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TITRE DE LA THESE EN FRANCAIS :
LA FLORE ALPINE COMME SOURCE DE COMPOSES BIOACTIFS
RESUME DU PROJET DE LA THESE EN FRANGAIS :

Depuis toujours, 'Homme exploite la nature et particulierement le monde végétal
dont les métabolites secondaires constituent une source complexe et originale de
principes actifs. En particulier, ce projet de recherche consiste en ['étude
phytochimique et biologique, pour des aspects thérapeutiques ou cosmétiques, des
plantes endémiques des Alpes peu étudiées et soumises a des conditions de stress
particulieres (tfempérature, UV, altitude, etc.). Les criteres de sélection des plantes ont
été établis de maniere collaborative entre le DPM et I'entreprise CHANEL Parfums
Beauté, parmi lesquels on peut citer: la faible description dans la littérature, la
disponibilité du matériel végétal, I'utilisation de ces plantes en médecine traditionnelle
ou encore l'intérét des profils biologiques et/ou phytochimiques. Ces différents
aspects de I'étude ont fait intervenir plusieurs collaborations : des botanistes de la SAJF
pour la localisation et I'identification des espéces a récolter, une anthropologue ou
encore des biologistes, déja impliqués dans des projets de recherche avec le DPM.
Apres une étude générale des métabolites secondaires sur 22 plantes, une nouvelle
sélection a abouti & un travail plus approfondi notamment sur une espéece : Ajuga
pyramidailis L., pour laquelle une caractérisation précise de sa composition a été faite
jusqu'a I'isolement de 5 composés qui ont fait I'objet d'une description précise (HRMS,
RMN, cristallographie).

MOTS CLES EN FRANGAIS :

Plantes Alpines, Métabolites secondaires, Dermo-cosmétique

TITRE DE LA THESE EN ANGLAIS :
ALPINE FLORA AS A SOURCE OF BIOACTIVE COMPOUNDS
RESUME DU PROJET DE LA THESE EN ANGLAIS :

Humans have always benefitedfrom nature and more particularly, from the vegetal
world, that can provide secondary metabolites, which constitute a complex and
original source of active substances. This research project consists on phytochemical
and biological analyses of Alpine plants, for their therapeutic or cosmetic applications.
These plants have been poorly studied so far while they are potentially of major interest
due to their stressful living conditions (temperature, UV, altitude, etc.). Selection criteria
of plants were jointly established by DPM and CHANEL, based on the little description
in the literature, the availability of vegetal material, the use of these plants in traditional
medicine and the interest of biological or/and phytochemical profiles. The study



involved several collaborations: some botanists from the SAJF for the localization and
the identfification of the species to be harvested, an anthropologist and some
biologists, already involved in other research projects with the DPM. After the general
study of secondary metabolites of 22 plants, a new selection was made on a specie:
Ajuga pyramidalis L. Then a precise characterization of its composition was then
undertaken until the isolation of 5 compounds which have been precisely described
(HRMS, NMR, crystallography).
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De tout temps, les produits naturels ont été utilisés par 'Homme. Depuis le paléolithique
jusqu'au XXleme siecle I'intérét pour les plantes a évolué. Au départ, utilisées seulement
pour I'alimentation, les ressources naturelles ont permis & I’'Homme de se développer,
il I'utilise maintenant comme source multiple d'étude et de valorisation.

La nature représente en effet une ressource inépuisable d'inspiration, elle est
comparable a des petites usines biochimiques avec des millions d'années d'évolution
équivalente a autant d'année de R&D. Toutefois, cetfte richesse n'est pas
équitablement répartie sur le globe, elle est concentrée dans ce qu'on appelle des
hotspots de biodiversite. Ces zones de protections sont récentes et ont évolué au
cours du temps en fonction des changements géo-climatiques. Aujourd’hui, ceux-ci
représentent seulement 2,4 % de la surface des continents mais ils regroupent 43 % des
especes vertébrées terrestres et 53 % des especes végétales de la planete. !l

La région Provence-Alpes-Cote-d'Azur (PACA) fait partie d'un des 36 hotspots actuels
de biodiversité dans le monde. Elle présente une frés grande diversité de milieux
associant des caracteres méditerranéen et alpin. La Station Alpine Joseph Fourier
(SAJF) se situe a la croisée des régions Auvergne-Rhéne-Alpes et PACA, des Alpes du
Nord et des Alpes du Sud, ainsi que des Alpes externes humides et des Alpes internes
seches. La combinaison de ces facteurs climatiques explique la diversité floristique
unique de la région du Lautaret.l2l Mes travaux de these s'inscrivent de ce fait dans un
projet visant a valoriser la biodiversité végétale régionale, dans des domaines tels que
la pharmaceutique ou la cosmétique.

Dans le domaine pharmaceutique, les besoins en nouveaux actifs sont de plus en plus
importants. En effet, la population vieillissante, la résistance aux antibiotiques et la
recrudescence de nouvelles maladies représentent de véritables problemes de santé
publique.4 Dans cette recherche toujours plus poussée de molécules originales aux
propriétés biologiques particulieres, les produits naturels sont utilisés comme source de
structures chimiques inédites et comme inspiration pour la découverte et la
conception de futurs médicaments. C'est particulierement le cas dans les domaines
des anticancéreux et des anti-infectieux pour lesquels 75 % des nouveaux principes
actifs sont des molécules naturelles ou directement dérivées de celles-ci.l®!

L'évolution de la cosmétologie a été considérable ces derniéres années, notamment
parle nombre de nouvelles substances naturelles mises surle marché et par la pression
de plus en plus forte sur leur réglementation.lél L'importance des connaissances est
d'autant plus nécessaire que les produits cosmétiques, qu'ils soient innovants ou
traditionnels, simples ou sophistiqués, ont aujourd'hui presque tous une efficacité
prouvée.l’-?1 Le progres indéniable attribué aux produits cosmétiques est en grande
partie d0 aux ingrédients actifs. En effet, leur utilisation en formulation ne peut étre
validée que s'ils sont accompagnés a la fois d'une analyse approfondie de leur



Infroduction générale

composition chimique, d'un dossier toxicologique suffisant qui démontre leur innocuité
ainsi que d'une étude d'efficacité.

Ce mémoire de thése s’articule autour de trois parties. La premiere, introduisant le
contexte d’'étude, ainsi que I'histoire de I'emploi des plantes par I'Homme, du
paléolithique jusqu’'a aujourd’hui. La deuxieme partie, sera le coeur de ce manuscrit
recensant la totalité des travaux effectués sur une portion de la biodiversité du
Lautaret. Enfin, la derniere partie permettra de détailler les méthodes, appareillages
et résultats obtenus.

Page | 8
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1.1 DES PLANTES ET DES HOMMES

Depuis les premiéres traces d'humanité au paléolithique, I'utilisation des plantes est
constante.l'011 Du fait de leur disponibilité, les plantes et les ressources naturelles sont
utilisées dans un premier temps pour la survie de I'espéece. Les plantes fournissent de
nombreux éléments pour I'alimentation, avec des fruits, des noix, des graines ou
encore des jeunes pousses.[1213] A |a fonction alimentaire, s’associe tres tét I utilisation
matérielle des plantes. En effet, 'emploi des matieres végétales tient une place
majeure dans I'évolution de I'Homme, gréce au bois, aux feuilles, aux cordages
naturels ou encore aux résines. Toutes ces ressources permettent la fabrication de
nombreux objets, outils ou bien encore d’'abris.l'4 Les premiers étres humains
découvrent aussi les propriétés médicinales des plantes en observant les animaux qui
les entourent.l1514] |Is les utilisent alors autant en application topique qu’entérale. Des
baumes sont créés a partir de broyats de plantes pour soulager les brllures comme
pour aider a la cicatrisation. En usage interne, des infusions sont utilisées a partir de
mélanges de plantes pour soigner aussi bien la toux que pour réduire les douleurs. Un
des anciens remedes les plus connus est I'utilisation du pavot.l'”l Encore aujourd’hui,
le pavot, et notamment la morphine qu’'il contient, est utilisé en médecine pour
soulager les douleurs.l'8 Cependant toutes ces applications du monde végétal ne
sont que matérielles, et les plantes proposent bien d’'autres choses encore : ce sont
des amorces innombrables pour I'imaginaire. Le monde végétal, c’est autant de
formes, de couleurs et d'odeurs qui font partie de traditions et cérémonies spirituelles
pour de nombreux peuples.l1?.20l

Toutefois, I'emploi des plantes a longtemps eu lieu sans que les humains n'en
connaissent les spécificités biologiques. lIs les utilisent sans savoir comment et pourquoi
elles agissent. Il faut attendre les égyptiens, qui sont les premiers & développer I'art de
I"horticulture, pour commencer a rassembler des connaissances sur les plantes, leurs
méthodes de propagation et de mise en culture.2l C'est ainsi, qu'autour ou méme
au ceeur des cités, les plus riches possedent des jardins ou sont cultivées des plantes
médicinales mais aussi ornementales. Les premiéres traces écrites d'utilisation de
plantes dans des remedes ont été découvertes par des archéologues en 1960 sur une
tablette sumérienne datant de 3000 ans avant J.-C. ainsi que sur un papyrus datant
de 1500 avant J.-C.l'él Ces documents décrivent différentes recettes de préparations
médicinales contenant des plantes encore employées aujourd’hui comme le safran
ou bien la myrrhe. Les égyptiens utilisent également les plantes comme produits
cosmétiques, notfamment des gommes parfumées qu'ils obtiennent en broyant les
racines de végétaux ou encore des fards congus 4 partir du coquelicot ou de la
mUre.l"¢ Mais les plantes ne sont encore étudiées que grossierement a cette époque,
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car le végétal est considéré comme inférieur : il n'est pas doté de fonction motrice
propre. Il ne mérite alors pas d'observation fidele.[22

La véritable histoire des plantes commence donc un peu plus tard, en méme temps
que le grand mouvement intellectuel né chez les Grecs au Veme siecle avant J.-C.[22
Leur mode de pensée, ouvert et méthodique, leur permet d'établir les bases de la
médecine humaine. Tres tot, des ouvrages rassemblent les connaissances acquises sur
les plantes. Ce ne sont pas des traités de botanique comme nous pouvons I'entendre
aujourd’hui, mais ils permettent d'identfifier les plantes et d’en connaitre leurs vertus.
Les dernieres connaissances grecques en pharmacologie sont préservées par
Dioscoride! dans son ouvrage « De Materia Medica » qui décrit plus de 800 plantes,
avec leurs noms, leur habitat, leur distribution géographique et leurs utilisations. Cet
ouvrage devient alors la référence en matiere de pharmacologie jusqu'a la
Renaissance.

Le Moyen &ge est une période sombre pour la botanique et les tfravaux sur les plantes
n'avancent que fres lentement. Les moines établissent cependant des jardins de
monastere aussi appelés « jardins des simples » ou ils cultivent des plantes aux vertus
médicinales mais aussi condimentaires comme le thym, la sauge ou la mélisse. lls
participent également a la retranscription des avancées acquises durant les derniers
siecles. Pendant ce temps, la médecine Arabe évolue elle aussi avec notamment le
travail d'lbn al-Baitar et son ouvrage « Kitdb al-Gami* li-mufradat al-adwiya wa-I-
agdiya - le traité des simples », qui regroupe la majorité des informations connues de
I'empire Arabe, de I'Est (Iran et Iraq), du Nord de I'Afrique et de I'Espagne du Vllleme
et IXeme siecle. 3]

Le réveil d'un engouement pour les plantes s'‘amorce & la Renaissance en Europe
lorsque la botanique devient une matiére universitaire enseignée aux médecins. A
cette époque le regard de I'Homme surla nature, et particulierement sur les végétaux,
change. Les anciens ftraités sont redécouverts et commentés. L'invention de
l'imprimerie au cours du XVéme siecle révolutionne la diffusion des connaissances et de
nombreux herbiers imprimés remplacent les manuscrits. A ce moment-Id, la science
botanique commence a étre considérée comme une étude des plantes en elles-
mémes et plus seulement pour leurs propriétés médicinales. De nombreux auteurs
consacrent des travaux importants & la description des végétaux, et les premieres
tentatives de classification voient le jour, comme celle du botaniste Andrea Cesalpino
dans son livre « De plantis libri » paru en 1583. La méthode botanique s’organise, les
diverses parties du végétal sont analysées, on établit des homologies entre les
différentes especes. Pour la premiere fois apparaissent des inventaires de la flore de
plusieurs contrées. lls constituent les premieres ébauches de ce qui sera appelé plus
tard les « flores ».

1 Pedanius Dioscoride, médecin, pharmacologue et botaniste grec (25 apr. J.-C. - 90 apr. J.-
C)
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La botanique théorique progresse considérablement grce & I'amélioration des
techniques, nofamment I'apparition du microscope & la fin du XVIeme sigcle.l24 A partir
du XVlléme siecle, au moment des premiers grands naturalistes voyageurs, des
végétaux jusqu’alors inconnus des Européens sont rapportés du monde entier et les
premiers jardins botaniques se créent en Europe. Le premier ¢ étre fondé dans le
monde est le jardin de Pise « Orto botanico » en 1543, rapidement suivi par d’autres
villes italiennes comme Padoue ou Florence. Quant au premier jardin botanique
francais, c’'est en 1593 qu'il est construit, @ Montpellier, dans la faculté de médecine,
plus tard, c'est celui du Lautaret qui sera implanté en altitude.

Les jardins botaniques different des jardins des simples et des jardins communs par une
disposition particuliere des plantes, classées par massif. Cette disposition permet une
meilleure conservation des espéces avec la collecte et I'étude des plantes locales et
exotiques et facilite les fravaux des chercheurs, dans la taxinomie, la botanique et tous
les autres types d’expériences.

Plus tard, les botanistes se heurtent a un probleme de plus en plus fondamental : la
classification des végétaux. Les premiéeres classifications apparaissent mais ne sont pas
compléetes. Le botaniste Carl von Linné met en forme les principes de la botanique en
1735 dans son ceuvre « Systema Naturce ». Il établit entre autres le systeme binomial de
désignation des espéces que I'on connait actuellement gréce a une combinaison de
deux noms latins, le genre et I'espece. Cette classification permet de caractériser non
seulement les plantes, mais aussi toutes les espéces vivantes sur Terre. De nos jours,
tout le monde connait le Tyrannosaurus rex ou bien encore nous-mémes, Homo
sapiens.

La seconde moitié du XVllIieme siecle est marquée en France par le siecle des Lumieres.
A ceftte époque de nombreux progrés sont réalisés en botanique comme en
pharmacologie. C'est I'Age d'Or des produits naturels. Les chercheurs commencent
a isoler les premiers composés actifs des plantes, et la morphine est la premiere
substance a étre purifiee parle pharmacien allemand SertUner en 1804.1251 Un peu plus
tard, les pharmaciens francais Pelletier et Caventou isolent & leur tour une nouvelle
substance, la quinine.l2¢ Les scientifiques développent alors sans cesse de nouvelles
techniques pour purifier, analyser et identifier les nombreuses molécules composant
les plantes.

Les produits naturels commencent a devenir la référence en terme de pharmacopée
et représentent la majorité des utilisations médicinales jusqu’a I'apparition de la
chimie organique moderne, au début du XXéme siecle.l5271 A partir de ce moment, on
assiste d un recul considérable de |'usage des produits naturels dans les
pharmacopées, néanmoins, I'estimation actuelle de leur utilisation varie entre 25 et 50
%.1281 Ces chiffres, variant du simple au double, s'expliquent par différentes définitions
qui peuvent étre faites des produits naturels. La définition peut étre stricte et
comprendre seulement les composés organiques synthétisés par un organisme
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vivant.[l Certaines définitions englobent aussi les produits naturels préparés par
synthese chimique (hémisynthése ou synthése totale).

1.2 LES PLANTES ET L'INDUSTRIE

1.2.1 Ll'industrie pharmaceutique

Le marché mondial de I'industrie pharmaceutique représente actuellement un des
secteurs de vente les plus importants. L'industrie pharmaceutique, de la recherche
jusqu'a la production et la commercialisation de médicaments, a en effet dépassé le
millier de milliards de dollars en 2014 (Figure 1) et a continué de croitre depuis. En
comparaison, la capitalisation des entreprises Google, Amazon, Facebook, Apple et
Microsoft représente environ 5000 milliards de dollars en 2019.[30]
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Figure 1. Valeur du marché pharmaceutique mondial de 2013 & 2018 et les prévisions de 2019 & 2023
(hypotheses haute, médiane et basse)3!]
Lors des cing derniéres années, ce marché n'a cessé d’'augmenter et par projection,
il dépassera les 1600 milliards de dollars en 2023 dans les estimations les plus optimistes.

L'engouement pour les nouvelles technologies et les biotechnologies va engendrer
de nouvelles modifications dans I'utilisation des ressources naturelles. De 2014 a 2018,
de plus en plus de produits naturels ou naturels modifiés sont approuvés comme
médicaments.32 C'est le cas par exemple de la fidoaxomicine, un médicament
antfibactériens issu de fermentations biotechnologiques, et de plus d'une
cinquantaine de produits naturels qui ont pu démontrer leurs activités biologiques
dans la deuxieme décennie du XXIéme siecle. 32
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La naturalité gagne tous les secteurs de la pharmacie, y compris I'officine. Les
consommateurs se tournent actuellement vers |'herboristerie, les compléments
alimentaires & base de plantes, I'aromathérapie et I'offre est en progression
constante. Ces marchés, que I'on retrouve dans d'autres circuits de distribution,
s’installent en pharmacie avec des promesses thérapeutiques plus affirmées, en quasi-
substitution a I'automédication, et le métier de pharmacien tend doucement vers un

retour aux sources étroitement liées aux plantes.

1.2.2 L’industrie cosmétique

1.2.2.1 Etude de marché

Le marché mondial de la cosmétique fait partie des secteurs les plus stables et en plus
forte croissance malgré une diminution des ventes en 2015 (Figure 2). Il est aujourd’hui
estimé a pres de 490 milliards de dollars.[3 Dans moins de cing ans, il sera coté entre
520 et 630 milliards de dollars.
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Figure 2. Valeur du marché cosmétique mondial de 2013 & 2018 et les prévisions de 2019 & 2023
(hypothéses haute, médiane et basse). Source : Adapté d’Euromonitor.[33]

D'un point de vue géographique, le marché européen était le leader des ventes
jusqu'en 2014. Mais I'essor du marché asiatique, avec sa grande croissance
démographique et I'augmentation en nombre de ses classes moyennes et
supérieures, a fait exploser sa part de marché depuis. Par conséquent, il représente
aujourd’hui a lui seul plus de 33 % des ventes. Selon les estimations, d'ici 2023, 40 % des
ventes mondiales proviendront d'Asie, et la Chine, & elle seule, représentera 75 % de
ces ventes (Figure 3).[33-39]
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Figure 3. Valeur du marché cosmétique par zone de 2013 & 2018 et les prévisions de 2019 & 2023.
Source : Adapté d’Euromonitor.[33]

Plusieurs facteurs font du marché cosmétique un succes. Premierement, I'urbanisation
et 'acces a internet sont des causes majeures. En cing ans, au niveau mondial, le
nombre d'internautes est passé de 2,8 milliards en 2013 & 4,4 milliards en 2019,s0it plus
de 57 % de la population mondiale.[3¢37] De ce fait, les consommateurs ont maintenant
un acces plus facile et direct pour I'achat de nouveaux produits. Les ventes en lignes
des produits cosmétiques ont augmenté de plus de 20 % chaque année depuis 2015
jusqu’a 2018.133 Deuxiemement, la nouvelle génération de consommateurs a elle aussi
fait bouger le marché cosmétique. Elle consomme plus responsable et plus éthique.
Elle demande, de la part des entreprises, une fransparence totale dans I'éco-
conception et la création de leurs produits. Cette nouvelle génération veut
consommer moins, mais est préte a payer beaucoup plus cher pour des produits qui
correspondent a ses valeurs.38 De ce fait, la cosmétique de luxe et du prestige a
engendré la plus grande hausse de chiffre d'affaire avec pres de 10 % de croissance
chaque année entre 2016 et 2018.31 Les consommateurs ont compris que leurs
comportements d'achats avaient un impact direct sur le monde.

L'utilisation de produits naturels dans les cosmétiques est devenue incontournable
pour toutes les marques. Plus que I'emploi de ces matieres premieres, c'est toute la
mise en place de filieres, et de la tracabilité qui I'accompagne, qui joue un réle
majeur pour les valeurs des marques. Il n’est aujourd’hui plus question de passer outre
les enjeux environnementaux. La protection de I'environnement pour les entfreprises
fait a la fois référence a des enjeux ethnobotaniques et de protection de la
biodiversité.
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1.3 LA BIODIVERSITE

1.3.1 Hotspot

La Nature a toujours été une source de savoirs et de recherche pour les scientifiques,
mais la répartition de la biodiversité sur Terre est inégale. En effet, elle est concentrée
dans des « hotspots de biodiversité ». Ce concept a été défini pour la premiéere fois en
1988 par le scientifique britanniqgue Norman Myers. |l identifie, avec son équipe, 25
habitats caractérisés par un taux exceptionnel d’endémisme ainsi qu’'une perte de
surface d’au moins 70 % de leur végétation primaire.l'l La perte de surface peut étre
due & I'urbanisation, la déforestation, I'agriculture intensive ou bien encore a des
raisons geo-climatiques. Un an apres I'infroduction du terme de hotspots, en 1989,
I'ONG Conservation International adopte I'idée de protéger ces endroits en priorité
comme fondement de son action. Elle définit deux criteres stricts pour Ia nomination
de nouveaux hotspots: la zone géographique doit comprendre 1500 especes de
plantes endémiques et doit avoir conservé au maximum 30 % de son habitat
d'origine.[®]

Au cours des dernieres années, les hotspots ont sans cesse été réévalués pour arriver
a un total actuel de 36 hotspots, les deux derniers identifiés étant les foréts de la cote
Est de I'Australie en 2011 et les plaines cotieres Nord-Américaine en 2016 (Figure 4).140
Ces hotspots regroupent 43 % des espéces de vertébrés terrestres et 53 % des especes
de plantes de la planéte et pourtant ils représentent seulement 2,4 % de la surface
des confinents. [1:379]

Figure 4. Carte du monde des 36 hotspot de biodiversité. Source : Adapté de la CEPF.[40

Mais leur biodiversité, et de ce fait la biodiversité mondiale, est frés menacée comme
le révelent les listes rouges publiées par I'Union Internationale pour la Conservation de
la Nature. Selon les dernieres estimations, 28 % de la faune et 70 % de la flore sont
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aujourd’hui fortement menacées et 27 % de ces especes sont considérées comme en
danger d’extinction.l*!l Ces hotspots regorgent de plantes endémiques aussi
fascinantes les unes que les autres et leur perte serait un désastre a la fois pour la
planete et pour les chercheurs.

1.3.2 Le bassin méditerranéen

Le bassin méditerranéen est identifié comme le deuxieme plus grand hotspot au
monde.? || s’étend sur plus de deux millions de kilométres carrés (2 085 292 km?)
d’'Ouest en Est du Portugal a la Jordanie et du Nord au Sud de I'ltalie jusqu’au Maroc
(Figure 5).41 Ce hotspot inclut une partie de douze pays entourant la mer
Méditerranée, dont la France. C’est le froisieme hotspot le plus riche en termes de
biodiversité végétale avec plus de 30 000 especes de plantes. 44

Par ailleurs, il possede une des plus grandes concentrations d’especes endémiques
aussi bien pour sa faune que pour sa flore. Cette caractéristique peut étre attribuée
a sa position géographique, a I'intersection de deux continents : L'Eurasie et I'Afrique,
a son climat méditerranéen, dominé par des étés chauds et trés secs, de tres fortes
précipitations en automne et des hivers frais. Au sein méme de ce hotspot, dix
principales zones de haute priorité de conservation ont été définies.l*3 Une autre zone
est d prendre en compte d'apres les nouveaux bilans de recensement floristique, le
Cap-Vert. Ces écorégions abritent environs 5500 végétaux endémiques, ce qui
représente 56 % de la flore méditerranéenne sur 22 % des terres.[454¢]

Figure 5. Zoom sur le hotspot du bassin méditerranéen. Source : Adapté de la CEPF.[40]

Le bassin méditerranéen comporte de nombreuses écorégions en bord de mer et
marines, mais le hotspot est également tres montagneux avec divers sommets dont
certains pouvant dépasser les 4000 m, les Alpes.

Page | 18



Histoire

1.3.3 Les Alpes

Les alpes maritimes sont caractérisées par des différences géographiques, a la fois
cbtieres et montagneuses. Les différences météorologiques et géographiques ont
induit une biodiversité riche de 1500 a 2500 especes et sous-especes de vegétaux.[247]
Ce hotspot est cependant Iui aussi tres menacé notamment pas une surpopulation
des régions Auvergne-Rhoéne-Alpes et Provence-Alpes-Cote-d'Azur qui enregistrent
une augmentation de population respective de 0,7 % et de 0,5 % par an depuis trois
ans, toutes les deux supérieures aux moyennes nationales.l“8 De plus, le tourisme est
en forte croissance, et ces deux régions s'imposent comme les deuxieéme et froisieme
plus touristiques de France derriére I'lle-de-France.#8-50 Etant trés attractives, elles se
sont peu 4 peu tournées vers le tourisme balnéaire et de montagne. L'agriculture et
les surfaces agricoles ont en partie laissé place a des projets d’urbanisation. 1 Malgré
cela de nombreuses dispositions sont prises par ces deux régions afin de protéger
cefte biodiversité fragile. Par ailleurs, 6 des 11 parcs natfionaux francais (Parcs
nationaux de Port-Cros, de la Vanoise, des Calanques, des Cévennes, des Ecrins et du
Mercantour) sont situés sur ces 2 régions.[52531 A leur niveau, ils multiplient les actions
pour la préservation de la biodiversité :

. Développer le savoir et le suivi scientifique, avec la mise en place
d'observatoires, d'inventaires, ou encore de partage de connaissances
entre différents acteurs scientifiques.!s3

. Conserver et gérer le pafrimoine naturel et culturel, avec des actions de
veille et de surveillance contre le pillage et une réglementation spécifique
de ces parcs, mais aussi la lutte contre les espéces exotiques
envahissantes. 53

. Sensibiliser et éduquer le public aux enjeux sur la préservation de la
biodiversité, avec des programmes de formation et de découverte.
. Participer aux discussion politiques régionales, nationales et européennes

surla protection des patrimoines et & la mise en ceuvre des engagements. 53]

De plus, de nombreuses actions de communication et de sensibilisation de la
population sont mises en place, avec la création de sentiers botaniques, I'édition de
divers livres et des évenements organisés par différents sites touristiques, comme les
jardins botaniques.[254-5¢]

1.3.4 Le Jardin botanique alpin du Lautaret (Station Alpine Joseph Fourier)

Le jardin alpin du Lautaret a été créé en 1899 par le botaniste et professeur Jean-Paul
Lachmann. Le choix du site est d0 majoritairement & la position géographique
privilégiée située A la croisée des différents climats mais également & la facilité
d’acces de ce site. En effet, c’est une des rares zones de haute montagne (2000 m)
accessible par route a cette époque.@

A ses débuts, le jardin alpin abritait une collection de 500 espéces des Alpes qui s’ est
rapidement enrichie pour contenir plus de 1500 espéeces. Le jardin prospérait jusqu’en
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1913 sur son site initial, mais & cette date, I'administration des Ponts et Chaussées
souhaitant améliorer I'acces au col du Galibier, décide d'y faire passer une route.
Soutenu par Léon Auscher! et la compagnie Paris-Lyon-Méditerranée, le jardin réussit
a se déplacer pour rejoindre sa position actuelle & 2100 m d’altitude. 57581

L'université de Grenoble a acquis la gestion du jardin en 1984 et nomme a ce
moment-ld un directeur et un responsable horticole. De nombreuses améliorations
sont alors mises en place, avec par exemple la construction d'un batiment d’accueil
pour le public et la création d’'un laboratoire de recherches en 1989. L'impact culturel,
scientifique et touristique du jardin lui font gagner trois fitres : les labels « Jardin
Botanique» et « Conservatoire des Collections Végétales Spécialiséesy en 1998 et
celui de « Jardin remarquable » en 2005.159

Aujourd’hui, le Jardin fait partie d'une Unité Mixte de Services de I'Université Grenoble
Alpes et du Centre Natfional de la Recherche Scientifique (CNRS), appelée la Station
Alpine Joseph Fourier (SAJF). Cette unité travaille a la fois sur le campus de Grenoble
(arboretum Robert Ruffier-Lanche et serres) et au col du Lautaret (Jardin botanique
alpin, Chalet-laboratoire, Galerie de I'Alpe). Les différentes missions de cette unité
concernent la recherche et I'entretien de collections botaniques alpines du monde
entier et elle participe aussi a la formation d’étudiants et a la vulgarisation scientifique
aupres du grand pubilic.

Le Jardin Botanique du Lautaret est un véritable lieu de découvertes et de recherches
ouvert au grand public avec sa collection de plus de 2300 especes vivantes et ses
nombreux événements culturels. La biodiversité des environs et la facilité d'acces en
fait un lieu privilégié pour I'étude des plantes alpines et leur phytochimie.

1 Léon Auscher, ingénieur et ancien Vice-président du Touring-Club de France, (1866-1943)
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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE
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2.1 L’ETUDE DES PRODUITS NATURELS

La recherche de nouveaux actifs issus de produits naturels est complexe et
chronophage. Pour la mise en place sur le marché d'un actif cosmétique par
exemple, on estime qu’entre une et cing années de recherche et développement
sont nécessaires, et ce chiffre peut considérablement augmenter pour des actifs
pharmaceutiques.

Afin d’obtenir un actif viable, il est nécessaire d'étudier des centaines de composés
avant d'identifier une « touche » potentielle. En effet, en plus de son intérét applicatif,
I'actif doit étre disponible en quantité suffisante pour la production, étre adapté a la
formulation choisie et satisfaire a toutes les normes réglementaires et toxicologiques.
Malgré ces restrictions, I'utilisation de végétaux est devenue incontournable pour les
consommateurs qui souhaitent un retour & des produits naturels et sOrs, mais aussi car
la nature est un immense réservoir de molécules potentiellement bioactifs,
notamment chez les végétaux, dont les extraits peuvent venir de différentes parties
de la plante (Figure 6).

Feuille—z=
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Figure 6. Structure d'une plante. Source : Adapté de Kelvinsong, Wikimeédia. 60l

Les laboratoires étudient des centaines de plantes chaque année ainsi que la
phytochimie spécifique & chaque partie de la plante afin de découvrir des molécules
originales et de nouvelles activités biologiques.
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2.2 LA PHYTOCHIMIE

La phytochimie, du grec phytdn désignant le végétal et khémeia désignant le
mélange, 462 est une alliance de plusieurs disciplines scientifiques dont le but est
d’isoler, purifier, analyser et caractériser les substances chimiques produites par les
végétaux.l63 Toutes ces molécules organiques, qui peuvent étre tres complexes, sont
synthétisées a partir d'une premiere étape qui est la photosynthese.lé4 Elles peuvent
étre classées en deux grandes catégories, les molécules issues du métabolisme
primaire et celles issues du métabolisme secondaire.

Les parties suivantes de cette these s'intéresse aux différentes molécules, a leurs
aspects chimiques et phytochimiques, ainsi qu’a leurs utilisations en pharmaceutique
et en cosmétique. En revanche, elle est non exhaustive et présente seulement un
apercu de la diversité moléculaire.

2.3 LES MOLECULES ISSUES DU METABOLISME PRIMAIRE

2.3.1 Introduction

Les métabolites primaires sont directement liés au développement et a la
reproduction de la plante. Ce sont des molécules universelles, c'est-a-dire qu'on les
retrouve dans quasiment tous les étres vivants. Ce sont les glucides, les acides aminés,
les lipides et les acides nucléiques.[65¢¢]

2.3.2 Lles glucides

Les glucides sont a la base des mécanismes énergétiques et de biosynthese des
végétaux. lls sont également & I'origine de plusieurs familles de métabolites
secondaires.¢3 Dans les végétaux, les glucides libres les plus fréquents sont le glucose,
le fructose et le sucrose. 7]

De formule chimique Cn(H20)m, les glucides sont composés d’une chaine carbonée
linéaire non ramifiée, ne comportant que des ligisons simples et d'une fonction
réductrice (Figure 7). En solution, un équilibre se forme entre la forme linéaire et les
formes cycliques a cing ou six carbones appelées respectivement furanose ou
pyranose (Figure 7).[¢3

OH
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Figure 7. Structures de saccharides linéaire (D-glucose) et cycliques (a-D-glucofuranose, et a-D-
glucopyranose)
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Les glucides peuvent éfre classés dans trois groupes en fonction de leur degré de
polymérisation : les monosaccharides (une unité), les oligosaccharides (moins de dix
unités) et les polysaccharides (plus de dix unités) (Figure 8).
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Figure 8. Structures de monosaccharide, oligosaccharide et polysaccharide du glucose

Les polysaccharides sont une famille de molécules complexes assurant un grand
nombre de fonctions vitales chez les étres vivants, dont certaines sont, au demeurant,
fort mal connues. Néanmoins, en cosmétique, les polysaccharides d’origine naturelle
sont trés utilisés pour leurs propriétés a I'origine de la formation de gels comme la
gomme de xanthane.!8 De plus, certains polysaccharides ont une forte capacité de
rétention de I'eau, ce qui en fait de bons hydratants comme I'acide hyaluronique. 6%
Dans la pharmaceutique, les polysaccharides peuvent étre utilisés comme barriere
gastrique, c’est le cas par exemple des alginates.[63]

2.3.3 Leslipides

Les lipides sont des substances naturelles avec des fonctions tres variées, comme la
réserve énergétique, la formation de structures cellulaires ou encore la signalisation
cellulaire. 163 [Is peuvent étre classés en différentes catégories : les lipides simples et les
lipides complexes.

e Leslipides simples

Ce sont des acides gras ou des esters d'acides gras, appelés glycérides.
Chimiguement, les acides gras sont des acides organiques linéaires, pouvant posséder
des licisons insaturées, de formule brute CnHan2xO2 oU x est le nombre d'insaturations.
Les acides gras les plus courants dans la nature sont ceux a 16 et 18 carbones et leurs
homologues insaturés (Figure 9).163 Les glycérides résultent de 'estérification entre un
ou plusieurs acides gras et le glycérol, appelés mono-, di- ou friglycéride (Figure 9). lIs
représentent la famille la plus abondante des lipides.

(0]

Figure 9. Structures d’'acides gras saturé (acide palmitique), insaturé (acide palmitoléique) et d'un
diglycéride (diglycéride d'acide palmitique)
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* Leslipides complexes

Il existe de nombreux lipides complexes comme les glycolipides ou les phospholipides.
lls jouent un réle fondamental dans les organismes vivants, mais a I'exception des
lécithines, ils n'ont pas, & ce jour, d’applications pharmaceutiques. En cosmétique, les
phospholipides ou les céramides sont de plus en plus utilisés dans les cremes de soin
pour un effet adoucissant, réparateur de la barrieére ou encore hydratant.l¢? Les corps
gras sont également utilisés dans la formulation d’émulsions car ils stabilisent celles-ci
grdce a leur propriété amphiphile.[¢8!

2.3.4 Lles acides aminés

Les acides aminés sont des métabolites indispensables comme constituant des
protéines structurales et enzymatiques. lls sont également & I'origine d'un large
eventail de métabolites secondaires, notfamment les phénylpropanoides.

Chimiguement, les acides aminés sont tous constitués d'une fonction carboxyle et
d'une fonction amine (Figure 10). lls possedent également une chaine latérale
identifiant I'acide aminé, notée R (Figure 10). Il existe des acides a-aminés, B-aminés,
y-aminés et §-aminés, distinguant ainsi la position du groupement amine par rapport
au groupement carboxyle.

R o R ¥
OH OH
R B OH

NH, NH,
Figure 10. Structures des acides aminés (a, B, y)

En cosmétique, les acides aminés sont employés en tant qu'élément hydratant et
nutritif dans les lotions notamment.lé8 De plus, les acides aminés tout comme les
peptides sont tres actifs au niveau anti-adge.l”0711 Par exemple, I'arginine permet de
stimuler les cellules de la peau dans le but d'améliorer la production de collagene. ¢

2.4 LES MOLECULES ISSUES DES METABOLISMES SECONDAIRES

2.4.1 Introduction

Les métabolites secondaires ne sont pas directement liés au développement de la
plante, mais jouent un réle dans la survie et donnent des avantages évolutifs &
I'espece. Ces substances naturelles sont spécifiques aux végétaux et marquent
I'identité d'une espece, d'un genre ou d'une famille. Il s'agit principalement des
composés phénoliques, des terpénoides et des alcaloides. 65¢¢]
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2.4.2 Les composés phénoliques

Les composés phénoliques des végétaux correspondent & un vaste ensemble de
molécules qui ont foutes en commun un noyau benzénique portant un ou plusieurs
hydroxyles libres ou engagés dans une autre fonction.i3] Une définition purement
chimigue des phénols est toutefois insuffisante pour caractériser les composés
phénoliques des végétaux. En effet, celle-ci engloberait des métabolites secondaires
comportant des phénols mais appartenant a d’autres familles phytochimiques. C’est
le cas de la morphine que I'on classe dans les alcaloides. 63!

Les composés phénoliques interviennent dans différents aspects de la vie des plantes
comme la coloration des fleurs, les mécanismes de défense ou les mécanismes
physiologiques.!¢3!

Il existe deux grandes voies de synthése pour la formation de ces composés :

e Via le shikimate (acide shikimique) : il s’agit de la voie la plus courante qui
permet la formation d'acides-phénols, de flavonoides, de lignanes, etc.

e Via I'acétate (cyclisation des poly-p-cétoesters) : cette seconde voie conduit
a des polyacétates comme les xanthones, les isocoumarines ou encore les
quinones.

2.4.2.1 Les acides phénols

Le terme d'acides-phénols peut s'appliquer a tous les composés organiques
possédant au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique, mais la
pratique courante en phytochimie conduit a réserver I'emploi de cette dénomination
aux dérivés d'acide benzoique (C6-C1) et d'acide cinnamique (C6-C3) (Figure 11).163

(0] (o}
OH \ OH

HO HO

Figure 11. Structures de dérivé d'acide benzoique (acide para-hydroxybenzoique) et de dérivé d'acide
cinnamique (acide caféique)

Il est fréquent que ces acides estérifient les hydroxyles de nombreux métabolites

secondaires, comme I'acide quinique formant alors des acides caféoylquiniques

(Figure 12).
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Figure 12. Structures de I'acide quinique et de I'acide 4-caféoylquinique

En cosmeétique, les acides-phénols sont utilisés dans les cremes de soin,
particulierement pour leurs pouvoirs anti-inflammatoire ou antihistaminique.l’! Il est
également a noter que plusieurs composés sont antibactériens ou antifongiques. ¢3!

2.4.2.2 Les coumarines

Il existe plus d'un millier de coumarines décrites, elles sont largement distribuées dans
le regne végétal.ldl Elles jouent un réle majeur dans les mécanismes de défense des
végétaux ainsi que dans les relations plantes-insectes du fait de leurs propriétés
allélochimiques.!63!

@‘:/ro \K\/\K\/OW‘J ©
F G

Figure 13. Structures du 2H-1-benzopyran-2-one, de I'auraptene, et du psoraléne

Chimiguement, toutes les coumarines possedent le méme élément structural de base,
le 2H-1-benzopyrran-2-one (Figure 13). La prénylation est également un élément
structural commun 4 beaucoup de coumarines (ex. auraptene), ce qui explique
I'existence d'un nombre important de structures dérivées avec notamment des
coumarines polycycliques comme le psoralene (Figure 13).163

En pharmaceutique les propriétés photodynamisantes des coumarines en font de
bons composés pour le traitement de nombreuses dermatoses, notamment le
psoriasis.ls3 Néanmoins, en cosmétique, du fait de leur phototoxicité, les coumarines
ne sont pas des molécules privilégiées. Autrefois utilisees dans les cremes solaires
assurant une meilleure protection contre les radiations UV, elles ont depuis été
démontrées responsables dans la genese de cancers cutanés. De ce fait, elles sont
maintenant soumises a des restrictions cosmétiques. 6372

2.4.2.3 Les flavonoides

Les flavonoides sont des pigments universels des végétaux. lls sont responsables de la
coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles.! Les flavonoides sont également
présents dans la cuticule foliaire et dans les cellules épidermiques des feuilles, assurant
ainsi la protection des tissus contre les effets nocifs du rayonnement UV.
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Chimiquement, tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et, de
ce fait, possedent le méme élément structural de base, le 2-phénylchromane (Figure
13).163 lIs peuvent éfre regroupés en une douzaine de classes selon le degré
d’oxydation du noyau pyranique central, lequel peut étre ouvert et recyclisé en un
motif furanique (Figure 14).163

o]
Figure 14. Structures du 2-phénylchromane, et des aglycones de flavonols et d'aurones

En cosmetique, leurs forts potentiels antioxydants en font des molécules d’'intérét pour
les produits de soin.l¥%! lIs sont également reconnus pour étre « veino-actifs », et donc
anti-inflammatoires.[63]

2.4.2.4 Les lignanes

Dans les végétauy, il est supposé que les lignanes jouent un réle important dans leurs
défenses, notamment du fait de leurs propriétés toxiques, antifongiques ou
antibactériennes.¢3l De plus, leurs propriétés antioxydantes pourraient jouer un role
dans la protection des réserves lipidiques.[656¢]

Chimiguement, ce sont des composés dérivés de deux unités 1-phénylpropane
(Figure 15), reliées par le carbone P de leurs chaines latérales. Les lignanes se
distinguent en six groupes structuraux fondamentaux. Les plus simples sont des
dibenzylbutanes (licison 8-8') qui, par cyclisation, peuvent engendrer des lignanes
monofuraniques (cyclisation 9-O-9') (Figure 15). De par leur groupement structural
(cycle et groupement hydroxyle en particulier), ils peuvent étre qualifiés de puissants
antioxydants.[¢3l

Figure 15. Structures du a-phénylpropane et d'aglycones de lignanes

En cosmétique, tout comme pour les végétaux, les lignanes ont des propriétés
antfioxydantes avéereées. Par ailleurs, de nombreuse plantes contenant des lignanes
sont utilisées en médecine traditionnelle chinoise.[63.6¢]
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2.4.3 Les composés terpéniques

Tous les terpenes peuvent étre considérés comme formés par I'assemblage d'unités
pentacarbonées, l'isoprene (Figure 16). lls peuvent étfre rassemblés en plusieurs
groupes selon leur nombre de carbones : les monoterpenes (C10), les sesquiterpenes
(C15), les diterpenes (C20), les triterpenes (C30) et les tétraterpenes (C40).[¢3

e Les monoterpénes

Ce sont les constituants les plus petits de la série des terpenes. lls sont largement
distribués chez les végétaux surtout dans certaines familles. Ce sont majoritairement
des composés volatils qui contribuent au parfum des plantes et qui sont les plus
répandus dans la composition des huiles essentielles.

X

\)L

Figure 16. Structures de l'isopréne, du géraniol et du népétalactone

Chimiguement, il existe une quarantaine de squelettes monoterpéniques, mais la
majorité des structures se rattache a un petit nombre d’'enchainements de base issus
du couplage téte-a-queue de deux unités d'isoprene.l¢’] Néanmoins, il existe des
monoterpénes cyclisés par hydroxylation du géraniol formant des iridoides (Figure
16).1¢31 Seules les proprietés de ces dernieres seront citées dans ce manuscrit.

En pharmaceutique, diverses propriétés ont été démontrées concernant les iridoides
en raison de leurs nombreuses variations structurales: antibactériennes, anti-
cancéreuses, antioxydantes, anti-inflammatoires, etc.73 En cosmétique, ils sont utilisés
pour leurs propriétés anti-dge et hydratantes dans des soins pour le corps et le
visage.[67.74]

e Lessesquiterpenes

Z

0-PP

Figure 17. Structure du 2E,6E-Farnésyl-pyrophosphate
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Dans les plantes, les sesquiterpenes agissent comme régulateurs de croissance, avec
par exemple les phytoalexines, ou dans les interactions plantes-insectes (odorant, anti-
appétant).ls3 Cette famille est composée de plus de 100 squelettes différents et sont
tous issus du méme précurseur, le 2E,6E-farnésyl-pyrophosphate (Figure 17). Comme
les monoterpenes, un grand nombre de sesquiterpenes sont des constituants des
huiles essentielles et interviennent dans les propriétés pharmacologiques attribuées a
ces fractions volatiles. 3]

e Les diterpenes

Le rble de la plupart des diterpenes dans les plantes n'est pas exactement connu.
Comme beaucoup d'autres métabolites secondaires, il est supposé qu’ils jouent un
rble dans les interactions plantes-insectes.l63 Les diterpénes forment un vaste
ensemble de composé en C20. Néanmoins, mis d part les diterpenes tricycliques
azotés antitumoraux, aucun autre diterpene pur n’est aujourd’'hui utilisé a des fins
thérapeutiques. De ce fait, ce sous-groupe n'est pas plus détaillé dans ce
manuscrit.[63]

e Les triterpénes et stéroides

Il s'agit de plus de 20 000 composés répartis sur plus de 100 squelettes différents, mais
seulement quelques structures se retrouvent majoritairement chez les végétaux,
notamment des triterpenes tétracycliques comme le lanostérol ou des friterpenes
pentacycliques comme I'acide oléanolique (Figure 15).[63.44]

HO

P
P
2
2
Z

Figure 18. Structures d'un triterpéne tétracyclique (lanostrérol) et d'un triterpéne pentacyclique (acide
oléanolique)

Un grand nombre d’'activités thérapeutiques peut étre attribué aux triterpenes :
cardiotoniques, anfi-inflammatoires, contraceptifs, anabolisants, etc.l63  En
cosmétique, I'intérét principal se porte sur les phytostérols du fait de leurs activités anti-
inflammatoires et nourrissantes.l¢”] Les saponosides sont également intéressants en
formulation pour leurs propriétés émulsionnantes.
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e Tétfraterpenes

Figure 19. Structure du lycopéne

Les tétraterpenes sont représentés par un seul type de molécules, les caroténoides. Le
groupe comprend plus de 800 molécules formées par I'enchainement de huit unités
isopréniques comme le lycopene (Figure 19).163 Leurs chromophores, caractéristiques
du fait de leurs nombres importants d’insaturations, explique leur utilisation comme
pigments ou leur frés grande sensibilité & ['oxydation. L'intérét majeur des
caroténoides dans les différentes industries est d'étre des colorants naturels non
toxiques. En pharmaceutique, ils peuvent étre utilisés comme anti-inflammatoire,
antioxydant, neuroprotecteur, etc.’sl En cosmétique, ils sont généralement utilisés
comme anti-age.[¢?73]

2.4.4 Les composés azotés

Le nombre de produits décrit, leur diversité et leurs activités pharmacologiques, font
des alcaloides I'un des groupes les plus important de substances d’origine naturelle
d’intérét thérapeutique.l¢dl Le terme d’'alcaloide a été introduit par le pharmacien
Wilhelm Meissner au début du XIXeme siecle pour désigner des substances naturelles
réagissant comme des bases alcalines. [¢44¢]

Chimiguement, les alcaloides peuvent étre classés en trois familles :

e Les alcaloides vrais, bio-synthétiquement formés a partir d'un acide aminé et
comprenant un azote infra cycligue. Il existe 11 structures de base de ces
molécules (Figure 16).

e Les proto-alcaloides, également dérivés d'acides aminés mais dont I'atome
d’azote se situe en dehors de I'hétérocycle (Figure 16).

e Les pseudo-alcaloides, non dérivés d'un acide aminé, mais présentant les
caractéristiques des alcaloides vrais (Figure 16).
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HO

HO NH,

Figure 20. Structures d'un alcaloide vrai (morphine), d'un proto-alcaloide (dopamine) et d'un pseudo-
alcaloide (coniine)

Certaines molécules restent cependant difficiles a classer dans ces trois groupes et il
est plus simple de parler d’'alcaloide en général comme le définit Jean Bruneton. « En
pratfique, il est admis par tous que ne sont pas des alcaloides : les amines simples, les
bétalaines, les peptides, les acides aminés, les amino-sucres, les porphyrines, les
alkylamines et les arylkylamines. Pour tous les autres composés on parle couramment
d'alcaloide : il ne viendrait a I'esprit de personne de dénier cette qualité a la
colchicine, a la coniine ou a I'aconitine »ié3l

Comme beaucoup d’autres métabolites secondaires, le réle des alcaloides dans les
végétaux n'est pas clairement décrit. Certains pourraient intervenir dans les relations
plantes-prédateurs en protégeant les premieres contre I'agression des seconds. 63641
En cosmétique, les alcaloides sont évités car ils sont souvent tres actifs et ne sont pas
acceptés d'un point de vue réglementaire et toxicologique.”2
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LA SELECTION DES PLANTES
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3.1 BIBLIOGRAPHIE

Dans un premier temps, les botanistes de la Station Alpine Joseph Fourier (SAJF) ainsi
gu'une anthropologue de la région du Lautaret (Dr. Aline Mercan) ont établi une liste
initiale de travail. Cette liste a ainsi permis de recenser 129 plantes disponibles dans la
région, connues pour leurs propriétés médicinales. Elle comprend le nom latin, le nom
vernaculaire, la famille botanique, les mois de floraison dans la région, ainsi que la ou
les parties de la plante utilisée(s) avec leurs applications médicinales. Un extrait est
présenté dans le Tableau 1 et la table des plantes récoltées peut étre consultée dans
I'annexe 8.1. La liste totale des plantes étant confidentielle et appartenant & la SAJF,
elle n'a pas été détaillée dans ce manuscrit. Le travail a été réalisé sur des plantes
disponibles dans les alentours du jardin botanique, mais aucune récolte n'a été
effectué dans celui-ci.

