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Tm : Toxicité maximale

tR : Temps de rétention

UcMP : Extrait méthanol d’Uvaria chamae

UKS099 : Acide 2-cyano-3-(1-phényl-1H-indol-3-yl)-2-propénoique
Ultraviolet A et B: UV-A et B

USDA : Ministére de l'agriculture des Etats-Unis

VAA: Virus adéno-associé
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WgC1, WgC2, WgC3 : Wendlandia glabrata collecte 1, 2 et 3.
Wt : Wild-type

2-NBDG : 2-N-7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl-Amino-2-Deoxyglucose
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RESUME

Une proportion significative des 57 génes responsables de la rétinopathie pigmentaire
(RP), la dégénérescence rétinienne héréditaire la plus commune est exprimée sélectivement
par les batonnets. Chez la plupart des mammiféres, dont ’homme, les batonnets représentent
95% des photorécepteurs, les 5% restant étant des cones. Les batonnets n’ont qu’un rdle
accessoire a la vision utile qui est tributaire trés largement des photorécepteurs a cones. Ceci
n’explique donc pas directement pourquoi les cones dégénerent apres les batonnets dans une
seconde phase débilitante et incurable de cette pathologie cécitante.

Le géne NXNLI code pour le facteur de survie des cones RACVF et aussi, par
épissage alternatif, pour la thiorédoxine RACVFL. Il est exprimé sélectivement par les
photorécepteurs. RACVF est normalement sécrété et protége les cones et leur fonction en
activant un récepteur a leur surface. La mutation causale entrainant la mort des batonnets
dans la RP provoque donc une réduction importante de la concentration rétinienne de
RACVF. Ceci est dommageable aux cones qui ne sont plus protégés et dégénérérent.
L’administration de RACVF est destinée a inverser ce dernier phénomene et ainsi maintenir
la vision centrale chez les patients atteints de RP, indépendamment du géne causal.

Nous avons mis a profit la technologie de criblage a haut contenu sur des cultures
primaires enrichies en cones ayant conduit a I’identification de RACVF par clonage par
expression pour identifier, parmi une collection d’extraits de plantes utilisées en médecine
traditionnelle, des métabolites secondaires ayant la capacité de promouvoir la survie des
cones. Ceux-ci serviraient a développer une seconde génération d’agents thérapeutiques pour
le traitement de la RP.

Le criblage de 800 extraits a conduit a I’identification de 30 plantes ayant une activité
protectrice des cones. Nous nous sommes concentrés sur les métabolites secondaires des
feuilles d’une annonacée, Uvaria chamae, une plante médicinale originaire du Burkina Faso
qui présentait une activité de survie robuste. Le fractionnement bioguidé de 5 kg d’extrait de
feuilles d’Uvaria chamae a permis, apres six étapes de purification incluant quatre
chromatographies en phase inverse, la production de 140 pg d’une fraction ayant une activité
spécifique trés élevée. Cette quantité de maticre étant jugée insuffisante pour caractériser
la(es) molécule(s) active(s), nous avons réitéré le processus de purification a partir de 100 kg
de feuilles d’Uvaria chamae qui ont été récoltés spécialement pour ce programme a la saison
des pluies au Burkina Faso.

Ce second fractionnement a été initié¢ par une étape quasi industrielle compte tenu de
la quantité de matiére traitée, et nous avons pu retrouver l’activité de survie des cones
précédemment identifiée. Aprés quatre étapes successives de purification menées avec
succes, et en prenant en compte la quantité de maticre utilisée, nous pensons étre en mesure
de purifier jusqu’a homogénéité et de caractériser les molécules actives. Celles-ci seront
ensuite validées chez la souris modéle de la pathologie rétinienne avant d’initier des études
précliniques.



A TP’aide des fractions les plus actives, et en profitant des outils développés pour
I’étude des mécanismes d’action du facteur trophique RACVF, nous avons pu montrer que
I’extrait d’Uvaria chamae induit la survie des cones en stimulant la glycolyse aérobie, aussi
connue sous le nom d’effet Warburg. Ceci a aussi pu étre démontré pour une seconde
annonacée issue du criblage. Cet effet ne repose pas sur le récepteur de surface de RACVF
qui active D’effet Warburg par stimulation de I’entrée du glucose a travers un de ses
transporteurs, GLUT1. La(es) molécule(s) ne sont pas des molécules agonistes du récepteur
de RACVF. Il semble que I’entrée du glucose et ’effet Warburg soient stimulés par Uvaria
chamae par interaction avec une cible intracellulaire. A 1’aide de données transcriptomiques,
nous avons pu mettre en évidence I’expression spécifique par les photorécepteurs d’une
enzyme de la famille des 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatases, PFKFB2
qui produit un activateur allostérique de la glycolyse. Les études par ARN interférence en
cours devraient permettre de valider cette cible et ainsi identifier les points de convergence
entre le facteur de survie RACVF et les métabolites secondaires des extraits de feuilles
d’Uvaria chamae.
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Figure 1: Les algues vertes selon Ernst Haeckel en 1904. La contribution la plus
connue d’Ernst Haeckel est le concept selon lequel l'ontogenése récapitule Ia

phylogenése. C’est pour illustrer clairement son propos, qu’Ernst Haeckel a
clandestinement modifi¢ les dessins d’embryons d'animaux.



I INTRODUCTION

[.1 ORIGINE ET TERRESTRIALISATION DES PLANTES

A TPorigine des végétaux, une algue verte a évolué conduisant & I’apparition des
premicres plantes terrestres, les embryophytes (Fig. 1). Ce qui est communément appelé
plantes vertes regroupe en réalité les plantes terrestres et les algues vertes. Les plantes
terrestres sont apparues il y a plus de 446 millions d’années (Ma), au début de I’Ordovicien
(Kenrick et al, 2012). 1l est probable que les algues vertes avaient antérieurement été
émergées suivant le cycle des marées, offrant ainsi les conditions de sélection de caractéres

propices a la vie aérienne. Ce processus de terrestrialisation fut accompagné de I’acquisition
de gametes leur permettant de se reproduire, de tissus fonctionnels pour s’irriguer comme la
lignine, ou encore de tissus protecteurs tels que les cuticules empéchant leur déshydratation
lors du passage d’un milieu aquatique a un milieu aérien. A 1’ére tardive Ordovicienne, les
plantes ont acquis des systémes racinaires leur permettant de puiser des ressources dans le
substrat terrestre (Waters, 2003). L’apparition des plantes terrestres a modifié la composition
atmosphérique qui était alors riche en méthane et en gaz carbonique. Aujourd’hui,
I’intégralit¢ de I'oxygene atmosphérique provient des organismes a photosynthese
oxygénique. Ces derniers se distinguent des organismes a photosynthése anoxygénique, un

mécanisme archaique de production d’énergie retrouvé chez les bactéries pourpres
sulfureuses. Dans ce dernier cas, la source d’électrons n’est pas 1’atome d’oxygene, mais
celui du fer, de I’hydrogeéne ou d’un ion, le sulfite d’hydrogéne ou hydrogéne sulfuré, H,S.
Les organismes autotrophes, par opposition aux organismes hétérotrophes, assurent la
synthése des molécules organiques carbonées essentielles a leur survie a partir de précurseurs
inorganiques, un processus qui libére de l’oxygeéne. Les premicres cellules eucaryotes
effectuant la photosynthése a oxygene apparurent aprés endosymbiose d’une cyanobactérie
par une cellule eucaryote ancestrale (McFadden, 1999). Le taux d’oxygéne dans 1’atmosphere
terrestre a augmenté de 1 a 2% de maniére graduelle entre -2,5 et -2 milliard d’années pour

atteindre sa stabilisation il y a 855 Ma. L’apparition de nombreuses espéces a photosynthese
oxygénique, telles que les algues, les mousses, et les plantes terrestres fut suivie d’une
augmentation drastique de I’oxygeéne atmosphérique, de I’ordre de 20% (Holland, 2006) (Fig.
2). Cette ¢lévation du taux atmosphérique de I’oxygene fut accompagnée par la diminution de
celui du CO; au regard du bilan global de la photosynthése (CO, + H,O + photons (y) >
CH,O + 0O,). L’augmentation du lessivage des roches par les intempéries, la libération
d’acides organiques par les racines des plantes vasculaires, ainsi que l'accumulation de

matiere organique due a la décomposition des végétaux ont contribué trés tot a la formation
des sols terrestres (Gensel and Edwards, 2001) (Fig. 3). L’augmentation de I’oxygene
atmosphérique traduit I’évolution des mécanismes cellulaires et métaboliques conduisant a
I’exploitation optimale de I’oxygéne et du rayonnement solaire. Au cours de leur évolution,
les plantes vertes ont acquis des macromolécules telles que 1’héme, les quinones et les
clusters ferreux permettant de fixer I’oxygene atmosphérique, mais aussi des chlorophylles et
d’autres facteurs optimisant le processus de capture des photons. Ces changements
climatiques, induits par la terrestrialisation des plantes vertes, furent propices a la
propagation de la vie sur terre ferme, dont celle des animaux.
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Figure 3: Emergence des premiéres plantes et colonisation de la terre. Images
relatant les modifications évolutives accompagnant la terrestrialisation des
plantes. a. Arthemia fransciscana, Jens Rydell & Ingela Danielsson. b. Peinture
de Charles Knight (1940). c¢. Cooksonia paranensis Gerrienne et coll. Rev.
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Figure 4: Illustration d’une forét marécageuse a charbon de la fin du
Carbonifére. Les plantes de gauche a droite, un arbre a calamite (Spénopsides,
proches des préles), deux cordaites (les ancétres des coniferes), une fougere
arborescente, un lycopode (mousse géante pouvant atteindre 30 metres) et un
arbre des mangroves. Source: Barton et coll., 2007 Evolution, New York, NY,
USA Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Figure 5: Gregor Mendel a ’origine
des lois de la transmission des genes.



I.1.1 COEVOLUTION ET ADAPTATION

Les arthropodes sont apparus a la frontiére de I’Ediacarien et du Cambrien (-541 Ma)
et se sont diversifiés tout au long du Cambrien (-541 a -485 Ma). Par la suite, les arthropodes
ont colonisé¢ la terre conjointement avec les plantes terrestres. Leur diversification a conduit a
I’apparition des insectes volants et des nématodes qui pourraient étre liés a 1'évolution des
plantes vasculaires et a I’implantation de foréts. L une des étapes cruciales du développement
des plantes terrestres fut I’acquisition de racines et de structures vasculaires permettant le
transport de 1’eau des racines vers les autres organes de la plante (Dolan, 2009). Il est
intéressant de noter ici que I’on a retrouvé parmi les fossiles de Cooksonia, la premiére plante
vasculaire datant de -425 Ma, des arthropodes s’étant nourris de celle-ci. Ces innovations ont
permis 1’apparition de foréts denses dans les zones humides (Fig. 4). Ces foréts ont formé des
masses importantes de charbon en Europe et en Amérique du nord en raison de
'accumulation de matieére organique morte. Le piégeage du carbone dans les sols a produit
une accumulation du surplus d'oxygeéne dans l'atmosphére. Sa teneur a pu atteindre 35% a

certaines périodes, contre 21% aujourd'’hui. Ces niveaux treés élevés d'oxygéne ont
probablement contribu¢ au gigantisme des arthropodes, des insectes et des amphibiens du
carbonifére, animaux dont la taille est limitée par la capacité de leur appareil respiratoire a
distribuer l'oxygeéne dans tout D'organisme (Berner, 1999; Dorrington, 2012). Ce
synchronisme sous-tend une origine trés ancienne des interactions complexes, négatives et
positives, entre les plantes terrestres, les insectes et les nématodes qui sont sans doute le
moteur, ou plus justement la pression de sélection conduisant au développement des
métabolites secondaires chez les plantes.

[.1.2 DARWIN ET LA THEORIE DE L'EVOLUTION

La terrestrialisation des plantes a donc conduit & une modification importante de
I’environnement abiotique et biotique, modifiant les paramétres de la pression sélective qui
assure la seule survie des espéces adaptées. Bien que le processus en ceuvre, la sélection
naturelle, ait été mis en évidence de maniére magistrale par Charles Darwin au XIX®™ siécle,
en partie en s’inspirant de la sélection exercée par les éleveurs sur leur bétail, c’est en fait
I’étude des plantes qui fut a 1'origine de l’autre composante de la théorie actuelle de
I’évolution, la reégle de la transmission du patrimoine génétique, étudiée trés patiemment par
Gregor Mendel chez le petit pois (Pisum sativum) (Fig. 5). La communication de ses travaux
s’est tenue le 8 février et le 8 mars 1865 et I’ceuvre majeure de Darwin a été publiée le 22
novembre 1859. Pourtant, I’intégration de la théorie de 1’origine des especes et des lois de la
génétique dans la théorie moderne de I’évolution mettra longtemps a s’imposer a I’ensemble
de la communauté scientifique du fait des bouleversements importants de la pensée que cette
nouvelle théorie imposait (Barton, 2007). L’adaptation des végétaux a leur environnement
résulte de modifications de leur patrimoine génétique (duplication, transposition, mutation et
hybridation) (Staley, 2002). La biodiversité ainsi produite a donné lieu a la progression des

plantes des zones humides colonisées en premier, aux habitats des hautes terres (Dolan,
2009). Mais du fait de leur incapacité a fuir leurs prédateurs, les végétaux ont mis en place
une batterie de petites molécules chimiques assurant leur défense : les métabolites
secondaires (Pichersky and Lewinsohn, 2011).
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1.2 LES METABOLITES SECONDAIRES

De manié¢re similaire aux cellules animales, et par opposition aux métabolites
secondaires, les métabolites primaires regroupent les molécules synthétisées par 1’organisme
qui jouent un rdle direct dans les fonctions vitales comme la nutrition, la croissance et la
reproduction. Constitués d’atomes tels que le carbone, I’oxygeéne et I’azote, les métabolites
primaires sont classés en quatre grandes catégories selon leurs propriétés biochimiques: les
glucides, les lipides, les acides aminés et les acides nucléiques (Kliebenstein, 2012).
L’ Arabette des dames (Arabidobsis thaliana) qui posséde le plus petit génome entierement
séquencé dédie 50% de celui-ci a la synthése des métabolites primaires. Leur nombre est
estimé a 8 000 pour les especes les plus évoluées, et dépasse rarement 10 000. En plus de leur
role dans les processus vitaux, ces métabolites sont pour la plupart des précurseurs des voies
de synthése des métabolites secondaires.

1.2.1 L’ORIGINE DES METABOLITES SECONDAIRES

Le terme de métabolite secondaire a été forgé originellement par défaut, comme étant
la classe des composés qui sont présents dans certaines especes végétales et pas dans d'autres.
Par conséquent ils ne peuvent pas étre impliqués dans le métabolisme basal en ceuvre dans
chaque plante. Il est apparu ensuite clairement que ces métabolites secondaires représentent
des marqueurs de I’adaptation des végétaux aux différentes conditions écologiques. Les
plantes qui évoluent dans un environnement similaire ont subi la méme pression de sélection.
Ceci peut s’observer de par leur répartition en fonction de I’altitude et de la latitude (Fig. 6).
Elles sont distribuées en zones de végétations apparentées depuis les pdles jusqu’a I’équateur
comme I’a montré initialement le géographe Alexander von Humboldt en 1815. Le type de
végétaux composant la toundra se trouvant au niveau de la mer dans I’arctique (Zona frigida,
latitude 68°), se regroupent entre 800 et 1 000 metres dans les milieux tempérés (Zona
temperata, latitude 42-46°) et a plus de 1 500 metres d’altitude dans la zone équinoxiale, pres
de I’équateur (Plaga aequinoctialis, latitude 0-10°). A 1 917 m d’altitude, au sommet du mont
Washington dans le New Hampshire (USA), a la latitude de Bordeaux (44° Nord), le climat
est celui des régions boréales situées a plus de 1 000 km au nord, comme a Fermont au nord
du Québec. Le mont Washington détient le record du monde du vent le plus violent avec 372
km/h mesuré¢ le 12 Avril 1934.

L’estimation du nombre total de métabolites secondaires dans I’ensemble du régne
végétal varie de 200 000 a plus de 500 000 selon les auteurs (Mithofer and Boland, 2012; Wu
and Baldwin, 2010). Chaque espéce synthétise une petite fraction du nombre total de
métabolites secondaires présents dans tout le régne, La plante modele Arabidobsis thaliana
en synthétise par exemple entre 1 750 et 3 500. Du fait de leur diversité, et pour paraphraser
la situation des immunoglobulines, ces petites molécules de faible poids moléculaire ont la
potentialité d’interagir avec l’ensemble des macromolécules cellulaires. Les métabolites
secondaires constituent donc une source intarissable d’agents bioactifs (Galis et al., 2010).
Généralement impliquées dans les réponses adaptatives des plantes aux facteurs abiotiques de
leur environnement tels que la température, I’hydrométrie, I’hygrométrie, I’exposition au
rayonnement dans le spectre visible et ultraviolet (UV), la concentration en oxygene, la
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pression atmosphérique, etc, ces molécules jouent un role essentiel dans la défense contre les
prédateurs des plantes, et tout particulierement les animaux herbivores (Fraenkel, 1959).
Dans cette optique, les métabolites secondaires sont tout aussi importants que les métabolites
primaires pour la survie de I’espéce (Pichersky and Lewinsohn, 2011).

Les métabolites secondaires sont le produit de la sélection naturelle, Les insectes et
les plantes ayant coexistés pendant 350 MA, ces derni¢res ont développé des mécanismes de
défense efficaces. Ceux-ci sont les témoins d’une lutte comparable a la surenchére qui a
accompagné le conflit atomique entre I’'URSS et les Etats-Unis a la fin du siécle dernier. Un
important corpus de données existe sur les molécules non comestibles et les insecticides
utilisés par les plantes pour réduire la prédation par les insectes. Les plantes exercent aussi un
controle de la reproduction des insectes et y trouvent la leur compte a plus long terme. Cette
derniére interaction existe aussi entre les plantes et les vertébrés. Les phytoestrogeénes sont
des métabolites secondaires qui miment chimiquement les estrogénes et perturbent la
reproduction des animaux. Les estrogénes, et en particulier l'estradiol, sont essentiels a la
reproduction des vertébrés. Les phytoestrogénes majeurs appartiennent aux familles
chimiques des isoflavones (génistéine, la daidz€ine, glycitein et formononetin), des flavones
(lutéoline), des coumestans (coumestrol), des stilbénes (resvératrol) et des lignanes
(secoisolariciresinol, matairésinol, pinorésinol, et lariciresinol) (Moutsatsou, 2007) (Fig. 7).
C’est par évolution convergente que des composés différents acquierent une méme fonction.
Comme leur nom l'indique, les phytoestrogénes peuvent interagir avec les récepteurs aux
estrogenes (RE) qui relaient la signalisation intracellulaire en aval. L’affinité¢ des

phytoestrogénes pour les récepteurs REa et REP est généralement faible par rapport a
l'estradiol, mais ils peuvent néanmoins agir comme agonistes ou antagonistes selon que
l'estradiol soit présent ou non (Shanle and Xu, 2011). Ces interactions plantes-vertébrés sont
parfois génétiquement complexes faisant intervenir des modifications biochimiques par le
microbiome intestinal de I’hote comme dans le cas de 1’équol qui est produite a partir de la
daidzéine par l'action de la flore intestinale chez seulement 30% de la population humaine
(Adlercreutz, 2002),
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Table 1: METABOLITES SECONDAIRES IMPLIQUES DANS LES INTERACTIONS PLANTES-ANIMAUX

Nombres de
Classes Distribution ou répartition Activité physiologique
structures P e =
Composés phénoliques
) Touj les feuilles et t . .
Phénols simples 200 oujours dans les feuilles et souven Antimicrobiens
autres organes
Chez les Angi t .
Flavonoides 4 000 ©z 7eS Anglospermes ¢ Coloration
gymnospermes
. Répartition 1 is spécifique d .
Quinones 200 éparti 10,n arge mais spécifique des Coloration
Rhamnacées.
Terpénoides
Monoterpenes 1 000 Composés majoritaires des huiles Odeur plaisante
essentielles
Sesquiterpenes lactones 3 000 Abondant des Astéracées, mais de plus ~ Amertume,  toxicité et
en plus présents dans d’autres allergénicité
angiospermes.
Diterpénoides 2 000 Répartition large plus spécifiquement Toxicité
dans les latex et résines.
Saponines 600 Dans plus de 70 familles. Hémolytique
Limonoide 100 Rutacées, Méliacées et Simaroubacées.
Amertume, toxicité
Cucurbitacine 50 Famille des Cucurbitaceae.
Amertume
Cardénolide 150 Scrophulariaceaes, Apocynacées et Amertume, toxicité
Asclépiadacées,
Caroténoides 600 Dans les feuilles, parfois les fleurs et Coloration
les fruits..
Composés azotés
Alcaloides 10 000 Chez les angiospermes au niveau des Amertume, toxicité
racines, fruits et feuilles.
Amines 100 Chez les angiospermes au niveau des Odeur répulsive
organes floraux, Hallucinogenes
Acides aminés (non protéiques) 400 Abondant dans les graines, mais Toxicité
globalement distribués.
Glycosides cyanogénes 40 Distribution préférentielle dans les Poisons (équivalent a ’acide
fruits et les feuilles cyanhydrique)
Glucosinolates 80 Cruciféracées et dix autres familles. Amertume, golt piquant
Autres
Spécifiques des Astéracées et présent
Polyacétylénes 650 dans les especes ombelliféres Toxicité

(Apiacées).
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[.2.2 ROLES DES METABOLITES SECONDAIRES DES PLANTES DANS LES
INTERACTIONS PLANTES - HERBIVORES

L’interaction des plantes avec leurs prédateurs, avec au premier plan les insectes, est
le moteur de la diversité des métabolites secondaires. Selon la théorie de coévolution,
formulée suite a des études de biochimie écologique, le phénomeéne est d’ailleurs le facteur
déterminant de la diversification des plantes terrestres, mais aussi de celle des herbivores
(Harborne, 1988). L'immense variét¢ et le nombre global des métabolites secondaires
correspondent donc a la non moins immense variété de relations entre les insectes herbivores
et les plantes consommées par ceux-ci (Fraenkel, 1959). En effet, l'apparition des plantes a
fleurs au Crétacé inférieur coincide avec diverses adaptations morphologiques et

physiologiques chez les insectes et les plantes qui signalent l'interdépendance des insectes et
des plantes a fleurs. Bien que certaines des interactions entre plantes et insectes soient
mutuellement bénéfiques, comme la pollinisation, l'interaction la plus courante est la
prédation des plantes par les insectes et en réponse, la défense des plantes contre les insectes
herbivores. Ainsi, chaque espeéce de plante est la proie d'au moins une espece d'insectes. Le
mécanisme de base de défense des plantes contre les insectes résulte de la synthése de
métabolites secondaires, méme en l'absence d’attaques d’herbivores. Ceci requiert la
spécialisation des voies de biosynthése de composés souvent complexes, pour répondre aux
parades mises en ceuvre par les insectes prédateurs (Table 1).

L’activité des métabolites secondaires fut mise en évidence pour la premicre fois par
Ernest Stahl en 1888 (Hartmann, 2008). Ce chercheur étudiait les habitudes alimentaires de
diverses especes d’escargots envers des espeéces végétales. Il mit en évidence une espéce
d’herbivores généralistes (Helix pomatia) avec un régime alimentaire incluant sans
distinction I’ensemble des végétaux, mais avec une nette préférence pour les plantes mortes
ou bien en décomposition. Il les compara a d’autres espéces d’escargots herbivores,
spécialistes de la consommation d’une espéce végétale particulicre, préférablement vivante.
Son trait de génie fut d’interpréter ses résultats en termes de molécules toxiques envers
lesquelles les espéces spécialistes se seraient adaptées, les transformant en stimulant
alimentaire. Pour donner corps a son idée de molécules répulsives, cet expérimentaliste mit
en présence les herbivores généralistes avec des fractions des plantes vivantes répulsives

apres extraction par des solvants polaires ou apolaires. Il observa que différentes fractions
avaient des effets distincts sur le comportement alimentaire de ces herbivores généralistes. Ce
résultat lui permit de caractériser les activités dissuasives des extraits comme contenant des
tanins ou des huiles essentielles. Il poursuivit son étude par 1’observation des organes
spécialisés des plantes (poils, trichomes, glandes) localisés a la surface des végétaux, et
réalisa qu’ils sont en fait des organes qui favorisent la dispersion de ces molécules répulsives,

Ce n’est que 87 ans plus tard que les travaux d’Ernest Stahl furent reconnus comme
pierre angulaire d’une nouvelle discipline scientifique, la chimie écologique. Celle-ci prit
naissance lors de la publication du premier numéro du « Journal of Chemical Ecology » en
1975. La chimie écologique se définit comme 1’ensemble des interactions d’un organisme
avec son environnement abiotique et biotique (Harborne, 1993). Les plantes dans leur

environnement sont en compétition avec les autres plantes de I’écosystéme pour I’exposition
a la lumiére du soleil, 'humidité et les éléments minéraux du sol. L’interaction entre plantes
impliquant la libération dans I’environnement de molécules chimiques médiatrices a été
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dénommée allélopathie. Le terme a donné lieu a de multiples définitions, que 1’allélopathie
soit restreinte aux interactions entre plantes ou bien qu’elle inclut la participation de micro-
organismes du sol ou bien méme d’animaux. L’allélopathie reste aujourd’hui un concept dont
le réle dans les écosystemes est débattu (Glinwood et al., 2011; Reigosa Roger et al., 2006).
L’exemple le plus clair d’allélopathie concerne I’effet toxique du noyer (Juglans nigra) sur
toute une gamme de plantes de son environnement immédiat, phénomeéne connu depuis
longtemps par les horticulteurs. Le mécanisme sous-jacent a été étudié¢ en 1925 par Arthur
Massey qui a démontré que le noyer produisait des toxines qui tuaient les plants de tomates
lorsque ceux-ci se situaient & moins de seize metres de son tronc (Harborne, 1993). L’aire de
I’effet allélopathique correspond donc a la largeur du houppier (feuillage) augmentée de la
surface du lixiviat, le transport de la molécule dans le sol par ruissellement (Fig. 8a). Le 4-

Glucoside 1,4,5 trihydroxynaphtaléne est produit par les feuilles du noyer. La molécule
toxique, la juglone, est ensuite obtenue aprés hydrolyse et oxydation dans le sol (Fig. 8b).

Le chaparral californien est un exemple d’allopathie dans un écosystéme non perturbé
qui a été défendu de maniére convaincante par Muller et coll, (Muller et al., 1964). Les
arbustes qui composent le chaparral californien comprennent entre autres des especes

endémiques comme l'armoise (Artemisia californica) et la sauge aromatique (Salvia
leucophylla). L’observation longitudinale du chaparral californien montre que les herbacées
sont exclues d’une aire qui s’étend de 2 2 9 m de la surface couverte par le houppier de ces
arbustes (Fig. 9a,d). Les feuilles de ces arbres é¢mettent des molécules allé¢lopathiques
volatiles, notamment le 1,8-cinéole (un monoterpénoide) qui se dépose sous forme de rosée
sur ’ensemble de cette aire et persiste dans le sol. Ces molécules inhibent efficacement la
germination des herbacées annuelles telles que la folle-avoine (Avena fatua) et le concombre
(Cucumis sativus). L’écosysteéme méditerranéen auquel appartient le chaparral californien est
régulé par les incendies qui se produisent en moyenne tous les 25 ans. Le 1,8-cinéole avec
son noyau aromatique est efficacement éliminé lors de ces épisodes (Fig. 9b). Ceci laisse
donc une fenétre temporelle aux herbacées pour dominer et se propager sur I’ensemble du
paysage pendant plusieurs années (Fig. 9¢). Ce paysage persiste jusqu’a ce que la chaparral
se régénere, produise du cinéole qui provoque le nettoyage de la zone (Fig. 9d). Bien que de
nombreuses données expérimentales supportent ce scénario, il est néanmoins contesté par des
spécialistes qui avancent d’autres hypothéses pour expliquer les observations. Ce débat est
inhérent aux études de terrain pour lesquelles I’ingérence directe sur un écosysteme d’un
phénoméne comme l'allélopathie, en excluant I'intervention d'autres interactions indirectes
avec les ressources, prédateurs, ou d'autres espéces concurrentes est hors de portée. Du fait de
leur appartenance a la famille des métabolites secondaires, les agents allélopathiques
dériveraient de molécules étant apparues initialement chez les plantes comme réponse a la
pression des herbivores.
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Figure 9: Cycle allélopathique du chaparral californien. Le chaparral
Californien est constitu¢ d’arbustes qui produisent des substances
allélopathétiques volatiles comme le 1,8-cinéole qui inhibent la croissance
des herbacées. Ces substances sont détruites par le feu permettant ainsi
aux herbacées de se développer durant la période qui précede le
rétablissement du chaparral.
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a.

Figure 10: Structure chimique et représentation de la
surface électrostatique de la molécule de phénol. a. Les
six noyaux de carbones sont teintés en gris foncé, les
atomes d’hydrogéne en blanc et I’atome d’oxygéne en
rouge. La délocalisation des électrons en résonance est
représentée par un cercle en pointillé. b. Les régions
neutres sont coloriées en vert, les zones électronégatives en
rouge-orange, et le proton phénolique électropositif en
bleu. Dessinées par Ben Mills et postées sur le web les 30
Avril (a.) et 8 Juillet (b.) 2007.
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[.2.3 LES METABOLITES SECONDAIRES : CLASSIFICATION, PROPRIETES
CHIMIQUES ET BIOLOGIQUES

La classification des métabolites secondaires des plantes repose sur leurs propriétés
chimiques et les rassemblent en trois groupes de molécules: les composés phénoliques, les
terpénoides et les alcaloides. Dans 1’exposé, nous avons suivi ce plan en relatant pour chaque
groupe, leurs propriétés chimiques, leurs voies de biosynthése et enfin leurs propriétés
biologiques dans le contexte de leur apparition.

1.2.3.1 LES COMPOSES PHENOLIQUES

Les composés phénoliques sont concentrés dans les fruits et légumes (amandes), les
breuvages (thé, vin...) et de nombreux autres produits alimentaires. Avec plus de 8§ 000
composés, les composés phénoliques représentent 1’'une des familles les plus importantes de
métabolites secondaires, (Kyselova, 2011). Structurellement, ces composés se caractérisent
par un noyau benzénique (B, ou noyau aromatique) portant un groupement hydroxyle (B-
OH) pouvant étre libre ou engagé dans une liaison ester (B—C(=0)O—R) ou éther (B—O—R).
Ce noyau présente une grande rigidit¢ et une forte réactivit¢ chimique du fait de la
délocalisation d’électrons en résonance dans le plan du cycle formé par les six atomes de
carbone (Fig. 10).

[.2.3.1.1 SYNTHESE DES COMPOSES PHENOLIQUES PAR LA VOIE
DES SHIKIMATES

La voie des shikimates correspond a la voie de synthése des acides aminés
aromatiques de type tryptophane, phénylalanine, tyrosine. Cette voie est le point
d’intersection entre métabolisme primaire et métabolisme secondaire chez les plantes. La
genese des acides aminés aromatiques débute par la condensation d’une unité de
phosphoenolpyruvate issue de la glycolyse avec I’érythrose-4-phosphate produit lors de la
phase non oxydative de la voie des pentoses phosphates produisant le 3 dehydroshikimate,
qui a son tour est réduit en shikimate. Ce dernier subit une phosphorylation, suivie d’une
condensation avec un groupement phosphoenolpyruvate pour produire le chorismate (Fig.
11). Ce dernier est le précurseur des acides aminés aromatiques. La phénylalanine ammonia-
lyase (PAL) catalyse I'élimination non oxydative de 'ammoniac & partir de L-phénylalanine
pour donner du trans-cinnamate (Fig. 12a). Directement connectée au métabolisme primaire,
la PAL joue un role essentiel dans la synthése de milliers de composés phénoliques. De
nombreuses études ont permis d’établir une corrélation entre le niveau d’expression et
I’activit¢ de PAL et la concentration des composé€s phénoliques des tissus végétaux. Le
cinnamate est le précurseur de nombreux composés phénylpropanoides qui remplissent une
multitude de roles chez les plantes, tels que celui de support mécanique (lignine), de
protecteur contre des stress biotiques (phytoalexines, des antipathogenes) et abiotiques
(antioxydants, substances absorbant les UV-B), de pigments (anthocyanes) et de facteurs de
nodulation (flavonoides). La structure de ’enzyme indique que son origine est antérieure a la
séparation des plantes et des champignons (Ritter and Schulz, 2004) (Fig. 12b).
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Figure 12: La Phénylalanine Ammonia-Lyase PAL. a. Réaction de déamination non
oxydative de la phénylalanine. b. Structure de I’enzyme et du domaine catalytique 4-
méthylidene-imidazole-5-one (MIO), central et bouclier. La chaine peptidique apparait en
jaune et les hélices-a, en rose. En bas de la figure, les structures en bleu correspondent a la
structure de la seconde unité de ’homodimere. Adapté de Ritter & Schulz Plant Cell. 16,
3426-36 (2004). PDB n° 1W27.
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1.2.3.1.2 LES ACIDES PHENOLIQUES

Les acides phénoliques sont des entités biochimiquement résistantes qui peuvent &tre
transformées dans le sol par certains micro-organismes qui ont la capacité de les utiliser
comme source de carbone. Des composés phénoliques simples, tels que les acides méthoxy et
hydroxy benzoiques et 1’acide cinnamique, sont généralement formés dans les végétaux en
décomposition. La plupart des composés phénoliques libérés des graines, des racines ou suite
a la décomposition des tissus, peuvent agir contre les pathogeénes du sol et des insectes
(Mandal et al., 2010). Plusieurs études ont montré que la défense des plantes contre les
pathogénes du sol, tels que les nématodes et les insectes rhizophages, repose sur la libération
et 'accumulation de composés phénoliques dans les sols environnants.

1.2.3.1.3 BIOSYNTHESE DES ACIDES PHENOLIQUES

Les acides phénoliques sont synthétisés par la voie des phénylpropanoides et ont une
structure simple constituée d’un noyau aromatique substitu¢ par différents groupements de
types alcools a différentes positions du cycle aromatique ainsi que d’un groupement
carboxylique terminal (Fig. 13).

1.2.3.1.4 ROLE DES ACIDES PHENOLIQUES

Il existe un type de relation beaucoup plus fusionnel entre certaines bactéries du sol et
les plantes 1égumineuses (Fabacées). Les nodules sont des structures racinaires ¢laborées lors
de la relation symbiotique entre les légumineuses et des bactéries du genre Rhizobium. Ces
plantes liberent des acides phénoliques par leurs racines au cours de la germination des
graines et la croissance des semis. Suite a ’accumulation de dérivés particuliers d’acides
phénoliques, certaines souches spécifiques de Rhizobium répondent a ces signaux. La plante
fournit de son coté un avantage concurrentiel a ces souches de bactéries par la nodulation.
Les Rhizobiums répondent aux acides phénoliques produits par les racines de la plante en
libérant des lipo-chito-oligosaccharides qui entrainent un changement morphologique des
cheveux racinaires des légumineuses. Ceci facilite I’infection et ainsi le développement du
nodule. Les Rhizobiums libérent aussi des signaux moléculaires d’induction des génes de
nodulation (NODs) de la plante qui contrdlent I’organogenése du nodule. Au final, ces
bactéries utilisent les acides phénoliques en tant que source de carbone, alors que les
légumineuses bénéficient de I’activité métabolique de leur symbiote pour fixer ’azote du sol.

1.2.3.1.5 LES FLAVONOIDES ET FLAVANOIDES

Les flavonoides et les flavanoides sont des métabolites secondaires polyphénoliques
synthétisés exclusivement par les plantes. Le role le plus connu des flavonoides est la
production de la couleur des fleurs et de couleurs vives reconnues par les pollinisateurs des
plantes (Harborne and Williams, 2000). Les pigments qui colorent les fruits, légumes et
graines sont aussi constitués principalement de flavonoides. Ces métabolites secondaires
présentent une distribution large chez les végétaux et leur nombre ne cesse de croitre, dont 6
467 molécules identifiées en 1999 qui se repartissent en neuf sous-classes principales
(Harborne and Baxter, 1999) (Fig. 14). De par leur structure, les flavanoides sont apparentés
au chromane et comprennent les flavanols, les flavonones et les isoflavanoides. Les
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Figure 13: Structure chimique des acides phénoliques. Présents dans les nodules racinaires,
ils assurent la croissance des rhizomes et des nodules (ou croissance racinaire), L’acide
cinnamique présent chez le riz lui confére une résistance contre le champignon Rhizoctonia.
L’acide gallique présent au niveau des nodules racinaires du soja a un role d’antioxydant.
L’acide benzoique est un chimioattractant régulant I’environnement des plantes hotes.
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Figure 14: Classification des flavonoides. En fonction de I'état d'oxydation du noyau central
pyrannique, les flavonoides peuvent étre subdivisés en plusieurs sous-catégories. Les flavanoides sont
proches structurellement. Les structures et les formules chimiques proviennent de la base de données
« Plant Metabolic Network » http://www.plantcyc.org/
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flavonoides sont apparentés, quant a eux, au chromeéne et regroupent les 3’hydroxy-
flavonoides, les flavones, les flavonols, les anthocyanosides, les anthocyanidines, les aurones
et les isoflavonoides. Les légumes synthétisent de manicre préférentielle des isoflavonoides,
alors que des fruits comme les raisins et les cacahouétes sont enrichis en stilbénoides, un
groupe distinct de composés phénoliques (Falcone Ferreyra et al, 2010). La pigmentation
des fleurs résulte de la présence de chalcones, d’aurones et des flavonols jaunes. Les
anthocyanosides assurent la pigmentation rouge, bleue ou violette qui est pergue par les
insectes pollinisateurs. La couleur bleue est généralement due a la présence d'un
anthocyanoside (delphinidine) et d'un co-pigment (flavone) dans les pétales. Les abeilles sont
principalement attirées par la couleur bleue, phénomeéne qui peut étre corrélée a 1'évolution
vers la couleur bleue des flores des régions tempérées ou la pollinisation par les abeilles est

déterminante. La couleur bleue des fleurs est limitée aux angiospermes, les plantes les plus
évoluées (Gottlieb, 1982). Cela ne signifie cependant pas que toutes les plantes soient en
mesure de produire des fleurs bleues en réponse a l'abondance des abeilles dans leur habitat,
mais que seules les especes appartenant a des groupes de plantes évoluées ont des fleurs
bleues, une restriction directement liée a I'évolution de voies métaboliques spécialisées
(Gottlieb, 1982).

[.2.3.1.5.1 BIOSYNTHESE DES FLAVONOIDES ET DES FLAVANOIDES

La structure des flavonoides (Fig. 15a) résulte de 1’élongation et la condensation de
trois molécules de la malonyl Co-enzyme A (CoA) formant le noyau A et de la p-coumaroyl-
CoA de la voie de synthése des phénylpropanoides qui produit le noyau C (Fig. 15b).
L’¢longation fait intervenir la fonction thiol de la coenzyme A, alors que la condensation est
catalysée par la chalcone synthétase qui produit les flavonoides et la stilbéne synthétase qui
produit les stilbénoides (polyphénol non flavonoides), ceci a partir d’un intermédiaire
réactionnel commun. Le produit de la chalcone synthétase est cyclisé par une enzyme
stéréospécifique, la chalcone isomérase, qui provoque la fermeture du cycle aboutissant au
flavanone (Harborne and Williams, 2000). Le flavanone subit ensuite une série de
modifications par le biais de différentes enzymes, telles que des réductases, isomérases,

hydroxylases, di-oxygénases. Le squelette chimique ABC est le substrat des transférases qui
lui ajoutent des groupements glycosyls, méthyles, O-acyles et influencent les propriétés
physicochimiques des métabolites de la famille des flavonoides (Martens et al., 2010).

L’ARN interférence est un phénomeéne tres largement utilis¢ en biologie qui a été
découvert par hasard en 1990 par une équipe de botanistes qui souhaitaient intensifier la
couleur des pétales du pétunia (Napoli et coll,, 1990). Pour intensifier la couleur, ils
introduisirent, par transgénése, des copies supplémentaires du gene de la chalcone synthétase
(CHS) a l’origine de la synthése des flavonoides, dans le but d’augmenter la synthése des
anthocyanosides, responsables de la coloration violette des pétales. A la grande surprise de
ces chercheurs, le phénotype des fleurs obtenues se révéla opposé au résultat attendu : 42%
des fleurs transgéniques étaient blanches ou anormalement pales (Fig. 15¢). Non seulement la
protéine transgeénique CHS n’était pas exprimée, mais le transgéne inhibait ’expression du
géne CHS endogene. La concentration de I’ARN messager (ARNm) du gene CHS des fleurs
blanches était réduite par rapport aux fleurs non-transgéniques. L’introduction du transgene
CHS inhibait donc I’expression du géne endogene, entrainant I’absence de la protéine CHS,
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Figure 15: Voie de synthése des flavonoides et son controle par ARN interférence.
a. Structure des flavénoides. b. Voie de synthése des flavonoides via la chalcone
synthétase qui produit entres autres la naringénine du pamplemousse et de celle des
stilbénoides (non flavonoides) via la stilbéne synthétase qui produit entre autres le
resvératrol de la vigne, ceci a partir du métabolisme des phénylpropanoides. PAL,
Phénylalanine Ammonia-Lyase. ¢. Phénotype de pétunias obtenus apres introduction
d’une copie du gene la chalcone synthétase (CHS). I, Fleur non-transgénique. II et III,
deux exemples de phénotypes obtenus apres introduction du transgene CHS.
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Figure 16: Les transposons et le controle de I’expression de la
chalcone synthétase chez le mais. a. Un épi de mais tel qu’observé par
Barbara Mac Clintock avec des grains colorés en violet et d’autres pas.
La couleur de ces derniers résulte de la mobilisation d’un élément
transposable. La fléche indique la présence d’un clone de cellules
révertantes. b. Mécanisme de controle de I’expression de la chalcone
synthétase par le transposon Spm via le facteur de transcription ZM1. Les
doubles fleches indiquent les transpositions.
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ce qui réduisait la concentration d’anthocyanosides et la coloration de la fleur transgénique.
Ce phénomeéne fut appelé alors co-suppression pour signifier [’existence d’une
communication entre loci non liés génétiquement, mais homologues. Aujourd’hui, nous
savons qu’un ARN introduit dans les cellules de nombreuses espéces peut entrainer la
dégradation par un mécanisme génétiquement contr6lé de dégradation de I’ARN par
I’enzyme DICER (Shannon et al., 2003). Le phénomeéne a été rebaptisé ARN interférence.

[.2.3.1.5.2 ROLE DES FLAVONOIDES ET DES FLAVANOIDES

Du fait de leur spectre d’absorption dans la partie la plus énergétique du rayonnement
UV (UV-B, 280-315 nm) qui peut endommager les plantes a la surface de la terre,
I’occurrence des flavonoides est reliée par de nombreux auteurs a la terrestrialisation des
plantes a 1’Ordovicien, ceci méme si les genes de la synthése des flavonoides ont pu
apparaitre plus tot durant 1’évolution. Une démonstration expérimentale du réle photo-
protecteur des flavonoides est fournie par 1’étude du mutant 5 d’Arabidopsis thaliana qui
est incapable de synthétiser les flavonoides. Les plants de ce mutant sont hypersensibles au
rayonnement UV-B artificiel, effet exacerbé par fumigation d’ozone (Rao et al., 1996). Sur le

terrain, il a été observé que la concentration des flavonoides photo-protecteurs dans les
mousses en Antarctique était corrélée avec le taux d’ozone stratosphérique, mesuré entre
1965 et 1989. Les concentrations les plus élevées de flavonoides ont été enregistrées aux
périodes de plus faible teneur en ozone (Gensel and Edwards, 2001). Les flavonoides sont
aussi liés a la capacité des végétaux de s’adapter a l’altitude ou les radiations UV-B sont

importantes. Les feuilles du mais (Zea mays) cultivé a haute altitude accumulent une flavone
glycosylée et ses précurseurs de synthése, la maysine et la rhamnosylisoorientine qui
protégent des dommages causés par les UV-B (Falcone Ferreyra et al., 2010).

Dans les années 1940, Barbara Mc Clintock a découvert les ¢léments transposables en
¢tudiant la transmission de la couleur des grains de mais. Les éléments transposables sont des
fragments d'ADN qui peuvent s'insérer dans de nouveaux loci sur les chromosomes. Ils
codent souvent pour une transposase qui leur permet de se déplacer sur le génome.
Contrairement aux lois de transmission des genes établis par Gregor Mendel, Barbara Mc
Clintock mit en évidence des variations liées a un élément mobile (Spm) qui se déplace sur le
génome, lorsque les cellules se divisent et se multiplient. Cet élément inhibe parfois
I’expression des geénes de pigmentation des grains a I’intérieur de I’épi méme, créant des
mosaiques de couleurs jaune et mauve (Barton, 2007; McClintock, 1950) (Fig. 16a). Barbara
Mc Clintock obtint le prix Nobel en 1983 pour ses travaux. Le facteur de transcription ZM1
de la famille du proto-oncogéne Myb est localisé au locus Al sur le chromosome 9. ZM1

contrdle I’expression de génes de synthése des flavonoides, notamment la chalcone
synthétase qui produit la coloration violette du grain (Cone et al., 1986; Paz-Ares et al.,
1987). Chez les grains, le transposon actif Spm se trouve localisé sur le locus Al et entrave

I’expression de ZM1 et donc la synthése d’anthocyanosides, les grains ont une couleur jaune
(Fig. 16b). Pour les grains présentant une pigmentation pointillée de taches violettes,
I’élément transposable a été mobilis¢é au cours du développement. En effet, les plantes
présentent un développement clonal, avec des zones chez la plante adulte issues uniquement
de quelques cellules méristématiques. Ainsi, les secteurs du tissu révertant pigmenté résultent
de I'excision de I’élément transposable durant le développement embryonnaire provoquant la
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Figure 17: Propriété phytoalexinique des stibénoides.
a. La structure chimique du noyau stilbéne (trans-1,2-
diphényléthyléne), la pynosylvine et la resvératrol. b.
Plantes d'Arabidopsis thaliana trois jours apres leur
inoculation avec des spores du champignon Botrytis
cinerea. Le mutant mpk3 est moins résistant.
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restauration de l'activité du gene ZM1 et de la coloration des grains. Des travaux ultérieurs
ont montré que I’activité du transposon Spm est régulée au niveau de ’ADN par un processus
épigénétique de méthylation, lui méme contrdlé par des ARN interférents. Les éléments
transposables ont certainement contribué a la diversification des voies de synthése des
métabolites secondaires de par leur capacité a modifier le patrimoine génétique des plantes.
Néanmoins, la plupart des exemples de tels événements concerne la domestication des
plantes qui opere a une échelle de temps beaucoup plus réduite (Lisch, 2013).

En plus de leur capacité a filtrer les UV-B, les flavonoides sont aussi de puissants

antioxydants. Ils neutralisent les espéces radicalaires produites par la réaction de Fenton (Fe**
+ H,0, — Fe’ + OH + OH) (Agati ef al.. 2013).

1.2.3.1.6 LES STILBENOIDES :

De méme que les flavonoides, les stilbénoides sont des composés phénoliques
possédant deux noyaux benzéniques séparés par un pont éthane ou étheéne, c'est-a-dire les
bibenzyles et les stilbénes. Les stilbénes ont pour structure de base le 1,2-diphényléthyléne
(C6-C2-C6). Majoritairement sous forme trans (E), les stilbénes peuvent étre libres ou
complexés a un hétéroside, parfois méme sous forme polymérique (Fig. 17a). La distribution
des stilbénoides n’est pas ubiquitaire chez les embryophytes. Les stilbénoides sont retrouvés
chez 72 espeéces de plantes non apparentées réparties dans 31 genres et 12 familles incluant
les Vitacées (dont la vigne, Vitis vinifera), les Fagacées (le hétre, Fagus sylvatica), les
Liliacées (la tulipe, Tulipa sylvestris), les Moracées (le figuier, Ficus carica), les Myrtacées
(le giroflier, Caryophyllus aromaticus), les Papilionacées (le tréfle, Trifolium pratense), les
Pinacées (le pin sylvestre, Pinus sylvestris) et les Poacées (le seigle, Secale cereale). On ne
les retrouve pas dans les plantes telles que le blé ou le mais (Riviere et al., 2012).

