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3DV : mélange de ALOF, COMA1 et SARC dans les proportions 1/1/1 (m/m/m)
A : extrait a I'acétate d'éthyle

ACN : acétonitrile

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

AF : acide formique

ALOF : Aloe ferox

AMMO : gomme ammoniaque traditionnelle d'espéce inconnue

ARN : Acide RiboNucléique

CCM : Chromatographie sur Couche Mince

CMB : Concentration Minimale Bactéricide

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice

COMA : Commiphora abyssinica

CTAB : bromure de cétyltriméthylammaonium

Cu(OAc)2 : acétate de cuivre

CuNP : Copper NanoParticles (nanoparticules de Cuivre)

D : extrait dans le dichlorométhane

DCM : dichlorométhane

DFO : DéFérOxamine

DO : Densité Optique

DMSO : DiMéthylSulfOoxyde

EDTA : EthyleneDiamineTetraacetic Acid (acide éthylénediaminetétraacétique)
EH : extrait dans |'éthanol a 70%

EtOAC : acétate déthyle

EtOH : éthanol

ESI : ElectroSpray Ionization (ionisation par électronébuliseur)

HPLC : High Performance Lliquid Chromatography (Chromatographie Liquide Haute Performance)
HPLC-DAD : HPLC équipée d'un détecteur a barrette de diode

HPLC-HRMS : HPLC équipée d'un spectromeétre de masse comme détecteur haute résolution
HRMS : spectrométre de masse haute résolution

IS : Indice de Sélectivité

ITS : Internal Transcribed Spacer (espaceur interne trancrit)

KOH : Hydroxyde de potassium

LPS : LipoPolySaccharide

LC : Liquid Chromatography (chromatographie liquide)

LC-Flash : chromatographie liquide Flash
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MH-II : milieu Muller Hinton II ajusté en cations

MRSA : Methicillin-Resistant Staphylococcus Aureus (souche S. aureus méticilline-résistante)
MYRR : myrrhe traditionnelle d'espéce inconnue

NaCl : chlorure de sodium

NaOAc : acétate de sodium

NO : monoxyde d'azote

PCR : Polymerase Chain Reaction (amplification en chaine par polymérase)

Ph. Eur. : Pharmacopée Européenne

Ph. Méd. Ar. : Pharmacopée Médiévale Arabe

PTFE : PolyTétraFluoroEthyléne

R1:reméde 1

R2 : reméde 2

RDV : mélange des 4 drogues végétales des remeédes dans les proportions 1/1/1/1 m/m/m/m
Rf : Rapport frontal

rpm : rotations par minutes

ROS : Reactive Oxygen Species (espéces réactives de I'oxygéene)

SARC : gomme sarcocolle traditionnelle d’espéce inconnue

TFA : TriFluoroacetic Acid (acide trifluoroacétique)

ToF : Time-0f-Flight (temps de vol)

UFC : Unités Formant des Colonies
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Introduction

1. Contexte et objectifs généraux de la thése

La résistance des bactéries aux antibiotiques - a fortiori a plusieurs d'entre eux - représente
un probléme mondial et urgent'™. En effet, le nombre de décés dus a ces bactéries multirésistantes
est estimé a plus de 700 000 par an dans le monde, d'aprés une étude commandée par le
gouvernement britannique en 2014°. Une seconde étude, plus récente, a fait un état des lieux
encore plus alarmant avec une estimation de 1,27 millions de morts dus a des bactéries
multirésistantes en 2019°. Trouver de nouveaux antibactériens est donc plus que jamais un axe de

recherche majeur.

La présente thése s'integre dans le programme de recherche interdisciplinaire MANSA
(MANuscrits Scientifiques Anciens), dont un des axes de recherche est I'exploration de
pharmacopées anciennes de tradition écrite pour une application en thérapeutique antiinfectieuse.
Ce programme a été initié en 2017 par le Dr. Pierre FECHTER, microbiologiste au sein de 'UMR 7242
(équipe Métaux et microorganismes : biologie, chimie et applications), en collaboration avec la
Pr. Catherine VONTHRON-SENECHEAU, pharmacognoste (UMR 7200, équipe Chimie-Biologie
Intégrative et Pharmacognosie), la Dr. Véronique PITCHON, historienne (UMR 7044, équipe
Territoires et empires d'Orient), et la Dr. Laurence CHOULIER, biochimiste spécialisée dans la
vectorisation (UMR 7021, équipe Signalisation tumorale et cibles thérapeutiques). Le projet
comprend aujourd'hui plusieurs axes de recherches et implique une quinzaine d'acteurs de la
recherche en sciences humaines comme en sciences expérimentales, dont la Pr. Sylvie FOURNEL,
immunologiste au sein de I'UMR 7199 (équipe 3BIO Biovectorisation, Bioconjugaison et

Biomatériaux), dont la collaboration a été précieuse lors cette étude.

Le but de cette thése a donc été d'identifier de nouvelles associations antibactériennes dans
des pharmacopées manuscrites datant des Califats islamiques, textes que nous regrouperont ici sous

le terme général de Pharmacopée Médiévale Arabe (Ph. Méd. Ar.).

Cette approche s'inscrit dans une stratégie ethnopharmacologique et cherche a comprendre
comment agissent deux remeédes issus de la Ph. Meéd.Ar., une ressource particulierement
intéressante comportant de nombreuses sources manuscrites mais ayant été encore peu étudiée
selon une approche ethnopharmacologique. Par ailleurs, cette pharmacopée comporte des remedes
associant drogues végétales et métaux.les métaux étant aujourd’hui une alternative aux
antibiotiques de plus en plus étudiée en cas de résistance*®, le projet s'est concentré sur ces
associations dans le but de comprendre et de valoriser 'utilisation des métaux contre des bactéries

pathogénes dans cette pharmacopée traditionnelle, notamment par association avec des plantes.
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L'étude présentée dans ce manuscrit a été menée sur 2 remeéedes associant des drogues
végeétales a un métal, ces préparations ayant été estimées comme potentiellement antibactériennes
sur la base de leur prescription. Ils ont été sélectionnés parmi plusieurs remedes issus

d'agrabadhinat (pharmacopées en arabe) de différents auteurs, selon les critéres suivants :

- les remédes devaient répondre a des symptdmes pouvant avoir une origine bactérienne
(ex : toux, maux de ventre, infections cutanées, infections urinaires ...)
- Ils devaient comporter au moins un métal en plus de drogues végétales
- les métaux devaient étre considérés comme relativement peu toxiques (ont été exclus les
remedes contenant des métaux tel que du plomb, de I'arsenic ou encore du mercure et n'ont
été gardés que ceux avec des métaux tels que le cuivre, I'argent ou I'or)
- les drogues végeétales utilisées devaient étre les plus récurrentes possibles dans les
pharmacopées étudiées.
Ce processus de sélection a permis de relever que, dans les pharmacopées étudiées, les métaux

étaient uniquement employés pour un usage topique®.

Les deux remedes retenus pour cette thése proviennent de I'agrabadhin d'Al-Kindi et sont
prescrits contre des infections cutanées de type abcés ou furoncle. Ils sont tous deux composés des
4 mémes drogues végétales et des mémes sels de cuivre, dont le détail est donné dans le Tableau 1.
Il est a noter que les deux remédes partagent les mémes ingrédients et ne différent que par leur

teneur respective en sels de cuivre.

Tableau 1 - Composition des deux remeédes retenus pour I'étude, issus de I'aqrabadhin d’Al-Kindi’

Ingrédients Reméde 1 (R1) Reméde 2 (R2)

Aloés 1part ™ 2 agiyya **

Myrrhe 1 part 2 Uqiyya

Gomme sarcocolle 1 part 2 Gqgiyya

Gomme ammoniaque 1 part 2 Uqgiyya
Vert-de-gris (sels de cuivre) 1 part 1 mithqal
Proportions relatives des ingrédients : 1/1/1/1/1(m/m/m/m/m) 1/1/1/1/0,07 (m/m/m/m/m)

Teneurs : aloés / myrrhe / gomme sarcocolle / gomme ammoniaque / vert-de-gris
Unités de mesure du 9éme siécle a Bagdad : 1 « Gqiyya » = 33,85 g et 1 « mithqal » = 4,46 g

'.':jus ; ede par‘tie non préCiSée

Le reméde 1 (R1) s'intitule « Médicament pour les abcés pour lequel le bistouri n'est pas
préconisé » et la formulation des ingrédients est décrite comme suit : « Tout est broyé, mélangé et

saupoudré sur la plaie. On met un linge dessus, si Dieu veut. ».
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Le reméde 2 (R2) s'intitule « Médicament de Abd Mihjan contre les abcés et les mauvais
furoncles » et la formulation des ingrédients est décrite comme suit : « Chaque ingrédient est broyé
et tamisé. On humidifie I'abcés avec. On humidifie un tissu fin en lin avec de I'eau et on saupoudre le
médicament dessus et on applique sur la blessure. Cet emplatre ne s’enlévera pas (tout seul) tant

que (I'abcés ou le furoncle) ce n'est pas guéri, avec I'aide de Dieu. ».

Afin de faciliter la lecture, la composition et la formulation des deux remédes est indiquée
dans l'index (en fin de document p278 dans la version imprimée). Durant cette étude, les deux
remedes ont été traités comme des variantes I'un de 'autre étant donné qu'ils ne différaient I'un de

I'autre que par la teneur finale en sels de cuivre (Tableau 1, derniére ligne).

2. Objectifs spécifiques de la these

Le but de cette thése est de comprendre l'intérét des associations d'ingrédients décrites
dans ces remedes pour la résolution d'une infection de la peau de type abcés cutané, avec une

attention particuliére portée aux sels de métal s’y trouvant.

Un abces cutané est le résultat de l'agression des cellules de I'hdte par une bactérie
pathogéne ayant passé la barriére de la peau. Il est a noter que cette bactérie peut étre un
pathogéne obligatoire ou bien un pathogéne opportuniste dont I'environnement a favorisé un
comportement pathogéne®. Un abcés cutané va ainsi impliquer une infection bactérienne, une
réponse inflammatoire, une sensation de douleur et une cicatrisation. Il est réaliste de penser qu'un
seul ingrédient ne peut satisfaire a tous ces aspects : l'utilisation de plusieurs ingrédients dans les
remédes pourrait donc étre le résultat d'une approche holistique, ou chaque ingrédient serait
employé pour une activité biologique principale. Une autre hypothése serait que les différents
ingrédients sont plus efficaces ensemble qu'isolés, et seraient alors associés dans un but

synergique. Les différents objectifs de I'étude ont donc été définis ainsi :

- identifier scientifiquement les ingrédients des remédes sélectionnés afin de se les procurer
(eux ou une alternative), en contrélant l'identité botanique et la qualité des drogues
végétales;

- évaluer l'effet de ces ingrédients sur différents processus physiologiques impliqués dans un
abcés cutané : I'infection bactérienne, I'inflammation et la cicatrisation ;

- isoler et identifier le ou les composés responsables des activités les plus remarquables ;

- étudier la potentielle synergie antibactérienne entre les ingrédients, dans les remédes

reconstitués mais aussi plus spécifiquement entre les sels de cuivre et les drogues végétales.
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Le premier chapitre permettra de définir le contexte de cette étude. Tout d'abord le contexte
global du projet dans lequel elle s'inscrit, avec la problématique de I'antibiorésistance des bactéries
et I'intérét de la Ph. Méd. Ar en tant que ressource ethnopharmacologique. Puis, dans un second
temps, le contexte plus précis de cette thése avec la description de ce qu'est un abcés cutané
infectieux et avec un état de l'art sur les usages connus des plantes et des métaux contre les

bactéries impliquées dans ces abces.

Le deuxieme chapitre décrira l'identification et la caractérisation des ingrédients des
remédes étudiés. Pour cela, le choix des drogues végétales et des sels de cuivre qui a été fait pour
cette étude sera explicité. Une partie du chapitre sera ensuite consacrée aux drogues végétales : le
controle de leur identité botanique et de leur qualité y sera décrit, suivi de la réalisation des

différents extraits et de la caractérisation de ces derniers par HPLC-DAD et HPLC-HRMS/MS.

Le troisieme chapitre portera sur la possible approche holistique des remédes, en évaluant
pour chaque ingrédient isolé I'activité antibactérienne, la réponse inflammatoire ainsi que I'activité
pro-cicatrisante a I'aide de différentes méthodes de criblage in vitro. Un accent particulier sera mis

sur 'activité antibactérienne.

A la suite de cette étude holistique, le quatriéme chapitre sera consacré au fractionnement
bioguidé de la drogue végétale ayant montré l'activité la plus prometteuse, a savoir la gomme
ammoniaque et son activité antibactérienne sur les bactéries Gram+ testées. La détermination

structurale des composés majoritaires composant les fractions actives y sera détaillée.

Enfin, le cinquieme chapitre consistera en une étude de la potentielle synergie
antibactérienne des ingrédients au sein des remédes reconstitués, mais également entre le sel de
cuivre choisi et des extraits des drogues végétales. L'accent sera mis sur I'évaluation de I'activité
antibactérienne et antibiofilm de particules obtenues en associant I'acétate de cuivre Cu(OAc); a des

extraits des drogues végétales.

Afin de facilité la lecture du manuscrit, un index résumant les différents sigles utilisés pour
les remédes, drogues et extraits est disponible en fin de document p278 (version imprimée). De
plus, les conclusions et éléments les plus importants seront indiqués en orange tandis que les

conclusions intermédiaires et certaines notions clefs seront indiquées en bleu.
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Chapitre 1

Chapitre 1 - Contexte général de I'étude

1. La lutte contre les bactéries pathogénes : un enjeu mondial

1.1, Les bactéries pathogénes

Les bactéries sont des procaryotes microscopiques omniprésents sur Terre, y compris dans
les écosystémes considérés comme les plus hostiles®™. En effet, leur grande plasticité leur a permis
de s'adapter & tous les environnements, y compris |I'organisme d'autres étres vivants®'°. C'est
notamment le cas des métazoaires, dont I'étre humain, mais aussi des végétaux'®. Les interactions
entre les bactéries et leur hote peuvent étre de différente nature : il peut s'agir de commensalisme
(bénéfique pour la bactérie et neutre pour I'hote, méme si des bactéries dites commensales se sont
révélées étre trés importantes dans le systéme immunitaire''), de mutualisme (bénéfique pour la
bactérie et pour I'hdte) ou, et c'est cet aspect qui nous intéresse ici, la bactérie peut devenir
pathogéne pour I'hdte’. lLa bactérie va adopter une stratégie pathogéne en réponse a son
environnement, en fonction de nombreux facteurs comme la présence de nutriments, d'oxygéne, de
fer et la détection du quorum (ou quorum sensing en anglais)®. Ces bactéries pathogénes font alors
face a différentes stratégies de défense de I'hote”*. Chez I'étre humain, ces stratégies de défense
sont notamment le systéme immunitaire™* tandis que chez les plantes, ces défenses vont étre,
entre autres, la synthése constitutive ou induite de composés antibactériens*®. Cette synthése fait
du régne végétal une source potentielle d'antibactériens™, dont un certain nombre d'espéces ont

déja un usage thérapeutique traditionnel antimicrobien comme nous le verrons par la suite™.

Les bactéries pathogénes pour I'étre humain peuvent étre obligatoires (provoquent
obligatoirement une maladie) mais également opportunistes : naturellement présentes dans les
flores bactériennes vivant a la surface de notre corps, elles deviennent pathogénes dans un
environnement favorisant cette stratégie®. C'est notamment le cas des nombreux staphylocoques de
la flore cutanée pouvant causer différentes infections cutanées dont des abcés et des furoncles, en

particulier Staphylococcus aureus™ ™.

1.2, La résistance des bactéries aux antibiotiques

Lorsque qu'un patient est victime d'une infection bactérienne et que cette infection le
nécessite, on le traite a I'aide d'antibiotiques. Néanmoins, la grande plasticité des bactéries leur a

permis de développer des mécanismes de résistance tres tot apres la découverte des premiers
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antibiotiques dans les années 1920 par A. Fleming®. Des cas de résistance ont ainsi été observés dés

les années 1930, principalement dans les hdpitaux ol ils étaient les plus utilisés®.

En premiéere ligne de défense, la paroi bactérienne va jouer un réle important dans la
sensibilité des bactéries aux antibiotiques. En effet les bactéries, pathogenes ou non, peuvent étre
distinguées en deux groupes selon la constitution de cette paroi: Gram+ et Gram-. Les bactéries
dites Gram+ (colorées en violet avec la coloration de Gram) ont une paroi principalement constituée
de peptidoglycanes, tandis que les bactéries dites Gram- (colorées en rouge avec la coloration de
Gram) ont une paroi constituée d'une fine couche de peptidoglycane et d'une membrane externe
contenant notamment des lipopolysaccharides LPS (Figure 1)°. les bactéries Gram- sont
naturellement plus résistantes aux divers antibiotiques, leur membrane externe entravant la

pénétration des composés®.

Lipopolysaccharide (LPS)

Porine

Membrane
externe

s eir a0 ees s 0iee sieiele

B mBeaned
Peptidoglycanes a.‘ © ..' '.’.'?‘...‘."’..'

Espace
périplasmique

® 9 0 0 0 0 0 .0 0 8 0 0 & 0 0 0

Membrane

Gram positive

Figure 1 -Différences entre les parois des bactéries Gram+ et Gram- (tiré de Jiménez-Jiménez et al,
2022%)

Par la suite, les bactéries ont développé et acquiérent encore des stratégies de résistance
supplémentaires face aux antibiotiques, de par leur grande fréquence de mutation et la pression de
sélection exercée par ces composés'. Certaines souches particuliérement exposées aux
antibiotiques, notamment dans les hépitaux, ont acquis plusieurs de ces stratégies de résistance, par
mutation ou grace a la dispersion non-spécifique des génes de résistance dans 1’environnement®.
Ces stratégies peuvent consister a dégrader ou désactiver 'antibiotique a I'aide d’enzymes comme
les B-lactamases, a I'expulser hors de la cellule a l'aide de pompes & efflux ou encore & modifier la

cible de I'antibiotique afin qu'elle ne soit plus reconnue (Figure 2).
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Figure 2 - Différents mécanismes de résistances aux antibiotiques chez les bactéries (a partir de Levy and
Marshal, 2004%)

Une autre forme de résistance aux antibiotiques, commune a de nombreuse souches, est la
formation d'un biofilm. Les biofilms sont un consortium de bactéries s'organisant sur une surface,
au sein d'une matrice extracellulaire qu'elles ont générée et qui est principalement constituée de
polysaccharides®. Les biofilms présentent une plus grande résistance aux antibiotiques, aux
détergents mais aussi a la phagocytose et a d'autres éléments de la réponse immunitaire de I'hote®®
Cette résistance dépend de plusieurs mécanismes, comme la barriére physique que constitue la
matrice ou encore la présence d'enzymes détruisant les antibiotiques comme les [(-lactamases
(hydrolysent le cycle B-lactame des antibiotiques de type B -lactamine). D'autres mécanismes sont
également impliqués, comme le présente la Figure 3°* : 1) un gradient de nutriments dont I'oxygéne,
pauvre au centre et riche sur la périphérie du biofilm, qui permet la différenciation des bactéries ; 2)
la synthése d'exopolysaccharides qu'on suppose séquestrer un certain nombre d'antibiotiques par
interactions électrostatiques; 3) la présence d'ADN extracellulaire ADNe dont les nombreux roles
restent encore a éclaircir mais qui permettent notamment le partage de génes de résistance au sein
du biofilm ou encore la liaison aux antibiotiques ciblant I'’ADN avant qu'ils n'atteignent une bactérie ;
4) la limitation de la production de ROS provoquée par les antibiotiques, grace a une adaptation de
I'expression de certains génes ; 5) la régulation de nombreux génes liés a la formation du biofilm et

a l'antibiorésistance via des régulateurs de la transcription ; 6) la présence de nombreuses pompes a
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efflux qui permettent de rejeter les antibiotiques hors de la bactérie ; 7) la communication
importante entre les bactéries via le quorum sensing et le transfert de génes ; 8) les cellules
persistantes (des cellules en dormance au centre du biofilm pauvre en oxygéne) qui sont moins
sensibles aux antibiotiques et qui forment un cceur particuliéerement persistant (entre autre car la
production de ROS provoquée par les antibiotiques est limitée et que certains antibiotiques

n'impactent que les cellules en croissance).

Figure 3 - Biofilms : A. Photographie au microscope @ balayage d’un biofilm de S. aureus a la surface d'un
dispositif médical (tirée de Donlan, 2002%) ; B. Schéma des différents mécanismes de résistances aux
antibiotiques au sein d’un biofilm bactérien (tiré de Hall and Mah, 2017%")

1) gradient de nutriment ; 2) exopolysaccharides ; 3) ADN extracellulaire ; 4) adaptation au stress oxydatif (ROS) ; 5) régulation de la
transcription de certains génes ; 6) pompe a efflux ; 7) communications intercellulaire (quorum sensing, transfert de genes) ; 8)
cellules persistantes (voir paragraphe précédent)

Si on observe des biofilms sur notre peau avec les bactéries commensales de notre flore
cutanée, qui constituent alors une défense contre d'autres bactéries potentiellement pathogénes, on
les retrouve aussi sur les surfaces utilisées dans les soins dans les hdpitaux (cathéters, instruments
chirurgicaux, endoscopes ..) ou ils peuvent étre a l'origine de maladies nosocomiales, mais
également dans certaines blessures chroniques impliquant Staphylococcus aureus (Gram+) ou

encore Pseudomonas aeruginosa (Gram-)**.

La résistance aux antibiotiques pose actuellement un probléme sanitaire majeur car la
découverte de nouveaux antibiotiques, de surcroit avec des mécanismes d'actions contournant ces
résistances, a ralenti ces derniéres années’. Ainsi, il a été estimé en 2014 que le nombre de décés
dus a des infections par des souches résistantes était de 50 000 par an en Europe et de 700 000 par
an dans le monde®. L'étude a également estimé que ce nombre pourrait atteindre 10 millions de
décés par an d'ici 2050 si la résistance aux antibiotiques continuait de se répandre’. Une étude de

2019 est arrivée a une conclusion encore plus alarmante, avec une estimation de 1,27 millions de
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décés en 2019 dus a des bactéries multirésistantes®. En effet, I'usage parfois encore immodéré des
antibiotiques, combiné a la dispersion non-spécifique des génes de résistance entre les bactéries,
tend a propager cette résistance notamment a des souches n'étant normalement pas exposées a ces
antibiotiques®. Les bactéries posant le plus de problémes actuellement par leur multirésistance sont
les Dbactéries dites « ESKAPE »: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa et diverses souches
d'Enterobacter spp®. Elles sont donc naturellement au centre des études axées sur l'activité

antibactérienne.

Plusieurs stratégies de lutte sont aujourd’hui étudiées contre ces bactéries multi-résistantes.
Parmi elles, on retrouve I'association de plusieurs antibiotiques, permettant une activité synergique
et un plus large spectre d'activité®’. Les molécules actives peuvent aussi étre associées a des
adjuvants peu ou pas actifs mais permettant de contourner la résistance et ainsi restaurer l'activité
de I'antibiotique®. On retrouve aussi |'utilisation de nanoparticules de métal, en particulier les

nanoparticules d'argent notamment en revétement sur des catethers®*%,

Cette these s'inscrit donc dans la recherche d'associations antibactériennes nouvelles, ici
entre des molécules d'origine végétale et un métal sur la base de manuscrits médicaux de I'époque
meédiévale. Ces écrits décrivent la pharmacopée utilisée par Al-Kindi , un médecin (mais aussi
philosophe, mathématicien, astronome, physicien, musicien) ayant exercé au sein des Califats

Islamiques durant le 9°™ siécle.
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2. Les pharmacopées médiévales arabes (Ph. Méd. Ar.)

Cette étude se base sur un savoir traditionnel, son approche scientifique reléve donc de
I'ethnopharmacologie.  L'ethnopharmacologie se définit comme «|'étude scientifique
interdisciplinaire de I'ensemble des matiéres d'origine végétale, animale ou minérale et des savoirs
ou des pratiques s'y rattachant, mises en ceuvre par les cultures traditionnelles pour modifier I'état
des organismes vivants, a des fins thérapeutiques, curatives, préventives ou diagnostiques »*°. En
sélectionnant ainsi des ingrédients d'origine naturelle sur la base de leurs usages traditionnels, cette
approche permet notamment d'isoler des composés biologiquement actifs, alors appelés
« composeés d'origine naturelle », dont des antibactériens®’. 1l existe une grande quantité et une
grande diversité de drogues et de composés d'origine naturelle, rendant difficile leur criblage
systématique sur toutes les activités biologiques sans aucune pré-sélection®®: s'inspirer des us et
coutumes traditionnels permet alors de choisir les drogues a étudier et pour quelle activité

biologique les tester, en plus d'enrichir notre compréhension de ces médecines traditionnelles®™*,

Les sources de ces connaissances traditionnelles peuvent étre orales ou écrites en fonction
de la méthode de transmission employée. Toutefois, dans le cas de pratiques anciennes tombées en
désuétude, seules celles ayant employé une transmission écrite pourront étre étudiées, si tant est
que des exemplaires aient réussi a atteindre notre époque. Ces écrits regroupant des drogues et des
remédes sont appelés des pharmacopées, ce terme désignant également I'ensemble des remédes et
des drogues d'une médecine traditionnelle. L'étude de ces pharmacopées écrites anciennes fait
alors appel a la fois a I'histoire, a la biologie et a la chimie (mais aussi d'autres disciplines en fonction
des sujets) afin de reproduire le reméde, dans le but de tester et comprendre son efficacité® ™.
Parmi ces pharmacopées écrites passées, on retrouve celle datant de I'apogée des sciences dans les
Califats Islamiques, soit entre le 8°™ et le 13°™ siécles. De nombreuses écrits médicaux ont été
rédigées et certains ont traversé les ages jusqu'a notre époque, notamment des pharmacopées
manuscrites appelées agrabadhinat (agrabadhin au singulier) ou les praticiens consignaient des
listes de remédes avec leur usage medicinal, leur mode de préparation et posologie ainsi que leur

mode d'administration sur le patient.

En plus de ces traces écrites, la Ph. Méd. Ar. est une source particulierement intéressante du
fait qu'elle soit I'néritage des connaissances grecques, perses et indiennes sanskrites®. La plus
grande valeur de cette pharmacopée est qu'il ne s'agit pas d'une vision purement théorique mais
d'une version rationalisée de ces connaissances, enrichie par la mise en pratique des médecins

33,34

arabes™**, En effet, la médecine arabe a développée a cette époque des bimaristans, des hdopitaux

inspirés des monastéres chrétiens offrant refuge et soins aux pauvres®. Il s'agissait de structures
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complexes, avec des batiments dédiés selon les soins a apporter (ophtalmologie, fractures ... etc.).
Certains hopitaux allaient jusqu'a se spécialiser avec des aménagements pour les officiers de
I'armées, les pauvres ou les fous®. Ces lieux regroupaient d'une part les patients admis ou venant
consulter, mais également des étudiants venant y suivre un enseignement pratique. En effet, si les
bimaristans permettaient de suivre les malades durant I'application du traitement et d'ainsi faire des
ajustements en fonction des observations, c'était également une plateforme d'échange entre de
nombreux médecins®. Cette administration des médecins entre eux a permis d'organiser et codifier

la médecine et d'ainsi faire une différence entre le médecin instruit et le charlatan®®.

Par ailleurs, en plus de ces manuscrits, on retrouve énormément d'éléments de cette
médecine arabe médiévale dans la médecine européenne suite a la traduction en latin de textes
philosophiques et scientifiques au 12°™ siécle®. L'auteur le plus traduit et étudié est certainement
Ibn-Sina, souvent appelé Avicenne : son ouvrage « Le Livre de la Loi concernant la médecine » ou
Qandn a fait partie de la médecine enseignée en Europe jusqu'au 16°™ siécle® et était encore une
référence médicale au 18°™ siécle®. Ce lien étroit & la médecine arabe médiévale a perduré en
Europe jusqu'aux 19°™ et 20°™ siécles dans des ouvrages sur les sciences naturelles ou la
pharmacie, me permettant ainsi, dans le cadre de cette étude, de faire le lien entre les noms

vernaculaires de certaines drogues végétales et les dénominations scientifiques actuelles.

Les deux remédes sélectionnés pour cette étude proviennent de la traduction et facsimilé
d'une partie du manuscrit MS.3603, conservé a la Bibliotheque Mahmut I de la mosquée Sainte-
Sophie (Aya Sofia) a Istanbul (Turquie). Ce manuscrit est le seul exemplaire existant de la
pharmacopée d'Al-Kindi (Aba Yasuf Ya“'qub ibn Ishaq al-Kindi), a notre connaissance. Ce philosophe,
mathématicien et médecin a exercé durant la période abbasside des Califats Islamiques (Figure 4),

durant le 9°™ siécle (~800 - 870) a Bagdad dans I'actuelle Irak*®.

La présente étude s'est appuyée sur la traduction existante®® mais également sur I'expertise
de I'historienne Véronique PITCHON, travaillant également avec la version numérique du manuscrit

en langue arabe ainsi que sur d'autres textes de cette Ph. Méd. Ar.
Les trois éléments caractéristiques de ces remédes sont :
1) leur usage sur des infections cutanées de type abces ;
2) la présence de drogues végétales sous la forme d'exsudats (latex, résine, gomme ...) ;

3) la présence de métal, a savoir le cuivre sous la forme de vert-de-gris.

Nous allons apporter plus de précisions sur ces 3 aspects dans les paragraphes suivants.
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Figure 4 - Carte simplifiée de I'expansion des Califats Islamiques : 622-632 expansion sous Mahomet ; 632-
661 expansion pendant le Califats des patriarches ; 661-750 expansion pendant le Califat des Omeyyades (@

partir d’une carte cédée au domaine publique®)
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3. Les abcés cutanés infectieux, des infections aux multiples
facettes
3.1 Les abcés cutanés infectieux, généralités

Les infections cutanées, et plus précisément les abces infectieux, sont généralement dues a
la pénétration accidentelle dans notre organisme de bactéries commensales vivant sur notre peau.
En effet notre peau est recouverte d'environ 10 bactéries, réparties dans des
microenvironnements en fonction du pH, de I'humidité ou de la quantité de sébum présente, avec
différentes espéces de bactéries dominantes selon les paramétres de ces microenvironnements®.
On va les trouver sur les cellules superficielles, dans les cellules mortes mais aussi dans les glandes
sébacées et sudoripares de la peau®. lLa peau, qui est leur habitat, constitue une barriére les
empéchant de devenir pathogéenes : cet épithélium stratifié et kératinisé desquame continuellement,
éliminant ainsi les microorganismes ayant commencé a pénétrer la strate supérieure®. La flore
cutanée est ainsi maintenue a la surface et participe a la défense contre d'autres microorganismes®.
Mais certaines bactéries de cette flore peuvent devenir pathogénes si leurs conditions
environnementales changent : c'est le cas de S. aureus et de plusieurs autres staphylocoques comme

S. epidermidis™*".

Cela peut notamment arriver suite a une rupture de la barriere de la
peau®® (Figure 5) : l'infection bactérienne pourra alors donner lieu a une accumulation de pus a cet
endroit qu'on appellera abcés, et si cette infection a lieu au niveau d'un follicule pileux on parlera de

furoncle®’.

Lors de I'entrée des bactéries dans les tissus, une réaction inflammatoire aigué va se mettre
en place. Dans un premier temps, les cellules immunitaires résidentes vont s'activer et produire
divers médiateurs pour informer et recruter d'autres cellules immunitaires. Une vasodilatation et
une perméabilisation locale des vaisseaux va se mettre en place afin de laisser passer les cellules
immunitaires du sang, notamment les phagocytes. C'est cette vasodilatation qui va causer la rougeur
typique d'une inflammation aigué, tandis que la perméabilité va permettre a divers fluides de passer
et ainsi causer un gonflement mais également une augmentation de la température™®. La pression
due a cet cedéme va participer a la douleur ressentie, de méme que les toxines sécrétées par les

bactéries ou I'endommagement de nerfs*.

En paralléle, des phagocytes vont étre attirés par divers médiateurs sur le lieu de I'infection®?
(Figure 5). Ces médiateurs peuvent étre des substances relarguées par les cellules endommagées
comme I'histamine ou les prostaglandines, mais également provenir des cellules de Langerhans®.

Ces cellules dendritiques du systéme immunitaire sont présentes dans la peau au niveau des
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kératinocytes et sont activées par des signaux endogenes (stress, Iésion, mort cellulaire anormale)
ou exogenes (pathogeénes) : elles produisent alors des cytokines et sont capables (aprés phagocytose
et métabolisation) de présenter des antigénes aux lymphocytes****. Les phagocytes recrutés par ces
médiateurs vont principalement étre des neutrophiles (PolyMorphonuclear Cells ou PMN en anglais)
puis, plus tard dans la réponse inflammatoire, des monocytes qui vont se différencier en
macrophages®™. Ces différents phagocytes sont également capables de phagocytose mais aussi de
détruire les bactérie en libérant des ROS, dont le monoxyde d'azote®. Ces cellules phagocytaires

mourront une fois qu'elles auront phagocyté un certain nombre de bactéries et/ou de débris

cellulaires®.

Infection Inflammatory Response Abscess Formation Mature Abscess
Necrotic PMNs
and Cell Debris

Viable PMNs Macrophages
S. aureus Resident and Bacteria Viable PMNs
‘\ . 3 Langerhan’s Cell
\ Epidermis

Dermis

Subcutis

PMN Recruitment ; " Necrotic/lysed Fibrous Capsule
and Phagocytosis Cos:::‘:t‘:n:::';n 7 ®  Formationof  PMNs (Pus)
ocytosi fRious Capatie Extracellular DNA
Phag 0SIS

0-2 Hours = 2-24 Hours == 2-6 Days 1 6-14 Days

Figure 5 - Schéma de la formation d’un abcés cutané induit par S. aureus (tiré de Kobayashi et al, 2015*)

En cas de persistance des bactéries pathogénes, une capsule de fibrine va se former autour
du site d'infection afin de la circonscrire et d'ainsi limiter la propagation des bactéries***
(Figure 5) : c’est I'abcés. A l'intérieur on va retrouver des bactéries, des cellules mortes suite a
I'infection (nécrose) mais également de la fibrine, des neutrophiles et des macrophages®. Ces
diverses cellules mortes vont s'accumuler et former le pus®. Cette accumulation peut parfois
amener le pus a sortir du corps ou au contraire a former une cavité (le pus est alors graduellement

dégradé et réabsorbé par le corps)™.

La derniere étape de l'inflammation est la réparation des tissus: elle commence dés la
maturation de l'abcés (Figure 5)*. 1l s'agit d'une phase de prolifération : de nouvelles cellules vont
proliférer et se différencier afin de reformer du tissu au niveau du vide laissé par I'abcés™. Ce
premier tissu est temporaire et fragile mais il va devenir de plus en plus résistant durant la phase de

remodelage®. Cette phase de prolifération se caractérise notamment par la migration des

Identification de nouvelles associations antibactériennes issues de la
Elora Aubert ) o 18
Pharmacopée Médiévale Arabe



Chapitre 1

fibroblastes (cellules du derme), la formation d'une matrice extracellulaire et du tissu de

granulation®.

Un abces cutané va donc impliquer une infection bactérienne mais également une réaction
inflammatoire, de la douleur et potentiellement une cicatrisation, ces éléments étant tous
étroitement liés. Dans cette étude, nous nous sommes donc particulierement intéressés a l'activité
antibactérienne sur S. gureus mais aussi a |'aspect inflammatoire de I'abcés. Pour cela, plusieurs
mesures ont été réalisées sur le TNF-0, une cytokine pro-inflammatoire libérée par des cellules
endommagées permettant notamment de recruter et activer les macrophages*, et le monoxyde
d'azote, un régulateur de la réponse inflammatoire a de nombreux niveaux et une défense chimique
contre les pathogénes®. Pour la phase de réparation des tissus, nous avons étudié la migration des

fibroblastes impliquée dans le phénomeéne de cicatrisation®.

3.2, Les abcés cutanés infectieux dus a Staphylococcus aureus

Les abcés cutanés infectieux sont décrits comme majoritairement dus a S. aureus®’, cette
bactérie étant présente dans la flore cutanée normale de 50 a 60% des individus®. Mais des
streptocoques comme Streptococcus pyogenes, des entérocoques ou des bactéries Gram- comme
P. aeruginosa ou Escherichia coli peuvent également étre impliqués®. Actuellement, on soigne
toujours un abcés en l'incisant et en le drainant”, l'usage d'antiinflammatoires étant considéré
comme potentiellement risqué en pleine infection bactérienne®®. L'usage d'antibiotiques n'est
réservé qu'aux abcés séveres (par exemple avec plusieurs sites d'infections) ou ayant une
progression rapide montrant notamment des signes d'infection systémique*’. On peut les utiliser
également lorsque I'abces se trouve dans une zone difficile a drainer (par exemple le visage, les

mains ou les parties génitales)*’

. Ces antibiotiques peuvent étre administrés de maniére topique
pour les infections mineures de la peau ou l'infection de lésions, et par prise orale ou en

intraveineuse pour les infections les plus problématiques®’.

Initialement les antibiotiques de la famille des B-lactamines (Figure 6) étaient utilisées pour
les différentes infections cutanées, mais la propagation de souches de S. aureus résistantes a la
méticilline 1 SARM (Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus ou MRSA en anglais) ainsi qu'a
d'autres antibiotiques a amené a l'utilisation d'autres classes d'antibiotiques. Par exemple, les
souches de S. aureus responsables d'infections nosocomiales dans les hdpitaux allemands montrent

). Les

une résistance a l'oxytétracycline 2, I'érythromycine 3 et la gentamicine 4 (Figure 6
antibiotiques actuellement utilisés en cas d'infection |égeres et locales (n'incluant pas les abces)
avec une souche SARM sont la mupirocine 5 (Figure 7) sous forme de pommade®’, et pour les
infections problématiques les antibiotiques conseillés sont la vancomycine 6, la télavancine 7, le
linézolide 8, la clindamycine 9, et la daptomycine 10*’ (Figure 8).
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Figure 6 -Structures d’antibiotiques auxquels de nombreuses souches S. aureus sont devenues
résistantes : la méticilline 1 (noyau B-lactame, famille des [3-lactamines, inhibe la synthése de I'enveloppe),
I'oxytétracycline 2 (famille des cyclines, inhibe la synthése des protéines), I'érythromycine 3 (famille des
macrolides, inhibe la synthése des protéines) et la gentamicine 4 (famille des aminosides, inhibe la synthése
des protéines)

HO

Figure 7 - Structure de la mupirocine 5, un antibiotique d’application topique et locale contre des infections
cutanées par des staphylocoques (antibiotique produit par fermentation de Pseudomonas fluorescens,
inhibe la synthése des protéines)
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Figure 8 - Structures d’antibiotiques actuellement utilisés contre des infections causées par S. aureus (voies
orale ou intraveineuse) : la vancomycine 6 (famille des glycopeptides, inhibe la synthése de I'enveloppe), la
télavancine 7 (famille des glycopeptides, inhibe la synthése de I'enveloppe), le linézolide 8 (famille des
oxazolidinones, inhibe la syntheése des protéines), la clindamycine 9 (famille des lincosamides, inhibe la
synthése des protéines) et la daptomycine 10 (famille des lipopeptides, inhibe la synthése de I'enveloppe)
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Cette situation sanitaire pousse donc la recherche vers de nouveaux moyens de lutte capable
de contourner les mécanismes de résistance de ces pathogénes. Parmi les réponses proposées, on
retrouve l'utilisation de métaux, délaissés depuis le développement d'antibiotiques car également
toxiques sur I'étre humain, ainsi que le criblage de composés d'origine végétale, les plantes étant

capables de synthétiser une grande diversité de structures originales.
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4. La présence des plantes dans la médecine traditionnelle et

moderne pour un usage antibactérien

Les végétaux sont une source importante et diversifiée de nouveaux composés actifs,
biosynthétisés soit par la plante seule, soit en synergie avec des champignons endophytes®***. De
tout temps, les humains mais également d'autres mammiféres se sont soignés a l'aide des plantes
trouvées dans leur biotope®. Ll'usage de ces plantes est commun & toutes les médecines
traditionnelles, qu’elles soient orales ou écrites, passées ou encore actuelles : les végétaux

composent ainsi une grande parties des pharmacopées traditionnelles®.

La pharmacognosie est I'étude scientifique des drogues d'origine naturelle et concerne
aujourd’hui majoritairement des drogues végétales. Elle tend a définir pour chacune des drogues
I'identité botanique, la partie de la plante utilisée, le mode de préparation et d’administration mais
également les activités biologiques, les especes chimiques en présence et la relation structure-
activité, aujourd’hui principalement dans le but de développer une application clinique®®*****, De
nombreuses études de pharmacognosie démontrent l'activité d'extraits de plantes médicinales in
vitro ou sur modéles animaux, permettant ainsi en partie d'expliquer leurs usages traditionnels dans
divers remédes®***. De nombreuses études phytochimiques caractérisent quant a elles les composés
présents dans différents extraits de plantes d'intérét>®®, Enfin, certaines études combinent ces
deux aspects, en caractérisant a la fois l'activité biologique et les composés pouvant étre

responsables de cette activité>**°

, parfois sans se baser sur un usage traditionnel particulier®®. Les
études sur des remédes entiers sont quant a elles plus rares car plus longues et complexes a mettre
en place: elles demandent de prendre en compte plusieurs ingrédient ainsi que le mode de

préparation qui peut se révéler essentiel**,

4.1, Les molécules antibactériennes issues des végétaux

Les plantes possedent une activité antibactérienne via différentes familles de composés et
pour différentes souches, mémes antibiorésistantes®”®". Des extraits associés avec des antibiotiques
ont méme permis de contourner certaines résistances, notamment par inhibition des pompes a
efflux®*®. L'activité antibiofilm d'extraits de plantes et de composés d'origine végétale a également
été observée, comme l'extrait éthanolique de feuilles de Piper betle 1. (Piperaceae, 1753) ou la

phlorétine®.

Parmi les familles phytochimiques comportant des composés antibactériens, on retrouve
les terpénes (Figure 9-A.), une famille phytochimique trés diversifiée®. L'activité des terpénes est

imputée a leur lipophilie, qui leur permettrait de perturber la membrane bactérienne. C'est le cas en
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particulier pour les monoterpénes comme le thymol 11 avec une CMB de 6,5 pg/mL sur S. aureus,
ainsi que pour certains sesquiterpénes comme le nérolidol 12 avec une Concentration Minimale
Bactéricide CMB de 40 pg/mL sur S. aureus ou le farnésol 13 avec une CMB de 20 pg/mL sur
S. aureus®. Certains dérivés de terpénes sont également actifs, la partie terpénique participant a
I'activité en facilitant la pénétration dans les bactéries, y compris chez les mycobactéries dont la
paroi est cireuse et particuliérement imperméable®. Les terpénes sont aussi décrits comme altérant

la respiration cellulaire chez la bactérie®®.

On retrouve également les coumarines® (Figure 9-B.). Si le mécanisme antibactérien exact
de chaque coumarine n'est pas connu, plusieurs études montrent qu'elles peuvent inhiber I'’ADN
gyrase (comme l'aegelinol 14, avec une CMB de 16 ug/mL sur S. aureus) et les pompes a efflux®.
D'autres études suggeérent qu'elles pourraient aussi perturber la formation de biofilm en supprimant
la détection du quorum (ou quorum sensing en anglais)®®. Leur activité serait également due a leur
propriété lipophile et leur structure plane qui pourraient alors faciliter la pénétration dans la
bactérie, en particulier chez les souches Gram+®. Les coumarines ont par ailleurs d'autres effets

biologiques, notamment une activité anticoagulante®’.

D'autres familles phytochimiques comportent également des composés antibactériens,
comme les alcaloides, les composés organosulfurés, les composés phénoliques, les lectines et les

60,65

polypeptides
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Figure 9 - Deux familles phytochimiques comportant des composés antibactériens : A, Les terpénes dont le
thymol 11 (monoterpéne C10), le nérolidol 12 et le farnésol 13 (sesquiterpénes C15); B. Les coumarines dont
I'aegelinol 14 (noyau coumarine)
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4.2, L'exemple des cones femelles de houblon

Nous avons choisi d'utiliser, comme témoin positif dans nos tests antibactériens et comme
extrait de référence, un extrait d'une drogue végétale connue pour son activité antibactérienne : les
cones femelles de houblon Humulus lupulus 1. (1978, Cannabaceae), ici sous la forme d'un extrait
méthanolique. En effet cette drogue est décrite pour son fort potentiel antibactérien sur les souches
Gram+, en particulier les extraits riches en composés phénoliques prénylés, comme les
acylphloroglucinols prénylées dont font partie les dérivés d’humulone 15 et de lupulone 16 (Figure

)%8, Dans la

10-A.) ou les chalcones prénylées dont fait partie le xanthohumol 17 (Figure 10-B.
littérature, différents extraits de houblon ont déja montré des CMI indiquant une activité
significative sur S. aureus®. Un extrait & I'EtOH 96% (60 °C, 24h) a notamment donné des CMI entre
1,3 et 2,9 yg/mL sur S. qureus ATCC25923%, tandis qu'un extrait a I'EtOH 70% (60°C, 1h) a présenté
une CMI de 31 pg/mL sur deux isolats cliniques, contre 125 pg/mL sur la souche de laboratoire

S. qureus ATCC292137°.

CH, OH O
* \
HaC R
HO o)
HO
. _CH,
15 CHy

Dérivés d’humulone (acides o)

Figure 10 - Composés phénoliques prénylés actifs des cénes femelles d’H. lupulus® : A. acylphloroglucinols
prénylées (dérivés d’humulone 15 et dérivés de lupulone 16) ; B. chalcones prénylées (xanthohumol 17)
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Les plantes sont donc une source attestée de composés biologiquement actifs, dont des
composes antibactériens. Leur faible présence sur le marché par rapport aux antibiotiques d'origine
microbienne ou de synthése s'explique par des contraintes d'approvisionnement en matiére
premiére (écologiques, législatives, variabilité chémotypique), de synthése totale ou d'hémisynthése
(structures complexes a entierement synthétiser ou modifier, avec de nombreux centres chiraux) et
de compréhension du mécanisme d'action®®. Par ailleurs les composés d'origine végétale ont

généralement une activité antibactérienne plus basse et touchent peu ou pas les bactéries Gram -"*.
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5. La présence des métaux dans la médecine traditionnelle et

moderne pour un usage antibactérien

Les propriétés antibactériennes des métaux, et notamment du cuivre, sont utilisées depuis
des siecles. Par exemple, de la vaisselle en cuivre et en argent était utilisée pour désinfecter I'eau et
pour préserver la nourriture dans I'Empire Perse, en Gréce Antique, dans I'Empire Romain et en
Egypte Antique’. De méme, des baignoires et des canalisations en cuivre étaient utilisées dans
I'Empire Romain ainsi que dans les différentes civilisations du Moyen-Orient pour I'hygiéne publique,
ce genre de canalisations étant encore utilisées de nos jours’. On retrouve également les métaux
dans diverses pharmacopées, que ce soit dans le papyrus d'Edwin Smith datant de 1500 ans av. J.-C.*
ou dans la pharmacopée ayurvédique”. L'usage de métaux en cas d'infections était par ailleurs
encore répandu (notamment contre la lépre, la tuberculose, la gonorrhée et la syphilis, en
application topique ou en injection) avant la découverte des antibiotiques par A. Fleming dans les

années 1920%.

En plus du développement des antibiotiques, la toxicité des métaux dans certaines affaires
sanitaires de grande ampleur a fortement contribué a leur délaissement. On peut citer le Stalinon,
une geélule contenant de [I'étain sous forme de diiododoéthylétain destinée a soigner les
furonculoses, qui a causé une centaine de morts et de nombreuses invalidités entre 1953 et
1954, obligeant I'Etat Francais a modifier la réglementation au sujet des spécialités
pharmaceutiques’™. Le saturnisme, un empoisonnement au plomb, a fait de nombreuses victimes au
début du 20°™ siécle chez des travailleurs en contact régulier avec ce métal. Il a également touché
des enfants via la peinture au plomb utilisée pour les murs d'anciennes habitations et certains
jouets, ou encore le colorant alimentaire jaune de plomb : ces incidents ont abouti Ia aussi a la
modification de la réglementation dans de nombreux pays’®. Toujours au début du 20°™ siécle, les
traitements de la syphilis par injection de préparations contenant du mercure, de l'arsenic et du
bismuth ont causé des nécroses locales, des empoisonnements des reins et parfois la mort des
patients’®. De réquliéres intoxications dues a la présence de métaux lourds dans des plantes bio-
accumulatrices ayant poussé sur des sols contaminés, notamment des plantes utilisées dans des
préparations traditionnelles, continuent d'alimenter la méfiance générale”. 1l est a noter que les

remeédes étudiés ont une application topique : ce type d'application limite la toxicité du composé ou

de la préparation administrée, en permettant d'atteindre localement une haute concentration de

principes actifs pour une absorption systémique minimale’®.
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5.1. Utilisation antibactérienne des métaux

Mais si l'intoxication aux métaux lourds est une réelle problématique, il s'agit, comme pour
tous composés actifs, d'une question de dose, de maitrise de cette dose et de libération sur le site
d'action souhaité. De fait, les métaux sont actuellement encore utilisés en médecine, que ce soit
sous forme de surfaces ou de revétements antibactériens mais aussi sous la forme de complexes
organomeétalliques (dont des chélates) ou de nanomatériaux®. Ainsi, il a été mis en évidence que
certains métaux sous certaines formes étaient capables de détruire des biofilms de souches
résistantes, d'agir en synergie avec d'autres antibiotiques, d'inhiber sélectivement certaines voies
métaboliques et de tuer des bactéries multirésistantes®. Actuellement, des sels de gallium, des

nanoparticules et des complexes d'argent sont particuliérement étudiés, parfois déja utilisés®*7®°,

Les mécanismes d'actions des métaux sont multiples et variables selon les espeéces
chimiques. Les métaux sont capables de perturber le métabolisme du fer Fe chez la bactérie: en
effet ce métal est essentiel pour de nombreuses enzymes intervenant dans des mécanismes
cellulaires essentiels comme la synthese de I'ADN, le transport d'électrons ou encore la défense
contre le stress oxydant®. Il sont également capables de générer des ROS endommageant |'ADN
bactérien et certains métaux vont endommager la membrane bactérienne tandis que d'autres vont

perturber I'assimilation de nutriments par la bactérie®.

Les bactéries ont développé différentes adaptations a une forte concentration en
métaux (Figure 11) : elles peuvent réguler I'expression de protéines important ces métaux dans le
cytoplasme, les expulser via des pompes a efflux, les séquestrer a I'extérieur de la cellule
(sidérophores, polymeéres extracellulaires) ou a l'intérieur de la cellule (cytoplasme, espace
périplasmique) en les faisant précipiter, modifier les protéines impliquées pour qu’'elles ne se lient
plus a ces métaux ou avoir recours a une voie métabolique alternative n'utilisant pas de métal, ou

bien réparer les composés dégradés®.

La Figure 12 illustre les stratégies antibactériennes les plus courantes impliquant des
métaux :

1) la chélation du fer, un métal essentiel a la bactérie, perturbant ainsi le métabolisme

dépendant de ce métal®***;

2) I'utilisation de métal dans un cheval de Troie : la bactérie produit des sidérophores, des
chélateurs de fer, afin de ramener le métal essentiel a son métabolisme. Une stratégie consiste a
associer un sidérophore (ici le déféroxamine DFO) non pas a du fer mais a un autre métal comme le
gallium (de taille proche de celle du fer mais n'ayant pas les mémes propriétés physicochimiques),
afin de le faire entrer dans la bactérie, perturbant son métabolisme du fer et causant des dommages

cellulaires*®;
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Figure 11 - Différents mécanismes de résistance aux métaux chez les bactéries (a partir de Lemire, Harrison
et Turner, 2013°)
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Figure 12 - Stratégies antibactériennes actuellement utilisées impliquant des métaux (modifiée d partir de
Pitchon et al, 2022%")

1) privation de fer, un métal essentiel au métabolisme des bactéries; 2) cheval de Troie, consistant a détourner les voies
d'importation du fer que sont les sidérophores (ex : la déféroxamine DFO) pour faire rentrer un autre métal (ex : Gallium Ga) ; 3)
association de métaux avec des antibiotiques afin d'améliorer ou restaurer leur activité ; 4) complexes organométalliques, avec
divers mécanismes d'action n'étant pas encore totalement compris ; 5) nanoparticules, avec la aussi divers mécanismes d'action
dont la génération de ROS et la rupture de la membrane (développé dans paragraphe précédent)
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3) l'utilisation de métal comme adjuvant : certains métaux associés a des antibiotiques
permettent d'améliorer leur activité, par exemple le gallium associé au sidérophore DFO va

également améliorer I'activité de la gentamicine®®*;

4) les complexes organometalliques : différents complexes organométalliques comme le
sulfadiazine argentique ont montré une activité antibactérienne, bien que leurs mécanismes

d'actions ne soient pas encore bien compris®*;

5) les nanoparticules métalliques : les nanoparticules métalliques ont de nombreux effets sur
les bactéries, variables selon leur forme, taille et charge de surface®. Il a néanmoins été mis en
évidence que la toxicité de nombreuses nanoparticules métalliques est liée a la production de ROS

ainsi qu'a la déstabilisation et la rupture de la membrane*®*,

Lors de cette thése seules les deux derniéres stratégies seront évoquées, principalement dans le
Chapitre 5 - Approche synergique entre les différents ingrédients des remeédes étudiés, en

particulier I'association drogues végétales/métal.