Tableau 1. Extrait de la liste initiale de plantes

. Nom . . Partie de Médecine
Nom latin . Famille Floraison . Avutre
vernaculaire la plante Traditionnel
Anfennaria . An‘qsephque,
. . Capitules béchique,
carpatica Antennaire . . Culture
Asteracece  Juin-AoU0t  femelles cholagogue,
Bluff. des Carpates . lente
. sechés expectorant,
& Fingherh. L
vulnéraire
Antiseptique,
Antennaria Antennaire Mai Capitules béchique,
dioica (L.) dioique, Pied Asteraceae . femelles cholagogue,
Juillet L .
Gaertn. de chat séchés expectorant,
vulnéraire
Astringente,
AlUaa fonique,
e Bugle , _ Plante  fébrifuge, utilisé
pyramidalis . Lamiaceae  Avril-AoUt . L.
pyramidale fleurie historiquement

L.
contre la goutte

et l'asthme

Le premier travail de cetfte thése a consisté a restreindre la liste initiale selon des
critéres choisis puis de récolter les plantes pendant leur floraison lors de la premiere
année de these (2017). La floraison étant trés courte dans ce type de région en raison
de la fonte de neige tardive en fin de printemps et des températures fraiches a
I'automne, il a rapidement été nécessaire d'établir une premiére sélection.

L'objectif qui a été fixé entre les différentes parties (Université et Entreprise) a été de
valoriser scientifiquement la flore locale et de ne pas prendre en compte les
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différentes restrictions réglementaires et commerciales liées aux marchés cosmétiques
(réglementation Chine, pharmacopée japonaise, etc.).

De ce fait, le premier critere de sélection a été de fravailler sur des plantes encore tres
peu étudiées au niveau phytochimique, le but étant de potentiellement découvrir de
nouvelles molécules ou activités biologiques dans les extraits.

Il est important dans un premier temps de faire la recherche de tous les synonymes
latins qualifiant la plante. La liste des synonymes permet de conserver une tfrace dans
le temps des différentes recherches associées a l'espece, et ce, mailgré le
changement apporté au nom d’origine jusqu’au dernier nom valide (annexe 8.2). Par
exemple, pourl'espéce suivante : Antennaria dioica (L.) Gaertn. 25 synonymes ont été
catalogués (Tableau 2) sur différentes collections botaniques en ligne telles que Tela-
botanica, Catalogue Of Life ou Flore Alpes.[76-78]

Tableau 2. Liste des synonymes d'Antennaria dioica (L.) Gaertn.

Antennaria dioica var. hyperborea Lang, Antennaria foenina H. S. Pak, Antennaria hibernica Br.-Bl.,
Antennaria hyperborea D. Don, Antennaria insularis Greene, Antennaria insulensis H. S. Pak, Antennaria
montana Gray, Antennaria nigritella H. S. Pak, Antennaria parviflora Nutt., Antennaria zosonia H. S. Pak,
Chamaezelum dioicum (L.) Link, Cyttarium dioicum (L.) Peterm, Gnaphalium alpinum Asso ex DC.,
Gnaphalium boreale Turcz. ex DC., Gnaphalium dioicum L., Gnaphalium hyberboreum Winch ex DC.,
Gnaphalium pes-cati Garsault, Margaritaria simplex Opiz, Antennaria dioica var. borealis E.G.Camus,
Antennaria dioica var. discolor Rouy, Antennaria dioica var. gallica E.G.Camus, Antennaria villifera
Boriss., Gnaphalium leucocephalum Gand., Gnaphalium platyphyllum Gand.

Les publications scientifiques reliées aux synonymes de chaque plante ont ensuite été
recensées. Pour cela, différentes recherches ont été réalisées sur les bases de données
bibliographiques telles que PubMed et SCI Finder.l7980 Une moyenne des publications
trouvées sur ces sources a ensuite été réalisée afin de réduire le biais méthodologique.
Dans cette étude, le choix a été fait de ne pas conserver les plantes avec un nombre
moyen de publications supérieur a 30. Ce chiffre a été choisi arbitrairement afin de
mener I'étude sur les plantes les moins décrites scientifiqguement.

Le nombre moyen de publications depuis 2011 a également été dénombré sur les
plantes afin d'éliminer celles qui ont fait I'objet d'études tres récentes et donc avec
des technologies actuelles. Un extrait de cette revue bibliographique est présent dans
le Tableau 3 ci-dessous. La totalité des données bibliographiques des plantes récoltées
sont disponible dans I'annexe 8.3.
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Tableau 3. Extrait du tableau de sélection

Citation
Nom Iatin Nom vernaculaire Depuis SCI Finder PubMed Moyenne
2011
Antennaria carpatica Antennaire des
(Wahlenb.) Bluff. el - 0 0 0
& Fingherh.
Antennaria dioica (L.)  Antennaire dioique ;
Gaertn. Pied de chat 21 41 10 255
Ajuga pyramidailis L. Bugle pyramidale - 9 1 5

Quatre campagnes de collecte ont été réalisées entre juin et aout 2017 gréce aI'aide
des botanistes de la SAJF qui ont pu identifier a I'avance les lieux de cueillettes afin
de regrouper les déplacements. Le but de ces campagnes était de récolter le
maximum d’especes des 37 dernieres plantes encore sur la liste avec pour chacune
une quantité représentative, idéalement supérieure a 500 g de plantes fraiches.

A la fin de ces quatre campagnes, 22 plantes (parmila liste des 37 plantes retenues)
ont étérécoltées. Toutes les données de collectes ont été enregistrées dans le Tableau
4 ci-dessous, afin de regrouper les informations (coordonnées GPS, parties récoltées,
date et masse de matiere fraiche). Pour des raisons de tracabilité au laboratoire, il a
également été attribué deux informations supplémentaires : un numéro de référence
par espece de plante ainsi qu'un numéro de lot par échantillon de collecte. Par
exemple, Antennaria dioica (L.) Gaertn. porte la référence n® 1731 et le numéro de lot
R17/402 pour la récolte de 2017. La liste des récoltes effectuées au cours de ces
travaux est disponible dans le chapitre Matieres premiéres utilisées p°179.

Tableau 4. Tableau de récolte de I'année 2017.

. Parties Coordonnée Référenc
Nom Ilatin , , Date Lot
récoltées 3 e
. Parties aériennes 45°3'53" N 13/07/201
Achillea nana L. fleuries £904'93" 7 1738 R17/397
A itum | f
SU(;CS’”’ :/’37 é‘;‘;c(;c”h“é”) Parfies aériennes  45°237°N 26/06/201 7 R17/398
P vuip ’ fleuries 6°18'20"E 7
Nyman
. o Parties aériennes 45°2'42" N 26/06/201
Ajuga pyramidailis L. fleuries £99358" £ 7 1725 R17/399
. . Parties aériennes 45°2'42" N 26/06/201
Alchemilla al L. 1722 R17/4
chemila aiping fleuries 6°23'58" E 7 /400
Antennaria carpatica . L.
Part 45°3'11" N 11/07/201
(Wahlenb.) BIUFF. & arfies aenennes . by 1730 RI17/401
. fleuries 6°24'9" E 7
Fingherh.
Antennaria dioica (L.) Parties aériennes 45°3'T1"N 11/07/201
Gaertn. fleuries 6°24'9" E 7 1731 R17/402
. . Parties aériennes 45°3'53" N 13/07/201
Art W 1732 R17/4
rtemisia genipi Weber fleuries 6°24'23" 7 73 7/403
Asphodelus albus L.
. . . L 45°1'57" N 26/06/201
subsp. delphinensis (Gr. &  Parties aériennes 06/ 1721 R17/404

°23'30" E 7
Godr.) Diaz Lifente 672330
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Astragalus Parties aériennes 45°1'47" N 26/06/201
. e 1723 R17/405
monspessulanus L. fleuries 6°21'51"E 7
. Parties aériennes 45°2'36" N 26/06/201
Astragalus onobrychis L. Heuries 601732 7 1727 R17/406
- L . L. 45°3'43" N 30/08/201
Part 174 R17/4
Cirsium spinosissimum arties aériennes £92420" E 7 740 /407
. . Parties aériennes 44°53'59" N 13/07/201
Cota tinct L)J.G 1728 R17/408
ofafinctoria (L. d fleuries 6°37'48"E 7 /
o o Parties aériennes 45°3'7" N 30/08/201
Epilob tifol L. 1202 R17/409
PG EIMG e fleuries 6°23'27" E 7 J
Epilobium fleischeri Parties aériennes 45°2'39" N 30/08/201
1741 R17/41
Hochst. fleuries 6°24'4" E 7 /410
K ti i ifoli Parti 3ri 45°2'26" N 11 201
nautia CTIIpSCIC.SI O.ICJ arties ogrlennes 5 6 /07/20 1729 R17/412
subsp. dipsacifolia fleuries 6°24'5" E 7
Parti 3ri 45°2'42" N 26/06/201
Narcissus poeticus L. arhes ogrlennes 106/ 1724 R17/413
fleuries 6°23'58"E 7
Parties aériennes 45°1'50" N 30/08/201
Nepeta nepetella L. fleuries £993'3" 7 1743 R17/414
. 45°2'30" N 11/07/201
Rosa pendulina L. Fleurs 6°21'21" E 7 1733 R17/415
. . . . 44°54'20" N 13/07/201
| th L. Part 1734 R17/41
Salvia aethiopis arties aériennes £939'07" E 7 73 7/416
. . Parties aériennes 45°2'7" N 11/07/201
Scutellaria alpina L. fleuries 6904'6" E 7 1735 R17/417
o . Parties aériennes 45°2'42" N 26/06/201
Trifol I L. 1 R17/42
rifolium alpinum Heurios £°93'58" £ . 638 /420
. Parties aériennes 45°1'57" N 26/06/201
Troll L. 172 R17/421
rollius europaeus fleuries £92330" E 7 726 7/

A la suite de ces récoltes, deux screening ont été réalisés sur les extraits des différentes
plantes : un screening phytochimique, permettant d'identifier et de caractériser les
familles de molécules qui composent I'extrait de plante, et un screening biologique
permettant de les évaluer sur cing cibles biologiques. Ces travaux et résultats seront
décrits dans les paragraphes suivants.

3.2 METHODOLOGIE D'EXTRACTION

Deux types d’extractions ont été réalisés sur les matieres végétales. La premiere est
une méthode d'extraction utilisant un appareil Precellys® (société Ozyme) : elle
permet de réaliser un extrait en quelques secondes. Cette méthode est généralement
utilisée dans I'entreprise afin de comparer des profils de plantes. La seconde
extraction est une méthode par macération mise au point au cours de ces fravaux.
Elle a été développée afin d'optimiser les rendements et les temps d’extraction en lien
avec le nombre important de plantes a étudier.
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3.2.1 Extraction par méthode Precellys®

l

Figure 21. a) Photo d’un appareil Precellys®, b) photo des cartouches

Le Precellys® est un broyeur a billes qui permet de réaliser une extraction solide-liquide
représentative d’un extrait de plante (ex. Soxhlet, macération). Pour cela, I'échantillon
est au préalable broyé a I'aide d'un broyeur a couteaux afin d’homogénéiser |a
matiere premiere ; 300 mg sont ensuite préleveés et déposés dans une cartouche avec
le solvant choisi (Figure 21.b). Le mouvement de précession rapide de I'appareil
permet d'affiner le broyage de la matiere végétale et de chauffer le solvant par
friction des billes de céramique présentes dans la cartouche afin de réaliser un extrait.

Dans cette étude, une exfraction a I'éthanol et une exiraction a I'eau ont été
réalisées. L'éthanol est un bon solvant d'étude car il permet I'extraction de molécules
d'une large gamme de polarité. En revanche, il n'a pas été possible de tester des
solvants apolaires (ex. heptane, hexane, cyclohexane, etc.) car les matériaux des
cartouches (polypropylene) ne sont pas compatibles avec ces derniers.

Cette technique représente un gain de temps considérable pour le screening de
nouveaux profils végétaux et pour le contrdle de saisonnalité, tout en ne consommant
qu'une trés faible quantité de matiére et de solvant. En revanche, les quantités
d’extraits produits sont également tres faibles, il est ainsi impossible de poursuivre les
recherches ou de réaliser des purifications. De plus, méme si le profil phytochimique
est fres proche d'une extraction réalisée a plus gros volume par une autre méthode,
il est cependant possible d’observer des différences dans les résultats d’extractions
(Figure 22).
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Figure 22. Chromatogrammes ELSD d’un extrait par macération (haut) et d'un extrait Precellys® (bas)
avec la méme matiere végétale et le méme solvant.

3.2.2 Extraction par macération

Pour effectuer le screening biologique et les études de quantifications approfondies
sur les plantes, il a été nécessaire de réaliser de nouveaux extraits, le Precellys® ne
permettant pas d’'obtenir des quantités suffisantes.

Aujourd’hui, la macération est couramment décrite dans la littérature. Les méthodes
reposent généralement sur des extractions successives a I'aide de solvants de
différentes polarités, en partant, le plus souvent, des solvants les plus apolaires pour
finir par les plus polaires.®1-84 Malgré ses avantages pratiques et sa large utilisation,
cette méthode conventionnelle souffre de plusieurs inconvénients, notamment un
processus long, une répartition des constituants non équitable entre les solvants et un
rendement d'extraction optimisable.

D'un point de vue théorique, la technique d'extraction optimale devrait combiner
facilité d'utilisation, rendement élevé, rapidité, faible colt et applicabilité d grande
échelle tout en réduisant les solvants nocifs. Par conséquent, de nombreux efforts ont
été consacrés a la mise au point d'une nouvelle méthode d’extraction découlant de
macérations successives. Cette méthode a été développée pour avoir un rendement
élevé, éliminer les solvants chlorés et réduire le temps d'extraction et de manipulation.

Dans ce contexte, un mélange de cing solvants & savoir le n-heptane, I'acétonitrile,
I'acétate d'éthyle, le butan-1-ol et I'eau, a été développé et optimisé pour effectuer
les expériences successives. Le mélange de solvants est préparé avec différents ratios
pour produire un systéme triphasique oU chague phase est ensuite utilisée comme
solvant pour I'extraction. Cette méthode a été comparée a une extraction
conventionnelle et d une extraction méthanolique par Soxhlet tout en utilisant la
méme matiere végétale.

Tableau 5. Tableau des rendements des différentes méthodes d'extractions.
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Extraction mélange Extraction conventionnelle Extraction conventionnelle
Rendement (%) Rendement (%) Rendement (%)
Phase apolaire 3 .Cyclohe>l<one ]
Dichlorométhane 1

Phase 14 Acétate d'éthyle 1 Méthanol 15
intermédiaire Méthanol 8
Phase polaire 16 Eau 18

Total 33 Total 29 Total 15

Sur le Tableau 5 ci-dessus, le rendement total d'extraction de la méthode par
mélange est légerement supérieur au rendement d’extraction par la méthode
conventionnelle. De plus, le nombre d’extractions réalisées a diminué en passant de
cing extractions 4 frois, ce qui représente un gain de temps considérable pour un
nombre de plantes important a étudier. La méthode par mélange permet également
d’obtenir de meilleurs rendements versus une extraction par Soxhlet, néanmoins, les
temps et le nombre de manipulations sont plus conséquents.

Cette nouvelle méthode d'extraction, répondant a nos attentes et besoins en termes
de gain de temps et de rendements, a ensuite été utilisée pour réaliser I'extraction des
22 plantes. Ainsi, 66 extraits ont été obtenus correspondant & trois extractions par
plante, une fraction apolaire, une intermédiaire et une polaire. Elles seront nommeées
respectivement sup, int et ag dans la suite de ce manuscrit. La description de cette
méthode fait I'objet d'un article actuellement en cours de soumission.

3.3 METHODOLOGIE DE SCREENING PHYTOCHIMIQUE

Une extraction éthanolique et aqueuse parla méthode Precellys® a eté effectuée sur
les 22 plantes récoltées. Ces extraits ont ensuite été analysés par chromatographie
liguide haute performance (HPLC') couplée a un détecteur & barrette de diode
(DAD?) ainsi qu'a un détecteur évaporatif a diffusion de lumiere (ELSD3).

Ces deux détecteurs sont complémentaires, le DAD permet I'obtention de données
structurales des molécules grce a des chromophores spécifiques. En comparant les
spectres de chacun des composés a une base de données interne de plus de 700
références, il est généralement possible de les attribuer & une famille de métabolites.

L'ELSD permet quant & lui d'indiquer la présence de molécules, avec ou sans
chromophore. De plus, c'est aussi un détecteur quantitatif, et sa quasi-universalité
permet de donner une information approximative surla quantité de chague molécule
présente dans I'extrait.

1 HPLC, High Performance Liquid Chromatography (Chromatographie Liquide & Haute
Performance)

2 DAD, Diode Array Detector (Détecteur & barrette de Diode)

3ELSD, Evaporative Light-Scattering Detection (Détecteur Evaporatif & Diffusion de la Lumiére)
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Les composés sont ensuite analysés par HPLC couplée a la spectrométrie de masse
haute résolution (HRMS') en utilisant différents modes d’'acquisition (Scan, tandem,
positif, négatif). Cette technique permet d’'apporter de nouvelles informations : la
masse exacte de chague molécule corrélée a la formule brute de celle-ci ainsi que
les ions de fragmentations. Ces résultats sont comparés a des bases de données
internes ou externes pour I'identification des composés.

Avec ces différentes informations, le temps de rétention, le spectre UV, la formule
brute ainsi que lesions fragments, il est possible d’'identifier formellement une molécule
si celle-ci est référencée dans une base de données. Dans le cas contraire, une
hypothése de formule brute et de structure est généralement possible.

Différentes colonnes chromatographiques ont été utilisées pour cette étape,
principalement une colonne apolaire (C18) ainsi qu'une colonne polaire (amide)
utilisée en chromatographie d’interaction hydrophile (HILIC2).

3.4 METHODOLOGIE DE CRIBLAGE BIOLOGIQUE

3.4.1 Cibles biologiques

Le screening biologique a été réalisé par I'équipe de Criblage de Molécules
BioActives (CMBA) du Commissariat a I'énergie atomique et aux énergies alternatives
(CEA) de Grenoble. Cing tests biologiques ont été réalisés sur les 66 extraits réalisés par
la méthode de macération :

e Test de Cytotoxicité : réalisé sur 3 lignées cellulaires (non cancéreuse,
cancéreuse et cancéreuse résistante) a 3 doses. Ce test permet de déterminer
le pourcentage de cytotoxicité sur les lignées. I permet également de
découvrir une potentielle activité anti-cancéreuse des extraits, en ciblant plus
spécifiquement les cellules cancéreuse et/ou cancéreuse résistante.

e Test d'activité de la Tyrosinase in vitro : Test d'activité enzymatique d 3 doses.
Ce test permet de déterminer le pourcentage d'inhibition de la tyrosinase qui
peut jouer un réle pour la dépigmentation en cosmétique mais aussi inhiber un
facteur de croissance des cellules pour une application pharmaceutique.

1 HRMS, High Resolution Mass Spectrometry (Spéctrométrie de Masse Haute Résolution)
2 HILIC, Hydrophilic Inferaction Liquid Chromatography (Chromatographie Liquide
d’Interaction Hydrophile)
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Mesure du relargage d'IL-8 en réponse 4 un stress cellulaire : Mesure de
quantité produite d’'InterLeukine-8 entierement automatisée sur une lignée
cellulaire a 3 doses. Ce test permet de déterminer le pourcentage d’induction
d’'IL-8, représentant le pourcentage d'inflammation, pour des produits anti-
inflammatoires en pharmaceutique. En cosmétique, ce test permet
d’objectiver un extrait apaisant (ex. pour peaux seches).

Translocation nucléaire NFkB : Quantification de la franslocation nucléaire des
facteurs de transcription NFkB par imagerie automatisée sur une lignée
cellulaire a 3 doses. Ce test permet de déterminer le pourcentage d'anti-
apoptotique des cellules.

Mesure des autophagosomes: Quantification des autophagosomes par
imagerie automatisée sur une lignée cellulaire a 3 doses. Ce test permet de
mettre en évidence la capacité des cellules a se régénérer. Il peut étre utilisé
aussi bien en pharmaceutique, dans des médicaments anti-cancéreux, qu’en
cosmétique, dans des produits anti-ges ou régénérant.

3.4.2 Résultats

Les tests biologiques (cing tests a trois concentrations pour 22 extraits) ont permis de
générer une quantité de données importante autorisant la réalisation d’'une analyse
en composante principale. Cette analyse a pour but d'observer la répartition des
extraits en fonction de leurs activités biologiques, selon leurs résultats normalisés et
centrés (cercle de corrélation, Figure 23). Il ressort de cette étude que les extraits
réagissent de la méme facon sur les cibles biologiques, selon leur polarité.

PC3

PC2-PC3 Correlation circle plot

o AP

1.0

PC3..6.27.
0.0

-1.0

-1.0 -0.5 0.0 0.5 10

PC2 PC2..22.

Figure 23. Analyse en composante principale des différents extraits et des résultats biologiques réalisé

avec ChemFlow. Les différentes abréviations sont définies dans le glossaire.(PC2-PC3)
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Cette étude est particulierement intéressante, méme si seule une tendance est
observable : il est envisageable de relier I'activité de certaines familles chimiques a
des résultats biologiques. En effet, il est plausible de supposer que les différents exiraits
de mémes polarités renferment les mémes types de familles de molécules. De ce fait,
avec un grand nombre de données, il serait éventuellement possible de classer dans
un groupe d'activités un extrait par rapport & sa composition chimique.

3.5 RESULTATS DU SCREENING DES PLANTES

3.5.1 Interprétation

Pour chacune des plantes étudiées, toutes les informations et résultats ont été
regroupés sous forme d’'un rapport, qui commence par une description botanique et
bibliographique.

Chaqgue plante a ensuite fait I'objet du screening phytochimique précédemment
décrit, celui-ci n'est pas exhaustif mais permet d'identifier et de sélectionner les
plantes d’'intérét pour un travail qui pourra ensuite étre approfondi. La méthode
principale de screening a été développée au laboratoire pour cibler certaines familles
de métabolites secondaires, les acides phénols et flavonoides principalement
(Méthode 1). Toutes les méthodes et procédures utilisées dans ce manuscrit sont
décrites dans la partie expérimentale (chapitre : 5). La Méthode 1 nous permet de
rapidement voir le potentiel d'une plante, sans négliger la partie polaire, qui n'est pas
retenue, et la partie apolaire, qui est €luée a partir de 10 min sur le chromatogramme
de la Figure 24 ci-dessous. Tous les chromatogrammes DAD sont présentés a 280 nm
dans ce manuscrit, néanmoins la totalité du spectre UV (200-600 nm) a été étudiée.

mAU—

0.384

8
Partie polaire

|

t
9

L A s s o e S A e e e B A e e e AL s
0 2 4 6 8 10 12 14 16 mi

Figure 24. Chromatogrammes DAD & 280 nm (haut) et ELSD (bas) de présentation de la Méthode 1
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Les différents chromatogrammes ont été obtenus a partir d’extraits réalisés par la
méthode Precellys®. Les spectres UV des molécules ont ensuite été rajoutés, quandils
étaient disponibles, ainsi que le nom en gras sile composé a formellement été identifié
sinon sa formule brute (Figure 25). Une méthode de screening en chromatographie
hydrophile a également été réalisée sur les extraits afin d'étudier plus précisément la
partie polaire (Méthode 2). Enfin, la liste de tous les composés identifiés par
spectrométrie de masse dans la plante a été énumérée dans un tableau.

|
| _ \
— - R

Dérivé Luteolin ; Co4H2005 Dérivé coumarique
ASTRAGALIN : APIGETRIN:

CoHaO

Dérivé quercetagetin ;
C21Hz0013; CiHoO12

Ac Chlorogénique; 3,5
-DCQ CysH01s

Acide : linolenique,
ursolique, linoleique,
palmitique,

oleique, lignocérique

Figure 25. Exemple de chromatogrammes de l'extrait éthanolique par Precellys® (HPLC/DAD/ELSD,
Méthode 1)

Les résultats biologiques obtenus sur les extraits réalisés par la méthode de macération
ont été recensés dans un tableau. Pour les résultats des tests de cytotoxicité, les extraits
avec une mortalité cellulaire supérieure a 50 % ont été surlignés en rouge, et ceux
supérieurs a 20 % en orange. Pour le reste des résultats, les extraits avec une réponse
similaire ou supérieure au témoin positif ont été surlignés en vert et en violet pour les
extraits inhibiteurs.

Enfin, chaque plante & fait I'objet d’'une conclusion selon les différents résultats des
screening phytochimiques et biologiques. Cependant, ces derniers étant arrivés trés
tard par rapport au délai initialement prévu, la sélection des plantes a dU se faire
principalement sur les résultats phytochimiques, ceci afin de pouvoir poursuivre
I'étude dans le temps imparti. Les plantes ont alors été classées en trois catégories :

Les plantes du groupe 3 : avec un intérét faible, contenant des familles de
composés déja fres étudiées.

Les plantes du groupe 2 : avec un profil intéressant mais sans réelle touche
biologique ou partie phytochimique nouvelle.

Les plantes du groupe 1 : avec un profil phytochimique tres intéressant, des
familles de molécules peu décrites ou non identifiées ou des activités
biologiques fortes.
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3.5.2 Achillea nana L.

3.5.2.1 Informations botaniques

o ARNRORCTS, NS
Parties aériennes

| IDENTIFEE PAR : musau trmr ' S N —— ~
PROPRIETES ET USAGES -~ 3 yF "

s
e
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Figure 26. Photos d'herbier, des parties aériennes et des fleurs de I'Achillée naine.

L'achillée naine (Achillea nana L.) est une plante de la famille des astéracées. Les
synonymes de toutes les plantes sont disponibles dans I'annexe 8.2. C'est une plante
vivace, relativement petite de 6 a 15 cm qui se développe dans les rocailles ou les
éboulis fins d'altitude.l76781 Elle est répartie dans toutes les Alpes.l7¢ Ses feuilles sont trés
velues, sa tige est rougedtre et surplombée d’'un capitule d'inflorescences qui partent
de 6 & 8 points différents permettant & chacun d'obtenir une petite fleur blanche. ¢!

3.5.2.2 Bibliographie
Tableau 6. Tableau des publications de I'achillée naine

SCI Finder PubMed Moyenne Depuis 2017
8 0 4 0

3.5.2.3 Récoltes

Tableau 7. Tableau de récoltes de I'achillée naine

Quantité , .
Lo, Nature dela Coordonnées de  Altitude de
Référence Lot sec , , Date
MP récolte récolte (m)
(9)
f’grﬂes 45°3'53" N 6°24'23"
R17/397 1738 64 aériennes E 2650 13/07/2017
fleuries
Parties

45°3'53" N 6°24'22"
R18/365 1738 182 aériennes SISIN6 2670 17/07/2018

E
fleuries
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3.5.2.4 Phytochimie
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Figure 27. Chromatogrammes de l'extrait éthanolique par Precellys® (HPLC/DAD/ELSD, Méthode 1)

La Figure 27 ci-dessus représente les chromatogrammes obtenus par DAD et ELSD de
I'extrait éthanolique en phase inverse. La Figure 28 ci-dessous représente les
chromatogrammes ELSD des extraits éthanoliques et aqueux en phase HILIC.

Ac.
Iduronique? Sucre Ac. Ac. Ac. Cis
FRUCTOSE (C4H)0©;) GLUCOSE PROLINE (C,H);0,) SUCROSE GLUCONIQUE MALIQUE ACONITIQUE

s S W B

Figure 28. Chromatogrammes ELSD de I'extrait éthanolique (haut) et aqueux (bas) par Precellys®
(Méthode 2)

Grace aux différents profils chromatographiques réalisés par HPLC en phase inverse
et HILIC, 28 molécules ont été identifiées. Elles sont répertoriées dans le Tableau 8 ci-
dessous. Il regroupe les informations suivantes : le nom du composé ou la famille dont
il dérive, sa formule brute, la méthode avec laquelle il a été identifié et son temps de
rétention relatif & cette méthode.
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Tableau 8. Tableau des composés analysés dans I'achillée naine

ID Nom Formule brute Méethode de . Tr (min)
chromatographie

1.1 Ac. Chlorogénique Ci1¢H1809 1 3.49
1.2 Dérivé Quercétine - 1 3,99
1.3 Dérivé Lutéoline-diglycosylé C27H30017 1 5,09
1.4 3,5-Dicaféoylquinique C25H24012 1 5,78
1.5 Dérivé Lutéoline-glycosylé C21H2001 1 5,85
1.6 Rutine C27H30014 1 5,93
1.7 Iso quercétine C21H20012 1 6,05
1.8 Apigétrine C21H20010 1 6,35
1.9 Dérivé Apigénine Ci5H100s 1 6,67
1.10 Dérivé Apigénine Ci5H100s 1 6,76
1.11 Dérivé Apigénine CisH100s 1 7.14
1.12 Dérivé Quercétine C15H1004 1 7.41

1.13 Apigénine Ci5H100s5 1 8,18
1.14 Diosmétine C16H120¢ 1 8,32
1.15 Dérivé Ac. Coumarique - 1 8,58
1.16 Ac. Linolénique CigH3002 1 11,26
1.17 Ac. Linoléique CigH3202 1 11,46
1.18 Ac. Palmitique C14H3202 1 11,57
1.19 Ac. Oléique C18H3402 1 11,73
1.20 Ac. Stéarique CigH3:02 1 11,95
1.21 Ac. Lignocérique C24H4802 1 12,16
1.22 Fructose CsH120¢ 2 7,87
1.23 Glucose CsH120¢ 2 9,89
1.24 Proline CsHsNO2 2 10,48
1.25 Sucrose C12H220m1 2 12,89
1.26 Ac. Gluconique CsH1207 2 13,67
1.27 Ac. Malique C4HsOs 2 15,81
1.28 Ac. Cis-aconitique CsHsOs 2 17,05

Grdce aux composés répertoriés dans les bases de données internes, 20 molécules
ont pu étfre formellement identifiées. Elles sont listées en gras et en bleu dans le Tableau
8 ci-dessus. Les 8 autres molécules ont été catégorisées dans des familles de
composés gréce a leur spectre UV ainsi qu’a leur formule brute comparés ¢ des bases
de données internes et externes.

3.5.2.5 Extractions et rendements

Tableau 9. Tableau des rendements d'extraction de I'achillée naine

Extrait Apolaire Extrait Intermédiaire Extrait Polaire
Masse extraite (g) 1,90 5,39 8,24
Rendement (%) 3.9 11,1 17.0
M de départ
R e 48,48 Rendement total (%) : 32

(9):
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3.5.2.6 Activités biologiques

Tableau 10. Tableau des activités biologiques de I'achillée naine

% de cytotoxicité par différentes dilutions

L|gne§ HEK293T MES-SA MES-SA DX5
cellulaire
Nom (mg) 200 667 2000 200 667 2000 200 667 2000
Extrait
)s(urgl 37 | 1027 772 22 | 97,7 91,0 11| 977 83,0 16,4
Extrait
Int 3,2 58,1 9.5 -16,7 78,0 31,1 13,9 63,3 30,8 9.5
E’irs” 37 | 140 3.0 19 | 554 6.7 27 | 480 19,1 6.1
. . e sas % Translocation nucléaire
% d’induction IL8 par % d’inhibition de la N~ .
o, R - de NFkB apres stimulation
dilution tyrosinase par dilution
TNFa
Liang
|gne§ HEK293T Tyrosinase HEK293T
cellulaire
Nom (mg) 200 667 2000 200 667 2000 667 2000 6667
Bxtrait 5 271 | -67 6,6 72 1342 99,1
Sup
Extrait
Int 3.2 -2,7 -22,1 20,2 7.4 3,9 120,7 127,7 99.1
Extrait
Aq 3.7 -24,7 -11.8 -11,6 4.8 6,3 7.3 114,2 114,3 103,9
Tri en fonction du nombre d’'autophagosomes (ATG) par cellule en %
667 2000 6667
Nom (mg) <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8
Exralt 52 | 47 41 12 72 23 5 82 15 3
Sup
E’(l:f” 32 | 46 45 9 50 38 12 64 30 6
Extrait
’;Z” 37 | 39 45 15 67 29 4 59 36 5

3.5.2.7 Conclusion

Le profil des métabolites secondaires est frés intéressant, il est composé de
nombreuses familles de flavonoides (quercétine, lutéoline, apigénine ou kaempférol)
mais également de plusieurs acides phénoliques et de composés maijoritaires non
identifiés. Les profils polaire et apolaire sont quant a eux assez communs. L'extrait
apolaire n’est pas cytotoxique & la dilution minimale pour la lignée cellulaire normale
(HEK293T) mais I'est pour les lignées cellulaires cancéreuses (MES-SA) et cancéreuses
résistantes (MES-SA DX5). Les différents extraits ont également une tendance ¢ un effet
anti-inflammatoire et I'extrait intermédiaire a une tendance & l'inhibition de Ia
tyrosinase. Cette plante a été classée dans le groupe 1.
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3.5.3 Aconitum lycoctonum subsp. Vulparia (Rchb.) Nyman

3.5.3.1 Informations botaniques

r

Figure 29. Croquis et photos des parties aériennes et des fleurs de I' Aconit tue-loup. Source : F. Le Driant
©.178

L'aconit tue-loup (Aconitum lycoctonum subsp. Vulparia (Rchb.) Nyman) est une
plante de la famille des renonculacées. C'est une plante vivace, relativement grande
de 40 a 120 cm qui se développe dans les prairies et les sols rocheux.l7¢l Ses feuilles sont
palmées et tres découpées, sa tige est grande et elle possede des fleurs jaune-
verd@fre en grappes de juin a aoUt. C'est une plante trés toxique aussi bien pour
I'hnomme que pour la faune. 7678

3.5.3.2 Bibliographie
Tableau 11. Tableau des publications de I'aconit tue-loup

SCI Finder PubMed Moyenne Depuis 2017
15 4 9.5 0

3.5.3.3 Récolte

Tableau 12. Tableau de récolte de I'aconit tue-loup

vantité ,
L, Q Nature dela Coordonnees de Altitude de
Référence Lot sec , , Date
MP récolte récolte (m)
(9)
Parties

, . 45°2'37" N 6°18'20"
R17/398 1737 691 aériennes 1360 26/06/2017

E
fleuries
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3.5.3.4 Phytochimie
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Figure 30. Chromatogrammes de I'extrait éthanolique par Precellys® (HPLC/DAD/ELSD, Méthode 1)

La Figure 30 ci-dessus représente les chromatogrammes obtenus par DAD et ELSD de
I'extrait éthanolique en phase inverse. La Figure 31 ci-dessous représente les
chromatogrammes obtenus par ELSD des extraits éthanoliques et aqueux en phase
HILIC.
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Figure 31. Chromatogrammes ELSD de I'extrait éthanolique (haut) et aqueux (bas) par Precellys®
(Méthode 2)

Dans cette plante, 16 molécules ont pu éfre formellement identifiees, listées en gras
et en bleu dans le Tableau 13 ci-dessous. Les 6 autres molécules ont été catégorisées

dans des familles de composés gréce a leur spectre UV ainsi qu'a leur formule brute
comparés a des bases de données internes et externes.
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Tableau 13. Tableau des composés analysés dans I'aconit tue-loup

ID Nom Formule brute Méethode de . Tr (min)
chromatographie
2.1 Ac. Aconitique C¢HsO¢ 1 0,33
2.2 Ac. Chlorogénique Ci¢H1809 1 3.49
2.3 Dérivé Kaempférol-Rha-Hex! C27H30015 1 4,13
2.4 Lycaconitine/Glaudelsing*2858¢] CasH4sN2010 1 5,05
2.5 Dérivé Kaempférol-Rha-Hex C27H30015 1 5,29
2.6 Datiscine C27H30015 1 5,40
2.7 Dérivé Kaempférol-Rha-Rhalé’! C27H30014 1 5,77
2.8 Lycaconitine/Glaudelsine*858¢] Cs6H18N2010 1 5,90
2.9 Dérivé Kaempférol CaoH30016 1 6,48
2.10 Ac. Linolénique Ci18H3002 1 11,25
2.11 Ac. Linoléique C18H3202 1 11,46
2.12 Ac. Palmitique C1sH3202 1 11,58
2.13 Ac. Oléique CigH3402 1 11,73
2.14 Ac. Stéarique CigH3:02 1 11,95
2.15 Fructose CsH120¢ 2 9,04
2.16 Glucose CsH120¢ 2 11,22
217 Proline CsHsNO2 2 11,71
2.18 Sucrose C12H2201m1 2 13,93
2.19 Ac. Gluconique CsH1207 2 14,81
2.20 Ac. Glucuronique C¢H1007 2 16,05
2.21 Ac. Malique C4HsOs 2 17,42
2.22 Ac. Cis-aconitique C¢HsO¢ 2 18,47

3.5.3.5 Extractions et rendements

Tableau 14. Tableau des rendements d’extraction de I'aconit tue-loup

Extrait Apolaire

Masse extraite (g) 0.64
Rendement (%) 1.2
M de départ
asse de dépar 5465
(9):

I Certains flavonoides glycosylés ont été détaillés, les abréviations sont définies dans le

glossaire.

2 Les molécules avec une astérisque n'ont pas été formellement identifiées, toutefois les

Extrait Intermédiaire
1,13
2.1

Rendement total (%) :

Extrait Polaire

10,00
18,3

21,5

différentes informations (formule brute, spectre) ont été comparées a la littérature.
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3.5.3.6 Activités biologiques

Tableau 15. Tableau des activités biologiques de I'aconit tue-loup

% de cytotoxicité par différentes dilutions

L|gne§ HEK293T MES-SA MES-SA DX5
cellulaire
Nom (mg) 200 667 2000 200 667 2000 200 667 2000
Extrait
xiral 93,2 1,1 12 | 835 0.2 88 | 880 35,0 17,4
Sup
Extrait
Int 2,5 80,9 11,5 7.7 92,5 2,5 3,4 94,7 28,8 13,7
Extrait
Aq 2.7 20,0 3.2 -10,8 32,7 6,8 11,5 50,1 28,6 8,7
. . e sas % Translocation nucléaire
% d’induction IL8 par % d’inhibition de la N~ .
o, . - de NFkB apres stimulation
dilution tyrosinase par dilution
TNFa
Liané
|gne§ HEK293T Tyrosinase HEK293T
cellulaire
Nom (mg) 200 667 2000 200 667 2000 667 2000 6667
Exirait 128 33 | 155 1.2 69 | 1038 988 1014
Sup
E’(I:f” 2,5 923 -17.9 | 192 5,0 81 | 91,2 98,8 89,1
Extrait
Aq 2.7 -17.8 -10,0 -17,6 4,6 -1.3 -8,6 91,2 92,8 95,2
Tri en fonction du nombre d’'autophagosomes (ATG) par cellule en %
667 2000 6667
Nom (mg) <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8
Extralt 4 4 | s 40 9 51 40 9 59 35 6
Sup
E’(l:f” 25 | 46 44 10 65 28 7 68 24 8
Extrait
’; Z" 27 | 58 32 9 70 26 5 71 23 5

3.5.3.7 Conclusion

Cette plante a été classée dans le groupe 2. Au niveau phytochimique, ces composés
majoritaires, des flavonoides et des alcaloides ont déja décrits été dans la littérature
et ses profils polaire et apolaire sont communs. Enfin, seulement une tendance a
I'inhibition de la tyrosinase est observable sur les résultats biologiques de |'extrait
intermédiaire & la plus forte concentration.
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3.5.4 Ajuga pyramidalis L.

3.5.4.1 Informations botaniques

Herbier Parlies aériennes

'7"_5 : 4 I >
/7

Figure 32. Photos d’herbier, des parties aériennes et des fleurs du bugle pyramidale.

La bugle pyramidale (Ajuga pyramidalis L.) est une plante de la famille des lamiacées.
C'est une petite plante mesurant de 5 & 20 cm qui se développe dans les prairies de
montagnes. On la frouve majoritairement dans I'Europe centrale ou boréale.l’¢ La
bugle pyramidale tient son nom de sa forme : sa tige et ses feuilles velues forment une
section carrée jusqu’au sommet. Ses feuilles sont vertes & la base et deviennent rouge
bordeaux en hauteur. Elle possede des fleurs bleues ou rosées observable d'avril &
aoUt, disposées par trois & la jointure des feuilles et de la tige. 7678l

3.5.4.2 Bibliographie

Tableau 16. Tableau des publications du bugle pyramidale

SCI Finder PubMed Moyenne Depuis 2017
9 1 5 1

3.5.4.3 Récoltes

Tableau 17. Tableau de récoltes du bugle pyramidale

, , Altitude de
L., Quantite sec Nature de la Coordonnees ,
Référence Lot , recolte Date
(9) MP de récolte
(m)

Parties aériennes 45°2'42" N
R17/399 1725 14,5 . (o035g E 2280 26/06/2017

Parties aériennes 45°2'42" N
R18/236 1725 13 fouries (o035 £ 2280 28/06/2018
R18/237 1725 300 Parties aeriennes  45°23" N 2060 28/06/2018

fleuries 6°24'6"E
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. L. 45°2'42" N
R19/249 1725 30 Parties aériennes 6923'58" 2280 19/06/2019
45°2'3" N
R19/250 1725 15 Fleurs (ODAGE 2060 19/06/2019
. 45°2'3" N
R19/251 1725 0.8 Racines 4G E 2060 19/06/2019
Parties aéri 45°2'3" N
R19/252 1725 25 ariies aenennes 23 2060 19/06/2019
non fleuries 6°24'6"E
3.5.4.4 Phytochimie
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Figure 33. Chromatogrammes de I'extrait éthanolique par Precellys® (HPLC/DAD/ELSD, Méthode 1)

La Figure 33 ci-dessus représente les chromatogrammes obtenus par DAD et ELSD de
I'extrait éthanolique en phase inverse. La Figure 34 ci-dessous représente les
chromatogrammes obtenus par ELSD des extraits éthanoliques et aqueux en phase
HILIC. Le décalage du temps de rétention est d0 a I'instabilité des éluants composés
d’'ammoniaque.
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Figure 34. Chromatogrammes ELSD de l'extrait éthanolique (haut) et aqueux (bas) par Precellys®
(Méthode 2)



Dans cette plante, 15 molécules ont pu éfre formellement identifiées, listées en gras
et en bleu dans le Tableau 18 ci-dessous. Les 10 autres molécules ont été catégorisées
dans des familles de composés grdce a leur spectre UV ainsi qu'd leur formule brute
comparés a des bases de données internes et externes.
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Tableau 18. Tableau des composés analysés dans la bugle pyramidale

ID Nom Formule brute Méethode de . Tr (min)
chromatographie
3.1 Harpgagide*(s8] C15H24010 1 2,28
3.2 8-O-acétylharpagide*esl Ci7H260m 1 4,89
3.3 Dérivé Ac. Caféique C41H56025 1 5,35
3.4 Dérivé Ac. Caféique Cs5H16020 1 5,69
3.5 Verbascoside C29H34015 1 5,85
3.6 Dérivé Ac. Caféique C29H36015 1 6,10
3.7 Dérivé Ac. Caféique CasH16020 1 6,25
3.8 Dérivé Ac. Caféique C29H36015 1 6,42
3.9 Dérivé terpénique C28H420s 1 6,66
3.10 Dérivé terpénique C29H1409 1 6,66
3.11 Ac. Linolénique C18H3002 1 11,25
3.12 Ac. Linoléique CisH3202 1 11,46
3.13 Ac. Palmitique Ci6H3202 1 11,58
3.14 Ac. Oléique CigH3402 1 11,73
3.15 Ac. Stéarique Ci8H3:02 1 11,95
3.16 Dérivé Xanthophylle Cs3H40019 1 11,98
3.17 Ac. Lignocérique C24H4802 1 12,16
3.18 Fructose C¢H1204 2 7,87
3.19 Glucose CsH120¢ 2 9,89
3.20 Proline CsH9NO2 2 10,48
3.21 Sucrose C12H2201m1 2 12,89
3.22 Ac. Gluconique CsH1207 2 13,67
3.23 Ac. Glucuronique CsH1007 2 15,46
3.24 Ac. Malique C4HsOs 2 15,81
3.25 Ac. Cis-aconitique C¢HsO¢ 2 17,05

3.5.4.5 Extractions et rendements

Masse extraite (g)
Rendement (%)
Masse de départ

(9):

Tableau 19. Tableau des rendements d'extraction du bugle pyramidale

Extrait Apolaire
13,78

3.8

13,78

Extrait Intermédiaire

0.53
25,5

Rendement total (%) :

3,52
24,1

53,5

Extrait Polaire
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3.5.4.6 Activités biologiques

Tableau 20. Tableau des activités biologiques du bugle pyramidale

% de cytotoxicité par différentes dilutions

Ugneg HEK293T MES-SA MES-SA DX5
cellulaire
Nom (mg) 200 667 2000 200 667 2000 200 667 2000
Extrait
)s(urgl 28 | 948 39,1 %67 | 735 0.3 87 | 775 36,0 6.7
Extrait
Int 3,5 33,9 1.8 -15,3 54,2 14,8 -6,7 53,9 7.8 1,4
Extrait
Aq 3.3 21,8 -20,6 -16,3 65,1 23,8 -9.6 45,3 16,0 9.5
. . e sas % Translocation nucléaire
% d’induction IL8 par % d’inhibition de la N~ .
o, R - de NFkB apres stimulation
dilution tyrosinase par dilution
TNFa
Liané
|gne§ HEK293T Tyrosinase HEK293T
cellulaire
Nom (mg) 200 667 2000 200 667 2000 667 2000 6667
Exrait ) g 73 | 9.2 6.2 9.6 1472 1086
Sup
Extrait
Int 3.5 -7.6 9.1 -3,4 -10,6 -7.2 114,2 127,7 103,9
Extrait
Aq 3.3 -18,7 -12,3 -19,5 -11.,8 -7.1 -0,7 107,6 127,7 99.1
Tri en fonction du nombre d’'autophagosomes (ATG) par cellule en %
667 2000 6667
Nom (mg) <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8
Bxtrait o8 | 55 37 8 50 40 10 59 34 7
Sup
E’(l:f” 35 | 59 34 7 63 32 6 58 3] 1
E)ir(;m 3.3 64 31 5 69 25 6 64 29 7

3.5.4.7 Conclusion

Le profil des métabolites secondaires de cette plante est trés intéressant, elle est
composée de quelques molécules majoritaires issues de trois familles de composés :
des iridoides, des acides phénoliques et des terpenes. C'est d'ailleurs la seule plante
de I'étude a posséder des iridoides. Ses profils polaire et apolaire sont cependant
assez communs. Au niveau biologique, seuls les extraits polaires présentent une
tendance anti-inflammatoire. Cette plante a été classée dans le groupe 1.
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3.5.5 Alchemilla alpina L.

