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INTRODUCTION GENERALE

Depuis des millénaires, I’homme utilise les plantes, non seulement pour se nourrir, mais aussi
pour guérir. Les scripts anciens des différentes civilisations montrent que les plantes ont été
utilisées a des fins médicinales depuis ’antiquité. Ils incluent par exemple les papyrus Ebers
(1550 av. J.-C.), les travaux d’Hippocrate (459-370 av. J.-C.) et de Théophraste (371-287 av.
J.-C.), les plaques d’argile sumériennes datant de 5000 ans, I’encyclopédie de la médicine
traditionnelle chinoise, les écrits de la médecine ayurvédique indienne, de la médecine arabe
du moyen age, ainsi ceux des explorateurs européens (Marco Polo et Vasco de Gama
notamment) qui ont introduit de nombreuses plantes médicinales en Europe et ont initié le
développement des jardins botaniques [1].

A travers I’histoire, il apparait que les plantes aux vertus thérapeutiques sont rarement
consommées telles quelles, mais plutot sous la forme d’extraits (décoctions, infusions, distillats
ou autres préparations) servant a exalter et a concentrer 1’activité des plantes. La composition
chimique des plantes est toutefois trés complexe comprenant une grande diversité de
métabolites plus ou moins bioactifs et plus ou moins faciles a extraire et a mettre en évidence.
Par ailleurs, 1’activité biologique peut étre dépendante du contexte physicochimique de la
plante ou bien de I’action combinée de métabolites différents, ce qui peut compliquer les
processus d’extraction et de concentration.

Avec la révolution industrielle et le développement de la chimie au XIX © siécle, les premieres
molécules bioactives naturelles ont été isolées telles que la morphine, la quinine, la caféine, la
nicotine, la codéine, 1’atropine, la colchicine, la cocaine et la capsaicine [2,3]. L’identification
de telles structures naturelles a ouvert la voie a la conception de nouvelles molécules bioactives,
ce qui a éte facilité par le développement de la chimie de synthése [4].

Cependant, le recours a la médecine traditionnelle reste prédominant a travers le monde et
concerne pres de 80% de la population mondiale, ce qui peut étre attribué au manque d’accés
aux produits pharmaceutiques synthétiques ou a une plus grande confiance accordée aux
produits naturels [4,5]. De plus, au milieu de la tendance générale du « retour a la nature », il
y a eu un regain d’intérét pour la recherche de nouveaux produits pharmaceutiques naturels. Si
I’on considére que parmi les 400000 espéces des plantes identifiées, seul un faible pourcentage
a été étudie, de nombreuses ressources restent encore a explorer [3].

Les études montrent que les radicaux libres et les espéces réactives de 1’oxygene sont a I’origine

de I’apparition de nombreuses maladies, notamment les chroniques d’entre elles telles que les
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maladies cardiovasculaires, certains cancers et le diabéte de type 2. Les radicaux libres sont
des especes moléculaires trés réactives avec des électrons non appariés dans leur orbitale
atomique, tandis que les espéces réactives de 1’oxygéne sont pour la plupart des radicaux
chimiques dérivés de I’oxygéne, capables d’attaquer I’ADN, les enzymes, les protéines, les
membranes cellulaires, etc. L’oxyde nitrique (NO°), les radicaux d’hydroxyle (OH), les
superoxydes (O2"), les radicaux peroxyle (ROO"), les radicaux alcoxyle (RO") et I’oxygéne
singulet (*0,) sont des exemples des radicaux libres [6].

Ainsi, ’apport de composés a activité antioxydante, capables de neutraliser ces especes
réactives, a travers 1’alimentation ou a travers des plantes meédicinales peut jouer un réle
protecteur. Cette activité protectrice des plantes est liée a leur composition chimique,
notamment leur contenu en produits antioxydants tels que les acides phénoliques, les
flavonoides, les anthocyanines et les caroténoides [7].

Le Liban, situé a I’Est de la méditerranée, est un petit pays du Moyen-Orient de 10,452 km? de
surface divisé en 5 régions géomorphologiques : la zone cotiére (jusqu’a 250 m d’altitude) ; la
chaine du Mont Liban (de 250 a 3088 m d’altitude) ; la plaine de la Bekaa et la chaine Anti-
Liban (jusqu’a 2600 m d’altitude) [8]. Cette topographie accompagnée d’un climat
méditerranéen unique ont fourni au Liban une richesse exceptionnelle en biodiversité comptant
9116 espéces, divisées entre faune (4,486 espéces) et flore (4630 especes). Sa diversité florale
est 1’une des plus riche dans le bassin méditerranéen qui est considéré comme un haut lieu de
la biodiversité au niveau mondial [9]. La flore libanaise a été étudiée par plusieurs botanistes
au cours du temps dont Post (1932) [10], Mouterde (1966 [11], 1970 [12], 1983 [13]) et
récemment Tohmé et Tohmé (2007 [14], 2013 [15]). La diversité en plantes aromatiques et
médicinales au Liban a également été documentée dans de nombreuses publications. Le
nombre d’espéces ayant des propriétés aromatiques et médicinales est estimé a 385 espéces
réparties sur 260 genres et 90 familles botaniques et dont plusieurs sont endémiques au Liban
[16]. Deeb et al. (2013) ont mené une enquéte aupres de 26 herboristes libanais qui a permis
d’identifier 128 espéces végetales utilisées dans le traitement des diverses maladies : 51 especes
concernant les troubles gastro-intestinaux; 32 concernant les maladies des reins et du systéme
urinaire; 37 concernant la circulation et les maladies cardiovasculaires; 19 concernant les
troubles du systeme nerveux; 21 concernant le diabéte; 19 concernant les maladies
respiratoires; 18 concernant les troubles sexuels; 17 concernant le systéeme capillaire, 7
concernant les maladies du foie, 6 concernant les tumeurs, et le reste pour d’autres affections
[17].
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De nombreuses études ethnobotaniques ont €té menees sur le genre Astragalus dans le monde,
mais peu de données sont disponibles concernant les propriétés medicinales de ses espéces
[18]. Arnold et al., dans une étude ethnobotanique au Mont Hermon, une créte de la chaine
Anti-Liban, ont présenté 1’utilisation médicinale de quatre espéces d’astragales : A. coluteoides
Will., A. oleaefolius DC. et A. cruentiflorus Boiss. dont les décoctions de racines sont utilisées
par voie orale pour traiter le diabéte et la jaunisse ; et A. hermoneus Boiss. qui est utilisé comme
astringent [14]. L’activité anti-microbienne et anti-biofilm d’A. angulosus a également été
montrée par Kanaan et al. [19]. Globalement, les astragales sont tres connus dans la médicine
traditionnelle chinoise ou les racines d’A. membranaceus (Fisch.) BUNGE (Astragali Radix)
sont largement utilisés [20]. Deux especes d’Astragalus, A. mongholicus et A. membranaceus,

ont été aussi incluses dans la pharmacopée chinoise et cing autres pharmacopées majeures [21].

Le travail de cette thése de doctorat a été mené dans le contexte des efforts de valorisation de
la flore libanaise, particulierement celle des plantes endémiques et précisément le genre
Astragalus, un genre relativement peu étudié pour ce qu’il pourrait contenir comme molécules
bioactives a intérét thérapeutique. Nous nous sommes attelés a étudier la partie aérienne de
deux espéces, Astragalus emarginatus Labill. (AEL) et Astragalus coluteoides will. (ACW),
suivant une démarche expérimentale en plusieurs étapes :

- Recherche parmi des solvants de diverses polarités de celui qui permet une extraction
efficace des molécules antioxydantes, 1’extraction par ce solvant étant ensuite optimisée
modulant sa composition, ainsi que le temps d’extraction. Le pouvoir antioxydant des
extraits est évalué par deux méthodes différentes: la capacité antioxydante en
équivalent trolox (TEAC) et la capacité d’absorption des radicaux d’oxygene (ORAC).

- Criblage des molécules antioxydantes séparées par chromatographie en phase liquide a
haute performance et testées en ligne par un réacteur couplé post-colonne de détection
de I’activité antioxydante (CLHP-ABTS™).

- Identification des composes extraits a partir de la partie aérienne des deux plantes, y
compris les molécules antioxydantes, par CLHP couplée a un spectrométre de masse
haute résolution (CLUHP-DAD-SMHR).

- Evaluation des propriétés antioxydantes, anticancéreuses sur une lignée cellulaire du
cancer pancréatique (AsPC-1), anti-inflammatoires sur une lignée cellulaire

monocytaire humaine (THP-1) et antimicrobiennes sur diverses souches bactériennes.
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Ce travail de thése est divisé en 4 chapitres. Le premier chapitre comprend une revue
bibliographique divisée en deux parties, la premiére présente une synthese bibliographique sur
la famille des fabacées et sur le genre Astragalus, la deuxiéme résume les activités biologiques
décrites pour ce dernier. De plus, un rappel est fait concernant les principes des activités
antioxydantes, anticancéreuses, anti-inflammatoires et antimicrobiennes, qui seront étudiés
dans les extraits préparés de la partie aérienne des deux plantes a étudier. Le deuxieme chapitre
décrit le matériel et les méthodes utilisés. Le troisieme et le quatriéme chapitre sont consacrés
a la présentation des résultats et a la discussion.
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CHAPITRE | - REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

PARTIE | - SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE SUR LA FAMILLE DES FABACEES
ET LE GENRE ASTRAGALUS

I.1. La famille des fabacées

I.1.1. Géneralités

Avec 730 genres et plus de 19400 espéces, la famille des fabacées ou Iégumineuses constitue
la troisieme plus large famille des angiospermes apres les orchidées et les astéracées. Cette
famille, répandue dans les régions tropicales et tempérées, est classée deuxieme apres les

poacées sur le plan économique et agricole.

Un fruit en forme de gousse ou légume et des feuilles stipulées constituent les traits communs
pour la reconnaissance de cette famille trés diversifiée qui comprend des arbres, des arbustes,
des herbacées, des plantes vivaces et d’autres annuelles. Les légumineuses sont aussi
caractérisées par leur capacité a fixer 1’azote via une association symbiotique avec des bactéries

qui vivent sur les nodules racinaires de ces plantes [22,23].

1.1.2. Classification des fabacées

La famille des fabacées appartient a 1’ordre des fabales et constitue une importante famille
parmi les dicotylédones [24]. En 2009, le groupe de phylogénie des angiospermes (Angiosperm
Phylogeny Group) a proposé la classification APG I1l dans laguelle les fabacées sont divisées
en trois sous-familles : les Papilionoideae ; les Caesalpinioideae et les Mimosoideae [25]. Plus
récemment, en 2017, une nouvelle classification a été annoncée par le Legume Phylogeny
Working Group selon laquelle la famille des fabacées est divisée en six sous-familles : les
Duparquetioideae ; les Cercidoideae ; les Detarioideae ; les Dialioideae ; les Caesalpinioideae

et les Papilionoideae (Figure 1.1) [26].
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Figure I. 1. Phylogénie et classification des sous-familles de légumineuses.
Les six sous-familles sont indiquées par les cases colorées a droite de la phylogénie. Les branches colorées
indiquent les trois sous-familles traditionnellement reconnues des Leguminosae. Le rouge montrant les

Caesalpinioideae paraphylétiques a [’ancienne, le bleu les Mimosoideae et le vert les Papilionoideae.

1.1.3. Sous-famille des papilionacées
C’est la plus large et la plus variée parmi les six sous-familles des fabacées, comptant

approximativement 476 genres et 13860 espéces et comprenant des petits arbustes (ex. : Arbus
precatorius), des herbes (ex. : Pisum sativum) et des arbres (ex. : Dalbergia sisso0). Les fleurs

sous forme de papillon avec un calice ayant 5 sépales plus ou moins soudés dans un tube et une
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corolle formée de 5 pétales inégaux et ayant une symétrie bilatérale. Les feuilles sont
géneralement simples, alternantes et se terminent parfois par des vrilles. Les fruits sont des

gousses bivalves [23,27].

1.1.4. Importance des fabacées

I.1.4.a. Importances alimentaire, agronomique et industrielle

Les fabacées, surtout celles a graines, ont un intérét dans I’alimentation humaine (féve, pois
sec, pois chiche, lentille, haricot, arachide, soja, etc.) et animale (luzerne, vesce, trefle, etc.) et
ceci en raison de leur richesse en lipides et en protéines. La capacité des fabacées a fixer 1’azote
atmosphérique grace a I’association symbiotique des nodules racinaires avec les bactéries du
sol (rhizobium) est utile sur le plan agronomique parce qu’elle favorise la fertilisation du sol.
Par ailleurs, plusieurs especes de fabacées ont un intérét industriel. On peut citer a titre
d’exemples les Derris et les Lonchocarpus (production de roténone, un insecticide) ou encore

le soja (Glycine max) dont I’importance économique est aujourd’hui mondiale [28].

I.1.4.b. Importance thérapeutique

La famille des fabacées est riche en especes utilisées dans différentes médecines traditionnelles
et ayant des propriétés thérapeutiques plus ou moins avérées. Parmi ces espéces, on peut

citer :

% Le soja: tres riche en protéines, en vitamines, en calcium et en composés biactifs d’ou
son intérét nutritionnel et sanitaire. Il est utilisé dans le régime alimentaire des
personnes diabétiques et permet d’abaisser le taux de cholestérol selon la FDA. Des
études ont également montré que les isoflavones présentes dans le soja contribuent a la

réduction du risque de cancer de la prostate [29].

% L’arachide (Arachis hypogaea L.) : il s’agit d’une excellente source des composes
bioactifs comme le resvératrol, les acides phénoliques, les flavonoides, les phytostérols
et le co-enzyme Q10, en plus des acides aminés, particulierement 1’arginine. Ces
composés sont reconnus pour leurs activités préventives de maladies chroniques
(maladies cardiovasculaires, cancer, Alzheimer...) et sont supposés favoriser la

longévité [30].

% Diverses autres espéces de la famille des fabacees sont connues dans les médecines

traditionnelles pour leurs propriétés anti-inflammatoires (genre  Acacia),
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antimicrobiennes (Caesalpinia pulcherrima), antidiabétiques (Delonix regia),
antipaludiques (Pisum sativum), antipyrétiques (Trigonella foenum-graecum) et

laxative (Tamarindus indica), etc. [31].

1.2. Le genre Astragalus

1.2.1. Généralités

Astragalus est un genre trés diversifié de la sous-famille des papilionacées, le plus important
parmi les plantes a fleurs, comportant plus de 2500 espéces dont de nombreuses sont
endéemiques. L’Eurasie, et surtout les régions situées entre les montagnes du sud-ouest asiatique

et le plateau de I’Himalaya constituent 1’origine probable des Astragales [32].

1.2.2. Répartition géographique

Le genre Astragalus est largement réparti sur le globe avec une présence importante dans la
région de 1’Asie du sud (1000-1500 espéces), en Amérique du nord (400-500 espéces), en
Amérique du sud (100 espéces), en Europe (133 especes) et autour de la chaine de I’Himalaya
(500 especes) [33]. Cing cents especes ont été décrites dans les pays du bassin Méditerranéen
dont une centaine en Afrique du Nord (Figure 1.2) [34]. Au Liban, ce genre est représenté par

62 especes et sous especes dont 22 especes sont endémiques [15].

Afrique

. 6 CONTINENTS

Antarctique

Figure 1. 2. Distribution mondiale du genre Astragalus

1.2.3. Classification et botanique du genre Astragalus

1.2.3.a. Classification du genre

La classification des astragales (Figure 1.3) a commencé avec Tournefort en 1700 qui a
distingué deux genres trés proches : Tragacantha et Astragaloides [35]. Linné en 1753 a réuni

les genres Astragalus et Tragacantha sous un seul genre, Astragalus, qu’il a distingué d’un
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autre genre encore trés voisin, Phaca (correspondant a Astragaloides L.) en se basant sur le
caractére de la présence ou de 1’absence d’une séparation longitudinale des gousses [36]. Plus
tard, Candolle en 1802 a divisé le genre Astragalus en deux genres distincts ; Astragalus
possédant une caréne obtuse et une gousse biloculaire a suture ventrale et Oxytropi ayant une
caréne apiculée et une gousse biloculaire a suture dorsale [37]. Ensuite, de nombreuses études
ont été realisees sur les astragales, notamment les especes Européennes [38—-40] et Américaines
[41-49]. Les travaux de Bunge en 1868 ont distingué huit sous-genres (Pogonophace,
Trimeniaeus, Phaca, Hypoglottis, Calycophysa, Tragacantha, Cercidothrix et Calycocystis) et
105 sections [38]. Alors que Podlech (1983), en se basant sur des critéres phytodermologiques
(trichomes simples ou latéraux), suggére de réduire le nombre de sous-genres a trois, suite a
des ressemblances constatées dans les caractéristiques morphologiques utilisées dans la
classification infra-générique de Bunge [50]. Cependant, Zarre et Podlech (1997), suite a
1’évaluation des différences anatomiques et morphologiques, ont décidé de regrouper le genre

Astracantha dans le genre Astragalus [51].

Tournefort (1700) Astragalus Tragz}canlha Astragaloides
’ |
Linnaeus (1753) Astragalus E Phaca
1
: |
De Candolle (1802) Oxytropis Astragaus E Phaca
- i
| ; :
Gray (1864) Astragalus ! i
! :
l s :
Bunge (1868) Astragalus !
! 1
' 1
I
1

v
Rydberg (1929) Aslrm\* Phaca

Astragalus !
i
I
l\‘ '
Podlech (1982) Astragalus Astracantha

l

Zarre & Podlech (1997)  Oxytropis Astragalus

Figure 1. 3. Classification historique du genre Astragalus
[52]
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1.2.3.b. Description botanique

Les plantes du genre Astragalus sont vivaces ou annuelles, ce sont des herbes a tige ou de petits
arbustes (150 a 200 cm), poussant a partir de racines souterraines. Les feuilles sont alternes,
imparipennées ou paripennées se terminant parfois en épine [53]. Les fleurs sont réunies en
grappes racémiques ou axillaires, sessiles ou pédicellées, et selon Quézel et Santa (1962), ces
fleurs sont caractérisées par un calice persistant ou caduque, tubuleux en cloche, a 5 sépales
subégales ou inégales. La corolle est caractéristique des papilionacées et les pétales sont
généralement longuement onguiculés avec un ovaire pluri-ovulé a ovules sur 2 rangs de formes
variées au sommet. Le fruit est une gousse seche de formes variées généralement pluriloculaire
a deux loges plus ou moins complétes par introflexion de 1’une des sutures, déhiscente ou
indéhiscente [54].

1.2.3.c. Cas d’A. emarginatus Labill. (AEL) et d’A. coluteoides Will.

1.2.3.c.1. Position systématique

La classification systématique de ces deux espéces d’astragales se référe a la classification
phylogénétique APG 111 établie par 1’Angiosperm Phylogeny Group (Tableau 1.1) [25].

Tableau I. 1. Classification systématique d’A. emarginatus Labill et A. coluteoides Will.

Régne Plantae

Sous-regne Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae

Ordre Fabale

Famille Fabaceae

Sous-famille Papilionaceae

Genre Astragalus

Espece - A. emarginatus Labill.

- A. coluteoides Will.

1.2.3.c.2. Ecologie et description botanique

» A.emarginatus Labill.
Il s’agit d’une plante endémique au Liban et & la Syrie ou elle pousse dans les régions
montagneuses (Figure 1.4). Au Liban, on la retrouve a Aarsal, Nahleh, Ourghouch, Tannourine,
Kneisseh, Arz-chouf et Barouk. Plante non épineuse a tige courte de 5 a 15 cm et vétue d’un
duvet gris a jaunatre. Les feuilles qui peuvent faire jusqu’a 20 cm de long, sont formées de 18

a 30 paires de folioles linéaires-oblongues, rétuses, gris-claires ou gris-jaunatres et ayant des
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stipules réunies en une seule stipule triangulaire-lancéolée et biacuminée. Les fleurs possédent
de longs pédoncules épais pouvant mesurer avec la fleur plus de 50 cm. La grappe florale est
dense et se présente en capitule ovée a ovee-oblongue de 2 & 5 cm de long. Les bractées sont
lancéolées et tres hispides. Le calice, également trés hispide, possede des dents subulées plus
courtes que le tube ou 1’égalant. La corolle est pourpre et dépasse de peu le calice avec un
étendard plus long que les autres pétales. La floraison dure du juin a aodt. Le fruit est en forme

de gousses courtes, mucronées et entourées par un revétement hirsute a poils tres longs [10,55].

Feuilles

Astragalus emarginatus Labill.

ot

Fleurs Makhoul E. (2012)

Figure 1. 4. A. emarginatus Labill.

» A. coluteoides Will.

Il s’agit d’un sous-arbrisseau de 10 & 30 cm de taille endémique au régions montagneuses du
Liban et de la Syrie (Figure 1.5). Au Liban, on le retrouve a Yammouneh, Bcharreh, Barouk,
Ehden et Aarsal. Les feuilles sont nombreuses, épineuses, serrées et composées de 15 a 20
paires de folioles décroissantes de la base au sommet, ovées a elliptiques et pubescentes sur les
2 faces. Les fleurs sont composées de 1 a 6 fleurs subsessiles tenues par des pédoncules
scapiliformes de méme longueur que les feuilles. Les bractées sont ovées, assez larges et
caduques. Les bractéoles sont linéaires, ciliées et courtes. Le calice, d’environ d’1 cm de
longueur, est rougeatre, tubulaire, hirsute et a dents lancéolées. Aprés I’anthése, il devient
dilaté, vésiculeux et strié de lignes pourpres longitudinales. La corolle est rose-pale et les fruits
sont sous formes des graines réniformes [10,55].
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1.2.4. Importance du genre Astragalus

1.2.4.a. Importance économique

Plusieurs especes d’Astragalus, comme A. gummifer et A. microcephalos, sont largement
utilisées dans les industries pharmaceutique et alimentaire. L exsudat (tragacanthe) obtenu a
partir de la seve mucilagineuse de ces plantes est utilisé pour ses propriétés émulsifiantes et

épaississantes dans la production des divers produits pharmaceutiques (lotions et lubrifiants)

et alimentaires (sauces, boissons, crémes glacées, etc.) [56].

1.2.4.b. Importances pharmaceutique et médicinale.

Depuis des millénaires, les especes d’astragales ont été utilisées dans les meédecines
traditionnelles, notamment chinoise. D’ailleurs, des études portant sur des extraits de diverses
espéces d’Astragalus ont montré une grande diversité d’activités biologiques comprenant des
activités immunostimulantes, anti-inflammatoires, antidiabétiques, anticancéreuses, cardio-
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protectrices antifongiques, antimicrobiennes et antioxydantes [57,58]. Au-dela des extraits, des
études ont montré que des composés isolés d’astragales tels que la formononétine, un
phytoestrogéne, accélerent la cicatrisation, d’autres tels que 1’astragaloside IV protégent les
cellules endothéliales contre le stress oxydant en exercant des effets antioxydants protecteurs
des acides gras libres ou de I’homocystéine [59]. Dans le cadre d’essais cliniques, des extraits
standardisés ont méme été testés avec succes en injections intraveineuses comme adjuvants
pour le traitement du cancer, de la tuberculose, de I’anémie et d’autres affections [60]. Diverses

autres utilisations médicinales des espéces d’Astragalus sont présentées au Tableau 1.2.

Tableau I. 2. Exemples d utilisations thérapeutiques des plantes du genre Astragalus

Nom scientifique  Partie utilisée Usage

A. membranaceus Racines séchées - Traitement du rhume, d’anorexie, de la fatigue et de la
diarrhée et des maladies cardiovasculaires [61].
- Renforcement du systéme immunitaire et réduction du
développement des tumeurs [62].

A. caprinus Feuilles -Traitement d’hémorroides [63]

A. gombo Racines -Traitement de pityriasis [63]

A. armatus Partie aérienne -Soulagement des morsures de scorpions et de serpents [64]
A. tenuifolios Tiges feuillées -Contre la fatigue [64]

A. tenuifolios Racines avec feuilles -Traitement d’helminthiase [64]

1.3. Métabolites secondaires du genre
Les principaux composés bioactifs du genre Astragalus sont les saponines, les flavonoides et
les polysaccharides, les acides phénoliques, les stérols, les lignanes, les coumarines et les

complexes sesquiterpéniques-flavonoliques, les acides aminés et les alcaloides [65].

1.3.1. Les saponines
Les saponines triterpénes et les sapogénines sont les métabolites secondaires les plus étudiés

chez le genre Astragalus. Ils sont rassemblés en 4 groupes :

a. Triterpénoides de type cycloartanes
Les astragales forment une source dominante de saponines de type cycloartanes qui ont été
découvertes pour la premiére fois dans ce genre. Les cycloartanes se trouvent dans les plantes
soit sous forme libre, soit liées aux sucres. Ces terpénes peuvent étre divisés en 4 sous-groupes :
les cycloastragénols, les cyclogalegénines, les cyclocanthogénines et les cyclocephalogénines.
Ce sont des derives du cycloartenol qui subit des oxydations (typiques en C6, C16, C20, C23,
C24), suivies d’éventuelles fermetures du cycle pour former le cycloastragenol ou la
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cyclogalegénine (époxyde en C20,C24), la cycloalpigénine (diépoxyde en C16,C24 ; C20,C24
ou époxyde en C20,C25), et la cycloorbigénine B (diépoxyde en C16,C23 ; C16,C24) [66,67].

b. Lanostanes
Cing lanostanes sans cycle entre C9 et C10 ont été identifiés chez des espéces d’Astragalus au
cours de la derniere décennie. En 2003, I’obergénine et son dérivé le 3-O- xylopyranoside
orbicoside ont été isolés de I’espece A. orbiculatus, alors que les 3 autres ont été isolés plus

tard a partir d’A. lecocephalus [67].

c. Oléananes
Plusieurs composés de type oléananes ont éeté identifiés et isolés du genre Astragalus. La
caractéristique structurale de ce type de saponines est la substitution du méthyle en position 23

par un B-hydroxyméthyle [68].

d. Autres triterpénes
Un triterpéne du type ursane (acide ursolique) et deux sapogénines du type lupane (la

npehinone et I'acide bétulinique) ont été également identifiés chez le genre d’Astragalus [67].

1.3.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des constituants majeurs du genre Astragalus qui ont attiré 1’attention des
chercheurs par leurs structures et leurs activités biologiques. Ils comprennent les flavones, les
flavonols, les flavanones, les isoflavonoides et d’autres structures encore. Parmi ceux-ci, les
flavonols sont majoritaires, suivis par les isoflavonoides. Le Tableau 1.3 présente des exemples

de flavonoides qui ont été isolés du genre Astragalus [65,67-69].

Tableau I. 3. Flavonoides isolés du genre Astragalus

Catégorie Nom du composé Especes

Flavones - Apigénine - A verrucosus

- A. bombycinus

- Apigénine-7-O-p-D-glucopyranoside - A. bombycinus
- Apigénine-7-O-gentobioside

- Apigénine-7-O-B-D-rutinoside - A onobrychis L.
- Lutéoline - A.sinicus L.
- A. propingquus

- Lutéoline-7-O-B glucopyranoside - A. bombycinus

- Lutéoline-8-C-glucoside (Orientin) - A corniculatus

- Cosmosiine - A.ammodendron
- Salvigénine - A. propingquus
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- 5,7,2’-trihydroxyflavone

. cruciatus

- 7-Hydroxyflavone

. microcephalus

A
A
Flavonols - Kaempférol A. asper
A. corniculatus
- Kaempférol-3-O-p-D-glucopyranoside A. hamosus
(Astragaline) A. asper
- Kaempférol-3-O-robinobioside A. verrucosus
- Isorhamnétine A. corniculatus
- Isorhamnétine-3-O- - D—glucopyranoside A. tribuloides
A. annularis
- Isorhamnétine-3-0-a-rhamnopyranosyl- A. maximus Willd
(1—6)- p- D-glucopyranoside (Narcissine) A. galegformis L.
- Quercétine A. corniculatus
A. asper
- Quercétine-3-O- - D—glucopyranoside A. asper
- Rutine (quércetine-3-O-rutinoside) A. asper
A. verrucosus
- Quercétine-3-O-robinobioside A. capriosus Borris
- Quercimeritrine A. asper
- Hyperin A. corniculatus
- Rhamnétine A. floccosifolius
- Myricétine A. cornplanatus R. Br.
- Flagaloside C A. galegiformis
- Flagaloside D
- Complanatuside A. cornplanatus R. Br.
- Narcissine A. armatus
- Astragaloside A. torrentum Bunge
Isoflavanes - 8-Methoxyvestitol A. trimestris
- Isomucronulatol Astragali radix (Astragalus
- Isomucronulatol 7-O-glucoside membranaceus)
Flavanones - Naringenin A. sinicus L.
- Liquiritigenin A. membranaceus
Isoflavones -Acicerone A. cicer L.
-Calycosin A. complanatus R. Br.

-Calycosin-7-O-f- D-glucoside

- Daidzeine A. sinicus
A. peregrinus
- Formononétine A. cicer
- Ononine A. mongholicus
A. verrucosus
- Cajanine A. cicer
- Pratenseine-7-O- - D—glucopyranoside A. membranaceus var.

mongholicus
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1.3.3. Les polysaccharides

Les polysaccharides sont des constituants importants des astragales connus pour leurs fonctions
immunomodulatrices dans le Radix astragali (racines séches) notamment. Ils sont
essentiellement composés de glucose, de rhamnose, de galactose, d’arabinose, de xylose, de
mannose et d’acides glucuronique et galacturonique [72]. Treize polysaccharides ont été isolés
a partir d’un extrait de la partie aérienne d’A. mongholicus Bunge dont les bioactifs (activité
immunomodulatrice) étaient composés d’arabinogalactanes, d’arabinogalactanes pectiques ou
de pectines [73]. Des galactomannanes ont également été isolés a partir de graines d’A. alpinus
et A. tibetanus [74].

