
99 ; Figure 100).

3. Mettre 10 pL de la solution d'arginase dans les puits correspondants.

4. Ajouter, dans tous les puits, sauf ceux des bords, 30 pL de la solution de Tris-HCIMnClI»
(activateur de I'enzyme).

5. Ajouter 10uL, soit de ’EUP (puits arginase 100%), soit du solvant (dans lequel a été
solubilisé I'échantillon), soit de I'échantillon a tester, soit de I'inhibiteur de référence.

6. Ajouter 20 pL de la solution de L-arginine, dans tous les puits, sauf ceux des bords.

7. Appliquer un film en plastique sur la microplaque et I'incuber pendant une heure au bain
marie a 37°C (etape réalisée par le manipulateur).
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8. Sortir la microplaque du bain marie, la mettre sur le bac a glace dans le robot (étape

réalisée par le manipulateur).
9. Ajouter dans tous les puits 120 pL de solution d'acide d'arrét de la réaction.

10. Ajouter, 10 uL de solution d'a-isonitrosopropiophénone (indicateur coloré) dans tous

les puits.

Le manipulateur réalise ensuite les étapes suivantes :

11. Appliquer un film en aluminium et incuber la microplaque pendant 45 min dans I'étuve

a 100°C.

12. Sortir la microplaque de I'étuve, la centrifuger pendant 5 min a 25°C et la laisser reposer

a I'obscurité pendant 10 min.

13. Lire la microplaque a l'aide du spectrophotometre UV-visible a 550 nm toujours a

I'obscurité.

14. Exploitation des résultats pour évaluer I'effet de I'échantillon a tester sur I'arginase. Le

calcul du pourcentage d'inhibition d’arginase de chaque extrait ou composé est réalisé

a l'aide du logiciel de calcul Microsoft® Excel (pour le criblage) ou le logiciel

GraphPad® (version 5.0.3) pour le calcul de la Clso.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70 SFU
10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR

B | 70SFU 70 SFU
10 SC 1011 10 12 1013 10 14 1015 10 16 1017 1018 1019
10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR

C | 70SFU 70 SFU
105C 1011 1012 1013 1014 1015 1016 1017 1018 1019

10 TBSA | 10 TBSA | 10 TBSA | 10 TBSA | 10 TBSA | 10 TBSA | 10 TBSA | 10 TBSA | 10 TBSA | 10 TBSA

D | 705SFU 70 SFU
10 SC 1011 1012 1013 10 14 1015 10 16 1017 1018 1019
10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR

E | 70SFU 70 SFU
10 T+ 1011' 1012 1013 10 14' 1015 10 16' 10 17' 10 18' 1019'
10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR

F | 70SFU 70 SFU
10 T+ 1011 10 12' 1013’ 10 14’ 1015" 10 16' 10 17 1018 1019

10 TBSA | 10 TBSA | 10 TBSA | 10 TBSA | 10 TBSA | 10 TBSA | 10 TBSA | 10 TBSA | 10 TBSA | 10 TBSA

G | 705FU 70 SFU
10 T+ 1011 1012' 1013' 10 14' 1015" 1016' 10 17" 1018’ 1019’

H | 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70 SFU

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figure 99: Plan de plaque utilisé pour le test de criblage
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A| 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70SFU |A

10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR

B| 70sFu 10 EUP 10 EUP 10 EUP 10 EUP 10 EUP 10T+ 10T+ 10T+ 10T+ 10T+ 70570 |B

10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR

€| 7osFu 10sC 10 SF8 10 SF7 10 SF6 10 SF5 10 SF4 10 SF3 10 SF2 10 SF1 10 SFO 70sFU | C

10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR

D| 70sry 105C 10 SF8 10 SF7 10 5F6 10 SF5 10 SF4 10 5F3 10 5F2 10 SF1 10 SF0 70sF0 (D

10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR 10 AR

E| 70sFU 105sC 10 SF8 10 SF7 10 SF6 10 SF5 10 SF4 10 SF3 10 SF2 10 SF1 10 SFO 70sFU (E

F| 70sFU 10sC 10 SF8 10 SF7 10 SF6 10 SF5 10 SF4 10 SF3 10 SF2 10 SF1 10 SFO 708k (F

G| 705FU [ 15 | 105 | 1057 | 10sr6 | 10sks | 10sra | 10sk3 | 10sk2 | 10sF1 | 10sk0 | TOSFY |G