3.5.5.1 Informations botaniques

Parties aériennes Fleurs
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Figure 35. Croquis et photos des parties aériennes et des fleurs de I'alchémille des alpes. Source : F. Le
Driant ©.178]

L'alchémille des Alpes (Alchemilla alpina L.) est une plante de la famille des rosacées.
C’est une petite plante vivace mesurant de 10 & 20 cm qui se développe dans les
pelouses ou les rochers de haute montagne.l7¢l Elle est observable dans toute I'Europe.
Ses feuilles sont vert vif sur le dessus, velues et argentées en dessous. Les feuilles sont
divisées d la base en 5 a 9 folioles et dentées au sommet. Les fleurs, quant & elles, se
développent de juillet & aoUt, elles sont jaunes et disposées en grappes au bout des
tiges.l7¢l

3.5.5.2 Bibliographie

Tableau 21. Tableau des publications de I'alchémille des alpes

SCI Finder PubMed Moyenne Depuis 2017
18 0 9 1

3.5.5.3 Récolte

Tableau 22. Tableau de récolte de I'alchémille des alpes

tité
L. Quantite Nature de la Coordonnées de Altitude de
Réféerence Lot sec , , Date
MP récolte récolte (m)
(9)
Parties

45°2'42" N 6°23'58"
R17/400 1722 33 aériennes ° 672358 2280 26/06/2017

E
fleuries
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3.5.5.4 Phytochimie
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Figure 36. Chromatogrammes de l'extrait éthanolique par Precellys® (HPLC/DAD/ELSD, Méthode 1)

La Figure 36 ci-dessus représente les chromatogrammes obtenus par DAD et ELSD de
I'extrait éthanolique en phase inverse. La Figure 37 ci-dessous représente les
chromatogrammes obtenus par ELSD des extraits éthanoliques et aqueux en phase
HILIC.
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Figure 37. Chromatogrammes ELSD de I'extrait éthanolique (haut) et aqueux (bas) par Precellys®
(Méthode 2)
Dans cette plante, 15 molécules ont pu étre formellement identifiées, listées en gras
et en bleu dans le Tableau 23 ci-dessous. Les 6 autres molécules ont été catégorisées
dans des familles de composés gréce a leur spectre UV ainsi qu'd leur formule brute
comparés a des bases de données internes et externes.
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Tableau 23. Tableau des composés analysés dans I'alchémille des alpes

Méthode de
ID Nom Formule brute . Tr (min)
chromatographie
4.1 Dérivé Quercétine C22H20013 1 4,22
4.2 Agrimoniine*8?] Cs2H54052 1 4,70
43 Dérivé Quercétine-glycosylé C21H20013 1 5,79
4.4 Ac. Ellagique C14HsOs 1 5,99
4.5 Dérivé Kaempférol C21Hi180n12 1 6,39
4.6 Dérivé Quercétine C22H20013 1 6,630
4.7 Dérivé Kaempférol CaoH26013 1 7,646
4.8 Ac. Linolénique C18H3002 1 11,25
4.9 Ac. Linoléique CigH3202 1 11,46
4.10 Ac. Palmitique C1sH3202 1 11,58
411 Ac. Oléique CigH3402 1 11,73
4.12 Ac. Stéarique CisH3502 1 11,95
413 Xylose CsH100s 2 6,17
4.14 Fructose C¢H1204 2 9,03
4.15 Glucose CsH120¢ 2 11,22
416 Proline CsHsNO2 2 11,71
417 Sucrose Ci12H22011 2 13,93
418 Ac. Gluconique C¢H1207 2 14,81
419 Ac. Glucuronique CsH1007 2 16,05
4.20 Ac. Malique C4HsOs 2 17,41
4.21 Ac. Cis-aconitique C¢HsO¢ 2 18,47
3.5.5.5 Extractions et rendements
Tableau 24. Tableau des rendements d'extraction de I'alchémille des alpes
Exirait Apolaire Extrait Intermédiaire Extrait Polaire
Masse extraite (g) 1,16 7.16 4,01
Rendement (%) 3,5 21,5 12,1
Masse de départ
. = 33,24 Rendement total (%) : 37.1
(9):
3.5.5.6 Activités biologiques
Tableau 25. Tableau des activités biologiques de I'alchémille des alpes
% de cytotoxicité par différentes dilutions
Lignee HEK293T MES-SA MES-SA DX5
cellulaire
Nom (mg) | 200 667 2000 200 667 2000 200 667 2000
Extrait
;(Jg' 26 | 883 485 33 | 520 6,0 03 | 981 530 405
Extrait
Int 4,0 103,4 47,8 -6,7 98.6 66,0 33.1 98.7 61,7 25,8
Extrait
Aq 2.8 44,4 -6,9 0,4 84,3 22,8 26,5 98.1 21,4 16,4
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% d’induction IL8 par

% d’'inhibition de la
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% Translocation nucléaire
de NFkB aprés stimulation

dilution tyrosinase par dilution INFa
L
'gnee HEK293T Tyrosinase HEK293T
cellulaire
Nom (mg)| 200 667 2000 | 200 667 2000 | 667 2000 6667
Extrait
Xrat— o6 264 | 22 6,7 -8,0 1108 1014
Sup
E’(l:f” 40 46 | 447 1.6 6,3 1048 952
Ex/quo” 2.8 55 35 | -13 2,5 21 | 975 1108 1014
Tri en fonction du nombre d’'autophagosomes (ATG) par cellule en %
667 2000 6667
Nom (mg) <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8
Extrait
XAt oe | 49 42 8 72 27 2 64 30 5
Sup
Extrait
Xlr:f' 40 | 42 39 18 63 32 5 68 29 2
EXIC?'T 28 | 6 30 9 61 30 9 68 25 7

3.5.5.7 Conclusion

Les profils phytochimiques de cette plante sont trés pauvres, aussi bien dans la partie
polaires, apolaires qu’au niveau des métabolites secondaires. Cependant, il est
possible d'observer des tendances anti-inflammatoires sur son extrait apolaire a la plus
petite concentration. L'extrait intermédiaire a la plus haute concentration présente
une tendance activatrice de
I’autophagie. Cette plante a été classée dans le groupe 2.

la fyrosinase aqinsi

qu'une augmentation de
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3.5.6 Antennaria carpatica (Wahlenb.) Bluff. & Fingherh.

3.5.6.1 Informations botaniques

Fleurs

Th

Figure 38. Photos d’herbier, des parties aériennes et des fleurs de I'antennaire des Carpates. Source :
Herbarium de Genéve et F. Le Driant ©.178.90]

L'antennaire des Carpates (Antennaria carpatica (Wahlenb.) Bluff. & Fingherh.) est
une plante de la famille des astéracées. C'est une petite plante vivace mesurant de
5 a 20 cm qu'il est possible de trouver dans les pdturages et rochers de haute
montagne.l’¢l Elle est répartie dans toutes les Alpes de I'Europe, en Norvege et en
Laponie. A. carpatica est différenciable d'A. diocica par sa longue tige et ses capitules
brunes ou noirdtres.l78l Ses feuilles sont cotonneuses sur les deux faces et se dressent
sur foute la plante. Les fleurs sont observables de juillet d aolt, de couleurs blanches
d brunes formées par capitules de 2 a 4 au bout de la tige. 74

3.5.6.2 Bibliographie

Tableau 26. Tableau des publications de I'antennaire des Carpates

SCI Finder PubMed Moyenne Depuis 2017
0 0 0 0

3.5.6.3 Récolte

Tableau 27. Tableau de récolte de I'antennaire des Carpates

Quantité , .
Lo, Nature de la Coordonnées de  Altitude de
Référence Lot sec , , Date
MP récolte récolte (m)
(9)
Parties
R17/401 1730 27 aériennes 45°3'11" N 6°24'9" E 2410 11/07/2017

fleuries
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Figure 39. Chromatogrammes de l'extrait éthanolique par Precellys® (HPLC/DAD/ELSD, Méthode 1)

La Figure 39 ci-dessus représente les chromatogrammes obtenus par DAD et ELSD de
I'extrait éthanolique en phase inverse. La Figure 40 ci-dessous représente les
chromatogrammes obtenus par ELSD des extraits éthanoliques et aqueux en phase
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Figure 40. Chromatogrammes ELSD de I'extrait éthanolique (haut) et aqueux (bas) par Precellys®

(Méthode 2)

Dans cette plante, 16 molécules ont pu étre formellement identifiées, listées en gras
et en bleu dans le Tableau 28 ci-dessous. Les 7 autres molécules ont été catégorisées
dans des familles de composés gréce a leur spectre UV ainsi qu'd leur formule brute
comparés a des bases de données internes et externes.
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Tableau 28. Tableau des composés analysés dans I'antennaire des Carpates

ID Nom Formule brute Méethode de . Tr (min)
chromatographie

5.1 Dérivé Ac. Caféique C16H1809 1 2,32

5.2 Ac. Chlorogénique Ci¢H1809 1 3,50

53 Dérivé Myrécitine-Hex C21H20013 1 5,05

5.4 Dérivé Lutéoline Ci17H30010 1 5,38

5.5 Dérivé Ac. Caféique C27H36013 1 5,73

5.6 3,5-DCQ C25H24012 1 5,79

5.7 Dérivé Lutéoline-Hex C21H200m 1 5,86

58 Dérivé Ac. Caféique C25H24012 1 6,31

5.9 Apigétrine C21H20010 1 6,45
5.10 Astragaline C21H200m 1 6,84
5.11 Dérivé Lutéoline Ci5H1004 1 7,42
5.12 3',4’,7-Trihydroxyflavone Ci5H100s 1 7,99
5.13 Ac. Linolénique C18H3002 1 11,25
5.14 Ac. Linoléique CisH3202 1 11,46
5.15 Ac. Palmitique C1sH3202 1 11,58
5.16 Ac. Oléique C18H3402 1 11,73
5.17 Ac. Stéarique Ci8H3:02 1 11,95
5.18 Fructose C¢H1204 2 9,03
5.19 Glucose CsH120¢ 2 11,22
5.20 Proline CsHsNO2 2 11,71
5.21 Sucrose C12H22011 2 13,93
5.22 Ac. Glucuronique CsH1007 2 16,05
5.23 Ac. Malique C4HsOs 2 17,41

3.5.6.5 Extractions et rendements
Tableau 29. Tableau des rendements d’extraction de I'antennaire des Carpates
Exirait Apolaire Extrait Intermédiaire Extrait Polaire

Masse extraite (g) 0,62 2,50 6,34

Rendement (%) 1.7 6.7 17.1

Masse de depart 37,07 Rendement total (%) : 25,5

(9):
3.5.6.6 Activités biologiques
Tableau 30. Tableau des activités biologiques de I'antennaire des Carpates
% de cytotoxicité par différentes dilutions
L|gne.e HEK293T MES-SA MES-SA DX5

cellulaire

Nom (mg) | 200 667 2000 200 667 2000 200 667 2000
Extrait

sup 1.4 102,5 78,9 33,4 97.6 95,7 15,0 96,9 68.4 37,4
Extrait

Int 2,5 79.5 20,9 6,1 97.3 36,9 13,5 99,7 37,0 28,3
Extrait

Aq 2,7 6,5 4,2 -58 44,9 14,4 11,3 25,7 24,5 12,4
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dilution tyrosinase par dilution INFa
Liané
'gnee HEK293T Tyrosinase HEK293T
cellulaire
Nom (mg) 200 667 2000 200 667 2000 667 2000 6667
Extrait ) 4 8,3 3,5 11,2 95,2
Sup
Extrait
Int 2.5 14,5 3,1 25,0 8,2 -9.4 97.5 92,8 89,1
Extrait
Aq 2,7 -7.9 -11,4 -21,0 5,8 2,6 1,4 84,7 80,5 107.5
Tri en fonction du nombre d’'autophagosomes (ATG) par cellule en %
667 2000 6667
Nom (mg) <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8
Extrait | 44 45 1 64 30 6 59 32 8
Sup
E’(I:f” 25 | ¢4 3] 5 48 42 10 54 39 8
EXIC?'T 27 | 74 23 3 45 40 15 57 36 7

3.5.6.7 Conclusion

Le profil des métabolites secondaires de cette plante est majoritairement composé
de flavonoides (lutéoline, kaempférol) et d’acides phénoliques assez communs dans
la littérature. La partie polaire est assez classique, mis a part une molécule non
identifiée, et le profil apolaire est riche en acides gras. Il est possible d’observer une
tendance anfi-inflammatoire sur
I’autophagie. Cette plante a été classée dans le groupe 2.

I'extrait polaire aqinsi

qu'une activation de



La sélection des plantes Page | 66

3.5.7 Antennaria dioica (L.) Gaertn.

3.5.7.1 Informations botaniques

N
o

Figure 41. Photos d’herbier, des parties aériennes et des fleurs de I'antennaire dioique.

L'antennaire dioique (Antennaria dioica (L.) Gaertn.) est une plante de la famille des
astéracées. C'est une trés petite plante vivace mesurant de 54 15 cm que I'on trouve
dans les prés et paturages de haute montagne.l’él Cette espece se développe dans
toute I'Europe et I' Amérique septentrionale.l’sl Comme il est possible de le voir sur les
photos de la Figure 41 ci-dessus et comme son nom I'indique, la plante est unisexuée.
Il est possible d'observer des fleurs blanches pour les males et roses pour les femelles
de mai d juin.l7él Les feuilles sont réparties a la base et le long de la tige. Elles sont vertes
ou vert blanchatre au-dessus.l7¢l

3.5.7.2 Bibliographie
Tableau 31. Tableau des publications de I'antennaire diocique

SCI Finder PubMed Moyenne Depuis 2017
6 1 3 4

3.5.7.3 Récoltes

Tableau 32. Tableau de récoltes de I'antennaire dioique

Quantité ;
L. Nature dela Coordonnees de Altitude de
Réféerence Lot sec , , Date
MP récolte récolte (m)
(9)
Parties
R17/402 1731 41 aériennes 45°3'11" N 6°24'9" E 2410 11/07/2017

fleuries
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Parties
L. 45°3'46" N 6°24'16"
R18/362 1731 110 aériennes E 2580 17/07/2018
fleuries
Parties
R18/363 1731 67 aériennes 45°3'T1" N 6°24'9" E 2410 17/07/2018
fleuries
3.5.7.4 Phytochimie
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Figure 42. Chromatogrammes de l'extrait éthanolique par Precellys® (HPLC/DAD/ELSD, Méthode 1)

La Figure 42 ci-dessus représente les chromatogrammes obtenus par DAD et ELSD de
I'extrait éthanolique en phase inverse. La Figure 43 ci-dessous représente les
chromatogrammes obtenus par ELSD des extraits éthanoliques et aqueux en phase
HILIC.
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Figure 43. Chromatogrammes ELSD de I'extrait éthanolique (haut) et aqueux (bas) par Precellys®
(Méthode 2)

Dans cette plante, 19 molécules ont pu éfre formellement identifiées, listées en gras
et en bleu dans le Tableau 33 ci-dessous. Les 10 autres molécules ont été catégorisées
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dans des familles de composés gréce a leur spectre UV ainsi que leur formule brute
comparés a des bases de données internes et externes.

Tableau 33. Tableau des composés analysés dans I'antennaire dioique

ID Nom Formule brute Méethode de . Tr (min)
chromatographie

6.1 Dérivé Ac. Caféique C16H1809 1 2,35

6.2 Ac. Chlorogénique Ci6H1809 1 3,50

6.3 Dérivé Quercétagétine-glycosylé C21H20013 1 5,05

6.4 Dérivé Quercétagétine-glycosylé C21H20012 1 5,37

6.5 3,5-DCQ C25H24012 1 5,78

6.6 Dérivé Lutéoline-Hex C21H200m 1 5,88

6.7 Dérivé Kaempférol C24H22015 1 6,11

6.8 Dérivé Ac. Caféique C25H24012 1 6,30

6.9 Apigétrine C21H20010 1 6,34
6.10 Astragaline C21H20011 1 6,44
6.11 Dérivé Lutéoline-glycosylé C21H20012 1 6,83
6.12 Dérivé Lutéoline-Rha C21H20010 1 7.13
6.13 Dérivé Ac. Caféique C31H14012 1 7.35
6.14 Dérivé Ac. Coumarique C15H100¢ 1 7,93
6.15 3',4’,7-Trihydroxyflavone C15H100s 1 7,99
6.16 Ac. Linolénique C18H3002 1 11,25
6.17 Ac. Ursolique C30H4803 1 11,40
6.18 Ac. Linoléique C18H3202 1 11,46
6.19 Ac. Palmitique C1sH3202 1 11,58
6.20 Ac. Oléique CigH3402 1 11,73
6.21 Ac. Lignocérique C24H4802 1 12,16
6.22 Fructose C¢H1204 2 7,32
6.23 Glucose C¢H1204 2 9,58
6.24 Proline CsH9NO2 2 10,56
6.25 Sucrose C12H220m1 2 12,78
6.26 Ac. Gluconique CsH1207 2 13,66
6.27 Ac. Glucuronique CsH1007 2 14,69
6.28 Ac. Malique C4HsOs 2 15,83
6.29 Ac. Cis-aconitique C¢HsO¢ 2 17,04

3.5.7.5 Extractions et rendements
Tableau 34. Tableau des rendements d’extraction de I'antennaire dioique
Extrait Apolaire Extrait Intermédiaire Extrait Polaire

Masse extraite (g) 0,34 1,75 2,63

Rendement (%) 1,7 8,6 12,9

Masse de départ

@) 20,33 Rendement total (%) : 23,2
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3.5.7.6 Activités biologiques

Tableau 35. Tableau des activités biologiques de I'antennaire dioique

% de cytotoxicité par différentes dilutions

L|gne§ HEK293T MES-SA MES-SA DX5
cellulaire
Nom (mg) 200 667 2000 200 667 2000 200 667 2000
Extrait
’;Urg' 29 | 1025 996 636 | 97.8 97,2 463 | 97.8 87,5 55,7
Extrait
Int 2,9 72,8 25,4 8,1 92,1 52,6 11,5 87.7 47,9 20,2
Extrait
Aq 2,8 23,7 9.7 4,3 73,6 13.4 20,0 67,5 27,9 24,3
. . et e % Translocation nucléaire
% d’induction IL8 par % d’inhibition de la < .
o . o de NFkB apres stimulation
dilution tyrosinase par dilution
TNFa
Liané
|gne§ HEK293T Tyrosinase HEK293T
cellulaire
Nom (mg) 200 667 2000 200 667 2000 667 2000 6667
Bxirait 4 15,1 3.4 9.8 1075
Sup
Extrait
Int 2,9 26,8 12,3 26,7 58 -7.3 91.2 104,8 113,5
Extrait
Aq 2,8 -15,9 4,2 -19.5 3,0 2,5 -0,5 91.2 98.8 101.,4
Tri en fonction du nombre d’'autophagosomes (ATG) par cellule en %
667 2000 6667
Nom (mg) <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8
Bxiralt oo | 39 38 23 48 40 12 66 27 8
Sup
E’(l:f” 29 | 45 42 12 71 27 3 62 30 8
E>ir§|f 2,8 63 32 5 75 21 4 76 21 3

3.5.7.7 Conclusion

Le profil phytochimique d'A. dioica est quasi similaire au profil phytochimique d'A.
carpatica. Elle contient cependant des familles de flavonoides plus diversifiées, et une
famille supplémentaire de composés. Au niveau biologique, elle présente le méme
type d'activité, d I'exception de son extrait intermédiaire qui est a la fois inhibiteur de
la tyrosinase et activateur de I'inflammation selon sa concentration. Cette plante a

été classée dans le groupe 1.
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3.5.8 Artemisia genipi Weber

3.5.8.1 Informations botaniques

Herbier

Figure 44. Photos d’herbier, des parties aériennes et des fleurs du génépi noir. Source : Herbarium de
Genéve et Le Driant ©.178.90]

Le génépi noir (Artemisia genipi Weber) est une plante de la famille des astéracées.
C'est une ftres petite plante vivace, mesurant de 8 a 10 cm, qui prospére dans les
rocailles de haute montagne.l’® On la retrouve dans toutes les Alpes, de la France
jusqu'aux Carpates. Les fleurs se développent en capitules de 12 a 15 fleurs jaunes en
grappe simple le long de la tige de juillet & aoUt.l7¢l Ses feuilles sont ovales a la base
de la plante et dentées arrondies le long de la tige.ldl |l est également possible de
sentir un parfum caracteéristique d’'absinthe. 7]

3.5.8.2 Bibliographie
Tableau 36. Tableau des publications du génépi noir

SCI Finder PubMed Moyenne Depuis 2017
3 ) 3 0

3.5.8.3 Récolte

Tableau 37. Tableau de récolte du génépi noir

tité
L. Quantite Nature de la Coordonnées de Altitude de
Réféerence Lot sec , , Date
MP récolte récolte (m)
(9)
Parties

45°3'53" N 6°24'23"
R17/403 1732 6,52 aériennes SSING 3 2650 13/07/2017

E
fleuries
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3.5.8.4 Phytochimie
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Figure 45. Chromatogrammes de l'extrait éthanolique par Precellys® (HPLC/DAD/ELSD, Méthode 1)

La Figure 45 ci-dessus représente les chromatogrammes obtenus par DAD et ELSD de
I'extrait éthanolique en phase inverse. La Figure 46 ci-dessous représente les
chromatogrammes obtenus par ELSD des extraits éthanoliques et aqueux en phase
HILIC.
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Figure 46. Chromatogrammes ELSD de I'extrait éthanolique (haut) et aqueux (bas) par Precellys®
(Méthode 2)
Dans cette plante, 17 molécules ont pu éfre formellement identifiees, listées en gras
et en bleu dans le Tableau 38 ci-dessous. Les 7 autres molécules ont été catégorisées
dans des familles de composés gréce a leur spectre UV ainsi qu'a leur formule brute
comparés a des bases de données internes et externes.
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Tableau 38. Tableau des composés analysés dans le génépi noir

Méthode de
ID Nom Formule brute . Tr (min)
chromatographie
7.1 Ac. Chlorogénique Ci1¢H1809 1 3,50
7.2 Dérivé Ac. Caféique - 1 5,05
7.3 3,5-DCQ C25H24012 1 5,78
7.4 Dérivé Quercétine-Rha C21H2001 1 5,86
7.5 Dérivé Ac. Caféique C25H24012 1 6,30
7.6 Dérivé Lutéoline C22H2201n 1 6,56
7.7 Dérivé Lutéoline C20H140m 1 6,83
7.8 Dérivé Lutéoline C17H140s 1 713
7.9 Diosmétine Ci16H1204 1 8,15
7.10 Baicaléine Ci5H100s 1 8,28
7.1 Dérivé Saponine - 1 7.36
7.12 Ac. Linolénique Ci18H3002 1 11,25
7.13 Ac. Linoléique C18H3202 1 11,46
7.14 Ac. Palmitique C14H3202 1 11,58
7.15 Ac. Oléique C18H3402 1 11,73
7.16 Ac. Stéarique C18H3602 1 11,95
717 Ac. Lignocérique C24H4802 1 12,15
7.18 Arabitol CsH120s 2 7,25
7.19 Fructose CsH120¢ 2 9,02
7.20 Glucose CsH120¢ 2 11,22
7.21 Proline CsHsNO2 2 11,66
7.22 Sucrose Ci12H220m 2 13,89
7.23 Ac. Malique C4HsOs 2 17,30
7.24 Ac. Cis-aconitique CsHsOs 2 18,39
3.5.8.5 Extractions et rendements
Tableau 39. Tableau des rendements d'extraction du génépi noir
Extrait Apolaire Extrait Intermédiaire Extrait Polaire
Masse extraite (g) 0,30 0,82 1,07
Rendement (%) 50 13,7 17.9
Masse de départ
. = 5,98 Rendement total (%) : 36,6
(9):
3.5.8.6 Activités biologiques
Tableau 40. Tableau des activités biologiques du génépi noir
% de cytotoxicité par différentes dilutions
Liang
|gne§ HEK293T MES-SA MES-SA DX5
cellulaire
Nom (mg) 200 667 2000 200 667 2000 200 667 2000
Extrait
)s(urgl 27 | 1038 1052 758 | 982 99,8 959 | 977 1012 803
Extrait
Int 1.8 32,9 13,1 5,6 55,9 10,6 2,5 65,5 12,5 16,9
Extrait
Aq 2,0 37.6 -2,1 -0,6 62,4 27.9 4,4 45,5 14,8 16,2




La sélection des plantes

% Translocation nucléaire

d’inhibition de | \
7 d'inhibifion de la de NFkB apres stimulation

% d’induction IL8 par

dilution tyrosinase par dilution INFa
L
'gnee HEK293T Tyrosinase HEK293T
cellulaire
Nom (mg)| 200 667 2000 | 200 667 2000 | 667 2000 6667
Extrait 5 18 5,6 -12,0 107,5
Sup
Extrait
18 6.8 7 | 193 1.1 18 | 975 1048 952
Extrait
g 20 4] a7.7 | 167 13,0 24 | 975 92,8 952
Tri en fonction du nombre d’'autophagosomes (ATG) par cellule en %
667 2000 6667
Nom (mg) <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8
Extrait
xram o7 1 28 53 19 43 46 10 64 3] 6
Sup
E’(I:f” 18 | 72 26 2 70 27 3 74 24 2
EXIC?'T 20 | 64 32 4 64 33 4 57 35 9

3.5.8.7 Conclusion

L'A. genipi présente un profil phytochimique et des résultats biologiques similaires aux
deux précédentes plantes. En revanche, sa récolte est tres difficile, et il n'a pas été
possible de récolter plus de 10 g de plante. La plante a donc été classée dans le

groupe 3.
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3.5.9 Asphodelus albus L. subsp. delphinensis (Gr. & Godr.) Diaz Lifente

3.5.9.1 Informations botaniques

5

b A

Parties aériennes Fleurs

\ 2
\ %

~
N 138

Figure 47. Croquis et photos des parties aériennes et des fleurs de I'asphodele du Dauphiné. Source : F.
Le Driant ©.[78]

L'asphodele du Dauphiné (Asphodelus albus L. subsp. delphinensis (Gr. & Godr.) Diaz
Lifente) est une plante de la famille des asphodélacées. C'est une grande plante
vivace d’environ un metre. Elle se développe dans les p&turages de moyenne et
haute montagne.l’¢! Les fleurs blanches poussent en grappes denses de mai a aoGf
au bout de la longue et unique tige et ses feuilles se développent d la base de la tige
en gouttiere.l’d Cette sous-espece est présente dans toute I'Europe méridionale,
jusqu’en Bulgarie.l7¢]

3.5.9.2 Bibliographie

Tableau 41. Tableau des publications de I'asphodéle du Dauphiné

SCI Finder PubMed Moyenne Depuis 2017
1 4 2,5 0

3.5.9.3 Récolte

Tableau 42. Tableau de récolte de I'asphodéle du Dauphiné

tité
L, Quantite Nature de la Coordonnées de Altitude de
Référence Lot sec , , Date
MP récolte récolte (m)
(9)
Parties

.. 45°1'57" N 6°23'30"
R17/404 1721 169 aériennes 2020 26/06/2017

E
fleuries
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3.5.9.4 Phytochimie
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Figure 48. Chromatogrammes de l'extrait éthanolique par Precellys® (HPLC/DAD/ELSD, Méthode 1)

La Figure 48 ci-dessus représente les chromatogrammes obtenus par DAD et ELSD de
I'extrait éthanolique en phase inverse. La Figure 49 ci-dessous représente les
chromatogrammes obtenus par ELSD des extraits éthanoliques et aqueux en phase

HILIC.
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Figure 49. Chromatogrammes ELSD de I'extrait éthanolique (haut) et aqueux (bas) par Precellys®

(Méthode 2)

Dans cette plante, 11 molécules ont pu étre formellement identifiées, listées en gras
et en bleu dans le Tableau 43 ci-dessous. Huit autres molécules ont été catégorisées
dans des familles de composés gréce a leur spectre UV ainsi qu'a leur formule brute
comparés a des bases de données internes et externes. Une molécule n'a cependant

pas pu étre reliée a une famille chimique.
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Tableau 43. Tableau des composés analysés dans I'asphodéle du Dauphiné

ID Nom Formule brute Méethode de . Tr (min)
chromatographie
8.1 - C11H12N202 1 2,14
8.2 Dérivé Coumarique Ci6H180s 1 3,10
8.3 Dérivé Lutéoline-Hex-Hex C27H30016 1 3.60
8.4 Dérivé Kaempférol-Hex-Hex C27H30016 1 5,06
8.5 Dérivé Kaempférol-Hex C21H2001 1 5,35
8.6 Dérivé Lutéoline-Hex C21H200m 1 5,86
8.7 Astragaline C21H200m 1 6,45
8.8 Dérivé Ac. Caféique Ci5H2107 1 6,68
8.9 Dérivé Lutéoline C15H100¢ 1 7.42
8.10 Dérivé Lutéoline C16H120¢ 1 8,16
8.11 Ac. Linolénique Ci8H3002 1 11,25
8.12 Ac. Linoléique CisH3202 1 11,46
8.13 Ac. Palmitique C16H3202 1 11,58
8.14 Ac. Oléique Ci8H3402 1 11,73
8.15 Ac. Stéarique Ci8H3:02 1 11,95
8.16 Fructose C¢H1204 2 8,99
8.17 Glucose C¢H1204 2 11,20
8.18 Proline CsHsNO:2 2 11,68
8.19 Sucrose Ci12H22011 2 13,91
8.20 Ac. Gluconique C¢H1207 2 14,75

3.5.9.5 Extractions et rendements

Tableau 44. Tableau des rendements d'extraction de I'asphodéle du Dauphiné

Extrait Apolaire

Masse extraite (g) 0,82
Rendement (%) 2,3
M de départ
asse de dépar 35.90
(9):

3.5.9.6 Activités biologiques

Extrait Intermédiaire
4,40
12,3

Rendement total (%) :

Extrait Polaire

13.78
38,4

52,9

Tableau 45. Tableau des activités biologiques de I'asphodéle du Dauphiné

% de cytotoxicité par différentes dilutions

Lone
'gnee HEK293T
cellulaire
Nom (mg) 200 667 2000

Extrait
XAt 4o | 758 13,1 3.0
Sup

Extrait oo | 741 11,9 4,4
Int

Extrait
a0 | 353 83 7.9
AQ

200
85,7

98.4

98,1

MES-SA
667 2000
-0,5 -0.8
39,7 18,5
13,5 6,6

200
97.8

101,0

100,1

MES-SA DX5
667

-11.1

30,5

12,1

2000
14,2

18.8

21.4
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% d’induction IL8 par

% d’inhibition de la

% Translocation nucléaire
de NFkB aprés stimulation

dilution tyrosinase par dilution INFa
L
'gnee HEK293T Tyrosinase HEK293T
cellulaire
Nom (mg)| 200 667 2000 | 200 667 2000 | 667 2000 6667
Extrait 4o 0.0 203 | 12 7.0 49 | 1284 1166 1194
Sup
Extrait
28 5,5 11199 32 98 | 1038 1048 1135
Exlquo” 2.2 9.8 81 | <12 0,7 27 | 975 92,8 119,4
Tri en fonction du nombre d’'autophagosomes (ATG) par cellule en %
667 2000 6667
Nom (mg) <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8
Extrait
XAt 40 | 39 30 3] 86 1 3 83 16 ]
Sup
E’(I:f” 28 | 66 25 9 84 14 2 69 28 3
EXIC?'T 22 | 59 34 7 57 36 7 58 33 8

3.5.9.7 Conclusion

La plante est composée de diverses familles de flavonoides (kaempférol, lutéoline) et
d’acides phénoliques. Ses profils polaire et apolaire sont assez communs (saccharides
et acides gras). Les extraits apolaire et polaire présentent des tendances anti-
inflamnmatoires a leur concentration la plus faible, tandis que I'extrait intermédiaire
présente une tendance d'inhibition de la tyrosinase. Cette plante a été classée dans

le groupe 2.
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3.5.10 Astragalus monspessulanus L.

3.5.10.1 Informations botaniques

enn

ST

Figure 50. Photos d’herbier, des parties aériennes et des fleurs de I'astragale de Montpellier.

L'astragale de Montpellier (Astragalus monspessulanus L.) est une plante de la famille
des fabacées. C'est une petite plante vivace mesurant de 10 20 cm présente
proche des cotes calcaires.”sl On la retfrouve dans toute I'Europe et dans le nord de
I’ Afrique. Il est possible d'observer des fleurs violacées d’avril a juin et ses feuilles se
développent en au moins 10 paires de folioles le long de tiges différentes de celles des
fleurs.l7¢]

3.5.10.2 Bibliographie
Tableau 46. Tableau des publications de I'asfragale de Montpellier

SCI Finder PubMed Moyenne Depuis 2017
10 4 7 2

3.5.10.3 Récoltes

Tableau 47. Tableau de récoltes de I'astragale de Montpellier

Quantité i .
Lo, Nature de la Coordonnées de  Altitude de
Référence Lot sec , , Date
MP récolte récolte (m)
(9)
Parties
45°1'47" N 6°21'51"
R17/405 1723 97 aériennes > E . S 1680 26/06/2017
fleuries
Parties
R18/238 1723 570 aériennes 45°1'44"N 6°21'54" E 1660 28/06/2018

fleuries



La sélection des plantes

3.5.10.4 Phytochimie
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Figure 51. Chromatogrammes de l'extrait éthanolique par Precellys® (HPLC/DAD/ELSD, Méthode 1)

La Figure 51 ci-dessus représente les chromatogrammes obtenus par DAD et ELSD de
I'extrait éthanolique en phase inverse. La Figure 52 ci-dessous représente les
chromatogrammes obtenus par ELSD des extraits éthanoliques et aqueux en phase
HILIC.
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Figure 52. Chromatogrammes ELSD de I'extrait éthanolique (haut) et aqueux (bas) par Precellys®
(Méthode 2)

Dans cette plante, 15 molécules ont pu étre formellement identifiées, listées en gras
et en bleu dans le Tableau 48 ci-dessous. Les 11 autres molécules ont été catégorisées
dans des familles de composés gréce a leur spectre UV ainsi qu'd leur formule brute
comparés a des bases de données internes et externes.
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Tableau 48. Tableau des composés analysés dans I'astragale de Montpellier

ID Nom Formule brute Méethode de . Tr (min)
chromatographie

9.1 Dérivé Coumarine C16H180s 1 3,11

9.2 Ac. Chlorogénique Ci¢H1809 1 3,50

9.3 Dérivé Coumarine C16H180s 1 3.70

9.4 Scopoline*i?!l Ci6H1809 1 4,08

9.5 Dérivé Coumarine C16H180s 1 4,34

9.6 Alcesefoliside*[84] Cs3H40020 1 5,28

9.7 Dérivé Quercétine-Pent-Rut Ca2H38020 1 5,48

9.8 Mauritianine*84 Cs3H10019 1 5,67

9.9 Rutine C27H30015 1 5,88
9.10 Dérivé Quercétine C34H42020 1 6,03
9.11 Dérivé Quercétine-Rha-Rut Ca3H40020 1 6,19
9.12 Dérivé Saponine CasHssOn1 1 9.90
9.13 Dérivé Saponine Cs7He0On12 1 10,05
9.14 Ac. Linolénique Ci18H3002 1 11,25
9.15 Ac. Linoléique CigH3202 1 11,46
9.16 Ac. Palmitique C1sH3202 1 11,58
9.17 Ac. Oléique CigH3402 1 11,73
9.18 Ac. Stéarique C18H3502 1 11,95
9.19 Ac. Lignocérique C24H4802 1 12,15
9.20 Fructose CsH120¢ 2 712
9.21 Glucose CsH120¢ 2 9,58
9.22 Proline CsHsNO2 2 10,52
9.23 Sucrose C12H22011 2 12,76
9.24 Ac. Gluconique CsH1207 2 13,52
9.25 Ac. Glucuronique CsH1007 2 14,11
9.26 Ac. Cis-aconitique C¢HsO¢ 2 16,99

3.5.10.5 Extractions et rendements
Tableau 49. Tableau des rendements d’extraction de I'asfragale de Montpellier
Extrait Apolaire Extrait Intermédiaire Extrait Polaire

Masse extraite (g) 1,75 9,76 8,47

Rendement (%) 3.5 19.4 16,9

Masse de départ

@) 50,20 Rendement total (%) : 39.8
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3.5.10.6 Activités biologiques

Tableau 50. Tableau des activités biologiques de I'astragale de Montpellier

% de cytotoxicité par différentes dilutions
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L|gne§ HEK293T MES-SA MES-SA DX5
cellulaire
Nom (mg) 200 667 2000 200 667 2000 200 667 2000
Extrait
)s(urgl 29 | 804 22,1 37 | 336 3.6 47 | 984 14,5 15,0
Extrait
Int 3,9 76,7 18,4 1,6 74,6 12,7 11,7 98,7 -0,3 11,6
Extrait
’;r(j' 39 | 217 2,4 10 | 51,8  -13. 47 9,7 6,3 49
. . e e % Translocation nucléaire
% d’'induction IL8 par % d’inhibition de la N .
. . - de NFkB apres stimulation
dilution tyrosinase par dilution
TNFa
Liang
|gne§ HEK293T Tyrosinase HEK293T
cellulaire
Nom (mg) 200 667 2000 200 667 2000 667 2000 6667
E;(Lr;” 2,9 243 302 | 222 0.5 95 | 1100 1166 1253
E’(I:f” 3,9 5,6 41 | 138 3,1 19 | 1038 1108 1312
Extrait
Aq 3.9 -6,2 -7.7 -16,6 -11.3 -17.9 -13,6 127,2 121,0 94,2
Tri en fonction du nombre d’'autophagosomes (ATG) par cellule en %
667 2000 6667
Nom (mg) <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8
Extralt oo | 47 43 10 74 23 3 61 30 9
Sup
E’(l:f” 39 | 75 19 7 70 24 5 76 20 4
E’i?'f 39 | 68 27 5 68 28 4 81 15 4

3.5.10.7 Conclusion

Les principaux métabolites secondaires sont des saponines non identifiées. Le profil
phytochimique est également composés de divers flavonoides (kaempférol,
quercétine) et de coumarines. Les profils apolaire et polaire sont quant a eux assez
communs. L'extrait apolaire présente des tendances anti-inflammatoires et
d’'inhibition de la tyrosinase. L'extrait polaire présente Iui une tendance & I'activation
de la tyrosinase. Cette plante a été classée dans le groupe 1.
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3.5.11 Astragalus onobrychis L.

3.5.11.1 Informations botaniques

Figure 53. Photos d’herbier, des parties aériennes et des fleurs de I'astragale faux-sainfoin. Source :
Herbarium de Geneve et Le Driant ©.[7890]

L'astragale faux-sainfoin (Asfragalus onobrychis L.) est une plante de la famille des
fabacées. C'est une plante vivace mesurant de 20 a 50 cm, que I'on retrouve dans
les montagnes du Sud-Est de la France.l”d Elle ressemble fortement a I'astragale de
Montpellier, mais ses feuilles sont beaucoup plus longues le long de la tige. Elle
possede des fleurs bleuatres visibles de juin & aoUt.l7¢

3.5.11.2 Bibliographie

Tableau 51. Tableau des publications de I'asfragale faux-sainfoin

SCI Finder PubMed Moyenne Depuis 2017
16 2 9 1

3.5.11.3 Récolte

Tableau 52. Tableau de récolte de I'astragale faux-sainfoin

tité ;
L. Quantite Nature de la Coordonnées de  Altitude de
Référence Lot sec , , Date
MP récolte récolte (m)
(9)
Parties

45°2'36" N 6°17'32"
R17/406 1727 121 aériennes 572367 N 67173 1400 26/06/2017

E
fleuries
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3.5.11.4 Phytochimie
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Figure 54. Chromatogrammes de l'extrait éthanolique par Precellys® (HPLC/DAD/ELSD, Méthode 1)

La Figure 54 ci-dessus représente les chromatogrammes obtenus par DAD et ELSD de
I'extrait éthanolique en phase inverse. La Figure 55 ci-dessous représente les
chromatogrammes obtenus par ELSD des extraits éthanoliques et aqueux en phase
HILIC.
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Figure 55. Chromatogrammes ELSD de I'extrait éthanolique (haut) et aqueux (bas) par Precellys®
(Méthode 2)

Dans cette plante, 11 molécules ont pu éfre formellement identifiees, listées en gras
et en bleu dans le Tableau 53 ci-dessous. Les 9 autres molécules ont été catégorisées
dans des familles de composés gréce a leur spectre UV ainsi qu'd leur formule brute
comparés a des bases de données internes et externes.
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Tableau 53. Tableau des composés analysés dans I'astragale faux-sainfoin

Méthode de )
ID Nom Formule brute . Tr (min)
chromatographie
10.1 Dérivé Kaempférol-Rut-Rut Ca9Hs50024 1 5,28
10.2 Dérivé Iso Rnamnétine-Rut-Rut C40H52025 1 5,36
10.3 Dérivé Quercétine Ca9Hs58028 1 5,58
10.4 Dérivé Lutéoline Cs9H50025 1 5,68
10.5 Mauritianine*84 Cs3H40019 1 5,75
10.6 Dérivé iso Rhamnétine-Rha-Rut C34H42020 1 5,87
10.7 Dérivé Kaempférol-Rha C21H20010 1 6,34
10.8 Dérivé Kaempférol C24H20012 1 6,42
10.9 3',4’,7-Trihydroxyflavone C15H100s 1 7,99
10.10 Dérivé Saponine Cs4Hg4On 1 10,46
10.11 Ac. Linolénique Ci8H3002 1 11,25
10.12 Ac. Linoléique CisH3202 1 11,46
10.13 Ac. Palmitique C16H3202 1 11,58
10.14 Ac. Oléique Ci8H3402 1 11,73
10.15 Ac. Stéarique Ci8H3:02 1 11,95
10.16 Ac. Lignocérique C24H4802 1 12,16
10.17 Fructose C¢H1204 2 8,70
10.18 Glucose C¢H1204 2 11,12
10.19 Proline CsHsNO2 2 11,65
10.20 Sucrose Ci12H22011 2 13,89
3.5.11.5 Extractions et rendements
Tableau 54. Tableau des rendements d’extraction de I'astragale faux-sainfoin
Extrait Apolaire Extrait Intermédiaire Extrait Polaire
Masse extraite (g) 0,57 2,86 4,18
Rendement (%) 2,1 10,7 15,6
Masse de départ
P 26,83 Rendement total (%) : 28,4
(9):
3.5.11.6 Activités biologiques
Tableau 55. Tableau des activités biologiques de I'astragale faux-sainfoin
% de cytotoxicité par différentes dilutions
Liang
1gnee HEK293T MES-SA MES-SA DX5
cellulaire
Nom (mg) | 200 667 2000 200 667 2000 200 667 2000
Extrait
’S(JS' 27 | 1027 318 03 | 980 117 36 | 97.8 423 215
Extrait
Int 2,3 56,8 6,8 -5.4 71,4 11,9 -0,3 92,4 2,1 7.7
Extrait
Aq 1.9 21,6 -20,1 21,7 23.2 1,9 0,4 37,2 15,4 3,2
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% Translocation nucléaire

% d’induction IL8 par % d’'inhibition de la - .
o N . de NFkB apres stimulation
dilution tyrosinase par dilution
TNFa
Lioné
'gnee HEK293T Tyrosinase HEK293T
cellulaire
Nom (mg)| 200 667 2000 200 667 2000 667 2000 6667
Extrait 5 14 | 196 2.2 7.2 1048 1014
Sup
E’(l:f” 2.3 6,1 07 | 121 1.0 2,6 | 912 98,8 107,5
Extrait
Aq 1,9 | -13,7 3,7 -12,5 3,5 0,1 0,9 91,2 92,8 107.5
Tri en fonction du nombre d’'autophagosomes (ATG) par cellule en %
667 2000 6667
Nom (mg) <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8
Extrait
xram o7 1 30 51 19 60 35 4 63 30 7
Sup
E’(I:f” 23 | 60 32 7 67 26 7 64 29 6
Extrait 1o | 57 38 6 69 28 3 61 35 4
AQ
3.5.11.7 Conclusion

L'A. onobrychis contfrairement a I'A. monspessulanus ne présente que peu d’'intérét,
elle est composée de diverses familles de flavonoides (quercétine, kaempférol,
lutéoline) mais en tres petites quantités. Son profil polaire est trés pauvre et le profil
apolaire est commun. L'extrait apolaire présente cependant une tendance d
I'inhibition de la tyrosinase ainsi qu'une tendance & I'activation de I'autophagie.
Cette plante a été classée dans le groupe 3.

Page | 85



La sélection des plantes

3.5.12 Cirsium spinosissimum (L.) Scop.

3.5.12.1 Informations botaniques

A

iennes Fleurs

Parties ae
/‘\“ t: 4 N 5 & ~‘/ | ,‘)\\ L

~7"

Crdquis

Figure 56. Croquis et photos des parties aériennes et des fleurs du cirse trés épineux. Source : F. Le Driant
©.178

Le cirse tres épineux (Cirsium spinosissimum (L.) Scop.) est une plante de la famille des
astéracées. Elle est observable dans les Alpes francaises, suisses et italiennes.l”¢ C'est
une plante vivace mesurant de 20 a 50 cm, qui se développe dans les lieux humides
et les bords de ruisseaux de haute montagne.l”sl Comme son nom I'indique, ses feuilles
sont totalement recouvertes d’épines. Au bout de sa tige, de juillet & septembre, il est
possible d'apercevoir une inflorescence de couleur blanche ou jaune pdle.l7¢

3.5.12.2 Bibliographie
Tableau 56. Tableau des publications du cirse trés épineux

SCI Finder PubMed Moyenne Depuis 2017
7 1 4 0

3.5.12.3 Récolte

Tableau 57. Tableau de récolte du cirse frés épineux

antité ,
Lo Quanti Nature dela Coordonnées de  Altitude de
Réféerence Lot sec , , Date
MP récolte récolte (m)
(9)
Parties

, . 45°3'43" N 6°24'20"
R17/407 1740 282 aériennes 2580 30/08/2017

E
fleuries
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3.5.12.4 Phytochimie

Ac. CHLOROGfNIGUE Dérivé Butine ND  Dérlvé Quercétine ND;  Dérivé Keampférol CygHypO) 4

MYRICITRINE CyH3,O) 5 : TRIHYDROXYFLAVONE ;
\ \. DIOSMETINE
i

Acide : linolénique,
linoléique, palmitique,
oléique, stéarique

Figure 57. Chromatogrammes de ['extrait éthanolique par Precellys® (HPLC/DAD/ELSD, Méthode 1)

La Figure 57 ci-dessus représente les chromatogrammes obtenus par DAD et ELSD de
I'extrait éthanolique en phase inverse. La Figure 58 ci-dessous représente les
chromatogrammes obtenus par ELSD des extraits éthanoliques et aqueux en phase
HILIC.
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Figure 58. Chromatogrammes ELSD de I'extrait éthanolique (haut) et aqueux (bas) par Precellys®
(Méthode 2)

Dans cette plante, 15 molécules ont pu étre formellement identifiées, listées en gras
et en bleu dans le Tableau 58 ci-dessous. Quatre autres molécules ont été
catégorisées dans des familles de composés gréice a leur spectre UV ainsi qu’a leur
formule brute comparés & des bases de données internes et externes. Une molécule
n'a toutefois pas pu étre reliée a une famille chimique.
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Tableau 58. Tableau des composés analysés dans le cirse trés épineux

ID Nom Formule brute Méethode de . Tr (min)
chromatographie
111 Ac. Chlorogénique Ci1¢H1809 1 3,40
11.2 Dérivé Lutéoline - 1 5,30
11.3 Dérivé Quercétine - 1 5,69
11.4 Myricitrine C21H20012 1 5,80
11.5 - Ca8H36014 1 6,16
11.6 Linarine*¥2] C28H32014 1 7.50
11.7 Dérivé Kaempférol C29H33015 1 7.65
11.8 3',4’,7-Trihydroxyflavone C15H100s 1 7,99
11.9 Diosmétine C16H120¢ 1 8,10
11.10 Ac. Linolénique CigH3002 1 11,25
11.11 Ac. Linoléique C18H3202 1 11,46
11.12 Ac. Palmitique C14H3202 1 11,58
11.13 Ac. Oléique Ci8H3402 1 11,73
11.14 Ac. Stéarique CisH3502 1 11,95
11.15 Fructose CsH1204 2 9,05
11.16 Glucose C¢H1204 2 11,24
11.17 Proline CsHyNO2 2 11,71
11.18 Sucrose C12H2201m 2 13,93
11.19 Ac. Glucuronique CsH1007 2 16,13
11.20 Ac. Malique C4HsOs 2 17,33

3.5.12.5 Extractions et rendements

Tableau 59. Tableau des rendements d’extraction du cirse trés épineux

Extrait Intermédiaire

Extrait Polaire
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Extrait Apolaire

Masse extraite (g) 0.83 4,22 7.99
Rendement (%) 1.6 8,1 15,3
Masse de départ
- 52,36 Rendement total (%) : 24,9
(9):
3.5.12.6 Activités biologiques
Tableau 60. Tableau des activités biologiques du cirse trés épineux
% de cytotoxicité par différentes dilutions
Ligné
‘gnee HEK293T MES-SA MES-SA DX5
cellulaire
Nom (mg) 200 667 2000 200 667 2000 200 667 2000
Extrait
’S(JS' 16 | 1034 616 166 | 980 86,1 100 | 976 428 217
Extrait
Int 2,0 81,0 34,2 8,5 80,3 34,2 11,1 76,9 37.1 28,9
E)irc(:” 2,1 12,5 6,5 -8.0 22,3 -7.4 52 32,3 -8.6 -9.5
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% Translocation nucléaire

d’inhibition de | \
7 d'inhibition de la de NFkB apres stimulation

% d’induction IL8 par

dilution tyrosinase par dilution INFa
L
'gnee HEK293T Tyrosinase HEK293T
cellulaire
Nom (mg)| 200 667 2000 | 200 667 2000 | 667 2000 6667
Extrait
XAty 6 0.5 0,3 7 12,6 1166 1014
Sup
E’(l:f” 2,0 1,8 | 145 1.8 12,1 80,5 82,8
Extrait
ag 21| e 24 33| 38 1,5 14 | 912 92,8 107,5
Tri en fonction du nombre d’'autophagosomes (ATG) par cellule en %
667 2000 6667
Nom (mg) <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8
Extrait
a6 | 35 52 13 81 17 2 68 26 6
Sup
E’(I:f” 20 | 46 45 9 57 34 8 58 32 10
Extrait 5 | 58 36 7 59 34 7 69 28 3
AQ
3.5.12.7 Conclusion

Le profil des métabolites secondaires de cette plante est composé de divers
flavonoides (quercétine, kaempférol) et d’acides phénoliques. Cependant, la plupart
des composés majoritaires a déja été formellement identifiée dans le screening
préliminaire et les résultats biologiques ne présentent aucune activité dans les extraits
aux concentrations testées. Cette plante a été classée dans le groupe 3.
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3.5.13 Cota tinctoria (L.) J. Gay

3.5.13.1 Informations botaniques

Croquis Fleurs

Page | 90

Figure 59. Croquis et photos des parties aériennes et des fleurs de I'anthémis des teinturiers. Source : F.
Le Driant ©.178]

L’anthémis des teinturiers (Cota tinctoria (L.) J. Gay) est une plante de la famille des
astéracées. C'est une plante bisannuelle et vivace mesurant de 30 a 50 cm. 78] Elle est
répartie dans toute I'Europe et en Asie de I'Ouest. C'est la seule espece d’anthémis
possédant des fleurs jaunes observables dans les Alpes de juin a septembre. Ses feuilles
alternes et découpées sont recouvertes d'une pilosité blanchatre. 78]

3.5.13.2 Bibliographie
Tableau 61. Tableau des publications de I'anthémis des teinturiers

SCI Finder PubMed Moyenne Depuis 2017
4 0 2 2

3.5.13.3 Récolte

Tableau 62. Tableau de récolte de I'anthémis des teinturiers

vantité i
L, Q Nature dela Coordonnées de  Altitude de
Réféerence Lot sec , , Date
MP récolte récolte (m)
(9)
Parties

44°5359" N 6°37'48"
R17/408 1728 179 aériennes 5357 N 673748 1240 13/07/2017

E
fleuries
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3.5.13.4 Phytochimie
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Figure 60. Chromatogrammes de I'extrait éthanolique par Precellys® (HPLC/DAD/ELSD, Méthode 1)

La Figure 60 ci-dessus représente les chromatogrammes obtenus par DAD et ELSD de
I'extrait éthanolique en phase inverse. La Figure 61 ci-dessous représente les
chromatogrammes obtenus par ELSD des exfraits éthanoliques et aqueux en phase
HILIC.