5.2, Utilisation antibactérienne du cuivre

Dans les remédes étudiées, le métal employé est le cuivre Cu. L'effet antibactérien du cuivre
est actuellement mis & profit dans des surfaces antibactériennes® et dans des nanoparticules
d'oxyde de cuivre CuO (les nanoparticules de cuivre Cu s'oxydant rapidement a I'air libre)®. Dans les
deux cas, la perturbation et la rupture des membranes de la bactérie (Gram+ comme Gram-) jouent
un réle important dans l'activité antibactérienne, ainsi que libération prolongée d'ions de cuivre
amenant a la génération de ROS, a l'inhibition d'enzymes essentielles et a la dégradation de I'ADN®*®*,
De plus, le cuivre présente une faible toxicité sur les cellules de mammiféres®. L'utilisation du cuivre
sous la forme de nanoparticules d'oxyde de cuivre est donc prometteur, notamment contre les

souches antibiorésistantes et les biofilms de souches Gram+ comme Gram-%%,

5.3. La synthése verte de nanoparticules métalliques: une association

plantes-métaux actuellement étudiée

Les nanoparticules métalliques sont reconnues pour leur propriétés antibactériennes et
antibiofilms. Elles ont la particularité d'avoir un ratio surface/masse bien plus grand que les ions
métalliques, leur conférant une plus grande surface de contact®”®, Elles présentent aussi I'avantage
d'étre moins toxiques sur les cellules mammiféres que la forme ionique correspondante (7 a 50 fois

moins toxique) en relarguant progressivement le métal sur un temps plus long®. De plus, elles sont
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capables de pénétrer les biofilms et peuvent ainsi exercer leur propriétés antibactériennes au-dela

de la matrice extracellulaire protectrice®®.

Ces derniéres années, la synthése verte de nanoparticules métalliques a été étudiée,
notamment a partir d'extraits végétaux et de sels de métaux. En effet la synthése des
nanoparticules métalliques peut faire appel a des réactifs toxiques pour I'homme, en plus de se
révéler polluante®. Plusieurs méthodes biologiques ont alors été étudiées, comme la synthése par
des microorganismes, par des enzymes ou par le métabolisme de plantes vivantes®. Il a également
été démontré que l'on pouvait les synthétiser a l'aide d'extraits végétaux grace aux
composés réducteurs en présence, bien que la reproductibilité et 'hnomogénéité soient actuellement
faibles®®. De cette maniére, des nanoparticules de cuivre ont déja été obtenues entre différents

9394 notamment avec de 'acétate de cuivre et des extraits d'aloés® . Des

sels et différents extraits
nanoparticules d'autres métaux ont aussi été synthétisées a partir d'extraits d'espéces des genres
Commiphora®® et Ferula®®, auxquels appartiennent certains des ingrédients végétaux des remeédes
étudiés ici. Nous avons donc souhaité explorer la possible synthése de nanoparticules de cuivre a

partir des ingrédients utilisés dans les remedes étudiés.

Les métaux sont donc une alternative prometteuse aux antibiotiques contre les différentes
formes de résistance actuelles des bactéries, bien que leur toxicité sur I'hnomme impose un contrdle
de la dose administrée. L'utilisation de nanoparticules métalliques, moins toxiques que I'utilisation
directe d'ions métalliques, est une des solutions employées pour utiliser thérapeutiquement les
meétaux. Le cuivre représente un choix intéressant car peu toxique, étant également essentiel chez
I'humain. Par ailleurs I'obtention de nanoparticules métalliques et notamment de cuivre est possible
a l'aide d'extraits végétaux, mettant en lumiére une des associations possibles des plantes et des

métaux dans un but antibactérien.
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6. Conclusion sur le contexte général de I'étude

L'antibiorésistance est un probléeme sanitaire actuel et majeur. Il existe plusieurs
mécanismes de résistance chez les bactéries mais un des plus préoccupants actuellement est la
formation de biofilms, une organisation particulierement résistante des bactéries sur les surfaces.
La mise au point de nouveaux moyens de lutte contre ces souches résistantes et ces biofilms est
donc primordiale. Parmi les stratégies explorées, on retrouve |'ethnopharmacologie et la
pharmacognosie, se complétant pour identifier les composés responsables de I'activité dans des
drogues naturelles et/ou des remedes employés dans les médecines traditionnelles. Parmi les
pharmacopées traditionnelles, la Ph. Méd. Ar. tient une place de choix car elle s'inspire de plusieurs
pharmacopées et les compléte par une organisation rationnelle ainsi qu'une approche pratique. De
plus, les traces écrites a disposition n'ont pas encore toutes été étudiées d'un point de vue
ethnopharmacologique. Enfin, si elle est principalement composée de drogues végétales, elle

contient également des métaux, permettant d'étudier ce genre d'association encore peu exploitées.

Parmi les stratégies étudiées contre |'antibiorésistance, I'utilisation des métaux est de plus
en plus mise en avant, en particulier les nanoparticules métalliques sur les biofilms. Les composés
d'origine végétale peuvent avoir quant a eux divers effets biologiques sur une infection bactérienne,
notamment sur les bactéries elles-mémes. C'est le cas de certains terpénes et coumarines, deux
familles phytochimiques que nous serons amenés a rencontrer dans cette étude. De nombreux
extraits végétaux sont également capables de réduire des sels métalliques en nanoparticules

métalliques et sont actuellement étudiés dans une optique de synthése verte.

C'est dans ce contexte que nous avons sélectionné deux remédes, pour leur composition
associant des drogues végétales a un sel de cuivre et pour leur prescription contre des abceés
potentiellement dus a une infection bactérienne cutanée. Lles infections cutanées sont
généralement dues a S. aureus, une bactéries Gram+ présente dans notre flore cutanée mais
également souvent impliquée dans des biofilms multirésistants. La réponse immunitaire chez
I'humain parvient dans la majorité des cas a inhiber ces infections. Néanmoins, si la réponse
immunitaire est insuffisante, l'infection se propage et devient systémique : elle est alors beaucoup
plus dangereuse pour I'hdte et difficile a traiter. En plus d'un intérét historique, l'utilisation de

S. aureus a donc également un intérét sanitaire.

Dans le but d'en apprendre plus sur l'effet thérapeutique des remédes sélectionnés, les
chapitres suivants décriront leur reconstitution suivi d'une premiére évaluation in vitro des activités
biologiques liées a la résolution d'un abcés causé par S. aureus, et ce pour les ingrédients végétaux
comme pour le sel de métal. Afin d'explorer davantage les associations plantes-métaux
antibactériennes, les premiers résultats de la synthése verte de particules de cuivre initiée a partir

de ces mémes ingrédients seront présentés dans le dernier chapitre.
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Les deux remédes sélectionnés pour cette étude proviennent de l'ouvrage intitulé « The
medical formulary, or Aqrabadhin of Al-Kindi, translated with a study of its materia medica by
Martin Levey », une traduction ainsi qu'une reproduction partielle de la pharmacopée d'Al-Kindi,
réalisées par Martin Levey (1913-1970)’. Chimiste ayant notamment étudié la pharmacie du
Moyen Age islamique, il a non seulement traduit ces textes mais il y a également ajouté une étude du
« materia medica », soit des drogues utilisées. Il a notamment identifié la ou les espéces botaniques
susceptibles de correspondre aux noms vernaculaires employés. Ce sont ces traductions et
correspondances qui nous ont servi de point de départ a l'identification des ingrédients. Ainsi les
ingrédients des remedes étudiés sont rapportés comme étant l'aloées, spécifiée sous la forme de
« jus d'aloes » dans le reméde 1, la myrrhe, la gomme sarcocolle, la gomme ammoniaque et le vert-

de-gris (Tableau 2).

Tout d'abord un travail bibliographique a été réalisé afin de déterminer les espéces
botaniques rattachées a ces noms vernaculaires, ainsi que celles les plus probablement utilisées par
Al-Kind1 dans sa médecine. Ces recherches ont également permis de préciser la partie de la plante
utilisée.

L'approvisionnement des drogues identifiées (ou d'un substitut) a ensuite été réalisé pour

chaque ingrédient, dans les limites des disponibilités sur le marché et du temps imparti pour le

réaliser. Différentes extractions ont ensuite été réalisées sur les drogues végétales.

Enfin, l'identité des drogues végétales a été vérifiée a l'aide de différents contréles issus de
la Pharmacopée Européenne Ph. Eur. ainsi que par comparaison avec des échantillons de référence
via un profilage chimique par HPLC-DAD et HPLC-HRMS. L'identification putative par HPLC-HRMS/MS

des composés présents dans les extraits a permis d'appuyer certaines de ces identifications.

Tableau 2 - Rappel des ingrédients et de leur teneur respective (exprimée en parts) dans les deux remedes
d’Al-Kindi sélectionnés, R1 et R2

Ingrédients Reméde 1 (R1) Reméde 2 (R2)
Aloés 1% 1%
Myrrhe 1 1
Gomme sarcocolle 1 1
Gomme ammoniaque 1 1
Vert-de-gris (sels de cuivre) 1 0,07

*jus; ** partie non précisée
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1. Identification et présentation des ingrédients

Sur la base de cette étude du materia medica d'Al-Kindi par M. Levey, les dénominations
latines des espéces botaniques ont été vérifiées et réactualisées via le serveur de référence de
classification botanique The World Flora Online'®. Afin de confirmer mais aussi compléter
I'identification de ces drogues végétales (especes et parties de la plante utilisées), une étude
bibliographique a été menée pour, dans un premier temps, établir si ces espéces étaient et/ou sont
encore utilisées traditionnellement contre des infections cutanées puis, dans un second temps,
déterminer s'il existe des études récentes sur des activités biologiques liées a la résorption d'abcés
cutanés (activité antibactérienne, antiinflammatoire ou cicatrisante). La distribution géographique
des especes a également été prise en compte afin de s'assurer qu'Al-Kindi, ayant exercé la médecine
a Bagdad dans I'actuelle Irak®, pouvait effectivement avoir eu ces drogues a disposition (la carte des

Califats Islamiques en 750 est rappelée en Figure 13).

Ces recherches bibliographiques ont été réalisées dans les bases de données de
Sciencedirect™ et PubMed'®, ainsi qu'a l'aide d'ouvrages de références et d'archives accessibles

soit sur JSTOR'®, soit sur Google Livres™®.

A

Portugal Espagne

Maroc

Algérie

Nl

N

Figure 13 - Carte simplifiée de I'expansion des Califats Islamiques : 622-632 expansion sous Mahomet ; 632-
661 expansion pendant le Califats des patriarches ; 661-750 expansion pendant le Califat des Omeyyades (&
partir d'une carte cédée au domaine publique®)
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1.1. L'aloés : qui du gel ou du latex ?

1.1.1.  Identification de I'espéce botanique et usages traditionnels

Pour l'aloés, précisé « jus d'aloés » dans le reméde 1, M. Levey a identifié 2 espéces botaniques
possibles : Aloe vera L. ou Aloe perryi Bak., correspondant aux espéces actuelles Aloe vera (L.)
Burm.f. (1768, Asphodelaceae, syn. A. barbadensis) et Aloe perryi Bak (1880, Asphodelaceae)’.
L'A. perryi étant considérée aujourd'hui comme endémique du Yémen'®, cette hypothése a été
rapidement écartée et I'A. vera a été considéré comme plus probable, cette espéce ayant une
distribution bien plus large, comprenant des régions ayant appartenu au Califat Islamique a I'époque

d'Al-KindT (Figure 14).

Sy
Portugal  Espagne

Tunisie

Maroc

Figure 14 - Présence mondiale de I'A. vera (carte GBIF sur la base des observations recensées, consultée le
10.11.2022)

L'A. vera est une plante médicinale commune a de nombreuses pharmacopées anciennes et
actuelles: une de ses premiéres mentions associées a un usage médicinal est dans le papyrus
d'Ebers (1552 av. J.-C.) en tant que laxatif'”. Ses propriétés thérapeutiques étaient également
reconnues par les Grecs anciens, les Romains, I'Empire Islamique'® et elle est encore utilisée dans la
médecine ayurvédique'®, la médecine traditionnelle chinoise™, une partie des médecines
traditionnelles africaines™ ainsi que, plus récemment, en Europe™* et aux Etats-Unis'**. Elle fait par

ailleurs partie des plantes médicinales utilisées en Irak'*.

Ces premiers éléments viennent donc soutenir la proposition de M. levey: I'A. vera a

vraisemblablement fait partie du materia medica d'Al-Kindi. Par ailleurs, cette espéce d'aloés est

112

considérée comme la plus largement utilisée a travers le monde™* et il n'a pas été trouvé mention

d'autres espéces d'Aloe dans les sources bibliographiques consultées sur la flore iraquienne™?™%,
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1.1.2.  Présentation botanique d'A. vera

L'A. vera est une plante pérenne de la famille des Asphodelaceae, se présentant sous la
forme d'une rosette de feuilles triangulaires et épaisses, accueillant en son centre une grappe
érigée de petites fleurs tubulaires (jaunes ou rouges selon la variété) entre Octobre et Janvier*"**
(Figure 15). Comme toutes les aloes, elle est adaptée aux milieux arides ou elle se développe. Pour
cela, elle posséde un métabolisme acide crassulacéen (MAC ou Crassulacean acid Metabolism CAM)
lui permettant de limiter les pertes d'eau, ainsi que des feuilles succulentes avec un épiderme épais
et recouvert d'une épaisse cuticule afin de stocker le maximum d'eau possible™®*". Ce sont ces

feuilles qui vont fournir les 2 principales drogues utilisées : le gel et le latex (Figure 15).

EPIDERME
SUC (LATEX)

Figure 15 - A. Plant d'Aloe vera ; B. Inflorescence d’Aloe vera ; C. Suc séché et pulvérisé d’'Aloe ferox de chez
Cailleau Herboristerie ; D. Schéma d’une coupe de feuille d’Aloe vera (modifié a partir de Maan et al, 2018™)

1.1.3.  Le gel d'aloés : composition chimique et activités biologiques

Le gel des aloés est un tissu permettant le stockage de I'eau : la région centrale de la feuille
est faite d'un parenchyme de larges cellules polyédriques a mucilage (Figure 15-D.), principalement
composé d'eau (99%) et de polysaccharides (55% de la masse séche) mais aussi d'acides aminés, de
lipides, de stérols et d'enzymes™™®, Ce gel est traditionnellement utilisé pour soigner plusieurs
maux de la peau comme les bralures, les blessures, les coupures, les coups de soleil, les dermatites
ou encore l'acné, usage dont découle l'incorporation actuelle du gel d'A. vera dans de nombreux

cosmétiques pour ses propriétés hydratantes™®’**8,
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De plus, des études ont mis en évidence une activité antibactérienne sur S. aureus [présence
d'une zone d'inhibition aprés dépo6t de 100 pL de gel d'A. vera dans un puit de gélose (S. aureus MTCC
2943)* et une CMI de 500 ug /mL par microdilution en bouillon d'un extrait éthanolique™’]. 1l a aussi
été montré que ce gel avait des propriétés antiinflammatoires ainsi que cicatrisantes par application

120-122

topique . Le gel d’A. vera semble donc un bon candidat pour des remédes destinés a soigner des

abceés cutanés que ce soit sur les aspects infection, inflammation ou cicatrisation.

1.1.4.  Lelatex d'aloés : composition et activités biologiques

Les latex en général sont considérés comme probablement impliqués dans la défense de la
plante, notamment contre des attaques exogénes d'herbivores ou de microorganismes
pathogénes*****, Ce sont donc par essence des drogues avec des activités biologiques marquées.
Ces mixtures complexes sont sécrétées par des canaux laticiféres, constitués de nombreux
composeés actifs pouvant inclure des anthranoides, des terpénoides, des composés phénaoliques, des
protéines, des carbohydrates ou encore d'autres familles phytochimiques selon les espéces™ .
Celui de I'aloés est exsudé a partir des tubules péricycliques sous I'épiderme de la feuille (Figure 15-
D). et est principalement composé d'anthracéniques (dérivés de I'anthraquinone) et de composés
phénoliques qui lui conférent ses propriétés laxatives mais aussi antibactériennes, en particulier
contre des souches Gram+'?>. En effet, si dans la littérature I'accent est particuliérement mis sur le
gel d'A. vera, I'usage traditionnel du latex des aloés sur des blessures cutanées est également
rapporté™®. Le suc de l'espéce A. megalacantha Baker est notamment utilisé traditionnellement en

27 1l a effectivement montré une activité antiinflammatoire et

Ethiopie sur les blessures cutanées
cicatrisante par application topique en réduisant la taille d'cedémes induits par injection de
carraghénane dans des pattes de rat et a aussi amélioré la cicatrisation d'excisions et d'incisions
réalisées sur des modéles murins (meilleures fermetures des plaies et meilleure résistance a la

traction)*?’.

Par ailleurs, si les activités biologiques du suc d'A. vera ont été bien moins étudiées que
celles du gel, ce n'est pas le cas pour ses composés dont I'activité antibactérienne a été démontrée.
Les composés majoritaires du latex sont des anthrones, avec dans |'ordre, la barbaloine 18 (aloine A,
barbaloin ou aloin A en anglais), l'isobarbaloine 19 (aloine B, aloin B), |'aloésine 20 (aloérésine B,
aloesin ou aloeresin B en anglais) et I'aloérésine A 21 (aloeresin A en anglais)**® (Figure 16-A.). On
retrouve ensuite d'autres anthrones mais aussi des anthraquinones et des chromones (Figure 16-B.)
comme |'aloe-émodol (aglycone oxydé de 18 et 19, aloe-emodin en anglais), I'aloénine (aloenin en
anglais), I'émodol (ou émodine, emodin en anglais), I'aloérésine E et I'anthranol™*?%, Parmi ces
composés, I'aloine A 18 a montré par microdilution en bouillon sur une souche de S. aureus une CMI
de 62,5 pug/mL, soit environ 149 pM, et son aglycone oxydée l'aloe-émodol a montré sur la méme

126

souche une CMI de 125 pg/mL, soit environ 463 uM, sur S. aureus™°. Le suc d'A. vera présente une
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activité sur les bactéries Gram+ (dont S. aureus), I'inflammation et la cicatrisation, il constitue donc

lui aussi un bon candidat pour I'ingrédient « aloés ».

A.

R1 —=mH 18 R1 --mOH 20
RT wmllH 19 21
R1 /O AN
o
B. o o .
o]
0]
Noyau chromone Noyau anthrone Noyau anthraquinone

Figure 16 - A. Composés majoritaires du suc d’A. vera : aloine A 18, aloine B 19, aloésine 20 et aloérésine A

21; B. Noyaux des principales familles de composés présentes dans le suc d’A. vera****®

Si I'Aloe vera (L.) Burm.f. semble effectivement étre |I'espéce correspondante a I'ingrédient
« aloés », il n'est nullement précisé la drogue utilisée. La seule indication est « jus d'aloés » pour le
reméde 1 R, mais autrement, ni Al-Kindi ni M. Levey ne donnent d'indications claires a ce sujet. Dans
la littérature scientifique, le gel d'aloés a particulierement été étudié pour ses bienfaits sur divers
problémes de peau, en faisant au premier abord un candidat évident pour nos remédes. Or si « jus
d'aloés » peut faire référence au jus des feuilles entiéres'’, ce terme est aussi employé pour

désigner le suc®*®

. Par ailleurs, le vocabulaire employé dans le mode de préparation et
d’administration des remédes, a savoir « broyer », « tamiser » ou « saupoudrer », laisse a penser
que la drogue serait plutot solide et séche. Si le gel de la feuille est habituellement utilisé frais, le suc

peut étre employé sous une forme séche (Figure 15-C). De plus, ce suc présente lui aussi des usages
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et activités biologiques cohérents avec la prise en charge d'abcés cutanés, bien que cet usage soit
moins prégnant que celui du gel. C'est sur la base de ces divers éléments que le suc d'A. vera a été

considéré comme le meilleur candidat pour la drogue « aloés » mentionnée dans les remédes R; et
R; de I'agrabadhin d'Al-Kindi.
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1.2, La myrrhe : I'oléorésine d'un genre botanique entier

1.2.1.  Identification de la drogue et usages traditionnels

D'aprées M. levey, la  myrrhe utilisée par Al-Kindi  proviendrait de
Balsamodendrum myrrha T.Nees., soit I'actuelle Commiphora myrrha (T.Nees) Engl (1883,
Burseraceae). En effet, le terme de myrrhe désigne actuellement I'oléorésine de toutes les espéces
du genre Commiphora, le plus souvent de I'espéce C. myrrha d'apreés la Ph. Eur.**. Les espéces de ce
genre sont principalement réparties sur tout le continent africain, dans le sud de la péninsule
arabique et en Inde™® (Figure 17). Aujourd'hui cette oléorésine est toujours présente dans les
médecines traditionnelles chinoise et ayurvédique, ou elle est notamment utilisée contre la douleur,
les maladies inflammatoires, les ulcéres buccaux et les désordres cutanés dont I'acné®°. On retrouve

également cette drogue dans les médecines traditionnelles de la péninsule arabique et en Iran*****,

—
Portugal  Espagne

Tunisie

Figure 17 - Présence mondiale du genre Commiphora (carte GBIF sur la base des observations recensées,
consultée le 10.11.2022"%)

La aussi, la proposition de M. Levey semble probable : la myrrhe a vraisemblablement fait
partie du materia medica d'Al-Kindi et a par ailleurs un usage cutané dans d'autres pharmacopées.
Elle a pu correspondre a l'espece C. myrrha, mentionnée dans la médecine traditionnelle
iraquienne™*, ou correspondre & d'autres espéces de la péninsule arabique acquises

commercialement.
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1.2.2. Présentation botanique du genre Commiphora

Le genre Commiphora appartient a la famille des Burseraceae et est composé de plus de
150 especes. Ce sont de petits arbres et arbustes plus ou moins épineux, aux feuilles alternes et
généralement composées (3 folioles entiéres ou denticulées), aux inflorescences en panicule ou en
fascicule composées de petites fleurs a 4 pétales, et a I'écorce grise (Figure 18-A) dont les blessures
produisent ces exsudats résineux rouge-bruns et odorants appelés myrrhe (Figure 18-B&C)*****, La
myrrhe est généralement commercialisée sous forme de larmes®’ (Figure 18-C) mais étant souvent

utilisées broyées on peut aussi la trouver déja réduite en poudre (Figure 18-D).

Figure 18 - A. Planche botanique de C. myrrha®™®; B. Myrrhe exsudant du tronc d’un spécimen de C. capensis

Engl. (1883, Burseraceae)™ ; C. Myrrhe sous forme de larmes*®; D. Myrrhe séchée et pulvérisée de

C. abyssinica (Cailleau Herboristerie)

1.2.3.  Composition chimique et activités biologiques

Les résines ont généralement une définition assez floue, se mélangent a celle des gommes,
mucilages, huile, cire et latex: on peut néanmoins les définir comme un mélange complexe
liposoluble, riche en terpénoides et composés phénoliques, volatiles ou non, sécrété par des
structures spécialisées et ayant un réle important dans les interactions écologiques™*. En effet, tout
comme le latex, elles sont considérées comme une défense face aux organismes prédateurs et
pathogénes**'. La myrrhe est considérée comme appartenant aux oléorésines, des résines
principalement composées de terpénoides volatiles, dont la fraction volatile constitue par ailleurs

une huile essentielle*.
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Les propriétés thérapeutiques et la composition chimique de la myrrhe ont été I'objet de
nombreuses études. Ainsi, des myrrhes de différentes especes ont montré des effets
antiinflammatoire, analgésique et antibactérien*®. Une activité antibactérienne a été mise en
évidence vis-a-vis de bactéries Gram+ comme Gram- par antibiogrammes pour I'huile essentielle, les

extraits méthanolique et & I'acétate d'éthyle de C. myrrha®

. Un effet analgésique périphérique et
un effet antiinflammatoire ont été caractérisés pour des extraits éthanolique, a I'éther de pétrole et
a l'acétate d'éthyle de C. myrrha sur des cedémes par injection de formaline sur modéle murin***. Un
extrait méthanolique de la résine de Balsamodendrum mukul Hook. ex Stocks (1849, Burseraceae)
[syn. C. mukul (Hook. ex Stocks) Engl. (1883, Burseraceae)] a quant a lui montré un effet
antiinflammatoire en provoquant une inhibition significative de la production de monoxyde d'azote
(NO) sur des macrophages murins activés par le LPS %,

Les métabolites identifiés comme les plus présents sont des terpénaoides, principalement des
sesquiterpénoides (dont des furanosesquiterpénoides, des sesquiterpénes dont une partie de la
chaine prénylée se lie a un atome d'oxygéene et se replie en furane) et triterpénoides dont un certain
nombre est impliqué dans les propriétés thérapeutiques de la drogue™’. Des sesquiterpénes
présents dans la résine de Commiphora molmol Engl. ex Tschirch (1925, Burseraceae) [syn.
C. myrrha] ont montré une activité sur la souche Gram+ S. gureus ATCC25923 mais aussi sur les
souches Gram- E. coli ATCC11238 et P. geruginosa ATCC15442%°'* Ainsi, la curzerénone 22
(Figure 19) a présenté des CMI de 0,7 pug/mL sur S. aureus, 1,4 pg/mL sur P. aeruginosa et 2,8 yg/mL
sur E. coli, soit respectivement environ 3 puM, 6 uM et 12 uM (microdilution en bouillon)*****®, De la

méme maniére, un mélange de furanodiéne-6-one 23 et de 2-methoxyfuranoguaia-9-éne-8-one 24

130,146

(Figure 19) a montré des CMI entre 0,18 et 2,8 pg/mL sur les mémes souches

o}

23

Figure 19 -Furanosesquiterpénes de la myrrhe de C. myrrha présentant une activité antibactérienne (cycle
furane) : la curzérénone 22, le furanodiéne-6-one 23 et le 2-méthoxyfuranoguaia-9-éne-8-one 24*°**¢

L'activité antiinflammatoire de la myrrhe de C. wightii (Arn.) Bhandari est notamment
expliquée par la présence de myrrhanol A 25, de myrrhanone A 26 et de E- et Z-guggulsterones 27 et
28 (Figure 20-A), qui préviennent la production de NO in vitro sur des macrophages murins J774.1
activés par le LPS™°. Concernant l'activité analgésique, un pré-traitement par injection de 1,25
mg/kg de curzéréne 29 ou de furanoeudesma-1,3-diéne 30 (Figure 20-B) isolés de la myrrhe de

C. molmol (syn. C. myrrha) a permis une réduction significative de la fréquence de léchage chez des
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souris brulées a l'aide d'une plaque chauffante®™®'’. 1La myrrhe issue des espéces du genre
Commiphora a donc des propriétés antibactériennes démontrées - notamment sur des souches de S.
aureus - mais aussi antiinflammatoire et analgésique, rendant crédible son utilisation dans un

remede pour abces cutané.

A.
OH
R1 -=m OH R2 -smH 25
R17”
R1=—=0 R2 «allH 26 29
R1
R2
(o]
R1ICH; R2H 27
o}
R1H R2 CHy 28 30

Figure 20 - A. Sesquiterpénoides antiinflammatoires isolés de la myrrhe de C. wightii**® : le myrrhanol A 25,
le myrrhanone A 26, I'E-quggulstérone 27 et le Z-gugqulstérone 28; B. Furanosesquiterpénoides
analgésiques isolés de la myrrhe de C. myrrha®®*" : le curzéréne 29 et le furanoeudesma-1,3-diéne 30

L'espéce produisant la myrrhe qu'Al-Kindi utilisait est difficile a déterminer, méme si
C. myrrha semble probable car présente dans la région. Néanmoins, les activités biologiques
évoquées précédemment sont communes a plusieurs espéces du genre Commiphora, laissant a
penser que I'espéce n'était peut-étre pas déterminante pour I'efficacité des remedes. Sur la base de
ces éléments, nous avons considéré que la drogue « myrrhe » des reméedes R; et R, de I'aqrabadhin
d'Al-Kindi correspondait a la gomme-résine des espéces du genre Commiphora, et plus

probablement de I'espéce C. myrrha.
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1.3. La gomme sarcocolle : une drogue peu étudiée

1.3.1.  Identification de la drogue et usages traditionnels

La gomme sarcocolle, aussi appelée anzaroot, a été identifiée par M. Levey comme pouvant
provenir soit de Penaea mucronata L. (1753, Penaeaceae), soit d'Astragalus sarcocolla Dymock
(1890, Fabaceae). La gomme sarcocolle est aujourd’hui encore considérée comme pouvant étre

produite par plusieurs espéces™.

En effet, des ouvrages d'histoire naturelle datant du début du 19°™ siécle attribuent cette
drogue a l'espéce Penaea sarcocolla 1. (1753, Penaeceae) mais dés les années 1890, on considére
qu'elle est produite par Astragalus sarcocolla*®**. Dans la littérature scientifique actuelle, c'est
effectivement cette espece qui est attribuée a la gomme sarcocolle ainsi que I'espéce
Astragalus fasciculifolius Boiss (1843, Fabaceae). Dans la flore iranienne et iraquienne, seule
I'espéce A. fasciculifolius est recensée, ou elle est alors mentionnée comme la source de gomme

sarcocolle®®

. De plus, si le genre Astragalus est un l'un des plus grands genres parmi les plantes
vasculaires et est distribué sur tous les continents (Figure 21), une proportion importante des
espéces se trouve en Iran: sur environ 2900 espéces connues, 850 y sont présentes dont 527
endémiques™'. On peut noter que l'usage le plus important dans le genre est la production d'une
autre gomme, la tragacanthe ou gomme adragante, considérée produite par 7 espéces

d'Astragalus™*

. Les gommes produites par le genre Astragalus semblent donc avoir un potentiel
thérapeutique, et soulignent une possible équivalence entre les différentes especes en termes

d'effets thérapeutiques et donc de composition chimique.

-
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Figure 21 - Présence mondiale du genre Astragalus (carte GBIF sur la base des observations recensées,
consultée le 10.11.2022*%?)
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Concernant ses usages, les ouvrages d'histoire naturelle du 19°™ siécle consultés mettent en

avant I'utilisation en tant que cicatrisant au travers de son étymologie grecque signifiant « recolle-

149,150

chairs » . La gomme sarcocolle issue de A. fasciculifolius est traditionnellement utilisée pour

limiter la coagulation du sang, soulager la douleur et traiter la peau'”***™*>

. Une étude du genre
Astragalus, décrivant cette fois-ci I'espéce A. sarcocolla comme la source de la gomme sarcocolle
(tout en soulignant I'usage médicinal de I'espéce A. fasciculifolius), rapporte que la sarcocolle était
utilisée comme encens et contre la douleur™*. De plus, certains ouvrages traitant du materia medica
de cette région a I'époque médiévale citent I'espéce A. sarcocolla comme soignant les blessures
putrescentes, les abcés et les maladies de I'eil™***’. C'est aussi cette espéce qui est citée dans une
étude sur la sarcocolle réalisée en Arabie saoudite en 2017, Par ailleurs, bien qu'il s'agisse d'une
région géographique autre que celle des Califats Islamiques, au Pakistan et en Inde c’est la gomme

de cette espéce qui est actuellement utilisée dans les médecines traditionnelles™**®,

Ainsi, la gomme sarcocolle utilisée par Al-Kindi provenait probablement d'A. fasciculifolius
mais pouvait aussi provenir d'A. sarcocolla, une espéce reconnue par d'autres pharmacopées
traditionnelles. Ses usages traditionnels décrits, qu'ils soient cutanés ou non, peuvent se révéler

pertinents dans un remede contre les abcés, notamment concernant la cicatrisation et la douleur.

1.3.2.  Présentation botanique du genre Astragalus

Le genre Astragalus est composé d'herbes annuelles (~ 80 espéces), d’herbes pérennes a
rhizomes ou hémicryptophytes (~ 2500 espéces) et d'arbustes épineux en coussin (~ 300 espéces) :
la plupart de ces espéces sont adaptées aux milieux semi-arides a arides™" (Figure 22-A&B). De
nombreuses espéces d'Astragalus ont des usages traditionnels dans la médecine et I'alimentation
mais également comme bois de chauffage, comme fourrage ou encore comme plantes
ornementales**. Concernant |'espéce A. fasciculifolius, elle est décrite comme un petit arbrisseau
épineux, aux calices fructiféres plus larges que les autres espéces (2 cm au lieu de 1,5 cm) mais aux
feuilles trop petites pour appartenir a A. bruguieri (1849, Fabaceae)™. A. sarcocolla est quant a elle
décrite comme un buisson pérenne aux feuilles divisées™® (Figure 22-A). La gomme sarcocolle est

5

soit issue des racines™ soit des tiges sous forme d'exsudats appelés « larmes »***, notamment

provoquées par des piqlres d'insectes (Figure 22-C)***.
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Figure 22 - A. Arbuste d’A. sarcocolla™; B. Fleurs et branches épineuses d'A. fasciculifolius™® ; €. Gomme

sarcocolle achetée chez un tradithérapeute au Pakistan, sous forme de larmes

1.3.3.  Composition chimique et activités biologiques

Différents usages traditionnels sont attribués a la gomme sarcocolle mais peu d'études ont
été réalisées sur ses activités biologiques ou sa composition chimique. L'activité antibactérienne
d'extraits aqueux et éthanolique de la gomme sarcocolle d'A. sarcocolla a été mise en évidence par
diffusion sur gélose dans des puits sur différentes bactéries Gram+ et Gram-, dont une souche
modéle de S. aureus ATCC29213". L'extrait aqueux a alors montré une CMI de 12,5 pg/mL, tandis
que l'extrait éthanolique restait sans effet aux concentrations testées'®. les 2 extraits ont
également montré une activité sur E. coli ATCC35218 et P. aeruginosa ATCC27853 avec des CMI entre

12,5 et 50 yg/mL*®%,

Parmi les effets pouvant étre liés a la résorption d'un abcés cutané, les propriétés
cicatrisantes qui seraient a |'origine de son nom semblent étre une piste davantage prometteuse. En
effet, la gomme sarcocolle d'A. fasciculifolius a été administrée sous forme de créme a 5 ou 10%
sur des dos de rats diabétiques ou un morceau de peau et de tissu sous-cutané avaient été retirés
artificiellement : cette application a permis une augmentation significative (ANOVA, P > 0,001) du

ratio de cicatrisation par rapport au groupe de rats témoins*®. Un cas clinique a également été
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documenté sur un homme de 50 ans ayant un ulcére cutané ne s'étant toujours pas résorbé au bout
de 5 mois, avant d'étre traité avec un onguent de gomme résine d'A. sarcocolla et de miel en
proportion égale nommé « Marham-i-‘Asal » (Srinagar, Inde, 2020)'*°. Au bout de 7 jours, la taille de
la blessure a significativement diminuée et a été totalement résorbée au bout de 21 jours, a raison

de 2 applications par jour*®.

L'analyse globale des composés présents dans un extrait aqueux et un extrait éthanolique de
la gomme sarcocolle d'A. sarcocolla a mis en évidence la présence d'alcaloides, de terpénoides, de
flavonoides, de saponines (uniquement dans I'extrait aqueux), de stérols et de tannins, ces
différentes familles pouvant avoir une activité antibactérienne®®. Par ailleurs, le genre Astragalus
est décrit comme uniforme d'un point de vue composition chimique : les composés actifs y sont les
polysaccharides et les saponines (Figure 23-A), tandis que les composés les plus toxiques sont les
alcaloides indolizidiniques (indolizidine alkaloids en anglais) (Figure 23-B), les composés azotés
endécaphyllines (endecaphyllins en anglais, des dérivés de 3-nitropropanoate de glucose), les 3-
nitropropyl-glucosides et les acides aminés séléniés (seleno-amino acids en anglais)'®. Un des
saponosides d'A. membranaceus (Fisch.) Bge. a été isolé, I'astramembrainnine I (astramembrainnin I
en anglais) (Figure 23-A), et a montré une activité antiinflammatoire sur des cedemes a la
carraghénane sur un modeéle de rat'®®. Cependant, & notre connaissance aucun composé de la

gomme sarcocolle (actif ou non) n'a encore été isolé et identifié.

Les quelques études menées sur l'usage thérapeutique et les activités biologiques de la
gomme sarcocolle rapportent un effet positif sur des infections cutanées ainsi qu'un effet
antibactérien pour un extrait aqueux. De plus, des composés issus du genre Astragalus présentent

des propriétés antiinflammatoires.

A.

32
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Figure 23 - Composés du genre Astragalus : A, Exemple de saponine : I'astramembrainnine I 31 ' ; B,
Exemple d’alcaloide indolizidinique : le swainsonine 32'%
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Si la gomme sarcocolle est moins étudiée que les autres drogues de nos deux remédes, il
s'agit d'une drogue ayant été longuement utilisée comme cicatrisant par les Grecs anciens, dont la
pharmacopée est une des bases de la pharmacopée arabe médiévale. Les études récentes apportent
quelques éléments en faveur de cet usage, que ce soit antibactérien ou antiinflammatoire. Cette
drogue a donc certainement fait partie du materia medica d'Al-Kindi, et son utilisation pour une
infection cutanée semble cohérente avec son usage traditionnel et ses activités biologiques

récemment mises en lumiére.
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1.4. La gomme ammoniaque : perse ou africaine ?

1.4.1. Identification de la drogue et usages traditionnels

Pour la gomme ammoniaque, M. Levey a identifié Ferula marmarica Asch. & Taub. ex Asch. &
Schweinf. (1893, Apiaceae) ou Ferula tingitana 1. (1753, Apiaceae), ainsi que
Dorema ammoniacum D. Don (1833) correspondant a l'actuelle Ferula ammoniacum (D. Don) Spalik,
M. Panahi, Piwczynski & R. Puchatka (2015, Apiaceae). 1l précise que c'est cette derniére espéece qui

est considérée comme productrice de la drogue par le Monde Arabe.

Des ouvrages de pharmacie et de médecine francais et anglais datant du 19°™ siécle
rapportent un usage ancien de la gomme ammoniaque, déja mentionné par Disocoride, avec

167

cependant un flou persistant sur son origine botanique et géographique™’. D'aprés Pline, elle tire

son nom du temple de Ammon (assimilé a Jupiter) auprés duquel elle était récoltée, et Dioscoride
rapportait déja qu'elle provenait d'une férule poussant dans I'actuelle Lybie'*"*®, Mais au 19°™
siecle, on distingue deux origines de la gomme ammoniaque : la « gomme ammoniaque perse » qui
provient de D. ammoniacum (syn. F. ammoniacum) en Iran et la « gomme ammoniaque africaine »
qui provient de différentes espéces de Ferula poussant en Afrique, notamment au Maroc, et plus
précisément l'espéce F. tingitana L.**"**°, Si la gomme des écrits de Dioscoride est estimée comme
étant probablement celle qu'on appelle gomme ammoniaque africaine, produite par les férules
d'Afrique, elle est considérée comme ayant été tres t6t confondue avec la gomme ammoniaque
perse. Cette substitution se serait notamment faite au moment de la reproduction des textes de
Dioscoride par des traducteurs arabes et perses, qui auraient alors traduit la gomme africaine par le
nom vernaculaire de la gomme perse (ushaq)”°"’?. Cette théorie sous-entend que la gomme
ammoniaque utilisée dans I'Empire Islamique a I'époque de la traduction (contemporaine a Al-Kindi,
le mouvement de traduction ayant débuté fin 8°™ - début 9°™ siécle’”) était bien la « gomme
ammoniaque perse », produite par D. ammoniacum (syn. F. ammoniacum). Ceci est appuyé par le
fait que F. ammoniacum est effectivement considérée comme endémique du sud-ouest et du centre

de I'Asie, dont les actuels Iran*"**"* et Irak®’®.

Dans la littérature moderne, le terme gomme ammoniaque désigne encore soit la gomme
résine de F. ammoniacum, soit la gomme résine de n'importe quelle espéce du genre Ferula*" ",
Les espéces du genre Ferula sont réparties principalement dans I'Asie centrale et du sud-ouest mais
aussi dans le bassin méditerranéen et le nord de I'Inde*””*’® (Figure 24). Il est a noter que d'autres
gomme-résines sont également issues de ce genre et utilisées en thérapeutique, a savoir |'ase fétide
(asa-foetida) qui est produite par Ferula assa-foetida 1. (1753, Apiaceae) et le galbanum qui est
obtenu de Ferula gummosa Boiss. (1856, Apiaceae)*’®. Leur usage médicinal est d'ailleurs proche de
celui de la gomme ammoniaque, laissant a penser que les gomme-résines pourraient avoir des
principes actifs similaires*’.
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Figure 24 - Présence mondiale (hors continent américain et australien) du genre Ferula (carte GBIF sur la
base des observations recensées, consulté le 10.11.2022"°)

Concernant son utilisation traditionnelle, la gomme ammoniaque de F. ammoniacum, aussi

174

appelée ushagq, est principalement rapportée comme expectorant et antispasmodique™®. Un usage

180182 ot dans la médecine

cutané est également mentionné contre des maladies de la peau
traditionnelle iranienne on la retrouve dans un soin destiné a diverses blessures'®. Quant a la
gomme ammoniaque africaine, on rapporte que les graines de la férule la produisant étaient
chauffées jusqu'a excréter une substance liquide, pour étre ensuite appliquée sur des maladies de
peau®. 1l n'a pas été fait mention d'autres applications topiques pour ces gommes ammoniaques.

On peut cependant noter que le galbanum est utilisé pour soigner les blessures*™*

et que les férules
ont été beaucoup utilisées dans les médecines traditionnelles, notamment pour les infections
cutanées'”’. Si ce n'est pas précisé pour la férule produisant la gomme ammoniaque, le genre Ferula

et ses résines semblent donc bien utilisés contre des infections cutanées.

La gomme ammoniaque produite par F. ammoniacum a vraisemblablement fait partie des
drogues utilisées par Al-Kindi. Néanmoins, le Maroc et plus largement I'Afrique du Nord faisaient
également partie des Califats Islamiques a cette époque : il a donc pu avoir accés a de la gomme
ammoniaque issue de Ferula poussant dans ces régions. Si les usages thérapeutiques traditionnels
les plus rapportés pour ces deux drogues ne sont pas liés aux infections cutanées, quelques

mentions y sont faites notamment dans le genre Ferula en général.

1.4.2.  Présentation botanique du genre Ferula

N

Le genre Ferula appartient a la famille des Apiaceae et comprenant plus de 150
especes’’’'’®, Les férules sont de grandes herbacées biannuelles ou vivaces, a la tige robuste, aux

feuilles pennées plus ou moins finement divisées avec une gaine foliaire généralement gonflée, aux
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nombreuses ombelles composées de fleurs crémes, jaunes ou verdatres et aux fruits fortement
comprimés dorsalement™®**** (Figure 25-A&B). La gomme-résine des différentes espéces est
sécrétée suite aux piqdres d'insectes sur la tige, ou d'incisions de la main de I'hnomme sur les tiges et

parfois les racines, d'ol la résine s'écoule sous forme de larmes ou de masses*’**"* (Figure 25-C).

Figure 25 - A. Plant de Ferula communis ; B, Planche botanique de Ferula ammoniacum ; €. Gomme
ammoniaque achetée sous forme de masse chez un tradithérapeute @ Rabat, Maroc.

1.4.3.  Composition chimique et activités biologiques

Si les usages anciens se concentrent davantage sur les maladies respiratoires, un certain
nombre d'études récentes ont mis en évidence I'activité antibactérienne au sein du genre Ferula"’.
Une activité antibactérienne a notamment été trouvée pour [I'huile essentielle de
Ferula heuffelii Griseb. ex Heuff. (1853, Apiaceae) sur S. epidermidis ATCC12228 par microdilution en

bouillon (CMI 17,6 pyg/mL), pour des extraits a I'éther de pétrole, a I'hexane, a I'eau chaude, a I'eau
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froide et a I'éthanol de F. assa-foetida sur S. aureus par diffusion sur gélose, pour |'oléorésine de
F. gummosa sur S. gureus ATCC29737 (CMI 3,125 pL/ml) et pour I'huile essentielle de fruits de
Ferula elaeochytris Korovin (1947, Apiaceae) sur S. aureus ATCC29213 par microdilution en bouillon
(CMI 32 pg/mL)""’. Une activité antibactérienne a également été mise en évidence pour I'extrait
DCM:EtOH 1:1 (v/v) de la gomme ammoniaque de F. ammoniacum sur S. aureus ATCC29737 a

40 pg/mL et sur d'autres bactéries Gram+%*,

En plus de l'activité antibactérienne sur S. aureus, une activité antiinflammatoire et
antidouleur a aussi été mise en évidence pour un extrait aqueux d'ase-fétide (gomme-résine de
F. assa-foetida) sur des modeéles de souris via différents tests (brilures par plaque chauffante,
injections d'acide acétique par voie intrapéritonéale, cedémes induits par injection de carraghénane
dans les pattes)*®, ainsi qu'un effet antidouleur pour I'extrait a I'acétone des racines de F. gummosa
sur des modeles de souris et de rats*®*”**®, un effet antiinflammatoire a également été montré pour
I'extrait aqueux de la gomme ammoniaque de F. ammoniacum sur des cedémes a la carraghénane
sur des pattes de souris™®. Une meilleure cicatrisation a aussi été observée pour quelques espéces,
dont Ferula persica Willd. (1798, Apiaceae) aprés application d'un onguent contenant 5% d'extrait

méthanolique®®.

HO OH

33 OH

OH

Figure 26 - Sesquiterpénes antibactériens isolés de différentes Ferula : A, Le kuhistanol A 33 et le
kuhistanol D 34 isolés de F. kuhistania®®; B. La dshamirone 35 isolée de F. ferulioides”’
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Plusieurs composés ont été identifies chez les férules comme ayant une activité
antibactérienne. Il s'agit principalement de dérivés de sesquiterpénes. Des sesquiterpénes
phénoliques ont notamment été isolés et testés comme le kuhistanol A 33 et le kuhistanol D 34, deux
acides 4-hydroxybenzoique prénylés présents dans les racines et tiges de Ferula kuhistanica Korovin
(1947, Apiaceae) (Figure 26-A) et présentant une CMI de 63 pg/mL contre des isolats cliniques de
S. aureus résistantes ou non a la méticilline**®. La dshamirone 35 (Figure 26-B) et ses dérivés, isolés
de racines de Ferula feruloides (Steud.) Korovin (1947, Apiaceae), ont également montré une forte
activité contre la souche S. aureus XU212, une souche résistante a la méticilline et a la tétracycline,

avec une CMI de 1 yg/mL pour la dshamirone”.

Des coumarines sesquiterpéniques, plus précisément des 4-hydroxycoumarines prénylées,
ont également été identifiées dont le férulénol 36 (Figure 27-A) et ses dérivés, isolés du rhizome de
Ferula communis L. (1753, Apiaceae) et présentant une forte activité antibactérienne sur S. aureus,
avec une CMI de 2,5 pg/mL pour le férulénol*”’. Par ailleurs, ces 4-hydroxycoumarines prénylées
sont tenues pour responsables de la toxicité de certaines F. communis (chémotype toxique), causant
un syndrome hémorragique létal du bétail appelée « férulose »*°*. 1l est cependant a noter que le
férulénol est également rapporté dans le chémotype non-toxique'®. Plusieurs coumarines
sesquiterpéniques ont également montré une activité antiinflammatoire. C'est le cas de
I'ombelliprénine 37 (Figure 27-B) isolée des racines de F. szowitsiana qui a permis de réduire de
maniére significative la taille d';edémes provoqués a la carraghénane sur des pattes de rats, et des

coumarines sesquiterpéniques isolées de F. fukanensis qui ont inhibé de maniére significative

188,191

I'expression de la NO-synthase
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Figure 27 - Coumarines sesquiterpéniques bioactives d’espéces du genre Ferula : A. Férulénol 36, 4-
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hydroxycoumarine prénylée antibactérienne isolée de F. communis*’’ ; B. Ombelliprénine 37,

antiinflammatoire et isolée de F. szowitsiana*®****
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Enfin, des esters de daucane ont été isolés de F. hermonis et ont notamment montré une
bonne activité contre S. aureus, comme la férutinine 38 (Figure 28-A) avec une CMI inférieure a
0,39 pg/mL sur une souche résistante a la méticilline’””. Certains esters de daucane comme la
férutinine 38, la téféridine 39 et la téférine 40 (Figure 28) isolés de racines de F. hermonis ont

également montré une activité antiinflammatoire sur des cedémes induits au carraghénane*®,

A. OH . I OH

I
W o

38 39 40
Figure 28 - Esters de daucane bioactifs isolés de F. hermonis*® : A, La férutinine 38, antibactérienne et
antiinflammatoire ; B. La téféridine 39 et la téférine 40, antiinflammatoires

Des activités antibactériennes et antiinflammatoires ont été mises en évidence pour
plusieurs espéces de Ferula, dont la gomme-résine de F. ammoniacum. Plusieurs de leurs composés
de type sesquiterpéne ont été isolés et ont montré ces mémes activités. La gomme ammoniaque et
plus largement le genre Ferula semblent donc présenter des propriétés antibactériennes et

antiinflammatoires en accord avec le traitement d'un abceés cutané.

La gomme ammoniaque dite «perse» produite par F. ammoniacum a plus
vraisemblablement fait partie du materia media d'Al-Kindi que la gomme dite « africaine » produite
par des Ferula du Maroc. Il a néanmoins pu avoir acces a cette gomme via le commerce au sein des
Califats Islamiques. La gomme ammoniaque et d'autres gomme-résines du genre Ferula ont un
usage traditionnel thérapeutique important, bien que I'usage cutané ne soit pas le plus mentionné.
Cependant, des études sur l'activité d'extraits et de composés isolés de ce genre ont mis en évidence
des activités antibactériennes et antiinflammatoires qui sont en accord avec le traitement d'un abces
cutané. Al-Kindi a donc pu utiliser la gomme résine de F. ammoniacum pour des infections cutanées,

meéme si la gomme-résine d'autres espéces de Ferula n'est pas a exclure.
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1.5. Le vert-de-gris : un mélange complexe et variable de sels de cuivre

1.5.1.  Définition de la drogue et usages traditionnels

M. Levey décrit le vert-de-gris comme obtenu en faisant réagir du cuivre avec du vinaigre.
Cette substance était déja connue par en Gréce Antique: elle est décrite par Pline comme un
pigment bleu-vert obtenu aprés exposition de cuivre métal soit a du marc de raisins, soit
effectivement & du vinaigre'>. Le vert-de-gris est alors une mélange complexe, composé de
plusieurs sels de cuivre dont principalement de l'acétate de cuivre Cu(OAc), (Figure 29)"*. Cette
méthode de production a été conservée dans le bassin méditerranéen jusqu'au 19°™ siécle®*'** et a
été décrite dans un manuscrit écrit par le scribe Abu ‘Abdallah Muhammad ibn Ahmad ibn Yusuf al-

Khwarizmi en 997 comme une référence a la cour des Samanides®®”.

On peut donc supposer que le vert-de-gris utilisé sous les Califats Islamiques était lui aussi
obtenu a I'aide de vinaigre et était donc principalement composé d'acétate de cuivre. Il est toutefois
a noter que plusieurs recettes de vert-de-gris ne donnent pas d'acétate de cuivre mais d'autres sels

de cuivre®.

Figure 29 -A. Vert-de-gris formé sur une piéce de monnaie (acier cuivré) enveloppée pendant 3 jours dans
un papier régulierement imbibé de vinaigre de vin (piéce non-traitée en référence); B. Acétate de cuivre

Le cuivre et les métaux en général sont associés a une forte tradition antibactérienne
comme nous l'avons vu précédemment dans le Chap.1-5.2 “*°°. En Egypte et Gréce Antique on
utilisait le cuivre pour stériliser I'eau et traiter des blessures™”*®, et I'on avait encore recours au
cuivre lors des épidémies de choléra du 19°™ siacle (Vibrio cholerae, Gram-)**°. Son utilisation est
généralement limitée a une application topique du fait de sa toxicité, déja connue par les Grecs
Anciens'’. Du vert-de-gris a par ailleurs été reproduit selon une méthode traditionnelle utilisant de
la malachite, de la chrysocolle et des vapeurs de vinaigre : le vert-de-gris obtenu a permis d'inhiber

la croissance de 3 bactéries isolées d'une blessure®®®’

. Le vert-de-gris et le cuivre ont une
utilisation traditionnelle généralement topique dans le traitement de blessures, ainsi qu'une

utilisation antibactérienne encore récente.
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1.5.2.  Activités biologiques

Les propriétés antibactériennes du cuivre ont été testées sur différentes souches
bactériennes en tant que surface : ainsi des souches méticilline-résistantes de S. aureus (MRSA)
déposées sur une surface de cuivre ont été tuées en quelques minutes a 22°C et en quelques heures
a 4°C™°. Elles ont également été étudiées in vitro pour une application topique sur blessures : des
fibres contenant de I'oxyde de cuivre a permis de réduire la densité bactérienne sur la surface

8%, Cette activité antibactérienne est

testée, notamment celle d'une souche S. aureus ATCC653
surtout rapportée pour le cuivre 1 Cu(l) et peu pour le cuivre 2 Cu(ll), bien que le cytoplasme de
certaines bactéries comme E. coli réduisent le Cu(Il) en Cu(1)*®. Cette différence s'explique par la
réactivité plus importante du Cu(l), I'amenant a davantage se lier aux constituants de la bactérie,

201 Le cuivre est

comme cela a été démontré pour des souches de S. aureus, E. coli et P. aeruginosa
naturellement plus souvent sous forme Cu(II) que Cu(l) (notamment dans l'acétate de cuivre)
pouvant expliquer son activité antibactérienne plus faible par rapport a d'autres métaux comme
I'argent®®’. Néanmoins, I'étude du cuivre sur les différents aspects d'une blessure semble indiquer
que le métal impacterait la réponse inflammatoire ainsi que les phases de prolifération et de

remodelage lors de la cicatrisation™®.