H| 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70SFU | 705FU | 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70SFU | 70SFU |H

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figure 100: Plan de plaque utilisé pour la détermination de la Clso

6.2. Sur plaque CCM

6.2.1. Description de la technique

Cette technique a été réalisée a ’aide d’un équipement fourni par Camag® (Muttenz,
Suisse). 10 pL de chaque échantillon sont déposés sous forme de bande de 6 mm grace a un
flux de diazote sur une plague CCM (gel de silice 60 F254 de 10 x 20 cm) avec le déposeur
ATS 4 automatique pour CCM. La plaque est séchée aprés la migration des composés avec la
phase mobile adéquate en utilisant la chambre de migration ADC 2. Les éléments ATS 4 et
ADC 2 sont contr6lés par le logiciel VisionCATS® version 2.4. Une photographie des plaques
a été réalisee sous lumiére UV a 254 et 365 nm et sous lumiere blanche.

Apres évaporation complete des solvants, une solution d’arginase a 50 U dans 3 mL de
tampon contenant du Tris-HCI (50 mM, pH 7,5) et 0,1% de BSA est pulvérisée sur la plaque a
I’aide du CAMAG derivatizer (buse jaune/vitesse 6). 3mL d’une solution de L-arginine (200
mM, pH 9,7) sont ensuite pulvérisés a I’aide du méme dispositif (buse bleu/vitesse 4). La plaque

est ensuite déposée horizontalement sur une grille dans un bain marie (Memmert WNB 22L,
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Biichenbach, Allemagne) a 37°C pendant 1h. Apreés la fin de cette incubation, la plaque est
séchée pendant 5 min a I’air libre et ensuite pulvérisée successivement par 3mL d’une solution
aqueuse de H2SO4/H3PO4/EUP (2:7:91) et 2 mL d’une solution a-isonitrosopropiophénone a
5% dans I’alcool absolue (en utilisant la buse rouge/vitesse 6 et la buse bleu/vitesse 4,
respectivement). La révélation de 1’urée produite pendant la réaction enzymatique s’effectue

par exposition de la plaque dans une étuve a 100 °C pendant 1h.

6.2.2. Limite de détection de 1’urée

La limite de détection (LOD) de I’urée a été déterminée par pulvérisation de 3 mL de
chaque solution sur une surface de 28 cm? d’une plaque de CCM (gel de silice 60 F254 de 10
x 20 cm) a ’aide du Camag® Derivatizer (buse bleu/vitesse 4). Les solutions déposées sont
obtenues par dilution de la poudre d’urée dans 1’eau ultrapure pour obtenir des concentrations
entre 1 et 100 mM.

6.2.3. Limite de détection de la N®-hydroxy-nor-arginine (nor-NOHA)

Pour évaluer la LOD de I’inhibiteur de référence de I’arginase, la nor-NOHA, des
quantités décroissantes de cette molécule (1,5;1;0,5;0,2; 0,1 et 0,05 pg) ont été déposées

sur une plague CCM. La technique de bioautographie a été ensuite appliquée.

6.2.4. Analyse bioautographique de substances naturelles

Trois quantités décroissantes (20, 10 et 2 pug) de chaque composé pur (picéatannol, acide
chlorogénique et catéchol) ont été déposées sur la plague CCM a partir de solutions
méthanoliques a 20, 10 et 2 mg/mL respectivement.

L’analyse de I’extrait méthanolique du fruit de Myrtus communis (Mc) a été réalisée apres
dépot de 10 pLL d’une solution d’extrait a 20 mg/mL (200 pg) sur une plaque de 10 x 20 cm.
Pour les expériences de sélectivité, 10 pL d’une solution de nor-NOHA, inhibiteur de référence,
(déposé a 55 mm du bas de la plaque) ont été co-déposés avec d’extrait (Mc) (déposé a 25 mm

du bas de la plaque). Une gamme de quantité en nor-NOHA (1 ;0,5; 0,2 ; 0,1 Q) a été testée.
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L’analyse des tourteaux de chanvre a aussi été effectué sur une plaque CCM 20 x 10 cm
aprés dépot de 10 uL d’extrait méthanolique a 20 mg/mL.