Ac. Ac.
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NN

mV -
500 -
400 ‘
300 4 |
200 3
100 | |

mi

mV ]
500 3
400+
300 3
200 I
100 4 M

0 A

T T T T T T
0 2.5 5

Figure 61. Chromatogrammes ELSD de I'extrait éthanolique (haut) et aqueux (bas) par Precellys®
(Méthode 2)

Dans cette plante, 14 molécules ont pu étre formellement identifiées, listées en gras
et en bleu dans le Tableau 63 ci-dessous. Les 5 autres molécules ont été catégorisées
dans des familles de composés gréce a leur spectre UV ainsi qu'a leur formule brute
comparés a des bases de données internes et externes.
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Tableau 63. Tableau des composés analysés dans I'anthémis des teinturiers

Méthode de
ID Nom Formule brute . Tr (min)
chromatographie

121 Ac. Chlorogénique Ci1¢H1809 1 3,50

12.2 Dérivé Quercétine C21H20013 1 5,05

12.3 Dérivé Ac. Caféique Cs1H34017 1 5,49
12.4 3,5-DCQ C25H24012 1 5,79
12.5 Rutine C27H30015 1 5,88

12.6 Dérivé Quercétine C24H22015 1 6,12

12.7 Dérivé Ac. Caféique C25H24012 1 6,31

12.8 Dérivé Ac. Caféique C29H28015 1 6,53
12.9 Ac. Linolénique Ci8H3002 1 11,25
12.10 Ac. Linoléique CigH3202 1 11,46
12.11 Ac. Palmitique C1sH3202 1 11,58
12.12 Ac. Oléique Ci8H3402 1 11,73
12.13 Ac. Stéarique C18H3502 1 11,95
12.14 Ac. Lignocérique C24H4302 1 12,17
12.15 Arabitol CsH120s 2 7,32
12.16 Fructose C¢H1204 2 9,03
12.17 Glucose CeH1204 2 11,20
12.18 Proline CsH9NO2 2 11,65
12.19 Sucrose C12H22011 2 13,90

3.5.13.5 Extractions et rendements
Tableau 64. Tableau des rendements d’extraction de I'anthémis des teinturiers
Extrait Apolaire Extrait Intermédiaire Extrait Polaire

Masse extraite (g) 2,08 4,25 5,35

Rendement (%) 4,0 8,1 10,2
Masse de départ

= 52,26 Rendement total (%) : 22,3
(9):
3.5.13.6 Activités biologiques
Tableau 65. Tableau des activités biologiques de I'anthémis des teinturiers
% de cytotoxicité par différentes dilutions
ngne§ HEK293T MES-SA MES-SA DX5
cellulaire

Nom (mg) | 200 667 2000 200 667 2000 200 667 2000
Extrait

)s(urgl 29 | 1028 1048 526 | 969 99,8 621 | 952 67,8 32,5
Extrait

Int 2,1 30,0 -1,6 -18,2 50,5 12,1 -1.4 60,7 24,2 17,5
Extrait

Aq 10,8 4,1 -5,5 47,1 16,5 -3.7 40,6 13.2 -6,1
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% d’induction IL8 par

% d’'inhibition de la

% Translocation nucléaire
de NFkB aprés stimulation

dilution tyrosinase par dilution INFa
L
'gnee HEK293T Tyrosinase HEK293T
cellulaire
Nom (mg)| 200 667 2000 | 200 667 2000 | 667 2000 6667
Extrait 5o 78 | 81 7.7 13,4 1166 1075
Sup
Extrait
2 0.9 2138 | 347 23.9 41 | 1038 988 107,5
Extrait
g 22| 258 5.4 7.4 | 278 12,6 19 | 912 98,8 107,5
Tri en fonction du nombre d’'autophagosomes (ATG) par cellule en %
667 2000 6667
Nom (mg) <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8
Extrait oo | 2 57 17 5] 47 8 68 29 2
Sup
E’(I:f” 2.1 58 37 5 67 29 4 71 24 5
Extrait 50 | 56 34 9 78 18 4 76 2] 3
AQ
3.5.13.7 Conclusion

Le profil des métabolites secondaires de cetfte plante est trés pauvre : elle est
composée de divers acides phénoliques et de dérivés de quercétine. De plus, la
molécule majoritaire a déja été identifiée, I'acide 3,5-dicaféoylquinique. Les parties
apolaire et polaire sont elles aussi trés pauvres en composés. L'extrait apolaire, a sa
concentration maximale présente une tendance & I'activation de I'autophagie.
L'extrait intermédiaire présente quant a lui une tendance a I'inhibition de la tyrosinase.
Enfin, I'extrait polaire, d sa plus haute concentration, présente des tendances anti-
inflammatoire et d’inhibition de la tyrosinase. Cefte plante a été classée dans le

groupe 3.
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3.5.14 Epilobium angustifolium L.

3.5.14.1 Informations botaniques

Croquis
S

Gl L

Figure 62. Croquis et photos des parties aériennes et des fleurs de I'épilobe a feuilles étroites. Source : F.
Le Driant ©.[78]

L'épilobe a feuilles étroites (Epilobium angustifolium L.) est une plante de la famille des
onagracées. C'est une plante vivace mesurant de 50 cm & 2 m qui est observable au
bord des chemins ensoleillés préalpins. Ses fleurs, visibles de juin & septembre, sont
roses et disposées en grappes sur la tige.l78 Ses feuilles sont alternes et de forme simple.

3.5.14.2 Bibliographie
Tableau 66. Tableau des publications de I'épilobe a feuilles étroites

SCI Finder PubMed Moyenne Depuis 2017
268 58 163 5

3.5.14.3 Récolte

Tableau 67. Tableau de récolte de I'épilobe a feuilles étroites

Quantité i i
L, Nature de la Coordonnées de  Altitude de
Réféerence Lot sec , , Date
MP récolte récolte (m)
(9)
Parties
R17/409 1202 1000+ aériennes 45°3'7" N 6°23'27" E 2370 30/08/2017

fleuries
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Figure 63. Chromatogrammes de l'extrait éthanolique par Precellys® (HPLC/DAD/ELSD, Méthode 1)

La Figure 63 ci-dessus représente les chromatogrammes obtenus par DAD et ELSD de
I'extrait éthanolique en phase inverse. La Figure 64 ci-dessous représente les
chromatogrammes obtenus par ELSD des extraits éthanoliques et aqueux en phase
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Figure 64. Chromatogrammes ELSD de I'extrait éthanolique (haut) et aqueux (bas) par Precellys®

(Méthode 2)

Dans cette plante, 14 molécules ont pu éfre formellement identifiees, listées en gras
et en bleu dans le Tableau 68 ci-dessous. Plusieurs molécules ont été catégorisées
dans des familles de composés gréce a leur spectre UV ainsi qu'a leur formule brute
comparés a des bases de données internes et externes. Une molécule n'a cependant
pas pu étre reliée a une famille chimique.
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Tableau 68. Tableau des composés analysés dans I'épilobe a feuilles étroites

Méthode de
ID Nom Formule brute . Tr (min)
chromatographie
13.1 Dériveé Ac. Quinique*l“3l CegHa8044 1 2,10
13.2 Tanins*?3.94] - 1 2,50-5,16
13.3 Dérivé Quercétine C21H18013 1 5,66
13.4 Myricitrine C21H20012 1 5,72
13.5 Iso quercétine C21H20012 1 5,81
13.6 Dérivé Kaempférol C21H18012 1 6,25
13.7 Astragaline C21H200m 1 6,32
13.8 Dérivé Quercétine C21H20010 1 6,90
13.9 Dérivé terpénique C3oH480s 1 10,10
13.10 - Ci8H3003 1 10,52
13.11 Ac. Pomolique*?3 Cs0H1804 1 10,93
13.12 Ac. Linolénique Ci18H3002 1 11,25
13.13 Ac. Linoléique CisH3202 1 11,46
13.14 Ac. Palmitique C14H3202 1 11,58
13.15 Ac. Oléique CigH3402 1 11,73
13.16 Ac. Stéarique CigH3:02 1 11,95
13.17 Ac. Lignocérique C24H4802 1 12,16
13.18 Fructose C¢H1204 2 9,03
13.19 Glucose CsH120¢ 2 11,21
13.20 Proline CsHsNO2 2 11,71
13.21 Sucrose C12H22011 2 13,90
13.22 Ac. Malique C4HsOs 2 17,36
3.5.14.5 Extractions et rendements
Tableau 69. Tableau des rendements d'extraction de I'épilobe a feuilles étroites
Exirait Apolaire Extrait Intermédiaire Extrait Polaire
Masse exitraite (g) 1,46 7.47 6,43
Rendement (%) 3.0 15,2 13,1
Masse de départ
aep 49,20 Rendement total (%) : 31,2
(9):
3.5.14.6 Activités biologiques
Tableau 70. Tableau des activités biologiques de I'épilobe & feuilles étroites
% de cytotoxicité par différentes dilutions
Lignee HEK293T MES-SA MES-SA DX5
cellulaire
Nom (mg) 200 667 2000 200 667 2000 200 667 2000
Extrait
;L:S' 33 | 769 381 140 | 338 90 55 | 604 206 1,2
Extrait
Int 3.4 1039 18,3 -0,5 99.6 63,7 21,4 93.8 28,1 13.8
Extrait
Aq 2,6 104,5 6.5 -11,7 96,0 67,9 24,0 87.4 19.2 13,2
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% Translocation nucléaire

% d’induction IL8 par % d’'inhibition de la - .
o N . de NFkB apres stimulation
dilution tyrosinase par dilution
TNFa
Liané
'gnee HEK293T Tyrosinase HEK293T
cellulaire
Nom (mg) 200 667 2000 200 667 2000 667 2000 6667
Extrait 5 5 42 | 9.6 -10.8 5,0 1407 99,1
Sup
Extrait
Int 3.4 13.8 -7.4 59 -5,9 -2,6 87.4 134,2 89.3
Extrait
Aq 2,6 -6,9 -17.8 3,9 -6,7 -3,3 107,6 140,7 94,2
Tri en fonction du nombre d’'autophagosomes (ATG) par cellule en %
667 2000 6667
Nom (mg) <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8
Bxirait 55 | 39 47 14 58 35 7 54 38 8
Sup
E’(I:f” 34 | 26 45 29 39 41 20 57 34 9
Extrait
XAt e | 28 45 27 43 39 19 73 23 5
Ag
3.5.14.7 Conclusion

Le profil des métabolites secondaires de I'E. angustifolium est tres intéressant. Il est
composé de divers flavonoides (quercétine, kaempférol), de terpenes ainsi qu'une
enveloppe de tanins. Les parties apolaire et polaire sont, quant a elles, assez
communes. Les extraits intermédiaire et polaire présentent des tendances d
I'activation de I'autophagie. Cependant, la plante a largement été décrite dans la
littérature et elle avait été gardée pour éfre comparée a E. fleischeri. Celles-ci étant
trés proche, E. angustifolium a été classée dans le groupe 2.
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3.5.15 Epilobium fleischeri Hochst.

3.5.15.1 Informations botaniques

Parties Fleurs
L e .

Figure 65. Photos d’herbier, des parties aériennes et des fleurs de I'épilobe des moraines.

L'épilobe des moraines (Epilobium fleischeri Hochst.) est une plante de la famille des
onagracées. C'est une plante vivace mesurant de 10 & 40 cm qui est observable dans
les éboulis et les sols rocheux de montagne. C’est une plante endémique des Alpes
de I'ouest. Sa fleur, visible entre juillet et septembre, est rose et découpée en quatre
pétales arrondis et quatre sépales pointus. Ses feuilles sont vertes et dentées, réparties
le long de la tige en opposition. 78l

3.5.15.2 Bibliographie
Tableau 71. Tableau des publications de I'épilobe des moraines

SCI Finder PubMed Moyenne Depuis 2017
2 2 2 2

3.5.15.3 Récoltes

Tableau 72. Tableau de récoltes de I'épilobe des moraines

Quantité ,
L. Nature dela Coordonnees de Altitude de
Réféerence Lot sec , , Date
MP récolte récolte (m)
(9)
Parties
R17/410 1741 131 aériennes 45°2'39" N 6°24'4" E 2270 30/08/2017
fleuries
Parties

45°1'42" N 6°21'47"
R18/360 1741 602 aériennes > é / 1670 17/07/2018

E
fleuries
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3.5.15.4 Phytochimie
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Figure 66. Chromatogrammes de ['extrait éthanolique par Precellys® (HPLC/DAD/ELSD, Méthode 1)

La Figure 66 ci-dessus représente les chromatogrammes obtenus par DAD et ELSD de
I'extrait éthanolique en phase inverse. La Figure 67 ci-dessous représente les
chromatogrammes obtenus par ELSD des extraits éthanoliques et aqueux en phase
HILIC, le décalage du temps de rétention est d0 a I'instabilité des éluants composés
d’'ammoniaque.
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Figure 67. Chromatogrammes ELSD de I'extrait éthanolique (haut) et aqueux (bas) par Precellys®
(Méthode 2)

Dans cette plante, 13 molécules ont pu éfre formellement identifiees, listées en gras
et en bleu dans le Tableau 73 ci-dessous. Plusieurs molécules ont été catégorisées
dans des familles de composés gréce a leur spectre UV ainsi qu'a leur formule brute
comparés a des bases de données internes et externes. Une molécule n'a cependant
pas pu étre reliée a une famille chimique.
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Tableau 73. Tableau des composés analysés dans I'épilobe des moraines

Méthode de
ID Nom Formule brute . Tr (min)
chromatographie

14.1 Dérivé Ac. Quinique*[©3l CssH18044 1 2,10
14.2 Tanins*?3.94] - 1 2,50-5,18
14.3 Dérivé Quercétine C21H18013 1 5,66
14.4 Myricitrine C21H20012 1 5,72
14.5 Iso quercétine C21H20012 1 5,81
14.6 Dérivé Kaempférol C21H18012 1 6,25
14.7 Astragaline C21H200m 1 6,32
14.8 Dérivé Quercétine C21H20010 1 6,90
14.9 Dérivé Terpéniques C3oH480s 1 10,11
14.10 - Ci8H3003 1 10,52
14.11 Ac. Pomolique*[®3 C30H4804 1 10,93
14.12 Ac. Linolénique Ci18H3002 1 11,25
14.13 Ac. Linoléique CisH3202 1 11,46
14.14 Ac. Palmitique C14H3202 1 11,58
14.15 Ac. Oléique CigH3402 1 11,73
14.16 Ac. Stéarique CigH3:02 1 11,95
1417 Fructose C¢H1204 2 9,03
14.18 Glucose C¢H1204 2 11,21
14.19 Proline CsHsNO2 2 11,71
14.20 Sucrose Ci12H22011 2 13,90
14.21 Ac. Malique C4HsOs 2 17,36

3.5.15.5 Extractions et rendements
Tableau 74. Tableau des rendements d’extraction de I'épilobe des moraines
Exirait Apolaire Extrait Intermédiaire Extrait Polaire

Masse extraite (g) 1,15 4,39 8.42

Rendement (%) 2.2 8,3 16,0
Masse de départ

E 52,60 Rendement total (%) : 26,5
(9):
3.5.15.6 Activités biologiques
Tableau 75. Tableau des activités biologiques de I'épilobe des moraines
% de cytotoxicité par différentes dilutions
Lignee HEK293T MES-SA MES-SA DX5

cellulaire

Nom (mg) | 200 667 2000 200 667 2000 200 667 2000
Extrait

;L:S' 44 | 1005 734 509 | 975 182 145 | 904 626 234
Extrait

Int 3,5 102,1 54,5 -12,7 98.6 84,4 24,6 97.6 59,7 19.4
Extrait

Aq 3.8 104,5 7.5 -4,7 98.8 67,7 20,0 94,7 28,6 -1,4
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% Translocation nucléaire

d’inhibition de | \
7 d'inhibition de la de NFkB apres stimulation

% d’induction IL8 par

dilution tyrosinase par dilution INFa
L
'gnee HEK293T Tyrosinase HEK293T
cellulaire
Nom (mg)| 200 667 2000 | 200 667 2000 | 667 2000 6667
Extrait 4 23 7.9 7,5 108,6
Sup
E’(l:f” 35 202 | 177 2,4 1,8 93,9 89,3
Extrait
g 38 233 19,1 3.5 1,7 03 | 942 1472 942
Tri en fonction du nombre d’'autophagosomes (ATG) par cellule en %
667 2000 6667
Nom (mg) <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8
Extrait 4 13 40 47 46 46 8 58 32 1
Sup
E’(I:f” 3.5 18 44 38 29 47 24 25 52 23
Extrait 4 g 1 47 42 44 44 12 54 36 10
AQ
3.5.15.7 Conclusion

Comme expliqué precedemment, le profil des métabolites secondaires d’E. fleischeri
est quasiment similaire a E. angustifolium. Elle est composée de tanins, de flavonoides
et de terpénes. Les résultats des évaluations biologiques ont également les mémes
tendances en termes d'autophagie. Cependant, I'extrait polaire présente une
tendance pro-inflammatoire non présente dans I'extrait polaire d'E. angustifolium.
Cette plante a été classée dans le groupe 1.
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3.5.16 Knautia dipsacifolia subsp. dipsacifolia

3.5.16.1 Informations botaniques

Fleurs

Figure 68. Photos d’herbier, des parties aériennes et des fleurs de la knautie des bois. Source : Herbarium
de Geneve et F. Le Driant ©.17890]

La knautie des bois (Knautia dipsacifolia subsp. dipsacifolia) est une plante de la
famille des caprifoliacées. C'est une plante vivace atteignant un metre de hauteur et
se développant dans les lieux frais et ombragés. Elle est observable dans toute
I'Europe centrale et méridionale. De juin & septembre, il est possible d'apercevoir des
fleurs roses au sommet d'une tige parsemée de feuilles vertes velues.l7¢

3.5.16.2 Bibliographie
Tableau 76. Tableau des publications de la knautie des bois

SCI Finder PubMed Moyenne Depuis 2017
1 1 1 0

3.5.16.3 Récolte

Tableau 77. Tableau de récolte de la knautie des bois

Quantité , .
L, Nature de la Coordonnées de  Altitude de
Référence Lot sec , , Date
MP récolte récolte (m)
(9)
Parties
R17/412 1729 +1000 aériennes 45°2'26" N 6°24'5" E 2102 11/07/2017

fleuries
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Figure 69. Chromatogrammes de I'extrait éthanolique par Precellys® (HPLC/DAD/ELSD, Méthode 1)

La Figure 69 ci-dessus représente les chromatogrammes obtenus par DAD et ELSD de
I'extrait éthanolique en phase inverse. La Figure 70 ci-dessous représente les
chromatogrammes obtenus par ELSD des extraits éthanoliques et aqueux en phase
HILIC.
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Figure 70. Chromatogrammes ELSD de I'extrait éthanolique (haut) et aqueux (bas) par Precellys®
(Méthode 2)

Dans cette plante, 17 molécules ont pu étre formellement identifiées, listées en gras
et en bleu dans le Tableau 78 ci-dessous. Les 10 autres molécules ont été catégorisées
dans des familles de composés gréce a leur spectre UV ainsi qu'a leur formule brute
comparés a des bases de données internes et externes.
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Tableau 78. Tableau des composés analysés dans la knautie des bois

ID Nom Formule brute Méethode de . Tr (min)
chromatographie

15.1 Dérivé Ac. Caféique C16H1809 1 3,10
15.2 Ac. Chlorogénique Ci¢H1809 1 3,50
15.3 Dérivé Lutéoline-Hex-Hex C27H30016 1 4,68
15.4 Dérivé Lutéoline-Hex C21H2001 1 5,35
15.5 Dérivé Lutéoline C22H2201 1 5,47
15.6 3,5-DCQ C25H24012 1 5,79
15.7 Dérivé Quercétine C21H20010 1 5,85
15.8 Dérivé Lutéoline-Hex C21H200m 1 5,92
15.9 Dérivé Quercétine-Rha-Rha C27H30015 1 5,98
15.10 Rutine C27H30015 1 6,03
15.11 Dérivé Ac. Caféique C25H24012 1 6,31
15.12 Apigétrine C21H20010 1 6,36
15.13 Astragaline C21H20011 1 6,45
15.14 Dérivé phénolique CasH30012 1 7.23
15.15 Dérivé Saponine Cs4Hg4O21 1 9,93
15.16 Ac. Linolénique CigH3002 1 11,25
15.17 Ac. Linoléique CigH3202 1 11,46
15.18 Ac. Palmitique Ci16H3202 1 11,58
15.19 Ac. Oléique C18H3402 1 11,73
15.20 Ac. Stéarique CigH3:02 1 11,95
15.21 Ac. Lignocérique C24H4802 1 12,16
15.22 Fructose C¢H1204 2 7,97
15.23 Glucose C¢H1204 2 9,89
15.24 Proline CsH9NO2 2 10,51
15.25 Sucrose C12H22011 2 12,81
15.26 Ac. Gluconique CsH1207 2 13,64
15.27 Ac. Malique C4HsOs 2 15,53

3.5.16.5 Extractions et rendements
Tableau 79. Tableau des rendements d’extraction de la knautie des bois
Exirait Apolaire Extrait Intermédiaire Extrait Polaire

Masse extraite (g) 1,23 5,85 8.62

Rendement (%) 2.5 11,8 17.3

Masse de départ

Q) 49,70 Rendement total (%) : 31,6
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3.5.16.6 Activités biologiques

Tableau 80. Tableau des activités biologiques de la knautie des bois

% de cytotoxicité par différentes dilutions

Ugneg HEK293T MES-SA MES-SA DX5
cellulaire
Nom (mg) 200 667 2000 200 667 2000 200 667 2000
Extrait
)s(urgl 1033 639 453 | 97,5 15,6 09 | 868 54,2 35,1
Extrait
Int 2.8 80.4 18,1 -7.8 79.6 27,4 -8,9 75,6 21,7 11,4
Extrait
Aq 3.8 28,6 -7.8 -15,1 68,0 26,7 -1,4 53,7 24,9 12,7
. . e sas % Translocation nucléaire
% d’induction IL8 par % d’inhibition de la N~ .
o, . - de NFkB apres stimulation
dilution tyrosinase par dilution
TNFa
Liané
|gne§ HEK293T Tyrosinase HEK293T
cellulaire
Nom (mg) 200 667 2000 200 667 2000 667 2000 6667
Extrait
a4, 43 11,5 8.9 103,9
Sup
Extrait
Int 2,8 -11,6 -15,2 12,5 -0,9 -4,3 127,2 127,7 99.1
Extrait
Aq 3.8 -6,4 -10,7 -9.3 6,8 -1,3 1.7 100,9 127,7 94,2
Tri en fonction du nombre d’'autophagosomes (ATG) par cellule en %
667 2000 6667
Nom (mg) <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8
Extrait
a5 72 25 3 62 32 6 69 28 3
Sup
E’(l:f” 28 | 58 34 8 73 25 2 66 25 9
E)irsn‘ 3.8 52 36 11 67 29 4 62 31 6

3.5.16.7 Conclusion

Le profil des métabolites secondaires de cette plante est intéressant. Elle est
composée de diverses familles de flavonoides (quercétine, kaempférol, lutéoline),
d'acides phénoliques et d'une ou plusieurs saponines. Ses profils apolaire et polaire
sont cependant assez communs. De plus, elle ne présente aucune activité biologique.
Cette plante a été classée dans le groupe 2.
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3.5.17 Narcissus poeticus L.

3.5.17.1 Informations botaniques

(

,/

Figure 71. Croquis et photos des parties aériennes et des fleurs du narcisse des poeétes. Source : F. Le
Driant ©.178]

Le narcisse des poetes (Narcissus poeticus L.) est une plante de la famille des
amaryllidacées. C'est une plante vivace de 30 a 60 cm qui se développe dans les
prés humides d'altitude.ls] Sa fleur blanche découpée en six pétales est visible d'avril
a juin.l’él Ses feuilles sont simples et entieres disposées en fouffe au pied de la tige.l”8l

3.5.17.2 Bibliographie
Tableau 81. Tableau des publications du narcisse des poétes

SCI Finder PubMed Moyenne Depuis 2017
20 3 11,5 6

3.5.17.3 Récolte

Tableau 82. Tableau de récolte du narcisse des poetes

Quantité , .
L, Nature dela Coordonnees de Altitude de
Réféerence Lot sec , , Date
MP récolte récolte (m)
(9)
Parties

45°2'42" N 6°23'58"
R17/413 1724 42 aériennes ° 672358 2270 26/06/2017

E
fleuries
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3.5.17.4 Phytochimie
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Figure 72. Chromatogrammes de l'extrait éthanolique par Precellys® (HPLC/DAD/ELSD, Méthode 1)

La Figure 72 ci-dessus représente les chromatogrammes obtenus par DAD et ELSD de
I'extrait éthanolique en phase inverse. La Figure 73 ci-dessous représente les

chromatogrammes obtenus par ELSD des extraits éthanoliques et aqueux en phase
HILIC.
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Figure 73. Chromatogrammes ELSD de I'extrait éthanolique (haut) et aqueux (bas) par Precellys®
(Méthode 2)

Dans cette plante, 12 molécules ont pu éfre formellement identifiees, listées en gras
et en bleu dans le Tableau 83 ci-dessous. Les 10 autres molécules ont été catégorisées

dans des familles de composés gréce a leur spectre UV ainsi qu'a leur formule brute
comparés a des bases de données internes et externes.
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Tableau 83. Tableau des composés analysés dans le narcisse des poétes

ID Nom Formule brute Méethode de . Tr (min)
chromatographie
16.1 Dérivé Ac. Caféique Ci6H1809 1 2,33
16.2 Ac. Chlorogénique Ci16H1809 1 3,50
16.3 Dérivé Ac. Caféique C16H1809 1 3,76
16.4 Dérivé Quercétine-Rut C27H30016 1 4,52
16.5 Dérivé Quercétine Ca3H38020 1 4,77
16.6 Dérivé Kaempférol C30H32012 1 512
16.7 Dérivé Kaempférol Ca3HzsOn2 1 5,22
16.8 Dérivé Quercétine C30H32020 1 5,35
16.9 Dérivé Quercétine Ca3H38021 1 6,12
16.10 Dérivé Quercétine C23H22013 1 6,26
16.11 Dérivé Quercétine C27H22013 1 6,92
16.12 Ac. Linolénique Ci18H3002 1 11,25
16.13 Ac. Linoléique CisH3202 1 11,46
16.14 Ac. Palmitique C14H3202 1 11,58
16.15 Ac. Oléique C18H3402 1 11,73
16.16 Ac. Stéarique Ci8H3:02 1 11,95
16.17 Ac. Lignocérique C24H4802 1 12.16
16.18 Fructose C¢H1204 2 9,03
16.19 Glucose C¢H1204 2 11,20
16.20 Proline CsHsNO:2 2 11,69
16.21 Sucrose Ci12H22011 2 13,95
16.22 Ac. Malique C4HsOs 2 17,32

3.5.17.5 Extractions et rendements

Tableau 84. Tableau des rendements d'extraction du narcisse des poétes

Exirait Apolaire

Masse extraite (g) 1,58
Rendement (%) 3.8
Masse de depart 42,00

(9):

3.5.17.6 Activités biologiques

Lignée
cellulaire
Nom (mg)

Extrait

xtrai 43
Sup

Extrai

xtrait 4
Int

Extrait

2,
AQ 3

Extrait Intermédiaire
7,37
17,5

Rendement total (%) :

Extrait Polaire

10,73
25,5

46,9

Tableau 85. Tableau des activités biologiques du narcisse des poetes

HEK293T
200 667
56,2 -1.4
99,4 95,2
65,8 12,9

% de cytotoxicité par différentes dilutions

2000
-15,1

92,6

MES-SA
200 667 2000
24,0 -0.8 -12,5

98,3 93.8 88,2

62,9 -11.8 4,9

200
34,0

95,8

54,8

MES-SA DX5
667
3.8

21.3

7.5

2000
-3.2

80,3

11,0
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% Translocation nucléaire

% d’induction IL8 par % d’'inhibition de la - .
o N . de NFkB apres stimulation
dilution tyrosinase par dilution
TNFa
Ligné
'gnee HEK293T Tyrosinase HEK293T

cellulaire

Nom (mg)| 200 667 2000 200 667 2000 667 2000 6667
Extrait 5 219 310 | 76 6,1 88 | 1463 1210 99,1
Sup
Extrait 4o 2,7 8,8 7.0 99,1

Int
Extrait

A 2.3 5,7 =202 | -148 -2,4 0,7 107,6 134,2 94,2

Tri en fonction du nombre d’'autophagosomes (ATG) par cellule en %
667 2000 6667

Nom (mg) <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8
Extrait 3 | 58 35 7 75 21 4 74 22 4
Sup
E’(I:f” 40 | 72 24 4 63 29 8 68 29 3
Extrait o5 | 49 40 1 61 33 6 54 39 7

AQ

3.5.17.7 Conclusion

Les profils phytochimiques de cette plante sont tres pauvres. Elle est composée de
différents flavonoides (quercétine, kaempférol) et d'acides phénoliques en faible
quantités. L'extrait intermédiaire est trés cytotoxique a toutes les concentrations
testées et les extraits apolaire et polaire présentent une tendance anti-inflammatoire.
Cette plante a été classée dans le groupe 3.
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3.5.18 Nepeta nepetella L.

3.5.18.1 Informations botaniques

P

’Pdrf

Herbier

.
= ST
= e :

=

Figure 74. Photos d’herbier, des parties aériennes et des fleurs de la petite népéta. Source : F. Le Driant
©‘[78]

La petite népéta (Nepeta nepetella L.) est une plante de la famille des lamiacées.
C'est une plante vivace mesurant de 30 & 80 cm qui se développe dans les lieux secs
et pierreux de montagne.7¢l Elle est répartie dans toute I'Europe du Sud. Ses fleurs sont
visibles de juillet a aolt, blanches et disposées en grappes unilatérales, plus fournies
au sommet de la fige.l7¢l

3.5.18.2 Bibliographie
Tableau 86. Tableau des publications de la petite népéta

SCI Finder PubMed Moyenne Depuis 2017
3 3 3 0

3.5.18.3 Récoltes

Tableau 87. Tableau de récoltes de la petite népéta

Quantité , .
L, Nature dela Coordonnees de Alfitude de
Référence Lot sec , , Date
MP recolte récolte (m)
(9)
Parties
R17/414 1743 173 aériennes 45°1'50" N 6°23'3" E 1959 30/08/2017
fleuries
Parties
R18/364 1743 50 aériennes 45°1'50" N 6°23'3" E 1959 16/07/2018

fleuries
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3.5.18.4 Phytochimie
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Figure 75. Chromatogrammes de l'extrait éthanolique par Precellys® (HPLC/DAD/ELSD, Méthode 1)

La Figure 75 ci-dessus représente les chromatogrammes obtenus par DAD et ELSD de
I'extrait éthanolique en phase inverse. La Figure 76 ci-dessous représente les
chromatogrammes obtenus par ELSD des extraits éthanoliques et aqueux en phase
HILIC.
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Figure 76. Chromatogrammes ELSD de I'extrait éthanolique (haut) et aqueux (bas) par Precellys®
(Méthode 2)

Dans cette plante, 12 molécules ont pu étre formellement identifiées, listées en gras
et en bleu dans le Tableau 88 ci-dessous. Cing autres molécules ont été catégorisées
dans des familles de composés gréce a leur spectre UV ainsi qu'a leur formule brute
comparés a des bases de données internes et externes. Deux molécules n'ont
cependant pas pu étre reliées a une famille chimique.
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Tableau 88. Tableau des composés analysés dans la petite népéta

Formule Méthode de .
ID Nom . Tr (min)
brute chromatographie
17.1 - Ci16H2409 1 5,46
17.2 Dérivé Lutéoline C22H20012 1 5,62
17.3 Ac. Rosmarinique C18H1608 1 6,19
17.4 Dérivé triterpéne ou Nephehinol*%¢l C30H480s 1 10,13
17.5 Dérivé triterpéne ou Nephehinol*1%¢l C3oH480s 1 10,30
17.6 Dérivé triterpene ou Nephehinol*%¢] C30H480s 1 10,65
17.7 Nepehinal*?7] C30H4804 1 10,95
17.8 Ac. Linolénique C18H3002 1 11,25
17.9 Ac. Ursolique C30H4803 1 11,27
17.10 Ac. Linoléique Ci8H3202 1 11,46
17.11 Ac. Palmitique C1¢H3202 1 11,58
17.12 Ac. Oléique C18H3402 1 11,73
17.13 Ac. Stéarique C18H302 1 11,95
17.14 Fructose C¢H120¢ 2 7,46
17.15 Glucose C¢H120¢ 2 9,72
17.16 Proline CsHsNO2 2 10,55
17.17 Sucrose Ci12H22011 2 12,96
17.18 Ac. Gluconique C¢H1207 2 13,75
17.19 - - 2 17.60
3.5.18.5 Extractions et rendements
Tableau 89. Tableau des rendements d'extraction de la petite népéta
Extrait Apolaire Extrait Intermédiaire Extrait Polaire
Masse extraite (g) 2,19 2,22 9.13
Rendement (%) 4,0 4,1 16,8
Masse de départ
= 54,25 Rendement total (%) : 25,0
(9):
3.5.18.6 Activités biologiques
Tableau 90. Tableau des activités biologiques de la petite népéta
% de cytotoxicité par différentes dilutions
Liang
|gnefe HEK293T MES-SA MES-SA DX5
cellulaire
Nom (mg) | 200 667 2000 200 667 2000 200 667 2000
Extrait
)s(urgl 18 | 1035 1011 482 | 988 1000 162 | 980 1023 385
Extrait
Int 3.2 104,5 68,9 17,4 99.3 41,4 4,2 98,3 57,2 36,7
Extrait
3.3 -15.4 -6,5 39.9 11.1 -3.2 36,1 14,1 12,1

AQ
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% d’'inhibition de la

% Translocation nucléaire
de NFkB aprés stimulation
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dilution tyrosinase par dilution INFa

L

'gnee HEK293T Tyrosinase HEK293T
cellulaire

Nom (mg)| 200 667 2000 | 200 667 2000 | 667 2000 6667
Extrait ) g 7.6 -5,0 13,5 9572
Sup
E’(l:f” 32 2191 | 250 59 29,7 80,5 9572
Ex/quo'f 19 | -231 6,2 7 2.8 2.1 a0 | 783 1048 89,1

Tri en fonction du nombre d’'autophagosomes (ATG) par cellule en %
667 2000 6667

Nom (mg) <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8
Extrait 5 | 50 43 6 36 46 18 60 36 4
Sup
Extrait

Xlr:f' 32 | 15 49 35 57 39 4 64 3] 6
Extrait

XTat— 9 72 26 2 5] 39 10 73 22 5
AQ
3.5.18.7 Conclusion

Le profil des métabolites secondaires de cette plante est assez pauvre. Il est composé
d’'une molécule majoritaire non identifiée, plusieurs dérivés terpéniques ainsi que de
I'acide rosmarinique. Sa partie apolaire est relativement commune. Cependant, dans
son profil polaire un autre composé majoritaire en grande quantité n'a pas été
identifié. L'extrait polaire présente un fort intérét d'un point de vue cytotoxique, il est,
a sa concenfration maximale, 12 fois plus cytotoxique sur les lignées cancéreuses
(MES-SA) et cancéreuses résistantes (MES-SA DX5) que sur les lignées normales

(HEK293T).

L'extrait

infermédiaire présente une tendance anti-inflammatoire,

d'inhibition de la tyrosinase et d'activation de I'autophagie. Cette plante a été
classée dans le groupe 1.
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3.5.19 Rosa pendulina L.

3.5.19.1 Informations botaniques

Figure 77. Croquis et photos des parties aériennes et des fleurs du rosier des Alpes. Source : F. Le Driant
©.178

Le rosier des Alpes (Rosa pendulina L.) est une plante de la famille des rosacées. C'est
un arbrisseau qui se développe dans les régions élevées de montagne.ldl Elle est
répartie dans I'Europe centrale et méridionale.l’s] C’est une espece de rosier qui
possede tres peu d'aiguillons, cependant elle est trés polymorphe et peut adopter
différentes formes. Ses fleurs rouges sont visibles entre juin et juillet.l7¢ Ses fruits pendants
sont trés caractéristiques de cette espéce.l’8

3.5.19.2 Bibliographie
Tableau 91. Tableau des publications du rosier des Alpes

SCI Finder PubMed Moyenne Depuis 2017
3 0 1.5 0

3.5.19.3 Récolte

Tableau 92. Tableau de récolte du rosier des Alpes

tité
L, Quantite Nature de  Coordonnées de Altitude de
Référence Lot sec , , Date
(@) la MP récolte récolte (m)

R17/415 1733 80 Fleurs 45°2'30" N 6°2121"E 1768 11/07/2017
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3.5.19.4 Phytochimie
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Figure 78. Chromatogrammes de l'extrait éthanolique par Precellys® (HPLC/DAD/ELSD, Méthode 1)

La Figure 78 ci-dessus représente les chromatogrammes obtenus par DAD et ELSD de
I'extrait éthanolique en phase inverse. La Figure 79 ci-dessous représente les
chromatogrammes obtenus par ELSD des exfraits éthanoliques et aqueux en phase
HILIC.
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Figure 79. Chromatogrammes ELSD de I'extrait éthanolique (haut) et aqueux (bas) par Precellys®
(Méthode 2)

Dans cette plante, 15 molécules ont pu étre formellement identifiées, listées en gras
et en bleu dans le Tableau 93 ci-dessous. Les 7 autres molécules ont été catégorisées
dans des familles de composés gréce a leur spectre UV ainsi qu'a leur formule brute
comparés a des bases de données internes et externes.
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Tableau 93. Tableau des composés analysés dans le rosier des Alpes

Méthode de
ID Nom Formule brute . Tr (min)
chromatographie
18.1 Dérivé Ac. Ellagique C15H1406 1 3.08
18.2 Ac. Chlorogénique Ci16H1809 1 3,50
18.3 Dérivé Ac. Ellagique - 1 3,58-5,01
18.4 Myricitrine C21H20012 1 5,80
18.5 Iso quercétine C21H20012 1 5,92
18.6 Ac. Ellagique C14HsOs 1 6,02
18.7 Dérivé Quercétine-Pent C20H180n1 1 6,27
18.8 Dérivé Quercétine-Rha C21H200m 1 6,42
18.9 Dérivé Quercétine C21H20010 1 7,03
18.10 Dérivé Kaempférol Cs0H26013 1 7,64
18.11 Ac. Linolénique Ci8H3002 1 11,25
18.12 Ac. Linoléique CisH3202 1 11,46
18.13 Ac. Palmitique Ci6H3202 1 11,58
18.14 Ac. Oléique Ci8H3402 1 11,73
18.15 Ac. Stéarique CisH3602 1 11,95
18.16 Ac. Lignocérique C24H4802 1 12,16
18.17 Dérivé Triterpéne Cs3H40019 1 12,49
18.18 Fructose C¢H1204 2 7,97
18.19 Glucose CsH120¢ 2 9,89
18.20 Proline CsHsNO2 2 10,51
18.21 Sucrose C12H22011 2 12,81
18.22 Ac. Gluconique C¢H1207 2 13,64
3.5.19.5 Extractions et rendements
Tableau 94. Tableau des rendements d'extraction du rosier des Alpes
Exirait Apolaire Extrait Intermédiaire Extrait Polaire
Masse extraite (g) 0.86 4,34 6,18
Rendement (%) 2.3 11,6 16,5
Masse de départ
. = 37,42 Rendement total (%) : 30.4
(9):
3.5.19.6 Activités biologiques
Tableau 95. Tableau des activités biologiques du rosier des Alpes
% de cytotoxicité par différentes dilutions
Hignee HEK293T MES-SA MES-SA DX5
cellulaire
Nom (mg) 200 667 2000 200 667 2000 200 667 2000
Extrait
;(Jg' 29 | 773 346 36 | 275 56 58 | 625 14,7 7,3
Extrait
Int 2,5 89.5 -3,5 -3.4 83,9 31.8 6,7 74,5 20,8 12,7
Extrait
Aq 3.3 89.5 13,3 -6,8 100,1 36,1 24,5 99,7 28,9 15,7
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% d’induction IL8 par

% d’'inhibition de la

% Translocation nucléaire
de NFkB aprés stimulation

dilution tyrosinase par dilution INFa
L
'gnee HEK293T Tyrosinase HEK293T
cellulaire
Nom (mg)| 200 667 2000 | 200 667 2000 | 667 2000 6667
Extrait 5o 45 | -44 8,8 7.0 1342 844
Sup
Extrait
25 3,3 20,1 | 443 16,1 21 | 1207 1143 1086
Ex/quo” 3,3 a3 207 | 159 87 a0 | 1142 1210 893
Tri en fonction du nombre d’'autophagosomes (ATG) par cellule en %
667 2000 6667
Nom (mg) <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8
Extrait o | 44 43 13 47 42 1 74 22 3
Sup
E’(I:f” 25 | 39 48 13 66 32 2 62 3] 7
Extrait 55 | 5 38 12 47 36 17 58 38 4
AQ
3.5.19.7 Conclusion

Le profil des métabolites secondaires de cette plante est trés intéressant, il est
composé de diverses familles de composés en petite quantité. Sa partie apolaire est
riche en acides gras mais aussi en d'autres composés non identifiés. Son profil polaire
est quant d lui assez commun. Les extraits infermédiaire et polaire, & leur plus petite
concentration, présentent une tendance a I'activation de I'IL8. L' extrait intermédiaire,
a sa plus grande concentration, présente une tendance a I'inhibition de la tyrosinase.
Cette plante ayant un profil unique parmi celles sélectionnées initialement a été
classée dans le groupe 1.
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3.5.20 Salvia aethiopis L.

3.5.20.1 Informations botaniques

Fleurs

Figure 80. Croquis et photos des parties aériennes et des fleurs de la sauge d’'Ethiopie. Source : F. Le
Driant ©.178]

La sauge d'Ethiopie (Salvia aethiopis L.) est une plante de la famille des lamiacées.
C'est une plante vivace mesurant de 40 a 100 cm et se développant dans les lieux
secs et arides de montagne.l7é Elle est répartie dans les montagnes d'Europe et d' Asie
occidentale.l’¢ La plante est entierement recouverte d'un duvet blanc cotonneux et
s'orne de fleurs blanches de juin a juillet.l7l

3.5.20.2 Bibliographie
Tableau 96. Tableau des publications de la sauge d’Ethiopie

SCI Finder PubMed Moyenne Depuis 2017
33 ) 19 10

3.5.20.3 Récolte

Tableau 97. Tableau de récolte de la sauge d’Ethiopie

Quantité , .
L. Nature dela Coordonnees de Alfitude de
Réféerence Lot sec , , Date
MP récolte récolte (m)
(9)
Parties

R17/416 1734 110 aériennes A4PSA20°N 673927 1350 13/07/2017

E
fleuries
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Figure 81. Chromatogrammes de l'extrait éthanolique par Precellys® (HPLC/DAD/ELSD, Méthode 1)

La Figure 81 ci-dessus représente les chromatogrammes obtenus par DAD et ELSD de
I'extrait éthanolique en phase inverse. La Figure 82 ci-dessous représente les

chromatogrammes obtenus par ELSD des extraits éthanoliques et aqueux en phase
HILIC.
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Figure 82. Chromatogrammes ELSD de I'extrait éthanolique (haut) et aqueux (bas) par Precellys®
(Méthode 2)

Dans cette plante, 14 molécules ont pu étre formellement identifiées, listées en gras
et en bleu dans le Tableau 98 ci-dessous. Les 5 autres molécules ont été catégorisées
dans des familles de composés gréce a leur spectre UV ainsi qu'a leur formule brute
comparés a des bases de données internes et externes.
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Tableau 98. Tableau des composés analysés dans la sauge d’'Ethiopie

Méthode de
ID Nom Formule brute . Tr (min)
chromatographie

19.1 Dérivé Ac. Caféique C16H1809 1 4,30
19.2 Dérivé Lutéoline C22H20012 1 6,19
19.3 Ac. Rosmarinique Ci18H160s 1 6,33
19.4 Dérivé Hydroxyflavone C18H3205 1 8,77
19.5 Dérivé Hydroxyflavone - 1 9,52
19.6 Dérivé triterpene C30H4604 1 10,91
19.7 Ac. Glycyrrhétinique C30H4604 1 11,02
19.8 Ac. Linolénique Ci18H3002 1 11,25
19.9 Ac. Ursolique C30H4802 1 11,45
19.10 Ac. Linoléique CigH3202 1 11,46
19.11 Ac. Palmitique C1sH3202 1 11,58
19.12 Ac. Oléique Ci8H3402 1 11,73
19.13 Ac. Stéarique C18H3502 1 11,95
19.14 Fructose CsH120¢ 2 7,97
19.15 Glucose CsH1204 2 9,89
19.16 Sucrose Ci12H22011 2 12,81
19.17 Ac. Glucuronique CsH1007 2 15,46
19.18 Ac. Malique C4HsOs 2 15,81
19.19 Ac. Cis-aconitique C¢HsO¢ 2 17,05

3.5.20.5 Extractions et rendements
Tableau 99. Tableau des rendements d’extraction de la sauge d’Ethiopie
Extrait Apolaire Extrait Intermédiaire Extrait Polaire

Masse extraite (g) 2,44 2,64 4,76

Rendement (%) 4,7 5,0 9,1

Masse de départ

. = 52,37 Rendement total (%) : 18,8
(9):
3.5.20.6 Activités biologiques
Tableau 100. Tableau des activités biologiques de la sauge d’Ethiopie
% de cytotoxicité par différentes dilutions
Liang
|gne§ HEK293T MES-SA MES-SA DX5

cellulaire

Nom (mg)| 200 667 2000 200 667 2000 200 667 2000
Extrait

)s(urgl 1043 1011 234 | 985 976 307 | 993 803 41,4
Extrait

Int 1,6 103,8 28,2 4,3 98,2 25,8 2,3 100,3 64,7 32,3
Extrait

Aq 21,3 -3.3 -11.,3 51,0 12,0 4,1 60,8 18,6 29.4
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% Translocation nucléaire

% d’induction IL8 par % d’'inhibition de la - .
o N . de NFkB apres stimulation
dilution tyrosinase par dilution
TNFa
Liané
'gnee HEK293T Tyrosinase HEK293T
cellulaire
Nom (mg) 200 667 2000 200 667 2000 667 2000 6667
Extrait 132 | 02 -4,9 133 928 1075
Sup
Extrait
Int 1,6 -4,4 -15,1 19,5 7.9 -7.5 116,2 98,8 95,2
Extrait
Aq 2,5 -19,0 -2,.3 -15,1 12,1 10,8 2,5 91,2 86,7 107.5
Tri en fonction du nombre d’'autophagosomes (ATG) par cellule en %
667 2000 6667
Nom (mg) <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8
Extrait 54 38 9 29 53 18 48 44 8
Sup
Extrait
Xlr:f' 16 | 37 51 12 70 28 2 46 39 15
Exralt o5 | 4 47 12 74 21 4 66 29 6
AQ
3.5.20.7 Conclusion

Le profil phytochimique de cette plante est relativement pauvre. Elle est composée
majoritairement d'acide rosmarinique et de quelques flavonoides. L'extrait
intfermédiaire présente une tendance a l'inhibition de la tyrosinase & sa plus forte
concentration. Il possede également une tendance & I'activation de I'autophagie.
L'extrait polaire présente quant & lui une tendance anti-inflammatoire a sa plus forte
concentration. La plante a été classée dans le groupe 3.
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3.5.21 Scutellaria alpina L.