1.2.3.1.6.1 BIOSYNTHESE DES STILBENOIDES

Les stilbénoides (non-flavonoides) et les flavonoides composent la famille des
métabolites polycétides, produits du métabolisme des phénylpropanoides (Fig. 15b). Les
stilbénoides sont retrouvés a des concentrations trés faibles dans des conditions
physiologiques normales, mais leur synthése est communément induite par de nombreux
stress abiotiques ou biotiques. Ces stress augmentent 1’expression des génes de la biosynthese
des stilbénoides et des flavonoides comme la phénylalanine ammonia-lyase (PAL) et la
cinnamate 4-hydroxylase (Fig. 15b).

1.2.3.1.6.2 ROLE DES STILBENOIDES

Les stilbénoides sont pour la plupart pourvus d’une activité antibactérienne et
antifongique. La surexpression de la stilbéne synthétase semble étre impliquée dans les
mécanismes de défense des plantes contre ces pathogénes. Il faut souligner que pour les
plantes en milieu naturel, contrairement aux plantes cultivées, les pathologies sont rares : soit
ces plantes sont résistantes aux attaques microbiennes soit elles coexistent avec les parasites
dans une relation symbiotique, sans apparition de symptdmes visibles (Harborne, 1993). Les
métabolites secondaires produits par les plantes suite a I’atteinte par des pathogénes sont
dénommés phytoalexines. Cette signalisation met en ceuvre la voie des MAP kinases (Ren et
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Figure 18: Le chimiste allemand Emil Fischer
qui a ¢€lucidé la structure du tanin et réalisé sa
synthese.
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al., 2008). Ces molécules appartiennent a différentes classes de métabolites secondaires et ne
sont donc pas l’apanage des stilbénoides. En fait, la pisatine, la premiére phytoalexine
identifiée en 1960 a partir du pois (Pisum sativum) infecté par un champignon pathogene

(Sclerotinia fructicola) est un flavonoide (Cruickshank and Perrin, 1960). Les phytoalexines
peuvent aussi étre constitutives des tissus végétaux. Ainsi, le bois du cceur des arbres qui est
généralement résistant a la dégradation naturelle, présente une accumulation frappante de
métabolites secondaires (terpénoides et composés phénoliques) et plus particulierement
d’hydroxystilbénoides, comme la pinosylvine (3,5-dihydroxy-trans-stilbéne) chez le pin.
L’expression de la pinosylvine synthétase est d’ailleurs augmentée chez le pin malade d’une

flétrissure résultant de I’invasion du ver nématode Bursaphelenchus xylophilus qui ravage les
foréts d’Asie (Shin et al, 2009). Le traitement des conidies, les spores responsables de la

multiplication asexuée des champignons, avec des stilbénoides provoque des modifications
membranaires des conidies et l'arrét de la respiration. Une démonstration directe des effets
antifongiques de la pinosylvine a été obtenue chez le blé, plante qui ne synthétise pas de
stilbénoides. L’expression par transgénese de la pinosylvine synthétase chez le blé lui confére

une résistance a la rouille provoquée par le champignon Puccinia recondita (Serazetdinova et
al., 2005).

1.2.3.1.7 LES TANINS

Les tanins sont des métabolites secondaires les plus abondants des plantes,
représentant de 5% a 10% poids sec des feuilles d’un l'arbre. Le nom dérive de tan, produit
obtenu a partir de 1’écorce du chéne. Réduit en poudre, I’écorce du chéne est utilisée depuis
le Moyen Age pour la préparation du cuir. La description chimique de ce procédé a été étudié
par le chimiste allemand Emil Fischer (prix Nobel 1902) qui a élucidé la composition du
tanin et en a réalisé la synthése. Néanmoins, ce procédé n’a pas conduit a une application
industrielle, car non viable commercialement (Thuau, 1921) ( Fig. 18).

[.2.3.1.7.1 BIOSYNTHESE DES TANINS

Il existe deux grandes catégories de tanins: les tanins hydrolysables et les tanins
condensés. Les tanins hydrolysables sont le résultat de la réaction d’une molécule de glucose
ou d’un sucre apparenté issu de la glycolyse, avec une ou plusieurs molécules d’acide
phénolique. Il s’agit de 1’acide gallique pour les tanins galliques et de 1’acide chébulique pour
les tanins ellagiques. Ces acides sont produits par la voie des shikimates (Fig. 11). Les tanins
condensés, connus sous le nom de proanthocyanidines, sont des oligomeéres ou polymeres de
deux ou plusieurs molécules de flavan-3-ol liées entre elles par des liaisons C-C. Il s’agit
habituellement de la catéchine (catéchol) et de I'épicatéchine (épicatéchol), mais aussi
d’autres composés phénoliques comme les para-coumarates. Les tanins s'accumulent
préférentiellement dans les vacuoles ainsi que les couches épidermiques des feuilles et des
fruits. En revanche, les tanins hydrolysables se concentrent dans la paroi cellulaire (Fig. 19).

[.2.3.1.7.2 ROLE DES TANINS

Les activités biologiques des tanins résultent pour une part de leurs propriétés anti-
oxydantes, bénéfiques aux plantes, et d’autre part a des propriétés pro-oxydantes et toxiques,
nuisibles aux herbivores. L’action protectrice contre le stress oxydatif est commune avec
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celle déja évoquée pour les flavonoides. Pour les herbivores, la présence des tanins provoque
un phénomeéne de répulsion chez de nombreuses espeéces de vertébrés et d’invertébrés. La
formation de dérivés réactifs de I'oxygene et le stress oxydatif engendré au niveau de
’intestin par les tanins hydrolysables ingérés avec les feuilles des arbres sont responsables de
Iésions chez les insectes herbivores (Barbehenn et al., 2010). Par contre, contrairement aux
insectes, les vertébrés sont sensibles aux effets toxiques des tanins condensés. De maniéere
surprenante, les especes végétales communément consommées par les ruminants possédent
des concentrations significatives de tanins condensés. Chez les ovins, une alimentation
contenant des doses ¢levées de tanins condensés provoque une réduction de la prise
d’aliments a 6 jours et, au-dela, a des lésions séveres de D’intestin qui conduisent a la
formation d’ulcéres (Hervas et al., 2003).

1.2.3.1.8 LES LIGNINES

Suite a 'apparition des plantes terrestres a I’Ordovicien, les végétaux supérieurs ont
acquis la capacité de polymériser les phénylpropanoides en lignine au Silurien (-443-416
MA). La lignine produite au sein des parois cellulaires des plantes vasculaires a facilité leur
domination des écosystémes terrestres. La lignine a en effet rigidifié les plantes et renforcé le
phénomeéne de transport de 1’eau par capillarité conduisant a ’augmentation de la taille des
plantes. La lignification correspond donc a I’accumulation de métabolites secondaires
produits par le métabolisme des phénylpropanoides dans ce que 1’on désigne par le terme de
puits de carbone des plantes. Cette réserve de carbone représente 30% de la biomasse totale
produite dans la biosphére (Fig. 4).

[.2.3.1.8.1 BIOSYNTHESE DES LIGNINES

Les différents types de lignines résultent de la polymérisation de monolignols (alcools
phénoliques) produits par le métabolisme des phénylpropanoides. 11 s’agit de 1’alcool
paracoumarylique pour la lignine hydroxyphénylique, de I’alcool coniférylique pour la
lignine guaiacylique, et de ’alcool sinapylique pour la lignine syringylique (Fig. 20). La
biosynthése des lignines est un processus combinatoire non enzymatique, controlé
uniquement par les propriétés chimiques et les concentrations de ses constituants et des
conditions environnementales locales. Ceci suggere que la voie de biosynthése des lignines
soit apparue chez les plantes vasculaires par détournement de molécules précédemment
utilisées par les plantes avasculaires comme molécules protectrices contre les radiations UV-
B de I’atmosphére terrestre (Weng and Chapple, 2010).

[.2.3.1.8.2 ROLE DES LIGNINES

La nature chimique et le caractere aléatoire des liens moléculaires entre les différents
monomeres entrant dans la composition des lignines font de ce biopolymere 1'un des plus
difficiles a dégrader. Cette caractéristique fait d’eux une barriere de défense idéale contre les
agents pathogenes et les herbivores ayant co-évolué avec des plantes vasculaires. Les plantes
vasculaires se distinguent aussi des plantes avasculaires par la présence de cellules allongées,
les trachéides, spécialisées dans le transport de I’eau et des sels minéraux. Suite a leur
maturation, les cellules trachéides se sclérifient par un processus de dégénérescence
cytoplasmique programmée, produisant la formation de parois composées de xyléme lignifié.
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Ce matériel posséde des propriétés physico-chimiques optimales a la conduction par
capillarité de I’eau, des racines vers les structures les plus aériennes. Selon une hypothése
récemment proposée, la lignification serait apparue au cours de 1'Ordovicien et du Silurien
suite a I'augmentation de la concentration en oxygene atmosphérique favorisant le couplage
oxydatif des monolignols et la synthese des lignines (Fig. 20).

1.2.3.2 LES TERPENOIDES

Les terpénoides sont des métabolites essentiels a tous les organismes vivants.
D’ailleurs, la capacit¢ de synthétiser leur précurseur, I’isopentényl-pyrophosphate
(hemiterpéne), est omniprésente chez les archéobactéries, les eubactéries et les eucaryotes.
Ces derniers I’ont acquis par endosymbiose. Les terpénoides ont donné lieu a une expansion
extrémement diversifi¢ée. Chez les plantes terrestres, le groupe des terpénoides des plantes
comprend aujourd’hui au moins 30 000 entités chimiques distinctes. Elles sont divisées en
sous-classes selon le nombre d’atomes de carbone de leur chaine carbonée en hemi- (C5)
mono- (C10), sesqui- (C15), di- (C20), tri- (C30) tetra- (C40) et poly- (C > 40). Les huiles
essentielles (monoterpénoides et sesquiterpénoides) sont le plus souvent responsables de
I’odeur si caractéristique des plantes et agissent comme métabolites répulsifs pour les
insectes. Les gibbérellines (diterpénoides) sont des hormones végétales essentielles a la
germination des graines, 1’allongement des tiges, la croissance des feuilles, la maturation du
pollen et l'induction de la floraison. Les brassinostéroides (triterpénoides cycliques) sont des
hormones stéroidiennes végétales qui régulent le développement et la physiologie de
I’ensemble des plantes terrestres. Les caroténoides (tetraterpénoides) sont des métabolites
secondaires qui donnent la couleur jaune, orange et rouge a de nombreux fruits, légumes et
fleurs. Les flavonoides (polyphénols) donnent eux les couleurs allant du rouge au violet en
passant par le bleu. La chlorophylle est quant a elle responsable de la couleur verte
dominante des plantes. Le latex, un polyterpénoide, présente une texture collante lui permet
d’engluer ces prédateurs lors d’une agression mécanique.

1.2.3.2.1 VOIES DE SYNTHESE DES TERPENOIDES

L’unit¢ de base des terpénoides est un isopréne aliphatique, isopentényl-
pyrophosphate, mais en raison de nombreuses variations de son état de polymérisation, les
terpénoides comprennent des composés avec des propriétés physico-chimiques et biologiques
trés vari€es. Ils peuvent étre lipophiles ou hydrophiles, volatiles ou non volatiles, cycliques
ou acycliques. Les enzymes de la famille des prényltransférases ou terpénoide synthétases
occupent une position centrale au sein du réseau de biosynthése des terpénoides. Le
séquencage du génome de I’eucalyptus (Eucalyptus grandis) a permis de mettre en évidence
113 genes codant pour des terpéne synthétases (Myburg et al., 2014). La grande majorité des
terpénoides est issue de précurseurs produits alternativement par 1'une des trois terpenes
synthétases, mono-, sesqui- et diterpene synthétases, qui produisent respectivement le géranyl
pyrophosphate (C10), le farnésyl pyrophosphate (C15) et le géranyl-géranyl pyrophosphate
(C20). Chaque précurseur correspond a la condensation de diméthylallyl pyrophosphate
(DMAPP) avec une ou plusieurs molécules d’isopentényl pyrophosphate (IPP), produites par
la glycolyse via le pyruvate et le glycéraldéhyde-3-phosphate (Bohlmann et al., 1998). Le
DMAPP est lui issu du métabolisme énergétique via la voie du mévalonate et par
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Figure 21: La voie de biosynthése des terpénoides. La condensation de diméthylallyl
pyrophosphate (DMAPP) avec une ou plusieurs molécules d’isopentényl pyrophosphate (IPP)
produit respectivement les monoterpénoides (1 IPP), les sesquiterpénoides (2 IPP) et les
diterpénoides (3 IPP). Les tri- (C30) et tetraterpénoides (C40) sont produits respectivement
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(C20).
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condensation de trois molécules d’acétyl-CoA. Alternativement et uniquement chez les
plantes et les procaryotes, le DMAPP provient aussi du métabolisme du méthylérythritol-4-
phosphate des plastes (Fig. 21). Les tri- (C30) et tetraterpénoides (C40) sont produits
respectivement par condensation de farnésyl pyrophosphate (C15) et de géranyl-géranyl
pyrophosphate (C20). La polymérisation d’un nombre indéfini d’hemiterpénoides (C5)
produit les polyterpénoides (Bohlmann and Keeling, 2008). Les précurseurs (C5-C40)
peuvent en outre étre fonctionnalisés par divers cytochrome P450 oxydases, réductases,
déshydrogénases ou transférases. La diversit¢é chimique des milliers de terpénoides des
plantes résulte de la combinaison de I’action des terpénoide synthétases et d’enzymes de
modification. Du fait de leur insaturation, les terpénoides peuvent aussi, aprés condensation,
étre cyclisés. Ainsi, deux molécules de sequiterpénoides peuvent étre condensées en
squaléne, dont la source la plus abondante est le foie de requin, riche en squaléne synthétase.
Aprés activation, I’oxydosqualéne est cyclis¢é par différentes oxydosqualene cyclases
d’origine végétale, dont la cycloarténol cyclase, formant ainsi les différents squelettes des
phytostéroides. Ces terpénes cyclisés sont les précurseurs de phytohormones dont les
brassinostéroides (Fig. 22). La structure cyclique des phytostéroides en fait des molécules
particulierement adaptées a la signalisation intercellulaire.

1.2.3.2.2 ROLE DES TERPENOIDES

1.2.3.2.2.1 MONOTERPENES

La majorité des terpénoides constitue des agents de défense contre les herbivores. Les
monoterpenes et les sesquiterpeénes ont une pression de vapeur saturante élevée a température
ambiante et se volatilisent facilement. Ils peuvent donc agir a distance a partir de la plante
émettrice. Ces signaux peuvent avoir des activités attractives ou répulsives sur les insectes.
Les monoterpenes véhiculent les odeurs florales qui ont sans donc évolués d’un role protectif
vers celui d’attracteur d’animaux pollinisateurs chez les angiospermes. Des composés
monoterpéniques tels que 'ociméne et le myrcéne, contribuent de maniére significative aux
odeurs florales de nombreuses especes végétales. La production de myrceéne par les fleurs du
genre Antirrhinum est controlée par le rythme circadien avec un pic d’émission dans la
journée, entre 11 et 18 heures (Dudareva et al., 2003) (Fig. 23a). La réponse
¢lectrophysiologique mesurée par ¢électroantennographie de 1’insecte pollinisateur des

cycades, des gymnospermes, est induite par la fraction contenant le myrcéne. Celui-ci a été
obtenu pour I’expérience par fractionnement d’un extrait de pollen par chromatographie en
phase gazeuse (Terry et al., 2007) (Fig. 23b).

1.2.3.2.2.2  SESQUITERPENOIDES

Les plantes se défendent contre les herbivores essentiellement par la production de
métabolites secondaires qui affectent directement les herbivores. Cependant, des études ont
révélé que les plantes qui sont attaquées par les herbivores libérent aussi des signaux
chimiques volatiles qui sont percues par les ennemis naturels des herbivores eux-mémes. Ces
substances volatiles étaient émises initialement par les plantes en cas d’attaque par les
herbivores mais ces signaux chimiques ont ensuite été exploités par les ennemis des
herbivores pour localiser leurs victimes (Turlings et al., 1995). La premiére description
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Figure 22: Diversification et cyclisation des térpénoides. Cette diversification
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D’apreés Dudareva ef coll., The Plant cell 15, 1227-41 (2003).
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détaillée montre que lorsque les feuilles de mais sont ingérées par les chenilles (larves) du
papillon de nuit (Spodoptera exigua), la plante libére des terpénoides volatils, tels les
sesquiterpénoides bergamoteéne, farneséne et le dérivé de sesquiterpeéne nérolidol. Ces
substances attirent la guépe parasitoide (Cotesia marginiventris) qui pond entre les plaques
de I’exosquelette de la chenille. Juste apres leur éclosion, les larves affamées se nourrissent
des tissus de la chenille, la détruisant (Turlings et al, 1990) (Fig. 24). Le phénomeéne
implique que la guépe parasitoide a appris a associer les odeurs des sesquiterpénoides avec la
présence de la chenille, sa proie.

1.2.3.2.2.3 DITERPENES OU LES BITERPENOIDES

Les coniféres produisent des terpénoides qui sont toxiques pour les insectes ou ont
une incidence négative sur leur physiologie et celle de leur descendance. L’oleorésine,
sécrétée principalement par les conifeéres, est composée d’un mélange équimolaire de
monoterpénoides et de diterpénoides, plus de petites quantités de sesquiterpénoides. Les
monoterpénes et sesquiterpeénes, volatils, s'évaporent avec le temps alors que les
diterpénoides non volatils sont oxydés pour former des acides. L’acide abiétique est ainsi
formé par trois oxydations successives du copalyl pyrophosphate par les cytochrome-P450
mono-oxygénases (Fig. 25a). Ces acides polymérisent et forment une masse durcie, la résine.
Celle-ci scelle les plaies du tissu végétal, emprisonnent les envahisseurs et agit comme
barriere physique contre les insectes herbivores. Ce mécanisme de défense des plantes
terrestres contre la prédation des insectes est trés ancien. Les traces fossiles du premier
insecte, Rhyniognatha hirsti, inclues dans la résine montrent que les insectes herbivores sont
les hotes des coniferes depuis au moins 220 Ma (Engel and Grimaldi, 2004). L’oléorésine

s’accumule dans des structures anatomiquement spécialisées, conduits et ampoules de résine
qui agissent comme des réservoirs de stockage d’oléorésine sous pression. Lorsqu’un
conifére est attaqué par un insecte, la résine est expulsée et engloutit l'insecte (Zulak and
Bohlmann, 2010) (Fig. 25b).

Les gibbérellines sont des diterpénoides qui ont des effets hormonaux essentiels au
développement des organes des plantes. Les gibbérellines sont synthétisées par une voie
analogue a celle de I’acide abiétique, mais faisant intervenir six étapes d’oxydation par les
cytochrome-P450 mono-oxygénases. Il existe 136 gibbérellines de plantes, de champignons
et de bactéries (Gibberellins, WEB-page), toutes n’étant pas biologiquement actives car
certaines sont uniquement des intermédiaires de synthése. Les acteurs de la voie de
signalisation des gibbérellines ont été identifiés par des approches génétiques. Ainsi, des
plantes mutantes de riz, incapables de répondre a la stimulation exercée par les gibbérellines,
sont naines (Fig. 26a). Ce sont des mutants de 1’arabette des dames (Arabidopsis thaliana)
qui ont permis d’identifier le premier acteur, DELLA, produit du géne GA/, un inhibiteur de
transcription (Peng et al., 1997). Cette approche a aussi permis d’identifier chez le riz un
récepteur soluble des gibbérellines, Gibberillin Insentive Dwarf-1 (GIDI) (Ueguchi-Tanaka
et al., 2005). La protéine DELLA inhibe la croissance cellulaire des plantes en réprimant la

transcription. En réponse aux stimuli de croissance et de développement, les gibbérellines
actives synthétisées se lient a GID1 et induisent un changement de conformation du
complexe formé entre GID1 et DELLA. Ceci provoque 'ubiquitination et la dégradation du

40



Cotesia marginiventris

——

C.

~ ‘-.\.

Bergamoténe

b.

TN
Farneséne

OH

P
Nérolidol

Figure 24 : La défense des plantes contre les herbivores via
Pattraction d’un prédateur. a. [’attaque d’un plant de mais par
la chenille du pavillon spodoptera exigua provoque (b.) I’émission
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41



?_
P

Copalyl pyrophosphate (C,yH;;0,P,)  ent-Copalyl pyrophosphate (C,,H;;0,P,)

lo. lo.
lo. lo.
lo.

v K / R
0]
Acide abiétique (C,,H,-,0,) Kauralexine B3 (C,,H,,0;)

Jo,

Gibbérelline A12 (C,,H,;0,)

Figure 25: Les biterpénoides. a. Voie de syntheése de I’acide abiétique,
constituant de 1’oléorésine et de la gibbérelline, une phytohormone, par
oxydation de diterpénoides par les cytochrome-P450 mono-oxygénases. b.
Concentration de I’oléorésine dans des structures spécialisées chez les
coniferes. C, cortex, CRD, conduit de résine constitutive; P, phloéme
secondaire; VC, cambium vasculaire; X, xyléeme secondaire.

42



a.

—> Geénes de croissance
DELLA I et de différenciation

7

Stimuli de croissance

—> Genes de croissance
et de différenciation

Ll

Figure 26: La signalisation des gibbérellines. a. Plants mutants (gidx) de
riz (Oryza sativa) incapables de répondre a la stimulation de croissance
induite par les gibbérellines. WT; plant normal. D’apres Ueguchi-Tanaka et
coll., Nature 437, 693-8 (2005). b. Role du récepteur, répresseur de la
transcription DELLA et du récepteur soluble des gibbérellines, GID1.
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répresseur DELLA par le protéasome, permettant ainsi la croissance végétale (Daviere and
Achard, 2013) (Fig. 26b).

1.2.3.2.2.4  TRITERPENOIDES

Les brassinostéroides constituent une famille de plus de 60 triterpénoides stéroidiens.
Le premier brassinostéroide, la brassinolide a été purifiée en 1979 a partir de 200 kg d’un
extrait de pollen de colza (Brassica napus) en se guidant sur la capacité des fractions de
I’extrait a favoriser 1'¢longation cellulaire. Ceci a permis d’en purifier 10 mg et d’en établir la
structure moléculaire par diffraction des rayons X (Grove et al., 1979). Les brassinostéroides
sont présents dans I’ensemble des tissus des plantes terrestres, mais avec des concentrations
plus élevées dans les pollens, les graines et les fruits. Le mode d’action des brassinostéroides
est particulierement intrigant car contrairement aux hormones stéroidiennes de 1’animal dont

’action physiologique est relayée par interaction avec des récepteurs nucléaires a 1’intérieur
de la cellule, l’action des brassinostéroides est relayée par un récepteur a activité
sérine/thréonine kinase, « Brassinosteroid Insensitive-1 » (BRI1) exprimé a la surface des
cellules végétales (Friedrichsen ef al., 2000; Noguchi et al., 1999), avec son partenaire
« Brassinosteroid Associated receptor Kinase-1 » (BAK1) (Nam and Li, 2002) (Fig. 27).

[.2.3.2.2.5 TETRATERPENOIDES

Dans la nature, les plantes doivent pouvoir s’adapter continuellement aux contraintes
de leur environnement. La quantité d'eau du sol est un des facteurs abiotiques qui régule la
croissance des végétaux. Le dioxyde de carbone et I'eau sont indispensables, avec 1’énergie
lumineuse, a la photosynthése [6CO, + 6H,O + y — hexose + 60;]. L'acide abscissique
(AAB) est I'hormone qui confére aux plantes une tolérance aux stress environnementaux et
notamment a la sécheresse. Cette résistance permet aux plantes de coloniser des niches
¢cologiques ou l'eau est présente en quantité limitée ou sporadique. L’acide abscissique est
un sesquiterpénoide (C15) formé par clivage de caroténoides [une sous-classe de
tetraterpénoides (C40)]. Le lycopeéne, un caroténoide qui est produit par condensation du
géranyl-géranyl pyrophosphate (Fig. 21) est cyclisé et hydroxylé pour former la zéaxanthine,
puis la violaxanthine (Fig. 28a). La conversion de la violaxanthine en néoxanthine, catalysée
par la néoxanthine synthétase est I’étape limitante lors de la synthése de ’acide abscissique
suite a la déshydratation du tissu végétal. La 9-cis-€poxycarotenoide dioxygénase catalyse
ensuite le clivage du 9-cis-zéaxanthine (C40) et du 9-cis-violaxanthine (C40) en xanthoxine
(C15). 11 s’agit 1a de la premicre étape irréversible de la synthése d’acide abscissique
(Wasilewska et al., 2008). L’acide abscissique est distribué¢ dans toute la plante sous forme
d’un ester inactif du glucose qui circule dans le xyléme des racines, le phloeme des feuilles
(le tissu conducteur de la seéve ¢laborée riche en glucides) et est activé in situ. Du fait que les
plantes terrestres sont protégées par une paroi pectocellulosique, les échanges d'eau et de gaz
avec l'atmosphere environnant s’effectuent par les pores des stomates (Fig. 28b). L'ouverture

et la fermeture de ces pores sont commandées par des cellules de garde dont la morphologie
est modifiée par la pression de turgescence, ou pression de 1’eau intracellulaire sur la paroi
pectocellulosique. La lumiere du soleil provoque l'ouverture des stomates pour permettre
I’entrée du CO; atmosphérique, alors que le manque d’eau commande leur fermeture. Lors
d’une sécheresse, le stress osmotique résultant induit ’expression des enzymes de synthese
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Figure 28: L'acide abscissique. a. Synthése de [’acide abscissique
(sequiterpénpoide) a partir de caroténoides (tetraterpénoides). I, néoxanthine
synthétase et 11, 9-cis-époxycarotenoide dioxygénase. b. Représentation d’un
stomate ouvert (2 gauche) et sa fermeture (a droite). Les deux cellules barrieres
forment un pore qui s’ouvre et se ferme selon la pression de turgescence de
par I’obscurité et la sécheresse. Ce phénomene est sous le contrdle de 1’acide
abscissique (AAB). Adapté de Joshi-Saha ef coll., Sci Signal 4, re4 (2011).
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de l’acide abscissique telles que la néoxanthine synthétase et la 9-cis-€poxycarotenoide
dioxygénase. L’acide abscissique interagit avec son récepteur cytoplamique PYR, ce qui
inhibe I’activité de la phosphatase 2C, active la kinase SNRK2 et la phosphorylation de
protéines ciblées par I’acide abscissique. Cet événement produit un stress oxydatif (H,O,)
ainsi que la dépolarisation des cellules de garde et la fermeture du pore (Fig. 28b) (Joshi-
Saha et al., 2011).

[.2.3.2.2.6 POLYTERPENOIDES

Le caoutchouc est un polyterpénoide [poly(cis-1,4-polyisopréne)] qui procure au latex
ses propriétés physico-chimiques. Le latex est une émulsion végétale contenant un grand
nombre de métabolites secondaires, dont des alcaloides et ainsi que des protéines. Le latex est
exsudé par environ 10% des espeéces végétales, et plus de 20 000 espéces d’angiospermes.
L’adhésivité et la couleur généralement blanche de latex sont dues au cis-1,4-polyisopréne en
dispersion dans ce liquide (Fig. 29a). Le latex est stocké dans des cellules allongées qui
forment les canaux laticiferes s'étendant le long de la plante (Fig. 29b). Lors d'une 1ésion
mécanique du tissu végétal, le latex libéré au niveau de la plaie peut entrer en contact avec
I'herbivore, I’engluant. La biosynthése du caoutchouc est catalysée par la « rubber »
synthétase et a partir du diméthylallyl pyrophosphate (DMAPP) par condensation progressive
de molécules d’isopentényl pyrophosphate (IPP). Ceci conduit a la formation d’un polymeére
de haut poids moléculaire (Fig. 21).

Le role du latex est de protéger les plantes contre les insectes herbivores. De
nombreuses molécules contenues dans le latex sont toxiques, antinutritionnelles, le latex étant
lui méme collant. Cette derniére propriété provient du caoutchouc qui piege l'insecte
herbivore ou bien colle ses pieces buccales (Mithofer and Boland, 2012). Les insectes

herbivores tentent d'éviter tout contact avec le latex. Certains spécialistes taillent les feuilles
en vue de rompre les canaux laticiferes provoquant 1’exsudation du latex par la pression
interne du tissu végétal afin de se nourrir des parties de la plante débarrassées du latex
(Konno, 2011). Ainsi, la larve de papillon spécialiste Cyrestis thyodamas pratique une
entaille dans la veine de la feuille du Ficus (Ficus virgata) pour éliminer le latex avant de se
nourrir (Fig. 29c¢).

1.2.3.3 LES ALCALOIDES

Les alcaloides sont produits a partir d'acides aminés ou par transamination d’autres
molécules et comportent, en général, un hétérocyclique comprenant un atome d'azote. Le
terme alcaloide provient de leur propriété chimique qui les rapprochait des substances
alcalines lors de leur premiere description faite par Meissner en 1919 (Aniszewski, 2007).
Les alcaloides sont synthétisés par environ 25% des plantes vertes, mais on les retrouve aussi
chez les champignons, tels l'ergot de seigle (Claviceps purpurea) qui synthétise I’acide
lysergique. Dans le régne animal, ils sont présents notamment chez les éponges, les
millipédes, les poissons et les amphibiens (grenouilles, crapauds et salamandres). Certaines

familles de plantes sont riches en alcaloides comme les Solanacées (2 500 espéces dont le
tabac), les Papaveracées (250 espéces dont le pavot), les apocynacées (4 555 especes dont le
laurier rose), et les Ranunculacées (1 500 especes dont le bouton d'or). Collectivement, les
plantes produisent plus de 12 000 alcaloides qui sont classifiés d’apres leur structure
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Figure 29: a. Le cis-1,4-polyisopréne donne sa texture au latex. a. La brisure
d’une tige d’euphorbe (Euphorbia) provoque un écoulement immédiat de latex.
b. Les canaux laticiféres d’euphorbe colorés au « red oil ». Les fleéches indiquent
le rétrécissement des canaux. c¢. Les fleches rouges correspondent a la coupe
réalisée par la larve de Cyrestis thyodamas sur une feuille de Ficus virgata. Les
veines en noir a gauche correspondent a la partie ne contenant plus de latex que
I’insecte a mangé (2 droite). Adapté de Konno, Phytochemistry 72, 1510 (2011)
et (http://www.sbs.utexas.edu/mauseth/weblab/).
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chimique ou bien selon leur voie de biosynthése (Ziegler and Facchini, 2008). En effet,
contrairement a la plupart des autres métabolites secondaires, chaque sous-classe d'alcaloides
a pour origine une voie de syntheése qui lui est propre. Les alcaloides vrais comprennent une

famille extrémement diverse de molécules avec un hétérocycle comprenant un atome d'azote
dérivé d’acides aminés lévogyres tels que lysine, histidine, phénylalanine, tyrosine,
tryptophane et ornithine. Les chimistes distinguent aussi les proto-alcaloides avec un atome
d’azote en dehors de I’hétérocycle (Fig. 30a) et les pseudo-alcaloides dont le squelette
carboné ne dérive pas d’acides aminés, mais résulte d’une transamination (Fig. 30b).

1.2.3.3.1 VOIES DE SYNTHESE DES ALCALOIDES

Les précurseurs des alcaloides sont principalement les acides aminés aromatiques,
phénylalanine, tyrosine pour les alcaloides isoquinoléiques et tryptophane pour les alcaloides
indoliques. Ils peuvent étre synthétisés a partir d’autres acides aminés comme la lysine,
précurseur des alcaloides pipériniques et quinolizidiniques et I’ornithine, via [’acide
glutamique pour les alcaloides pyrrolidiniques, pyrrolizidiniques et tropaniques (Fig. 31). Le
fait que ces derniers dérivent d’un acide aminé non codé dans le génome ne retire rien au fait
que la syntheése des alcaloides est enracinée dans celui des protéines. Le précurseur de
I’ornithine est I’acide glutamique, qui posséde deux codons (GAA et GAG) dans le code
génétique. Le métabolisme du pyruvate est a la racine de la synthése des alcaloides. La voie
du shikimate est responsable de la syntheése d’acides aminés aromatiques qui sont des
précurseurs des alcaloides mais aussi des composés phénoliques, alors que les alcaloides
peuvent avoir comme précurseurs d’autres acides aminés non aromatiques qui ont pour
origine différents métabolites de la glycolyse et du cycle de Krebs. La biosynthése des
alcaloides inclut ainsi un nombre trés impressionnant d’intermédiaires sujets a de nombreuses
réactions chimiques catalysées par des enzymes elles-mémes codées dans le génome.

1.2.3.3.2 ROLE DES ALCALOIDES

Malgré les recherches intenses menées sur les alcaloides (401 763 entrées dans
Pubmed au 21 Mai 2014), la compréhension de leur réle biologique et leur origine évolutive
reste incompléte. L hypothese la plus couramment admise est que les alcaloides sont des
molécules de défense contre les prédateurs (herbivores pour les plantes supérieures). Les
alcaloides ne deviennent toxiques qu’aprés modification du pH. Ils s'accumulent
généralement dans des types cellulaires spécifiques en raison de leur cytotoxicité et de leur
role dans la stratégie défensive des plantes. Par exemple, chez le pigamon jaune ou rhubarbe
des pauvres (Thalictrum flavum), les alcaloides, comme la protoberbérine (isoquinoléique)
s’accumulent au niveau des racines (Samanani et al, 2005) (Fig. 32a). Chez le pavot
somnifere, les opiacés et leurs enzymes de synthése sont localisés dans les cellules adjacentes
aux vaisseaux laticiféres des capsules (Bird et al., 2003) (Fig. 32b). Chez la pervenche de
Madagascar (Catharanthus roseus), les alcaloides, dont la vindoline sont séquestrés dans des
cellules spécialisées isolées du reste du tissu végétal, les idioblastes (Ziegler and Facchini
2008). La vindoline est ainsi isolée de la catharanthine, un second alcaloide situ¢ sur la

surface de la feuille. En revanche, lorsque les feuilles sont endommagées, les deux molécules
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Figure 30: Proto-alcaloides et pseudo-alcaloides a. Le peyotl (Lophophora
williamsii), un cactus originaire du nord du Mexique et du sud du Texas
synthétise un proto-alcaloide, la mescaline. L’atome d’azote souligné en rouge se
trouve en dehors de I’hétérocycle b. Le caféier (Coffea arabica) est une plante
tropicale de la famille des Rubiacées dont les graines contiennent un pseudo-
alcaloide, la caféine. Les atomes d’azote soulignés en bleu ne dérivent pas d’un
acide aminé précurseur mais d’une transamination.
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Figure 32: Accumulation d’alcaloides dans divers tissus végétaux. a. La
protoberbérine s'accumule dans l'endoderme (en) des racines du pigamon jaune, ou
rhubarbe des pauvres (Thalictrum flavum). En microscopie optique la
protoberbérine se distingue par sa couleur jaune, alors que sur des sections de 0,5
mm de racines a différents stades de développement (haut vers le bas), la
protoberbérine (émission en jaune) est révélée par microscopie a épifluorescence
apres illumination dans ’'UV. b. Les enzymes de synthése de la morphine: (S)-N-
methylcoclaurine3-hydroxylase (CYP80BI1, rouge), Berberine bridge enzyme
(BBE, vert) et codeinone reductase (COR, bleu) sont localisées dans les cellules
adjacentes aux vaisseaux laticiféres des capsules du pavot somnifere. En haut, les
vaisseaux laticiféres apres coloration au bleu de toluidine sont indiqués par des
astérisques. Adaptés de Samanani et coll., Plant Cell 17, 915-26 (2005) et Bird et
coll., Plant Cell 15, 2626-35 (2003).
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dimérisent pour former un produit toxique pour les agresseurs de la plante, la vincristine
(Courdavault et al., 2014). Certains insectes ont développé la capacité de séquestrer les
alcaloides et de les utiliser pour se défendre eux-mémes contre leurs prédateurs. La capacité

de la mite Grammia geneura a séquestrer des alcaloides de type pyrrolizidines tient au fait
que ces molécules existent sous formes toxiques (des amines tertiaires) et non-toxiques (N-
oxydées). Ces insectes n’accumulent que la forme non-toxique dans leurs tissus car la
sénécionine N-oxygénase de leur hémolymphe convertit la forme toxique en forme non-
toxique. L'acquisition de cette enzyme semble étre une condition préalable a la séquestration
des alcaloides par les espéces de mites (Hartmann et al., 2005). L’opinion selon laquelle ce
mécanisme a joué¢ un rdle dans 1’évolution des voies de synthése des alcaloides avait été
formulée en 1888 par Ernest Stahl. Ce mécanisme est controversé et les études sur le terrain

manquent encore a ce jour. Certains ont avancé des arguments qui minimisent le role de la
sélection naturelle dans la diversification des alcaloides, mécanisme qui ne fait pas
I’'unanimité. Ainsi, il est connu qu’un nombre trés restreint d’alcaloides ont des effets
toxiques plus importants chez les invertébrés que chez les vertébrés. Parmi ceux-ci il n’y a
aucune observation se rapportant a la séquestration d’alcaloides toxiques pour les invertébrés
tels que la cinchonidine, la cincholine, la codéine, la jacobine, la lobeline ou la papavérine.
Certains travaux indiquent que le role écologique et donc externe a la plante des alcaloides
pourrait étre secondaire a un rdle interne plus ancestral de régulation du métabolisme.
Certains affirment d’ailleurs pour soutenir cette thése que la diversité des alcaloides égale
celle de tous les organismes vivants (Aniszewski, 2007).
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Figure 33: Evidence de D’utilisation de plantes thérapeutiques et psychotropes durant la
préhistoire. a. Tombe de Shanidar IV et la position de I’échantillon 313 encadré en rouge. b.
Reste d’une aile de papillon retrouvée dans I’échantillon 313. ¢. Reproduction de la peinture
rupestre « la danse des batons » de Kondusi en Tanzanie datant de 25 000 ans (détail, Musée
national de Nairobi au Kenya). d. Dessin d’une peinture rupestre de I’époque des tétes rondes a
Tassili n’Ajjer en Algérie illustrant les effets de champignons hallucinogénes (relief G. Samorini
1989; wara W00138).
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[.3 L’ETHNOPHARMACOLOGIE

[.3.1 UTILISATION INSTINCTIVE DES PLANTES

Un grand nombre d’animaux opére un choix attentif aux plantes entrant dans leur
régime alimentaire en utilisant leurs sens olfactif et gustatif. Les métabolites secondaires des
plantes qui sont toxiques pour les herbivores sont en général répulsifs. Pourtant certains
animaux semblent surmonter cette répulsion pour se soigner. La premiére évidence de
I’ingestion volontaire de métabolites secondaires a des fins thérapeutiques a été faite chez les
grands singes. Les primatologues de terrain ont observé que les grands singes avalaient, le
matin a jeun, des feuilles sans aucune valeur nutritive. C’est 1’observation du comportement
d’un chimpanzé visiblement infecté par des parasites intestinaux machant des feuilles de
Vernonia amygdalina, un arbuste qui pousse en Afrique tropicale, qui a conduit finalement a
une démonstration dénuée d’ambiguités. Celui-ci épluchait méticuleusement les jeunes
pousses de Vernonia amygdalina pour y supprimer l'écorce et les feuilles afin de macher la
fibre pour y extraire un jus trés amer contenant, entre autres, un sesquiterpénoide, le
vernodaline. Il a ensuite été constaté chez ce chimpanzé que le nombre d’ceufs de ce parasite
dans ses féces était treés significativement réduit (Huffman, 2003). Les effets thérapeutiques
de Vernonia amygdalina ont depuis été validés chez I’animal et I’activité antiparasitaire de la
vernodaline mise en évidence in vitro. De maniére trés intéressante, il semble que cette
automédication soit transmise par les meres aux jeunes chimpanzés.

[.3.2 USAGE DE PLANTES MEDICINALES DEPUIS L'HOMME DE NEANDERTAL

Nous ne savons bien entendu pas depuis combien de temps les chimpanzés ont adopté
ce comportement. La plus ancienne probable utilisation des végétaux a des fins
thérapeutiques par la ligné des homininés constitue une controverse passionnante. Le
préhistorien André Leroi Gourhan fut le premier a révéler la présence de fleurs déposées lors
de ’enterrement d’hommes de Néandertal il y a 60 000 ans dans les tombes du site Shanidar
IV des monts Zagros, dans 1’actuel Irak. Il y relevait le fait remarquable de la disposition des
grains de pollen normalement retrouvés isolés lors d’autres fouilles dans les grottes. Ceux-ci
¢taient cette fois ci regroupés avec dans certain cas des regroupements ayant conservé la
forme de l'anthére de la fleur (Leroi-Gourhan, 1975). Il donna une interprétation de
I’esthétique de ce geste rituel traduisant un haut degré de pensée chez ’homme de Néandertal
(Fig. 33a). L’¢tude pollinique réalisée ultérieurement a montré une abondance de plantes
médicinales comme Ephedra altissima et Centaurea Senetio et d’autres plantes des genres
Achillea, Muscari et Althea dans ces restes. Ceci suggere plutot leur utilisation par les
néandertaliens a des fins thérapeutiques (Lietava, 1992). Par exemple, le naturaliste Pline
'Ancien décrit 'usage de 1’herbe d’Achille (Achillea millefolium) pour soigner les blessures
comme une panacée. Cette plante contient un alcaloide, I’achilléine qui posseéde un fort
pouvoir antihémorragique. La controverse a été lancée par Jeffery Sommer pour qui les
plantes ont trés bien pu étre enterrées postérieurement par Meriones persicus, un petit
rongeur (McDonald institute for archaeological research, 1991). Pourtant un des éléments
apportés par la publication originelle semble s’opposer a cette réinterprétation. En effet,
I’échantillon 313 des pollens prélevés contient les restes d’une aile de papillon (Fig. 33b).
L’auteur reléve qu’il faut peu d'imagination pour concevoir qu'un papillon se posa sur une
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fleur qui fut ensuite introduite dans la tombe (Leroi-Gourhan, 1975). L’analyse du tartre
dentaire des restes de I’homme de Néandertal a permis de confirmer que contrairement a ce
qui était communément admit, les néandertaliens avaient un régime varié, et pas uniquement
carné (Henry et al., 2011). L’analyse par chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse réalisée sur le tartre dentaire de 5 néanderthaliens retrouvés sur le site El Sidron au
nord de I’Espagne a identifi¢ la présence dans un cas des pigments anorexigénes au goft
amer (dihydroazuléne, chamazuléne, et coumarine) qui sont des constituants de 1’achillée
(Achillea millefolium) et de la camomille (Matricaria chamomilla). Le fait que ces deux
plantes soient dépourvues de qualité nutritive semble conforter ’interprétation d’un usage
thérapeutique (Hardy et al., 2012).

L’art pariétal n’a laissé aucune trace de I’'intérét de I’homme de Cro-Magnon pour les
plantes, méme si on a pu spéculer sur leur présence dans des breuvages hallucinogénes lors
de cérémonies orchestrées par les chamanes de la préhistoire (Clottes and Lewis-Williams,
2007). Les dessins de plantes sont extrémement rares dans l'art rupestre sur tous les

continents. Pourtant, en Tanzanie ou l'art rupestre représente la séquence continue la plus
longue dans le monde, une phase caractérisée par la présence de végétaux a pu étre datée de -
10 000 (+/- 2 000) ans. Une multitude de représentations végétales sont concentrées dans
cette phase, alors qu'elles sont pratiquement absentes a toutes les autres périodes. Les
représentations anthropomorphiques sont tres stylisées (Anati and Nicolas, 2003) (Fig. 33c).
Ce type de peintures est aussi retrouvé au Sahara central ou elles semblent représenter une
population dont la vie dépendait en grande partie de la collecte de plantes et qui faisait trés
probablement une large utilisation de drogues hallucinogénes (Fig. 33d).

Les deux champignons liés par une laniére de cuir retrouvés sur le corps congelé
d’Otzi a 3 210 métres d’altitude au Tyrol ont été interprétés comme une preuve de
’utilisation de plantes médicinales en Europe il y a 5 300 ans (Capasso, 1998). Grace aux
techniques modernes de séquencage, il a été possible de reconstituer son dernier repas, fait de
gibiers et de céréales (Rollo et al., 2002). Cet homme du Chalcolithique, connu comme 1’age
du cuivre, est décédé dans des circonstances encore débattues aujourd’hui. Il utilisait les
propriétés laxatives du champignon Piptoporus betulinus pour combattre une parasitose due a
un nématode (7richuris trichiura). La valeur thérapeutique de ce champignon fut contestée
dans deux articles publiés dans la méme revue prestigieuse, ce qui illustre bien la faiblesse
des interprétations d’artéfacts face aux démonstrations expérimentales (Poder and Peintner,
1999; Tunon and Svanberg, 1999). Il faut concéder a I’interprétation originale que les deux

champignons transportés par Otzi devaient évidemment avoir pour lui une certaine valeur,
qui semble facile a imaginer.