L’analyse du composé pur N-trans-caffeoyltyramine, isolé des tourteaux de chanvre, a
été realisée en préparant quatre dilutions en série a partir d'une solution méthanolique a 8
mg/mL de N-trans-caféoyltyramine. 10 uL de chaque solution diluée a été déposés, donnant
des quantités décroissantes (80, 60, 40 et 20 ug) sur les plaques CCM.

Les phases mobiles utilisées pour la séparation des composés des différents échantillons

naturels sont données dans le Tableau 14. Chaque analyse a été réalisée en triplicat.

6.2.5. Détermination de faux-positifs
Les éventuelles interférences des échantillons avec les réactifs utilisés ou avec le produit

de la réaction enzymatique (I’urée) ont été explorées afin d’éviter 1’obtention de faux positifs
et de confirmer I’inhibition sélective de 1’arginase. La réalisation de ce contrdle s’effectue sur
une plaque CCM sur laquelle 3mL d’une solution d’urée a 10 mM dans I’EUP ont été pulvérisés
a la place de I’arginase (en utilisant la buse bleu/vitesse 4). Les plaques avec ou sans arginase
sont traitées de facon identique. La révélation de la plaque fera apparaitre un fond rose et la

présence d’une tache blanche indiquera par conséquent un faux positif.

6.2.6. Analyse d’image
Les images des plaques bioautographiques ont été converties du format couleur CMYN

en niveau de gris puis transformées en mode négatif. La densité en niveau de gris de chaque
spot a été mesurée a ’aide du logiciel Image]® (National Institute of Health). Les bandes ont
été définies manuellement puis elles ont été intégrés automatiquement. La représentation
graphique des zones d’inhibition en fonction des différentes concentrations en nor-NOHA a été
réalisée grace au tableur Microsoft® Excel afin de déterminer le coefficient de corrélation

linéaire entre ces deux variables.

7. Analyse statistique des données

Toutes les mesures ont été effectuées en triplicat et les résultats pour chaque parameétre
mesuré ont été exprimés en la moyenne £ erreur standard. Les variations des teneurs en
polyphénols totaux, flavonoides et activité inhibitrice de I'arginase entre les cing extraits les

plus actifs ont été déterminés par la procédure d'analyse de la variance (ANOVA) (p < 0,05),
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suivie par le test de plage multiple de Duncan utilisant le programme SAS® version 9. Les
corrélations entre la teneur en phénols totaux ou en flavonoides et l'activité inhibitrice de
I'arginase ont été déterminées avec la Procédure PROC CORR utilisant le logiciel analytique

SAS® version 9.
8. Techniques spectroscopiques

8.1. Spectrometrie de masse haute résolution

Les analyses de spectrométrie de masse haute résolution ont été réalisées a I’Université
de Strasbourg (Plateforme PACSI) a I’aide d’un appareil LC-MS (LC : Agilent 1200 / source :
ESI/ Analyseur : Q-ToF en tandem, Agilent Accurate Mass QToF 6520).

8.2. Résonance magnétique nucléaire (RMN)

Les spectres de résonance magnétique nucléaire (RMN) mono- et bi-dimensionnelle des
composés purs sont réalisés a I’'UFR ST de I’Université de Franche-Comté sur un spectromeétre
Briiker 400 MHz équipé d’une sonde TXI. Les composés sont solubilisés dans le solvant
deutéré adapté a leur solubilité (les produits purifiés ont été solubilisés dans le DMSO deutére,
les extraits bruts ainsi que leurs fractions ont été solubilisés dans le MeOH deutéré).

Les spectres de RMN-13C, DEPT 135 et DEPT 90 des mélanges complexes (extraits bruts
et fractions des plantes) ont été réalisés au sein de I’EA 921 (SONAS, université d’ Angers).
Les extraits ou fractions (12 a 40 mg) ont été dissous dans 600 uL du solvant deutéré adéquat.
Les spectres, enregistrés a 100 MHz, ont été obtenus grace a un spectrometre JEOL 400MHz
YH (JEOL Europe, Croissy-sur-Seine, France). Les valeurs des déplacements chimiques (3)
sont exprimées en partie par million (ppm) et les constantes de couplage (J) en Hertz (Hz).