De plus, des études récentes mettent en avant l'utilisation d'acétate de cuivre dans la
synthése de nanoparticules de cuivre (CuNP) avec des propriétés antibactériennes intéressantes®.
Ces propriétés sont notamment dues a la forme des nanoparticules, cette forme dépendant du
précurseur (acétate de cuivre ou autre sel de cuivre) et de l'agent réducteur®. Ces CuNP ont la
propriété de relarguer réquliérement des ions Cu**, permettant une forte concentration en un point
précis, perturbant le métabolisme des cellules et bactéries environnantes mais limitant localement la
toxicité®. Afin de limiter davantage cette toxicité, les CUNP peuvent étre combinées a des polymeéres

afin de créer un réservoir pour les ions cuivre®.

Ainsi, le vert-de-gris est connu depuis longtemps des médecins pour des applications
topiques sur des plaies. Cette drogue et son protocole d'obtention a I'aide de vinaigre étaient déja
connus par les médecins sous les Califats Islamiques. Cette drogue est principalement décrite
comme de I'acétate de cuivre, un sel de cuivre constitué d'ions Cu?* et de contre-ions acétates. Ces
ions Cu’* ont des propriétés antibactériennes, & conditions qu'ils soient présents en assez grande
quantité. Ces grandes quantités viennent alors expliquer I'usage topique local, permettant d'avoir
une activité anti-infectieuse tout en limitant la toxicité pour I'organisme. Il semble donc probable
qu'Al-Kindi ait utilisé du vert-de-gris, alors principalement composé d'acétate de cuivre, pour une
utilisation topique locale sur des blessures infectées. Une application locale similaire mais plus fine

serait |'utilisation de nanoparticules de cuivre CuNp.
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Les différentes recherches bibliographiques menées sont donc en accord avec I'étude du
materia medica d'Al-Kindi par M. Levey et ont permis d'affiner l'identification de certaines des
drogues employées dans les reméedes sélectionnés. Les drogues identifiées pour les deux remédes
d'Al-Kindi sont résumées dans le Tableau 3. Ces identifications sont néanmoins a considérer avec
précaution, de par la période de temps s'étant écoulée entre I'écriture, I'interprétation par M. Levey,

et nos propres recherches.

Tableau 3 - Résumé des drogues végétales utilisées dans les deux remédes d'Al-Kindi étudiés

Ingrédients Espéce correspondante identifiée Partie de la plante
Aloes A. vera Suc
Myrrhe C. myrrha + Commiphora sp. Oléorésine
Gomme sarcocolle A. sarcocolla Gomme-résine
Gomme ammoniaque F. ammoniacum + Ferula sp. Gomme-résine

Une fois ces différentes hypothéses établies, il a fallu se procurer chacune des drogues via
différents circuits d'approvisionnement. Cette étape ainsi que I'étape d'extraction sont décrites dans
les parties suivantes de ce chapitre. Dans la derniére partie, différents contrdles ont été faits sur
I'identité botanique des drogues végétales, notamment sur la base de la composition phytochimique

des extraits réalisés.
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2. Approvisionnement(s) des différentes drogues

Les espéces ou les genres botaniques correspondant aux différents ingrédients végétaux
ayant été déterminés ainsi que les parties de plantes correspondantes, un approvisionnement a été
réalisé pour chaque drogue végétale (Tableau 4). Si cet approvisionnement n'a pas posé de
problémes pour une partie des espéces étudiées, d'autres se sont révélées difficiles a trouver dans
les délais impartis, car tombées en désuétude dans notre région du globe. Certaines drogues ont de
ce fait été achetées sur des marchés étrangers (Maroc, Pakistan). Les démarches dictées par I'APA

sont encore en cours.

Tableau 4 - Drogues végétales utilisées dans I'étude

P S . . . Pays
Ingrédients Code Espéce identifiée Partie de la plante Fournisseur .
d'origine
Suc séché et Cailleau Herboristerie (49120 Afrique du
Aloés ALOF A. ferox Mill.
pulvérisé Chemillé-en-Anjou, France) Sud
C. abyssinica Gomme-résine Cailleau Herboristerie (49120
COMA1 Kenya
(Engl.) Engl. séchée et pulvérisée  Chemillé-en-Anjou, France)
Myrrhe
Gomme-résine Rabat,
MYRR1 Commiphora sp. Tradithérapeute local
séchée en larmes Maroc
Gomme Hypothése : Gomme-résine en
SARC Tradithérapeute local Pakistan
sarcocolle A. sarcocolla Dymock larme
Gomme Gomme-résine en Rabat,
) AMMO1 F. communis L. Tradithérapeute local
ammoniaque masse Maroc

Le suc d'A. vera a été substitué par du suc d'A. ferox Mill., considéré comme équivalent par la
Ph. Eur.*** (0). Il est commercialisé par Cailleau Herboristerie (49120 Chemillé-en-Anjou, France) sous

forme séchée et pulvérisée.

La premiére myrrhe utilisée provient de C. abyssinica (Engl.) Engl. et a également été acheté
chez Cailleau Herboristerie, sous une forme séchée et pulvérisée. Une seconde myrrhe a été achetée
chez un tradithérapeute a Rabat (Maroc) dans le cadre d'une collaboration entre Pierre Fechter
(UMR7242, Strasbourg, France) et Hassan Ait Benhassou (MASCIR, Rabat, Maroc) pour la thése de
Basma Abdallah, réalisée en co-tutelle entre les deux laboratoires. L'espéce productrice de cette
myrrhe n'était cependant pas précisée et a donc nécessité des contrdles d'identification, notamment

sur ses extraits.

La gomme sarcocolle étant peu disponible sur le marché européen, elle a été achetée chez
un tradithérapeute au Pakistan. Elle a été achetée sous forme de larmes séches de gomme-résine

mélangées a des éléments végétaux, sans mention de |'espéce productrice. La gomme sarcocolle
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étant considérée au Pakistan comme produite par A. sarcocolla™

, la drogue employée a été
considérée comme provenant de cette espéce. A I'heure actuelle, nous n'avons pas encore pu

infirmer ou confirmer cette hypothése malgré les contrdles réalisés sur les extraits obtenus.

De la méme maniére, la gomme ammoniaque n'était pas disponible sur le marché européen :
elle a donc été achetée uniquement chez des tradithérapeutes au Maroc, dans la cadre de la
collaboration évoquée précédemment. Elle a été achetée sous forme de masse de gomme-résine de
production artisanale. Par conséquent la gomme brute était hétérogéne, avec de nombreux débris
végétaux mais aussi minéraux et |'espéce n'était pas précisée. La gomme ammoniaque africaine
peut étre produite par plusieurs espéces de férules dont F. tingitana, mais les contréles réalisés sur
la drogue et ses extraits présentés ci-aprés nous ont amené a considérer F. communis L., une férule

abondante dans le bassin méditerranéen, comme une source probable.

Concernant le vert-de-gris, de I'acétate de cuivre C4HsCuO4 sous forme de poudre anhydre

(Strem Chemicals Inc., Massachusetts) a été utilisé (code : Cu(0Ac),).

Des cones femelles de Humulus lupulus L. (1978, Cannabaceae) (code : HUML) ont également

été utilisés pour I'obtention d'un extrait de référence pour I'activité antibactérienne.

Par ailleurs, des échantillons de référence ont été utilisés pour contréler I'identité de la
myrrhe et de la gomme ammoniaque (Tableau 5), dont deux échantillons de myrrhe et de gomme
ammoniaque généreusement fournis par le droguier de la Faculté de Pharmacie de I'Université de

Tours, par I'intermédiaire du Dr. Leslie Boudesocque-Delaye.

Tableau 5 - Drogues végétales de référence utilisées dans I'étude

. Espéce . Pays .
Ingrédients Code Partie de la plante origine et donateur
identifiée d’origine
Gomme-résine Droguier de I'UMR 7200,
COMA2 C. abyssinica Somalie
séchée en bloc Strasbourg
Myrrhe
Gomme-résine Droguier de I'Ecole de Médecine
MYRR2 ? ?
séchée en larmes et de Pharmacie de Tours
Gomme Gomme-résine Droguier de la Faculté de
AMMO3 ? ?
ammoniaque séchée en larmes Pharmacie de Tours

Des démarches ont également été entreprises aupreés des jardins botaniques royaux de Kew,
qui ont prévu de nous faire parvenir a titre gracieux des échantillons de résine d'Astragallus

sarcocolla (Iran) et de résine de Ferula ammoniacum (Iran ou Afghanistan).

L'ensemble des codes utilisés pour désigner les différentes drogues sont résumées dans

I'index disponible en fin de document p278 (version imprimée).
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3. Extraits végétaux obtenus

Trois types d'extraction solide/liquide non-successives ont été réalisées sur chacune des
drogues végétales, dans 3 solvants de polarité décroissante : I'éthanol a 70% EtOH 70%, |'acétate
d'éthyle EtOAc et le dichlorométhane DCM (Part.Exp.2.2). Les extraits obtenus sont présentés dans
le Tableau 6. Les rendements d'extraction sont généralement élevés car il s'agit d'exsudats et non
pas d'organes (absence de tissus cellulaires). Seuls I'extrait DCM du suc d'aloés a été obtenu avec un
rendement trop faible pour qu'il puisse étre utilisé dans la suite de I'étude. Ces extraits ont ensuite
été analysés pour déterminer et/ou confirmer l'identité des drogues (partie 4), puis ont été
employés dans les différents tests biologiques in vitro (Chapitre 3 - Etude des activités biologiques

des différents ingrédients).

Tableau 6 - Extraits des drogues végétales : masses (m) et rendements (R) (- : rendements trop faibles)

Drogues Solvant Code mséche (g) mextraite(g) R (%)

EtOH 70% COMA1-EH 20 3 15
Gomme résine de C. abyssinica
EtOAC COMA1-A 30 2 6
commerciale COMA1
DCM COMA1-D 10 2 20

EtOH 70% SARC-EH 20 11 55
Gomme sarcocolle traditionnelle
EtOAC SARC-A 20 2 10
SARC
DCM SARC-D 10 1 10

Pour les premiers extraits, une balance de faible précision a été utilisée (1g) tandis que pour les extraits les plus

récents, une balance précise a 0,0001 g a été utilisée.
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Pour la drogue de référence HUML, un extrait méthanolique MeOH a été réalisé (HUML-
MeOH) afin d'évaluer son activité antibactérienne. Pour les drogues de référence COMA2, MYRR2 et

AMMO3 pour l'identification botanique, seuls des extraits acétate d'éthyle (A) ont été réalisés.

Dans le but d'évaluer plus finement I'activité antibactérienne des remédes et notamment
I'interaction positive entre les différentes drogues, des extractions ont également été réalisées sur

le mélange des 4 drogues végétales des remedes.

Les 4 drogues végétales ALOF, COMA1, SARC et AMMO1 ont été broyées séparément puis
mélangées dans les proportions des remédes, a savoir 1/1/1/1 (m/m/m/m). Ce mélange, que nous
appellerons ici RDV, a été extrait avec les mémes solvants utilisés pour les drogues seules:
EtOH 70%, EtOAc et DCM. Les rendements d'extraction correspondants sont présentés dans le

Tableau 7.

Tableau 7 - Extraits du mélange des 4 drogues végétales des remédes RDV : masses (m) et rendements (R)

Drogues Solvant Code m séche (g) m extraite (g) R (%)
RDV-EH1 8 4 50
EtOH 70%
RDV - Mélange des 4 drogues RDV-EH2 11 7 64
végétales 1/1/1/1 (m/m/m/m) gtoac RDV-A 8 1 12
DCM RDV-D 12 2 16
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4. Controles de l'identité Dbotanique des différentes drogues

végetales et caractérisation des extraits

Pour les drogues bénéficiant d'une monographie analytique dans I'édition en vigueur de la
Ph. Eur.*™, les contrédles d'identité A, B et C prescrits dans ces monographies ont été réalisés
(Part.Exp-2.3.1). En complément et pour les drogues n'étant pas inscrites a la Ph. Eur., les extraits
bruts ont été analysés par HPLC-DAD ainsi que HPLC-HRMS/MS ESI + et ESI - selon une méthode
optimisée pour chacun (Part.Exp-2.3.2), afin de les caractériser et apporter des éléments de
réponse sur l'espéce productrice. La comparaison a un échantillon de référence par HPLC-DAD et

HPLC-HRMS/MS a également été réalisée lorsque c'était possible.

4.1, Controle de l'identité et caractérisation chimique du suc d'A. ferox
ALOF

4.1.1. Controle selon la Ph. Eur.

Le contrdle du suc séché et pulvérisé de I'A. ferox a été réalisé selon la monographie de la
Ph. Eur. 01/2017:0258 (Annexe 2) : la poudre était effectivement brun-vert (Figure 15-C a la page
28) et la Chromatographie sur Couche Mince CCM réalisée présentait bien les bandes attendues sous

UV 365 nm (Figure 30).

Haut de la plaque

Aloe-émodine : une bande de
fluorescence jaune

Une bande de fluorescence bleue

Une bande de fluorescence bleue

Barbaloine : une bande de Une bande de fluorescence orange
fluorescence orange (barbaloine)

Une bande de fluorescence blanc-bleu

S | W——

Témoin  ALOF Solution témoin Solution a examiner

Figure 30 - CCM contréle du suc d’A. ferox ALOF réalisée selon la monographie analytique (Ph. Eur.***

Annexe 2), observée sous UV 365 nm : A. CCM avec la solution témoin d’aloe-émodine + barbaloine (Témoins)
et I'extrait de suc (ALOF), gel de silice avec un systeme H,0/MeOH/EtOAc 13/10/100 v/v/v; B. Résultats
attendus par la monographie de la Ph. Eur.
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Afin de différencier le suc d'A. ferox et d'A. vera, la Ph. Eur. se base sur la présence ou non
de bandes de fluorescence vert-bleu intenses au-dessous de la bande blanc-bleu du tiers
inférieur™ : nous n'avons observé aucune de ces bandes. Aprés révélation avec une solution de KOH
(non illustré ici), la bande correspondant a la barbaloine sous UV 365 nm est bien devenue brune et
une bande violette était visible a un rapport frontal Rf inférieur. La drogue est bien conforme a

I'espéce A. ferox d'aprés la Ph. Eur.

Le contrdle réalisé selon la Ph. Eur. identifie donc la drogue ALOF au suc d'A. ferox. Néanmaoins, bien
que la CCM soit une méthode simple et puissante, elle est soumise au biais humain notamment
concernant la perception des couleurs. Aussi, ce controle d'identité a été complété par une

caractérisation chimique et I'identification des composés principaux détectées par HPLC-HRMS/MS.

4.1.2.  Contrdle et caractérisation par HPLC-DAD et HPLC-HRMS/MS

Les chromatogrammes obtenus pour les 2 extraits de suc d'A. ferox commercial ALOF ont

montré 4 pics majoritaires communs en HPLC-DAD (Figure 31).

ALOF-EH (254 nm) ALOF-A (254 nm)

mAl - mal
2500 - 2000
1 2500
2000-
1 2000
1 1500 -
1500 - -
E 1000
1000 - 200
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200 L,JJ”'.J s 10 126 min
[ Uﬂu [ - J
0-F—— A A t"'-__;,—l_«—_
= T I ) ) T R
10 20 30 40 50 min

Figure 31 - Chromatogrammes HPLC-DAD des extraits hydroalcoolique (EH) et acétate d’'éthyle (A) du suc
d’A. ferox commercial ALOF (méthode REFERENCE)

En HPLC-HRMS, on retrouve les mémes pics majoritaires pour I'extrait hydroalcoolique du suc
d'aloés ALOF-EH, que ce soit en ionisation positive ESI+ ou en ionisation négative ESI- (Figure 32 et

Tableau 8).
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Sur la base des formules brutes prédites a partir des masses des ions protonés et déprotonés
de ces 4 pics et de la littérature, nous avons pu émettre une hypothése sur leur identité. Il s'agirait
alors de l'aloésine 20 Ci9H.0), I'aloérésine A 21 C;5H»5041 et deux aloines Cy1H2,0, probablement
I'aloine A & B 18 et 19 (Figure 32, structures représentées dans la Figure 16-A), confirmant I'identité
botanique de notre drogue. En effet, ces composés sont décrits comme les 4 composés majoritaires
du suc d'A. ferox, présents dans un ratio moyen de 2,5/3,5/1/1 **. Cette identification putative des
composés majoritaires vient donc appuyer l'identification de la drogue ALOF comme étant du suc
d'A. ferox. Afin de confirmer l'identification de ces composés, il faudra les isoler et résoudre leur

structure par RMN ou bien les comparer a un standard.

Sur la base des caractéres organoleptiques, des identifications A, B et C de la Ph. Eur. et des

masses détectées dans l'extrait EtOH70%, nous avons considéré qu'il s'agissait bien de suc

d'A. ferox.
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Figure 32 - Chromatogrammes HPLC-HRMS/ESI (base peak) de I'extrait hydroalcoolique de suc d’A. ferox
commercial ALOF-EH (méthode ALOES) : A. HPLC-HRMS/ESI+ ; B. HPLC-HRMS/ESI-
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Tableau 8 -Données HPLC-HRMS/MS des pics majoritaires de I'extrait hydroalcoolique du suc d’A. ferox
commercial ALOF-EH (méthode DOREMA)
RT Ions Formule A 4 fragments les plus intenses en MS/MS |Identification

ID |ESI m/z Lo
(min) majoritaires| brute  ppm mDa (majoritaire en gras) 203,204

+ 5,69 | 395,1356 [M+H]" Ci9H,>09 3,52 1,39 203,0696 ; 233,0814 ; 245,0810 ; 275,0918
1 Aloésine 20
- 582 |393,1211 [M-HT C19H2,09 6,47 2,54| 203,0712;231,0664 ; 245,0827 ; 273,0777

+ 20,89(541,2721  [M+H]' | CygH,501; 2,06 1,11| 147,0442;257,0802 ; 275,0909 ; 377,1215

Aloérésine A
2 539,1568 [M-HT 19,0499 ; 163,0403 ; 243,0674 ; 375,1076
- 21,30 CygH28011 2,71 1,46 21
1079,3194  [2M-H] 163,0406 ; 375,1097 ; 393,1197 ; 539,1565

+ 24,14 419,1354  [M+H]' C»1H»,09 2,85 1,19| 85,0297 ;211,0758 ; 239,0706 ; 257,0811

Aloine Aou B
3 417,1202 [M-H] 251,0703 ; 255,0630 ; 268,0743 ; 297,0779
- 24,51 C»1H»,09 2,85 1,19 18 et 19
463,1253 [M+HCOO] X

+ 25,18 419,1355 [M+H]" CqsH1g0, 3,08 1,29| 85,0284 ;211,0752; 239,0701; 257,0806

Aloine Aou B
4 417,1199 [M-HT 251,0716 ; 255,0637 ; 268,0718 ; 297,0767
- 25,54 C,1H,,09 3,22 1,34 18 et 19
463,1253 [M+HCOO] 255,0642 ; 268,0740 ; 279,0643 ; 297,0773

Une absence de fragmentation est notée X.

4.2, Contrdle de l'identité et caractérisation chimique de la myrrhe

commerciale COMA1

4.2.1. Controle selon la Ph. Eur.

Le controle de la myrrhe séchée et pulvérisée de C. abyssinica a été réalisé selon la
monographie de la Ph. Eur.**! 07/2017:1349 (Annexe 3). Les différents éléments attendus pour la
diagnose microscopique ont bien été observés au microscope optique. A l'inverse, la CCM réalisée
n'était pas conforme a la monographie de la Ph. Eur. de par l'intensité et la couleur des bandes
observées. Sous UV a 365 nm, aucune bande de fluorescence bleue ou violette ne devait étre
observée dans le tiers inférieur de la CCM et effectivement, I'extrait de COMA1 ne présentaient que
des bandes de fluorescence blanche (non illustré ici). Mais aprés révélation avec la solution
d'aldéhyde anisique, I'extrait réalisé dans les conditions de la monographie a montré une
concentration en composés en deca de ce qui était attendu (Figure 33). En effet, les bandes étaient
a peine visibles: il a fallu faire un dépdt 8 fois plus concentré pour pouvoir les visualiser
correctement et distinguer leur couleur. De plus, le profil était quelque peu différent de celui
attendu, notamment concernant la couleur de la premiére bande, censée étre marron mais que nous
distinguions comme violette (Figure 33).
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A’ B. Haut de la plaque

Une bande violet-rouge

Anéthole : une bande violette

Une bande rouge

Thymol : une bande orange

A
Une bande violette
Une bande marron
—_ — e
COMA1 Témoins COMA1x8 Solution témoin Solution a examiner

Figure 33 - CCM contrdle de la myrrhe de C. abyssinica commerciale réalisée selon la monographie
analytique (Ph. Eur''* Annexe 3) apreés révélation a la solution d’anisaldéhyde : A CCM avec I'extrait de
myrrhe (COMA1), la solution témoin (Témoins) et I'extrait de myrrhe 8 fois concentré (COMA1x8), gel de silice
avec un systeme acide acétique glacial/éther isopropylique/cyclohexane 10/40/60 (v/v/v); B. Résultats
attendus par la monographie de la Ph. Eur.

D'aprés les contrdles réalisés selon la Ph. Eur., il semblerait que COMA1 soit bien de la
myrrhe, mais particulierement pauvre en composés marqueurs. Cela pourrait étre did a une perte
partielle des composés marqueurs pendant I'étape de pulvérisation ou le stockage. Nous avons donc

comparé cet échantillon a celui d'une autre myrrhe issue de C. abyssinica (COMAZ2).

4.2.2.  Comparaison a un échantillon de référence par CCM

Un échantillon d’oléorésine de C. abyssinica (COMA2) issu du droguier de I'UMR7200 a été
utilisé comme référence, afin de comparer les profils observés en CCM dans les conditions de la

Ph. Eur (Figure 34).

La myrrhe de chez Cailleau Herboristerie COMA1 est apparue comme bien moins concentrée
en composés marqueurs que la myrrhe du droguier COMA2, confirmant ce que les premiers
contréles avaient suggérés. La myrrhe de chez Cailleau Herboristerie n'est donc pas de qualité Ph.
Eur. Un dernier contrdle a été réalisé par analyse en HPLC-DAD et HPLC-HRMS, afin d'observer des
composés majoritaires qui permettraient d'identifier la myrrhe COMAl de chez Cailleau

Herboristerie.
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| Témoins | COMA2 COMA1

Figure 34 - Comparaison des CCM de la myrrhe C. abyssinica commerciale COMA1 et de référence COMA2,

selon la Ph. Eur.*** (Annexe 3), gel de silice avec un systéme acide acétique glacial/éther isopropylique/
cyclohexane 10/40/60 (v/v/v) : A. sous UV @ 365 nm ; B. aprés révélation a la solution d’anisaldéhyde

4.2.3.  Caractérisation par HPLC-DAD et comparaison a un échantillon de référence

Les chromatogrammes HPLC-DAD des 3 extraits de COMA1 n’ont montré que des signaux
faibles malgré l'injection standard (10 yL a@ 10 mg/mL) (Figure 35). De plus, lorsqu’on injecte les
extraits a l'acétate d'éthyle de la myrrhe de C. abyssinica commerciale COMA1 et celle de référence
COMA?2, les signaux ne sont en rien comparables en termes d'intensité et de temps de rétention
(Figure 36). A I'inverse, le profil HPLC-DAD de COMA2-A est trés semblable a celui d’'autres myrrhes
(Chap.2-4.3.3).

mAU3  COMA1-EH

0 10 20 30 40 50 min

— 77—
0 10 20 30 40 50 min

Figure 35 - Chromatogrammes HPLC-DAD des extraits hydroalcoolique (EH) et a I'acétate d’éthyle (A)
(chromatogramme de I'extrait au DCM similaire) de la myrrhe de C. abyssinica commerciale COMA1 (méthode
DOREMA)
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Figure 36 -Chromatogrammes HPLC-DAD des extraits acétate d'éthyle des myrrhe de C. abyssinica
commerciale (Cailleau Herboristerie) COMA1-A et de référence (droguier UM7200 Strasbourg) COMA2-A
(méthode DOREMA)

4.2.4.  Caractérisation par HPLC-HRMS et comparaison a un échantillon de référence

De la méme manieére, trés peu d'ions sont détectés en HPLC-HRMS pour les extraits de la
myrrhe de C. abyssinica commerciale COMAL et leur intensité est trés proche du bruit (non illustré
ici). A l'inverse, dans les mémes conditions d'injection plusieurs composés ont pu étre détectés pour
I'extrait a l'acétate d'éthyle de myrrhe de C. abyssinica de référence COMA2 (Figure 37 et

Tableau 9).

Parmi les deux pics majoritaires en HPLC-UV, seul le pic A correspond a un composé s'ionisant
en HPLC-HRMS, avec un ion protoné [M+H]" a m/z 275,1650 (Tableau 9). Le pic B ne s'ionise pas par
electrospray : il pourrait alors s'agir d'un terpénoide dépourvu d'oxygéne. Un autre composé
majoritaire est révélé en ESI+, correspondant a un ion protoné [M+H]" a m/z 233,1546 (Figure 37 et
Tableau 9). Ces deux composés ainsi que les quelques autres ions détectés sont également présents

dans les myrrhes analysées par la suite, dans des proportions néanmoins différentes (Chap.2-4.3).

Ces analyses ont mis en évidence que la myrrhe de C. abyssinica commerciale COMA1 était
pauvre en composés détectables en HPLC-DAD et en HPLC-HRMS en comparaison a la myrrhe de
référence (droguier de I'UMR7200, Strasbourg) COMA2, les deux résines ayant été extraites et

analysées dans les mémes conditions.

|
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La myrrhe de C. abyssinica COMA1 de chez Cailleau Herboristerie n'est donc pas une myrrhe

de qualité Ph. Eur. : elle est bien moins concentrée en composés marqueurs qu'un échantillon de

référence et a peu de composés détectables en UV et en ESI/MS en général. Nous avons donc

considéré que cette myrrhe n'était pas de qualité suffisante pour continuer a I'utiliser dans notre

étude et nous lui avons préférée une myrrhe traditionnelle (MYRR1).

233,1546 m/z

231,1386 m/z

249,1491 m/z

213,1279 m/z

215,1433

282,2800 m/z

275,1650 m/z

m/z

1000

15.00

20.00

30.00

35.00

40,00 50.00 80.00

Retention time

85.00 70.00

Figure 37 - Chromatogramme HPLC-HRMS/ESI+ (base peak) de I'extrait acétate d'éthyle de la myrrhe de
C. abyssinica de référence (droguier UMR7200) COMA2-A (méthode DOREMA)

Tableau 9 - Ions protonés et déprotonés des pics majoritaires en HPLC-HRMS/ESI+ de ['extrait acétate
d’éthyle de la myrrhe de C. abyssinica de référence (droguier UMR7200) COMA2-A (méthode DOREMA)

. Ions Formule A 4 fragments les plus intenses en o
ID |RT (min) | m/z o Lo Identification
majoritaires | brute ppm  mbDa MS/MS (majoritaire en gras)
1 7,13 [249,1491  [M+H]" CisH2005 0,12 0,03 |105,0645 ;109,0629; 111,0775 ; 143,0855 /
Curzérénone
6 21,58 [231,1386  [M+H]" CisH150; 0,41 0,10 | 79,0537 ;91,0547 ; 119,0867 ; 128,0604 .
22
7 24,39 |233,1546  [M+H]" CisH200, 1,91 0,45 | 91,0547 ;105,0698; 117,0708 ; 119,0845 /
8 32,92 [213,1279 [M+H]" CisH1O -0,19 -0,04 | 79,0526 ; 105,0690 ; 128,0618 ; 165,0700 /
90,0639 ; 119,0842 ; 107,0838 ; 145,0757 | 2-acétoxy-
35,52 |275,1650 [M+H]"
9 Ci7H2,05 1,02 0,28 (215,1432) furanodiéne
35,54 |215,1433 [M-ACOH+H]" X 41 2%
10 | 53,38 [282,2800 / / / / 55,0540 ; 57,0696 ; 69,0697 ; 71,0829 /

Une absence de fragmentation est notée X et une absence d'identification est notée /.
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4.3, Controle de l'identité et caractérisation chimique de la myrrhe

traditionnelle MYRR1

La premiére myrrhe de chez Cailleau Herboristerie n’'étant pas conforme, un second

approvisionnement (MYRR1) a été fait dans une boutique traditionnelle a Rabat, Maroc.

4.3.1. Controle selon la Ph. Eur.

Contrairement a la premiere myrrhe, la CCM reéalisée était conforme a la monographie de la
Ph. Eur. avec les 4 bandes attendues bien visibles aprés révélation avec la solution d'aldéhyde
anisique, sans nécessiter de déposer plusieurs fois I'échantillon afin de le concentrer (Figure 38
page suivante). Cette myrrhe MYRR1 est donc de qualité pharmacopée d'apreés l'identification C de la

Ph. Eur.

4.3.2.  Comparaison a un échantillon de référence par CCM

Le droguier de Tours nous a fourni un échantillon d'oléorésine enregistré comme myrrhe
(MYRR2), sans que |'espéce ne soit précisée. Nous avons réalisé la CCM de MYRR2 en méme temps
que celle de MYRR1 afin de les comparer: les profils CCM sont trés semblables avec 2 bandes
caractéristiques majoritaires en haut de plaque (Figure 38 page suivante). Le profil est par ailleurs
trés semblable a celui de la myrrhe de C. abyssinica COMA2 du droguier de 'UMR 7200 (Figure 34).
On peut donc considérer que notre échantillon MYRR1 est bien de la myrrhe, venant confirmer les

contrdles de la Ph. Eur.

4.3.3.  Caractérisation par HPLC-DAD et comparaison a un échantillon de référence

Les chromatogrammes HPLC-DAD des 3 extraits de MYRR1 mais aussi de |'extrait a I'acétate
d'éthyle de la myrrhe de référence MYRR2-A ont montré les 2 mémes pics majoritaires (Figure 39
page suivante). Ces signaux sont par ailleurs identiques a ceux trouvés dans I'extrait a I'acétate

d'éthyle de myrrhe de C. abyssinica du droguier de I'UMR7200 COMA2-A (Figure 39).
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Figure 38 - CCM contréle de la myrrhe traditionnelle MYRR1 et de référence MYRR2 réalisées selon la
Ph. Eur. (Annexe 3), apreés révélation a la solution d'anisaldéhyde : A, CCM avec I'extrait de MYRR1, la
solution témoin et I'extrait de MYRR2, gel de silice avec un systéme acide acétique glacial/éther
isopropylique/cyclohexane 10/40/60 (v/v/v) ; B. Description des résultats attendus par la Ph. Eur.

™ MYRR1-A (254 nm) MYRR2-A (254 nm)

100~
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Figure 39 - Chromatogrammes HPLC-DAD & 254 nm des extraits acétate d'éthyle de la myrrhe traditionnelle
(Maroc) MYRR1-A (représentatif des 3 extraits) et de la myrrhe de référence (droguier Tours) MYRR2-A
(méthode DOREMA)
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4.3.4.  Caractérisation par HPLC-HRMS et comparaison a un échantillon de référence

Plusieurs composés ont été détectés en HPLC-HRMS/ESI+ dans les 3 extraits de la résine
MYRR1, la aussi sans différence notable entre les 3 extraits (Figure 40 et Tableau 10 page 75). Un
certain nombre de composés sont communs avec ceux détectés en HPLC-HRMS/ESI+ pour |'extrait a
I'acétate d'éthyle de la résine de référence MYRR2 (Figure 41 et Tableau 11 page 76). On remarque
néanmoins un décalage entre du chromatogramme de MYRR2-A (Figure 41) par rapport aux
chromatogrammes des deux autres myrrhes, a l'origine des A importants pour la prédiction de

formule (Tableau 11). Aucun composé n'a pu étre ionisé en HPLC-HRMS/ESI- (non illustré ici).

Malgré une différence de calibration et d'élution ne permettant pas une comparaison stricte
des chromatogrammes et des masses mesurées, les extraits a l'acétate d'éthyle de MYRR1
(représentatif de tous les extraits), de MYRR2 mais également COMA2 semblent avoir plusieurs
composés en commun (Figure 37, Figure 40 et Figure 41). Les deux principaux détectés pour les
résines MYRR1 et MYRR2 sont le pic 7 entre 24 et 25 minutes, avec un ion protoné [M+H]" de m/z
233,15 (détecté uniquement en masse) et le pic 9 entre 35 et 36 minutes, avec un ion protoné
[M+H]" de m/z 275,16 et un fragment protoné (fragmentation dans la sonde) [M+H]" de m/z 215,14
(correspondant au pic A en HPLC-UV, Figure 39). Sa ressemblance avec la myrrhe de référence du
droguier de Tours (espéce inconnue), mais également en partie avec la myrrhe de C. abyssinica du

droguier de Strasbourg, vient confirmer que la résine MYRR1 est bien de la myrrhe.
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Figure 40 - Chromatogramme HPLC-HRMS/ESI+ (base peak) de I'extrait acétate d'éthyle de la myrrhe

traditionnelle (Maroc) MYRR1-A, représentatif des 3 extraits (méthode DOREMA)

Tableau 10 - Ions protonés des pics majoritaires en HPLC-HRMS/ESI+ de I'extrait acétate d’éthyle de la

myrrhe provenant d’un tradithérapeute marocain MYRR1-A (méthode DOREMA)

. Tons Formule A 4 fragments les plus intenses en .
ID |RT (min) | m/z o o Identification
majoritaires | brute ppm  mDa MS/MS (majoritaire en gras)
1 7,14  [249,1485  [M+H]" [CisH003 -2,29 -0,57 | 81,0700 ;95,0868 ; 109,0641 ; 142,0753 /
2 11,94 |263,1647  [M+H]" |Cq6H.203 -0,07 -0,02 | 91,0528 ;105,0674 ; 119,0828 ; 128,0632 /
3 13,16 |291,1596  [M+H]* |C47H04 -0,12 -0,03 | 91,0532 ;105,0673 ; 119,0836 ; 157,1010 /
4 | 13,49 |263,1645 [M+H]' |C4¢H,03 -0,83 -0,22 | 91,0532;119,0846 ; 142,0800 ; 157,0988 /
5 | 13,55 |247,1333  [M+H]" |[CisH:503 -0,48 -0,12 | 77,0377 ; 105,0729 ; 119,0826 ; 143,0815 /
Curzérénone
6 22,14 |231,1383 [M+H]" CqsH4g0, -0,89 -0,2 | 77,0381;105,0700; 129,0662 ; 142,0738 .
22
7 | 25,22 |233,1542  [M+H]" |[CysH»00, 0,19 0,05 | 79,0530; 91,0550 ; 105,0704 ; 131,0845 /
8 | 33,61 [213,1279  [M+H] CisHisO -0,19 -0,04 | 77,0387 ;105,0700 ; 165,0689 ; 155,0857 /
36,08 [275,1646  [M+H]' 107,0854 ; 109,0641 ; 119,0851 ; 145,074 | 2 aCEtOXy-
9 C17H2203 -0,43 -0,12 furanodiéne
36,15 |215,1433 [M-ACOH+H]" 105,0700 ; 91,0539 ; 107,0844 ; 119,0847 41 2%
Une absence de fragmentation est notée X et une absence d'identification est notée /.
Identification de nouvelles associations antibactériennes issues de la
Elora Aubert 75

Pharmacopée Médiévale Arabe



Base peak intensity
i

1.8E5

1.4E5

1.285

1.065

8.0E4

B.0E4

4084

2084

0.060

Chapitre 2

= 275,1672 m/z
215,1449 m/z

233,1560 m/z

282,2818 m/z

000 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3500 3800 40.00 4200 4400 4500 48.00 5000 5200 5400 5500 5800 60.00 6200 B54.00 85.00 6300 70.00

Retention time

Figure 41 - Chromatogramme HPLC-HRMS/ESI+ (base peak) de I'extrait acétate d'éthyle (A) de la myrrhe de
référence du droguier de tours MYRR2 (méthode DOREMA)

Tableau 11 - Ions protonés des pics majoritaires en HPLC-HRMS/ESI+ de I'extrait acétate d'éthyle (A) de la
myrrhe provenant d’un tradithérapeute marocain MYRR2, représentatif des 3 extraits (méthode DOREMA)

. Ions Formule A 4 fragments les plus intenses en o
ID |RT (min) | m/z o o Identification
majoritaires | brute ppm  mDa MS/MS (majoritaire en gras)

7 24,16 (233,1560  [M+H]" |CisH00, 7,91 1,85 | 91,0560 ;105,0685; 119,0875 ; 131,0856 /

35,24 (2751672 [M+H]' 107,0863 ; 109,0658 ; 119,0849 ; 145,0693| 2 aCEtOXy-
9 Ci7H2,05 9,01 2,48 furanodiéne

35,30 |215,1449 [M-AcOH+H]" X 41 2%
10 | 53,83 [282,2818 / / / / 55,0548 ; 57,0687 ; 69,0698 ; 83.0850 /

Une absence de fragmentation est notée X et une absence d'identification est notée /

Les A sont ici particulierement élevés, indiquant un décalage dans la mesure par rapport aux autres myrrhes
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4.3.5. Identification putative des composés majoritaires communs aux différentes

myrrhes

L'ion majoritaire des pics MYRR1-A et MYRR2-A correspond aux ions protonés [M+H]" a m/z
275,1646 et [M+H]" a m/z 275,1672, respectivement. Ces deux ions pourraient correspondre au
[M+H]" d'un composé de formule brute Ci7H,.05 ([M+H]" calculé a m/z 275,16417) (Tableau 10 et
Tableau 11). Il est accompagné d'un ion presque aussi intense ayant un signal m/z a 215,1433 pour
MYRR1-A et a 215,1449 pour MYRR2-A, ces deux ions pouvant correspondre au [M+H]" d'un composé
de formule brute CysH10 ([M+H]" calculé @ m/z 215,14304) (Tableau 10 et Tableau 11).

Dans la littérature scientifique de la myrrhe, on retrouve deux composés avec ces formules

brutes: le 2-acétoxyfuranodiéne 41 Ci7H»,0:*” et du furanoeudesma-1,3-diéne 42 CisHq50°%

(Figure 42), majoritairement présents dans I'huile essentielle de C. myrrha®*®"2%,

o/ /
o=< e} o}
41 42
2-acétoxyfuranodiéne Furanoeudesma-1,3-diene
C17H2203 C15H180
[M+H]* calculé a m/z 275,16417 [M+H]* calculé a m/z 215,14304

Figure 42 - Structure des deux furanosesquiterpénes chez la myrrhe pouvant correspondre au composé
majoritaire de I'extrait acétate d’éthyle de la myrrhe traditionnelle MYRR1-A

Ces deux composés ont été identifiés comme les composés majoritaires d'une sous-fraction

209 1|5 sont

obtenue par EtOH80% - DCM - éther de pétrole de la gomme-résine de C. myrrha
également les composés majoritaires de I'huile essentielle (HE) et de I'extrait a I'hexane d'une résine
de C. molmol (syn. C. myrrha). Le 2-acétoxyfuranodiéne 41 a été dosé a 26,82 % dans I'HE et @ 9,21
% dans |'extrait, tandis que le furanoeudesma-1,3-diéne 42 y a été dosé a 20,4% et 15,99 %°™. On
reléve également la présence du 2-acétoxyfuranodiéne 41 dans un extrait chloroforme de myrrhe

commerciale?*

et un autre extrait hexane de résine de C. molmol (syn. C. myrrha)®*. Concernant le
furanoeudesma-1,3-diéne 42, il est considéré comme le composant majoritaire de I'huile essentielle
de myrrhe par de nombreuses études®’ et a été dosé a 12,5%°", 15%°"", 19%7° dans I'huile
essentielle de C. myrrha. On I'a également identifié comme |'un des composé principaux d'extraits a
I'hnexane de C. myrrha et de C. molmol (syn. C. myrrha)®**. On considére que ce composé, mélangé au

lindestréne, donne son odeur si particuliére a la myrrhe®'". sur la base de la littérature de la myrrhe,
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ces deux hypotheses d'identification viendraient I'une comme I'autre appuyer l'identification de la

résine MYRR1 comme étant de la myrrhe.

Il a été supposé dans un premier temps que l'ion 275 m/z était un adduit acétate d'éthyle de
I'ion 215 m/z, du fait que des solvants avec 0,1 % d'acide acétique aient été utilisés sur la colonne
HPLC peu de temps avant I'analyse. Cependant, si cet adduit se rencontre en electrospray négatif

MS/ESI-, il n'en est pas fait pas mention pour les adduits communs en electrospray positif MS/ESI+.

A l'inverse, cet ion 215 m/z pourrait étre le fragment de l'ion m/z 275issu d'une
fragmentation dans la source (Figure 43). Par ailleurs, dans I'extrait COMA2-A, le composé ionisé
[M+H]"a m/z 275,1650 est lui-aussi accompagné d'un ion [M+H] de m/z 215,1433 mais a également
un fragment MS/MS a m/z 215,1432 bien que faiblement présent (Tableau9). Il semble donc plus

probable que ce composé soit du 2-acétoxyfuranodiéne 41 que du furanoeudesma-1,3-diéne 42.

0

Figure 43 - Proposition de fragmentation du 2-acétoxyfuranodiéne 41 en ionisation ESI+

Le 2-acétoxyfuranodiéne Ci7H,;0; n'a pas été, a notre connaissance, caractérisé en HPLC-
MS/ESI. Cependant, en GC-MS (énergie d'ionisation de 70eV), son ester acétylique se dissocie
facilement du furanosesquiterpéne en libérant un fragment [M-AcOH]* de m/z 214 et un fragment
[Me=0]"de m/z 43, ce qui est décrit comme fragmentation typique des esters acétyliques®”. La
méme fragmentation semble avoir lieu en EIMS, ou des fragments a m/z 214 et m/z 43 sont
également observés®®. De plus, la prédiction du spectre de fragmentation de ce composé en ESI+
sur le site CFM-ID 4.0*" montre comme fragment principal le furanosesquiterpéne ayant perdu son
acétate, méme avec une faible énergie de collision (10V). L'acétate étant le groupement se
dissociant le plus facilement du 2-acétoxyfuranodién 41, ce dernier a donc pu le perdre durant

I'lonisation.

Bien que le 2-acétoxyfuranodiéne 41 semble le candidat le plus probable, cela reste une
identification putative. Afin de s’assurer de l'identité du composé, une co-injection en HPLC-DAD
pourra étre effectuée avec les deux standards commercialisés, ou bien le composé pourra étre isolé

afin d'étre analyser en RMN. Néanmoins, I'identification putative du composé majoritaire des extraits
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acétate d'éthyle des résines MYRR1 et MYRR2 en HPLC-HRMS/ESI+ vient donc encore appuyer notre
hypothése d'identification.

Les différents contrdles, en particulier la comparaison a un échantillon de myrrhe de
référence du droguier de Tours, viennent tous appuyer I'hypothése que la résine MYRR1 est bien de
la myrrhe sans pouvoir en préciser I'espéce productrice. L'identification du composé principal reste
cependant a confirmer, de méme que celle du composé visible en UV (Figure 39 pic B) mais ne
s'ionisant pas en HPLC-HRMS/ESL. Pour ce dernier, une analyse en GC-MS se révélerait certainement

211 1'identification de

trés informative au vue de la richesse de la myrrhe en composés volatils
plusieurs composés communément trouvés dans différentes myrrhes et leur abondance respective

pourraient alors donner des indices sur I'espéce productrice.

4.4, Controle de l'identité et caractérisation chimique de la gomme

sarcocolle traditionnelle SARC

Aucune monographie de contréle n'a pu étre trouvée pour la gomme sarcocolle, il n'a donc
pas été possible de contrdler son identité de cette facon. De plus, la composition chimique de cette

drogue est encore mal connue.

4.4.1.  Contrdle et caractérisation par HPLC-DAD et HPLC-HRMS

Une caractérisation des trois extraits de gomme sarcocolle SARC a été faite par HPLC-DAD

mais seuls de faibles signaux ont été obtenus en injection standard (10 pL a 10 mg/ml) (Figure 44).

En HPLC-HRMS, les composés de I'extrait hydroalcoolique de gomme sarcocolle SARC-EH ont
été plus facilement ionisés que ceux de I'extrait acétate d'éthyle SARC-A (Figure 45) : par rapport a
I'Uv, quelques signaux supplémentaires ont été détectés pour I'extrait SARC-EH tandis que certains
ont été perdus pour l'extrait SARC-A. Cependant, aucun composé n'a été considéré comme assez

majoritaire pour servir de composé marqueur pour l'identification de la drogue.

Cette pauvreté en composés visibles peut étre di a une faible absorbance et ionisation de
ces derniers ou, plus simplement, a une faible concentration en composés dans I'extrait due une
méthode extractive peu adaptée. En effet, les saponines de la gomme sarcocolle sont décrites

comme extractibles dans I'eau mais absentes d'un extrait EtOH80%*%

et les polysaccharides, trés
présents dans le genre Astragalus®, précipitent plus ou moins dans I'éthanol (extraction) mais aussi
dans le méthanol (échantillonnage pour I'HPLC-DAD et I'HPLC-HRMS)?*. 1l est donc probable qu'une
part importante des composés constituant cette gomme-résine n'aient pas été extraits, ou que
certains aient été éliminés au moment de I'échantillonnage en solubilisant dans le MeOH puis en

Identification de nouvelles associations antibactériennes issues de la s
Pharmacopée Médiévale Arabe

Elora Aubert



Chapitre 2

filtrant sur 0,45 pm. Afin de vérifier cette hypothése, un échantillon de la méme gomme sera extrait
dans I'eau et analysé en HPLC-DAD et HPLC-HRMS, ainsi que testé sur les mémes cibles biologiques

que les autres extraits.

Les controles réalisés ne permettent pas actuellement de confirmer ou d'infirmer que
cette gomme sarcocolle SARC est bien issue d'A. sarcocolla. Afin de résoudre |'origine de cette
gomme-résine, une étude des différentes molécules la composant devra étre réalisée, aprés
optimisation de la séparation pour les différents extraits. La composition chimique n'étant pas
connue dans le détail, la recherche de correspondance sera étendue au genre Astragalus. Par
ailleurs, les jardins botaniques royaux de Kew, Angleterre, ont accepté de nous envoyer un
échantillon de gomme sarcocolle (résine de Astragalus sarcocolla, récoltée en Iran) : dés réception,
un extrait aqueux ou EtOH70% (en fonction des tests effectués sur notre gomme-résine) sera

réalisé et analysé en HPLC-HRMS/ESI afin d'étre comparé a la gomme-résine SARC.

SARC-EH

40
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R
10 20 30 40 50 min

80
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-40'.‘.1,.‘..‘.‘..‘....“.“,..‘_
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Figure 44 - Chromatogrammes HPLC-DAD & 254 nm des extraits hydroalcooliques (EH) et a I'acétate d'éthyle
(A) (chromatogramme de I'extrait dichlorométhane similaire) de la gomme sarcocolle SARC (méthode
REFERENCE)
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HPLC-MS/ESI de SARC-EH (ESI+ et ESI -)
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HPLC-MS/ESI de SARC-A (ESI+ et ESI -)
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Figure 45 - Chromatogrammes HPLC-HRMS/ESI+ et ESI- (base peak) des extraits hydroalcooliques (EH,
méthode SARCOCOLLE-HYDRO) et acétate d’éthyle (A, méthode SARCOCOLLE-LIPO) de la gomme sarcocolle
SARC
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4.5, Controle de l'identité et caractérisation chimique de la gomme

ammoniaque traditionnelle AMMO1

Tout comme la gomme sarcocolle, aucune monographie de contrdle n'a été trouvée pour la gomme
ammoniaque. Néanmoins, un contréle par comparaison a une référence a été possible en HPLC-DAD
et HPLC-HRMS, grace au don d'un échantillon de gomme ammoniaque par le droguier de Tours. De
plus, la composition chimique du genre Ferula mais également celle de la drogue en elle-méme ont
été étudiée, facilitant I'identification putative des composés majoritaires de I'extrait retenus lors de

la caractérisation par HPLC-DAD et HPLC-HRMS.

La gomme ammoniaque prenant une place centrale dans la suite de cette thése, une
extraction d'ADN a été menée dans le but d'identifier des espéces potentielles, en collaboration avec
le doctorant Armando Espinosa Prieto avec l'aide du docteur Laurent Hardion, tous deux travaillant

au Laboratoire Image Ville Environnement (UMR7362).

4.5.1.  Caractérisation par HPLC-DAD et comparaison a un échantillon de référence

Les chromatogrammes HPLC-DAD des 3 extraits de gomme ammoniaque AMMO1 ont montreé
des profils similaires avec plusieurs pics majoritaires bien distincts (Figure 46). Néanmoins, lors de la
comparaison des profils de l'extrait a l'acétate d'éthyle AMMO1-A avec celui de la gomme

ammoniaque du droguier de Tours AMMO3-A, aucun pic en commun n'a pu étre trouvé (Figure 46).

™Y AMMO1-A (254 nm)  AMMO3-A (254 nm)

120 -

100—

L T T L T L — T T L T
0 10 20 30 40 50 60 min

Figure 46 - Chromatogrammes HPLC-DAD a 254 nm des extraits acétate d’'éthyle de la gomme ammoniaque
traditionnelle (Maroc) AMMO1-A (représentatif des 3 extraits) et de la gomme ammoniaque de référence
(droguier Tours) AMMO3-A (méthode DOREMA)
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Sur la base de leurs composés visibles sous UV 254 nm, il semblerait donc que la « gomme
ammoniaque » AMMO1 soit différente de celle du droguier de Tours. Toutefois, I'espéce n'étant pas
mentionnée pour cette derniére, il pourrait s'agir d'une différence entre une gomme ammoniaque
« africaine » (AMMO1) et une « perse » (AMMO3). La comparaison avec I'échantillon de référence
demandé aux jardins botaniques de Kew, identifié comme « perse» car provenant de

Dorema ammoniacum (syn. F. ammoniacum), pourrait permettre de vérifier cette hypothése.