1.3.3 EVOLUTION DE LA PHARMACOPEE AU COURS DE L'HISTOIRE

L'utilisation de médicaments a base de plantes, leur préparation et leur application
dans la thérapie humaine, ont été décrits pour la premic¢re fois dans l'histoire par les
sumériens il y a approximativement 5 000 ans. Plus tot, en Inde et en Chine, un systéme
médical trés sophistiqué de thérapies a base de plantes a été mis au point. Suite a la montée
en puissance de ces empires, les connaissances ont été transmises vers l'ouest de I’Egypte, la
Grece et au monde arabe (Petersen and Amstutz, 2008). La médecine ayurvédique, originaire
d’Inde, est sans doute la plus ancienne de toutes les traditions médicinales. Elle comprend un
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Figure 34: Le mal des ardents ou feu de saint Antoine. Les hallucinations
provoquées par les alcaloides d’un champignon, 1’ergot de seigle, survenaient sous
formes d’épidémies lors de périodes particulicrement humides lors desquelles le
champignon se développait sur les épis de seigle. Tableau de Pieter Brueghel le Jeune
« Les péelerins de Saint Jean qui dansent a Meulenbeeeck » (1585).
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ensemble de pratiques destinées a maintenir I'équilibre et 'harmonie du corps (Gurib-Fakim
2006). La médecine par les plantes avait aussi pris son essor en Chine sur le concept
d’équilibre du yin et du yang comme I’empereur Shen Nung le relate en 2500 avant J.C. Les

maladies yin correspondent a une déficience du yang et se soigne par des aliments et épicés,
tandis que pour les maladies yang il faut consommer des herbes et des aliments froids. Cette
théorie des équilibres associée a cinq €léments (wu xing) rappelle celle des quatre humeurs
(sang, bile noire, bile jaune et phlegme) associées aux quatre éléments (air, terre, feu et eau)
des Grecs. Ce concept a été utilisé jusqu’a la fin du Moyen Age. Ces traditions se sont
propagées d’est en ouest par la route de la soie. Le myrte (Commiphora myrrha) est cité 120
fois dans I’ancien testament comme une plante avec des effets bienfaisants, et la mandragore
(Mandragora offinarum), une plante rare, est désignée dans la Gene¢se comme un remede
contre la stérilité. Le papyrus d’Ebers datant de 1 500 ans avant Jésus Christ (J.C.) représente
une premicre synthése, réalisée en Egypte, sur les maladies et leurs remeédes. Au moins 29
especes de plantes médicinales y sont décrites, dont un grand nombre d’épices (ail, aneth,
basilic, cardamone, carvi, coriandre, curcuma, fenugrec, menthe, moutarde, persil, poivre,
réglisse, tamarin, thym), mais aussi le bois de Santal, ’encens et le henné. La liste comprend
aussi quelques plantes produisant des substances actives comme la belladone et le pavot
(Gilbert, 2004). D’ailleurs, I’histoire de 1’utilisation des plantes en médicine va de pair avec
celle de leur utilisation comme poisons (Reynolds, 2005). Ceci est attesté par la mort de
Socrate en 399 avant J.-C. aprés avoir bu de la cigu€ (Conium maculatum). Les premicres
traces écrites incontestables d’un transfert est-ouest est le corpus hippocratique, un recueil
d’une soixantaine de livres de médecine datant du 5°"/4°™ siécle avant J.C. Hippocrate y
liste explicitement les plantes médicinales comme étant originaire d’Inde (Touwaide and
Appetiti, 2013). Hippocrate recommandait des remédes a base de plantes aromatiques
administrées sous forme de fumigations ou inhalations, de frictions ou de bains. Il prescrivait
¢galement I’utilisation de baies de myrte, de raclures de lotus pour la confection de
cataplasmes. L’ouvrage « De materia medica » recense [’utilisation médicale de 1 600
remedes compulsés par Dioscoride en 77 apres J.C. Cet ouvrage dont la majorité des remedes

sont d’origine végétale influenca les pharmacopées orientales et occidentales, et fut
commenté en France jusqu’a la fin du XVIII®™ siécle. La liste sera ensuite élargie et Galien
(129-200/216), I'un des peres de la pharmacie, décrira en détails leur mode de préparation.
La civilisation byzantine recueillit du V™ au XV°™ siécle les pratiques thérapeutiques
grecques et romaines qui furent transmises au monde arabe et a ’occident chrétien (Houél,
2011). Les croisades permirent a ’occident de s’approvisionner en épices et autres matieres
premieres utilisées principalement a des fins médicales. Ce commerce était controlé par des
négociants musulmans qui exploitaient les ressources d’Extréme-Orient, convoyant les épices
vers I’ouest a travers I'océan Indien, le golfe Persique et la mer Rouge, puis par des routes
terrestres. Durant le Moyen Age, la pensée de Ioccident chrétien fut dominée par des
principes mystiques encadrant des connaissances scientifiques héritées de D’antiquité.
L’intoxication par du pain pétri a partir de farine de seigle contaminée lors d’années
pluvieuses par un champignon, I’ergot de seigle (Claviceps purpurea) produisant des
alcaloides polycycliques hallucinogenes, était nommée le mal des ardents ou feu de Saint
Antoine (Saint Antoine est le saint-patron des ergotiques). Il était communément admis a
I’époque que ces personnes ¢taient des victimes de sorcieres ou de démons (Fig. 34).
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Figure 35: La renaissance signe une ouverture d’esprit. a. Portrait de
Philippe Aurélien Théophraste Bombastus de Hohenheim, dit Paracelse
tiré du livre «Des Hochgelerten Paracelsi etliche Tractaten ». Cologne,
Arnold Birckmann-Erben (1567). b. Page de garde de la « Réplique
d’Ambroise Par¢, premier chirurgien du roi, a la réponse faite contre le
discours de la licorne ». Paris G. Buon (1584). bnf
ark:/12148/btv1b86082882. ¢. Carte de I’Atlantique nord. Atlas de
Ferndao Vaz Dourado (1571). Bibliothéque nationale du Portugal [Ca

1576].
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Deux savants de la renaissance, Paracelse (1493-1541) et Ambroise Paré¢ (1510-1590)
qui ont écrit et enseigné presque simultanément, respectivement en allemand et en francais,
sont & I’origine d’un bouleversement de la pensée médicale. Paracelse introduit la notion de
principe actif en posant les bases de la pharmacie expérimentale (Fig. 35a). Appelé a Bale en
1526 comme médecin de la ville et Professeur de médecine, il exerca un contrdle sévere sur
les ventes des médicaments, diminua le prix des ordonnances et sévit contre les associations
coupables des médecins et des apothicaires. Ses succeés médicaux provoquerent ’envie et la
jalousie. Paracelse définit ses principes dans une profession de foi révolutionnaire: «Se coller
a Hippocrate, Galien, Avicenne, est sans doute un moyen tres efficace d’acquérir le titre de
Docteur, mais certainement pas de guérir les malades». De son coté, Ambroise Paré, un
chirurgien, publia un « Discours de la momie et de la licorne » (Paré and Delacomptée, 2011)

pour expliquer a son patient, le chevalier Christofle des Ursins, pourquoi il ne lui avait pas
prescrit de momie, remede populaire a I’époque. La momie pouvait selon lui beaucoup plus
nuire qu'aider, « a cause que c'est de la chair des corps puants et cadavéreux, et que jamais
n'avais vu que ceux auxquels on en avait donné a boire, ou a manger, qu'ils ne vomissent tot
apres en avoir pris, avec grande douleur d'estomac ». Il ajouta que les anciens n'ont jamais
pensé faire embaumer leurs corps pour étre mangés des chrétiens. Les cornes de licorne des
trésors royaux ne parvinrent pas plus a vaincre son scepticisme qui renvoyait le reliquaire des
apothicaires du Moyen Age a une époque révolue, ou les pratiques médicales ne se
distinguaient pas vraiment de la sorcellerie. D’autant que c’était I'époque des voyages de
Christophe Colomb (1451-1506), Vasco de Gama (1460/1469-1524) et Ferdinand Magellan
(1480-1521) qui, en ouvrant I’ére planétaire de notre histoire, ont ¢élargi considérablement la
gamme des plantes au pouvoir thérapeutique (Fig. 35c¢).

[.3.4 ISOLATION DE LA QUININE

Au nouveau monde, les indiens Quichua utilisaient 1’écorce d’un arbre qu’ils
réduisaient en poudre appelé Kinakina. En 1631, la vice-reine du Pérou fut la premiére
occidentale a étre traitée et guérie d’un exces de fievre paludique (malaria) par un chaman
Quichua (Allorge-Boiteau and Ikor, 2003; Potier et al., 2001). Celle-ci ramena d’Amérique
du quinquina, le confia au cardinal de Lugo qui popularisera le remeéde auprés des cours
d’Europe. Celui-ci fut introduit & Londres par un apprenti apothicaire, Robert Talbor, qui en
revendit le secret au roi Louis XIV (1638-1715) pour une fortune. Louis XIV I’a alors fait
publier par son médecin, Nicolas de Blégny. L’intérét thérapeutique de I’écorce de quinquina

donna lieu a une controverse religieuse puisque les missionnaires jésuites en assuraient le
commerce. Ainsi, les puritains, dont Oliver Cromwell (1599-1658) se refusérent a ingurgiter
ce démoniaque filtre papiste. Le quinquina a aussi provoqué une guerre commerciale puisque
les autorités coloniales espagnoles interdisaient I’exportation des graines de quinquina hors
des territoires qu’ils administraient. Les propriétés antipaludiques du quinquina aiguisérent
I’intérét de tous les pays poursuivant une entreprise coloniale dans des pays tropicaux ou les
fievres intermittentes tuaient une part importante des colons chaque été (Hobhouse and
Barbe-Girault, 2012). Les conséquences de la maladie & long terme sont la destruction des
globules rouges conduisant a un état d’extréme faiblesse. Le terme de tombe de "’homme
blanc fut d’ailleurs adopté par les colons anglais pour désigner 1’ Afrique sub-saharienne ou la
maladie était endémique. Le paludisme fut aussi probablement responsable de la victoire de
Toussaint-Louverture (1743-1803) face a I’armée napoléonienne a Haiti, aux Caraibes
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Figure 36: La quinine. a. Timbre commémoratif frangais de 1970 a
I’adresse de Pierre Pelletier et Joseph Caventou pour I’isolement de la
quinine en 1820. Etrangement, la formule de la quinine contient un noyau
benzéne qui n'a été découvert par Friedrich Kekulé¢ qu'en 1860. b. Robert
Woodward et ¢. William von Eggers Doering les artisans de la synthése de la
quinine en 1944.
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(Girard, 2013). Une étude de 2012 sur des marqueurs génétiques de milliers d'échantillons de
Plasmodium falciparum confirme l'origine africaine du parasite en Amérique du Sud
(Yalcindag et al., 2012). Les chimistes francgais Pierre Pelletier (1788-1842) et Joseph
Caventou (1795-1877) de I’hopital Saint-Antoine a Paris, réussirent en 1820 a isoler la
quinine, un alcaloide (Fig. 36a). Elle fut utilisée chez I’homme apres un essai clinique réalisé
chez le chien en 1826 (Potier et al, 2001). La quinine contient des atomes de carbone
asymétriques liés a quatre groupes chimiques différents permettant a la structure d'ensemble
d’exister sous 16 isomeres, dont un seul d'entre eux est la forme active médicalement. Il
faudra donc attendre 1944 pour que le prix Nobel 1965, Robert Woodward (1917-1979)
associ¢ a William von Eggers Doering (1917-2011) en réalise la synthése a 1’université
d’Harvard (Fig. 36b et c).

Charles Louis Alphonse Laveran (1845-1922), responsable en Algérie coloniale
francaise des maladies et épidémies des armées étudiait les anomalies histologiques dans le
sang des patients impaludés. En 1881, il put y identifier un parasite (Plasmodium falciparum)
responsable du paludisme. Il regu le prix Nobel en 1907 pour ses travaux. Ce protozoaire est
transmis a ’homme par I'intermédiaire d’un moustique anophéle. Le male est inoffensif,
mais la femelle se nourrit de sang chaud lors de la ponte de ses ceufs. Le plasmodium ainsi
inoculé infecte les cellules hépatiques de la victime puis circule dans le sang, colonisant les
hématies et les détruisant. L’hémoglobine est digérée en acides aminés et I’héme ainsi libéré
est cristallis¢é en hémozoine annulant ainsi son effet toxique sur le plasmodium. La
séquestration de I’héme dans 1’hémozoine est donc essentielle a la survie du parasite. Le
mécanisme d’action de la quinine n’a pas été étudié au niveau moléculaire, mais il est
généralement admis qu’elle agit comme un antipaludique de deuxiéme génération, la
chloroquine, en inhibant la formation d’hémozoine (Coronado et al., 2014). L'anémie
falciforme (drépanocytose) est une maladie génétique récessive résultant de mutations du
gene de I’hémoglobine dans laquelle les globules rouges présentent une forme en faucille,
libérant I’héme libre cytotoxique. Les individus hétérozygotes ne développent pas la maladie
mais sont protégés contre la malaria. Ceci explique la forte prévalence de ces mutations dans
les zones ou la malaria est endémique. Les mécanismes par lesquels ces individus sont
protégés font I'objet de recherches actives (Taylor et al, 2013). Avec 207 millions de
personnes malades et 627 000 déceés en 2012, la malaria est une maladie trés loin d’étre

endiguée (Churcher et al, 2014; Newman, 2012). Ceci est principalement did au
développement de souches de plasmodium résistantes aux nombreux antipaludiques utilisés.
La quinine est aujourd’hui a la base de boissons non médicales, mais est encore utilisée pour
traiter les cas graves de malaria.

[.3.5 ISOLATION D'UN ANTI-CANCEREUX PAR CRIBLAGE : LA VINBLASTINE

Il aura donc fallu 195 ans pour passer de I’observation des propriétés thérapeutiques
du quinquina a I'utilisation de la quinine en médecine et 313 ans pour réaliser la synthése de
son principe actif, la quinine. Ce fut néanmoins une des premieres démonstrations du fait
qu’un seul composé chimique était capable d’expliquer I’activité d’une drogue a base de
plantes. Ces travaux ont été les précurseurs de la chimie des substances naturelles. Cette
histoire extraordinaire pourrait étre celle d’autres principes actifs. Etienne de Flacourt (1607-
1660) importa la pervenche de Madagascar (Catharanthus roseus) au jardin du roi, le futur
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Figure 37: La vinblastine. a. Echantillon de pervenche de
Madagascar (Catharanthus roseus) datant de 1650 conservé au
Muséum national d’histoire naturel a Paris.
chimique de la vinblastine.

b. Structure
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muséum d’histoire naturel (Fig. 37a). Mais c’est seulement en 1960 que fut découvert
indépendamment par deux groupes américains les propriétés antitumorales d’un alcaloide, la
vinblastine, contenu dans la partie aérienne de la plante (Cutts et al., 1960; Johnson et al.,
1960). Le groupe de Robert Noble (1910-1990) a I'université du Western Ontario a isol¢ la
vinblastine apres avoir étudi€¢ son action comme immunosuppresseur, alors que de son coté,
le groupe de Gordon Svoboda, appartenant a la compagnie Eli Lilly & Indianapolis a criblé
des extraits de plantes contenant des alcaloides chez I’animal sur un modéle murin de
leucémie et finalement isolé la vinblastine (Fig. 37b). La vinblastine interagit avec la
tubuline et inhibe 1'assemblage des microtubules provoquant un arrét du cycle cellulaire et
donc de la prolifération cellulaire. Les méthodes de criblage cellulaire ont aussi permis
d’accélérer la recherche de métabolites secondaires comme agents pharmacologiques.

1.3.6 INDUSTRIALISATION DU PROCEDE D'EXTRACTION

Cette industrialisation est parfaitement illustrée par I’identification du paclitaxel
(taxol) a partir de I’if du Pacifique (Taxus brevifolia). En 1955, le National Cancer Institute
(NCI) Américain crée un centre national de chimiothérapie anticancéreuse (CCSRC) et
développe une plateforme de criblage destinée a stimuler la recherche d'agents anticancéreux
(Leiter et al., 1962). Le ministére de l'agriculture des Etats-Unis (USDA) en collaboration
avec le NCI a collecté et analysé 15 000 plantes a travers le monde. Le criblage a été réalisé

sur une lignée cellulaire KB (ATCC #CCL-17) dérivée d'un carcinome du nasopharynx
(Eagle, 1955). Cette lignée cellulaire a été choisie en raison de son taux de croissance rapide
et de la reproductibilité de sa culture en monocouche. Il s’est avéré plus tard qu’il s’agissait
d’une contamination de cellules HeLa (ATCC #CCL-2), dérivées d’un cancer du col de
lI'utérus. Les cellules étaient ensemencées dans le minimum essentiel d’Harry Eagle (1905-
1992) en présence de sérum et de I’agent a tester, mis en solution dans 1’eau, I’éthanol ou la
diméthylformamide si nécessaire. Un volume de 3,9 ml de suspension cellulaire
correspondant a 10-20 mg de protéine/ml était ajouté avec 0,1 ml de I’agent a tester puis le
tout incubé pour 24 h a 37°C dans des tubes de culture munis d’un bouchon a vis et inclinés
de 10°. La mesure de la cytotoxicité des composés testés est basée sur la mesure de
l'inhibition de la synthése protéique. Cette derniere est déterminée en comparant la
concentration initiale en protéine de celle a 24 h pour la culture en présence et en absence de
la molécule testée. Ceci a été réalisé¢ par la méthode développée par Oliver Lowry (1910-
1996) (Lowry et al., 1951; Oyama and Eagle, 1956). Ce sont Monroe Wall (1916-2002) et
Mansukh Wani qui isolérent le paclitaxel de 1’écorce de I'if aprés un fractionnement guidé
par des essais cellulaires réalisé avec le NCI au Research Triangle Institute (RTI) en Caroline
du nord. Leurs premieres tentatives pour découvrir ’origine de l'activité anticancéreuse de I'if

ont échoué, mais en septembre 1966, les chercheurs purent isoler une substance cristalline
qu’ils nommerent taxol. Le nom de la plante provient de I’existence prouvée d’un groupe
hydroxyle comme celui de 1’éthanol (Wani et al, 1971). Contrairement aux autres
anticancéreux tels que la vinblastine qui inhibent l'assemblage des microtubules, le paclitaxel
stabilise les microtubules et empéche leur dépolymérisation bloquant ainsi la prolifération
cellulaire (Schiff et al., 1979). Le premier essai clinique a été initi€¢ en 1984, mais tres
rapidement la question de la production de paclitaxel a partir de I’if du Pacifique devint un
probléme majeur. La synthése du taxol donna lieu a une compétition franco-américaine. D’un
coté le groupe de Pierre Potier de I’Institut de Chimie des Substances Naturelles du CNRS a
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Gif sur Yvette réalise en 1989 I’hémisynthése a partir d’un if commun (7axus baccata) d’un
dérivé actif, le docetaxel (Mangatal et al., 1989). En 1991, le groupe de Robert Holton de
I’université d’état de Floride aprés s’étre concentré sur la néosynthése dépose un brevet sur

une méthode similaire d’hémisynthése avec un rendement plus élevé que le groupe frangais
(Holton, 1991). Aujourd’hui, le Paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers Squibb) et le docetaxel
(TAXOTERE®, Sanofi-Aventis) sont les agents anticancéreux les plus efficaces pour le
traitement des tumeurs solides.

L’if ne fait pas partie des plantes utilisées par la médecine traditionnelle, Les indiens
du nord ouest américain utilisaient son bois pour fabriquer des arcs et des pagaies pour leurs
canoés. Néanmoins, la majorité des molécules pharmacologiques dérive de végétaux ou
d’autres produits naturels employés a l'origine comme remeédes traditionnels (Cragg and
Newman, 2013b). Le « Journal of Ethnopharmacology » fut créé en janvier 1979 et la société
internationale  d’ethnopharmacologie fut fondée lors du premier congrés de
l'ethnopharmacologie a Strasbourg en Mars 1990. Il s’agit donc d’une discipline récente a

I’interface des sciences humaines (anthropologie, ethnologie) de la biologie et de la chimie,
qui contribue a la recherche de nouveaux produits naturels ayant une activité biologique en
¢évaluant le potentiel thérapeutique des médecines traditionnelles (Rivier and Bruhn, 1979).
Le mouvement avait été amorcé au XIX®™ lorsque Paul Broca (1824-1880) fondit la
premiere société d’anthropologie 1’année méme ou Charles Darwin (1809-1882) publie
« L'origine des espéces au moyen de la sélection naturelle » qui replace ’homme au sein du
régne animal. Au XX™ siécle les anthropologues et les ethnologues réhabilitent les sociétés
traditionnelles, leurs valeurs et leurs richesses. En effet, pour les occidentaux du XIX™™ les

ethnies étrangeres, connues entre autre par la colonisation, ne pouvaient détenir de savoir
authentique. Une premicre remise en cause de ses certitudes avait été annoncé bien plus tot
lorsqu’un botaniste, Antoine de Jussieu (1686-1758), interpréta les pierres que 1’on croyait
alors tombées avec la foudre, comme étant en fait des haches polies et de pointes de fleches
en silex de nos ancétres préhistoriques. Ces objets travaillés présentaient pour lui une
analogie avec ceux utilisés par les indiens d'Amérique. L’ethnopharmacologie est un des
résultats de ce renversement de perspective (Brace, 1974). L'Organisation mondiale de la
Santé (OMS) estimait en 1985 que 65% de la population mondiale utilisait principalement
pour se soigner des plantes composant des remeédes traditionnels [voir aussi (Raskin et al.
2002)].

Le projet présenté ici a été congu pour bénéficier des deux approches, les études
ethnopharmacologiques et le criblage cellulaire.

.4 LA RETINE

1.4.1 ANATOMIE DE LA RETINE NEURALE

La rétine tapisse le fond de I'eeil et est composée de deux tissus, la rétine neurale et
I'épithélium pigmentaire rétinien (EPR) (Fig. 38a). La rétine est le lieu de traduction des
photons de la lumiére visible en signaux nerveux envoyés au cerveau via le nerf optique, Il
s'agit d'un tissu neuronal trés fin de 0,1 a 0,5 mm d'épaisseur qui est localisé entre le vitré et
I'épithélium pigmentaire rétinien intégré au systéme nerveux central. La rétine possede une
structure stratifiée dans laquelle on distingue 5 types de neurones (photorécepteurs, cellules
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Figure 38 : La rétine. a. Schéma descriptif de I’ceil et du positionnement de la rétine entre
le vitré et 1’épithélium pigmenté rétinien. b. Image du fond de I’eil par examen
ophtalmoscopique chez I’homme. c¢. Les différents neurones de la rétine situés entre le vitré
et I’épithélium pigmenté rétinien. Noté en jaune le chemin parcouru par la lumiére au
travers de la rétine jusqu’aux segments externes des photorécepteurs. d. Cellule gliale de

Miiller en jaune.
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bipolaires, cellules amacrines, cellules horizontales et cellules ganglionnaires) et 3 types de
cellules gliales (cellules gliales de Miiller, astrocytes et microglies). Ces différents types
cellulaires sont organisés en 5 couches (Fig. 38b). Les photorécepteurs sont des neurones qui
captent directement la lumiére. Il en existe deux types, les batonnets et les cones, qui n'ont
pas la méme sensibilité spectrale. Chez les primates les cones sont rassemblés au centre de la
rétine, la fovéa (Fig. 38c). Les photorécepteurs transmettent cette information aux cellules
ganglionnaires qui projettent leurs axones vers le cerveau a travers des interneurones appelés
cellules bipolaires. Il existe plusieurs groupes de cellules bipolaires (Boycott and Wassle,
1991; Kolb et al., 1992; Mariani, 1984): les bipolaires des batonnets, reliant plusieurs
batonnets a une cellule ganglionnaire, et les bipolaires des cones, reliant un ou plusieurs
cones a une cellule ganglionnaire. Les cellules horizontales sont situées au niveau de la

couche plexiforme externe. Elles sont connectées latéralement a plusieurs cones, batonnets et
neurones bipolaires, et inhibent Iactivité des cellules avoisinantes. Cette suppression
sélective de certains signaux nerveux, connue sous le nom d’inhibition latérale, augmente le
contraste du signal visuel. Le corps cellulaire des cellules amacrines se situe dans la couche
nucléaire interne et leurs terminaisons synaptiques dans la couche plexiforme interne. Les
cellules ganglionnaires constituent le dernier maillon de la chaine neuronale rétinienne.
L'ensemble des axones des cellules ganglionnaires se regroupe au niveau de la papille
optique pour former le nerf optique qui propage le signal visuel au niveau du cerveau. Il
existe une tres grande diversité de cellules ganglionnaires.

Les cellules Gliales de Miiller traversent la rétine de part en part et leurs pieds
terminaux forment la couche limitante externe et la couche limitante interne (Fig. 38d). Ces
cellules interagissent avec tous les neurones de la rétine (photorécepteurs, cellules bipolaires,
cellules ganglionnaires, etc,) et jouent un role de maintien du métabolisme des neurones en
recyclant les ions et les neurotransmetteurs. Des astrocytes situés uniquement dans la partie la
plus interne de la rétine jouent un rdle dans le maintien de la barriére hématorétinienne.
Enfin, les cellules microgliales ont pour fonction de phagocyter les débris cellulaires qui sont
libérés lors de traumatismes rétiniens.

1.4.2 LES PHOTORECEPTEURS

La structure des photorécepteurs est particuliére car ce type cellulaire possede une
morphologie trés caractéristique. Ils possédent tous un segment externe, le siege de la
phototransduction, un segment interne ou se trouve toute la machinerie cellulaire, un cil
connecteur qui relie le segment externe et le segment interne. A 1’opposé, les terminaisons
synaptiques sont en contact avec les cellules bipolaires (Fig. 39ab). Le cil connecteur est la
seule connexion entre le cytoplasme des deux compartiments, il est donc impliqué dans le
transport de nombreuses molécules, notamment des protéines (Trojan et al, 2008). Le
segment externe est formé d’un empilement de disques membranaires. Ces disques sont
enchassés dans la membrane de la cellule des batonnets, mais correspondent a un repliement

de la membrane cellulaire des cones. C'est sur ces disques que sont localisés les pigments
visuels sensibles a la lumiére (les opsines). Pour les batonnets, ce segment externe est tres
long et contient donc beaucoup de pigments visuels. C'est la raison pour laquelle les
batonnets sont 1 000 fois plus sensibles a la lumiére que les cones. Ils sont donc responsables
de la vision scotopique, c'est a dire a faible luminosité. Les segments externes des cones sont
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Figure 39: Morphologie des batonnets et des cones. a. Les Stibchen (batonnets) et les
Zapfen (cones) décrits par Max Schultze en 1866 dans Zur anatomie physiologie und der
retine. b. Dessin de batonnets et les cones du laboratoire de Brian Perkin, le segment
externe en rose, le segment interne en jaune, le noyau en bleu et le cil connecteur en noir.
M, les mitochondries; RE, réticulum endoplasmique. La direction du renouvellement du
segment externe est donnée par les fléches verticales rouges.
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plus petits et en forme effilée, formant des cones. Les cones sont responsables de la vision
photopique, c'est a dire a treés forte luminosité. Ils permettent une vision treés fine chez les
primates et les oiseaux, grace a la présence de la fovéa au centre de la rétine (Fig. 38c).
Celle-ci ne comprend que des photorécepteurs a cones. Les cones permettent également la
distinction des couleurs grace aux différents types de cones. En effet, les cones se répartissent
en trois grandes familles chez I'homme et les autres primates, L (long), M (medium) et S
(short) correspondant respectivement a leur sensibilité aux longues, moyennes et courtes
longueurs d'ondes (Brown and Wald, 1963).

[.4.3 PHOTOTRANSDUCTION

La phototransduction a été étudiée en détail pour les batonnets qui contiennent la
rhodopsine au niveau des disques empilés du segment externe. Les batonnets n’expriment
qu'un seul pigment visuel, la rhodopsine. C’est une protéine a sept domaines
transmembranaires avec une liaison covalente avec le rétinal, qui n'est autre qu'un aldéhyde
de la vitamine A (rétinol). La rhodopsine, qui lie le rétinal, est synthétisée dans l'appareil de
Golgi dans le segment interne, puis est transportée via des vésicules jusqu'au cil connecteur
ou elle est incorporée dans la membrane des disques (Papermaster et al., 1985). Le rétinal,
produit de la vitamine A est issu de la circulation sanguine (Fig. 40a). La molécule de rétinal
est commune aux batonnets et aux différents types de cones. La réception de la lumiere

provoque l’isomérisation du 11-cis rétinal en all-trans rétinal, cette photoisomérisation
entraine un changement de conformation de l'opsine a laquelle le rétinal est li¢ et initie la
phototransduction. Ce changement de conformation induit tout une cascade de réactions
biochimiques qui aboutit a la fermeture de canaux sodium puis des canaux calcium, ce qui
provoque l'hyperpolarisation membranaire du photorécepteur et bloque la libération d’un
neurotransmetteur, le glutamate. Le signal est alors transmis aux neurones internes de la
rétine.

[.4.4 L'EPITHELIUM PIGMENTAIRE RETINIEN

L’épithélium pigmentaire rétinien (EPR) est constitué¢ de cellules épithéliales
cubiques ayant des jonctions serrées et qui émettent des microvillosités entourant les
segments externes des photorécepteurs (Fig. 40a). Chaque cellule de 'EPR est en contact
avec en moyenne 25 photorécepteurs, batonnets et cones. L'EPR participe a la fonction des
photorécepteurs par quatre actions principales, 1) Les disques des segments externes des
photorécepteurs sont constamment renouvelés par I'EPR, les membranes et protéines
membranaires qui les composent migrent donc progressivement du podle basal du coté
segment interne, ou ils sont synthétisés et assemblés vers le podle apical, ou ils sont dégradés
dans ’EPR. Le segment interne des photorécepteurs contient le noyau et les organites (les
mitochondries, l'appareil de Golgi, etc,) indispensables au renouvellement des segments
externes. Le processus de renouvellement des segments externes est sans doute li¢ au fait
qu’étant treés riches en acides gras polyinsaturés, les membranes des segments externes sont
trés facilement oxydées et dégradées par I’action photo-oxydante de la lumiére. Les segments
externes sont donc renouvelés quotidiennement selon le rythme nycthéméral, a une cadence
extraordinaire de 10% par jour, et ceci tout au long de la vie de I'organisme. 2) L'EPR
absorbe I’exceés du rayonnement grace a un pigment de couleur brun noir, la mélanine. Ceci
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Figure 40: Fonction de I’épithélium pigmenté rétinien. a. Interactions entre
les cellules de 1’épithélium pigmentaire rétinien (EPR) et les photorécepteurs.
Les hexagones en noir représentent des grains de mélanine. b. Cycle visuel ou
cycle de la vitamine A. Le photon provoque la transisomérisation du 11-cis-
rétinal en all-trans-rétinal qui est lié & une base de Schiff (liaison covalente) a la
molécule d’opsine. Le all-trans-rétinal est déshydrogéné en all-trans-rétinol et
transporté dans I’EPR. Dans I’EPR, il est transformé en all-trans-rétinyl ester et
ensuite transisoméris€¢ en 11-cis-rétinyl ester par un complexe enzymatique
comprenant RPE65 puis transformé en 11-cis-rétinol, qui se lie ensuite a
I’opsine dans le photorécepteur sous forme de 11-cis-rétinal.
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limite ainsi la quantité de lumiére réfléchie dans I'eeil et protége donc les photorécepteurs. 3)
L’EPR a un role essentiel au cycle de la vitamine A (Fig. 40b). Suite a la cascade de la
phototransduction, le all-frans est régénéré par voie enzymatique grace a la
transisomérisation en 11-cis-rétinal au sein de I’EPR (Baehr et al, 2003). L’EPR joue aussi
un role de barriére hématorétinienne controlant l'afflux des nutriments entre la rétine et la
circulation sanguine au niveau de la choroide, sous-jacente a ’EPR (Fig. 40a). Dans un sens,
I'EPR transporte du glucose, des ions et d'autres nutriments de la circulation sanguine vers les
photorécepteurs et dans 1’autre sens des électrolytes, des produits du métabolisme comme le
lactate de l'espace sous rétinien vers les vaisseaux choroidiens (Strauss, 2005). Pour
transporter le glucose, I'EPR exprime des transporteurs sur sa face apicale et sa face
basolatérale. Les transporteurs du glucose GLUT1 (SLC2A1) et GLUT3 (SLC2A3) sont
exprimés en grande quantité dans 'EPR (Ban and Rizzolo, 2000; Sugasawa et al., 1994),
ainsi que les transporteurs du lactate MCT1 (SLC16A1) et MCT3 (SLC16A8) (Daniele et al.
2008). L'EPR transporte également la vitamine A (rétinol), nécessaire au renouvellement du
cycle visuel (Fig. 40 a,b).

1.5 LA RETINOPATHIE PIGMENTAIRE

I.5.1 GENETIQUE DE LA RETINOPATHIE PIGMENTAIRE

Les dégénérescences rétiniennes héréditaires forment un ensemble hétérogene de
maladies génétiques. Parmi celles-ci, la rétinopathie pigmentaire (RP) se caractérise par la
dégénérescence progressive des photorécepteurs a batonnet de la rétine, suivie plus
tardivement par celle des cones. Il en résulte un affaiblissement irréversible de la vision
périphérique puis de l'acuité visuelle, ainsi qu'un dépdt pigmentaire caractéristique et visible
par examen ophtalmoscopique. Ces événements conduisent irrémédiablement a la cécité, Ces
pathologies sont des maladies rares qui affectent 40 000 personnes en France, environ 400
000 en Europe, 100 000 aux Etats-Unis, avec une incidence de 1/3 000 naissance en France.
La RP reste la cause la plus fréquente de cécité chez des adultes d’age moyen, dans les pays
industrialisés. En 1989, le géne RHO sur le bras long du chromosome 3, codant pour la
rhodopsine a été montré comme étant responsable de la RP dans une famille irlandaise
(McWilliam et al., 1989). Cette découverte marquait le point de départ des études génétiques
de la RP. Quelques temps apres, une mutation fut découverte dans le géne RHO au sein d'une
famille américaine touchée par la RP (Dryja et al., 1990). Ceci permit de faire des progres
importants dans la compréhension de ces pathologies. Depuis ces années, les mutations
décrites pour les RP touchent principalement des geénes exprimés par les batonnets (Kajiwara
et al., 1994; McLaughlin et al., 1993; Rosenfeld et al., 1992). A la date du 14 Mai 2014, 212
genes responsables de dégénérescences rétiniennes héréditaires ont été identifiés, dont 57
geénes de RP (RetNet). Les geénes responsables de RP codent pour des protéines des
photorécepteurs aux fonctions trés variées allant de la cascade de phototransduction au
cytosquelette, des facteurs de transcription comme CRX (Swain et al., 1997) aux facteurs
d’épissage comme PRPF31 (Vithana et al., 2001). De plus, il existe aussi des protéines
exprimées par 'EPR comme MERTK (Nandrot et al., 2000) ou RPE65 qui est impliqué dans
une forme grave de dégénérescence des photorécepteurs, ’amaurose congénitale de Leber
(Gu et al., 1997). Dans 45% des cas, la mutation est un événement sporadique mais, pour les

autres cas restants (55%) elle résulte d'une transmission héréditaire. Il existe différents modes
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de transmissions héréditaires dont le mode autosomique dominant (40-50% des cas), le mode
autosomique récessif (30-40%), les formes liées au chromosome X (10-15%), la transmission
maternelle par les génes mitochondriaux (< 1%) et un mode digénique (1-2%). Dans ce
dernier cas, l'individu est affecté par la maladie suite a la transmission de deux génes
différents de RP, I’'un par son pére et I’autre par sa mere. La RP représente 90 a 95% des cas
de dégénérescence rétinienne héréditaire.

[.5.2 APPROCHES THERAPEUTIQUES DE LA RETINOPATHIE PIGMENTAIRE

A T'heure actuelle, il n'existe aucun traitement pour guérir les patients atteints de
rétinopathie pigmentaire. Quelques précautions peuvent néanmoins ralentir temporairement
la progression de la maladie. Ainsi, le port de verres protecteurs et filtrants, protégeant de la
luminosité et des rayons ultraviolets est recommand¢ car il semble que certaines pathologies
soient aggravées par la lumicre du soleil. Le recours a des aides optiques comme des lunettes
grossissantes et des loupes peuvent sensiblement améliorer la vision des patients. Méme si a
ce jour cette maladie est incurable, de nombreuses recherches de traitements sont en cours
d’aboutissement.

La premiére approche par thérapie génique corrective consiste a réintroduire une
copie normale du géne muté dans des cellules cibles pour corriger le déficit dans les cas
récessifs. Le transfert du gene correcteur dans les cellules cibles se fait grace a des vecteurs
viraux. Les premiers essais, prometteurs, ont été réalisés sur des modeéles animaux de
’amaurose congénitale de Leber, les chiens RPE65 (™/™"). Les chercheurs ont injecté dans
I’espace sous rétinien de chiens de 4 mois d’age RPE65 (™/™") un vecteur viral recombinant
dérivé du virus adéno-associé (VAA) et ont obtenu une restauration de la fonction visuelle
(Acland et al., 2001) mesurée par electrorétinogramme (ERG) et pupillométrie. De plus, cette
méme équipe a procédé a un suivi longitudinal sur 3 ans montrant que les chiens avaient
conservé les fonctions visuelles et trés bien toléré les vecteurs viraux (Acland et al., 2005).
D’autres essais similaires ont confirmé le succés de cette technique dans ce modele (Le Meur
et al., 2007). Chez I’homme, les premiers résultats de trois essais cliniques indépendants pour
I’ Amaurose congénitale de Leber sont trés encourageants (Bainbridge et al., 2008; Cideciyan
et al., 2008; Maguire et al., 2008). Trois des patients traités présentaient, au bout de 30 jours,
une augmentation significative de leur sensibilité visuelle montrant I’activation du cycle

rétinoide (Cideciyan et al., 2008). La restauration des capacités visuelles a pu étre enregistrée
au niveau du cortex (Ashtari et al., 2011).

La deuxieme approche est la thérapie cellulaire. Celle-ci consiste a transplanter des
cellules saines afin de remplacer les cellules dégénérées. Les premiers essais furent réalisés
par transplantations de cellules immatures issues de tissus embryonnaires. L’hypothése était
que comme ces cellules sont immatures, elles conserveraient assez de plasticité pour
s’intégrer au tissu hote. Malheureusement, ces essais ont tous été infructueux car méme si ces
cellules sont capables de survivre, et de migrer dans la rétine, elles sont incapables d’établir
des connections synaptiques avec les autres types cellulaires, tels les cellules bipolaires dans
le cas de la RP. En revanche, ceci est possible pour les cellules prélevées a un stade bien
précis du développement correspondant au pic de genése des batonnets représenté par
I’expression du facteur de transcription NRL. Ces cellules s’intégrent, se différencient en
batonnets, établissent des connections synaptiques avec les autres cellules et améliorent la
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fonction visuelle (MacLaren et al., 2006). Le transfert vers la clinique de ces résultats se
heurte au fait que cette période utile correspond chez I’homme a la troisieme semaine de
développement embryonnaire (Leveillard et al., 2007). Cependant, ce travail pourrait aussi

préparer une approche fondée sur 1'utilisation de cellules souches embryonnaires ou bien des
cellules souches pluripotentes reprogrammées par le facteur de transcription NRL (Reichman
et al., 2014).

Les implants rétiniens ou rétines artificielles, quant a eux, reposent sur l'observation
que les cellules qui communiquent avec le cerveau via le nerf optique, appelées cellules
ganglionnaires, restent en grande partie intactes et fonctionnelles dans les dégénérescences
rétiniennes, méme a la suite de la perte des photorécepteurs. L’idée est venue de les stimuler
par une micro-prothése rétinienne. Les premiers essais menés aux Etats-Unis chez ’homme
ont montré I’aptitude des patients implantés a suivre une tache lumineuse, ou bien a
visualiser des objets bien contrastés (Humayun et al., 2009).

L’approche particuliére par neuroprotection a été développée au sein de 1I’équipe et
nous approfondirons donc ici ce théme. La neuroprotection consiste & bloquer ou méme
simplement a ralentir la dégénérescence des photorécepteurs pour prévenir la cécité chez les
patients atteints de RP. La protection est réalisée par administration de protéines sécrétées qui
sont regroupées sous le vocable de facteurs trophiques. Le « Ciliary Neurotrophic
Factor » (CNTF) a donné lieu a un essai clinique par utilisation d’un mode de délivrance
particulier reposant sur des proteines recombinantes encapsulées (Cayouette and Gravel,
1997; Sieving et al., 2006). Cependant, cet essai clinique a été ensuite abandonné puisque
I’administration de CNTF n’avait finalement aucun effet bénéfique sur la vision des patients
(Birch et al., 2013). Les résultats paradoxaux du CNTF ont conduit a 1’étude d’autres facteurs
de croissance dont le « Glial cell line Derived Neurotrophic Factor » (GDNF). Il a donc été
démontré au sein du laboratoire que celui-ci exergait un effet neuroprotecteur, tant au niveau

fonctionnel qu’au niveau histologique, sur les photorécepteurs a batonnets chez la souris rd/,
un modele animal de RP (Frasson et al., 1999).

L’approche de I’équipe repose sur les interactions trophiques entre les batonnets et les cones
(Leveillard, 2014). La couche des photorécepteurs de la rétine des vertébrés est constituée de

millions de photorécepteurs a batonnet et a cone. La principale différence morphologique
entre les deux classes de PR est la morphologie de leur segment externe. La proportion
respective des batonnets et des cones dans la rétine et leur arrangement topologique sont
variables selon les especes. Ainsi, chez les oiseaux, la rétine est dominée par les cones alors
que les espéces nocturnes comme les rongeurs tels que la souris, le rapport entre le nombre
de batonnets et de cones est de 98/2. L’homme, comme la plupart des primates est une espece
diurne avec une rétine riche en batonnets, Les cones y sont concentrés au centre de la rétine,
la fovéa située au centre de la macula (Fig. 38c), mais ils ne représentent que 4 a 5% des
photorécepteurs (Webvision). Pourtant, les cones sont entiérement responsables de 1’acuité
visuelle et la vision des couleurs, les batonnets n’étant fonctionnels qu’a trés basse
luminescence.

Les deux étapes successives de dégénérescence des photorécepteurs lors de la RP sous-
tendent I’existence d’une interaction fonctionnelle entre les batonnets et les cones. Etant
jeunes adultes, ces patients perdent la capacité de voir dans des conditions de trés faible
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luminosité, la vision nocturne. Ceci correspond a la dégénérescence des photorécepteurs a
batonnet. Cette maladie progresse ensuite irrémédiablement vers la cécité par la perte de la
fonction et de la dégénérescence de la seconde classe de photorécepteurs, les cones. Le
traitement par thérapie génique corrective de cette maladie incurable est aujourd’hui en
développement. Néanmoins, du fait de ’extréme hétérogénéité génétique de la RP, résultant
de mutations dans plus d’une cinquantaine de genes, la thérapie génétique corrective ne
pourra étre efficace pour ’ensemble des patients que dans un futur ¢loigné. Par conséquence,
la neuroprotection constitue une alternative médicalement appropriée, et méme prometteuse
des lors qu’elle cible les cones.

C’est I’étude des mécanismes de dégénérescence des cones chez un modele murin de RP, la
souris rdl, qui nous a conduit a formuler I’hypothése selon laquelle les cones meurent suite a
la perte d’un signal trophique provenant des batonnets. Nous avons étudi¢ la survie des cones
dans un modele de cultures enrichies en cones (=70%) préparées a partir de la rétine
d'embryons de poulet (Adler and Hatlee, 1989; Hewitt et al., 1990). Lorsque ces cellules

isolées au 6™ jour embryonnaire [stade 29 selon (Hamburger and Hamilton, 1951)], des
précurseurs de 1’ensemble des cellules de la rétines, sont ensemencées a faible densité dans
un milieu de culture de composition chimique dépourvu de toutes protéines, elles se
différencient spontanément en photorécepteurs. Suite a la différence de leurs histoires
évolutives, la rétine des oiseaux, contrairement a celle des mammiferes est dominée par les
cones. Ces cultures primaires et post-mitotiques sont donc enrichies (>70%) en cones
(Gerkema et al., 2013). Ces cones, différenciés in vitro, présentent un ensemble complexe de

propriétés structurelles spécifiques des photorécepteurs, comme une morphologie polarisée et
I’expression des opsines. Fait intéressant, elles sont également capables de répondre a la
lumiére (Stenkamp and Adler, 1993). Soumises a un cycle de 12 h de lumiére suivies de 12

h dans le noir, ces cellules cultivées s'allongent en réponse a la lumicre, et se contractent dans
l'obscurité (Stenkamp et al., 1994). Ces neurones post-mitotiques dégénérent en une période

de quelques jours. Nous avons construit une banque d'ADN complémentaires (ADNc) a
partir de la rétine neurale de souris normales et réalisé un criblage haut contenu (clonage par
expression) pour identifier les génes ayant la capacité d’améliorer la survie des cones de
poulet in vitro (Fig. 41). Le criblage de I’équivalent de 210 000 clones (2 100 ensembles de
100 clones) de la banque d’ADNCc nous a conduits a identifier une nouvelle protéine sécrétée
par les batonnets ayant un effet protecteur sur les cones, protéine désignée sous le terme de «
Rod-derived Cone Viability Factor » (RACVF). Cette protéine est codée par le gene
nucleoredoxin-like (Nxnll) (Leveillard et al., 2004b; Leveillard and Sahel, 2010). RACVF
est le produit d’un épissage alternatif du géne Nxnll. RACVF ne possede pas d’activité

enzymatique, contrairement au second produit du géne, la thiorédoxine RACVFL. 1II est
intéressant de souligner que les thiorédoxines constituent un mécanisme endogéne de défense
contre le stress oxydatif qui oxyde les résidus cystéines des protéines et qui est impliqué dans
les neurodégénérescences telle que la RP. La souris Nxn/l-/- présente une dégénérescence
progressive des cones et est particulierement sensible au stress oxydatif produit naturellement
par la lumiére au niveau de la rétine (Cronin et al., 2010; Lee-Rivera et al., in revision). La

recherche de protéine ciblée par ’enzyme RACVFL nous a permis de montrer qu’elle
controlait 1’état de phosphorylation et d’agrégation de la protéine TAU dans la rétine
(Fridlich et al., 2009). La présence d’agrégats de la protéine TAU dans le cerveau est une
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Figure 41: Identification de RACVF par criblage haut contenu d’un banque d’expression
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caractéristique anatomopathologique dans la maladie d’Alzheimer (Fig. 42). Nous avons
aussi identifié un geéne paralogue, Nxn/2 qui partage une grande partie des fonctions du gene
Nxnll (Chalmel et al., 2007; Jaillard et al., 2012). L’absence d’activité thioloxydoréductase
de la protéine RACVF suggere qu’elle agit sur les cones par l'activation d'un récepteur de
surface, une liaison a la surface des cones a d’ailleurs pu étre démontrée par I'utilisation de la

protéine RACVF marquée a ’iode 125 (Leveillard et al., 2014).

Position du probléme et objectifs

Compte tenu du fait que la rétinopathie pigmentaire est une maladie qui n’engage pas le
pronostic vital, le traitement par administration du facteur de survie des cones RACVF a
I’aide de vecteurs viraux utilisés en thérapie génique, traitement irréversible, pourrait
présenter un danger pour le patient au-dela du bénéfice qui devrait en résulter pour sa vision.
Nous revenons sur un exemple qui illustre notre propos. Les enfants atteints
d’immunodéficience combinée sévere lice a ’X (SCIDX1, OMIM#611291), une maladie
génétique du systéme immunitaire contraignant leur maintien dans un environnement stérile,
ont été traités par thérapie génique en France a partir de ’an 2000. Dans un premier temps,
ces bébés bulles ont bénéficié largement de ce traitement mis au point par I’équipe d’Alain
Fisher et Marina Cavazzana-Calvo (Cavazzana-Calvo et al., 2000). Deux d’entre eux ont
malheureusement développé ensuite une leucémie qui a été provoquée par I’activation d’un
proto-oncogene LMO2, suite a I’intégration du vecteur dérivé d’un rétrovirus dans le génome
de ces patients (Hacein-Bey-Abina et al., 2003). Les vecteurs utilisés en thérapie génique
pour les dégénérescences rétiniennes, comme 1I’amaurose congénitale de Leber ne présentent
pas ce risque car les virus associés aux adénovirus (VAA) ne semblent pas s’intégrer dans le
génome de I’hote mais persistent sous formes d’épisomes, des ADN circulaires
extrachromosomiques qui peuvent se répliquer de maniere autonome (Colella and Auricchio,

2012). Néanmoins, la signalisation de RACVF qui sera abordée plus loin suggére que dans
certains cas une interruption du traitement puisse se justifier.

En parallele a ’approche de thérapie génique programmée avec RACVF, mon projet est
d’identifier et d’isoler des molécules capables de favoriser la survie des photorécepteurs a
cone dans le cadre d’une approche pharmacologique destinée a développer une thérapie non
invasive de la rétinopathie pigmentaire. Pour atteindre cet objectif, nous avons envisagé une
stratégie basée sur les étapes suivantes (i) criblage a haut contenu sur un mode¢le de survie des
cones d’une collection de plus de 200 plantes médicinales, représentant un total de 800
extraits, (ii) purification et identification de(s) molécule(s) biologiquement active(s), (iii)
validation des molécules actives pour leur effet protecteur sur un modele murin de la
rétinopathie pigmentaire, (iv) mise en évidence de la voie de signalisation impliquée dans
I’effet protecteur de nos molécules trophiques, (v) mise au point du mode d’administration de
ces molécules (vi) production a grande échelle du principe actif validé pour réaliser des
études précliniques.
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a. Nxnl1 arcccaTcrcrc // GATGAACTGAGRGGTIGAGGCCCC V4 4AGGGACCTCGGG// GAGCTCTGGTGA
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Figure 42: Relation structuro-fonctionnelle du génes Nxnll. a. Le géne Nxnll avec les deux
phases de lecture codant pour le facteur trophique RACVF et la thiorédoxine RACVFL. Notons
que c’est I’absence d’épissage du geéne et la présence d’un codant stop en phase de lecture qui
permettent la production de RACVF. b. Activité protectrice de RACVF sur les cones des
cultures enrichies (a gauche) et le r6le de RACVFL dans I’inhibition de la phosphorylation et
de I’agrégation de la protéine TAU (a droite). P-TAU, TAU phosphorylé; TAU-Ag., agrégats de
TAU; C, controle, MA, maladie d’Alzheimer. ¢. Modeles schématiques avec le rdle de
I’oxygene. Adapté de Fridlich ef coll., Mol Cell Proteomics 8, 1206-18 (2009).

77



78



79



Figure 43. Fabrication d’extraits par « Accelerated Solvent Extraction ». a.
Extracteur automatique Dionex ASE 200® avec programmateur-distributeur
pour quatre solvants différents et cellules d’extraction de 5 et 11, 22 ml. b. La
cellule est en acier inoxydable hermétique dont I’étanchéité est assurée par des
joints PEEK®, les bouchons aux extrémités comportent un fritté, une
membrane de cellulose ou du sable de Fontainebleau. ¢. Evaporateur rotatif de
Biichi. d. Lyophilisateur.
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IT MATERIELS ET METHODES

II.1 PREPARATION D’EXTRAITS DE PLANTES MEDICINALES

Les extraits de 200 plantes (« Greenpharma Extract Library ») ont été sélectionnés
pour leur usage en médecine traditionnelle et leur biodiversité. Les plantes provenant de
diverses aires géographiques et de différents biotopes ont été examinées par un
ethnobotaniste chargé de valider leur origine, leur famille et leur genre. Les différents
organes des plantes (feuilles, racines, écorces, graines ou fruits) ont été séchés puis stockés
dans une chambre noire a 1’abri de la lumiére et de ’humidité. Ces organes ont été vérifiés,
tamisés, broy¢s, les graines écrasées, les feuilles et les racines découpées en petits bouts de
quelques millimetres avec un sécateur ou un ciseau. Les débris ont été réduits en poudres
fines a I’aide un broyeur (Retsh). En effet, les poudres brutes contiennent de nombreuses
impuretés et sont donc impropres a la réalisation d’essais cellulaires. Il est donc nécessaire de
les extraire de la matrice végétale.