3.5.21.1 Informations botaniques

St L

Herbier

Figure 83. Photos d’herbier, des parties aériennes et des fleurs de la scutellaire des Alpes.

La scutellaire des Alpes (Scutellaria alpina L.) est une plante de la famille des
lamiacées. C'est une plante vivace mesurant de 10 a 30 cm qui se développe dans
les rochers et rocailles de haute montagne.l’¢l Elle pousse généralement en groupe
sur les pentes dans I'Europe centrale et méridionale.l’d La scutellaire des Alpes
possede des fleurs bleues et blanches visibles entre juin et aot.l78!

3.5.21.2 Bibliographie

Tableau 101. Tableau des publications de la scutellaire des Alpes

SCI Finder PubMed Moyenne Depuis 2017
25 4 14,5 3
3.5.21.3 Récoltes

Tableau 102. Tableau de récoltes de la scutellaire des Alpes

Quantité i .
Lo, Nature de la Coordonnées de  Altitude de
Référence Lot sec , , Date
MP récolte recolte (m)
(9)
Parties
R17/417 1735 39,5 aériennes 45°2'7" N 6°24'6" E 2100 11/07/2017
fleuries
Parties
, . 45°03'07.8"N
R18/359 1735 287 aériennes 690304 4" 2347 16/07/2018

fleuries
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3.5.21.4 Phytochimie
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Figure 84. Chromatogrammes de l'extrait éthanolique par Precellys® (HPLC/DAD/ELSD, Méthode 1)

La Figure 84 ci-dessus représente les chromatogrammes obtenus par DAD et ELSD de
I'extrait éthanolique en phase inverse. La Figure 85 ci-dessous représente les
chromatogrammes obtenus par ELSD des extraits éthanoliques et aqueux en phase
HILIC.
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Figure 85. Chromatogrammes ELSD de I'extrait éthanolique (haut) et aqueux (bas) par Precellys®
(Méthode 2)

Dans cette plante, 16 molécules ont pu étre formellement identifiées, listées en gras
et en bleu dans le Tableau 103 ci-dessous. Huit autres molécules ont été catégorisées
dans des familles de composés gréce a leur spectre UV ainsi qu'a leur formule brute
comparés a des bases de données internes et externes. Six molécules n'ont
cependant pas pu étre reliées a une famille chimique.
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Tableau 103. Tableau des composés analysés dans la scutellaire des Alpes

ID Nom Formule brute Méethode de . Tr (min)
chromatographie
20.1 - CigH260m1 1 3,98
20.2 - C21H20012 1 5,06
20.3 Dérivé Vitexine Ca6H28014 1 5,30
20.4 Dérivé Vitexine C21H20012 1 5,37
20.5 Dérivé Ac. Caféique C21Hi180n12 1 5,51
20.6 Dérivé Chalcone C21H180m 1 5,63
20.7 Verbascoside C29H34015 1 5,84
20.8 Dérivé Apigénine C21H26013 1 5,97
20.9 Dérivé Apigénine C21H2011 1 6,12
20.10 Dérivé Apigénine C21H180n1 1 6,25
20.11 Dérivé Ac. Caféique Cs0H3sO15 1 6,41
20.12 3',4',7-Trihydroxyflavone Ci5H100s5 1 7.99
20.13 - - 1 9,32
20.14 - - 1 9,60
20.15 - - 1 9,75
20.16 - - 1 9,96
20.17 Ac. Linolénique Ci8H3002 1 11,25
20.18 Ac. Linoléique C18H3202 1 11,46
20.19 Ac. Palmitique Ci6H3202 1 11,58
20.20 Ac. Oléique CigH3402 1 11,73
20.21 Ac. Stéarique Ci8H3:02 1 11,95
20.22 Ac. Lignocérique C24H1802 1 12.16
20.23 Fructose C¢H1204 2 7,31
20.24 Glucose C¢H1204 2 9,62
20.25 Proline CsHyNO2 2 10,61
20.26 Sucrose C12H220m 2 12,91
20.27 Ac. Gluconique CsH1207 2 13,77
20.28 Ac. Glucuronique CsH1007 2 14,70
20.29 Ac. Malique C4HsOs 2 15,84
20.30 Ac. Cis-aconitique CsHsOs 2 17,07
3.5.21.5 Extractions et rendements
Tableau 104. Tableau des rendements d’extraction de la scutellaire des Alpes

Extrait Apolaire Extrait Intermédiaire Extrait Aqueux

Masse extraite (g) 1,30 3,78 8,73
Rendement (%) 3.3 9.6 22,1

Masse de départ

@): 39.50 Rendement total (%) : 35,0
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3.5.21.6 Activités biologiques

Tableau 105. Tableau des activités biologiques de la scutellaire des Alpes

% de cytotoxicité par différentes dilutions

L|gne§ HEK293T MES-SA MES-SA DX5
cellulaire
Nom (mg) 200 667 2000 200 667 2000 200 667 2000
Extrait
At 57 11018 456 07 | 905 5,1 36 | 838 6,1 3,1
Sup
Extrait
Int 2,4 48,9 2,2 -12,3 54,9 9.4 -6,3 64,1 13,1 3,2
Extrait
Aq 3,0 42,3 -12,8 -0,5 90,3 18,9 4,2 77.7 20,6 6,2
. . e e % Translocation nucléaire
% d’'induction IL8 par % d’inhibition de la N R
. . - de NFkB apres stimulation
dilution tyrosinase par dilution
TNFa
Liané
|gne§ HEK293T Tyrosinase HEK293T
cellulaire
Nom (mg) 200 667 2000 200 667 2000 667 2000 6667
Extrait
a5 7 77 | 29 -5,0 7.0 1342 942
Sup
Extrait
Int 2,4 -3.4 0,0 -2.2 -6,2 -5,5 133,7 127.7 94,2
EX/::'T 3,0 168 37 | 3.4 1,0 17 | 1337 1472 942

Tri en fonction du nombre d’'autophagosomes (ATG) par cellule en %
667 2000 6667
Nom (mg) <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8

Extrait 52 | 53 36 1 64 29 7 59 35 6
Sup

E’(l:f” 24 | 69 22 9 75 19 6 64 27 8
E’i Zm 30 | 65 28 7 78 20 2 70 23 7

3.5.21.7 Conclusion

Le profil des métabolites secondaires de cette plante est trés intéressant. Elle est
composée de plusieurs familles de molécules en quantités importantes. Des acides
phénoliques, des flavonoides, des chalcones et des composés non identifiés. Son profil
apolaire est relativement riche, avec plusieurs acides gras ainsi que d’autres
molécules apolaires non identifiées. La partie polaire est quant & elle assez commune.
Seules des tendances sont observables sur I'activité biologique, mais aucune réelle
touche. La plante a été classée dans le groupe 1 pour l'intérét de sa diversité
phytochimique.
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3.5.22 Trifolium alpinum L.

3.5.22.1 Informations botaniques

P

-~

Figure 86. Photos d’herbier, des parties aériennes et des fleurs du trefle alpin.

Le trefle alpin (Trifolium alpinum L.) est une plante de la famille des fabacées. C'est
une plante vivace mesurant de 5 d 20 cm qu'il est possible de trouver dans les
pelouses rocailleuses de haute montagne de France.l’¢d Les feuilles sont vertes et
presque toutes basales, découpées en ftrois feuilles étroites caractéristiques des
trefles.l78l A I'extrémité de la tige se dresse trois & douze fleurs roses de juin a ao(t.17¢

3.5.22.2 Bibliographie

Tableau 106. Tableau des publications du trefle alpin

SCI Finder PubMed Moyenne Depuis 2017
9 4 6,5 1
3.5.22.3 Récoltes

Tableau 107. Tableau de récoltes du trefle alpin

Quantité i i
Lo, Nature de la Coordonnées de  Altitude de
Référence Lot sec , , Date
MP récolte récolte (m)
(9)
Parties 45°0'42" N 6°23'58"
R17/420 1638 97 aériennes E 2280 26/06/2017
fleuries
Parties

R18/361 1638 288 aériennes 4572427 N 672358 2280 16/07/2018

E
fleuries
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3.5.22.4 Phytochimie
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Figure 87. Chromatogrammes de l'extrait éthanolique par Precellys® (HPLC/DAD/ELSD, Méthode 1)

La Figure 87 ci-dessus représente les chromatogrammes obtenus par DAD et ELSD de
I'extrait éthanolique en phase inverse. La Figure 88 ci-dessous représente les
chromatogrammes obtenus par ELSD des extraits éthanoliques et aqueux en phase
HILIC.
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Figure 88. Chromatogrammes ELSD de I'extrait éthanolique (haut) et aqueux (bas) par Precellys®
(Méthode 2)

Dans cette plante, 14 molécules ont pu étre formellement identifiées, listées en gras
et en bleu dans le Tableau 108 ci-dessous. Les 14 autres molécules ont été
catégorisées dans des familles de composés grdce a leur spectre UV ainsi qu'a leur
formule brute comparés a des bases de données internes et externes.
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Tableau 108. Tableau des composés analysés dans le trefle alpin

ID Nom Formule brute Méethode de . Tr (min)
chromatographie
21.1 Dérivé Quercétine Ci6H1809 1 4,68
21.2 Dérivé Quercétine Ci6H1809 1 4,77
21.3 Dérivé Quercétine-Hex-Rut Cs3H40021 1 5,00
21.4 Dérivé Quercétine-Hex-Hex C27H30017 1 5,10
21.5 Dérivé Quercétine - 1 5,47
21.6 Dérivé Kaempférol C34H42021 1 5,55
21.7 Dérivé Quercétine-Rut C27H30016 1 5,68
21.8 Dérivé Quercétine C25H24012 1 5,82
21.9 Dérivé Quercétine-Hex C21H20012 1 5,93
21.10 Dérivé Lutéoline CasH40021 1 6,08
21.11 Dérivé Quercétine - 1 6,18
21.12 Dérivé Lutéoline C37H38020 1 6,29
21.13 Dérivé Lutéoline C22H22012 1 6,47
21.14 Dérivé Quercétine - 1 6,63
21.15 Ac. Linolénique CigH3002 1 11,25
21.16 Ac. Linoléique CigH3202 1 11,46
21.17 Ac. Palmitique C1sH3202 1 11,58
21.18 Ac. Oléique Ci8H3402 1 11,73
21.19 Ac. Stéarique C18H3502 1 11,95
21.20 Ac. Lignocérique C24H4802 1 12,16
21.21 Fructose CsH120¢ 2 7,26
21.22 Glucose C¢H1204 2 9,61
21.23 Proline CsHyNO2 2 10,47
21.24 Sucrose C12H2201m 2 12,76
21.25 Ac. Gluconique CsH1207 2 13,63
21.26 Ac. Glucuronique CsH1007 2 13,98
21.27 Ac. Malique C4HsOs 2 15,72
21.28 Ac. Cis-aconitique CsHsOs 2 16,98
3.5.22.5 Extractions et rendements
Tableau 109. Tableau des rendements d'extraction du trefle alpin
Exirait Apolaire Extrait Intermédiaire Extrait Polaire
Masse extraite (g) 1,21 5,52 8,59
Rendement (%) 2,4 10,8 16,8

Masse de départ

Q) 51,2 Rendement total (%) : 29,9
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3.5.22.6 Activités biologiques

Tableau 110. Tableau des activités biologiques du tréfle alpin

% de cytotoxicité par différentes dilutions

Ugneg HEK293T MES-SA MES-SA DX5
cellulaire
Nom (mg) 200 667 2000 200 667 2000 200 667 2000
Extrait
XAt 39 | 942 7,0 77 | 970 113 110 | 955  -110 12,1
Sup
Extrait
Int 3,7 31,1 -11,2 9.4 43,2 -7.4 -11,0 24,5 52 -3,2
Extrait
Aq 4,0 15,3 -12,7 -17.4 43,2 8,7 9.1 25,2 4,9 -18,3
. . e e % Translocation nucléaire
% d’'induction IL8 par % d’inhibition de la N .
. . o de NFkB apres stimulation
dilution tyrosinase par dilution
TNFa
Liané
|gne§ HEK293T Tyrosinase HEK293T
cellulaire
Nom (mg) 200 667 2000 200 667 2000 667 2000 6667
E;(Lr;” 3.9 240 170 | -38 9.7 33 | 1207 1277 1180
Extrait
Int 3.7 108,3 0,6 -1,4 -8,3 -7.9 133,7 127.7 99,1
Extrait
Aq 4,0 7.7 -6,1 -7.2 -4,5 -4,6 2,5 114,2 121,0 89,3
Tri en fonction du nombre d’'autophagosomes (ATG) par cellule en %
667 2000 6667
Nom (mg) <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8
Bxiralt 59 | 40 36 4 71 27 2 73 24 3
Sup
Extrait
Xlr:f' 37 | 57 37 6 68 31 2 62 31 7
E>ir§|f 4,0 54 41 5 70 27 3 69 27 4

3.5.22.7 Conclusion

Le profil des métabolites secondaires de cette plante est relativement pauvre. Il est
composé majoritairement de flavonoides (quercétine, kaempférol et lutéoline) en
petite quantité. Ses parties polaire et apolaire sont relativement communes.
Cependant, I'extrait apolaire présente une tendance anti-inflammatoire et I'extrait
intermédiaire présente quant a lui une activité pro-inflammatoire. Cette plante a été
classée dans le groupe 2.
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3.5.23 Trollius europaeus L.

3.5.23.1 Informations botaniques

Figure 89. Croquis et photos des parties aériennes et des fleurs du trolle d’'Europe. Source : F. Le Driant

Le trolle d'Europe (Trollius europaeus L.) est une plante de la famille des
renonculacées. C'est une plante vivace mesurant de 20 a 40 cm qgu'il est
généralement possible de frouver dans les prairies et pdturages de montagne.l’¢! Elle
est répartie dans toutes les montagnes de I'Europe.l”¢ Sa fleur jaune visible de mai &
ao0t prend la forme d'un bouton d'or fermé.l’sl Ses feuilles palmées sont
majoritairement basales et d'un vert sombre. ¢l

3.5.23.2 Bibliographie

Tableau 111. Tableau des publications du frolle d’Europe
SCI Finder PubMed Moyenne Depuis 2017
18 0 9 5)

3.5.23.3 Récolte

Tableau 112. Tableau de récolte du trolle d’Europe

antité ,
Lo Quanti Nature dela Coordonnées de  Altitude de
Réféerence Lot sec , , Date
MP récolte récolte (m)
(9)
Parties

.. 45°1'57" N 6°23'30"
R17/421 1726 132 aériennes 2020 26/06/2017

E
fleuries
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Figure 90. Chromatogrammes de l'extrait éthanolique par Precellys® (HPLC/DAD/ELSD, Méthode 1)

La Figure 90 ci-dessus représente les chromatogrammes obtenus par DAD et ELSD de
I'extrait éthanolique en phase inverse. La Figure 91 ci-dessous représente les

chromatogrammes obtenus par ELSD des extraits éthanoliques et aqueux en phase
HILIC.

FRUCTOSE MANNOSE GLUCOSE PROLINE SUCROSE

NN,

mV
400
300
200 -|
100

T
22.5 mi
mV
400 o

|
300 ‘

19.501

200 9
3
@

100 f

BN A

T
17.5 20

T
225 mi

Figure 91. Chromatogrammes ELSD de I'extrait éthanolique (haut) et aqueux (bas) par Precellys®
(Méthode 2)

Dans cette plante, 13 molécules ont pu éfre formellement identifiees, listées en gras
et en bleu dans le Tableau 113 ci-dessous. Quatre autres molécules ont été
catégorisées dans des familles de composés grdce a leur spectre UV ainsi qu'a leur
formule brute comparés a des bases de données internes et externes. Une molécule
n'a cependant pas pu étre reliée d une famille chimique.
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Tableau 113. Tableau des composés analysés dans le trolle d’'Europe

Méthode de
ID Nom Formule brute . Tr (min)
chromatographie
22.1 Ac. Caféique C9HsO4 1 3,45
22.2 Ac. Vanillique Ci6H1809 1 4,32
22.3 Ac. Benzoique C7H:O2 1 5,27
22.4 Dérivé Lutéoline-Pent-Hex Ca6H28015 1 5,39
22.5 Dérivé Kaempférol-Pent-Rha Ca6H28014 1 571
22.6 Dérivé Kaempférol C29H30017 1 6,31
22.7 - C38H40020 1 6,69
22.8 Dérivé Kaempférol C3sH40019 1 6,98
22.9 Ac. Linolénique Ci8H3002 1 11,25
22.10 Ac. Linoléique CigH3202 1 11,46
22.11 Ac. Palmitique C1sH3202 1 11,58
22.12 Ac. Oléique Ci8H3402 1 11,73
22.13 Ac. Stéarique C18H3502 1 11,95
22.14 Fructose C¢H1204 2 9,12
22.15 Mannose CsH120¢ 2 10,60
22.16 Glucose C¢H1204 2 11,15
22.17 Proline CsHyNO2 2 11,60
22.18 Sucrose C12H2201m 2 13,89
3.5.23.5 Extractions et rendements
Tableau 114. Tableau des rendements d’extraction du trolle d’Europe
Exirait Apolaire Extrait Intermédiaire Extrait Polaire
Masse extraite (g) 0.85 4,58 8.85
Rendement (%) 1.6 8.8 17.0
Masse de départ
= 51,91 Rendement fotal (%) : 27,5
(9):
3.5.23.6 Activités biologiques
Tableau 115. Tableau des activités biologiques du trolle d’Europe
% de cytotoxicité par différentes dilutions
Ligné
|gne§ HEK293T MES-SA MES-SA DX5
cellulaire
Nom (mg) | 200 667 2000 200 667 2000 200 667 2000
Extrait
)s(urgl 22 | 1034 402 08 | 978 439 76 | 97.6 40,4 34,5
Extrait
Int 2,5 95,8 22,4 2,1 98,7 20,3 15,2 98,7 31,7 29,6
Extrait
Aq 2,5 18,9 3.8 -13,0 56,8 13,9 3.7 63,7 18,0 18,9
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% d’induction IL8 par

% d’'inhibition de la

% Translocation nucléaire
de NFkB aprés stimulation

dilution tyrosinase par dilution INFa
L
'gnee HEK293T Tyrosinase HEK293T
cellulaire
Nom (mg)| 200 667 2000 | 200 667 2000 | 667 2000 6667
Extrait 5, 2125 | 453 0.1 7.0 1166 1194
Sup
Extrait
28 1,2 2147 | 185 45 97 | 1100 1108 1075
Extrait
g 25| 168 9,4 70 | 42 3,0 a2 | 912 92,8 101,4
Tri en fonction du nombre d’'autophagosomes (ATG) par cellule en %
667 2000 6667
Nom (mg) <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8 <3ATG 3<ATG<8 ATG>8
Exirait o5 s 39 5 59 33 9 69 28 3
Sup
E’(I:f” 25 35 49 16 71 24 5 63 30 7
Extrait e 44 44 12 63 29 7 5] 42 7
AQ
3.5.23.7 Conclusion

Le profil des métabolites secondaires de cette plante est trés pauvre. Elle est
composée majoritairement de flavonoides en faibles quantités. Les parties apolaire et
polaire sont assez communes. L'extrait apolaire est inhibiteur de la tyrosinase a sa plus
forte concentration. L'extrait intermédiaire est quant & lui activateur de la tyrosinase
et activateur de I'autophagie a sa plus haute concentration. La plante a été classée

dans le groupe 3.

Page | 133



3.6 CONCLUSION

La sélection des plantes

Comme expliqué precedemment, les 22 plantes récoltees ont été classees dans trois

groupes selon leurs intéréts et leurs potentiels (Tableau 116).

Tableau 116. Classement des plantes selon leurs intéréts phytochimique et biologique

1

Achillea nana L.

Ajuga pyramidalis L.

Antennaria dioica (L.) Gaertn.

Astragalus monspessulanus L.

Epilobium fleischeri Hochst.
Nepeta nepetella L.

2

Aconitum lycoctonum subsp.
vulparia (Rchb.) Nyman
Alchemilla alpina L.
Antennaria carpatica
(Wahlenb.) Bluff. & Fingherh.
Asphodelus albus L. subsp.
delphinensis (Gr. & Godr.) Diaz
Lifente
Epilobium angustifolium L.
Trifolium alpinum L.

3

Artemisia genipi Weber

Astragalus onobrychis L.

Cirsium spinosissimum (L.) Scop.

Cota tinctoria (L.) J. Gay

Narcissus poeticus L.

Salvia aethiopis L.
Knautia dipsacifolia subsp.

R dulina L.
osa pendulina dipsacifolia

Trollius europaeus L.

Scutellaria alpina L.

Toutes les plantes du groupe 1 ont fait I'objet de nouvelles récoltes pendant la floraison
de 2018 a I'exception de R. pendulina qui était trop précoce cette année-ld. Les
plantes ont été récoltées dans des quantités plus importantes qu'en 2017 afin de
pouvoir réaliser des purifications sur les extraits si nécessaire.

Parmi ces sept plantes, frois d’'entre elles ont plus particulierement retenu notre
aftention pour les travaux de recherches approfondis :

e A. pyramidalis, afin d’'isoler ses composés, notfamment ses iridoides, et d'étudier
son activité dermo-cosmétique.

e S. alpina, afin de caractériser ses nombreuses familles phytochimiques et
d’isoler ses composés.

e N. nepetella, afin d'étudier sa fraction polaire avec une ftres forte activité
cytotoxique pour les cellules cancéreuses et cancéreuses résistantes.

Les fravaux de I'étude ont débuté sur A. pyramidalis pour 1) isoler, caractériser et
quantifier ses composés, et 2) réaliser une étude inter et infra-espece. Par manque de
temps, seulement une partie de la quantification de S. alpina a été réalisée en
parallele de I'étude d'A. pyramidalis. Quant & N. nepetella, son étude n'a
malheureusement pas été approfondie au cours de ces tfravaux de thése.
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ETUDES AVANCEES SUR LES PLANTES
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4.1 AJUGA PYRAMIDALIS L.

Plusieurs tfravaux de recherche ont été réalisés sur la plante. Une étude inter-especes
et intra-espece a été menée afin de découvrir ou non une différenciation
phytochimique entre quatre especes d'Ajuga, ainsi que dans les différents organes
d'A. pyramidalis. Les extraits (apolaire, intermédiaire et polaire) obtenus par
macération ont été caractérisés afin d'avoir une estimation qualitative et quantitative
des composés majoritaires de chacun d’eux. Pour cela, plusieurs techniques de
caractérisations et purifications ont été utilisées pour I'identification de ces composés.
De plus, une étude de cristallisation a été menée sur des iridoides obtenus. Enfin, une
étude biologique a été sous-traitée a un prestataire externe permettant d’objectiver
les différents extraits et produits purifiés.

4.1.1 Bibliographie

A. pyramidalis est une plante du genre Ajuga qui regroupe une cinguantaine
d'espéeces. C'est une famille assez peu décrite dans la littérature. Un seul article a été
publié sur la phytochimie d’A. pyramidalis. Celui-ci décrit la présence d’'un nouveau
diterpene de clérodane, I'ajugapyrin A, ainsi que deux iridoides également présents
dans d’autres especes d'Ajuga, I'harpagide et le 8-O-acétylharpagide (Figure 92).188]

Figure 92. Structures de I'harpagide, du 8-O-acetylharpagide et de I'ajugapyrin A

Afin de compléter les informations sur la phytochimie de la plante, la littérature
d'autres especes d’Ajuga a été étudiée. Trois familles phytochimiques ont été
identifiées : des iridoides, des diterpéenes de clérodane ainsi que des acides
phénoliques.i8898-1011° A pyramidalis étant une des especes les moins étudiées du
genre, et la seule de notre étude & posséder des iridoides, il a été décidé de travailler
sur sa quantification et son activité biologique.
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4.1.2 Etude inter-espéces

Afin de réaliser une étude compléte sur la plante, un comparatif des profils
phytochimiques a été effectué sur quatre especes du méme genre, Ajuga genevensis
L., Ajuga chamaepitys (L.) Schreb., Ajuga reptans L. et Ajuga pyramidalis L. Les extraits
ont été réalisés d'apres la méthode Precellys® avec les mémes quantités de matiere
et de solvants pour chacune des espéeces.
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Figure 93. Chromatogrammes DAD (280 nm) des extraits réalisés par Precellys® d’A. genevensis (Bleu),
A. chamaepitys (Rouge), A. reptans (Vert) et A. pyramidalis (Rose) (Méthode 1)

-

Figure 94. Chromatogrammes ELSD des extraits réalisés par Precellys® d'A. genevensis (Bleu), A.
chamaepitys (Rouge), A. reptans (Vert) et A. pyramidalis (Rose) (Méthode 1)

D’apres les profils chromatographiques des Figure 93 et Figure 94, peu de différences
qualitatives sont observables. La plupart des composés se trouvent dans chacune des
especes. On remargue tout de méme une différence notable sur la zone verte qui
regroupe les acides phénoliques : ceux-ci sont beaucoup plus présents dans I'extrait
d'A. pyramidalis et pratiguement inexistants dans I'extrait d'A. chamaepitys. Cette
derniere compense avec une quantité plus importante d'iridoides visibles dans la zone
grise. L'extrait d'A. pyramidalis comprend des dérivés terpéniques visibles dans la zone
jaune que nous ne refrouvons dans aucune autre des especes analysées.

4.1.3 FEtude intra-espéce

Deux études intra-espece ont été menées. La premiere est une étude de variabilité
inter-année. La plante (A. pyramidalis) a été récoltée surle méme lieu durant les trois
années de these afin d’étudier la variation phytochimique liée a I'année de récolte.
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Figure 95. Chromatogrammes DAD (280 nm) des extraits réalisés par Precellys® d’'A. pyramidalis de
I'année 2017 (Bleu), 2018 (Rouge) et 2019 (Vert) (Méthode 1)
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Figure 96. Chromatogrammes ELSD des extraits réalisés par Precellys® d'A. pyramidalis de I'année 2017
(Bleu), 2018 (Rouge) et 2019 (Vert) (Méthode 1)

D’apres les profils chromatographiques des Figure 95 et Figure 96, une forte similarité
est observable entre les trois années de récoltes, seule une Iégere différence est visible
sur le chromatogramme rouge a 11,5 min sur la Figure 96. D'apres ces profils
phytochimiques, il est possible de voir une similarité dans le temps des métabolites
secondaires développés par la plante.

La seconde étude infra-espece est la comparaison des compositions chimiques des
organes de la plante. Pour cela, les fleurs, les racines et les parties aériennes non
fleuries ont été analysées.
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Figure 97. Chromatogrammes DAD (280 nm) des extraits réalisés par Precellys® d'A. pyramidalis des
racines (Bleu), des fleurs (Rouge) et des parties aériennes non fleuries (Vert) (Méthode 1)
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Figure 98. Chromatogrammes ELSD des extraits réalisés par Precellys® d’'A. pyramidalis des racines
(Bleu), des fleurs (Rouge) et des parties aériennes non fleuries (Vert) (Méthode 1)

D'apres les profils chromatographiques des figures ci-dessus (Figure 97 et Figure 98),
on observe une similarité entre les parties aériennes non fleuries et les fleurs sur les
composés des zones verte et orange. Cependant les différences sont notables sur les
composés les plus polaires en début de chromatogrammes avec une quantité plus
importante dans les fleurs qui peut étre expliquée par une composition plus riche en
sucres. |l est également possible de remarquer une nette différence entre les racines
et les autres parties de la plante au niveau des métabolites secondaires de la zone
verte.

Ces deux études sont intéressantes pour plusieurs raisons. Premierement lors du
développement d'un produit avec une visée commerciale, il est nécessaire de
sécuriser son approvisionnement et la qualité du produit. De ce point de vue, I'étude
de variabilité inter-année montre une constance dans la composition phytochimique
de la plante. Deuxiemement, on observe ici une différence entre les parties de la
plante, de ce fait il serait possible de travailler avec une partie spécifique selon les
besoins de recherche.

Page | 138



Etudes avancées sur les plantes

4.1.4 Etudes qualitative et quantitative des extraits

Dans cette partie, les travaux se sont concentrés sur les extraits réalisés par
macération. Cefte extraction a permis d'obtenir trois extraits de polarité différente
(apolaire, intermédiaire et polaire). Une étude quantitative a été réalisée sur ces
extraits, elle sera détaillée dans la suite de ce chapitre.

4.1.4.1 Matiere séche des extraits

Afin d'évaluer la quantité d'eau et de solvant résiduelle contenue dans chaque
extrait, ceux-ci ont été placés a I'étuve pendant 3 h a 110 °C. Les résidus secs ont
ensuite été pesés afin de déterminer le pourcentage de matiere seche des extraits.
Ces résultats permettront ensuite de corriger les différents dosages effectués pour ne
prendre en compte que la matiere extractible.

Matiére seche Extrait apolaire = 79,8 % (CV.!' =0,2 %, n2 = 3)
Matiére seche Extrait intermédicire = 85,8 % (CV =0,8 %, n = 3)

Matiere seche Extrait poiaire = 75,5 % (CV =0,2 %, n = 3)
4.1.4.2 Etude de la fraction lipidique

Les quantités de matiéres lipidiques constituant les extraits sont évaluées par
extraction heptanique (500 mg d’exirait dans 50 g d’heptane). Les phases
organiques sont ensuite évaporées et pesées. Les résultats sont exprimés en
pourcentage massique dans I'extrait sec.

Fraction lipidique Extrait apolare = 93,4 % (CV =0,9 %, n = 3)
Fraction lipidique Extrait intermédiaire = 0,4 % (CV =15 %, n = 3)
Fraction lipidique Extrait poiaire = 0,03 % (CV =73 %, n = 3)

Les résultats ci-dessus permettent de mettre en évidence plusieurs caractéristiques.
L’extrait apolaire n'est pas compose a 100 % de molécules apolaires et d’autre part,
le coefficient de variation pour I'exirait polaire n'a pas une valeur acceptable.
Cependant, elle s'explique par les tres faibles masses mesurées, de I'ordre du mg. |l
est aussi possible de remarquer que la premiere extraction permet d’extraire la quasi-
totalité des composés apolaires de la plante.

Une analyse GC/EI-MS/FID de la fraction lipidique est ensuite réalisée sur I'extrait
apolaire apres dérivatisation des composés de celui-ciselon la Procédure 1 (chapitre :
6.1). Le résultat permet d'identifier les molécules de cette fraction par comparaison
avec différentes bases de données internes et commerciales.

1 CV, Coefficient de Variation
2 n, Nombre d'individus
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Figure 99. Chromatogramme FID.! de I'extrait apolaire d’A. pyramidalis (Méthode 5)

Dix-neuf composés ont été identifiés dans I'extrait apolaire grice a cette méthode et
sont listés dans le Tableau 117 ci-dessous qui regroupe leur temps de rétention (Tr), leur
indice de rétention ainsi que leur quantité relative, exprimée en pourcentage des aires
du signal FID.

Tableau 117. Liste des composés identifiés dans la fraction lipidique de I'extrait apolaire d'A. pyramidalis
(Méthode 5)

ID Nom Tr (min) Indice de rétention % FID Méthode

313 Acide 47,40 1916 10,7 3
Palmitique

312 Acide 54,61 2085 8,0 3
Linoléique

3.11 _Acide 54,83 2090 17,0 3
Linolénique

3.14 Acide Oléique 54,95 2093 3.1 3

3.30 Phytol 55,77 2112 4,5 3

3.15 Acide Stéarique 56,14 2120 1.7 3

3.31 Acide 63,08 2340 07 3
arachidique

3.32 Alcane (C25) 66,10 2509 0,6 3

3.33 ,A(,:lo.le 66,32 2535 0,7 3
béhénique

3.34 Alcane (C27) 68,26 2709 2,5 3

3.35 Squaléne 69,45 2833 0,8 3

3.36 Nonacosane 70,13 2906 7.4 3

3.37 Alcane (C31) 72,11 3104 5,7 3

3.38 Tocophérol 72,76 3165 3,1 3

3.39 Alcane (C33) 74,46 3301 4,3 3

3.40 Iso calystérol 75,03 3309 3.4 3

3.41 Stigmastérol 75,78 3351 10,9 3

3.42 Alcane (C34) 77,51 3401 1,5 3

3.43 Alpha-amyrine 77,95 3476 1,7 3

1 FID, Flame lonization Detector (Détecteur a lonisation de Flamme)
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4.1.4.3 Détermination des cendres

La quantité de minéraux dans I'extrait est évaluée par détermination des cendres
totales. Pour cela, 500 mg d’extrait sont placés dans un creuset en silice chauffé a 800
°C jusqu’a ce que les cendres soient parfaitement blanches, puis le résidu sec qui
correspond aux minéraux est pesé. Les résultats sont exprimés en pourcentage
massique dans |'extrait sec.

Minéraux Extrait apolaire = 1,5 % (CV =6 %, n = 3)
Minéraux Extrait intermediaire = 2,1 % (CV =6 %, n = 3)
Minéraux Extrait poiaire = 9,4 % (CV =4 %, n = 3)
4.1.4.4 Dosage des acides aminés libres

La quantité d'acides aminés (AA) libres présents dans les extraits a été déterminée par
HPLC/DAD/Fluo selon la Procédure 2 (chapitre : 6.2). L’ensemble des 20 acides aminés
essentiels a été dosé plus I'hydroxyproline. Tous les acides aminés essentiels ont été
identifiés dans la plante & I'exception de la lysine. Les résultats sont exprimés ci-dessous
en pourcentage massique totale d'acides aminés dans I'extrait sec.

Acides aminés libres Extrait apolaire = 0,04 % (CV =12 %, n = 3)
Acides aminés libres Extrait intermediare = 0,8 % (CV =8 %, n = 3)
Acides aminés libres Extrait polaie = 2,1 % (CV = 6 %, n = 3)
4.1.4.5 Quantification des composés azotés

La quantité d’azote dans I'extrait a été évaluée par la méthode de Kjeldahl.l'02l Ne
disposant pas de I'appareil de minéralisation au laboratoire, cette partie a été sous-
traitée.

Azote totale Extrait intermedicie = 0,48 % (N = 1)
Azote totale Extrait poiaire = 0,71 % (N = 1)

Le pourcentage de protéines est exprimé en pourcentage massique dans I'extrait sec
avec un facteur de conversion de 6,25, qui correspond au facteur moyen d'azote
dans les protéines. Le pourcentage d’'acides aminés libres a également été soustrait
d ces résultats.

Protéines (Azote*0,65-AA libres) Extrait intermediaie = 2,4 % (N = 1)
Protéines (Azote*0,65-AA libres) Extrait poicie = 2,3 % (N = 1)

L'azote totale de I'extrait apolaire n'a pas été quantifié car les quantités nécessaires
pour I'expérience était frop importante (10 g), de plus, d'apres les differents dosages
réalisés sur cet exirait, celui-ci ne contiendrait que tres peu de composés azotés.
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4.1.4.6 Dosage des glucides

Le dosage des glucides a été effectué par étalonnage externe avec leurs témoins
respectifs suivant la Procédure 3 (chapitre : 6.3). Un mélange de cing sucres a été
utilisé (rhamnose, arabinose, fructose, glucose et sucrose). Les résultats de dosage des

sucres sont exprimés en pourcentage massique de |'extrait sec et listés dans le Tableau
118 ci-dessous.

Tableau 118. Liste des glucides dosés dans les différents extraits d’A. pyramidalis (Méthode 3)

b Nom Extrait Extrait CV (%), Extrait CV (%),
apolaire intermédiaire n=3 polaire n=3
3.28 Rhamnose 2,2 24,1 5 7.8 3
3.29 Arabinose 0,0 0.8 11 0,0 0
3.18 Fructose 0,0 10,6 0,5 153 1
3.19 Glucose 0,6 7.7 2 22,0 2
3.20 Sucrose 1.2 14,3 2 12,4 3

Glucides Extrait apolaie = 4,0 %
Glucides Extrait intermediaire = 57,6 £ 0,2 %
Glucides Extrait poiaire = 57,4 £ 0,1 %

4.1.4.7 Dosage des acides organiques

Le dosage des acides organiques a été effectué par étalonnage externe avec leurs
témoins respectifs suivant le méme principe que la Procédure 3 avec la Méthode 2.
Un mélange de six acides organiques a été utilisé pour le dosage (les acides
gluconique, tartrique, glucuronique, oxalique, malique et cis-aconitique). Les résultats
des dosages sont exprimés en pourcentage massique dans I'extrait sec et listés dans
le Tableau 119 ci-dessous.

Tableau 119. Liste des acides organiques dosés dans les différents extraits d'A. pyramidalis (Méthode 2)

ID Nom Extrait intermédiaire | Extrait poaire CV (%), n=3
3.22 Ac. Gluconigue 0 2.3 1
3.23 Ac. Glucuronique 0 1.7 2
3.24 Ac. Malique 0 3.7 2
3.25 Ac. Cis-aconitique 0 1.3 6

Acides organiques Exirait polare = 8,9 £ 0,1 %
4.1.4.8 Dosage des iridoides

Avant de pouvoir doser les iridoides des différents extraits, il a été nécessaire de les
identifier. Les extraits apolaire et polaire ne contenant pas d'iridoides ou & I'état de
traces, les recherches dans ces extraits n'ont finalement pas été poursuivies. Grace &
I'analyse HPLC/DAD/HRMS quatre iridoides ont été identifiés dans ['extrait
infermédiaire. Combinée a la fragmentation MS/MS, il a été possible de déterminer
leur formule brute et leur structure d’aglycone. De plus, deux de ces iridoides ont été
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isolés (chapitre 4.1.5.1 et 4.1.5.4) et identifiés par RMN (chapitre : 4.1.6.1 et 4.1.6.2). Le
chromatogramme HRMS de la Figure 100 ci-dessous est une extraction des ions
spécifiques des iridoides identifiés dans I'extrait.

T

Figure 100. Extraction HRMS des ions spécifiques d'iridoides de I'extrait intermédiaire d'A. pyramidalis
(Méthode 1)

Les iridoides identifiés dans I'extrait infermédiaire ont été listés dans le Tableau 120. I
regroupe le numéro d'identification des composés, le nom du composé et/ou sa
formule brute, sa masse molaire, ses ions de fragmentation et son temps de rétention
relatif & la méthode.

Tableau 120. Liste des iridoides identifies dans I'extrait intermédiaire d’'A. pyramidalis (méthode 1)

Tr M molair lons fragment MS/MS (m/z) -
ID Nom (min) Methode as(;e/m;)a T 1?0,50 et 455 ef/)( )
Harpagide 2.68 363,1300 : [M-H]
3.1 Ci5H24010 ) 1 364,1374 201,0759 : [M-CgH100s]
(RMN) 165,0549 : [M-CgH1005-2H20]
447,1516 : [M-H]
6,8-O-Di- 387,1291 : [M-HOCOCH,]
3.2 acétylharpagide 4(';)] 1 448,1585 327,1066 : [M-2HOCOCH,]
Ci9H28012 165,0428 : [M-2HOCOCH,-
CeH100s]
397 Aucubine 4,74 ] 3461279 345,1207 : [M-H]" _
C,5H,,0, (3) 165,0551 : [M-C H,,O,]
405,1412 : [M-H]
8-O-Acétylharpagide 481 345,1187 : [M-HOCOCH,]
3.2 Ci7H260m (4) 1 406,1482 165,0549 : [M-HOCOCH,-
(RMN) CeH120¢]

Les composés 3.1 et 3.2 ont été isolés et des spectres RMN ont été réalisés afin de
connaitre I'enchainement et I'agencement des atomes de ces composés. lls seront
détaillés dans le chapitre Caractérisation p°195. Le composé 3.26 n'a pas été isolé,
mais son temps de rétention et ses ions fragments ont pu étre corrélés avec le standard
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analytigue du 6,8-O-diacétylharpagide. Le composé 3.27 n'a pas pu étre isolé du fait
de sa trop faible quantité dans I'extrait et aucune correspondance en base de
données n'a pu éfre trouvée. Néanmoins, I'analyse de ses ions MS/MS a permis de le
classer dans la famille des iridoides en les comparant a ceux de la littérature.

Le dosage des iridoides a ensuite été effectué par HPLC/ELSD grdce a un étalonnage
externe, avec leurs témoins respectifs pour les molécules 3.1 et 3.2. Les quantités
infimes des molécules 3.2 et 3.3 n'ont pas été dosées. Les résultats sont exprimés dans
le Tableau 121 en pourcentage massique dans la matiere seche de I'extrait.

Tableau 121. Liste des iridoides dosés dans I'extrait intermédiaire d’A. pyramidalis (Méthode 1)

Moyenne [Eq]

ID Nom CV (% n
Extrait (%) (%)

3.1 Harpagide 2,7 6 3

3.2 8-O-Acétylharpagide 13,6 3 3

Total Iridoides Extrait intermediaire = 16,3 £ 0,1 %
4.1.4.9 Dosage des acides phénoliques

Le méme travail a été effectué sur les acides phénoliques. Les extraits apolaire et
polaire n'en contenant pas ou en quantité tres faible, les recherches dans ces extraits
n'ont pas été poursuivies. L'analyse HPLC/DAD/HRMS a par la suite permis d’'identfifier
cing composés. En plus de leurs fragmentations MS/MS, les spectres UV de chaque
composé ont été comparés aux bases de données internes. Par ailleurs, trois de ces
composés ont été isolés (chapitre : 4.1.5.5) et caractérisés en RMN (chapitre : 4.1.6.3,
4.1.6.4 et 4.1.6.5). Le chromatogramme HRMS de la Figure 101 ci-dessous est une
extraction des ions spécifiques des acides phénoliques dans I'extrait.
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Les acides phénoliques identifiés dans I'extrait intermédiaire ont été listés dans le

Tableau 122 ci-dessous.

Tableau 122. Liste des acides phénoliques identifiés dans I'extrait intermédiaire d'A. pyramidalis

ID Nom Tr (min)
Echinacoside
34 C35H46020 5'62 (])
(RMN)
Verbascoside
3.5 CpoH3Os 5,78 (2)
(RMN)
3.6 CooHsOss 6,156 (4)
Teupolioside
3.7 CasH4On0 6,035 (3)
(RMN)
3.8 CaoH3O5 6,281 (5)

Méthode

1

(Méthode 1)

Masse
molaire

(g/mol)

786,2606

624,2051

624,2062

786,2597

624,2035

lons fragment MS/MS (m/z) - (10, 20 et 40

785,2565 :
623,2334 :

461,1754 :
315,1143:
153,0557 :
CéH 1 OOS]_
623,1975 :
4611719 :
: IM-C,H,04,-C,H,,0,]"
153,0559 :

623,1989 :
461,1674 :

315,1121

315,1071

315,1131

623,1961

eV)
(M-HJ-
[M-C4H,04]
[M_C9H7O3_C6H 1 OOS] )
[M_C9H7O3_C6H 1 OOS_CéH 1 004] 7
[M_C9H7OS_C6H 1 OOS_C()H 1 004_

M-H]!
[M-CyH,04]"

[M'C9H703'C6H 1 004'C6H1005]-
[M-H]'
[M-C,H,O4]

: IM-CoH,04-C,H,,0,1"
153,0554 :

785,2525 -
623,2162 :
461,1612:
1 [M-C4H;O04-C4HqO5-CH o0,
153,0566 :
CgH1 200

[M-C5H;05-CH100,-C HoOs]
[M-H]

[M-CH,O4]

[M-C5H;O3-C,H, O]

[M_C9H7OS_C6H 1 OOS_CéH 1 OO4_

: [M-H]
461,1516:
315,1045:
153,0535:

[M-CH, O]
[M-CyH;05-C(H,,0,1
[M-CyH;05-C(H,,0,-C.H;05]

Le dosage des acides phénoliques a ensuite été effectué par HPLC/DAD gréce a un
étalonnage externe par équivalence avec le verbascoside, un des composés le plus
proche structuralement. Les résultats sont exprimés en pourcentage massique dans la

matiere seche de |'extrait.
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Tableau 123. Liste des acides phénoliques dosés dans I'extrait intermédiaire d’A. pyramidalis (Méthode
1)
Moyenne

[Eql cv
ID Nom n

Extrait (%)

(%)

34 Echinacoside 4,2 2 3
3.5 Verbascoside 6,3 2 3
3.7 Teupolioside 0,7 3 3
3.6+38 Dérivés Ac. caféique 1,0 4 3

Total d'acides phénoliques Extrait intermediaie = 12,3 £ 0,11 %

4.1.4.10 Caractérisation des dérivés terpéniques

Plusieurs terpenes ont été identifiees dans I'extrait intermédiaire & la suite des différents
fractionnements réalisés. L'analyse HPLC/DAD/HRMS des fractions a permis d'identifier
deux composés. Gréce a leur fragmentation MS/MS, il a été possible de determiner
leur formule brute. Le chromatogramme HRMS de la Figure 102 ci-dessous est une
extraction des ions spécifiques des dérivés terpéniques identifiés dans I'extrait.

Figure 102. Extraction HRMS des ions spécifiques des dérivés terpéniques de I'extrait intermédiaire d'A.
pyramidalis (Méthode 1)

Les dérivés terpéniques identifiés dans I'extrait intermédiaire ont été listés dans le
Tableau 124 ci-dessous.

Tableau 124. Liste des dérivés terpéniques identifiés dans I'extrait intermédiaire d'A. pyramidalis

(Méthode 1)
Masse | ons fragment MS/MS (m/z) (10, 20 et 40
ID Nom Tr(min) Méthode molaire 9 ev) '
(g/mol)
175,1109 ; 91,0549
310 CooHaOo 6,66 (2) . 536,986 537.3045: [M+H]"; 401,2310; 301,170 ;

281,1515;:175,1171; 109,0663
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L'analyse structurale des composés 3.9 et 3.10 a permis de faire une hypothése sur la
famille chimique des composés. Les ions fragment du composé 3.9 correspondent &
un diterpéne de clérodane, I'ajugapyrine A, déja identifiée dans un extrait d'A.
pyramidalis.[88 La formule brute du composé 3.10 et ses ions fragments ont également
été comparés a la littérature permettant de supposer un autre diterpene de
clérodane. Ceux-ci n'ont malheureusement pas été dosés dans I'extrait.

4.1.4.11 Conclusion

Afin de pouvoir rassembler toutes ces quantifications et ces dosages en masse, il est
nécessaire de les rapporter & la quantité totale extraite lors des différentes extractions.
Pour cela, le pourcentage de chaque extrait a été calculé, il est exprimé en
pourcentage de la matiere seche.

Extrait apolaire = 7.8%

Extrait intermédiaire = 28,1 %

Extrait polaire = 64,2 %

Figure 103. Graphique de composition des composés extraits dans A. pyramidalis.

Les dosages et quantifications réalisés sont rassemblés dans la Figure 103 de ci-dessus.
L'extrait apolaire a été caractériseé a 98 % dont 93 % en FID, il est composé
majoritairement d'acides gras, d'alcanes, de dérivés stigmastérol de minéraux et de
saccharides. L'extrait intermédiaire a été caractérisé a 92 %, il est composé
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majoritairement de mono et disaccharides, d'iridoides et d’acides phénoliques. Enfin,
I'extrait polaire a été caractérisé a 80 %, il est composé majoritairement de mono et
disaccharides, de minéraux et d'acides organiques. En comptant les acides aminés
essentiels identifiés dans les extraits, un total de 64 molécules a été identifié dans la
plante dont 5 qui ont été isolées.

La grande partie des molécules inconnues extraites se tfrouve dans I'extrait polaire. La
présence de macromolécules de type polysaccharide a été mise en évidence et une
quantification préliminaire a été réalisée. Ces molécules pourraient représenter 85 %
des inconnus restant dans I'extrait polaire (17% en valeur absolue). Elles ont été
rajoutées dans le graphique, cependant la méthode reste a étre validée pour
confirmer le pourcentage exact.