1.3.4. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des metabolites secondaires aromatiques caractérisés par la
présence d’un groupement carboxylique. Ils sont trés répandus dans le régne végétal ou on les
trouve par exemple dans les baies tels que les raisins, les framboises, les fraises, les
canneberges, ainsi que dans les fruits a coque tels que les noix. Ils sont divisés en deux groupes
distincts selon la taille de la chaine carbonée, les acides hydroxycinnamiques ayant une chaine
a9 carbones (C6-C3) et les acides hydroxybenzoiques ayant une chaine a 7 carbones (C6-C1).
Les principaux acides phénoliques appartenant a ces deux groupes d’acide phénoliques sont

représentés par le Tableau 1.4 et et le Tableau I.5.

Tableau 1. 4. Les principaux acides hydroxycinnamiques

R1 R2 R3 Acides hydroxycinnamiques
R1 § OOH H H H Acide cinnamique
f J_ H OH H Acide p-coumarique
R2 T OH OH H Acide caféique
e OCH3 OH H Acide férulique
OCH3 OH OCH3 Acide sinapique

Tableau I. 5. Les principaux acides hydroxybenzoiques.

R1 R2 R3 R4 Acides hydroxybenzoiques
H H H Acide benzoique

R2 R1 H OH H Acide p- hydroxybenzoique
H OH OH H Acide protocatéchique

R3 COOH H OCH3 OH A Acide vanillique

H OH OH OH Acide gallique

R4 H OCH3 OH OCH3 Acide syringique
OH H H H Acide salicilique
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Les activites biologiques des acides phénoliques comprennent des activités anti-cancéreuses,
anti-inflammatoires, anti-diabétiques, antioxydantes, antimicrobiennes et plusieurs autres [75].
Parmi les autres métabolites secondaires isolés du genre Astragalus, on peut citer les
phénylpropanoides (acide phenylpropioniques, coumarines et lignanes), les alcaloides (uridine,

adénosine et astragaline) et les stéroides [67].

I.4. Toxicité du genre Astragalus
Selon la nature de la toxine dominante et le type d’intoxication qu’elle provoque, les especes
toxiques d’astragales sont classées en trois groupes [33] :

- Les astragales qui synthétisent des produits nitrés.

- Les astragales qui accumulent du sélénium.

- Les astragales qui contiennent des alcaloides indolizidiques
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PARTIE Il - ACTIVITES BIOLOGIQUES

11.1. Spectre d’activités chez Astragalus

Les plantes médicinales sont riches en métabolites secondaires qui sont a I’origine des

nombreuses activités biologiques. Les extraits ou les composés isolés du genre Astragalus ont

montré une multitude d’activités biologiques qui sont résumeées dans le Tableau I.6.

Tableau I. 6. Activités biologiques des extraits ou des composés isolés des espéces d’Astragalus

Activités biologiques

Extraits ou composés isolés des espéces d’Astragalus

Antimicrobienne

Extrait hexanoique d’A.verrucosus [76]
Extrait CHCI13 d’A. danicus [77]
Soyasaponine | [78]

Antifongique

Apigénin7-O-p-D-glucosyl-(1—3)-p-D- glucopyranoside [78]
Extraits BuOH et EtOH d’A. verrucosus
Astraverrucine 1l [76]

Anticancéreuse

Formononetine [79]
Saponines totales d’A. membranaceus [80]
Rhamnocitrin 4’-O-f-D-galactopyranoside [81]

Antioxydante

Radix astragali [82]
Daidzeine et Daidzine [83]

Anti-inflammatoire

Calycosin-7-0-$-D-glucopyranoside [84]
Extrait aqueux de Radix astragali [85]

Cytotoxique

Extrait (injecté) d’A. membranaceus [86]
Quercetine et apigénine [87]
Extraits volatils d’A. hamosus [88]

Hépatoprotective

Astragaloside 1V [89]

Flavonoides Totaux d’A. membranaceus [90]

Anti-VIH

Calycosin7- O-p-D-glucopyranoside [91]

Immunomodulatrice

Astraverrucine 1V et cycloaraloside isolés
d’A. Peregrinus [92]
Extrait éthanolique de Radix astragali [93]

Extrait aqueux de Radix astragali [94]

Anti-ulcéreuse

Les racines A. membranaceus var. mongholicus (Bge.) Hsiao [95]

Anti-hypertensive

Les racines A. membranaceus var. mongholicus (Bge.) Hsiao [96]
Astragaloside 1V [97]

Flavonoides d’A. complanatus [98]

Anti-diabétique

Extrait aqueux de Radix astragali [99]
Formononetine, ononine, calycosine et calycosin-7-O-4-D-
glucopyranoside isolés de Radix astragali [100]

Astragaloside 11, isoastragaloside | [101]

Neuro-protective

Extrait aqueux de Radix astragali [102]

Cardio-protective

Formononetine [103]
Astragaloside 1V [104]
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- Extrait aqueux de Radix astragali [105]

Rénal-protective - Extrait aqueux de Radix astragali [105]

Gastro-protective - Astragaloside IV [106]

I1.2. Activité antioxydante

11.2.1. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des molécules, atomes ou ions ayant des électrons non appariés dans
leur orbitale atomique externe. Ils sont trés actifs et capables de réagir avec d’autres molécules
en leurs arrachant un électron [6]. L’oxygéne, 1’azote et le soufre sont a I’origine de la
formation de ces radicaux qui comprennent des especes réactives de I’oxygene (ERO), des
espéces réactives de I’azote (ERN) et des especes réactives du soufre (ERS) [107]. Parmi ces
espéces, les ERO constituent la classe de radicaux la plus importante. Les radicaux primaires
tel que I’anion superoxyde O2’, le radical hydroxyle OH" et le monoxyde d’azote NO" sont
formés directement a partir de I’oxygéne ou de I’azote par une réaction de réduction; alors que
les radicaux secondaires tel que le peroxyde d’hydrogene (H20.), le nitroperoxyde (ONOOH)
et I’oxygene singulet 1O, proviennent des radicaux primaires qui ne possédent pas d’électrons
libres mais qui peuvent étre des précurseurs de radicaux libres suite a leur réaction avec des
composés cellulaires [108]. Deux voies endogenes majeures sont a I’origine de la production
d’ERO par ’organisme. La premiére a lieu au niveau des mitochondries, notamment par le
processus de la phosphorylation oxydative (production d’ATP) qui s’effectue au niveau de leur
membranes internes par 1’intermédiaire des chaines de transport d’électrons et qui conduit a la
réduction tétravalente de 1’02 en eau et donne naissance a des ERO. La Figure 1.6 présente les
quatre étapes de la réduction de 1’oxygene ; la formation des intermédiaires partiellement

réduits y est aussi décrite [109].
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5 H,0; + 2 GSH — 2 H,0 + GSSG

RO, Radical peroxyle 6 R +0,—RO,
RO,H Hydroperoxyde T RO; + RH— ROH + R
RO" Radical alkoxyle 8 RO,H + Fe* — RO + Fe™ + OH-

Figure 1. 6. Description des quatre étapes de la réduction de [’oxygene avec formation d’intermédiaires

partiellement réduits

La deuxiéme voie de production d’ERO fait intervenir les enzymes NOx (NAD(P)H oxydases),
essentiellement localisées au niveau de la membrane plasmique. Elles sont responsables de la
formation des radicaux superoxydes O2" en transférant 1’électron de la NADPH a I’accepteur
final qui est I’oxygene. Ces enzymes jouent un réle fondamental dans la defense contre les
pathogénes [109].

NAD(P)H + 202 -NAD(P)* + H* + 202~

D’autres enzymes, cytosoliques ou présentes dans divers organites, sont également
responsables de la production d’ERO. On peut citer la xanthine oxydase, les enzymes du
réticulum endoplasmique (cytochromes P450), les enzymes de la voie de I’acide arachidonique
et les NO synthétases [109]. Enfin, certains processus physiologiques comme le stress et le
vieillissement peuvent aussi étre a I’origine de la formation d’ERO.

En plus de ces sources endogenes, il existe des sources exogenes de nature physique comme
les radiations, ou chimique comme les polluants environnementaux, la fumee (tabac), les

pesticides, les solvants industriels et certains médicaments et aliments (Figure 1.7) [6].
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Figure 1. 7. Principales sources endogenes et exogénes responsable de la production des radicaux libres

[110]

11.2.2. Stress oxydant

Les radicaux libres sont produits en permanence et en faibles quantités par divers processus

physiologiques. Ils sont essentiels pour 1’organisme a une dose raisonnable et leur production

est parfaitement contr6lée par les systtmes de défense. Il s’agit d’un équilibre pro-

oxydants/antioxydants qui peut étre perdu suite a une surproduction endogéne d’agents pro-

oxydants d’origine inflammatoire ou a cause d’un déficit nutritionnel en antioxydants ou d’une

exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants (Figure 1.8). Une quantité excessive

des radicaux s’accumule alors dans 1’organisme ce qui est désigné par stress oxydant, un

phénoméne a 1’origine de dégradations dans les constituants cellulaires (ADN,

proteines et glucides) [111].

Radicauxlibres
ERO & ERN E

Systéme de défense
par les antioxydants

T ———

Figure 1. 8. lllustration d’un déséquilibre pro-oxydants/antioxydants dans [’organisme

[112]

lipides,

Ceci résulte en diverses anomalies pathologiques telles que des mutations, une accumulation

anormale de lipides oxydés, la baisse de la fluidité membranaire, la diminution de la sensibilité

a I’insuline, la fibrose, la formation d’auto-anticorps, la cancérogenese, I’immunosuppression
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et les malformations feetales. Ces anomalies sont liées au stress oxydant et sont a 1’origine de

nombreuses maladies résumées dans le Tableau 1.7 [113].

Tableau I. 7. Relation entre le stress oxydant et certaines pathologies

Maladies dues a une production  Maladies ou le stress oxydant est la  Maladies ou le stress oxydant fait Maladies entrainant un

insuffisante de radicaux libres cause primordiale partie des facteurs déclencheurs stress oxydant secondaire
- Agranulomatose septique - Cancer -Maladie d’ Alzheimer - Diabete
- Psoriasis - Auto-immunité -Stérilité masculine - Insuffisance rénale
- Cataracte - Maladies virales : EBV, HVB - Mucoviscidose
- Dégénérescence maculaire - Rhumatismes - Sida
- Sclérose latérale amyotrophique - Athéromes - Choc septique
- Photo-vieillissement cutané - Asthme - Infarctus du myocarde
- Photosensibilisation -Insuffisance respiratoire - Ishémies/reperfusion
- Irradiation - Parkinson
- Intoxications (CCl,, Cd, Fe, alcool) - Briilures
- Hémochromatose - Thalassémie

- Greffe d’organes

11.2.3. Antioxydants

Les antioxydants constituent le systéme de défense de ’organisme contre les ERO qui le
protége contre les maladies et le vieillissement. L’antioxydant est défini comme toute substance
qui lorsqu’elle est présente a faible concentration par rapport a un substrat oxydable, retarde
ou empéche considérablement I’oxydation de ce substrat [114]. Les antioxydants peuvent avoir

une origine endogene ou exogene a I’organisme.

11.2.3.a. Antioxydants endogenes
Des systemes de défense enzymatique et non enzymatique au sein des cellules contrélent la

production physiologique de radicaux libres dans notre organisme.

A. Systéme enzymatique
Les superoxydes dismutases (SOD), les catalases (CAT) et les glutathion peroxidases (GPx)
sont les principales enzymes antioxydantes intervenant dans le piégeage et 1’élimination des
radicaux libres (Figure 1.9) [115].

a) Superoxyde dismutases (SOD)
Faisant partie de la famille des métalloenzymes, les SOD forment la premiere ligne de défense
contre les radicaux superoxydes (O2™) produits dans les différents compartiments cellulaires en
catalysant la dismutation de ces radicaux en H>O; et Oo.
02" + 02" + 2H* — H202 + O2
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Il existe trois types de SOD communes contenant le Mn, le Fe ou le Cu et le Zn comme meétaux

protéiques [115].

b) Catalases (CAT)
Les catalases se trouvent essentiellement dans les peroxyzomes ou elles transforment le
peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygene moléculaire. Elles ont des structures tétramériques
ou chague sous-unité contient un groupement héminique et est liee a une molécule de NADPH
qui renforce son activité et la protége de I’inactivation [116].
H202 — 2H20 + O2

c) Glutathion peroxidases (GPx)
Ces enzymes réduisent a la fois le peroxyde d’hydrogéne (H20.) et les hydropéroxydes
organiques (R-OOH), ce sont des enzymes tétramériques a sélénium localisées dans le cytosol
et la mitochondrie. Le glutathion réduit (GSH) est utilisé comme un cofacteur sur lequel elles
transférent 1’0xygene en le transformant en glutathion oxydé (GSSG) [115]. La régénération
de glutathion oxyd¢ se fait grace a I’intervention de la glutathion réductase en présence de
NADPH (cofacteur).
R-OOH + 2GSH — GSSG + R-OH + H20

NADFH oxydase

N

xanthane oxydase

Oz m > Oz- » HeQp —SHEEE2 o HoO

superoxide
dismutase
hypaxanthing  xanthine E GSH perocpdase E
xanthine acide urigque

GSH GSS8G

NADP+ NADPH

Figure 1. 9. Mécanisme de détoxification enzymatique des ERO
[117]

B. Systéme non enzymatique
Ce systeme fait intervenir des composés produits par les cellules au cours du métabolisme tels
que le glutathion, I’acide lipoique, la L-arginine, 1’ubiquinone, 1’acide urique, la mélatonine et
la transferrine [118]. Parmi ceux-ci, le glutathion est le métabolite le plus important du fait de
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son role protecteur non seulement contre les radicaux oxygenés, mais aussi contre les

peroxydes et le monoxyde d’azote [111].

11.2.3.b. Antioxydants exogénes
Ces antioxydants sont divisés selon leur origine en deux groupes : les synthétiques et les

naturels.

A. Antioxydants de synthese
Les antioxydants synthétiques tels que le butylhydroxytoluéne (BHT), le butylhydroxyanisole
(BHA) et le gallate de propyle (GP) sont largement utilisés dans 1’industrie alimentaire, parce
qu’ils sont efficaces et moins chers a produire que les antioxydants naturels (Figure 1.10).
Cependant, ils sont susceptibles de manifester des effets secondaires, méme toxiques, ce qui

pose des problemes de sécurité et augmente la demande pour les antioxydants naturels [119].

H OH
OMe
BHT BHA
H 0H
HO UH
OH 0 0
TBHQ PG

Figure 1. 10. Structure de quelques antioxydants synthétiques.
BHT, butylhydroxytoluéne ; BHA, butylhydroxyanisole ; PG, gallate de propyle ; TBHQ, tert-butylhydroguinone
[120]

B. Antioxydants naturels
Ce sont des antioxydants le plus souvent apportés par I’alimentation, il s’agit par exemple de
la vitamine E (tocophérol), de la vitamine C (acide ascorbique), des caroténoides (p-caroténe),
des polyphénols (flavonoides, flavones) ou encore du lycopéne (Figure 1.11) [120].
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Figure 1. 11. Principaux composés naturels possédant des propriétés antioxydantes

a) Vitamine E
De nature lipidique, la vitamine E regroupe deux familles de quatre tocophérols et quatre
tocotriénols dont 1’a-tocophérol est la forme la plus active sur le plan biologique. Elle joue un
réle dans la protection des lipides polyinsaturés des membranes biologiques de la lipo-
peroxydation en piégeant les radicaux péroxyles [121]. Les principales sources alimentaires de
vitamine E sont les huiles végétales, les amandes, les noix, les graines, les ceufs, le lait et les

légumes a feuilles vertes.

b) Vitamine C
La vitamine C se trouve surtout dans les fruits et les [égumes frais, elle est particulierement
abondante dans les agrumes et les fruits rouges. Il s’agit d’un antioxydant hydrosoluble au fort
pouvoir réducteur qui constitue avec la vitamine E, le sélénium et le bétacaroténe les quatre

principaux antioxydants apportés par 1’alimentation [122].

c) Carotenoides
Les caroténoides tels que le B-caroténe, la lycopéne, la lutéine, le B-cryptoxanthine, la
z€axanthine et I’astaxanthine sont un ensemble d’antioxydants liposolubles d’origine naturelle
actifs généralement au niveau des membranes biologiques. Parmi eux, le f-caroténe est le plus

étudié et le plus abondant dans notre régime alimentaire, il se trouve surtout dans les légumes
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a feuilles vertes (ex. épinard), ainsi que dans les fruits et les légumes colorés (ex. carotte,

abricot, poivron rouge et chou frisé) [123].

d) Polyphénols
Les composes phénoliques sont des métabolites secondaires hydrosolubles, présents dans tous
les végétaux. Plus de 8000 structures phénoliques sont actuellement connues dont plus de 4000
flavonoides. Ces polyphénols sont classes selon leur origine, leur activité biologique et leur
structure chimique. Leur caractéristique structurale commune est la présence d’un cycle
aromatique portant un ou plusieurs groupements hydroxyle, et la majorité d’entre eux se trouve
sous forme glycosilée. lls présentent néanmoins des structurales tres diverses incluant les
acides phénoliques, les flavonoides, les sous-groupes de flavonoides (les isoflavones, les
néoflavonoides, les chalcones, les flavones, les flavonols, les flavanones, les flavanonols, les
procyanidines, les anthocyanidines) et les polyphénols amides. L’acide ellagique, le
resvératrol, les lignanes, 1’acide rosmarinique et la curcumine appartiennent aussi aux
polyphénols. De par leur abondance et leur pouvoir antioxydant, les polyphénols jouent un réle

important dans la prévention de nombreuses maladies chroniques [124].

11.3. Activité anticancéreuse

11.3.1. Généralités sur le cancer

Le cancer a été décrit depuis 1’antiquité, Hippocrate a attribué le mot grec Karkinos (écressive)
aux tumeurs par analogie aux pattes d’un crabe en raison des ramifications en rayon que
présentent certaines d’entre elles [125]. Par définition, le cancer est une maladie caractérisée
par une prolifération excessive des cellules anormales pour former des tumeurs malignes. Ces
cellules ont la capacité d’envahir les tissus voisins et de se propager dans le corps pour former
des métastases. Selon I’OMS, le cancer constitue la deuxiéme cause de mortalité et le nombre
de déces va s’accroitre dans les prochaines années pour dépasser les 13 millions de morts en
2030 (Figure 1.12). L’apparition des cancers est liée soit a des facteurs internes tels que
I’activité hormonale, les mutations héréditaires et les maladies immunitaires ; soit a des
facteurs externes ou environnementaux tels que le tabac, les radiations, le régime alimentaire,
I’alcool, etc. [126].
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Figure 1. 12. Estimation selon I’'OMS de I’évolution de la mortalité annuelle liée au cancer au niveau mondial

11.3.2. Cancer du pancréas

Le cancer du pancréas est la forme la plus mortelle de cancer au niveau mondial, il se place au
4°™ rang de la mortalité liée au cancer au Japon et dans d’autres pays industrialisés et au 5°m
rang aux Etats-Unis. En général, le diagnostic de ce type de cancer se fait & un stade avancé
chez les patients (53%) et le taux de survie a 5 ans ne dépasse pas 2 a 5%. Les cellules
cancéreuses pancréatiques sont caractérisées par une tolérance remarquable a la privation de
nutriments. Le traitement de ce cancer est un defi étant donné que les cellules souches
cancéreuses a I’origine des tumeurs résistent a la chimiothérapie et aux radiothérapies actuelles
[127,128].

11.3.3 Relation entre stress oxydant et le cancer

Le stress oxydant est impliqué dans le processus normal de vieillissement, mais aussi dans le
développement et la progression de diverses pathologies humaines tels que le diabete,
I’athérosclérose, les maladies cardiovasculaires, mais aussi les cancers. Plus précisément, le
stress oxydatif endommage la molécule d’ADN, modifie les voies de signalisation et agit sur
la progression de divers cancers. Des études ont montré que les ERO contribuent au
développement des tumeurs a travers la régulation de la prolifération cellulaire, I’angiogenése

et la métastase [129].

1- lon superoxyde (O2")
11 s’agit d’un radical libre peu réactif généré au cours de la synthése mitochondriale d’ATP, il
peut aussi étre produit via certaines enzymes des cellules phagocytaires. Ces radicaux sont
principalement présents dans les mitochondries ou leur accumulation affecte la fonction

mitochondriale en inactivant les centres Fe-S dans la chaine de transport d’électrons ce qui peut
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conduire a I’initiation de I’apoptose. Leur niveau est contr6lé par la manganese-superoxyde

dismutase (Mn-SOD) via une conversion en H,O2 et en eau [130].

2- Peroxyde d’hydrogene (H202)
Le peroxyde d’hydrogéne peut se former spontanément a partir d’oxygene moléculaire dans
les peroxisomes, mais il s’en forme quatre fois plus a partir d’O2™ via I’activiteé catalytique des

SOD. Il est connu pour étre mutagene et cancérigéne [130].

3- Radical hydroxyle (OH")
Le radical hydroxyle a une structure électronique tres instable et il est parmi les espéces
réactives d’oxygene les plus préjudiciables aux cellules animales. Sa principale voie de
formation passe par la réaction de Fenton en présence des métaux de transition (fer et cuivre)
qui décompose 1I’H,02 en présence de Fe?*. Il est capable d’endommager le squelette du
désoxyribose de I’ADN et les quatre bases d’ADN de diverses manieres en induisant des
ruptures des brins et des modifications structurales. Il est aussi capable d’endommager les
génes suppresseurs de tumeurs et d’augmenter I’expression des proto-oncogénes [130]. Les
dommages a I’ADN comprennent la génération de 8-hydroxyguanosine (8-OHG) dont
I’hydrolyse génere le 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG) qui est impliqué dans la
carcinogenese et est un trés bon indicateur d’une attaque radicale contre I’ADN. Sa présence

est par exemple constatée dans les tumeurs primaires du sein [131].

4- Oxyde nitrique (NO")
Il s’agit d’un radical libre de courte durée de vie. Il est synthétisé a partir de la L-arginine par
I’enzyme oxyde nitrique synthase (NOS). Les formes neuronales et endothéliales de NOS
produisent de petites quantités de NO qui agissent comme un neurotransmetteur et un
vasodilatateur, respectivement [132]. L’isoforme inductible de NOS (iNOS) est exprimé
seulement en cas d’inflammation et génére des quantités beaucoup plus importantes de NO. Le
peroxynitrite (ONOO") formé suite a la réaction de I’oxyde nitrique avec le superoxyde, est un
puissant oxydant impliqué dans de nombreux événements potentiellement cancérigenes, il peut
perturber la chaine de respiration mitochondriale, déclencher la peroxydation lipidique, induire
des mutations par transversion (substitution de bases) et hydrolyser I’ADN. Il agit enfin sur la

phosphorylation de protéines en nitrant les résidus tyrosine comme dans la protéine p53 [130].
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11.3.4. Traitement du cancer

11.3.4.a. Traitement préventif

Il consiste en des mesures destinées a lutter contre 1’exposition aux facteurs de risque de la
carcinogenese (prévention primaire), le plus souvent a travers des changements dans les modes
de vie : le tabac (cancers broncho-pulmonaires et cancers oro-pharyngo-larynges et
oesophagiens) ; I’alcoolisme (cancers des voies aérodigestives supérieures), le regime
alimentaire (cancers de 1’estomac, du c6lon, du rectum, mais aussi du sein, de I’endométre et
de la prostate) ; I’exposition aux rayonnements (cancers cutanés); les infections a
papillomavirus (cancers ano-génitaux) ; les infections par les virus des hépatites B et C (cancers
du foie); et I’infection par le virus VIH (cancer du col utérin et cancer du systéme
lymphatique).

Le traitement préventif peut également consister a traiter les états précancéreux (prévention
secondaire), par exemple a travers le dépistage systématique et 1’ablation chirurgicale des

Iésions précancéreuses [133].

11.3.4.b. Traitement curatif

Il comprend des traitements tels que la chirurgie, la radiothérapie, la chimiothérapie, ou
I’immunothérapie. Le choix d’un et/ou des traitements dépend du type de cancer, de son stade
de développement et du patient. La thérapie chimique consiste a utiliser des molécules le plus
souvent synthétiques. Alors qu’elles sont censées cibler les cellules tumorales, ces molécules
affectent les cellules saines également, ce qui provoque des effets secondaires considérables.
Afin de réduire ces effets indésirables, les recherches ont été orientées vers les produits naturels
issus de diverses sources telles que les microorganismes, les plantes, les animaux et les
organismes marins comme alternatives aux molécules de syntheése. Il s’agit de découvrir des
molécules ayant une activité anticancéreuse plus ciblée et une toxicité réduite. Plusieurs
médicaments anti-tumoraux d’origine naturels ont ainsi été approuves par la FDA au cours des

derniéres décennies [134,135].

11.3.5. Médicaments anticancereux a base de plantes

Depuis I’antiquité, les plantes ont été utilisées pour leurs propriétés medicinales. De nos jours,
I’intérét de nombreux composés phytochimiques bioactifs dans la lutte contre ’initiation et la
progression du cancer a été démontré. Alors que certains de ces composés peuvent étre utilisés
dans le traitement de cancers avancés, d’autres ont un réle préventif en agissant comme des

inhibiteurs au cours de premiers stades de la carcinogenese. Au total, 187 espéces végétales
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appartenant a 102 genres et 61 familles ont été identifiées comme sources effectives ou
potentielles de composés phytochimiques aux propriétés anti-tumorales. Parmi elles, seules 15
espéces appartenant a dix genres et neuf familles ont été utilisées au niveau clinique dans la
chimiothérapie anticancéreuse, le reste étant resté au stade expérimental [136]. Sept
médicaments anticancéreux d’origine végetale ont été approuvés par FDA ; la vincristine
(1963) ; le vinblastine (1965) ; ’analogue semi synthétique de podophyllotoxine (1’étoposide,
1983) ; le placlitaxel (1989) ; les 2 analogues de camptothécine (I’irinotécan et le topotécan,
1996) ; et le docétaxel (1996). Une autre molécule, la trabectédine, isolée du tunicier marin, a
quant a elle été approuvée pour ’'usage clinique par la commission européenne en 2007 [134],
avant de I’étre par la FDA en 2015 pour le traitement des sacromes [137]. Ces molécules sont
aujourd’hui approuvées et utilisées comme anticancéreux dans des dizaines de pays a travers

le monde.

11.4. Activité anti-inflammatoire
11.4.1. Généralités
L’inflammation est connue comme une réponse immunitaire naturelle de I’organisme qui se
développe suite a une lIésion tissulaire. La réaction inflammatoire est la premiére ligne de
défense de I’organisme contre les agents agresseurs. Elle libére rapidement des médiateurs de
défense aux endroits infectés ou au niveau des lésions tissulaires. Divers agents peuvent étre a
I’origine du déclenchement d’une réaction inflammatoire :

1- agents infectieux tels que les bactéries, les parasites, les virus et les champignons ;

2- agents physiques tels que les radiations (rayons UV, X), la chaleur (brQlure), les corps

étrangers (prothése), les traumatismes (plaie), et les nécroses tissulaires (infarctus) ;

3- agents chimiques tels que les toxines et les venins.
Les symptomes de la réaction inflammatoire se ressemblent quelle que soit la nature de 1’agent
stimulant. La douleur, la rougeur, la chaleur et le gonflement sont les principaux signes de
I’inflammation, mais c’est la nature de cytokines secrétées, la durée et l’intensité des

manifestations qui changent [138].

11.4.2. Types d’inflammation
Il existe deux types d’inflammation, I’inflammation aigue qui traduit une réponse initiale du
corps a une agression extérieure, et I’inflammation chronique qui traduit une réponse

inflammatoire disproportionnée conduisant & des dommages corporels.
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11.4.2.1. Inflammation aigue

L’inflammation aigue (Figure 1.13), c¢’est la réponse typique du systeme immunitaire inne, elle

est immédiate, de courte durée et fait suite & une exposition a un agent agresseur. En général,

ce type d’inflammation guérit rapidement avec ou sans traitement.

L’inflammation aigue comprend trois phases [139] :

1-

Phase vasculaire. Elle débute par I’activation des plaquettes qui conduit a une
vasoconstriction breve des vaisseaux. Les médiateurs présents dans le sang sont activés
contribuant & une vasodilatation et une augmentation de la perméabilité des vaisseaux,
puis un recrutement des cellules de I’'immunité innée (les macrophages et les cellules
dendritiques) vers le lieu de I’inflammation provoquant rougeur et chaleur. La
diapédése s’ensuit et le transfert de I’exsudat plasmatique (eau, protéine plasmatique et

cellules immunitaires) conduit a I’apparition de 1’cedéme.

Phase cellulaire. Elle commence suite a 1’arrivé des leucocytes au site inflammatoire.
Les principaux acteurs de cette étape sont les cellules polynucléaires des neutrophiles
qui sont progressivement remplacées par les macrophages qui détruisent les agents

pathogenes par leur pouvoir phagocytaire.

Phase de résolution et de réparation. Les agents pathogenes, les produits de la
dégradation tissulaire et les neutrophiles sont éliminés pendant cette phase. Des
cytokines (IL-4 et IL-10), des fibroblastes et des médiateurs vont intervenir pour la

cicatrisation, la réparation et la régénération tissulaires.