4.5.2.  Caractérisation par HPLC-HRMS et comparaison a un échantillon de référence

Plusieurs composés ont été détectés en HPLC-HRMS/ESI dans les 3 extraits de la résine
AMMO1, que ce soit en ESI+ ou ESI- et Ia aussi sans différence notable entre les 3 extraits (Figure 47
et Tableau 12). Comme en HPLC-UV, aucun composé commun ne semble ressortir entre I'extrait a
I'acétate d'éthyle de la résine AMMO1 et celui de la gomme ammoniaque de référence AMMO3

(Figure 48).
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Figure 47 - Chromatogrammes HPLC-HRMS/ESI (base peak) de I'extrait acétate d'éthyle de « gomme
ammoniaque » AMMO1-A (méthode DOREMA) : A, HPLC-HRMS/ESI+ ; B, HPLC-HRMS/ESI-
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Tableau 12 - Ions protonés et déprotonés des pics majoritaires en HPLC-HRMS/ESI+ et HPLC-HRMS/ESI- de
I'extrait acétate d’éthyle de la gomme ammoniaque AMMO1 (méthode DOREMA)

RT Ions Formule A 4 fragments les plus intenses en MS/MS o
ID|ESIT m/z L . Identification
(min) majoritaires brute ppm mbDa (majoritaire en gras)
365,2131  [M-H,0+H]" 3,92 1,43 | 107,0748;121,1004 ; 135,1167 ; 175,0393
+ 25,57 C24H3004
1 383,2228 [M+H]" 1,48 0,57 X Isomeéres Z/E
- 24,70 381,2086 [M-HT Cy4H3004 5,29 2,02 | 187,0381; 213,0550 ; 228,0782 ; 381,2070 d'o-
hydroxyférul
+ 27,66(365,2124 [M-H,0+H]" | Cy4H300, 2,00 0,73 | 107,0595;121,0998 ; 135,1162 ; 175,0388 énol 43 214215
2
- 27,17381,2080 [M-HT Co4H3004 3,71 1,42 |381,2065 ; (228,0786) ; 214,0627 ; 174,0316
365,2121 [M-AcOH+H]" 1,18 0,43 |175,0393 ; 135,1167 ; 121,1009 ; 107,0705 ; | Isoméres Z/E
+ 37,17 C26H3205 d'w-
3 425,2333 [M+H]* 1,18 0,5 X
acétoxyférul
- 36,64 |423,2179 [M-H] Cy6H3,05 1,77 0,75 (423,2161;363,1950 ; 228,0775 ; 213,0543 ; énol 44 25
365,2121 [M-CqHg05+H]" 1,18 0,43 |175,0384 ; 135,1178; 121,0991 ; 109,1010 ;
4 529,2594 [M+H]* 0,73 0,39 X /
- 39,89(527,2443 [M-HT Cs3H3606 1,78 0,94 527,2435;381,2073 ; 363,1961 ; 228,0770 ;
365,2122 [M+H]" 1,45 0,53 | 175,0388; 189,527 ; 135,1157 ; 121,1029 ;
387,1941 [M+Na] 1,26 0,49 X
+ 45,55 C24H2803 Ferprénine
5 -
751,3968  [2M+Na]’ -0,66 X 45 “°
0,88
- 44,50]363,1972 [M-HT Co4H»503 3,25 1,18|363,1954;295,1353;228,0777 ; 213,0549 ;
367,2306 [M+H]* 8,93 3,28 | 175,0396; 107,0496 ; 95,0855 ; 81,0703 ;
+ 5018 C24H3003 Férulénol 36
6 389,2101  [M+Nal+ 2,15 0,84 X
214
- 49,15 365,2136 [M-HT Cy4H3003 5,29 1,93 365,2122;228,0785 ; 213,0551 ; 187,0390 ;
365,2121 ? n.d 175,0387 ; 135,1163 ; 121,1011 ; 107,0722;
7|+ 51,71 /
995,4704 ? n.d X
365,2120 ? n.d 175,0383 ; 135,1167 ; 121,0302 ; 107,0599 ;
8| + 55,24(387,1938 ? n.d X /
751,3979 ? n.d (751,4899) ; 387,1936 ; 213,1607 ; 197,0207
9| + 56,15|751,3987 ? n.d (751,4866) ; 387,1936; 213,1607 ; 197,0207 /

Une absence de fragmentation est notée X et une absence d'identification est notée /
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La comparaison des profils HPLC-HRMS des deux gommes ammoniaque vient confirmer
I'absence de composé en commun entre la résine utilisé dans notre étude, AMMO1, et I'échantillon
de référence du droguier de tours, AMMO3. Comme mentionné dans la caractérisation par HPLC-UV,
il pourrait s'agir d'une différence due a l'existence de deux types de gomme ammoniaque. La
comparaison avec un autre échantillon de référence, ou I'espéce botanique est connue, permettra
de confirmer ou infirmer cette hypothése, mais I'identification des composés majoritaires présents

dans notre résine apporte déja des éléments de réponse.
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Figure 48 - Chromatogrammes HPLC-HRMS/ESI (base peak) des extraits acétate d'éthyle de la gomme
ammoniaque traditionnelle AMMO1-A et de la gomme ammoniaque de référence (droguier Tours) AMMO3-A
(méthode DOREMA)

4.5.3.  Identification putative des composés majoritaires de la résine AMMO1

Sur la base des formules prédites et des fragments obtenus, une hypothése a été faite sur
I'identité des 2 composés majoritaires de la résine AMMO1 (ID 1 et ID 6 dans le Tableau 12). Pour le
pic 1, les ions majoritaires sont a m/z 365,2131 en ESI+ et a m/z 381,2086 en ESI-. Ces deux ions
pourraient correspondre au [M-H,0+H]" et au [M-H]" d'un composé de formule brute C:4H3004 ([M+H]"
calculé a m/z 383,2217 et [M-H] calculé a m/z 381,2071). Cela semble d'autant plus probable que
I'ion majoritaire en ESI+ est accompagné d'un ion intense a m/z 383,2228, qui serait alors l'ion

[M+H]".Pour le pic 6, les ions majoritaires sont @ m/z 367,2306 en ESI+ et a m/z 365,2136 en ESI-. IlIs
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pourraient quant a eux correspondre aux [M+H]* et [M-H]" d'un composé de formule brute Cy;H3003
([M+H]" calculé @ m/z 367,2268 et [M-H] calculé a m/z 365,2122). On remarque que l'ion [M-H,0+H]"
du pic 1 a une masse trés proche de I'ion [M-H] du pic 6, le composé du pic 1 pourrait donc étre un
dérivé de celui du pic 6. Comme l'ion majoritaire du pic 1 correspond a la perte d'une molécule d'eau,
il pourrait s'agir de la déshydratation d'un alcool et le composé du pic 1 serait alors un dérivé

hydroxylé du composé du pic 6.

Dans la littérature scientifique du genre Ferula, on retrouve deux composés avec ces
formules brutes : le férulénol 36 C,sH300; et du I'w-hydroxyférulénol 43 C.,Hs,0. (Figure 49), le
second étant bien un dérivé hydroxylé du premier. Ces deux coumarines sesquiterpéniques sont
principalement rapportées dans l'espéce F. communis, dans les chémotypes dit « toxiques »

responsables de la férulose®**,

Férulénol

C24H3003

[M+H]* calculé = 367,2268 m/z

(0]
w-hydroxyférulénol
C24H3004
[M+H]" calculé = 383,2217 m/z

Figure 49 -Structures chimiques de deux 4-hydroxycoumarines sesquiterpéniques du chémotype toxique de
Ferula communis : A. Férulénol 36 ; B. w-hydroxyférulénol 43

L'identification putative de ces 2 composés a été confirmée en résolvant leur structure
chimique par RMN 1D et 2D (Chap.4-2.). Dans la littérature scientifique, la syntheése des 4-
hydroxycoumarines est surtout décrite pour des champignons ascomycétes comme Penicillium ou
Aspergillus [notamment par fermentation de plantes contenant du mélilotoside, comme
Melilotus albus Medik (1787, Fabaceae)]’”. Chez les plantes, si une synthése a été rapportée chez
des cellules élicitées de Sorbus aucuparia 1. (1753, Rosaceae), les 4-hydroxycoumarines sont
principalement rapportées dans la famille des Asteraceae et des Apiaceae, de méme que les

217,218

coumarines prénylées Les deux 4-hydroxycoumarines prénylées identifiés sont

majoritairement décrites dans le genre Ferula, plus précisément chez F. communis une férule
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particulierement étudiée™**. Il est cependant a noter que le férulénol a également été rapporté
dans d'autres espéces de férules, comme F. vesceritensis Coss. & Durieu ex Trab. (1905, Apiaceae)**

mais aussi chez la carotte sauvage Daucus carota L. ssp. carota (1753, Apiaceae)®**.

Si ces deux composés ne permettent pas d'affirmer qu'il s'agisse bien de gomme-résine de
F. communis, ils nous confortent fortement dans l'idée qu'il s'agit bien de la gomme-résine d'une

74 par ailleurs, Ferula

Ferula, nous permettant de la considérer comme de la gomme ammoniaque
communis reste notre meilleur candidat pour l'espéce productrice en prenant en compte ces

composés mais aussi le lieu d’achat (Maroc).

4.5.4.  Extraction d'ADN résiduel de la gomme ammoniaque AMMO1 pour identification

L'extraction de I'ADN et son amplification par PCR ont été réalisés au sein de I'UMR 7362 -
Equipe Hydrosystémes par le doctorant Armando Espinosa Prieto, actuellement en thése sur le sujet
«L'ADN environnemental comme descripteur des plantes aquatiques et indicateur
environnemental », sous la direction du Pr. Jean-Nicolas Beisel et avec I'encadrement du Dr. Laurent

Hardion.

La difficulté a identifier I'espéce productrice de notre gomme-résine nous a amené a
considérer l'identification par séquencage de I'ADN*?. En effet, s'il s'agit d'un exsudat et non d'une
partie de la plante avec des cellules et donc de I'ADN, il peut rester une trace de cette information
génétique. Une étude a montré que I'ADN pouvait étre retrouvé dans du hashish, la résine de
Cannabis sativa L. (Cannabaceae, 1753), en quantité et qualité suffisante pour étre séquencé et
permettre l'identification de I'espéce C. sativa®’. Nous avons donc voulu vérifier s'il pouvait en étre

de méme pour notre gomme-résine.

Le souci principal avec l'identification par ADN des plantes médicinales est la présence de
polyphénols et de polysaccharides, ces composés rendant les échantillons visqueux®? et inhibant un
grand nombre de réactions enzymatiques®** dont celles impliquées de I'extraction et I'amplification
du matériel génétique. Afin de se débarrasser des composés pouvant interférer avec ces différentes
étapes, un protocole adapté a été utilisé (Part.Exp-2.3.3.1).

L'extraction de I'ADN s'est faite selon le protocole d'extraction d’ADN au CTAB habituellement

3%2% U une

utilisé au sein de I'UMR 7362, en adaptant |'extraction selon I'étude Alaoui et al, 201
extraction d'ADN a été réalisée sur du hashish. Cette extraction consiste a extraire le matériel
génétique de la gomme ammoniaque, a le séparer des autres métabolites a l'aide de plusieurs
lavages puis a éliminer I'ARN afin de ne garder que I'ADN. Cet ADN a ensuite été quantifié par
fluorimétrie, avant d'amplifier les régions Internal Transcribed Spacer ITS (ou Espaceur Interne
Trancrit en francais) par Polymerase Chain Reaction PCR (ou Amplification en Chaine par Polymérase

ACP en francais) a l'aide de différentes amorces (Part.Exp-2.3.3.2).
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Malheureusement, a peine 1 ng/yL d'ADN ont été obtenus a partir de 500 mg de gomme
ammoniaque et aprés PCR avec les amorces ITS de White et al, 1990%*°, aucune amplification
significative n'a été observée. Il semblerait donc que I'ADN extrait soit en trop petite quantité et de
trop mauvaise qualité pour permettre une amplification correcte de cette région. Des essais ont
alors été réalisés afin de concentrer mais également mieux nettoyer I'ADN afin d'éviter une
dégradation lors de cette étape d'extraction. Tout d'abord plusieurs échantillons d'ADN déja extraits
ont été mélangés entre eux puis reprécipités afin de concentrer le matériel génétique mais cet essai
a abouti a une perte d'ADN, certainement pendant |'étape de nettoyage. Ensuite, un essai a été
réalisé sur un nouvel échantillon de gomme ammoniaque avec un kit d'extraction d'ADN de plante
(DNeasy Plant Mini Kit, QIAGEN, Venlo, Pays-Bas) et a permis d’obtenir une concentration en ADN
satisfaisante. Dans le cas ou I’ADN serait particulierement dégradé, une amplification uniquement de
la région ITS2 (environ 250 paires de bases) a alors été réalisée a I'aide des amorces de Chen et al,
2010°%°. Néanmoins, la aussi aucune amplification significative n'a été observée, laissant penser que
soit I'ADN était trop dégradé pour pouvoir amplifier par PCR méme un segment aussi petit que I'TTS2,

soit qu'il y avait tout simplement trop peu d'ADN de plante.

Il semblerait donc que notre gomme-résine ne contienne que peu d'ADN de plante ou bien un
ADN trop dégradé, dans nos conditions expérimentales. Cela pourrait notamment s'expliquer par la
méthode de récolte : 1a ou pour le hashish l'inflorescence est broyée pour faire sortir la résine des
trichomes, la gomme ammoniaque serait a priori obtenue par incision de la racine ou des tiges,
causant ainsi moins de dégats dans les tissus et donc moins de débris cellulaires susceptibles de

contenir de I'ADN.

L'identification par ADN n'a donc pas pu étre possible dans le cas de notre gomme-résine.
Néanmoins, dans le cas de drogues végétales autres que des exsudats, contenant des tissus, cette
méthode pourrait se révéler pertinente si le laboratoire est de nouveau amené a travailler sur des

drogues d'origine botanique incertaine.
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5. Conclusion sur l'identification des ingrédients des remeédes et

I'étude phytochimique des drogues végétales

Les recherches bibliographiques nous ont amené a constater que la définition des
différentes drogues végétales des remedes étudiés n'était pas toujours précise et fixe, parfois
englobant tout un genre ou ayant fait I'objet de confusion et de substitution au cours du temps.
Nous avons néanmoins pu arréter certaines hypothéses sur les espéces qui auraient pu étre utilisées
par Al-Kindi (Tableau 13). La drogue minérale, quant a elle, s'est révélée étre un mélange complexe

et variable de sels de cuivre, que nous avons da réduire a I'acétate de cuivre pour cette étude.

Les especes identifiées pour chacune des drogues végétales n'ont pas toutes été accessibles
lors de I'approvisionnement, nous amenant soit a utiliser une espéce proche de substitution, soit a
nous approvisionner aupres de tradithérapeutes exercant dans des pays ou ces drogues sont encore
utilisées (Tableau 13). 1L'espéce productrice n'étant alors pas précisée, I'étape de contrdle de

I'identité s'est révélée cruciale.

Tableau 13 - Résumé de l'identification, I'approvisionnement et les contréles d'identité des drogues utilisées
dans les deux remédes d'Al-Kindi étudiés

Ingrédients Espéce/Composé identifié Espéce/Composé utilisé Controle(s) de I'identité : conclusion
. Suc commercial d'A. ferox Identification putative de composeés
Aloés Suc d'A. vera . . o
(Cailleau Herboristerie) majoritaires : A. ferox
Comparaison a un échantillon de
H Oléorésine de Myrrhe traditionnelle référence : myrrhe ; identification
Myrrhe
Commiphora sp. (tradithérapeute, Maroc) putative de composés majoritaire :
Commiphora sp.
. Gomme sarcocolle
Gomme Gomme-résine
traditionnelle =
sarcocolle d'A. sarcocolla e .
(tradithérapeute, Pakistan)
. Comparaison a un échantillon de
) Gomme ammoniaque . ) o )
Gomme Gomme-résine de référence ; identification putative de
. traditionnelle i o )
ammoniaque F. ammoniacum ) composés majoritaire : F. communis ;
(tradithérapeute, Maroc) )
extraction d'ADN
Différents sels de cuivre . .
. . Acétate de cuivre Cu(OAc), =
Vert-de-gris dont des acétates de

cuivre

(Strem Chemicals Inc.)

(formulation commerciale)

- : absence de contrdle

Dans la littérature scientifique, chaque drogue était chimiquement caractérisée a différents

niveaux de précision, parfois uniquement avec des méthodes d'analyses que nous n'avions pas a
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disposition, parfois avec trés peu d'informations sur la composition chimique attendue. la
comparaison avec des échantillons de référence et l'identification putative de composés majoritaires
a l'aide des données HPLC-HRMS/MS nous ont cependant permis d'émettre des hypothéses
argumentées sur le genre de I'espéce productrice, parfois I'espéce (Tableau 13). Seule la gomme
sarcocolle n'a offert que peu d'indices sur son identité, que ce soit dans la littérature ou dans les

résultats des analyses réalisées.

La reconstitution de ces remedes traditionnels revét donc de nombreuses contraintes. Tout
d'abord, ils ont été rédigés dans un contexte socioculturel précis, impliquant I'utilisation de noms
vernaculaires compliquant l'identification des espéces mais aussi I'omission de certains détails, par
exemple la partie de la plante utilisée, car alors certainement considérés comme évidents par Al-
Kindi. Ensuite, les drogues employées ont une longue histoire médicinale ayant donné lieu a des
substitutions par d'autres espéces selon les régions du monde, en plus de la possible évolution de
ces espéces depuis le 9°™ siécle, période de vie d'Al-Kindi. Ces substitutions compliquent a la fois
I'identification de I'espéce botanique la plus probable mais aussi I'approvisionnement actuel de la
drogue, différentes drogues pouvant étre désignées par le méme terme vernaculaire. S'ajoute a cela
les difficultés inhérentes a toutes études phytochimiques, comme la variabilité chimique au sein
d'une méme espéce (chémotypes) rendant impossible la généralisation de I'étude d'un seul
échantillon a toute une espéce, cette variabilité dépendant notamment de son environnement, de sa

récolte et de son mode de conservation.

C'est en connaissance de ces éléments, propres a la pharmacognosie et la phytochimie en
général, que nous avons mené notre étude sur une des reconstitutions possibles de ces remedes

traditionnels.
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Les remedes étudiés sont tous les deux prescrits contre des infections cutanées : des « abces
pour lesquels le bistouri n'est pas préconisé » pour le reméde R; et des « abcés » et des « mauvais
furoncles » pour le reméde R,. Dans ces infections, les bactéries arrivent a passer la barriére
cutanée et se multiplient, déclenchant une réponse inflammatoire chez I'héte. La zone infectée va
alors chauffer et gonfler, au point que la peau a cet endroit peut facilement se percer, lorsque ce
n'est pas fait artificiellement. Un abcés implique donc une infection bactérienne mais également une
réponse inflammatoire des cellules hdtes et une cicatrisation de la peau durant la phase de
réparation des tissus (Chap.1-3). Dans ce chapitre, nous avons mené une étude préliminaire sur ces
trois aspects en criblant les différentes drogues sur 'activité antibactérienne, sur les activités pro et

anti-inflammatoires ainsi que sur I'activité cicatrisante.

La toxicité des différents ingrédients a été évaluée au travers d'un test de cytotoxicité sur
des macrophages murins (extraits végétaux et acétate de cuivre) et des fibroblastes murins (extraits
végétaux). Cette premiére mesure de la cytotoxicité va permettre d'estimer si les substances testées
sont plus actives que toxiques a travers le calcul d'un indice de sélectivité IS in vitro (selectivity index

SI en anglais).

Pour l'activité antibactérienne, les différents extraits de chaque drogue végétale ainsi que
I'acétate de cuivre ont été criblés contre la bactérie la plus souvent responsable des abcés cutanés,
S. aureus. D'autres staphylocoques et bactéries de la flore cutanée ont été testés, ces derniéres
pouvant parfois également provoquer des infections de la peau. Une derniére souche a été ajoutée,

E. coli, afin d'évaluer I'activité inhibitrice sur les bactéries Gram -.

Pour l'effet sur la réponse inflammatoire, les synthéses de deux médiateurs pro-
inflammatoires, le monoxyde d'azote NO et la cytokine pro-inflammatoire TNF-&, ont été évaluées
chez des macrophages murins incubés avec les extraits des drogues végétales (I'acétate de cuivre
s'est révélé trop toxique sur les macrophages murins). Afin d'évaluer I'effet pro-inflammatoire, les
deux médiateurs ont été dosés sur des cellules traitées uniquement avec les extraits afin d'évaluer la
promotion de ces synthéses. Pour évaluer I'effet anti-inflammatoire, les deux médiateurs ont été
dosés cette fois-ci sur des cellules dont la réponse inflammatoire avait été préalablement activée

avec du LPS puis traitées avec les extraits afin d'évaluer I'inhibition de ces synthéses.

Le criblage de I'effet pro-cicatrisant s'est fait par scratch test sur des fibroblastes murins : la
migration des cellules a été mesurée au bout de 24h sur des tapis de fibroblastes cultivés avec du
surnageant de macrophage murins, ces macrophages ayant été préalablement incubés avec les

extraits.
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Suite a des contraintes de mise au point et d’adaptation de protocoles, ces criblages ont été
réalisés uniquement sur les extraits a I'acétate d'éthyle pour I'étude de la cytotoxicité, des activités
pro et anti-inflammatoire ainsi que de I'activité pro-cicatrisante. En revanche, ['activité

antibactérienne a pu étre évaluée sur I'ensemble des extraits végétaux.

Ce chapitre résume les différents résultats pour chaque activité, dans I'ordre énoncé.
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1. Evaluation de la cytotoxicité

Des tests de cytotoxicité ont été réalisés au sein de I'UMR 7199 - Equipe Biovectorologie par
Geoffrey Bianchi, stagiaire en deuxiéeme année de Master sous la tutelle de la Pr. Sylvie Fournel
(UMR 7199) et du Dr. Pierre Fechter (UMR 7242), avec I'encadrement de I'ingénieure Cendrine Seguin
(UMR 7199). Ces tests ont été réalisés pour les extraits a I'acétate d'éthyle des différentes drogues

et pour l'acétate de cuivre.

La viabilité cellulaire a été mesurée sur des macrophages murins RAW 264.7 (extraits
végétaux et sel de cuivre) et sur des fibroblastes murins 3T3 (extraits végétaux) au travers de leur
activité mitochondriale par test MTS (Part.Exp-3.2). Elle est exprimée en ClIs, (Concentration
Inhibitrice médiane ou half maximal Inhibitory Concentration ICso en anglais), soit la concentration

permettant I'inhibition de 50% de I'activité mitochondriale de ces lignées cellulaires.

Les extraits a l'acétate d'éthyle des différentes drogues végétales montrent des Clso
supérieures ou égales a 500 yg/mL sur les macrophages murins. Seul I'extrait AMMO1- A est un peu
plus toxique, avec une Cls, de 125 yg/mL (Tableau 14 et Figure 50-A.). Sur les fibroblastes murins,
les extraits a l'acétate d'éthyle des différentes drogues végétales montrent également des Clso
supérieures ou égales a 500 yg/mL, sauf pour la gomme ammoniaque ou elle est égale a 250 yg/mL
(Tableau 14 et Figure 50-B.). Les extrait a I'acétate d'éthyle des différentes drogues végétales ne
sont donc toxiques qu'en fin de gamme de concentration testée, sauf pour la gomme ammoniaque

dont I'extrait est toxique a des concentrations un peu plus basses.

L'acétate de cuivre présente quant a lui une Clso de 0,3 mM, soit plutdt en début de gamme
de concentration testée (Tableau 14 et Figure 51). Ces tests préliminaires de viabilité cellulaire
seront confirmés ultérieurement sur des lignées cellulaires humaines (par exemple endothélium

cutané HMEC-1).

Tableau 14 - Cytotoxicité des extraits a I'acétate d’éthyle (A) des drogues végétales et de I'acétate de cuivre
Cu(0Ac); sur les macrophages RAW264.7 et les fibroblastes 373, exprimée en CIs, (ug/mL et mM)

Lignées cellulaires ALOF-A COMA1-A SARC-A AMMO1-A RDV-A Cu(0Ac),
RAW 264.7 >500 ug/mL  >500 ug/mL  >500 pg/mL 125 pg/mL 500 pg/mL 0,3 mM
3T3 >500 pg/mL  >500 pyg/mL >500 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL -

Extraits a l'acétate d'éthyle de : ALOF-A suc commercial d'A. ferox; COMA1-A myrrhe commerciale de C. abyssinica; SARC-
A gomme sarcocolle traditionnelle ; AMMO1-A gomme ammoniaque traditionnelle ; RDV-A mélange des 4 drogues végétales 1/1/1/1
(m/m)

Les valeurs de Clsp obtenues nous ont néanmains permis de calculer un premier indice de
sélectivité in vitro pour les extraits a I'acétate d'éthyle des différentes drogues végétales et pour

I'acétate de cuivre (Chap.3-2.3).
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A. Viabilité des macrophages RAW 264.7 B . Viabilité des fibroblastes 373
(Test MTS, n = 3) (Test MTS, n = 2)
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Figure 50 - Cytotoxicité des extraits acétate d'éthyle (A) des drogues végétales, exprimée en % d‘activité
mitochondriale en fonction de la concentration en extrait : A, sur des macrophages murins ; B. sur des
fibroblastes murins
Macrophages ou fibroblastes incubés en présence des extraits a I'acétate d'éthyle de : ALOF-A suc commercial d'A. ferox ; COMA1-

A myrrhe commerciale de C. abyssinica ; SARC-A gomme sarcocolle traditionnelle ; AMMO1-A gomme ammoniaque traditionnelle ;
RDV-A mélange des 4 drogues végétales 1/1/1/1 m/m/m/m
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Figure 51 - Cytotoxicité de I'acétate de cuivre Cu(OAc), sur des macrophages murins, exprimée en %
d’activité mitochondriale en fonction de la concentration en extrait

Identification de nouvelles associations antibactériennes issues de la

Elora Aubert 96

Pharmacopée Médiévale Arabe



Chapitre 3

2. Evaluation de I'activité antibactérienne

Les différents tests antibactériens ont été réalisés au sein de I'UMR 7242 - Equipe Métaux et

microorganismes : biologie, chimie et applications, dont une partie par I'ingénieure Régine Janel.

En accord avec l'usage traditionnel, I'activité antibactérienne des différents ingrédients a été
évaluée sur des souches de labaoratoire et cliniques Gram + endémiques de la flore cutanée. En effet,
ces derniéres sont généralement les responsables des infections de la peau, en particulier
Staphylococcus aureus®’. Leur activité a également été évaluée contre une souche de laboratoire
Gram -, Escherichia coli (notamment présente dans la flore intestinale), afin de vérifier si les
substances testées peuvent atteindre les bactéries de type Gram -, ces derniéres étant plus
résistantes que les bactéries de type Gram + (Chap.1-1). En cas d'activité contre E. coli, les extraits
végétaux et le sel de cuivre ont ensuite été testés sur une autre souche de laboratoire Gram -,
Pseudomonas aeruginosa, davantage résistante qu'E. coli et pouvant étre impliquée dans des

infections de la peau®’.

Les extraits obtenus ont d'abord été criblés sur gel d'agar MH-II (n = 1) sur des souches de
laboratoire de laboratoire : S. aureus HGO0O01, S. epidermidis ATCC35983 et E. coli MG1655, ainsi que
sur des souches issues des collections des HOpitaux Universitaires de Strasbourg HUS:
S. epidermidis, S. hominis, S. haemolyticus et Corynebacterieum striatum (Part.Exp-4.1). leur
activité a ensuite été confirmée sur les mémes souches (n = 3) en déterminant les Concentrations
Minimales Inhibitrices (CMI) avec la méthode de microdilution en bouillon MH-II. Pour les extraits
réalisés sur la myrrhe traditionnelle MYRR1 (obtenue plus tard dans I'étude) et I'acétate de cuivre

(composé pur), les CMI ont été directement mesurées sans faire de criblage sur gélose.

Cette CMI a ensuite été comparée a la cytotoxicité de |'extrait, exprimée en Clso, afin de
calculer un indice de sélectivité IS selon la formule suivante : IS = Clso / CMI?%, Plus cet indice est
élevé, plus I'activité de la substance testée est exploitable : certaines études estiment un extrait actif
et non toxique a une valeur >1 ou >2 tandis que d'autres préconisent un seuil = 10 pour considérer
un échantillon sélectivement bioactif, sur le modéle de ce qui se fait pour l'activité anti-

cancereuse?®,
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2.1, Criblage par diffusion sur gel d'agar

Les extraits obtenus ont fait I'objet d'un premier criblage sur gel d'agar MH-II (n = 1)
(Part.Exp-4.5). Les extraits secs ont été resolubilisés dans du DMSO et trois dépodts de 500 yg, 250 pg
et 100 pg ont été réalisés sur chaque bactérie. L'ensemble des résultats du criblage sur boite est

résumé en Tableau 15.

Tableau 15 - Criblage antibactérien des extraits des différentes drogues végétales par diffusion sur gel
d‘agar (n = 1,) exprimé en dépéts a partir duquel on observe une zone d’inhibition

souches bactériennes ALOF COMA1 SARC AMMO1 RDV

EH A EH A D EH A D EH A D EH A D
S. aureus HG0O1 1 1 2 2 X X X 3 3 3 3 3 3
S. epidermidis ATCC35983 | 3 3 3 3 3 X X X 3 3 3 3 3 3
S. epidermidis HUS 3 X 2 2 2 X X X 3 3 3 3 3 3
S. hominis HUS 3 3 1 2 2 X X X 3 3 3 3 3 3
S. haemolyticus HUS 1 1 X X 1 X X X 3 3 3 3 3 3
C. striatum HUS X X X X X X X X 3 3 3 3 3 3
E. coli MG1655 X X X X X X X X X X X X X X

Dépots: 1 =500 pg; 2=250pg; 3 =100 ug; X = aucune zone d'inhibition observée ou X = zone d'inhibition due au DMSO0.

Extraits : a I'éthanol 70% EH ; a I'acétate d'éthyle A ; au dichlorométhane D

Drogues végétales: ALOF suc commercial d'A. ferox; COMA1 myrrhe commerciale de C. abyssinica; SARC gomme sarcocolle
traditionnelle ; AMMO1 gomme ammoniaque traditionnelle ; RDV mélange des 4 drogues végétales 1/1/1/1 m/m/m/m

Les extraits du suc d'A. ferox (ALOF-EH et ALOF-A) et les extraits de myrrhe commerciale de
C. abyssinica (COMA1-EH, COMA1-A et COMA1-D) montrent des zones d'inhibition plus ou moins
marquées a diverses concentrations sur les Staphylocoques. Des zones d'inhibition plus marquées
sont observées sur la souche de laboratoire de S. epidermidis ATCC35983, avec néanmoins des zones
beaucoup plus discrétes pour les extraits de myrrhe commerciale COMA1 (Figure 52). Concernant la
derniére souche Gram +, C. striatum, des zones d'inhibition sont observées sur les dépdts de DMSO
(témoins négatifs), rendant les résultats ininterprétables pour les extraits ALOF et COMA1L. les
extraits ALOF et COMA1 montrent donc une activité antibactérienne sur les souches Gram + testées,

plus ou moins marquée selon le type d'extrait et la souche testée.
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ALOF-E

COMA1-EH COMA1-A

Figure 52 - Zones d’inhibitions obtenues pour les dépdts d’extraits de suc d'A. ferox (ALOF) et de myrrhe
commerciale de C. abyssinica (COMA1) sur la souche S. epidermidis ATCC35983

Dépots (5 pL) des extraits secs resolubilisés dans du DMSO : 1 = 500 yg ; 2 = 250 pg; 3 = 100 yg ; T = DMSO.
Extraits : EH a I'éthanol 70% ; A a I'acétate d'éthyle ; D au dichlorométhane

Les extraits de la gomme ammoniaque traditionnelle AMMO1 montrent quant a eux une
activité antibactérienne trés marquée dans ces conditions de test, avec des zones d'inhibition bien
lisibles pour les 3 doses sur toutes les souches Gram +, y compris sur C. striatum ou les zones
d'inhibition sont significativement différentes de celles induites par le DMSO seul (Figure 53). Des
résultats similaires sont obtenus pour les extraits du mélange de 4 drogues végétales (RDV-EH, RDV-
A, RDV-D). Les extraits AMMO1 et RDV montrent donc une forte activité antibactérienne, pour les 3

types d'extraits et sur toutes les souches Gram + testées.

Les extraits de la gomme sarcocolle traditionnelle (SARC-EH, SARC-A et SARC-D) ne présentent
quant a eux aucune activité antibactérienne quel que soit la souche testée. De la méme maniére,
aucun extrait n'a induit de zones d'inhibition sur la souche Gram - E.coli, leur activité sur

P. aeruginosa n'a de fait pas été évaluée.
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S. aureus S. epidermidis S. epidermidis S. hominis
HGOO01 ATCC35983 isolat clinique isolat clinique

S. haemolyticus C. striatum E. coli

isolat clinique isolat clinique MG1655

Figure 53 - Zones d’inhibitions obtenues pour les différents dépéts d’extrait a I'acétate d'éthyle de gomme
ammoniaque traditionnelle AMMO1-A (représentatif de I'activité des autres extraits d’AMMO1) sur les 7
souches bactériennes testées

Dépdts (5 pL) des extraits secs resolubilisé dans du DMSO : 1 = 500 pg ; 2 = 250 pg ; 3 = 100 pg ; T = DMSO.

Ce premier criblage par diffusion sur gel d'agar a permis de mettre en évidence une activité
antibactérienne pour les différents extraits de suc d'A. ferox (ALOF), de myrrhe commerciale de
C. abyssinica (COMA1), de gomme ammoniaque traditionnelle (AMMO1) et du mélange des 4 drogues
végétales (RDV) sur les différentes souches Gram +, avec des zones d'inhibition particulierement
marquées AMMO1 et RDV. Seule la gomme sarcocolle SARC ne présente aucune activité dans les

conditions testées.

Il semblerait donc que les différentes drogues végétales composant les remédes étudiés
puissent toutes contribuer, a part la gomme sarcocolle SARC, a un effet inhibiteur sur les bactéries
Gram + testées, dont S.aureus. Cependant aucune d'entre elles ne permettent d'inhiber la

croissance de la souche Gram -, E. coli, dans les conditions testées.
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2.2, Mesure des Concentrations Minimales Inhibitrices CMI par

microdilution en bouillon

L'activité antibactérienne a été confirmée et quantifiée en déterminant les CMI par
microdilution en bouillon ((Part.Exp-4.6) pour les extraits végétaux et I'acétate de cuivre Cu(OAc),.
Une gamme de concentration allant de 0,98 pg/mL a 500 pg/mL a été utilisée pour les extraits, tandis

qu'une gamme de concentration de 0,0195 mM a 5 mM a été utilisée pour I'acétate de cuivre.

2.2.1. Témoins positifs

Au-deld de la détermination de leur CMI, il est nécessaire d'évaluer si l'activité
antibactérienne des extraits et composés testés est significative. Pour cela, on peut comparer ces
CMI a une référence, généralement un antibiotique commercial. Dans cette étude nous avons utilisé
I'érythromycine 3, un antibiotique macrolide efficace contre les souches Gram +, notamment S.

aureus.

Cependant, l'activité antibactérienne d'un composé pur n'est pas comparable a celle de
mélanges moléculaires complexes comme des extraits végétaux. En effet, les extraits végétaux sont
considérés comme significativement actifs a partir de valeurs CMI inférieures ou égales a
100 pg/mL, contre des valeurs de CMI inférieures ou égales & 25 M pour des composés purs™®®,
C'est pourquoi nous avons choisi d'utiliser un extrait végétal connu pour son activité antibactérienne
comme extrait de référence : I'extrait méthanolique de cones femelles de H. lupulus L. HUML-MeOH

(Chap.1-4.2).

Les CMI des deux références utilisées, |'érythromycine et I'extrait HUML-MeOH, ont été
déterminées dans nos conditions de test et sont résumées dans le Tableau 16. On remarque que
I'activité de HUML-MeOH est modérée, avec des CMI généralement > 100 pg/mL. Cette faible activité
peut s'expliquer par la variabilité chémotypique du houblon : les cdnes récoltés ne contiendraient
que peu de composés actifs. L'utilisation d'extrait commerciaux titrés pourrait alors étre une

référence plus fiable et plus reproductible.
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Tableau 16 - Activité antibactérienne des témoins positifs : I'érythromycine (n = 3) et I'extrait méthanolique
de cones de houblon H. lupulus HUML-MeOH (n = 2), exprimée en moyenne des CMI +/- I'écart-type (ug/mL)

Souches bactériennes Erythromycine HUML-MeOH
pg/mL mM Hg/mL

S. aureus HGOO1 0,98 +/- 0,0 1,33.10° +/- 0,0 78,1 +/- 66,3

S. epidermidis ATCC35983 0,98 +/-0,0 1,33.107 +/- 0,0 187,5 +/- 88,4

S. epidermidis HUS > 500 > 681.10° 93,8 +/- 44,2

S. hominis HUS 0,98 +/- 0,0 1,33.10° +/-0,0 187,5 +/- 88,4

S. haemolyticus HUS 15,62 +/- 13,53 21,29.10° +/- 18,44.10°° 312,5 +/- 265,2

C. striatum HUS > 500 > 681.10° 187,5 +/- 88,4

E. coli MG1655 62,5 +/- 0,0 85,16.10° +/-0,0 > 250

P. aeruginosa ATCC15692 666,6 +/- 258,2 908,26.107° +/- 351,80.10° -

- :activité non évaluée

2.2.2. Détermination des CMI

L'évaluation de I'activité antibactérienne de I'acétate de cuivre Cu(OAc), par microdilution en
bouillon a permis de déterminer que le sel de cuivre était actif sur toutes les souches mais de
maniére peu marquée, avec des CMI bien supérieures au seuil de 25 pM'® et presque mille fois
supérieures a I'érythromycine (Tableau 16 et Tableau 17). Cependant, de tous les ingrédients des
remedes testés, il est le seul @ montrer une activité sur la souche Gram -, E. coli. Son activité a donc
été testée sur la souche Gram - P. geruginosa, pour laquelle il présente une CMI de 10 mM. Les
valeurs de CMI de I'acétate de cuivre indiquent une activité antibactérienne modérée sur les souches
testées, dans ces conditions de test. Il s'agit cependant de la seule drogue composant les remédes

présentant une activité sur deux bactérie Gram -, E. coli et P. aeruginosa.

Concernant les extraits végétaux, les tests par microdilution en bouillon ont confirmé les
activités observées sur gélose. Les extraits les plus actifs sur les souches Gram + testées sont les
extraits de gomme ammoniaque traditionnelle AMMO1, avec des CMI inférieures a 100 pg/mL,
comparables aux valeurs de CMI de I'érythromycine (Tableau 18). Les extraits de mélange de
drogues végétales RDV ont également une activité antibactérienne significative, avec des CMI
inférieures a 100 pg/mL (Tableau 18). Dans ces conditions de tests, les activités antibactériennes des
extraits ALOF et COMA1 sont considérées comme modérées sur les souches Gram + testées, tandis
que les extraits SARC ne montrent aucune activité antibactérienne. Seules les activités
antibactériennes des extraits AMMO1l et RDV sont considérées comme particulierement

prometteuses parmi les extraits végétaux.
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Tableau 17 - Activité antibactérienne de I'acétate de cuivre par microdilution en bouillon

. CMI +/- écart-type
Souches bactériennes

pg/mL mM
S. aureus HG0O01 1070,3 +/- 339,7 59 +/-1,9
S. epidermidis ATCC35983 908,2 +/- 0,0 5,0+/-0,0
S. epidermidis HUS 713,5 +[- 242,7 3,9+/-1,3
S. hominis HUS 908,2 +/- 0,0 5,0+/-0,0
S. haemolyticus HUS 681,1 +/- 248,7 3,8+/-1,4
C. striatum HUS 1271,4 +/- 497,4 7,0 +[-2,7
E. coli MG1655 908,2 +/- 0,0 7,5+/-2,9
P. geruginosa ATCC15692 1816,3 +/- 0,0 10,0 +/- 0,0

Seuls des extraits AMMO1 et RDV montrent une activité antibactérienne marquée sur les
bactéries Gram + testées, dans ces conditions expérimentales. L'acétate de cuivre est quant a lui le
seul ingrédient avec une activité antibactérienne sur les bactéries Gram - testées, dont P.

aeruginosa, bien que cette activité soit modéreée.
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2.3, Indices de sélectivité IS

L'indice de sélectivité in vitro (selectivity index SI en anglais) permet d'estimer si une
substance ou un composé est plus actif sur la cible que toxique sur I'organisme ou la cellule hote en
se basant sur des résultats préliminaires obtenus in vitro. II permet d'évaluer le potentiel
thérapeutique dés I'étape de criblage. Il s'agit du rapport de la toxicité sur l'activité : plus I'indice

sera haut, plus 'activité mesurée est sélective de la bactérie et donc intéressante.

Les indices de sélectivité in vitro ont été calculés pour 'acétate de cuivre, les extraits a
I'acétate d'éthyle de la gomme ammoniaque traditionnelle AMMO1-A et du mélange des 4 drogues
végétales RDV-A. La formule suivante a été appliquée : Clso/CMI, avec la CIs la viabilité cellulaire sur
des macrophages murins et la CMI I'activité antibactérienne sur les différentes souches (Part.Exp-
4.7).

Les indices de sélectivité de I'acétate de cuivre Cu(OAc), sont inférieurs a 1, indiquant que le
composé est plus toxique sur les macrophages murins qu'il n'est actif sur les différents souches
bactériennes testées (Tableau 19). A l'inverse, les indices de sélectivité de I'extrait AMMO1-A et de
I'extrait RDV-A sont tous supérieurs a 10 vis-a-vis les souches Gram +, indiquant que I'extrait est plus
actif sur ces bactéries qu'il n'est toxique sur les macrophages ou les fibroblastes murins

(Tableau 19).

Tableau 19 - Indices de sélectivité ICso,/CMI de I'acétate de cuivre Cu(OAc),, de I'extrait @ I'acétate d’éthyle de
la gomme ammoniaque traditionnelle (AMMO1-A) et de I'extrait d I'acétate d’éthyle du mélange des 4
drogues végétales (RDV-A), calculés a partir de la toxicité sur les macrophages murins RAW 264.7 (n = 3) et
sur les fibroblastes murins 373 (n = 2)

Cu(0Ac), AMMO1-A RDV-A

Souches bactériennes

RAW 264.7 RAW 264.7 3T3 RAW 264.7 373
S. aureus HGO01 0,51 24,41 48,83 52,97 52,97
S. epidermidis ATCC35983 0,6 64,10 128,21 204,92 204,92
S. epidermidis HUS 0,76 38,46 76,92 60,24 60,24
S. hominis HUS 0,6 44,80 89,61 45,91 45,91
S. haemolyticus HUS 0,79 13,19 26,37 22,95 22,95
C. striatum HUS 0,43 19,20 38,40 28,04 28,04
E. coli MG1655 0,40 < 0,25 <0,5 < 0,25 < 0,25
P. aeruginosa ATCC15692 0,3 - - - -

Les extraits acétate d'éthyle des drogues végétales les plus actives, a savoir la gomme
ammoniaque traditionnelle AMMO1 et le mélange des 4 drogues végétales RDV, montrent des indices

de sélectivité supérieurs a 10 dans les conditions de tests utilisées, laissant supposer un fort
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potentiel thérapeutique. A l'inverse, les indices de sélectivité de I'acétate de cuivre sont inférieurs a

1, indiquant un composé plus toxique qu'actif dans ces conditions expérimentales.

D'aprés les tests par microdilution en bouillon, une activité antibactérienne des remédes
étudiés sur les souches Gram + serait possible, et principalement due a la gomme ammoniaque. Une
activité sur les bactéries Gram - serait aussi permise par |'acétate de cuivre, a des doses cependant

élevées et potentiellement toxiques pour les cellules hotes.
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3. Evaluation de I'activité sur la réponse inflammatoire

Les tests d'activités biologiques liées a la réponse inflammatoire ont été réalisés au sein de I'UMR
7199 - Equipe Biovectorologie par Geoffrey Bianchi et Camila Cevallos, deux stagiaires en deuxieme
année de Master sous la tutelle de la Pr. Sylvie Fournel (UMR 7199) et du Dr. Pierre Fechter (UMR
7242), avec |'encadrement de I'ingénieure Cendrine Seguin (UMR 7199). Ces expérimentations ont
été réalisées sur des macrophages murins RAW 264.7, pour les extraits a l'acétate d'éthyle des

différentes drogues végétales dans un premier temps.

3.1 Effet pro-inflammatoire

L'inflammation locale fait partie de la réponse immunitaire face a une infection bactérienne :
les macrophages produisent et libérent alors de nombreux médiateurs pro-inflammatoires comme le
monoxyde d'azote NO et différentes cytokines dont le TNF-a (Chap.3.1). Des substances augmentant
la production de ces deux marqueurs de l'inflammation pourraient donc avoir un effet pro-
inflammatoire. Afin de vérifier I'effet des ingrédients d'origine végétale des remédes sur leur
synthése, ces deux molécules ont été dosées dans le surnageant de macrophages murins incubés
avec les extraits acétate d'éthyle des différentes drogues végétales. Pour certaines
expérimentations, la réponse inflammatoire a été activée chez les macrophages a l'aide de
lipopolysaccharide LPS. Ce composé est connu pour activer les macrophages en tant qu‘agoniste du
Toll Like Receptor 4 TLR4 (récepteur membranaire des macrophages impliqué dans la

reconnaissance des agents pathogénes)®*.

3.1.1.  Production de monoxyde d'azote NO (test de Griess)

Des tests préliminaires ont permis d'évaluer la production de monoxyde d'azote NO chez des
macrophages incubés en présence d'extraits a I'acétate d'éthyle des différentes drogues végeétales,
selon la méthode de Griess (Part. Exp-3.3). Cette méthode consiste a évaluer la production de NO en
dosant la quantité d'ions nitrite dans le milieu et a la comparer a celle d'une culture de macrophages

NT (incubés uniquement dans du milieu PBS) et d'une culture de macrophages activés au LPS.

Les différents extraits a I'acétate d'éthyle n'augmentent pas la quantité d'ions nitrites dans
le surnageant des macrophages murins en comparaison aux macrophages témaoins activés au 1LPS

50 ng/mL, et ce méme aux concentrations les plus élevées (500 pg/mL) (Figure 54).
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Ni les extraits acétate d'éthyle a 500 pg/mL des différentes drogues végétales (ALOF-A,
MYRR1-A, SARC-A et AMMO1-A) ni celui du mélange des 4 drogues végétales (RDV-A) ne semblent
donc augmenter la production de NO chez les macrophages murins, dans ces conditions

expérimentales.

Dosage de la production de NO
(Test de Griess, n = 3)
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Figure 54 - Dosage en nitrite reflétant la production en NO des macrophages murins en fonction de la
concentration en extrait acétate d'éthyle des drogues végétales

NT : macrophages incubés uniquement avec du milieu PBS ; LPS : macrophages incubés avec du LPS

Macrophages incubés en présence des extraits a I'acétate d'éthyle de : ALOF-A suc commercial d'A. ferox; COMA1-A myrrhe
commerciale de C. abyssinica; SARC-A gomme sarcocolle traditionnelle ; AMMO1-A gomme ammoniaque traditionnelle ; RDV-A
mélange des 4 drogues précédents

3.1.2.  Production de cytokines TNF-a

La production de cytokines pro-inflammatoires TNF-a par les macrophages murins a
également été mesurée par test ELISA (Part. Exp-3.4). Cette production de TNF-Ot a été comparée a
celle d'une culture de macrophages NT (incubés uniquement dans du milieu PBS) et d'une culture de
macrophages activés au LPS. Ces expériences ont été réalisées pendant le changement de myrrhe,
les tests n'ont donc pas été réalisés sur |'extrait de la myrrhe commerciale COMA1-A comme

précédemment mais sur I'extrait de la myrrhe traditionnel MYRR1-A

Les extraits acétate d'éthyle des différentes drogues végétales (ou mélange de drogues
végeétales) a 125 pyg/mL n'induisent pas de production significative de TNF-& par les macrophages
murins par rapport aux macrophages non-traités NT (incubés uniquement avec du milieu PBS) et en

comparaison aux macrophages activés au LPS (Figure 55).
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Aucun des extraits a I'acétate d'éthyle des différentes drogues végétales (ALOF-A, MYRR1-A,
SARC-A et AMMO1-A) ou du mélange des 4 drogues végétales (RDV-A) n'a provoqué une
augmentation de la concentration en TNF-& dans le surnageant des macrophages. Il semblerait donc
que leur présence a 125 pg/mL dans le milieu lors de I'incubation des macrophages ne fasse pas

augmenter la production de TNF-& par ces derniers, dans ces conditions expérimentales.

Dosage des TNF-O a 24h
(moyenne +/- SEM, n = 7)
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Les données obtenues avec chaque extrait ont été comparées aux données NT par test ANOVA univarié (ot = 0,05)
Figure 55 - Dosage des TNF-« produits par des macrophages murins en présence des extraits a I'acétate
d’éthyle (A) des drogues végétales d 125 ug/mL (échelle logarithmique)

NT : macrophages incubés uniquement avec du milieu PBS ; LPS : macrophages incubés avec du LPS

Macrophages incubés en présence des extraits a l'acétate d'éthyle de : ALOF-A suc commercial d'A. ferox; MYRR1-A myrrhe
traditionnelle ; SARC-A gomme sarcocolle traditionnelle; AMMO1-A gomme ammoniaque traditionnelle ; RDV-A mélange des 4
drogues précédents

D'aprés les deux tests réalisés, aucun des extraits a l'acétate d'éthyle des différentes
drogues végétale (ALOF-A, MYRR1-A, SARC-A et AMMO1-A) ou du mélange des 4 drogues végétales
(RDV-A) ne semble augmenter la production des marqueurs pro-inflammatoires choisis chez les
macrophages murins. Ces premiers tests ne révélent donc pas d'effet pro-inflammatoire pour ces

différents extraits, dans ces conditions expérimentales.
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3.2, Effet anti-inflammatoire

La réponse inflammatoire permet de lutter contre l'infection mais a besoin d'étre réqulée
afin d'éviter la destruction des cellules et maintenir une homéostasie normale dans les tissus,
notamment lors de la réparation des tissus (Chap.3.1). Cette régulation passe, entre autre, par la
polarisation M1/M2 des macrophages : les macrophages M1 vont étre impliqués dans la réponse pro-
inflammatoire tandis que les macrophages M2 vont étre impliqués dans la réponse anti-
inflammatoire et la réparation des tissus®*°. La polarisation des macrophages vers le phénotype M1
est notamment induite par le LPS et va étre marquée par la production de meédiateurs pro-

inflammatoires comme le TNF-a et le NO?*°.

L'inhibition de la production de ces deux médiateurs a donc été mesurée par test de Griess et
test ELISA sur des macrophages murins activés par LPS et incubés en présence des extraits a
I'acétate d'éthyle des différentes drogues végétales, afin d'évaluer leur impact sur la polarisation

des macrophages.

3.2.1. Inhibition de la production de monoxyde d'azote NO (test de Griess)

Des tests préliminaires avec la méthode de Griess ont été réalisés afin d'évaluer la
production de monoxyde d'azote NO chez les macrophages activés (Part. Exp-3.3). Cette production
a été comparée a celle d'une culture de macrophages NT (incubés uniquement dans du milieu PBS) et

d’une culture de macrophages activés au LPS.

Les extraits a l'acétate d'éthyle des différentes drogues végétales et mélange de drogues
végétales permettent une diminution dose-dépendante de la quantité d'ions nitrites dosés dans le

surnageant des macrophages murins (Figure 56 p 112).

Les extraits a I'acétate d'éthyle des différents drogues végétales (ALOF-A, MYRR1-A, SARC-A
et AMMO1-A) ou du mélange des 4 drogues végétales (RDV-A) diminuent la quantité d'ions nitrites
dans le surnageant des macrophages. Il semblerait donc que la présence de ces extraits dans le
milieu lors de I'incubation des macrophages activés inhibe la production de NO chez ces derniers,

dans ces conditions expérimentales.

3.2.2.  Inhibition de la production de cytokines TNF-a.

La production de cytokines pro-inflammatoires TNF-ot par les macrophages murins activés a
également été mesurée par test ELISA (Part. Exp-3.4). Cette production a été comparée a celle d'une

culture de macrophages NT (incubés uniquement dans du milieu PBS) et d'une culture de

Identification de nouvelles associations antibactériennes issues de la
Elora Aubert ) o
Pharmacopée Médiévale Arabe



Chapitre 3

macrophages activés au LPS. Ces expériences ont été réalisées aprées le changement de myrrhe, les
tests n‘ont donc pas été réalisés sur l'extrait de la myrrhe commerciale COMA1-A comme

précédemment mais sur I'extrait de la myrrhe traditionnel MYRR1-A.

Les extraits a l'acétate d'éthyle des différentes drogues végétales (ou mélange de drogues
végeétales) a 125 pg/mL ne font pas baisser la concentration en TNF-o. dans le surnageant des
macrophages murins de maniére significative par rapport aux macrophages activés (incubés
uniquement avec du LPS et sans extraits) (Figure 57-A page suivante). Cela peut s'expliquer par des

expérimentations espacées dans le temps, augmentant la variabilité entre les résultats.

A 62,5 pg/mL, la diminution de la concentration en TNF-a devient significative chez les
macrophages activés incubés les extraits ALOF-A, MYRR1-A et SARC-A, par rapport aux macrophages
activés (Figure 57-B page suivante). Dans cette expérimentation, c'est I'extrait a I'acétate d'éthyle
d'A. ferox ALOF-A qui semble avoir le plus fort effet inhibiteur sur la production de TNF-a, bien que

le niveau de TNF-a dosé reste significativement plus élevé que chez des macrophages NT.

Les extraits a |'acétate d'éthyle des différentes drogues végétales (ALOF-A, MYRR1-A, SARC-A
et AMMO1-A) ou du mélange des 4 drogues végétales (RDV-A) ont tous provoqué une baisse de la
concentration en TNF-a dans le surnageant de macrophages activés au LPS. Cette diminution est
significative par rapport aux macrophages activés témoins (incubés avec du LPS mais sans extrait)
uniquement pour les extraits ALOF-A, MYRR1-A et SARC-A. Il semblerait donc que la présence de ces
extraits dans le milieu lors de l'incubation des macrophages inhibent partiellement la production de

TNF-a des macrophages murins, dans ces conditions expérimentales.

Tous les extraits a 'acétate d'éthyle des différentes drogues végétales (ALOF-A, MYRR1-A,
SARC-A et AMMO1-A) ou du mélange des 4 drogues végétales (RDV-A) provoquent une baisse de la
production de marqueurs d'inflammation par les macrophages, bien que cette baisse ne soit pas
toujours significative dans ces conditions expérimentales. Ces résultats suggerent un léger effet

anti-inflammatoire sur les macrophages qui pourrait étre lié a leur polarisation.

Cette activité relativement faible des extraits peut s'expliquer par la cinétique de
I'expérimentation. En effet, la polarisation des macrophages par le LPS dépend du temps
d'exposition®®® : dans les conditions expérimentations utilisées, il a été observé que les macrophages
murins activés se différencient en type M2 au bout de 3 jours d'incubation avec le LPS. Il serait donc
intéressant de mesurer la production des médiateurs pro-inflammatoire a différents temps. La
production de médiateurs anti-inflammatoires pourrait également étre mesurée chez ces mémes
macrophages, comme la cytokine IL-10 qui est fortement produite chez les macrophages ayant un

phénotype M2°%,
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Dosage de la production de NO
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Figure 56 - Dosage en nitrites (uM) dans le surnageant des macrophages murins en fonction de la
concentration en extrait a I'acétate d'éthyle (A) des drogues végétales

NT : macrophages incubés uniquement avec du milieu PBS ; LPS : macrophages incubés avec du LPS

Macrophages incubés en présence des extraits a I'acétate d'éthyle de : ALOF-A suc commercial d'A. ferox; COMA1-A myrrhe
traditionnelle ; SARC-A gomme sarcocolle traditionnelle ; AMMO1-A gomme ammoniaque traditionnelle ; RDV-A mélange des 4

drogues précédents

A. Dosage du TNF-O a 24h : extraits a 125 pg/mL B. Dosage du TNF-O a 24h : extraits a 62,5 pg/mL

(moyenne +/- SEM, n = 5) (moyenne +/- SEM, n = 3)
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Les données obtenues avec chaque extrait ont été comparées a celles obtenues avec le LPS par test ANOVA univarié (ot = 0,05)

Figure 57 - Dosage des TNF-& produits par des macrophages murins activés par LPS, en présence des
extraits a l'acétate d'éthyle des drogues végétales : A, a 125 ug/mL; B. @ 62,5 pg/mL

Macrophages incubés en présence des extraits a I'acétate d'éthyle de : ALOF-A suc commercial d'A. ferox; MYRR1-A myrrhe
traditionnelle ; SARC-A gomme sarcocolle traditionnelle; AMMO1-A gomme ammoniaque traditionnelle ; RDV-A mélange des 4
drogues précédents

NT : macrophages incubés uniquement avec du milieu PBS ; LPS : macrophages incubés uniquement avec du milieu PBS et du LPS
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4. Criblage de I'activité cicatrisante (scratch test)

Les scratch tests ont été réalisés au sein de 'UMR 7199 - Equipe Biovectorologie par I'ingénieure
Cendrine Sequin. Les tests ont été réalisés sur des fibroblastes murins 3T3 afin de déterminer |'effet
cicatrisant in vitro des extraits a I'acétate d'éthyle des différentes drogues. Ces expériences ont été
réalisées aprés le changement de myrrhe, les tests n'ont donc pas été réalisés sur I'extrait de la
myrrhe commerciale COMA1-A comme précédemment mais sur I'extrait de la myrrhe traditionnel

MYRR1-A.