Un pourcentage demeure également non identifié dans la partie intermédiaire, et
peut s’expliquer de plusieurs facons. Premierement parce que plusieurs dérivés
terpéniques n'ont pas pu étre quantifiées. Deuxiemement, comme pour les iridoides
présents mais non dosés a I'état de traces, d’autres molécules n’ont été ni identifiées,
ni quantifiées, et la somme de celles-ci peut étre relativement importante. Enfin,
certaines molécules ne sont également pas détectées car encore moins concentrées
et donc en dessous du seuil de détection des appareils actuels. Toutefois, en
comptant I'nypothése des polysaccharides, plus de 95 % de la masse extraite de la
plante a été quantifiée.

4.1.5 Etude de purification

L'étude de purification a porté essentiellement sur I'extrait intermédiaire d'A.
pyramidalis. Celui-ci a été obtenu par la méthode de macération precédemment
décrite. Un premier profil chromatographique par HPLC/DAD/ELSD de I'extrait est
réalisé afin de faire un suivi des différents fractionnements et purifications (Figure 104).
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Figure 104. Chromatogrammes de l'extrait intermédiaire par macération d'A. pyramidalis
(HPLC/DAD/ELSD, Méthode 1)
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4.1.5.1 Fractionnement F1

L'extrait brut a dans un premier temps été fractionné par chromatographie colonne
(FC1) sur de silice (Sié0, 30 g, 15-40 um, 43 mL). L'essai de purification a été réalisé apres
transposition d'un essai établi en chromatographie sur couche mince & haute
performance (HPTLC?2). Un total de quatre solvants de polarité croissante a été ufilisé.
Un code de fractionnement a été appliqué a chaque purification, FX pour le numéro
de I'expérience et fX pour le numéro de la fraction, ici, I'expérience F1 permet
I'obtention de sept fractions numérotées, F1f1, F1f2, etc. Dans un premier temps, un
lavage a I'heptane suivi d'un lavage a I'acétate d'éthyle ont permis de dégraisser
entierement I'extrait. Un gradient est ensuite réalisé avec de I'acétate d’éthyle et du
méthanol. En fin de purification, de I'eau est rajoutée pour désorber entierement la
colonne. Les quantités précisées sur la Figure 105 correspondent aux masses obtenues
apres évaporation du solvant.

F1 : Extrait
intermédiaire
brut (300 mg)
[
| | | | | | 1
f1:(73-78)  12:(1-25) 13 :(26-66) f“];gf’;‘f{’)“' {5:(87-104) 6 1%‘)’5 7 195?4
m=19 mg, m =13 mg, m =32 mg, _ m=73mg, _ _
_ _ _ m = 69 mg, _ m = 42 mg, m=16mg,

rdt=6,0% rdt=42% rdt=102% rdt=220% rdt=23,1% dt=132% rdt=51%

Figure 105. Graphique de fractionnement de l'extrait 1725_EX2int_F1

Les sept fractions ont été analysées avec la méme méthode chromatographique que
I'extrait brut. Ce premier fractionnement a abouti a I'isolement d'un iridoide (3.2) dans
la fraction F1f1. Les autres fractions ont permis de rassembler les composés par famille
chimigue ou par polarité. Finalement, ce premier fractionnement a permis de tester
et valider la méthode pour|'appliquer sur une nouvelle expérience avec des quantités
plus importantes (fractionnement F2).

4.1.5.2 Fractionnement F2

Comme expliqué précédemment, I'expérience 1 a été renouvelée sur une colonne
plus grande (Sié0, 300 g, 15-40 um, 435 mL) permettant de fractionner une quantité
plus importante de I'extrait intermédiaire brut. Le second fractionnement a été utilisé
pour récupérer de la matiere et effectuer de nouvelles purifications sur les fractions.
Les quantités précisées sur la Figure 106 correspondent aux masses obtenues apres
évaporation du solvant.

1 FC, Flash Chromatography (Chromatographie sur colonne)
2HPTLC, High-Perfomance Thin-Layer Chromatography (Chromatographie en couche mince
a haute performance)
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F2 : Extrait
intermédiaire brut
(710 9)
|
I I I I 1
f1:(1-83) f2 : (84-270) 3 :(271-576) fa:(577-694) f5: (695-804)
m =54 mg, rdt = m =338 mg, rdt = m = 3,962 g, rdt = m =756 mg, rdt = m =701 mg, rdt =
0.8% 4,8 % 558 % 10,6 % 2.8 %

Figure 106. Graphique de fractionnement de l'extrait 1725_EX2int_F2

Ce fractionnement a permis de concentrer les métabolites secondaires dans la
fraction f3 comme il est possible de le voir sur la Figure 107.
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Figure 107. Chromatogrammes de la fraction 1725_EX2int_F2f3 (HPLC/DAD/ELSD, Méthode 1)

La suite des purifications a été réalisee sur la fraction F2f3 et seules les purifications
intéressantes seront détaillées dans ce chapitre.

4.1.5.3 Fractionnement F4

La fraction 1725_EX2int_F2f3 a de nouveau été purifiée par FC sur une colonne
Puriflash® (C18, 40 g, 30 um, 48 mL). Un gradient eau/méthanol a été utilisé pour ce
fractionnement (de 0 & 130 min, 100 & 75 % d’eau, puis de 130 & 195 min, de 75 & 60
% d'eau). Les quantités précisées sur la Figure 108 correspondent aux masses obtenues
apres évaporation du solvant dans les fractions.

F4 1 F2f3
(723 mg)
1 1 1 : 1 1 1
. o . f5:(34-]76- 16 (7-113-
f:0317) 2 “2669) 3 '2%1)5 f4'2$14‘)° 94[-109) 17[-33)  17:(76-94)
m =
m=5mg, _ _ _ m=119 m =128 m =19 mg,
_ mg, rdt = m =3 mg, m =89 mg, ~ _ _
[A=07% T2 rdt=04% rdt=123% TG A= mgrdi= rdi=26%

Figure 108. Graphique de fractionnement de I'extrait 1725_EX2int_F2f3_F4
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La fraction 2 de cette expérience rassemble toutes les molécules polaires, et ne nous
intéresse pas dans ce cas-la. La fraction 5 regroupe les différents iridoides de I'extrait,
cette fraction a permis la caractérisation de cette famille détaillée dans le chapitre :
4.1.4.8. La fraction é contient quant & elle les acides phénoliques de I'extrait, elle a
permis l'identification de ceux-ci, détaillée dans le chapitre : 4.1.4.9. Ces deux
dernieres fractions ont également été utilisées pour I'étude biologique sur les
fractionnements dans la suite de ce chapitre. Enfin, deux molécules ont été isolées
dans les fractions 1 et 7. Cependant, seul le composé dans la fraction F4f1 a pu étre
analysé en RMN. Il s’agit de I'iridoide identifié dans ce manuscrit sous le numéro 3.1.

4.1.5.4 Fractionnement F5

La fraction F2f3 a de nouveau été fractionnée, I'objectif était de purifier le composé
3.2 en quantité plus importante pour la réalisation de I'étude biologique du chapitre :
4.1.8, mais également pour réaliser les essais de cristallisation du chapitre : 4.1.7. Pour
ce fractionnement, une colonne Puriflash® (C18, 40 g, 30 um, 48 mL) a été utilisee
avec un gradient (eau/méthanol) et des plateaux isocratiques pour I'élution des
composés (0a 10 min, 100 % eau ; 10,01 a 30 min, 95 % eau ; 30,01 a 50 min, 90 % eau ;
50,01 & 110 min, 80 % eau ; 110,01 a 130 min, 70 % eau). Les quantités précisées sur la
Figure 109 correspondent aux masses obtenues apres évaporation du solvant dans les
fractions.

F5 : F213
(779 mg)
[
1 1 1 1 1 1 1
. f3: . . .

f:(6-200 P36 (12945 M09 g5 (g7.q0g) Fe:10NS 172023
m =49 mg m=é?0 8¢) m=3df§r1 m =28 mg 4]) 27)

- ’ mg, rdf = _ mg, rdt = _ © m=4Img, m=2/mg,
[Ar=63%  asen  M7el9 apsw MT% =537 rdt=35%

Figure 109. Graphique de fractionnement de l'extrait 1725_EX2int_F2f3_F5

Ce fractionnement a permis de récupérer environ 200 mg du composé 3.2 nécessaire
pour les différentes études suivantes dans la fraction F5f2. La fraction F5f6 contenant
majoritairement des acides phénoliques, visibles sur la Figure 110 ci-dessous, a été
utilisée en chromatographie préparative afin d’en isoler le maximum.

Figure 110. Chromatogrammes de la fraction 1725_EX2int_F2f3_F5f6 (HPLC/ELSD, Méthode 1)
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4.1.5.5 Fractionnement P1

La fraction précédemment obtenue F5f6 a donc été utilisée pour réaliser une
chromatographie préparative dans le but d'isoler les composés. Pour cela, une
colonne X Bridge prep (C18, 192 * 250 mm * 5 ym) a été utilisée. Un gradient a été
réalisé au préalable sur HPLC afin de pouvoir transposer rapidement la méthode.
L'expérience a permis de purifier frois composés dans les fractions P1f1, P1f2 et P13
respectivement numéroté 3.4, 3.5 et 3.7 dans ce manuscrit. Les quantités précisées sur
la Figure 111 correspondent aux masses obtenues apres évaporation du solvant dans
les fractions.

P1 : F5f6
(41 mg)

f1:(69-79)  f2:(85-87) §3:(121-123) f4:(1-68) f5:(124-184) f6:(80-84)  f7: (88-120)

m=8mg,rdt m=2mg,rdt m=2mg,rdt m=7mg.rdt m=12mg, m=2mg, rdt m=46mg, rdt
=19.5% =49 % =49 % =171% rdt=29,3% =49 % =14,6%

Figure 111. Graphique de fractionnement de l'extrait 1725_EX2int_F2f3_F5f6_P1

4.1.5.6 Conclusion

Diverses techniques de purifications et de séparations ont été utilisées dans cette
partie de I'étude. Celles-ci ont permis non seulement de faciliter I'identification des
composés pour la quantification, mais aussi de purifier cing molécules issues de
I'extrait intermédiaire de la plante. Par ailleurs, différentes fractions isolées ont été
utilisées pour d'autres études (cristallographie et activités biologiques). Les différentes
molécules isolées ont ensuite été analysées en HRMS et RMN pour permettre leur
identification.

4.1.6 Identification des composés purifiés

4.1.6.1 Identification composé 3.2

m =

175

T T T T T T T T
o 2 a (] 8 10 12 aa 16 e

Figure 112. Chromatogrammes de la fraction 1725_EX2int_F1f1 (HPLC/ELSD, Méthode 1)

L'iridoide isolé dans la fraction F1f1 a été identifié par RMN. Les spectres ont été réalisés
dans le DMSO-dé, a 300 K, a I'aide d'un spectrometre 400 MHz. Dans le paragraphe
suivant, une caractérisation complete du composé isolé est présentée.
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Le composé 3.2 se présente sous la forme d’'une poudre amorphe blanc cassé pour
lequel I'HRMS (mode négatif) a donné un ion moléculaire [M-H]- avec un m/z de
405,1412, ce qui correspond & la formule brute Ci7H2¢O11. La molécule comporte ainsi
cing insaturations. Les ions fragments [M-HOCOCHs]- avec un m/z de 345,1187
indiquent quant a euxla présence d'un groupement acétyle et lesions [M-HOCOCHs-
CéHi120¢]- avec un m/z de 1650549 mettent en évidence la présence d'un
monosaccharide. Les spectres RMN de ce composé sont disponibles dans le chapitre :
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Figure 113. Spectre RMN HSQC du composé 3.2 (DMSO-de)

Les spectres RMN 'H et 13C du composé 3.2, accompagnés des spectres a deux
dimensions, montrent tout d'abord la présence de deux singulets & 61 1,36 et 1,93 ppm
respectivement attribués aux &c 22,0 ppm (C-10) et 22,0 ppm (C-12) (Figure 113). Par
ailleurs, il est possible d'observer un doublet (3Js4 = 6,3 Hz) tres déblindé a &u 6,37
associé au &¢c 141,1 ppm (C-3) indiquant la présence d'un cycle insaturé. .9 Celui-ci
estlié surla COSY au groupement observable en 61 4,89 ppm, associé au &¢ 107,4 ppm
(C-4) (Figure 115). Ce dernier H présente un doublet dédoublé (3J43= 6,3 Hz, et 3J45 =
1,54 Hz) lié surla COSY au groupement observable & &k 2,67 ppm et associé au &c 54,3
ppm (C-5) (Figure 115). lIs forment alors le début de I'hétérocycle caractéristique des
iridoides (Figure 114).

Figure 114. Structure partielle du composé 3.2 (couplage scalaire J en noir)
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Figure 115. Zoom sur le spectre RMN COSY du composé 3.2 (DMSO-de, 2 : 4,7-6,8 ppm)

La présence de deux carbones en alpha d'un oxygene, 6c 97,3 et 92,4 ppm, permet
ensuite de positionner les liaisons C-O-C. Le carbone 6c 97,3 (C-1") ppm porte un H
apparaissant sous forme de doublet (3J = 7,92 Hz) A 64 4,40 ppm, ce qui laisse supposer
qu'il s'agit du carbone en alpha du sucre d'apres la littérature.104105] e second
carbone 6¢ 92,4 ppm (C-1) porte lui aussi un H sortant sous forme de doublet (3J = 1,54
Hz) a &n 5,89 ppm, lié sur la COSY au groupement observable a &x 2,67 ppm, associé
au carbone C-5 (Figure 115).

Il se pose alors une question, le carbone C-5 est-il directement lié au carbone C-4 ou
au carbone C-1 2
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Figure 116. Zoom sur le spectre RMN HMBC du composé 3.2 (DMSO-de, 2 : 4,7-6,7 ppm)

D’apres I'analyse HMBC, des corrélations existent entre H-3 et C-1, C-9 et C-4 (Figure
116). Cette observation permet seulement de confirmer la position des carbones C-1,
C-3 et C-4 (Figure 116). L'HMBC permet également d'observer d'autres corrélations
entre H-1 et C-9, C-3, C-1" et C-6. La licison C-O-C avec le sucre est donc confirmée
sur le carbone C-1 en plus de sa liaison directe avec le carbone quaternaire C-9
(Figure 116). L'HMBC montre également une corrélation entre H-4 et C-3, C-5 et C-8
(Figure 116). Cette observation confirme le placement du carbone C-5 et permet de
fermer I'nétérocycle (Figure 117).

~O

w
wn

Figure 117. Structure partielle du composé 3.2 (couplage scalaire J en noir et HMBC en bleu)

Cette structure est également confirmée par les constantes de couplages de H-5. En
effet, H-5 est un doublet dédoublé (3Js4= 1,54 Hz, 4J51= 1,54 Hz). Selon la littérature, un
proton en alpha d'une double licison présente une constante de couplage d’'environ
1,5 Hz, et la constante 4J entre deux protons d'un cycle d 6 doit étre comprises entre
1 et 2.0'03] Cela correspond donc bien aux constantes de couplages présentées ici. Si
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le carbone C-5 avait été placé a cbété du C-1, sa constante de couplage 3Js1 aurait
probablement dU étre comprise entre 2 et 13.1103]

La littérature décrivant les structures de sucres a été utilisée afin d'élucider rapidement
les multiplets du spectre RMN qui ont été rassemblés dans le tableau ci-dessous.[104.105]

Tableau 125. Tableau des déplacements chimiques du sucre du composé 3.2

8¢ &u (J en Hz) N°C N°H
97,26 4,4;d (7,92) 1 1
77,09 3.15;m (8,72; 5,82 ;2,07) 5’ 5’
76,14 3,18 ;1 (9,07 ; 8,97) Sy Sy
73,02 2,99 :1(9,07 ;7,92) 2 2
70,12 3.11;1(8,97;8,72) 4’ 4’
61,09 3.7;dd (11,63 ; 2,07) 6’ 6'b
61,09 3.4;dd (11,63 ;5,82) 6’ 6'a
H10
H5
i ANG| 1725_EX1inF1fl } o
F30
O | w i e
<>—O e,
‘_-—_8 P k70
= [
S 5 == == . -
T T
T 8 110 =
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F160
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180
276 272 268 264 260 r 146 142 138 134 130

2.56
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Figure 118. Zoom sur deux zones du spectre RMN HMBC du composé 3.2 (DMSO-ds, f2 : 1,30-1,46 ppm et
f2:2,56-2,76 ppm)

Aucun autre couplage impliquant le C-5 n’est visible sur la COSY, il est donc
probablement relié & un autre carbone quaternaire. Cette supposition est confirmée
par 'HMBC, ou il est possible d’observer des corrélations entre H-5 et C-9, C-6, C-4 et
C-1 (Figure 118). Le C-5 est donc directement lié au carbone C-6, &c 86,3 ppm. Le
déplacement chimique de celui-ci est déblindé ce qui laisse supposer la présence de
la licison C-O-Acétyl, il peut étre également relié au singulet, §¢ 22,0 (C-10) et &4 1,38
ppm. Cette supposition est confirmée par le spectre HMBC sur lequel il est possible
d'observer des corrélations entre H-10 et C-6, C-5 et C-7 (6¢c 44,5, 6na 1,8 et &np 2,08
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ppm) (Figure 106). Cela valide les placements de C-6, C-10 et C-7, un carbone
secondaire. L'HMBC 4J de H-12 permet d'observer des corrélations avec les C-11 et C-

6 : ceci confirme ainsi la position de I'acétyle et donc de la structure finale (Figure
119).

10 12
Figure 119. Structure du composé 3.2 (couplage scalaire J en noir et HMBC en bleu)

Dans la littérature, plusieurs iridoides ont été identifiés dans la famille de plantes
Ajugaq, 881061111 néanmoins aucun d’eux n'est dérivé ou ne ressemble a la molécule
3.2. On pourrait alors se demander s'il s'agit d'un nouveau composé jamais décrit
jusqu’a présent. Cependant, une molécule relativement proche du composé 3.2 est
le 8-O-acétylharpagide. L'étalon analytique a donc été acheté pour comparer les
deux composés. Des analyses HPLC-HRMS/MS et RMN ont été réalisées sur I'étalon et
apres analyse des données, il s'avere que les deux composés sont identiques.
L'ensemble des données RMN des composés commercial et isolé sont disponibles
dans les chapitres : 7.2 et 7 .4.
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Figure 120. Structures du 8-O-acétylharpagide de la littérature (gauche) et I'hypothese d'apres la RMN
(droite)
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Une nouvelle question se pose alors : laquelle des deux structures est la bonne 2 Pour
cela, des recherches bibliographiques ont été effectuées sur la famille d’iridoides et
de nombreuses publications ont été trouvées. Les publications les plus récentes
s'appuient sur les identifications déja réalisées dans la littérature précédente, et a ce
jour aucune ne réfute les résultats déja décrits. Elles font toutes référence a trois
publications des années 60 décrivant pour la premiere fois des iridoides.[112-114]

Ces publications datent de 1964 et 1965 et sont documentées de seulement quelques
déplacements chimiques du proton. Néanmoins, plusieurs hypothéses par voie de
biosyntheses cohérentes avec la structure de gauche de la Figure 120 ont été
émises.[¢3.114]

A ce jour, aucune étude cristallographique sur les iridoides n'a été réalisée pour
confirmer la structure chimique de ces composés. Dans cet objectif, mes travaux de
recherche se sont portés sur la cristallisation de la substance isolée. Ces fravaux seront
détaillés dans le chapitre : 4.1.7 de ce manuscrit.

4.1.6.2 Identification composé 3.1

24 =3

(o]
|
T

Figure 121. Chromatogrammes de la fraction 1725_EX2int_F2f3_F4f1 (HPLC/ELSD, Méthode 1)

L'iridoide isolé dans la fraction F4f1 a été identifié par RMN. Les spectres ont été réalisés
dans le CDzOD, a 300 K, & I'aide d'un spectrométre 400 MHz.

Le compose 3.1 se présente sous la forme d’une poudre amorphe blanc cassé pour
lequel I'HRMS (mode négatif) a donné un ion moléculaire [M-H]- avec un m/z de
363,1300, ce qui correspond d la formule brute CisH24010. La molécule comporte ainsi
quatre insaturations. Les ions fragments [M-C¢Hi0Os]- avec un m/z de 201,0759
indiquent la présence d'un monosaccharide, et les ions [M-C¢H1205-2H20]- avec un
m/z de 165,0549 mettent en évidence la présence de deux groupements hydroxy.

Les spectres RMN de ce composé sont disponibles dans le chapitre : 7.3. L’analyse
RMN n'a pas été détaillée dans ce manuscrit, mais I'étude minutieuse des spectres a
permis de définir la méme structure d’aglycone que le composé 3.2, toutes les deux
a priori différentes de la littérature.
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4.1.6.3 Identification composé 3.4
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Figure 122. Chromatogrammes de la fraction 1725_EX2int_F2f3_P1f15 (HPLC/ELSD, Méthode 1)

L'acide phénolique isolé dans la fraction P1f1 a été identifié par RMN. Les spectres ont
été réalisés dans le CD3OD, a 300 K, & I'aide d'un spectrométre 500 MHz.

Le composé 3.4 se présente sous la forme d'une poudre amorphe blanc cassé pour
lequel I'HRMS (mode négatif) a donné un ion moléculaire [M-H]- avec un m/z de
785,2565 ce qui correspond a la formule brute CasHasO20. La molécule comporte ainsi
13 insaturations. Les ions fragments [M-CsH;O3]- avec un m/z de 623,2334 indiquent la
présence d'un groupement acide caféique et les ions [M-CsH7O3-CsH100s]- avec un
m/z de 461,1754 mettent en évidence la présence d'un monosaccharide. Enfin, les
ions [M-CsH70O3-CsH1005-C¢Hi1004]- avec un m/z de 315,1143 et les ions [M-CyH7;Oz-
CeH1005-CeH1004-CeH100s]- avec un m/z de 153,0557 mettent en évidence la présence
de deux autres monosaccharides.

L'analyse RMN n'a pas été détaillée dans ce manuscrit, mais les spectres RMN de ce
composé sont disponibles dans le chapitre : 7.5 et permettent d'identifier le composé
3.4 comme étant I’échinacoside (Figure 123).
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Figure 123. Structure de I'échinacoside
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4.1.6.4 Identification composé 3.5
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Figure 124. Chromatogrammes de la fraction 1725_EX2int_F2f3_P1f85-87 (HPLC/ELSD, Méthode 1)

L'acide phénolique isolé dans la fraction P1f2 a été identifié par RMN. Les spectres ont
été réalisés dans le CD3OD, a 300 K, & I'aide d'un spectrométre 500 MHz.

Le composé 3.5 se présente sous la forme d'une poudre amorphe blanc cassé pour
lequel I'HRMS (mode négatif) a donné un ion moléculaire [M-H]- avec un m/z de
623,1975 ce qui correspond d la formule brute C2H3sO1s. La molécule comporte ainsi
12 insaturations. Les ions fragments [M-CsH;O3]- avec un m/z de 461,1719 indiquent la
présence d'un groupement acide caféique. Lesions [M-CyH703-CsH1004]- avec un m/z
de 315,1121 et [M-CoH7O3-CeH1004-CsH100s5]- avec un m/z de 153,0559 mettent en
évidence la présence de deux monosaccharides.

L'analyse RMN n'a pas été détaillée dans ce manuscrit, mais les spectres RMN de ce
composé sont disponibles dans le chapitre : 7.6 et permettent d'identifier le composé
3.5 comme étant le verbascoside (Figure 125).
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Figure 125. Structure du verbascoside
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4.1.6.5 Identification composé 3.7

135
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Figure 126. Chromatogrammes de la fraction 1725_EX2int_F2f3_P1f121-123 (HPLC/ELSD, Méthode 1)

L'acide phénolique isolé dans la fraction P13 a été identifié par RMN. Les spectres ont
été réalisés dans CD3OD, ¢ 300 K, & I'aide d'un spectrometre 500 MHz.

Le composé 3.7 se présente sous la forme d'une poudre amorphe blanc cassé pour
lequel I'HRMS (mode négatif) a donné un ion moléculaire [M-H]- avec un m/z de
785,2525 ce qui correspond d la formule brute CasHasO20. La molécule comporte ainsi
13 insaturations. Les ions fragments [M-CsH;O3]- avec un m/z de 623,2162 indiquent la
présence d'un groupement acide caféique et les ions [M-CsH7O3-CsH100s]- avec un
m/z de 461,1612 mettent en évidence la présence d'un monosaccharide. Enfin, les
ions [M-CsH703-CsH1005-C¢Hi1004]- avec un m/z de 315,1131 et [M-CsH703-CsH100s-
CeH1004-C¢H1005]- avec un m/z de 153,0566 mettent en évidence la présence de deux
autres monosaccharides.

L'analyse RMN n'a pas été détaillée dans ce manuscrit, mais les spectres RMN de ce
composé sont disponibles dans le chapitre : 7.7 et permettent d'identifier le composé
3.7 comme étant le teupolioside (Figure 127).
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Figure 127. Structure du teupolioside
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4.1.6.6 Conclusion

Cing molécules ont été analysées en RMN et HRMS. Trois acides phénoliques ont été
identifieés, I'échinacoside (3.4), le verbascoside (3.5) et le teupolioside (3.7).
L'identification des iridoides a permis d’identifier le 8-O-acétylharpagide (3.2) ainsi
que I'harpagide (3.1).

4.1.7 Etude de cristallographie

4.1.7.1 Expérimentation

Les études de cristallisation ont été menées surle composé 3.2 (8-O-acétylharpagide).
Le composé étant tres soluble dans le méthanol, la premiere expérience de
cristallisation a permis de réaliser des cristaux, visibles sur la Figure 128 ci-dessous, en
trempant un fil dans la solution méthanolique du composé.

Figure 128. Photos des cristaux et zoom sur les aiguilles réalisées sur fil

Malheureusement ces cristaux, et surtout les aiguilles, étaient trop fines pour étre
analysables au plateau de Rayons X de I'Institut de Chimie Moléculaire de Grenoble
(ICMG'). En conséqguence, le fil portant les cristaux a été plongé plusieurs fois dans de
nouvelles solutions méthanoliques du composé afin de faire croitre les aiguilles.
Comme il est possible de le voir sur la Figure 129 ci-dessous, I'épaisseur des aiguilles a
considérablement été augmentée.

1 Bruker AXS- Enraf- Nonius kappa CCD et Bruker AXS-Incoatec-Enraf-Nonius kappa APEX |
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Figure 129. Photos des cristaux et zoom sur les aiguilles réalisées sur fil — 2eme tentative

Ces nouveaux cristaux ont été étudiés au microscope & rayons X a Grenoble,
cependant, leur maille cristalline n'était pas pure, mais maclée. De ce fait, les résultats
n'étaient pas exploitables. Deux solutions ont alors été envisagées : changer de
méthode de cristallisation, ou utiliser un appareil a rayons X plus puissant.

Figure 130. lllustration de cristallisation par échange de solvants

La premiere proposition consiste a tenter de cristalliser I'échantillon par une méthode
d’'échange de solvants. Le composé est dissout dans un solvant fort et volatil dans un
pilulier qui est lui-méme placé dans un second récipient contenant un solvant faible
et moins volatil que le premier (Figure 130). Cette disposition va permettre I'échange
et la diffusion des deux solvants, le solvant interne va petit & petit étre remplacé par
le solvant externe dans lequel le composé sera moins soluble et cristallisera lentement.
De nombreux meélanges de solvants ont été testés pour améliorer les liaisons
hydrogenes afin de favoriser la cristallisation (Tableau 126).
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Tableau 126. Liste des mélanges étudiés

Solvant interne Solvant externe

Toluéne EtOH
CH2Cl2 EtOH
MeOH EtOH
MeOH H20
MeOH AcOEt
MeOH Heptane

ACN EtOH
ACN Heptane
EtOH AcOEt
EtOH MiBe
EtOH Heptane
EtOH H20

L'éthanol est a la fois utilisé comme solvant fort et solvant faible, car le produit est trés
faiblement soluble dedans. De nouveaux cristaux ont été réalisés gréce a cette
methode (Figure 131), avec les meélanges encadres en vert dans le Tableau 126.

Figure 131. Photos des cristaux réalisés par échange de solvants

La deuxieme option était d'analyser les cristaux par rayonnement synchrotron. Les
différents cristaux réalisés jusqu’alors ont été testés au « Elettra Sincrotrone » de Trieste.
Méme siles premiers cristaux étaient maclés, il était théoriguement possible de séparer
une fraction de cristal non maclée, la puissance des rayons permettant de travailler
sur de plus petits échantillons. Cependant, aucune des expériences réalisées n'a
permis de déterminer une structure pour ce composé.

La totalité des tests de cristallisation n’ayant pas donné de résultat concluant, il a été
décidé de rédliser une dérivatisation d'un iridoide afin de faciliter la formation de
mailles cristallines pures. Ne possédant que tres peu du composé 3.2, la synthése a été
réalisée sur de I'harpagoside commercial (Figure 132).
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Figure 132. Réaction de peracétylation sur 'harpagoside

A une solution d’harpagoside dans la pyridine, sont ajoutés lentement, a température
ambiante, huit équivalents d'anhydride acétique. Apres 24 h, la réaction n'étant pas
terminée (Figure 133), le milieu réactionnel a alors été chauffé a 70 °C pendant 4 h.
La réaction n'étant toujours pas terminée, elle a été laissée sous agitation a
température ambiante pendant 168 h.
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Figure 133. Chromatogrammes de I'harpagoside (bleu), de la réaction a t =24 h (rouge) et de la
réaction at =168 h (vert) (Méthode 1)

La pyridine est ensuite évaporée et le résidu repris par du CH2Clz. La phase organique
est lavée successivement par H20, HCI 10 %, une solution saturée de NaHCOs et une
solution saturée de NaCl pour éliminer les fraces de réactifs. Elle est ensuite séchée sur
Na2SO4 et concentrée sous vide. Le produit n'étant toujours pas pur, une partie de la
poudre a été utilisée directement pour un essai de cristallisation, une seconde partie
a été purifiée par FC.
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Figure 134. Photos des cristaux réalisés par échange de solvants aprés peracétylation de I'harpagoside

De nouveaux cristaux visibles sur la Figure 134 ont été obtenus sur la partie non purifiée
de I'harpagoside acétylé. Ces derniers ont été analysés trés récemment et ont permis
de vérifier la structure des iridoides comme étant celle décrite dans la littérature
(Figure 135).

Ay

Figure 135. Structure 3D des cristaux d'harpagoside acétylé, données CIF en cours

4.1.7.2 Conclusion

Les premieres analyses RMN ont soulevé une question sur la structure chimique des
iidoides, seule une analyse par rayons X permettrait d'y répondre. Cette famille étant
trés difficile & cristalliser, aucune cristallisation n'a été publiée & ce jour dans la
littérature. De ce fait, différentes techniques ont été employées pour cristalliser le 8-O-
acétylharpagide. Cependant, aucun des cristaux réalisés sur la molécule isolée n'a
permis d'obtenir des résultats exploitables (cristaux maclés). Ainsi, une dérivatisation
sur une molécule de la méme famille que cetfte derniere (I’'harpagoside) a été
effectuée pour faciliter sa cristallisation. Cette expérience a finalement permis de
réaliser des cristaux exploitables par rayons X et de confirmer la structure des iridoides
telle que présentée dans la littérature.
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4.1.8 Etude biologique

Une seconde étude biologique a été rédalisée sur six échantillons d’A. pyramidailis : les
trois extraits primaires réalisés par macération (1725_EX2sup, 1725_EX2int et
1725_EX2aq), ainsi que trois autres fractions issues de purifications de la phase
infermédiaire : le composé pur 3.2 (1725_EX2int_pur), le mélange d'iridoides de la
fraction F4f5 (1725_EX2int_iri) et le mélange d'acides phénoliques de la fraction F4fé
(1725_EX2int_verba). Ces échantilons ont été testés sur des kératinocytes
épidermiques humains sains (NHEK) issus de trois donneurs différents par analyse de
I'expression (ARNmM) de 44 marqueurs sélectionnés par les biologistes de I'entreprise
CHANEL Parfums Beaute.

Une premiere étude a permis d’évaluer la cytotoxicité des composés. Ces derniers ont
ensuite été testés O leur concentration maximale non cytotoxiques et seules les
variations d'expression supérieures ou égales a un facteur deux comparativement &
un témoin externe ont été considérées comme significatives. L'ensemble des résultats
biologiques sont disponibles dans I'annexe 8.4.

4.1.8.1 Résultats de cytotoxicité

e 1725_EX2sup présente une cytotoxicité forte a des concentrations supérieures
a 0,001 %.

e 1725_EX2int est cytotoxique au-deld de 0,03 %.

e 1725_EX2aq n’est pas cytotoxique a la concentration la plus élevée de 0,19 %

e 1725_EX2int_pur est cytotoxique au-deld de 0,003 %

e 1725_EX2int_iri n’est pas cytotoxique a la concentration la plus élevée de 0,027
%

e 1725_EX2int_verba est cytotoxique a partir de 0,007 %

L'iridoide 3.2 pur (1725_EXT2int_pur) et le mélange de verbascoside
(1725_EXT2int_verba) présentent une cytotocité 4 a 9 fois supérieure a I'extrait non
purifié (1725_EXT2int). En revanche, le mélange d'iridoides ne présente pas la méme
cytotoxicité que I'iridoide 3.2 (10 fois moins élevéee), ce quiindique un effet protecteur
du mélange d'iridoides méme s'il est composé a plus de 60 % du composé 3.2.

4.1.8.2 Résultats d’expression

Le choix de faire les tests biologiques a la concentration maximale non cytotoxique
ne nous permet pas de comparer les différents composés entre eux, néanmoins, nous
pouvons détecter des modifications dans le niveau d'expression des genes et
identifier les fonctions biologiques impliquées comparativement ¢ la condition témoin.

Les kératinocytes issus des trois donneurs ont été ensemencés en plaques 24 puits et
cultivés en milieu de culture pendant 24 h, puis en milieu d’'essai pendant une heure
supplémentaire. Le milieu a ensuite été remplacé par du milieu d’essai contenant les
différents échantillons ou sans échantillons (témoins), puis incubés pendant 48 h.
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Le donneur K341 semble avoir réagi trés fortement a I'ensemble des composés. Les
genes impliqués dans le processus d'apoptose et de I'inflammation sont activés, ce
qui laisse penser a un artefact de culture. Le donneur n’est donc pas considéré dans
I'analyse. Les deux autres donneurs semblent réagir de facon similaire, il est donc
possible de dégager une tendance d'action des différents composés. Afin de
confirmer ces observations, il serait nécessaire de réaliser une approche histologique
sur des cultures de kératinocytes et/ou sur des modeles de peau reconstruite in vitro.

1725 _EX2sup : Du fait de sa forte cytotoxicité, I'extrait a été testé a une concentration
faible qui ne permet pas d’'observer d'impact sur les genes.

1725 EX2aq : L'expression de K10 est stimulée chez un donneur et tend a étre stimulée
chez le second donneur (facteur 1,61). Ces deux genes sont deux marqueurs
biologiques impliqués dans le processus de différenciation de I'épiderme. De plus, le
gene DSC1 est stimulé chez les deux donneurs. DSC1 est une protéine impliquée dans
la formation de jonctions cellule-cellule appelées desmosomes et estimportante dans
le processus de différenciation épidermique. Ces résultats suggerent que I'extrait
pourrait stimuler les étapes de différenciation épidermique. D'un point de vue
cosmétique, ce type d’extrait permettrait une action ciblée sur le renforcement de la
fonction barriere de la peau et permettrait de participer au maintien de I'hydratation
cutanée.

1725 EX2int : L'extrait a peu d’'effet d la concentration testée. Seule la cible TGM1 est
modulée de facon similaire chez les 2 donneurs (diminution d’expression). TGM1 est
une enzyme impliqguée dans la formation de I'enveloppe cornée des kératinocytes
lors de I'étape terminale de différenciation. Il y a également une tendance a la
diminution de I'expression du gene HSPB1. C’est une protéine impliquée dans la
réponse au stress et préférentiellement exprimée dans les cellules différenciées de
I’épiderme. Ces cibles biologiques étant diminuées dans les kératinocytes, ces
résultats suggerent que le processus de différenciation n'est pas favorisé et
permettent de supposer une activité pro-proliférative.

1725 EX2int_verba : L'extrait & la concentration testée a peu d'effet. Néanmoins, une
diminution de I'expression de TGM1 et de HSPB1 est visible chez les deux donneurs.
Ceftte signature est proche de celle obtenue pour I'extrait 1725_EX2int. De plus,
I'expression de CLDN1 est diminuée chez un donneur et tend a étre diminuée chez le
second donneur (0,55). CLDN1 est une protéine impliqguée dans la formation de
jonctions cellule-cellule appelées jonctions serrées et estimportante dans le processus
de différenciation terminale de I'épiderme. Enfin, I'expression de NOTCHI1 est
diminuée chez un donneur et tend a étre diminuée chez le second donneur (0,57).
NOTCH1 est impliguée dans la régulation de I'homéostasie épidermique (équilibre
entre prolifération et différenciation cellulaire). NOTCH1 ralentit la prolifération
cellulaire et stimule les étapes de différenciation précoces dans I'épiderme. NOTCH1
étant diminuée, le processus de prolifération pourrait étre favorisé. Ces résultats
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renforcent I'hypothese d'un exfrait pro-prolifératif avec une diminution de la
différenciation cellulaire.

1725 EX2int iri : L'extrait, & la concentration testée, module 11 genes de fagon
similaire entre les deux donneurs. Parmi ces genes, il est possible de retrouver une
diminution de I'expression de TGM1, CLDN1, DSC1, LGALS7, HSPB1 et NOTCH1 qui sont
associés aux processus de difféerenciation cellulaire. Ces observations suggerent un
impact fortement pro-prolifératif sur les kératinocytes. De plus, ce composé stimule
I'expression de NQOT1 chez les deux donneurs et HMOX1 chez un donneur. Ces
derniers sont impliqués dans la réponse au stress oxydatif et le systéme de défense
cellulaire. Ces résultats suggerent que cet extrait pourrait stimuler la prolifération des
kératinocytes ainsi que la réponse au stress oxydatif. D'un point de vue cosmétique,
ce type de composés permettrait une action ciblée sur le renouvellement de
I'épiderme et participerait & la défense cutanée dans une approche anti-dge.

1725 _EX2int_pur : L'extrait a peu d’effet a la concentration testée. Néanmoins, il est
possible de retrouver une tendance d’'activité similaire sur les différents genes actifs
de I'extrait 1725_EX2int_iri.
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4.2 SCUTELLARIA ALPINA L.

En parallele des études menées sur A. pyramidalis, les mémes protocoles et méthodes
de quantification ont été réalisés sur S. alpina. Pour des raisons de priorisation, il n'a
pas été effectué d’études de purification ou d’activité biologique sur cette plante.

4.2.1 Bibliographie

S. alpina est une plante du genre Scutellaria qui regroupe plus de 300 especes
distribuées en Europe, aux Etats-Unis et dans I'Est de I' Asie.[''%] Dans la littérature de
cette plante, différentes familles chimiques ont été identifiées, des diterpenes de
clérodane (scutorientaline E, scutalpine A, B, C, D, E, F, G, H, |, J, K et L), un acide
phénolique (verbascoside) ainsi que différents flavonoides (baicaline, lutéoline et
I'oroxindine).l1'¢-1200 Comme présenté dans le chapitre 3.5.21, de nombreuses
molécules apolaires ont été observées correspondant aux divers diterpenes évoqués
dans la littérature. Néanmoins, les différentes familles de flavonoides et d'autres
especes chimigues ne sont que tres peu décrites.

422 Etudes de quantification

Les travaux de quantification de S. alpina ont été réalisés sur les extraits obtenus par
macération. Cette extraction a permis de produire trois extraits de polarités différentes
(apolaire, intermédiaire et polaire). Le détail des manipulations étant développé dans
le chapitre 4.1.4 d'A. pyramidalis, seuls les résultats obtenus sur S. alpina seront
présentés ci-dessous.

4.2.2.1 Matiere seche des extraits
Matiere seche Extrait apolaire = 51,5 % (CV =1 %, n = 3)
Matiere seche Extrait intermediaire = 79,2 % (CV =1 %, n = 3)
Matiere seche Extrait polaire = 80,6 % (CV =0,2 %, n = 3)
4.2.2.2 Etude de la fraction lipidique
Fraction lipidique Extrait apotaire = 93,2 % (CV =3 %, n = 3)
Fraction lipidique Exirait intermediaire = 14,4 % (CV =5 %, n = 3)
Fraction lipidique Extrait polaire = 0,3 % (CV = 65 %, n = 3)

Un profil GC/EI-MS/FID de la fraction lipidique est réalisé sur I'extrait apolaire aprées
dérivatisation des composés de I'extrait selon la Procédure 1.
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Figure 136. Chromatogramme FID de I'extrait apolaire de S. Alpina (méthode 5)

Dix-sept composés ont été identifiés dans I'extrait apolaire gréce a cette méthode et
sont listés dans le Tableau 127 ci-dessous.

Tableau 127. Liste des composés identifiés dans la fraction lipidique de I'extrait apolaire de S. alpina

(Méthode 5)
ID Nom Tr (min) Indice de rétention % FID Méthode
20.31 Acetate de 7,273 790 3,0 3
butyle
20.19 Acide 47,40 1916 14,7 3
Palmitique
20.18 Acide 54,61 2085 1.1 3
Linoléique
20.17 Acide 54,83 2090 17,7 3
Linolénique
20.20 Acide Oléique 54,95 2093 1.8 3
20.32 Phytol 55,77 2112 4,4 3
20.21 Acide Stéarique 56,14 2120 1.7 3
Acid
20.33 clae 63,08 2340 1,4 3
arachidique
20.34 Docosanol 65,89 2493 0,6 8
20.35 Alcane (C25) 66,10 2509 1.1 3
20.36 ,A(,:Io.le 66,32 2535 1.3 3
béhénique
20.37 Tetracosanol 68,16 2695 4,4 3
20.38 Alcane (C27) 68,26 2709 2,5 3
Aci
20.22 _ Acide 68,45 2630 0.9 3
lignocérique
20.39 Alcane (C31) 7211 3104 57 3
20.40 Tocophérol 72,76 3165 3,1 3
20.41 Alpha-amyrine 77,95 3476 1,7 8
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4.2.2.3 Détermination des cendres
Minéraux Extrait apolare = 0,2 % (N = 1)
Minéraux Extrait intermediaire = 1,9% (N = 1)
Minéraux Extrait poiaire = 15,4 % (n = 1)
4.2.2.4 Dosage des acides aminés libres
Acides aminés libres Extrait apoiare = 0,1 % (CV =14 %, n = 3)
Acides Aminés libres Extrait intermediaire = 0,6 % (CV =7 %, n = 3)
Acides Aminés libres Extrait poiaire = 1,5 % (CV =6 %, n = 3)
4.2.2.5 Quantification des composés azotés
Azote totale Extrait intermediaire = 0,66 % (N = 1)
Azote totale Extrait polaie = 1,22 % (N =1)
Protéines (Azote*0,65-AA libres) Extrait intermediaie = 3,5 % (N = 1)
Protéines (Azote*0,65-AA libres) Extrait polaire = 6,2 % (N = 1)
4.2.2.6 Dosage des glucides

Tableau 128. Liste des glucides dosés dans les différents extraits de S. alpina (Méthode 3)

D Nom Extrait CV (%), n Extrait CV (%),
intermédiaire (%) =3 polaire (%) n=3
20.42 Rhamnose 0 - 0 -
20.43 Arabinose 0 - 2 11
20.23 Fructose 20,2 3 10,8 1
20.24 Glucose 14,4 5 10,1 2
20.26 Sucrose 16,8 1 0 -

Glucides Extrait intermediaire = 64,8 £ 0,1 %

Glucides Extrait poiaire = 28,4 £ 0,1 %
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4.2.2.7 Dosage des acides organiques

Tableau 129. Liste des acides organiques dosés dans les différents extraits de S. alpina (Méthode 2)

ID Nom Extrait intermédiaire (%) Extrait polaire (%) cv (%), n=3
20.27 Ac. Gluconigue 0 4,4 4
20.44 Ac. Tartrique 0 4,6 6
20.28 Ac. Glucuronique 1.9 3,7 6
20.29 Ac. Malique 0 3.8 2
21.30 Ac. Cis-aconitique 0 1.5 8

Acides organiques Extrait intermediaire = 1,9 £0,1 %

Acides organiques Extrait poiaire = 17,8 £ 0,3 %

4.2.3 Conclusion

Toutes ces quantifications et dosages en masse sont rapportés a la quantité totale
extraite lors des différentes extractions. Pour cela, le pourcentage de chaque extrait
a été calculé, il est exprimé en pourcentage dans la matiere seche.

Extrait apolaire = 4,7 %
Extrait intermédiaire = 20,8 %
Extrait polaire = 74,5%

7
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Figure 137. Graphique de composition des composés extraits dans S. alpina
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Les dosages et quantifications réalisés sont rapportés rassemblés dans la Figure 137 ci-
dessous. L'extrait apolaire a été caractérisé a 93 % en FID, il est composé
majoritairement d’acides gras, et d'alcools de diterpenes. L'extrait intermédiaire a été
caractérisé a 85 %, il est composé majoritairement de mono et disaccharides, de
dérives terpéniques et de dérivés de flavonoides non caractérisés dans cette étude.
Enfin, I'extrait polaire a été caractérisé a 69 %, il est composé majoritairement de
mono et disaccharides, de minéraux, d’acides organiques et de protéines quantifiées
mais non identifiées. L'étude de quantification de S. alpina a permis de caractériser
70 % de la masse extraite, en revanche les travaux se sont arrétés & ce niveau pour
cette plante carils n’étaient pas prioritaires.
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CONCLUSION GENERALE
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D’apres la liste de plantes établie conjointement entre des botanistes de la SAJF et
une anthropologue de la région, 22 plantes ont été sélectionnées sur des bases
bibliographiques. Celles-ci ont été récoltées lors de la premiere année d’étude dans
les alentours du col du Lautaret avec I'aide des botanistes pour la localisation et
I'identification des especes. Diverses méthodes d’extraction, dont certaines ont fait
I'objet de mise au point méthodologique, ont ensuite été utilisées sur les plantes, dans
le but de réaliser un screening phytochimique et biologique.

Le screening phytochimique a permis d'analyser 500 molécules réparties dans 13
familles de composés chimiques. Parmi celles-ci, 40 ont formellement été identifiees
et se retrouvent dans plusieurs plantes. Le screening d'activités biologiques a, quant
a lui, été effectué sur 66 extraits avec cing tests différents. Ces évaluations biologiques
ont permis d'objectiver les divers extraits des plantes. Les données engendrées par les
deux screening ont été combinées afin de sélectionner les plantes les plus
intéressantes selon nos critéres, en particulier A. pyramidalis et S. alpina, pour une
étude plus poussée.

Une quantification préliminaire de S. alpina a été effectuée permettant d'évaluer la
composition chimique de 70 % de la masse extraite de la plante.

Des études plus approfondies ont cependant été menées sur A. pyramidalis. Dans un
premier temps, des comparaisons inter et intra-especes ont été effectuées ; celles-ci
permettent de démontrer des différences minimes entre quatre especes d'Ajuga. De
méme, aucune différence notable n'a été observée dans la saisonnalité intra-espece
(A. pyramidalis) sur les trois années de récolte. Toutefois, des différences ont été
observées dans les diverses parties de la plante, les racines contenant moins d'acides
phénoliques que les parties aériennes et les fleurs. Ces dernieres contenant elles-
mémes plus de molécules polaires que les autres parties de la plante.

Une étude approfondie de caractérisation et quantification a ensuite été opérée.
Celle-ci a permis de quantifier 96 % des masses extraites dans la plante. En revanche,
une famille de molécules (diterpéne de clérodane) déjd décrite dans la littérature de
cette plante n'a pas pu étre quantifiée ici. Finalement, un total de 64 molécules a été
identifie dont 5 qui ont été isolées : le verbascoside, I'échinacoside, le teupolioside,
I'narpagide et le 8-O-acétylharpagide.

Des études de cristallisation ont également été menées sur les iridoides dans le but de
certifier leur structure chimique. En effet, les analyses RMN réalisées sur les composés
isolés nous ont fait nous interroger sur leur structure. Une analyse aux rayons X des
cristaux obtenus aprés dérivatisation de I'harpagoside a permis de confirmer la
structure décrite dans la littérature.

Par ailleurs, de nouveaux tests biologiques ont été accompilis sur des fractionnements
d'A. pyramidalis. Ceux-ci ont permis de démonfrer des activités cosmétiques
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intéressantes sur le mélange d'iridoides. En cosmétique, ce mélange permettrait une
action ciblée sur le renouvellement de I'épiderme et participerait d la défense
cutanée dans une approche anti-Gge.