I douleur - rougeur / chaleur - tumeur |

Figure I. 13. Etapes de la réaction inflammatoire aigue
[140]
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11.4.2.2. Inflammation chronique

L’échec de la réponse inflammatoire aigue ou une réponse inappropriée conduit a la persistance
de I’agent pathogéene et au développement d’une inflammation chronique. Une perturbation de
I’équilibre entre les molécules anti-inflammatoires (IL-10, IL-4, 1L-13 et TGF-B) et les
molécules pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-8, et TNF-a) peut conduire a la destruction des
tissus enflammeés et entrainer des pathologies [139].

La réponse inflammatoire a pour but "I’encerclement" et 1’élimination des agents agressifs,
suivie d’une élimination des composants tissulaires endommageés et la guérison des tissus,
organes ou systemes affectés. Les macrophages et les neutrophiles sont impliqués dans la
réaction inflammatoire par la sécrétion de divers mediateurs responsables de I’initiation, la
progression, la persistance, la régulation et la résolution éventuelle d’une inflammation aigué
[141].

Le Tableau 1.8 résume les principaux médiateurs impliqués dans la réponse inflammatoire,

leurs origines et leur activités biologiques.

Tableau 1. 8. Principaux médiateurs impliqués dans le processus d’inflammation

Médiateurs Origines Effets biologiques

Les cytokines [142] Monocytes - Déclenchent les voies de transduction du

- Pro-inflammatoire (IL-1, IL-6, Macrophages signal qui modifient I’expression des génes

IFN-vy) Lymphocytes de leurs cellules cibles.

- Anti-inflammatoires (IL-4, IL-10, - Leur action peut étre autocrine, paracrine

IL-12, IL-13, TGF-B) ou endocrine (rare) [143].

Histamine Basophiles - C’est un médiateur chimique important
Mastocytes qui provoque une vasodilatation, une

augmentation de la perméabilité vasculaire
et peut méme contribuer a des réactions

anaphylactiques [144].

Facteur de la nécrose tumorale Macrophages actifs - Favorise la production des cytokines
(TNF-a) Monocytes inflammatoires.
- Améliore I’adhésion et la perméabilité
des cellules endothéliales.
- Favorise le recrutement des cellules
immunitaires telles que les neutrophiles,
les monocytes et les lymphocytes vers les
sites d'inflammation [145].

Oxyde nitrique (NO) Macrophages - Vasodilatation [146]
Mastocytes - Formation d'cedémes

- Induction de la cytotoxicité tissulaire
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Médiateurs lipidiques : Acide arachidonique - Vasodilatation, augmentation de la
- Les prostaglandines (PGE2) perméabilité vasculaire, douleur, fievre et

- Le thromboxane agrégation plaquettaire [147].

11.4.3. Anti-inflammatoires

La douleur, 1’agrégation plaquettaire et I’inflammation sont dues a la sécrétion des
prostaglandines, des prostacyclines et des thromboxanes qui sont synthétisés suite a I’activation
de I’enzyme COX (cyclooxygénase) [148]. Deux principaux groupes d’anti-inflammatoires
sont couramment utilisés, les anti-inflammatoires stéroidiens (AlS) et non stéroidiens (AINS)
[149]. Ces médicaments bloquent I’activité des enzymes COX-1 et COX-2 [150]. Les anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont les médicaments les plus fréquemment utilisés par
la population, mais ils sont associes a divers effets indésirables sur la santé, notamment des
Iésions gastro-intestinales, des effets sur les fonctions rénales et des insuffisances
cardiovasculaires, etc. [148].

11.4.4. Pouvoir anti-inflammatoire des plantes

De nombreuses plantes médicinales offrent des remedes a action anti-inflammatoire avec peu
ou pas d’effets secondaires. Plusieurs molécules au pouvoir anti-inflammatoire ont été isolées
de plantes, comme par exemple la curcumine, le resvératrol, la baicaléine, I’acide bétulinique,
I’acide ursolique, 1’acide oléanolique, la capsaicine, et 1’hypéricine [151]. L’action anti-
inflammatoire des extraits des plantes intervient a des stades différents du processus
d’inflammation, elle peut agir sur I’inhibition de la formation des cytokines et des eicosanoides
; sur la prévention de la cascade des réactions inflammatoires, ou encore sur la réduction de
I’irritation et I’exfoliation excessive [141]. Les polyphénols ont été cités pour leur activité anti-
inflammatoire. Les flavonoides et les acides phénoliques par exemple modulent les niveaux
d’expression de diverses cytokines. La lutéoline et la quercétine inhibent la sécrétion de TNF-
a par les cellules RAW 264,7 stimulées par des LPS, de méme I’apigénine inhibe la production
de TNF-a, d’IL-1 et d’I1L-8 [151].

I1.5. Activité antimicrobienne

11.5.1. Généralités

Face a la crise mondiale que constitue la résistance des pathogénes aux antibiotiques, la
recherche de nouveaux antimicrobiens dans des sources naturelles constitue 1’une des voies

poursuivies afin de trouver des solutions. A ce titre, les plantes constituent une source
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importante de métabolites antimicrobiens faisant partie de leur systeme naturel de défense et

qui peuvent étre valorisés dans la lutte contre les microorganismes antibiorésistants [152].

11.5.2. Pouvoir antimicrobien des plantes

Les plantes disposent d’un systeme de défense contre les microorganismes pathogeénes ou
invasifs (bactéries, levures et moisissures) basé essentiellement sur la production et la sécrétion
de métabolites secondaires. Ce potentiel est exploité par I’lhomme depuis 1’antiquité a travers

I’utilisation des plantes et de leurs extraits dans le traitement des infections.

Les métabolites en question sont souvent produits et stockés par les plantes et libérés lors d’une
infection ou d’une blessure. Parmi les métabolites bioactifs doués d’un pouvoir antimicrobien,
on peut citer les composés phénoliques, les flavonoides ou encore les alcaloides. Parmi ceux-

ci, quelques exemples sont présentés avec leurs modes d’action au Tableau 1.9 [153].

Tableau 1. 9. L activité antimicrobienne de certaines métabolites secondaires des plantes

Métabolites Modes d’action Exemples
Phénols simples et acides phénoliques - Privation en substrat - Catéchol
- Perturbation de la membrane - Acide cinnamique

- Epicatéchine

Quinones - Liaison aux adhésines - Hypéricine
- Complexation aux parois cellulaires

- Inactivation des enzymes

- Flavonoides - Liaison aux protéines solubles extracellulaires - Catéchines
- Flavonols - Liaison aux parois cellulaires - Chrysine

- Flavones

Tannins - Liaison aux protéines - Ellagitanine

- Liaison aux adhésines

- Liaison aux parois cellulaires
- Inhibition des enzymes

- Privation en substrat

- Perturbation de la membrane

- Complexation d’ions métalliques

Terpenoides, huiles essentielles Perturbation de la membrane -Capsaicine

Alcaloides Intercalants de la paroi et de I’ADN - Berbérine
- Pipérine

Coumarines Interaction avec I’ADN (activité antivirale) -Warfarine
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CHAPITRE Il - MATERIELS ET METHODES

Nos travaux ont d’abord été dirigés vers 1’optimisation des conditions d’extraction des
métabolites secondaires a partir du matériel végétal, notamment ceux ayant une activité
antioxydante en raison de leur importance dans [’activité préventive contre les maladies
chroniques. Dans une deuxieme étape, une étude analytique a éte réalisée pour séparer les
divers composés présents dans les extraits préparés afin de déterminer ceux qui présentent une
activité antioxydante. Ceci a été réalisé par le systtme CLHP-ABTS™". Ensuite, I’identification
de ces composés antioxydants, ainsi que d’autres composés chimiques présents dans les extraits
a été réalisée par le systeme CLUHP-DAD-SMHR. Enfin, dans une troisiéme étape, les activités

anticancéreuses, anti-inflammatoires et antimicrobiennes des extraits ont été évaluées.

PARTIE A - ANALYSES PHYSICO-CHIMIQUES DES EXTRAITS

I1.A.1. Solvants, réactifs et autres produits chimiques

11.LA.1.1. Analyses chimiques

Les solvants utilisés, de qualité analytique, sont : I’éthanol (EtOH), 1’acétate d’éthyle (EtOAC),
I’acétonitrile (ACN), et I’acide chlorhydrique (HCI) fournis par Fisher (llIkirch Graffenstaden,
France) ; le méthanol (MeOH), le chloroforme (CHCIs) fournis par Carlo Erba (Val de Reuil,
France) ; I’acide formique (AF), I’acide sulfurique (H2SOa4), I’acétone, 1’acide acétique glacial,
diméthylsulfoxyde-d6 (DMSO-d6), oxyde de deutérium (D20) fournis par Sigma-Aldrich
(Saint Quentin Fallavier, France) ; et I’ecau ultra-pure (MQ-H20, 18,2 MU) produite par un
systeme de purification Synergy UV (Millipore, Molsheim, France).

Le chlorure de potassium (KCI) et le phosphate de potassium (KH2PO4) ont été fournis par
VWR (Fontenay-sous-bois, France) et Merck (Darmstadt, Allemagne) respectivement. Le
chlorure de sodium (NaCl), I’hydrogénophosphate disodique (Na2HPO4), le réactif du Folin-
Ciocalteu, le carbonate de sodium (Na.COz), le chlorure d’ammonium (NH4Cl), le réactif
Fehlings (A et B), le réactif de ninhydrin 0,25%, 1’ammonique (10%), le chlorure de fer IlI
(FeCls), I’acétate de cuivre (Cuz(OAc)s), I’hydroxyde de sodium (NaOH), I’hydroxyde de
potassium (KOH), le ferricyanure de potassium (Kz[Fe(CN)g]), le réactif de Dragendorff, le sel
2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique) diammonium (ABTS), I’acide 3.,4-
dihydro-6-hydroxy-2,5,7,8-tétraméthyl-2H-1-benzopyran-2-carboxylique (trolox), le 2,2’-
azobis(2-amidino-propane) dihydrochloride (AAPH), la fluorescéine, le 2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH), I’hydroxytoluéne butylé (BHT), ’acide caftarique, I’acide gallique,
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I’isoquercitrine ont été fournis par Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France), le
persulfate de potassium (K2S2Og) a été fourni par Prolabo (Paris, France). La lutéoline-7-O-
glucoside, 1’isorhamnetin-3-O-rutinoside et 1’apigénine-7-O-glucoside ont été fournis par
Extrasynthése (Genay, France), la rutine a été fournie par Phytolab (Vestenbergsgreuth,

Allemagne) et I’acide 2-nitrophénylpyruvique a été fourni par Abcr (Lyon, France).

I1.LA.1.2. Tests biologiques

La lignée cellulaire d’adénocarcinome pancréatique humain AsPC-1, la lignée cellulaire
monocytaire humaine THP-1 et le milieu de culture RPMI-1640 ont été obtenus aupres de
I’ATCC (30-2001 ; LGC Standard, Molsheim, France). Le milieu de culture DMEM™M9" glucose
a été obtenu chez Dominique Dutscher (67,172 Brumath, France, Cat No. L0102-500) et le
DMSO chez Sigma-Aldrich (Saint-quentin Fallavier, France).

La solution de Trypsine a 0,5% EDTA 0,2% a été achetée chez PAN Biotech (Aidenbach,
Allemagne), I’iodure de propidium chez Miltenyi Biotec Inc. (Auburn, USA, Cat No. 130-093-
233), I’Annexine V-FITC chez ImmunoTools GmbH (Friesoythe, Allemagne, Cat No.
31490011X2), et le célastrol chez Enzo Life Sciences (Farmingdale, NY, USA). La pénicilline,
la streptomycine ont été achetées chez Life Technologies (Paisley, UK, Cat No. 15140-122),
le sérum de veau feetal (FBS) chez Life Technologies (Paisley, UK, Cat No. 10270-106), et le
lipopolysaccharide (LPS) issu de Salmonella abortus equi chez Sigma-Aldrich (Steinheim,
Allemagne). L’agar et le milieu Mueller-Hinton en poudre ont été fournis par Merck
(Darmstadt, Allemagne).

I1.LA.2. Matiére végétale

Les parties aériennes d’AEL et d’ACW ont été récoltées de la réserve naturelle des cédres
(Chouf, Liban) (Figure I1.1). Elles ont ensuite été lavées, séchées puis broyées dans un broyeur
Ultra centrifuge ZM 200 (Retsch) a une vitesse de 6000 rpm/min en utilisant un tamis avec des
mailles de 1 mm de diametre. Les échantillons obtenus ont été stockés dans des sacs en

plastique bien scellés et conservés a 1’abri de la lumiére.
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I1.A.3. Extraction de la matiere végétale

Les conditions finales utilisées pour extraire efficacement les composés antioxydants de la
partie aérienne d’AEL et d’ACW, ont été choisies suite a différents essais résumés en trois
étapes (Figure 11.2). La premiere étape consistait a évaluer ’efficacité de 1’extraction des
composés antioxydants par six solvants de polarités différentes couramment utilisés pour
extraire des métabolites secondaires des plantes. La deuxiéme étape consistait a améliorer
I’extraction avec le solvant sélectionné (mélange éthanol/eau) en modifiant les proportions des
deux constituants et le temps d’extraction. La troisieme étape consistait a déterminer le nombre

d’extractions nécessaire pour obtenir une quantité d’extrait satisfaisante.

Etape 1- L’extraction de la partie aérienne d’ACE et d’ACW a été faite dans un bain a
ultrasons (Elmasonic S 30H, Fisher Brand 15051, Loughborough, Leicestershire-England) en
utilisant six solvants de polarités différentes (eau, eau acidifiée a pH 3,0, EtOH 70%, MeOH
70%, CHCIs et EtOAC) et un temps d’extraction de 30 min a température ambiante. La prise

d’essai était de 1 g pour 15 mL de solvant pour AEL, mais seulement de 150 mg pour 20 mL

64



de solvant pour ACW (en raison de la prédominance d’un antioxydant, la rutine). Ensuite, les
mélanges ont été filtrés sous vide par un systeme Biichner en utilisant du papier filtre (125 mm,
ref : 1004125B, Dutscher, Brumath, France). Les filtrats des extraits d’eau et d’eau acidifiée
ont été directement lyophilisés (Labconco, Free Zone 4.5, Kansas, ETATS-UNIS). Ceux des
extraits de CHCIs et d’EtOAC ont été évaporeés a sec dans un évaporateur rotatif (Heidolph VV
2000, Schwabach, Allemagne). Pour ce qui est des filtrats issus des extraits d’EtOH 70% et de
MeOH 70%, les solvants organiques ont été éliminés a 1’évaporateur rotatif et les résidus

aqueux ont été lyophilisés. Les extraits secs ont été conservés a -20 °C jusqu’au leur utilisation.

Etape 2- Afin d’optimiser les conditions d’extraction des antioxydants, différents
pourcentages d’EtOH (10, 30, 50 et 70% pour AEL et 10, 30, 50, 70 et 90% pour ACW) et
temps d’extraction (5, 15, 30 et 60 min pour AEL et 5, 15, 30, 45 et 60 min pour ACW) ont été
testés. Un volume de 200 pL de chaque extrait a été préleve, filtré a 0,45 nm (filtre a seringue)
et analysé par le systeme CLHP-ABTS™. La somme des surfaces des pics chromatographiques
observés a 412 nm a été utilisée pour évaluer I’efficacité de I’extraction des composés

antioxydants.

Etape 3 - Des extractions successives ont été réalisées dans les conditions choisies (EtOH a
30% pendant 30 min pour AEL et EtOH a 50% pendant 5 min) en renouvelant a chaque fois le
solvant d’extraction. Apres chaque extraction, le mélange a été centrifugé a 9000 tour/min
pendant 10 min (centrifugeuse Beckman GS-15R) et le surnageant a été récupéré. Les
extractions ont ét¢ répétées jusqu’a épuisement des composés antioxydants.

Les différents surnageants actifs de chaque plante ont été rassemblés, les solvants organiques
ont été ¢liminés a 1’évaporateur rotatif et les résidus aqueux restants ont été lyophilisés. Les
extraits secs ainsi obtenus ont été utilisés pour tous les essais expérimentaux de I’étude (DPPH,
CLHP-ABTS™, CLUHP-DAD-SMHR, CLHP semi-préparative et activités biologiques) a
I’exception des tests ORAC et TEAC. Chaque essai a été répété 3 fois.
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Figure 1. 2. Représentation schématique du protocole suivi pour ’optimisation des conditions d’extraction des

antioxydants

I1.LA.4. Etude de ’activité anti-radicalaire des extraits

11.A.4.1. Capacité antioxydante en équivalent trolox (TEAC)

L’activité anti-radicalaire des extraits secs d’AEL et d’ACW obtenus a la premicre étape
d’extraction et utilisant divers solvants (eau, eau acidifiée a pH 3,0, MeOH 70%, EtOH 70%,
CHCl3 et EtOAC) a été évaluée par la méthode TEAC en microplaques selon Re et al. avec de
légéres modifications [2]. Cette méthode est en effet basée sur un mécanisme de transfert
d’électrons et mesure la capacité d’un composé a réduire les radicaux libres d’ABTS™ dont la
solution est de couleur bleu-vert avec des maxima d’absorption a 412, 645, 734 et 815 nm
(Figure 11.3) [3]. Cette réduction se manifeste par une décoloration de la solution d’ABTS™" et
une diminution de 1’absorbance aux quatre longueurs d’onde. L’activité anti-radicalaire est

généralement exprimeée en équivalent de celle d’un antioxydant de référence, le trolox, qui est
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un derive synthétique hydrosoluble de la vitamine E. Une gamme étalon de trolox (50, 100,
300, 600, 700 et 800 uM) a été préparée par une série de dilutions dans un mélange
d’ACN/MQ-H20 (50/50) d’une solution mére a 1000 pM. L’étalonnage a été réalis¢ pour
chaque mesure.

Une solution mére de 2,0 mg/mL a été préparée a partir des extraits secs d’AEL et d’ACW en
utilisant différents solvants : MQ-H2O pour les extraits eau et eau acidifiée ; MQ-H2O/ACN
(50/50) pour les extraits EtOH 70% et MeOH 70% ; et ACN pour les extraits acétate d’éthyle
et chloroforme. Ensuite, des dilutions ont été préparées en utilisant les solvants correspondants.
Un volume de 10 pL de chaque solution mére d’extrait et de chaque solution de la gamme
¢talon de trolox ont été déposés en triplicat dans les puits d’une microplaque transparente de
96 puits (spectrophotométrie) et auquel ont été ajoutés 200 uL d’une solution d’ABTS™" a 7
mM. Un blanc a été réalisé en utilisant 10 pL de solution PBS a la place d’échantillon.
L’absorbance a été mesurée a 734 nm par un spectrophotometre Vario Scan (Thermo Fisher
Scientific) aprés 10 min d’incubation. L expérience a été répétée 3 fois et les résultats ont été

exprimés en pmol de trolox équivalent par gramme d’extrait sec (umol ET/g extrait sec).

e SO3 % SO3

3 N 3 S N ﬁ

6 nun SCll Eta ety SURRE.
H»C

czu\ CyHs

ABTS radical (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) ABTS
blue green color

Figure 11. 3. Mécanisme de piégeage des radicaux ABTS™*

[4]

11.A.4.2. Capacité d’absorption des radicaux oxygene (ORAC)

La méthode ORAC se base sur un principe de compétition pour des radicaux peroxyles entre les
molécules antioxydantes et une sonde fluorescente. La fluorescéine (sonde) est oxydable par les
radicaux péroxyles produits par I’AAPH (composé azoique ayant une groupe N=N) a 37 °C
résultant en I’extinction de sa fluorescence. La présence d’un antioxydant protége la fluorescéine

des dommages oxydatifs et prolonge alors son temps de fluorescence (Figure 11.4) [3,5].
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Figure I1. 4. Principe de la méthode ORAC
[5]

Les résultats finaux reflétent le degré de protection de la sonde suite a ’ajout d’un antioxydant
donné. La décroissance de la fluorescence en fonction du temps a été représentée par des
courbes descendantes, et l’aire sous la courbe (area under curve, AUC) pour chaque
échantillon, y compris le blanc, a été calculée. Ensuite, ’AUC nette a été calculée en

soustrayant I’AUC du blanc de celle de 1’échantillon (Figure 11.5).
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Figure I1. 5. ORAC, courbe de la décroissance de la fluorescence en fonction du temps

6]

Le test ORAC a été réalisé afin d’évaluer ’activité anti-radicalaire des différents extraits
d’AEL et d’ACW (extraction étape 1) selon la méthode d’Ou et al. [7]. 150 pL de fluorescéine
42,8 x 10° mg/mL dans du PBS 1X ont été mélangés en triplicat a 10 pL de solutions d’extraits,
de solutions de la gamme de trolox (50, 100, 300, 600, 800 et 1000 uM) et de PBS (blanc), puis

déposés dans des microplaques noires (fluorimétrie) a 96 puits. Apreés 10 min d’incubation a
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37 °C, laréaction a été démarrée par une addition automatique de 30 uL d’APPH (41,5 mg/mL
de PBS 1X). L’intensité de la fluorescence émise a 518 nm a été mesurée a raison d’un point
toutes les 5 min pendant 2 h par un lecteur de plaque Vario Scan (Thermo Fisher Scientific) en
utilisant une longueur d’onde d’excitation de 485 nm. L’expérience a été répétée 3 fois. Les

résultats ont été exprimés en umol ET/g d’extrait sec.

I1.A.4.3. Réactivite avec le radical libre DPPH*

Le test DPPH est basé sur le principe du transfert d’atomes d’hydrogene (HAT) par un
antioxydant, conduisant a la réduction des radicaux libres DPPH* en DPPH-H (Figure 11.6). Un
changement de couleur du violet au jaune est alors observé et une diminution d’absorbance

peut étre mesurée a 517 nm [8].

ON ON
N @ NO, | + AOX —> N NO, +AOX
ON ' ON 0
DPPH radical (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) DPPH .‘

Figure 11. 6. Principe de la réduction des radicaux libres DPPH"

[4]

L’activité anti-radicalaire des extraits AE:30 et ACg50 a été évaluée par le test DPPH selon
la méthode de Hassan et al. [9]. Ce test étant I’un des plus utilisés pour évaluer 1’activité de
piégeage des radicaux libres par les extraits de plantes, il a pu servir a comparer la capacité
anti-radicalaire de nos extraits a celle des extraits des autres espéces d’Astragalus décrites dans
la littérature. Une solution mere (1,0 mg/mL) de chaque extrait a été préparée dans deux
solvants différents, 30% EtOH pour AEL et 50% EtOH pour ACW, puis diluée dans le méme
solvant pour obtenir des solutions a 25, 50, 100, 200 et 400 pg/mL. Ensuite, 1,0 mL d’une
solution de DPPH (0,15 mM dans le méthanol) fraichement préparée a été ajoutée en triplicat
a 1,0 mL de chaque solution dans des tubes a essai. Les mélanges ainsi obtenus ont été vortexés
pendant quelques secondes avant d’€tre incubés dans 1’obscurité a température ambiante

pendant 30 min. Ensuite, I’absorbance a été mesurée a 517 nm par un spectrophotomeétre a
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double faisceau Hitachi U-2900 (Hitachi Corporation, Tokyo, Japon). Deux contréles ont été
utilisés. Un contréle négatif constitu¢ d’'un mélange de 1 mL de solvant (EtOH 30% pour
AEL et EtOH 50% pour ACW) et de 1 mL de la solution de DPPH. Un contréle positif
constitué d’1 mL de chacune des solutions d’une gamme d’hydroxytoluene butylé (BHT) (5,
10, 15, 20, 30, 40, 50, 70 pg/mL) et de 1 mL de la solution DPPH. L’expérience a été répétée
3 fois. Les résultats sont exprimés en pourcentage de piégeage du DPPH" (P%) calculé a I’aide
de I’équation suivante :

P%= [(AbScontrale - AbSechantition)] * 100 / (AbScontrole)]

Avec Abscontrate : absorbance du contréle (DPPH + solvant)

ADS¢chantillon : absorbance de 1’échantillon

La concentration de 1’échantillon capable de piéger 50% des radicaux libres de DPPH" (Clso) a
été calculée a partir de la courbe P% en fonction de concentrations des solutions. Clso est
inversement proportionnelle a 1’activité anti-radicalaire, une faible Clso représente une

importante activité anti-radicalaire.

I1.LA.5. Analyse phytochimique

Une analyse qualitative de la composition des extraits hydroéthanoliques AEE:30 et ACg:50
(surnageants ou extraits secs issus de 1’étape 3 d’extraction) a été réalisée selon Nasser et al. et
Daman et al. (Tableau 11.1) [10,11]. Des criteres visuels ont été utilisés pour déterminer les
résultats de ce test qualitatifs tels que la formation d’un précipité, la turbidité et le changement

de couleur.

Tableau I1. 1. Détection des métabolites primaires et secondaires par analyse phytochimique

Métabolites Meéthodes expérimentales et réactifs Surnageant Résultats attendus
ajoutés au surnageant ou extrait dissous (mL)
Sucres réducteurs 1 mL (extrait dissous dans I’eau) + 5-8 gouttes - Précipité rouge brique

de solution de Fehling (A+B) + porter a

ébullition
Protéines et acides aminés 1 mL de ninhydrine & 0,25%, porter a 1 Coloration bleue

ébullition
Alcaloides 5 gouttes du réactif de Dragendorff 1 Précipité rouge orangé
Tannins 1 mL FeCls (1%) 1 Coloration bleue
Résines 1 mL acétone et 1 mL eau, agiter 1 Turbidité du mélange
Terpénoides 2 mL chloroforme et 3 mL H2SO4 concentré 1 Coloration brun-rougeétre

en surface

Flavonoides 1 mL KOH 50% 1 Coloration jaune
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Quinones 1 mL HCI concentré 1 Précipité jaune

Diterpénes ImL extrait (dissous dans 1’eau) + 3-5 gouttes - Coloration verte

de la solution Cuz(OAC)as émeraude
Anthocyanines 1 mL NaOH (10%) 1 Coloration bleue
Flavanones 1 mL H2SO4 concentré 1 Coloration rouge pourpre
Glycosides Cardiaques 1 mL acide acétique glacial, 1 goutte FeClz 2 Formation d’anneaux

(5%) et 1 mL H2SO4 concentré

Saponines 2-3 mL extrait (dissous dans 1’eau) + - Formation d’une mousse
Agitation vigoureuse qui persiste pendant 10 min
Phénols 1 mL FeCls (1%) et 1 mL Ks[Fe(CN)s]) (1%) 5 Coloration bleu verdatre
Huiles et graisses Spot test (surnagent placé entre 2 papiers 1 Tache d’huile
filtre)

11.A.6. Estimation de la teneur en composés phénoliques totaux

La méthode de Folin-Ciocalteu a été utilisée pour estimer la teneur en composés phénoliques
totaux des extraits hydroéthanoliques AEg:30 et ACg50 selon Farhan et al., avec de Iégeres
modifications [12]. Un volume de 100 puL de chaque solution d’extrait (1 mg/mL) a été mélangé
a 1 mL d’une solution diluée du réactif de Folin-Ciocalteu (1/10 dans MQ-H20). Aprés 5 min
dans I’obscurité, 1 ml de carbonate de sodium (Na2COz) a 7% (m/v) a été ajouté. Apres 30 min
d’incubation a température ambiante dans 1’obscurité, I’absorbance a ét¢ mesurée a 765 nm.
Une gamme d’étalonnage a été préparée en utilisant ’acide gallique comme produit de
référence. La quantité de composés phénoliques totaux a été exprimée en équivalent d’acide

gallique, (mg GAE/g d’extrait sec). Toutes les mesures ont été répétées 3 fois.

I1.LA.7. Estimation de la teneur en composeés flavonoiques totaux

La teneur en composés flavonoiques totaux des extraits hydroéthanoliques AEE:30 et ACg50 a
été estimée par la méthode au trichlorure d’aluminium selon Quettier-deleu et al., avec de
Iégeres modifications [13]. Un volume de 1 mL de chaque solution d’extrait (1 mg/mL) a été
mélangé avec 1 mL d’une solution de trichlorure d’aluminium méthanolique (AICI3z 2%, m/v).
Apres 30 min d’incubation a température ambiante et dans 1’obscurité, 1’absorbance a 415 nm
a été mesurée. Une gamme d’étalonnage a été préparée en utilisant la rutine comme produit de
référence. La quantité de flavonoides totaux a éte exprimée en équivalent rutine, (mg RUE/g

d’extrait sec). Toutes les mesures ont été effectuées 3 fois.
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I1.A.8. Détermination de I’activité anti-radicalaire par CLHP-ABTS™

La détermination des composes anti-radicalaires dans les extraits hydroéthanoliques AEg:30 et
ACe50 a été réalisée selon la méthode CLHP-ABTS'™ de Leitao et al.: par ’association d’une
technique séparative, la CLHP, et d’un systéme de réaction post-colonne et de détection basé
sur le principe de la méthode TEAC et mettant en évidence la capacité des molécules
individuelles a réduire une espéce radicalaire (Figure 11.7) [14]. Le systéeme chromatographique
utilisé était une chaine CLHP Ultimate 3000 Dual System (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA) possédant deux pompes indépendantes et deux détecteurs UV-visible.

Les composés sont séparés sur une colonne chromatographique, puis détectés par un premier
détecteur. En sortant de ce détecteur, la phase mobile, véhiculant les composés séparés est
mélangée a I’aide d’un T mélangeur a une solution du radical ABTS™ distribuée par une pompe
indépendante, puis acheminée a travers une boucle de réaction (3 m x 0,25 mm) jusqu’a un
deuxiéme détecteur destiné a enregistrer la décoloration la solution du radical a 412 nm. Les
résultats se présentent sous-forme de deux chromatogrammes paralléles : le premier correspond
a la détection des composés présentant un chromophore au sein de leur structure, et le second
a lactivité anti-radicalaire des composés antioxydants se traduisant par 1’apparition de pics

négatifs.