Lors de la réponse inflammatoire face a une infection, les différentes étapes sont la
destruction et/ou le confinement du corps étranger suivi de la réparation des tissus endommageés
(Chap.1-3). Cette étape de reconstruction cellulaire se fait notamment par la migration des
fibroblastes®, des cellules composant majoritairement les tissus conjonctifs et retrouvés dans le
derme et I'hypoderme. La polarisation des macrophages en type M2 est également impliquée dans la
réparation des tissus, notamment a travers la sécrétion de cytokines impliquées dans la

différenciation des fibroblastes?3%23*,

Des coupures artificielles ont été faites dans un tapis de fibroblastes afin de mimer une
coupure dans la peau (Figure 58) et ces cultures fibroblastiques ont ensuite été incubées avec du
surnageant provenant de culture de macrophages murins, eux-mémes incubés avec les extraits
pendant 3 jours. Deux conditions ont été testées: surnageant de macrophages activés au LPS (3
jours donc phénotype M2: contient potentiellement des composés favorisant la réparation
tissulaire) et surnageant de macrophages non-activés. La taille en pixels de I'espace entre les 2
bords a été mesurée avant et aprées ces 24h d'incubation, afin de suivre I'évolution de la migration

des fibroblastes.

20220126 5t0 e11x400080

Figure 58 - Photographies au microscope optique des tapis fibroblastiques scindés en 2, avec la mesure en
pixels de la coupure aux grossissements x4 et x10
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4.1, Migration spontanée des fibroblastes

Les fibroblastes migrent les uns vers les autres spontanément en condition de culture NT,
uniquement en présence de milieu PBS. Néanmoins, cette migration est assez importante, avec une

diminution de 51 % de la largeur de la coupure.

Il se pourrait que la migration ait été stimulée par la mort cellulaire causée lors de la coupure
mécanique du tapis cellulaire, pouvant ainsi masquer |'effet des extraits testés. Pour répondre a
cette problématique, des inserts seront utilisés a I'avenir pour permettre une séparation entre deux

tapis cellulaires sans causer de dommages physiques.

4.2, Migration des fibroblastes sans LPS

Dans un premier temps, le scratch test a été réalisé avec des surnageants de macrophages
n'ayant pas été activés par LPS, incubés uniquement avec du milieu et les différents extraits a
I'acétate d'éthyle. Les tailles des coupures sont résumées dans la Figure 59 et ont été comparées a la
taille des coupures avant incubation avec les extraits a t = 0 et a la taille des coupures pour des

fibroblastes non-traités NT (2t =24 h).

Seules les fibroblastes incubés en présence des extraits ALOF-A et MYRR1-A a 125 pg/mL
montrent une diminution significative de la taille de la coupure par rapport aux coupures a t = 0,
sans que cette baisse soit significativement différente de la taille de la coupure sur les fibroblastes
NT. Ces extraits ne semblent donc pas stimuler chez les macrophages la synthése de composés
favorisant la migration des fibroblastes, dans ces conditions expérimentales. Pour les autres
extraits, aucune différence significative n'est observée par rapport aux témoins t = 0 et NT: la
migration des fibroblastes n'est donc pas stimulée et pour certains réplicats elle est méme

inférieure a celle des fibroblastes NT.

Les différents extraits ne semblent donc pas déclencher chez les macrophages incubés en
leur présence la synthese de composés favorisant la migration des fibroblastes, dans ces conditions
expérimentales. Néanmoins |'activité cicatrisante a pu étre masquée par la migration spontanée des
fibroblastes due a la mort cellulaire causée par la coupure. Un nouveau protocole ne déclenchant pas
de mort cellulaire et davantage de réplicats seront réalisés afin de permettre une meilleure
évaluation du potentiel effet cicatrisant de ces extraits. L'effet des extraits directement incubés

avec les fibroblastes sera également évalué.
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Les extraits a |'acétate d'éthyle des différentes drogues végétales (ALOF-A, MYRR1-A, SARC-A
et AMMO1-A) ou mélange (RDV-A) ne semblent donc pas induire chez les macrophages la synthése

de composés pro-migration des fibroblastes.

Largeur moyenne de la coupure au bout de 24h

surnageants de macrophages incubés 3 jours avec les extraits
a62,50u 125 ug/mL
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Figure 59 - Moyenne en pixel de la taille de la coupure entre des fibroblastes murins, incubés 24h avec du
surnageant de macrophages ayant été cultivés 3 jours avec les extraits a I'acétate d'éthyle des drogues
végétales, a 62,5 ug/mL (n = 2) ou 125 pyg/mL (n = 2)

Fibroblastes incubés en présence du surnageant de macrophages ayant été incubés 24 h avec les extraits a I'acétate d'éthyle de :
ALOF-A suc commercial d'A. ferox; MYRR1-A myrrhe traditionnelle ; SARC-A gomme sarcocolle traditionnelle ; AMMO1-A gomme
ammoniaque traditionnelle ; RDV-A mélange des 4 drogues précédents

NT : fibroblastes incubés uniquement avec du milieu PBS ; t = 0 : fibroblastes avant incubation avec les surnageants

4.3. Migration des fibroblastes avec LPS

Au bout de 3 jours, le LPS induit chez les macrophages une différenciation en type M2, dans
ces conditions expérimentales. Leur surnageant devrait alors contenir des composés favorisant la

réparation tissulaire et potentiellement la migration des fibroblastes.

Malheureusement, le surnageant des macrophages murins activés au L1PS modifie
drastiquement la morphologie des fibroblastes, rendant les « bords » de la coupure moins nets et

génant ainsi la mesure de la distance les séparant (Figure 60).

Cette difficulté de lecture a empéché d'évaluer correctement la migration des fibroblastes

en conditions d'inflammation au travers des surnageants de macrophages exposés au LPS.

La différenciation des macrophages en type M2 avec le LPS ne semble donc pas adapté aux

scratch tests, le LPS impactant également les fibroblastes.
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Figure 60 - Photographies sur microscope optique des tapis fibroblastiques scindés, aprés incubation avec le
surnageant des macrophages, eux-mémes incubés 3 jours avec du LPS (gauche) ou sans LPS (droite)
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5. Conclusion sur les activités Dbiologiques des différents

ingrédients

Le criblage des différentes drogues des remédes étudiés a été réalisé au travers de leurs
extraits pour les drogues végétales et de l'acétate de cuivre pour le vert-de-gris, sur 3 activités
biologiques considérées comme impliquées dans une infection cutanée de type abcés. Ce criblage a
permis d'avoir une premiére estimation du potentiel effet thérapeutique de ces remédes et des

ingrédients les constituant.

Le criblage sur bactéries a permis de déterminer que 2 drogues pouvaient apporter une
activité antibactérienne intéressante : les extraits de gomme ammoniaque traditionnelle AMMO1 sur
les souches Gram + et I'acétate de cuivre sur les souches Gram -. De plus, I'extrait a I'acétate d'éthyle
de la gomme ammoniaque AMMO1 présente des indices de sélectivité satisfaisants pour toutes les
souches Gram + testées (toxicité évaluée sur des macrophages et des fibroblastes murins) malgré la
toxicité reconnue de son composé majoritaire, le férulénol®®. Ces indices devront cependant étre
déterminés par rapport a des cellules humaines, idéalement des cellules de la peau comme des
fibroblastes ou des kératinocytes. Ces résultats nous ont néanmoins paru assez encourageants pour
effectuer un fractionnement bioguidé sur les extraits d'’AMMO1, dans le but d'identifier et isoler les
composés responsables de l'activité antibactérienne. Ces expérimentations sont détaillées dans le
Chapitre 4 - Fractionnement bioguidé par I'activité antibactérienne de la gomme ammoniaque
traditionnelle. Concernant l'acétate de cuivre, l'activité antibactérienne est inférieure a celle des
antibiotiques de référence utilisés et les indices thérapeutiques montrent que les composés sont
plus toxiques qu'actifs, bien que cela doit étre confirmé sur cellules humaines. Néanmoins, le sel de
cuivre reste un élément du reméde intéressant car il est le seul ingrédient a montrer une activité sur
les bactéries Gram -, bien plus résistantes et problématiques que les bactéries Gram +. Par ailleurs,
une application topique permet généralement d'utiliser une dose locale élevée tout en limitant la
toxicité systémique’: la formulation traditionnelle pourrait ainsi permettre d'exploiter I'effet

antibactérien du sel de cuivre tout en limitant sa toxicité aux cellules localisées au niveau de I'abceés.

Le criblage sur la réponse inflammatoire n'a montré aucun effet pro-inflammatoire des
extraits sur les macrophages murins, tandis qu'un effet anti-inflammatoire (baisse de production de
NO et de TNF-at) est observé en particulier pour les extraits a l'acétate d'éthyle du suc d'A. ferox
ALOF-A, de la myrrhe traditionnelle MYRR1-A et de la gomme sarcocolle traditionnelle SARC-A. Cette
activité sera confirmée par la mesure de médiateurs anti-inflammatoires comme la cytokine IL-10

sur des macrophages de phénotype M2.

Quant a l'activité cicatrisante, les premiers tests n'ont pas mis en évidence une amélioration

de la migration des fibroblastes due aux extraits végétaux. Leur effet ayant été testé au travers du

Identification de nouvelles associations antibactériennes issues de la
Elora Aubert ) o
Pharmacopée Médiévale Arabe



Chapitre 3

surnageant de macrophages incubés avec les extraits, I'effet direct des extraits sur les fibroblastes
doit encore étre évalué. Par ailleurs, un autre protocole va étre mis en place afin de s'affranchir de
la migration induite par la mort cellulaire, afin d'avoir une meilleure visibilité de la migration induite

par les extraits.

Les 5 ingrédients, végétaux comme métallique, semblent donc présenter une
complémentarité d'activités biologiques (et de spectre bactérien pour le sel de cuivre) face a un

abcés cutané infectieux, justifiant leur combinaison.
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Les criblages biologiques du chapitre précédent ont révélé une activité antibactérienne
remarquable pour les extraits de la gomme ammoniaque traditionnelle AMMO1, avec des CMI en
dessous de 10 pg/mL sur les différentes bactéries Gram + testées. L'espéce F. communis, dont nous
supposons notre gomme-résine étre extraite, a déja été étudiée pour son activité antibactérienne
sur différentes souches dont S. aureus et les composés responsables de cette activité ont été
identifiés comme étant des esters de daucanes, des coumarines sesquiterpéniques et des
chromanes sesquiterpéniques®®. Cependant, elle a également été étudiée pour sa toxicité sur les

mammiféres, provoquée par certains des composés antibactériens évoqués précédemment.

Nous avons donc décidé de nous concentrer sur cette gomme ammoniaque AMMO1 et
d'entreprendre un fractionnement bioguidé de ses extraits afin de déterminer les composés
responsables de cette activité antibactérienne puis d'établir un premier rapport entre leur toxicité

et leur activité au travers d'un indice thérapeutique in vitro.

Nous avons donc, dans un premier temps, fractionné les extraits de la gomme ammoniaque
AMMO1 par LC-Flash et testé l'activité antibactérienne in vitro des fractions obtenues par

microdilution en bouillon.

Nous avons ensuite isolé les composés principaux des fractions actives a I'aide de différentes
méthodes séparatives (LC-Flash et HPLC semi-préparative), afin de résoudre leur structure par
spectrométrie HRMS et RMN (1D et 2D). Cette identification a d'ailleurs permis de confirmer l'identité
des composés majoritaires évoqués comme marqueurs botaniques dans le Chap.2-4.5.3. Elle a
également mis en lumiére une espéce chimique n'ayant pas encore été décrite a notre connaissance,
dérivée d'une des familles bioactives chez les Ferula a savoir les 4-hydroxycoumarines

sesquiterpéniques.

Enfin, nous avons commencé a isoler ces composés en quantité suffisante pour confirmer
leur activité antibactérienne in vitro par microdilution en bouillon, ainsi que déterminer leur
cytotoxicité in vitro sur différentes lignées cellulaires. Lorsque ces deux activités biologiques auront
été mesurée, des premiers indices de sélectivité in vitro pourront étre déterminés afin d'évaluer la

sélectivité d'activité de ces composés entre des cellules eucaryotes et des bactéries.
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1. Fractionnement bioguidé sur les extraits AMMO1

Nous avons vu dans le Chapitre 3 - Etude des activités biologiques des différents ingrédients
que les différents extraits de la gomme ammoniaque traditionnelle AMMO1 ont montré des profils
HPLC-DAD et HPLC-HRMS quasiment identiques ainsi que des activités antibactériennes in vitro

similaires. Le fractionnement bioguidé a donc été réalisé indifféremment a partir des 3 extraits.

Pour cela, différentes méthodes de séparation ont été utilisées, de plus en plus résolutives :
partition liquide/liquide, colonne ouverte, LC-Flash et HPLC semi-préparative. Les fractions obtenues
ont a chaque fois été testées par microdilution en bouillon, sur les mémes souches qu'utilisées pour

le criblage.

1.1, Fractionnement par partition liquide/liquide

Une premiere tentative de fractionnement a été réalisée par partition liquide/liquide
(Part.Exp-5.1) sur l'extrait hydroalcoolique de la gomme ammoniaque AMMO1-EH, mais ce dernier
s'est révélé complétement insoluble dans I'eau (Figure 61-A.) et trés soluble dans les solvants

apolaires utilisés en début de partition, en particulier le dichlorométhane (Figure 61-B.).

DADT B, Sig=264

A, _Solvantutilisé R 3. | “iFraction cyclohexane

Cyclohexane 6,6 % 153';
Dichlorométhane 73,7 % 22 J

e
Acétate d'éthyle 2% : & 3 5 Py % % g
Butanol 0 g . .

2,7 % ™ Fraction dichlorométhane

Eau 3,3 % i Identique a 'extrait AMMO1-EH

150

o L_ b \-—’d-’\“ L“g.

Figure 61 - Fractionnement par partition liquide/liquide sur I'extrait hydroalcoolique de la gomme
ammoniaque traditionnelle AMMO1-EH : A. Rendement R de chaque fraction ; B. Profils HPLC-DAD des
fractions cyclohexane et dichlorométhane, les signaux communs surlignés

En effet, le dichlorométhane a solubilisé la quasi-entiereté de I'extrait, leur profil HPLC-DAD
étant d'ailleurs identiques. Les fractions plus polaires a l'acétate d'éthyle et au butanol ont
également montré des profils HPLC-DAD similaires, tandis que la fraction aqueuse ne comportait que
peu de composés UV-visibles. Seule la fraction cyclohexane a permis d'isoler une partie des

composés UV-visibles de I'extrait AMMO1-EH (Figure 61-C.).
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Les différentes fractions ont été testées par microdilution en bouillon afin de déterminer les
CMI et les comparer a celle de I'extrait parent, AMMO1-EH (Tableau 20). Les fractions avec les CMI
les plus similaires a celle de I'extrait AMMO1-EH sur les souches Gram + sont la fraction
dichlorométhane, ainsi que la fraction cyclohexane. Aucune fraction n'a montré d'activité sur la
bactérie Gram -, E. coli. Une partie des composés actifs responsables de l'activité de I'extrait

AMMO1-EH se trouve donc dans la fraction la plus apolaire (fraction cyclohexane).

Tableau 20 - Activité antibactérienne des fractions obtenues par partition liquide/liquide de I'extrait
hydroalcoolique de gomme ammoniaque traditionnelle AMMO1-EH, exprimée en moyenne des CMI (ug/mL)
+/- I'écart-type (n = 3)

Fractions partition L/L de I'extrait AMMO1-EH

Souches AMMO1-EH Cyclohexane DCM EtOAC Butanol Eau

S. aureus HGOO1 4,10 +/- 0,43 2,6 +/-1,13 3,91+/-0,00 7,81+/-0,00 15,62 +/-0,00 > 500
S. epidermidis ATCC35983 0,98 +/-0,00 1,14+/-0,75 1,13+/-0,75 1,30+/-0,56 9,12 +/- 5,97 > 500
S. epidermidis clinique 1,46 +/- 0,56 3,26 +/- 1,13 2,60+/-1,13 3,91+/-0,00 20,83 +/-9,02 > 500
S. hominis clinique 2,32 +/- 1,37 2,60+/-1,13 2,60+/-1,13 3,91+/-0,00 15,62 +/-0,00 > 500
S. haemolyticus clinique 5,72 +/-1,99 3,91+/-0,00 3,91+/-0,00 7,81+/-0,00 31,25+/-0,00 > 500
C. striatum clinique 2,93 +/-1,07 3,91+/-0,00 3,91+/-0,00 7,81+/-0,00 23,44 +/-11,05 >500

E. coli MG1655 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500

Cependant, cette premiére séparation n'ayant permis d'obtenir qu'une seule fraction
comportant une partie des composés majoritaires, on ne peut exclure la présence de composé actifs
en dehors de celle-ci. Un second fractionnement a été réalisé sur LC-Flash afin d'obtenir au moins

deux fractions différentes de |'extrait.

1.2, Fractionnement pas LC-Flash : fractions F1 et F2

Au vu du premier fractionnement, un deuxiéme essai a été fait en utilisant cette fois-ci la
chromatographie en phase liquide d'adsorption comme méthode de séparation. Pour cela, une 1C-
Flash a été utilisée sur des colonnes préremplies commerciales de silice, avec un gradient
cyclohexane/EtOAc 80/20 (v/v) a 0/100 (v/v) puis un gradient EtOAc/MeOH 100/0 (v/v) a 90/10 (v/v)
(Part.Exp-5.4).

Cette séparation a permis |'obtention de deux fractions « majoritaires » (représentant la

quasi-totalité de la masse d'extrait de départ) et 3 fractions « minoritaires » (représentant une

Identification de nouvelles associations antibactériennes issues de la
Elora Aubert ) o 123
Pharmacopée Médiévale Arabe



Chapitre 4

petite proportion de la masse d'extrait de départ) (Figure 62). Les fractions majoritaires F1 et F2
regroupaient a elles deux tous les composés UV-visibles majoritaires de maniére complémentaire,
les fractions F3, F4 et F5 ne présentant que quelques signaux de composés minoritaires (Figure 63

page suivante).

Les différentes fractions ont été testées par microdilution en bouillon afin de déterminer les
CMI et les comparer a celle de I'extrait parent, AMMO1-EH (Tableau 21 page suivante). La souche C.
striatum ne s'étant pas développée correctement lors de ces expérimentations, les fractions n’ont
pas pu étre testées sur cette souche. Seules les fractions F1 et F2 montrent une activité
antibactérienne sur les souches Gram + testées. Aucune fraction n'a montré d'activité sur la bactérie

Gram -, E. coli.
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Figure 62 - Fractionnement par LC-Flash sur ['extrait hydroalcoolique de la gomme ammoniaque
traditionnelle AMMO1-EH : A. Chromatogramme & 254 nm avec le systéme d’élution, les 5 fractions dont les
fractions F1 et F2 surlignées (méthode FLASH_AMMO_12G avec Cyclohexane/EtOAc/MeOH) ; B. Rendement

de chaque fraction

La fraction F1 a des CMI proches de celles de I'extrait parent AMMO1-EH (Tableau 21 page
suivante) et comporte les mémes composés UV-visibles que la fraction cyclohexane obtenue
précédemment par partition liquide/liquide, également antibactérienne sur les souches Gram +
testées (Figure 61 et Figure 63). La fraction F2 a des CMI légerement plus élevées que celles de
I'extrait parent, en particulier sur S. epidermidis ATCC25983, mais reste néanmoins particuliérement
active sur les bactéries Gram + (Tableau 21 page suivante). Les deux fractions F1 et F2 représentent
a elle deux les composés majoritaires de I'extrait AMMO1-EH et sont toutes les deux actives sur les

bactéries Gram + testées, avec des CMI proches de celle de I'extrait.

L'extrait de gomme ammoniaque traditionnelle AMMO1 semble donc comporter plusieurs

composés actifs, répartis dans les 2 fractions.
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Figure 63 - Superposition des chromatogrammes HPLC-DAD & 254 nm de ['extrait AMMO1-EH et de ses

fractions obtenues par séparation sur LC-Flash (FLASH_AMMO-12G) avec les signaux des fractions F1 et F2

Tableau 21 - Activité

surlignés (méthode DOREMA)

antibactérienne des fractions obtenues par LC-Flash (FLASH_AMMO-12G) de I'extrait

hydroalcoolique de gomme ammoniaque traditionnelle AMMO1-EH, exprimée en moyenne des CMI (ug/mL)

+/- I'écart-type (n = 2)

Fractions FLASH de I'extrait AMMO1-EH

Souches AMMO1-EH F1 F2 F3 F4 F5

S. aureus HG0O01 4,10 +/- 0,43 5,86+/-2,76 3,91 +/- 0,00 > 62,5 > 62,5 > 62,5
S. epidermidis ATCC35983 0,98 +/- 0,00 1,04 +/-1,29 11,72 +/- 5,52 > 62,5 > 62,5 > 62,5
S. epidermidis clinique 1,46 +/-0,56 2,93 +/-1,38 3,91 +/-0,00 > 62,5 > 62,5 > 62,5
S. hominis clinique 2,32+/-1,37 1,95+/-0,00 7,81+/-0,00 > 62,5 > 62,5 > 62,5
S. haemolyticus clinique 5,72 +/-1,99  3,91+/-0,00 7,81 +/-0,00 > 62,5 > 62,5 > 62,5
E. coli MG1655 > 500 > 62,5 > 62,5 > 62,5 > 62,5 > 62,5
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1.2.1.  Isolement du composé majoritaire de F1

La fraction F1 comporte un composé majoritaire, visible en UV a 254 nm (Figure 64, F1-C) et
en MS/ESL. Nous avons identifié putativement ce composé comme étant du férulénol 36 dans le
Chap.2-4.5.3. Ce composé est décrit dans la littérature comme ayant une activité antibactérienne,
notamment sur S. aureus'’’. Nous avons donc entrepris de l'isoler afin de confirmer son identité et

de le tester sur notre sélection de souches bactériennes, dans nos conditions expérimentales.

F1-C
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Figure 64 - Profil de la fraction F1 en HPLC-DAD d 254 nm (méthode DOREMA)

Un premier essai a été réalisé par LC-Flash sur une colonne de silice préremplie commerciale
avec un systéme cyclohexane/EtOAc (méthode FLASH_AMMO_F1). Cette séparation a permis
d’obtenir une fraction enrichie en composé F1-C (Figure 65 page suivante). Le composé majoritaire a
ensuite été isolé a partir de cette fraction enrichie a l'aide une purification sur HPLC semi-
préparative avec une phase de silice greffée Cis (méthode PLC_AMMO_F1). Cette purification a
permis d'obtenir le composé majoritaire assez pur pour permettre la résolution de sa structure et

ainsi confirmer s'il s'agit ou non du férulénol 36 (Figure 66 page suivante).

L'isolement d'une quantité suffisante pour permettre des tests antibactériens in vitro a été

possible grace a Megi Gjikolaj, stagiaire en deuxiéme année de Master, avec 21,3 mg purs a 91,5 %

sur la base de I'absorbance en UV a 254 nm.

Les activités antibactérienne et cytotoxique de ce composé seront donc testées trés
prochainement, en paralléle des molécules potentiellement actives de la fraction F2 lorsque ces
dernieres auront été isolées en quantité suffisante, afin de permettre une comparaison stricte entre

elles.
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Figure 65 - Séparation par LC-Flash de la fraction F1: A. Chromatogramme LC-Flash UV 254 nm avec le
systéme d’élution et la sous-fraction contenant le composé majoritaire surlignée (méthode FLASH_AMMO_F1
avec Cyclohexane/EtOAc) ; B. Chromatogramme HPLC-DAD 254 nm de la sous-fraction contenant le composé

majoritaire F1-C (méthode DOREMA)
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Figure 66 - Purification par HPLC semi-préparative du composé majoritaire de la fraction F1: A,
Chromatogramme HPLC semi-préparative UV avec le systéme d’élution et le composé majoritaire F1-C
surligné (méthode PLC_AMMO_F1) ; B. Chromatogramme HPLC-DAD 254 nm du composé majoritaire F1-C
isolé (méthode DOREMA)
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1.2.2.  Isolement des composés majoritaires de F2

La fraction F2 comporte un composé majoritaire en UV a 254 nm (Figure 67, F2-£) et en
MS/ESI, que nous avons identifié putativement dans le chapitre 2 comme étant de |'w-
hydroxyférulénol 43, un dérivé du férulénol 36 avec une activité antibactérienne décrit dans la
littérature (Chap.2-4.5.3Erreur ! Source du renvoi introuvable.). Nous avons donc entrepris de I'isoler
afin de confirmer son identité et de le tester sur notre sélection de souches bactériennes, dans nos

conditions expérimentales.

Cette fraction F2 contient également d'autres composés donnant des signaux intenses en UV
254 nm et en MS/ESI, dont le composé sortant entre 36 et 37 minutes en HPLC-HRMS et vers 45
minutes en HPLC-DAD (variable selon les analyses dU a des fuites dans le systéme). Ce dernier est le
seul composé des 3 extraits AMMO1 a fortement absorber @ 360 nm (Figure 67, F2-E). La prédiction
de sa formule brute (HRMS) n'a pas permis d'émettre d’hypothése sur son identité, une telle formule
n'étant pas décrite chez les férules : nous avons donc également entrepris d'isoler ce composé afin

de déterminer sa structure et tester son activité antibactérienne, notamment sur S. aureus.
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Figure 67 - Profil de la fraction F2 en HPLC-DAD & 254 nm et 360 nm (méthode DOREMA)

Une premiére séparation a été faite sur colonne ouverte de silice, avec un systéme
DCM/EtOAc 95/5 jusqu'a 90/10 (v/v). Les composés F2-A et F2-E sont facilement différenciables par
CCM avec une irradiation a 365 nm, ces deux composés fluorescant fortement par rapport aux autres
composés mais a des longueurs d'onde différentes, le premier en bleu le second en blanc (Figure 68
page suivante). Néanmoins, aucune séparation satisfaisante n'a pu étre obtenue sur silice, que ce

soit sur colonne ouverte (Figure 68 page suivante) ou par LC-Flash (non illustré ici).
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F2=E

.., otaeasasssene

E2=A

Figure 68 - Suivi par CCM de la séparation de la fraction F2 sur colonne ouverte par palier isocratique avec
un systéme DCM/EtOAc 95/5 (v/v) jusqu’a 90/10 (v/v) [conditions d'élution CCM : DCM/EtOAc 75/25 (v/V)]s : A.
sous UV 365 nm ; B. aprés révélation d la vanilline sulfurique

Une seconde séparation a été faite sur HPLC semi-préparative, cette fois-ci sur une phase de
silice greffée Cis (méthode PLC_AMMO_F2). Cette purification a permis d'obtenir le composé
majoritaire ainsi que le composé assez purs pour permettre la détermination de leur
structure (Figure 69 page suivante). Cette détermination structurale va permettre de confirmer s'il

s'agitou non de I' 43 pour le composé et d'identifier le composé

L'isolement d'une quantité suffisante pour permettre des tests antibactériens in vitro a été
initié par Megi Gjikolaj, stagiaire en deuxiéme année de Master, et est continué par Capucine
Braillon, doctorante en premiére année dans I'UMR 7200 sous la direction de Catherine Vonthron-

Senecheau et I'encadrement de Sergio Ortiz.

Les activités antibactérienne et cytotoxique de ces composés seront testées tres

prochainement, en méme temps que celles du composé F1-C isolé de la fraction précédente.
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Figure 69 - Purification par HPLC semi-préparative des composés F2-A et F2-E de la fraction F2 : A.

Chromatogramme HPLC semi-préparative UV avec les composés F2-A et F2-E surlignés (méthode
PLC_AMMO_F2); B. Chromatogramme HPLC-DAD 254 nm des composés F2-A et F2-E isolés (méthode

Elora Aubert

DOREMA)
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2. Détermination structurale des composés isolés et identification

La détermination structurale des 3 composés majoritaires isolés de la gomme ammoniaque a été
réalisée sur la base des données de spectrométrie HRMS et de spectrométrie RMN 1D (RMN du
proton *H et RMN du carbone **C) et RMN 2D (RMN de corrélation *J *H-"*C HSQC, RMN de corrélation
*J *H-'H COSY et RMN de corrélation *H-"*C HMBC).

Ces trois composeés se sont révélés étre trois dérivés d'une méme structure. La résolution de
cette structure principale sera donc détaillée avec le premier composé puis nous nous concentrerons
sur les différences des deux autres dérivés. Lorsque les composés sont déja décrits, les données

RMN seront comparées avec celles décrites dans la littérature scientifique.

2.1, Le composé F1-C: le férulénol ?

Le composé F1-C est sous la forme d'une huile translucide. L'analyse des extraits de gomme
ammoniaque en masse haute résolution avec une ionisation par électrospray montre un ion protoné
[M+H]* @ m/z 367,2306 en mode d'ionisation positive (ESI+) et déprotoné [M-H]" a m/z 365,2136 en
mode d'ionisation négative (ESI-), permettant la prédiction de la formule brute comme étant Cz4H300;
(Tableau 12). Nous avons supposé dans le Chap.2-4.5.3 qu'il s'agissait du férulénol 36, une

coumarine sesquiterpénique retrouvée chez F. communis.

Nous allons ici vérifier cette hypothése en déterminant la structure du composé F1-C sur la
base de sa formule brute et d'analyses RMN 1D et 2D. Cette résolution structurale peut se découper
en 2 parties, la premiére portant sur la chaine sesquiterpénique et la seconde sur le noyau 4-

hydroxycoumarine.

2.1.1.  lachaine sesquiterpénique

Le spectre RMN *H indique la présence de 8 protons de type -CH, (alcanes non-substitués)
aux Oy 2,08 (2H, m, H-5"), 1,99 (2H, m, H-4"), 1,93 (2H, m, H-9") et 1,85 (2H, m, H-8"), reconnaissables
a leur déplacement chimique entre 0 et 2 ppm (Figure 70). En plus de ces 8 protons, on peut
identifier 4 groupements méthyles aux &, 1,79 (3H, s, H-13"), 1,61 (3H, s, H-15"), 1,54 (3H, s, H-14")

et 1,51 (3H, s, H-12"), reconnaissables a leur intégration de 3 protons (Figure 70).
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Figure 70 - Structure numérotée du férulénol 36 et spectre de RMN *H du composé F1-C (500 MHz, CD;0D, 16

scans)

Le spectre RMN *H montre également des signaux correspondant a 3 protons éthyléniques

aux 64 5,19 (1H, tq, J = 6,9 et 1,3 Hz, H-2"), 5,05 (1H, tq, J = 6,9 et 1,5 Hz, H-6") et 4,97 (1H, tquint, J =

6,9 et 1,5 Hz, H-10"), reconnaissables a leur déplacement chimique entre 4 et 7,5 ppm ainsi que leur

constante de couplage principale autour de 7 Hz (Figure 70).

Le spectre RMN C confirme la présence de 8 carbones acycliques avec des déplacements

chimiques en dessous de 40 ppm : &¢ 40,78 (c-8"), 40,77 (C-4"), 27,76 (C-9"), 27,29 (C-5"), 25,84 (C-

15", 23,66 (C-1), 17,66 (C-12"), 16,42 (C-13") et 16,10 (C-14") (Figure 71). L'analyse RMN 2D HSQC

permet d'attribuer ces carbones aux différents protons de type alcane -CH, ou aux protons des

groupements méthyles —-CHs;, confirmant ainsi leur nature acyclique (Figure 72).
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Figure 71 - Structure numérotée du férulénol 36 et spectre de RMN **C du composé F1-C (500 MHz, CD;0D,
4096 scans)

Le spectre *C confirme également la présence de plusieurs carbones relativement déblindés,
aux déplacements chimiques typique des carbones éthyléniques ou aromatiques entre 100 et
150 ppm (Figure 71). Grace a l'analyse RMN 2D HSQC, 3 carbones éthyléniques sont attribués aux
protons éthyléniques identifiés plus haut: & 125,42 (€-10'), 125,20 (C-6'), et 122,25 (C-2"),

confirmant ainsi leur nature éthylénique (Figure 72).

Les spectres de RMN 2D COSY et HMBC ont permis d'établir les différentes corrélations entre
les atomes et ainsi de reconstituer la chaine sesquiterpénique (Figure 73). les corrélations
observées en COSY ont notamment permis de supposer que les alcénes étaient en configuration
trans (E), la constante de couplage observée en RMN 'H entre le proton éthylénique et le groupe
méthyle étant plus proche de la valeur typique de cette configuration, 1,5 Hz, que de la valeur
typique d'une configuration cis (2), 2 Hz (Figure 73-A.). Cette configuration est cohérente avec ce

214

qui est décrit dans la littérature®™ et pourra étre confirmé par RMN NOESY. Quant aux corrélations en

HMBC, elles ont permis de positionner les 3 carbones éthyléniques quaternaires portant les

groupements méthyles &¢ 137,31 (c-3'), 135,96 (C-7") et 131,89 (C-11") (Figure 73-B.).
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Figure 72 - Structure numérotée du férulénol 36 et spectre de RMN HSQC du composé F1-C (500 MHz, CD;0D)
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Figure 73 - Hypothése de structures et corrélations observées pour la partie sesquiterpéniques du composé
F1-Cen :A. COSY pour les protons éthyléniques ; B. HMBC pour les carbones « quaternaires »
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2.1.2.  Lle noyau 4-hydroxycoumarine

Le spectre RMN 1H indique la présence de 4 protons de type aromatique aux &4 7,91 (1H, dd,
J=8,1et1,5Hz, H-5), 7,56 (1H, td, J = 7,9 et 1,6 Hz, H-7), 7,32 (1H, t, J = 7,5 Hz, H-6) et 7,29 (1H, d, J

= 8,4 Hz, H-8), reconnaissables a leur déplacement chimique entre 7 et 8 ppm (Figure 70).

Comme évoqué dans la partie sesquiterpénique, le spectre RMN *C présente plusieurs
carbones assez déblindés, aux déplacements chimiques typique des carbones éthyléniques ou
aromatiques entre 100 et 150 ppm (Figure 71). Parmi ces carbones, la RMN 2D HSQC permet de
confirmer 4 carbones aromatiques en les attribuant aux protons aromatiques identifiés plus haut :
Oc 132,58 (€-7), 125,04 (C-6), 124,17 (C-5), et 117,34 (C-8), permettant notamment de différencier le
H-6 du H-8 (Figure 74).
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C-11' | : I
-7
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Figure 74 - Corrélations observées en HSQC pour les carbones et protons aromatiques du noyau 4-
hydroxycoumarine du composé F1-C

Le spectre “’C (Figure 71) présente également la présence de 3 carbones trés déblindés, aux

déplacements chimiques entre 150 et 170 ppm pouvant correspondre a des acides carboxyliques ou

Identification de nouvelles associations antibactériennes issues de la
Elora Aubert . L 135
Pharmacopée Médiévale Arabe



Chapitre 4

des esters, mais un peu trop bas pour étre des aldéhydes ou des cétones (déplacements chimiques

généralement entre 175 et 220 ppm) : 8¢ 166,33 (C-2), 162,58 (C-4) et 153,64 (C-9).

Enfin, il présente 2 derniers carbones assez déblindés avec des déplacements chimiques
entre 100 et 120 ppm, soit Iégérement en-dessous des déplacements chimiques attendus pour un
cycle aromatique (déplacements chimiques généralement entre de 120 et 150 ppm) : 8¢ 118,22 (C-
10) et 106,11 (C-3) (Figure 71). D'aprés |'analyse RMN 2D HSQC, tous ces carbones sont quaternaires

et ne sont liés a aucun hydrogéne.

L'analyse en RMN 2D COSY a permis de positionner les protons aromatiques les uns par
rapport aux autres (Figure 75), confirmé par les constantes de couplage des protons entre 7 et 9 Hz
du spectre RMN *H (valeurs typiques d'une corrélation en *J avec un proton aromatique en position
ortho : entre 6 et 10 Hz). Le dédoublement des signaux en RMN *H a également permis de confirmer
ces liaisons, avec des constantes de couplage autour de 1,5 Hz indiquant une corrélation en *J avec

un proton aromatique en position meta (valeurs typiques entre 1 et 3 Hz).
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Figure 75 - Hypothése de structure du noyau 4-hydroxycoumarine du composé F1-C et corrélations
observées en COSY pour les protons aromatiques

L'analyse en RMN 2D HMBC a permis de confirmer et compléter le cycle aromatique avec
deux carbones quaternaires par corrélation *J et *J (parfois °J) avec les protons aromatiques : C-9 et
C-10 (Figure 76). Si le déplacement chimique du C-9 &¢ 153,64 reste dans la gamme des & attendus
(120 - 150 ppm), on remarque qu'il se détache des autre en RMN C (Figure 71) : cela est dd a son

implication dans une liaison avec un atome d'oxygéne en plus de ses liaisons aromatiques.
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Figure 76 — Hypothése de structure du noyau 4-hydroxycoumarine du composé F1-C et corrélations
observées en HMBC pour les carbones aromatiques quaternaires C-9 et C-10

Toujours en RMN 2D HMBC, la corrélation avec les protons aromatiques permet de déduire le

reste du noyau 4-hydroxycoumarique et d'y relier la partie sesquiterpénique (Figure 77).

En effet, le carbone C-4 corréle en *J avec le proton aromatique H-5 mais également avec les
protons H-1' de la chaine sesquiterpénique (Figure 77, en violet). Son déplacement chimique
Oc 162,58, largement supérieur au déplacement chimique attendu d'un alcool (généralement entre
45 et 85 ppm), est dd au fait qu'il se trouve dans le cycle de type lactone du noyau coumarinique. Les
protons de la chaine sesquiterpénique permettent ensuite de compléter le noyau 4-

hydroxycoumarine.

Le proton H-2' corréle en *J avec le carbone C-3, permettant de le relier au H-1' (Figure 77,
en vert). Enfin, le proton H-1' corréle en *J avec le carbone C-2, permettant de le relier au C-3
(Figure 77, en rose). Ce carbone est le plus fortement déblindé de la molécule avec un déplacement

chimique & 166,33 caractéristique d'un ester «, [3 insaturé (généralement entre 150 et 170 ppm).
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Figure 77 - Hypothése de structure du composé F1-C et corrélations observées en HMBC pour les carbones
C-4, C-3 et C-2 du cycle lactone dans le noyau 4-hydroxycoumarine

La fragmentation observée en HRMS vient également appuyer I'hypothése de cette structure
(Chap.2-4.5.3). En effet, on observe en ESI+ un fragment majoritaire de m/z 175 correspondant au
noyau 4-hydroxycoumarine tronqué de la chaine sesquiterpénique par une fragmentation entre la
position 1’ et 2’ (Tableau 12). Un autre fragment de m/z 69 est observé, correspondant cette fois-ci
a I'extremité de la chaine sesquiterpénique séparée du reste de la molécule par une fragmentation
entre la position 8’ et 9’ (Tableau 12). Ces deux fragmentations ont également été observées dans

I'étude de Lamnaouer et al, 1987%*.

D'aprés notre hypothése de détermination structurale basée sur les analyses HRMS et RMN,
le composé F1-C semble bien étre du férulénol 36, comme déja supposé dans le Chapitre 2 -

Identification des ingrédients des remédes et étude phytochimique des drogues végétales.

Le férulénol 36 ayant déja été isolé et caractérisé en RMN en 1987 par Lamnaouer et al,
1987°* a l'aide d'un spectrométre de 62,5 MHz dans du chloroforme deutéré CDCls, nous avons
comparé les déplacements chimiques observés en RMN 'H et *C (Tableau 22). Malgré de légéres
différences pouvant étre imparties a la différence de solvant et de puissance des spectrometres
utilisés, les signaux sont trés proches. Cette comparaison avec les données de la littérature
scientifique vient donc appuyer notre hypothése de structure : le composé F1-C semble bien étre du

férulénol 36.
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Tableau 22 - Comparaison des déplacements chimiques RMN 1H et 13C entre les travaux de Lamnaouer
(1987)°* sur le férulénol 36 (62,5 MHz, CDCI;) et nos donnée expérimentales (500 MHz, CD;0D)

RMN ®C RMN H
N° | Férulénol F1-C Férulénol *** F1-C
2 164,1 166,3
3 103,7 106,1
4 160,8 162,6
5 122,7 124,2 7,840 ddd U=7,5;1,6;0,7) 7,91dd (U=8,1;1,5)
6 123,7 125,0 7,270ddd U=7,5;7,2; 1,2) 7,32t(U=17,5)
7 131,3 132,6 7,488 ddd (J=7,2;8,6; 1,6) 7,56 td U=7,9; 1,6)
8 116,2 117,3 7,282 ddd (J=8,6;1,2;0,7) 7,29d (U = 8,4)
9 152,2 153,6
10 116,0 118,2
1 23,4 23,7 3,437 d (U= 7,4) 3,28d (J=7,1)
2' 120,0 122,3 5419tq U=7,4;1,3) 519tq(U=6,9; 1,3)
3 140,7 137,3
4 39,9% 40,8 1,932,2m 1,99 m
5' 26,0 27,3 1,9422m 2,08 m
6' 123,6 125,2 5,075 brt (U = 1,0) 5,05tq (J=6,9;1,5)
7' 135,7 136,0
8' 39,5% 40,8 1,9a22m 1,85m
9' 26,5 27,8 1,9a22m 1,93 m
10 124,2 125,4 5,075 brt (U = 1,0) 4,97 tquint (J = 6,9 ; 1,5)
11’ 131,0 131,9
12 17,4 17,7 1,661 brd (U = 1,0)* 1,515
13’ 16,2 16,4 1,828 brd (J = 1,3) 1,79s
14’ 15,9 16,1 1,5976 br d (U = 1,0) 1,54s
15' 25,4 25,8 1,572 brd (U = 1,0)* 1,615
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2.2, Le composé F2-A; I'w-hydroxyférulénol ?

Le composé F2-A est sous la forme d'une huile translucide. L'analyse des extraits de gomme
ammoniaque en masse haute résolution avec une ionisation par électrospray montre un protoné
[M+H]" a m/z 383,2228 en mode d'ionisation positive (ESI+) et déprotoné [M-H]" @ m/z 381,2086 en
mode d'ionisation négative (ESI-), permettant la prédiction de la formule brute comme étant Cz4H3004
(Tableau 12). Nous avons supposé dans le Chapitre 2 - Identification des ingrédients des remédes et
étude phytochimique des drogues végétales qu'il s'agissait de I'w-hydroxyférulénol 43, un dérivé
hydroxylé du férulénol 36 décrit précédemment dans la section 2.1, également décrit chez

F. communis®**,

Nous allons ici vérifier cette hypothése en déterminant la structure du composé F2-A sur la
base de sa formule brute et d'analyses RMN 1D et 2D. Cette résolution structurale peut se découper
en 2 parties, le noyau 4-hydroxycoumarine et la chaine sesquiterpénique a la différence que cette

derniére est hydroxylée.

Le noyau 4-hydroxycoumarine et une grande partie de la chaine sesquiterpénique sont
identiques a celui du férulénol 36 (Tableau 23). Seul le carbone d'un des méthyles en bout de chaine
disparait au profit d'un signal a 6¢ 69,0 ppm (C-12") (Tableau 23 données en rouge), caractéristique
d'un carbone portant un groupement hydroxyle (généralement entre 45 et 85 ppm). Le signal
correspondant aux protons du méthyle disparait également, et est remplacé par un signal &4 3,88
(2H, s, H-12"). L'environnement proche de cet hydroxyle voit également ses signaux influencés en

RMN H et *C, notamment le méthyle restant en bout de chaine (C-15").

La fragmentation observée en HRMS vient appuyer I'hypothése selon laquelle il s'agit d'un
dérivé du férulénol 36 (Chap.2-4.5.3) : en ESI+ une fragmentation dans la source est observée avec
un ion fils m/z 365,2131 dont la formule brute prédite correspond au férulénol 36 (Tableau 12). Lors
de la fragmentation MS/MS, le fragment majoritaire de m/z 175 correspondant au noyau 4-

hydroxycoumarine est observé comme pour le férulénol 36 (Tableau 12).

Ces nombreuses similitudes avec le férulénol 36 a I'exception de I'extrémité de chaine
sesquiterpénique, la formule brute prédite a partir de I'HRMS et la résolution de la structure (non-
détaillée ici), suggérent qu'il s'agit bien d'w-hydroxyférulénol 43 (Figure 78) comme déja supposé
dans le Chapitre 2 - Identification des ingrédients des remédes et étude phytochimique des drogues

végétales.
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Figure 78 — Hypothése de structure du composé F2-A : I'w-hydroxyférulénol 43

Tableau 23 - Comparaison des déplacements chimiques RMN 'H et °C entre nos données expérimentales
pour le férulénol (F1-C) et I'w-hydroxyférulénol (F2-A) (500 MHz, CD;0D), les différences indiquées en rouge
et violet, et les travaux de Lamnaouer (1987)*** sur I'w-hydroxuférulénol 43 (62,5 MHz, CDCl;)

RMN **C RMN *H
F1-C F2-A F1-C F2-A w-hydroxyférulénol ***
2 166,3 169,2
3 106,1 102,0
4 | 162,6 174,6
5 124,2 125,6 7,91dd (J=8,1;1,5) 7,98dd (U=8;1,5) 7,78dd U=7,9; 1,6)
6 125,0 116,9 7,32t(J=7,5) 7,17m 7,27ddd U=7,9;7,3;1,1)
7 132,6 131,2 7,56td (U=7,9;1,6) 7,41td U=8;1,5) 7,51ddd (U=7,3;8,3;1,6)
8 117,3 123,8 7,29d (U = 8,4) 7,17m 7,30dd U=8,3;1,1)
9 153,6 154,6
10 | 118,2 123,7
1 23,7 23,8 3,28d (U=7,1) 3,24d (J=6,7) 3,42d (U=7,0)
2' | 122,3 125,5 5,19tq(J=6,9;1,3) 529tq (U=6,9;1,3) 5,39brt(=7,10)
3" | 137,3 134,6
4' 40,8 41,0 1,99 m 1,90m 2,0a2,2m
5' 27,3 27,7 2,08 m 2,06 m 2,0a22m
6' | 125,2 125,9 505tq(U=6,9;1,5) 5,10td U=7,2;1,4) 5,07m
7' | 136,0 135,5
8’ 40,8 40,5 1,85 m 1,90 m 2,0a22m
9’ 27,8 27,3 1,93 m 2,06 m 2,0a22m
10' | 125,4 126,7 | 4,97 tquint(U=6,9;1,5) | 5,33tqU=7;1,4) 5,29brtq(U=7,2;1,3)
11' | 1319 135,7
12' | 17,7 69,0 1,515 3,885 411brs
13' | 16,4 16,5 1,79 s 1,77 s 1,835brs
14' | 16,1 16,1 1,54s 1,56s 1,61brd (U =0,9)
15' | 25,8 13,7 1,61s 1,59s 1,79brd U = 1,3)
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Dans la littérature, on décrit les signaux RMN *H trés proches entre le férulénol 36 et I'w-
hydroxyférulénol 43, a I'exception de la disparition des signaux d'un groupement méthyle et de

I'apparition d'un signal 8y 4,11 (2H, br), attribué au CH, du groupement -CH,OH en bout de chaine®*

) 2* sont trés similaires a

(Tableau 23). Les résultats de cette comparaison par Lamnaouer et al (1987
ceux obtenus pour les composés analysés dans nos conditions expérimentales : quelques différences
sont observées entre la littérature et nos données mais peuvent étre imparties a la différence de
solvant et de puissance des spectrometres utilisés. Cette similitude avec ce qui est décrit dans la
littérature vient donc appuyer notre hypothése structurale : le composé F2-A semble donc bien étre

le dérivé hydroxyle du férulénol 36, I'w-hydroxyférulénol 43.

On remarque que des signaux autres que ceux dans I'environnement proche de I'hydroxyle
en bout de chaine ont également été décalés. En effet, certains signaux du noyau 4-
hydroxycoumarine (en particulier le carbone C-4 portant le groupement hydroxyle) ont subi un
décalage en RMN 'H et C, les distinguant de ceux observés pour le férulénol 36 (Tableau 23
données en violet). Aprés avoir re-isolé le composé F2-A et réalisé les mémes analyses, nous avons
observé encore d'autres décalages dans les déplacements chimiques pour des atomes du noyau 4-
hydroxycoumarine mais aussi de la chaine sesquiterpénique. Les déterminations structurales
réalisées ont toutefois abouti a la méme structure, il ne semble donc pas qu'il s'agisse de différents
dérivés.

Ces décalages pourraient s’expliquer par la présence de traces de solvants ou d'acide dans
I'échantillon, due a un mauvais conditionnement du composé isolé et a des conditions de

purifications différentes (solvants et pH utilisés).

Ils pourraient également s’expliquer par une conformation différente de la molécule, par
exemple influencée par la température : la chaine sesquiterpénique pourrait alors étre plus ou moins
repliée sur elle-méme et permettre a I'hydroxyle terminal d'interagir avec I'un des différents
oxygénes du noyau 4-hydroxycoumarine. Une analyse en NOESY permettrait de compléter la
détermination structurale et comparer ces composés a priori identiques malgré quelques

différences sur certains signaux.

Il est également a noter qu'une dégradation du composé a été observée sous certaines
conditions, encore non déterminées mais qui pourraient étre liées au pH. Les différentes méthodes
de purification faisant appel ou non a différents acides, concentrés lors du séchage du composé,
pourraient alors causer une modification voire une dégradation partielle du composé et expliquer
ces différences en RMN. la stabilité du composé, et de I'ensemble des composés isolés, devra donc

étre déterminée a différents pH ainsi que dans les différents solvants les plus utilisés.
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2.3, Le composé F2-E: une nouvelle coumarine sesquiterpénique, le

coumaryl 12-férulénol ?

Le composé F2-E a été isolé sous la forme d'une huile translucide. L'analyse des extraits de
gomme ammoniaque en masse haute résolution avec une ionisation par électrospray montre un ion
protoné [M+H]" @ m/z 529,2594 en mode d'ionisation positive (ESI+) et déprotoné [M-H] a
m/z 527,2443 en mode d'ionisation négative (ESI-), permettant la prédiction de la formule brute
comme étant Ci3Hs0s (Tableau 12). Aucun composé correspondant a cette formule brute n'a été
décrit dans le genre Ferula a notre connaissance. Néanmoins, les fragments observés en HRMS nous

ont amené a penser qu'il pouvait s'agir d'un autre dérivé du férulénol 36.

En effet, en ESI + une fragmentation dans la source donne un ion fils a m/z 365,2121 dont la
formule brute prédite correspond au férulénol 36 et la fragmentation MS/MS donne un fragment
majoritaire a m/z 175,0393, indiquant la présence d'un noyau coumarine (Tableau 12). De plus, la
plupart des fragments les plus importants en MS/MS sont communs avec la fragmentation de |'w-

hydroxyférulénol 43, que ce soit en ESI + ou en ESI -.

Nous allons donc vérifier cette hypothése en déterminant la structure du composé F2-E sur
la base de sa formule brute et d'analyses RMN 1D et 2D. Cette résolution structurale peut se
découper en 2 parties : la structure initiale comprenant le noyau 4-hydroxycoumarine avec la chaine

sesquiterpénique, et le substitut en bout de chaine sesquiterpénique.

2.3.1.  Le précurseur supposeé : le férulénol

Lors de la détermination structurale (non-détaillée ici pour cette partie), nous avons
effectivement retrouvé la structure du férulénol 36, qui plus est avec des déplacement chimiques

extrémement proches de ceux observés pour I'w-hydroxyférulénol 43 (Tableau 24).

Le composé F2-E est donc bien un dérivé du férulénol 36, avec un substitut rattaché en fin
de chaine sesquiterpénique par une liaison impliquant un atome d’'oxygéne : le carbone C-12" a un
déplacement chimique &. 71,1 et les déplacement chimiques des carbones d'un éther sont
généralement entre 55 et 85 ppm (Figure 79 et Tableau 24). De plus, seul les signaux des positions
10°, 11', 12" et 15’ sont impactés par rapport aux signaux du férulénol 36, confirmant que la
substitution se trouve en bout de chaine sesquiterpénique (Tableau 24 données en rouge). Cette
hypothése est appuyée par le fragment majoritaire MS2 @ m/z 381 obtenu en ESI- (Tableau 12),

correspondant a une fragmentation aprés I'atome d'oxygéne (Figure 79).