En définitive, apres une phase préliminaire d'étude de 22 plantes, les travaux de
recherche de cette thése se sont focalisés sur une plante et ont permis de caractériser
et d’objectiver celle-ci. Par ailleurs, de nombreuses données ont été obtenues sur la
totalité des plantes tant sur la partie phytochimique que bioclogique et ouvrent des
portes a différentes études.

En effet, ce travail va étre le point de départ de nouveaux fravaux de recherche sur
les plantes intéressantes qui n'ont pas été éetudiées plus précisément. C'est par
exemple le cas de Trifolium alpinum, qui a déja fait I'objet d’une étude phytochimique
et métabolomique préliminaire au Département de Pharmacochimie Moléculaire de
Grenoble a la suite des résultats de cette these. D'autres plantes sont également en
cours de selection afin de réaliser de nouvelles recherches.

Par qilleurs, au cours de cette these, différentes valorisations et publications ont été
réalisées. Un travail de vulgarisation scientifique dans le cadre des journées grand
public « Les conférences du jardin » a été mené. Le but de cette présentation était de
présenter le travail de valorisation des plantes alpines pour une utilisation cosmétique.
De plus, différentes présentations orales ou poster ont été réalisées dans le cadre de
congrés scientifiques régionaux, nationaux et internationaux.

En conclusion, les travaux de cette thése ont engendré de nombreux résultats.
Certains ont été valorisés directement pendant la these, mais la majorité des résultats
serviront d’armoces pour de nombreuses autres recherches. L'engouement de la
phytochimie aussi bien dans la recherche publiue que privée permet un réel
renouveau dans ce domaine et de nombreuses découvertes restent encore d réaliser.
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Matieres premieres utilisées

MATIERES PREMIERES UTILISEES

Page

Saint-Egréve

La Cochette Ausst
e saint-Michelzde-Maurienne
Sassenage Meylap, e =,
Modane
Fontaing Grenoble Entraigues 15 RieUX
Saint-Martin-d'Heres R Le Col
1a Villette Valloire
Echifolles” | goponc
La Ri
S Allemond
S Le Pojit/de-Claix
2
Les Granges
Livet-et-Gavet
Huez
donnéch
B k) y F
Notre-Damé-de-Mésage @
Vif, % Le Bourg-d'Oisans Le Chazelet ‘/O
- 0 e T
Saint Georges-de-Commiers ) e AR B,
h Les Deux Alpes. Au Meije; Le Lauzet
. plampinet
Les Ougiers <
Le Monetier-les-Bains
La Motte-d'Aveillans
Pierre-Chatel
. La Salle-les-Alpes 2 o
LevErages Vont pefvous Le Rosier clg
a ~ saint:Chaffrey
susville La Vachette
La Mure o
&hcon

Famille ® Amaryllidaceae ® Asteraceae ® Dispsacaceae ® Fabaceae ® Lamiaceae ® Liliaceae ® Onagraceae ® Ranunculaceae ® Rosaceae

La Sauce
®
Les Plag ()
La Celle des Juges
Les Hiéres
L lot
Le Chazelet
Le Puy ® o @
Golefre & La Mandette
Les Moulins iy
La Grave 0
Les Freaux ® @ o i Conies
Villar-d Aréne La Guindaine
[} </\) Les Sestri
Le P,
Vachier Chai
Inferieu
Le Pied du Col Q
Le P Sup &}

Arsine
‘ Chalet

Figure 138. Carte et zoom de la zone de récolte des plantes de I'étude, la couleur du cercle différencie
les familles de plantes et le diameéetre la masse récoltée.

Les plantes ont été récoltées dans différentes zones allant de La Grave & Briancon,
visibles sur les Figure 138. Elles ont été récoltées a différentes altitudes, chaque année
de 2017 2019, pendant la période de floraison. Sauf mention contraire, elles ont été
séchées a température ambiante (Figure 139). Les échantillons et leur lieu de collecte
ont été identifiés par les botanistes de la Station Alpine Joseph Fourier, Maxime Rome
et Rolland Douzet. Un spécimen de chaque espéce des sept plantes récoltées en
2018 est en cours de dépdt a I'Herbier du Muséum National d'Histoire Naturelle. Le
détail des collectes est présenté dans le Tableau 130.
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Figure 139. Photos de séchage et de presse a herbier



Nom latin

Achillea nana L.

Aconitum vulparia
L.

Ajuga pyramidalis
L.

Alchemilla alpina
L.

Antennaria
carpatica Bluff. &
Fingherh.

Antennaria dioica
(L.) Gaerin.

Artemisia genipi
Weber

Asphodelus albus
L. subsp.
delphinensis (Gr.
& Godr.) Diaz
Lifente

Nom
frangais

Achillée
naine

Aconif tue-
loup

Bugle
pyramidale

Alchémille
des Alpes

Antennaire
des
Carpates
Anfennaire
dioique,
Pied de
chat

Génépi noir
Asphodele

du
Dauphiné

Famille

Asteraceae

Ranunculaceae

Lamiaceae

Rosaceae

Asteraceae

Asteraceae

Asteraceae

Lilicceae

Matieres premieres utilisées

Floraison

Juin-AoCt

Avril-AoCt

Juin-AoUt

Mai-Juillet

Juillet-
Septembre

Mai-Juillet

Parties
récoltées

Parties
aériennes
fleuries
Parties
aériennes
fleuries
Parties
aériennes
fleuries
Parties
aériennes
fleuries
Parties
aériennes
fleuries

Parties
aériennes
fleuries

Parties
aériennes
fleuries

Parties
aériennes
non
fleuries

Alfitu

de

(m)

2650

1360

2280

2280

2410

2410

2650

2020

Latitude

45°3'53" N

45°2'37" N

45°2'42" N

45°2'42" N

45°3'T1" N

45°3'T1"N

45°3'53" N

45°1'57" N

Tableau 130. Tableau de récolte des plantes étudiées

Longitude

6°24'23" E

6°18'20"E

6°23'58" E

6°23'58"E

6°24'9" E

6°24'9" E

6°24'23"E

6°23'30" E

Date

13/07
/2017

26/06
/2017

26/06
/2017

26/06
/2017

11/07
/2017

11/07
/2017

13/07
/2017

26/06
/2017

Masse
seche

(9)

64

152

33

57

41

169

Référence

1738

1737

1725

1722

1730

1731

1732

1721

Lot

R17/397

R17/398

R17/399

R17/400

R17/401

R17/402

R17/403

R17/404
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Astragalus
monspessulanus L.

Astragalus
onobrychis L.

Cirsium
spinosissimum

Cota tinctoria (L.)
J. Gay

Epilobium
angustifolium

Epilobium
fleischeri

Knautia
dipsacifolia

Narcissus poeticus
L.

Nepeta nepetella

Rosa pendulina L.

Salvia aethiopis L.

Astragale
de
Montpellier

Astragale
faux-
sainfoin

Cirse tres
épineux

Anthémis
des
teinturiers
Epilobe &
feuilles
étroites

Epilobe des
moraines

Knautie de
Sixt

Narcisse
des poétes

Petit
népéta
Rosier des
Alpes
Sauge
d'Ethiopie

Matieres premieres utilisées

Fabaceae Avril-Ao(Ot
Fabaceae Juin-AoUt
Juillet-
Asteraceae
Septembre
Juin-
Asteraceae
Septembre
Onagraceae Juin-
J Septembre
Onagraceae Juillet-
9 Septembre
Dispsacaceae
Amaryllidaceae
Lamiaceae Juillet-AoOt
Rosaceae Mai-AoUt
Lamiaceae Juin-Juillet

Parties
aériennes
non
fleuries
Parties
aériennes
fleuries
Parties
aériennes
non
fleuries
Parties
aériennes
fleuries
Parties
aériennes
fleuries
Parties
aériennes
fleuries
Parties
aériennes
fleuries
Parties
aériennes
fleuries
Parties
aériennes
fleuries
Partie
fleurie
Parties
aériennes

1680

1400

2580

1240

2370

2270

2102

2280

1959

1768

1350

45°1'47" N

45°2'36" N

45°3'43" N

44°53'59"
N

45°3'7" N

45°2'39" N

45°2'26" N

45°2'42" N

45°1'50" N

45°2'30" N

44°54'20"
N

6°21'51"E

6°17'32" E

6°24'20" E

6°37'48" E

6°23'27"E

6°24'4" E

6°24'5" E

6°23'58" E

6°23'3"E

6°2121"E

6°39'27" E

26/06
/2017

26/06
/2017

30/08
/2017

13/07
/2017

30/08
/2017

30/08
/2017

11/07
/2017

26/06
/2017

30/08
/2017

11/07
/2017
13/07
/2017

97

121

282

179

1000

131

1000

42

173

80

110

1723

1727

1740

1728

1202

1741

1729

1724

1743

1733

1734

R17/405

R17/406

R17/407

R17/408

R17/409

R17/410

R17/412

R17/413

R17/414

R17/415

R17/416
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non
fleuries
Scutellaria alpina Scutellaire Parties 11/07
P Lamiaceae aériennes 2100 45°2'7" N 6°24'6"E 39.5 1735 R17/417
L. des Alpes . /2017
fleuries
Parties
Trifoli Ipil Trefle d 26/06
L st el el Fabaceae JUn-AcOt  aériennes 2280  45°242'N  6°2358'E 2O 97 1638 R17/420
L. Alpes . /2017
fleuries
Trollius europaeus Trolle Parties 26/06
P Ranunculacece  Mai-AoCt aériennes 2020  45°1'57"N 6°23'30"E 132 1726 R17/421
L. d’Europe . /2017
fleuries
Parties
Achillée 17/07
Achillea nana L. .I Asteraceae aériennes 2670  45°3'53"N 6°24'22"E / 182 1738 R18/365
naine . /2018
fleuries
Ajuga pyramidalis Bugle Parties 28/06
jugapy 9 lamiaceae  Avr-AoGt  aériennes 2280  45°242'N  6°23'58" E 13 1725 R18/236
L. pyramidale . /2018
fleuries
Parties
Aj idali Bugl 2
MRl AL vge lamiacede  AvikAoOt  aériennes 2060  45°23'N 6246 0100 5o 1725 R18/237
L. pyramidale . /2018
fleuries
Antennaire .
Antennaria dioica dioique Parties 17/07
. auve, Asteraceae Mai-Juillet  aériennes 2410  45°3'11"N 6°24'9" E 67 1731 R18/363
(L.) Gaerin. Pied de . /2018
fleuries
chat
Antennaire .
Antennaria dioica dioique Parties 17/07
. ' Asteraceae Mai-Juillet  aériennes 2580  45°3'44" N 6°24'16"E 110 1731 R18/362
(L.) Gaerin. Pied de . /2018
fleuries
chat
Astragale Parties
Ast I ari 28/06
sHagaius de Fabaceae Avil-aoot  CEMEMNES iy aseraaN geolsarE O 570 1723 R18/238
monspessulanus L. . non /2018
Montpellier

fleuries
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Parties
Epilobium Epilobe des Juillet- 17/07
p{ :u. P! . Onagraceae V! aériennes 1670  45°1'42" N 6°21'47" E / 602 1741 R18/360
fleischeri moraines Septembre . /2018
fleuries
Petit , , _ Parties . . 16/07
Nepeta nepetella ., Lamiacece Juillet-AoGt  cériennes 1959  45°1'50" N 6°23'3"E 50 1743 R18/364
népéta . /2018
fleuries
Parties
Scutellaria alpi Scutellai 45°03'07.8" 16/07
cuteliaria alpina cutetare Lamiaceae aériennes 2347 6°2324 4'E / 287 1735 R18/359
L. des Alpes . N /2018
fleuries
Parties
Trifoli Ipi Trefl 1
rifolium alpinum —Trefle des Fabaceae Juin-AoGt  aériennes 2280  45242'N  622358'E /%7 ogg 1638 R18/361
L. Alpes . /2018
fleuries
Ajuga pyramidalis Bugle Parties 19/06
HHl g Lamiaceae Avril-Ao(0t aériennes 2280  45°2'42"N 6°23'58" E 30 1725 R19/249
L. pyramidale . /2019
fleuries
Aj idali: Bugl 1
juga pyramidalis Ug. © Lamiaceae Avril-Ao(t Fleurs 2060 45°2'3" N 6°24'6"E 9/06 15 1725 R19/250
L. pyramidale /2019
Aj idali: Bugl 1
juga pyramidalis e lamicceae  AvrikAoOt  Racines 2060  45°23'N  ¢246E 1% ] 1725 R19/251
L. pyramidale /2019
Parties
Ajuga pyramidalis Bugle lamiocede  AwibAoot  OSTEMES o040 asera N geoaeE 100 o5 1725 R19/252
L. pyramidale non /2019
fleuries
Ajuga genevensis FEIiEs
Jug gL - Lamiaceae - aériennes - - - - - - R19/246
fleuries
Ajuga Parties
chamaepitys (L.) - Lamiacece - aériennes - - - - - - R19/247
Schreb fleuries
Parties
Ajuga reptans - Lamiaceae = aériennes = = = = = = R19/248

fleuries

Page | 184



Méthodes

METHODES

Page | 185

5.1 METHODE 1

Appareillage : Systeme agilent 1290 infinity équipé d’un DAD agilent et d’un ELSD
Sedex 100 ou Sedex 90
Colonne : Agilent Zorbax Eclipse Plus RRHD silice greffée C18; 50 mm * 2,1 mm * 1,8
MM
Température colonne : 50 °C
Volume d'injection : 1 L
Débit : 0,55 mL/min
Phases mobiles: Voie A = Eau + Acide formique 0,1% (v/v)
Voie B = Méthanol

Gradient :
Minutes % A %B
0 95 5
0,5 95 5
7 45 55
10 S 95

Duré totale : 17 min + 5 min d’équilibrage
Détection: DAD 280 nm

ELSD, Gain 9

HRMS, voltage source : 3500 V, Température source: 300 °C,
Fragmentor : 130 V, Gaz séchant : 10 L/min, Nébuliseur : 40 psig, Scan : 70-1200 m/z
(20-1200 en MS/MS), Temps de scan : 200 ms, Energie de collision MS/MS : 10 et 30 eV.

5.2 METHODE 2

Appareillage : Systéme agilent 1200 infinity équipé d'un DAD agilent et d'un ELSD
Sedex 100
Colonne : Acquity UPLC BEH amide ; 100 mm * 2,1 mm * 1,7 um
Température colonne : 50 °C
Volume d'injection : 1 L
Débit : 0,5 mL/min
Phases mobiles: Voie A =90/10 : ACN/Eau +10 mmol NHsOH & pH =9
Voie B = 50/50 : ACN/Eau +10 mmol NHs«OH d pH =9

Gradient :
Minutes % A %B
0 98 2
15 2 98

Duré totale : 25 min + 7 min d'équilibrage
Détection: ELSD, Gain 2

HRMS, voltage source : 3500 V, Température source: 300 °C,
Fragmentor : 130 V, Gaz séchant : 10 L/min, Nébuliseur : 40 psig, Scan : 70-1200 m/z
(20-1200 en MS/MS), Temps de scan : 200 ms, Energie de collision MS/MS : 10 et 30 eV.
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5.3 METHODE 3

Appareillage : Systeme agilent 1200 équipé d'un DAD agilent et d’un ELSD Sedex 100
Colonne : Acquity UPLC BEH amide ; 100 mm * 2,1 mm * 1,7 um
Température colonne : 50 °C
Volume d'injection : 1 L
Débit : 0,2 mL/min
Phases mobiles: Voie A =90/10 : ACN/Eau +10 mmol NHsOH & pH =9
Isocratique :
Minutes % A
0 100
Duré totale : 25 min
Détection: ELSD, Gain 2
HRMS, voltage source : 3500 V, Température source: 300 °C,
Fragmentor : 130 V, Gaz séchant : 10 L/min, Nébuliseur : 40 psig, Scan : 70-1200 m/z
(20-1200 en MS/MS), Temps de scan : 200 ms, Energie de collision MS/MS : 10 et 30 eV.

5.4 METHODE 4

Appareillage : Systéeme agilent 1200 équipé d'un DAD agilent et d’un ELSD Sedex 90

Colonne : Agilent Zorbax Eclipse Plus RRHD silice greffée C18; 50 mm * 2,1 mm * 1,8

um

Température colonne : 40 °C

Volume d'injection : 1 L

Débit : 0,2 mL/min

Phases mobiles: Voie A=10mM Na2HPO4, 10 mM Na2B+O7 pH : 8,2 (dissoudre 1,4 g
de NazHPO4 et 3,8 g de Na2B4O7 dans 1 litre d'eau. Ajouter 1,2 mL
d'HCI concentré, puis ajuster a pH 8,2)
Voie B = Méthanol / acétonitrile / eau (45/45/10)

Gradient :
Minutes %A %B
0 98 2

0,2 98 2
7,67 43 57
8,7 30 70
8,8 0 100
9,4 0 100
9,5 98 2
Duré totale : 13 min
Détection: DAD, 338 nm et 390 nm
Fluo, Gain 10
OPA :de 036,96 min-Em!: 450 nm - Ex2:340 nm
FMOC : & partir de 6,96 min - Em : 325 nm - Ex : 260 nm

1 Em, Emission
2 Ex, Excitation
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5.5 METHODE 5

Appareillage : Systeme agilent 5975N

Colonne : Capillaire 100% Polydiméthylsiloxane (Agilent VE-TMS) 60 m * 0,25 mm * 0,25
um

Température colonne : 250 °C

Volume d'injection : 0,5 L

Débit : Hélium 1 mL/min

Gradient :
Minutes °C
0 70
20 150
60 230
95 320

Duré totale : 95 min
Détection : FID et IE
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6.1 PROCEDURE 1 : QUANTIFICATION DE LA PARTIE LIPIDIQUE

6.1.1 Principe

Caractérisation de la composition lipidique d'extraits a I'aide d'une préparation par
méthylation puis d'une analyse en chromatographie gazeuse.

6.1.2 Matériels

Systeme de chromatographie en phase gazeuse (Agilent GC6890N) avec double
détection MS/FID (Agilent MSD5975).

6.1.3 Réactifs

Tous les produits chimiques et solvants ont été achetés chez Sigma-Aldrich ou VWR.

6.1.4 Protocole
6.1.4.1 Préparation des échantillons

Dans un flacon de 15 mL, 0,6 g ou 0,3 g d’extrait végétal sont solubilisés dans 3 g de
méthanol acidifié avec de I'acide chlorhydrique afin d'obtenir une concentration
finale de 1 mol/L. La solution homogénéisée au vortex est placée a I'étuve a 80 °C
pendant 15 minutes.

Une fois I'échantillon refroidi, la partie apolaire de I'extrait est récupérée par
extraction liquide/liquide avec 3 g de cyclohexane.

La phase organique supérieure est injectée dans le chromatographe en phase
gazeuse.

Ordre Poids (g) [C] Ordre Poids (g) [C]
1 Extrait 0,6 20 % 1 Extrait 0.3 10 %
2 MeOH 2,1 2 MeOH 2.4
3 HCI 0.3 TN 3 HCI 0.3 TN
Total 3 Total 3
Reprise cyclo 3 Reprise cyclo 3

6.1.4.2 Méthode chromatographique

La méthode de chromatographie utilisee est la Méthode 5.
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6.2 PROCEDURE 2 : DOSAGE DES ACIDES AMINES

6.2.1 Principe

Dosage des acides aminés dans les extraits de plantes par étalonnage interne en
chromatographie en phase liquide avec une double détection DAD et fluo.

6.2.2 Matériels

Systeme de chromatographie en phase liquide (Agilent HPLC 1200) comprenant un
systeme de pompage, un injecteur automatique, un compartiment colonne
thermostaté, un détecteur a barrette de diodes et un de fluorescence.

Le systeme doit étre optimisé pour diminuer les volumes morts de la chaine. Utiliser une
chambre de mélange de 200 ul. La colonne doit étre connectée directement a la
sortie de l'injecteur (sans passer par la vanne du four pour colonne). La sortie de la
colonne se connecte directement au DAD puis au fluo.

6.2.3 Réactifs

Tous les produits chimiques et solvants ont été achetés chez Sigma-Aldrich ou VWR.

6.2.4 Protocole
6.2.4.1 Préparation de la gamme

6.2.4.1.1 Solution mére des étalons internes
Dans une fiole de 25 mL, introduire :

e 58 mg de norvaline
e 44 mg de sarcosine
e Ajouter 12 mL d'HCI 0,1 mol/L puis « sonifier » jusqu'a dissolution
e QSP avec del'eau.

6.2.4.1.2 Solution fille des étalons internes
Dans une fiole de 10 mL, introduire :

e 0,1 mL de solution mére
e QSP avec de I'HCI 0,05 mol/L

6.2.4.1.3 Solution mere d'acides aminés :
Dans une fiole de 25 mL, introduire :

e 59 mg d'asparagine

e 59 mg d'hydroxyproline

e 65 mg de glutamine

o 92 mg de tryptophane

e Ajouter 12 mL d'HCI 0,1 mol/L puis « sonifier » jusqu'a dissolution
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e QSP avec de l'equ.

6.2.4.1.4 Solution fille d'acides aminés :
Dans une fiole de 20 mL, introduire :

0,1 mL de solution mere
QSP avec de I'HCI 0,05 mol/L

[}
6.2.4.1.5 Préparation de la gamme d’'étalonnage
Préparer la solution de calibration dans un flacon de 15 mL :

Sol. fille (mL)
0.9

HCI 0,05 mol/L (mL)
0.2

Ampoule a 100 pmol (mL)
0,9

Préparation des points de gamme directement dans les flacons :

Std Sol. calibration (mL) Sol. fille (mL) HCI 0,05 mol/L (mL)
S5 0.9 0.1 =

S3 0.6 0.1 0.3

S2 0.2 0,1 0.7

S1 0.1 0,1 0.8

6.2.4.2 Echantillons a doser :

Dans un flacon de 15 mL:

e Diluer I'échantillon de facon a se frouver dans la gamme de calibration.
Filirer la préparation sur membrane GHP & 0,2 um.
Reprendre 0,9 mL de la préparation dans un flacon. Ajouter 0,10 mL d'étalon

interne. Tenir compte de cette dilution dans I'expression des résultats.

6.2.4.3 Préparation des réactifs de dérivatisation

6.2.4.3.1 o-PhtalAldéhyde (OPA)
L'OPA est commercialisé dans des ampoules de 1 mL sous gaz inerte pour prévenir son
oxydation.

Transférer 'OPA dans un insert et le stocker a 5 °C. Dans ces conditions le réactif est
stable une semaine.

Changer de flacon tous les jours.

6.2.4.3.2 FluorénylMéthOxyCarbonyle (FMOC)
Le FMOC est sensible a I'humidité. Il est commercialisé dans des ampoules de 1 mL.

Transférer le FMOC dans un insert et le stocker & 5 °C. Dans ces conditions le réactif
est stable une semaine.

Changer de flacon tous les jours.
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6.2.4.4 Conditions chromatographiques

6.2.4.4.1 Programme de dérivatisation
e Draw 1.4 ul from borate vial (2) (p/n 5061-3339)
e Draw 1.0 pl from sample vial
e  Mix 2.4 yl in wash port fives times
e  Wait 0.2 minutes
e Draw 0.4 yl from OPA vial (3) (p/n 5061-3335)
e Mix 2.8 ylin wash port 10 times default speed
e Draw 0.4 ul from FMOC vial (4) (p/n 5061-3337)
e Mix 3.2 ylin wash port 10 times default speed
e  Wait 0.2 minutes
e Draw 16 ul from injection diluent vial (5)
e  Mix 19 plin wash port 10 fimes
e Wait 0.1 minutes
e Inject
e Wait 0.1 minutes
e Valve bypass

6.2.4.4.2 Méthode de chromatographie
La méthode de chromatographie utilisée ensuite est la Méthode 4.

6.3 PROCEDURE 3 : DOSAGE DES SUCRES

6.3.1 Principe

Dosage des sucres simples (rhamnose, arabinose, fructose, glucose et sucrose) d’un
extrait botanique par étalonnage externe en HPLC/ELSD.

6.3.2 Matériels

Systeme analytique de chromatographie en phase liquide (HPLC) "Agilent 1200SL"
équipé d'un détecteur a barrette de diodes (DAD) couplé & un détecteur ELSD
(Sedex90, Sedere).

6.3.3 Réactifs

Tous les produits chimiques et solvants ont été achetés chez Sigma-Aldrich ou VWR.

6.3.4 Protocole
6.3.4.1 Préparation de la gamme

Les étalons de calibration sont obtenus par des dilutions (p/p) en cascade dans I'eau,
a partir d'une solution mere (SO) des 5 sucres. Passer les solutions au vortex pendant 1
min pour solubiliser les étalons.
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6.3.4.1.1 Solution meéere

SO Masse étalon (g) Pureté fournisseur [C] SO %
Rhamnose 0,2 299 % 2
Arabinose 0,2 299 % 2

Fructose 0,2 299 % 2
Glucose 0,2 299.5% 2
Sucrose 0,2 299.5% 2
Eau 9.0
Total 10,0

6.3.4.1.2 Gamme de concentrations

Standards S0 (9) S1(9) Eau (g, QSP) [C] %
S1 2,5 - 10 0.5
S2 1.0 - 10 0.2
$3 - 2,0 10 0,1
S4 - 0,4 10 0,02

6.3.4.1.3 Echantillon de qualification (QC)
Un échantillon QC indépendant a 0,1 % est préparée par dilution (p/p) d'une seconde
solution mere a 1% de chacun des sucres (SO').

6.3.4.1.4 Préparation des échantillons

Les extraits & doser sont préparés par solubilisation dans I'eau, 0,5 g d'extrait dans 5 g
d'eau (10 %). Pour faciliter la solubilisation, passer la solution au vortex puis aux ultrasons
pendant environ 15 min. Sila solubilisation est difficile, la solution peut étre préparée a
5 %.

Réaliser trois prises d'essais indépendantes par échantillon.

Prelever et filirer 1 mL d'échantillon sur membrane GHP 0,2 um puis transférer dans un
flacon adapté.

6.3.4.1.5 Méthode chromatographique
La méthode de chromatographie utilisee est la Méthode 3.
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7.1 HARPAGOSIDE COMMERCIAL

HO

HO

Figure 140. Structure de I’harpagoside commercial

Les caractéristiques de I'harpagoside sont décrites ci-apres, ainsi que ses signaux RMN.

Forme : Solide amorphe blanc cassé
Formule brute : C2asHz0011
RMN 'H et 13C (DMSO-ds, 400 MHz et 100 MHz respectivement)

Tableau 131. Attribution des signaux RMN H et 13C (J en Hz) de I'"harpagoside commercial (DMSO-ds,
400 MHz et 100 MHz respectivement)

8¢ &n (Hz) N°C N°H COosy HMBC
Aglycone
22,67 1,57 ;s 10 10 - 8:7:9
46,24 2,04 ;dd (15,29 ; 4,51) 7 7a 7b; 6 10
46,24 2,30;td (15,21 ;1,43 ;1,23) 7 7b 70;6;9 8:6:5:9
55,66 2,97 ;m (1,63 ; 1,50) 9 9 41 5:4:8;1
73,46 - 5 - - -
77,75 3.80;dd (4,61 ;1,23) 6 6 7a;7b 8:5:4
88,81 - 8 - - -
94,68 6,21 ;d (1,50) 1 1 9 5;1";3
106,94 4,97 ;dd (6,48 ; 1,63) 4 4 3:9 3:;9:6
143,96 6,44 ; d (6,44) 3 3 4 4:1:5:9
Glucose

63,04 3,76 ;dd 6' 6'a 6'b; 5 -
63,04 3,97 ;dd 6' 6'b 6'a;’d’ -
71,82 3.36;t 4 4 8 ;& -
74,60 3.25;t 2' 2' 1,3 -
77,70 3.43;t 3 3 24 -
78,20 3.38;m 5’ 5’ 6'a;é'b; 4 -
100,07 4,66 ;d 1 1 2 1:2

Acide caféique
120,18 6,54 ; d (16,20) 7" 7" 8" -
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129,25 7,62 ;: m 2" 2" -
129,25 7.62;m 6" 6" -
130,05 741 ;:m 3" 3" -
130,05 741 ;m 5" 5" -
131,52 7,44 ; m 4" 4" -
135,83 - 1" - -
146,13 7,70 ;d (16,21) 8" 8" 7" PANVAL R
168,75 - 9" - -

\NGharpagoside 28 | 2 288 = 2 2 3 = gKR8ey I 8 5 5
T I RN P [ e 10 T T
, I . ‘ | X I ' ‘ X

1‘70 1‘60 1‘50 1‘40 1‘30 1‘20 1‘10 160 9‘0 éO 7‘0 éO 5‘0 ‘;0 3"0 Z‘O

f1 (ppm)

Figure 141. Spectre RMN 13C de I’harpagoside commercial (DMSO-ds, 100 MHz)
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Figure 144. Spectre RMN COSY de I'harpagoside commercial (DMSO-ds)
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7.2 8-O-ACETYLHARPAGIDE COMMERCIAL

Figure 146. Structure du 8-O-acétylharpagide commercial

Les caractéristiques du composé 3.2 sont décrites ci-apres, ainsi que ses signaux RMN.

Forme : Solide amorphe blanc cassé

Formule brute : Ci17H26O11

HRMS : m/z = 405,1412 : [M-H]-; m/z = 405,1412 : [M-H]-.; m/z = 345,1187 : [M-H-
OCOCHs]-; m/z = 165,0549 : [M-H-20H-OCOCH3-C4H120s5]-; m/z = 119,0512 :
[Aglycone]-

RMN H et 13C (DMSO-ds, 500 MHz et 125 MHz respectivement)

Tableau 132. Attribution des signaux RMN H et 13C (J en Hz) du 8-O-acétylharpagide commercial
(DMSO-ds, 500 MHz et 125 MHz respectivement)

&c &1 (Hz) N°C N°H COSsY HMBC
Aglycone
22,50 1,46 ;s 10 10 - 7:9:8
46,05 1,95;dd (15,1 ; 4,5) 7 74 7b; 6 10
46,05 2,17 ;1td (15,27 ; 1,24) 7 7b 70;6:9 92:5:6:8
55,52 2,85;dd (1,5;1) 9 9 4;1 5:8:1:4
73,32 - 5 - -
77,68 3,71 ; m (4,6) 6 6 7a;7b 9:8:4
88,64 - 8 - - -
94,53 6,07 ;d (1) 1 1 9 4;1;5
106,93 4,91;dd (6.4;1.,5) 4 4 3:9 9:6;3
143,86 6,38 ; d (6.,4) 3 3 4 5;1";3
Acétyl
22,20 2,02;s 12 12 - 11
173,32 - 11 - - -
Glucose

62,87 3,69 ;m (12) 6' 6'a 6'b; 5’ 5 ;4
62,87 3.89;dd (12;1.,4) 6’ 6'b 6'a; b’ 4
71,72 3.30;m 4 4 3,95 -
74,57 3,20 ;dd (9.17 ; 8,08) 2’ 2 31 1,3
77,68 3.38;1(9,17) 3 3 2,4 -
78 21 3.31;m 5’ 5’ 4';6'a;6'b -

99.92 4,59 ;. d (7.92) K T 2' 1:;2
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Figure 151. Spectre RMN HMBC du 8-O-acétylharpagide commercial (DMSO-ds)

7.3 COMPOSE 3.1 (HARPAGIDE)

Figure 152. Structure du composé 3.1 (harpagide)

Les caractéristiques du composé 3.1 sont décrites ci-apres, ainsi que ses signaux RMN.

Forme : Solide amorphe blanc cassé
Formule brute : CisH24010

HRMS : m/z = 363,1300 : [M-H]-; m/z = 201,0759 : [M-CsH100s]-; m/z = 165,0549 : [M-

Ce¢H1205-2H20]-
RMN 'H et 13C (CD3OD, 400 MHz et 100 MHz respectivement)
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Tableau 133. Attribution des signaux RMN 'H et 13C (J en Hz) du composé 3.1 (CD3OD, 400 MHz et 100
MHz respectivement)

&c &u (Hz) N°C N°H COosy HMBC
Aglycone

24,93 1.38;s 10 10 -

47,28 1.8;dd 7 74 7b; 6

47,28 2,08 ;1d 7 7b 70;6;9

59,65 2,67 ;dd (1,34;0,74) 9 9 41

72,49 - 5 - -

78,18 - 8 - -

78,31 3.59;m 6 6 7a;7b ;4

93,25 5,89 ;d (0,74) 1 1 9 5;1';8

108,45 4,89 ;dd (6.41;1,34) 4 4 3.9 3:9.:8

142,56 6,37 ; d (6,38) 3 3 4 1:5;4

Glucose

62,86 3.4;dd 6’ 6'a 6'b; 5

62,86 3.7 ;dd 6' 6'b 6'a;d’

71,81 3.11;+1 4 4 SO

74,55 2,991 2 2 31

77,59 3.18 ;1 & & 24

78,24 3.15;m 5’ 5’ 4';6'a;6'b 5 ;4" 6

99.41 4,4;d 1 1 2 1;2';5
s s o oo
MeoD e e Il
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Figure 153. Spectre RMN 13C du composé 3.1 (CDsOD, 100 MHz)
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7.4 COMPOSE 3.2 (8-O-ACETYLHARPAGIDE)

Figure 158. Structure du composé 3.2 (8-O-acétylharpagide)

Les caractéristiques du composé 3.2 sont décrites ci-apres, ainsi que ses signaux RMN.

Forme : Solide amorphe blanc cassé

Formule brute : Ci7H260m

HRMS : m/z = 405,1412 : [M-H]; m/z = 345,1187 : [M-HOCOCHSz3] ; m/z = 165,0549 : [M-
HOCOCHs-C¢H120¢]

RMN H et 13C (DMSO-ds, 400 MHz et 100 MHz respectivement)

Tableau 134. Attribution des signaux RMN H et 13C (J en Hz) du composé 3.2 (DMSO-ds, 400 MHz et 100
MHz respectivement)

8¢ &u (Hz) N°C N°H COosY HMBC
Aglycone
22,04 1.38;s 10 10 - 8:5:7
44,51 1.8;dd (14,64 ; 4,59) 7 7a 7b ;6 10:9:5:6:8
44,51 2,08 ;td (14,64 ;2,09 ;0,99) 7 7b 70;6;9 10;6:;9:8:5
54,27 2,67 ;dd (1,54 ;1,54) 9 9 4;1 8:5:;4;1;10
71,13 - 5 - - -
75,63 3.59 :m (4,59 ; 2,09) 6 6 7a:7b -
86,30 - 8 - -
92,43 5,89 ;d (1,54) 1 1 9 5;3:1°:8
107,37 4,89 ; dd (6,3 ;1,54) 4 4 3,9 3:9:6
141,11 6,37 ;d (6,3) 3 3 4 1;5:;4:9
Acétyl
21,99 1.95:s 12 12 - 11:8;10
170,05 - 11 - - -
Glucose

61,09 3.4;dd (11,63 ;5,82) 6’ é6'a 6'b; 5 -
61,09 3.7 ;dd (11,63 ;2,07) 6’ é6'b é6'a; b’ -
70,12 3.11;1(8,97;8,72) 4 4 3.5 -
73,02 2,99:1(9.07 ;7.92) 2’ 2' 30 6.5
76,14 3.18 ;1 (9,07 ; 8,97) 3’ 3’ 24 -
7709 3.15;m (8,72;5,82;2,07) 5 5’ 4';6'a;éb -

97.26 4,4.d(7.92) K T 2' -
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Figure 159. Spectre RMN 13C du composé 3.2 (DMSO-ds, 100 MHz)
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Figure 161. Spectre RMN HSQC du composé 3.2 (DMSO-de)
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Figure 163. Spectre RMN HMBC du composé 3.2 (DMSO-ds)

7.5 COMPOSE 3.4 (ECHINACOSIDE)
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Figure 164. Structure du composé 3.4 (échinacoside)
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Les caractéristiques du composé 3.4 sont décrites ci-apres, ainsi que ses signaux RMN.

Forme : Solide amorphe blanc cassé
Formule brute : CasHsO20
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HRMS : m/z = 785,2565 : [M-H]-; m/z = 623,2334 : [M-CyH7O3]-; m/z = 461,1754 : [M-
CoH703-CsH100s]-; m/z = 315,1143 : [M-CoH703-CeH1005-CeH1004]- ; m/z = 153,0557 : [M-
CoH703-CsH1005-CsH1004-C¢H1005]-

RMN H et 13C (CD3OD, 500 MHz et 125 MHz respectivement)

Tableau 135. Attribution des signaux RMN 'H et 13C (J en Hz) du composé 3.4 (CD3OD, 500 MHz et 125
MHz respectivement)

&c 61 (Hz) N°C N°H COosy
Aglycone
36,52 2,8;td (7.2;3,4) 7 7 8a; 8b
72,21 3.72; m 8 8a 8a;7
72,21 4,05; m 8 8b 8b;7
116,29 6,68 ; d (8,0) 5 5 6
117,14 6,71 ;d (2,0) 2 2 6;2
121,27 6,57 ;dd (8.1;2,0) 6 6 5
131,56 - 1 - -
146,66 - 4 - -
146,11 - 3 - -
Acide caféique
114,44 6,27 ;d (15,9) 8" 8" 7"
115,18 7,06 ;d (1.,9) 2" 2" 6"
116,52 6,78 ;d (8.2) 5" 5" 6"
123,21 6,96;dd (82;1,9) 6" 6" 5" ;2"
127,63 - ™ - -
146,86 - 3" - -
148 7.6;d (15,9) 7" 7" 8"
149,82 - 4" - -
168,23 - 9" - -
Glucoses
62,33 3.62; m 6' 6'a 6'b; 5’
62,33 3.65; m 6' 6'b -
62,84 3.71;m G6 Géa Géb ; G5
62,84 3,81 ;m G6 Géb Géa ; G5
70,43 3,81 ;m G4 G4 -
70,43 4,93 ;1(9.4) 4 4 5';6'a;6'b
74,87 3,46;dd (9.7:;3.4) G5 G5 -
75,97 3,54; m 5’ 5’ -
76,14 338:;dd (9.1:;8,1) 2 2 1,3
76,96 3,52; m G2 G2 -
82,96 3.99:m G3 G3 -
83,04 3.77 ;1 & 3’ 2,4
104,13 4,38 ;d (7.9) 1 1 2
107,59 4,35;d (7.7) Gl Gl Gl
Rhamnose
18,44 1,05 ; d (6.2) R6 R6 RS
70,37 3,54; m RS RS -
71,82 3,65; m R3 R3 -
72,82 3,.58; m R2 R2 R1;R3
74,13 3.27 ;1 (9.,64) R4 R4 R3; RS

102,4 557 :d (1) Rl RI R2
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Figure 166. Spectre RMN 'H du composé 3.4 (CDsOD, 500 MHz)



[l

| ﬂ'ﬁ

L

Lo i

A

— @GHSQC_couleur MeOD /opt/topspin medchem 9

Caractérisation

OV P

ANG-1725_EXin_F5f6_P1f15

{3.31,49.00{‘

5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0
2 (ppm)

Figure 167. Spectre RMN HSQC du composé 3.4 (CD3OD)

U I

ANG-1725_EXin_F5f6_P1f15

@GCOSY MeOD /opt/topspin medchem 9

{3,31,3.3&
=g
oF
-

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5
2 (ppm)

Figure 168. Spectre RMN COSY du composé 3.4 (CD3OD)

r20

r30

r40

50

r60

r70

80

90

r100

ri1o

ri120

r130

140

150

r160

f1 (ppm)

f1 (ppm)

Page | 212



Caractérisation

7.6 COMPOSE 3.5 (VERBASCOSIDE)

oy
“/oH

Figure 169. Structure du composé 3.5 (verbascoside)
Les caractéristiques du composé 3.5 sont décrites ci-apres, ainsi que ses signaux RMN.

Forme : Solide amorphe blanc cassé

Formule brute : C29H36O15

HRMS : m/z = 623,1975 : [M-H]-; m/z = 461,1719 : [M-CyH;03]-; m/z = 315,1121 : [M-
CoH7O3-CsH1004]- ; m/z = 153,0566 : [M-CsH703-C¢H1004-CsH1005]-

RMN H et 13C (CD3OD, 500 MHz et 125 MHz respectivement)

Tableau 136. Attribution des signaux RMN H et 13C (J en Hz) du composé 3.5 (CD3OD, 500 Mhz et 125
MHz respectivement)

&c 61 (Hz) N°C N°H COosY HMBC
Aglycone
36,58 28;m 7 7 8a; 8b 1:6:2:8
72,27 3.72;m 8 8a 8a;7 7.G1;1
72,27 4,05; m 8 8b 8b;7 7:G1:1
116,29 6,68 ; d (8) 5 5 6 1:3
117,10 6,70 ;d (1,9) 2 2 6;2 6:;4:3;1;7
121,25 6,57 ;dd (8;1,9) 6 6 5 7:4;2
131,46 - 1 - - -
146,70 - 4 - - -
146,15 - 3 - - -
Acide caféique
114,70 6,27 ;d (15,9) 8" 8" 7™ o
115,21 7,06 ;d (1,8) 2" 2" 6" 6" ;7" 4" ;3"
116,50 6,78 ;d (8,2) 5" 5" 6" 43" e
123,21 6,96 ;dd (8,2;1,8) 6" 6" 5" ;2" 4", 72 5
127,67 - 1" - - -
146,86 - 3" - - -
148,01 7.6 ;d (15,9) 7" 7" 8" oMM, 6", 8"
149,81 - 4" - - -
168,28 - 9" - - -
Glucose

62,38 3.53;m 6’ 6'a - -
62,38 3.62; m 6’ 6'b 6'a; 4

70,59 4,931 (9,40) 4' 4' 3;5 6:;3:5:9"
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76,07 3.54; m 5’ 5’ - ;4
76,23 3,38;dd (9.30;7.,9) 2 2 1";3 3,1
81,64 3,80 ;1(9,27) 3’ 3’ 2,4 R1;2 ;4
104,23 4,38 ;d (7.9) 1 1 2 8:;5
Rhamnose
18,45 1,10;d (6,17) R6 R6 R5 R4 ;RS
70,43 3.58; m R5 R5 - -
72,06 3.58;m R3 R3 - -
72,36 3,92;dd (3,39;1,76) R2 R2 R1;R3 R3; R4
73,80 3,27 ;1 (9.,59) R4 R4 R3 ;RS R6;R5;R3
103,04 519 ;d (7,94) R1 R1 R2 3';R5;R3
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Figure 170. Spectre RMN 13C du composé 3.5 (CDsOD, 125 MHz)
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Figure 171. Spectre RMN 'H du composé 3.5 (CD3OD, 500 MHz)
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Figure 172. Spectre RMN HSQC du composé 3.5 (CD3OD)
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Figure 173. Spectre RMN COSY du composé 3.5 (CD30OD)
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Figure 174. Spectre RMN HMBC du composé 3.5 (CD3OD)
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7.7 COMPOSE 3.7 (TEUPOLIOSIDE)

Figure 175. Structure du composé 3.7 (teupolioside)

Les caractéristiques du composé 3.7 sont décrites ci-apres, ainsi que ses signaux RMN.

Forme : Solide amorphe blanc cassé

Formule brute : CasHO20

HRMS : m/z = 785,2565 : [M-H]-; m/z = 623,2334 : [M-CyH7O3]-; m/z = 461,1754 : [M-
CoH7O3-CsH100s]-; m/z = 315,1143 : [M-CoH703-C¢H1005-CsH1004]- ; m/z = 153,0566 : [M-
CoH703-CsH1005-CsH1004-CsH100s]-

RMN 'H et 13C (CDsOD, 500 MHz et 125 MHz respectivement)

Tableau 137. Attribution des signaux RMN TH et 13C (J en Hz) du composé 3.7 (CDsOD, 500 MHz et 125
MHz respectivement)

8¢ &1 (Hz) N°C  N°H cosy HMBC
Aglycone
36,53 2,79 ;td (7,2 ; 3.4) 7 7 8a; 8b 1,6:;8:2
72,22 3.72;m 8 8a 8a;7 7151
72,22 4,05;m 8 8b 8b;7 7.1
116,29 6,67 ; d (8,0) 5 5 6 6;1:;4:3
117,15 6,71 ;d (1,9) 2 2 6;2 7:6:4;3;1
121,26 6,57 ;dd (8,1;1,9) 6 6 5 7:4:5;2
131,16 - 1 - - -
144,69 - 4 - - -
146,14 - 3 - - -
Acide caféique

114,41 6,26 ;d (15,9) 8" 8" 7" 19"
115,04 7,05;d(1.,9) 2" 2" 6" 6" ;3" ;7" ;4"
116,55 6,77 ;d (8,2) 5" 5" 6" A
123,28 6,95;dd (8.2;1.,9) 6" 6" 5" 2" 4" ;5" ;7" ;2"

127,39 - 1 - - -
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147,06 - 3" - - -

148,11 7,59 ;d (15,9) 7" 7" 8" 96" ;2" ;1 ; 8"

168,29 - 9" - - -

Glucoses

62,33 3,62; m 6’ 6'a 6'b ;5 4’

62,33 3,65;:m 6’ 6'b - -

62,84 371;m G6 Géa Géb ; G5 -

62,84 3.81;m G6 Géb Géa ; G5 -

70,43 381;m G4 G4 - -

70,43 4,93 :1(9,3) 4’ 4’ 5;6'a;6'b 9";6;5 ;3

72,82 3,58 ; m G3 G3 - G5

7487 346:dd (9.7:3.4) G5 G5 - -

75,97 3,54; m 5’ 5’ - -

76,14 3,38;dd (9,0;8.1) 2' 2' 13 -

76,96 3,52; m G2 G2 - -

83,04 3,77 ;1 3’ 3’ 2,4 R1:;4" ;2

104,13 4,38 ;d (7.9) 1’ 1’ 2' 8,2

107,59 435:d (7.7) Gl Gl GI G3;R2

Rhamnose

18,44 1,05:d (6,2) R6 Ré R5 R4 ;R5

70,37 3,54 ; m R5 RS - -

71,82 3,65;: m R3 R3 - R4 ;R5;

7413 3.27 ;1 (9.,61) R4 R4 R3 ;RS R5;R3

82,96 3,98;dd (3,70;1,68) R2 R2 - G1;R3;R4

102,4 557:d(1,1) R RI R2 3':R3:R5
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Figure 176. Spectre RMN 13C du composé 3.7 (CD3OD, 125 MHz)
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Figure 177. Spectre RMN 'H du composé 3.7 (CD3OD, 500 MHz)
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Figure 179. Spectre RMN COSY du composé 3.7 (CD30OD)
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[

[C]. Concentration molaire

A

All, A12, A13, A21, A22, A23,
A31, A32, A33, Test du
nombre d'autophagosomes

AA, Acides Aminés

Ac., Acide

ACN, Acétonitrile

AcOEt, Acétate d'éthyle

AO, Acide Organique

Aq, Phase polaire

ARNmM, Acide ribonucléique
messager

ATG, Autophagosomes

F

FC. Flash Chromatography
(Chromatographie sur
colonne)

FID, Free Induction Decay
(Détecteur & lonisation de
Flamme)

FMOC,
FluorénylMéthOxyCarbonyle

MP, Matiere premiére

MS, Mass Spectrometry
(Spéctrométrie de Masse)

MtBe, Méthyl tert-butyl éther

C

CEA, Commissariat a I'énergie
atomique et aux énergies
alternatives

CIF, Crystallographic Information
File (Fichier d'informations
structurale)

CMBA, équipe de Criblage de
Molécules BioActives

CNRS, Centre National de la
Recherche Scientifique

COSY, Correlation SpectroscopY
(Spectroscopie de
corrélation)

CT1, CT2, CT3, Test de
cytotoxicité sur lignée
HEK293T

CV, Coefficient de Variation

G

GC, Gas Chromatography
(Chromatographie Gazeuse)

GPS, Global Positioning System
(Systeme de positionnement
par satellites)

N

NF1, NF2, NF3, Test de
franslocation NFkB

NFkB, Nuclear Factor-kB

NHEK, Normal Human Epidermal
Keratinocytes (Kératinocytes
épidermiques humains sains)

D

DAD, Diode Array Detector
(Détecteur & barrette de
Diode)

DCQ, Dicaféoylquinique

DMSO, Diméthylsulfoxyde

DPM, Département de
Pharmacochimie Moléculaire

H

Hex, Hexose

HILIC, Hydrophilic Interaction
Liquid Chromatography
(Chromatographie Liquide
d’Interaction Hydrophile)

HMBC, Heteronuclear Multiple
Bond Coherence (Corrélation
hétéronucléaire & travers
plusieurs liaisons)

HPLC, High Performance Liquid
Chromatography
(Chromatographie Liquide &
Haute Performance)

HPTLC, High-Perfomance Thin-
Layer Chromatography
(Chromatographie en
couche mince a haute
performance)

HRMS, High Resolution Mass
Spectrometry (Spéctrométrie
de Masse Haute Résolution)

HSQC, Heteronuclear Single
Quantum Coherence
(Corrélation quantique
unique hétéronucléaire)

o

ONG, Organisation Non
Gouvernementale
OPA, o-PhtalAldénhyde

P

PACA, Provence-Alpes-Cote-
d'Azur

Pent, Pentose

ppm, Partie par million

Q

QC, Quality Control (Echantillon
de quilification)

QSP, Quantité suffisante pour

R

R&D, Recherche &
Développement

R1, R2, R3, Test de cytotoxicité
sur lignée MES-SA

Rha, Rhamnose

RMN, Résonance Magnétique
Nucléaire

RR1, RR2, RR3, Test de
cytotoxicité sur lignée MES-SA
DX5

Rut, Rutinose

E

ELSD, Evaporative Light-
Scattering Detection
(Détecteur Evaporatif &
Diffusion de la Lumiére)

Em, Emission

EtOH, Ethanol

Ex, Excitation

EX2, Extrait deux

|

ICMG, Institut de Chimie
Moléculaire de Grenoble

ID, Identity (Identité du
composé)

IL1, IL2, IL3, Test d'induction IL-8

IL-8, Interleukine-8

Int, Phase infermédiaire

S

SAJF, Station Alpine Joseph
Fourier

Sol., Solution

Std, Standard

T

T1, T2, T3, Test de l'inhibition de la
tyrosinase
Tr, Temps de rétention

M

MeOH, Méthanol

u

UV, Ultraviolet
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8.1 ANNEXE 1 : TABLEAU DE RECOLTES

Nom latin

Achillea nana L.