Détecteur 1

Colonne

H

Phase
Mobile

— Détecteur 2

B ]

ABTSe+

Boucle de
réaction

Figure I1. 7. Représentation schématique du systeme du couplage CLHP-ABTS"*

Aprés une étape d’optimisation, les conditions analytiques ont été fixées et la séparation
chromatographique a été reéalisee sur une colonne C18-PFP (250 x 4,6 mm, 3 um, ACE,
Aberdeen, Scotland) et a une température de 20 °C £+ 2 °C. Le volume d’injection était de 20
pL. La phase mobile était constituée de MQ-H2O/AF (99,9/0,1 ; v/v) (éluant A) et d’ACN/ AF
(99,9/0,1 ; v/v) (éluant B). Le débit de la phase mobile était 1 mL/min. Le gradient de la phase
mobile était : 2-10% B (0-8 min) ; 10-10% B (8-15 min) ; 10-45% B (15-29 min) ; 45-2% B
(29-30 min) ; 2-2% B (30-42 min) pour AEg:30 et 5-5 % B (0-4 min) ; 5-25% B (4-14 min) ;

72



25-25% B (14-21 min) ; 25-5% B (21-22 min) ; 5-5 % B (22-34 min) pour ACg50. Les
composés €lués étaient détectés a 325 nm leurs spectres dans 1’UV-visible ont été enregistrés
entre 200 et 700 nm. La solution du radical ABTS™ (7 mM) diluée a 2% dans du PBS a été
distribuée a un debit de 0,5 mL/min et sa décoloration a été suivie a 412 nm.

En vue de leur analyse par CLHP-ABTS™, les extraits AE£:30 et ACg50 ont été dissous dans
le solvant d’extraction correspondant a une concentration de 2,5 mg/mL et de 6,5 mg/mL,

respectivement.

I11.A.9. Identification des composés par CLUHP-DAD-SMHR

Un systeme CLUHP Acquity (Waters, Guyancourt, France) disposant d’un détecteur DAD et
couplé a un spectrometre de masse a haute résolution avec une source d’ionisation electrospray
(ESI) (Bruker micrOTOF-Q I, Karlsruhe, Allemagne) a été utilisé pour identifier les composés
présents dans les extraits AEE:30 et ACE:50.

La séparation chromatographique a été réalisée sur une colonne C18-PFP (2,1 x 100 mm, 1,7
um, 130 A, ACE, Aberdeen, Scotland). La phase mobile était constituée de MQ-H.O/AF
(99,9/0,1 ; v/v) (éluant A) et &’ ACN/AF (99,95/0,05 ; v/v) (éluant B) pour AEg:30 ; (99,5/0,5 ;
v/v) (éluant A et B) pour ACg:50. La phase mobile a été distribuée a 0,3 mL/min selon le
gradient suivant : 5-12% B (0-10 min) ; 12-12% B (10-11min) ; 12-25% B (11-16 min) ; 25-
25% B (16-19 min) ; 25-100% B (19-23 min) ; 100% B (23-26 min) pour I’extrait AEE30 ; et
4-12% B (0-10 min) ; 12-25% B (10-15min) ; 25-80% B (15-19 min) ; 80-80% B (19-22 min)
pour I’extrait ACg50. Le volume d’injection était de 5 pL.

L’analyse en spectrométrie de masse (MS) a été réalisée en mode d’ionisation négatif et les
spectres de masse ont été enregistrés entre m/z 100 et 1000. Les paramétres d’ionisation par
electrospray etaient les suivantes : tension du capillaire, 4500 V ; débit du gaz de séchage (N>),
9,0 L/min a 200°C et pression du nébuliseur (N2), 40,6 psi.

Pour I’analyse en MS/MS, I’azote a été utilis¢é comme gaz de collision a une énergie de 10 V
(0,5 - 14 min) et 50 v (14 - 28 min) pour I’extrait AEE:30 et de 20 v (0,5 - 14,1 min) et 50 v
(14,1 - 29 min) pour I’extrait ACg50. Avant I’analyse, I’instrument a été calibré avec une
solution de calibrant de formiate de sodium. Pour chaque analyse, celui-ci a été injecté comme
calibrant interne. Le logiciel d’exploitation était le micrOTOF 3,0 combiné avec Hystar 3,2, et
les données ont été analysées par le logiciel Compass Data Analysis 4,0 (Bruker, Karlsruhe,
Allemagne).

73



IILA.10. Fractionnement de P’extrait ACe50 par chromatographie CLHP semi-
préparative

Le systéme chromatographique PLC 2020 (Gilson, Middleton, USA) a été utilisé pour
fractionner I’extrait ACg:50. Le but de ce fractionnement était de séparer la rutine, composé
majoritaire, des autres constituants de 1’extrait afin d’abord de faciliter la collecte de certains
composes (exemple : composé de formule CoH7NOs purifié ensuite par CLHP, mais aussi de
s’assurer que la rutine ne masquait pas 1’activité biologique d’autres COMpOSés.

La séparation chromatographique a été réalisée sur une colonne Puriflach Prep C18-AQ
(250x10 mm, Interchim, France). La phase mobile était constituée de MQ-H20 (éluant A) et
d’ACN (éluant B) et distribuée a un débit de 5 mL/min selon le gradient suivant : 10-55% B
(0-8 min), 55-100% B (8-13 min), 100% B (13-16 min). Un volume de 0,7 mL d’une solution
d’extrait de 40 mg/mL préparée dans I’EtOH 65% a été injecté. La détection a été réalisée a
230 et 265 nm. Trois fractions ont été collectées : Fraction 1 (SF-1 ; 1-7 min) ; Fraction 2 (SF-
2; 7-10 min) ; et Fraction 3 (SF-3; 10-13,5 min). Enfin, les solvants organiques ont été
évaporés par 1’évaporateur rotatif et les parties aqueuses ont été lyophilisées et conservées a

4 °C pour I’évaluation des activités biologiques et la purification des composés actifs.

I1.LA.11. Isolement des composes de formule CoH7NOs et CoH7NOs de I’extrait ACe:50

La Fraction (S-F1) obtenue précédemment par CLHP semi-préparative a été fractionnée
davantage sur une colonne C18-PFP (250 x 4,6 mm, 3 um) en utilisant la chaine CLHP
Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) afin d’isoler les deux composes
d’intérét de formule brute CoH7NOg et CogH7NOs. La phase mobile était constituée de MQ-
H>O/AF (99,6/0,4 ; v/v) (éluant A) et d’ACN/AF (99,9/0,1 ; v/v) (éluant B), et distribuée a 1
mL/min selon le gradient suivant : 5% B (0-4 min) ; 5-25% B (4-14min) ; 25% B (14-20 min).
Le volume d’injection était de 15 pL. Les fractions éluées entre 13,57 - 13,80 et 17,90 - 18,30
min ont été collectées de nombreuses fois en répétant la chromatographie. L’ensemble des
collectes réunies de chaque fraction a été passé a 1’évaporateur rotatif a 35 °C afin d’¢éliminer
le solvant organique, la partie aqueuse restante a été lyophilisée. Les résidus secs obtenus ont

été analysé afin d’identifier les molécules d’intérét.

I1.LA.12. Analyse par spectroscopie de résonnance magnétique nucléaire (RMN)
Les spectres RMN du proton du composé de formule moléculaire CoH7NOs, isolé de I’extrait
ACkg50, ont été enregistrés par un spectrometre RMN Bruker 500 MHz (Karlsruhe, Allemagne)

équipé d’une console Avance III et d’une sonde TBI. Deux solvants ont été utilisés soit le D0,
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soit le DMSO-d6/H.0 (2,5/1, v/v). Les spectres RMN du proton de [D’acide 2-
nitrophénylpyruvique de formule moléculaire CoH7NOs, un composé soupgonné d’étre le

composé isolé, ont été également enregistrés dans les mémes conditions.

PARTIE B- DEMARCHE EXPERIMENTALE POUR LES ACTIVITES
BIOLOGIQUES

11.B.1. Activité anticancéreuse

11.B.1.1. Caractéristiques de la lignée cellulaire AsPC-1

La lignée cellulaire AsPC-1 utilisée a été obtenue aupres d’ATCC (LGC Standard, Molsheim,
France). Elle est constituée de cellules épithéliales adhérentes dérivées de xénogreffes de souris
nues initiées avec des cellules d’ascite d’un patient agé de 62 ans présentant un cancer du

pancréas (Figure 11.8) [15].

Figure 11. 8. La lignée cellulaire AsPC-1

11.B.1.2. Préparation des cellules AsPC-1

Les cellules AsPC-1 ont été cultivées dans un milieu DMEMMi9h-glicese Ce milieu a été d’abord
supplémenté de 2 mM de glutamine, 10% FBS et 1% pénicilline-streptomycine (100 U/mL et
100 pg/mL respectivement) et disposé dans une flasque de 75 cm? de surface de croissance.
Ensuite, les cellules ont été mises en culture dans un incubateur thermostaté a 37 °C sous une
atmosphére humide a 5% de CO,. Le milieu de culture a été renouvelé toutes les 48 h. A
I’approche de la confluence (80-90%), les cellules ont été récupérées a 1’aide de trypsine. La
trypsine a 0,5% EDTA 0,2% (2,5 mL) est ajoutée au flasque. Le flasque a été placé
dans I’incubateur pendant 3 a 5 min jusqu’au le décollement des cellules. 5 mL de DMEM ont
été ajoutés pour inactiver la trypsine. Ensuite, les cellules ont été récupérées dans un tube
falcon, centrifugées (1000 rpm, 5 min) pour éliminer le surnagent. Puis les cellules ont été
remis en suspension en ajoutant 10 ml de DMEM complet frais et ils ont été ensemencées dans
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des microplaques stériles a 96 puits a fond plat (Cat. N°353072, BD Falcon, Arizona, USA) a
une concentration de 1x10° cellules/mL. Enfin, elles ont été incubées pendant une nuit a 37 °C

et a 5% CO> avant de pouvoir les traiter.

11.B.1.3. Traitement des cellules avec les extraits des plantes

Les extraits des plantes (AEe:30 et ACg50) ainsi que la fraction 2 (S-F2) issue de
chromatographie semi-préparative ont été dissouts dans du DMSO a 1%. La fraction 1 (S-F1)
quant a elle a été dissoute dans de I’eau. Les échantillons ont été ensuite dilués dans le milieu
de culture de facon a obtenir des solutions de concentrations allant de 100 a 300 pug/mL. Les
microplaques contenant les cellules AsPC-1 pré-incubées ont été récupérées et le milieu de
culture a été retiré, les cellules etant adhérées au fond des puits. Un volume de 200 pl de
chacune des solutions contenant les extraits des plantes préalablement préparées a été rajoute.
Des témoins négatifs ont été préparés en utilisant le méme volume de milieu de culture frais
avec et sans DMSO a 1%. Un témoin négatif a été préparé contenant du célastrol a 50 UM dans
le milieu de culture. Les cellules ont ensuite été incubées pendant 72 h et leurs aspect et
morphologie ont été examinés chaque jour au microscope (Leitz Diavert, Oberkochen,

Allemagne).

11.B.1.4. Principe du test d’induction de ’apoptose par cytométrie en flux

La phosphatidylsérine (PS) se trouve dans le feuillet interne de la membrane plasmique des
cellules vivantes. Dans les premiers stades de 1’apoptose, la PS bascule vers le feuillet externe
ce qui I’expose a la surface des cellules et permet a I’annexine V-FITC de s’y lier. Au stade de
la nécrose, les membranes cellulaires seront rompues. Dans ce cas, I’annexine V-FITC se lie
toujours a la PS de la membrane plasmique, mais I’iodure de propidium peut pénétrer dans les
cellules et se lier a ’ADN. Gréace a un marquage a I’annexine V-FITC et a I’iodure de
propidium, il est possible de distinguer par cytométrie en flux les cellules normales des cellules

nécrotiques (Figure 11.9) [16].
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Figure 1. 9. Double marquage a l’annexine V-FITC (A) et a [’iodure de propidium (IP) en vue de distinguer les
cellules normales des cellules nécrotiques par cytométrie en flux.

Cas A : L’annexine V-FITC et I’iodure de propidium sont libres a I’extérieur de la cellule. Cas B : Liaison de

I’annexine V-FITC a la phosphatidylsérine exposée a la surface des cellules. Cas C : Pénétration de I’IP via la

membrane cellulaire.

I1.B.1.5. L’analyse du taux d’apoptose suite au traitement

Le taux d’apoptose a été évalué aprés 72 h par cytométrie en flux Guava® easyCyte™ 12HT
(Merck Millipore, Darmstadt, Allemagne). La premiere étape consistait a détacher les cellules.
Pour cela, les milieux de culture des différents puits ont été transférés dans des puits vides de
la plaque. Ensuite, 25 ul de la solution de trypsine ont été ajoutés dans les puits originels et la
plaque a été incubée pendant 3 a5 min. Enfin, les milieux de culture transférés ont éte retournés
dans les puits originels, ce qui permet d’inactiver la trypsine par les facteurs de croissance du
FBS qui inactivent I’activité protéasique de la trypsine, mais aussi de garder les cellules mortes
qui seraient éventuellement présentes et qui sont planctoniques (flottantes). Les cellules de
chaque puits «essais et controles» ont été ensuite marquées par 1’addition de 2 puLL d’iodure de
propidium et 2 pL de I’annexine V-FITC. L’annexine V-FITC a une émission a 520 nm (vert),
I’iodure de propidium a une émission a 620 nm (rouge). Cependant, les deux peuvent étre
excités par un laser bleu a 488 nm par le cytometre. Enfin, les cellules ont été incubées pendant
10 min a ’obscurité la fluorescence émise a été mesurée par cytométrie en flux a 488 nm.
L’analyse a été effectuée a 1’aide du logiciel GuavaSoft (InCyte 3.1.1). Le potentiel apoptotique
des extraits testés a été comparé au potentiel apoptotique de contrdle positif (célastrol a 50
UM). Ce dernier est un composé triterpénoide naturel connu comme un agent cytotoxique qui

induit I’apoptose dans les cellules cancéreuses [17].

77



I1.B.2. Activité anti-inflammatoire

11.B.2.1. Préparation de la lignée cellulaire

L’activité anti-inflammatoire des extraits a été évaluée sur les cellules THP-1 (lignée cellulaire
monocytaire humaine). Les cellules ont été d’abord décongelées, puis centrifugées pendant 6
min (500 tr/min) afin de les débarrasser du DMSO utilisé comme cryoprotecteur. Ensuite, elles
ont été placées dans une flasque de 75 cm? de surface de croissance ayant un bouchon a
membrane filtrante de 0,2 um. Puis, ces cellules ont été remises en suspension dans un milieu
RPMI-1640 (Thermofisher Scientific, lllkirch, France), supplémenté avec 10% de FBS, 1%
d’un mélange de deux antibiotiques, la pénicilline (100 UI/mL) et la streptomycine (1 pg/mL).
Il faut noter que le milieu de culture et les autres solutions utilisées ont été réchauffés dans un
bain marie a 37 °C avant d’étre mis en contact avec les cellules. Finalement, les cellules (non
adhérentes) ont été incubées a 37 °C, sous atmosphere humide a 5% de COz, afin d’atteindre

une concentration de 1,0 x 10° cellules/mL.

11.B.2.2. Principe du test anti-inflammatoire

Le test utilisé est basé sur I’inhibition de la libération de TNF-a par des médiateurs anti-
inflammatoires (Figure 11.10). La stimulation des cellules THP-1 par les lipopolysacharides
entraine le relargage de TNF-a dans le milieu extracellulaire [18]. La cytométrie en flux détecte
la présence de TNF-a dans le milieu grace a un complexe d’anticorps (TNF-a secretion assay,
Miltenyi Biotec, Auburn, Etats-Unis). Le premier complexe appelé anticorps | ou anticorps de
capture, est formé d’un anticorps monoclonal anti TNF-a (IgG1, souris), conjugué a un
anticorps monoclonal spécifique a la surface cellulaire (IgG2a, souris). Ce complexe va
contribuer a la capture et a la fixation de TNF-a a la surface des cellules. Ensuite un anticorps
monoclonal anti TNF-a (IgG1 humain) appelé anticorps 11 ou anticorps de détection, conjugué
a la R-phycoérythrine va se fixer sur le premier complexe d’anticorps capturant alors les TNF-
a et conduisant par la suite a leur détection dans le milieu extracellulaire par cytométrie en flux.
Le R-phycoérythrine est un fluorophore jaune extrait d’algues rouges qui absorbe a 496, 546,
565 nm et émet a 578 nm. 1l permet la détection de TNF-a dans le milieu extracellulaire d’ou
une forte fluorescence jaune est lié a la présence d’une forte concentration en TNF-a. Cela

signifie I’absence d’une activité anti-inflammatoire.
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Figure I1. 10. Principe du test de sécrétion de TNF-a.
[19]

11.B.2.3. Activité anti-inflammatoire des extraits des plantes

Les extraits des plantes (AEgt30, ACg50), ainsi que la fraction SF-2 ont été dissouts dans du
DMSO a 1%. La fraction SF-1 a été quant a elle dissoute dans de 1’eau. Les échantillons ont
été ensuite dilués dans le milieu de culture de fagcon a obtenir des solutions de concentrations
allant de 100 a 300 pug/mL. Le test anti-inflammatoire a été réalisé dans des plaques de 96 puits
(Corning International, Avon, France). Les cellules THP-1 ont été ensemencées en triplicat
dans des puits a une densité de 1x10° cellules/mL, les extraits ont ensuite été ajoutés aux
différentes concentrations (volume final : 200 puL). L’ensemble a été incubé pendant 1 h a 37
°C sous une atmosphere humide contrdlé a 5% de CO.. Ensuite, 2 pL de LPS issu de Salmonella
abortus equi (Sigma-Aldrich, Steinheim, Allemagne) a (100 nM) ont été additionnés avant une
incubation pendant 2 h. Apres I’addition de 2 pLL de I’anticorps I (anticorps de capture) et de 2
uL de I’anticorps II (anticorps de détection), le milieu est ré-incubé pendant 2h. Enfin, la
fluorescence a été mesurée par un cytométre en flux Guava® easyCyte™ 12HT (Merck
Millipore, Darmstadt, Allemagne).

Trois différents contrbles ont été utilisés dans ce test : un controle négatif constitue de cellules
non stimulées (sans LPS) et deux contréles positifs constitues de cellules stimulées avec LPS,

I’un contenant du célastrol (50 uM) et I’autre n’en contenant pas.
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11.B.3. Activité antimicrobienne

Le test utilisé pour la mise en évidence de 1’activité antimicrobienne repose sur la diffusion des
agents antibactériens dans un milieu de culture gélosé ce qui résulte en des zones claires
d’absence de croissance visible des microorganismes mis en culture. Le test est réalisé en
conditions stériles sous poste de sécurité microbiologique. Cing mL de gélose de Mueller
Hinton, fondue et ensemencée de 50 ul d’une souche bactérienne cible (souche indicatrice),
sont coulés dans une boite de Pétri. Apres solidification et séchage, 10 pl d’une solution
d’extrait de plante (AEEt30, ACg:50, SF-1 et SF-2) diluée a 100 et & 300 ug/mL dans le solvant
d’extraction sont déposés sur la gélose. Apres incubation a 37 °C pendant une nuit, la culture
bactérienne forme une nappe trouble de colonies sauf dans la zone de dépdt d’un composé
antimicrobien. Le diamétre des zones claires observées rend compte de I’importance de
’activité antimicrobienne. Des contrdles négatifs constitués de d’éthanol a 30% et a 50% ont
été utilises.

Plusieurs souches bactériennes, a Gram-positif et a Gram-négatif, ainsi qu’une souche de
levure et une souche de moisissure ont été utilisées comme souches cibles (Tableau 11.2). Les
souches choisies ne sont pas multi-résistantes par souci de sécurité pour les utilisateurs du
laboratoire, celui-ci n’étant pas adapté a la manipulation de tels micro-organismes. Toutes les
souches sont stockées a -80°C. Leur mise en culture a été réalisée dans le bouillon de culture

appelé de Man, Rogosa et Sharpe (MRS) avec incubation a 37 °C pendant une nuit.

Tableau I1. 2. Souches bactériennes et fongiques utilisées dans le test antimicrobien

Espéce Référence
Bacillus cereus CIP 78.3
Bacillus cereus LC 447
Bacillus subtilis ATCC 6633
Bacillus subtilis ATCC 9372
Candida albicans ATCC 10231
Enterococcus faecalis LC G9h
Enterococcus faecalis LC G8b
Enterococcus faecium LC WHE 81
Enterococcus faecium LC 25
Escherichia coli ATCC 25922
Fusarium oxysporum DSM 2018
Fusarium solani ATCC 36031
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031
Lactobacillus acidophilus LC 660
Lactobacillus plantarum LC 804
Lactococcus lactis LC WHE 53
Leuconostoc mesenteroides LC 258
Listeria innocua LC 14
Listeria monocytogenes 1/2a LC 10
Listeria monocytogenes 1/2b LC11
Pediococcus acidilactici LCFA
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
Salmonella enteritidis LC 216
Salmonella typhimurium LC 443
Serratia marcescens LC 448
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Serratia marcescens
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus xylosus
Streptococcus pneumoniae
Ulocladium botrytis

ATCC 13880
ATCC 6538
ATCC 12228
LC 57
ATCC 6303
DSM 62465
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CHAPITRE Il - ASTRAGALUS EMARGINATUS LABILL - COMPOSES
ANTIOXYDANTS ET ACTIVITES BIOLOGIQUES

Ce chapitre présente les résultats concernant les activités antioxydantes, anticancéreuses, anti-
inflammatoires et antimicrobiennes dans ’extrait ETOH 30% de la partie aérienne d’AEL. Il
est divise en trois parties: la partie A qui présente les données concernant I’activité
antioxydante sous la forme d’un article soumis pour publication dans "Journal of
Pharmaceutical Analysis" ; la partie B qui présente les résultats de 1’analyse phytochimique de
I’extrait étudié ; et la partie C qui présente les résultats de 1’évaluation de ses activités

biologiques.

1. PARTIE A - RECHERCHE ET IDENTIFICATION DE COMPOSES
ANTIOXYDANTS DANS L’EXTRAIT D’AEL PAR CLHP-ABTS™ ET CLUHP-DAD-
SMHR

Article soumis pour publication dans Journal of Pharmaceutical Analysis
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I11.A.1. Abstract

Antioxidant compounds in the leaves and stems of Astragalus emarginatus Labill., a species
used in traditional Lebanese medicine, were investigated. First, the activity of various extracts
was assessed by trolox equivalent antioxidant capacity, oxygen radical absorption capacity and
2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl-hydrate assays. The extract using 30% ethanol was the most

active. The antioxidant compounds in this extract were then screened using a hyphenated high
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performance liquid chromatography-2,2-azinobis-[3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate] radical
system before being separated by ultra-high performance liquid chromatography and identified
by high resolution mass spectrometry and UV-visible diode array detection. About forty
compounds were identified. Hydroxycinnamates (caffeic, ferrulic and p-coumaric acids
derivatives) and flavonoids (quercetin, luteolin, apigenin and isorhamnetin derivatives) were
the two main categories. Active compounds were identified as caffeic acid derivatives and
quercetin glycosides. The catechol moiety was shown to be key in the antioxidant activity. This
study showed that A. emarginatus Labill. is a source of natural antioxidants, which may explain

it medicinal use.

Keywords: Antioxidant; Astragalus emarginatus; catechol; flavonoids; hydroxycinnamates;

caffeic acid; quercetin.

I11.A.2. Introduction

Oxidative stress is a major player in the genesis and development of age-related diseases such
as cancer, cardiovascular and neurodegenerative diseases. It occurs when excessive build up of
reactive oxygen species such as hydroxyl radical, hydrogen peroxide, singlet oxygen (*O2) and
superoxide (O2™) in the human body and damage cell constituents such as proteins, lipids and
DNA [1,2]. The endogenous antioxidant system boosted by the exogenous antioxidant
compounds works out to limit and overcome this process. Plants generally synthesize a variety
of compounds with antioxidant properties, such as flavonoids, phenolic acids, alkaloids,
terpenoids, carotenoids and others as a part of their defense system against environmental
stress. Plants constitute therefore a source of natural antioxidants that can potentially be used
to fight oxidative stress in humans [3,4].

With 2000 to 3000 species, Astragalus is the largest genus of the angiosperm group and a
member of the legume family (Fabaceae). It is mostly found in regions with temperate and arid
climate in Asia, Europe and North America [5,6]. Astragalus species are annual, perennial;
stemmed herbs and shrubs [7]. Astragalus root (also called Astragali Radix or Huang Qi in
Mandarin) has been used in traditional medicines, in particular the Chinese one, for thousands
of years and it is still used today to treat diseases and conditions such as inflammation, immune
system disorders, tumors, diabetes, hypertension, leukemina and stomach ulcer [8,9].
Astragalus extracts also show antioxidant, antibacterial and antifungal activities [10]. As a
consequence, two Astragalus species, namely Astragalus mongholicus and Astragalus

membranaceus, have been included in the Chinese Pharmacopoeia and five other major
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pharmacopoeias [11]. Flavonoids, polysaccharides and saponins have been shown to be the
main active ingredients in Astragalus species [12-14].

As in other parts of the world, Astragalus species are used in Lebanon to treat a number of
diseases. Arnold et al. [15] described the use of 4 such species: Astragalus hermoneus Boiss.
is used as an astringent and root decoctions of Astragalus coluteoides Will., Astragalus
oleaefolius DC. and Astragalus cruentiflorus Boiss. are used orally to treat diabetes and
jaundice. Yet, with a few exceptions, such as a study by Kanaan et al. [16] describing the
antibacterial and antibiofilm activities of Astragalus angulosus, our knowledge of the
therapeutic use of Astragalus species in Lebanese medicine is limited to ethnobotanical reports
[17].

In the present study, we decided to investigate the antioxidant activity of Astragalus
emarginatus Labill. (AEL), one of the 56 species of Astragalus endemic to Lebanon and Syria
listed by Tohmé and Tohme [18] and which is widely used in traditional medicine. This was
done by high performance liquid chromatography (HPLC) coupled with an online post-column
antioxidant system using 2,2-azinobis-[3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate] radical (ABTS™)
assay. The isolated antioxidant compounds, as well as other compounds, were subsequently
identified by ultra-performance liquid chromatography coupled with diode array detection and
high resolution mass spectrometry (UHPLC-DAD-HRMS).

I11.A.3. Materials and methods

111.A.3.1. Collection and preparation of plant dry material

The aerial parts (leaves and stems) of AEL were collected from Shouf Biosphere Reserve in
the spring of 2018. The botanical authentication was performed at the National Council for
Scientific Research in Lebanon. After being washed with distilled water, plant samples were
air dried in a shady location at room temperature, then grinded by Ultra centrifugal ZM 200
mill (Retsch, Eragny-sur-Oise, France) at 6000 rpm using a 1 mm sieve. The obtained powder

was stored in well-sealed plastic bags in a dry environment

I111.A.3.2. Chemicals and reagents

Caftaric acid; 2,2-azino-bis-3-ethylbenzthioazolin-6-sulfonic acid; trolox; butylated
hydroxytoluene; 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; fluorescein; 2,2'-Azobis (2-amidinopropane)
dihydrochloride; disodium phosphate and sodium chloride were purchased from Sigma-
Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France). Potassium chloride and potassium persulfate were

purchased from VWR (Fontenay-sous-bois, France), and potassium dihydrogen phosphate was
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purchased from Merck (Darmstadt, Germany). Isoquercitrin, rutin, luteolin-7-O-glucoside,
isorhamnetin-3-O-rutinoside and apigenin-7-O-glucoside were purchased from Extrasynthese
(Genay, France).

Water used for extraction and chromatography was of ultra-pure grade (18.2 MU) and was
prepared by a Millipore® Synergy system (Molsheim, France). Hydrochloric acid, acetonitrile
(ACN), ethyl acetate, ethanol (EtOH) were purchased from Fisher Scientific (llikirch-
Graffenstaden, France). Methanol (MeOH) and chloroform were from Carlo Erba (Val-de-
Reuil, France). Formic acid was from Sigma-Aldrich.

111.A.3.3. Preparation of reagents and stock solutions

A stock solution (1000 uM) of trolox was prepared in ACN:H20 (50:50, V/V). Serial dilutions
were made in a range of 5 to 1000 uM for the calibration curves of the oxygen radical
absorption capacity (ORAC) and the trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) assays.
Phosphate buffer saline (PBS 1X) was prepared by mixing sodium chloride (137 mM), di-
sodium phosphate (10 mM), potassium phosphate (1.76 mM) and potassium chloride (2.7
mM). A stock solution of the ABTS cation radical (ABTS™") was prepared by mixing 7 mM
ABTS and 2.5 mM potassium persulfate in water. It was then kept in the dark at 4°C for at least
12h to allow ABTS"" generation. Before use, this stock solution was diluted in PBS 1X to a
final concentration of 0.14 mM ABTS.