Les spectres des différents échantillons ont été traités a I'aide du logiciel NMRnotebook
ou bien MestReNova. Pour I’analyse déréplicative par RMN, la liste des pics et les données
d'intensité obtenues a partir de chaque spectre ont été exportées sous forme de fichier .csv a
l'aide du logiciel Microssoft® Excel et utilisées comme fichier d'entrée dans le logiciel
MixONat.
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9. Donnees spectrales des composes isolés

9.1. Hyperoside (composé bCa-28)

Solide jaunatre
C21H20012
464 g/mol

oH <101 [V (4.2254.311 min) QT17986.d Sublract

OH 6
(1) :
0 4
OH 0 : 3
o : 2
7 1
o 2., OH 0
H 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700
oH mAL vs. Wavalongth (nm)
C %10 4 +ESI Scan (rt: 4.296-4.335 min, 4 scans) Frag=120.0V QT17986.d
465.1027
4l P
34
2 303.0497
1
19 621.1806 951-11792
1
0__‘hl ks l I l L

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figure 101: Structure (A), spectre UV (MeOH) (B) et spectre HRMS-ESI (C) du Composé bCa-28

Tableau 19: RMN-1H (400,13 MHz), RMN-13C (100,6 MHz) et RMN-2D du Composé bCa-28
(DMSO-D6, 6 ppm, J(Hz))

Position *C H HMBC
2 156, 37
3 133,72
4 177,96
4a 103,78
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5-0H 161,56

6 99,30 6,155 (1H) 103,78 ; 165,78;
93,81

7-OH 165,78

8 93,81 6,37 s (1H) 103,78

8a 156,78

I’ 121,14

2 11621 7,55d (J=2,4) 156,78;145,52;149,2
9;

3-OH 14552

4-0H 149,29

5’ 11555 6,80d (J=8,4) 14929 ; 14552 ;
121,14

6 122,07 7,64 dd (J=8,4; 2,4) 149,29 ; 116,21

17 102,16 5,37 d (1H; J=7,6) 133, 72

27 71,68  3,66-3,14 (6H, m, H-2-6”)

3 73,43

4 68,17

57 76, 21

6 60,46
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9.2. 8-méthoxykaempférol-3-O-B-glucopyranoside (composé bCa-35)

Solide marron
C22 H22 O12
478 g/mol

B
x10 2 |UV (4.415-4.482 min) QT17920.d Subtract

O == N W & 0 D

200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700
mAU vs. Wavelength (nm)

HO

OH

OH

%10 4 |[*ES! Scan (rt: 4.340-4,302, 4.606-4.784 min, 22 scans) Frag=120.0V QT17620.d Subtract
25 479.1188

1.5

14 317.0658
05 1 625.1764 979.2122
1 | 1 1
ol L i L 'Il al |

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figure 102: Structure (A), spectre UV (MeOH) (B) et spectre HRMS-ESI (C) du Composé bCa-35

Tableau 20: RMN-1H (400,13 MHz), RMN-13C (100,6 MHz) et RMN-2D du Composé bCa-35
(DMSO-D6, 6 ppm, J(Hz))

Position 3C H HMBC COoSsYy
2 155,93
3 133,137
4 177,49
4a 103,48
5-OH 155,91 12,29's (1H)
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6 99,13 6,26 s (1H) 155,91 ; 103,48 ;
157,71 ; 127,60

7-OH 157,71
8 127,60
8a 148,58
OMe 60,89 1276
I’ 121,04
2 130,73 8,06 d (2H) 155,91 ; 130,73 ; 6,91
115,22 ; 160,02
3’ 115,21 6, 91d (2H) 121,04 ; 130,73 ;
160,02
4-0H 160,02
5 115,22 6, 91d (2H) 121,04 ; 130,73 ;
160,02
6 130,73 8,06 d (2H) 155,91 ; 130,73 ;

115,22 ; 160,02

1” 100,98  546d(1H;J=7.2) 133,137; 74,22 ; 77,52
2” 74,22 3,57 dd (1H, J=1,6)

3 76,43
4> 69,88
57 77,52
6’ 60,84
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9.3. 8-méthoxykaempférol-3-O-(67-acétyl-B-glucopyranoside)
(Compose bCa-40)

Cristal jaunatre

C24H24013
520 g/mol
B

10 1 |UV (4.659-4.752 min) QT17987.d Subtract

I
AU

0- R

200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700
mAU vs. Wavelength {nm)