Aconitum vulparia L.

Ajuga pyramidalis L.

Alchemilla alpina L.

Antennaria carpatica
Bluff. & Fingherh.

Antennaria dioica (L.)
Gaerin.

Artemisia genipi Weber

Asphodelus albus L.
subsp. delphinensis (Gr.
& Godr.) Diaz Lifente

Astragalus
monspessulanus L.

Nom francais Famille

Achillée naine Asteraceae

Aconit fue-loup  Ranunculaceae

Bugle .
. Lamiaceae
pyramidale
Alchimille des
Rosaceae
Alpes
Antennaire des
Asteraceae
Carpates
Anfennaire
dioique, Pied de Asteraceae
chat
Génépi noir Asteraceae

Asphodele d
SPNo e.e, v Asphodelaceae
Dauphiné
Astragale de

. Fabaceaoe
Montpellier

Parties utilisées

Sommités
fleuries, feuilles

Plante trés
toxique

Plante fleurie

Toute la plante
(été)
Capitules
femelles séchés

Capitules
femelles séchés
Plante fleurie,
racine (été)

Tubercules
(comestibles
bouillis)

Racines

Propriétés supposées (in lit.)

Apéritif, emménagogue, fébrifuge,
stomachique

Analgésique, paralysie respiratoire et
cardiaque
Astringente, tonique, fébrifuge, utilisé
historiguement contre la goute et
l'asthme

Antidiarrhéique, astringent, diurétique,

hémolytique (moutons)

Antiseptique, béchique, cholagogue,

expectorant, vulnéraire

Antiseptique, béchique, cholagogue,

expectorant, vulnéraire

Emménagogue, apéritif,
stomachique, tonique, vulnéraire

Diurétique, utilisé en cataplasme
contre ulceres et gale.

Diurétique, sudorifique, utilisé contre
rhumatisme, goutte, syphilis,
dermatoses...

Notes
Native mais pas
dans le secteur

Lautaret,
protégée.
Fréquent

Assez fréquent

Fréquent

Assez fréquent

Fréquent

Difficile d'acces

Fréquent

Fréquent

Culture

Facile

Facile

Facile

Facile

Lente

Facile
Difficile en
grand mais

déja faite

Facile

Facile



Astragalus onobrychis L.

Cota tinctoria (L.) J. Gay

Epilobium angustifolium
L.

Narcissus poeticus L.

Rosa pendulina L.

Salvia aethiopis L.

Trifolium alpinum L.
Trollius europaeus L.

Astragale faux-
sainfoin

Anthémis des
teinturiers
Epilobe a feuilles
étroites
Narcisse des
poéetes

Rosier des Alpes

Sauge d’'Ethiopie

Tréfle des Alpes
Trolle d'Europe

Fabaceae

Asteraceae

Onagraceae

Amaryllidaceae

Rosaceae

Lamiaceae

Fabaceae
Ranunculaceae

Annexes

Racines

Pante fleurie

Racine, fleurs,
feuilles séchées
Bulbe (plante
toxique)
Pétales,
cynorhodons,
Riche en
Vitamine C
Sommités
fleuries
Fleurs
Racines

Diurétique, sudorifique, utilisé contre
rhumatisme, goutte, syphilis,
dermatoses...

Apéritif, détersif, vulnéraire

Astringent, émollient, hémostatique,
vulnéraire

Emétique puissant

Astringent, diurétique, laxatif, tonique,

vulnéraire

Stimulant, stomachique

Anti-inflammatoire, vulnéraire
Purgatif, révulsif

Fréquent

Fréquent
(Briangon)

Fréquent

Fréquent

Fréquent

Fréquent

Fréquent
Fréquent

Facile

Facile
(bisann.)

Facile

Facile
(bulbes)

Arbuste,
lente

Facile,
(bisann.)
Facile
Facile

Page | 232



Annexes

8.2 ANNEXE 2 : LISTE DES SYNONYMES

Achillea nana L.

Aconitum lycoctonum subsp.
vulparia (Rchb.) Nyman

Ajuga pyramidalis L.

Alchemilla alpina L.

Achillea lanata Lam., Ptarmica nana (L.) DC.

Aconitum paniculatum var. penninum Ser., Aconitum altissimum Mill.,
Aconitum croaticum Degen & Gdyer, Aconitum gracilescens Gdyer,
Aconitum lasianthum (Rchb.) Simonk., Aconitum lasiostomum f.
velutinum Rchb., Aconitum laxiflorum (DC.) Rchb., Aconitum
pauciflorum Host, Aconitum penninum (Ser.) Gdayer, Aconitum
puberulum (Ser.) Gdyer, Aconitum thalianum (Wallr) Gdayer,
Aconitum thelyphonum Rchb., Aconitum velebiticum Degen ex
Gdyer, Aconitum velutinum (Rchb.) Grin., Aconitum vulparia Rchb.,
Aconitum alfissimum subsp. penninum (Ser.) Holub, Aconitum
lycoctonum subsp. croaticum (Degen & Gdyer) Graebn. & P.
Graebn., Aconitum lycoctonum subsp. gracilescens (Gayer) Graebn.
& P. Graebn., Aconitum lycoctonum subsp. lasianthum (Rchb.)
Graebn. & P. Graebn., Aconitum lycoctonum subsp. pauciflorum
(Host) Graebn. & P. Graebn., Aconitum lycoctonum subsp. penninum
(Ser.) Graebn. & P. Graebn., Aconitum lycoctonum subsp. puberulum
(Ser.) Graebn. & P. Graebn., Aconitum lycoctonum subsp. thalianum
(Wallr.) Graebn. & P. Graebn., Aconitum lycoctonum var. altissimus
(Mill.) DC., Aconitum lycoctonum subsp. vulparia (Rchb. ex Spreng.)
Nyman, Aconiftum lycoctonum var. laxiflorum DC., Aconitum vulparia
var. gracilescens (Gdyer) P. Fourn., Aconitum vulparia var. lasianthum
(Rchb.) P. Fourn., Aconitum vulparia var. penninum (Ser.) P. Fourn.,
Aconitum vulparia var. puberulum (Ser.) P. Fourn., Aconitum vulparia
var. thalianum (Wallr.) P. Fourn., Aconitum vulparia subsp. croaticum
(Degen & Gdayer) Hayek, Aconitum vulparia subsp. pauciflorum (Host)
Gayer, Aconitum vulparia subsp. penninum (Ser.) GAyer, Aconitum
vulparia subsp. puberulum (Ser.) Gdyer, Aconitum vulparia subsp.
thalianum (Wallr.) Vollm., Aconitum aegophonum Rchb., Aconitum
alienum Rchb., Aconitum arctophonum Reichb., Aconitum
baumgarteni Schur, Aconitum baumgartenianum Simonk., Aconitum
boreale Ser. ex Reichb., Aconitum cynoctonum Reichb., Aconitum
dissectum Tausch ex Reichb., Aconitum excelsum Turcz., Aconitum
galectonum Reichb., Aconitum galeriflorum Stokes, Aconitum
jacquinianum Host, Aconitum lagoctonum Reichb., Aconitum luparia
Reichb., Aconitum lupicida Reichb., Aconitum melocfonum Reichb.,
Aconitum myoctonum Reichb., Aconitum pallidum Reichb.,
Aconitum perniciosum Reichb., Aconitum phthora Reichb., Aconitum
rectum Bernh. ex Reichb., Aconitum strictissimum Reichb., Aconitum
therioohonum Reichb., Aconitum tenuisectum Schur, Aconitum
theriophonum Reichb., Aconitum toxicarium Salisb., Aconitum
fragoctonum Reichb., Aconitum transilvanicum Lerch. ex Schur,
Aconitum friste Fisch. ex Steud., Aconitum zooctonum Reichb.,
Delphinium lycoctonum Baill., Lycoctonum paishanense Nakai,
Lycoctonum sylvaticum Fourr.

Teucrium pyramidale (L.) Crantz, Bugula pyramidalis (L.) Mill., Bulga
pyramidalis (L.) Kuntze, Ajuga genevensis subsp. pyramidalis (L.)
Bonnier & Layens, Ajuga vulgaris subsp. pyramidalis (L.) Rouy
Alchemilla viridicans Rothm., Alichemilla alpina var. angustifolia Buser,
Alchemilla alpina subsp. glomerata (Tausch) Camus, Alchemilla
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Antennaria carpatica
(Wahlenb.) Bluff. & Fingherh.

Antennaria dioica (L.) Gaertn.

Artemisia genipi Weber

Asphodelus albus L. subsp.
delphinensis (Gr. & Godr.)
Diaz Lifente

Astragalus monspessulanus L.

Astragalus onobrychis L.

Annexes

anisiana Wettst., Aichemilla argentea Lam., Alchemilla glomerata E.
G. Camus, Potentilla viridicans (Rothm.) Christenh. & Vare
Antennaria carpatica subsp. Carpatica, Antennaria carpatica subsp.
helvetica (Chrtek & Pouzar) Chrtek & Pouzar, Gnaphalium
carpaticum Wahlenb.

Antennaria dioica var. borealis E.G.Camus, Antennaria dioica var.
discolor Rouy, Antennaria dioica var. gallica E.G.Camus, Antennaria
dioica var. hyperborea Lang, Antennaria foenina H. S. Pak,
Antennaria hibernica Br.-Bl., Antennaria hyperborea D. Don,
Antennaria insularis Greene, Antennaria insulensis H. S. Pak,
Antennaria montana Gray, Antennaria nigritella H. S. Pak, Antennaria
parviflora Nutt., Antennaria zosonia H. S. Pak, Chamaezelum dioicum
(L.) Link, Cyttarium dioicum (L.) Peterm., Gnaphalium alpinum Asso ex
DC., Gnaphalium boreale Turcz. ex DC., Gnaphalium dioicum L.,
Gnaphalium hyberboreum Winch ex DC., Gnaphalium pes-cati
Garsault, Margaritaria simplex Opiz

Absinthium spicatum (Wulfen) Dulac, Artemisia bocconei All.,
Artemisia genipi var. accedens Rouy, Artemisia genipi subsp. foliosa
Giacom. & Pignatti, Arfemisia genipi subsp. genipi

Asphodelus delphinensis Gren. & Godr.,, Asphodelus albus f.
delphinensis (Gren. & Godr.) Asch. & Graebn., Asphodelus albus var.
delphinensis (Gren. & Godr.) Rouy, Asphodelus albus f. monticola
(Jord.) Asch. & Graebn., Asphodelus albus var. monticola (Jord.)
Rouy, Asphodelus albus f. neglectus (Schult. & Schult.f.) Asch. &
Graebn., Asphodelus albus var. neglectus (Schult. & Schult.f.) Nyman,
Asphodelus albus f. pyrenaicus (Jord.) Asch. & Graebn., Asphodelus
albus var. pyrenaicus (Jord.) Rouy, Asphodelus albus subsp.
subalpinus Nyman, Asphodelus monticola Jord., Asphodelus
neglectus Schult. & Schult.f., Asphodelus pyrenaicus Jord., Asphodelus
subalpinus Gren. & Godr.,

Astragalus  monspessulanus  var.  monspessulanus,  Asfragalus
monspessulanus var. alpinus Foucault, Astragalus monspessulanus var.
canescens Boiss., Astragalus monspessulanus subsp. illyricus (Bernh.)
Chater, Asfragalus monspessulanus subsp. gypsophilus Rouy
Astragalus banaticus Heuff.,, Astragalus chlorocarpus Griseb.,
Asfragalus circassicus Grossh., Astragalus dacicus Heuff., Asfragalus
linearifolius  Pers., Astragalus onobrychis var. microphyllus Ser.,
Astragalus pancicii Heuff., Astragalus pseudohirsutus Nydr., Astragalus
rochelianus Heuff. ex Griseb. & Schenk, Astragalus skorpilii Velen.,
Asfragalus sofianus Velen., Astragalus stenophyllus Schur, Astragalus
arenarius var. multijugus Rochel, Astragalus atrocarpus Chamberlain
& Matthews, Astragalus borysthenicus  Klokov,  Astragalus
chaldiranicus Kit Tan & F. Sorger, Astragalus chlorocarpus f. albiflorus
Vandas, Astragalus dacicus Heuff., Astragalus goktschaicus Grossh.,
Asfragalus  kitianus Sorger, Astragalus kosmaljanicus Rzazade,
Astragalus linearifolius Pers., Astragalus moldavicus (DC.) Steud.,
Asfragalus onobrychis f. albiflorus (Schur) Gusul., Astragalus
onobrychis var. albiflorus Schur, Astragalus onobrychis var. alpinus
DC., Astragalus onobrychis var. banaticus Rochel, Astragalus
onobrychis f. brevifoliatus (Grecescu) Gusul., Astragalus onobrychis
var. brevifoliatus Grecescu, Asfragalus onobrychis var. chlorocarpus
(Griseb.) Boiss., Astragalus onobrychis subsp. chlorocarpus (Griseb.) D.
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Cirsium spinosissimum (L.)
Scop.

Cota tinctoria (L.) J. Gay

Epilobium angustifolium L.

Annexes

K. Pavlova & S. Kozhuharov, Astragalus onobrychis var. ernesti-mayeri
Vasic, Asfragalus onobrychis subsp. goktschaicus (Grossh.) Ponert,
Astragalus onobrychis f. grandiflorus Savul. & Rayss, Astragalus
onobrychis f. kraljevensis Novak, Astragalus onobrychis f. leucanthus
Beck, Astragalus onobrychis f. linearifolius (Pers.) Asch. & Graebn.,
Astragalus onobrychis var. linearifolius (Pers.) Ledeb., Asfragalus
onobrychis subsp. linearifolius (Pers.) S. Kozhuharov & D. Pavlova,
Astragalus onobrychis f. microphylhts (DC.) Gusul., Astragalus
onobrychis f. moldavicus (DC.) Gusul., Asfragalus onobrychis var.
moldavicus DC., Astragalus onobrychis var. multijugus (Rochel) Hayek,
Astragalus onobrychis var. purpurascens Rchb., Astragalus onobrychis
var. rigidus Schur, Astragalus onobrychis f. rochelianus (Heuff.) Asch. &
Graebn., Astragalus onobrychis var. rochelianus (Heuff.) Beck,
Asfragalus onobrychis var. skorpili (Vel.) S. Vulevin, Asfragalus
onobrychis subsp. skorpili (Velen.) S. Kozhuharov & D. Pavilova,
Astragalus onobrychis var. sofianus (Velen.) Stoj. & Stef., Astragalus
onobrychis var. stenophyllus Grecescu, Astragalus onobrychis var.
stenophyllus Schur, Astragalus onobrychis var. stipulaceus DC.,
Asfragalus onobrychis var. varnensis (Davidov) Stoj. & Stef., Asfragalus
onobrychis var. wagneri Jav., Astragalus parvifolius Formanek,
Astragalus pseudonobrychis Andrz., Astragalus rasmontii Podlech,
Astragalus troitzkii Grossh., Astragalus varnensis Davidov, Macrosema
onobrychis (L.) Stev., Tragacantha onobrychis (L.) Kuntze

Carduus comosus Lam., Carduus spinosissimus (L.) Vill., Carthamus
involucratus Lam., Cirsium spinosissimum subsp. Spinosissimum,
Carduus glaber Steud., Carthamus involucratus Lam., Cirsium caput-
medusae Schur ex Nym., Cirsium cervini Koch, Cirsium controversum
DC., Cirsium hallerianum Gaudin, Cirsium purpureum All., Cirsium
spitzelii Sch. Bip. ex Nym., Cnicus purpureus (All.) Bertol., Cnicus
spinosissimus L.

Anthemis tinctoria L., Chamaemelum tinctorium (L.) All., Matricaria
finctoria (L.) Baill., Anacyclus tinctorius (L.) G. Sampaio, Anthemis
brachyglossa C. Koch, Anthemis chrysantha Schur, Anthemis
coarctata Sibth. & Sm., Anthemis debilis Fedorov, Anthemis discoidea
Willd., Anthemis kelwayi Hort. ex L. H. Bailey & N. Taylor, Anthemis
kochiana Sosn., Anthemis maris-nigri Fedorov, Anthemis maritima
Sibth. & Sm., Anthemis markhotensis Fedorov, Anthemis pallescens
Heldr. ex Nym., Anthemis parnassii Boiss. & Heldr. ex Nym., Anthemis
subtinctoria Dobrocz., Anthemis tinctoria f. halophila Nguen N. Thin,
Anthemis tinctoria var. intermedia Nguen N. Thin, Anthemis tinctoria f.
pectinata Nguen N. Thin, Anthemis tinctoria var. ramulosa Nguen N.
Thin, Anthemis tinctoria var. subfinctoria (Dobrocz.) R. Govaerts,
Anthemis tinctoria subsp. subtinctoria (Dobrocz.) Sod, Anthemis
zephyrovii Dobrocz., Buphthalmum bipinnatum Gilib., Chamaemelum
discoideum All., Cota tinctoria var. discoidea (All.) Ozbek & C. Vural,
Cofta finctoria subsp. subtinctoria (Dobrocz.) Holub, Cota triumfetti
var. discoidea (All.) Kuzmanov & Gussev, Santolina flava Forsk.
Chamaenerion angustifolium (L.) Schur, Chamaenerion angustifolium
(L.) Scop., Chamaenerion angustifolium var. album Yue Zhang & J. Y.
Ma, Chamaenerion angustifolium  var.  karsianum  Tzvelev,
Chamaenerion angustifolium var. pubescens (Hausskn.) Tzvelev,
Chamaenerion angustifolium f. pubescens (Haussknecht) M.
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Kitagawa, Chamaenerion angustifolium var. pubescens Hausskn.,
Chamaenerion denticulatum Schur, Chamaenerion speciosum Lodd.
ex Steud., Chamerion angustifolium (L.) J. Holub, Chamerion
angustifolium f. pleniflorum (Nakai) Yonek., Chamerion spicatum
(Lam.) S. F. Gray, Epilobium angustifolium var. intermedium (Lange)
Fernald, Epilobium angustifolium f. leucanthum T. Shimizu, Epilobium
angustifolium var. pleniflorum Nakai, Epilobium angustifolium var.
pubescens Hausskn., Epilobium antonianum, Epilobium difforme Gilib.,
Epilobium elatum Munro ex Hausskn., Epilobium gesneri Vill., Epilobium
gracile Bruegg., Epilobium intermedium Wormsk. ex Ser., Epilobium
leiostylon Peterm., Epilobium macrocarpum Steph., Epilobium
montanum Hacq., Epilobium neriifolium H. Lév., Epilobium
persicifolium Vill., Epilobium rubrum Luce, Epilobium salicifolium Stokes,
Epilobium spicatum Lam., Epilobium variabile Luce, Epilobium
verticillatum Tenore, Pyrogennema angustifolium (L.) Lunell
Chamaenerion fleischeri (Hochst.) Fritsch., Chamerion fleischeri
(Hochst.) J. Holub, Epilobium dodonaei subsp. fleischeri (Hochst.)
Schinz & Thell., Epilobium angustissimum Weber, Epilobium dodonaei
f. platyphyllum Hausskn., Epilobium dodonaei var. platyphyllum
(Hausskn.) Rouy & E.G. Camus

Anisodens sylvaticus (L.) Dulac, Astrocephalus sylvatica (L.) Rafin.,
Knautia angustata (Rouy) Bonnier, Knautia brandzai Porc., Knautia
carniolica Beck, Knautia carpophylax Jord., Knautia catalaunica f.
amoena Szabo, Knautia cuspidata Jord., Knautia dipsacifolia f.
amoena (Szabo) O. de Bolos & J. Vigo, Knautia dipsacifolia f.
angustata (Rouy) O. de Bolos & J. Vigo, Knautia dipsacifolia var.
angustata Rouy, Knautia maxima (Opiz) Ortmann, Knautia
pannonica Heuff., Knautia puberula Jord., Knautia sendtneri Bruegg.,
Knautia serajewensis Beck., Knautfia silvatica (L.) Kern., Knautia
sylvatica (L.) Duby, Knautia timeroyi subsp. carpophylax (Jord.) B.
Bock, Scabiosa dipsacifolia Host, Scabiosa ovatifolia Lag., Scabiosa
sylvatica L., Trichera budensis A. Kern. ex Simonk., Trichera
carpophylax (Jord.) Nym., Trichera cuspidata (Jord.) Nym., Trichera
dipsacifolia (Kreutzer) Nym., Trichera ovatifolia (Lag.) Roem. & Schult.,
Trichera puberula (Jord.) Nym., Trichera sylvatica (L.) Schrad., Trichera
franssilvanica Schur ex Nym.

Autogenes poeticus (L.) Raf., Helena croceocincta Haw., Helena
purpureocincta Haw., Autogenes angustifolius Raf, Hermione
angustifolia M. Roem., Narcissus maialis Curtis, Narcissus ornatus Haw.,
Narcissus poeticus var. sulphureus Rouy

Cataria nepetella (L.) Moench, Cataria tenuifolia Bubani, Glechoma
nepetella (L.) Kuntze, Nepeta lanceolata subsp. nepetella (L.) Bonnier
& Layens

Ozanonia alpina (L.) Gand., Rosa adenophora Kit., Rosa adjecta
Déségl., Rosa daffinis Sternb., Rosa alpina L., Rosa alpina subsp.
pyrenaica (Gouan) Nyman, Rosa alpiniformis Haynald ex Borbds, Rosa
balsamea Kit., Rosa brandisii Wiesb., Rosa cinnamomea L., Rosa
coccialba Heinr. Braun, Rosa diplacantha (Borbds) Heinr. Braun, Rosa
lagenaria Vill., Rosa pendula Salisb., Rosa pendulina subsp. ebelii
Heinr. Braun, Rosa pendulina f. eriocephala (J. B. Kell. & Form.)
Vukicevic, Rosa pimpinellifolia subsp. alpina Hartm., Rosa pyrenaica
Gouan, Rosa reversa W. D. J. Koch, Rosa rupestris Crantz, Rosa
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semisimplex (Borbds) Heinr. Braun, Rosa stenodonta (Borbds) Heinr.
Braun, Rosa tenuiflora (Borbds) Heinr. Braun, Rosa villarsii Tratt. ex Link
Aethiopis vera Fourr., Salvia kochiana Kunze, Salvia lanata Stokes,
Salvia leuconeura Boiss., Sclarea lanata Moench, Sclarea aethiopis
(L.) Mill.

Cassida alpina (L.) Moench, Scutellaria albida Benth., Scutellaria
alpina subsp. jabalambrensis Rivas Mart., Izco & M-J. Costa, Scutellaria
alpina var. lupulina (L.) Nyman, Scutellaria alpina subsp. olympica Stoj.
& Jordanov, Scutellaria alpina var. prostrata Trautv., Scutellaria alpina
var. pumila Lange, Scutellaria compressa A. Ham., Scutellaria lupulina
L., Scutellaria variegata A.Spreng., Scutellaria viscida A.Spreng.
Lupinaster alpinus (L.) J. Presl, Trifolium alpinum var. stenophyllum
(Gibelli & Belli) Rouy, Trifolium alpinum subvar. stenophyllum Gibelli &
Belli

Trollius aconitifolius Hort. Berol. ex Steud., Trollius connivens Moench,
Trollius germanicus Wender., Trollius giganteus Hort., Trollius globosus
Lam., Trollius grandiflorus Tausch, Trollius humilis Crantz, Trollius medius
Wender., Trollius minimus Wender, Trollius montanus Salisb., Trollius
napellifolius Hegetschwe., Trollius napellifolius Roep., Trollius rotundiflorus
Stokes, Trollius sphaericus Salisb., Trollius tatrae Borb., Trollius tauricus
Hort. ex Wender., Trollius viridiflorus Schur, Trollius viridis Mielichh.
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8.3 ANNEXE 3 : LISTE DU NOMBRE DE PUBLICATIONS

. Citation SCI
Nom Ilatin Depuis 2011 Finder PubMed Moyenne
Achillea nana L. 1 8 0 4
Aconitum lycoctonum subsp. vulparia 5 15 4 9.5
(Rchb.) Nyman
Ajuga pyramidailis L. 0 9 1 5
Alchemilla alpina L. 2 18 0 9
Antennaria carpatica (Wahlenb.) Bluff. &
. 0 0 0 0
Fingherh.
Antennaria dioica (L.) Gaertn. 1 6 0 3
Artemisia genipi Weber 1 3] 3] 3
Asphodelus albus L. subsp. delphinensis (Gr. 0 : : :
& Godr.) Diaz Lifente
Astragalus monspessulanus L. 2 10 4 7
Astragalus onobrychis L. 5 16 2 9
Cirsium spinosissimum 0 7 1 4
Cota tinctoria (L.) J. Gay 4 4 0 2
Epilobium angustifolium L. 36 268 58 163
Epilobium fleischeri Hochst. 0 2 2 2
Knautia dipsacifolia subsp. dipsacifolia 0 1 1 1
Narcissus poeticus L. 3 20 3 11,5
Nepeta nepetella L. 3 3 3 3
Rosa pendulina L. 1 3 0 1.5
Salvia aethiopis L. 5 & 5 19
Scutellaria alpina L. 1 25 4 14,5
Trifolium alpinum L. 1 9 4 6.5
Trollius europaeus L. 2 18 0 9
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8.4 ANNEXE 4 : RESULTATS D' ANALYSES BIOLOGIQUES

8.4.1 Résultats biologiques du donneur K341
Témoin 1725_EX2sup 1725_EX2int 1725_EX2aq 1725_EX2int_pur 1725_EX2int_verba 1725_EX2int_iri
FD190914 - mQPA 43 génes & fagon Genes : 2.74 x 10%% 0.0025% 0.06% 0.0024% 0.0024% 0.0226%
Abréviation Lien vers la base de données NCBI
Skl el ol R O R O R O O B I B I S
oo, ool 25.46 25.08 25.30 24.97 24.99 23.42 26.09
Housekeeping B2M eta-2-microglobulin i:zg igg; 186 iggﬁ 150 iggi 165 igig 180 iggg 420 ;ggg 106
RPLPO Ribosomal protein. large. PO 1924 19.63 8 19.46 % 19.68 80 19.19 104 19.50 9 19,99 7
R e A B - B S S R - I R I
27. 27.4 27.14 26. 26.52 26. 27.
FLG Ellagarin 27.(2)2 27.53 8 27.13 15 zg.gg 168 22.24 163 zg.zg 145 27?2 88
27. 27.94 27. 26.17 2711 27.4 28.01
VL imolucin 27.2§ za.ge 109 27:2 118 22.18 & 21.25 169 27.5&63 140 2:.(2)9 12
) 24.52 24.28 24.54 22.79 24.12 23.54 2451
Difiérenciation des kérafinocytes KRTI0 Keralin 10 24.37 24.47 116 24.46 108 22.84 &8 23.88 133 23.81 174 24.63 116
KRT5 keratin 5. type Il 2230 P 153 212 127 s 132 e 118 o 114 2 72
22.28 21.81 2211 22.06 22.15 22.09 23.10
26.94 27.24 27.11 27.71 26.16 26.87 27.50
LOR Loriern 26.91 27.60 7 27.22 % 27.68 65 26.64 143 26.84 107 2751 84
25.69 26.50 27.15 24.92 25.88 27.20 28.79
TeMml fransolutaminase 1 25.72 26.43 65 27.33 & 24.95 190 25.85 87 27.45 & 28.99 1
21.27 26.55 26.62 26.73 26.01 25.78 25.32
MMP1 matrix metallopeptidase 1 o7 96 2662 177 P 179 2605 155 26.09 221 2583 279 25 20 491
emealonenidase 9 3218 31.83 3222 31.79 31.25 30.85 31.79
Dégradation de la matrice extracellulaire e —— 2?:3 gggg il 3;32 = giii - gigg - igé = gégg =
TIMP1 TP metallopepfidase inhibitor 1 2168 22.06 83 2101 % 22.44 69 21.90 8 21.90 93 20,90 2y
o 31.13 30.04 30.25 30.18 30.03 30.27 30.58
TIMP2 TIMP metallopeptidase inhibitor 2 oy ey 239 3028 198 2042 193 057 Ere! 20,08 191 2074 170
- 28.29 28.06 28.20 27.92 27.66 27.69 28.69
BAX BCL2-assodialed X protein 28.32 27.93 187 28.12 124 27.92 146 21.77 147 27.85 147 29,09 8
N A A F R R
o o [ Ee] g | Ew | | 22 [ | 2= [ | 22 m [ 22w
27.94 26.85 27.48 26.98 27.10 26.79 28.17
TPS3 Tumar protein p53 28.11 26.86 &5 27.30 14 27.02 o 21.02 101 26.85 e 28.45 loa
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24.93 24.51 24.97 23.75 23.74 23.65 24.07
COHL cadherin L.ype 1 24.94 24.44 152 25.42 % 24.47 204 23.74 224 23.90 228 24.46 208
24.27 23.30 24.09 22.92 22.78 2371 25.49
CLDNL daudinl 24.10 23.25 208 24.03 122 23.08 254 23.06 236 23.93 131 25.54 50
32.18 30.73 31.25 28.00 30.53 30.03 33.19
psCl desmocolind 3231 30.86 302 30.86 258 28.06 2071 30.11 315 29.91 492 33.83 &
25.99 23.50 2354 22.78 23.76 22.73 24.28
- R T R W i T
ITGAS fnteatn. 2ipha e 271 2575 3 255 316 2542 696 25,74 40 2473 865 2572 526
CEET o LR TRRa s, 21.92 21.10 21.37 2121 21.01 20.85 21.07
ITGB1 Pfl.?fo‘mhffgge;ﬂangf\n CD29 2176 21.07 187 2121 164 2113 177 2118 164 20.94 195 21.02 219
o 21.94 22. 2247 23.81 22. 22. 23.
LGALS1 Lectin, galactoside-binding, soluble, 1 21‘22 22;2 84 .45 78 22.5856 20 22.22 68 22.3(73 u Zzzg @
- 23.86 25.44 25.47 25.20 24.97 25.17 28.41
LGALST lecti.gaacosige bindna. soble.l | g o5 25.39 * 25.58 * 25.21 ® 25.16 “ 25.42 * 28.68 >
22.79 22.70 22.66 23.45 22.59 22.55 22.86
GPX1 glutathione peroxidase 1 _ 2268 2267 115 9254 123 23,43 68 2272 103 22,69 110 2279 119
25.74 25.07 25.12 24.83 24.72 24.75 25.47
HIF1A i:guni‘tml?ff\‘cnienljf—loogrhehx 2578 25.12 176 2514 174 2401 207 2487 191 24.64 213 25,53 151
' 28.11 27.91 27.83 28.06 26.68 27.59 27.76
HMOXL Heme oxgenase (deaeling) 1 28.13 28.02 123 27.83 il 28.27 108 27.26 221 21.76 139 27.96 51
) . 18.65 19.21 19.72 18.98 19.24 19.33 21.52
Réponse au stress oxydatif et cellulaire HSPB1 heat shock 27kDa gro;elu‘n i{ 18.69 19.30 74 19.58 57 19.01 89 1918 67 19.49 61 2151 18
ST 25.97 25.78 25.86 25.42 24.98 25.20 25.77
NFKB1 p1o\yge§t\de gene enhancer in B-cells 2579 25,80 118 2577 117 95,24 163 25,95 166 25,04 160 25,80 134
29.88 28.68 27.83 27.68 27.63 27.17 27.94
NQoL NAD(PIH dehydrogenase. quinone 1 29.63 28.59 240 27.62 458 27.17 568 21.79 402 27.07 629 28.00 433
. 23.97 23.54 23.50 23.36 23.32 22.88 23.63
SOD1 Superoxide dismutase 1, soluble 2371 23.46 140 9323 156 23.20 164 9335 138 23.03 187 23.60 147
) 26.07 23.94 24.00 23.91 24.21 23.33 23.63
Cytokines, Chimiokines ILIA interleukin 1. alpha 25.55 23.73 42 23.68 4% 23.63 454 24.03 31 23.45 5% 23.37 018
L6 interleukin 6 nd nd nd i nd nd i nd i nd i
nd nd nd nd nd nd nd
MAPK1 mitogen-activated protein kinase 1 &es el 218 2z 202 oI 254 Bl 225 o 237 Al 233
S pe z == = =n 53-22
MAPK14 mitogen-activated protein kinase 14 28:52 27:47 251 27:52 241 27:04 319 27:45 255 26:99 316 27:98 216
St e | S5 B0 [ W8] [ B0 ] w [ X0 w [ H6] & [ 20 w
-
Cycle cellulaire / F.ac.teur de croissance / NOTCHL — ggi gg;; 284 ;ggg 212 gg(l]g 244 ;g;g 202 igig 205 :3%(1)22 8
facteurs de transcription TGFBL Transforming arowth factor, beta 1 gggi Zj;‘; 177 ;ig? 167 ;j;g 175 gjgg 154 ;i:g 181 gjg 19
o s A E T EDE D
o0 e a [0 w | 2%« [ B2 w |22 w |28 W
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8.4.2 Résultats biologiques du donneur K1087

Témoin 1725_EX2sup 1725 _EX2int 1725_EX2aq 1725_EX2int_pur 1725_EX2int_verba 1725_EX2int_iri
FD190914 - mQPA 43 génes & faon Genes : 2.74% 10%% f 0.0025% f 0.06% f 0.0024% [ 0.0024% f 0.0226%
oes | cices | LT O e 95 L uogemeric| 95 [uogemeric| 9% uoyemer| 9% | woyemner
Abréviation  Lien vers la base de données NCBI
NN Gromase | aw | e | P | e | % | e | ® | ww | % | we | ® | e | U
Beta-2-microglobul 25.16 24.50 2572 25.64 24.58 25.89 25.46
R R e e T
I — 1886 1850 Ho 1875 102 19.09 o 18.9 1 1850 10 19.34 8
vo v [ 43 [ B8] o |82 ] 4 [ 2] o [En] . [20] o [22] .
i s oo | wn | % | wm | P [ mw | 2 | we | 7 | am | % | mw | ®
- pe{mn |, [ on | o |2 e o [ 22 ] @ | 2] «
Keratin 10 23.67 23.94 24.14 23.21 24.36 23.90 24.26
Oteensioion deskéranonyes TEETE " ETE O WTE O ETE " ETR O T
KRTS keratin 3. hype | 20:68 20:94 8 21:18 ol 20:95 8 21:09 8 21:39 % 22:55 St
LR Latan am | w0 | P | we | [ me | % | mw | ™ | me | ™ | wm | ©
o0 s [ Zr [ e | o | me QA [ | oo m
MMP1 matrix metallopeptidase 1 ;Z?ﬁ ;g;: 90 ;gig 105 igég 110 ;2% 104 ;:s; 172 Zggi 374
ixmetallopepiidase 9 30.56 30.43 30.28 29.89 30.06 29.74 28.62
Dégradation de la matrice extracellulaire i — Zgzg iggé o 2222 e Zigg . ;?gz o igg i iggé =
TvPL TP metallopeptdase blorL 20:56 20:84 & 21:28 5 21:14 7 21:11 & 20:92 s 19:61 Re
) N 29.10 29.21 29.64 29.83 29.55 29.50 29.61
TIMP2 TIMP metallopeptidase inhibitor 2 ol 03 99 20.43 72 29.63 n 29.64 8 29.80 2 29.79 %
M g e | | | mw | % | omo | % | me | % | mw | P | g |
BAX BCL2-associated X protein 2;(7); Z?é 112 Z;i 101 Z;g 129 2;3; 127 Z?lll 116 zggg 88
oo | ae | ma |, | A |, [an | |aw ], [m ], A=,
E - R A N - I - R A N T
P s so {25 | o [ | w [ 28] v [ 58 ] w [ 23] o [ 2=
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23.49 23.91 23.60 23.27 23.28 23.04 22.85
CDHL cacherin1.tpe 1 23.13 24.14 6 23.82 68 23.05 123 23.43 13 23.59 % 22.75 1
2311 2331 23.78 23.27 23.23 24.04 25.48
CLDNL daudinl 23.21 23.30 o 23.74 60 23.21 105 23.23 12 23.92 % 25.44 s
29.68 29.94 30.46 28.61 30.62 29.84 32.14
psCl desmocolind 30.13 30.20 9 30.68 % 28.73 29 30.65 70 30.54 8l 32.06 %
22.82 22.63 23.60 22.65 22.73 2351 23.75
- T B o e T
ITGAS fnteatn. 2ipha e 24,69 2487 % 272 8 2482 108 24,70 1 24,56 % 24.66 e
CEET o LR TRRa s, 20.66 20.72 20.79 20.88 21.03 20.56 20.60
TGB1 beta polypepide. anigen CD29. 2063 20.63 102 2063 & 20.89 % 20.96 % 20.49 106 2053 128
o 21.32 21. 21.4 22. 22.02 21.52 22.
LGALS1 Lectin, galactoside-binding, soluble, 1 21‘24 legi 86 21.33 82 22.22 %5 22.82 70 21.21 82 22;2 59
LGALS7 lectin, galactoside-binding, soluble, 7 ;gzg ;i;g 89 52;; 81 iggj 88 52:2 60 ;zg? 81 ;2:3 29
22.32 22.32 21.79 22.97 22.62 22.05 2253
GPX1 glutathione peroxidase 1 ~ 2229 2229 105 21.79 129 22,06 71 2259 95 2197 119 2248 106
24.69 24.62 24.84 25.05 25.05 2491 25.10
HIF1A i:guni‘tn?ff\icnienlkeloogrhehx 24.86 2467 114 2483 87 25,02 93 25.03 97 24.94 87 2514 95
' 27.61 27.16 27.74 27.91 27.57 28.02 27.52
HMOX1 Heme oxygenase (decycling) 1 2779 2762 131 2786 84 27,09 94 2780 119 27.00 81 27,68 130
) . 18.64 18.97 20.01 19.12 19.53 19.99 21.24
Réponse au stress oxydatif et cellulaire HSPB1 heat shock 27kDa gro;elur i[ P 18.93 86 20.00 36 19.13 82 19,53 65 20.00 39 2197 20
ST 25.30 25.18 25.50 25.29 25.48 25.37 25.32
NFKB1 Q1o\me§t\de gene enhancer in B-cells 2551 25.93 120 25 47 85 25.36 118 253 118 25.38 99 25,31 129
26.61 26.45 26.81 26.04 26.07 26.85 25.99
NQoL NAD(PIH dehydrogenase. quinone 1 26.74 26.36 126 26.79 8 25.88 183 25.85 1% 27.06 8 25.71 216
. 22.94 22.90 2291 23.03 23.10 23.07 23.23
SOD1 Superoxide dismutase 1, soluble 2998 22.90 109 2272 100 2294 110 23.06 108 22,85 97 23.20 102
: ) 23.80 23.79 23.55 23.58 23.53 23.88 23.23
Cytokines, Chimiokines ILIA interleukin 1. alpha 23.91 23.59 1w 23.15 129 23.45 1 23.29 160 23.53 108 23.05 199
L6 interleukin 6 nd nd nd i nd nd i nd i nd i
nd nd nd nd nd nd nd
MAPK1 mitogen-activated protein kinase 1 o Al 107 A ( 89 A0 109 A 101 Al 99 AL 117
e = = = = z
MAPK14 mitogen-activated protein kinase 14 27202 27:08 98 27:05 82 27:03 104 27:18 97 27:16 83 27:32 86
St e | B9 2% | [ BR | o A8 | o [ ] o [Aw] o [ a T,
-
Cycle cellulaire / F.ac.teur de croissance / NoTeHi — ;57323 ggg(s) oL ;ggg >0 gggtl) 80 ;ggg % igzllg 42 28(1)3 0
facteurs de transcription TGFBL Transforming arowth factor, beta 1 ;ggg Zggg 101 ;ggi 88 ;‘3‘;: 100 gjég 103 ;igg 85 ;ggg 129
T e s o [ 22w |22 @ [ A0 ] w [ 22w [ 2] e
o0 = e [ e 22w [R5 w |25 w20
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Témoin 1725_EX2sup 1725 EX2int 1725_EX2aq 1725_EX2int_pur 1725_EX2int_verba 1725 _EX2int_iri
FD190914 - mQPA 43 génes a fagon Genes - 2.74% 10%% 0.0025% 0.06% 0.0024% 0.0024% 0.0226%
Cycles Cycles Mag]yT:nn;:i:K Cycles M‘T:)/Teénnrllzi:K Cycles Mof:yTeénnllgi:K Cycles MoﬁyTeénn;ziﬂK Cycles MfyT:nn;zi:K Cycles MofyTeénn;Zi:K
Abréviation Lien vers la base de données NCBI
ory _ommmicens | A8 | B, | WE ], | @], [ B w | B . |2
Beta-2-microglobul 25.59 26.09 26.80 24.99 25.60 25.80 25.89
— R e
RPLPO Ribosomalprotein. farge. 20 18:83 19:19 106 19:10 108 19:38 % 19:14 % 18:89 i 19:49 107
wsm Mool 1 on | ww | ® | wm | 2 [ ae | ® | ww | % | ww | * | ww | %
o o
27.67 21.7 27.7 26. 27. 27. 27.1
e Ivoluern 27.30 27.72 123 27.6§ 122 22:2 309 27.22 w7 27.2? 132 27.1§ 242
Keratin 10 24.59 24.81 24.67 23.84 24.42 24.02 24.53
Oieencaion desirainaoyes w o | 5 L oam | | oo SR we | 1 owm | ¢ L as
KRTS keratin 5. hpe | 21:53 22:03 % 22:05 8 22:31 " 21:95 I 21:85 7 23:88 8
i oo | o | 7 | mer | [ am | ™ | mm | % | me | 0| ne [
o HHEDOR HEOEHEEEE
v o | 50| 25 | w [ 22 [l 22w | 2| w |22 w | 3% [
tixmetall fidase 9 30.90 30.63 31.26 29.77 30.61 30.05 29.86
Dégradation de la matrice extracellulaire i — Zggg 2121 i 21(152 v 2222 = 222191 = i?i o iggé i
TvPL TME metllopepiiiase nhihior 1 20:96 21:59 8 21:56 & 21:57 % 21:21 % 21:13 8 19:82 312
TIMP2 TIMP metallopeptidase inhibitor 2 igzg Zgés 107 iggg 101 ;gg; 73 zgjg 89 igég 82 gg:j 61
T U I B I B I R I T I I e I
o s | 22 [ 25| » [ 28 w [ 28| w [ 22| o [ 22| w [ 2%
oo G | | w |, | mR | | A&, [ 10|, [ s8], [ o8]
Sl F AR R R FH R R
) 26.33 26.78 26.97 26.75 26.74 26.55 29.04
TPs3 Tumor profein po3 26.61 26.99 % 27.03 8 26.89 109 26.83 % 26.59 % 28.93 =
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23.43 23.01 22.51 22.94 23.01 23.10 2321
CDHL cacherin 1. bpe 1 23.89 23.03 197 23.21 220 22.83 2% 23.74 140 22.52 179 23.79 188
23.94 24.52 24.80 23.72 23.95 24.97 26.24
CLDNL davdin 23.90 24.64 8 24.83 o7 23.61 166 23.91 1 25.00 4 26.46 S
32.13 3119 32.05 31.52 32.01 31.55 32.27
DSC1 desmocollin 1 225 3110 289 3197 155 3144 249 3246 121 162 164 3242 165
23.51 23.63 23.64 2321 23.90 2371 25.02
ITGA Inieqin. 2lpha 6 I 24:78 24:87 120 24:65 132 24:81 137 24:92 % 24:17 135 25:56 %
T TR 20.83 21.07 20.98 21.10 21.17 20.50 21.01
ITGB1 Ibnella‘lmgo\yghfngggeh.narltzg:z\n CD29 20.81 2101 110 20,99 111 21.05 116 21.02 93 2045 125 21.00 147
B 20.2 20. 20. 21.54 20.7 20.1 21.14
LGALS1 Lectin, galactoside-binding, soluble, 1 28.22 zggg 99 2823 99 21.21 58 28.7‘51 81 Zg.lg 111 21.08 93
LGALS7 lectin, galactoside-binding, soluble, 7 ;igg ;i;i 74 52(1)3 60 gggg 61 ;igg 67 giig 73 ;Zig 33
22.19 22.61 22.28 22.80 22.50 21.96 22.78
GPX1 glutathione peroxidase 1 ~ 2213 2251 97 2293 117 2269 93 92 44 91 2192 115 2279 108
24.81 2491 24.91 24.91 24.93 24.68 25.09
HIF1A i:guni‘tn?ff\icnienlkeloogrhehx 24.01 25,05 118 24.97 118 24.98 131 24.04 107 2.7 110 25,21 137
. 27.62 27.93 27.90 28.16 21.57 21.66 27.48
HMOX1 Heme ongenase (dealingl 1 28.08 28.07 114 28.01 1 28.02 116 27.68 130 27.65 12 27.44 216
) . 19.74 20.34 20.98 20.38 20.30 20.92 22.34
Réponse au stress oxydatif et cellulaire HSPB1 heat shock 27kDa gro;elur i[ 19.83 20.37 86 2104 53 20.38 92 20,33 78 20.97 44 2231 29
e 25.26 25.58 25,51 24.68 25.55 25.05 25.29
NFKB1 Q1o\me§t\de gene enhancer in B-cells 2530 25,56 105 25 46 108 24.66 212 25,48 96 25,01 117 25,8 167
27.61 27.18 26.69 26.32 27.01 27.09 25.99
NQO1 NAD(PIH dehyerogenase. quinone 1 27.44 27.49 wr 26.83 212 26.49 302 26.96 163 26.88 L4 25.89 501
. 23.14 23.53 23.21 23.65 23.54 23.02 23.64
SOD1 Superoxide dismutase 1. soluble 9319 23.47 101 2319 122 2355 103 2331 94 22,06 111 23.64 120
) ) 23.70 23.88 23.36 22.32 23.88 2321 23.65
Cytokines, Chimiokines LA iniedeukin L. alpha 23.66 23.83 13 23.28 160 22.10 386 23.64 107 23.05 145 23.62 13
L6 interleukin 6 nd nd nd i nd nd i nd i nd i
nd nd nd nd nd nd nd
MAPK1 mitogen-activated protein kinase 1 el e 111 Hen 99 &l 123 &y 95 &l 106 BE 107
= = = = nu
MAPK14 mitogen-activated protein kinase 14 27:28 27:59 116 27:51 110 27:15 148 27:28 100 27:00 121 27:99 106
o st | 8% | A% | w | 85 | w | 85 | w [ A9 | o | m ] o [ aw
-
Cycle cellulaire / F.ac.teur de croissance / NoTeHi — ;ggg gggi 110 ;gg(li % ;Z% 1 ;ggg % iggg 5 :3%(1):2 0
facteurs de transcription TGFBL Transforming arowth factor, beta 1 gjgg ngg 102 ;ﬁi 115 ;jgg 113 gjgg 95 ;gg: 106 gjgg 101
T e ol oe | e [ er ] e [ 2w [ 2% e |22 s | 22 R
i e P I I I R I L -
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Poster - « Study of alpine flora as a source of bioactive compounds. » NatProdDDH,
Lisbonne, Portugal, Juillet 2019

Poster - « Plants study from alpine flora for isolation and identification of compounds.
», JAD, Grenoble, France, Juin 2019

Oral - « La flore alpine dans les cosmétiques. », Les conférences du jardin, Jardin

botanique du Lautaret, France, Juillet 2018.

Publication en cours de soumission — Gori A., Boucherle B., Rey A., Rome M., Fuzzati N.,

Peuchmaur M. Development of a new maceration technique to optimize extraction
and isolation of natural products
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