I11.A.3.4. Preparation of AEL extracts

Six solvents covering a range of polarity indices (water [P’=10.2], acidified water at pH=3
[P'=10.2], 70% MeOH [P =6.58], 70% EtOH [P '=6.07], ethyl acetate [P '=4.4] and chloroform
[P =4.1]) were used to prepare AEL extracts. One gram of the plant’s powder was mixed with
15 mL of the extraction solvent and sonicated for 30 min at 25°C in a Fisherbrand 15051
ultrasonic bath (Fisher Scientific Loughborough, UK; 37 kHz, 280 W, ultrasonic peak max.
320 W, standard sine-wave modulation). The mixture was then filtered through a 125 mm paper
filter using a Buchner vacuum filtration system (Dutscher, Brumath, France). With the 70%
MeOH and 70% EtOH extractions, organic solvents were removed by a VV 2000 rotary
evaporator (Heidolph Instruments GmbH, Schwabach, Germany) and the water residue was
dried using a Free Zone 4.5 freeze-dryer (Labconco, Kansas-City, MO, USA) yielding dry
extracts. With ethyl acetate and chloroform extractions, dry extracts were obtained after
complete removal of solvents in a rotary evaporator. With water and acidified water

extractions, the filtrates were directly freeze-dried to obtain dry extracts. All dry extracts were
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stored at -20°C until use. A stock solution (2.0 mg/mL) was prepared from dry extracts using
H20, ACN:H20 (50:50, V/V) and ACN as solvents for water and acidified water extracts, 70%
MeOH and 70% EtOH extracts, and chloroform and the ethyl acetate extracts, respectively.
Dilutions were made for the antioxidant activity tests using the corresponding solvents.

To optimize the extraction conditions, different concentrations of EtOH (10, 30, 50 and 70%
EtOH), and different extraction times (5, 15, 30 and 60 min) were used to investigate the effect
of these parameters on the antioxidants extraction efficiency. After ultrasonic extraction, the
filtered extracts (200 pL) were assessed for their antioxidant activity by the HPLC-ABTS™
assay as described in section 4.8. For the complete extraction of the antioxidants from AEL,
successive extractions were carried out using 30% EtOH with 30 min of sonication. The
successive extracts were pooled, dried and stored as previously described. All experiments

were carried out in triplicate.

111.A.3.5. TEAC assay

TEAC assay was used to assess the antioxidant capacity of the AEL extracts in 96-well
microplates as described by Re et al. [19] with slight modifications. 10 pL of each sample
solution (blank [PBS], trolox, extracts) were deposited in wells in triplicate. After adding 200
uL of ABTS™ solution (7 mM), the mixture was incubated at 37°C for 10 min, and the
absorption was measured at 734 nm (Az3s) with a Varioskan plate reader (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA).

A calibration curve was performed with trolox over a concentration range of 10 - 800 uM. The
antioxidant capacity of each AEL extract was expressed in pmol of trolox equivalent (TE) per
gram of dry extract (umol TE/g dry extract). The experiment was repeated three independent

times.

111.A.3.6. ORAC assay

ORAC assay was used to assess the antioxidant capacity of the AEL extracts in 96-well dark
microplates as described by Ou et al. [20] 150 pL of fluorescein in PBS (1X) (2.8 x 107
mg/mL) were mixed in wells with 10 pL of each sample solution (blank [PBS], trolox, extracts)
in triplicate. After 10 min of incubation at 37°C, the reaction was started by an automated
addition of 30 puL of a 2,2'-Azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH) solution (41.5
mg/mL in PBS (1X)). The fluorescence intensity emitted at 518 nm was measured by the
Varioskan plate reader every minute for 2 h using an excitation wavelength of 485 nm. The

decay of fluorescence as a function of time was represented by descending curves, and the area
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under the curve (AUC) for each sample including the blank was calculated. Then the net AUC
was calculated by subtracting AUC of the sample from AUC of the blank. As in TEAC assay,
trolox was used as a reference compound and a calibration curve was constructed (5 - 1000
uM). The antioxidant capacity of each extract was expressed in pmol TE/g dry extract. The

experiment was repeated three independent times.

I11.A.3.7. Radical scavenging activity measured by 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
assay

To measure the radical scavenging activity of the 30% EtOH AEL extract, the DPPH assay
was used as described by Hassan et al. [21]. Briefly, 1.0 mL of the extract at different
concentrations (25 - 400 pg/mL) was added to 1.0 mL of a freshly prepared DPPH solution
(0.15 mM in methanol). Mixtures were briefly vortexed and incubated for 30 min in the dark
at room temperature. The absorbance at 517 nm, monitored by a Hitachi U-2900 double beam
spectrophotometer (Hitachi Corporation, Tokyo, Japan), decreased in the presence of an
antiradical compound. Butylated hydroxytoluene (BHT) was used as a positive control. The
DPPH radical scavenging activity (RSA) was expressed as a percentage inhibition calculated
using the following equation:

RSA (%) = [(Acontrol — Asample) /Acontrol] X100

where Acontrol aNd Asample represent the absorbance at 517 nm of the reaction mixture in the
absence and presence of a test sample, respectively. The sample concentration yielding 50% of
inhibition (ICso) was calculated based on the curve of RSA vs. sample concentration. A lower

ICso value signifies a higher antioxidant activity. All experiments were carried out in triplicate.

111.A.3.8. On-line HPLC-ABTS"* assay

The screening of the antioxidants present in the 30% EtOH AEL extract was performed by the
HPLC-ABTS™ on-line system according to Leitao et al. [22]. Chromatographic separation was
achieved at room temperature on a 250 x 4.6 mm, 3 um C18-PFP column (ACE, Aberdeen,
Scotland). The mobile phase consisted of H.O (A) and ACN (B), both containing 0.1% formic
acid, and was delivered at 1 mL/min as follows: 2-10% B (0-8 min); 10-10% B (8-15 min) and
10-45% B (15-29 min). Twenty pL of sample solution were injected and UV detection was
carried out at 325 nm. The ABTS™" solution was delivered via a second pump at 0.5 mL/min
and mixed with the eluent from the analytical column. The mixture passed through the reaction

coil, then through a second detector where discoloration was monitored at 412 nm. Compounds
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with antioxidant activity displayed negative peaks. The sum of the negative peaks areas was

used to evaluate the overall activity of AEL extracts.

111.A.3.9. UHPLC-DAD-HRMS

The UHPLC-DAD-HRMS separation and identification of the antioxidants and other
components of the 30% EtOH AEL extract was performed using an Acquity UHPLC system
(Waters, Guyancourt, France) connected to a Bruker micrOTOF-Q Il mass spectrometer
(Bruker, Karlsruhe, Germany) with an electrospray as an ionization source (ESI). For
chromatographic separation, a sample volume of 5 pl was injected into a C18-PFP column
(2.1x100 mm, 1.7 um, 130 A, ACE, Aberdeen, Scotland). The mobile phase consisted of H.0
containing 0.1% formic acid (A) and ACN containing 0.05% formic acid (B) and was delivered
at 0.3 mL/min as follows: 5-12% B (0-10 min), 12-12% B (10-11min), 12-20% B (11-16 min)
and 20-25% B (16-19 min).

The mass spectrometry (MS) was carried out in negative scan mode from m/z 100 to m/z 1000.
ESI setting was as follows: capillary tension, 4500 V; end plate offset, 500 V; drying gas (N2)
flow rate, 9.0 L/min; temperature of drying gas, 200°C; nebulizer pressure, 280 kPa. For
MS/MS experiments, nitrogen was used with collision cell energy of 7.0 eV and collision Rf
of 200 Vpp. Two collision energies, 10 and 50 V, were used for the compounds eluting in 0-
14 min and 14-28 min ranges, respectively. The operating software was micrOTOF 3.0
combined with Hystar 3.2 and data analysis software was Compass Data Analysis 4.0 (Bruker).
The mass spectrometer calibration was done over a mass range of m/z 100 - 1000 using a

sodium formate solution.

I11.A.4. Results and Discussion

I11.A.4.1. Selection of the extraction solvent

The efficiency of six solvents (water, acidified water, 70% MeOH, 70% EtOH, chloroform and
ethyl acetate) to extract antioxidants from AEL was assessed by ORAC and TEAC assays. In
the ORAC assay, the decrease of fluorescence from fluorescein damaged by the peroxyl
radicals produced by AAPH is monitored. This translates a antioxidant’s radical scavenging
activity of via hydrogen atom transfer. The presence of antioxidants protects fluorescein from
oxidative damage resulting in fluorescence time extension [23]. The TEAC assay, on the other
hand, is based on electron transfer and measures an antioxidant’s ability to scavenge the
ABTS" radicals which leads to a decrease in color intensity [23]. The obtained data showed

that the measured antioxidant activity in AEL extracts was very dependent on the polarity of
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the extraction solvent (Fig. 1). The antioxidant activity of extracts with 70% MeOH and 70%
EtOH was about 1.4 times higher than that of extracts with water and acidified water, and 5
times higher than that of extracts with chloroform and ethyl acetate. Consistent results were
obtained with the ORAC and TEAC assays.
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Figure I11- 1. Antioxidant activities of extracts from Astragalus emarginatus Labill. using various solvents.
Activity is measured by TEAC (dark gray) and ORAC (light gray) assays and expressed as pimoles of trolox

equivalents (TE) per gram of extract.

The antioxidant activity observed for AEL extracts is not surprising as such activity has been
reported with other Astragalus species in previous studies [24-26]. Our data indicate that the
antioxidant activity of AEL is mainly attributed to polar compounds. Ethanol/water and
methanol/water mixtures showed similar efficiencies in extracting antioxidant molecules from
AEL. The hydroethanolic mixture was selected for further investigation of AEL’s antioxidant

potential.

111.A.4.2. Optimization of extraction conditions

During the first extraction trials, an extraction with 70% EtOH during 30 min was selected as
the combination yielding the highest recovery of antioxidant compounds. The next step was an
optimization step which consisted in fine tuning the extraction with EtOH by testing various
EtOH proportions of ethanol in water and extraction durations. Fig. 2 shows the obtained
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activity data of the extracts expressed as the sum of the negative peak areas in the on-line
HPLC-ABTS " assay as a function of the extraction time. It appeared that the extraction using
30% EtOH vyielded the highest activity value, while the lowest value was obtained with 70%
EtOH. This indicates that among the tested solvents, 30% EtOH is the most suitable one for
the extraction of antioxidants from AEL. In addition, extraction durations beyond 30 min did
not yield significantly higher activities. Based on these results, extraction with 30% EtOH

during 30 min was selected as the optimal condition.
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Figure I11- 2. Extraction of antioxidants from Astragalus emarginatus Labill. as a function of time with
different concentrations of ethanol in water: 10% ethanol (open circle); 30% ethanol (dark circle); 50% ethanol
(dark square); 70% ethanol (open square). The presence of antioxidants was assessed by the HPLC-ABTS™*

assay as the sum of peak areas at 412 nm

Fig. 3 shows the total antioxidant activity of AEL extracts as a function of the number of
successive extractions using 30% EtOH for 30 min. It appeared that about 85% of the total
antioxidants (represented by the measured activity) were recovered following the first
extraction and two additional extractions were needed to increase the percentage to 98%. This
indicates that three extractions are sufficient to extract nearly all antioxidants from AEL in the

selected conditions.
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Figure I11- 3. Percentage of total antioxidants extracted from Astragalus emarginatus Labill. as a function of
the number of successive extractions using 30% ethanol for 30 min. The presence of antioxidants was assessed

by the HPLC-ABTS™ assay as the sum of peak areas at 412 nm

111.A.4.3. Antioxidant activity measurement by DPPH assay

The DPPH assay, a well established method for the assessment of free radical scavenging
activity through hydrogen transfer [27], was applied to AEL extracts. The assay was performed
taking BHT as a positive control. The results indicated that the AEL extract exhibited
significant radical scavenging activity with an 1Csg of 102 * 4.4 pg/mL, while the ICso value
of BHT was determined to be 18.5 + 2.0 ug/mL (Table 1).

Table I11. 1. Radical scavenging activity of the 30% ethanol extract of Astragalus emarginatus Labill. as

determined by the DPPH? assay

Concentration (ug/mL) RSA (%)
25 10£0.3
50 22+16
100 46+0.2
200 75+0.8
400 95+34

22,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; ° radical scavenging activity.
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Adiguzel et al. [24] have used the same assay to evaluate the antiradical activity of methanol
extracts of the aerial parts of 13 Astragalus species. The obtained ICso values were between
68.8 and 400.4 pg/mL with an I1Cso of 19.8 pg/mL for BHT as a positive control. By
comparison, the 30% EtOH extract from AEL’s aerial parts showed a higher antiradical activity

than the methanol extracts of most species of Astragalus investigated.

I11.A.4.4. Separation and identification of antioxidants and other isolated compounds
HPLC-ABTS™, a hyphenated system consisting of an HPLC and a post-column ABTS™" assay
was used identify the antioxidant molecules present in the 30% EtOH AEL extract. The
individually separated antioxidant compounds react with the ABTS"" radicals and appear as
upside-down or negative peaks at 412 nm following a discoloration of the radical’s solution.
Two chromatograms are obtained, a regular chromatogram of all analytes absorbing UV at 325
nm and a radical scavenging chromatogram at 412 nm (Fig. 4A). It can be noted that the
majority of the peaks detected at 325 nm gave rise to corresponding negative ones, which
means that they have antioxidant activity. Among them, five major negative peaks were
observed (peaks No 2, 13 & 14, 24, 35 and 36 with respective retention times of 10.0; 14.8;
21.3; 24.1 and 25.1 min) representing about 73% of the total negative peaks areas.
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Figure I11- 4. UV (upper line) and antioxidant (under line) chromatograms of 30% ethanol extract of
Astragalus emarginatus Labill. (A) and the zoomed views (B) and (C) of UV chromatogram

Examination of the UV spectra of all chromatographic peaks revealed that they were mainly
phenolic compounds, either hydroxycinnamic acid derivatives (HCAD) eluting before 24 min
(peaks No 1 - 34) and showing specific UV absorption peaking at 310 - 328 nm and ca. 300 nm,
or flavonoids eluting after 24 min with typical UV absorption peaking at 328 - 355 nm and ca.
265 nm (peaks No 35 - 43) (Fig. 4B). In addition, the negative peak areas corresponding to
HCAD accounted for 80% of the total area, while the flavonoids accounted for only 20%. These
results showed that the activity of the 30%-EtOH AEL extract came mainly from HCAD. This
goes against a report by Pistelli et al. [28] designating flavonoids as the main antioxidants in
the areal parts of Astragalus species. Much focus has indeed been given to flavonoids compared
to HCAD [29-31].

To identify the antioxidants and other compounds extracted from AEL, the 30% EtOH extract
was run through UHPLC-DAD-HRMS. The molecular identification was achieved on the basis
of UV, MS and MS/MS spectra, the comparison with databases of the literature, and when

possible with the data of the available authentic standards [32]. As shown in Fig. 5, the obtained
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UV (325 nm) chromatographic profile was similar to that observed with HPLC-ABTS™ assay
(Fig. 4), although retention times and retention time intervals were different. As a result, the
peaks corresponding to the antioxidant compounds in the HPLC-ABTS™" assay could easily be
identified following UHPLC-DAD-HRMS chromatography.
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Figure I11- 5. UV (325 nm) (A) and MS (B) chromatograms of the 30% ethanol extract of Astragalus

emarginatus Labill. and the zoomed views (C) and (D) of UV chromatogram

Compounds corresponding to peaks 1-5, 7-9, 13, 15, 16 and 18 showed UV absorption spectra
with characteristics of two hydroxycinnamic acids: caffeic or ferulic acids (Amax 325-328 and
ca. 295-300 nm). Their mass spectra exhibited a common pseudomolecular ion [M-H] at m/z
371. The HRMS analysis of each ion proposed the same molecular formula of C1sH15011. The
main product ion of m/z 371 was m/z 209 (CsHgsOs) which originated from the cleavage of a
caffeoyl moiety (CoHeO3, 162 Da) and corresponded to hexaric acid [33]. Since hexaric acid
has four OH-groups in its structure, it can form different diastereoisomeric caffeoyl esters [34].
Compounds corresponding to peaks 1-5, 7-9, 13, 15, 16 and 18 were therefore tentatively
identified as various caffeoylhexaric acid isomers. Table 2 summarizes the UV and mass
spectral characteristics of the main components in the 30%-EtOH AEL extract as well as their

identities. The corresponding chemical structures are illustrated in Fig. 6.
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Table I11. 2. Identification of the compounds present in the 30% ethanol extract of Astragalus emarginatus Labill. by

UHPLC-DAD-HRMS?. Peak numbers are as shown in Figs. 5 and 6.

Peak N° Rt (min) A (nm) Formula Mass (m/z) Error (ppm) Mass of fragments (m/z) Identified compound
c d
1b 2.33 295, 325 CisH1s011 371.0620  371.0606 3.8 209.0300 Caffeoylhexaric acid isomer
20 2.65 240, 300,325  CisHisOur  371.0620 371.0608 3.2 209.0295 Caffeoylhexaric acid isomer
3b 3,00 295, 325 CisHis011 371.0620  371.0603 4.4 209.0277 Caffeoylhexaric acid isomer
4b 3.35 300, 324 CisHis011 371.0620  371.0610 2.6 209.0303 Caffeoylhexaric acid isomer
5b 3.64 300, 324 CisHisOn1 371.0620  371.0615 13 209.0303 Caffeoylhexaric acid isomer
6 3.74 313 C1sH1s010  355.0671  355.0661 2.7 209.0294, 191.0209 p-coumaroylhexaric acid isomer
7b 4.03 300, 325 CisHisOn1 371.0620  371.0615 13 209.0290 Caffeoylhexaric acid isomer
gb 4.48 245,300, 327  CisHisOun  371.0620 371.0610 2.7 209.0291 Caffeoylhexaric acid isomer
gb 4,73 245,302,327  CisHisOun  371.0620 371.0612 2.0 209.0289 Caffeoylhexaric acid isomer
10 4.91 310 CisHisO010  355.0671  355.0666 1.2 209.0285, 191.0248 p-coumaroylhexaric acid isomer
11 5.11 300, 324 CieHi7011  385.0776  385.0764 33 209.0308, 191,0211, 147.0297 Feruloylhexaric acid isomer
12 5.19 315 CisHis010  355.0671  355.0672 -0.3 209.0322, 191.0179 p-coumaroylhexaric acid isomer
13b 5.42 242,300,328 CisHisO11  371.0620 371.0616 0.9 209.0298 Caffeoylhexaric acid isomer
14° 5.48 240,300,327  CisHuOs 311.0409 311.0399 32 179.0340, 149.0085 Caftaric acid ©
15b 5.62 300, 325 CisH15011  371.0620 371.0603 4.4 209.0281 Caffeoylhexaric acid isomer
16°P 5.96 295, 327 CisH15011  371.0620 371.0617 0.8 209.0283 Caffeoylhexaric acid isomer
17b 6.27 240, 300, 328  Ci6Hi17011  385.0776  385.0770 1.6 223.0447 Caffeoylhexaric acid derivative
18°b 6.30 245, 300,327  CisHisO11  371.0620 371.0614 15 209.0313 Caffeoylhexaric acid isomer
19 6.60 313 Ci1sH1s010  355.0671  355.0667 11 209.0326, 191.0159 p-coumaroylhexaric acid isomer
20 6.67 300, 323 CieH17011  385.0776  385.0768 21 209.0299, 191.0197 Feruloylhexaric acid isomer
21b 7.08 300, 326 CiH17011  385.0776  385.0764 3.3 223.0462 Caffeoylhexaric acid derivative
22 7.37 313 Cis5H15010 355.0671  355.0670 0.2 209.0300, 191.0194 p-coumaroylhexaric acid isomer
23 7.42 310 Ci3H110s  295.0459  295.0458 0.1 163.0391, 149.0322 Coutaric acid isomer
24°b 8.06 244,300,328 CisHu1Os 311.0409 311.0408 0.2 179.0350, 149.0085 Caftaric acid isomer
25 8.26 314 Ci6H17010  369.0822  369.0816 31 223.0456, 205.0354, 129.0183 p-coumaroylhexaric acid derivative
26 8.74 300, 328 Ci6H17011  385.0776  385.0772 1.0 209.0278, 191.0191, 147.0281 Feruloylhexaric acid isomer
27 8.96 325 CuH1309  325.0560 325.0563 0.5 193.0486 Fertaric acid isomer
28 9.08 310 CisHi17010  369.0822  369.0822 15 223.0464, 205.0379, 129.0189 p-coumaroylhexaric acid derivative
29 9.65 312 C13H110s8  295.0459  295.0556 11 163.0355, 149.0093 Coutaric acid isomer
30 9.83 300, 327 Ci17H19011  399.0933  399.0920 3.2 223.0484, 205.0354 Feruloylhexaric acid derivative
31 10.48 313 Ci3H1Os  295.0459  295.0557 1.0 163.0383, 149.0090 Coutaric acid isomer
32 10.88 300, 326 C17H19011 399.0933  399.0919 3.4 223.0496, 205.0328 Feruloylhexaric acid derivative
33 12.36 300, 327 C1aH1309  325.0560 325.0549 4.9 193.0513 Fertaric acid isomer
34 13.45 300, 325 CioH23012  443.1195  443.1203 -1.8 267.0713 Ferulic acid derivative
350 14.47 255,267,354  Cz2Ha7O20 741.1884  741.1920 -4.9 609.1437, 301.0324, 300.0273, Quercetin-3-(2G-xylosylrutinoside)
271.0262, 255.0311
36" 15.24 255,267,355  C7H9015 609.1461  609.1478 -2.8 301.0345, 300.0280, 271.0258,  Rutin®
255.0300
37° 15.66 255, 267, 303,CaiH19012 463.0882  463.0890 -17 301.0305, 300.0264, 271.0242,  Isoquercitrin ©
353 255.0242
38 15.83 268, 346 CzuHi19011  447.0933  447.0934 -0.3 285.0384, 284.0336 Luteolin-7-O-glucoside ®
39 16.03 266, 334 Co7H20015  593.1512  593.1524 -2.1 285.0406, 284.0322 Luteolin-7-O-rutinoside
40 16.25 254,267,355  CzHa1016 623.1618 623.1631 -2.2 315.0510, 314.0429, 300.0258, Isorhamnetin-3-O-rutinoside ®

299.0203, 271.0254, 243,0275
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41 16.69 254,267,354  CpHxnOi12 477.1038  477.1030 1.8 314,0432, 300.0249, 299.0217, Isorhamenetine-3-O-glucoside or galactoside
285.0405, 271.0247, 243.0298

42 16.88 268, 328 CaH19010 431.0984  431.0976 1.7 269.0468, 268.0339 Apigenin-7-O-glucoside ®
43 17.16 268, 340 C24H21014  533.0937  533.0943 -1.1 489.1016, 285.0397, 284.0330 Luteolin-7-O-(6"-O-malonyl)- glucoside

2 ultra-performance liquid chromatography coupled with diode array detection and high resolution mass spectrometry; ® Antioxidant compound; ©

theoretical value; ¢ experimental value; ¢ Confirmed by the use of an authentic standard.

Hydroxycinnamates

Tartaric acid (TA)
R4 ““‘a OR, OH

COOH
HOOC

HO
OH

1-5,7-9,13,15,16,18 R |=OH; R,=HA
6,10,12,19,22 R|=H; R,=HA
11,20,26 R, =OCH;; R,=11A

14,24 R,;=OI; R,=TA OH OH

17,21 R,;=OH; R,=I1AD

23,29,31 R,=H; R,=TA COOH
2528 R;=H; R,=HAD HOOC
27,33 R;=OCH3; R,=TA

30,32 R;=OCH;; R,=HAD

34 R;=0OCH;; R,=UK

Hexaric acid (I1A)

OH OH

Flavonoids OH
35 R;=0-Xyl-Rut; R,=H; R;=OH

36 R,=O-Rut; Ry=H; R,=Ol1
37 R,=0-Glu; R,=H; Ry=Oll

R20 © 38 R/=I1; Ry-Glu; Ry=Ol

C 39 R,=H; R,=Rut; R;=0H
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Figure I11- 6. The chemical structure of the compounds in the 30%- ethanol extract of Astragalus emarginatus
Labill. as identified by ultra-performance liquid chromatography coupled with diode array detection and high
resolution mass spectrometry.

HA: hexaric acid; TA: tartaric acid, HAD: hexaric acid derivative; UK: unknown; Xyl: xylose; Rut: rutinose,

Glu: glucose; Gal: galactose; malGlu: (6"-O-malonyl)-glucose

Compounds corresponding to peaks 6, 10, 12, 19 and 22 showed UV spectra similar to that of
p-coumarate (Amax 310-315 nm) [35], with a [M-H] ion at m/z 355 (C15H15010) and MS/MS
fragments at m/z 209 (hexaric acid) [M-H-p-coumaroyl] and m/z 191 [M-H-p-coumaroyl-

H2>0]. These compounds were tentatively identified as p-coumaroylhexaric acid isomers
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(Table 2; Fig. 6). Some other less intensive peaks at m/z 355 were also detected, consistent with
previously published data in which eight different isomers of p-coumaroylhexaric acid have
been identified in Eupatorium cannabinum subsp. cannabinum and in Leonurus japonicus and
Leonurus cardiac [36].

Compounds corresponding to peaks 11, 20 and 26 showed UV spectra with Amax 324-328 and
ca. 300 nm, and a pseudomolecular ion [M-H] at m/z 385 (C16H17011). The observation of
product ions at m/z 209 and 191 indicated in fact the presence of hexaric acid in the compounds
and the loss of 176 Da (385-209 = 176 Da) corresponded to a feruoyl moiety. Based on these
elements and knowing that caffeic and ferulic acids have similar UV spectra [37], these
compounds were tentatively identified as feruloylhexaric acid isomers.

Compounds corresponding to peaks 14 and 24 showed the same UV spectrum (Amax ca. 240-
244, ca. 300 and 327-328 nm), the same [M-H] (m/z 311 (C13H1109)) and the same product
ions (m/z 179 and 149) with those of the standard compound caffeoyltartaric acid (caftaric
acid). Based on the retention time, peak 14 was definitively identified as caftaric acid (Tr =
5.48 min), and peak 24 (Tr = 8.06 min) was tentatively identified as caftaric acid isomer (Table
2; Fig. 6) [38].

Compounds corresponding to peaks 17 and 21 exhibited a [M-H] ion at m/z 385 (C16H17011),
and UV spectra with Amax at 326-328 and ca. 300 nm. Although these data were the same as
that observed with the composes 11, 20 and 26, the MS/MS fragmentation behavior was
different. A basic fragment ion at m/z 223 (C7H110g) was obtained instead of m/z 209 (CsHgOg),
showing a loss of 162 Da corresponding to a caffeoyl moiety (CoHgO3), consistent with the UV
data. Therefore, these compounds should be caffeates whosealcohol part could be an hexaric
acid derivative with a more CH in the structure. Indeed, 2,4,5-trihydroxy-3-methoxy
hexanedioic acid (C7H120g) is a natural organic acid. As a result, the compounds 17 and 21
could be tentatively classified as caffeoylhexaric acid derivatives.

Compounds corresponding to peaks 23, 29 and 31 showed UV spectra with Amax at 310-313 nm
and a pseudomolecular ion [M-H]" at m/z 295 (C13H110s). These compounds, displaying both
tartaric (149 Da) and p-coumaric acids (163 Da) fragments, were tentatively identified as
coutaric acid (p-coumaroyl tartaric acid) isomers in agreement with published data [39,40].
Compounds corresponding to peaks 25 and 28 exhibited characteristic UV spectra of p-
coumarates (Amax 310-315 nm) with a common [M-H] ion at m/z 369.0822 (C16H17010).
MS/MS fragmentation resulted in three fragments at m/z 223 (C7H110g) [M-H-p-coumaroyl]’,
m/z 205 [M-H-p-coumaroyl-H>O]" and m/z 129 [M-H-p-coumaroyl-H,O-C>H4Oz3]". As the

fragment at m/z 223 (C7H110s) was the same as that observed for compounds 17 and 21, the
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compounds 25 and 28 could be tentatively identified as p-coumaroylhexaric acid derivatives
(Table 2; Fig. 6). The loss of C2H403 for the fragment at m/z 129 could correspond to the end
structure of hexaric acid derivative, CH>(OH)COOH.

Compounds corresponding to peaks 27 and 33 yielded a molecular ion of m/z 325 (C14H1300)
and UV spectra with characteristics of caffeoyl or feruloyl derivatives (Amax at 325-327 nm). A
basic product ion at m/z 193 (C10Hg0O4), resulting from the elimination of tartaric acid moiety
(C4H40s), was observed corresponding to ferulic acid. Therefore, these compounds were
tentatively classified as feruloyltartaric acid (fertaric acid) isomers, which have been identified
in other plants (Asteraceae) and in wine [39,41].

Compounds corresponding to peaks 30 and 32 displayed characteristic UV spectra of caffeoyl
or feruloyl derivatives (Amax 326-327 and 295 nm) with a common [M-H]  ion at m/z 399.0933
(C17H19011). Their MS/MS pattern was similar to that of compounds 17 and 21
(caffeoylhexaric acid derivatives). The same fragment ions (m/z 223) were observed as
compounds 17 and 21, suggesting a loss of a feruloyl moiety (339 - 223 = 176 Da), which was
further fragmented to m/z 205 through elimination of a water molecule [42]. Based on these
results, compounds 30 and 32 were tentatively identified as feruloylhexaric acid derivatives
(Table 2; Fig. 6).