C
x10 4 [*ESI Scan (rt: 4.660 min) Frag=120.0v QT17987.d
1 521.1299
1 l
0.8
0.6 1
04 1063.2337
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figure 103: Structure (A), spectre UV (MeOH) (B) et spectre HRMS-ESI (C) du Composé bCa-40

Tableau 21: RMN-1H (400,13 MHz), RMN-13C (100,6 MHz) et RMN-2D du Composé bCa-40
(DMSO-D6, 6 ppm, J(Hz))

Position 13C 'H HMBC COoSsY
2 155,9
3 133,3
4 177.4
4a 103,4
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5-OH 156 12,24 s (1H)
6 99,2 6,29 s (1H) 156 ; 103,4 ;1774 ;
157,7;127,6 ; 148,6
7-OH 1577 8,66 s (1H)
8 127,6
8a 148,6
OMe 60,9 3,85 (3H) 127,6
r 120,9
2’ 130,7 8,0d (2H ; J=8,8) 130,7 ; 160,11 6,9
3 115,3 6,9d (2H ; J=8,8) 120,9; 115,3
4-OH  160,1 8,25 s (1H)
5 115,3 6,9d (2H ; J=8,8) 120,9; 160,11
6’ 130,7 8,0d (2H ; J=8,8) 155,91
1 101,2 5,25d (1H ; J=7,2) 133,137, 74,22 ; 77,52 3,21 m
27 74,1 3,29 m
3 76,1 3,21m
4> 69,5 3,12m
57 77,6 3,08 m
6’ 63,1 4,0dd (J=5,6; 12) 3,29 m
3,99dd ((J=2;12) 3,29 m
CHCO 1698, 1,74 s (1H) 169,8
20,1
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9.4. Tricoumaroylspermidine (Compose bCa-48)

Solide marron odorant

C34H37N306
583 g /mol
A B
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Figure 104: Structure (A), spectre UV (MeOH) (B) et spectre HRMS-ESI (C) du Composé bCa-48

Le Composé hCa-48 a été extrait en mélange avec plusieurs isomeres ainsi I’interprétation des
spectres 2D (HMBC et HSQC) était complexe ainsi nous fournissons ici uniquement les
données RMN 1D (*H et 3C) de ce composé.

RMN-!H (400.13 MHz, DMSO-d6):

Systemes p-coumaroyle : 69,83 (s, 4-OH, 4’0OH, 4°’’-OH), 67,28-7,55 (m, H-2, H-2', H-2", H-
6, H-6', H-6", H-7, H-7' et H-7"), 6,89 (m, H-8 "), 6,76-6,79 (m, H-3, H-3', H-3 "', H-5, H-5" et
H-5"), 6,37-6,43 (m, H-8 et H-8"). Systéme de spermidine: 67,91-8,12 (m, NH-1 NH-5 et NH-
10), 3,13-3,22 (m, H2-2, H2-4, H2-6, H2-9), 1,45-1,80 (m, H2 -3, H2-7, H2-8).

RMN 3C (100.6 MHz, DMSO-d6):

Systemes p-coumaroyle : 165,28/165,34/165,38 (C9), 158,76/158,81/158,93 (C4), 141,49 (C7),
129,15 (C2 et C6), 125,84/125,89/125,93 (C1), 115,70 (C8), 114,70/115,16/115,57 (C3 et C5).
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Systeme de spermidine: 47,62 (C4), 48,6 (C6), 27,55 (C7), 42,53 (C9).

9.5. Alpinumisoflavone (composé Rr-9)

Solide jaune péle
C20H1605
336 g.mol*

UV {6.44-6.67 min) QT14020.d Subtract

Pobebo @ an

maAU vs, Wavelength (nm)

x10 4 |+ESI Scan (6.38-6.42, 6.75-6.83 min, 11 Scans) Frag=120.0V QT14020.d Subtract
1.8
1.6 N !
1.4
1.2

—

337.10760
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Figure 105: Structure (A), spectre UV (MeOH) (B) et spectre HRMS-ESI (C) du Composé Rr-9

Tableau 22 : RMIN-'H (400,13 MHz), RMN-13C (100,6 MHz) et RMIN-2D du Composé Rr-9
(DMSO-D6, 6 ppm, J(Hz))