Identification de nouvelles associations antibactériennes issues de la
Elora Aubert ) o
Pharmacopée Médiévale Arabe



Figure 79 - Hypothése de structure de la partie correspondant au férulénol dans le composé F2-E

Chapitre 4

Tableau 24 - Comparaison des déplacements chimiques RMN *H et *C entre les données expérimentales de
I'w-hydroxyférulénol (F2-A) et du dérivé du férulénol (F2-E) (500 MHz, CD;0D), les différences sont indiquées

en rouge
RMN C RMN *H
F2-A F2-E F2-A F2-E

2 169,2 169,1

3 102,0 102,1

4 174,6 174,3

5 125,6 125,7 7,98dd (J=8; 1,5) 7,99dd (J=8,9;1,7)
6 116,9 123,8 7,17 m 7,16 m

7 131,2 131,2 7,41td U=8;1,5) 7,39td U=8;1,7)
8 123,8 116,9 7,17 m 7,16 m

9 154,6 154,5

10 123,7 123,6

1’ 23,8 23,8 3,24d (U=6,7) 3,24d (J=6,7)

2’ 125,5 125,5 5,29tq(U=6,9;1,3) 5,27td (U = 6,7 ; 0,96)
3’ 134,6 134,7

4 41,0 40,9 1,90 m 1,92m

5’ 27,7 27,7 2,06 m 2,03m

6’ 125,9 126,1 510td U=7,2;1,4) 5,09td (U = 6,9; 0,96)
7' 135,5 135,1

8’ 40,5 40,1 1,90 m 1,95m

9’ 27,3 27,3 2,06 m 2,07m
10' 126,7 130,3 533tqg(U=7;1,4) 541td (U=7,1;0,96)
11' 135,7 131,3
12' 69,0 71,1 3,885 4,525
13' 16,5 16,5 1,77 s 1,74s
14’ 16,1 16,1 1,56 1,555
15' 13,7 14,1 1,595 1,635
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2.3.2.  Le substitut en bout de chaine sesquiterpénique : I'acide o-coumarique

La poursuite de la résolution structurale a permis de déterminer que le substitut en bout de

chaine sesquiterpénique était un ester d'acide o-coumarique (Figure 80).

Figure 80 - Hypothése de structure du substitut en bout de chaine sesquiterpénique du composé F2-E :
I'ester d'acide o-coumarique

En RMN *H, on observe 6 protons assez déblindés avec des déplacements chimiques entre 6,5
et 8 ppm pouvant correspondre a des protons éthyléniques ou aromatiques : 6, 7,97 (1H, d, J = 16,6
Hz, H-3"), 7,46 (1H, dd, J = 8 et 1,5 Hz, H-9""), 7,18 (1H, m, H-7"), 6,85 (1H, m, H-6""), 6,82 (1H, t, J =
7,5 Hz, H-8") et 6,59 (1H, d, J = 16,1 Hz, H-2") (Figure 81).
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Figure 81 - Spectre de RMN *H et hypothése de structure numérotée du composé F2-E (500 MHz, CD;0D, 16
scans)
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L'analyse en RMN C vient confirmer cela en distinguant 7 carbones pouvant étre
aromatiques comme éthyléniques avec des déplacements chimiques entre 110 et 150 ppm: &,
142,4 (c-3"), 132,6 (c-7"), 130,1 (c-9'), 122,6 (c-4"), 120,7 (c-8"), 118,3 (Cc-2") et 117,1 (C-6")
(Figure 82). L'analyse RMN 2D HSQC d'attribuer 6 d'entre eux aux protons décrits plus haut, le
carbone C-4" étant le seul quaternaire. Enfin, 2 carbones quaternaires particuliérement déblindés

sont détectés : 6. 169,5 (C-1") et 158,3 (C-5").
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Figure 82 - Hypothése de structure numérotée du et spectre de RMN **C du composé F2-E (500 MHz, CD;0D,
4096 scans)

Les corrélations observées en RMN 2D COSY ainsi que les constantes de couplage en RMN *H
permettent de distinguer 4 protons aromatiques et 2 protons éthyléniques et de les positionner les

uns par rapport aux autres (Figure 83).
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Les protons aromatiques ont des constantes de couplage autour de 8 Hz typiques d'une
corrélation en *J avec un proton aromatique en position ortho (valeur attendue entre 6 et 10 Hz)
(Figure 83 données en violet et rose). Le dédoublement du proton H-9" en RMN *H a permis de
confirmer ces liaisons, avec une constante de couplage de 1,5 Hz avec le H-7": cette valeur de
constante de couplage indique une corrélation en *J entre des protons aromatiques en position meta

I'un par rapport a I'autre (valeur attendue entre 1 et 3 Hz) (Figure 83 données en violet).

Les deux protons éthyléniques ont quant a eux une constante de couplage de 16,1 Hz,
typique d'une liaison éthylénique en conformation E (valeur attendue entre 12 et 18 Hz) (Figure 83

données en vert).
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Figure 83 - Hypothése de structure de I'ester d’acide o-coumarique du composé F2-E et corrélations
observées en €COSY pour les protons aromatiques en rose et violet et le proton éthylénique en vert

Les corrélations observées en RMN 2D HMBC viennent confirmer les positions ces carbones
aromatiques mais permettent également de compléter le cycle et de le relier aux 2 protons

éthyléniques (Figure 84).

En effet le C-4" corréle avec les protons aromatiques H-8" et H-6" mais également avec le
proton éthyléniques H-2" (Figure 84 données en violet). Quant au carbone C-5", il corréele avec les
protons aromatiques H-7" et H-9" ainsi qu'avec le proton éthylénique H-3" (Figure 84 données en

rose).
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Figure 84 - Hypothése de structure de |'ester d’acide o-coumarique du composé F2-E et corrélations
observées en HMBC pour les protons aromatiques C-4" et C-5"

Enfin, les signaux observés en RMN HMBC permettent de relier le carbone de |'ester €-1" au
carbone C-2" au travers de la corrélation en *J avec le proton H-3" et la corrélation en °J avec le
proton H-2" (Figure 85). Le spectre RMN HMBC permet également de relier I'ester d'acide o-
coumarique au reste de la molécule et plus précisément en bout de chaine sesquiterpénique, avec

une corrélation *J entre le C-1" et les H-12' (Figure 85).

Le composé F2-E semble donc bien étre un dérivé du férulénol 36, avec un ester d'acide o-

coumarique en bout de chaine sesquiterpénique, pouvant alors étre nommé coumaryl 12-férulénol.

L'acide o-coumarique ayant déja été caractérisé en RMN dans le méthanol deutéré par Pham
et al en 2018**, nous avons comparé les déplacements chimiques observés en RMN 'H et “C
(Tableau 25). Les signaux sont trés proches sauf concernant le carbone C-1": le déplacement
chimique a certainement été décalé du fait qu'il s'agisse d'un ester d'acide et non pas d'un acide
carboxylique. Cette comparaison vient appuyer notre hypothése de structure : le composé F2-E
semble donc bien étre un dérivé du férulénol 36 avec un ester d'acide o-coumarique comme

substitut en bout de chaine sesquiterpénique.
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Figure 85 - Hypothése de structure du composé F2-E, dérivé du férulénol, et corrélations observées
en HMBC pour le carbone €-1" de I'ester reliant I'acide o-coumarique au férulénol

Tableau 25 - Comparaison des déplacements chimiques RMN *H et *C entre les travaux de Pham et al**? en
2018 sur I'acide o-coumarique (125 MHz, CD;0D) et les données expérimentales de I'ester d’acide o-
coumarique du composé F2-E (500 MHz, CD;0D), les différences sont indiquées en rouge

RMN C RMN *H

Acide o-coumarinique F2-E Acide o-coumarinique F2-E
1" 171,3 169,5
2" 117,0 118,3 7,99 d (U = 16,5) 6,59 d (U = 16,1)
3" 142,5 142,4 6,57 d (J = 16,5) 7,97 d (J = 16,6)
4" 122,7 122,6
5" 158,2 158,3
6" 118,6 117,1 6,86 d (J=7,5) 6,85 m
7" 132,5 132,6 7,21 brd (U = 9,0) 7,18 m
8" 120,8 120,7 6,83 br d 6,82 m
9" 130,0 130,1 7,49 brd (U = 8,5) 7,46 dd (J = 8 et 1,5)
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2.3.3.  Activité antibactérienne du composé F2-E coumaryl 12-férulénol
Lors d'un premier isolement, une quantité suffisante de F2-E coumaryl 12-férulénol a été

obtenue pour réaliser un test antibactérien en triplicat : les CMI mesurées sont résumeées dans le

Tableau 26.

Tableau 26 - Activité antibactérienne du composé F2-E (n = 3), exprimée en moyenne des CMI +/- 'écart-
type (ug/mL et uM) et comparée a celle de I'érythromycine (témoin positif, n = 3)

Souches bactériennes Fo-E Erythromycine

Hg/mL HM Hg/mL HM
S. aureus HG0O1 1,30 +/- 0,56 2,47 +[- 1,07 0,98 +/- 0,0 1,33 +/- 0,0
S. epidermidis ATCC35983 1,95 +/-0,0 3,70 +/- 0,0 0,98 +/- 0,0 1,33 +/-0,0
S. epidermidis HUS 0,97 +/-0,0 1,85 +/-0,0 > 500 > 681
S. hominis HUS 1,63 +/- 0,56 3,08 +/- 1,07 0,98 +/- 0,0 1,33 +/-0,0
S. haemolyticus HUS 1,30 +/- 0,56 2,47 +[- 1,07 15,62 +/- 13,53 21,29 +/- 18,44
C. striatum HUS 3,26 +/- 1,13 6,16 +/- 2,14 > 500 > 681
E. coli MG1655 > 125 > 237 62,5 +/- 0,0 85,16 +/- 0,0

L'activité de ce composé est particulierement marquée, avec une CMI du méme ordre de
grandeur que le témoin positif utilisé, I'érythromycine. Néanmoins nous souhaitons remesurer cette
activité en méme temps que le férulénol 36 et I'w-hydroxyférulénol 43, afin de pouvoir réaliser une
comparaison stricte de l'activité entre ces 3 dérivés. C'est pourquoi les deux autres molécules ne

seront testées que lorsqu’une quantité suffisante des 3 composés auront été obtenues.

L'isolement d'une quantité suffisante pour permettre des tests antibactériens in vitro a été
initié par Megi Gjikolaj, stagiaire en deuxiéme année de Master, et est actuellement continué par
Capucine Braillon, doctorante en premiére année dans I'UMR 7200 sous la direction de Catherine

Vonthron-Senecheau et I'encadrement de Sergio Ortiz.
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3. Conclusion sur le fractionnement bioguidé d'’AMMO1 et ses

composes antibactériens

Le fractionnement bioguidé par l'activité antibactérienne des extraits de la gomme
ammoniaque traditionnelle AMMO1 a mis évidence la présence de deux fractions actives, donc au
moins deux composés antibactériens. L'isolement et l'identification du composé majoritaire de
chacune de ces 2 fractions a permis d'appuyer l'identification botanique d’AMMO1 mais aussi

d’expliquer son activité antibactérienne.

En effet, la composition chimique de la férule commune ou fenouil géant F. communis, la
plante que nous supposons étre a l'origine d'’AMMO1, a déja été décrite®”*****°, parmi ces molécules
on retrouve le férulénol 36 (F1-C) et I'w-hydroxyférulénol 43 (F2-7), les deux composés identifiés
putativement dans le Chapitre 2 - Identification des ingrédients des remeédes et étude
phytochimique des drogues végétales nous ayant amenés a supposer qu’AMMO1 provenait de cette
espece. Leur isolement a permis de confirmer leur identité en déterminant leur structure, et donc
d'appuyer I'hypothése de F. communis comme origine botanique. Toutefois la gomme ammoniaque
dite « africaine » n'est pas considérée comme produite par cette espéce spécifiquement, bien que la
gomme ammoniaque soit décrite par certains comme la gomme-résine des espéces du genre Ferula
en général, sans distinction d'espéces (Chap.1.1.4.2). Si la gomme-résine AMMO1 n'est pas a
proprement parler de la gomme ammoniaque, elle s'en approche grandement car a priori produite

par une espéce du méme genre.

La composition de l'espéce F. communis a également été étudiées pour ses propriétés
antibactériennes. Il a été établi que cette activité était principalement due a des dérivés
sesquiterpéniques, comme pour les autres espece du genre Ferula étudiées. Dans le cas de
F. communis, ces dérivés sesquiterpéniques antibactériens appartiennent majoritairement a 3
familles, dont les coumarines sesquiterpéniques®® avec des 4-hydroxycoumarines

sesquiterpéniques®*****

comme le férulénol 36 (composé majoritaire de la fraction F1-C) et I'w-
hydroxyférulénol 43 (composé majoritaire de la fraction F2-A). Dans la littérature, le férulénol 36 a
montré une activité antibactérienne sur plusieurs autres souches Gram + dont S. aureus avec une
CMI de 2,5 pg/mLY" a 0,63 pug/mL?*® selon les études. Avec certains de ses dérivés (Figure 86) dont
I'w-hydroxyférulénol 43, il a également montré une activité antibactérienne sur différentes souches
de Mycobacterium avec des CMI entre 1,25 et 5 pg/mL******, La présence en majorité de ces deux

composés dans les fractions antibactériennes pourrait donc en expliquer I'activité.

Ces deux composés ne sont néanmoins pas les seuls impliqués dans I'activité antibactérienne
des extraits d'’AMMO1. Une troisiéme 4-hydroxycoumarine a été isolée sur la base de son absorbance
et sa fluorescence remarquable autour de 360 nm. Sa détermination structurale a permis d'établir

qu'il s'agissait d'un dérivé du férulénol 36 n'ayant pas encore été décrit jusqu’a maintenant, nommé
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coumaryl 12-férulénol dans ce manuscrit. L'évaluation de son activité antibactérienne a mis en
évidence une forte activité sur les bactéries Gram +, avec des CMI du méme ordre de grandeur que
I'érythromycine, un antibiotique commercial. Le férulénol 36 et I'hydroxyférulénol 43 ne sont donc
pas les seuls composés antibactériens dans la gomme ammoniaque. Ce nouveau compose, assez
minoritaire dans I'extrait, est actuellement en train d'étre extrait en quantité suffisante pour
pouvoir conduire différents tests biologiques. L'évaluation de |'activité antibactérienne de ces trois
composés purifiés permettra de déterminer s'ils sont effectivement les responsables majoritaires de
I'activité antibactérienne de leur fraction d'origine (test a venir) mais aussi de comparer cette

activité.

Figure 86 - Coumarines sesquiterpéniques antibactériennes de F. communis : férulénol 36,
w-hydroxyférulénol 43 et w-acétoxyférulénol 44°**>**

Cependant le fenouil géant a en premier lieu été étudié a cause de la férulose, un trouble
hémorragique létal chez le bétail causé par I'ingestion des parties aériennes de la plante®®. Deux
chémotypes ont alors été différenciés, un toxique et un non-toxique. La toxicité du premier
chémotype serait due aux 4-hydroxycoumarines présentes, en particulier le férulénol 36 (Figure 87-
A. page suivante), ainsi qu'aux pyrano-[3,2-C]-coumarines dont la ferprénine 45 (Figure 87-B. page

suivante)®®

. Le chémotype non-toxique serait quant a lui principalement composé d'esters de
daucanes dérivés du jaeschkeanadiol 46 (Figure 88-A page suivante.) comme la férutinine 38, la
téferdine 39 et la téférine 40 (Figure 28) et du siol 47 (Figure 88-B. page suivante)®®. La férule
commune contient donc également des composés cytotoxiques sur les mammiféres dont certains
font partis des composés antibactériens décrits plus haut, notamment le férulénol. S'ils peuvent
donc expliquer l'activité antibactérienne des extraits d’AMMO1, les 3 composés que nous avons
isolés pourraient aussi étre a |'origine d'une certaine toxicité pour I'homme. En paralléle des tests

antibactériens, des tests cytotoxiques seront donc également menés sur ces 3 composés (tests a
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venir). Il est néanmoins intéressant de noter qu'une application topique permet, de maniére
générale, l'utilisation de composés et de doses davantage toxiques que par ingestion grace a la

barriére biologique que constitue la peau’.

A.

Figure 87 - Principales familles phytochimiques responsable de la toxicité de F. communis®® : A, les 4-
hydrocoumarines avec I'exemple du férulénol 36 ; B. les pyrano-[3,2-C]-coumarines avec I'exemple de la
ferprénine 45

A OH B
’ T nhQ . ’ OH

OH
46 a7

il T

Figure 88 - Principales familles d’esters de daucanes présentes dans le chémotype non-toxique de
F. communis®®, dérivées: A. du jaeschkeanadiol 46 ; B. du siol 47

Les différents composés des extraits semblent donc principalement étre des 4-
hdyroxycoumarines, décrites comme antibactériennes mais également cytotoxiques. Leur évaluation
simultanée sur les bactéries Gram + ainsi que sur les lignées cellulaires humaines permettra d'établir
de premiers indices de sélectivité in vitro et d'ainsi comparer I'impact des différents substituts en
bout de chaine sesquiterpénique sur l'activité antibactérienne, mais aussi sur la cytotoxicité.
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Néanmoains, il pourrait y avoir encore d'autres molécules antibactériennes dans ces extraits :
comme mentionné précédemment, 3 grandes familles de dérivés sesquiterpéniques
antibactériens ont été décrites chez F. communis. On retrouve notamment des esters de daucanes
avec des activités antibactérienne, antifongique et antiparasitaire*®. Par exemple, le
14-(o-hydroxycinnamoyloxy)-dauc-4,8-diéne 48 (Figure 89-A) a montré une activité
antibactérienne marquée, avec une CMI de 2,5 pyg/mL contre notre cible S. aureus, ainsi que sur
d'autres souches Gram +°**>. De la méme maniére le ferchromone 49 (Figure 89-B.), une chromane
sesquiterpénique, a montré une activité sur plusieurs souches bactériennes Gram + avec une CMI de
12,5 pg/mL sur S. aureus®®. L'isolement et I'identification des autres composés présents dans les
extraits d'’AMMO1 poursuivis par Capucine BRAILLON pourraient donc révéler de nouvelles molécules
impliquées dans la forte activité antibactérienne de ces extraits.

A.

HO —

Figure 89 - Sesquiterpénoides antibactériens de F. communis®® : A, le
14-(o-hydroxycinnamoyloxy)-dauc-4,8-diéne 48, un ester de daucane; B. le ferchromone 49, une chromane
sesquiterpénique
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Chapitre 5 - Approche synergique entre les différents ingrédients des

remedes étudiés, en particulier I'association drogues végétales/métal

Dans le Chapitre 3 - Etude des activités biologiques des différents ingrédients nous avons
testé plusieurs activités biologiques impliquées dans un abcés cutané afin d'évaluer si I'intérét de
cette combinaison d'ingrédients pouvait se trouver dans une approche holistique de I'abcés. Une
autre hypothése serait que cette association permettrait une amélioration de [l'activité

antibactérienne globale, par synergie entre 2 ou plusieurs des ingrédients.

Jusqu'a maintenant, l'activité antibactérienne a été uniquement testée sur des extraits ou
des solutions des différentes drogues isolées. Ces expérimentations ont notamment permis de
mettre en évidence l'effet antibactérien des extraits de la gomme ammoniaque traditionnelle
AMMO1 sur S. aureus et d'autres souches Gram+, ainsi que la capacité de I'acétate de cuivre Cu(OAc);
a inhiber la croissance des souches Gram- la ou aucun extrait n'avait d'effet. Cependant, les deux
remédes étudiés associent ces drogues en I'état, sans extraction ou mise en solution préalable, sous
la forme d'un mélange broyé directement déposé sur l'abcés (Index). Les extraits testés ne
représentant qu'une partie des composés des différents ingrédients seuls, 'activité antibactérienne

des remeédes dans leur formulation traditionnelle pourrait donc se révéler différente.

Nos objectifs ont alors été, dans un premier temps, d'évaluer si les deux remédes étudiés
pouvaient inhiber le développement de souches cutanées Gram+ dans leur formulation
traditionnelle et non plus au travers d'extraits intermédiaires ou de solutions séparées. Dans un
second temps, la question de I'importance de chaque drogue dans l'activité des remedes a été

étudiée, ainsi que leur potentielle synergie antibactérienne.

Afin de s'approcher le plus possible de la formulation traditionnelle tout en restant dans des
conditions in vitro, les remedes ont été reproduits comme décrit dans la traduction du manuscrit
d'Al-Kindi puis testés par diffusion sur gélose sous la forme de dépéts solides. L'importance de la
gomme ammoniaque AMMO1 et |'acétate de cuivre Cu(OAc), dans I'activité antibactérienne de ces

dépots solides a également été vérifiée.

Pour la synergie antibactérienne entre les ingrédients, I'étude a été réalisée a partir
d'extraits pour les drogues végétales et les tests antibactériens ont été faits par microdilution en
bouillon. La synergie entre les drogues végétales a été évaluée sur les souches Gram+ en comparant
I'activité antibactérienne des extraits du mélange des 4 drogues végétales RDV a celle des extraits de
la drogue la plus active, la gomme ammoniaque AMMO1. Puis les extraits hydroalcooliques des
différentes drogues ont été associés 2 a 2 selon la méthode de I'échiquier et testés sur S. aureus. 1a
présence d'une synergie a été évaluée sur la base de ces résultats et du calcul des indices de

concentration inhibitrice fractionnaire (indices FIC).
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La synergie entre ces drogues végétales et I'acétate de cuivre Cu(OAc); a ensuite été étudiée
en associant les extraits hydroalcooliques des différentes drogues avec une solution d'acétate de
cuivre 2 a 2 selon la méthode de I'échiquier pour ensuite calculer les indices FIC sur S. aureus. Une
autre maniére d'aborder la synergie plante-métal au sein des remédes a été I'obtention de particules
aprés mélange de I'extrait hydroalcoolique du mélange des 4 drogues végétales RDV-EH avec du sel
de cuivre Cu(OAc), pendant plusieurs heures. Les particules obtenues ont été testées in vitro sur
différentes souches, par microdilution en bouillon mais également sur des biofilms. En paralléle, le
cuivre présent a été dosé et d'autres analyses ont été initiées afin de caractériser leur forme, taille

et structure cristalline.
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1. Activité antibactérienne des formulations traditionnelles par

diffusion sur gélose

Les préparations traditionnelles des remédes ont été reproduites au plus proche avant d'étre testées
sur tapis bactériens au sein de I'UMR 7242 - Equipe Métaux et microorganismes : biologie, chimie et

applications par I'ingénieur Régine Janel.

Plusieurs préparations ont été réalisées: les préparations dont les proportions
correspondent aux deux remédes étudiés, Ry et R, ainsi que le mélange des 4 drogues végétales
RDV et le mélange des drogues végétales sans la gomme ammoniaque 3DV (Part.Exp-7). Pour plus

de clarté, les différents sigles des préparations sont rappelés dans I'index mis a votre disposition.

Les différentes préparations ainsi que I'acétate de cuivre seul ont été testés par diffusion
sur gel d'agar sur un tapis bactérien en tant que modeéle simplifié d'une surface de peau infectée par
des bactéries. Les souches bactériennes suivantes ont été testées : S. aureus HGO0O01, S. epidermidis
de la collection des Hopitaux Universitaires de Strasbourg, C. striatum de la collection des HOpitaux
Universitaires de Strasbourg, E. coli MG1655 et P. aeruginosa ATCC15692. Des disques commerciaux

de gentamycine ont été utilisés comme témoin positif.

Deux quantités ont été déposées : une minimale (S) et son quadruple (L). Ces quantités ont
été définies de maniére a ce que seule la masse d'acétate de cuivre Cu(OAc), et la masse de gomme
ammoniaque AMMOL1 varient entre les dépots des différentes préparations (Part.Exp-7), permettant

une comparaison des mélanges avec et sans ces éléments.

1.1. Limites du test

Afin de s'approcher le plus possible de I'usage traditionnel, nous avons d{ nous éloigner du
cadre habituel des tests de diffusion sur gélose et comparer entre elles différentes matrices
complexes et hétérogénes. En effet, les gomme-résines utilisées sont naturellement hétérogénes et
contiennent des restes de structures végétales, parfois des déchets comme de la terre ou des

gravillons.

De plus, le dépdt des plantes s'est révélé plus difficile que le celui du sel de cuivre, le broyat
de plantes n'étant pas aussi fin. Cela a été le cas en particulier pour la gomme ammoniaque : la
résine étant tres collante, elle restait agglutinée en petits grains inégaux et se répartissait mal sur la
gélose (Figure 90). Les zones d'inhibition observées pour des préparations impliquant de la gomme

ammoniaque n'étaient donc pas rondes et homogénes, et les dépdts n'étaient pas strictement
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reproductibles. Ajouté a cela, la présence de composés colorés capables de diffuser dans la gélose a

aussi géné la lecture des zones d'inhibition les plus petites (Figure 90).

La comparaison entre les zones d'inhibition a donc été faite avec beaucoup de précaution et

seules les différences les plus marquées ont été relevées: nous parlerons donc ici d'ordres de

grandeur et de tendances plutét que de différences strictes.

Gentamycine

O

RDV Cu(0Ac),

Figure 90 - Dépots des masses minimales S des différentes préparations et de la gentamycine 10 ug (centre)
sur P. aeruginosa : A. avant incubation ; B. aprés incubation

Préparation testées: R1 remede 1, mélange des 4 drogues végétales et de Cu(OAc), 1/1/1/1/1 (m/m/m/m/m) ; R2 reméde 2,
mélange des 4 drogues végétales et de Cu(OAc), 1/1/1/1/0,1 (m/m/m/m/m); RDV mélange des 4 drogues végétales 1/1/1/1

(m/m/m/m) ; 3DV mélange des drogues végétales sans la gomme ammoniaque AMMO1 1/1/1 (m/m/m)

Bien qu'il faille garder ces limites a I'esprit, ce test permet d'avoir une premiére idée de
I'activité antibactérienne des remédes dans leur formulation traditionnelle et la comparaison des

différentes préparations permet déja de distinguer l'importance de chaque ingrédient.

1.2, Activité antibactérienne des remeédes étudiés sous leur formulation

traditionnelle

Les diameétres d'inhibition obtenus pour les différents dépdts sont présentés dans le

Tableau 27 (page suivante).

Les remedes R: et R, provoquent des zones d'inhibitions sur les 3 souches Gram+ aux doses S
et L, notamment sur la souche habituellement responsable des abcés cutanés, S. aureus (Tableau 27
et Figure 91-A,B&C). Ces remédes sous leur formulation traditionnelle, directement déposés sur
gélose, permettent donc d'inhiber le développement de bactéries habituellement impliquées dans

des abcés cutanés, sans qu’une étape d'extraction des composés ne soit nécessaire.
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Tableau 27 - Diamétres des zones d’inhibition observées pour les différentes préparations : remédes R, et
R, remédes sans acétate de cuivre RDV ni gomme ammoniaque 3DV ; acétate de cuivre Cu(0Ac),, exprimés
en moyenne en mm +/- écart-type standard (n = 3)

Préparations  dépots (mg) S.aureus  S. epidermidis  C. striatum E. coli P. aeruginosa
S (5) 11 +/- 5,0 14 +/- 7,5 12 +/- 4,6 10+/-5,8 11+/-4,4
R:
L (20) 23 +/- 2,5 25 +/- 3,0 25 +/- 1,5 18 +/- 4,2 17 +/- 1,0
S (4,2) 7+/-6,1 13 +/- 2,1 9 +/- 4,7 - -
R,
L (16,4) 15 +/- 2,9 18 +/- 1,0 16 +/- 1,2 - 4+[-58
S (4) 6 +/-5,3 8 +/- 6,4 7+[-2,9 = =
RDV
L (16) 13 +/- 0,6 20 +/- 1,0 14 +/- 7,5 - -
S(3) 5+/-4,4 4+[-4,2 3+/-5.2 - -
3DV
L(12) 15 +/- 4,9 22 +[-5,0 8+/-7,0 - -
S (1) 12 +/ 1,5 21 +/-1,0 18 +/- 2,1 12 +/-1,5 14 +/- 2,9
Cu(OAc),
L(4) 17 +/- 6,0 24 +[- 4,5 26 +[- 4,5 15 +/- 6,7 17 +/-5,5
Gentamycine 0,01 24 +[- 1,7 10 +/- 1,2 28 +/- 0,6 23 +[-2,3 22 +/- 0,6

Résultats en gras : activité antibactérienne sur les souches Gram- (hors témoin positif)
Préparations testées : R1 reméde 1 [mélange des 4 drogues végétales et de Cu(OAc), 1/1/1/1/1 (m/m/m/m/m)] ; R2 remede 2
[mélange des 4 drogues végétales et de Cu(OAc), 1/1/1/1/0,1 (m/m/m/m/m)]; RDV mélange des 4 drogues végétales 1/1/1/1

(m/m/m/m) ; 3DV mélange des drogues végétales sans la gomme ammoniaque AMMO1 1/1/1 (m/m/m)

Figure 91 - Zone d'inhibition des dépdts L des remédes R, et R, aprés diffusion sur géloses et 24h

d’incubation : A. S. aureus; B. S. epidermidis ; €. C. striatum ; D. E. coli; E. P. aeruginosa

Préparation testées: R1 remede 1 [mélange des 4 drogues végétales et de Cu(OAc), 1/1/1/1/1 (m/m/m/m/m)] ; R2 reméde 2

[mélange des 4 drogues végétales et de Cu(OAc), 1/1/1/1/0,1 (m/m/m/m/m)]
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Le reméde R, provoque également des zones d'inhibitions sur les 2 souches Gram- aux doses
S et L tandis que le reméde R; ne provoque de zones d'inhibition clairement lisibles que pour la dose
L sur P. geruginosa (Tableau 27 et Figure 91-D&E). Le reméde R, dans sa formulation traditionnelle
permet également d'inhiber la croissance de bactéries Gram- sur gélose dans nos conditions de test,
dont P. aeruginosa une souche pouvant surinfecter un abcés cutané. A I'inverse, dans les conditions

testées, le remede R; ne permet pas d'étendre I'activité antibactérienne aux souches Gram-.

Bien que ces tests in vitro soient trés éloignés d'une infection bactérienne cutanée avancée,
ils viennent appuyer I'hypothése selon laquelle les remédes étudiés 1 & 2 seraient efficaces contre
un abces infectieux du des souches Gram+ comme S. aureus, S. epidermidis ou C. striatum, et ce
méme sous la forme de drogues broyées, mélangées et appliquées en I'état. La prévention d'une
surinfection par une souche Gram- comme P. geruginosa semble aussi possible en présence

d'acétate de cuivre, s'il est administré en quantité suffisante (remede Ry).

1.3, Importance des différents ingrédients dans les formulations

traditionnelles des remedes

Les résultats du criblage antibactérien, décrits dans le Chap.3-2 ont mis en avant la forte
activité antibactérienne des extraits de la gomme ammoniaque AMMO1 sur les différentes souches
Gram+ testées. Ce criblage a également mis en évidence l'activité antibactérienne modérée de
I'acétate de cuivre Cu(OAc), sur toutes les bactéries testées. Le sel de cuivre est donc actif sur les
mémes souches Gram+ que pour les extraits AMMO1 mais aussi et surtout sur les 2 souches Gram-,

E. coli et P. aeruginosa.

Ces deux drogues semblent dont jouer un réle central dans l'activité antibactérienne des
remédes, dans ces conditions de test. Nous avons donc vérifié si ces deux drogues conservent leur
role central dans d'autres conditions expérimentales, soit la formulation traditionnelle testée in vitro

par diffusion sur gélose.

1.3.1.  Del'importance de I'acétate de cuivre dans |'activité antibactérienne des remédes

Ces expérimentations avec les drogues déposées sous forme séche confirment I'importance
de l'acétate de cuivre Cu(OAc), dans l'activité antibactérienne des remédes. 1'acétate de cuivre seul
est actif dés 1 mg contre toutes les souches, Gram+ comme Gram- (Tableau 27 et Figure 92). Sa

présence dans la préparation du remede R; provoque une zone d'inhibition sur les bactéries Gram-
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testées, la ot aucune zone d'inhibition n'a pu étre observée pour le mélange des 4 drogues végétales

RDV (Tableau 27 et Figure 92-B.).

Cependant, dans la préparation du remeéde R, le sel de cuivre est présent en trop faible
quantité (10 fois inférieure par rapport a R:) et ne parvient qu'a trés partiellement inhiber la
croissance des souches Gram- (dose L sur P. geruginosa) dans les conditions testées (Tableau 27 et

Figure 91).

L'acétate de cuivre présente donc une activité sur les souches Gram+ testées, que ce soit par
microdilution en bouillon (Chap.3-2) ou par diffusion sur gélose, déposé directement sur le gel. Sur
les souches Gram- testées, il est le seul ingrédient a apporter une activité inhibitrice [a ou le
mélange des 4 drogues végétales ne suffit pas, que ce soit par microdilution en bouillon ou
directement déposé sur la gélose. De plus, cette activité sur les différentes souches testées
s'observe qu'il soit testé seul ou combiné avec le mélange de drogues végétales RDV des remedes. Il

doit néanmoins étre présent en quantité suffisante pour étre actif (R1 VS R,).

Cu(0Ac),

D>

Figure 92 - Zones d'inhibition des dépdts L des remédes Ry, R;, du mélange RDV et de I'acétate de cuivre
Cu(0Ac), aprés diffusion sur géloses et 24h d'incubation : A. S. aureus ; B, E. coli

Préparations testées: R1 reméde 1 [mélange des 4 drogues végétales et de Cu(OAc), 1/1/1/1/1 (m/m/m/m/m)] ; R2 remede 2
[mélange des 4 drogues végétales et de Cu(OAc), 1/1/1/1/0,12 (m/m/m/m/m)]; RDV mélange des 4 drogues végétales 1/1/1/1

(m/m/m/m)

L'acétate de cuivre permettrait donc d'élargir le spectre d'activité des remédes aux bactéries
Gram-, bien plus résistantes que les souches Gram+. Ainsi, en plus de lutter contre l'infection par
une bactérie Gram+ cutanée comme S. aureus, il pourrait éviter la surinfection de |'abcés par des

bactéries Gram- comme P. aeruginosa.
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1.3.2.  De l'importance de la gomme ammoniaque dans l'activité antibactérienne des

remedes

Les deux préparations a base de drogues végétales, RDV et 3DV, ne sont actives que sur les
bactéries Gram+. La comparaison entre le mélange des 4 drogues végétales RDV et le méme mélange
dépourvu de gomme ammoniaque 3DV ne montre aucune différence remarquable (Tableau 27). Le
mélange d'aloés, de myrrhe et de gomme sarcocolle sans gomme ammoniaque 3DV est actif sur les
3 souches Gram+ et I'ajout de gomme ammoniaque au mélange 3DV, représenté par le mélange RDV,
n'apporte pas d'amélioration significative de I'activité. L'importance de la gomme ammoniaque dans
I'activité antibactérienne des remédes ne ressort donc pas dans ces conditions de test, alors qu'elle

était trés nette dans le criblage antibactérien des extraits du Chap.3-2.

Deux phénomeénes peuvent expliquer cette différence entre les tests in vitro des extraits,
que ce soit par diffusion sur agar ou par microdilution en bouillon, et les tests in vitro des dépots
solides. Tout d'abord, les composés actifs de la gomme ammoniaque peuvent n'étre que trés peu
extraits de la matrice qu'est la gomme-résine. En effet, si les composés actifs de la gomme
ammoniaque sont capables de diffuser dans la gélose comme le montrent les tests par diffusion sur
gélose des extraits AMMO1, |'aspect collant de la drogue a pu géner cette diffusion. Cette texture I'a
rendue particulierement difficile a réduire en poudre alors que les autres drogues végétales étaient
soit déja pulvérisées, soit séches et donc plus faciles a broyer. La surface de contact avec la gélose
était donc moins optimisée pour la gomme ammoniaque que pour les autres drogues, génant la
diffusion des composés a partir du mélange RDV. De plus, cet aspect collant a aussi pu baisser la
surface de contact des autres drogues du mélange RDV en agglomérant les poudres, minimisant
ainsi les zones d'inhibition pour les dépdts du mélange RDV. Ensuite, les différentes extractions des
drogues végétales ont également pu exclure des composés actifs présents initialement dans les
drogues végétales autres que la gomme ammoniaque, donnant des extraits moins actifs que les
dépots solides. Ainsi, dans les dépdts solides, I'activité de la gomme ammoniaque serait « noyée »
dans celles des autres drogues. Afin de vérifier cela, il serait intéressant de tester des dépots solides

de chaque drogue végétale seule.

La gomme ammoniaque semble ici relativement peu active dans la formulation
traditionnelle des remédes par rapport aux autres drogues, si I'on compare aux activités obtenues
avec les extraits. Les composés actifs de la gomme ammoniaque sont capables de diffuser dans la
gélose, aussi le probléeme vient-ils peut-étre du transfert résine-gélose. Il serait intéressant de
tester des dépdts solides de la gomme-résine ainsi que les autres drogues végétales seules sur
gélose, afin de pouvoir visualiser si les composés actifs arrivent a correctement « sortir » des

différentes matrices végétales.
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Ces premiers tests sur gélose nous ont permis d'avoir un apercu de I'effet antibactérien des
remédes dans leur formulation traditionnelle mais l'utilisation des drogues entiéres apporte de
nombreux biais empéchant une étude approfondie de cette activité, notamment sur le réle et les
interactions des différents ingrédients. Dans le but d'évaluer plus finement les interactions entre les
différents ingrédients, nous avons donc étudié la potentielle synergie entre les extraits
hydroalcooliques des drogues végétales d'une part, et entre ces extraits et une solution d'acétate de

cuivre d'autre part.

Pour cela, la méthode de I'échiquier a été utilisée, cette derniére consistant a croiser les
gammes de concentration de deux substances et non plus a croiser la gamme de concentrations de
l'une a une unique concentration de l'autre (Part.Exp-8.1). Cette méthode est utilisée pour la
mesure des interactions entre deux composés mais également entre des matrices plus complexes

comme des extraits?® 2%,

Les résultats obtenus ont ensuite permis de calculer des indices de concentration inhibitrice
fractionnaire ou indices FIC, FICI (Fractional Inhibitory Concentration Indices), ces indices
permettant d'estimer le type d'interaction entre une drogue A et B, pour |'activité biologique testée.
Le calcul d'un indice FIC se définit comme suit (Part.Exp-8.1) :

CMI A combinéa B N CMI B combinéa A
CMI A seul CMI B seul

Nous avons employé ici la méthode de calcul du FICI moyen final avec les normes suivantes :
FICI moyen final < 0,5 interaction synergique ; 0,5 < FICI moyen final < 1 interaction additionnelle, 1
< FICI moyen final < 4 pas d'interactions significatives ; FICI moyen final > 4 interaction antagoniste

(Part.Exp-8.1).

Pour ces expérimentations, nous nous sommes focalisés sur S.aureus dans un premier
temps, cette souche étant la cible thérapeutique la plus probable dans le cas d'un abcés et semblant

par ailleurs sensible a I'association plantes-métal.
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2. Etude de la potentielle synergie antibactérienne entre les

extraits des drogues végétales

Nous avons évoqué en début de chapitre que les extraits de gomme ammoniaque AMMO1 avaient
montré la plus grande activité par microdilution en bouillon lors du criblage antibactérien. Lors de ce
criblage, les extraits du mélange des 4 drogues végétales RDV ont également été testés. Nous avons
donc dans un premier temps comparé l'activité de ces différents extraits avec celle des extraits
AMMO1, afin de voir si I'association des drogues végétales avant extraction améliorait I'activité
antibactérienne par rapport a la gomme ammoniaque seule. Puis nous avons étudié les associations
des différentes drogues végétales entre elles sur la souche S. aureus, en combinant les extraits
hydroalcooliques deux a deux selon la méthode de I'échiquier et en calculant les indices FIC pour

chaque association (Part.Exp-8.1).

2.1, Comparaison de l'activité antibactérienne des extraits AMMO1 et RDV

Les CMI des extraits du mélange des 4 drogues végétales RDV sont présentées dans le
Tableau 18 et montrent une activité antibactérienne marquée, proche de celle de la gomme
ammoniaque AMMO1. les activités antibactériennes des différents extraits sur les différentes
souches sont comparées dans la Figure 93. Ces activités sont exprimées en n° de puits plutdt qu'en
CMI afin de s'affranchir de I'échelle log2 des concentrations (plus le n°® de puit est grand, plus la CMI

est basse).

Si les extraits du mélange des 4 drogues végétales RDV sont bien antibactériens avec des CMI
inférieures a 100 pg/mL, voire inférieure a 10 pg/mL (Tableau 18 p 104), on remarque que
globalement I'activité antibactérienne est inférieure a celle des extraits de la gomme ammoniaque
traditionnelle AMMO1, les extraits ayant été préparés dans les mémes solvants et testés sur les
mémes souches (Figure 93). Cette perte d'activité peut s'expliquer par un effet de « dilution » des
composés actifs de la gomme ammoniaque par les composés inactifs provenant des autres drogues

dans le mélange RDV.

Il ne semble donc pas y avoir, dans ces conditions expérimentales, de synergie entre les
composés des différentes drogues végétales présentes dans les extraits RDV permettant une

amélioration de l'activité antibactérienne par rapport aux extraits AMMOL1.
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Contrairement aux tests de diffusion sur gélose des drogues pulvérisées présentés
précédemment, les tests par microdilution en bouillon révelent une contribution significative de la
gomme ammoniaque a l'activité antibactérienne du remeéde. Cependant, s'il y a un effet de synergie
antibactérien entre les différentes drogues végétales, il n'est pas assez important pour étre visible

dans ces conditions de test.

2.2, Association des extraits hydroalcooliques des drogues végétales et

indices FIC (méthode de I'échiquier)

Des associations par échiquier ont été réalisées entre les extraits hydroalcooliques des
drogues végétales afin d'étudier leur potentielle synergie antibactérienne sur S. aureus. Les indices

FIC ont eté calculés pour chaque association et ces résultats sont présentés dans le Tableau 28.

Les extraits hydroalcooliques ont été choisis car I'éthanol a 70% est le seul solvant
d’extraction présentant des rendements exploitables pour chacune des drogues. Il est a noter que
ces associations ont été faites avec I'extrait de myrrhe traditionnelle MYRR1-EH et non pas |'extrait
de la myrrhe commerciale de C. abyssinica COMA-EH (seule la myrrhe COMA a été utilisée pour

préparer le mélange des 4 drogues végétales RDV).

Tableau 28 - FICI moyen des échiquiers entre les extraits hydroalcooliques (EH) des drogues végétales (n =

3).
AMMO1-EH SARC-EH MYRR1-EH
ALOF-EH 29,42 29,42 29,42 NC NC NC NC NC NC
SARC-EH 5,02 22,77 22,77

Les cases en bleu = absence d'interactions (1 < FICI < 4) ; les cases en rouge = antagonisme (FICI > 4) ; NC = non communiqué
(aucune activité permettant le calcul ou valeurs admises comme aberrantes)
Extraits hydroalcooliques des drogues végétales : ALOF-EH suc commercial d'A. ferox; MYRR1-EH myrrhe traditionnelle ; SARC-

EH gomme sarcocolle traditionnelle ; AMMO1-EH gomme ammoniaque traditionnelle

Dans les contrdles testant les extraits isolés, I'extrait de gomme ammoniaque est le seul actif
sur la souche testée S. aureus, les autres ayant une CMI supérieure a 500 pg/mL. D'apreés les calculs
de l'indice FIC moyen pour chaque échiquier, les extraits de suc d'A. ferox ALOF-EH et de gomme
sarcocolle SARC-EH ont un effet antagoniste sur |'activité antibactérienne de I'extrait de gomme
ammoniaque AMMO1-EH, tandis que I'extrait de myrrhe MYRR1-EH n'a pas d'influence significative
sur son activité (Tableau 28). Concernant les associations des extraits notées NC, la souche s'est

développée a toutes les concentrations ne permettant alors pas de calculer les indices FIC (Tableau
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28). On considérera donc qu'il n'y a pas d'interactions entre ces extraits permettant une activité

antibactérienne significative sur S. aureus.

L'association de I'extrait actif AMMO1-EH avec les autres extraits ne tend donc pas a
améliorer I'activité antibactérienne, certains extraits diminuant méme cette activité. Ces premiers
tests sur les extraits hydroalcooliques n'appuient donc pas I'hypothése d'une synergie

antibactérienne entre les différentes drogues végétales dans le reméde.

Les drogues végétales associées avant ou aprés extraction ne semblent donc pas avoir de

synergie antibactérienne entre elles.
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3. Etude de la potentielle synergie antibactérienne entre les

extraits des drogues végétales et I'acétate de cuivre

L'acétate de cuivre est le seul des ingrédients des remédes a permettre d'inhiber le développement
des bactéries Gram- testées. Nous n'avons pas pu comparer son activité aux extraits du reméde R4
(Index) comme pour AMMO1 et RDV, I'extraction du reméde n'ayant pas été possible a cause de la
précipitation du cuivre dans les trois solvants d'extractions utilisés (résultats non présentés ici). Afin
de contourner cette problématique, nous avons appliqué la méthode de I'échiquier a I'extrait
hydroalcoolique des 4 drogues végétales RDV-EH associé avec |'acétate de cuivre sur S. agureus et la
croissance bactérienne a été suivie pendant 24 h (Part.Exp-8.1). Puis nous avons étudié les
associations des différentes drogues végétales avec I'acétate de cuivre sur la méme souche, en
combinant les extraits hydroalcooliques et une solution du sel de cuivre deux a deux selon la

méthode de I'échiquier et en calculant les indices FIC pour chaque association (Part.Exp-8.1).

3.1, Association de I'extrait hydroalcoolique du mélange des 4 drogues
végétales RDV-EH avec l'acétate de cuivre et indices FIC (méthode de

I'échiquier)

Dans un premier temps, une association par échiquier a donc été réalisée entre |I'acétate de
cuivre Cu(OAc), et l'extrait hydroalcoolique du mélange des 4 drogues végétales RDV-EH, afin de
mimer |'association des différents ingrédients dans le reméde. La croissance bactérienne de S.
aureus a €té mesurée au cours du temps par lecture de la densité optique DO a 600 nm pendant 24h
toutes les 30 minutes et une courbe de croissance a ainsi été obtenue pour chaque puit (Part Exp-
8.2). Ce suivi par DO a permis de mettre en évidence que la combinaison de I'extrait RDV-EH et de
I'acétate de cuivre Cu(Oac),;, a certaines concentrations, permettait I'amélioration de l'activité
antibactérienne. En effet, une croissance bactérienne est observée en présence de l'extrait a
7,812 pg/mL (Figure 94) et du sel de cuivre a 1,25 mM (Figure 94), bien que cette croissance soit a
chaque fois inférieure au témoin négatif (S. oureus uniquement en présence de milieu MHII,
Figure 94). Or cette croissance est complétement inhibée lorsqu’on associe dans le méme puit ces 2

concentrations d'extrait et de sel de métal (Figure 94).

Il semble donc bien que l'association de I'extrait des drogues végétales RDV-EH et de
I'acétate de cuivre Cu(OAc); ait un effet bénéfique qui améliore I'activité antibactérienne, dans ces

conditions expérimentales.
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Figure 94 - Courbes de croissance de S. aureus en présence de milieu MHII (boites @ moustaches), en
présence de I'extrait hydroalcoolique du mélange des 4 drogues végétales RDV-EH a 7,812 pg/mL en
présence d’acétate de cuivre Cu(OAc), a 1,25 mM et en présence de I'association des deux.

Apreés 24h, la croissance bactérienne a été lue dans les différentes lignes de I'échiquier. On
constate que la gamme de |'extrait RDV-EH seul a une CMI de 15,625 pg/mL tandis que la gamme
d'acétate de cuivre seul n'atteint pas la CMI (Tableau 29 valeurs et ligne en gras). Les valeurs de
15,625 pg/mL pour I'extrait et 10 mM pour le sel de cuivre ont donc été utilisées comme « CMI de la
substance seule » pour le calcul des indices FIC. Ces indices FIC ont été calculés pour les premiers
puits sans développement bactérien pour chaque association (Tableau 29). Le FICI moyen final a une

valeur de 0,9115, indiquant une Iégére addition antibactérienne entre les 2 substances.

Une interaction additive antibactérienne semble donc avoir lieu entre des composés issus
des drogues végétales et I'acétate de cuivre. Cette addition entre le métal et les drogues végétales
pourrait avoir lieu également dans le remeéde, si les composés d'origine végétale impliqués

atteignent la bactérie en proportions suffisantes dans la formulation traditionnelle.
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Tableau 29 - Schéma de I'échiquier entre I'extrait hydroalcoolique du mélange des 4 drogues végétales RDV-
EH et I'acétate de cuivre Cu(OAc), aprés 24h, avec les indices FIC calculés indiqués dans les premiers puits
sans croissance bactérienne

Gamme de concentration de RDV-EH (ug/mL)

Gamme de concentration du Cu(OAc), (mM) 125 62,5 31,25 15,625 7,8125 0

2,5

1,25

0,625

0,3125

0

Croissance bactérienne : puits en vert = croissance bactérienne ; puits en rouge : aucune croissance bactérienne en rouge

CMI des substances seules : en gras et délimitées par une ligne plus épaisse

3.2, Association des extraits hydroalcooliques des drogues végétales avec

I'acétate de cuivre et indices FIC (méthode de I'échiquier)

Par la suite, des associations par échiquier ont été réalisées entre 'acétate de cuivre et les
extraits hydroalcooliques des drogues végétales seules afin d'identifier la ou les drogues végétales a
I'origine de cette addition antibactérienne avec le sel de cuivre. Les FICI moyens ont été calculés

pour ces associations et sont présentés dans le Tableau 30.

Tableau 30 - FICI moyen entre |'acétate de cuivre Cu(0Ac); et les extraits hydroalcooliques (EH) des drogues
végétales (n =14 3)

ALOF-EH COMA1-EH MYRR1-EH SARC-EH AMMO1-EH

Cu(0AQ), NC 0,718

Les cases en bleu = absence d'interactions (1 < FICI < 4) ; les cases en jaune = addition (0,5 < FICI < 1) ; NC = non communiqué
(aucune activité permettant le calcul ou valeurs admises comme aberrantes)

Extraits hydroalcooliques des drogues végétales: ALOF-EH suc commercial d'A. ferox; COMA1-EH myrrhe commerciale de
C. abyssinica ; MYRR1-EH myrrhe traditionnelle ; SARC-EH gomme sarcocolle traditionnelle ; AMMO1-EH gomme ammoniaque

traditionnelle

L'extrait hydroalcoolique de gomme ammoniaque EA-AMMO1-EH semble avoir une
interaction additive avec le sel de cuivre mais avec des résultats mitigés, un test concluant a une
absence d'interactions et un test concluant a une addition (Tableau 30). Des réplicats seront réalisés

afin de préciser la valeur du FICI moyen avec I'acétate de cuivre. Les résultats préliminaires laissent
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néanmoins supposer que |'extrait hydroalcoolique de la gomme ammoniaque AMMO1-Eh pourrait
avoir une légeére interaction additive avec le sel de cuivre, assez légére pour passer sous le seuil de

détection en fonction des variations inhérentes a ces tests in vitro.

Concernant les autres drogues végétales utilisées dans le mélange, ni [I'extrait
hydroalcoolique de myrrhe COMA1-EH ni de gomme sarcocolle traditionnelle SARC-EH n’ont montré
d'interaction avec l'acétate de cuivre (Tableau 30). De la méme maniére, I'extrait hydroalcoolique de
la myrrhe traditionnelle MYRR-EH, une autre myrrhe que celle utilisée dans le mélange RDV, n'a pas

non plus montré d'interactions avec |'acétate de cuivre (Tableau 30).

Les résultats obtenus pour |'extrait du suc d'aloés ALOF-EH n’‘ont quant a eux pas pu étre

exploités car admis comme aberrants : des réplicats seront donc également réalisés pour cet extrait.

Ces premiers tests semblent donc montrer, malgré une faible reproductibilité des résultats,
que la gomme ammoniaque et l'acétate de cuivre pourraient avoir une faible action antibactérienne
additive sur S. aureus dans ces conditions de test. Ces tests ont cependant besoin d'étre reproduits
avant de pouvair tirer une conclusion sur l'interaction entre I'extrait des 4 drogues végétales RDV-EH

et |'acétate de cuivre.

Identification de nouvelles associations antibactériennes issues de la
Elora Aubert ) o 173
Pharmacopée Médiévale Arabe



Chapitre 5

4. Synthése de particules a partir des ingrédients des remedes

(extraits végétaux et sel de cuivre)

Différentes définitions de la certification ISO/TS 80004-2:2015 permettant de cerner ce que sont les

nanoparticules ont été rassemblées dans I'encadré ci-contre.

Les nanoparticules métalliques sont aujourd’hui considérées comme une alternative aux
antibiotiques contre les bactéries multirésistantes® et leur synthése verte a partir de sels de métaux
et des composés réducteurs présents dans des extraits végétaux a déja été démontrée et est
actuellement étudiée®* (Chap.1-5). Des nanoparticules métalliques ont déja été obtenues de cette

maniére a partir des ingrédients utilisés dans nos remédes : des nanoparticules de cuivre a partir de

93,94 95-97

différents sels et différents extraits®®*, a partir d'acétate de cuivre et d'extraits d'aloés mais
aussi des nanoparticules d'autres métaux a partir d'extraits d'espéces des genres Commiphora® et
Ferula®. Nous avons donc voulu déterminer si la formation de nanoparticules de cuivre était possible
a partir de I'acétate de cuivre et d'extraits des différents ingrédients des reméedes, combinés ou

seuls.