II.1.1 FABRICATION D’EXTRAITS METHANOL POLYAMIDE, ACETATE
ETHYLE, ACETATE ETHYLE APPAUVRI ET METHANOL APPAUVRI

Nous avons procédé par la méthode d’extraction de solvant accéléré [« Accelerated
Solvent Extraction » (ASE)] qui est un processus d’extraction de type solide-liquide
consistant a faire passer de manieére continue un solvant d’extraction a travers la maticre
solide. Les solvants sont maintenus sous de hautes pressions et a des températures situées au-
dessus de leur point d’ébullition. Ceci assure une meilleur pénétrance et diffusion dans la
matrice végétale. Cette combinaison de pression et température élevées fournit un processus
d’extraction rapide et efficace. Nous avons utilisé un appareil ASE 200 Dionex alimenté par
de I’azote gazeux a une pression de sortie de 6-8 bar (Fig. 43a). La mise en route de I’appareil
débute par un ringage du systetme avec I'un des deux solvants organiques utilisés : le
méthanol polyamide (A), I’acétate d’éthyle (AE), I’acétate d’éthyle appauvri (AEA) et le
méthanol appauvri (MA). Des procédures distinctes sont appliquées a chaque solvant. La
cellule métallique en acier inoxydable de I’appareil est constituée de deux embouts étanches,
dont nous avons vérifi¢ 1’étanchéité a chaque utilisation (Fig. 43b). Une fois ’embout de la
partie basse vissée a la cellule, un filtre de cellulose ou du sable y est ajouté, ce qui tend a
simplifier I’étape de I’extraction, en aval. Pour I’extraction en méthanol polyamide, la cellule
métallique a été remplie de 6-5g de la plante sous forme de poudre, sur 5 g polyamide
(Macherey-Nagel SC6). Pour les autres extraits (AE, AEA, MA), la cellule est remplie avec
10-13g de poudre de plantes uniquement. L’incorporation de la matiere dans la cellule est
faite par tassage via un tube en graphite. Une fois remplie, la cellule est fermée a son
extrémité supérieure par le second embout. Elle est ensuite chargée sur le carrousel supérieur
ou elle sera perforée en vue de I’extraction par le solvant organique la traversant de haut en
bas. L’extrait chaud est chassé de la cellule d’extraction pour rejoindre le flacon collecteur
sur le carrousel inférieur (Fig. 43a). Le processus d’appauvrissement consiste a rincer
préalablement 1’extrait dans la cellule avec un alcane (Table 2). Ce procédé¢ de
dégraissage conduit secondairement a [D’extraction par des solvants de polarités
croissantes, 1’acétate
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Table 2: Cycles d’extraction par la méthode « Accelerated Solvent Extraction »,

Extrait A B C D
Méthanol Acétate d’éthyle Acétate d’éthyle Méthanol appauvri
polyamide (MP) (AE) appauvri (AEA) (MA)
Méthode
1, Hept 1 1, Hept 1
. Méthanol Acétate d’éthyle » Heptane (alcanc) » Heptane (alcane)
Solvant d’extraction (alcool) (ester) 2, 2,
ateeo este Acétate d’éthyle Méthanol
Nombres de cycles et 4 cycles 5 cycles 5 cycles 5 cycles
durée de contact 3 min 3 min 3 min 3 min
T :
emperature 60°C 60°C 60°C 60°C
du solvant
Nett 0
ctioyage en % de 60% 60% 60% 60%
solvant
Purge 120 s 120 s 120 s 120 s
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d’éthyle et le méthanol, de métabolites encore adsorbés sur la matrice végétale. Les extraits
acétate d’éthyle appauvri et méthanol appauvri sont ainsi appauvris en composés
hydrophobes, solubles dans I’heptane et enrichis des composés polaires ou intermédiaires.
Les extraits collectés sont transférés dans des ballons tarés ou ils sont séchés avec un
¢vaporateur rotatif de Biichi a 40°C (Fig. 43¢). De I’eau est ajoutée en fin de séchage pour
optimiser 1’évaporation des traces de solvants organiques et pour permettre la lyophilisation
de I’extrait en 48 h (Fig. 43d). Les 200 plantes de I’extraithéque ont été traitées de manieére a
obtenir 2 mg pour chacun des quatre solvants qui ont été mis a la disposition du laboratoire
dans des piluliers de 4 ml en verre capables de supporter la congélation -80°C. Chaque
pilulier a été étiqueté du code de l'extrait afin de permettre une bonne tracabilité. Le
rendement d’extraction (RE), exprimé en pourcentage, est inversement proportionnel a la
sélectivité¢ de I’extraction et désigne le rapport de la masse d’extrait sec obtenu divisé sur la
masse de plante utilisée.

[1.1.2 FABRICATION D’UN EXTRAIT METHANOL POLYAMIDE A PLUS
GRANDE ECHELLE.

I1.1.2.1 EXTRAIT METHANOL POLYAMIDE

Il a été nécessaire de modifier le protocole pour traiter de plus grandes quantités de
I’extrait d’Uvaria chamae qui a été purifié. La poudre issue des feuilles d’Uvaria chamae a
donc été macérée dans du méthanol qualité ACE (Sigma Aldrich 32213) a 10 mg/ml durant
24 h ou 48 h a température ambiante sous agitation. Le macérat de couleur vert foncé a été
filtré sur Buchner avec un filtre Whatman grade 3 de porosit¢é 6 pm, puis séché a
I’évaporateur rotatif de Biichi a 40°C pour préparer un extrait méthanol brut. La maticre
séche du ballon a été reprise dans 100 ml d’eau distillée en récupérant les résidus accrochés
sur le ballon. L’extrait méthanol brut a ensuite été lyophilisé. Cinq cent g de cet extrait
méthanol lyophilisé ont été mis en suspension dans 10 litres (I) de méthanol, soit une
concentration de 50 g/l, par agitation 48 h. L’ensemble du dispositif a été recouvert d’un film
plastique pour réduire le processus d’évaporation. Cet extrait a été filtré sur Buchner
successivement avec un filtre Whatman de grade 4 et de porosité 20-24 um, puis un filtre
Whatman 3 de porosité 6 pm.

L’extrait méthanol polyamide (A) a alors été préparé par chromatographie sur
colonne de polyamide. Dans une colonne en verre de 2,6 cm de circonférence et de 37,5 cm
de hauteur, soit d’un volume équivalent a 1 litre. Un coton et 500 mg de sable fin de
Fontainebleau ont été introduits comme verre fritté en sortie de colonne. Dans certains cas, la
colonne utilisée était équipée d’un verre fritté de 40-100 um d’épaisseur. 125 g de polyamide
(SC6 Machery-Nagel < 0,07 mm) préalablement équilibrés dans un litre de méthanol sous
agitation ont servis a remplir la colonne pour un volume mesuré¢ de 475 ml. Cette matrice été
introduite dans la colonne préalablement fixée a un support. Le robinet d’évacuation, fermé
au début du remplissage, a ¢été ouvert afin de tasser la phase stationnaire puis refermé a un 1-
2 cm au-dessus du lit. Les 8 a 10 1 d’extrait méthanol correspondant au volume apres
évaporation du solvant, ont été chargés sur la colonne (500 ml). Pour augmenter la vitesse
d’¢lution, un dispositif imprimant une pression d’azote (0,2 bar) a été adapté a la colonne. A
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Figure 44. Les embryons de poulets a. Embryon de
poulet au stade 29 utilisé pour les cultures enrichies
en cones. b. Caractéristiques morphologiques des
embryons entre les stades 26 et 32 d’aprés Hamburger
& Hamilton. J. Morphol. 88, 42-92 (1951).
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I’issue des dépots successifs, les différentes collectes d’extrait méthanol polyamide ont
réunies, séchées et lyophilisées 48 h donnant I’extrait UcA (voir schéma nomenclature).

[1.1.2.2 EXTRAIT CHARBON

La poudre de plante d’Uvaria chamae est reprise a 100 mg/ml dans du méthanol.
Cette solution subit une étape de macération sous agitation durant 24h ou 48h a T°C
ambiante. Par la suite, elle est filtrée sur filtre Whatman 3. A cette solution verte est ajouté le
charbon actif avec un rapport 1 : 1 pour plante : charbon. Elle est maintenue sous agitation
durant 30 minutes a la fin desquelles une filtration au Buchner sur filtre GFB/F (0.7um) est
accomplie. Le séchage est effectué sous évaporateur rotatif (40°C) et lyophilisateur.

[1.2 PREPARATION DES CULTURES ENRICHIES EN CONES D’EMBRYONS DE
POULET

L’essai biologique sur lequel repose le criblage des extraits de plantes médicinales a été
adapté du criblage haut contenu qui a permis d’identifier RACVF par clonage par expression
(Leveillard et al., 2004b). Les cultures primaires enrichies en cones préparées a partir
d’embryons de poulet ont été réalisées par Géraldine Millet-Puel selon le protocole décrit
dans le mémoire rédigé en 2011 pour I’obtention d’un diplome de I’école pratique des hautes
¢tudes (EPHE) (Millet-Puel, 20u). Les ceufs utilisés pour cette culture sont issus de poulet
souche 667 label rouge de 1’élevage Morizeau dans I’Eure et Loire. Ces ceufs fertilisés par

voie naturelle sont récoltés aprés ponte et maintenus a 17°C (zéro biologique) jusqu'a leur
utilisation. Pour réaliser une culture, sept ceufs sont incubés pour 24 h a 20°C puis 136 h a
37°C avec réversion intermittente de 1’inclinaison des ceufs dans une couveuse. Apres 6 jours
et demi d’incubation, les embryons de poulet sont au stade 29 (Fig. 44a). A ce stade, les ceufs
sont extraits de I’incubateur et leur surface est nettoyée a I’aide d’un désinfectant (Pursept A
express, Fischer) avant d’étre brisés. Pour réaliser cette opération, un trou est percé au
dessous du sommet de la coquille avec une grande pince droite, ce qui permet de découper la
coquille sur le pourtour de I’ceuf et d’enlever son chapeau. L’embryon est délicatement retiré
de I’ceuf grace a une pince courbe, puis transféré dans une boite de Pétri contenant du PBS
préalablement chauffé a 37°C. Il est ensuite nécessaire d’enlever I’amnios qui entoure
I’embryon pour examiner son stade de développement (Fig. 44b). Deux embryons
sélectionnés pour avoir atteint précisément le stade 29 sont décapités et énucléés grace a une
pince courbe. Les quatre yeux sont transférés dans du milieu qui conserve une valeur du pH
stable a 1’air ambiant, ou milieu CO, indépendant. L’ceil est positionné pour avoir la cornée
vers le bas et le nerf optique de face. Un trou est percé au niveau du nerf optique a I’aide de
deux pinces droites, puis une branche de chaque pince est insérée entre la rétine et
I’épithélium pigmentaire rétinien (EPR). La rétine est isolée en tirant chaque pince et en
faisant tourner 1'ceil simultanément afin de la décoller de ’'EPR. La cornée, le cristallin et le
vitré sont a leur tour éliminés pour ne laisser que la rétine qui est transférée dans une solution
de Ringer (NaCl 125 mM; KCI 3,6 mM; MgCl, 1,2 mM; NaH,PO4 25 pM; Na,HPO4 70 uM;
NaxSO04 1,2 mM; Glucose 10 mM; EDTA 0,4 mM), puis découpée trés finement a ’aide de
deux pinces droites. Les fragments rétiniens sont lavés deux fois dans du milieu Ringer avant
d’étre digérés avec de la trypsine 0,25% pendant 20 minutes au bain marie a 37°C. La
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digestion est stoppée avec du milieu M199 (Invitrogen) + 10% de sérum de veau feetal, puis
I’ADN libéré est digéré avec 0,012 mg d’ADN nucléase I (Sigma Ref: D4263) par rétine. Les
amas cellulaires et ’ADN sont dissociés par aspirations et refoulements successifs a 1’aide
d’une pipette Pasteur rodée. Les cellules de la suspension sont rincées deux fois avec du
milieu de composition chimique défini (MCCD) afin d’éliminer le sérum ainsi que la DNase
I. Le MCCD est composé d’un volume de milieu M199 utilisé pour la culture des fibroblastes
de poulet et d’un volume de « Dubelco modified Eagle medium » (DMEM, Invitrogen), le
tout supplémenté d’insuline (0,86 pM), transferrine (0,07 uM), Na,SeO; (0,29 uM),
putrescine (182 puM), progestérone (2,0 uM), prostaglandine (0,28 pM), taurine (3 mM),
cytidine 5’diphosphoholine (4,7 uM), cytidine 5’diphosphoethanolamine (2,7 uM),
hydrocortisone (0,55 uM), trilodo-L-tyronine (0,03 uM), pyruvate de sodium (1 mM) et de
gentamycine (20 uM). Le culot cellulaire est ensuite repris dans du MCCD et les cellules
sont comptées. La concentration des cellules vivantes est mesurée sur une cellule de
Malassez apres coloration des cellules mortes avec le bleu de trypan. Avant de procéder a
leur ensemencement, deux plaques 96 puits noires a fond transparent (Corning, 3603) sont
traitées pendant au minimum 2 h a 37°C avec de la poly-L-Lysine a 32,25 pg/cm? afin
d’augmenter I’adhérence des cultures, puis rincées par deux fois avec du milieu M199, 50 pl
de suspension cellulaire sont déposés dans chaque puits. Les concentrations initiales utilisées
correspondent a deux densités légérement différentes d’ensemencement soient 1 x 10° et 2 x
10° cellules/cm?. Les cellules sont réparties dans les plaques avec une pipette multicanaux de
la droite de la plaque vers la gauche, en homogénéisant entre chaque colonne, afin que la
répartition des cellules soit homogene (Fig. 62). Il existe un plan de plaque dont la répartition
des puits tests et controles, trés homogene sur I’ensemble de la plaque a été mise au point
pour limiter I’apparition d’artefact lors de la lecture.

Les différents extraits contenant les métabolites secondaires des plantes ont été préalablement
mis en solution a 1 ou 10 mg/ml dans de I’eau ultra pure (Invitrogen). Ils ont été vortexés,
soumis aux ultrasons pendant 5 min et incubés a 42°C pendant 30 min. Ces extraits ont été
dilués dans le MCCD et utilisés a 10 et 100 pg/ml sur nos cultures enrichies en cones. Les
plaques sont ensuite incubées pendant 7 jours a 37°C sous une atmosphere contenant 5% de
COs,.

Le test de viabilité est réalisé aprés 7 jours de culture. Il consiste a marquer les cellules
vivantes avec de la calcéine et les cellules mortes avec un homodimére de 1’éthidium. Ces
deux fluorochromes sont utilisés pour tester la perméabilité des membranes. La calcéine
pénétre dans les cellules et est hydrolysée par des estérases endogenes de la cellule vivante
ainsi convertie en molécules fluorescente émettant a 520 nm suite a une excitation a 485 nm.
Les cellules vivantes sont imperméables aux molécules d’homodimére de I’éthidium.
Néanmoins, lorsque les membranes cellulaires sont endommagées, 1’homodimere de
I’éthidium pénétre jusqu’au noyau, s’intercale dans I’ADN cellulaire et provoque I’émission
d’une fluorescence rouge a 635 nm aprés une excitation a 520 nm. Il s’agit du principe du
« Live/Dead assay » (Invitrogen).

Dans chaque puits des plaques contenant les cultures ont été ajoutés 2,7 uM de calcéine et
0,3 mM d’homodimeére d’éthidium. Les plaques ont ensuite été incubées 1 h a température
ambiante et a I’abri de la lumiére. L’évaluation de la viabilité cellulaire s’établit grace a une
plateforme de comptage automatisé composée d’un microscope invers¢ (Nikon TE 2000)
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€quipé d’une lampe au mercure avec deux filtres d’excitation a 485 et 520 nm, deux filtres
d’émission a 520 et 635 nm, un objectif (x10), une platine motorisée contrdlée par un
processeur (Multicontrol 2000, Martzauzer) et une caméra « charge-coupled device » (CCD)
(Coolsnap). Cette plateforme de comptage, un prototype développé au laboratoire, est piloté
par le logiciel Metamorph (Leveillard et al., 2004b). Cette plateforme permet d’acquérir les

images des cellules mortes et des cellules vivantes simultanément pour chaque puits de la
plaque 96 puits, en partant de puits Al vers le puits A12, puis B12 vers B1, CI vers C12 et
ainsi de suite. A la fin de I'acquisition des images de I’ensemble des puits de la plaque, un
traitement automatisé¢ permet de produire les résultats en termes de nombre de cellules pour
une surface donnée. Dans un premier temps, I’aire moyenne d’une cellule vivante est
déterminée en examinant les 19 puits correspondant aux contrdles négatifs. Ensuite cette aire
est appliquée comme paramétre a I’ensemble des puits de la plaque. Les données
quantitatives des quatre puits correspondant aux répétitions des conditions initiales sont
moyennées et rapportées au nombre moyen de cellules vivantes dans les 19 puits contrdles.
Ces valeurs du nombre de cellules vivantes sont alors traitées en utilisant des logiciels
appropriés, Excel et GraphPad.

11.3 TEST DES EXTRAITS ET FRACTIONS DE PLANTES MEDICINALES SUR LES
CONES DE LA SOURIS RD!

Ce test est destiné a valider I’effet protecteur des cones d’un extrait (Ruta montana)
ou d’une fraction (UcAC3F8) dans un modele ex vivo de rétinopathie pigmentaire chez la
souris. Sept souris rdl (C3Hrdl/rdl) de 35 jours ont été sacrifiées par élongation des
cervicales, énucléées et la rétine disséquée comme suit. Une incision est effectuée au niveau
de la pars plana a 1’aide d’une aiguille de 18 Gauge (G). A partir de 1orifice ainsi obtenu, et
a l’aide de micro-ciseaux, I’ceil a été découpé circulairement pour libérer la chambre
postérieure contenant la rétine (la cornée et le cristallin ont été ¢éliminés). Le vitré¢ a été
délicatement retiré et des incisions aux quatre points cardinaux ont été faites pour permettre
ultérieurement la mise a plat de la rétine. La rétine est alors détachée de la sclére (le blanc de
I’ceil), transférée et mise a plat, avec les photorécepteurs sur la face opposée a la membrane
de I'insert de culture. Les inserts contenant les explants ont été placés dans les puits d’une
plaque 6 puits en présence du milieu de culture neurobasal® (Lifetechnologies) a 2 mM L-
glutamine et supplémenté en B27® (1/50°™, Lifetechnologies). Les extraits ou fractions de
plantes médicinales ont été ajoutés au premier jour de la culture et le niveau du milieu de
culture a été surveillé quotidiennement pour s’assurer que I’explant rétinien était maintenu
immergé dans le milieu de culture. A I’issue des sept jours d’incubation, les rétines ont été
fixées a 1’aide de paraformaldehyde (PFA) 4% durant 24 h. Les explants ont ensuite été
rincés 5 min dans du tampon phosphate salin (PBS) puis perméabilisés avec 0,1% de triton
X-100 dans du PBS. Les rétines ont en suite été rincées a trois reprises pendant 5 min avec du
PBS, puis 3 fois pendant 5 min avec 0,1% de tween 20, 1% de sérum albumine bovine (SAB)
dans du PBS. La saturation des sites non spécifiques a été réalisée dans ce méme tampon en
présence de 10% de sérum de chévre normal. Les explants rétiniens ont été marqués pendant
la nuit & 4°C avec la lectine de cacahuéte, Arachis hypogaea (1/40°™, Lifetechnologies)
préalablement couplée a un fluorochrome (A594 nm). Les explants ont été rincés trois fois
pendant 5 min dans PBS avec 0,1%, de tween 20 et 1% de SAB, et ensuite 3 fois 5 min avec
du PBS. Les explants ont ét¢ montés par quatre entre une lame et une lamelle de verre avec
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Extrait solide (poudre)

Solubilisation

Etape limitante Eau 10 mg/ml 4 42°C pendant 30 min - 1 h

Vortex/ultrasons

Filtrations
Whatman 4
Whatman 3
GFB/F
— GFB/B

PES

A 4

Chromatographie sur colonne

SPE
A A
UcACl UcAC2 UcAC3 UcAC4

Figure 45. L’extraction en phase solide (SPE). UcAC1-4, les quatre fractions d’Uvaria
chamae.
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les photorécepteurs du co6té de la lamelle a I’aide d’un milieu de montage spécifique
(Fluoromont-G). L’acquisition automatisée des images représentant la surface de chaque
explant marquée ainsi que la mesure de la densité des cones en nombre de cones/cm’® ont été
réalisées selon la procédure e-conome (Clerin et al., 2011).

1.4 FRACTIONNEMENT BIOGUIDE DES MOLECULES ACTIVES CONTENUES
DANS LES EXTRAITS DE PLANTES MEDICINALES

Le criblage primaire sur les cultures enrichies en cones a permis d’identifier 30
plantes ayant un effet protecteur sur les cones. Pour purifier les molécules actives de ces
extraits, une batterie d’outils de fractionnement a été utilisée comme 1’extraction en phase
solide et la chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC).

[1.4.1 L’EXTRACTION EN PHASE SOLIDE

Une analyse HPLC en phase inverse sur un gradient général a permis de définir les
conditions d’¢lutions optimales pour le fractionnement par extraction en phase solide « solid
phase extraction » (SPE). L’extraction liquide sur phase solide a basse pression est une
technique chromatographique basée sur le partage des composés entre une phase liquide et
une phase stationnaire. Elle permet la séparation des métabolites selon leurs affinités
respectives pour le solvant d’élution ou la phase stationnaire.

L’extrait a fractionner a d’abord été mis en solution dans I’eau a la concentration de
10 mg/ml par utilisation d’un vortex et d’ultrasons pendant 5 min (Fig. 45). Il a ensuite été
incubé a 42°C durant 30 minutes, La procédure est répétée deux fois avant filtration. La
premicere filtration a été réalisée sur un filtre Whatman grade 4 de porosité de 20-25 um. Elle
est suivie d’'une deuxiéme filtration sur filtre Whatman 3 de porosité de 6 pm, elle méme
suivie d’une filtration sur filtre de verre (GFB/F Whatman 0,7 um ou alternativement GFB/B
1,0 pm). Les extraits étant généralement visqueux, une troisi¢me filtration sur membrane de
polyéthersulfone (PES) de porosité 0,22 um et 49 cm” de surface avec une capacité de charge
200 ml a été réalisée. Des colonnes C18-E Strata (55 um, 70A) de capacité de charge de 10
g/ pour 60 ml ou C18-E Strata-Giga de capacité de charge 50 g/150 ml ont été utilisées pour
le processus de fractionnement. Elles subissent un conditionnement avec respectivement 100
ml de méthanol et 60 ml d’eau et 200 ml de méthanol et 150 ml d’eau. Environ 50 ml soient
500 mg ou 150-250 ml (1,5-2 g) d’extrait UcMP aqueux (couleur vert foncé et odorant) ont
été déposés dans le réservoir de la colonne préalablement conditionnée dans 1’eau, la pompe
a vide réglée a une pression de 20-40 mbar assurant une aspiration lente de 1’extrait. Malgré
les différentes étapes de filtration, le passage de I’extrait encore riche en impuretés n’est pas
rapide, ce qui nous a conduit a augmenter la pression du vide tout en maintenant le débit
d’¢lution. Le débit de I’extrait a travers la colonne est d’environ 1 ml/min.

Le fractionnement de I’extrait UcMP a été réalisé par trois élutions successives:
UcAC1, UcAC2 et UcAC3. La premiére ¢élution de 50 ou 200 ml d’eau déminéralisée suivie
de I’assechement de la colonne produit la fraction UcAC1 (incolore transparente) qui est
censée contenir les composés hydrophiles. L’étape de séchage par aspiration est destinée a
¢liminer les molécules hydrophiles pouvant étre présentes dans les restes du solvant
d’¢élution. Pour cela, nous nous sommes assuré qu’il n’y avait plus aucune goutte au niveau
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Figure 46. Composants du systéemes HPLC en phase réverse. Le solvant est aspiré
par la pompe, il traverse le dégazeur, passe dans 1’aiguille d’injection et la boucle
d’injection, puis traverse la colonne. Cela élue les molécules et les fait entrer dans les
détecteurs. Apres traitement du signal dans I’analyseur, on obtient le chromatogramme.
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de la sortie de la colonne. En effet, un séchage incomplet induirait la contamination de la
collecte suivante. La colonne subit alors une deuxiéme phase d’élution avec 60 ou 300 ml
(Strata-Giga) de méthanol/eau dans un rapport 40/60 (vol /vol,), suivie d’un second séchage
pour produire UcAC2 (couleur jaune-orange). La polarité¢ de cette fraction est intermédiaire
puisque le solvant contient 40% de méthanol. La troisiéme élution avec 60 ou 300 ml (Strata-
Giga) méthanol & 100% est enrichie en molécules hydrophobes (couleur verte intense). Pour
s’assurer que tous les composés hydrophobes ont été élués, ’asséchement de la colonne a été
prolongé. Une quatrieme fraction UcAC4 (couleur bleu-vert) a été obtenue par élution avec
300 ml de méthanol & 100%. La colonne a ensuite été rincée sous vide avec 500 ml de
méthanol puis stockée encore humide en vue d’une nouvelle utilisation.

La fraction UcAC1 a été congelée et conservée a -80°C. Les fractions UcAC1, UcAC2
et UcAC3 ont été évaporées a 1’évaporateur rotatif Biichi sous 2 mbar a 40°C (bain marie).
Au cours de I’évaporation, il a été nécessaire de réduire la pression par paliers empechant
ainsi 1’ébullition de la matiere. La fraction UcAC3 contenant 100% de méthanol moussait
sous 150 mbar, ce qui a nécessité I’addition d’eau et la réduction progressive de la pression et
de la température. L’objectif du séchage au Biichi est d’évaporer I'intégralité du méthanol
sous basses pressions (70-50 mbar). Ceci permet ensuite d’évaporer I’eau, phénomene visible
sous forme de gouttelettes dans la colonne de refroidissement. Avant la fin du séchage au
Biichi, 50 ml d’eau déminéralisée ont été ajoutés dans chaque ballon pour alléger la matiere
et libérer le peu de méthanol encore emprisonné dans la matiere. Les fractions UcAC2,
UcAC3 ont toutes été congelées a -80°C et évaporées au lyophilisateur.

11.4.2 ANALYSE PAR CHROMATOGRAPHIE EN PHASE LIQUIDE A HAUTE
PERFORMANCE

La chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) est une méthode
analytique de premier plan pour identifier et quantifier les composés d’un mélange complexe
sous forme liquide (Fig. 46). Le principe de base repose sur I’équilibre de partition des
composés du mélange entre deux phases non miscibles, I’'une mobile I’autre stationnaire. Il
existe plusieurs catégories de phases stationnaires (normale, inverse, chargée) qui sont
empaquetées dans une colonne de manicre a former un réseau homogéne. En phase inverse,
la phase stationnaire statique est composée de petites particules de silice (3-10 pm)
auxquelles sont greffées des chaines aliphatiques hydrophobes de 8 (C8) ou 18 atomes de
carbones (C18). La phase mobile représente les molécules a séparer inclues dans un solvant.
Leur séparation est déterminée par leur affinité différentielle vis-a-vis de la phase stationnaire
et leur temps de passage a travers les billes poreuses de 100 A. La progression de I’avancée
des molécules a travers la phase stationnaire est conditionnée par une multitude d’états
d’équilibre successifs, au cours desquels les molécules se lient et se détachent
progressivement de la phase stationnaire dans la colonne en fonction de leur propriétés
chimiques et de celles de 1’¢luant. Ces cycles d’adsorption et de désorption des molécules
sont a la base de leur fractionnement. Les molécules éluées sont détectées par excitation a
I’aide d’une lampe UV placée a la sortie de la colonne. Ce dispositif est parfois secondé par
un détecteur évaporatif a diffusion de lumiére (DEDL). Ce dernier instrument permet de
détecter les composés non chromophores ou ayant une absorbance faible ou inexistante
(triglycérides, sucre, phospholipide et certaines substances naturelles). Le chromatogramme
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résultant exprime I’absorbance (axe des y), exprimée en milli-unités d’absorbance (mAu) en
fonction du temps de rétention (tR, axe des x). Idéalement, le temps de rétention devrait étre
indépendant de la quantité de matiere injectée.

Les analyses HPLC ont été effectuées a I’aide d’une chaine HPLC (Dionex) munie
d’une pompe a solvant P580 (pression max 300 bar), d’un injecteur automatique
« autosampler » (Gina 50) et d’'un dégazeur (Degassex). Cette chaine est couplée a une
source et plusieurs détecteurs, dont une lampe deutérium pour les UV proches (< 350 nm),
une lampe au tungsténe pour visualiser les composés absorbants dans le spectre visible (390-
780 nm) et un détecteur UV a barrette de diodes (PDA-100 photodiode détecteur Dionex
DAD UYV). Une seconde chaine HPLC, constituée d’une « UltiMate 3000 » (Dionex)
connectée a un DEDL Sedex 85 (réglé a la température de 40°C, pour un gain 12 sous 4 bars)
a servi a I’analyse qualitative des extraits et des sous fractions. La fraction analysée a été
dissoute dans du méthanol qualité HPLC (Sigma) ou dans de I’eau milli-Q (Millipore) a 1 ou
10 mg/ml. Dans le cas d’un extrait riche en composés chimiques, comme celui préparé avec
du méthanol polyamide (UcMP), il a été préférable d’injecter a 1 mg/ml alors que ses sous-
fractions ont été injectées elles a 10 mg/ml. Pour les concentrations de 10 mg/ml, une étape
préalable de centrifugation ou de filtration sur filtre seringue nylon 0,22 um a été ajoutée
avant ’injection de la fraction pour se prévenir des risques d’occlusion de la colonne. 10 ou
20 pl ont été introduits directement a I’aide d’une seringue dans la boucle d’injection qui a
une capacité maximale de 5 ml. La colonne a été ¢éluée par la phase mobile injectée a travers
la colonne. Les analyses ont été réalisées en phase inverse « reverse phase » (RP) avec une
colonne HPLC Kromasil 100-5C18 (Thermo Fisher Scientific, 250 x 4,6 mm), couplée en
amont & une pré-colonne C-18. Cette phase stationnaire est composée de particules quasi-
sphériques a répartition homogéne, d’une taille 5 pm avec des pores de 100 A. Les solvants
polaires (acétonitrile/méthanol/eau) de qualit¢ HPLC (Chromasolv®) ont été injectés a un
débit de 1 ml/min dans une colonne maintenue a la température de 30°C par un four (Igloo-
Cil).

Pour les chromatographies HPLC semi-préparatives, une pré-colonne C-18 a été
couplée a une colonne Kromasil 100-5C18 (250 x 4,6 mm, 5 pm 100 A). Les fractions ont
été collectées a I’aide d’un collecteur automatique (Foxy Jr,®). Ces appareils sont pilotés par
le logiciel Chromeleon (version 6,6) qui permet de programmer le volume de 250 pul injecté,
soit 2,5 mg/injection, le gradient d’élution (débit 4 ml/min) et les longueurs d’onde du
détecteur UV ou en lumicre visible. Ce logiciel assure la retranscription des données sous la

forme de chromatogrammes exprimant I’absorbance (mAu) en fonction du temps de rétention
(tR).

I1.5 ANALYSE PAR SPECTROMETRIE DE MASSE

Cette technique a un trés grand pouvoir de résolution et permet de séparer des
molécules ionisées selon leur rapport masse sur la valence de la charge (m/z) et a donc été
associée aux méthodes de fractionnement HPLC pour évaluer la nature chimique des
composés présents dans les fractions actives a I’aide d’un référentiel (Allwood and Goodacre,
2010). Les fractions actives ont été préalablement acidifiées par de I’acide formique pour
favoriser I’ionisation de ces constituants moléculaires. L’ionisation de ces molécules a été
obtenue par ¢électronébulisation ou « electrospray ionization » (ESI), la dispersion de la phase
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Figure 47. Principe de I’électronébulisation pour I’analyse par spectrométrie de masse
des métabolites contenus dans les fractions actives. Un capillaire délivre la phase liquide
sous forme de gouttelettes chargées électriquement. Elles subissent une évaporation puis une
explosion, ce qui libére les métabolites sous forme d’ions chargés dont le temps de vol (t)
aprés pénétration dans la chambre est proportionnel au rapport de la masse par la valence
(m/z), et donc de la masse pour une valence de charge égale a 1. Il s’agit ici du mode positif
(ESI+). Le mode négatif (ESI-) correspond a I’inversion de la polarit¢ de la tension
¢lectrique.
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Figure 48: Nomenclature de fractionnement de la plante Uvaria chamae. a.
Fractionnement classique en HPLC en phase inverse. b. changement d’échelle: passage en
procédés pilote et « scale up » pour la purification des métabolites actifs d’Uvaria
chamae.
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liquide sous forme de gouttelettes chargées électriquement. Ces ions formés dans la source
sont portés par un champ électrostatique vers la chambre de ’analyseur. Le spectrométre de
masse (MS) sépare les ions selon le rapport m/z, z représentant la valence (Fig. 47). La masse
peut donc étre déterminée pour une valence égale a un ou pour ses multiples.

Le systéme HPLC-MS Finnigan Mat system LCQ que nous avons utilisé est composé
d’un dégazeur, d’une pompe quaternaire (4 voies de solvants) P4000 débit 1 ml/min, d’un
« autosampler » (AS3000) et d’un détecteur UV a barrettes de diodes (UV6000LP detector).
Les absorptions aux longueurs d’onde 220, 254, 330 et 400 nm sont détectées grace aux
lampes deutérium et tungsténe. La fourchette de détection se fait entre 190 et 800 nm. La
phase stationnaire est une colonne de Kromasil 100-5C18 (Fisher Scientific, 5 um, 250 x 4,6
mm), maintenue a 30°C par un four (Igloo-Cil). Les ions sont produits dans la source, qui est
parcourue par un flux constant d’azote pure a 99% (Claind N, LC-MS) sous une pression de
6,9 bar. Le mode d’ionisation est ESI en mode positif (ESI+) et en mode négatif (ESI-). Le
capillaire est maintenu a une température de 200°C. Pour faciliter ce mode d’ionisation, le
solvant utilisé est acidifié a 0,01% par de ’acide formique. L’analyseur est un quadripole en
mode d’analyse MS. La détection des ions se fait par balayage des masses entre 50,00 et
2000,00 daltons (Da). Le tout est piloté par le logiciel LCQ-tune.

Lors de I’analyse, nous avons crois¢ les valeurs des masses avec les profils
chromatographiques. L.’abondance des ions est représentée sous deux modes: 1) spectre
continu : tracé continue ou les signaux sont représentés par des pics plus au moins larges, 2)
spectre de fragmentation : histogramme dont I’intensité des ions est exprimée en % et les
valeurs m/z sont indiquées en abscisse. L’information qui est obtenue par 1’analyse de ces
spectres concerne la masse d’ions abondants, leur spectre d’absorption UV, leur temps de
rétention, leur détection dans les modes ESI+ ou ESI-, la présence de leurs adduits sodique,
formique ou de leur forme divalente ou trivalente.

11.6 PRODUCTION EN MASSE DE FRACTIONS ACTIVES D’UVARIA CHAMAE

Au cours de ces recherches nous avons di augmenter largement la quantité de
matériel biologique traité¢ afin de se placer dans des conditions permettant la purification
de(s) molécule(s) active(s) issue des feuilles d’Uvaria chamae. Nous avons donc été
confrontés a la problématique du réapprovisionnement (« sourcing »). Lors du
fractionnement de 100 kg de feuilles d’Uvaria chamae, il a aussi été nécessaire d’établir une

table de correspondance des fractions obtenues respectivement a petite et grande échelle (Fig.
48).
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II.7 OPTIMISATION DU PROCEDE DE FABRICATION ET CARACTERISATION
DES METABOLITES

[1.7.1 EXTRACTION LIQUIDE-LIQUIDE DES FRACTIONS POLAIRES
ALCALOIDES ET APOLAIRES DE LA FRACTION D’UVARIA CHAMAE
UCAC3F8

La fraction d’Uvaria chamae UcAC3F8 a été séparée en trois fractions aux propri¢tés
chimiques distinctes (Fig. 49). Deux mg d’UcAC3F8 ont été repris a une concentration de 0,5
mg/ml dans de I’eau Milli-Q pour un volume final de 10 ml. Une étape d’acidification avec
de I’acide chlorhydrique (HCI 1 M) a permis de ramener le pH a 4,0. Durant cette étape, les
fonctions chimiques possédant un doublet ¢électronique libre de type amine (sp3) comme les
alcaloides se sont chargées positivement, tandis que les autres composé€s de nature apolaire
ou intermédiaire n’ont pas subi de modification de leur charge. Cette solution a pH acide a
subi trois extractions successives avec un solvant aprotique volatile, le dichlorométhane
[qualité « american chemical society » (ACS), Sigma 320269]. Chaque extraction a €té suivie
d’une partition dans une ampoule a décanter lors de laquelle la phase organique, plus lourde,
se retrouve positionnée sous la phase aqueuse, plus 1égére. La phase organique apolaire
contenant les molécules ayant une affinité pour les solvants hydrophobes a ¢té¢ mise de coté.
La phase aqueuse est riche en molécules chargées positivement (amines chargées) et en
molécules contenant des groupements fonctionnels, comme 1’alcool ou d’autres fonctions
susceptibles de mettre en place des liaisons é€lectrostatiques/hydrogeénes avec 1’eau, et ont
donc une meilleure solubilit¢ dans I’eau que dans le dichlorométhane. La phase aqueuse a
subi une alcalinisation avec de la soude (NaOH) jusqu’a atteindre un pH de 12,5. Dans ces
conditions, les groupements hydroxyles chargés négativement captent les hydrogenes des
fonctions amines chargées positivement. Durant cette étape, les alcaloides et les molécules
portant d’autres fonctions subissent une perte de charges positives, on assiste donc a une
neutralisation de la charge globale des métabolites. Cette solution alcalinisée a été extraite a
trois reprises avec 10 ml de dichlorométhane. Les molécules d’alcaloides sont
préférentiellement extraites dans le dichlorométhane. Nous avons ainsi obtenu la phase
alcaloidique, alors que les autres molécules de nature polaire ou intermédiaire se retrouvent
dans la phase aqueuse ou phase polaire. La phase polaire a été neutralisée par de HCl1 1 M
pour ramener le pH a 7,0 ce qui la rend riche en NaCl. Afin de tester cette fraction sur les
cultures de cones de poulet, une étape de dessalage a été réalisée a I’aide d’une extraction en
phase solide sur une colonne de silice Stratat-C18E (Phenomenex). La colonne SrataE C18-
500 mg a été conditionnée sous vide avec 3 ml de méthanol puis par 3 ml d’eau. La phase
polaire (10 ml) a été ensuite déposée sur la colonne équilibrée. Une premiere élution avec 3
ml d’eau a été réalisée, suivie de ’assechement de la colonne pour se débarrasser du NaCl.
La seconde élution a été réalisée avec 3 ml de méthanol pour éluer préférentiellement le(s)
métabolite(s) potentiellement actif(s).
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Figure 49: Obtention des fractions polaires, apolaires et alcaloides de la plante Uvaria
chamae. FSBH+, fraction F8 acidifié¢e. DCM, dichlorométhane.
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11.7.2 ULTRAFILTRATION DE LA FRACTION D’UVARIA CHAMAE UCSUCF1

La fraction UcSUCF1 a été reprise dans 1’eau a la concentration de 1 mg/ml par a un
traitement aux ultrasons pour 15 min a deux reprises, ceci jusqu'a obtention d’une solution
blanche d’aspect micellaire. La solution a été maintenue a 4°C pendant 24 h, et des aliquotes
de 500 pl ont été traitées par ultrafiltration (Amicon® Ultra-0,5 centrifugal filter devices)
avec des filtres de différents seuils de coupure (3, 10, 30, 50 et 100 kDa). Les aliquotes ont
été centrifugées 15 min a 4°C a 13 000 rotation par min (rpm). Le rétentat représente 10% du
volume initial de la fraction.

I1.7.3 ULTRACENTRIFUGATION DE LA FRACTION D’UVARIA CHAMAE
UCSUCF1

La fraction UcSUCF]1 a été mise en solution dans I’eau ultra pure (Invitrogen) a deux
concentrations différentes, 1 mg/ml et 10 mg/ml. Son aspect huileux et pateux a nécessité
deux étapes de 15 min d’ultrasons pour une dissolution optimale. La solution présentait une
couleur blanche blanc-transparent d’aspect micellaire. Nous avons pu observer de fines
gouttes lipidiques jaunes-vertes flottant a la surface du liquide. Cette solution a été
centrifugée dans une ultracentrifugeuse (SERVAIL de Thermo Scientific) avec un rotor a
godets oscillants (rotor ST55) pendant 6 h a 50 000 rpm a 4°C. Les 970 pl du surnageant ont
été prélevés délicatement et le culot a été repris dans 970 pul d’eau ultra pure (Invitrogen). Ces
fractions ont été maintenues a 4°C avant d’étre testées.

I1.7.4 PROTEOLYSE DE LA FRACTION D’UVARIA CHAMAE UCSUCF]1

La fraction UcSUCF1 a été mise en solution dans 1’eau ultra pure (Invitrogen) a la
concentration de 1mg/ml et incubée en présence d’excés de protéinase K aux concentrations
finales de 0,4 et 1 mg/ml. Ces solutions ont été incubées 1 h a 65°C, puis 15 min a 95°C pour
inactiver la protéinase K. Ces fractions ont été maintenues a 4°C avant d’étre testées.

I1.7.5 DEGLYCOSYLATION DES FRACTIONS D’UVARIA CHAMAE UCSUCF2 ET
UCAC3F8F354

Les fractions UcSUCF2 et UcAC3F8f354 ont été mises en solution dans 1’eau ultra
pure (Invitrogen) aux concentrations respectives de 1 mg/ml et 100 ng/ml et incubées pour la
nuit a 4°C. Ces deux fractions ont été déglycosylées en condition non-dénaturantes. La
déglycosylation des liaisons O-glycosylées simples ou complexées et des liaisons N-
glycosylées a été réalisée a I’aide d’un kit de déglycosylation (New England BioLabs
P6039S). Celui-ci contient I’0O-glycosidase, la PNGase (N-gycosidase), la neuroaminidase, la
B1-4 galactosidase et la N-acétylgalactoaminisidase. Vingt ul de mélange enzymatique ont
été ajoutés a 800 pl de chaque fraction et le milieu réactionnel amené a 50 mM en phosphate
de sodium a pH 7,5. Pour contréler la réaction, 25 pg de fétuine, une protéine sanguine, ont
été traités en parallele et analysés sur gel BIS-TRIS 4-12% (NuPage) aprés coloration au bleu
de Coomassie. La déglycosylation des fractions UcCSuSiF2 et UcAC3F8f3S4 a été analysée
apres coloration argentique du gel suivant la recette suivante. Le gel est incubé toute une nuit
dans cette solution. Il est ensuite fixé 30 min dans un mélange eau/éthanol/acide acétique
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65/30/5 vol,/vol, sous agitation. Le gel est rincé deux fois 10 min a I’eau distillée, puis
sensibilis¢ par incubation 1 min dans du thiosulfate de sodium a 0,02% sous agitation. Il est
ensuite rincé a deux reprises dans 10 ml d’eau distillée et immergé 20 min sous agitation dans
10 ml de solution argentique (nitrate d’argent 0,2% w/vol formaldéhyde 0,01%). Apres avoir
été lavé deux fois a I’eau distillée, il est incubé avec agitation dans une solution de
développement (carbonate de sodium 1% w,/vol, thiosulfate de sodium 0,00125% et
formaldéhyde 0,01%) a I’abri de la lumiére. L’étape de développement étant critique, il est
nécessaire de guetter ’apparition des bandes marron et de stopper immédiatement la réaction
avec 10 ml de Tris 4% et d’acide acétique 2% pour éviter la saturation.

II.8§ IDENTIFICATION DE LA CIBLE ET DE LA VOIE DE SIGNALISATION

11.8.1 ETUDE DE COMPETITIVITE ENTRE LES DOMAINES
EXTRACELLULAIRES EXBSG1 ET LES SOUS-FRACTIONS ACTIVES

L’ADNc de la protéine BSG1 de poulet (1-323) a été cloné dans le vecteur
d’expression pcDNA et transfecté dans des cellules COS-1 par précipitation au phosphate de
calcium (Leveillard ef al., 2004b). Ces cellules ont été maintenues en culture 48 h dans un
milieu de rapport de 1/1 de M199 et DMEM et suppléments. Les cultures enrichies en cones

ont été incubées avec 50 pl du milieu de culture additionné de 25 ul de milieu conditionné de
cellules COS-1 transfectées par pcDNA-BSG1 ou son contrdle négatif (pcDNA) en présence
des fractions UcAC3F8S2, UcAC3F8S4 et UcAC3F8SS8. Apres 7 jours de culture, la viabilité
cellulaire a été mesurée sur la plateforme de comptage cellulaire automatisé,

I1.8.2 CHROMATOGRAPHIE PAR AFFINITE EXBSG1 DE LA FRACTION
UCAC3F8F3S4

Deux ml de billes d’agarose Ni-NTA (Protino) ont été rincés et conditionnés dans un
tampon de lavage (Tris pH 8,0 50 mM ; imidazole 10 mM, NaCl 300 mM) puis centrifugés 5
min 13 000 rpm a température ambiante. La préparation a été scindée en deux avec une
moiti€¢ mise en présence de 800 ul de tampon de lavage et I’autre mise en présence de 300 pl
de ce tampon additionné de 500 pl de protéine (His-tagged exBSG1) a 0,56 mg/ml, soit une
concentration finale de 280 pg/ml. Les deux préparations ont été placées 1 h 30 min sous
agitation rotative a 4°C. Apres centrifugation, 20 ul du surnageant et des billes ont été
analysés par électrophorese apres coloration au bleu de coomassie. Les fractions liées ont été
lavées a I’aide de 300 pl de tampon de lavage puis maintenues a 4°C. Les colonnes ont été
assemblées a partir de deux seringues de 1 ml, la matrice des colonnes (Ni-NTA et Ni-NTA-
His-exBSG1) étant maintenue par une membrane en nylon et équilibrée de MCCD (DMEM,
M199+suppléments). Quand la phase stationnaire de hauteur 1/2 cm (500 pl de billes) a été
stabilisée, 1 ml de milieu de culture pour le controle et Iml de la fraction UcAC3F8f3S4 a
150 ng/ml ont été déposés. Les fractions éluées ont été conservées a +4°C avant d’étre
testees.
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I1.8.3 ESSAI D’ INCORPORATION DE GLUCOSE EN PRESENCE DES FRACTIONS
UCAC3F8F3S2 ET UCAC3F8F3S54

Les cultures enrichies en cones préparées a partir de rétine d’embryons de poulet au
stade 29 ont été incubées en présence des fractions UcAC3F8f3S2 et UcAC3F8f3S4 a
respectivement 500 ng/ml et 100 ng/ml. Aprés 4 jours d’incubations in vitro, le milieu de
culture est remplacé par 100 pl de milieu sans glucose et rouge de phénol dans un milieu
contenant 2 mM de glutamine et les suppléments. Aprés 1 h d’incubation, les cellules ont été
lavées et I’analogue fluorescent du glucose, le 2-N-7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl-
Amino-2-Deoxyglucose (2-NBDG, Life technologies) a été ajouté a la concentration finale
de 150 uM. Apres 10 min d’incubation a 37°C, le milieu de culture a été retiré et les cellules
ont été¢ lavées. La fluorescence des cellules a ét€ mesurée apres excitation a 485 nm par
I’émission a 520 nm.