Position 3C H HMBC COoSsYy
2 154,32 8,37 s (1H) 121,01 ;122,44 ; 157,51
; 180,51
3 122,44
4 180,51
4a 104,76
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5OH 156,72 13,375 (1H) 105,43 ; 104,76 ; 156,72

6 105,43

7 158,80

8 9470 6,50 s (1H) 10543 ; 10476
157,51; 156,72; 158,80

8a 157,51

I’ 121,01

2 130,20 7.38's (2H) 122,44 ;130,20 6,82

3’ 11510 6,82's (2H) 121,01 7,38

#-0H 156,01 9.61s (1H)

5 11510 6,82's (2H)

6 130,20 7.38's (2H)

27 78,12

3 129,13 581d (1H;J=10,0) 78,12;105,43; 104,76 6,62

4 114,53 6,62 d (1H, J =10,0) 78,12 ; 158,80 5,81

57°/6” 27,89 143 (6H) 78,12 ;129,13
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9.6. Monotésone B (composé Rr-13)

ou (5,7,3',5'-Tetrahydroxy-6,8-diprénylflavanone)
- poudre de couleur jaune vert, hygroscopique
- Ca5H2806

-424 g.mol?

x10 2 [UV (6.37-6.59 min) QT 14021.d Subtract

mAU vs. Wavelength {nmj)

x10 4 [+ESI Scan (6.34-6.39, 6.62-6.68 min, 11 Scans) Frag=120.0V QT14021.d Subtract
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Figure 106: Structure (A), spectre UV (MeOH) (B) et spectre HRMS-ESI (C) du Composé Rr-13

Tableau 23: RMIN-1H (400,6 MHz), RMN-13C (100,13 MHz) et RMN-2D du Composé tRr-13

(DMSO-D6, & ppm, J(Hz))

Position 13C H HMBC COSsY
2 78,15 5,30dd (1H;J=12;3,2) 129,86 3,09:; 2,70
3 4210 3,09dd (1H, J=12;17,2) 78,15;129,86 ; 196,99

2,70 br dd (1H, J=3,2) 196,99

4 196,99
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4a 101,904

5-O0H 15847 12,425 (1H) 101,904; 107,84

6 107,84

7-OH 161,60

8 107,19

8a 157,52

1’ 129,86

2’ 115,251 6.73s (2H) 78,15 ; 129,86 ; 145,48 ;

145,15 ; 114,20

3-OH 14548 8,01is (1H)

4 114,20 6.86s (1H) 115,25 ; 117,62 ; 145,48
; 145,15

5-OH  14515i 9,10is (1H)

6’ 117,621 6.73 s (2H) 78,15 ;129,86 ; 145,48 ;
145,15 ; 114,20

17 20,90 3,19brd(2H;J=8,8) 161,60 ; 158,47 5,38 - 1,70-1,61
2” 122,76 5,06 br t (1H, J=1,6) 17,73 1,61- 1,70- 3,19
3 130,35

4 17,73 1,705 (3H) 3,19-5,06

5 2550 1,615 (3H) 122,76 ; 130,35 3,19-511

1" 2157 3,16brd (2H;J=4,4)  107,19;161,60 ;107,84 5,11:1,55; 1,59

$ 122,76 ; 130,27

2 122,76 5,08 brt (1H, J=1,6) 1,55;1,59; 3,16
3™ 130,27

4> 17,65 1,56 s (3H) 3,16 ;5,11

5 2553  1,59's (3H) 17,65 ;122,76 ;130,27 3,16 ;5,11
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Annexe 1: chromatogrammes CLHP de I'extrait méthanolique des tiges de Rhus tripartita avant et apreés filtration sur

cartouches SPE en polyamide
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Annexe 2: chromatogrammes CLHP de I’extrait méthanolique des tiges de Crataegus azarolus avant et aprés filtration sur
cartouches SPE en polyamide
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Annexe 3: chromatogrammes CLHP des fractions obtenues par Flash chromatographie a partir de I'extrait méthanolique des
boutons floraux de Crataegus azarolus
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Annexe 4: chromatogrammes CLHP des sous-fractions de I'extrait méthanolique des boutons floraux de Crataegus azarolus
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Annexe 5 : Spectres de RMN de I’hyperoside