Des essais ont été realisés afin de tester si la combinaison des drogues végétales et de
I'acétate de cuivre des remédes étudiés pouvait amener a la formation de nanoparticules sous
certaines conditions. Pour cela, I'extrait hydroalcoolique du mélange des 4 drogues végétales RDV-
EH et I'acétate de cuivre Cu(OAc), ont été mélangés dans I'eau ou dans une solution éthanolique a
30%, sous agitation et en chauffant a 37°C (Part.Exp-9.1). les précipités récupérés apres
centrifugation ont ensuite été testés sur des cultures sur gélose de différentes souches, Gram+
comme Gram-, mais également sur des bactéries sous forme de biofilm (Part. Exp-9.2). En paralléle,
la caractérisation de ces particules a été initiée, afin de déterminer s'il pouvait s'agir d'agrégats ou

d'agglomérats de nanoparticules de cuivre.
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Définitions de la norme ISO/TS 80005-2:2015 :

Nanoparticule : nano-objet dont toutes les dimensions externes sont a I'échelle nanométrique et
dont les longueurs du plus grand et du plus petit axe ne différent pas de facon significative.

Note 1 a l'article : Si les dimensions différent de facon significative (généralement d'un facteur
supérieur a 3), des termes tels que nanofibre ou nanoplaque peuvent étre préférés au terme
nanoparticule.

Nano-objet : portion discréte de matériau dont une, deux ou les trois dimensions externes sont a
I'échelle nanométrique.

Note 1 a l'article : Les deuxiémes et troisieme dimensions externes sont orthogonales a la premiére
dimension et I'une par rapport a l'autre.

Echelle nanométrique : échelle de longueur s'étendant approximativement de 1 nm a 100 nm.
Note 1 a l'article : Les propriétés qui ne constituent pas des extrapolations par rapport a des
dimensions plus grandes sont principalement manifestes dans cette échelle de longueur.

Les nano-objets (par exemple les nanoparticules, les nanofibres et les nanoplaques) apparaissent
souvent en groupes (de grande taille), plutdt qu'isolés. Pour des raisons d'énergie de surface, des
interactions sont probables entre ces nano-objets qui coexistent. Dans la description de ces
interactions, les termes suivants sont souvent utilisés. Aucune restriction concernant les dimensions
physiques et la forme n’est indiquée pour les termes définis ci-apres.

Agglomeérat: ensemble de particules faiblement ou moyennement liées, dont l'aire de la surface
externe résultante est similaire a la somme des aires de surface de chacun des composants. Note 1 a
I'article : Les forces assurant la cohésion d’un agglomérat sont faibles, par exemple des forces de
Van der Waals ou des forces résultant d'un simple enchevétrement physique. Note 2 a l'article : Les
agglomérats sont également appelés particules secondaires et les particules sources initiales sont
appelées particules primaires.

Agrégat : particule composée de particules fortement liées ou fusionnées, dont |'aire de la surface
externe résultante est significativement plus petite que la somme des aires de surface de chacun
des composants. Note 1 a I'article : Les forces assurant la cohésion d’un agrégat sont puissantes, par
exemple des ligisons covalentes ou ioniques, ou des forces résultant d'un frittage ou d’un
enchevétrement physique complexe, ou sinon d’anciennes particules primaires combinées. Note 2 a
I'article : Les agrégats sont également appelés particules secondaires et les particules sources
initiales sont appelées particules primaires.

Source : https://www.iso.org/obp/ui/#iso:std:iso:ts:80004:-2:ed-1:v1:fr consulté le 15.09.22



https://www.iso.org/obp/ui/#iso:std:iso:ts:80004:-2:ed-1:v1:fr
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4.1, Formation d’un précipité aprés mélange des solutions de RDV-EH et de

Cu(0Ac):;

L'extrait hydroalcoolique du mélange de 4 drogues végétales RDV-EH et |'acétate de cuivre
Cu(OAc), ont été resolubilisés soit dans I'eau, soit dans I'éthanol a 30 % et ont été soumis a un
prétraitement destiné a débarrasser les solutions des composés non-solubles et des débris (37°C,
agitation rotative, 4 h). Dans les expérimentations suivantes, ces fractions aqueuses prétraitées

seront considérées comme équivalentes a I'extrait initial, notamment en termes de concentrations.

Les différentes solutions prétraitées ont ensuite été associées de maniére a avoir un rapport
RDV-EH/Cu(0Ac); soit de 4/1 (m/m) soit de 4/0,1 (m/m) dans la solution finale. Ces proportions
correspondent au reméde 1 et au reméde 2 respectivement. Les différents mélanges des solutions
ont ensuite été remis sur agitateur rotatif pendant 18 h a 37°C, ainsi que les solutions prétraitées de

I'extrait RDV-EH et de I'acétate de cuivre Cu(OAc); en guise de témoins.

Les solutions témoins ont gardé le méme aspect a t0 et aprés 18 h d'incubation : aucun
changement de couleur n'a été observé et aucun précipité ne s'est formé (Figure 95-A.). A 10, les
différents mélanges avaient un aspect assez clair et limpide mais aprés 18 h d'incubation, un
changement de couleur mais surtout de texture est observé, les solutions devenant plus sombres,
plus denses et granuleuses, que ce soit dans I'eau ou dans I'EtOH30% (Figure 95-B&C.). Apreés

centrifugation, on obtient un précipité pour tous les mélanges (Figure 95-C.).

Les précipités obtenus dans les mélanges sont donc a priori bien le résultat d'une interaction
du sel de métal avec un ou plusieurs composés d'origine végétale et pas a une précipitation du sel de

cuivre ou des extraits dans les conditions expérimentales.

On remarque que les différents mélanges ont tous produit un précipité, avec une abondance
qui semble plus importante pour les mélanges ayant la plus grande proportions d'acétate de cuivre
4/1 RDV-EH/Cu(0ACc), (m/m) (Figure 95-C.). L'acétate de cuivre semble donc étre ici I'élément limitant
dans la formation de ces précipités. Afin de confirmer cela, I'acétate de cuivre en solution pourra

étre dosé dans les mélanges avant agitation et aprés agitation+centrifugation.
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A. H,0 EtOH30% EtOH30% B,  H,0 EtOH30%

T

l

t0 =

118
1mg/mL 10 mg/mL 1 mg/mL 10 mg/mL 118
55mM 55 mM 55mM 55 mM (RDV-EH / CU(OAC]Z 4/0,4)
C. H,0 EtOH30%

' Centrifugation Centrifugation

4/0,1 4/1 4101 4/1 4/01 41 4/01 4/1

Figure 95 - Solutions aprés agitation a 37°c pendant 18h : A. Solutions témoins de I'extrait hydroalcoolique
des 4 drogues végétales RDV-EH et de ['acétate de cuivre Cu(OAc),; B. Changement d’aspect apreés
incubation pour des mélanges RDV-EH/Cu(OAc), (expérience antérieure, le changement d’aspect y étant plus
net); C. Mélanges RDV-EH/Cu(0Ac), 4/0,1 (m/m) et 4/1 (m/m), avant et aprés centrifugation

4.2, Activité antibactérienne des particules formées

Les particules formées dans les différents mélanges ont été testées in vitro sur différentes souches
Gram+ et Gram- par diffusion sur gélose mais également sur des biofilms, afin d'établir leur intérét
antibactérien. Les différents tests antibactériens ont été réalisés au sein de I'UMR 7242 - Equipe

Métaux et microorganismes : biologie, chimie et applications par I'ingénieur Régine Janel.

4.2.1.  Criblage par diffusion sur gélose et comparaison surnageant/particules

Les particules récupérées en centrifugeant les mélanges précédents [RDV-EH/Cu(OAc), 4/1 et
4/0,1 (m/m), 37°C, agitation rotative, 18h] ont été resolubilisées et concentrées 10 fois dans le
solvant d'origine. Puis I'activité de ces particules concentrées, des mélanges RDV-EH/Cu(OAc), avant
centrifugation et des solutions témoins de I'extrait RDV-EH et de |'acétate de cuivre Cu(OAC); seuls a
été testée par diffusion sur gélose (Part.Exp-9.2.1). Les tests ont été réalisés sur S. aureus HG0O1, S.
epidermidis (collection de souches des Hdpitaux Universitaires de Strasbourg), E. coli MG1655 et P.

ageruginosa ATCC15692. Un dépdt de 25 pL a été réalisé pour chaque solution et suspension testée.

Identification de nouvelles associations antibactériennes issues de la
Elora Aubert ) o 177
Pharmacopée Médiévale Arabe



Chapitre 5

Les zones d'inhibition les plus remarquables induites par les solutions témoins de I'extrait

RDV-EH et du sel Cu(0Ac)2 sont illustrées dans la Figure 96 :

RDV-EH Cu(OAc), RDV-EH Cu(OAc), RDV-EH Cu(OAc), RDV-EH  Cu(OAc),

AR
a0

P. aeruginosa

EtOH30%

S. aureus S. epidermidis

Figure 96 - Zones d'inhibition des dépéts (25 uL) des solutions témoins de I'extrait hydroalcoolique des 4
drogues végétales RDV-EH (40 mg/mL) et de I'acétate de cuivre Cu(OAc), (55 mM) sur les souches S. aureus,
S. epidermidis, E. coli et P. aeruginosa (n=1)

Les solutions témoins de I'extrait hydroalcoolique des 4 drogues végétales RDV-EH n'ont
induit des zones d'inhibition que sur les 2 bactéries Gram+, que I'extrait soit resolubilisé dans I'eau

ou I'éthanol a 30% (Figure 96).

Les solutions témoins de l'acétate de cuivre Cu(OAc); a 55 mM ont montré une activité sur les
deux bactéries Gram+ et sur la bactérie Gram- E. coli , que ce soit dans I'eau ou I'éthanol a 30
% (Figure 96). Seule la solution témoin du sel Cu(0Ac), a 55 mM dans I'éthanol & 30% a montré en
plus une activité sur la bactérie Gram- P. aeruginosa (Figure 96). Les solutions témoins a 5,5 mM
n'ont montré aucune activité antibactérienne dans ces conditions de tests, sauf sur S. epidermidis
(non illustré ici). Les solutions témoins ont donc leur propre activité antibactérienne qu'il faudra

prendre en compte pour le test des mélanges non centrifugés.
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Les zones d'inhibition les plus remarquables induites par les mélanges RDV-EH/Cu(OAc),
aprés incubation (Mix) et par les particules isolées par centrifugation de ces mélanges

(resuspendues en concentrant 10 fois, Prcpt) sont illustrées dans la Figure 97 :

Mix Mix Mix

H,0

EtOH30% |+

S. aureus S. epidermidis E. coli P. aeruginosa

Figure 97 - Zones d'inhibition des dépéts (25 uL) des mélanges RDV-EH/Cu(OAc), 4/1 (m/m) (Mix) et des
particules isolées de ces mélanges par centrifugation et concentrées 10 fois (Prcpt) sur les souches
S. aureus, S. epidermidis, E. coli et P. aeruginosa

RDV-EH : extrait hydroalcoolique du mélange des 4 drogues végétales 1/1/1/1 (m/m/m/m)

Les mélanges RDV-EH/Cu(OAc), avant centrifugation ont tous montré des zones d'inhibition
pour les bactéries Gram+ S. aureus et S. epidermidis, que ce soit dans I'H.0 ou I'EtOH30% et pour les
deux proportions testées, 4/1 et 4/0,1 (m/m) (Figure 97-Mix). Cette activité peut s'expliquer par la
présence des particules en suspension, mais également par les composés actifs de I'extrait RDV-EH
ou l'acétate de cuivre n'ayant pas réagi. Pour les bactéries Gram- E. coli et P. aeruginosa, tous les
mélanges RDV-EH/Cu(OAc). 4/1 (m/m) (avec 55 mM d'acétate de cuivre) se sont montré actifs, avec
une activité semblant plus marquée dans les mélanges aqueux (Figure 97-Mix). A l'inverse les
mélanges RDV-EH/Cu(OAc), 4/0,1 (m/m) (avec 5,5 mM d'acétate de cuivre) n'ont pas induit de zone
d'inhibition sur les souches Gram-, dans ces conditions expérimentales (données non illustrées). Les
différents mélanges induisent donc des zones d'inhibition sur toutes les bactéries testées, a

condition qu'ils contiennent assez d'acétate de cuivre Cu(OAc), pour les souches Gram-.

Les particules isolées des différents mélanges et concentrées 10 fois montrent toutes une
activité antibactérienne sur les bactéries Gram+ S. aureus et S. epidermidis (Figure 97-Prcpt). Sur les
bactéries Gram-, seules les particules obtenues dans le mélange RDV-EH/Cu(0Ac)2 4/1 (m/m) aqueux
induisent des zones d'inhibition sur E. coli et P. aeruginosa (Figure 97-Prcpt). Les particules
obtenues a partir du mélange préparé dans I'EtOH30% ou des mélanges préparés dans les
proportions RDV-EH/Cu(0Ac); 4/0,1 (m/m) (avec 5,5 mM d'acétate de cuivre) n'ont pas induit de zone
d'inhibition sur les souches Gram-, dans ces conditions expérimentales [données non illustrées pour
les proportions 4/0,1 (m/m)]. Les particules formées dans les mélanges induisent des zones
d'inhibition sur les bactéries Gram+ testées mais également sur les Gram-, lorsqu’elles proviennent

du mélange aqueux avec une quantité suffisante d'acétate de cuivre (55 mM VS 5,5 mM).
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Les particules formées dans les différents mélanges RDV-EH/Cu(OAc), aprés incubation
(37°C, agitation rotative, 18h) posseédent donc bien une activité antibactérienne. Cette activité a pu
étre observée contre les bactéries Gram+ testées pour toutes les particules, mais également contre
les bactéries Gram- testées pour les particules formées en condition aqueuse avec suffisamment de

sel de cuivre (55 mM au lieu de 5,5 mM).

4.2.2.  Criblage sur biofilms bactériens de particules formées

Les particules isolées par centrifugation des mélanges RDV-EH/Cu(0OAc); 4/1 (m/m) dans I'eau
et dans I'éthanol a 30% ont été mises en suspension dans |'eau ou I'éthanol @ 30%. L'impact de ces
suspensions a ensuite été testé sur des bactéries planctoniques en train de former un biofilm mais
également sur des biofilms déja formés depuis 24h, afin de déterminer la Concentration Minimale

Inhibitrice de biofilm CMIb dans ces deux conditions expérimentales (Part.Exp-9.2.2).

Ces expériences ont été menées dans un premiers temps sur les souches S. aureus (Gram+)
et E. coli (Gram-), en utilisant un marquage au cristal violet puis en lisant la densité optique DO a
492 nm par un lecteur de microplaque Tecan. L'extrait hydroalcoolique du mélange des 4 drogues
végétales RDV-EH et I'acétate de cuivre Cu(OAc), ont également été testés seuls, afin d'évaluer leur
activité antibiofilm individuelle. Néanmoins, I'absorbance propre des particules empéchant la lecture
correcte a 492 nm, les mémes expérimentations ont été menées mais en utilisant un marquage au
colorant SYTO™ et en observant les plaques au microscope confocal de la Plateforme d'Imagerie
Quantitative a la Faculté de Pharmacie, Strasbourg. Pour ces expérimentations, seuls les particules
issues des mélanges et 'acétate de cuivre ont été testés, cette fois-ci sur les souches S. aureus

(Gram+) et P. aeruginosa (Gram-).

4.2.2.1. Activité antibiofilm de I'extrait RDV-EH et de I'acétate de cuivre Cu(OAc),

Tout d'abord, 'activité antibiofilm de I'extrait RDV-EH (solubilisé dans le DMSO) et de |'acétate
de cuivre (solubilisé dans I'eau), utilisés précédemment pour la formation des particules, a été
testée. Les CMIb ont été déterminées dans 2 conditions expérimentales : en incubant |'extrait ou le
sel de cuivre avec une suspension planctonique dans des conditions permettant la formation d'un
biofilm et en les incubant avec le biofilm déja formé depuis 24 h. Ces expériences ont été menées
sur S. aureus, E. coli et P. aeruginosa et une gamme de 1a 500 pg/mL a été utilisée pour I'extrait
RDV-EH tandis que des gammes de 0,025 a 12,5 mM ou 0,04 a 10 mM ont été utilisées pour le sel
Cu(0AC),.

L'extrait RDV-EH empéche la formation de biofilm a partir d'une suspension planctonique

uniquement chez S. aureus avec une CMIb de 15,6 pg/mL (Tableau 31), soit une valeur proche de la
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CMI déterminée en microdilution (Tableau 18). Il ne semble pas avoir d'effet sur les biofilms déja
formés, que ce soit sur S. aureus ou E. coli (Tableau 32). L'extrait hydroalcoolique du mélange des 4
drogues végétales RDV-EH ne semble donc pas avoir d'activité antibiofilm sur S. aureus ou E. coli:
I'inhibition de la formation du biofilm chez S. aureus pourrait étre due a son activité sur les bactéries

planctoniques et il n'a aucun effet délétére sur les biofilms déja formés depuis 24 h.

L'acétate de cuivre empéche la formation de biofilm a partir d'une suspension planctonique
chez S. aureus et E. coli avec une CMIb 12,5 mM (Tableau 33), mais également chez P. aeruginosa
avec une CMIb de 10 mM (Tableau 34). Les CMIb correspondent la aussi aux CMI déterminées en
microdilution (Tableau 18), nous ne pouvons donc pas déterminer s'il s'agit d'un effet antibactérien
sur les bactéries planctoniques avant qu’elles ne forment un biofilm, ou d'un effet spécifiquement

antibiofilm.

Tableau 31 - Absorbance d 492 nm aprés marquage au cristal violet des biofilms de S. aureus (n = 3) et
E. coli (n = 3) incubés 30 h avec une gamme de concentrations de I'extrait RDV-EH

Gamme de concentration de I'extrait RDV-EH (pg/ml)
Souches 1 2 3,9 7,8 15,6 31,3 62,5 125 250 500 Bactéries Blanc

S. aureus 0.089 0.009 -0.003 -0.002 -0.012 0.017 0.000

g

E. coli 0.000

RDV-EH : extrait hydroalcoolique du mélange des 4 drogues végétales 1/1/1/1 (m/m/m/m)

Tableau 32 - Absorbance a 492 nm aprés marquage au cristal violet des biofilms de S. aureus (n = 1) et
E. coli (n = 1) incubés 30 h dont 6h avec une gamme de concentrations de I'extrait RDV-EH

Gamme de concentration de I'extrait RDV-EH (pg/mL)

1 2 3,9 7,8 15,6 31,3 62,5 125 250 500 Bactéries Blanc

S. aureus 0.000

E. coli 0.000

RDV-EH : extrait hydroalcoolique du mélange des 4 drogues végétales 1/1/1/1 (m/m/m/m)

Tableau 33 - Absorbance d 492 nm aprés marquage au cristal violet des biofilms de S. aureus (n = 3) et
E. coli (n = 3) incubés 30 h avec une gamme de concentrations de Cu(OAc),

Gamme de concentration d'acétate de cuivre Cu(DAc), (mM)

Souches 0,025 0,05 0,1 0,2 0,4 0,8 1,6 3,1 6,3 12,5 Bactéries Blanc

S. aureus 0.095 -0.011 0.000
E. coli 0.096 -0.012 0.000
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Tableau 34 - Photographies au microscope confocal de biofilms de S. aureus (n = 3) et P. aeruginosa (n = 3)
incubés 30 h avec une gamme de concentrations de Cu(OAc), (marquage SYTO™)

Gamme de concentration en acétate de cuivre Cu(OAc),

0 pg/mL 7,3 pg/mL 27 pg/mL 113 pg/mL 454 pg/mL 908 pg/mL 1816 pg/mL
0 mM 0,04 mM 0,15 mM 0,62 mM 2,5mM 5mM 10 mM

Souches

S. aureus

P. aeruginosa

A l'inverse l'acétate de cuivre n'a aucun d'effet délétére sur les biofilms déjo formés de S. aureus,
méme aux concentrations les plus hautes (Tableau 35 et Tableau 36). Les biofilms préformés de
souches E. coli (Tableau 35) et P. geruginosa (Tableau 36) se sont quant a eux que peu a pas

perturbés par le sel de cuivre, méme a 10 ou 12,5 mM.

Le sel de cuivre ne semble donc pas avoir d'activité spécifiquement antibiofilm sur Ila
bactérie Gram+ S. aureus. Pour les souches E. coli et P. aeruginosa, les biofilms semblent
légérement impactés mais pas au point d'étre détruits, I'acétate de cuivre n'a donc pas ou trés peu

d’activité antibiofilm sur les bactéries Gram- testées.

Tableau 35 - Absorbance @ 492 nm aprés marquage au cristal violet des biofilms de S. aureus (n = 3) et
E. coli (n = 3) incubés 30 h dont 6h avec une gamme de concentrations de Cu(OAc);

Gamme de concentration d'acétate de cuivre Cu(0Ac), (mM)

Souches 0? 0? 0,1 0,2 0,4 0,8 1,6 3,1 6,3 12,5 Bactéries Blanc

S. aureus 0.000

0.000

0.196 0.151 0.110

Tableau 36 - Photographies au microscope confocal de biofilms de S. aureus (n = 2) et P, aeruginosa (n = 2)
incubés 30 h dont 6h avec une gamme de concentrations de Cu(OAc), (marquage colorant SYTO™)

Gamme de concentration en acétate de cuivre Cu(0OAc),

0 pg/mL 7,3 pg/mL 27 pg/mL 113 pg/mL 454 pg/mL 908 pg/mL 1816 pg/mL
0 mM 0,04 mM 0,15 mM 0,62 mM 2,5mM 5 mM 10 mM

Souches

S. aureus

P. aeruginosa

|
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Les solutions témoins de |'extrait hydroalcoolique des 4 drogues végétales RDV-EH et de
I'acétate de cuivre Cu(OAc),, utilisés pour la synthése des particules, ne montrent donc pas d'activité
antibiofilm marquée. L'inhibition de la formation des biofilms a partir de bactéries planctoniques
peut s'expliquer par I'activité antibactérienne déja mis en évidence dans le Chapitre 3 - Etude des
activités biologiques des différents ingrédients et les biofilms préformés ne semblent pas impactés
dans leur développement, a part peut-étre un Iéger effet de I'acétate de cuivre sur les bactéries

Gram- testées.

4.2.2.2. Activité antibiofilm des particules isolées de mélanges RDV-EH/Cu(OAc);

L'activité antibiofilm de différentes particules, obtenues a partir des mélanges RDV-
EH/Cu(0Ac)2 4/1 (m/m) avec incubation soit dans I'H,0 soit dans I'EtOH30% (37°C, agitation rotative,
18h), a été testée. Les CMIb ont été déterminés dans 2 conditions expérimentales testées
précédemment sur les solutions témoins, sauf les particules obtenues dans I'EtOH30% qui n'ont été
testées que sur les biofilms en formations. Ces expériences ont été menées sur S. aureus et E. coli
avec une gamme de 3,7 a 2300 pg/mtL sur les biofilms en formation et 0,75 a 2300 pg/mL sur les

biofilms déja préformés.

Les particules formées dans les mélanges RDV-EH/Cu(OAc), 4/1 (m/m) empéchent bien la
formation de biofilms chez S. aureus (Tableau 37) et P. aeruginosa (Tableau 38). Cette effet est
observé pour les particules synthétisées dans |I'eau comme dans |'éthanol a 30%, avec des CMIb de
2300 pg/mL et 467 pg/mL respectivement. Néanmoins, comme pour les solutions témoins testées
précédemment, on ne peut pas déterminer s'il s'agit d'une inhibition de la croissance bactérienne

planctonique ou d’'une inhibition de la formation du biofilm.

Les particules formées dans I'eau ont également été testées sur des biofilms déja formés depuis 24h
et ont montré un effet délétére marqué sur les biofilms de S. aureus, avec une CMIb de 2300 pg/mL,

mais aussi sur les biofilms de P. aeruginosa avec un effet plus progressif dés 0,75 pg/mL (

Tableau 39). Les particules formées dans le mélange RDV-EH/Cu(OAC), aqueux ont donc bien une

activité antibiofilm sur des biofilms déja préformés de S. aureus et P. aeruginosa.

Les particules formées dans le mélange RDV-EH/Cu(OAc), 4/1 (m/m) dans I'H,0 (37°C,
agitation rotative, 18 h) montrent une activité antibiofilm marquée, la ou ni I'extrait RDV-EH ni le sel
Cu(OAc), seuls ne montraient d'activité. Concernant les particules formées dans I'EtOH30%, elles
inhibent la formation de biofilms, soit en inhibant le développement des bactéries planctoniques
avant qu'elles ne forment le biofilm, soit en les empéchant de s'organiser en biofilm. Si ces activités
laissent a penser a la présence de nanoparticules et/ou de complexes organométalliques parmi les
particules formées, la nature exacte de ces particules est encore inconnue. Afin de les caractériser,
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plusieurs mesures ont été entreprises et si certaines sont encore en cours, d'autres ont déja pu nous

apporter des éléments de réponse.

Tableau 37 - Photographies au microscope confocal de biofilms de S. aureus (n = 3) incubés 30 h avec une
gamme de concentrations des particules formées dans les mélanges RDV-EH/Cu(0Ac), 4/1 (m/m) dans I'eau
(n = 2) ou I'éthanol @ 30% (n = 2) (marquage SYTO™)

Concentration en particules formées dans les mélanges RDV-EH/Cu(0Ac),

Solvant utilisé pour le
mélange RDV-EH/Cu(0Ac),

0 pg/mL 3,7 pg/mL 19 pg/mL 93 pg/mL 467 pg/mL 2300 pg/mL

EtOH 30%

RDV-EH : extrait hydroalcoolique du mélange des 4 drogues végétales 1/1/1/1 (m/m/m/m)

Tableau 38 - Photographies au microscope confocal de biofilms de P. aeruginosa (n = 2) incubés 30 h avec
une gamme de concentrations des particules formées dans les mélanges RDV-EH/Cu(0OAc), 4/1 (m/m) dans
I'eau (n = 2) ou I'éthanol @ 30% (n = 2) (marquage SYTO™)

Concentration en particules formées dans les mélanges RDV-EH/Cu(0Ac),

Solvant utilisé pour le
mélange RDV-EH/Cu(0Ac),

EtOH 30%

0 pg/mL 3,7 pg/mL 19 pg/mL 93 pg/mL 467 pg/mL 2300 pg/mL

RDV-EH : extrait hydroalcoolique du mélange des 4 drogues végétales 1/1/1/1 (m/m/m/m)

Tableau 39 - Photographies au microscope confocal de biofilms de S. aureus (n = 3) et P. aeruginosa (n = 3)
incubés 30 h dont 6 h avec une gamme de concentrations de particules formées dans le mélange RDV-
EH/Cu(OAc); 4/1 (m/m) aqueux (marquage colorant SYTO™)

Gamme de concentration en particules formées dans le mélange RDV-EH/Cu(OAc), aqueux

Souches 0 pg/mL 0,75 pg/mL 3,7 pg/mL 19 pg/mL 93 pg/mL 467 uyg/mL 2300 pg/mL

S. aureus

P. aeruginosa

RDV-EH : extrait hydroalcoolique du mélange des 4 drogues végétales 1/1/1/1 (m/m/m/m)
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4.3. Caractérisation des particules (étude préliminaire)

4.3.1.  Importance des drogues végétales en présence

Afin de déterminer quelles drogues végétales pouvaient étre impliquées dans la synthese de
ces particules issues des mélanges RDV-EH/Cu(OAc)2, nous avons associé |'acétate de cuivre aux

extraits hydroalcooliques individuels des 4 drogues végétales composant la préparation RDV.

Les extrait hydroalcooliques du mélange des 4 drogues végétales (RDV-EH) mais également
du suc d'A. ferox commercial (ALOF-EH), de la myrrhe traditionnelle (MYRR-EH, N.B. RDV a été
initialement préparé avec la myrrhe COMA et non de la myrrhe MYRR), de la gomme sarcocolle
traditionnelle (SARC-EH), de la gomme ammoniaque traditionnelle (AMMO1-EH) ainsi que I'acétate de
cuivre Cu(OAc), ont donc été solubilisés dans I'eau puis ont été soumis au méme protocole de
prétraitement et d'incubation précédent. Comme précédemment, les fractions aqueuses prétraitées

seront considérées comme équivalentes a |'extrait initial, notamment en termes de concentrations.

Les mélanges ont été faits dans un rapport RDV-EH/Cu(OAc), 4/1 (m/m) et un rapport
extrait/Cu(0Ac), 1/1 (m/m). Les mémes masses d'extraits et de sel de cuivre ayant été utilisées dans
toutes les expérimentations, les quantités de particules obtenues ont pu étre comparées. L'évolution
visuelle des différents mélanges est illustrée dans la Figure 98 (page suivante) et les masses

obtenues apreés lyophilisation sont résumées dans le Tableau 40 (page suivante).

Aprés incubation (37°C, agitation rotative, 18 h), les mélanges changent d‘aspect (couleur,
densité) et, aprés centrifugation, la formation de précipité a pu étre confirmée pour tous les
mélanges, en particulier pour RDV-EH/Cu(OAc), et ALOF-EH/Cu(OAc), (Figure 98-B). En effet, le culot
obtenu a partir de ces deux mélanges sont semblables en aspect mais surtout en rendement de

particules formées (Tableau 40).

Les extraits hydroalcooliques de la préparation RDV et des 4 drogues végétales changent
tous d'aspect une fois mélangé a l'acétate de cuivre et la centrifugation a pu mettre en évidence la
formation de particules pour toute les associations testées. L'extrait hydroalcoolique de suc d'A.
ferox commercial ALOF-EH en particulier forme un précipité trés semblable a celui obtenu avec
I'extrait hydroalcoolique des 4 drogues végétales RDV-EH, quasiment aussi important en termes de

masse.
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A. solutions aqueuses des extraits 100 mg/mL et solution Cu(0Ac), 100 mg/mL

W T ew ©

RDV-EH AMMO1-EH SARC-EH ALOF-EH MYRR1-EH Cu(OAc),

B. solutions aq. extraits prétraitées + solution aq. Cu(OAc), prétraitée 1/1 (m/m)
aprés incubation (37°C, agitation rotative, 18 h)

&

AMMO1-EH ALOF-EH
RDV-EH SARC-EH MYRR1-EH
RDV-EH AMMO1-EH SARC-EH ALOF-EH MYRR1-EH
+ Cu(OAc),

+ Cu(0Ac),

Figure 98 - A. Solutions aqueuses d@ 100 mg/mL des extraits hydroalcooliques des drogues végétales et
d’acétate de cuivre Cu(OAc),, aprés prétraitement (37°C, agitation rotative, 4 h) ; B. Mélanges des extraits
avec de sel Cu(OAc), apreés incubation (37°c, agitation rotative, 18 h) et les précipités obtenus aprés
centrifugation des mélanges

Extrait hydroalcoolique de : RDV-EH mélange des 4 drogues végétales dans les proportions 1/1/1/1 (m/m/m/m) ; ALOF-EH suc
commercial d'A. ferox; MYRR1-EH myrrhe traditionnelle; SARC-EH gomme sarcocolle traditionnelle; AMMO1-EH gomme

ammoniaque traditionnelle

Tableau 40 - Concentration de la fraction aqueuse de I'extrait hydroalcoolique des différentes drogues
végétales (exprimée en équivalent de concentration de I'extrait méme) et de I'acétate de cuivre Cu(OAc).
dans les mélanges et masse de précipités récupérés aprés incubation (37°C, agitation rotative, 18h),
centrifugation et lyophilisation

Extraits [fraction aqueuse] [Cu(0AC).] m précipité lyophilisé
RDV-EH <=> extrait a 40 mg/mL 10 mg/mL 33,5mg
ALOF-EH <=> extrait a 10 mg/mL 10 mg/mL 25,5mg
MYRR1-EH <=> extrait a 10 mg/mL 10 mg/mL 0,9 mg
SARC-EH <=> extrait a 10 mg/mL 10 mg/mL 5,6 mg
AMMO1-EH <=> extrait a 10 mg/mL 10 mg/mL 1,2 mg
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Les composés extraits du suc d'A. ferox commercial semblent donc majoritairement
impliqués dans la formation des particules au sein du mélange RDV-EH/Cu(OAc), 4/1 (m/m) aprés

incubation (37°C, agitation rotative, 18 h).

La synthéese de nanoparticules d'oxyde de cuivre CuO ou de nanoparticules d'argent Ag a
partir d'extrait de feuille d'A. vera est déja décrite dans la littérature®®°®”**, Le suc d'aloés étant tiré
de la feuille et les suc d'A. ferox et A. vera étant considérés comme équivalent par la Ph. Eur.**!
(Annexe 1), il semble donc possible que les particules obtenues dans les mélanges RDV-EH/Cu(0Ac),
et ALOF-EH/Cu(OAc). contiennent des nanoparticules, ce qui expliquerait I'activité antibiofilm des
premiéres. Ll'activité antibiofilm et la caractérisation de ces particules ALOF-EH/Cu(OAc), sont

actuellement en cours.

4.3.2.  Dosage du cuivre dans les particules par ICP-AES

Les particules formées dans les mélanges RDV-EH/Cu(OAc). 4/1 (m/m) (dans I'H.0 ou
I'EtOH30%) et ALOF-EH/Cu(OAc), 1/1 (m/m) (uniquement dans I'EtOH30%) ont été récupérées par
centrifugation, puis lavées 2 fois avant d'étre lyophilisées. Un des mélanges ALOF-EH/Cu(OAc), dans
I'EtOH30% a également été filtré sur un filtre de 0,22 pm apreés incubation (37°C, agitation rotative,
18 h), avant d'étre centrifugé et lyophilisé. Des échantillons des différentes particules obtenues ont
été envoyés pour analyse ICP-AES a la Plateforme Analytique des Inorganiques a I'Institut

Pluridisciplinaire Hubert Curien, Cronenbourg.

L'analyse a détecté du cuivre Cu dans tous les échantillons, entre 4 et 10% selon le mélange

d'origine (Tableau 41). Les différentes particules obtenues contiennent donc bien toutes du cuivre.

Néanmoins ce cuivre représente un pourcentage assez bas (4-10%) de la masse totale des
particules, suggérant qu'elles sont également composées d'autres éléments. Ces éléments
pourraient notamment étre des débris végétaux présents dans les extraits, déja observés au
microscope photonique. En effet, apres une filtration sur 0,22 pm du mélange ALOF-EH/Cu(OAc), 1/1
(m/m) dans I'EtOH30%, on obtient un plus grand pourcentage de cuivre (8% VS 20%) dans
I'échantillon (Tableau 41).

Cependant, si l'on filtre le mélange avant incubation pendant 18h, on obtient moins de
particules finales (données non montrées ici) : le filtre pourrait donc retenir des composés impliqués
dans la synthése des particules, par exemple des polyméres comme des polysaccharides. En effet
ces derniers pourraient étre présents dans la sarcocolle SARC (Chap.2-1.3.3) ou dans le suc d'aloés

ALOF s'il a été mélangé avec du gel lors de la récolte (Chap.2-1.1.3).
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Tableau 41 - Dosage du cuivre dans les particules obtenues a partir des différents mélanges RDV-
EH/Cu(0Ac), et ALOF-EH/Cu(OAc),

Mélanges Solvant Masse Masse Masse particules % (m/m) de
extrait/Cu(0Ac), utilisé extrait Cu(0Aq);, lyophilisées cuivre
RDV-EH/Cu(OAC); H,0 1400 mg 350 mg 135,2 mg 6,8 +/- 0,2
RDV-EH/Cu(0AC); EtOH30% 400 mg 100 mg 103,9 mg 4,10 +/- 0,08
ALOF-EH/Cu(OAc),  EtOH30% 1g 1g 463,4 mg 8,0 +/- 0,1

ALOF-EH/Cu(0Ac),
fil EtOH30% 925 mg 925 mg 455,3 mg 20,8 +/- 0,5
iltré

Extraits hydroalcooliques : RDV-EH mélange des 4 drogues végétales 1/1/1/1 m/m/m/m ; ALOF-EH suc d'A. ferox commercial

Les particules obtenues dans les différents mélanges RDV-EH/Cu(OAc), et ALOF-EH/Cu(OAc);
contiennent donc du cuivre, a différents pourcentages selon les conditions expérimentales. Aprés
filtration du mélange ALOF-EH/Cu(OAc), dans I'EtOH30%, on voit le pourcentage de cuivre présent
dans les particules doubler : il semblerait donc bien que les particules contiennent également des
éléments plus gros que 22 pm et ne comportant pas I'élément cuivre, comme par exemple des

débris végétaux.

Actuellement nous ne savons pas encore de quoi sont composées ces particules et s'il s'agit
d’'un mélange tres diversifié ou non (débris végétaux, complexes organométalliques, nanoparticules
... 7). D'autres analyses sont actuellement en cours afin de déterminer la taille, la forme et la
structure cristalline des particules obtenues, notamment afin de déterminer si des nanoparticules

ont pu étre synthétisées. Les méthodes employées sont résumées dans la partie suivante.

4.3.3. Mesures en cours et futures

Des analyses par microscopie électronique a transmission sont actuellement en cours au
Laboratoire d'Archéologie Moléculaire et Structurale (LAMS, Paris) par l'intermédiaire de la Pr.
Maguy JABER, afin de visualiser la forme et mesurer la taille des particules formées a l'aide

d'analyses MET, DRX et RPE.

La Microscopie Electronique en Transmission MET (ou TEM, Transmission Electron
Microscopy en anglais) est une technique de microscopie ou un faisceau d'électron va traverser une
fine lame d'échantillon et les interactions de I'échantillon avec les électrons transmis vont donner

une image contrastée. Cette méthode permet une meilleure résolution que la microscopie
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photonique (environ 600 fois plus) et permet par exemple d'observer des structures aussi petites
que des organites ou des nanoparticules. Elle va nous renseigner sur la taille et la forme des

particules synthétisées.

La diffractométrie des rayons X DRX (ou XRD, X-Ray Diffraction an anglais) ou
cristallographie au rayons X est une analyse permettant de caractériser la matiere cristallisée, dont
les métaux. Elle est basée sur la diffraction des rayons X par les atomes : les faisceaux diffractés
vont interagir entre eux et les signaux produits par cette interaction seront caractéristiques de
I'arrangement des atomes. Cette méthode va nous permettre d'en apprendre plus sur la taille des

particules mais également sur leur structure cristalline.

La Résonance Paramagnétique Electronique RPE ou Résonance de Spin Electronique RSE
(ESR, Electron Spin Resonance en anglais) est une méthode de spectrométrie de résonance
magnétique permettant de détecter, quantifier et identifier les espéces chimiques radicalaires,
c'est-a-dire ayant un ou plusieurs électrons non-appariés. Cette analyse va permettre de nous
renseigner sur la formation d'espéces radicalaires, notamment les espéces réactives de I'oxygene

(ROS, Reactive Oxygen Species en anglais).

S'il s'avere qu'il s'agit bien de nanoparticules, le suivi de réaction sera alors simplifié, des
méthodes étant déja décrites pour suivre et quantifier leur formation. Une des méthodes employées
pour suivre la quantité de cuivre réagissant et formant des nanoparticules est le suivi au cours du
temps de 'absorbance caractéristique du phénoméne de résonance des plasmons de surface (SPR,
Surface Plasmon Resonance en anglais)***. Ce phénoméne est caractéristique des métaux et va étre
a l'origine d'une bande d'absorbance a différentes longueurs d'ondes selon le métal impliqué, les

239,240

caractéristiques des particules et leur environnement . Par exemple, les nanoparticules de

cuivre de 50 nm vont avoir un pic d'absorbance SPR entre 560 et 570 nm**. Le suivi de cette bande

d'absorbance au cours du temps permettrait donc de suivre la cinétique de la formation des

nanoparticules de cuivre et de s'assurer que la réaction est totale*”.
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5. Conclusion sur l'activité antibactérienne de l'association des

différents ingrédients au sein des remédes

L'association des différentes drogues végétales selon la formulation traditionnelle du
remede R; permet une inhibition de la croissance de S. aureus par diffusion sur gélose (Chap.5.1),
appuyant I'hypothése d'une efficacité du remeéde traditionnel contre un abcés cutané causé par
cette souche. Néanmoins, la méthode de la diffusion sur gélose n'est qu'un modéle in vitro
permettant un criblage : s'il n'exclut pas I'efficacité de ces remedes, il ne permet pas encore de
I'affirmer. Il faudra en effet déterminer si les composés actifs sont capables de pénétrer non pas
dans une gélose mais dans la peau et plus précisément dans un abcées cutané. Ll'utilisation de
modéles de peau in vitro pourrait alors se révéler une alternative pertinente a l'utilisation de

modeéles animaux®**.

Se pose alors la question de l'intérét d'une telle combinaison, non pas sur les différents

aspects d'un abcés (Chap.3-5) mais sur I'infection bactérienne en particulier.

Il pourrait notamment s'agir d'une complémentarité de spectre antibactérien. En effet, les
tests par microdilution en bouillon dans le Chapitre 3 - Etude des activités biologiques des différents
ingrédients ont pu mettre en évidence que les extraits de la gomme ammoniaque inhibent fortement
le développement des souches Gram+ testées et que l'acétate de cuivre permet d'inhiber le
développement des souches Gram- testées, la ou aucun extrait végétal n'a d'effet. De fait, les tests
par diffusion sur gélose de la préparation du reméde 1 R, indiquent que l'acétate de cuivre est
essentiel a l'activité in vitro du remede R: sur les bactéries Gram-. A l'inverse, la gomme
ammoniaque ne semble pas particulierement active dans ces conditions de test, certainement did a
son aspect collant limitant la surface de contact avec la gélose. La combinaison du sel de cuivre et
des drogues végétales pourrait donc présenter une complémentarité de cibles thérapeutiques, a
condition toutefois que les composés actifs passent bien de la drogue a la peau et de la peau a la
bactérie. Si c’est le cas, le spectre d'activité antibactérienne du reméde pourrait alors étre assez

large pour permettre d'éviter des surinfections, notamment par des Gram- comme P. geruginosa.

Il pourrait également s'agir d'une synergie entre les composés des différents ingrédients,
permettant une meilleure activité que s'ils étaient seuls. Aucune interaction antibactérienne n'a pu
étre mise en évidence entre les extraits hydroalcooliques des drogues végétales dans nos conditions
expérimentales (méthode de I'échiquier et indice FIC). A l'inverse, une interaction additive entre
I'extrait hydroalcoolique du mélange des 4 drogues végétales RDV-EH et |'acétate de cuivre Cu(OAc) a
pu étre observée (Chap.5.3, méthode de I'échiquier, suivi croissance 24h, indice FIC, n = 1). Aucune

interaction antibactérienne n'a pu clairement étre mise en évidence entre les extraits

Identification de nouvelles associations antibactériennes issues de la
Elora Aubert ) o 190
Pharmacopée Médiévale Arabe



Chapitre 5

hydroalcooliques des drogues végétales individuelles et I'acétate de cuivre dans nos conditions
expérimentales (méthode de I'échiquier, indice FIC). Néanmoins, un effet additif a été observé entre
I'extrait hydroalcoolique de gomme ammoniaque traditionnelle AMMO1-EH et le sel de cuivre
Cu(OAc), dans un des deux réplicats réalisés : des réplicats supplémentaires seront réalisés afin de
trancher sur le type d'interaction entre I'extrait et I'acétate de cuivre. Les composés extraits des
différentes drogues végétales dans I'éthanol a 70% (extraits hydroalcooliques) ne semblent donc
pas agir en synergie entre eux ou avec l'acétate de cuivre contre S. aureus, dans nos conditions

expérimentales.

La littérature décrit également la formation de nanoparticules meétalliques entre des
composés d'origine végétale (généralement sous la forme d'extraits) et des sels de divers métaux.
Ces nanoparticules présentent des propriétés antibactériennes mais également antibiofilms et sont
considérées comme une alternative pour les souches multi-résistantes: I'obtention de
nanoparticules métalliques a partir des drogues des remédes seraient donc une valorisation possible
de ces derniers. Des particules ont effectivement été obtenues en mélangeant ['extrait
hydroalcoolique des 4 drogues végétales RDV-EH ou du suc d'A. ferox commercial ALOF-EH a de
I'acétate de cuivre. Du cuivre a été détecté dans ces particules par ICP-AES et leur taille, forme et
structure cristalline sont en train d'étre analysées. Néanmoins, les tests de ces particules ont déja
démontré leur activité antibactérienne que ce soit sur des souches Gram+ comme S. aureus ou des
souches Gram-, mais également leur activité antibiofilm la ot ni I'extrait ni I'acétate de cuivre n'ont
d'activité. Si les particules formées entre les extraits végétaux et I'acétate de cuivre doivent encore
étre caractérisées, elles permettent une activité biofilm marquée par rapport a ces extraits et
I'acétate de cuivre. Leur synthése semble étre principalement due a la présence des composés
extraits du suc d'A. ferox commercial ALOF, la drogue ALOF constituant ¥ du mélange des 4 drogues
végétales RDV. La synthése de nanoparticules d'oxyde de cuivre CuO ou de nanoparticules d'argent

96,97,238

Ag a partir d'extrait de feuille d'A. vera étant décrite dans la littérature , il semble possible que

les particules obtenues contiennent des nanoparticules, ce qui expliquerait I'activité antibiofilm de

celles obtenues dans les mélanges RDV-EH/Cu(0AC)..
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Conclusion générale

L'étude de pharmacopées traditionnelles passées est une approche originale se penchant sur
des connaissances encore peu étudiées, mettant en lumiére l'activité de drogues végétales,
minérales et parfois animales sur des cibles identifiées a partir de leur usage traditionnel en prenant
en compte les associations et préparations utilisées. La reproduction des remédes nous a toutefois
amenés a relever plusieurs défis, autant pour l'identification des ingrédients que pour

I'approvisionnement et l'identification botanique des drogues végétales utilisées.

En effet, les ingrédients identifiés a partir de la traduction du manuscrit sont une des
interprétations modernes possibles de la composition de ces remedes. Cette interprétation est en
grande partie basée sur I'étude du materia medica dans I'aqrabadhin d'Al-Kindi réalisée par Martin
Levey en 1966, des siécles aprés la rédaction du manuscrit. L'espéce désignée par le nom
vernaculaire d'un ingrédient a donc pu changer au cours des siécles, tout comme les espéces en
elles-mémes, ou méme seulement leur chémotype. De plus, dans le cas de la myrrhe, de la gomme
sarcocolle et de la gomme ammoniaque, un méme nom vernaculaire a été employé pour désigner la
gomme-résine de plusieurs espéces, appartenant au méme genre ou non. Enfin, le vert-de-gris est
un mélange de divers sels de cuivre voire d'autres métal selon le minerai employé, ne pouvant se
résumer a uniquement de I'acétate de cuivre. Il s'agit Ia d'une des limites inhérentes a une approche
historique : les drogues végétales et le sel de métal identifiés ne peuvent pas exactement étre ceux
utilisés par les médecins au 9°™ siécle. Ainsi, si I'approche historique présente I'avantage d'utiliser
des pharmacopées encore peu étudiées du point de vue de I'ethnopharmacologie, elle apporte

également des difficultés supplémentaires concernant la vérification des informations.

L'approvisionnement des drogues végétales a également rencontré quelques obstacles et a,
de fait, occupé la totalité de mon stage de M2 et une partie de ma premiére année de thése. En
effet, si le suc d'aloés et la myrrhe sont disponibles sur les marchés connus du laboratoire, ce n'était
pas le cas de la gomme sarcocolle et de la gomme ammoniaque. De plus, les contrdles selon la
monographie de la Ph. Eur. et le profil phytochimique de cette myrrhe commerciale (COMA1) a
démontré sa mauvaise qualité. Des tradithérapeutes de pays utilisant encore ces 3 gomme-résines
ont donc été utilisés comme sources, avec toutefois I'inconvénient de ne pas indiquer |'espéce
productrice. L'identification de ces espéces a constitué le 3°™ défi majeur de la reproduction des
remédes. Par ailleurs, I'étude bibliographique de la gomme ammoniaque et de son histoire nous
pousse a penser que la gomme-résine que nous nous sommes procurées (AMMO1) est une « gomme
ammoniaque africaine » (F. tingitana et férules d'Afrique) et non de la « gomme ammoniaque
perse » (F. ammoniacum), la perse étant a priori utilisée par Al-Kindi. La reproduction des remédes
réalisée est donc encore différente de la composition théorique déterminée en amont, notamment

s

par l'inconnu de certaines especes. Toutefois, il est a noter que ces drogues végétales sont
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justement décrites comme pouvant provenir de plusieurs espéces, en particulier la myrrhe
gomme ammoniaque'’* ou le terme peut s'étendre a tout un genre méme si, depuis, la définition
s'est affinée a quelques espéces. Les propriétés thérapeutiques pourraient alors ne pas étre
confinées a une espéce, avec une famille de composés actifs commune : I'espéce aurait alors pu
avoir peu d'importance a I'époque (la notion d'espéce y étant elle-méme différente d'aujourd’hui).
Nous avons donc estimé que le niveau d'identification des drogues était suffisamment pertinent
pour reproduire les remédes. Néanmoins, ces difficultés ont mis en lumiére la complexité d'une
étude sur du matériel végétal d'origine étrangére : une solution serait une collaboration encore plus
étroite avec nos partenaires a l'international (notamment au Maroc). Un prélévement pourrait alors

étre fait sur place, avec I'expertise d'un botaniste local.

De plus, la comparaison du profil phytochimique de la myrrhe traditionnelle (MYRR1) a celui
d'un d'échantillon d'une myrrhe issue du droguier de Tours (MYRR2) en guise de référence a permis
de confirmer qu'il s'agissait bien de myrrhe, méme si I'espéce en reste toujours inconnue.
Concernant la gomme ammoniaque, la comparaison a un échantillon issu du droguier de Tours
(AMMO03) a montré des profils trés différents : il pourrait alors s'agir de 2 gomme-résines de 2
espéces de férule distinctes et avec un profil visuellement tres différent. Néanmoins I'identification
putative des composés majoritaires a permis d'apporter des éléments de réponses sur |'espéce
productrice avec le férulénol 36, suggérant une production par F. communis (chémotype toxique). Si
I'identité des espéces a l'origine des drogues végétales ne sont pas toutes établie, la composition
chimique des extraits réalisés nous a permis d'émettre des hypothéses appuyées par plusieurs
éléments. Une identification des différentes drogues par extraction d'ADN pourrait confirmer ces
hypothéses mais elle est compliquée du fait qu'il s'agisse d'exsudats et non d'organes de plantes
pour toutes les drogues végétales (peu d’ADN en bon état). Toutefois, I'identification des espéces
botaniques pourrait étre affinée en réalisant une nouvelle comparaison des profils chimiques avec
des échantillons de référence dont l'origine botanique est connue. Cette comparaison pourrait
notamment se faire par GC-MS, cette technique étant particulierement adaptée aux composés

volatils et aux petites molécules organiques en général.

Les remeédes sélectionnés étant prescrits contre des abcés cutanés, les différents
ingrédients ont été testés pour 3 activités biologiques liées a la résorption de ce genre d'infections :
I'activité antibactérienne (en particulier sur S. aureus), l'activité pro ou anti-inflammatoire et la
cicatrisation, a l'aide de modéles in vitro. Il a ainsi pu étre mis en évidence que la gomme
ammoniaque AMMO1 présente une forte activité antibactérienne sur les bactéries Gram+ testées.
Une CMI proche d'un antibiotique commercial et avec un indice de sélectivité satisfaisant ont
d'ailleurs été obtenus sur S. aureus. 1'acétate de cuivre permet quant a lui d'atteindre les bactéries
Gram- testées, naturellement beaucoup plus résistantes aux antibiotiques. De plus, la reconstitution

du remede et son test par diffusion sur gélose a permis de confirmer I'activité antibactérienne in
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vitro du remeéde sur plusieurs souches, Gram+ et Gram-. Le suc d'aloés ALOF, la myrrhe MYRR et la
gomme sarcocolle SARC ont quant a elles présenté une activité anti-inflammatoire. Cette activité
sera davantage caractérisée a l'aide d'autres tests in vitro dans un futur proche, notamment par
dosage de cytokines anti-inflammatoires. Enfin, concernant l'activité cicatrisante, aucune activité
notable n'a été mise en évidence : de nouveaux tests vont étre conduits prochainement dans des
conditions différentes, évitant notamment le biais que pourrait causer I'apoptose des fibroblastes
suite a la « coupure » du tapis cellulaire. Les 5 ingrédients, végétaux comme métallique, semblent
ainsi présenter une complémentarité d'activités biologiques (et de spectre bactérien pour la gomme
ammoniaque et le sel de cuivre) face a un abcés cutané infectieux. La combinaison de plusieurs
ingrédients pourrait alors s'expliquer par une approche holistique de l'infection, en accord avec
I'usage traditionnel des différentes drogues rapporté dans la littérature. Ces résultats nous
permettent donc d'apporter des éléments de réponse a notre premier objectif de comprendre le
fonctionnement des remédes sélectionnés. Toutefois ces tests in vitro sont bien éloignés d'un réel
abcés. Tout d'abord il s'agit de bactéries en conditions de laboratoire (trés différentes de celles de la
peau) et de cellules murines. De plus, comme on a pu le supposer avec le test de la gomme
ammoniaque déposée directement sur de la gélose, tous les composés ne vont pas forcément
diffuser de la drogue a l'intérieur de l'abceés. De plus, I'activité inflammatoire n'est pas forcément
souhaitée lorsque l'infection bat son plein: il serait alors pertinent d'identifier les composés
responsables de cette activité et leur diffusion au cours du temps au sein d'un abceés. A l'avenir, il
serait donc intéressant de tester ces activités sur un modéle plus proche des conditions d'application
du remeéede afin de voir si cette activité est conservée, comme sur des cellules humaines dans un
premier temps puis sur un modeéle de peau par exemple. Concernant la cytotoxicité, les drogues
végétales se sont révélées peu toxiques par rapport a leur activité biologique, a I'inverse de I'acétate
de cuivre. Il est cependant a souligner que I'application topique des reméedes permet |'utilisation de
doses plus élevées avec moins d'impact systémique que pour des remédes ingérés, pouvant
expliquer I'usage de drogues connues pour leur toxicité. Par ailleurs, cette cytotoxicité sera testée

sur des modéles in vitro de cellules humaines pour plus de pertinence.