11.8.4 ETUDE DE L’EXPRESSION DE PFKFB2 DANS LA RETINE DE LA SOURIS

La phosphofructo-2kinase/Fructose-2,6-bisphosphatase 2 (PFKFB2) est une enzyme
qui produit un métabolite activateur allostérique de la glycolyse aérobie. La mise en évidence
de la présence de cette enzyme dans les rétines a €té analysée par immunoempreinte
(« western blotting ») et immunohistochimie. Des souris normales « wild-type » (wt,
C57BL/6@]J) et rdl (C3H/He@N) de 21 et 35 jours ont été sacrifiées par élongation. Les
yeux droits ont été réservés pour I'immunohistochimie, tandis que les rétines des yeux
gauches ont été prélevées, plongées dans 1’azote liquide et conservées a -80°C. Ces rétines
ont été lysées dans 80 pul de tampons de lyse (50 mM Tris-HCI1 pH 7,5, | mM EDTA, 1 mM
DTT, 1% triton X-100, 1 mM fluorure de phénylméthylsulfonyle (PMSF), 0,14 mM
« tosyllysine chloromethyl ketone hydrochloride (TLCK) et un cocktail d’inhibiteurs de
protéinase) puis maintenues dans la glace. Elles ont été soniquées trois fois pendant 10 s, Les
extraits obtenus ont été centrifugés a 12,000 rpm pour 5 min a 4°C. Les ceeurs et les cerveaux
des souris ont été¢ repris dans 1,2 ml de tampon de lyse, puis traités a I’identique. La
concentration des protéines a été mesurée par dosage Bradford. Des quantités égales (40 pg)
d’extraits protéiques de rétines, de cerveau et de coceur ont été déposées sur un gel BIS-TRIS
4-12% (NuPage). Le gel a été ensuite transféré sur une membrane cellulose de 0,22 um a
I’aide d’un appareil i-Blot (Invitrogen). Apres saturation, les membranes ont été incubées
pendant 24 h avec un anticorps polyclonal de souris dirigé contre PFKFB2 (Assay biotech
Ab-483) a une dilution 1/500°™. Aprés ringage, les membranes ont été incubées dans une
solution de Tween-20 0,05%, Blocker 3% en présence d’un anticorps secondaire anti-
immunoglobulines de lapin couplé a la peroxidase dilué au 1/15 000°™ (Jackson
immunoresearch). Les membranes ont été révélées par chimioluminescence avec le réactif
« Enhanced chemiluminescence » (ECL superSignal West Femto, Peribo) sur film Kodak
biomax. Les bandes ont été quantifiées et normalisées en utilisant I’actine cytoplasmique
ACTB selon la procédure suivante. Les membranes ont été traitées pour éliminer les
anticorps fixés a ’aide d’une solution diluée au 1/ 10°m (Millipore), puis la membrane a été
rincée. L immunoempreinte ACTB a été réalisée avec un anticorps monoclonal anti-ACTB
(ABCAM #1501, 1/10 OOOéme). La quantification relative de I’expression de PFKFB2 a été
mesurée grace au logiciel de traitement d’image Image J. L’analyse statistique a été exécutée
avec I’aide du logiciel GraphPad Prism (version 6).
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C.

ORGANIC AND INORGANIG

AREERER] SUBSTANCES

| TO DATE

A global team of scientists is continually adding
substance information from the world's disclosed
chemistry to the CAS REGISTRY  the gold
standard for chemical substance information.

Une équipe internationale de scientifiques
met a jour le registre CAS avec toutes les
informations disponibles sur les substances
chimiques décrites dans le monde.

Molécules

Molécules c :
bioactives

Figure 50: Les plantes comme source de molécules biologiquement actives. a. Le nombre
total de molécules répertoriées au 27 Mai 2014. b. Mme Géraldine Millet-Puel, ingénieur en
charge des essais biologiques préparant les cultures primaires enrichies en cones. ¢. Pellicule
cinématographique illustrant le processus de sélection des molécules bioactives durant
I’évolution. Au centre un portait de Charles Darwin en 1868 au cours de ses vacances a 1’ile
de Wight réalisé par Julia Margaret Cameron.
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IIT RESULTATS

I[II.1  LES PLANTES COMME SOURCE DE MOLECULES BIOLOGIQUEMENT
ACTIVES

Notre réflexion a d’abord porté sur la source de ces molécules pharmacologiques. En
effet, considérant un total de 88 354 010 molécules organiques et inorganiques reportées dans
la base « chemical abstracts service » (CAS) au 27 Mai 2014 (Fig. 50a) et le débit maximum
de 80 molécules testées par semaine par le criblage haut contenu sur des cultures primaires
enrichies en cones (Fig. 50b), le criblage de ’ensemble de cette collection prendrait 23 000
ans, impensable !

Durant I’évolution, les végétaux se sont adaptés a leurs niches écologiques et ont dii
livrer un combat sans fin contre les herbivores, entre autres les insectes. Ce processus de
sélection de molécules biologiquement actives a partir de métabolites secondaires issues de
mutations des geénes des voies de synthése de ces composés a fait des plantes un réservoir de
molécules pharmacologiques riche d’au moins 200 000 composés (Fig, 50¢). C’est pour cette
raison que nous avons considéré ici les extraits de plantes comme étant une collection
particulierement bien adaptée a notre capacité de criblage. Depuis I’homme de Neandertal,
nous n’avons pas cessé¢ d’explorer empiriquement avant d’étudier les plantes pour leur
pouvoir thérapeutique, 80% de la population mondiale utilise encore aujourd’hui les plantes
comme médicaments. Les connaissances acquises par les ethnologues sur les remedes
traditionnels de diverses sociétés de par le monde ont donné naissance a
I’ethnopharmacologie. Cette science a pour objectif de répertorier les plantes utilisées en
médecine traditionnelle dans le but d’en isoler les molécules actives (Sasidharan ez al., 2011).
Les plantes utilisées dans les remedes ancestraux contiennent différentes catégories de
métabolites secondaires tels que des alcaloides, des terpénes, des hétérosides et des

flavonoides qui ont le potentiel d’interagir avec les protéines de notre organisme et de
modifier leur activité (Koehn and Carter, 2005).

11I.2 METHODES DE CRIBLAGES

I11.2.1 COMPARAISON DES DEUX METHODES

Le criblage d’une banque de composés chimiques, qu’il s’agisse de molécules
synthétisées ou de composés naturels, est un procédé qui a séduit I’industrie pharmaceutique
qui en a donc fait un métier. II existe deux types de criblages, le criblage a haut débit « high
throughput screening » (HTS) et le criblage a haut contenu « high content screening » (HCS).
La deuxiéme partie du XX siécle a été marquée par la révolution des connaissances en
biologie dont les découvertes de nombreuses cibles thérapeutiques, des récepteurs de surface,
des canaux ioniques, des transporteurs, des protéines kinases et phosphatases, et des facteurs
de transcription. Le séquencage complet du génome humain, achevé en 2001, a permis
d’enrichir ce catalogue par le développement de la bioinformatique (Lander et al., 2001;
Venter et al., 2001). Parallelement a ces recherches, les progrés accomplis en chimie

combinatoire et chimie de synthése ont permis 1’obtention de vastes collections de petites
molécules possédant une grande diversité. La robotisation des méthodes de criblage a conduit
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a.
HTS ~ HCS

Débit du criblage

Contenu du criblage

Aire biologique

Aire thérapeutique

Aire des modéles animaux

Aire fonctionnelle (HCS)

Aire mécanistique (HTS)

Figure 51: Les caractéristiques du criblage haut contenu (HCS) et du
criblage haut débit (HTS). a. Une courbe théorique montrant les domaines
respectifs du HTS focalisé¢ sur le débit et le HCS qui privilégie le contenu
biologique. b. Les différentes aires représentées sous forme d’une cible avec au
centre I’aire mécanistique du HTS a I’intérieur de I’aire fonctionnelle du HCS.
Adapté de Sams-Dodd F. (2006). Drug Discov Today 11, 465-72.
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au criblage a haut débit (HTS). Ce type de criblage permet de tester plus de 250 000
molécules pures par jour a I’aide de plaques contenant chacune 1 536 puits (2 a 5 pl). Le
HTS repose sur un essai simple sur une cible moléculaire bien identifiée permettant de cribler
un nombre considérable de molécules pures (Cragg and Newman, 2013a). Cependant, les
criblages a haut débit se sont révélés incapables d’accélérer la découverte de nouveaux
médicaments, car les molécules identifiées en nombre important du fait du débit avaient
souvent tendance a ne plus montrer d’activité dans des tests plus complexes comme les essais
sur cultures cellulaires.

[11.2.2 AVANTAGE DU CRIBLAGE A HAUT CONTENU DANS L'ISOLATION D'UN
FACTEUR TROPHIQUE

Ces considérations ont conduit au développement du criblage a haut contenu (HCS)
basé sur un essai biologique se rapprochant des conditions physiologiques, le contenu, au
détriment du débit (Mishra and Tiwari, 2011; Sams-Dodd, 2006) (Fig. 51a). En effet,
considérant les possibles aires biologiques réparties concentriquement dans une cible, 1’aire

biologique globale se trouve a I’extérieur englobant successivement l’aire thérapeutique,
celle concernant les modeles animaux, ’aire fonctionnelle puis 1'aire mécanistique (Fig. S1b).
Une molécule identifiée par criblage haut contenu, c'est-a-dire par un essai fonctionnel, a une
probabilité plus importante de rejoindre I’aire thérapeutique, qu’une autre molécule identifié¢e
par criblage haut débit utilisant un essai mécanistique, puisque cette derniére en est plus
¢loignée. Ceci s'explique par le fait que I’essai mécanistique est souvent trés réducteur et
s’¢loigne de ce fait des conditions physiologiques. Dans notre cas, I’essai de survie des
cellules d’une culture enrichie en cones préparée a partir de rétines d’embryons de poulet est
suffisamment proche des conditions pathologiques chez I’homme pour que les molécules
identifiées par HCS, comme RACVF, puissent rejoindre ’aire des modeles animaux comme
nous I’avons démontré chez la souris rd/ et le rat transgénique P23H (Leveillard and Sahel,
2010). Malgré la réduction de la capacité de criblage, les molécules identifiées par criblage
HCS sur cultures primaires enrichies en cones possédent un fort potentiel pour le traitement
de la rétinopathie pigmentaire (Leveillard ef al., 2004a).

III.3 PREUVE DE CONCEPT : DEUX PLANTES MEDICINALES A ACTIVITE
PROTECTRICE DES CONES

Les considérations théoriques précédentes ont aussi leurs limitations. Les travaux
réalisés précédemment avec un modele animal de la pathologie, la souris rd/, avaient permis
de faire I’hypothese de I’existence d’une protéine exprimée par les batonnets, capable de
protéger les cones (Fintz et al., 2003; Mohand-Said et al, 1998). Nous avons donc initié¢ ce

projet en évaluant la possibilité que deux plantes médicinales, Ruta graveolens et Lycium
barbarum, utilisées jadis en médecine traditionnelle pour les affections oculaires, pouvaient
contenir des métabolites secondaires protégeant les cones dans les cultures enrichies
préparées a partir de rétines d’embryons de poulet.

Ruta graveolens est une Rutacée méditerranéenne qui figure sous le nom de péganon
dans le corpus hippocratique. Elle était originellement prescrite en gynécologie et pour
combattre les affections pulmonaires (Pollio et al, 2008). Plus tard, dans plusieurs pays
méditerranéens, des Ruta spp, c'est-a-dire plusieurs especes de ce genre, ont été administrées
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Figure 52. Neuroprotection des cones des extraits de feuilles de Ruta graveolens.
a. Effet protecteur d’un extrait méthanol de feuilles de Ruta graveolens sur les cones
en culture. b. Effet dose d’un extrait de feuilles jeunes et agées de Ruta graveolens.
¢. Morphologie des cellules en présence de I’extrait de feuilles de Ruta graveolens (a
droite) par rapport a la morphologie des cellules non traitées (0 en a et b, a gauche).
L’agrandissement d’un cone au centre permet d’apprécier sa morphologie fusiforme
avec deux prolongements neuritiques de part et d’autre du corps cellulaire.
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de maniere prédominante pour traiter les problémes de vision. Les feuilles étaient préparées a
partir de plantes fraiches ou bien administrées aprés décoction dans du vin ou du miel. On dit
méme que Michel-Ange en fit usage pour augmenter son acuité visuelle lorsqu’il peignit les
fresques de la chapelle Sixtine au Vatican. Les extraits de Ruta graveolens nous ont été
fournis généreusement par Frédéric Bourgaud de 1’Ecole Nationale Supérieure d'Agronomie
et des Industries Alimentaires (ENSAIA) de Nancy.

Lycium barbarum, une plante de famille des Solanacées, est utilisée depuis plus de
2300 ans en médecine traditionnelle chinoise pour le traitement de la vision (Chan et al.
2007). Ce petit arbuste qui pousse dans les régions semi-arides produit de nombreuses petites
baies brillantes de couleur rouge-orange d’aspect fuselé et allongé. Le fruit du Lycium

barbarum, appelé aujourd’hui Fructus barbarum ou baie de goji, était utilisé pour traiter le
diabete, le cancer, I’infertilité ainsi que pour promouvoir une homéostasie énergétique. En
Chine, il est d’usage de consommer ces fruits sous forme de jus ou de vin de Lycium
barbarum. Dans les pays occidentaux, il est consommé aujourd’hui pour ses vertus
antioxydantes. Les fruits nous ont été fournis généreusement par Philippe Bernard de la
société Greenpharma a Orléans.

111.3.1 RUTA GRAVEOLENS

Deux extraits, I’un des racines et ’autre des parties aériennes (les feuilles) de Ruta
graveolens, ont été préparés dans du méthanol a partir de plantes matures (agées) et de jeunes
pousses. Ces extraits secs ont été repris dans de 1’eau stérile a 10 mg/ml et testés a 100 pg/ml
sur les cultures primaires enrichies a plus de 70% en cones. Ces cultures ont été mises en
présence des extraits et la viabilité cellulaire a été mesurée en comptant le nombre de cellules
vivantes [voir matériels et méthodes (M&M), chapitre 4]. Nous avons observé que les
feuilles agées de cette plante augmentent la viabilité des cones de maniére significative, allant
jusqu'a des augmentations de 350% (Fig. 52a). L’effet de survie obtenu avec les extraits des
feuilles jeunes et agées est dépendant de la concentration de I’extrait entre 1 et 100 pg/ml
(Fig. 52b). Il ne semble donc pas que la synthése de la ou les molécule(s) active(s) dépende
du stade de maturation de la plante. Nous avons examiné la morphologie des cellules
vivantes marquées a la calcéine 7 jours apres leur mise en culture en présence de 100 pg/ml
d’extraits de feuilles agées, et comparé avec la morphologie du contrdle négatif. En présence
d’extrait de Ruta graveolens, les cones sont parfaitement identifiables par leur morphologie
en fuseau avec deux prolongements neuritiques de part et d’autre du corps cellulaire (Fig.
52¢). Les cones de poulet ont des caractéristiques morphologiques bien identifiables, dont la
présence d’une gouttelette lipidique discernable au centre de la cellule. La morphologie
ronde, non différenciée, retrouvée dans le contrdle négatif, correspond a celle d’une cellule
en souffrance.

Il existe en ethnopharmacologie plusieurs especes du genre Ruta décrites comme base
de remedes traditionnels: Ruta graveolens, mais aussi Ruta angustifolia, Ruta chalepensis et
Ruta corsica. Toutes ces especes sont des arbustes méditerranéens, avec des feuilles vertes
bleutées émettant une odeur puissante et d'un golit amer (Pollio et al., 2008) (Fig. 53a). Il est

donc concevable que I'une de ces autres especes puisse constituer une source plus abondante
de métabolites secondaires exercant un effet trophique sur les cones. Nous avons donc
comparé I’effet protecteur d’extraits de feuilles de deux autres especes, Ruta chalepensis et
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Ruta montana, a celui de Ruta graveolens. Ces extraits ont été testés a 1, 10 et 100 pg/ml sur
les cultures enrichies en cones (Fig. 53b). La concentration optimale pour obtenir I’effet
protecteur est de 100 pg/ml pour chacun des extraits, Ruta montana augmente la survie des
cones de 300%, comparé a 240% pour Ruta chalepensis et 200% pour Ruta graveolens. Ces
résultats semblent indiquer que Ruta montana est enrichie en métabolites secondaires actifs
sur les cones et serait donc une source adéquate pour un processus de purification et
d’identification des ces métabolites. Ruta montana est connue pour contenir au moins Six
alcaloides distincts, dont la montanine (Touati e al., 2000).

Puisque que I’extrait méthanolique de Ruta montana présente ’activité spécifique la
plus élevée, nous avons testé cet extrait sur les cones d’un modele de rétinopathie
pigmentaire, la souris rd!. Il s’agit d’un mode¢le récessif de la pathologie qui résulte d’une
mutation dans le géne Pde6b codant pour la sous-unité  de la phosphodiestérase des
batonnets (Bowes et al., 1989). Le déficit en activit¢ phosphodiestérase provoque une
augmentation du contenu en cGMP des batonnets qui meurent par apoptose (Chang et al.,
1993). La phototransduction des cOnes repose sur une autre sous-unité codée par le géne
Pde6c et ceux-ci ne sont donc pas directement affectés par I’allele »d/. Néanmoins, apres la
perte des batonnets, les cones dégénérent progressivement par un phénomene qui s’accorde
avec une perte de support trophique (Punzo et al., 2009). L’équipe a démontré que cette
activité trophique provenait des batonnets par utilisation de cultures d’explants de rétine rd1

(Mohand-Said et al., 1998). C’est ce méme modele que nous avons utilisé pour tester I’effet
de I’extrait méthanolique de Ruta montana. Les rétines neurales, c’est-a-dire débarrassées de
I’épithélium pigmenté rétinien, ont été isolées a partir de souris rd/ (C3H/He@N) agées de
35 jours. Comme le démontre I’analyse du transcriptome de la rétine rd/, il n’y a a cet age
plus aucune expression du marqueur des batonnets, la rhodopsine (Rk0), puisque ceux-ci ont
dégénéré (Fig. 54a). Ces résultats permettent de se placer dans des conditions ou le facteur
RACVF exprimé par les batonnets n’exerce aucun effet trophique qui pourrait masquer les
effets de I’extrait méthanolique de Ruta montana (Leveillard et al., 2004b). Les rétines ont
été disséquées et mises en cultures sous forme d’explants rétiniens (M&M, chapitre 5) en

présence ou absence d’un extrait méthanolique a la concentration de 100 pg/ml. Aprés 7
jours d’incubation, les cones ont été marqués a I’aide d’agglutine de cacahuéte (Arachis
hypogaea) ou « peanut agglutinin » (PNA) couplée chimiquement a un fluorochrome (Blanks
and Johnson, 1983). Celle-ci se lie spécifiquement a la matrice extracellulaire entourant le
corps cellulaire du cone. La densité des cones a ét€ mesurée a 1’aide de la procédure e-
conome (Clérin et al., 2011)(Fig. 54b). Durant sept jours, les cones dégénerent ex vivo et
présentent une densité de 1 994 cones/mm” en I’absence d’extrait (Fig. 54c). En revanche,
leur densité est de 2 541 cones/mm” en présence de I’extrait méthanolique de Ruta montana,

soit une augmentation de 27%. Ceci montre clairement que tout comme pour le facteur
RACVF qui a été identifi¢ par criblage haut contenu sur le modele de culture enrichie en
cones, les métabolites secondaires extraits de Ruta montana sont biologiquement actifs sur
les cones in vitro et sont capables de protéger les cones ex vivo dans un modele de la
pathologie ciblée (Leveillard et al., 2014).

111.3.2 LYCIUM BARBARUM
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Figure 53. Comparaison de D’effet trophique de trois différentes
especes de Ruta. a. Les trois espeéces du genre Ruta dans leur
environnement naturel. b. Des extraits méthanoliques de feuilles de Ruta
graveolens, Ruta chalepensis et Ruta montana ont ¢été testés en
quadruplés sur des cultures enrichies en cones ensemencées a 2 x 103
cellules/cm?. Pour le controle négatif (0), les cellules ont été incubées
avec du milieu de culture. Les astérisques désignent la significativité
statistique pour chaque condition en comparant avec 0.
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Figure 54: Effet trophique de la plante Ruta montana sur les cones d’un modéle
animal de rétinopathie pigmentaire, la souris rd1. a. Expression temporelle du gene
de la rhodopsin (Rho, sonde Affymetrix 1425172 at) dans la rétine de la souris normale
(wt) et celle portant une mutation récessive sur le géne Pde6b (rdl). Données provenant
de KBaSS (http://kbass.institut-vision.org/KBaSS/) b. Illustration des champs de
comptage sur I’explant de rétine rdl d’aprés la méthode e-conome. ¢. Sept explants
rétiniens rdl (C3H/He@N) provenant de souris de 35 jours ont été incubés 7 jours en
présence d’un extrait méthanolique de Ruta montana a 100 pg/ml ou en présence de
milieu de culture (0). La densité des cones a été mesurée par la technique e-conome
(2011). Le test statistique appliqué est un t-test non appari¢ avec correction de Welch.
La différence est significative avec une valeur de p < 0,05.
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Les fruits de Lycium barbarum sont dénommés Fructus barbarum. Deux extraits secs
de Fructus barbarum, 'un méthanolique et le second préparé dans I’acétate d'éthyle, ont été
repris dans de 1’eau stérile puis testés sur les cultures enrichies en cones a 1, 10 et 100 pg/ml.
Une activité trophique a pu étre mise en évidence pour les deux types d’extraits a 100 pg/ml,
L’extrait méthanolique augmente la survie des cones de 350% (Fig. 55a), et I’extrait préparé
en acétate d’éthyle de 500% (Fig. 55b). L’effet de I’extrait en acétate d’éthyle de Fructus
barbarum sur la morphologie des cones a été examiné lors d’une seconde expérience au
cours de laquelle I’effet protecteur a pu étre détecté aux concentrations de 10 et 100 pg/ml
(Fig. 56a). La différence de la dose active observée entre ces deux tests (Fig. 56a versus Fig.
55b) n’est pas rare pour des essais réalisés sur 7 jours avec des cultures primaires de
neurones. Il faut souligner que le nombre maximal des cellules vivantes lors du premier essai
¢tait de 'ordre de 100 cellules (Fig. 55b), alors que cette méme valeur atteint 300 cellules
pour le deuxieéme essai (Fig. 56a). Les conditions du second essai ont donc pu étre plus
favorables a la survie des cones en présence de I’extrait a 10 pg/ml. Les cellules vivantes
marquées par le fluorochrome calcéine présentent un aspect fusiforme avec des extensions
neuritiques (Fig. 56b). La encore, cette morphologie suggere qu’il s’agisse principalement de
cones ayant préservé leur morphologie.

L’analyse des constituants de Fructus barbarum ou baies de goji par des techniques
chromatographiques couplées a la spectrométrie de masse a été entreprise par Amagase et
coll, (Amagase and Nance, 2011). Elle révele que les constituants majeurs de ces baies sont
des caroténoides, des carbohydrates, des [-sisteroles (des phytoestrogenes), des acides
aminés et des vitamines. Une analyse HPLC approfondie des caroténoides souligne que I'un

des métabolites secondaires majoritaires de ce fruit est la zéaxanthine (Fig. 28a) avec 1 761
pg par gramme de baie, suivie de la lutéine avec 50 pg/g et de la B-cryptoxanthine avec 26
pg/g. La zéaxanthine et la lutéine sont responsables de la pigmentation maculaire. C’est son
aspect en tache jaune, macula lutea en latin, qui est & I’origine du terme anatomique de
macula (Fig. 57a). La pigmentation maculaire joue un réle de protection contre les rayons
ultraviolets et ses constituants, la zéaxanthine et la lutéine, qui sont également des
antioxydants majeurs au niveau rétinien (Khachik ez al., 1997). La quantification par dosage
HPLC de ces deux caroténoides dans I’extrait acétate éthyle du Fructus barbarum a révélé un
taux inférieur a 0,1 pg/ml pour chacun d’entre eux. Nous avons donc testé¢ I’effet de la

z¢axanthine et la lutéine sur les cultures enrichies en cones a 0,1 et 1 pg/ml (Fig. 57b). Ces
deux constituants des baies de goji, seuls ou en combinaison, ne sont pas responsables de
I’activité protectrice de ’extrait de Fructus barbarum. Le resvératrol, un stilbénoide extrait
de la vigne, n’a pas d'avantage d’effet. Lors de ce méme essai, 1’extrait acétate d’éthyle de
Fructus barbarum augmente la survie des cones de 290%.

Nous avons donc initi¢ le fractionnement de cet extrait par HPLC en phase inverse, en
vue de purifier les métabolites secondaires actifs (M&M, chapitre 3). Les six fractions
obtenues ont été testées sur les cultures primaires enrichies en cones a 1 et 100 pg/ml.
Aucune des fractions ne présente d' activité a effet de survie statistiquement significative lors
de tests de Dunnett avec multiples comparaisons o = 0,05 (Fig. 58). La fraction F3 augmente
la survie des cellules de 140% a la concentration de 100 pg/ml. Des essais supplémentaires
ont donc été planifiés. Pour réaliser ces essais, il a été nécessaire de se procurer assez de
matiére premiere par un nouvel approvisionnement de baies de goji. Des lots de Fructus

113



a.

140
120 Extrait méthanol

100

20 Khkk
l

60

40

20

Nombre de cellules vivantes

pg/ml: 0 1 10 100

140 Sekekdk

120 Extrait acétate d’éthyle

100

80

60

40

20

Nombre de cellules vivantes

0
pg/ml: 0 1 10 100

Figure 55. Identification d’une activité
trophique envers les cones dans les extraits de
Fructus barbarum. a. Extrait méthanolique b.
Extrait a l’acétate d’éthyle. Les astérisques
désignent la significativité statistique pour chaque
condition en comparant avec 0.
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Figure 56: Mise en évidence de D’effet protecteur de
Pextrait de Fructus barbarum préparé a partir d’acétate
d’éthyle sur la morphologie des cones. a. Effet protecteur
sur les cultures enrichies en cones. b. Effet de I’extrait (100
pg/ml) sur la morphologie des cellules vivantes marquées par
la calcéine. Les agrandissements I et II présentent une vue des
extensions neuritiques indiquées avec des pointes de fléches.
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Figure 57: Absence d’effet de la zéaxanthine et de la lutéine sur la
survie des cones in vitro. a. La macula et sa coloration jaunatre due a
la pigmentation de la zéaxanthine et de la lutéine b. Absence d’effet
protecteur des pigments maculaires, z€éaxanthine et de la lutéine, seuls
ou en combinaison, et du resvératrol, sur les cultures enrichies en
cones. Les données sont exprimées en facteur de survie, par rapport au
nombre de cellules vivantes dans le controle négatif avec du milieu de
culture.
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Figure 58: Fractionnement de Dextrait de Fructus barbarum
préparé a ’acétate d’éthyle. Les six fractions obtenues par HPLC en
phase inverse ont été testées sur les cultures enrichies en cones.
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barbarum de cinq provenances différentes ont été extraits a I’acétate éthyle et testés dans les
mémes conditions que précédemment. Alors que I’extrait original augmente la survie des
cones de manicre significative a 10 et 100 pg/ml, aucun des cinq nouveaux lots ne présente
d’activité dans cet essai (Fig. 59). Le probléme rencontré ici est probablement li¢ au fait que
la composition en métabolites secondaires de fruits varie selon leur mirissement qui dépend
bien slir de la saison, de la géographie, de I’environnement, mais aussi du biotope. Ainsi le
rapprochement de Lycium barbarum, d’une autre espece proche, Lycium ruthenicum modifie
la composition en anthocyanines de leurs fruits (Zeng et al., 2014). Des difficultés d’ordre
génétique ont aussi été observées lors de la mise en culture de I'armoise annuelle (Artemisia
annua), une plante originaire de Chine dont on extrait de ses feuilles l'artémisinine, un
traitement efficace contre la malaria (Graham et al., 2010).

Bien entendu, cette déconvenue aurait dii nous conduire a nous reporter sur le
fractionnement et la purification des métabolites actifs contenus dans I’extrait méthanolique
de Ruta montana. C’est a ce stade du projet que nous avons eu I’opportunité de faire financer
cette recherche par la fondation américaine « foundation fighting blindness » (FFB) en
déposant un projet basé sur la preuve de principe ou « proof of concept » que nous avions
¢tablie. Ce dossier a ¢té retenu a la condition explicite que I'intégralité de la propriété
intellectuelle reste dans le domaine public. On peut comprendre que les donateurs de cette
organisation de patients atteints de dégénérescences rétiniennes héréditaires refusent de
financer des industriels. Comme nous avions signé des accords avec « Plant Advanced
Technologies », dont Frédéric Bourgaud est fondateur, et Greenpharma, le financement de ce
projet par FFB excluait de fait que nous puissions travailler avec ces fonds sur les especes de
Ruta et sur Lycium barbarum. Ayant fait la preuve que deux plantes médicinales contenaient
des métabolites secondaires capables de protéger les cones, aussi bien in vitro qu’ex vivo
dans un modele animal de rétinopathie pigmentaire, nous avons donc pris le pari que ce type
de molécules actives pouvait étre présent dans d’autres plantes utilisées en médecine
traditionnelle.

[11.4 CRIBLAGE A HAUT CONTENU (HCS) D'UNE EXTRAITHEQUE DE 200
PLANTES

I11.4.1 ETUDE DE LA BIODIVERSITE DE L'EXTRAITHEQUE

Pour identifier ces plantes, nous avons donc entrepris un criblage haut contenu (HCS)
d’une extraithéque de plantes en utilisant les cultures primaires enrichies en cones préparées
a partir de la rétine d’embryons de poulet (M&M, chapitre 4). L’utilit¢ du travail
précédemment entrepris résidait aussi dans le fait que nous disposions de quantités
suffisantes d’extrait d'acétate d’éthyle de Fructus barbarum pour I'utiliser comme controle
positif au cours du HCS. Nous avons opté pour I’extraithéque « Greenpharma Extract
Library » commercialisée par Greenpharma et donc libre de droit. Cette extraithéque
comprend les extraits de 200 plantes sélectionnées pour leur usage en médecine traditionnelle
et leur biodiversité¢ (Fig. 60a, Table 3). Compte tenu du nombre limité d’annotations qui
nous ont été fournies (17 plantes, 8,5%), nous avons effectué des recherches dans deux bases
de données spécialisées, « Royal botanic gardens » et celle développée par le Docteur Duke
(Duke, 2014; Royal botanic_gardens, 2014). La base du docteur Duke contient les 9
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Famille
ACANTHACEAE

ANACARDIACEAE

ANNONACEAE

APOCYNACEAE

ARALIACEAE
ASCLEPIADACEAE

ASTERACEAE

BERBERIDACEAE
BIGNONIACEAE

BIXACEAE
BOMBACACEAE

BORAGINACEAE

BUDDLEJACEAE
BURSERACEAE

CAESALPINIACEAE

CAPPARACEAE

CAPPARIDACEAE
CAPRIFOLIACEAE
CELASTRACEAE
CHENOPODIACEAE
CHRYSOBALANACEAE

CLUSIACEAE

COMBRETACEAE

CONNARACEAE
CONVOLVULACEAE

Genre

Justicia
Lepidagathis
Amphipterygium
Buchanania
Lannea

Melanorrhoea
Ozoroa

Rhus
Sclerocarya
Semecarpus
Spondias
Annona
Hexalobus
Polyalthia
Uvaria
Xylopia
Landolphia
Leptadenia
Strophanthus
Cussonia
Calotropis
Brickellia
Eupatorium
Mikania
Tagetes
Tithonia
Mahonia
Markhamia
Stereospermum
Cochlospermum
Bombax
Cordia

Buddleja
Boswellia
Commiphora
Berlinia
Burkea
Detarium
Isoberlinia
Piliostigma
Swartzia
Cadaba
Capparis

Cleome
Crateva
Sambucus
Maytenus
Chenopodium
Parinari

Calophyllum
Garcinia

Pentadesma
Anogeissus
Combretum
Guiera
Pteleopsis
Terminalia
Connarus
Ipomoea

Espéce
spicigera
anobrya
adstringens
reticulata
microcarpa
velutina
laccifera
pulcherrima
javanica
birrea
cochinchinensi
pinnata
senegalensis
monopetalus
luensis
chamae
vielana
heudelotii
hastata
sarmentosus
barteri
procera
grandiflora
odoratum
guaco
erecta
diversifolia
nepalensis
stipulata
kunthianum
planchonii
costatum
boissieri
myxa
asiatica
dalzielii
africana
grandiflora
africana
microcarpum
doka
reticulatum
madagascarie
farinosa
corymbosa
micrantha
pyrifolia
viscosa
religiosa
hookeri
senegalensis
ambrosoides
annamensis
curatellifolia
calaba
benthami
gaudichaudii
butyraceae
leiocarpus
glutinosum
senegalensis
suberosa
laxiflora
cochinchinensi
stans

Nom binomial

Justicia spicigera
Lepidagathis anobrya
Amphipterygium adstringens
Buchanania reticulata
Lannea microcarpa
Lannea velutina
Melanorrhoea laccifera
Ozoroa pulcherrima

Rhus javanica

Sclerocarya birrea
Semecarpus cochinchinensis
Spondias pinnata

Annona senegalensis
Hexalobus monopetalus
Polyalthia luensis

Uvaria chamae

Xylopia vielana

Landolphia heudelotii
Leptadenia hastata
Strophanthus sarmentosus
Cussonia barteri
Calotropis procera
Brickellia grandiflora
Eupatorium odoratum
Mikania guaco

Tagetes erecta

Tithonia diversifolia
Mahonia nepalensis
Markhamia stipulata
Stereospermum kunthianum
Cochlospermum planchonii
Bombax costatum

Cordlia boissieri

Cordia myxa

Buddleja asiatica
Boswellia dalzielii
Commiphora africana
Berlinia grandiflora

Burkea africana

Detarium microcarpum
Isoberlinia doka
Piliostigma reticulatum
Swartzia madagascariensis
Cadaba farinosa

Capparis corymbosa
Capparis micrantha
Capparis pyrifolia

Cleome viscosa

Crateva religiosa
Sambucus hookeri
Maytenus senegalensis
Chenopodium ambrosoides
Parinari annamensis
Parinari curatellifolia
Calophyllum calaba
Garcinia benthami
Garcinia gaudichaudii
Pentadesma butyraceae
Anogeissus leiocarpus
Combretum glutinosum
Guiera senegalensis
Pteleopsis suberosa
Terminalia laxiflora
Connarus cochinchinensis
Ipomoea stans

Famille
CYPERACEAE

DILLENIACEAE
DIPTEROCARPACEAE

EBENACEAE

ERYTHROXYLACEAE
EUPHORBIACEAE

FABACEAE

FLACOURTIACEAE
GESNERIACEAE
GUTTIFERAE
HIPPOCRATEACEAE
HYMENOCARDIACEAE
HYPERICACEAE
ICACINACEAE
KRAMERIACEAE
LAMIACEAE
LAURACEAE

LECYTHIDACEAE
LOGANIACEAE

LORANTHACEAE
MALVACEAE

MELASTOMATACEAE

MELIACEAE

MORACEAE

MYRISTICACEAE
MYRTACEAE

Genre
Fimbristylis
Dillenia
Monotes
Shorea
Vatica

Diospyros

Erythroxylon
Antidesma
Aporusa

Bridelia
Euphorbia
Mallotus
Sapium
Securinega
Uapaca
Acacia
Albizia
Alysicarpus
Archidendron
Bauhinia
Cajanus
Cassia
Entada
Erythrina
Eysenhardtia
Indigofera
Lonchocarpus
Milletia
Pericopsis
Prosopis
Pterocarpus
Sindora
Tephrosia
Xeroderris
Zornia
Flacourtia
Kohleria
Psorospermum
Hippocratea
Hymenocardia
Cratoxylon
Gonocaryum
Krameria
Hyptis
Cassytha
Cinnamomum

Machilus
Careya
Anthocleista
Strychnos
Tapinanthus
Hibiscus
Malva
Urena
Wissadula
Dissotis
Memecylon
Khaya
Pseudocedrela
Trichilia
Ficus
Knema

Syzygium

Espéce
littoralis
scabrella
kerstingii
guiso
odorata
malabarica
mespiliformis
cambodianum
venosum
microstachya
tetrapleura
ferruginea
hirta
philippinensis
discolor
virosa
togoensis
macrostachya
chinensis
rugosus
turgidum
rufescens
kerstingii
sieberiana
africana
variegata
adenostylis
macrocalyx
cyanescens
diptera
laxiflora
africana
santalinoides
siamensis
mossiensis
stuhlmannii
glochidiata
flavescens
deppeana
febrifugum
excelsa
acida
formosum
lobbianum
secundifolia
suaveolens
filiformis
curvifolium
iners
odoratissimus
arborea
djalonensis
spinosa
dodoneifolius
mesnyi
rotundifolia
lobata
amplissima
eliotii

edule
senegalensis
kotschyi
emetica
glumosa
globularia
guineense

Nom binomial
Fimbristylis littoralis
Dillenia scabrella
Monotes kerstingii
Shorea guiso

Vatica odorata
Diospyros malabarica
Diospyros mespiliformis
Erythroxylon cambodianum
Antidesma venosum
Aporusa microstachya
Aporusa tetrapleura
Bridelia ferruginea
Euphorbia hirta

Mallotus philippinensis
Sapium discolor
Securinega virosa
Uapaca togoensis
Acacia macrostachya
Albizia chinensis
Alysicarpus rugosus
Archidendron turgidum
Bauhinia rufescens
Cajanus kerstingii
Cassia sieberiana
Entada africana
Erythrina variegata
Eysenhardtia adenostylis
Indigofera macrocalyx
Lonchocarpus cyanescens
Milletia diptera
Pericopsis laxiflora
Prosopis africana
Pterocarpus santalinoides
Sindora siamensis
Tephrosia mossiensis
Xeroderris stuhlmannii
Zornia glochidiata
Flacourtia flavescens
Kohleria deppeana
Psorospermum febrifugum
Hippocratea excelsa
Hymenocardia acida
Cratoxylon formosum
Gonocaryum lobbianum
Krameria secundifolia
Hyptis suaveolens
Cassytha filiformis
Cinnamomum curvifolium
Cinnamomum iners
Machilus odoratissimus
Careya arborea
Anthocleista djalonensis
Strychnos spinosa
Tapinanthus dodoneifolius
Hibiscus mesnyi

Malva rotundifolia

Urena lobata

Wissadula amplissima
Dissotis eliotii
Memecylon edule

Khaya senegalensis
Pseudocedrela kotschyi
Trichilia emetica

Ficus glumosa

Knema globularia
Syzygium guineense
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Famille Genre Espéce Nom binomial Famille Genre Espéce Nom binomial
NAUCLEACEAE Mitragyna inermis Mitragyna inermis RUTACEAE Casimiroa edulis Casimiroa edulis
Nauclea [atifolia Nauclea latifolia Evodia lepta Evodia lepta
officinalis Nauclea officinalis Ruta graveolens Ruta graveolens
NYCTAGINACEAE Boerhavia repens Boerhavia repens Talauma mexicana Talauma mexicana
OCHNACEAE Lophira lanceolata Lophira lanceolata Zanthoxylum zanthoxyloides  Zanthoxylum zanthoxyloides
e Ximenia americana Ximenia americana SSENDACEAE Allophylus africanus Allophylus africanus
ONAGRACEAE Ludwigia octovalvis Ludwigia octovalvis Dimocarpus longan Dimocarpus longan
OXALIDACEAE Biophytum petersianum Biophytum petersianum Pauliinia pinnata Paullinia pinnata
PAPILIONACEAE Moghania faginea Moghania faginea SAPOTACEAE Donella lanceolata Donella lanceolata
PEDALIACEAE Ceratotheca sesamoides Ceratotheca sesamoides Malacantha alnifolia Malacantha alnifolia
POACEAE Acroceras zizanoides Acroceras zizanoides Manilkara multinervis Manilkara multinervis
Andropogon pseudapricus Andropogon pseudapricus Pachystela pobeguiniana  Pachystela pobeguiniana
Aristida kerstingii Aristida kerstingii Vittelaria paradoxa Vittelaria paradoxa
Brachiaria xantholeuca Brachiaria xantholeuca SELAGINELLACEAE Selaginella lepidophylla Selaginella lepidophylla
Digitaria horizontalis Digitaria horizontalis SIMAROUBACEAE Brucea javanica Brucea javanica
Hackelochloa granularis Hackelochloa granularis Castela tortuosa Castela tortuosa
Leersia hexandra Leersia hexandra Quassia amara Quassia amara
Panicum laetum Panicum laetum undulata Quassia undulata
Paspalum scrobiculatum Paspalum scrobiculatum SMILACACEAE Smilax officinalis Smilax officinalis
Schoenfeldia gracilis Schoenfeldia gracilis SOLANACEAE Lycium barbarum Lycium barbarum
Setaria pallidifusca Setaria pallidifusca SONNERATIACEAE Duabanga sonneratioides  Duabanga sonneratioides
POLYGALACEAE Securidaca longepeduncul  Securidaca longepedunculata STERCULIACEAE Cola laurifolia Cola laurifolia
RHAMNACEAE Ziziphus mauritiana Ziziphus mauritiana Guazuma ulmifolia Guazuma ulmifolia
RHIZOPHORACEAE Carallia brachiata Carallia brachiata Helicteres hirsuta Helicteres hirsuta
ROSACEAE Maranthes polyandra Maranthes polyandra Sterculia setigera Sterculia setigera
RUBIACEAE Canthium dicoccum Canthium dicoccum Waltheria indica Waltheria indica
multiflorum Canthium multiflorum THEACEAE Eurya turfosa Eurya turfosa
Coutarea [atiflora Coutarea latiflora TILIACEAE Grewia mollis Grewia mollis
Crossopteryx febrifuga Crossopteryx febrifuga Triumfetta pentandra Triumfetta pentandra
Feretia apodenthera Feretia apodenthera ULMACEAE Celtis integrifolia Celtis integrifolia
Gardenia sokotensis Gardenia sokotensis VERBENACEAE Lippia chevalieri Lippia chevalieri
Haldina cordifolia Haldina cordifolia Vitex glabrata Vitex glabrata
Macrosphyra longistyla Macrosphyra longistyla VITACEAE Cissus quadrangularis  Cissus quadrangularis
Randia dasycarpa Randia dasycarpa XANTHOPHYLLACEAE Xanthophylium annamense Xanthophyllum annamense
Wendlandia glabrata Wendlandia glabrata ZYGOPHYLLACEAE Balanites aegyptiaca Balanites aegyptiaca

Table 3: Inventaire des 200 plantes utilisées pour la préparation des 800 extraits. Le tableau se décompose en 4
colonnes, Famille, Genre, Espece et Nom binomial (pour plus d'informations sur leur usage traditionnel, se référer a la
table supplémentaire 1)
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Figure 60: Caractéristiques de I’extraithéque utilisée lors du criblage haut contenu. a.
Origines géographiques des plantes: Burkina Faso, 118; Vietnam, 60; Mexique, 18; Etats-
Unis, 1; Madagascar, 1; Costa Rica, 1 et Nicaragua, 1. b. Effet dose du diméthylsulfoxyde
(DMSO) sur la viabilité des cellules des cultures enrichies en cones. Fb, extrait acétate
d’éthyle de Fructus barbarum.
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annotations « ophthalmia » et 4 « eye » pour un total de 12 plantes. Nous avons aussi relevé
que 18 plantes étaient annotées avec le terme poison et que le terme « evil eye », éloigné de
nos préoccupations dans ce cadre apparait deux fois. Nous avons aussi fait des recherches
bibliographiques dans Pubmed. Nous n’avons trouvé aucune annotation pour 33 plantes
(16,5%). Nous avons pu identifier 1 455 articles, dont 194 articles dans des journaux dont le
nom comprend ethno. Ceux-ci concernent 85 plantes, soit 50% des plantes ayant des
annotations, ce qui révele clairement le caractére ethnopharmacologique de cette
extraithéque. L’ensemble des données a permis de construire une base de données
d’ethnopharmacologie, accessible depuis la base de données de connaissance KBaSS a
I’Institut de la Vision (KBaSS, 2014). Nous avons remarqué qu’a 1’exception de Bauhinia
rufescens qui est spécifiquement indiquée pour traiter les affections oculaires, les plantes

utilisées en médecine traditionnelle sont destinées a un spectre tres large d’indications. Ainsi,
Ruta graveolens, Urena lobata, Euphorbia hirta et Paullinia pinnata sont prescrites pour
respectivement 58, 56, 54 et 51 indications. Ceci montre que le criblage d’une collection de
plantes médicinales destinées aux seules affections oculaires est un objectif illusoire.

[11.4.2 OPTIMISATION DES CONDITIONS DU HCS ET DES CULTURES
ENRICHIES EN CONES

Cette extraithéque est habituellement fournie sous forme de plaque de 96 puits
contenant 2 mg d'extraits en solution dans 200 pl de diméthylsulfoxyde (DMSO), soit une
concentration de 10 mg/ml. Le DMSO ayant des effets toxiques sur les cultures enrichies en
cones lorsque sa teneur dépasse 0,01%, la concentration maximale a laquelle le criblage
pouvait étre réalisé dans ces conditions était de 100 pg/ml (Fig. 60b). Nous avons choisi de
nous procurer les extraits sous forme de poudres conditionnées dans des piluliers et de les
mettre en solution dans I’eau stérile, nous écartant ainsi de cette valeur limite des 100 pg/ml
pour plus de sécurité. Dans ces conditions, certains métabolites, du fait de leur faible
solubilité dans I’eau ont été éliminés physiquement du criblage. Néanmoins, nous avons pris
en considération que les molécules issues de ce programme pourraient étre administrées chez
I’homme par voie systémique ou bien plus probablement par voie topique sous forme d’un
collyre. Dans ce cas, les molécules testées ont ’avantage d’étre a minima partiellement
solubles dans I’eau, une propriété essentielle a leur transfert en clinique (Hosoya et al., 2011).
Les organes des 200 plantes (feuilles, racines, écorces, graines ou fruits) ont été séchés,
tamisé€s puis broyés, découpés ou écrasés (M&M, Chapitre 1). Chaque plante a été utilisée
pour préparer quatre extraits en utilisant quatre solvants, le méthanol polyamide (A),
I’acétate d’éthyle (AE), I’acétate d’éthyle appauvri (AEA) et le méthanol appauvri (MA), soit
800 extraits testés. Chaque extrait a ¢té testé a deux concentrations, 10 et 100 pg/ml, soit
1 600 tests. Les cultures primaires enrichies en cOnes sont réalisées sans sérum mais en
présence d’un cocktail de suppléments, dans des conditions ou ces neurones dégénérent
rapidement (Leveillard et al, 2004a). En 1’absence de stimulation, la plupart des cellules
meurent sur une période de 7 jours (Fig. 61a). Les cones qui peuvent étre identifiés grace a
des anticorps polyclonaux de lapin dirigés contre la visinine (VISI), un marqueur des

photorécepteurs chez le poulet, suivent la méme tendance dans ces cultures (Fintz et al.,
2003) (Fig. 61b). Notre expérience nous indique qu’il est nécessaire de procéder a deux
densités d’ensemencement trés légérement distinctes, 1 x 10° et 2 x 10° cellules/cm® pour
s’assurer d’avoir encore des cellules vivantes dans les 19 puits qui correspondent au controle
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Figure 61: Caractéristiques des cultures enrichies en cones préparées a partir de rétine
d’embryons de poulet. a. Cinétique de viabilité cellulaire mesurée en I’absence d’agents
protecteurs par la sonde calcéine b. Cinétique d’expression d’un marqueur des photorécepteurs
chez le poulet, la visinine, réalisé par immunocytochimie (a-VISI).
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Figure 62: Plan des plaques 96 puits pour le criblage haut contenu. Les cellules sont
ensemencées a 1’aide d’une pipette a 8 canaux selon de rangées verticales A1-H1, A2-
H2,... La lecture sur la plateforme motorisée se fait a ’horizontal selon les fleches en
pointillé A1-Al12 puis B12-Bl,... La disposition des 19 puits contrdles négatifs (0, en
rouge) minimise les artéfacts lors de 1’ensemencement et la capture automatisée des

images
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négatif dans chaque plaque 96 puits lors du criblage. En effet, en ’absence de cellules
vivantes dans les puits controles, aucun effet sur la viabilité ne peut étre mesuré pour les
3 200 essais a réaliser. Comme chaque extrait est testé dans quatre puits indépendants pour
permettre un traitement statistique, cela porte le total a 12 800 essais. Les deux plaques de 96
puits ensemencées quotidiennement aux deux densités cellulaires permettent de cribler les
quatre extraits de deux plantes, ceci & un débit maximal de 8 plantes par semaine (Fig, 62).
Le criblage a donc nécessité 50 semaines de travail, 200 plaques de culture 96 puits et 700
ceufs fertilisés. L’ensemble de ces cultures, ainsi que les essais biologiques lors des
fractionnements, a été réalisé par Mme Géraldine Millet-Puel, ingénieur au sein de 1’équipe
(Fig. 50b).