Spectre RMN *H (vue d’ensemble) (400,13 MHz, DMSO-d6)
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Spectre RMN *3C ((100,6 MHz, DMSO-d6)
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Spectre HMBC (400,13 MHz, DMSO-d6)
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Annexe 6: Spectre RMN du 8-méthoxykaempférol-3-O-6-glucopyranoside

Spectre RMN H (Vue d’ensemble) (400,13 MHz, DMSO-d6)
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Spectre RMN *3C (100,6 MHz, DMSO-d6)
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Spectre HMBC (400,13 MHz, DMSO-d6)
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Spectre COSY (400,13 MHz, DMSO-d6)
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Annexe 7: Spectre RMN du 8-méthoxykaempférol-3-O-8(6” Acétyl-glucopyranoside)

Spectre RMN H (Vue d’ensemble) (400,13 MHz, DMSO-d6)
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Spectre RMN *3C (100,6 MHz, DMSO-d6)

k. POpMBuCa 21 (13C) DMS0 400MHz 85X
E_
v | l
® W Suws @ @ e =
£8 8 CEEZ 8 Bl g B 2 oo o o0 w
sl ES R o258 B MR R Ty me = o= =
B o ST oo =5 e e S5 =
=2 BhRERE | F 2B g5 = R ox | @ oo =
=Lle Seer |3 etz B b 223 2T 8 58 2
o]
w
[
=
| |
| | |
L ey L L B B B B
Ppm 170 160 150 140 130 120 10 100 an 80 70 &0 50 40 a0 20
Spectre HSQC (400,13 MHz, DMSO-d6)

-] P9pMBuCa 4 (HSQC 1H/13C) DMSO 400MHz X
5] PApMBUCA 5 (10 1H) U Y] e
oy |

] N i
o]
= %
| N %, ) L

] -

1 i
! Lo

] T

i =g i
o * »

B 4
D- -
Rl ='at

4 -

] =

4 2

] — L )

] 5
4 3 ]
Ehy H g

] L =

J H =

b o
SN A s R e SR AR R
9.5 g 85 g 79 7 65 5] 25 S 49 4 35 3 2.5 4

407

Rym ATTIA \ Contribution a 1'étude de la flore Tunisienne et recherche d'inhibiteurs d'origine

naturelle de I'arginase



Spectre HMBC (400,13 MHz, DMSO-d6)
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Annexe 8: Spectres de RMN de tricoumaroylspermidine

Spectre RMN 'H (400,13 MHz, DMSO-d6)
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Spectre HSQC (400,13 MHz, DMSO-d6)
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Spectre COSY (400,13 MHz, DMSO-d6)
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Annexe 9: Spectres RMN du composé majoritaire de I’extrait chlorométhylénique des tiges de C.azarolus

Spectre RMN 'H (400,13 MHz, DMSO-d6)
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Annexe 10 : Spectres de RMN de I'alpinumisoflavone

Spectre RMN *H (vue d’ensemble) (400,13 MHz, DMSO-d6)
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Spectre RMN 3C (100,6 MHz,

DMSO-d6)
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Spectre HMBC (Vue d’ensemble) (400,13 MHz, DMSO-d6)
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Spectre COSY (400,13 MHz, DMSO-d6)
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Annexe 11: Spectres de RMN de la monotesone B

Spectre RMN *H (vue d’ensemble) (400,13 MHz, DMSO-d6)
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Spectre RMN *H (Agrandissement) (400,13 MHz, DMSO-d6)
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Spectre HSQC (Partiel) (400,13 MHz, DMSO-d6)
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Spectre HMBC (Partie 1) (400,13 MHz, DMSO-d6)

HMBC HMBC PARTIEL. ESSAT2 (HMBC 1H/13C) DHSO 400MHz =E]
ey _|FSPLCDTIRr-1H-2 1 (1D 1H) M .U[ s
e E
v J M LA i " J.JL ]
o_f - -
2
s - - -
2 o
o]
£ =
3]
=] .
- - o
&
=] - ] &
=L - ol =
o
b - a o
k=
2] 5
=3 5
“e =
)
&
28] = - 2
= - E
] [}
o
] N &2
- =€
5713‘60' T T T T | | T | T T | | T IUI
pem 13 12 1 10 ] 8 7 & 5 4 3 2 &0

Spectre HMBC (Partie 2) (400,13 MHz, DMSO-d6)
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Spectre COSY (400,13 MHz, DMSO-d6)