The compound corresponding to peak 34 exhibited a pseudomolecular ion at m/z 443.1195
(C19H23012), and a basic product ion at m/z 267 (CoH1509) presenting a loss of feruloyl moiety
(443-267 = 176). Moreover, its UV data (Amax 325 and 300 nm) strongly supported the presence
of feruloyl moiety in its structure. Compound 34 was tentatively identified as ferulic acid ester.
Unfortunately, the alcohol part of the ester could not be proposed with the known data.
Compounds corresponding to peaks 35-37 showed a UV Amaxat 255, ca. 267 and 353-355 nm
meaning that the three compounds belong to the group of flavonoids. They displayed a common
product ion at m/z 301 corresponding to an aglycone moiety. Consequently, they were
identified as quercetin derivatives. The MS spectra of these compounds exhibited
pseudomolecular ions [M-H] at m/z 741.1920, 609.1478 and 463.0890 with the corresponding
molecular formula C32H37020, C27H20016 and C21H19012 respectively. The product ions at m/z
301 indicated a neutral loss of 440, 308 and 162 Da, corresponding probably to 2G-
xylosylrutinose, rutinose and glucopyranose (or galactose) moiety for peaks 35, 36 and 37
respectively, suggesting that those compounds are O-glycosides (Table 2; Fig. 6). Thus peak
36 was identified as rutin and the result was further confirmed by the retention time, UV and
MS/MS data of the authentic standard. A product ion at m/z 609.1437, corresponding to rutin

moiety was observed for peak 35, proposing the loss of 132 Da which could be attributed to

100



xylose moiety. Moreover, the rest of the product ions were similar to those of rutin, suggesting
a tentative identity of the peak 35 as quercetin-3-(2G-xylosylrutinoside). For peak 37, the
proposed identification was isoquercitrin (quercetin-3-O-glucoside) or hyperoside (quercetin-
3-O-galactoside). The use of an authentic standard confirmed the identity of compound 37 as
isoquercitrin.

Compounds corresponding to peaks 38, 39 and 43 presented similar UV spectra (Amax 340-348
and ca. 266-268 nm). Compound 38, showed a pseudomolecular ion at m/z 447.0934
(C21H19011) and MS/MS fragment ions at m/z 285 and m/z 284 originating from the loss of a
hexose moiety [M-H-162]". It was identified as luteolin-7-O-glucoside and further confirmed
by the use of an authentic standard. Compound 39 exhibited a pseudomolecular ion at m/z
593.1524 (C27H29015), and had a similar fragmentation pattern as compound 38 (Table 2). The
presence of the fragment ions at m/z 285 and m/z 284 generated from the loss of rutinose moiety
[M-H-308]" allowed the identification of this compound as luteolin-7-O-rutinoside [43].
Compound 43, presenting a pseudomolecular ion at m/z 533.0943 (C24H21014), produced
fragments ions at m/z 285, 284 as well as trace amounts at m/z 489. The presence of the
fragment ion at m/z 489 in the MS spectrum (fragmentation in the source) resulted from the
loss of CO2 [M-H-44] and suggested the presence of malonyl moiety in the molecule [44].
Based on these results, compound 43 was tentatively identified as luteolin-7-O-(6"-O-malonyl
hexoside) which has already been identified in Chrysanthemum morifolium [45].

Compound corresponding to peak 40 showed a pseudomolecular ion at m/z 623.1631
(C28H31016) and the UV characteristic of isorhamnetin glycoside (Amax 355, ca. 267 and 254
nm). The MS/MS fragment ion at m/z 315 was assigned to isorhamnetin due to the loss of
rutinose moiety [M-H-308]". Further dissociation of the aglycone moiety yielded ions at m/z
300 from the loss of the methyl group. Based on the above analysis, this compound was
identified as isorhamnetin-3-O-rutinoside, which was confirmed by the use of an authentic
standard.

Compound 41 showed a pseudomolecular ion at m/z 477.1030 (C22H21012), a UV spectrum
(Amax 354, ca. 267, 254 nm) and a MS/MS fragmentation pattern similar to those of compound
40 (Table 2). A fragment ion of m/z 315 was obtained which corresponded to the loss of a
hexose moiety [M-H-162], probably glucose or galactose. The compound 41 was tentatively
identified as isorhamnetin-3-O-glucoside or isorhamnetin-3-O-galactoside (Scheme 1) [46].
However, further investigation with authentic standards is necessary to ensure full

identification.
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The compound corresponding to peak 42 exhibited a pseudomolecular ion at m/z 431.0976
(C21H19010). It generated a typical UV spectrum of apigenin glycoside (Amax 328 and ca. 268
nm) and a basic product ion at m/z 268 corresponding to the radical anion of apigenin [Yo-H]".
The fragments observed at m/z 269, although much less intense, suggested the loss of a hexose
[M-H-162]". Therefore, the compound 42 was identified as apigenin-7-O-glucoside, an identity
which was confirmed by the use of an authentic standard.

As previously mentioned, the 30%-EtOH AEL extract contained mainly two classes of
phenolic compounds, hydroxycinnamates and flavonoids derivatives. Hydroxycinnamates
were formed between three hydroxycinnamic acids (caffeic, ferrulic and p-coumaric acids) and
three polyhydroxy organic acids (hexaric acid, tartaric acid and hexaric acid derivative) by
cross formation. Consequently, nine kinds of hydroxycinnamates were tentatively identified
and some have more stereoisomers or diastereoisomers than others. Further confirmation of
some of the structures is needed after complicated isolation, purification and structural
identification, and/or with the use of authentic compounds which are not yet commercially
available. To the best of our knowledge, hydroxycinnamate derivatives linked to hexaric acid
or tartaric acid were identified for the first time in the Astragalus genus.

The main flavonoids detected were quercetin derivatives (compounds 35, 36 and 37) and
isorhamnetin derivatives (compounds 40 and 41). Only trace amounts of three luteolin
derivatives (compounds 38, 39 and 43) and one apigenin derivative (compound 42) were
detected.

The major antioxydants of the 30%-EtOH AEL extract were identified as caffeic acid
derivatives (peaks 2, 13+14 and 24) and quercetin glycosides (peaks 35 and 36). These
compounds have a common catechol moiety in their structure. The individual antioxidant
activity detected by HPLC-ABTS™ assay appears to be related completely or partially to the
presence of this catechol structure. Substitution of one of the two catechol OH-groups might
make the compound much less active or inactive [47]. For example, compound 2
(caffeoylhexaric acid isomer) and compound 26 (feruloylhexaric acid isomer) have similar UV
and MS peak intensities. Yet, compound 2 showed strong antioxidant activity, while compound
26 has no activity. The only structural difference between these two compounds is the
substitution of one of the catechol OH-groups in compound 2 with -OCH3 in compound 26.
Another illustration of the importance of the catechol moiety in the antioxidant activity is the
fact that two quercetin derivatives with a catechol moiety (ring B), compounds 36 (rutin) and

37 (isoquercitrin), showed strong antioxidant activity, while compound 40 (isorhamnetin-3-O-
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rutinoside), where one OH-group of the catechol structure in the ring B is replaced with -OCHj,

was far less active.

I11.A.5. Conclusions

This study demonstrated the antioxidant activity of the extracts of the aerial parts of AEL using
different assays, TEAC, ORAC, DPPH and on-line HPLC-ABTS"*. About forty compounds
were identified or tentatively identified by UHPLC-DAD-HRMS method, belonging to two
families of compounds, hydroxycinnamate and flavonoid derivatives. Among these
compounds, caffeic acid derivatives and quercetin glycosides showed strong antioxidant
activity. The catechol moiety was shown to be the key structural feature for the antioxidant
activity. The obtained data indicates that AEL is a potential source of natural antioxidants.
Further investigations are however needed to assess the biological activity of this plant with

relation to its traditional medicinal use.
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1. PARTIE B - CRIBLAGE PHYTOCHIMIQUE ET ESTIMATION DES TENEURS
EN PHENOLS ET EN FLAVONOIDES TOTAUX DANS L’EXTRAIT AEeT30

111.B.1. Criblage phytochimique

Un criblage phytochimique qualitatif a été réalisé sur ’extrait AEE:30 en mélangeant le
surnageant aprés extraction ou I’extrait sec (dissous) avec des réactifs spécifiques qui indiquent
la présence ou I’absence d’un métabolite donné par un changement des caractéristiques
physico-chimique de la solution. Ce criblage a montré que les parties aériennes d’AEL
contenaient divers métabolites connus pour leur importance thérapeutique et médicinale
(Tableau I11.1). 11 s’agit notamment de phénols, de flavonoides et d’alcaloides, en plus d’autres
composés connus pour étre bioactifs [2]. Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés dans
la littérature ou la présence de ces métabolites a été citée chez plusieurs espéces d’Astragalus
[3-5]. La partie aérienne d’ AEL pourrait ainsi constituer une source de molécules bioactives

antioxydantes, anti-inflammatoires, antimicrobiennes et anticancéreuses.

Tableau I11. 1. Les métabolites présents dans la partie aérienne d’AEL

Meétabolites Résultats

Sucres réducteurs -

Protéines et acides aminés +
Alcaloides +
Tannins +
Résines +
Terpénoides +
Flavonoides +
Quinones -
Diterpenes +

Anthocyanines -
Flavanones -
Glycosides Cardiaques -
Saponines -
Phénols +

Huiles et graisses -

(+) = Présence du métabolite cité

(-) = Absence du métabolite cité
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111.B.2. Estimation des teneurs en composés phénoliques et en flavonoides totaux

Les composés phénoliques et les flavonoides sont connus pour leurs effets bénéfiques sur la
santé humaine dont la protection contre le développement de nombreuses maladies comme les
cancers, les maladies cardiovasculaires, le diabéte et 1’ostéoporose [6].

La teneur en composés phénoliques totaux exprimée en équivalents d’acide gallique a été
évaluée a 59,6 = 2,5 mg GAE/g d’extrait sec dans 1’extrait AEE:30. Cette valeur est comparable
a celle décrite pour I’extrait méthanolique des feuilles d’A. angustifolius, 60,1 + 1,1 mg GAE/g
d’extrait sec [5], mais elle est plus importante que celles obtenues dans les extraits
méthanoliques d’A. squarrosus Bunge (23,3 mg GAE/g d’extrait sec [7]) et d’A. aleppicus et
A. annularis (35,34 et 35,34 mg GAE/g extrait sec respectivement [5]).

En ce qui concerne la teneur en flavonoides totaux exprimée en équivalents de rutine, une
valeur de 49,8 + 3,8 mg RUE/g d’extrait sec a été trouvée pour I’extrait AEE:30. Cette valeur
est tres proche de celle rapportée par Arumugam et al. pour I’extrait méthanolique de la partie
aérienne d’A. ponticus, soit 49,1 + 0,5 mg RUE/g d’extrait sec [8], mais elle est plus importante
que celles obtenues dans les extraits méthanoliques d’A. squarrosus Bunge (26 mg RUE/g
d’extrait sec [7]) et d’A. aleppicus et A. annularis (23,97 et 33,97 mg RUE/g extrait sec
respectivement [5]).

Comparativement a des plantes médicinales autres que des astragales, les teneurs en composés
phénoliques et en flavonoides totaux chez AEL sont égales ou supérieures celles rapportées
pour des extraits méthanoliques de plusieurs plantes médicinales indiennes [9], mais
legérement inférieures a celles de décoctions de certaines plantes médicinales du Sri Lanka
pour ce qui concerne les composés phénoliques (69 a 81 mg GAE/g extrait sec) [10].

11 apparait ainsi que dans I’extrait AEg:30, les teneurs en ces deux constituants, essentiels pour
certaines activités biologiques, sont relativement importantes ce qui laisserait penser qu’AEL
serait un astragale intéressant sur le plan médicinal et pourrait expliquer en partie son utilisation

dans la médecine traditionnelle libanaise.

I11. PARTIE C - EVALUATION DES ACTIVITES BIOLOGIQUES DE L’EXTRAIT
AEeT30

I11.C.1. Activité anticancéreuse
La chimiothérapie a base de molécules de synthése utilisée pour traiter un certain nombre de
cancers a des effets secondaires toxiques trés importants [11]. De nombreux composés naturels

ont a I’inverse montrés des propriétés intéressantes a la fois en ce qui concerne leur efficacité
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anticancéreuse, mais également pour ce qui est de leur capacité a cibler les cellules malades et
d’induire moins d’effets secondaires.

Des molécules naturelles isolées de plantes ont montré une activité contre des cellules du cancer
du pancréas, I’un des cancers les plus meurtriers. Au Japon, I’arctigénine a par exemple montré
des effets positifs chez des patients en stade avancé du cancer sans effets secondaires notables,
elle est a la base d’un médicament anticancéreux en phase II d’essais cliniques [12]. D’autres
¢études faites sur divers extraits d’espéces d’Astragalus ont montré des résultats prometteurs
quant a I’activité anticancéreuse [13-16].

Dans notre cas, des cellules de la lignée AsPC-1 (représentant des cellules du cancer du
pancréas humain) ont été choisies pour évaluer 1’activité anticancéreuse de 1’extrait AEg30.
Différentes concentrations (100, 150 et 300 pug/mL) ont été testées sur ces cellules pendant 72
h. Les résultats ont montré que 1’extrait, méme a une concentration de 300 pg/mL, n’a pas
d’effet sur la viabilité des cellules AsSPC-1 comparativement au témoin négatif (cellules non
traitées) (Figure Ill.1a,c). Aucune activité anticancéreuse n’a donc été constatée bien que
I’extrait AEE:30 contienne des acides phénoliques et des flavonoides a des teneurs relativement
importantes (Section 111.B.2.), et que plusieurs de ces composés soient connus pour des effets
anticancéreux [6,17,18]. Le célastrol utilisé a 50 UM comme contréle positif a quant a lui

conduit 96% de mortalité cellulaire (Figure 111.1d).
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L’absence d’activité anticancéreuse de I’extrait AEE:30 pourrait étre liée a des quantités
insuffisantes d’acides phénoliques et de flavonoides dans le milieu de culture cellulaire.
Toutefois, en raison de la solubilité limitée des extraits d’AEL dans ce milieu, I’utilisation de
solutions de concentrations supérieures a 300 pg d’extrait/mL n’a pas été possible. L’absence
d’activité constatée peut aussi étre due a la matrice de 1’extrait qui conduirait a effets inhibiteurs
ou antagonistes entre les différents composes. Une purification partielle des acides phénoliques
et des flavonoides, par CLHP-semi préparative par exemple, aurait pu permettre 1’utilisation
de solutions de concentrations plus élevées en ces composés, et de réduire parallélement les

effets de matrice éventuels.

I11.C.2. Activité anti-inflammatoire

Le facteur de nécrose tumorale oo (TNF-a) est une cytokine pro-inflammatoire produite et
secretée par les macrophages. Il joue un rdle important dans les réactions inflammatoires et
immunitaires surtout en présence d’agents pathogénes. Une production excessive de TNF-a
peut étre a ’origine de maladies inflammatoires chroniques [19]. L’activité anti-inflammatoire
d’une molécule peut étre évaluée a travers la mesure de sa capacité a inhiber la sécrétion de
TNF-o par des cellules test stimulées. Sur un cytogramme, une forte fluorescence jaune
correspond a une forte concentration en TNF-a et donc a I’absence d’une activité anti-TNF-a
ou anti-inflammatoire de I’extrait. Inversement, une absence de fluorescence jaune correspond
a une absence de TNF-o dans le milieu cellulaire et donc & un pouvoir anti-inflammatoire de
I’extrait testé. La Figure 111.2 représente une illustration de 1’augmentation de la fluorescence

jaune chez des cellules stimulées en absence d’activité anti-inflammatoire.
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L’activité anti-inflammatoire de 1’extrait AEE:30 a été ainsi mesurée en utilisant des cellules
THP-1 stimulées par des LPS. Ces cellules ont été traitées par 1’extrait AEg30 a des
concentrations de 50, 100 et 300 pg/mL. Les cytogrammes obtenus ont montré que I’activation
des cellules THP-1 par I’ajout de LPS résulte en une augmentation importante de I’intensité de
la fluorescence jaune par libération de TNF-a (Figure 111.3b). Cette fluorescence est trés peu
visible chez les cellules témoins non activees. Le contrble positif de ce test a été réalisé en
utilisant un agent anti-inflammatoire connu, le célastrol. Son ajout aux cellules activées résulte
en une diminution importante de la fluorescence jaune suite a une inhibition de la sécrétion de
TNF-a (Figure 111.3c). Le contr6le négatif quant a lui, consistant en 1’ajout de DMSO, solvant
utilisé pour dissoudre 1’extrait, n’a pas montré d’inhibition de la sécrétion de TNF-a, étant
donné I’absence d’effet sur la fluorescence jaune (Figure 111.3d). En ce qui concerne I’extrait
AEE30, aucune réduction de la fluorescence jaune n’a été observée, méme a une concentration
de 300 pg/mL (Figure 111.3e). Ces résultats nous ont conduit a conclure que ’extrait AEE:30
n’avait pas d’activité anti-inflammatoire telle que mesurée a travers ’effet sur la sécrétion de

TNF-a par les cellules THP-1.
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Figure 111. 3. Cytogrammes représentant [’effet de I’extrait AEE:30 sur la sécrétion de TNF-o par des cellules
THP-1 stimulées par des LPS.
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L’effet anti-inflammatoire des polyphénols et des flavonoides est bien documenté dans la
littérature [8-9]. D’apres Yahfoufi et al., ces deux familles de composes interviennent dans
I’inhibition de la production de nombreuses cytokines [21]. A titre d’exemple, dans un essai
mené sur des macrophages murins RAW 264,7, une baisse dose-dépendante des niveaux
d’ARNm de TNF-a, IL-1B, IL-6, INOS et COX-2 a été constatée suite a 1’utilisation de
flavonoides extraits de racines d’A. membranaceus [22].

Malgre la présence de concentrations importantes en composés phénoliques (59,6 £ 2,5 mg
GAE/q) et en flavonoides (49,8 + 3,8 mg RUE/Q) dans I’extrait AEg:30, aucune activité anti-
inflammatoire n’a pu étre observée. Ceci peut €tre lié aux conditions du test utilisé et
notamment la lignée cellulaire qui pourrait ne pas étre sensible selon la structure du composé
actif considéré [21]. Une certaine spécificité de I’activité des polyphénols a en effet été

rapportée [23].

111.C.3. Activité antimicrobienne

En utilisant un test de diffusion sur milieu de culture gélosé, ’activité antimicrobienne de
I’extrait AEE:30 a été testée contre une trentaine souches bactériennes & Gram-positif et a Gram-
négatif, une souche de levure et une souche de moisissure. Avec ce test, une activité
antimicrobienne se traduit par 1’apparition d’une zone claire correspondant a une absence de
croissance du microorganisme cible. Sachant que 1’activité antimicrobienne des molécules
naturelles peut étre restreinte a un spectre étroit de souches microbiennes, une gamme assez
large de microorganismes cibles a été utilisée.

Le test n’a pas permis de mettre en évidence une activité antimicrobienne de I’extrait AE£30
contre les microorganismes testés. Le contréle positif utilisé consistant en des peptides
antimicrobiens de type bactériocine a quant a lui permis d’obtenir des zones d’inhibitions

claires (Figure 111.4).

Figure I11. 4. Contrdle positif du test de diffusion sur milieu de culture gélosé utilisant les surnageants de
cultures bactériennes contenant des bactériocines
a), nisine A ; b), pédiocine PA-1 ; c), entérocine P ; d), entérocine AS-48. Indicateur : Staphylococcus xylosus
L57
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Ce résultat est en accord avec celui obtenu par Adiguzel et al. qui n’ont pas pu observer
d’activité antimicrobienne dans les extraits méthanoliques de 13 espéces d’Astragalus contre
une gamme de 40 microorganismes comprenant des bactéries, des moisissures et une espece
de levure [24]. A P’inverse, une telle activité a été constatée dans extraits méthanoliques et/ou
aqueux d’A. boeticus, d’A. aleppicus, d’A. annularis et A. angustifolius contre Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus (MRSA) et Candida albicans [5]. De méme
les extraits de la partie aérienne d’A. gombiformis utilisant le chloroforme, le méthanol et
I’acétate d’éthyle ont montré une activité contre Listeria monocytogenes et Salmonella
typhimurium [25].

Chez les astragales, les acides phénoliques (p-coumarique, ferulique et cafféique), ainsi que les
flavonoides, les flavones, les isoflavones sont les composés les plus souvent impliqués dans
’activité antimicrobienne [26,27]. Pourtant, malgré la présence de ces composés dans 1’extrait
d’AEL, aucune activité antimicrobienne n’a pu étre observée. Sachant que le test antimicrobien
permet de détecter des antimicrobiens a des concentrations de 1’ordre du pM, ceci peut étre
lié aux quantités présentes de molécules bioactives dans I’extrait AEg30 qui seraient
insuffisantes. En effet, 1’extraction avait été optimisée pour la recherche de molécules
antioxydantes, et il est donc possible que les antimicrobiens ne soient pas extraits en quantités

suffisantes dans les conditions choisies.

1. CONCLUSION

La partie aérienne d’AEL a été utilisée afin de rechercher et d’identifier des molécules
bioactives qui pourraient permettre d’expliquer I'utilisation médicinale de cette plante. La
premicre €tape de cette étude a consisté a définir et a optimiser les conditions d’extraction en
se basant sur 1’activité antioxydante et en utilisant diverses approches expérimentales : TEAC,
ORAC, DPPH et CLHP-ABTS™. Cela a permis de retenir 1’éthanol a 30% dans 1’eau comme
solvant d’extraction pour les composés antioxydants. Ensuite, une quarantaine de composes
ont été identifiés par CLUHP-DAD-SMHR appartenant a deux familles moléculaires : les
hydroxycinnamates et les flavonoides. Parmi ceux-ci, de nombreux composés ont été identifiés
comme antioxydants par CLHP/ABTS™". 1l s agit principalement de dérivés de ’acide caféique
et de dérivés glycosilés de quercétine. La fonction catéchol s’est avérée étre une caractéristique
structurale clé de I’activité antioxydante. Bien que I’extrait AEE:30 ait montré une forte activité
antioxydante, aucune activité anticancéreuse, anti-inflammatoire ou antimicrobienne n’y a été

détectée. Cela pourrait s’expliquer par le fait que I’optimisation de 1’extraction qui a permis de
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retenir I’extrait AEE:30 a été réalisée sur la base de ’activité antioxydante et n’a pas pris en
compte ces trois activités biologiques. Toutefois, sachant que 1’activité antioxydante n’est pas
étrangére aux effets anti-inflammatoire ou anticancéreux, certaines molécules parmi celles
identifiées dans I’extrait AEE:30 sont en effet connues pour avoir de tels effets. Ces molécules
pourraient simplement étre présentes en quantités insuffisantes pour avoir une activité
détectable. D’autre part, la nature des lignées cellulaires utilisées dans les essais peut étre
déterminante dans la mesure ou I’activité de certaines molécules peut étre souche-dépendante.
Finalement, les données obtenues indiquent que la partie aérienne d’AEL est une source
potentielle de composés antioxydants naturels pour les industries pharmaceutique, cosmétique
et alimentaire. Cela pourrait contribuer a expliquer son utilisation médicinale traditionnelle,
mais des études complémentaires sont bien entendu nécessaires pour évaluer 1’activité

biologique de cette plante chez I’Homme.
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CHAPITRE IV - ASTRAGALUS COLUTEOIDES WILL., POUVOIR ANTOXYDANT,
COMPOSITION CHIIMIQUE ET ACTIVITES BIOLOGIQUES

L’autre Astragale qui a été incluse dans notre étude est Astragalus coluteoides will (ACW). Il
s’agissait la aussi de rechercher et d’identifier des molécules bioactives en relation avec
I’utilisation médicinale de cette plante dans la tradithérapie libanaise. L’étude a consisté
d’abord a optimiser 1’extraction des molécules antioxydantes de la partie aérienne de cette
plante. Les molécules contenues dans I’extrait le plus actif ont ensuite été séparées et
identifiées. Enfin, une évaluation des activites anticancereuse, anti-inflammatoire et

antimicrobienne de cet extrait a été réalisée.

IV.1. Choix des conditions d’extraction des antioxydants de la partie aérienne d’ACW

1V.1.1. Sélection du solvant d’extraction

Des extractions de la partie aérienne d’ACW ont été réalisées en utilisant les solvants suivants :
eau, eau acidifiée, EtOH 70%, MeOH 70%, CHCIs et EtOAc. Les essais TEAC et ORAC en
microplaques ont été utilisés pour estimer I’activité anti-radicalaire des extraits obtenus.

Les résultats obtenus sont comparables a ceux constatés avec AEL dans la mesure ou ils
montrent d’une part une influence directe de la polarité du solvant utilisé sur les quantités
d’antioxydants extraites et d’autre part une proximité des valeurs obtenues entre eau et eau
acidifiee ; MeOH 70% et EtOH 70% ; CHCls et EtOAC, et ceci avec les deux méthodes utilisées
(Figure IV.1).
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Figure I1V. 1. Evaluation de l’activité anti-radicalaire des six extraits d’ACW par TEAC et ORAC. L activité est
exprimée en umol ET/g extrait sec. TEAC (gris foncé) ; ORAC (gris clair)
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Par ailleurs, comme dans le cas d’AEL, le MeOH a 70% et I’EtOH a 70% ont permis
I’extraction des quantités les plus importantes d’antioxydants, alors que le CHCIs et ’EtOAC
se sont montrés les moins efficaces. Il apparait ainsi que la majorité des composés antioxydants
présents dans la partie aérienne d’ACW sont de nature polaire a moyennement polaire. Langari
et al. qui ont extrait des antioxydants de la partic aérienne d’une autre Astragale (A.
glaucacanthus), ont fait la méme constatation concernant I’importance de la polarité du solvant
dans ’extraction de ces composés [1].

Les résultats obtenus montrent enfin que I’activité anti-radicalaire exprimée en équivalents
trolox est plus importante lorsqu’elle est mesurée par ORAC que lorsqu’elle est mesurée par
TEAC : 2 fois plus importante pour les extraits eau, eau acidifiee, MeOH 70% et EtOH 70% ;
et 1,2 fois plus importante pour les extraits de CHCIs et d’EtOAC. Cette différence, qui n’a pas
été constatée dans le cas des extraits d’AEL, pourrait étre expliquée par le fait que les
antioxydants présents dans ces extraits sont majoritairement impliqués dans le transfert

d’atomes d’hydrogénes que dans celui des électrons [2].

1V.1.2. Optimisation des conditions d’extraction

Le MeOH 70% et I’EtOH 70% ayant donné des résultats trés similaires en termes d’efficacité
d’extraction des antioxydants a partir de la partie aérienne d’ACW, le choix s’est porté sur
I’éthanol pour I’optimisation de 1’extraction des composés antioxydants puisqu’il s’agit d’un
solvant vert a faible toxicité [3]. Cette optimisation a été réalisée en faisant varier le
pourcentage d’éthanol (10, 30, 50, 70 et 90%) dans le solvant d’extraction et en testant
différents temps d’extraction (5, 15, 30, 45 et 60 min). Les résultats de l’activité anti-
radicalaire, représentée par la somme des surfaces des pics enregistrés a 412 nm par CLHP-
ABTS™, ont montré des disparités selon la proportion d’EtOH utilisée pour I’extraction (Figure
IV.2). Alors qu’avec ’EtOH a 90%, la quantité d’antioxydants extraite augmente avec le temps
d’extraction jusqu’a 60 min sans atteindre un maximum, on ne constate aucune augmentation
significative avec les autres proportions d’EtOH utilisées. Les quantités extraites restent en
effet globalement stables ou baissent 1égerement avec 1’augmentation du temps d’extraction,

le maximum étant atteint dés 5 min d’extraction.
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Figure 1V. 2. Activité anti-radicalaire des extraits d’ACW mesurée par CLHP-ABTS "aprés extraction par un
mélange EtOH-eau en fonction du temps. L activité est exprimée par la somme des aires des pics négatifs (412
nm). EtOH 10% (losange blanc) ; EtOH 30% (carré noir), EtOH 50% (triangle noir), EtOH 70% (cercle blanc) ; EtOH

90% (carré blanc)

La légere baisse constatée n’est en réalité pas une baisse des quantités extraites d’antioxydants,
mais une baisse de leur activité qui serait liée a une dégradation thermique dans le bain a
ultrasons utilisé pour 1’extraction. Cela a été confirmé par un test d’extraction a différentes
températures réalisé pendant 5 min en utilisant I’EtOH 50%. Les résultats ont en effet montré
une légere dégradation de I’activité anti-radicalaire (diminution de la somme des surfaces a
412 nm) avec I’augmentation de la température entre 20 et 55°C (Annexe 1).

Par ailleurs, il a ét¢ montré que I’EtOH a 90% est le solvant le moins efficace puisqu’en plus
du temps d’extraction long (plus de 60 min) nécessaire, les quantités d’antioxydants extraites
sont bien plus faibles qu’avec les autres proportions testées. Un solvant a 50% d’EtOH semble
étre le plus efficace puisqu’il permet d’extraire la quantité la plus importante d’antioxydants
dans le temps le plus court (5 min). Ces résultats ont ainsi montré que le temps nécessaire pour
une extraction maximale des antioxydants de la partie aérienne d’ACW varie selon la

proportion d’EtOH dans I’eau utilisée, sans doute parce que ce ne sont pas les mémes composes
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qui sont extraits. Ils ont par ailleurs montré que la quantité d’antioxydants extraites variait

également selon la proportion d’EtOH.

1V.1.3. Essai d’épuisement

Dans le but d’extraire la totalité des molécules antioxydantes contenues dans la partie aérienne
d’ACW, des extractions successives ont éteé réalisées dans les conditions suivantes : une
proportion d’EtOH dans de 1’eau de 50% et un temps d’extraction de 5 min pour chaque
extraction. Il est ainsi apparu que 99% des composés antioxydants ont été extraits des la

premiére extraction (Figure 1V.3).

% d'extraction

T — T

Nombre des extractions

Figure 1V. 3. Pourcentage d’extraction des composés antioxydants des extraits ACW en fonction du nombre
d’extractions successives en utlisant de I’'EtOH 50% pour 5 min. L activité est exprimée par la somme des aires
des pics négatifs (412 nm) en CLHP-ABTS'".