I11.4.3 ANALYSE DES RESULTATS

[11.4.3.1 CRITERES DE CLASSIFICATION DES PLANTES

Les résultats ont été analysés en tenant compte pour chaque plaque de culture le
nombre de cellules vivantes en présence de chaque extrait dans les quatre puits testés et en le
comparant au nombre de cellules vivantes dans les 19 puits représentant les contrdles
négatifs. Compte tenu de la variabilité inhérente aux cultures primaires de neurones réalisées
par dissection de la rétine, aux variations non maitrisables de leur cinétique de
dégénérescence, il n’a pas été possible d’établir une unité de survie qui soit applicable a
I’ensemble des essais sans ambiguité. Le facteur de viabilité, qui est I’expression la plus
rationnelle des résultats est calculé en divisant la moyenne du nombre de cellules vivantes
des quatre puits par la moyenne du nombre de cellules vivantes dans les 19 puits controles
(Fig. 63). La régle de classification, dépend du facteur de viabilité (FV) ou ratio de viabilité.
Un extrait de plante ayant un facteur supérieur FV > 2 (soit >200%) a été considéré comme
positif. Cette valeur de référence correspond a I’effet trophique du facteur RACVF sur ce
modele cellulaire (Chalmel et al., 2007). Parmi les 200 plantes, 24 ont donc été retenues
selon ce critere (Table 4). Les plantes Piliostigma reticulatum [FV maximum (max) = 1,75],
Uapaca togoensis (FV max = 1,87) et Archidendron turgidum (FV max = 1,77) ne passent
pas ce critére de viabilité mais ont été retenues sur la base de ’effet de I’extrait sur la
morphologie cellulaire aprés examen des images acquises durant le criblage. Trois autres
plantes Quassia amara (FV max = 1,96), Sambucus hookeri (FV max = 1,63) et Helicteres
hirsuta (FV max = 1,67) ont été sélectionnées sur la base de la comparaison avec le facteur

de viabilité obtenu pour le contrle positif Fructus barbarum soit un total de 30 plantes
sé¢lectionnées (Fig. 64). D’autres critéres ont ensuite été appliqués pour prioritiser les plantes
pour les essais de fractionnement. En premier lieu, la valeur de FV max conduit a I’ordre
suivant : Lophira lanceolata (FV max = 9,97), Casimiroa edulis (FV max = 7,65), Uvaria
chamae (FV max = 7,57) et Vatica odorata (FV max = 4,82). Nous avons aussi pris en
compte le nombre d’essais conduisant a des FV max > 2, ce qui conduit I’ordre suivant :
Casimiroa edulis (12) puis Wendlandia glabrata et Uvaria chamae (6) et enfin
Psorospermum febrifugum, Acacia macrostachya, Hyptis suaveolens et Grewia mollis (4).
Nous avons aussi quantifié¢ visuellement I’effet sur la morphologie car ce critére indique que
les cellules survivantes sont bien des cones. Ceci conduit a 1’ordre suivant: Annona
senegalensis et Uapaca togoensis (***), suivis de Psorospermum febrifugum, Zanthoxylum
zanthoxyloides, et Carallia brachiata (**). Enfin nous avons considéré 1’enrichissement de
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Figure 63:. Parametres d’analyse des résultats du criblage haut
contenu. Résultats obtenus avec les extraits d’Uvaria chamae (Uc)
aux deux densités d’ensemencement, 1 x 10° cellules/cm?et 2 x 103
cellules/cm?. A: méthanol polyamide, B: acétate d’éthyle, C:
acétate d’éthyle appauvri, D: méthanol appauvri. Fb, extrait acétate
d’éthyle de Fructus barbarum.
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Table 4: LES TRENTE PLANTES POSITIVES DU CRIBLAGE HAUT CONTENU. Les données sont exprimées en
facteur de viabilité, le rapport de la moyenne du nombre de cellules vivantes sur l1a moyenne du nombre de cellules
vivantes pour les seize puits controles avec uniquement du milieu de culture. Les solvants d’extractions utilisés sont
A: méthanol polyamide, B: acétate d’éthyle, C: acétate d’éthyle appauvri, D: méthanol appauvri. Les valeurs avec un
facteur de viabilité > 2 sont en gras. Les astérisques représentent les critéres morphologiques aprés examen des
images des cellules marquées a la calcéine. La morphologie typique des cones peut présenter des neurites courts®,
moyens ** ou longs***,

Densité

s 1x 10° cellules/cm? 2x 10° cellules/ cm®
d’ensemencement
[conc,] pg/ml 10 ‘ 100 10 ‘ 100 10 ‘ 100 10 ‘ 100 10 ‘ 100 10 ‘ 100 10 ‘ 100 10 ‘ 100
SOLVANT A B C D A B C D
Ne PLANTE FACTEUR DE VIABILITE

1 | Canthium multifiorum | 1,10 | 0,90 | 1,10 | 0,90 | 1,40 | 0,70 | 2,40 | 0,80 | 1,00 | 0,70 | 1,05 | 0,80 | 1,00 | 0,90 | 1,50 | 0,90

o | Pitiostigma 149 | 0,83 | 004 | 1,06 | 120 | 097 | 1,37 | 0,06 | 128 | 1,00 | 0,14 | 0,87 | 1,57 | 1,39 | 1,75 | 020
reticulatum *

3 | Peorospermum 2,09 | 023 | 1,64 | 023 | 231 | 097 | 1,73 | 000 | 2,00 | 0,61 | 1,66 | 030 | 1,38 | 1,53 | 223 | 0,01
Jefrifugum **

4 | Lophira lanceolata 127 | 086 | 213 | 4,17 | 093 | 034 | 1.84 | 0,00 | 036 | 0,62 | 9,97 | 3,55 | 1,77 | 046 | 559 | 0,00

5 ;‘Z:""” senegalensis | 26 | 086 | 039 | 1,64 | 080 | 136 | 123 | 020 | 125 | 156 | 073 | 2,14 | 107 | 142 | 074 | 087

6 f:m”” macrostachya | 5 061 206 | 0,60 | 111 | 208 | 121 | 1,77 | 220 | 153 | 081 | 120 | 125 | 1,17 | 067 | 125 | 128

7 | Sterculia setigera * 137 | 1,07 | 1,77 | 2,53 | 1,04 | 1,95 | 3,16 | 1,54 | 0,80 | 1,05 | 149 | 1,14 | 140 | 1,96 | 1,75 | 095
Zanthoxylum

8 ! 136 | 1,63 | 122 | 1,19 | 090 | 1,04 | 1,74 | 021 | 1,56 | 2,53 | 141 | 1,19 | 145 | 1,53 | 3,05 | 0,59
zanthoxyloides **

9 | Casimiroa edulis 3,71 | 1,14 | 2,45 | 350 | 1,11 | 426 | 2,28 | 2,55 | 1,99 | 3,76 | 7,38 | 1.67 | 7,00 | 7,65 | 3,01 | 3,89

10 | Ipomoea stans * 129 | 0,00 | 065 | 0,00 | 0,71 | 0,00 | 122 | 0,68 | 1,55 | 0,00 | 0,92 | 0,00 | 1,18 | 0,00 | 2,29 | 031

11 | Quassia amara 1,10 | 096 | 1,09 | 125 | 1,01 | 135 | 1,79 | 1,96 | 1,60 | 1,19 | 1,02 | 134 | 097 | 1,63 | 1,71 | 1,97

12 | Sambucus Hookeri 1,07 | 122 | 1,63 | 1,09 | 136 | 081 | 1,08 | 129 | 1,07 | 091 | 1,60 | 1,30 | 1,42 | 1,03 | 1,29 | 0,94

13 | Xylopia vielana 122 | 028 | 232 | 1,74 | 088 | 120 | 2,84 | 024 | 1,60 | 0,03 | 1,72 | 136 | 1,15 | 0,99 | 2,11 | 038

14 | Wendlandia glabrata | 2,58 | 0,63 | 2,00 | 3,65 | 2,37 | 085 | 3,81 | 0,00 | 064 | 0,63 | 137 | 1,33 | 142 | 063 | 2,14 | 0,00

Gonocaryum

K 1,26 | 0,04 | 2,00 | 046 | 1,60 | 0,16 | 3,07 | 0,00 | ND ND ND ND ND ND ND ND
lobbianum

16 | Carallia brachiata ** | 138 | 0,77 | 2,70 | 138 | 133 | 1,62 | 1,66 | 0,00 | 087 | 0,67 | 1,63 | 1,04 | 1,34 | 1,08 | 1.32 | 0,00

17 Uapaca togoensis *** 1,15 | 095 1,18 1,17 1,52 1,87 1,20 | 0,00 1,23 | 0,90 1,18 1,24 | 1,52 1,33 1,00 | 0,00

1y | Ervthroxylon 1,62 | 1,10 | 077 | 228 | 141 | 2,79 | 1,57 | 0,00 | 0,88 | 0,58 | 0,95 | 0,98 | 121 | 1,80 | 1,01 | 0,00
cambodiamun*
Archidendron
19 . 0,00 [ 0,00 | 1,77 | 0,88 | 0,75 | 1,04 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 1,47 | 0,92 | 1,21 | 1,38 | 0,00 [ 0,00
turgidum *
20 | Helicteres hirsuta 1,67 | 0,18 | 121 | 1,60 | 1,07 | 1,81 | 1,51 | 027 | 1,37 | 048 | 1,48 | 1,16 | 1,03 | 1,86 | 1,36 | 0,66
21 Walhteria indica 0,55 | 040 | 0,89 | 1,29 | 0,52 | 049 | 1,95 | 1,44 | 0,86 | 1,36 | 1,75 | 1,89 | 1,36 | 1,36 | 2,04 | 2,88
22 Hyptis suaveolens 2,32 | 0,59 1,22 1,78 | 3,22 | 1,09 1,31 | 0,19 | 2,50 | 0,09 [ 0,67 | 0,68 | 2,88 | 0,32 | 0,49 | 0,71

23 | Feretia apodenthera 2,11 | 056 | 140 | 0,72 | 045 | 0,00 | 098 | 199 | 2,40 | 022 | 1,14 | 0,78 | 1.25 | 0,00 | 1,41 | 1,26

24 | Prerocarcus 233 | 0,70 | 140 | 1,00 | 124 | 1,11 | 121 | 1,35 | 2,33 | 0,85 | 123 | 1,04 | 138 | 091 | 1,13 | 1,16
santalinoides *

25 | Lippia Chevalieri 205 | 026 | 1,06 | 141 | 093 | 128 | 1,05 | 009 | 222 | 033 | 1,53 | 1,30 | 1,18 | 136 | 1,05 | 045

26 | Uvaria chamae * 332 | 1,40 | 1,58 | 148 | 0,58 | 249 | 096 | 068 | 6,41 | 639 | 5,19 | 757 | 143 | 439 | 1,50 | 2,02

27 | Grewia mollis 271 | 144 | 085 | 1,70 | 127 | 1,06 | 2,50 | 082 | 2,11 | 2,01 | 122 | 126 | 143 | 1,07 | 134 | 093

28 | Vatica odorata 1,9 | 1,13 | 1,95 | 1,06 | 1.66 | 0,00 | 132 | 0,50 | 482 | 1,59 | 2,22 | 099 | 1,79 | 0,00 | 2,53 | 1,81

29 | Albizia Chinensis 204 | 123 | 1,13 | 177 | 106 | 149 | 126 | 132 | 1.88 | 120 | 095 | 149 | 131 | 137 | 1,31 | 1,08

30 | Gareinia gaudichaudii | 2,36 | 034 | 1,48 | 038 | 2,20 | 043 | 122 | 024 | 2,13 | 036 | 132 | 035 | 1,78 | 0,68 | 1,36 | 034
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Figure 64:. Activité des extraits d’Helicteres hirsuta (Hh). Les tests ont
été réalisés aux deux densités d’ensemencement, 1 x 10° cellules/cm? et 2
x 10° cellules/cm?. A: méthanol polyamide, B: acétate d’éthyle, C: acétate
d’éthyle appauvri, D: méthanol appauvri. Fb, extrait acétate d’éthyle de
Fructus barbarum. Noter que la plante a été retenue bien que le facteur
de viabilit¢ (FV) maximal soit inférieur a 2. Elle a été retenue car dans
cet essai le contrdle positif présente lui aussi un FV assez bas de 1,66 en
haut et de 2,13 en bas.
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I’activité dans un des quatre solvants car celui-ci peut étre un indicateur de la facilité avec
laquelle I’extrait peut étre fractionné, ce qui conduit a 'ordre suivant : Lophira lanceolata
(acétate d’éthyle) et Gonocaryum lobbianum (méthanol appauvri). L’examen de ’ensemble
des résultats du criblage montre que contrairement a I’expertise acquise lors du HCS d’une
banque d’expression, une proportion significative des plantes présente des effets cytotoxiques
méme a 10 pg/ml (Fig. 65). Pour chacun des solvants, et pour chaque densité
d’ensemencement, les facteurs de viabilité exprimés sous forme logarithmique montrent une
baisse entre 10 et 100 ng/ml, signant la présence de métabolites ayant ces effets cytotoxiques.
Lors de I’identification de RACVF, et ici celle d’un autre facteur trophique, « epithelium-
derived cone viability factor » (EdCVF) identifié par criblage d’un banque d’expression de
I’épithélium pigmenté rétinien, la plupart des 2 100 ensembles testés n’avait aucun effet sur
la viabilité des cones (Leveillard et al., 2004b). Ainsi, un effet protecteur a 10 pg/ml associé
a un effet toxique (T) a 100 pg/ml est un indicateur, mais pas une preuve, de I’existence de
deux activités distinctes dans I’extrait, I'une positive mise en évidence a 10 pg/ml et 'autre
négative mise en évidence a 100 pg/ml si les deux sont portées par des entités chimiques
distinctes (Fig. 66). Vatica odorata fournit 1’extrait méthanol polyamine le plus toxique (T =
-3,23), Lophira lanceolata pour les extraits acétate d’éthyle (T = -6,42) et méthanol appauvri
(T =-5,59) et Hyptis suaveolens pour I’acétate d’éthyle appauvri (T = -2,56).

[11.4.3.2 PRIORITISATION DES PLANTES A FRACTIONNER

La combinatoire complexe de ces parametres nous a conduit a envisager le
développement du fractionnement de sept extraits. Ils sont cités ici dans 1’ordre du criblage
(indiqué entre parenthése pour des valeurs théoriques de 1 a 30, car les essais de
fractionnement ont ét¢ développés au fur et a mesure de 'obtention des résultats) :
Psorospermum febrifugum (3), Casimiora edulis (9), Wendlandia glabrata (14), Gonocaryum
lobbianum (15), Carallia brachiata (16), Uapaca togoensis (17) et Uvaria chamae (26)
(Table 5). L’analyse des familles auxquelles appartiennent les 30 plantes positives issues du
criblage ne semble pas indiquer que les métabolites secondaires actifs sont issus d’une voie
métabolique restreinte a une famille de plantes (Chae et al., 2014). Les 30 plantes sont
dispersées phylogénétiquement a I’exception notable des deux Annonacées, Annona
senegalensis et Uvaria chamae (Fig. 67).

Des essais de fractionnement par extraction en phase solide « solid phase extraction »
(SPE) (M&M, chapitre 3a) ont été réalisés pour les sept plantes et pour les quatre solvants,
puis les fractions ont été testées sur les cultures enrichies en cones a 10 et 100 ug/ml (Table
6). Pour ne pas alourdir I’exposé, nous reportons ici les résultats obtenus avec deux plantes,
Wendlandia glabrata, qui est la premiere plante a avoir été étudiée et Uvaria chamae, qui
sera amplement développée par la suite.

111.4.3.2.1 EXEMPLE DE WENDLANDIA GLABRATA

Dans un premier temps, nous avons tenté¢ de reproduire I’effet protecteur des quatre
extraits issus des feuilles de Wendlandia glabrata, une Rubiacée. Les essais ont donc été
réalisés en quadruplé lors de trois essais consécutifs sur les cultures enrichies en cones aux
densités de 1 x 10° et 2 x 10° cellules/cm® et avec 10 et 100 pg/ml de chacun des quatre
extraits. L'ensemble des résultats de ces trois tests indépendants illustre la prudence avec
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Figure 65:. Les effets toxiques des métabolites secondaires lors du criblage
des 800 extraits de plantes médicinales. [’ensemble représente un total de
12800 essais. A: méthanol polyamide, B: acétate d’éthyle, C: acétate d’éthyle
appauvri, D: méthanol appauvri. La figure donne une vue d’ensemble du
criblage.
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Figure 66: Classement des 30 plantes positives selon leur facteur moyen de viabilité et de la
présence d’une activité toxique a 100 pg/ml. L’amplitude des histogrammes représente le
facteur de viabilité de chaque extrait. Les verts clairs plus intenses sont les extraits des plantes
actives avec une toxicité¢ faible a 100 pg/ml. Les couleurs rouges de plus en plus intenses
indiquent le niveau de toxicité. Cette derniere se définit par le rapport T = moyenne FV 100pg-
moyenne FV a 10ug. A: méthanol polyamide, B: acétate d’éthyle, C: acétate d’éthyle appauvri,
D: méthanol appauvri. Les plantes sont classées suivant un FV max pour les essais réalisés a 1 x

105 cellules/cm?.
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Figure 67: Phylogénie des plantes criblées et des plantes positives identifiées. En bleu, les
controles positifs Lycium barbarum et Ruta graveolens.

En rouge, les especes positives
identifiées. En orange, un membre de la famille des plantes positives. En noir, les plantes

négatives et en gris, un membre de la famille des plantes négatives. Noter la grande diversité de

I’extraitheque et la proximité phylogénique de deux plantes positives, Annona senegalensis (*)
et Uvaria chamae (**).
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TABLE 5: LES

CARACTERISTIQUES

DES

SEPT

PLANTES

SELECTIONNEES POUR LE FRACTIONNEMENT, les plantes sont ordonnées
selon le processus de criblage, vfmax et le critére morphologique correspondent aux
criteres appliqués dans la table 4, la toxicité maximale (tm) provient de la figure 66,

Toxicité max

N° Plantes Origine VF max | Morphologie (Tm)
3 | Psorospermum fefrifugum | Burkina Faso | A: 2,19 *x D: -2,22

9 | Casimiroa edulis Mexico C: 7,65 B:-5,71

14 | Wendlandia glabrata Vietnam D: 3,85 D: -2,74

15 | Gonocaryum lobbianum Vietnam D: 3,07 D: -2,27

16 | Carallia brachiata Vietnam B: 2,70 ok D: -1,32

17 | Uapaca togoensis Burkina Faso | C: 1,87 oAk C:-0,19

26 | Uvaria Chamae Burkina Faso | B: 7,60 * C:0
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laquelle il faut interpréter les résultats d’un criblage. En effet, seul I’extrait méthanol
appauvri testé a 10 pg/ml sur des cellules ensemencées a 1 x 10° cellules/cm® fait preuve
d’un effet protecteur robuste. Nous observons un tassement des valeurs, entre le facteur de
viabilité (FV) de cet extrait de 3,81, le plus élevé lors du criblage, a 2,08 en moyenne pour les
trois essais de validation (Fig. 68a). Ce tassement est aussi apparent lors d’ensemencement a
2 x 10° cellules/cm® (Fig. 68b). Par contre, I’effet toxique de ce méme extrait testé a 100
pg/ml est parfaitement reproductible du criblage a la validation (Table 4 et Fig. 68b et d).
Un effet protecteur atténué est aussi visible pour I’acétate d’éthyle a 100 pug/ml pour lequel le
FV de 3,65 au criblage est de 1,42 en moyenne ici (Fig. 68b). Les valeurs moyennes du
facteur de viabilité obtenues avec le controle positif, Fructus barbarum, montrent que
'ensemble de ces essais sont valides. C’est donc I’extrait méthanol appauvri que nous avons
retenu pour le fractionnement.

L’extrait méthanol appauvri de Wendlandia glabrata a été déposé sur une colonne
SPE et ¢lué soit par ’eau (C1) 40% (C2) ou 100% (C3) de méthanol. L’analyse HPLC en
phase inverse des factions obtenues a été réalisée selon un gradient allant de 20% a 100% en
méthanol apres injection a 20% méthanol. Le profil chromatographique de I’extrait déposé
dans la colonne SPE (extrait dépot) ressemble a la somme des profils C1-3, observés par
absorbance a 300 nm (Fig. 69a). Les fractions C1, C2 et C3 partagent un certain nombre de
pics, mais la différence d’amplitude des pics montre une séparation adéquate des métabolites
de I’extrait selon leur nature chimique. Dans la fraction C1 (bleu) éluée a I’eau, on retrouve
des composés hydrophiles €¢lués avec des temps de rétention (tR) compris entre 0 et 5 min du
gradient d’analyse soit a 80% d’eau. La fraction C2, ¢lué¢e a 40% méthanol (vert), est
appauvrie en métabolites polaires et enrichie en composés de polarité intermédiaire. Les tR
des pics sont principalement compris entre 9 et 14 min et sont donc séparés des composés
hydrophiles. La fraction C3 (rouge) éluée a 100% de méthanol contient les métabolites les
plus hydrophobes ¢élués avec des tR entre 12 et 17 min. La SPE est une méthode de pré-
fractionnement qui permet de débarrasser I’extrait, de composés de hauts poids moléculaires,
tels que les tanins et autres impuretés comme les cires (Hussain ef al., 2013), Le bilan matiere
de ce processus d’extraction est de 53%, soit une perte de 47% de la matiere (Fig. 69b).

L’activité biologique des trois fractions (C1, C2 et C3) a été mesurée sur les cultures
enrichies en cones ensemencées aux densités de 1 x 10° cellules/cm® et avec 10 et 100 pg/ml
de chacune des fractions. L’activité¢ de survie de I’extrait de Wendlandia glabrata préparé au
méthanol appauvri (D) a un facteur de viabilité moyen étant inférieur a 1 aussi bien a 10 et
100 pg/ml (Fig. 70a,b). Aucune des fractions ne présente une activité trophique
statistiquement significative sur les cones. Dans les mémes essais, I’extrait d'acétate d’éthyle
de Fructus barbarum montre un facteur de viabilité supérieur a 2 a 100 pg/ml, ce qui valide
ces essais. La fraction C2 présente un léger enrichissement en activité protectrice a 10 pug/ml.
Durant le criblage haut contenu, la fraction D de Wendlandia glabrata est signalée par la
présence d’une activité toxique a 100 pg/ml (Fig. 66) qui semble interférer avec les essais
réalisés ici. Notons que la fraction C1 (H,0) enrichie en molécules polaires présente la plus
importante toxicité, ce qui suggere que le métabolite responsable de la toxicité est de nature
polaire et donc a une affinité préférentielle pour 1’eau. Nous avons donc produit un extrait
aqueux directement a partir Wendlandia glabrata préparé au méthanol appauvri (D) qui a
ensuite été évalué sur les cultures enrichies en cones. La fraction aqueuse (SnD) présente un
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Figure 68. Validation de I’effet protecteur des extraits de la plante Wendlendia glabrata.
Les résultats représentent la moyenne de 3 tests indépendants réalisés avec 10 (a, ¢) et 100
pg/ml (b, d) d’extrait sur les cultures enrichies en cones a la densité d’ensemencement de 1 x
10° (a, b) et 2 x 10° cellules/cm? (¢, d). Les facteurs de viabilité ont été calculés en divisant le
nombre moyen de cellules vivantes pour chaque condition par le nombre de cellules vivantes
dans les controles négatifs avec du milieu de culture. A: méthanol polyamide, B: acétate
d’éthyle, C: acétate d’éthyle appauvri, D: méthanol appauvri. Fb, extrait acétate d’éthyle de
Fructus barbarum. FV, facteur de viabilité.
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C1 H,0

C2 40% méthanol
C3 100% méthanol
dépot

Absorbance 300 nm

__________________________________
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Temps de retention (min)

B C1100%H,0

[l 2 40% méthanol
B €3 100% méthanol
|:| Pertes

Rendements globale
d’extraction 53%

Figure 69: Fractionnement de Wendlandia galbrata: a. Chromatogrammes illustrant le
fractionnement sur phase solide C18 (SPE) de la plante Wendlandia glabrata. En bleu le
spectre de la C1 hydrophile, en C2 (vert) spectre composé de métabolites a polarité
intermédiaire en C3 (rouge), métabolites plus hydrophobes b. Rendement matiére du
fractionnement SPE.
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Figure 70: Activité trophique des fractions issues de I’extraction en phase solide (SPE)
de la plante Wendlandia glabrata. a. Effet de ’extrait méthanol appauvri et les fractions
SPE (Cl1, eau; C2: 40% méthanol, C3: 100% méthanol) a 10 pg/ml, et en b. a 100 pg/ml. Les
fractions ont été testées sur des cultures de cones a 10° cellules/cm?. ¢. Mise en évidence
d’une activité toxique des fractions aqueuses du surnageant (SnD), culot (CtD) et de I’extrait
méthanol appauvri (D) et de leurs fractions SPE pour 105 cellules a 10 pg/ml, et en d. a 100

png/ml. Fb, extrait acétate d’éthyle de Fructus barbarum. FV, facteur de viabilité.
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facteur de viabilit¢ moyen de 1,8 a la concentration de 10 pg/ml (Fig. 70 ¢). Cette fraction
aqueuse SnD a elle-méme été fractionnée sur phase solide donnant les fractions C1 (H,0),
C2 (40% méthanol) et C3 (100% méthanol). Les tests sur ces fractions a 10 pg/ml donnérent
des résultats homogeénes avec des facteurs de viabilité inférieurs a 1,5. A la concentration de
100 pg/ml, la faction polaire C1 semble concentrer I’activité toxique (Fig. 70 d). Pour un
ensemble de huit tests, réalisés avec I’extrait méthanol appauvri de Wendlandia glabrata,
nous avons mis en évidence une toxicité importante d’un composé pouvant étre de nature
polaire, impossible a séparer de I’activité trophique métabolite actif. La morphologie des
cellules est équivalente au témoin négatif.

I11.4.3.2.2 FRACTIONNEMENT BIOGUIDE D'UVARIA CHAMAE

Cette déconvenue aurait pl nous conduire a reconsidérer la fraction acétate d’éthyle
(Fig. 68 b). Néanmoins, la morphologie des cellules mises en présence des extraits de
Wendlandia glabrata étant équivalente a celle du témoin négatif, nous avons préféré évaluer
les autres extraits dans I’ordre de leur identification par le criblage haut contenu. Ainsi les
extraits de Psorospermum febrifugum (3), Casimiroa edlulis (9), Gonocaryum lobbianum
(15), Carallia brachiata (16), Upaca togoensis (17) et Uvaria chamae (26) préparés par les
quatre solvants ont été fractionnés en phase solide (SPE). Seules les plantes Gonocaryum
lobbianum et Uvaria chamae ont permis de mettre en évidence une activité trophique avec
une valeur du facteur de viabilité supérieur a 2 pour les 196 tests de viabilité réalisés (Table
6). Il semble bien que cette étape du fractionnement soit difficile, soit que les plantes
sélectionnées sont en fait des faux positifs, ce que contredit I’effet sur la morphologie des
cones, soit plutdt que les effets toxiques masquent I’effet protecteur polluant ainsi les
résultats.

L’analyse de ces résultats nous a conduit a sélectionner la fraction C3 de I’extrait
méthanol polyamide d’Uvaria chamae comme étant notre meilleure piste. En effet, il
présente un effet sur la morphologie contrairement a I’extrait de Gonocaryum lobbianum
(Table 4). De plus, cette fraction ne présente pas ou peu d’activité toxique lors de tests
réalisés a 100 pg/ml (Table 6).

111.4.3.3 UVARIA CHAMAE

I11.4.3.3.1 DESCRIPTIONS BOTANIQUES

Uvaria chamae est un arbuste persistant, grimpant haut de 2 a 5 m aux rameaux
pubescents (Fig. 71a). Les feuilles a partir desquelles les extraits criblés ont été réalisés sont
ovales a elliptiques et font de 6 a 15 cm de long sur 2,5 4 6,5 cm de large. Lors de la floraison
de novembre a janvier, ’arbuste se pare des fleurs jaune verdatre d’un diametre de 25 a 30
mm (Fig. 71b). Les fruits de 20 4 40 mm de long et de 15 mm de diamétre ressemblent a de
petites bananes et sont consommées comme denrées alimentaires au Burkina Faso, ce qui a
valu a cette plante le surnom de banane de singe ou banane de buisson ou encore racine de
doigts a cause de la forme de ses carpelles qui ressemblent a des doigts (Fig. 71¢). Les
feuilles d’Uvaria chamae sont utilisées entres autres pour traiter les affections oculaires, dans
les et pour faire baisser la fievre (Table 3).
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Table 6: RESULTATS DES ESSAIS DE FRACTIONNEMENT PAR EXTRACTION EN PHASE SOLIDE DES
SEPT PLANTES SELECTIONNEES, Les plantes apparaissent dans ’ordre des essais de fractionnement qui ont été
réalisés pour chacun des quatre solvants, Le nombre d’essais figure en bas du tableau, Les facteurs de viabilité (FV)
sont les moyennes des différents tests réalisés, Les valeurs en gras correspondent aux FV > 2, Le dépét correspond au
matériel déposé sur la colonne, Tm indique les fractions présentant une activité toxique sur les cellules en culture a 1
x 105 cellules/cm2, ND, non déterminé

Wendlandia Casimiroa Psorospermum Gonocaryum Uapaca Carallia Uvaria
7 glabrata edulis fefrifugum lobbianum togoensis brachiata chamae
14) () 3) as) a7) (16) (26)
Nature de . T
. Fractions Facteur de viabilité (FV)
Pextrait
[Concentration] 10 100 10 100 10 100 10 100 10 100 10 100 10 100
pg/ml
A dépot 0,90 0,60 1,40 0,30 1,20 0,70 1,20 0,20 1,10 1,20 120 | 0,90 | 1,90 | 135™
Tm Tm Tm Tm
i C1 1,00 0,70 0,80 0,70 1,10 0,50 0,90 0,30 1,00 0,90 1,50 | 0,70 | 0,98 0,95
Meéthanol Tm Tm Tm
polyamide
C2 1,00 0,80 1,00 0,70 ND ND 1,50 1,10 0,90 1,00 0,20 | 1,20 | 1,30 0,85
C3 0,90 0,90 0,70 0,20 1,00 0,10 1,20 0,00 0,70 0,80 0,70 | 0,80 | 2,03 2,00
Tm Tm Tm
B dépot 1,10 0,80 0,80 0,90 1,20 0,30 1,30 0,70 1,00 1,00 0,80 | 0,80 | 1,70 1,30
Tm Tm
i A C1 0,80 1,30 0,50 0,70 ND ND 1,00 1,30 ND ND 0,50 | 1,00 | 1,15 1,00
Acétate éthyle T
C2 1,30 1,20 0,90 0,80 1,60 1,10 1,00 0,70 0,90 1,10 0,80 | 0,70 | 1,65 | 0,90°™
Tm
C3 0,70 0,90 0,90 0,40 1,10 0,30 1,30 | 0,00™ | 0,90 0,80 0,70 | 0,90 | 1,20 1,10
Tm Tm
C dépot 0,80 2,40 ND ND 2,00 0,40 ND ND 0,60 1,00 0,70 | 1,00 | 1,45 [ 0,70™
Tm
i i C1 1,70 1,20 ND ND 0,80 0,70 ND ND ND ND 1,80 | 0,80 | 1,20 1,00
Acétate éthyle Tm Tm
appauvri
C2 1,00 1,00 ND ND ND ND ND ND 0,90 1,00 1,20 | 1,30 | 1,85 1,45
Tm
C3 120 | 0,70™ [ ND | ND 130 | 040 | ND | ND L0 [ 120 | 1,00 | 1,00 | 1,28 | 0,58™
Tm
D dépot 060 [ 000 [ 1,30 [ 020™ [ 1,20 [ 0,0 [ 080 [ 000 [ 1,20 [ 0,00™ | 1,20 | 020 [ 1,20 | 0,53™
Tm Tm Tm Tm
A Cl 0,90 0,00 0,80 0,90 1,30 0,50 2,60 0,10 0,80 0,60 1,10 | 1,50 | 1,30 | 025™
Meéthanol Tm Tm Tm
appauvri T
C2 1,30 0,60 1,10 0,80 1,60 0,70 0,80 | 0,00™ ND ND 1,50 [ 0,90 | 1,50 2,08
Tm Tm Tm Tm
C3 1,00 0,70 1,50 0,70 1,20 0,80 1,30 0,00 1,00 1,20 1,00 | 1,60 | 1,60 1,25
Tm Tm Tm
Lycium moyenne 1,55 2,70 1,70 1,50 1,55 4,10 1,25 1,70 0,95 1,70 2,10 2,65 1,53 2,03
barbarum
Nombres d’essais réalisés 2 1 1 1 1 1 4
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Figure 71: Uvaria chamae. a. Dans son environnement écologique au
Burkina Faso. b. Une fleur lors de la floraison qui dure novembre a
janvier. c. Les fruits consommés. Photographie de Jorn Germer (2006).
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Figure 72: Extraction des métabolites secondaires des feuilles d’Uvaria chamae.
a. Broyage. b. Filtration du broyat. ¢. Extraction avec le méthanol polyamide par
chromatographie sur colonne de polyamide. d. Activit¢ biologique des quatre
fractions lors du criblage haut contenu pour les cellules ensemencées a 2 x 103
cellules/cm?. A: extrait méthanol polyamide, B: extrait acétate éthyle, C : extrait
acétate éthyle appauvrie, D : extrait méthanol appauvrie. Pour le contrdle négatif (0)
les cellules ont été incubées avec du milieu de culture. Fb, extrait acétate d’éthyle de
Fructus barbarum.
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I11.4.3.3.2 RECOLTE, PREPARATION ET OBTENTION DE LA FRACTION
UCAC3

Les feuilles d’Uvaria chamae ont été récoltées a la saison des pluies de juin & octobre
au Burkina Faso, découpées (M&M, chapitre 1), puis broyées (Fig. 72a), le résidu filtré (Fig.
72b) et les métabolites secondaires ont été extraits avec le méthanol polyamide par
chromatographie sur colonne de polyamide ((M&M, chapitre 3, Fig. 72¢). L’activité
biologique enregistrée lors du criblage haut contenu est maximale pour le méthanol
polyamide et I’acétate d’éthyle (Fig. 72 d). L’extrait méthanol polyamide (UcMP) a été
fractionné selon la procédure sur phase solide pour produire les fractions UcAC1, UcAC2 et
UcAC3 (Fig, 73a). Les tests biologiques montrent clairement que la fraction la moins polaire,
UcAC3 (en rouge), ¢luée a I'aide de méthanol pur contient enticrement ’activité trophique
contenu dans la fraction méthanol polyamide (UcMP) (Fig. 73b). La fraction UcAC3
présente un facteur de viabilité de 2,6 et 2,4 lorsque testée a la concentration de 10 et 100
pg/ml respectivement. Un essai dose-réponse a ensuite été réalisé avec cette fraction UcAC3.
A la dose de 3 pg/ml la fraction UcAC3 présente un facteur de viabilité de 3,2, ceci pour
deux essais dupliqués (Fig. 74). On remarquera aussi qu’alors I’activité biologique de la
fraction UcAC3 est égale a celle de la fraction UcMP a 100 pg/ml, UcAC3 étant plus active
lorsque testée a 3 pg/ml. De plus, les résultats de la duplication montrent clairement la
robustesse de 1’essai biologique.

I11.4.3.3.3 ANALYSE DE LA FRACTION UCAC3

Ces résultats nous ont donc encouragés a purifier le(s) métabolite(s) secondaire(s)
d’Uvaria chamae responsable(s) de l’effet trophique sur les cones par une procédure
rappelant par certains aspects le criblage par expression qui a conduit a I’identification de
RACVF (Fig. 75). La différence principale entre cette stratégie et le criblage haut contenu
d’une banque d’expression (Fig. 41) est que le matériel ne peut étre amplifié comme le sont
les plasmides d’une banque d’expression, le matériel biologique étant limité.

[11.4.3.3.3.1 PURIFICATION DE LA MOLECULE ACTIVE D'UCAC3 PAR RP-HPLC

Nous avons donc initié le processus de purification par le fractionnement de 1’extrait
UcAC3 par une chromatographie haute performance (HPLC) sur phase inverse. L’HPLC
permet de séparer les constituants d’un mélange selon leurs affinités différentielles pour la
colonne et le solvant d’¢lution (M&M, chapitre 3b) (Marston, 2007). Les différentes fractions
collectées sont enrichies en molécules chimiquement dissemblables et ont ensuite été testées

sur les cultures enrichies en cones. Nous avons premi¢rement procédé a une optimisation du
gradient de séparation de la fraction UcAC3. Pour cela, 1’élution ne débute plus a 20% mais a
40% de méthanol durant 3 minutes (Fig. 76). L’accroissement du pouvoir ¢luant de départ
permet de dissoudre un massif de pics aux temps de rétention s’étalant entre 7 et 15 min lors
de ’application d’un gradient non optimis¢ (en noir) correspondant a une zone d’élution de
40%-100% méthanol (Fig. 77a). L’accroissement de la durée du gradient de 12 a 19,5 min
réduit la pente d’¢lution qui est donc plus douce, ce qui produit une meilleure séparation des
métabolites. Le redressement de la pente a 22,5 min avec gradient de 68% a 100% de
méthanol permet de concentrer et de séparer les pics de faible intensité, localisés en fin de
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Figure 73: Fractionnement en phase solide (SPE) de I’extrait méthanol polyamide
(MP) d’Uvaria chamae. a. Profils chromatographiques des fractions SPE: C1 eau, C2,
¢lution 40% méthanol et C3, 100% méthanol. HPLC en phase réverse sur colonne
Dionex C18 avec un gradient linéaire débutant a 80% méthanol de 0-3 min, suivi d’une
augmentation linéaire durant 13 min jusqu’a 100% de méthanol puis maintien a 100%
méthanol durant 22 min. b. Activité trophique des fractions testées a 10 et 100 pg/ml
avec un ensemencement de 2 x 103 cellules/cm?. Uc, Uvaria chamae; Fb, extrait acétate
d’éthyle de Fructus barbarum.
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Figure 74: La fraction UcAC3 d’Uvaria chamae protége les cones de maniére
dose dépendante entre 0,5 et 3 pug/ml. Les cultures enrichies en cones ont été
ensemencées a 105 cellules/cm?. Le contrdle interne, ’extrait UcA, a été testé a 100
png/ml. Fb, extrait acétate d’éthyle de Fructus barbarum. L'essai a été¢ dupliqué.
Statistique Anova test de Dunett pour les différentes fractions et le contréle négatif
0. FV, facteur de viabilité.
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Figure 75: Principe de la purification des molécules actives contenues dans les feuilles
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I’extraction en phase solide (SPE) et les chromatographies a haute performance (HPLC)
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gradient. La phase suivante a 100% méthanol pendant plus de 5 min permet de récupérer
I’ensemble des molécules (Fig. 77b). Ce gradient nous a permis de préparer 8 fractions (Fig.
78a). L’activité biologique de ces huit fractions a été testée a la concentration de 1 pg/ml.
Les fractions UcAC3F1 a UcAC3F7 présentent des facteurs de viabilité faible s’échelonnant
entre 0,3 a 0,6 suggérant ’existence de molécules potentiellement toxiques (Fig. 78b). La
fraction UcAC3F8 augmente significativement la viabilité des photorécepteurs a cones de
310% (FV=3,1), la fraction UcAC3 testée a 10 pg/ml présentant un ratio de viabilité de 3,6.
Notre contrdle positif Fructus barbarum déposé a sa concentration optimale de 100 pg/ml
accroit la viabilité des cones de plus de 420%. Notons que la dose d’UcAC3F8 administrée a
une concentration 100 fois moindre nous donne un facteur de viabilité équivalent au controle
positif interne UcAC3, ce qui signe I’avancement dans le processus de purification et un
enrichissement de cette fraction en molécules. Ces résultats indiquent que les molécules
actives sont préférentiellement éluées avec un solvant composé de 68% a 100% de méthanol.

Pour nous assurer que 1’activité trophique sur les cones était intégralement contenue dans la
fraction UcAC3F8, nous avons réalis¢ un essai combinatoire dans lequel les fractions
UcAC3F1 a UcAC3F7 ont été testées individuellement ou bien en combinaison avec la
fraction active UcAC3F8. Dans cet essai, les fractions UcAC3F1 a UcAC3F7 ne permettent
pas d’augmenter I’activité de la fraction active UcAC3F8 (Fig. 79). Notons d’ailleurs que la
combinaison des fractions UcAC3F1 a UcAC3F5 avec la fraction active UcAC3F8 réduit le
facteur de viabilité de cette derniére se qui suggere fortement la présence de molécules
toxiques (négatives) dans UcAC3F1-F5, résolument distinctes des molécules actives
(positives) de la fraction UcAC3F8. Le méme constat peut étre fait en notant que la
reconstitution de la fraction UcAC3 par réunion des fractions UcAC3F1-8 présente un facteur
de viabilité inférieur a la fraction UcA C3F8 prise isolément.

[11.4.3.3.3.2 VALIDATION DE L'ACTIVITE TROPHIQUE D'UCAC3F8

Aprés avoir identifi¢ la fraction UcAC3F8 comme étant celle contenant les
métabolites secondaires protégeant les cones, nous avons réalisé un essai dose-réponse. Les
fractions UcAC3F1, UcAC3F5 et UcAC3F8 ont été testées entre 0,1 et 10 pg/ml. Il est tres
intéressant de noter que la fraction UcAC3F8 présente un facteur de viabilité de 3,1, méme a
la concentration de 0,1 pg/ml, concentration au dela de laquelle I’effet trophique semble
atteindre un plateau (Fig. 80). Ce plateau suggérant que I’activité trophique de la fraction
UcAC3F8 puisse étre enregistrée a des concentrations plus faibles, nous avons procédé a un
second essai entre 1 ng/ml et 10 pg/ml en réalisant 1’essai deux fois simultanément. Les
résultats de ces deux essais montrent une augmentation progressive de 1’effet trophique entre
1 et 100 ng/ml (Fig. 81). Dans ces essais, le facteur de viabilité maximal est de 2,6 a 100
ng/ml, soit inférieur au 3,1 mesuré dans 1’essai précédent. N’oublions pas cependant que du
fait de la décroissance du nombre de cellules vivantes sur 7 jours (Fig. 61), il est
probablement incorrect de comparer strictement deux essais réalisés a des dates différentes.
L’effet dose réponse suit une gaussienne avec comme maxima les concentrations 50-
100ng/ml alors que la fraction UcAC3 a un facteur de viabilité de 2,3 a 100 pg/ml (Fig. 81).
Ce parallélisme suggere que la fraction UcAC3F8 est enrichie a plus de 1 000 et 2 000 fois en
molécules actives. L’activité spécifique de la fraction UcAC3F8 peut étre estimée de la
maniere suivante. La dose optimale d’UcMP est une concentration située entre 10 et 100
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Figure 77: Mise au point du chromatogramme de fractionnement HPLC
semi préparatif de la fraction UcAC3. a. Profil d’¢lution lors de I’analyse de la
fraction UcAC3 avec le gradient non optimisé€ (en noir dans la figure 75). b. Profil
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Figure 78: Effet des 8 fractions issues du fractionnement d’UcAC3 sur la viabilité des
photorécepteurs a cones: a. Profil chromatographique lors du fractionnement de la
fraction UcAC3 par HPLC semi préparatif en phase inverse. b. Activité trophique des
fractions UcAC3F1-F8 testées a 1 pg/ml sur les cultures enrichies en cones et ensemencées
a 10° cellules/cm?. La fraction d’origine, UcAC3 (C3) a été testée a 10 ug/ml. Fb, extrait
acétate d’éthyle de Fructus barbarum testé a 100 pg/ml. Test statistique ANOVA, test de
Dunnet multiple comparatif test **, valeur de p <0,0001

150



400 -
7]
9]
< 3004
]
Z
>
7]
2
=
S 2004
[-*]
=
[+P]
S
=
=
z
100-
0

Fv=3,1

skeskoskosk

ns

FvV=0,6

ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ

Fv=4,2

EEET S
FV=3.,8 FV=3,6
EEEES SRS l

el ]

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7

1 10 1000

Additionnée de
UcAC3F8

F1-F8 1

Figure 79: Effet combinatoire des fractions UcAC3F1-F8 sur la viabilité des
photorécepteurs. Essai combinatoire des fractions UcAC3F1 a UcAC3FS testées 1 pg/ml
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testée dans une gamme de concentration de 1 ng/ml a 10 pg/ml sur des cultures enrichies
en cones et ensemencées a 2 x 105cellules/cm? Le témoin de fractionnement est la fraction
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pg/ml avec un rendement de fractionnement de 10 a 12%. La dose optimale d’UcAC3 est 3
pg/ml avec un rendement de fractionnement de 12%. La dose optimale d’Uc4AC3F8 est 50 a
100 ng/ml avec un rendement de fractionnement de 12%.

[11.4.4 MISE EN EVIDENCE DE L’ACTIVITE TROPHIQUE DE LA FRACTION
UCAC3F8 D’UVARIA CHAMAE SUR UN MODELE ANIMAL DE
RETINOPATHIE PIGMENTAIRE

Nous avons jugé qu’a ce stade du projet, et pour éviter un investissement non
productif dans la plante Uvaria chamae, qu’il était judicieux de tester ’activité de la fraction
UcAC3FS8 sur le modele murin de la rétinopathie pigmentaire, la souris 7d/ (M&M, chapitre
5 et Fig. 54). Brievement, des rétines de souris rd/ (C3H/He@N) agées de 35 jours ont été
disséquées et incubées sous forme d’explants rétiniens pendant 7 jours avec la fraction
UcAC3FS8 a la concentration de 0,5 pg/ml. Pour chacun des deux groupes 7 rétines ont été
traitées, Aprés marquage des cones, la mesure de la densité des cOnes a été réalisée grace a e-
conome (Clérin et al., 2011). La dose testée sur ces explants excede de cinq fois la dose
optimale pour les cultures enrichies en cones car nous avons pris en considération que le tissu
rétinien était potentiellement capable d’adsorber une partie des molécules actives (Fig. 81).
Notre choix était guidé par notre expérience des deux systémes expérimentaux, méme si on
peut concevoir que ce choix comporte un risque. L’effet trophique de la fraction UcAC3F8
pour une concentration de 0,5 pg/ml est difficilement discernable du fait de la présence d’une

valeur aberrante dans le groupe témoin (Fig. 82a). La densité des cones est pourtant plus
¢élevée pour les explants traités (2 549 + 121) que pour les explants contrdles (2 439 + 124).
L’application de la fonction « identified outlier » autorise I’exclusion de la valeur aberrante
en réduisant une valeur pour chacun des deux groupes. L’application d’un test-t non appariés
avec une correction de Mann-Whitney démontre que la fraction d’UcA C3F8 présente un effet
tropique significatif sur la survie des cones de la souris rd/ (Fig. 82b). La densité des cones
est significativement plus élevée pour explants traités (2 659 + 60) que pour les explants
controles (2 317 +31). Ces résultats justifient I’énergie investie dans la poursuite de la
purification des molécules actives contenues dans les feuilles d’ Uvaria chamae.