RMN F5-PLC-DTIRY COSY 1H.1H (COSY 1H/1H) DMSO 400MHz X
o FSPLCDTIRr-1H-2 l(1D TH) “ M 3
aﬁ_ LA M A a _i_.l U. IJUM.L}.
o]
]
.
L
o]
“ 0
- 3
g = _
- I
= [=]
o
h
T
] T
o - '
j s L E
4 - [=}
4 [
=
4 o
&
'
_—
pem 12 10 8 & 4 E] i 03

Rym ATTIA \ Contribution a 1'étude de la flore Tunisienne et recherche d'inhibiteurs d'origine
naturelle de I'arginase















UBFC \\]

UNIVERSITE
BOURGOGNE FRANCHE-COMTE

D 1 8

PUuny 5 d= ol o I [
Université de Carthage

Titre : Contribution a I'étude de la flore Tunisienne et recherche d'inhibiteurs d'origine naturelle de I'arginase

Mots clés : plantes médicinales, purification, déréplication, arginase, bioautographie

Résumé : Douze plantes médicinales Tunisiennes
ont été sélectionnées avec une double ambition :
contribuer a la valorisation de des phyto-ressources
de la Tunisie et rechercher des inhibiteurs naturels de
I’enzyme arginase dont la suractivité est impliquée
dans certains cancers et dans diverses maladies
cardiovasculaires, inflammatoires,
neurovasculaires et infectieuses. Dans cette étude, 81
extraits ont été criblés sur ’arginase. Deux espéces
se sont avérées particulierement intéressantes :
Crataegus azarolus (Rosaceae) et Retama raetam
(Fabaceae).

Gréce a différentes études déréplicatives reposant sur
des techniques séparatives et spectrales (CLHP-
UV/DAD, CLHP-MS" et RMN-3C), les composés
de C. azarolus et de R. raetam ont pu étre
caractérisés.

Le fractionnement bioguidé des extraits a permis de
purifier quatre produits naturels qui sont décrits pour
la premiere fois dans ces espéces et dont certains ont
fourni des activités non négligeables sur I’arginase.

Afin d’accélérer I’isolement des composés et de
réduire les colts engendrés par la procédure de
fractionnement bioguidé, une nouvelle technique
CCM-bioautographique a été développée. Cette
technique permet de séparer les composés des
matrices complexes et de les tester simultanément
sur I’arginase en ciblant directement 1’isolement des
composés actifs. Ce nouveau test pourrait servir a la
valorisation d’autres espéces végétales par la
recherche de nouveaux inhibiteurs de I’arginase.

Title : Contribution to the study of the Tunisian flora and research of arginase inhibitors from natural origin

Keywords : medicinal plants, purification, dereplication, arginase, bioautography

Abstract : Twelve Tunisian medicinal plants were
selected in order to contribute to their phytochemical
study and to search for new natural inhibitors of the
arginase enzyme, the overactivity of which is
associated to cancers and various cardiovascular,
inflammatory, neurovascular and infectious
diseases. Successive extraction steps gave 81
extracts from these plants which were screened on
arginase. Two species were particularly interesting:
Crataegus azarolus and Retama raetam (Fabaceae).

Based on dereplicative studies, using HPLC-
UV/DAD, HPLC-MS" and ®C-NMR techniques,
compounds of Crataegus azarolus (Rosaceae) and
Retama raetam were characterized.

The bioguided fractionation of these plants allowed
the purification of four natural products

which are described for the first time in these species
and some of which provided significant activities on
arginase.

Since the bioguided fractionation procedure,
conventionally used in laboratories is long and
expensive, a new TLC-bioautographic technique was
developed in order to accelerate the discovery of
active compounds on arginase. This technique, at the
chemistry/biology interface, makes it possible to
separate compounds from complex matrices and to
test them simultaneously on arginase by consuming
a minimum amount of products and targeting
directly the isolation of active compounds. This
new test could be used to valorize other plant species
through the search for new arginase inhibitors.

UNIVERSITE
BOURGOGNE FRANCHE-COMTE

UBFC \Q\y

Université Bourgogne Franche-Comté
32, avenue de I'Observatoire
25000 Besangon, France

D 1 S

2oy b d= ol o I I [
Université de Carthage Universié de Carthage

Sidi Bou Said, Avenue de la République,
Carthage 1054, Tunisie