Ces résultats nous ont permis de retenir une seule extraction utilisant I’EtOH 50% comme
solvant et un temps d’extraction de 5 min pour préparer I’extrait A. coluteoides EtOH 50%

(ACg50) qui sera utilisé pour les expérimentations ultérieures de cette étude.
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IV.2. Etude chimio-analytique de I’extrait ACe:50

IV.2.1. Criblage phytochimique

Un criblage phytochimique qualitatif a été réalisé dans 1’objectif d’identifier le plus large
spectre possible de molécules présentes dans 1’extrait ACet50. Les résultats obtenus ont montré
que I’extrait était riche en divers métabolites secondaires dont certains sont connus pour avoir
des activités biologiques telles que des activités antibactériennes, antioxydantes, anti-
inflammatoires et anticancéreuses (Tableau 1V.1) [4]. Cependant, les sucres réducteurs, les
glycosides cardiaques, les tannins, les quinones, les anthocyanines, les flavanones, les

saponines, les huiles et les acides gras n’ont pas été détectés.

Tableau IV. 1. Criblage phytochimique de I’extrait ACe50 préparé de la partie aérienne d’ACW

Meétabolites Résultats

Sucres réducteurs -

Protéines et acides aminés +
Alcaloides +
Tannins -
Résines +

Terpénoides -

Flavonoides +
Quinones -
Diterpenes +

Anthocyanines -
Flavanones -
Glycosides Cardiaques -
Saponines -
Phénols +

Huiles et graisses -

(+) = Présence du métabolite cité
(-) = Absence du métabolite cité

Cette composition est similaire a celle de I’extrait AEE:30 en ce qui concerne les principales
familles de composés constituant la partie aérienne et ceci bien que les tannins et les
terpénoides soient absents chez ACg50. Les constituants chacune de ces familles devront étre
analyses par CLUHP-DAD-SMHR afin d’évaluer le degré de similitude entre les deux

compositions.

1V.2.2. Estimation de la teneur en composes phénoliques et flavonoiques totaux
Les teneurs en composés phénoliques et flavonoiques totaux de I’extrait ACg:50 ont été

déterminées. Elles correspondent & des valeurs respectives de 71,75 £ 3,17 mg GAE/g d’extrait
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sec et 66,32 + 1,65 mg RUE/g d’extrait sec, ce qui est plus élevé que dans le cas de I’extrait
AEe30 (59,6 = 2,5 mg GAE/g d’extrait sec et 49,8 = 3,8 mg RUE/g d’extrait sec,
respectivement). Ces valeurs sont par contre comparables a celles obtenues dans 1’extrait
méthanolique d’Astragalus boeticus (composés phénoliques totaux : 66,37 = 1,1 mg RUE/g

extrait sec ; et composés flavonoiques totaux : 75,34 + 1,14 mg GAE/g extrait sec) [5].

I1V.2.3. Estimation de l’activité anti-radicalaire par DPPH

L’essai DPPH a ¢été utilisé pour évaluer I’activité anti-radicalaire de 1’extrait ACg50. Les
résultats ont montré une activité dépendante de la concentration en extrait sec dans la mesure
ou I’activité variait entre 12,66 + 3,84% pour 25 pg/mL d’extrait sec et 78,48 + 1,62% pour
400 pg/mL d’extrait sec (Tableau 1V.2).

Tableau IV. 2. Activité anti-radicalaire de I’extrait sec ACg50 déterminée par DPPH

Concentration Activité (%)
(Hg/mL)
25 12,66 +3,84
50 31,11 + 2,7
100 49,1 + 1,76
200 63,2 + 1,55
400 78,48 +1,62

Clsp extrait= 113,99 + 2,66 pg/mL
Clso BHT= 18,53 + 2 pg/mL

La Clso calculée pour 1’extrait ACg50 est de 113,99 + 2,66 ug/mL, ce qui est plus élevé que la
valeur de 102 £ 4,4 pg/mL obtenue pour I’extrait AEE30. L’extrait éthanolique d’ACW serait
ainsi moins actif que celui d’AEL. Comparativement aux données de la littérature, la valeur de
la Clso de I’extrait ACg50 parait toutefois plus faible que la plupart des valeurs rapportées. A
titre d’exemple, Adigiizel et al. ont testé 1’activité anti-radicalaire des extraits méthanoliques
de 13 espéces d’Astragalus par DPPH [6]. Les valeurs de Clso obtenues, qui variaient entre

68,8 et 400 pg/mL, étaient en majorité supérieures a la Clso de I’extrait ACg:50.

IV.2.4. Séparation et détermination des composes antioxydants par CLHP-ABTS**

La séparation des différents composés présents dans 1’extrait ACg50 a été réalisee sur le
systeme CLHP-ABTS " dans le but d’isoler les antioxydants parmi eux. Le résultat est toujours
présenté sous la forme de deux chromatogrammes enregistrés, I’un enregistré a 325 nm en

sortie de colonne et I’autre a 412 nm a la suite d’une mise au contact d’une solution d’ABTS™*
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(Figure IV.4). Ce dernier représente ’activité anti-radicalaire des composés antioxydants. Le
chromatogramme obtenu a 325 nm ne présentait que 4 pics en tout dont un (pic 4 a 17,8 min)
particulierement intense. Ce dernier représente ainsi le composé majoritaire de 1’extrait ACg50
qui correspond également a ’activité anti-radicalaire la plus intense (pic 2 a 412 nm). Un
deuxiéme composeé, correspondant au pic 1 a 13,1 min, présentait aussi une certaine activité
anti-radicalaire. Le compose correspondant au pic 4 a été identifié comme étant la rutine et ceci
par comparaison avec le temps de rétention et le spectre UV-visible d’un étalon
chromatographique. Ce résultat n’est pas surprenant dans la mesure ou la rutine a déja été
identifiée parmi les flavonoides de plusieurs espéces d’Astragalus [7-9]. Elle a par ailleurs été
identifiée comme composé majoritaire dans les extraits méthanoliques d’A. leporinus var.

hirsutus, d’A. distinctissimus et d’A. schizopterus [10].
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Figure 1V. 4. Chromatogrammes CLHP-ABTS " de [ ’extrait ACe50 représentant la détection a 325 nm des
composés contenus dans [’extrait ACg50 (partie supérieure), ainsi que celle de leur activité anti-radicalaire a

412 nm (partie inférieure)

Des tentatives ont été faites afin d’isoler le composé correspondant au pic 1 dans le but de
I’identifier par RMN, mais il n’a pas été possible de I’obtenir pur et en quantité suffisante pour
cette identification. D’autres composés sont présents en tres faibles quantités en comparaison
avec le composé majoritaire (la rutine). Leur isolement en quantités suffisantes en vue de leur
caractérisation aurait certainement nécessité de revoir les conditions d’extraction afin d’en
recueillir plus au dépens de la rutine. Toutefois, notre objectif étant d’identifier les composés
responsables de I’activité antioxydante d’ACW, nos efforts se sont portés sur I’extrait

présentant I’activité la plus importante, a savoir 1’extrait ACg50.
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IV.2.5. Fractionnement par CLHP semi-préparative

Dans 1’objectif de séparer et de pré-concentrer le composeé actif dans 1’extrait ACg:50 en vue
des tests d’activité biologique, une CLHP semi-préparative a été réalisée. L’extrait a ainsi été
sépareé en 3 fractions : la fraction 1 (SF-1) ; la fraction 2 (SF-2) contenant la rutine et la fraction
3 (SF-3) (Figure 1V.5). Cette derniére SF-3 correspondant a une partie du chromatogramme ne

présentant pas de pics aux longueurs d’onde utilisées (10-13,5 min), elle n’a pas été collectée.
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Figure 1V. 5. Fractionnement de [’extrait ACg50 par CLHP semi-préparative. La séparation a été réalisée sur
une colonne Puriflach Prep C18-AQ (250x10 mm) et la détection a été faite en UV a 230 et a 265 nm

IV.2.6. Identification des composés par CLUHP-DAD-SMHR et RMN

L’identification des composés présents dans I’extrait ACg50 a été réalisée en utilisant le
systeme CLUHP-DAD-SMHR. Une colonne ACE-C18 PFP (taille des particules 1,7 um) a été
utilisée pour séparer les composés de cet extrait afin de les ioniser, les détecter et les analyser
selon leur m/z. Les chromatogrammes UV et MS correspondants sont présentés a la Figure
IV.6.
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Figure 1V. 6. Les chromatogrammes MS (A) et UV (325 nm) (B) de [’extrait ACe50 d’ACW obtenus en
CLUHP-DAD-SMHR sur une colonne C18-PFP (1,7 um)

Le profil chromatographique obtenu en UV a 325 nm est similaire a celui obtenu par CLHP-
ABTS" mais avec des temps de rétention plus courts. Ainsi, le pic majoritaire est détecté a
14,30 min (Figure 1V.6B) au lieu de 17,8 min (Figure 1V.4). Le chromatogramme de masse
présente quant a lui de nombreux pics qui n’apparaissent pas en UV. L’identification
structurale des composeés correspondant a ces pics a été réalisée sur la base de leurs spectres
UV, MS et MS/MS, et de la comparaison de ceux-ci aux données des composés étalons et/ou
a celles des bases de données de la littérature. Le Tableau 1V.3 résume les caractéristiques
spectrales UV et MS des principaux composants de 1’extrait ACg:50, ainsi que leurs identités.
Les structures des composés identifiés ou provisoirement identifiés sont présentées dans la
Figure IV. 7.
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Figure V. 7. Structures des composés identifiés ou provisoirement identifiés de /’extrait ACg50
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Le composé 1 (Figure IV.6A) presentant un ion moléculaire [M-H] m/z 191,0194 (CsH7O7)
pourrait correspondre soit a 1’acide citrique ou isocitrique, soit a 1’acide idarique-1,4-lactone.
Deux fragments MS/MS, m/z 129,1091 et 111,0096 ont été obtenus correspondant
respectivement aux formules CsHsO4 et CsH3Os. Le premier est issu d’une élimination de COz
et de H20, et le second d’une deuxiéme élimination de H2O. Etant donné que les acides citrique
et isocitrique ont un seul groupement hydroxyle (-OH) dans leur structure, la présence de deux
molécules d’eau n’est pas envisageable. Par conséquent, le composé 1 a été provisoirement

identifié comme étant I’acide idarique-1,4-lactone.

Tableau V. 3. Identification des composés présents dans I’extrait ACe:50 par CLUHP-DAD-SMHR

(les numéros des pics sont comme indiqué dans la Figure 1V.6A)

N° Tr Amax Formule Masse Masse Différence Fragments Composés identifiés ou
despics  (min)  (nm) [M-H] théorique Mesurée (ppm) (m/z) provisoirement identifiés
(m/z) (m/z)
1 1,27 - CsH707 191.0197 191,0194 35 129,1091; 111,0096 Acide idarique-1,4-lactone
2 3,96 275 Ci13H1309 313,0565 313,0568 -0,9 191,0208; 147,0285; Isomére d‘hydroxybenzoate de
129,0192 I’acide idarique-1,4-lactone
3 5,44 275 C13H1309 313,0565 313,0566 1,4 191,0197; 147,0293 Isomére d’hydroxybenzoate de

I’acide idarique-1,4-lactone

4 6,29 - C13H1309 313,0565 313,0561 14 191,0170; 147,0296 Isomére d’hydroxybenzoate de
I’acide idarique-1,4-lactone

5 7,00 290, C20H25012 457,1351 457,1347 11 163,0401 Isomére de I’acide trans-p-
270sh coumarique 4-O-(2’-O-B-D-
apiofuranosyl)-p-D-glucopyranoside
6 7,30 330, CgHsNOs 224,0201 224,0201 -0,4 152,0349; 136,0397 Acide 2-oxalylamino-5-
280 hydroxybenzoique
7 7,59 278 C11H11N20; 203,0826 203,0822 18 186,0602; 142,0658; Tryptophane
116,0492
8 8,00 275 C13H1309 313,0565 313,0568 -0,8 191,0211; 147,0304; Isomére d‘hydroxybenzoate de
129,0213 I’acide idarique-1,4-lactone
9 8,74 - C13H1309 313,0565 313,0569 -1,3 191,0190; 147,0281 Isomére d‘hydroxybenzoate de
I’acide idarique-1,4-lactone
10 9,06 296; Ca20H25012 457,1351 457,1348 0,7 163,0409 Acide trans-p-coumarique 4-O-(2°-O-
270sh -D-apiofuranosyl)-p-D-
glucopyranoside
11 13,06 290, C19H23012 443,1195 443,1177 41 267,0723 Dérivé de I‘acide ferulique
320
12 13,28 310, CoHsNOs 208,0251 208,0396 2,3 136,0396; 120,0447 Acide 2-oxalylaminobenzoique
265
13 13,57 355, Ca3H33012 741,1978 741,1886 -0,4 - Quercetin-3-(2G-xylosylrutinoside)
267sh
14 1430 355, C2rH29016 609,1461 609,1461 41 300,0274; 271,023; Rutine
255, 255,0305; 178,9981;
267sh 151,0025
15 14,74 350, C21H19012 463,0882 463,0892 -2,3 300,0276; 271,0244; Quercetine-3-O-glucoside
267sh 255,0288; 243,0328 (isoquercitrine)
16 15,06 350, C27H29015 593,1512 593,1512 -3,1 285,0394; 284,0319; Lutéoline-7-O-rutinoside
265 255,0303; 227,0347
17 15,26 350, C28H31016 623,1618 623,1618 -4,8 315,0490; 299,0174; Isorhamnetine-3-O-rutinoside
267sh 271,0261
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18 15,89 321 C21H19010 431,0984 431,0985 -0,3 269,0547; 268,0454 Apigénine-7-O-glucoside

19 16,56 275, C20H17010 417,0821 417,0834 -1,6 251,0540; 189,0546; Ester de I’acide hydroxybenzoique
315sh CaoHas020 835,1722 835,1833 128 129,0205; 121,0295

20 16,71 275, C20H17010 417,0821 417,0829 -0,5 251,0560; 189,0554; Ester de I’acide hydroxybenzoique
315sh CaoHas020 835,1722 835,1827 -11,9 129,0199; 121,0298

21 16,91 275, C20H17010 417,0821 417,0827 0 251,0561; 189 0549; Ester de I’acide hydroxybenzoique
315sh CaoHas020 835,1722 835,1813 -10,3 129,0191: 1210300

22 17,03 275, C20H17010 417,0821 417,0827 0 251,0549; 189,0562; Ester de I’acide hydroxybenzoique
315sh CaoHas020 835,1722 (835,1802) -8,9 129,0190; 121,0297

Les composés 2, 3, 4, 8 et 9 ont présenté un ion moléculaire commun, [M-H]  m/z 313,05,
correspondant & la formule C13H1309. Deux fragments communs ont été observés : m/z 191,02
(CeH707) et 147,03 (CsH70s). Un troisieme a m/z 129,02 (CsHs04) a été observé pour les
composés 2 et 8 dont I’intensité est relativement plus importante. Le fragment a m/z 191,02 a
été obtenu par une coupure de la liaison ester de ’hydroxybenzoate, C13H1309 - C7HeO2 =
CeH707, correspondrait a 1’acide idarique-1,4-lactone. La fragmentation de ce dernier a conduit
a deux fragments a m/z 147,03 et 129,02 obtenus par les éliminations successives d’une
molécule de CO; (CsH707- CO2 = CsH70s) et d’une molécule d’eau (CsH70s - HoO = CsHs04).
Puisque I’acide idarique-1,4-lactone a plusieurs groupes hydroxyles, et aussi plusieurs
carbones asymétriques, la formation d’isomeres des esters avec I’acide hydroxybenzoique est
possible. Par conséquent, les composés 2, 3, 4, 8 et 9 pourraient étre attribués aux isomeres

d’hydroxybenzoate de 1’acide idarique-1,4-lactone.

Les composés 5 et 10 ont présenté un ion moléculaire commun [M-H] m/z 457,13 (C20H25012)
et un spectre UV caractéristique de 1’acide coumarique ( Amax 290 et 270 nm). La fragmentation
de I’ion moléculaire a conduit a un fragment a m/z 163,04 (C9H-03) d’intensité trés faible
correspondant a 1’élimination d’un diholoside de formule C1:1H180g (un 0se de 5 carbones et un
de 6 carbones). Le fait que le fragment m/z 163,04 (CoH70Oz3) contienne 3 atomes d’oxygeéne au
lieu de 2 et que son intensité soit trés faible confirme qu’il s’agit d’un acide coumarique
glycosylé plutdt que d’un dérivé coumaroyle. La liaison glycosidique est formée entre le
groupe -OH de I’acide coumarique et celui du diholoside. Nous avons attribué les composés 5
et 10 aux isomeres de I’acide trans-p-coumarique 4-O-(2’-O-p-D-apiofuranosyl)-p-D-
glucopyranoside qui est une molécule naturelle et déja identifiée dans I’extrait de Salvia
officinalis [11].

Les composés 6 et 12 ont montré un ion moléculaire [M-H] a m/z 224,0201 (C9HsNOg) et a

m/z 208,0396 (CoHeNOs), respectivement, avec une différence d’un atome d’oxygéne. Leurs
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spectres UV présentent les caractéristiques de I’acide cafféique (Amax: 330, 280 nm) et de I’acide
coumarique (Amax: 310 et 265 nm), respectivement. Ceci suggere qu’il pourrait s’agir de I’acide
nitrocafféique et de 1’acide nitrocoumarique, respectivement. Pourtant, les fragments MS/MS
n’ont pas confirmé cette identification. Deux fragments ont été obtenus pour le composé 6, m/z
152,0349 (C7HsNO3) obtenu par 1’élimination d un C203 (CeHsNOg — C203= C7HsNO3) et m/z
136,0397 (C7HsNO32) obtenu soit par 1’élimination d’un atome d’oxygene en plus (CoHsNOg —
C203— O = C7HeNO), soit par celle de deux CO2 (CgHsNOg — CO2— CO2 = C7HsNO»). Or,
dans la structure de I’acide nitrocafféique, il est impossible d’éliminer un C203, ni deux COo.
Le composé 6 ne pouvait ainsi pas pu étre associé a la structure de I’acide nitrocafféique.

Le méme profil de fragmentation MS/MS a été observé en ce qui concerne le composé 12.
Deux fragments ont été obtenus : m/z 136,0396 (C7HsNO>) obtenu par 1’élimination d’un C203
(CoHeNOs — C203 = C7HsNO?) ; m/z 120,0447 (C7HsNO) obtenu soit par 1’élimination d’un
atome d’oxygene en plus (CoHeNOs — C203 — O = C7HsNO), soit par celle de deux CO». Ce
profil de fragmentation étant incompatible avec la structure de 1’acide nitrocoumarique, le
composé 12 ne pouvait pas étre identifié en tant que tel.

L’exploitation des informations MS/MS, ainsi que celles issues des spectres UV ont conduit a
deux propositions de structure pour les composés 6 et 12 tenant compte de leur formule brute :
I’acide hydroxy-nitrophénylpyruvique (AHNPP) ou acide hydroxy-oxalylaminobenzoique
(AHOB) pour le composé 6 (Figure IV.8A) ; et acide nitrophénylpyruvique (ANPP) ou acide
oxalylaminobenzoique (AOB) pour le composé 12 (Figure 1V.8B). En solution, ces molécules
se présentant sous-forme d’un mélange de tautomeéres céto et énol (équilibre céto-énolique)
[12], il semble que les formes énol soient celles observées pour les composés 6 et 12 sur le
chromatogramme (Figure 1V.6) et ceci en raison de leurs caractéristiques en UV montrant un

systeme conjugué de type cinnamate.
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Figure 1V. 8. Propositions des structures tautoméres pour le composé 6 (A) et le composé 12 (B)
AHNPP : acide hydroxy-nitrophénylpyruvique ; AHOB : acide hydroxy-oxalylaminobenzoique ; ANPP : acide

nitrophénylpyruvique ; AOB : acide oxalylaminobenzoique

Afin d’identifier ces composés, nous avons essay¢ de les isoler par CLHP d’aprés des
conditions décrites dans la partie 11.A.11 en injectant de fagon répétée une solution concentrée
de S-F1 (fraction 1 issue de la CLHP semi-préparative) et en collectant a chaque fois les
fractions correspondantes (LC-F1, correspondant au composé 6, et LC-F2, correspondant au
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composé 12). LC-F1 et LC-F2 ont été retrouvées en CLHP en comparant les spectres UV et
I’intensité des pics a 325 nm enregistrés en CLHP avec ceux enregistrés en CLUHP-DAD-
SMHR.

Un exemple de chromatogramme montrant les fractions collectées en CLHP est presenté a la
Figure IV.9.
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Figure 1V. 9. Chromatogramme en UV (325 nm) d une solution concentrée de
S-F1. Les spectres UV des deux fractions collectées (LC-F1 et LC-F2, Tr= 13,66 et 17,93 min respectivement)

sont présentés, ainsi que celui d’un 3¥™ pic (Tr=17,57 min)

Apres évaporation de I’ACN et de I’AF (contenus dans la phase mobile), les fractions LC-F1
et LC-F2 ont été analysées par CLUHP-DAD-SMHR. Les résultats obtenus ont montré que la
fraction LC-F1 était loin d’étre pure, alors que la fraction LC-F2 ne contenait que trés peu
d’acide idarique-1,4-lactone (Tr=1,27 min), ainsi que de la rutine (Tr=14,49 min)
(Figure 1V.10).
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Figure 1V. 10. Chromatogrammes en UV et en MS de la fraction LC-F1, correspondant au composé 6 (A), et de

la fraction LC-F2, correspondant au composé 12 (B)

La fraction LC-F1 ne pouvait ainsi pas étre analysée par RMN. La fraction LC-F2,
correspondant au composé 12, a quant a elle été analysée par RMN du proton (*H-RMN) dans

de I’oxyde de deutérium (D20). Le spectre obtenu est présente dans la Figure 1V.11.
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Figure IV. 11. Spectre 'H-RMN de la fraction LC-F2 dans D,0

On observe sur ce spectre 2 doublets et 2 triplets entre 6=7-9 ppm. Ces informations
correspondent a une structure typique d’un composé aromatique ayant une substitution en
position-2, ¢’est-a-dire que les 4 protons aromatiques se positionnent cote a cote. Le fait qu’on
n’ait pas obtenu d’autres signaux entre 6=1-5 ppm indique que le composé 12 ne contient pas
de protons aliphatiques ou saturés. Il faut noter que le signal & 6=8,35 ppm correspond au proton
de I’AF résiduel (HCOOH) utilisé dans la phase mobile pour la séparation de la fraction LC-
F2.

Le fait qu’on n’ait pas observe de signaux correspondant aux deux protons Ar-CH=C(OH) dans
le cas d’ANPP peut étre expliqué par I’échange de ces protons avec le deutérium du solvant
utilisé, ces protons étant en effet échangeables. C’est pourquoi 1’analyse *H-RMN de la LC-F2
a été refaite dans le mélange DMSO-d6/H20 (2,5/1, v/v) (Figure IV.12). L utilisation de H.O

au lieu de D2O permet d’observer les protons échangeables.

135



P2 NPP.11.fid L 1400
PROTON-16 DMSO {D:\Data 500\Lordel\lor-1-MZ} lor-1-MZ 10

ny o coaw M NN O T © 0 min 1200
¢3 R SIRE 3 aRRs 338349 I

66 0 NKNKNKN ~ NKNKNKN NNKN S

YA N | N NI -1100

86 84 82 80 78 76 74 72 70 68 66 64 6.2
f1 (ppm)

Figure 1V. 12. Spectre *H-RMN de la fraction LC-F2 dans le mélange DMSO-d6/H.0

Outre les signaux observés précédemment (2 doublets et 2 triplets), deux nouveaux singulets
larges ont été observés a 6=7,63 ppm et a 8=6,95 ppm, qui pourraient correspondre soit aux 2
protons Ar-CH=C(OH) d’ANPP (forme énol) qui sont échangeables entre eux, soit aux 2
protons Ar-NH (forme céto) et Ar=N-C(OH) (forme énol) d’AOB qui sont également
échangeables entre eux.

Ces résultats ne pouvaient pas permettre de privilégier I’une ou ’autre structure (ANPP ou
AOB) pour le composé 12. Par ailleurs, la quantité de LC-F2 collectée était insuffisante pour
envisager une analyse RMN du carbone **C.

Un étalon de I’ANPP a alors été utilisé afin de confirmer ou d’infirmer son identité de structure
avec le composé 12. Une analyse en CLUHP-DAD-SMHR de cet étalon a été réalisée en
utilisant les mémes conditions expérimentales que pour I’analyse de I’extrait et de la LC-F2.
Les chromatogrammes en UV, MS, EIC (m/z 208,02) ainsi que les spectres MS et MS/MS sont
présentés dans la Figure 1V.13.
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Figure 1V. 13. Chromatogrammes en UV, MS, EIC et spectres MS et MS/MS de [’étalon ANPP

Le temps de rétention obtenu pour 1’étalon ANPP (11,4 min) était différent de celui du composé

12 (13,5 min) dans les mémes conditions (Figure 1V.14).
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Figure 1V. 14. Chromatogrammes en UV, MS, EIC de la fraction LC-F2 et les spectres MS et MS/MS du
composeé 12 (Tr= 13,57 min)

Une solution contenant un mélange de 1’étalon ANPP et du composé 12 contenu la LC-F2 a
ensuite eté analysée afin de confirmer la différence de temps de rétention entre les deux et
d’examiner leurs spectres UV dans les mémes conditions expérimentales. Les résultats sont

présentés a la Figure 1V. 15.
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Figure 1V. 15. Chromatogramme en MS de la LC-F2 supplémentée en étalon ANPP et les spectres UV

correspondants

Il a été confirmé que le temps de rétention de I’ANPP est différent de celui du composeé 12,
11,54 min et 13,60 min respectivement. De plus, les spectres UV correspondants sont
¢galement différents tant au niveau du profil qu’au niveau des valeurs de Amax, 267 nm et 310-
265 nm respectivement. Ces résultats nous ont conduit a conclure que le composé 12 n’était
pas I’ANPP.

Nous avons alors exploré la deuxiéme possibilité envisagée concernant 1’identité du composé
12 était, a savoir celle de I’AOB. Dans I’équilibre tautomére de ce dernier, un pH faible favorise
la forme énol, alors qu’a pH élevé c’est la forme céto qui est favorisée (Figure 1V.8B). Dans le
cas ou le composé 12 serait I’AOB, le pic a Tr = 13,57 min (Figure 1V.14) doit correspondre a
la forme énol de I’AOB, le pH de la phase mobile utilisée pour la CLUHP-DAD-SMHR étant
d’environ 2,3 (0,5% d’AF). Le spectre UV du composé 12 montre bien le systeme conjugué de
type acide coumarique. Partant de cette hypothese, le composeé 12 aurait également deux
groupes carboxyliques (aliphatique et aromatique) qui seraient sous-forme protonee
(Figure 1V.8B). Dans ce cas, une augmentation du pH de la phase mobile résulterait en une
réduction importante du temps de rétention en phase inverse du fait d’une déprotonation de ces

deux carboxyles.
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Afin de vérifier cela, nous avons utilisé de 1’eau ultrapure (H20-MQ) a pH 6 environ et de

I’ACN (sans ajout d’AF) comme phase mobile et on a re-analysé la LC-F2 en gardant le reste

des conditions expérimentales inchangées. Les chromatogrammes ainsi que les spectres MS et

UV sont présentés a la Figure 1V.16.
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Figure IV. 16. Chromatogrammes en UV et en MS de la LC-F2 en utilisant H,O-MQ et ACN comme phase

mobile montrant un pic du composé 12 a Tr=0,99 min (A), ainsi que ses spectre MS (B) avec agrandissements
(C et D), MS/MS (E) et UV (F). Le spectre du pic & Tr=13,57 min de la Figure 1V.14 est également présenté (G)

On a ainsi pu constater que le composé 12 a été effectivement élué bien plus rapidement
(Tr=0,99 min) qu’avec une phase mobile a 0,5% d’AF (Tr=13,57 min) (Figure 1V.16A). Ce

changement radical ne peut s’expliquer que par une déprotonation des composés carboxyliques

dans I’H20-MQ (pH d’environ 6) sachant que le pKa de 1’acide benzoique est de 4,2 par

exemple. On constate également que le profil du spectre UV (Figure IV. 16F) est différent de

celui observé avec la phase mobile contenant 0,5% d’AF (Figure IV. 16G). Il y a un seul

maximum d’absorption a Amax 266 nm avec un épaulement a 298sh au lieu de deux Amax 265 et
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310 nm. De plus, I’absorption relative entre le Amax et I’épaulement est aussi différent par
rapport a celle observé entre les deux Amax a 0,5% d’AF. Ce changement de profil du spectre
UV implique un changement structural de la molécule. D’autre part, le pic du composé 12 est
asymétrique avec un épaulement (Figure IV. 16A) ce qui signifie qu’au moins deux composés
de structures différentes y sont présents. Sur la base de ces informations, le composé 12 pourrait
correspondre a I’AOB qui se présente en équilibre tautomere dans les nouvelles conditions
chromatographiques (pH d’environ 6), et a pH acide (2,3), il se présente sous forme énol.

Les informations MS du composé 12 soutiennent cette hypothése de I’AOB. Le spectre MS
(Figure 1V.16B,C) a montré que le composé 12 s’est bien décomposé dans la source en
produisant trois fragments : m/z 164,0346 (CsHsNO3); m/z 136,0404 (C7HsNO-) ; et m/z
120,0458 (trace, C7HsNO), correspondant respectivement a 1’élimination d’un CO2, d’un -CO-
CO; et de deux CO,. D’autre part, en plus des adduits de sodium (m/z 230,0063 [M-2H+Na]")
et de potassium (245,9813 [M-2H+K]"), un groupe de masses a été observé entre m/z 439 et
531 (Figure 1V.16D). Le détail des masses des ions, des formules correspondantes, ainsi que
des ions proposés est présenté dans le Tableau IV.4. On a remarqué que le composé 12 peut
perdre 2 protons et former un Na-adduit ou un K-adduit. Ceci implique 2 groupes du type
carboxyles dans la structure et est donc cohérent avec la structure de I’ AOB.