I11.4.5 ANALYSE DE LA FRACTION UCAC3F8 PAR SPECTROMETRIE DE MASSE

A ce stade du fractionnement, nous avons voulu évaluer la complexité de la fraction
UcAC3F8 en mesurant les masses des molécules contenues dans cette fraction par «
electrospray ionization » (ESI) (M&M, chapitre 4, Fig. 47). Nous avons dans un premier
temps optimisé la séparation de 38 entités chimiques contenues dans cette fraction (Fig. 83).
Les masses des molécules contenues dans les 38 pics avec des temps de rétention entre 4,56
et 46,99 min ont été mesurées par spectrométric de masse en utilisant l'ionisation par
¢lectronébulisation (ESI). Cette analyse a conduit a la conclusion que la fraction F8 contient
au moins 85 molécules avec des masses nominales allant de 328 a 1 284 Da (Table 7). Afin
d'extraire les informations publiquement accessibles, nous avons recueilli de la base de
données bibliographiques SciFinders tous les composés naturels qui ont été trouvés dans des
extraits d’Uvaria chamae. Un filtre a été appliqué pour ne retenir que les molécules ayant une
structure connue (100% de résolution structurelle) correspondant & des molécules ayant un
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Figure 81: Effet dose de la fraction UcAC3F8 sur la viabilité des cones. UcAC3F8 a été
testée dans une gamme de concentration de 1 ng/ml a 10 pg/ml sur des cultures enrichies
en cones et ensemencées a 2 x 105cellules/cm? Le témoin de fractionnement est la fraction
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Figure 82: Effet trophique de la fraction UcAC3F8 d’Uvaria chamae sur les cones de
la souris rdl. a. Densité des cones des explants de la souris 7d1, sept jours apres culture en
présence ou en en absence de la fraction UcAC3F8 a 0,5 pg/ml pour la moyenne des
explants. Les valeurs aberrantes sont indiquées en rouge. b. Densité des cones des explants
de la souris rdl, sept jours apres culture en présence ou en en absence de la fraction
UcAC3F8 a 0,5 ug/ml pour la moyenne des 6 explants apres exclusion de deux valeurs
aberrantes, exclusion autorisée par la fonction « identified outlier » de graphpad. Test
statistique de Welch non apparié t-test, valeur de p = 0,0014.
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Table 7: MOLECULES IDENTIFIEES

DANS LA FRACTION UCAC3F8

D’UVARIA CHAMAE PAR

SPECTROMETRIE DE MASSE, Les identifications ont été réalisées en utilisant une combinaison de temps de
rétention, du rapport m/z et des informations publiquement disponibles, *Le spectre d'absorption UV confirme
I'identité de composé,

1.1.1 m/z- | 1.1.4 M
Tem Na* S
re?texll)tsi:: 25\:1 MinMax UV, m/zH" 112 Hyp | LLS  In 1.1.6  Bibliographie
. Absorbance Hypothése 1 othe te -
(min) nm X k
sis nsi
1.1.3 2 té
328 327 305
750 749 727
4,56 4+ 25;/6361 7 423 422 400
522 521 499
650 649 627
471 470 448 ++
773 772 750
387 386 364
*(S)-5,dihydroxyflavanone
5.53 i 342/403 (Antimicrobien)
257 256 234 Benzene, 1-methoxy-2-
[(phenylmethoxy)methyl]- o-Methoxybenzyl
benzyl ether
(Antitumoral)
236/274/
6,37 300 422 421 399 +
360 359 337 +
10,25 + 242 243 219 0-Anisyl benzoate
450 449 427
281 280 258 3-phenyl-1-(2,4,6-trihydroxyphenyl)-1-
10,96 + 265/312/349 propanon®
’ 370 369 347
656 655 633
236/273/ 323 322 300 ++ Anguvetin .
12,08 + 143 (Antimicrobien, cytotoxique)
392 391 369
1-(2,4-dihydroxy-6-methoxy-3,5-
270/315/ 323 322 300 + dimethylphenyl)-3-phenyl-1-propanone
12,76 .
383 (Antitumoral)
670 669 647
271318/ 757 756 734
13,62 379 371 370 348
365 364 342
1436 . 314/366/ 373 372 350
409 745 744 722 ++
273/305/
165 670 669 647
1539 464 463 441
536 535 513
2731360/ 536 535 513 ++
16,15 402 815 814 792
390 389 367
273/318/
16,88 176 670 669 647
233/312/
17,80 379 712 711 689
365 364 342 4+
18,19 + 274/314 751 750 728
305 304 282
19.74 234/307/ 337 336 314
412 727 726 704
20,64 791 790 768
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712 711 689
21,49 322/379
873 872 850
365 364 342
22,77
434 433 411
23,58 857 856 834
379 378 356
23,81 ++ 308/415 319 318 296
769 768 746
e -
578 577 555 + Dlepoxyrollm
24,64 269/310 (Antitumoral)
’ 407 406 384
915 914 892
557 556 534
620 619 597
27,20 265/300
702 701 679
279 278 256
385 384 362 e (S)-c.hamanetm, flavonoid
27,77 +++ (Antitumoral)
712 711 689
28,61 724 723 701
668 667 645
30,06 276/310
476 475 453
-
30,62 259/408 641 640 618 +
-+
3135 507 506 434 Dluvafe.tn.l, Flav0f101d .
(Bactéricide, Antiseptique)
565/646/
++ -+
32,55 663/490 427 426 404
Nornantenine Alkaloid
33,59 ++ 325 324 302 R
(Cytotoxique)
640 639 617
766 765 743
1039 1038 1016
33,98 N 444/565/
644 373 372 350
333 332 310
723 722 700
653 652 630
35,53 329 328 306
799 798 776
36,68 + 749 748 726
635 634 612
553 552 530
37,93 271/390
641 640 618
859 858 836
38,68 ++ 274/382 611 610 588 Tripoxyrollin, Acetogenin
(Antitumoral)
39,75 276/390 627 626 604 ++ Chamuvarinin, Acetogenin
(Antitumoral)
1001 1000 978
41,87 ++
1001 1000 978
43,98 ++ 1015 1014 992 +
1144 1143 1121 +
46,99 +++ 1284 1283 1261
792 791 769
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numéro d’accession dans « chemical abstracts service » (CAS), et rejeter tous les dérivés de
molécules avec une définition structurelle incompléte. De 188 molécules associées a Uvaria
chamae dans la base de données publique, le filtre a sélectionné 97 molécules constituant
I’ Uvaria-Database. Des rapports m/z avec les deux hypothéses concernant les adduits (H+ ou
Na+), nous avons pu identifier 12 molécules (Table7). Nous avons ensuite utilisé I'intensité
relative de 1'absorbance a 254 nm, le temps de rétention et le spectre d'absorption minimale et
maximale pour s'assurer que la masse retenue était en accord avec le temps de rétention et le
spectre UV. Six des 12 molécules sont connues pour leur activité antitumorale, deux portent
une activité antimicrobienne ou bactéricide et deux autres molécules sont cytotoxiques.
Aucune des douze molécules n’est associée a une activité neuroprotectrice. L'alcaloide
nornantenine est cytotoxique pour la lignée cellulaire de fibroblastes L1929 (Philipov et al.,

2000). Des 85 especes moléculaires identifiées par leur masse, nous avons remarqué la tres
grande proportion 50/85 (59%) de la molécule de masse monoisotopique impaire (Table 7).
Selon la régle de l'azote, une molécule organique impaire contient un nombre impair
d'atomes d'azote, tandis qu'une molécule organique sans atome d'azote ou avec les deux
atomes d'azote a une masse paire (par exemple C¢H;2,06, m = 180). Cette reégle provient du
fait que, mis a part l'azote, la plupart des éléments présents dans les molécules présentent une
valence et une masse de méme parité. Ainsi le carbone a une masse de 12 pour une valence
de 4, un atome d'hydrogéne de masse 1 a une valence de 1 et l'oxygéne 16 une valence de 2.
Cependant 1'azote de masse 14 a une valence de 3. L'existence d'une grande proportion de
masses impaires suggere la présence de molécules comportant un atome d’azote,
probablement des alcaloides qui sont des molécules basiques facilement ionisés dans le mode
ESI+ (Fig. 47).

I11.4.6 ANALYSE CHIMIQUE DE LA FRACTION UCAC3F8

Afin d'évaluer la nature chimique des molécules biologiquement actives de la fraction
UcAC3F8 nous avons utilis€¢ un procédé d'extraction liquide-liquide pour la fractionner en
trois fractions ayant des propriétés chimiques différentes (M&M, chapitre 6). UcAC3F8a est
une fraction apolaire contenant des composés tels que les terpénoides et les flavonoides,
UcAC3F8b est une fraction enrichie en alcaloides et UcAC3F8c, une fraction polaire. Avant
d’étre testées sur des cultures enrichies en cones, la fraction apolaire UcAC3F8a a été scindée
en sa composante soluble (apolaire) et insoluble (non testée) dans I'eau. De cet essai, il
ressort que la fraction UcAC3F8b enrichie en alcaloides est active a 10 ng/ml avec un facteur
de viabilité de 3,5 alors que la faction apolaire soluble (apolaire + alcaloides) est active a 1
pg/ml avec un facteur de viabilité de 2,5 (Fig. 84a). Ces résultats ont pu étre confirmés lors
d’un deuxiéme essai totalement indépendant pour lequel les facteurs de viabilité a 100 ng/ml
ont été mesurés a 2,3 et 2,9 pour les fractions alcaloides et (apolaire + alcaloides)
respectivement (Fig. 84b). Cette derniere différence n’est pas significative. Ainsi,
globalement, ces résultats indiquent que les molécules actives sur les cOnes sont
probablement des alcaloides ou des molécules ayant les mémes propriétés chimiques.
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Figure 84: Fractionnement liquide-liquide de la fraction UcAC3F8. La
fraction UcF8MPC3F8 a été séparée en trois fractions apolaire, polaire et
enrichie en alcaloides. L’activité de ces fractions sur les cultures enrichies en
cones et ensemencées a 10° cellules/cm?. Les fractions apolaire et enrichie en
alcaloides ont aussi été testées ensemble selon un mélange 1/1. a. Test 1. b.
Test 2. Analyse statistique option multiple comparaison test de Dunnett.
(****), valeur de p <0,0001.
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Figure 86: Activité trophique des fractions UcAC3F8f1, UcAC3F8{3 et
UcAC3F813. a. Profils chromatographiques des trois fractions apres
collecte. b. Effet trophique des fractions UcMC3F8f1,2,3 sur des cultures
de cones ensemencées a 1 x 10° cellules/cm?. Fb, extrait acétate d’éthyle
de Fructus barbarum. Le résultat Fb a droite correspondent a une nouvelle
préparation de I’extrait Fb. FV, facteur de viabilité. L’analyse statistique
répartit les valeurs en les comparant a la fraction donnant un FV de 6,7.
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I11.4.7 FRACTIONNEMENT HPLC D’UCAC3F8 EN TROIS FRACTIONS
UCAC3F8F1, 2 ET 3

L’analyse chimique n’ayant pas conduit & une partition sans ambiguité¢ de 1’activité
trophique, nous avons poursuivi la purification des molécules actives par HPLC en phase
inverse. L ’optimisation du gradient en vue de fractionnement de la fraction UcAC3F8 a été
obtenue par augmentation progressive du pourcentage de méthanol par paliers. Un gradient
en escalier constitué de trois paliers dont un premier de 5 min a 60% en méthanol est suivi
d’une augmentation brusque sur une minute du pourcentage de méthanol jusqu’au second
palier de 7 min a 80% en méthanol. Un saut supplémentaire d’une minute permet d’atteindre
le palier final de 26 min a 100% en méthanol (Fig. 85a). L’examen du profil
chromatographique indique une séparation des composés en trois fractions distinctes fl, 12,
f3 selon leurs propriétés chimiques (Fig. 85b). Ceci est confirmé par 1’analyse HPLC des
trois fractions (Fig. 86a). Le fractionnement de I’activité trophique est tres tranchée, les
fractions UcAC3F8fl et UcAC3F8f2 ne possedent pas d’effet protecteur des cones. La
fraction UcAC3F813 elle est active a une concentration de 50 ng/ml avec un rendement de
production de 49% (Fig. 85b). UcAC3F8f3 a une activité protectrice des cones a la
concentration optimale 1 pg/ml avec un facteur de viabilité de 6,7 sur les cultures enrichies
en cones ensemencées 4 1 x 10° cellules/cm’. Mais cette méme concentration optimale peut
étre aussi basse que 50 ng/ml avec un facteur de viabilité de 5,4 sur les cultures enrichies en
cones ensemencées 4 2 x 10° cellules/cm®, lors d’un essai indépendant (Fig. 87a). La
morphologie des cellules marquées a I’aide de la calcéine dans ce dernier essai montre que
les cellules protégées ont les caractéristiques morphologiques des cones avec leur forme
fusoide et la présence de neurites (Fig. 87b).

I11.4.8 FRACTIONNEMENT HPLC D’UCAC3F8F3 EN HUIT FRACTIONS
UCAC3F8F3S1 A UCAC3F8F3S8

L’¢établissement du gradient de fractionnement d’UcAC3F8f3 a nécessité
I’introduction en début de gradient et pour 12 min d’un solvant organique tertiaire,
I’acétonitrile (C,H3N), suivi d’un accroissement entre 12 a 30 min pour atteindre un palier de
20 min a 100% méthanol. La nécessité d’introduire I’acétonitrile en début de gradient et non
a la fin est a 'opposé des pratiques courantes d’élution consistant a introduire le solvant le
plus éluant, c'est-a-dire l'acétonitrile, a la fin. Grace a cette entorse, les métabolites
composants la fraction UcAC3F8f3 ont été €lués en début de gradient. La longueur de la
pente a permis d’étirer le chromatogramme. Le choix et la durée des paliers ont été établis
pour permettre une séparation optimale des pics, La fraction UcAC3F813 a été séparée en huit
fractions UcAC3F813S1 a UcAC3F8f3S8 (Fig. 88a). L’essai fonctionnel mesurant indique
que les fractions UcAC3F8f3S2 et UcAC3F8f3S4 présentent une activité trophique a la
concentration optimale de 0,5 et 1 pg/ml respectivement pour des facteurs de viabilité¢ de 2,8
et 3,6 (Fig. 88b). Les rendements de production d’UcAC3F8f3S2 et d’UcAC3F8{3S4 sont
respectivement de 2,5% et de 5,8%. La fraction UcAC3F8f3S2 présente un optimum
d’activité a 100 ng/ml, tandis que la fraction UcA C3F8f3S4, qui est peu miscible dans 1’eau
et possede un aspect lipidique, a son optimum a 1 pg/ml (Fig. 89a).

A ce stade, deux hypothéses ont été émises. Pour la premiére, UcAC3F8f3S2 et
UcAC3F813S4 contiennent deux métabolites secondaires différents qui protégent les cones.
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Figure 87: Effet de la fraction UcAC3F813 d’Uvaria chamae sur la morphologie des
cones. a. Effet trophique de la fraction UcAC3F813 sur les cultures enrichies en cones et
ensemencées a 2 x 10° cellules/cm?. Fb, extrait acétate d’éthyle de Fructus barbarum. FV,
facteur de viabilité. Analyse statistique test de Dunnett, valeur de p = 0,001. b. Analyse
comparative entre la morphologie des cellules en présence et absence d’UcAC3F813.
Notez la présence de neurites (fleches blanches) et 1’aspect fusiforme des cellules
vivantes marquées a I’aide de la calcéine.
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Figure 88: Activité trophique des fractions UcAC3F813S1 a UcAC3F813S8 d’Uvaria
chamae. a. Profil chromatographique du fractionnement d’UcAC3F8f3. Les astérisques
indiquent la présence d’au moins 27 pics. b. Activité trophique des fractions
UcAC3F813S1 a UcAC3F813S8 sur les cultures enrichies en cOnes et ensemencées a 1 x
103cellules/cm?. Les fractions ont été testées a 0,5 (500) et 1 pg/ml. La fraction UcAC3F8
a été testée aux doses optimales de 100 et 500 ng/ml.
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Pour la seconde, la méme molécule active est présente dans deux fractions. Pour répondre a
cette question nous avons comparé les effets trophiques des fractions UcAC3F813S2 et
UcAC3F813S4 testées individuellement ou conjointement (rapport en masse 1/1). Aucune
synergie n’est observée entre les deux fractions. L’analyse montre donc que nous résultats
sont compatibles avec I’hypothése 2 (Fig. 90a). L’analyse comparative des profils
chromatographiques d’UCAC3F8F3S4 et UCAC3F8F3S2 a 254 nm montre des massifs de
pics avec la méme dispersion mais dans un axe de temps de rétention différent (Fig. 90b).
Ceci pourrait indiquer qu’UcAC3f8F3S2 et UcAC3F8f3S4 contiendraient certains
métabolites communs, dont la molécule active. Mais comme aucune activité trophique n’a pu
étre observée avec la fraction UcAC3F813S2, il apparait que les deux fractions contiendraient
plutét une molécule active (eg. S2) et un dérivé ayant des propriétés chromatographiques
distinctes mais avec la méme activité biologique (eg. S4-CHj), relayée par la méme cible sur
les cones (Fig. 90a). Dans ce dernier cas, les deux fractions seraient équivalentes pour ce qui
concerne ici notre objectif principal.

Les faibles rendements de fabrication des fractions UcAC3F8{3S2 et UcAC3F8f3S54,
respectivement 2,5% et 5,8% a partir de la fraction UcAC3F813, nous ont conduits a répéter
la préparation de ces fractions en plus grande quantité pour poursuivre la purification des
molécules actives contenues dans les feuilles d’Uvaria chamae. Nous avons donc initi€¢ une
nouvelle préparation a partir de 2,5 kg de feuilles. A ces fins deux lots de 1,5 et 1 kg nous ont
¢té envoyés du Burkina Faso. Chacun de ces lots a servi a préparer des extraits méthanol
polyamide a I’aide de la méthode ASE. Ces nouvelles fractions UcMP ont ¢été validées pour
la présence d’une activité protectrice des cones (Fig. 91a). Ce nouvel extrait a été produit
avec un rendement de fabrication de 12,6% ce qui équivaut au rendement de fabrication de
I’ancien extrait de 12%. Ce nouvel extrait UcMP a été fractionné par extraction en phase
solide (SPE) pour produire deux fractions UcAC3 (I et II). L activité biologique de la fraction
UcAC3 a été validée aux concentrations optimales 3 pg /ml avec des facteurs de viabilité de
3,4 et 3,3 (Fig. 91b).

I11.4.9 FRACTIONNEMENT DE LA FRACTION UCAC3F8F3S2

L’objectif est de casser le massif de pics d’UcAC3F8f3S2 ¢lué avec les temps de
rétention les plus faibles. Le gradient a donc été modifié par l'inclusion d’une phase de 25
min d’élution avec un mélange constitué de 8% d’eau et 92% d'acétonitrile en début
d’élution. Entre 25 a 30 min, le pourcentage de méthanol passe de 0 a 100%. Le
chromatogramme a 220 nm d’absorbance montre une séparation optimale ce qui nous a
permis de collecter huit sous-fractions UcAC3F8f3S2A1 a UcAC3F813S2A8 (Fig. 92a). Des
pics absorbant a 400 nm aux temps de rétention 10-18 minutes ont été collectés en A3 (voir
Fig. 93). L’absorbance de composés a 400 nm peut signifier la présence de molécules de
faible absorbance UV, possédant un fort déplacement électronique suivant les transitions II -
IT ou o-II, comme les chlorophylles et les carotenoides. Nous avons ainsi remarqué que les
fractions actives avaient une coloration jaune (UcAC3F813S2) et verte (UcAC3F8f354) avec
une odeur d’huile. A ce stade du processus de purification, il est néanmoins hasardeux
d’établir un lien entre cette observation et la nature des molécules actives. Lors des tests
biologiques réalisés sur les cultures enrichies en cones, les fractions UcAC3F8f3S2A2, A3,
A6, A7 montrent la présence de molécules protectrices (Fig. 92b) et semblent avoir une
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Figure 90. Hypothese expliquant Dactivité biologique portée par les fractions
UcAC3F813S2 et UcAC3F813S4. a. Schématisation des deux hypothéses formulées. Le
groupement alkyl CH3 n’interfére pas avec I’activité du dérivé de la molécule active. b.
Comparaison des profiles chromatographiques des fractions UcAC3F8f3S2 et
UcAC3F813S4 a 254 nm. Deux productions différentes des deux fractions (noir et bleu)
ont été analysées. Les pics et massifs de pics similaires entre les fractions S2 et S4 sont
numérotés, 1, 1°; 2,2°; 3, 3",
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Figure 92: Activité trophique des fractions UcAC3F813S2A1 a UcAC3F8{3S2A8
d’Uvaria chamae. a. Profil chromatographique du fractionnement d’UcAC3F8f3S2
par absorbance a 220 nm b. Activité trophique des fractions UcAC3F8f3S2A1 a
UcAC3F8f3S2A8 sur les cultures enrichies en cones et ensemencées a 1 x 10°
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Figure 93: Profils chromatographiques comparatifs des fractions
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fraction UcAC3F8f3A3 (rouge) présente un enrichissement par rapport au profil
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min.
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Figure 94: Effets sur la morphologie des cones de la fraction UcAC3F8f3A3. a. effet
trophique des fractions UcAC3F8{3S2A2, UcAC3F8{3S2A3, UcAC3F8f3S2A6 et
UcAC3F813S2A7 actives sur les cones. b. Morphologie des cellules vivantes apres
marquage a la calcéine pour les fractions UcAC2F8f3S2A3, UcAC2F8f3S2A2 et
UcAC2F813S2A7. Noter la morphologie fusiforme des cellules en A2 et A3 et la
morphologie arrondie en A7.
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activité protectrice sur la survie des cones. Les fractions UcAC3F8f3S2A2 et
UcAC3F813S2A3 présentent un facteur de viabilité de 1,8 et 2,2 lors des tests a 10 ng/ml. La
fraction UcAC3F8f3S2A7 n’est active qu’a 100 ng/ml. Lors d’essais réalisés avec des
concentrations plus faibles avec les fractions positives, les fractions UcAC3F8f3S2A2 et
UcAC3F813S2A3 présentaient un facteur de viabilité de 3,5 et 4,9 aux doses de 10 et 100
ng/ml, alors que la fraction UcAC3F8f3S2A6 s’est révélée négative (Fig. 94a). L’étude de la
morphologie des cellules vivantes marquées par la calcéine conforte ce résultat en
démontrant que la morphologie fusiforme est associée uniquement aux fractions
UcAC3F8f3S2A2 et UcAC3F8f3S2A3 et pas a la fraction UcAC3F8f3S2A7 (Fig. 94b). Le
rendement de fabrication de la fraction UcAC3F8f3S2A3 est de 20%. Un enrichissement de
molécules avec des temps de rétention de 10 et 20 min de la fraction UcAC3F8f3S2A3 sont
clairement identifiés par absorbance a 400 nm lors d’une analyse ultérieure (Fig. 93).

[11.4.10 FRACTIONNEMENT DE LA FRACTION UCAC3F8F3S4

Le fractionnement d’UcAC3F8f3S4 a été réalisé avec un gradient en escalier d’une
durée de 38 min démarrant a 100% d’acétonitrile. On a un premier palier de 3-8 minutes a
90% acétonitrile, puis un second palier a 75% acétonitrile / 25% méthanol est atteint en 4
min et a une durée de 3 min et enfin, le palier final est atteint suite & un saut durant 7 min en
45% : 65% acétonitrile : méthanol suivi d’un second saut de 3 min menant au palier a 100%
méthanol. UcAC3F8f3S4 a donc été fractionné en huit fractions, UcAC3F8f3S4B1 a
UcAC3F813S4B8 (Fig. 95a). Les fractions B4 a B7 contiennent des molécules ayant une
forte absorbance a 254 nm, et nous avons procédé¢ a la séparation des massifs de pics entre B4
et B5. De plus, la fraction meére UcAC3F8f3S4 présente un massif de pics absorbant entre 15-
17 min a 220 nm, correspondant au temps de rétention de B4 (non communiqué). L’analyse
spectrométrique du pic B4 indique la présence de deux pics avec une absorption maximale a
233 nm suggérant la présence de plusieurs chromophores. L’étude des propriétés biologiques
de ces fractions sur les cultures enrichies en cones montre que les métabolites actifs se
trouvent dans les fractions UcAC3F8f3S4B2, B3 et B4 et dans une moindre mesure dans la
fraction UcAC3F8f3S4B8 (Fig. 95b). Lors d’un second essai, aucun effet synergistique n’a
¢té observé lors de la combinaison des fractions UcAC3F8f3S4B2, B3 et B4 (Fig. 96a). De
plus, c’est la fraction UcAC3F8f3S4B4 qui contient les molécules actives a leur plus haute
concentration. L’analyse de la morphologique des cellules vivantes en présence des fractions
UcAC3F813S4B2, B3 et B4 montre que B4 induit une morphologie typique des cones, mais
pas les fractions B2 et B3 (Fig. 96b). Une analyse HPLC comparée de la fraction mere
UcAC3F813S4 avec UcAC3F8f3S4B4 montre un enrichissement pour les temps de rétention
de 13,9 a 17,0 min avec des pics majeurs a 13,93 - 14,37 - 15,14 et 15,57 (Fig. 96¢). Nos
résultats indiquaient 1’existence d’une molécule active (A2-A3) et d’un de ces dérivés (B4)
contenus dans les feuilles d’Uvaria chamae. Ces deux composés ont été séparés dans les
fractions S2 et S4. Pour confirmer cette interprétation, nous avons testé en combinaison les
fractions actives A2, A4 issues du fractionnement de S2, et B4, issues de B4. Le facteur de
viabilité de I’essai A2/A3/B4 dans un rapport 1/1/1 (4,2) n’est pas significativement différent
de celui obtenu avec B4, pris individuellement (3,7) a 100 ng/ml, mais légérement plus élevé
a 10 ng/ml pour A3 (2,7) et la combinaison A2/A3/B4 (3,7) (Fig. 97a). Ces résultats
confortent I’hypothése 2 (Fig. 90a). L’examen de la morphologie des cellules vivantes
montre la présence de cellules globalement fusiformes, regroupées par paires ou en amas

174



a.

Fraction: B1 B2
3000

2500
2000

1500

Absorbance a 254 nm

1000

0

B3 B4 BS B6 B7 B8

21,42

0 5

10 15 20 25 30 35 40 45
Temps de retention (min)

2501  FV=2,1 FV=2,4

*

kk

[
sesteskeosk

200
Kook

I

150 4

ns

100

Nombre de cellules vivantes

50 ~

! FV=2,1
skskksk skskksk
T r______

FV=1,9 s
skksk l

ns

500 1 500 1

5001 5001 5001 5001 5001 5001 5001 1 O

UcAC3Fg8f3S4: Bl B2

B3 B4 B5 B6 B7 B8 S4 3

Figure 95: Fractionnement d’UcAC3F8f3S4 en UcAC3F8f3S4B1 a UcAC3F8f3S4B8
d’Uvaria chamae. a. Profile chromatographique d’absorbance a 254 nm des huit fractions
UcAC3F8f3S4B1 a UcAC3F8f3S4B8. b. Effet trophique des fraction UcAC3F8f3S4B1 a
UcAC3F8f3S4B8 sur des cultures enrichies en cones et ensemencées a 1 x 10 >cellules/cm?.
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Figure 96: Activité trophique des fractions UcAC3F8f3S4B2, UcAC3F813S4B3 et
UcAC3F813S4B4. a. Activité trophique des fractions B2, B3, B4 et de leur combinaison
(1/1/1) sur des cultures enrichies en cones. L’analyse statistique compare chaque valeur a
celle obtenue avec la fraction B4 a 500 ng/ml. b. Morphologie des cellules vivantes en
présence des fractions B2, B3 et B4 aux concentrations optimales. Les fleches indiquent
les neurites. c¢. Analyse HPLC comparative des fractions UcAC3F8f3S4 et
UcAC3F8f3S4B4 montrant un enrichissement dans la zone grisée.
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UcAC3F813S4B4. a. Les fractions actives A2, A3 et B4 ont été testées individuellement ou
en combinaison sur des cultures enrichies en cones et ensemencées a 1 x 10° cellules/cm?.
b. Morphologie des cellules vivantes marquées a la calcéine de la combinaison des fractions
A2/A3/B4. Noter la morphologie fusiforme, I’appariement des cellules par paires et les
contacts intercellulaires incluant ceux réalisés a travers des prolongements neuritiques
indiqués par des astérisques.
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avec des prolongements neuritiques établissant des contacts intercellulaires (Fig. 97b). Ces
caractéristiques sont celles de cones physiologiquement matures.

I11.4.11 BILAN DES MASSES OBTENUES DES FRACTIONS ACTIVES
UCAC3F8F3S2 (A2-A3) ET UCAC3F8F3S2B4

Les fractions UcAC3F813S2, UcAC3F8f3S2, UcAC3F813S2A3 et UcAC3F8f3S2B4
ont été analysées par spectrométric de masse. L’ionisation des molécules a été obtenue par
¢lectronébulisation (ESI, M1M, chapitre 4). Des molécules de masse (m/z pour z = 1) de
1 778,30 a 141 ont pu étre identifiées (Table 8). Considérant au pire une précision de 0,5 Da
de nos analyses, le nombre de masses distinctes est de 109 pour UcAC3F813S2, 87 pour
UcAC3F81354, 89 pour UcAC3F813S2A3 et 54 pour UcAC3F8f3S4B4. Bien entendu, le
nombre de molécules n’est pas directement proportionnel a celui présent dans chaque fraction
puisque les fractions les plus pures ont été analysées avec plus de précision. Considérant une
masse moyenne de 598 pour les 89 molécules de la fraction UcAC3F8f3S2A3 active a 10
ng/ml (Fig. 97a), la molécule, si elle est unique, est active a la concentration de 0,188 nM.
Considérant I’activité de RACVF observable a la concentration de 1 ng/ml pour une masse de
12 756, il est actif a la concentration de 0,078 nM.

Du fait des rendements peu ¢élevés de production des fractions actives
UcAC3F813S2A2, A3 et UcAC3F813S2B4, la quantité de matiere résiduelle, 20 mg de
fraction UcAC3F8f3S2A3 et 15 mg de fraction UcAC3F8f3S4B4 ne laissait que trés peu de
chance de mener le projet jusqu’a la caractérisation de la ou les molécules actives (Table 9).
Bien que la pinocembrine de masse 256,3 (Table 7) se trouve potentiellement présente dans
les fractions UcAC3F8f3S2A2, il est impossible de se focaliser sur les molécules présentes
dans les extraits UcAC3F813S2A2, A3 et UcAC3F8f3S2B4 sans courir le risque de passer a
coté des molécules a I'origine de D’activité trophique détectée dans les feuilles d’ Uvaria
chamae. Nous avons donc réalis€¢ une simulation destinée a déterminer quelle quantité de
matériel biologique était nécessaire a la purification et la caractérisation des molécules
actives (Table 9). Nous avons ajouté deux étapes supplémentaires avec des rendements
fictifs de 10% pour atteindre le degré de pureté nécessaire a la caractérisation des molécules
actives contenues respectivement dans les fractions UcAC3F8f3S2A2, A3 et
UcAC3F813S2B4. Le constat est que la quantité totale de fractions pures est en dessous d’un
seuil de 1 mg qui nous autorise a aborder sereinement la caractérisation chimique. En
ajoutant une marge de sécurité a cette stimulation, nous sommes donc arrivés a la conclusion
que nous nécessitions d’aborder 1’étape suivante en traitant 100 kg de feuilles d’Uvaria
chamae, processus que nous avons appelé « scale-up ».

178



Table 8: LISTE DES MASSES DES FRACTIONS UcAC3F8f3S2, UcAC3F8f3S4, UcAC3F8f352A3 et
UcAC3F8f3S4B4 (m/z pour z=1).

UcAC3F8f352 UcAC3F8f354 UcAC3F8f3S52A3 UcAC3F8f354B4

143,87 362,40 662,27 141,00 327,27 632,13 143,93 498,20 682,40 218,13 445,00 667,00
151,07 376,80 662,40 181,90 327,80 641,20 213,00 514,00 683,33 219,00 492,00 668,00
158,00 383,60 666,53 190,00 337,00 646,27 219,13 525,87 685,60 221,70 492,00 682,00
170,87 412,20 668,60 193,93 337,13 647,93 222,07 584,30 686,53 250,00 532,00 682,40
172,94 426,27 670,53 207,13 337,20 652,40 222,60 586,93 687,30 250,00 570,00 684,00
195,64 427,20 672,47 218,13 337,33 654,40 224,80 594,33 688,53 256,00 586,00 686,00
202,13 446,47 682,33 218,20 337,33 662,20 241,27 600,80 688,70 267,00 588,00 699,00
214,33 449,53 682,40 222,40 337,33 662,27 261,27 606,13 700,67 267,00 588,00 700,60
215,27 454,13 682,47 222,54 337,33 662,27 261,40 606,20 704,33 276,00 596,00 704,00
218,40 468,27 683,20 222,67 347,20 664,33 269,90 606,27 704,40 278,13 604,00 714,00
224,47 493,33 683,47 228,00 347,27 672,07 275,27 610,07 710,07 295,00 604,30 750,00
241,13 506,27 686,40 234,60 351,13 682,00 278,13 610,27 714,07 302,00 606,00 791,00
241,27 518,20 688,40 235,13 352,07 682,27 278,30 612,40 716,60 310,00 614,00 812,00
244,13 520,40 694,20 241,33 352,20 682,33 281,27 612,87 720,47 321,00 623,00 863,50
256,87 544,07 700,53 247,57 352,27 682,40 282,00 628,53 730,13 327,00 627,00 903,00
261,40 550,30 701,40 248,00 366,00 692,27 297,13 630,60 730,93 327,00 628,00 904,00
272,13 554,20 706,40 250,00 370,20 699,02 308,53 638,47 739,60 327,07 630,00 947,00
278,13 582,30 710,07 267,13 370,21 714,27 310,07 642,00 744,73 336,00 649,00 1035,00
288,80 586,40 712,60 267,33 444,27 714,33 310,20 642,67 752,40 350,00 667,00 1210,00

297,00 588,33 714,27 278,00 466,13 714,40 319,53 642,80 760,33 370,00 1228,00
297,27 600,60 715,33 278,07 476,20 720,20 324,53 644,73 760,53 370,20 1228,71
301,00 603,47 720,27 278,13 480,33 724,47 327,20 650,53 766,53 374,80 1286,00

310,00 604,33 722,33 278,20 494,13 726,33 330,07 656,80 780,53 443,27
310,30 605,13 728,13 278,27 494,27 742,00 335,40 658,53 788,67
321,13 606,27 734,47 285,87 498,47 744,13 336,13 658,55 804,53
324,67 608,33 752,53 287,33 518,27 765,27 347,33 662,13 804,60
325,33 608,40 754,07 288,57 524,27 794,13 352,13 662,33 854,47
327,20 612,60 758,40 293,87 530,27 834,27 352,27 662,40 884,60
327,40 614,47 877,40 301,33 542,47 864,40 352,27 669,40 903,00
335,27 614,53 904,93 309,27 550,13 898,27 357,13 672,33 906,20
335,53 616,33 926,20 310,00 574,07 903,33 370,13 672,70 947,33
335,80 616,47 926,93 310,13 582,20 904,40 | 455,00 678,20 958,53
336,27 622,40 1142,00 | 310,93 592,20 909,87 | 482,27 682,20 980,60

342,13 624,27 1166,07 | 321,07 606,00 927,27 682,33 991,60
344,40 628,53 1195,00 | 323,20 606,13 930,01 1035,60
347,30 630,47 1243,33 | 326,93 606,20 950,05 1079,47
352,20 632,00 1266,00 | 327,07 606,47 968,87 1084,80
352,53 632,47 1545,53 612,33 1014,13 1084,80
361,47 636,70 1607,13 614,00 1614,27 1142,80
362,27 637,40 1778,30 614,40

640,27 623,53

642,60 628,53

648,47 630,27

660,33 632,13

662,00
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Table 9: SIMULATION DES ETAPES DE PURIFICATION ET DE LA QUANTITE DE MATERIEL
BIOLOGIQUE NECESSAIRE A LA CARACTERISATION DES MOLECULES ACTIVES CONTENUES DANS
LES FEUILLES D’UVARIA CHAMAE. Les trois premiéres colonnes indiquent, dans ’ordre de fractionnement, le
nom des fractions obtenues et leur rendement matiére. Les étapes 7, 7°, 8 et 8’ sont des projections (I et II). La
colonne quatre indique les quantités de matiére produits avec 5 kg de feuilles et la colonne cinq ces mémes quantités
pour 100 kg de feuilles. Les astérisques indiquent que les rendements sont fictifs.

Quantité de

Quantité de
matiére estimée

Etapes Fractions Rendements matiére obtenue Vo i
pour S kg 100 kg

1 UcA 12,5% 625 ¢ 12500 g

2 UcAC3 12% 75¢ 1500 g

3 UcAC3F8 8% 6¢g 120 g

4 UcAC3F813 62,5% 3,75 ¢ 75¢

5 UcAC3F813S2 2,4% 90 mg 18¢

5’ UcAC3F81354 5,6% 210 mg 42 ¢g

6 UcAC3F813S2A2-A3 21% 18,9 mg 378 mg

6’ UcAC3F813S4B4 7% 14,7 mg 294 mg

7 UcAC3F8£3S2A2-A3 (1) [~10%]* 1,89 mg 37,8 mg

7 UcAC3F813S4B4 (I) [~10%]* 1,47 mg 29,4 mg

8 UcAC3F83S2A2-A3 (1) + (IT) | [~10%]* 189 pg 3,78 mg

8’ UcAC3F813S4B4 (I) + (II) [~10%]* 147 ng 2,94 mg

180




III.5 SCALE UP

IT11.5.1 PRODUCTION D’EXTRAITS ACTIFS A PARTIR DE 100 KG DE FEUILLES
D’UVARIA CHAMAE.

III.5.1.1 APPROVISIONNEMENT, VALIDATION BIOLOGIQUE ET AFFINAGE
DU SCALE UP

La premiére étape a constitué a rassembler le matériel nécessaire. A la différence de
Fructus barbarum, Uvaria chamae appartient aux plantes médicinales pour lesquelles
GreenPharma a établi un réseau de collecteurs. Ainsi, I’herboriste en charge du Burkina Faso
a ¢été contacté pour la commande des 100 kg de feuille d’Uvaria chamae avec la consigne de
se fournir dans les méme zones géographiques et a la méme saison que précédemment. La
géolocalisation des cultures est assurée par « global positioning system » (GPS). 1l a fallu
attendre la saison des pluies aux mois de Juin pour récolter les feuilles d’ Uvaria chamae qui
ont été¢ envoyées en France en deux lots de 50 kg. Des réception des lots de feuilles, 1 kg ont
été prélevé et trait¢é au méthanol polyamide pour fabriquer I’extrait UcMPSU nouveau
(M&M, chapitre 3a). Son activité trophique a été testée sur des cultures enrichies en cones
ensemencés aux deux densités cellulaires 1 x 10°cellules/cm® (Fig. 98a). La comparaison
entre I’extrait méthanol polyamide UcMP initial et I’extrait méthanol polyamide issu d’un
nouvel approvisionnement (UcMPSU) démontre I’existence d’une activité biologique tres
similaire avec des facteurs de viabilit¢ de 2,0 et 2,2 pour I’ancien versus le nouveau a 1,1
pg/ml. Notons aussi que lors de cet essai, ces facteurs de viabilité se sont révélés étre du
méme ordre de grandeur que le contrdle positif, Fructus barbarum (2,5 a 10 pg/ml). Le
probléme posé par la fabrication d’un extrait méthanol polyamide a grande échelle UcMPSU
réside dans la difficulté de construction d’une colonne polyamide de capacité de charge tres
élevée. A cela s’ajoutent les inconvénients liés aux quantités trés importantes de solvants
organiques et de polyamide nécessaires. Ces considérations nous ont conduits a I’¢laboration
d’une procédure alternative d’extraction réalisable a cette échelle. Nous avons donc procédé
a une premicre phase de fractionnement a 1’aide de charbon de I’extrait fabriqué dans du
méthanol. Le charbon est une matiére adsorbante qui interagit avec certains composés
présents en large proportion dans D’extrait, tels que les tanins, les chlorophylles et les
lignines, et permet ensuite de les ¢liminer par décantation, puis filtration. Un premier extrait
charbon pilote a été fabriqué en mélangeant 90 g de feuilles d’Uvaria chamae réduites en
poudre et incubées 24 ou 48 h dans 900 ml de méthanol. 90 g de poudre tres fine de charbon
actif ont été ajoutés et incubés 30 minutes sous agitation avec un barreau aimanté, puis le tout
a été filtré (M&M, chapitre 3b). Il est important de noter que cet extrait n’est plus coloré en
vert mais est transparent et tend a virer vers le jaune orange a forte concentration. L’analyse
HPLC a montré que ce processus était reproductif et plus sélectif que I’extraction méthanol
polyamide (Fig. 98b). En effet, UcSUC présente moins de pics qu’UcMP avec des
rendements respectifs de 5,5% (UcSUC) versus 12% (UcMP). Cette réduction du rendement
de prés de 5% est indicatrice d’une plus grande sélectivité de I’extrait charbon. De plus,
I’extraction est réalisée par simple macération du charbon actif peu cofliteux dans du
méthanol, solvant utilisé initialement pour réaliser la colonne polyamide. Ce procédé réduit
aussi de 50% la consommation des solvants organiques ce qui s’accorde avec le principe
d’une chimie verte.
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Figure 98: Validation des effet trophiques des 100 kg de feuilles d’Uvaria chamae en
provenance du Burkina Faso. a. Activité trophique de la fraction UcASU, la fraction méthanol
polyamide issues des 100 kg de feuilles sur les cultures enrichies en cones (1 x 107
cellules/cm?). b. Profil chromatographique de la fraction UcA (en rose) et de son substitut pilote
I’extrait charbon, UcSUC (en bleu et en noir). ¢. Activité trophique UcA et UcSUC sur les
cultures enrichies en cones.
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[1.5.1.2 VALIDATION BIOLOGIQUE DE L'EXTRAIT UCSUC

L’activité biologique de I’extrait pilote charbon UcSUC a été testée sur les cultures
enrichies en cones a 1 et 2 x 10° cellules/cm” (Fig. 98¢c). Une augmentation de la survie
cellulaire avec des facteurs de viabilité¢ de 2,0 et 2,5 a été observée pour 1 pg/ml de fraction
sur les cellules respectivement ensemencées a 1 et 2 x 10° cellules/cm®. Nous avons aussi
observé une activité toxique a 100 pg/ml, mais celle ci s’est avérée moins importante pour
I’extrait charbon que pour I’extrait méthanol polyamide, ce qui permet de conclure a un
enrichissement de la fraction charbon en molécules protectrices. A ce stade de la purification,
il est trés probable que D’activité toxique soit le résultat de I’action d’entités chimiques
distinctes de celles produisant I’effet trophique. Comme nous I’avons relevé précédemment,
il y a une tendance générale vers la mise en évidence d’effet toxique en augmentant la
concentration de I’extrait (Fig. 65). Nous proposons ici que certains métabolites secondaires
présents dans I’extrait brut d’Uvaria chamae aient une activité toxique qui est révélée a partir
d’une certaine concentration, et que ces molécules soient inactives au-dessous d’une
concentration seuil, ou les métabolites secondaires de I’extrait sont en capacité d’exercer leur
activité protectrice mais ou I’activité des molécules toxiques est dominante par rapport a
I’activité protectrice. Par exemple, on peut imaginer qu’une certaine concentration d’agents
toxiques tue toutes les cellules, alors que I’action des molécules protectrices est de ralentir la
dégénérescence des cones observés in vitro (Fig. 61a). Ce mécanisme explique que les
molécules protectrices ne peuvent agir si toutes les cellules sont détruites. Ainsi, en plus d’un
enrichissement des molécules actives, le processus doit s’accompagner d’un appauvrissement
en molécules toxiques ce qui le distingue complétement du protocole de clonage par
expression utilisé pour identifier I’ADNc codant pour RACVF.

[11.5.1.3 FRACTIONNEMENT ET VALIDATION DE UCSUC EN PILOTE ET
PASSAGE A L'ECHELLE SCALE UP

La substitution de I’extrait UcMP par UcSUC se situe a la premicre étape du procédé
de purification (Table 9). La seconde étape a consisté a remplacer 1’extraction en phase
solide SPE qui produisit la fraction UcAC3. La difficulté est ici de substituer la matrice C18
par une autre matrice de fonctionnalité équivalente. Lors d’un essai pilote (Pi, Fig. 48),
I’extrait charbon (UcPiC) a été remis en suspension avec un ratio de 1/100 et 1/500
(poids/volume) dans du méthanol puis fixé sur des billes de silice. Le méthanol évaporé, les
molécules adsorbées ont été extraites a trois reprises avec de 1’acétate éthyle en UcPiCFl,
UcPiCF2, UcPiCF3. Ces fractions exercent un effet protecteur avec une augmentation du
facteur de viabilité de 2,1 pour UcPiCF3 de valeur similaire a I’extrait charbon source, UcPiC
(Fig. 99a). La validation du procédé pilote a conduit a sa mise a ’échelle pour produire les
trois fractions UcSUCF1, F2 et F3. Un premier résultat indique que la fraction UcSUCF]1 est
biologiquement active avec un facteur de viabilité¢ de 2,7 (Fig. 99b). Lors d’un deuxieme
essai la fraction la plus active du procédé pilote UcPiCF3 a un facteur de viabilité de 2,0 a
100 pg/ml. Les fractions UcSUCF1 et UcSUCEF2 présentent des facteurs de viabilité de 1,7 et
2,1 a 10 pg/ml (Fig. 99¢). Le rendement de 0,66% en matiére de la fraction UcSUCFI nous a
conduits a sélectionner cette fraction pour la poursuite de la purification (Fig. 99d).

L’étude des voies de signalisation menée en parallele a la purification semblait
indiquer que les molécules actives se caractérisent par un haut poids moléculaire apparent
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Figure 99: Mise en place du processus de « Scale up ». a. Action trophique des fractions
UcPiF1, F2 et F3 issues de I’essai pilote provenant de I’extrait charbon extrait a trois reprises a
I’acétate éthyle. b. Effet trophique de la fraction UcSUCFI1 comparé a la fraction meére UcSUC
sur des cultures a 1 x 105 cellules/cm?. ¢. Action trophique des fractions « scale up » UcSUFI,
F2 et F3 sur les cultures. d. Rendement des procédés de fractionnement et les quantités de
matiere produites.
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Figure 100: Fractionnement de I’extrait UcSUCF1 suivant la solubilité dans ’eau et le
poids moléculaire apparent. a. Schéma de fractionnement menant a la fraction
UcSUCF1In (insoluble) et UcSUCFI1Filmat et UcSUCFIRentat par dialyse. b. Activité
trophique des fractions UcSUCF1In, UcSUCF1Perméat et UeSUCFRéentat  gyr les cultures
enrichies en cones et ensemencées a 2 x 10°cellules/cm?. Fb, extrait acétate d’éthyle de
Fructus barbarum. FV, facteur de viabilité. Statistique ANOVA test de Dunnett avec

comparaisons multiples. Valeur de p <0,0001.
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résultant de la formation d’agrégats ou de nanoparticules en solution. Ce résultat, amené a
simplifier le processus de purification, fut transposé au procédé de fractionnement. Ainsi
I’extrait acétate éthyle UcSUCF1 a été mis en solution dans ’eau a la concentration de 1 g/1.
Ceci a permis de le fractionner en deux avec la fraction insoluble correspondant aux
molécules précipitées dans ces conditions. La fraction soluble a ensuite été dialysée avec un
seuil de coupure de 3 500 Da. Le rétentat correspond aux espéces moléculaires ayant un
poids moléculaire apparent les empéchant de passer a travers les pores a ce seuil de coupure,
et le perméat correspond aux entités chimiques capables de passer ces pores (Fig. 100a).
L’essai biologique réalisé sur les cultures enrichies en cones montre que les molécules
actives se trouvent dans la fraction insoluble des 0,1 pg/ml et avec un facteur de viabilité de
2,5 a 1 pg/ml (Fig. 100b). Pour optimiser la production de fractions actives a partir de
UcSUF1In nous avons une gamme de mise en suspension de la fraction UcSUCFI1In dans
I’eau avec des ratios (poids/volume) de 1/100 a 1/1 000 conduisant aux fractions
UcSUCF1InsR1 a 4. Lors des tests biologiques a la densité de 1 x 10° cellules/cm’, les
fractions UcSUCF1InsR1 et UcSUCFInsR2 présentaient des facteurs de viabilité de 2,5 et 2,8
respectivement a 1 pg/ml (Fig. 101). Dans le méme essai réalisé a la densité de 2 x 10
cellules/cm?, la fraction UcSUCF1InsR2 présentait un facteur de viabilité de 3,9. La fraction
UcSUCF11InsR4 présentait un facteur de viabilité de 3,6 et 4,4 a 10 pg/ml respectivement
pour chaque densit¢ dans l’ordre croissant. Ainsi, bien que la fraction UcSUCF1InsR2
présente la meilleure activité spécifique, la fraction UcSUCF1InsR4 est active a 10 pg/ml
avec une dilution minimale (1/100) dans 1’eau, c’est sur cette dernieére fraction que nous
avons donc concentré nos efforts.