¢talon de I’AOHB.

Tableau IV. 4. Formules proposées des Na- et K- adduits obtenus suite a l’ionisation du composé 12 & un pH

d’environ 6

Formule lons proposés Masse théorique (m/z) Masse Mesurée Différence
[M-HJ (m/z) (Ppm)
CoHsNNaOs [M-2H+Na] 230,0071 230,0063 3,2
CoHsKNOs [M-2H+K] 245,9810 245,9813 -1,0
Ci1sH12N2NaO1o [2M-2H+Na] 439,0395 439,0384 2,6
Ci1sH12KN2010 [2M-2H+K] 455,0135 455,0115 4,2
CisH11N2Na2010 [2M-3H+2Na] 461,0215 461,0196 4,1
C18H1:KN2NaO1o0 [2M-3H+K+Na] 476,9954 476,9935 4,1
CisH10N2NasO10 [2M-4H+3Na] 483,0034 483,0010 51
Ci18H1:K2N2010 [2M-3H+2K] 492,9693 492,9688 1,2
C18H10KN2Na2010 [2M-4H+K+2Na] 498,9773 498,9747 53
C18H10K2N2NaO1o [2M-4H+2K+Na] 514,9513 514,9492 4,0
C18H10K3N2010 [2M-4H+3K] 530,9252 530,9264 -2,2

Le composé 12 peut aussi former un dimere, puis perdre 2, 3 ou 4 protons et former
respectivement 1, 2 ou 3 Na-adduits, 1, 2 ou 3 K-adduits, 1Na-1K-adduits, 2Na-1K-adduits ou
1Na-2K-adduits. La formation d’autant d’adduits de Na et de K est possible grace a la présence
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des carboxyles et elle est certainement favorisée par 1’ionisation du composé 12 a un pH
d’environ 6. L’ensemble de ces résultats soutient fortement I’attribution du composé 12 a
I’AOB.

Le spectre MS/MS du composé 12 (Figure IV.16 E) est similaire a celui obtenu avec 0,5%
d’AF (Figure IV.14). Les deux fragments a m/z 136,0401 (C7HsNO) et a m/z 120,0451
(C7HsNO) correspondent en effet a ceux observés sur le spectre MS issus de la fragmentation
dans la source décrit précédemment. En résumé, le composé 12 est sans doute 1’AOB. Cette
identification devra toutefois étre confirmée soit par I’utilisation d’un étalon de I’AOB soit par
une collecte plus importante suivie d’une analyse compléte en RMN.

Partant de la conclusion que le composé 12 est bien I’AOB, le composé 6 serait un dérivé
hydroxylé de 1’AOB, soit acide 2-oxalylamino-5-hydroxylbenzoique (AOHB). Cette
hypothese a été établie sur les constats suivant :

- qu’il y a un oxygene de plus dans sa formule (CgHeNOg) par rapport a I’AOB
(CoHsNOs), soit un proton aromatique est remplacé par un groupe —OH ;

- que son profil de fragmentation est similaire a celui de I’AOB avec a chaque fois un
oxygene de plus dans la formule proposée (fragments m/z 152,0349 (C7HsNO3) et m/z
136,0396 (C7HsNO3) pour le composé 6 et fragments m/z 136,0397 (C7HsNO3) et m/z
120,0447 (C7HsNO) pour I’AOB) ;

- et que ses Amax €n UV (330 et 280 nm) sont de 20 et 15 nm plus élevés que ceux de
I’AOB (310 et 265 nm). Ce phénomene de déplacement bathochrome (déplacement
vers le rouge) implique une substitution aromatique par un groupe portant une paire
unique d’électrons (tel qu’un —OH). De plus, une augmentation aussi importante des
Amax (20 nm) est certainement la conséquence d’une substitution en position para- par
rapport au systeme conjugué, car une substitution par —-OH en position ortho- ou méta-
n’entraine que quelques nm de déplacement bathochrome.

En résumé, le composé 6 a été identifié comme étant I’acide 2-oxalylamino-5-

hydroxylbenzoique, ce qui mérite bien évidement une confirmation a travers 1’utilisation d’un

Le composé correspondant au pic 7 a présenté un ion moléculaire [M-H] a m/z 203,0822
(C11H11N202) et un Amax @ 278 nm. Sa fragmentation MS/MS a conduit a la formation de 3
fragments a m/z 186,0602 (Ci11HgN102), 142,0658 (CioHsN) et 116,0492 (CsHsN). Ces
fragments correspondent aux pertes successives d’une molécule de NHz, d’un CO2, puis d’un
d’acétyléne (HC=CH). Ce composé a été identifié comme étant le tryptophane, ce qui a été

confirmé par ’utilisation de tryptophane étalon.
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Le composé 11 a présenté un ion moléculaire m/z 443,1177 (C19H23012) et un spectre UV
caractéristique de 1’acide caféique ou de I’acide férulique (Amax 290 et 320 nm). L’obtention
d’un fragment de I’ion moléculaire a m/z 267,0723 (CoH1509) issu de la perte d’un groupe
féruloyle a confirmé qu’il s’agissait bien d’un dérivé d’ester d’acide férulique. Le méme

composé a été observé dans 1’extrait d’A. emarginatus Labill (chapitre 111) nommé composé 34.

Le composé 13 a montré un ion moléculaire m/z 741,1886 (Ca3H33012) et un spectre UV
caractéristique des dérivés de la quercétine glycosylé (Amax 355, 267sh). Ce composé a été
également identifie chez A. emarginatus Labill (chapitre 111) comme étant la quercétine-3-(2G-

xylosylrutinoside).

Le composé 14 a exhibé un ion moléculaire m/z 609,1461 (C27H29016) et un spectre UV
caractéristique de la rutine (Amax: 355, 255 nm et 267sh). Le fragment obtenu a m/z 300,0274
(C15HsOy7) est attribué a la quercétine en raison de la perte du groupe rutinosyle (C27H29016 -
C15HgO7 = C12H2109). Ce composé a été identifié comme étant la rutine. Cette identification a

par ailleurs été confirmée par les résultats de I’analyse d’un étalon.

Le composé 15 a présenté un ion moléculaire a m/z 463,0892 (C21H19012) et un spectre UV
similaire a celui du composé 14 (Amax: 350 nm, 267sh). L’obtention du fragment a m/z 300,0276
(C1sHgO7), provenant d’une perte du groupe glucosyle (C21H19012 - Ci1sHgO7 = CeH110s),
indique qu’il s’agit d’un dérivé glycosylé de la quercétine. Ce composé a été identifié comme
étant la quercétine-3-O-glucoside (isoguercitrine), ce qui a été confirmé par les résultats de

I’analyse d’un étalon.

Le composé 16 a exhibé un ion moléculaire a m/z 593,1512 (C29H29015), et un spectre UV
similaire a celui de la rutine (Amax: 350, 265 nm). Les fragments obtenus a m/z 285 (C15HgOg)
et 284 (C1sHgOs) confirment qu’il s’agit d’un flavonoide avec 4 groupes hydroxyles dans son
aglycone. Ce composé a ensuite été identifié comme étant lutéoline-7-O-rutinoside, ce qui a

été confirmé par les résultats de I’analyse d’un étalon.

Le composé 17, présentant un ion moléculaire a m/z 623,1618 (C2sH31016) et un spectre UV
caractéristique des dérivés glycosylés de la quercétine ou de 1’isorhamnétine (Amax: 350 nm,
267sh), a eté identifié comme étant I’isorhamnétine-3-O-rutinoside en raison de son profil de
la fragmentation en MSMS. Les fragments observés aux m/z 315,0490 (C16H1107) et 299,0174
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(C15H707) sont caractéristiques de ’aglycone des flavonols ayant 4 groupes hydroxyles et un
groupe méthoxy. Ces fragments ont ¢été¢ successivement obtenus par une ¢élimination d’un
groupe rutinosyle (C2sHz1016 - C16H1107 = C12H2009) et d’une molécule de méthane (C16H1107

-C15H707 = CHa). Cette identification a été confirmée par les résultats de 1’analyse d’un étalon.

Le composé 18 a exhibé un ion moléculaire a m/z 431,0985 (C21H19010) et un spectre UV avec
un Amaxa 321 nm. Un fragment de m/z 268,0454 (C1sHgOs) correspondant & un flavone ayant 3
groupes hydroxyle a été obtenu suite a la perte du groupe glucosyle (C21H19010 - CeH1105 =
C15HgOs). Le composé 18 a été identifié comme étant 1’apigénine-7-O-glucoside, ce qui a eté

confirmé par les résultats de ’analyse d’un étalon.

Les composés 19, 20, 21 et 22 ont présenté un ion moléculaire commun a m/z 417,08
(C20H17010) et un ion de dimére 835,18 (CaoHz5020). La fragmentation MS/MS de 1’ion
moléculaire a produit plusieurs fragments dont 1’'un a m/z 121,03 (C7Hs0.) correspondrait a
I’ion hydroxybenzoyle. Par conséquent, ces composes ont été provisoirement identifiés comme

étant des esters de 1’acide hydroxybenzoique sans connaitre 1’identité de la partie de 1’alcool.

Pour conclure, on peut constater une grande ressemblance de composition chimique entre
ACe50 et AEE30 (I’extrait d’AEL) concernant les composés flavonoiques, mais avec une
moindre richesse en hydroxycinnamates qui sont majoritaires chez AEL. Des molécules
comme I’acide idarique-1,4-lactone et ses isomeres, I’acide 2-oxalylamino-5-
hydroxybenzoique, I’acide 2-oxalylaminobenzoique et les esters de 1’acide hydroxybenzoique,
identifiés dans D’extrait ACg50, n’ont pas été détectés dans I’extrait AEg30. A notre
connaissance, ces composes sont identifiés pour la premiere fois dans chez le genre Astragalus.
Finalement, bien que ces deux plantes appartiennent au méme genre et se développent dans les

mémes conditions climatiques, elles ont montré des compositions chimiques assez différentes.

IVV.3. Activités biologiques

IV.3.1. Activité anticancéreuse

Comme pour I’extrait AEE:30, I’activité anticancéreuse de 1’extrait ACg50, ainsi que celle des
fractions S-F1 et S-F2 (issues de la CLHP semi-préparative) ont été évaluees a différentes
concentrations pour 1’extrait et ses fractions (100, 150 et 300 pg/mL) sur la lignée cellulaire
AsPC-1 pendant 72 h.

144



Les résultats ont montré d’abord que le DMSO, solvant utilisé pour dissoudre I’extrait et ses
fractions, n’a pas d’effet sur la survie ni la croissance des cellules AsSPC-1 comparativement au
témoin négatif (cellules non traitées) (Figure 1V.17 a,b). Le célastrol utilisé a 50 uM comme
un témoin positif, a quant a lui provoqué une mortalité cellulaire de 96% (Figure 1V.17 c). Pour
ce qui est de I’extrait ACg50 et des fractions S-F1 et S-F2, aucune différence ne pouvait étre

observée entre les cytogrammes obtenus et celui du control négatif (Figure 1V.17 a,d,e,f).
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Figure 1V. 17. Cytogrammes présentant les résultats de ’analyse de I’activité anticancéreuse de [’extrait
ACke:50 et de ses fractions (S-F1 et S-F2) par cytométrie en flux avec une détection a /’annexine V-FITC | IP

Ce résultat est surprenant dans la mesure ou I’activité anticancéreuse de la rutine, identifice
comme constituant majoritaire de I’extrait ACg50, a été rapportée par plusieurs études [13—
15]. Ben Sghaier et al. ont par exemple montré sa cytotoxicité sur diverses cellules cancéreuses
(A549, HT29 and Caco-2) [16]. Caparica et al. ont étudié I’activité anticanceéreuse de la rutine
sur les cellules cancéreuses rénales (vero et 786-0) et ont montré qu’une concentration de 250
UM provoquait une diminution de viabilité des cellules vero de 52,1% et des cellules 786-0O de
25,3% [17].
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Partant de ce constat, la fraction S-F2 a eté préparée a 439 uM (équivalent a 250 uM de rutine
pure) en se basant sur un rapport de 5 mg rutine pour 100 mg extrait sec (calculé d’apres les
surfaces des pics et le rendement de 1’extraction) et son activité a été évaluée contre les cellules
ASPC-1. Parallélement, I’activité de la rutine pure a été évaluée aux concentrations de 300, 500
et 1000 uM. L’analyse par cytométrie en flux n’a permis de mettre en évidence aucune activité
anticancéreuse, ni de la fraction S-F2 (439 uM), ni méme de la rutine aux concentrations
utilisées (Figure 1V.18).
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Figure 1V. 18. Résultats d’analyse de [’activité anticancéreuse de la rutine (300, 500 et 1000 pM) et de la
fraction S-F2 (439 uM)

Sachant que le célastrol montre une activité nettement visible sur la viabilité des cellules AsPC-
1, cette absence d’activité de la rutine et de la fraction S-F2 (contenant la rutine) est a mettre
sans doute sur le compte du mode d’action de cette molécule en rapport avec le type de cellules
cancéreuses utilisees. Ce résultat pose la question du choix des cellules test en fonction des
molécules anticancéreuses considérées dont certaines, selon leurs structures, pourraient avoir
une action bien plus ciblée que d’autres. Cela pose également la question des résultats négatifs

obtenus sur les cellules AsPC-1 avec I’extrait AEE:30 et qui pourraient eux aussi étre liés aux
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structures et au spectre d’activité des molécules bioactives contenues dans cet extrait.
L’utilisation d’autres lignées cellulaires aurait sans doute permis d’observer un effet

antiprolifératif des extraits d’AEL et ’ACW.

IV.3.2. Activité anti-inflammatoire

L’activité anti-inflammatoire de 1’extrait ACg50 et de ses fractions S-F1 et S-F2 a été évaluee
par mesure de la capacité de 1’extrait a inhiber la sécrétion du TNF-a libéré par les cellules
THP-1 stimulées par LPS. Les résultats ont montré que 1’extrait ACg50 a une concentration
de 300 ug/mL permet d’inhiber la sécrétion de TNF-a par les cellules stimulées par des LPS
(Figure 1V.19 a,b,d). L’effet observé est comparable a celui du célastrol utilisé comme contréle

positif (Figure 1V.19e).
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Figure 1V. 19. Cytogrammes représentant [ effet de [’extrait ACg: 50 sur la sécrétion de TNF-a par des cellules
THP-1 stimulées par des LPS

Les fractions F1 et F2 quant a elles n’ont pas montré d’effet inhibiteur sur la sécrétion de TNF-
a (Figure 1V.20 c,d). Ceci pose la question de 1’origine de 1’activité observée de 1’extrait total

ACke:50, constitué essentiellement des fractions S-F1 et S-F2. Une action synergique entre deux
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ou plusieurs molécules contenues dans ACg:50 n’est pas a exclure pour expliquer I’activité de
cet extrait. Cette synergie serait perdue suite au fractionnement et de la séparation des

molécules qui y seraient impliquées.
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Figure 1V. 20. Cytogrammes représentant [’effet des fractions S-F1 et S-F2 sur la sécrétion de TNF-o par des

cellules THP-1 stimulées par des LPS

IV.3.3. Activité antimicrobienne

En utilisant le test de diffusion sur milieu de culture gélosé, I’activité antimicrobienne de
I’extrait ACg50 et de ses fractions S-F1 et S-F2 a été testée contre une trentaine souches
bactériennes a Gram-positif et a Gram-négatif, une souche de levure et une souche de
moisissure. Avec ce test, il n’a pas été possible de mettre en évidence une quelconque activité
antimicrobienne de I’extrait ACg:50, ni de ses deux fractions contre les microorganismes testés.
Le contrdle positif utilisé consistant en des peptides antimicrobiens de type bactériocine a quant
a lui permis d’obtenir des zones claires d’inhibition de croissance.

Le constituant majoritaire d’ ACg50 et de la fraction F2, la rutine, n’est pas connue pour avoir
une activité antimicrobienne. Une étude réalisée par Nizer et al. est en effet arrivée a cette

conclusion en testant la rutine sur 4 especes de champignons, 9 souches bactériennes Gram™ et
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5 souches Gram* [18]. Toutefois, comme il n’y a pas que la rutine dans I’extrait (d’autres
molécules y sont présentes ainsi que dans la fraction S-F1), cette absence d’activité
antimicrobienne pourrait simplement étre due a 1’absence de molécules ayant une telle activité

biologique ou a leur présence en quantités trés faibles.

IV.4. Conclusion

Ce chapitre a illustré les résultats d’une étude faite pour analyser la composition chimique,
I’activité anti-radicalaire et les activités anticancéreuse, anti-inflammatoire et antimicrobienne
de la partie aérienne d’A. coluteoides Will (ACW). Les essais TEAC, ORAC, DPPH et CLHP-
ABTS"™ ont révélé la présence d’une activité anti-radicalaire importante dans I’extrait ACgt50.
Parmi les solvants testés, I’éthanol a 50% a en effet montré la meilleure capacité d’extraction
des composés antioxydants de la partie aérienne d’ACW. En utilisant la CLHP-ABTS™, il a
été montré que la rutine était le composé majoritaire de cet extrait et le principal contributeur
a son activité anti-radicalaire. Une vingtaine d’autres composés a été identifiée par UHPLC-
DAD-HRMS comprenant des flavonoides, des dérivés des acides phénoliques et des composes
non flavonoiques. Parmi ces derniers, des molécules comme 1’acide idarique-1,4-lactone et ses
isomeres, I’acide 2-oxalylamino-5-hydroxybenzoique, I’acide 2-oxalylaminobenzoique et les
esters de I’acide hydroxybenzoique, ont été identifiés pour la premiére fois chez le genre
Astragalus.

En plus de I’activité anti-radicalaire, I’extrait ACg50 a exhibé une activité anti-inflammatoire,
mais il n’a pas été possible d’observer d’activité anticancéreuse ou antimicrobienne. |l faut
toutefois noter que le protocole d’extraction a été bioguidé par des tests d’activité antioxydante.
Bien que cette activité puisse étre liée a des activités anticancéreuses ou antimicrobiennes, ces
derniéres n’ont pas été directement prises en compte lors de 1I’optimisation de ce protocole. La
présence de molécules ayant de telles activités dans la partie aérienne d’ACW n’est donc pas a
exclure entiérement. Il n’en reste pas moins que cette plante pourrait étre une source naturelle

de rutine qui est largement utilisée dans les industries chimiques, cosmétiques et alimentaires.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Le recours aux plantes médicinales pour soulager des douleurs et guérir des maladies reste une
pratique répandue, non seulement dans les régions du monde ou I’acces a la médecine moderne
est difficile, mais aussi dans les pays développés ou il connait un regain d’intérét. A tort ou a
raison, la médication par les plantes est en effet réputée avoir un pouvoir thérapeutique efficace,
tout en étant "plus douce” et en ayant moins d’effets secondaires que la médecine
conventionnelle. Ce regain d’intérét est également favorisé par une tendance plus globale de
"retour a la naturalité" des citoyens consommateurs et par conséquent par un intérét croissant
des industries, pharmaceutique et dermo-cosmétique entre autres, pour les molécules bioactives
d’origine végétale. Si ’on considére que la vaste majorité des ressources végétales restent
inexplorées pour ce qui est de leur bioactivité, il s’agit 1a d’une tendance qui ne pourrait que
s’accroitre.

Le pouvoir thérapeutique des plantes est attribué aux métabolites secondaires qu’elles
produisent tels que les flavonoides, les acides phénoliques, les tannins, les alcaloides et les
terpénoides qui sont capables d’interférer avec les processus d’initiation et de développement
d’une grande diversité de pathologies. Des progrés considérables ont été réalisés ces deux
derniéres décennies dans la compréhension des interactions entre ces métabolites et les
processus pathologiques. Ces progrés n’auront pas été possibles sans le développement de
techniques analytiques performantes et leur association a des tests biochimiques ou
biologiques, ce qui permet de bioguider les processus de fractionnement et de purification vers
la découverte des molécules ayant réellement un intérét.

Notre étude a été inscrite dans ce contexte et a consisté a explorer 1’activité anti-radicalaire et
les activités biologiques (anticancéreuse, anti-inflammatoire et antimicrobienne) des parties
aériennes d’A. emarginatus Labill. (AEL) et A. coluteoides Will. (ACW), deux plantes de la
famille de fabacées et du genre Astragalus utilisées dans la médecine traditionnelle libanaise.
Parallélement, les compositions chimiques d’AEL et d’ACW ont été étudiées dans 1’objectif
d’isoler et d’identifier les molécules responsables des activités observées.

Des extraits de ces deux plantes utilisant des solvants de polarités différentes ont exprimé une
activité anti-radicalaire qui a été évaluée par plusieurs essais (TEAC, ORAC, DPPH et CLHP-
ABTS™). Les résultats ont révélé que les extraits hydroéthanoliques avaient I’activité anti-
radicalaire la plus importante : 1I’éthanol a 30% pour AEL (AEg30) et a 50% pour ACW
(ACEt50). Nos efforts ont alors porté sur 1’étude de la composition chimique de chacun de ces

deux extraits afin d’identifier les composés antioxydants.
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Ainsi, une quarantaine de composés ont ét¢ identifiés dans 1’extrait AE£30 par CLUHP-DAD-
SMHR. Ces composés pouvaient étre regroupés en deux familles: les dérivés des
hydroxycinnamates et les flavonoides. Parmi ceux-ci, une dizaine de composés, des dérivés de
I’acide caféique et des dérivés glycosides de la quercétine, ont été identifiés comme
antioxydants par CLHP-ABTS™. L’une des caractéristiques structurales communes de ces
dérivés est la présence d’une fonction catéchol. Une étude de la relation structure-activité a
montré que le réle de cette fonction était central dans leur pouvoir antioxydant. Les essais
menés sur l’extrait AEg30 et portant sur la recherche d’activités anticancéreuse, anti-
inflammatoire et antimicrobienne n’ont pas permis de mettre en évidence de telles activités.
Au vu de ces résultats, I’intérét avéré de cet extrait d’AEL est celui d’une source potentielle
d’antioxydants naturels.

En ce qui concerne I’extrait ACgt50, 1’analyse par CLUHP-DAD-SMHR a montré une
composition chimique sensiblement différente de celle de 1’extrait AEE:30, particulierement en
ce qui concerne les composés non flavonoiques. Des composeés tels que 1’acide idarique-1,4-
lactone et ses isomeéres, I’acide 2-oxalylamino-5-hydroxybenzoique, I’acide 2-
oxalylaminobenzoique et les esters de 1’acide hydroxybenzoique ont pu pour la premiere fois
étre identifiés chez les astragales. Une vingtaine de composés au total a été identifiée
comprenant en particulier des flavonoides et des dérivés des acides phénoliques. Du point de
vue du pouvoir antioxydant, les analyses effectuées sur 1’extrait ACg:50 par CLHP-ABTS ™ ont
montré qu’un composé majoritaire, la rutine, était le principal responsable de [’activité
observée. La partie aérienne d’ACW pourrait ainsi constituer une source naturelle de cet
antioxydant. Comme pour AEL, il n’a pas été possible de mettre en évidence une activité
anticancéreuse ou antimicrobienne dans le cas d’ACW, mais une activité anti-inflammatoire a
pu étre observée a travers la mesure de la capacité de I’extrait ACg:50 a inhiber la sécrétion du
TNF-a libéré par les cellules THP-1. Cette activité mérite d’étre confirmée sur d’autres lignées
cellulaires et le ou les composés qui y sont impliqués devront étre identifiés.

Les deux astragales ayant fait I’objet de ce travail ont exhibé une activité antioxydante et les
composés responsables de cette activité ont été identifiés. Elles pourraient constituer des
sources naturelles pour ces composés avec des applications possibles dans les industries
chimiques, cosmétiques et alimentaires. Le protocole d’extraction pourrait étre davantage
optimise afin de cibler prioritairement les molécules individuelles recherchées.

A D’exclusion de I’activité anti-inflammatoire chez ACW, il n’a pas été possible de déceler
d’autres activités biologiques (anticancéreuse et antimicrobienne). Dans la mesure ot parmi

les molécules identifiées chez les deux especes d’astragales, plusieurs sont connues pour avoir
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de telles activités biologiques, ce résultat négatif pourrait étre lié a des quantités insuffisantes
de molécules bioactives ou a la nature méme des essais biologiques. C’est le cas par exemple
des alcaloides qui sont notoirement connus pour leurs activités antimicrobiennes,
anticanceéreuse et anti-inflammatoires et qui ont été détectés dans les extraits AEE:30 et ACg50.
En effet, le protocole d’extraction retenu dans notre étude est bioguidé par des tests d’activité
antioxydante, les autres activités bien que pouvant étre en partie due a une activité antioxydante
n’ayant pas été directement prises en compte lors du développement de ce protocole. Cela
pourrait avoir abouti & des extraits ou les molécules non antioxydantes mais qui auraient
d’autres activités d’intérét seraient exclues ou présentes en quantités trop faibles pour étre
détectées dans des bio-essais.

Pour ce qui concerne les bio-essais utilises, la nature des lignées cellulaires peut étre
déterminante dans la mesure ou I’activité de certaines molécules peut étre souche-dépendante.
Cela peut également aboutir a une absence de détection de certaines molécules bioactives.
D’autres lignées cellulaires devraient étre testées pour confirmer cette absence d’activités

anticancéreuse et inflammatoire (chez AEL) notamment.
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ANNEXES

Annexe. 1. Effet de la température sur [’activité anti-radicalaire représenté par l’aire totale des pics a 412 nm
en CLHP-ABTS™
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7 S Dol ces
Etude des molécules bioactives et de leurs
activités chez deux espéces d’astragales
utilisées dans la médecine traditionnelle :
Astragalus emarginatus Labill. et Astragalus
coluteoides Will.

Résumé - La phytothérapie et le recours aux plantes médicinales pour prévenir ou traiter diverses maladies
remontent a I'antiquité. De nos jours, les industries pharmaceutiques et cosmétiques sont constamment a la
recherche de molécules bioactives naturelles pour diverses applications. Ce travail de these a consisté a
rechercher des composés a intérét thérapeutiques dans les parties aériennes d’Astragalus emarginatus
Labill. (AEL) et d’Astragalus coluteoides Will. (ACW), deux plantes utilisées dans la médecine traditionnelle
libanaise. En utilisant les essais TEAC, ORAC et DPPH il a été possible de montrer un pouvoir anti-radicalaire
dans divers extraits des deux plantes préparés avec des solvants de polarités différentes (eau, méthanol,
éthanol, chloroforme et acétate d’éthyle). Les extraits hydroéthanoliques, EtOH 30% pour AEL (AEg30) et
EtOH 50% pour ACW (ACg:50) ont montré l'activité anti-radicalaire la plus importante. Une analyse CLHP-
ABTS™ a déterminé précisément les molécules antioxydantes dans chacun de ces extraits. Ensuite, une
analyse CLUHP-DAD-SMHR a mené a l'identification de ces molécules, ainsi que d’autres constituants de
ces deux extraits. Ces identifications ont montré d’'une part, la présence de deux catégories de composés
dans l'extrait AE&30, les flavonoides et les hydroxycinnamates, et d’autre part que les dérivés de I'acide
caféique et les dérivés glycosilés de quercétine sont a l'origine de I'action antioxydante. L’extrait ACg50 a
révélé quant a lui une composition chimique différente de celle de I'extrait AE30 surtout s’agissant des
composés non flavonoiques. La rutine y a été identifiée comme I'antioxydant principal. Ces résultats ont
lintérét d’AEL et ’ACW comme une source des antioxydants naturels. Des tests cellulaires d’activités
anticancéreuse, anti-inflammatoire et antibactérienne n’ont par contre pas permis de mettre en évidence de
telles activités a I'exception de I'activité anti-inflammatoire dans I'extrait ACg50.

Mots clés : Astragalus emarginatus Labill., Astragalus coluteoides Will., antioxydant, CLUHP-DAD-SMHR

Abstract - The use of medicinal plants to prevent or treat various diseases dates back to ancient times.
Nowadays, the pharmaceutical and cosmetic industries are constantly on the lookout for natural bioactive
molecules for various applications. This thesis work consisted in investigating compounds of therapeutic
interest in the aerial parts of Astragalus emarginatus Labill. (AEL) and Astragalus coluteoides Will. (ACW),
two plants used in traditional Lebanese medicine. Using the TEAC, ORAC and DPPH assays, it was shown
that extracts from the two plants using solvents of different polarities (water, methanol, ethanol, chloroform
and ethyl acetate) had anti-radical activity. The hydroethanolic extracts, 30% EtOH for AEL (AEg30) and
50% EtOH for ACW (ACg:50) showed the highest activity. HPLC-ABTSe+ analysis was used to isolate the
antioxidant molecules in each of these extracts, and subsequent UHPLC-DAD-HRMS analysis was used to
identify these molecules as well as other constituents of the extracts. In the AE30 extract, it was shown that
antioxidants belong to two categories of compounds, the flavonoids and the hydroxycinnamates, and that
the derivatives of caffeic acid and the glycosylated derivatives of quercetin are at the origin of the antioxidant
activity. The ACg50 extract revealed a chemical composition different from that of the AE&:30, especially with
regard to non-flavonoid compounds. Rutin has been identified as the main antioxidant of ACg50. These
results showed that AEL and ACW may be of interest as sources four natural antioxidants. Cellular tests for
anticancer, anti-inflammatory and antibacterial activities, on the other hand, failed to demonstrate such
activities with the exception of the anti-inflammatory activity in the ACg50 extract.

Keywords: Astragalus emarginatus Labill., Astragalus coluteoides Will., antioxidant, UHPLC-DAD-HRMS
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