UcSUCF1InR4 a donc été fractionnée par chromatographie sur colonne de silice.
L '¢lution a été réalisée avec un mélange éther de pétrole / acétate d'éthyle (EP/AE). Lors
d’une expérience pilote, 1 g d’UcSUF1InR4 est fractionné en UcSUCF1InR4D1 a
UcSUCF1R4DS5 avec le mélange EP/AE 1/1 (vol./vol.), les fractions UcSUCF1InR4D6 et
UcSUCF1InR4D7 ont été éluées avec du méthanol. Du fait de I’existence probable d’une
activité toxique en plus de I’activité trophique, les fractions ont été testées aux concentrations
de 0,1, 1, 10 et 100 ug/ml sur les cultures enrichies en cones. La fraction UcSUCF1InR4D7
présente un facteur de viabilité de 3,9 a 0,1 ug/ml et de 3,0 a 1 pg/ml, alors que dans ces
conditions les fractions D1 a D6 sont inactives (Fig. 102a). Lors des essais a 100 pg/ml
toutes les fractions, y compris UcSUCF1InR4D7 montrent des effets cytotoxiques (Fig.
102b). Il semble bien qu’une partie des molécules trophiques contenues dans la fraction D7
débordent dans la fraction D6, car cette derni¢re présente un facteur de viabilité de 1,8 lors du
test a 10 pg/ml.
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[11.5.1.4 BILAN DU PROCESSUS DE « SCALE UP »

En résumé, au stade ou se trouve actuellement le processus de « scale up », nous
sommes en possession de 33,3 g de la fraction la plus pure UcSUCF1InR4D7 obtenue par
quatre étapes successives. Les rendements de ces quatre étapes sont de 5,5% pour UcSUC,
12% pour UcSUCF1, 51% pour UcSUCF1InR4 et 9,9% pour UcSUCF1InR4D7 (Table 10).
L’alignement avec les rendements obtenus lors des essais réalisés avec 5 kg de matériel
indique que nous avons probablement atteint avec UcSUCF1InR4D7 I’équivalent de la
fraction UcAC3F813. La quantité disponible de fraction UcSUCF1InR4D7 serait dans ces
conditions environ deux fois inférieure a notre simulation (75 versus 33,3 g, Table 9).
Neéanmoins, nous pouvons estimer avec une certaine assurance que comme la premicre étape
a un rendement de 5,5%, et qu'elle nous a permis de nous débarrasser des impuretés donnant
une colorant verte, la fraction UcSUCF1InR4 est plus pure. Nous avons aussi comparé les
profils chromatographiques de la fraction UcSUCF1InR4D7 et son équivalent, la fraction
UcAC3F813 (Fig. 103). On retrouve un ensemble de pics communs aux deux fractions entre
14 et 20 min. On observe pour UcSUCFI1InR4D7 un décalage des pics vers les temps de
rétention courts, indicateur d'une plus forte polarit¢ des composés €lués avec 80% d'eau.
Certains pics ont été €liminés au moins en partie, probablement lors du traitement sur
charbon qui a plus d'affinité pour les composés peu polaires.

I11.6 UVARIA CHAMAE ET LA SIGNALISATION DU FACTEUR TROPHIQUE
RDCVF

Durant le déroulement de ce projet, I’équipe a pu identifier la signalisation du facteur
trophique RACVF. Nous avons donc comparé cette signalisation avec celle des métabolites
secondaires contenus dans les feuilles d’Uvaria chamae. La démonstration de I’existence
d’une liaison de RACVF a la surface des cones nous a conduit a identifier a partir de fractions
membranaires de rétines riches en cones du poulet, les protéines interagissant avec RACVF
sous la forme de « glutathione-S-transferase « (GST)-RACVF produit chez Escherichia coli
(Leveillard et al., 2014). Une méthode par « far-western blotting » (Leveillard et al., 1996)
nous a permis de mettre en évidence une liaison spécifique de RACVF avec une protéine de

45 kDa. La bande du gel correspondant a cette masse a été découpée et les protéines
identifiées par spectrométric de masse. Parmi les 80 protéines identifiées, seules deux
possédaient un domaine transmembranaire. Nous avons pu en €carter 'une et nous avons
validé I'interaction de RACVF avec BSG1. La protéine BSGI1 est un variant d’épissage du
gene Bsg spécifique a la rétine (Ochrietor et al., 2003). Cette protéine possede un domaine
transmembranaire et trois domaines immunoglobulines, dont un est spécifique de BSGI.
L’autre variant d’épissage code pour la protéine BSG2 qui n’en possede que deux et dont
I’expression est ubiquitaire. L’inactivation de Bsg chez la souris entraine entre autres déficits,
une perte de fonction des photorécepteurs (Ochrietor et al., 2002). Le domaine extracellulaire

soluble de BSG1 entre en compétition avec I’action trophique ectopique de RACVF, et la
réduction de I’expression de BSG1 par ARN interférence abolit I’activité trophique de
RACVF sur les cones. Grace a un anticorps, nous avons pu identifier par co-
immunoprécipitation et analyse par spectrométrie de masse que BSG1 interagit avec GLUTI,
le transporteur du glucose. Cette derniére interaction a pu étre validée par la méthode
« fluorescence resonance energy transfer » (FRET). Nous avons développé un protocole qui
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Table 10: BILAN DU FRACTIONNEMENT DE 100 KG DE FEUILLES D’UVARIA CHAMAE.

Quantité Quantité de
) de matiére Rd.
Et. Fractions matiére Rd. Fractions obtenue
obtenue _ « scale up »
pour 5 kg 100 kg
1 | UcA 625 ¢ 12,5% | UcSUC 5500g | 5,5%
2 UcAC3 75 ¢ 12% UcSUCF1 660 g 12%
3 UcAC3F8 6g 8% UcSUCF1InR4 337 g 51%
4 | UcAC3F8f3 3.75g | 62,5% g;SUCFHnM 3332 [9.9%
5 UcAC3F813S2 90 mg 2,4%
5 UcAC3F81354 210 mg | 5,6%
6 UcAC3F813S2A2-A3 | 18,9 mg | 21%
6’ UcAC3F813S4B4 14, 7mg | 7%
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nous a permis de montrer que RACVF stimule I’entrée du glucose dans les cones via BSG1 et
GLUT1. Le mécanisme implique une modification de I’activité du transporteur lui-méme et
nécessite la formation d’un complexe entre RACVF, BSG1 et GLUT1. Nous avons ensuite
montré qu’un variant ponctuel de RACVF identifi¢ chez des patients souffrant d’une
dégénérescence sévere des photorécepteurs, I’amaurose congénital de Leber (Hanein et al.
2000) était déficient dans sa capacité a faire survivre les cones, in vitro et in vivo par thérapie
génique chez la souris rdl. Ce variant est incapable de stimuler ’entrée de glucose dans les
cones alors que son expression est similaire a la forme normale de RACVF. Nous avons
cherché a établir un lien entre ’entrée du glucose et la survie des cones. Grace a des
inhibiteurs des voies métaboliques, et notamment [’oxamate qui inhibe la lactate
déshydrogénase, nous avons pu démontrer que la survie était associ€e a la stimulation de la

glycolyse aérobie, ou effet Warburg (Fig. 104). Par respirométrie, nous avons pu montrer que
les cones métabolisaient le glucose par cette voie, in vitro. Chez la souris, nous avons aussi
pu montrer [’expression spécifique par les photorécepteurs de 1’hexokinase (HK)
spécifiquement impliquée dans la glycolyse aérobie (HK2). L’expression préférentielle de
BSGI1 au niveau de la fovéa chez I’homme a pu étre démontrée grace a des anticorps que
nous avons produits. Fait intéressant, BSG1 est exprimé par le segment interne des cOnes,
structure qui contient I’ensemble de la machinerie nécessaire au renouvellement des
segments externes qui comportent la molécule captant la lumiere, ’opsine. Ainsi, chez un
spécimen post-mortem atteint de rétinopathie pigmentaire, nous avons pu retrouver
I’expression de BSG1 dans des cones dépourvus de segment externe.

Le renouvellement des segments externes des photorécepteurs est renouvelé selon le
rythme circadien a un rythme quotidien extraordinaire de 10% de sa longueur. Ceci requiert
une synthese trés importante de macromolécules telles que les lipides a partir du glucose.
Ainsi, en I’absence de RACVF, soit apres la perte des batonnets dans le cas de rétinopathie
pigmentaire, I’absence de stimulation du transport du glucose entrainerait la réduction de la
taille des segments externes des cones, et donc a la perte de la capacit¢ de I’opsine a
transmettre le signal lumineux. Il est ici intéressant de noter que ce mécanisme implique que
I’on puisse augmenter la taille des segments externes des cones chez les patients souffrant de
rétinopathie pigmentaire par administration de RACVF. Comme dans I’exemple cité plus haut
ceci concernerait les patients ayant conservé des segments internes des cones et I’expression
de BSGI1. Ce scénario envisage donc que 1’administration du facteur RACVF par thérapie
génique puisse restaurer la vision des patients atteints de rétinopathie pigmentaire et pas
simplement la stabiliser comme a I’origine du projet.

Pour précéder a la comparaison, ne disposant pas de métabolites actifs purs, nous avons
utilisé les fractions les plus actives d’Uvaria chamae au cours de leur élaboration. Nous
avons dans un premier temps testé le role de la glycolyse aérobie dans les effets trophiques
des fractions UcAC3F813S2 et UcAC3F8f3S4. Pour ceci nous avons utilis€ un analogue du
pyruvate ’oxamate qui inhibe Iactivité de la lactate déshydrogénase (Fig. 105a), I’enzyme
qui différencie la glycolyse aérobie de la phosphorylation oxydative (Fig. 104). Les cultures
enrichies en cones ensemencées & 1 x 10° cellules/cm® ont été incubées avec les fractions
d’Uvaria chamae a 100 ng/ml (S2) et 1 pg/ml (S4). L’effet protecteur de RACVF sur ces
cultures étant inhibé a 12,5 nM d’oxamate, nous avons réalis¢é un essai avec des
concentrations d’oxamate dans la méme gamme. L’activit¢ trophique de la fraction

192



RACVF

|' Glc

BSG1 i |.
GLUT1
I"Lﬂvr il
4
TXNRD®* NAPD+ ppp v

—_— Glc

1 NAPDH ~ NAPDH l HEX

TXNRD R5P G6P mm)
6PD l GPI
1 PFK
TXN'e4/RdCVFLed  (mmmEm  TXN*/RACVFLO* 1 \
ALDO
@ pHAP

TPI \
GAPD'N LIPID

l PGK  SYNTHESIS

l PGM
§ee o

ROS
PKM
W |
OXPHOS@ PYR

1 LDH |EE Oxamate

L
UK5099 ACT

[

MCT1

BSG1 LACT

Figure 104: La signalisation RACVF. RACVF, rod-derived cone viability factor; BSG1 basigin 1;
GLUTI, transporter du glucose 1; HEX, hexokinase, GPI; glucose phosphate isomérase; PFK,
phosphofructokinase; ALDO, aldolase; GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate déshydrogenase; TPI,
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UcAC3F813S2 est réduite en présence de 12,5 nM d’oxamate et abolie a 25 nM (Fig. 105b).
On observera que I’oxamate n’a aucun effet toxique sur les cellules entre 12,5 et 50 nM
comme il est possible de le voir pour les cultures incubées sans fraction de métabolites
secondaires (0). L’activité trophique de la fraction UcAC3F8f3S4 est aussi inhibée de
maniére dose dépendante par 1’oxamate (Fig. 105¢c). Ceci renforce I’hypothése que les
molécules actives présentes dans les fractions S2 et S4 sont apparentées (Fig. 90a).

Cet essai nous a conduit a nous poser la question de I’implication générale de la glycolyse
aérobie dans la survie des cones. Nous avons observé que I’oxamate est toxique a la dose de
100 nM, mais pas aux concentrations moins élevées testées. Ceci indique que seul I’effet
trophique est affecté¢ entre 12,5 et 50 nM. Nous avons donc testé deux autres plantes
sélectionnées par le criblage, I’annonacée Annona senegalensis (Fig. 67) et la rutacée
Zanthoxylum zanthoxyloides (Table 4). Lors de ce second essai, I’inhibition par 1’oxamate
des effets trophiques de la fraction UcAC3F8f3S4 a pu étre reproduit ; méme si nos
conditions différent légerement car la fraction a été testée a 100 ng/ml et pas a 1 pg/ml
comme précédemment (Fig. 106a). Pour ce qui est d’Annona senegalensis, le facteur de
viabilité est réduit progressivement lorsque que la concentration en oxamate augmente. Lors
de l’essai impliquant Zanthoxylum zanthoxyloides, I’inhibition de I’effet trophique de la
fraction UcAC3F8f3S4 est observée a 50 nM d’oxamate (Fig. 106b). A cette concentration,
et méme a 100 nM, I'oxamate ne réduit pas le facteur de viabilité, ce qui indique que
I’activité des métabolites secondaires contenus dans la plante Zanthoxylum zanthoxyloides ne
requiert pas la lactate déshydrogénase. Ceci suggére que les molécules actives contenues
dans I’annonacée sont apparentées aux molécules contenues dans les feuilles d’Uvaria

chamae et que Zanthoxylum zanthoxyloides agit sur les cones par un mécanisme indépendant
d’Uvaria chamae et de RACVF.

La glycolyse aérobie implique que les carbones du glucose ne soient pas oxydés en CO, par la
chaine respiratoire au niveau de la mitochondrie mais qu’ils entrent dans la composition de
macromolécules utilisées comme biomasse, et plus précisément dans les lipides nécessaires
au renouvellement des segments externes des cones. Récemment, les transporteurs
mitochondriaux du pyruvate (MPC) ont ¢été identifiés (Bricker et al., 2012; Herzig et al.,
2012). Ces protéines de la membrane interne de la mitochondrie sont essentielles au transport

du pyruvate issues de la glycolyse vers la matrice mitochondriale ou il est oxydé décarboxylé
en acétyl-coA qui est oxydé par le cycle de Krebs pour former du CO; et un gradient de
proton qui est ensuite utilisé par la chaine respiratoire pour produire de 1’énergie sous forme
d’ATP (Stryer et al., 2003). L’acide 2-cyano-3-(1-phényl-1H-indol-3-yl)-2-propénoique
(UKS5099) est un inhibiteur des transporteurs mitochondriaux du pyruvate (Du et al., 2013).
A 10 nM UKS5099 inhibe la consommation d'oxygéne alimentée par le pyruvate mais pas
celle alimentée par le glutamate ou le succinate. Nous avons donc testé I’effet de I’inhibition
du transport du pyruvate vers la mitochondrie (Fig. 107a). Pour réaliser ce test, nous avons
utilis¢ la fraction UcSUCF1 issue du «scale up ». Des cultures enrichies en cones
ensemencées & 2 x 10° cellules/cm” ont été mises en présence de la fraction UcSUCFI a 10
pg/ml et avec des concentrations croissantes d’UK5099. Le transport du pyruvate dans la
matrice mitochondriale n’est pas essentiel a 1’effet trophique de RACVF, pas plus qu'a celui

des métabolites contenus dans les feuilles d’Uvaria chamae (Fig. 107b). Méme a la
concentration de 50 nM, soit cinq fois la concentration reportée pour étre active, UK5099 ne
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réduit pas Iactivité trophique UcSUCF]I, il semble méme que celle-ci soit potentialisée. Ce
résultat est parfaitement compatible avec ceux obtenus pour [’oxamate et confirme
I’implication de la glycolyse aérobie dans le mécanisme d’action trophique d’ Uvaria chamae.

Ces résultats nous ont amené a nous poser la question de I’implication du transport du
glucose. Pour tester I’incorporation du glucose dans les cellules enrichies en cdnes, nous
avons utilis¢ un analogue non métabolisable du glucose le 2-déoxy-2-[(7-nitro-2,1,3-
benzoxadiazol-4-yl)amino]-D-glucose (2-NBDG). Celui-ci est fluorescent et permet de
mesurer la quantité relative d’incorporation du glucose (Fig. 108a). Lors des essais, les
cultures enrichies en cones ont été incubées pendant quatre jours avec les fractions d’ Uvaria
chamae, ensuite le milieu contenant du glucose été¢ éliminé et remplacé par un milieu
contenant la sonde 2-NBDG mais pas de glucose (M&M, chapitre 13). Dans un premier
essai, nous avons pu montrer que les fractions UcAC3F8f3S2 et UcAC3F813S4 entrainaient
une plus grande incorporation de glucose dans la cellule que la fraction inactive
UcAC3F813S8 (Fig. 108b). Lors d’un second essai, l’activit¢ de ces fractions sur
I’incorporation du glucose a été¢ comparée a RACVF. UcAC3F8f3S2 et UcAC3F8f354
entrainent une plus grande incorporation de glucose dans la cellule comparativement au
controle négatif (Fig. 108c). Dans cet essai, le facteur trophique RACVF est actif alors que la
thiorédoxine RACVFL ne I’est pas.

Nous avons ensuite testé la possibilité que 1’augmentation du transport du glucose par les
métabolites secondaires d’Uvaria chamae impliquait le récepteur de RACVF, BSG1 (Fig.
104). Pour ceci, nous avons mesuré¢ I’activit¢ d’inhibition d’une forme soluble de BSGI,
exBSG1. Cette construction correspond a la partie extracellulaire du récepteur mais ne
comprend pas le domaine transmembranaire (Fig. 109a). Lorsque celle-ci est ajoutée en
présence de RACVF, elle s’y lie et inhibe par compétition la signalisation trophique. Deux
essais ont été réalisés indépendamment. Lors du premier essai, la fraction inactive
UcC3F8113S1 a été comparée aux fractions actives UcC3F8113S2 et UcC3F8113S4. Une
réduction du facteur de viabilité¢ de 4,5 a 2,6 a été constatée pour des concentrations
croissantes d’exBSG1 avec la fraction S2 (Fig. 109b). Pour la fraction S4, la réduction de FV
est de 6,6 a 5,1. Dans aucun des cas, I’effet trophique n’a pu étre annulé comme nous 1’avons
par ailleurs observé pour RACVF. Lors du deuxiéme essai, les mémes fractions actives ont
été comparées a la fraction inactive UcC3F81f3S8. Ces derniers résultats ne semblent pas
conforter un role de BSG1 dans la signalisation d’Uvaria chamae. En effet, les facteurs de
viabilité a la plus haute concentration d’exBSG1 pour les fractions S2 et S4 ne montrent pas
de réduction significative (Fig. 109¢). Cette expérience un peu compliquée peut aussi
expliquer la variabilité¢ des résultats. Nous procéderons donc par une autre approche
consistant a réduire I’expression endogéne de BSG1 par ARN interférence.

Les propriétés partiellement hydrophobes des fractions actives d’Uvaria chamae,
ainsi que la masse réduite des métabolites secondaires comparativement aux macromolécules
telles que les protéines, nous ont amené a explorer la possibilité que la cible des molécules
actives étaient une protéine intracellulaire. Cette cible serait théoriquement impliquée dans la
glycolyse aérobie, a une étape limitante du flux métabolique. La phosphofructokinase (PFK)
est ’enzyme allostérique qui régule la glycolyse (Stryer et al., 2003) (Fig. 104). La rétine de
la souris se différencie apres la naissance. Les précurseurs des cellules rétiniennes cessent de
se diviser et se différencient en cellules gliales et en différents type de neurones (Fig. 38).
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Les segments externes des photorécepteurs, d’abord inexistants s’allongent progressivement
entre 10 et 22 jours (LaVail, 1973). Comme les opsines sont les constituants protéiques
majeurs des segments externes, I’expression des ARN messagers des opsines est un bon

indicateur de I’état de différenciation des photorécepteurs. Ainsi, I’expression du messager de
la rhodopsine (Rho) atteint son maximal d’expression a 20 jours chez la souris normale (wt,
Fig. 54). Nous avons donc examiné le transcriptome de la souris au cours de la
différenciation cellulaire entre 5 a 21 jours et recherché les messagers codant pour des
protéines impliquées dans la glycolyse aérobie. Ainsi I’expression du messager de
I’hexokinase 2 (Hk2), qui est spécifique de I’effet Warburg ou glycolyse aérobie augmente
entre 9 et 21 jours (Wolf et al., 2011) (Fig. 110a). L’expression de Glutl n’est pas
substantiellement modifiée durant cette période. Par contre I’expression du messager du

transporteur du lactate Slcl/6al et celui de la 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-
bisphosphatase 2 (Pfkfb2) précedent celle de ’hexokinase avec un saut d’expression entre 9
et 11 jours, comme si le métabolisme particulier des photorécepteurs se mettait en place a ce
stade de la différenciation de la rétine. Il y a quatre geénes codant pour une 6-phosphofructo-
2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase (PFKFB2) chez les vertébrés, mais seul Pfkfb2 présente
ce profil d’expression particulier et suggestif. Les PFKFB sont responsables de la syntheése du
fructose 2,6-bisphosphate (F26BP), I’activateur allostérique de la phosfructokinase (PFK),
I’enzyme de régulation de la glycolyse (Rider et al., 2004) (Fig. 110b). Les PFKFB sont
bifonctionnelles comprenant une activité fructose-2,6-bisphosphatase qui réduit la
concentration de F26BP. Ainsi, un métabolite secondaire capable d’augmenter 1’activité 6-
phosphofructo-2-kinase ou de diminuer I’activité 2,6-bisphosphatase de PFKFB2 devrait
provoquer une augmentation de la concentration intracellulaire de F26BP, I’activité¢ de la
phosfructokinase (PFK) et donc la glycolyse. La phosphorylation de PFKF2 aux résidus S466
et S483 entraine l'activation constitutive de IP’activité¢ 6-phosphofructo-2-kinase et
conjointement avec HK2, la synthése des lipides (Moon et al., 2011). Comme Iles
transporteurs du glucose tel que GLUT1 sont facilitants, c’est a dire qu’ils transportent le
glucose selon son gradient de concentration, 1’accélération de la glycolyse doit réduire la

concentration de glucose intracellulaire et accélérer ainsi son transport du milieu
extracellulaire vers le cytoplasme (Carruthers et al., 2009). Ceci s’accorderait donc avec les
résultats de I’incorporation du glucose (Fig. 108). Etrangement, PFKFB2 est connue comme
la forme cardiaque des PFKFB et n’a pas jusqu’a maintenant été reportée comme exprimée
dans la rétine (Heine-Suner et al., 1998). Nous avons examiné 1’expression tissulaire de son
messager in silico grace aux données disponibles dans notre base de connaissances (KBaSS
2014). Parmi les 37 tissus examinés, I’expression dans la rétine est prépondérante et dépasse
largement celle enregistrée pour le cceur (Fig. 110c¢). Nous avons donc examiné 1’expression

de PFKFB2 dans la rétine d’une souris adulte par « western blotting ». Comme les données in
silico le laissaient entendre, PFKFB2 est exprimée a un niveau beaucoup plus élevé que le
cceur et le cerveau (Fig. 111a). Afin de préciser le site d’expression dans la rétine nous
avons examiné en triplicat ’expression de PFKFB2 dans la rétine de souris normales (wt) et
de souris présentant une dégénérescence séquentielle des batonnets puis des cones lice a la
mutation du geénes Pde6b, la souris rdl. La perte d’expression du messager de la rhodopsine,
spécifique des batonnets a 21 jours, signe la mort des batonnets a cet age (Fig. 54a). Pourtant,
a cet age, I’expression de PFKFB2 n’est pas significativement différente entre la rétine wt et
rdl (Fig. 111b). Par contre I’expression de PFKFB2 est réduite a 35 jours dans la rétine de la
souris rd! (Fig. 111¢). Puisque la perte des cones suit directement celle des batonnets apres
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la perte d’expression de RDCVF, ce profil temporel d’expression est compatible avec une
expression préférentielle de PFKFB2 par les cones. Nous rechercherons donc I’effet de
I’inhibition de I’expression de PFKFB2 dans les cultures enrichies en cones par ARN
interférence sur l’effet trophique des métabolites secondaires contenus dans les feuilles
d’Uvaria chamae.

I11.7 CARACTERISATION DU METABOLITE ACTIF SUR LA SURVIE

Le Fructus barbarum est utilisé en médecine traditionnelle pour son action bénéfique
sur la vision. Des analyses HPLC-MS, GC-MS couplées a des études de résonnance
magnétique nucléaire sur des extraits aqueux de baies de Fructus barbarum ont mis en
évidence des glycoprotéines dénommées les LBP (liposaccharide binding protein). Ces
carbohydrates sont liés par des liaisons o-glycosidiques aux résidus thréonine et sérine des
protéines, leur conférant ainsi une grande diversité chimique et un hauts poids moléculaire.
Dans un modéle de maladies de Parkinson, Alzheimer (AD), Huntington, les LBP diminuent
les induits de glutamate et causent également la diminution de la phosphorylation de TAU,
préservant la survie neuronale. Des études in vitro et in vivo ont démontré les effets
protecteurs des LBP sur la survie des cellules ganglionnaires rétiniennes (t M yang). La cible
et le mécanisme d’action des LBP ne sont pas connus mais, de par leur grande diversité
chimique, les LBP semblent étre capables de toucher plusieurs cibles impliquées dans des
pathologies multifactorielles comme les dégénérescences rétiniennes. Nous avons prouveé
I’effet protecteur sur la survie des cones du Fructus barbarum, ce qui a renforcé son
utilisation dans nos essais comme témoin positif.

Dans le cadre de nos travaux, nous avons émis 1’hypothése que la molécule active d’ Uvaria
chamae sur la survie des cones pourrait appartenir a la famille des arabinogalactoprotéines
(AGP), connues pour posséder de hauts poids moléculaires. Ces protéines sont, pour la
plupart, complexées a des fonctions oses comme le sont les LBP et exercent une multitude de
roles dans le développement et la croissance des végétaux.

I[11.7.1 SEPARATION PAR TAILLE DES FRACTIONS ACTIVES D'UVARIA CHAMAE

Afin de valider ou réfuter cette hypothése nous permettant de déterminer la nature des
métabolites actifs sur la survie des photorécepteurs a cones, des expériences d’ultrafiltration
furent réalisées avec des filtres présentant une limite d’exclusion de 3kDa, sur les fractions
UcAC3F813S2 et UcAC3F8f35S4 en parallele de celle issue du « scale up » UcSUCF1 (Fig.
113a). Cette opération a conduit aux filtrats et rétentats de chacune d’entre elles. Les filtrats
sont caractérisés par une couleur blanche a transparente, les rétentats sont quant a eux
caractérisés par une coloration jaune pour la UcAC3F8f3S2 et UcSUCTI, et odorante et de
coloration verte pour la fraction trophique UcAC3F8{3S4. L’effet de ces fractions sur les
cultures de cones ensemencées & 1 x 10°cellules/cm’ a permis de mettre en évidence que le
métabolite actif sur la survie se retrouve uniquement dans le rétentat, toutes fractions
confondues. La fraction UcSUCF]1 testée a 100 ng/ml induit un FV de 2,5, cette activité est
retrouvée dans le rétentat et absent du filtrat. Cette observation a été également constatée
pour la fraction UcAC3F813S4 dont le FV du filtrat est inférieur & 2 dans le filtrat et de 3,2
pour le rétentat. Par comparaison, le FV de la fraction totale (dépot) est de 2,1, dénotant un
enrichissement en faveur du rétentat (Fig. 113b). Ces résultats semblent indiquer que
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I’exclusion sur filtre de 3 kDa a scindé dans ces fractions les molécules possiblement
toxiques et neutres au niveau du filtrat et les métabolites protecteurs enrichis dans le rétentat.
De fagon comparable, la fraction UcAC3F8f3S2 présente a sa dose optimale le méme
comportement, avec un FV de 2,4 pour le rétentat, ce qui exprime un net enrichissement en
métabolites trophiques comparé au filtrat, qui présente une légere toxicité en comparaison au
contrdle négatif (Fig. 113b).

Afin de resserrer 1’étau, nous avons utilisé une série de filtres avec des limites
d’exclusions de 3,10, 30, 100 kDa sur la fraction « scale up » UcSUCF1 (Fig. 114a). Les
facteurs de viabilité des rétentats sont significativement supérieurs aux filtrats pour
I’ensemble des filtres utilisés. Il semble que I'utilisation de diametres de pores croissants soit
en corrélation avec I’augmentation du facteur de viabilité qui est de 3,3 pour 100 kDa et de
2,7 pour un filtre de 10 kDa. L’incapacité de retrouver pour UcSUCF1 un FV aux alentours
de 4,1 s’explique par la difficulté de solubiliser le rétentat durant la reprise d’UcSuCFl1,
concentré en métabolites, ainsi que par les pertes non spécifiques attribuées a ’utilisation du
filtre. La transposition de ce procédé en « scale up » a nécessité 'utilisation d’un mode de
séparation équivalent. Une centrifugation de plus de 50 000 g a été appliquée a UcSUCF1. Le
culot et le surnageant résultants furent testés en paralléle dans une gamme de concentrations
de 1, 10, 100 pg/ml sur des cultures a 2 x 10° cellules/cm”. Les résultats semblent en accord
avec I’expérience d’ultrafiltration, I’ensemble des métabolites avec activité trophique sont
dans le culot, alors que le surnageant en est appauvri. De plus un effet dose réponse est
constaté avec un FV de 2,3 pour une concentration de 100 pg/ml (Fig. 114a). La
comparaison entre la fraction UcSUCFI et son culot tend a indiquer un enrichissement des
molécules protectrices dans le culot ainsi qu’un appauvrissement des molécules toxiques,
suggérant que la centrifugation a séparé les molécules protectrices des molécules toxiques,
ces dernieres se retrouvant majoritairement dans le filtrat.

L’ensemble de ces résultats peut s’interpréter de deux fagons : 1) les métabolites
actifs se caractérisent par un haut poids moléculaire 2) Les molécules actives se trouve
encastrée dans un complexe la maintenant dans les fractions culot et rétentat. Les analyses de
masses conduites sur la fraction UcAC3F8 montrent des métabolites se situant dans une
fourchette de masses allant de 254 a 1284 Da, ce qui semble soutenir I’hypothése d’un
complexe, ou agrégat, de métabolites encastrant les molécules actives sur la survie des cones.
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I11.7.2 EFFET DE LA DEGLYCOSYLATION

Ces données obtenues par ultrafiltration ou centrifugation n’ont toutefois pas validé
ou réfuté I’hypothése des arabinogalactoproteines (AGP). Nous avons donc effectué une
déglycosylation des fractions actives UcAC3F8f3S4 et de la fraction UcSUCFI1 par
I’intermédiaire de différentes enzymes de clivages (Fig. 115a). La déglycosylation a été
validée sur gel de Coomassie et par coloration argentique par I’intermédiaire de la
déglycosylation d’un controle interne, la glycoprotéine fétuine (Fig. 115b). Les activités des
fractions glycosylées et non glycosylées d’UcAC3F813S4 et UcSUCF1 ne montrent pas de
différence significative, les FV sont similaires pour les deux formes a la méme concentration
(Fig. 115¢). Un effet dose dépendant est constaté pour UcAC3F8f3S4 avec un facteur de
viabilité de 2,6 pour 50 ng/ml et de 3,8 pour 100 ng/ml. De ces résultats nous pouvons
déduire que I’activité protectrice ne serait probablement pas imputée a un métabolite de la
famille des AGP, des glycoprotéines ou a des sucres conjugués.

Ces procédés de separation par taille et par propriétes chimiques ont orienté I’étape de
purification mise en place dans le « Scale up » en montrant le potentiel d’utilisation du
caractére insoluble de la fraction UcSUCF11In (Fig. 100).
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IV DISCUSSION ET PERSPECTIVES

IV.1 OU EN SOMMES-NOUS ?

Au stade actuel, nous avons produit par «scale up» 33,3 gr d’une fraction
UcSUCF1InR4D7 avec une activité trophique sensiblement équivalente a la fraction
UcAC3F813 (Table 10). Ainsi la fraction UcSUCF1InR4D7 présente un facteur de viabilité
de 3,9 a 100 ng/ml (Fig. 102a) et la fraction UcAC3F8f3 un facteur de viabilité de 4,5 a 100
ng/ml (Fig. 86b). L analyse du profil chromatographique de ces deux fractions nous indique
que la fraction UcSUCF1InR4D7 du «scale up » est sans doute moins hétérogéne que la
fraction UcAC3F813 (Fig. 103). Les 33,3 gr produits sont inférieurs aux 75 gr prédits par
notre simulation (Table 9). Néanmoins, ceci ne représente pas réellement un handicap car la
production des équivalents des fractions actives UcAC3F8f3S2A2-A3 et UcAC3F8S4B4
devrait maintenant pouvoir étre optimisée. Ces deux fractions contiendraient un alcaloide
actif et un dérivé actif de cet alcaloide (Fig. 84 et 90a) présentant une activité trophique a
0,188 nM, similaire a celle du facteur trophique RACVF. Cette activité spécifique tres élevée
est parfaitement compatible avec le fait que les métabolites secondaires actifs contenus dans
les feuilles d’Uvaria Chamae agissent sur la glycolyse aérobie comme RACVF. Ainsi, les
effets protecteurs des fractions UcAC3F8f3S2 et UcAC3F8f3S4 sont bloqués par I’oxamate,
un inhibiteur de la lactate déshydrogénase (Fig. 105). De méme, et comme pour RACVF, le
transfert du pyruvate dans la matrice mitochondriale n’est pas nécessaire a Dactivité
trophique de la fraction UcSUCF]1 issue du « scale up » comme le montre ’absence d’effet
de l'inhibiteur du transporteur mitochondrial du pyruvate UK5099 (Fig. 107). Ces deux
molécules seront trés utiles pour faire le tri parmi les fractions actives lors de la présence
d’ambiguité dans les résultats (voir par exemple Fig. 92b).

Nous n’avons avons pas trouvé d’exemple dans la littérature de facteur trophique ou
bien de métabolite secondaire issus de végétaux qui agissent en stimulant la glycolyse
aérobie. Pourtant, le Pr Otto Warburg avait lui-méme relevé que la rétine faisait exception a
la restriction de I’effet Warburg aux seules cellules tumorales (Warburg and Dickens, 1931).

L’explication la plus souvent avancée pour expliquer que les cellules cancéreuses
fonctionnent selon un mode énergétique qui évite la phosphorylation oxydative de la
mitochondrie, au détriment de la capacité a former des molécules d’ATP, est que ces cellules
se multiplient rapidement et leur demande repose beaucoup plus sur ’utilisation du carbone
provenant du glucose pour fabriquer les macromolécules que d’ATP qui est utilis¢é comme
réserve énergétique pour les nombreuses activités enzymatiques de la cellule (Vander Heiden
et al., 2009). L’explication de I’existence dans des conditions physiologiques de ce
métabolisme particulier du glucose, la source énergétique principale des neurones, est tres
probablement liée au taux extrémement ¢levé de renouvellement des segments externes des
photorécepteurs durant toute la vie (Casson et al., 2012). Il est important de remarquer ici que
la membrane des segments photorécepteurs a cones est en prolongement de celui de la
membrane du cone, ce qui n’est pas le cas pour les batonnets du fait de la présence de disques
fermés (Young. 1969) (Fig. 116a). A cause de ces disques, les lipides doivent étre transportés
par des vésicules dans les batonnets (Chuang et al., 2007) (Fig. 116b). Un défaut dans le
mécanisme de fusion de ces vésicules conduit a la mort des batonnets (Nishiwaki et al.,
2013). Les cultures enrichies en cones préparées a partir de rétines d’embryons de poulet
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Figure 116: Différence des mécanisme de renouvellement des segments
externes des batonnets et les cones. a. Le transport des lipides du segment
interne ou ils sont synthétisés vers le segment externe. Noter I’absence de
continuité de la membrane pour les batonnets. b. Détails illustrant le mécanisme
de transport qui ne fait intervenir des vésicules (V) que pour les batonnets. Adapté
de Chuang et coll., Cell 13, 535 (2007). c¢. Analyse immunocytochimique des
cultures enrichies en cones avec un anticorps dirigé contre I’opsine des cones

rouges (CERN 906).
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constituent un modele appropri¢ d’étude de la survie des cones a plusieurs égards. Ces
cultures primaires de neurones sont constituées d’approximativement de ~80% de cones, et
ceux-ci s’allongent et se raccourcissent en fonction de la lumiere et du rythme circadien. Ce
sont ces prolongements que nous avons observés dans les cultures en présence des fractions
actives des feuilles d’Uvaria chamae (Fig. 87, 94, 96 et 97). Cette morphologie
caractéristique des cones matures est trés probablement liée a I’extension de la membrane
plasmique des cellules a cones, extensions qui ne sont pas sans rappeler I’ébauche de
segment externe observée dans nos cultures provenant d’embryons de poulet. D’ailleurs
lorsque ces cultures sont analysées par immunocytochimie, a 1’aide d’un anticorps dirigé
contre I’opsine rouge des cones de poulet (CERN 906, Paul Layer, université de Darmstadt),
I’immunoréactivité membranaire se localise au niveau du corps cellulaire et dans ces
prolongements, ou neurites (Fig. 116c¢). Ceci laisse a penser que les métabolites actifs
d’Uvaria chamae induisent la survie des cones en stimulant la glycolyse aérobie, peut étre
via PFKFB2, ce qui augmenterait la synthése lipidique et ainsi la formation de pseudo
segments externes. L’absence de ces derniéres structures, comme nous avons pu le constater
pour les cellules vivantes dans les essais réalisés avec des fractions inactives pourrait prédir
leur mort prochaine, suite peut-&tre au déficit de production d’un lipide (Fig. 87b et 94b).

Il est théoriquement possible que nous aurions pu identifier et caractériser un
métabolite secondaire doté d’un pouvoir protecteur sur les cones en nous concentrant sur
I’extrait de Ruta montana (Fig. 53 et 54). Cependant, pour des raisons de propricte
intelectuelle nous n’avons pas pu utiliser cette plante. Ce constat nous a conduits a identifier
une nouvelle source par la methode criblage haut contenu. Nous avons ainsi pu expérimenter
les différences entre le criblage d’'une banque d’expression et une extraith¢que de plantes.
Cette derniere est constituée d’un mélange de molécules protectrices et de molécules
cytotoxiques (Fig. 65 et 66). Ces molécules cytotoxiques interférent avec le processus de
purification. Ainsi la fraction active UcSUCF1InR4D7 est toxique a 100 pg/ml (Fig. 102b).
Notre idée a I’origine était de cribler des plantes utilisées comme remede traditionnel pour
traiter les affections oculaires, comme pour Ruta graveolens et Fructus barbarum. Ceci n’a
pas €té possible si tant est que cela ait été réalisable. En effet, les médecines traditionnelles ne
sont pas prescrites par des ophtalmologistes et chaque plante est en fait utilisée pour de
nombreuses applications. Ainsi 39% des plantes sont associées a plus de 10 termes médicaux,
et, parmi les 39% des plantes n’étant associées qu’a un seul terme, aucune ne concerne les
affections oculaires (Fig. 117). Les 9 plantes annotées « ophthalmia » de la collection sont
toutes retrouvées dans le groupe des 10 termes ou plus. Cela est peut-&tre lié¢ au statut social
des aveugles dans les sociétés primitives. Il faudrait trés certainement travailler étroitement
avec des ethnologues pour étre en mesure de constituer une collection ethnopharmacologique
de plantes utilisables en ophtalmologie. Rappelons que le Centre National Ophtalmologique
des Quinze-Vingts, le premier hopital ophtalmologique dans le monde, a été fondé par saint
Louis vers 1260. Le nom de Quinze-Vingts correspond aux 300 lits de I’hopital qui été
¢étaient répartis en 15 rangées de 20 lits. D’abord fondé pour recueillir les soldats blessés au
retour de la septieéme croisade, [’hopital a ensuite été ouvert aux aveugles de Paris qui étaient
en détresse. De part leur disponibilité, les plantes ont été largement utilisées en médecine
traditionnelle pour de trés nombreuses maladies. De méme, de nos jours I’industrie
pharmaceutique exploite encore les nombreuses proprié¢tés médicinales des plantes, et
cherche toujours a identifier de nouvelles plantes ou de nouveaux principes actifs.
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Figure 117: Nombre de termes médicaux associés aux plantes de
I’extraitheque criblée. D’apres la base de données par le Docteur
Duke (Duke, 2014; Royal botanic gardens, 2014).
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Le fait que la molécule active ne soit pas encore isolée et caractérisée est en relation
avec sa concentration, sans doute faible, dans les feuilles d’Uvaria chamae ce qui nous a
conduit a procéder a un « scale up » avec 100 kg de feuilles. Cette quantité de matériel
biologique n’est pas sans rappeler, toute proportion gardée, la purification de la brassinolide a
partir de 200 kg d’un extrait de pollen de colza (Brassica napus) guidée par la capacité des
fractions de I’extrait a favoriser 1'¢longation cellulaire (Grove et al., 1979). La brassinolide

active un récepteur exprimé a la surface des cellules végétales. Il s’agit sans doute d’une
indication forte du potentiel thérapeutique des métabolites actifs d’Uvaria chamae pour
traiter les dégénérescences rétiniennes héréditaires, dont la rétinopathie pigmentaire. Il est
trés peu probable que cette molécule s’ajoute a la longue liste des antioxydants utilisés contre
le vieillissement car son action semble différente.

IV.2 OU ALLONS-NOUS ?

Apres isolement et caractérisation, les métabolites secondaires des feuilles d’Uvaria
Chamae pourraient étre administrés aux patients atteints de rétinopathie pigmentaire pour
prévenir la perte des cones et donc de la vision centrale (Leveillard, 2014). La structure de

ces molécules pourrait étre utilisée pour en réaliser la synthése de novo, mais I’exemple du
taxol nous conduit a rester prudent sur cette derniére perspective (Mangatal et al., 1989).
L’autre option, plus réaliste a ce stade du projet serait d’administer la molécule active sous
forme d’un phytomédicament lors d'essais précliniques et dans la premiere phase d’un
éventuel essai clinique et d’en obtenir une autorisation de mise sur le marché (AMM) (Choi
et al., 2013). Le fait qu’Uvaria chamae n’est pas indiquée de maniére explicite pour le

traitement des affections oculaires au Burkina Faso ou ailleurs, nous porte a penser que nous
ne pouvons étre accusés de biopiraterie. Elle est associée a vingt termes dans la base du Dr.
Duke, dont dysenterie, fievre jaune, jaunisse, ophtalmie, purgatif;... (Table 3). En effet, notre
approche de criblage d’une extraithéque de plantes médicinales se départit de 1’acte
caractérisé¢ de biopiraterie (Vermaak et al., 2011). Hoodia gordonii est une plante succulente
typique du désert de Namibie, utilisée traditionnellement par les Khoi-Sans comme coupe-
faim. Cette plante est convoitée par certains laboratoires pharmaceutiques, qui aimeraient

breveter son utilisation dans les régimes amaigrissants. Pour ce faire, notre fournisseur au
Burkina Faso a été averti qu'une demande importante de feuilles d’Uvaria chamae pourrait
lui étre adressée pour la prochaine collecte, en Juin 2015. Nous pouvons bien entendu, et dés
maintenant, tenter d’acclimater la plante en France, ou elle n’existe pas a notre connaissance.
En effet Uvaria chamae appartient aux annonacées, une famille ne regroupant que des
especes tropicales (Fig. 118a). Elle appartient a 1’ordre des magnoliales dont I'aire de
répartition inclus I’Europe (Fig. 118b). Il est intéressant de remarquer qu’Uvaria chamae et
la famille des annonacées sont des plantes trés archaiques (Leboeuf et al., 1982). Trois

especes d’annonacées ont été identifiées par criblage haut contenu : Uvaria chamae, Annona
senegalensis et Xylopia vielana (Table 4 et Fig. 65). L’effet trophique d’Uvaria chamae et
d’Annona senegalensis requiert I’activité de la lactate déshydrogénase, et passe donc par la
stimulation de la glycolyse aérobie (Fig. 106a). Il est semble-t-il 1égitime de s’interroger sur
I’existence d’un métabolite secondaire avec une activité trophique sur les cones qui soit
présent dans I’ensemble des espéces de magnoliales. L’arbre phylogénétique se découpe en 6
branches (Fig. 119a) qui inclut une famille largement distribuée en France, celle des
magnoliacées dont le magnolia (Fig. 119b). Nous testerons donc des extrais de magnolia, qui
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Figure 118: Répartition géographique des plantes apparentées a Uvaria chamae.
a. La famille des annonacées. b. Le genre des magnoliales.
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posséde aussi des caractéres primitifs, pour chercher une source plus abondante et aisément
accessible de métabolites secondaires protégeant les cones.

Ces métabolites secondaires seraient administrés a des patients souffrant de rétinopathie
pigmentaire, et pour lesquels le géne causal et la mutation précédemment ont été caractérisés.
Des patients avec une mutation dominante dans le géne de la rhodopsine, exprimé
sélectivement par les batonnets, ont déja été recrutés pour les essais impliquant RACVF au
centre d’investigation clinique des Quinze-Vingts (Audo et al., 2010). Le mécanisme d’action
proposé ici des métabolites secondaires contenus dans les feuilles d’Uvaria chamae
impliquant une augmentation de la concentration de F26BP, le régulateur allostérique de la
glycolyse, via PFKFB2, suggére qu’ils pourraient agir en synergie avec RACVF. La
stimulation du transporteur du glucose GLUT1 augmente la concentration de glucose dans la
cellule et la stimulation de la glycolyse accélére de maniere indépendante et donc cumulative
la production de précurseurs des lipides pour renouveler les segments externe des cones. Ce
renouvellement suit leur phagocytose (raccourcissement) par I’épithélium pigmentaire

rétinien aux premieéres heures du jour (Boudard et al., 2011). L’expression du messager de
RACVF cycle selon le rythme nycthéméral avec une expression minimale la nuit et
progressant durant la journée en parallele a I’allongement des segments externes des
photorécepteurs (Elachouri et coll., manuscrit en préparation). La délivrance de RACVF par
thérapie génique ne reproduira pas ce cycle parce qu’il sera introduit dans les cellules de
I’épithélium pigmentaire rétinien dans un vecteur VAA avec un promoteur ubiquitaire. 11
serait ainsi concevable de stimuler la glycolyse aérobie a un niveau supérieur a celui di au
seul vecteur RACVF en administrant le matin, avant méme d’ouvrir les yeux ou bien de

s’exposer a la lumiére les métabolites actifs d’Uvaria chamae en vue de stimuler au
maximum le renouvellement des segments externe des cones qui sont si importants pour la
vision centrale.
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Abstract

More than 57 genes are responsible for retinitis pigmentosa (RP), the most common inherited retinal degeneration, are
selectively expressed by rods. In most mammals, including humans, rods represent 95% of photoreceptors whereas the
remaining 5% are cones. Rods have a minor role in vision which depends mainly on cone photoreceptors. It is
unknown why cones degenerate after rods in a second step in this incurable blinding disease.

The gene NXNL1 encodes for a cone survival factor, RACVF and also by alternative splicing, for a thioredoxin protein,
RACVFL. Those proteins are selectively expressed by photoreceptors. RACVF is secreted by rods and protects the
cones and their function by activating a receptor on their surface.

A mutation causing a rod death in RP results in a significant reduction in retinal concentration of RACVF.
Consequently, cones are no longer protected and therefore degenerate. Administration of RACVF could invert cone
degeneration by maintaining central vision in patients suffering of RP, regardless of a causative gene.

RACVF was identified by the technology of high content screening on primary chicken cone cultures. In order to
identify secondary metabolites having the ability to promote cone survival, we test on the same system a collection of
plants extracts used in traditional medicine. Our findings would serve to develop a second generation of therapeutic
agents for the treatment of RP.

The screening of 800 extracts has led us to identify 30 plants having a possible protective activity on cones. We
focused on secondary metabolites extracted from Uvaria chamae leaves, belonging to the Annonaceae family and
demonstrated its strong promoting activity on cone survival. The bioguided fractionation of 5 kg of leaves extracted
from Uvaria chamae allowed, after six purification steps including four reverse phase chromatography rounds (RP-
HPLC), the production of 140 micrograms. This fraction was shown to possess a high specific activity. Since the
material amount is not sufficient to characterize actives molecules, we repeated the same purification process starting
from 100 kg of Uvaria chamae leaves that were harvested specifically for this project during the rainy season in
Burkina Faso.

The second fractionation was carried out by a quasi-industrial scale, given a proper amount of material that enabled us
to study the activity on cone survival. After four successful consecutive purification steps, we are able to purify and to
characterize the active molecules which will be then validated in a mouse model of RP before initiating preclinical
studies.

Using the most active fractions, we have shown that the Uvaria chamae extract induced cone survival by stimulating
aerobic glycolysis, also known as the Warburg effect. This has also been validated for the second species of the same
family Annona senegalensis, issued from the screening.

This effect does not depend on the RACVF surface receptor that activates the Warburg effect by stimulation of glucose
uptake through one of its transporters, GLUTI.

These molecules are not agonists of RACVF and do not interact with the same receptor of RACVF. It seems that the
glucose uptake and the Warburg effect, stimulated by the Uvaria chamae molecules, depend on an intracellular target.

Using transcriptomic data, we were able to highlight specific expression by photoreceptors of an enzyme belonging to
the family of 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 2, PFKFB2, which produces an allosteric
glycolysis activator. RNA interference studies will enable to validate this target and to identify common points
between the trophic factor RACVF and the secondary metabolite extracts from Uvaria chamae leaves.

Key words: Uvaria chamae, retinitis pigmentosa (RP), RACVF (Rod-derived Cone Viability Factor), high content
screening, Traditional medicine, bioguided fractionation, Annonaceae, primary chicken cone cultures, Warburg effect,
cell survival, quasi-industrial scale, RP-HPLC.
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