Nous nous sommes intéressés a la compaosition chimique de la gomme ammoniaque AMMO1,
I'ingrédient des remédes étudiés montrant l'activité antibactérienne la plus marquée dans nos
conditions expérimentales. Aprés un fractionnement bioguidé, les composés majoritaires des deux
fractions actives ont pu étre isolés et identifiés par HRMS et RMN. Il s'agit du férulénol 36 et de |'w-
hydroxyférulénol 43, deux 4-hydroxycoumarines présentes chez le chémotype toxique de
F. communis et décrites pour leur activité antibactérienne notamment sur S. aureus. Un troisieme
composé a été isolé et ce dernier, n'étant pas décrit dans la littérature scientifique a notre
connaissance, a été nommé coumaryl 12-férulénol dans le cadre de cette thése. La détermination de

sa structure indique qu'il s'agit d'un dérivé du férulénol 36 et les tests antibactériens in vitro ont
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révélé une forte activité antibactérienne sur les souches Gram +. Cependant, le férulénol 36, I'w-
hydroxyférulénol 43 et de maniére plus générale les 4-hydroxycoumarines sont décrites comme
toxiques. Elles sont notamment tenues responsables de la férulose sur le bétail ayant consommé des
pieds de F. communis contenant cette famille de composés. Ces trois molécules sont-actuellement
isolées par la doctorante Capucine Braillon en quantité suffisante afin de tester leur activité
antibactérienne et cytotoxique, permettant ainsi de déterminer et comparer leur indice de

sélectivité. Ce dernier permettra de déterminer le réel potentiel antibactérien de ces composés.

Enfin, concernant les associations plantes/métal étudiées a travers ces remedes, la
reconstitution du reméde n°1 a également permis de confirmer la complémentarité de spectre
antibactérien entre les drogues végétales et I'acétate de cuivre par diffusion sur gélose. L'étude de
la pharmacopée d'Al-Kindi nous a donc permis de mettre en lumiére une nouvelle association plante-
métal antibactérienne, notre deuxiéme objectif étant de valoriser ce type de combinaison.
Néanmoins, cette association est intéressante dans un contexte in vitro précis. Dans |'optique d'un
usage actuel, I'utilisation de composés purs ou a minima d'extraits dosés est nécessaire pour une
question de contrdle de la dose. L'association des extraits végétaux et de |'acétate de cuivre permet
effectivement de toucher les souches Gram+ et Gram-, sans toutefois présenter de synergie ni
méme d'addition entre les extraits individuels et le sel de cuivre. Seul I'extrait du mélange des 4
drogues végétales (RDV) montre une addition avec I'acétate de cuivre : cette addition doit cependant

étre confirmée par plusieurs réplicats.

En paralléle, la combinaison des drogues végétales et de l'acétate de cuivre a été
approfondie selon un autre axe, s'éloignant de la pratique traditionnelle rapportée dans les remédes.
Une interaction plante/métal actuellement étudiée d'un point de vue antibactérien est la synthése
verte de nanoparticules métalliques a l'aide d'extraits végétaux et de sels de métaux. L'ingénieur
Régine Janel a donc entrepris cette synthése a I'aide des extraits des drogues végétales et le sel de
cuivre constituant les remedes. Si ces particules sont encore en cours de caractérisation, la présence
de cuivre a déja été mise en évidence et la synthése semble dépendre grandement de I'extrait du suc
d'aloés ALOF. Mais les résultats les plus remarquables sont leur activité biologique. En plus d'une
forte activité antibactérienne, une activité antibiofilm sur des souches Gram+ comme Gram- a été
mise en évidence, la ou ni I'extrait ni I'acétate de cuivre seuls n'avaient d'effet. Ces expériences
viennent donc confirmer une autre association plantes/métal antibactérienne a travers la synthése
de particules métalliques, ces particules permettant méme d'impacter les biofilms. De plus, si la
synthése de nanoparticules métalliques a déja été mise en évidence avec un extrait de feuille d'aloés
et du gel d'aloés, a notre connaissance c'est la premiéere fois que des particules ont été obtenues
entre du latex d'aloés et de I'acétate de cuivre. Le latex étant actuellement moins utilisé que le gel, il

pourrait s'agir d'une valorisation possible. Toutefois, la question de la reproductibilité sera centrale.
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Les expérimentations en chimie et une partie des tests antibactériens ont été réalisées de ma main
au sein de I'UMR7200 et de 'UMR7242, mais également par de nombreux collaborateurs auquel cas

mentionnés en début de paragraphe.

1. Procédures générales

1.1. Solvants

Des solvants de pureté = 99 % ont été utilisés pour les extractions solide/liquide des drogues
végétales, pour les différentes étapes d'extractions liquide/liquide, de séparations LC et par LC-Flash
au cours du fractionnement bioguidé, ainsi que pour les CCM réalisées tout au long de ces étapes.
Pour la séparation par HPLC semi-préparative ainsi que les analyses par HPLC-DAD, des solvants de

pureté = 99,9 % et de I'eau ultra pure (H,0 mQ) ont été utilisés.

1.2. Chromatographies sur Couche Mince (CCM)

La CCM est une technique séparative facilement réalisable et peu onéreuse basée sur le
principe d'affinité avec la phase stationnaire, ici par liaisons hydrogénes avec la silice non-greffée
(phase normale). Des plaques de gel de silice 60 F,ss sur support aluminium (Merck) et des plaques

de gel de silice 60 F,s4 greffée Cis (phase inverse) sur support aluminium (Merck) ont été utilisées.

La visualisation s'est faite dans un premier temps sous UV a 254 et 365 nm, puis par révélation a
I'aide de la vanille sulfurique. Pour cela, les plaques étaient pulvérisées d’'une solution éthanolique
de vanilline a 1 % puis d'une solution éthanolique d'acide sulfurique a 10 %, avant d'étre chauffées

a 110 °C environ?*.

1.3. Conditionnement

Les extraits, fractions et composés isolés ont été séchés par évaporation a l'aide
d’'évaporateurs rotatifs dans des bains a +/- 37 °C et les derniéres traces d'eau ont été éliminées par
sublimation via un lyophilisateur. Les extraits ont été stockés a 4 °C, les fractions et composés a -
20°C, le tout a I'obscurité. Ces méthodes ont permis de limiter la dégradation de potentiels composés

thermosensibles.
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1.4. Techniques analytiques : instruments, paramétres et préparations des

échantillons

Les analyses HPLC-DAD ont été réalisées avec un gradient ACN/H;0, avec 0,1 % de TFA dans
les deux solvants (Tableau 42). les échantillons a analyser ont été solubilisés dans du
MeOH (2 99,9 %), puis filtrés sur des filtre-seringues en PTFE ou en cellulose, non stérilisés, de

porosité 0,45 pm.

Les analyses HPLC-HRMS ont été réalisées au sein de la Plateforme d'Analyses Chimiques de
Strasbourg Illkirch (PACSI) avec un gradient ACN/H,0, avec 0,05 % d'acide formique dans les deux
solvants (Tableau 42)Erreur! Source du renvoi introuvable.. L'ionisation et la fragmentation a été
faite selon les parameétres résumés dans le Tableau 43 (page suivante). Les échantillons ont été
solubilisés dans du MeOH (= 99,9 %) puis filtrés sur des filtre-seringues en PTFE ou en cellulose, non

stérilisés, de porosité 0,45 um.

Les analyses RMN ont été réalisées au sein du PACSI a I'aide d'un spectrométre RMN 500 MHz
Ultrashield+, console Avance III (Bruker), équipé d'une sonde BBFO+. Les échantillons ont été
solubilisés dans le solvant deutéré adapté (Sigma-Aldrich) puis filtrés sur des filtre-seringues en
PTFE ou en cellulose, non stérilisés, de porosité 0,45 um. Les déplacements chimiques sont exprimés
en ppm en fonction du signal résiduel du solvant, et les constantes de couplage sont exprimées en
Hz. Les signaux sont décrits comme des singulets (s), des doublets (d), des triplets (t), des
quadruplets (q), des quintuplets (quint), des miltiplets (m), des doublets de doublets (dd), des triplets
de doublets (td), des triplets de quadruplets (tq) et des triplets de quintuplets (tquint).

Tableau 42 - Caractéristiques techniques des analyses HPLC-DAD et HPLC-HRMS

HPLC-DAD HPLC-HRMS/MS
Appareil Chaine HPLC Agilent Technologies ~ Chaine HPLC Agilent Technologies
1200 6520
Colonne Interchim Uptisphere @ Strategy  Interchim Uptisphere @ Strategy ™
™(C18-3, 5 um, 250 x 4,6 mm C18-3, 5 ym, 250 X 4,6 mm
Température du four = 37 °C
Volume d'injection 10 pL 5 ML
Concentration 10 mg/mL 10 mg/mL
ACN 0,1 % TFA / H,0 mQ 0,1 %
Solvants ACN 0,05 % AF/ H,0 0,05 % AF
TFA
Débit 0,8 mL/min 0,8 mL/min
i . Electrospray Ionisation mode & Time-
Détecteur Diode Array Detector (DAD)

of-Flight analyzer (ESI-Q-TOF)

ACN : acétonitrile ; TFA : acide trifluoroacétique ; AF : acide formique
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Tableau 43 - Parameétres utilisés pour les analyses en spectrométrie de masse

Plage de m/z balayée (MS) 115 - 2000 m/z
Plage de m/z balayée (MS/MS) 50 - 2000 m/z
Fréquence d'acquisition (MS et MS/MS) 3 spectres/s
Voltage du capillaire 3500V

Débit de gaz de désolvatation 8 L/min
Pression du gaz de nébulisation 30 psig
Température de la source 340 °C

Energie de collision 30,0 eV

1.5. Techniques séparatives: instruments/matériel, paramétres et

préparations des échantillons

Les LC sur colonne ouverte ont été réalisées sur gel de silice (taille des pores 60 A,
granulométrie 40 - 63 uym, maillage 230 - 400 Mesh, Sigma-Aldrich). L'élution s'est faite soit de
maniére isocratique, soit par paliers isocratiques en faisant augmenter la proportion du solvant
ayant la plus grande force éluante (série éluotropique ou classification de Snyder). La collection des

fractions s'est faite a la main tous les 5 mL et le suivi a été fait par CCM.

Les LC-Flash ont été réalisées sur une chaine Spot™ II Ultimate (Armen Instrument) équipée
d'un détecteur UV a barrette de diode DAD. L'appareil est contrélé par le logiciel Armen Glider Flash
et permet une collection automatique des fractions en fonction de I'absorbance a une longueur
d'onde donnée. Des colonnes pré-paquées de gel de silice ont été utilisées (Fast Connect, A.LT.
France), de grammage et granulométrie variables selon les besoins : 4 g ou 12 g ; 40-60 pum (silice
irréguliére) ou 20-40 pm (silice BP-SUP). Les dépdts ont été faits en fonction du grammage de la
colonne (4 a 400 mg pour 4 g de gel, 40 @ 1200 mg pour 12 g), par injection directe dans le plus petit
volume possible du mélange de solvant utilisé en début d'élution. Le débit était adapté en fonction

du grammage de la colonne (5 mL/min pour 4 g de gel et 20 mL/min pour 12qg).

Les HPLC semi-préparatives ont été réalisées sur une chaine PLC 2050 (Gilson) équipée d'un
détecteur DAD et d'une boucle d'injection de 5 mL et une colonne préparative Zorbax Eclipse SB-Cis a
été utilisée (5 ym, 21,2 x 250 mm, Agilent Technologies). L'appareil est contrdlé par le logiciel Gilson
Glider Prep et permet la aussi une collection automatique en fonction de l'absorbance a une
longueur d'onde donnée. L'élution s’est faite par gradient ACN/H,0, avec ou sans acide (TFA ou acide
acétique).
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2. Approvisionnement des ingrédients des remédes étudieés,

extraction et contrdles des drogues végeétales

2.1, Approvisionnement en matiére premiére

Les différentes drogues végétales proviennent soit d'un intermédiaire commercial francais,
SAS Cailleau Herboristerie (6 rue de Strasbourg, 49120 CHEMILLE-EN-ANJOU, France), soit de
commerces traditionnels de pays ou elles sont commercialisées. Le détail de leur provenance est
résumé dans le Tableau 4. Pour le vert-de-gris, de l'acétate de cuivre C4HsCuO, de chez Strem

Chemicals Inc. (Newburyport, Massachusetts) a été utilisé sous forme de poudre anhydre.

Les drogues de référence pour comparaisons proviennent de différents droguiers et sont
résumées dans le Tableau 5. Le houblon HUML a été cueilli a Illkirch, France (numéro Voucher :
STR040551).

2.2, Extractions des différentes drogues végétales

Les extractions ont été réalisées au sein de 'UMR7200 et une partie par Loya SCHOEFFEL,
stagiaire de M1 sous la direction de Catherine VONTHRON-SENECHEAU et avec mon encadrement ;
Fatlind NEZIRI, stagiaire de L2 sous la direction de Pierre FECHTER et avec I'encadrement de Maél
GAINCHE et moi-méme ; Megi GJIKOLAJ, stagiaire de M2 sous la direction de Sergio ORTIZ et en partie

sous mon encadrement.

Pour chaque drogue végétale (ou mélange de drogues végétales), trois extractions non-
successives ont été réalisées dans 3 solvants de polarité décroissante : éthanol a 70% EtOH70%,
acétate d'éthyle EtOAc et dichlorométhane DCM. Pour le houblon HUML, une extraction dans le

méthanol MeOH a été réalisée.

Tout d'abord les drogues en larmes ou blocs ont été broyées au mortier, lorsque leur texture
le permettait : la gomme ammoniaque s'est révélée trop collante pour cette étape et pour les cones
de houblon séchés, le cryobroyage a été utilisé. Ensuite les extractions été réalisées par macération
de 72 h en renouvelant le solvant d’'extraction toutes les 24 h, dans des proportions drogue/solvant
1/10 (m/Vv), sous agitation magnétique et a I'abri de la lumiére. Le renouvellement du solvant était
fait en filtrant I'extrait: le marc était remis a extraire dans un volume de solvant non-saturé en
composés et le filtrat était évaporé afin d'obtenir un extrait sec. Cette méthode a permis d'épuiser
les drogues en composés solubles, les 3 extraits secs étant ensuite regroupés et traités comme un

seul et méme extrait.
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2.3, Contrdle de l'identité botanique et caractérisation des drogues

végétales

2.3.1.  Contrdle de l'identité botanique a I'aide la Ph. Eur. 11.0

Différents contrdles ont été réalisés sur les drogues végétales en fonctions des informations
disponibles sur leur provenance et sur leur caractérisation dans la littérature scientifique. Dans un

premier temps, les monographies de la Ph. Eur. 11.0 ont été utilisées.

Le suc d'aloés du Cap (Aloe ferox Mill.) et la myrrhe (Commiphora sp.) ont des monographies
dédiées dans la Ph. Eur. décrivant des controles afin de vérifier leur identité botanique. Ces
monographies se trouvent en annexe. Les diagnoses macroscopiques et microscopiques ont été

réalisées, ainsi que les contréles par CCM.

2.3.2.  Caractérisation des extraits et comparaison a des références par HPLC-DAD et

HPLC-HRMS/MS

Les profils chromatographiques ont été réalisés par HPLC combinée a soit un détecteur a
barrette de diode (que l'on abrégera ici par HPLC-DAD), soit un Spectrométre de Masse Haute
Résolution avec un mode d'ionisation electrospray (ESI) et un analyseur Time-of-Flight (ToF) (que

I'on abrégera ici par HPLC-HRMS/MS).

La gomme sarcocolle et la gomme ammoniaque ne bénéficient pas de monographie a la Ph.
Eur. et, dans le cas de la myrrhe, la monographie ne permet pas d'identifier I'espéce. Aussi une
caractérisation des extraits par HPLC-DAD et HPLC-HRMS/MS a été réalisée afin de pouvoir comparer
leur profil chromatographique aux données de la littérature scientifique mais également a des

échantillons de référence provenant de différents droguiers.

Les méthodes utilisées ont été les suivantes, en HPLC-DAD comme en HPLC-HRMS :

e Méthode « REFERENCE » (utilisée en premiére intention)

Temps
. Solvant A : ACN Solvant B : H,0 mQ 9% Solvant A : ACN
(min.)
0 5 95 100
10 5 95 75
40 100
50
50 100
55 5 95 25
60 5 95 .
o] 10 40 50 55 60
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e Méthode « ALOES » (adaptée aux échantillons ALOF)

Temps
. Solvant A : ACN Solvant B : H,0 mQ % Solvant A : ACN
(min.) 100
0 15 85
10 15 85 7
40 55 45
50
45 100
50 100 0 25
55 15 85
o]
60 15 85 0 10 40 45 50 55 60

e Méthode « DOREMA » (adaptée aux échantillons AMMO mais aussi COMA & MYRR)

Temps

. Solvant A : ACN Solvant B : H,0 mQ % Solvant A : ACN
(min.) 100

0 50 50

10 50 50 75

35 75 25

50

45 75 25

55 100 0 25

65 100

67 50 50 ’

0 10 35 45 55 65 67 70
70 50 50

e Méthode « SARCOCOLLE-HYDRO » (essai d'optimisation pour I'échantillon SARC-EH)

Temps
. Solvant A : ACN Solvant B : H,0 mQ % Solvant A : ACN
(nnnj 100
0 5 95
5 30 70 7
35 70 30 o
40 100
50 100 0 25
55 5 95 .
60 5 95 1} 5 35 40 50 55 60
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® Méthode « SARCOCOLLE-LIPO » (essai d'optimisation pour les échantillons SARC-A & SARC-D)

Temps
. Solvant A : ACN Solvant B : H,0 mQ % Solvant A : ACN
(min.) 100
0 5 95
20 70 30 75
40 100
50
50 100
55 5 95 25
60 5 95
o}
0 20 40 50 55 60

La liste des méthodes utilisées pour chacun des extraits est résumée dans le Tableau 44. Nos
échantillons et les échantillons de référence ont été analysés dans les mémes conditions afin de

permettre une comparaison.

Les analyses HPLC-HRMS/MS ont également permis de faire de la déréplication sur nos
extraits, c'est-a-dire identifier une partie des molécules s'y trouvant sans avoir a passer par une
étape d'isolement et de purification. Ll'identification de composés déja décrits est possible en
comparant a la littérature scientifique la prédiction de la formule brute (sur la base du signal m/z des
ions protonés ou déprotonés) ainsi que sur les signaux m/z des ions obtenus aprés fragmentation.
Pour cela le logiciel MZmine 3 (logiciel libre) a été utilisé ainsi que le site de ChemCalc pour la
prédiction de la formule brute®®. L'identification putative de certains composés a permis d'appuyer

ou non nos hypothéses sur l'identité botanique des drogues végétales.
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Tableau 44 - Méthodes HPLC utilisées pour chaque extrait

Méthodes 3 .
.. Méthodes utilisées
Drogue Solvant Code utilisées en
en HPLC-HRMS/MS
HPLC-DAD
EtOH 70% ALOF-EH
. REF ALOES
Suc d'A. ferox commercial EtOAC ALOF-A
DCM ALOF-D / /
EtOH 70% COMA1-EH
Gomme résine de C. abyssinica
. EtOAC COMA1-A REF ; DOREMA DOREMA
commerciale
DCM COMA1-D
Gomme résine de C. abyssinica
L. EtOAC COMA2-A DOREMA DOREMA
de référence
EtOH 70% MYRR1-EH
Myrrhe traditionnelle (Maroc)  EtOAc MYRR1-A REF ; DOREMA DOREMA
DCM MYRR1-D
Myrrhe de référence EtOAC MYRR2-A DOREMA DOREMA
EtOH 70% SARC-EH REF SARCOCOLLE-HYDRO
Gomme sarcocolle (Pakistan) EtOAC SARC-A
REF SARCCOCOLLE-LIPO
DCM SARC-D
EtOH 70% AMMO1-EH
Gomme ammoniaque
. EtOAC AMMO1-A REF ; DOREMA DOREMA
traditionnelle (Maroc)
DCM AMMO1-D
Gomme ammoniaque de
EtOAC AMMO3-A DOREMA DOREMA

référence

Solvants utilisés : EtOH70% éthanol a 70% ; EtOAc acétate d'éthyle ; DCM dichlorométhane

2.3.3.  Extraction et amplification de I'ADN de la gomme ammoniaque AMMO1

2.3.3.1. Extraction de I’ADN

L'extraction de I'ADN s'est faite selon le protocole d'extraction d'ADN au CTAB habituellement
utilisé au sein de I'UMR 7362, en adaptant I'extraction selon I'étude Alaoui et al, 2013°% sur
I'extraction d’ADN de hashish, la résine de Cannabis sativa L. (Cannabaceae, 1753). Cette extraction
adaptée aux résines est basée sur le protocole proposé pour les matrices complexes lors d'un cours
de formation du Centre commun de recherche de la Commission européenne sur I'extraction et la

purification d'ADN, en 2006°%*,

La solution extractive a été préparée avec 14 mL de NaCl (apporte les ions Na+ qui vont

neutraliser les phosphates de I'ADN), 2 mL d'EDTA (protége I’ADN des nucléases en liant les ions Mg+,
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cofacteurs nécessaires a ces enzymes), 5 mL de tampon TrisHCI (pH = 8), 2 g du tensioactif bromure
de cétyltriméthylammonium CTAB (forme un complexe avec I'ADN) et ajustée a 50 mL avec de |'eau

distillée. Les différents éléments ont été solubilisés en chauffant a 50°C sous agitation.

Des quantités de 100 mg de gomme ammoniaque AMMO1 ont été mises dans 500 pL de
chloroforme/alcool isoamylique (24:1) et 500 pL de solution extractive et la préparation a été
mélangée a l'aide d'un vortex. La gomme étant trés hydrophobe, le chloroforme a été ajouté en
méme temps que la solution extractive afin de solubiliser la matrice, perturber la membrane
d'éventuelles cellules, et ainsi libérer I'ADN potentiellement présent. Le chloroforme permet
également d’extraire une partie des molécules présentes dans la gomme, lipides, protéines et autres
impuretés, ces molécules pouvant géner I'amplification de I'ADN??*, Aprés 20 minutes de déphasage
et centrifugation 10 min a 13 500 rpm, la phase aqueuse supérieure contenant I'ADN a été récupérée
et mise a incuber a 65°C pendant 1h en agitant toutes les 10 minutes. Ensuite, 600 yL de cette phase
aqueuse ont été de nouveau lavés avec 800 pL de chloroforme/alcool isoamylique. Aprés 20 minutes

de déphasage et centrifugation 10 min a 13 500 rpm, la phase aqueuse a été récupérée.

L'ADN a ensuite été récupéré par précipitation dans |'eau en ajoutant de I'éthanol (neutralise
la charge partielle de I'eau) et de |'acétate de sodium NaOAc (les ions Na+ neutralisent la charge
négative des phosphates de I'ADN). Pour cela, 500 pL de phase aqueuse ont été vortexés avec 25 pL
de NaOAc 3 M . Puis 500 pL d'éthanol a 70% a - 20°C ont été ajoutés et la préparation a été de
nouveau vortexée. L'ADN a été laissé a précipiter 30 minutes a - 20°C. Aprés centrifugation 10 min a
13 500 rpm, les tubes ont été immédiatement mis dans un portoir réfrigéré afin d'enlever le
surnageant. Puis le culot a été de nouveau précipité avec 500 uL d'éthanol a 70% a - 20°C et aprés
centrifugation 5 min 13 500 rpm, le surnageant a été de nouveau éliminé. Les derniéres traces ont
été éliminées avec 10 min dans un bain a sec a 50°C. L'ARN a ensuite été éliminé a I'aide de RNase.
Une solution de RNase a été diluée au 100°™ dans du tampon TE et 100 pL sont ajoutés sur le culot
sec. Apres re-solubilisation de I'ADN, la solution a été mise a I'étuve 1h a 55°C, en vortexant une fois
au bout d'une demi-heure. L'ADN a été gardé dans le tampon TE a 4°C. La quantité d'ADN a été
mesurée via la fluorescence de la solution, I'ADN étant révélé a l'aide d'un réactif Qubit et la

fluorescence résultante mesurée avec un fluorimétre Qubit.

Au vu du peu de quantité d'ADN obtenue, différentes stratégies de concentration ont été
testées. Dans un premier temps, les différents extraits d'ADN déja réalisés ont été mélangés dans un
méme tube, puis la derniére étape de précipitation a I'alcool du protocole détaillé précédemment a
été appliquée. Puis, dans un deuxiéme temps, le kit d'extraction d’ADN de plante DNeasy Plant Mini

Kit (QIAGEN, Venlo, Pays-Bas) a été utilisé.
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2.3.3.2. Amplification de I'’ADN
L'amplification s'est faite par Polymerase Chain Reaction PCR (ou Amplification en Chaine par

Polymérase ACP en francais) sur la région ITS.

Les régions Internal Transcribed Spacer ITS (ou Espaceur Interne Trancrit en francais) désigne
la portion d'ADN nucléaire ribosomique non-codant située entre les génes de la petite et de la
grande sous-unité de l'acide ribonucléique ribosomique. Ces régions sont utilisées pour I'étude
phylogénétique des eucaryotes et notamment pour le genre Ferula, elle présente donc I'avantage

d'avoir été séquencée pour beaucoup d'espéces du genre'’®%44724¢

. Dans un premier temps
I'amplification s'est faite pour obtenir la régions ITS en entier, puis seulement sur I'ITS2 (Figure 99),
une partie de la région ITS de plus petite taille (environ 250 paires de bases) et donc plus adaptée
aux échantillons dont I'ADN est dégradé, comme nous le supposons pour la gomme ammoniaque

traditionnelle AMMO1.

NTS NTS
ITS region ITS region
ITS1  ITS2 IT51  ITS2
L [ 18s] 1] | 285 | [ 18s ] J] | 283
5'ETS 5,88 S'ETS 5,85

Figure 99 - Organisation des ADN ribosomaux eucaryotes nucléaires : les génes codant I'’ARN ribosomal sont
organisés en tandem, chaque cluster contenant le géne codant I’ARN 18S de la petite sous-unité du
ribosome, I'Internal Transcribed Spacer ITS1, le géne codant I'’ARN 5,8S de la grande sous-unité du ribosome,
I'Internal Transcribed Spacer ITS2 et le géne codant I’ARN 26 ou 28S de la grande sous-unité du ribosome

La PCR est une technique permettant d'obtenir de grande quantité d'une séquence ADN
spécifique a partir d'un échantillon. Pour cela on dénature I'ADN double brin a 95°C, puis on hybride
les amorces ITS & 70 °C. Ici des amorces ITS de White et al, 1990%*° et des amorces ITS2 de Chen et al,
2010%° ont été utilisées. Puis la séquence est complétée a partir de cette amorce en utilisant les
oligonucléotides présents dans le milieu de réaction et une polymérase bactérienne capable de
fonctionner a haute température, la Taq polymérase. Ici 30 cycles ont été réalisés a l'aide d'un

thermocycleur.

Une fois la séquence amplifiée, elle est séquencée a l'aide de la méthode de Sanger et
comparées aux bases de données disponibles comme GenBank. Malheureusement la quantité et la

qualité de I'ADN extrait ne nous a pas permis d'aller jusqu'a cette étape.

Identification de nouvelles associations antibactériennes issues de la
Elora Aubert ) o 210
Pharmacopée Médiévale Arabe



Partie expérimentale

3. Tests sur cellules eucaryotes

Afin de poursuivre |'étude de ces remédes du coté de I'hdte, deux types cellulaires ont été utilisés
afin de déterminer la toxicité des différents ingrédients sur des cellules eucaryotes et leur effet sur
I'inflammation (extraits végétaux et sel de cuivre). Ces expériences ont été réalisées au sein de
I'UMR 7199 - Equipe 3Bio par Geoffrey Bianchi et Camila Cevallos, deux stagiaires en deuxiéme
année de Master sous la tutelle de la Pr. Sylvie Fournel (UMR 7199) et du Dr. Pierre Fechter (UMR
7242), avec l'encadrement de Mme Cendrine Seqguin (UMR 7199). Les protocoles rapportés ci-
dessous sont tirés de leurs travaux de stage et des rapports communiqués par I'équipe. Les
différents tests ont été réalisés sur les extraits a I'acétate d'éthyle des différentes drogues et sur

I'acétate de cuivre, sur des macrophages murins RAW 264.7 et des fibroblastes murins Swiss 3T3.

Les différents extraits secs ont été resolubilisés dans du DMSO a 100 mg/mL puis filtrés sur
une membrane PVDF dotée de pores de 0,1 um (Merck-millipore). L'acétate de cuivre a quant a lui
été solubilisé dans I'eau. Toutes les solutions utilisées en culture proviennent de Sigma Aldrich a

I'exception du sérum de veau feetal (SVF) qui provient de chez Gibco.

3.1, Culture cellulaire

Les macrophages murins RAW 264.7 (ATCC TIB-71TM) ont été cultivées dans du milieu DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-high glucose) contenant de la glutamine stabilisée, 5% de
sérum de veau feetal (VF), 100 U/ml de pénicilline et 0,1 mg/ml de streptomycine. Les fibroblastes
NIH3T3 ont été cultivées en plaque 96 puits, avec 2,5.10* cellules par puits dans du milieu RPMI
(Roswell Park Memorial Institute medium) contenant 10 % de sérum de veau feetal (SVF Gibco) et un
mélange pénicilline (100 U/ml) /streptomycine (0,1 mg/ml) en « prophylaxie ». Les conditions de

culture étaient 37°C avec 5% de CO; et 95% d'humidité.

Une fois que les cellules adhérentes ont atteint une confluence® d'environ 90%, le milieu
DMEM était retiré et la boite de culture était rincée deux fois avec 5 mL de tampon phosphate salin
PBS (Phosphate Buffered Saline). Les macrophages étaient ensuite détachés par incubation dans une
solution de Trypsine-EDTA (0,5 g/L de Trypsin, 10 mM EDTA) pendant 5 minutes a 37°C. Les cellules
ont été centrifugées en PBS 5 minutes a 200 g. Aprés comptage, les cellules ont ensuite été

resuspendues dans du milieu de culture complet.

*La confluence est le degré d'écartement qui existe entre des cellules adhérentes cultivées en monocouche, 100 % de confluence
correspondant a un tapis cellulaire sans interstice entre les cellules.
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Les cellules ont alors été incubées avec les différents extrait ou l'acétate de cuivre en plaque
96 puits a fond plat dans du DMEM de maniére a 5.10* cellules par puits. Les échantillons a tester ont
ensuite été ajoutés, a différentes concentrations selon les tests. Les cellules ont été incubées a 37°C

pendant 24h a 72h (scratch tests) dans un volume total de 100 yL1/puit.

Pour les tests d'inhibition de la réponse inflammatoire, les macrophages ont été incubées
avec du lipopolysaccharide LPS a 50 ng/mL 4h apreés la mise en contact des extraits ou du cuivre avec

les cellules.

Lors de ces expérimentations, la DO a été lue a 450 nm a l'aide d'un spectrophotomeétre
SAFAS FLX-Xenius. Les figures ont été réalisées a l'aide du logiciel Prism, de méme que les tests

statistiques (tests ANOVA a un seul facteur avec un seuil de signification o = 0,05).

3.2, Tests de cytotoxicité (test MTS)

La toxicité des extraits et du sel de cuivre sur les macrophages et les fibroblastes a été
évaluée en mesurant l'activité mitochondriale au bout des 24h d'incubation, sur des gammes de
concentrations allant de 7,812 pg/mL a 500 pg/mL pour les extraits et de 0,0625 a 4 mM pour

['acétate de cuivre.

Pour cela, l'activité des enzymes déshydrogénases NADP-H dépendantes a été dosée par test
MTS a l'aide du test commercial CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation (Promega). Ce
test consiste @ mettre en contact un sel de dérivé de tétrazolium [3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxyméthoxyphényl)-2-(4-sulfophényl)-2H-tétrazolium] avec les enzymes mitochondriales afin
de réduire ce dernier en colorant de type formazan. Aprés 24 h d'incubation, les surnageants ont été
retirés et les cellules incubées avec 100 pL d'une solution de tétrazolium diluée au 1/5 dans du PBS
pendant 1 h a 37°C. La DO a ensuite été lue a 490 nm et 700 nm. Le témoin positif correspondant a
100% de viabilité a été réalisé avec des cellules non-traitées NT, incubées uniquement en présence
de milieu. Le témoin négatif correspondant a 100% de mortalité a été réalisé en incubant les cellules
avec 10% de DMSO. Le pourcentage de viabilité des cellules en présence des extraits résulte du
rapport de la (DOssonm-DO700nm) des cellules incubées avec I'échantillon sur la (DOs9onm=DO700nm) deS

cellules NT.

3.3. TestdeGriess:mesure de la production d'oxyde nitrique NO

La production de NO par les macrophages activés peut étre mesurée en dosant sa forme

stabilisée (I'ion nitrite NO*) dans le surnageant au bout de 24h d'incubation a l'aide du réactif de
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Griess. Les cellules ont été incubées avec les extraits a I'acétate d'éthyle des différentes drogues,

sur une gamme de concentrations allant de 5 pg/mL a 500 pg/mL.

Le réactif de Griess a eté préparé en laboratoire en mélangeant une solution de p-
aminobenzene sulfonamide a 58,1 mM dans de |'acide acétique 30% et une solution de N-(1-naphtyl)
ethylenediamine dihydrochloride a 3,9 mM dans de l'acide acétique 60%, dans un rapport 1:1 (v/v).
Le dosage des ions nitrites a été réalisé en plaque 96 puits en mélangeant 40 yL de surnageant des
cultures de macrophages (incubés avec les extraits, I'acétate de cuivre ou le LPS) et 60 pL du réactif
préparé, avant de lire la DO a 543 nm. Les concentrations ont été évaluées a I'aide d'une gamme de
concentration de nitrites de sodium NaNO, allant de 100 yM a 1,6 yM. Le témoin positif

correspondant a une production induite par 50 ng/mL de LPS.

3.4. TestELISA: mesure des cytokines TNF-O

L'activation des macrophages induit la production de TNF-&, une cytokine pro-
inflammatoire, que I'on détecte aisément dans les surnageants de culture par la technique ELISA
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). Des anticorps de capture clone 1F3F3D4 et de détection

clone XT 3/XT22 (Biolegends) ont été utilisés, ainsi qu'une solution standard de TNF-o (Abcam).

Pour tester l|'effet pro-inflammatoire des extraits végétaux a l'acétate d'éthyle, les
macrophages ont été incubés en présence des extraits seuls (125 pg/mL) et pour tester 'effet anti-
inflammatoire, 50ng/mL de LPS ont été ajoutés 4h apres les extraits (125 yg/mL ou 62,5 yg/mL). Des
cellules incubées uniquement avec du milieu PBS ont été utilisées comme référence, tandis qu'une

culture activée par LPS a servi de contréle positif de I'activation pro-inflammatoire.

Apreés adhésion des anticorps de capture du TNF-a (clone 1F3F3D4 a 1 pg/mL dans du
tampon carbonate/bicarbonate de sodium 0,05 M pH 9,6 ) dans les puits d'une plaque 96 puits
pendant une nuit a 4°C et 2 lavages avec du tampon PBS a 0,05% de Tween 20 (tampon de lavage),
les puits étaient saturés avec du tampon PBS a 0,05% de Tween 20 et a 1% d'albumine sérique

bovine BSA, 1h a 37°C.

Aprés lavage avec du tampon de lavage, 50 pL de surnageant des cultures de macrophages
dilués étaient ajoutés dans chaque puit, avant de remettre la plaque a incuber 2h a 37°C. Apres
lavage, 100 pL d’anticorps de détection anti-TNF-a couplé a la biotine a 0,5 pg/mL ont été ajoutés
dans chaque puit, avant de remettre la plaque a incuber 1h a 37°C. Aprés lavage, la révélation des
anticorps de détection a été réalisée avec 100 pL d'avidin HRP (eBioscience) pendant 45 minutes a
37°C, avant d'ajouter une solution de tétraméthylbenzidine (Sigma-Aldrich) a 1,25 mM et de
peroxyde d'hydrogéne H;0; a 13,05 mM dans un tampon citrate 0,1 M a pH 5. La réaction est stoppée

avec une solution d'HCl a 1 M et la DO est lue a 450 nm.
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Pour la gamme d’étalonnage, le méme protocole a été appliqué en remplacant le surnageant

par une gamme de concentration d'une solution standard de TNF-& (Abcam).

3.5. Testde cicatrisation (scratch test) sur fibroblastes murins

Le potentiel effet cicatrisant des extraits a I'acétate d'éthyle des différentes drogues
végétales a été mesurée selon la méthode du scratch test, consistant a mesurer la migration au
cours du temps de fibroblastes murins Swiss 3T3 incubés avec la substance a tester. Ici, du

surnageant de macrophages murins, eux-mémes incubés en présence de ces extraits a été utilisé.

Dans un premier temps, des macrophages murins RAW 264.7 ont été incubés en présence
des extraits a 125 pyg/mL ou a 62,5 yg/mL, avec ou sans LPS (mémes conditions que celles décrites
dans la partie 3.1). Aprés 3 jours d'incubation, les surnageants contenant les extraits, le LPS et les

molécules sécrétées par les macrophages ont été prélevés.

Dans un second temps, les fibroblastes ont été ensemencées en plaque 96 puits. Aprés 24h a
37°C, les tapis cellulaires au fond de chaque puits ont été scindés en deux a l'aide d'un céne de
10 pL, générant une blessure d'une largeur moyenne de 1000 pixels au grossissement x20. Les tapis
cellulaires ont ensuite été lavés au tampon phosphate salin PBS pour retirer les cellules flottantes,
puis les surnageants des macrophages RAW 264.7 incubés avec les extraits ont €té ajoutés pendant
16 h.

Des coupures ont été réalisées sur des cultures fibroblastes incubés uniquement avec du
milieu PBS en guise de témoin négatif. Une culture de fibroblastes incubée 24h avec le surnageant
de macrophages incubés avec du 1PS a été utilisé comme témoin positif de la réponse

inflammatoire.

At =0 et aprés 16 h, les cultures de fibroblastes ont été photographiées a l'aide d'un
microscope optique inversé (Carl Zeiss Microscopy) équipé d'une caméra CS5 (ProgRes, Jenoptik) et
du logiciel Leica Microsystems. La surface de la blessure a été mesurée en nombre de pixel moyen
avec le logiciel Image J (plugin Wound Healing Size Tool) afin d'estimer la migration des fibroblastes

entre les deux bords de la « coupure ».
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4, Tests sur bactéries

Les tests antibactériens extraits, fractions et composés ont été réalisés selon plusieurs méthodes au
sein de 'UMR 7242 - Equipe Métaux et microorganismes : biologie, chimie et applications, dont une

partie par I'ingénieure Régine Janel.

Deux méthodes ont été utilisées pour évaluer I'activité antibactérienne : la diffusion sur gel
d'agar, une méthode qualitative fréquemment utilisée pour le criblage, et la microdilution en
bouillon, une méthode davantage quantitative permettant de déterminer une Concentration
Minimale Inhibitrice (CMI), soit la plus petite concentration en substance testée a partir de laquelle

on ne voit plus de développement bactérien*’

. Le criblage des extraits a été réalisé par diffusion sur
gel d'agar sur une partie des souches (n = 1) et a été confirmé par microdilution en bouillon sur
toutes les souches (n = 3). L'évaluation des fractions, sous-fractions et composés s'est ensuite fait

uniquement par microdilution en bouillon, en déterminant a chaque fois la CML.

4,1, Souches bactériennes

Les tests ont été conduits sur les souches Gram + suivantes :

- Staphylococcus aureus HG001

- Staphylococcus epidermidis ATCC35983
- Staphylococcus epidermidis HUS

- Staphylococcus hominis HUS

- Staphylococcus haemolyticus HUS

- Corynebacterium striatum HUS

Ainsi que les souches Gram - suivantes :

- Escherichia coli MG1655

- Pseudomonas aeruginosa ATCC15692

Les souches HUS proviennent des collections des Hopitaux Universitaires de Strasbourg HUS.

Les souches utilisées étaient conservées a -80°C dans 1 mL d'un mélange 50/50 de milieu
MH-II et de glycérol 50%. Afin de préserver la stérilité de ces stocks, un prélévement était fait sur
les bactéries encore congelées puis étalé sur un gel d'agar MH-II, avant d'étre incubé une nuit a
37°C. La culture sur boite ainsi obtenue était conservée a 4°C pendant 1 mois. Ce stock intermédiaire

a été utilisé pour les différents prélévements nécessaires aux précultures.

Identification de nouvelles associations antibactériennes issues de la
Elora Aubert ) o
Pharmacopée Médiévale Arabe



Partie expérimentale

4,2, Milieuxde culture

Les tests ont été réalisés dans du milieu Muller Hinton II ajusté en cations (Becton, Dickinson & Co).
De l'agar agar (Euromedex) a été utilisé pour préparer les gels et les milieux solides comme liquides

ont été stérilisés par autoclave.

Le bouillon MH-II utilisé pour les précultures ainsi que les microdilutions en bouillon a été
préparés avec du milieu Muller Hinton II ajusté en cations a 22 g/L dans de I'eau distillée, avant
d'étre stérilisé.

Les gels d'agar MH-II ont été préparés avec du milieu Muller Hinton II ajusté en cations

a 22 g/L et de I'agar agar a 15 g/L dans de I'eau mQ, avant d'étre stérilisé. Les boites ont été coulées

en liquéfiant le gel au micro-onde afin de le répartir dans des boites de Pétri stériles (15 mL/boite).

4.3. Précultures

L'inoculation des gels d'agar et des bouillons a été faite a partir de précultures bactériennes.
Un prélévement était fait sur les stocks de souches a 4 °C et mis dans 5 mL de bouillon MH-II avant
d'étre incubé a 37°C, sous agitation a 225 rotations par minute (rpm) et pendant une nuit, soit entre
16 et 18h. L'absorbance ou Densité Optique (DO) était ensuite lue a 600 nm pour chaque préculture,
apres une premiere dilution par 10 afin d'avoir une DO > 1. Les précultures étaient ensuite diluées

avec du bouillon MH-II pour atteindre la taille d'inoculum recommandée pour le test prévu.

4,4, Détermination du facteur de corrélation entre la DO et la densité

bactérienne

Tout d'abord la corrélation entre la densité optique DO nm €t la densité bactérienne a été
déterminée pour chaque souche, afin de pouvoir suivre les recommandations du CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) et de 'EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing). Ces recommandations ont pour but de mettre en place une standardisation des tests
d'activité antibactérienne afin d'évaluer si une bactérie est sensible ou non & un composé®¥’**, Ces
protocoles sont proposés en premiére intention afin de permettre une meilleure reproductibilité des
expérimentations entre laboratoires et donc une comparaison des résultats, les conditions de

cultures influencant les activités observées®’**,

La taille finale de I'inoculum recommandée est de 1 & 2.10°% Unités Formant des Colonies/mL

(UFC/mL) pour les cultures sur gel d’'agar et de 5.10° UFC/mL pour les cultures en bouillon®*"**, Le
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coefficient de corrélation entre la DO et la densité bactérienne exprimée en UFC/mL a été

déterminée pour chaque souche puis appliqué a ces deux valeurs.

Pour cela, des boites de gélose MH-II/agar ont été inoculées par stries, a raison de 2 gélose
par souches. Les boites ont été incubées 18 h a 37 °C puis des précultures ont été lancées a partir de
chacune d'entre elles, en prélevant 5 colonies avec le méme aspect morphologique afin d'éviter la
sélection d'un génotype atypique. Une fois I'incubation finie, la DO des 3 précultures de chaque
souche a été mesurée a 600 nm (avec une dilution préalable par 10 pour rester dans la fenétre de
linéarité). Les suspensions bactériennes ont ensuite été diluées de maniére a avoir la gamme de
dilution suivante : 1:10%, 1:10°, 1:10° et 1:107, et 100 pL de ces différentes dilutions ont été étalés sur
gel d'agar MH-II. Les gels ont été incubés une nuit a 37 °C et le lendemain, les colonies ont été
dénombrées sur chacune des boites, soit pour les 4 dilutions des 3 cultures de chaque souche. Les
facteurs de corrélation entre la DO et la densité bactérienne ont été calculés comme suit, a partir des
boites ayant entre 100 et 400 colonies (en dehors de cette fenétre, les données sont considérées

comme non-représentatives) :

1) Calcul de N, le nombre d'Unités Formant des Colonies par mL de la préculture non-diluée :
C x10
~ 1070
avec C le nombre de colonies sur le gel d'agar (compris entre 100 et 400) et 107 la dilution utilisée

pour ce gel d'agar (10™ pour la dilution 1:10%.
2) Calcul de F, le facteur de corrélation :

= — avec =
n<s 1f f DO
1=

non—diluée

Les facteurs de corrélation obtenus ainsi que la valeur des DOgoo nm Utilisées pour les tests de
diffusion sur agar et de microdilution en bouillon sont résumés dans le Tableau 45. On constate que
la DO correspondant a la densité bactérienne varie bien entre les souches, dans les conditions
testées. La détermination cette corrélation va donc permettre de tester les différentes souches a la
méme densité et donc ne pas sous- ou surestimer leur sensibilité face a un extrait ou un composé.

Ces DO ont été utilisées pour toutes les expérimentations suivantes.

Identification de nouvelles associations antibactériennes issues de la
Elora Aubert ) o
Pharmacopée Médiévale Arabe



Partie expérimentale

Tableau 45 - Facteurs de corrélations DO/densité bactérienne pour chacune des souches testées et DOgsoo nm
correspondantes aux densités bactériennes préconisée pour les différents tests utilisés.

Ecart-

Souches L type
corrélation standard  POsoonm (5.10° UFC/mLl) DOsoonm (1 & 2.10° UFC/mL)

S. aureus 5,58.10° 1,17.10% 8,96.10™ 1,79.10" 3,58.107"
S. epidermidis 9,06.10° 2,38.10°% 5,52.107 1,10.10" 2,21.10"
S. hominis 1,00.10° 9,04.10’ 1,12.107 2,24.10" 4,48.10"
S. 4,46.108 7,09.107 3,01.107 6,02.10" 1,20.10°
haemolyticus

C. striatum 2,09.10°% 2,07.107 2,39.107 4,78.10" 9,56.107"
E. coli 5,42.10° 1,06.10° 9,22.10™ 1,84.10" 3,69.10™
P. aeruginosa 1,75.10° 4,46.10° 2,86.10 5,72.10° 1,14.10™"

4,5. Méthode de diffusion sur gel d'agar

Le test de diffusion sur gel d'agar est un test fréequemment utilisé consistant a inoculer un
gel de milieu nutritif et d'agar puis d'y déposer les échantillons a tester avant d'incuber le tout. Les
échantillons sont généralement sous la forme de disques de papier filtre préalablement imbibés du
composé a une concentration connue puis séchés. Le composé contenu dans le disque diffuse plus
ou moins dans le gel en fonction de ses propriétés physico-chimiques (milieu aqueux). Aprés
incubation, les bactéries se sont assez développées au point d'étre visibles a I'eil nu. Des zones
d'inhibition de la croissance bactérienne sont alors observées ou non autour des disques, plus ou
moins étendues en fonction de I'effet antibactérien du composé, de sa concentration initiale dans le
disque mais également en fonction de sa capacité a diffuser dans le gel. Ainsi les diamétres des
zones d'inhibitions ne seront comparables qu'entre des disques imbibés du méme composé a la
méme concentration entre différentes souches, mais pas entre deux composés différents car une
différence de diamétre pourrait venir d'une différence de diffusion dans le gel. Nous considérerons
donc ce test comme purement qualitatif, indiquant s'il y a une activité antibactérienne ou non a une

concentration donnée sur une souche donnée, par la présence ou l'absence d'une zone d'inhibition.

Dans le cas de cette étude, le test par diffusion sur gel d'agar a principalement été utilisé
pour faire un premier criblage les extraits de drogues végétales. Pour ces matrices complexes, il a
été décidé de travailler avec des gouttes de volume constant plutdt que des papiers imbibés, pour

éviter tout probléme de solubilité. Chaque extrait a été solubilisé dans du diméthylsulfoxyde (DMSO0)
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a 100 mg/mL, en chauffant a 37°C et avec une courte sonication lorsque |'extrait ne se solubilisait
pas totalement. Deux dilutions ont été préparées a partir de cette solution mere : une solution a
50 mg/mL et une a 20 mg/mL. Les précultures ont été diluées jusqu’'a avoir une densité bactérienne
comprise entre 1 et 2.10° UFC/mL pour chacune des souches, avant d'en étaler 300 pL sur des gels
d'agar MH-II préalablement coulés. Aprés 15 minutes de séchage, des dépdts de 5 YL ont été faits
pour les 3 solutions (100 mg/mL, 50 mg/mL et 20 mg/mL soit des dépdts de 500 pg, 250 ug et
100 pg) ainsi qu’'un dépot de 5 pL de DMSO (témoin négatif). Aprées séchage des dépots, les boites ont
été mises a incuber a 37 °C pendant 24 h. La lecture s'est faite par I'observation ou non d'une zone

d'inhibition autour du dépot.

4.6. Méthode de microdilution en bouillon et détermination des CMI

Le test de microdilution en bouillon est également un test couramment utilisé, consistant a
faire une gamme de concentration du composé a tester dans de petits volumes, généralement les
puits d'une plaque 96 puits (300 uL), avant d'inoculer chaque puit et d'incuber. Les bactéries se
développent ou non en fonction de la concentration du composé et a la fin de I'incubation, les puits
ou les bactéries ont pu se multiplier sont visibles a I'eeil nu. Il est alors possible de déterminer la
Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) pour ce composé sur cette souche, soit le puit clair (sans

population de bactéries visible a I'eeil nu) ayant la plus petite concentration®’

. Il est également
possible d'incuber tout en lisant la plaque a 600 nm a intervalle régulier a l'aide d'un lecteur de
plaque (Técan, modéle Infinite 200 pro avec le logiciel Magellan) pour suivre le développement
bactérien, ou bien de confirmer la lecture a I'eil nu par une lecture au Técan a la fin de I'incubation.
Ce n'est possible que si la substance testée est bien soluble dans le puit et ne précipite pas, ce quin‘a

pas toujours été le cas des échantillons testés.

Dans le cas de cette étude, le test de microdilution en bouillon a été utilisé aussi bien sur des
extraits que des fractions ou des composés isolés. Les lectures au Técan pour les matrices complexes
se sont fréequemment révélées ininterprétables, les CMI rapportées sont donc basées uniquement
sur la lecture a I',eil nu. Chaque extrait, fraction ou composé a été solubilisé dans du DMSO, a des
concentrations entre 100 et 25 mg/mL en fonction de la solubilité et de la gamme réalisée.
Différentes gammes de concentrations ont ensuite été préparées, plus ou moins élevées en fonction
de s'il s'agissait d'un extrait, une fraction ou un composé isolé (Tableau 46). Ces gammes ont été
réalisées dans des plaques 96 puits par des dilutions de pas de 2 dans du MH-IL. La quantité de DMSO
dans les puits n'excédait pas 1 % afin de ne pas causer de toxicité (DMSO toxique pour les bactéries
au-delad de 1 % selon les souches®®). Les pré-cultures ont ensuite été diluées jusqu'a avoir une
densité bactérienne d'environ 5.10° UFC/mL, avant d'en déposer 100 uL dans chaque puit de la

gamme de concentrations, diluant les substances aux concentrations finales résumées dans le

Identification de nouvelles associations antibactériennes issues de la
Elora Aubert ) o
Pharmacopée Médiévale Arabe



Partie expérimentale

Tableau 46. Chaque ligne était composée de la gamme de concentration sur 10 puits, d'un puit

témoin négatif, avec uniquement du MH-II a la place de la substance a tester afin de vérifier le bon

développement de la bactérie, et d'un puit blanc, avec uniquement du MH-II afin de vérifier qu'il n'y

a pas de contaminations dans la plaque (Figure 100). Les plaques 96 puits ont ensuite été mises a

incuber 24h, a 37 °C et sous agitation a 225 rpm afin de permettre I'oxygénation du milieu. Comme

évoqué précédemment, la lecture des CMI s'est principalement faite a I'ceil nu.

Tableau 46 - Gammes de concentrations utilisées en fonction des éléments testés

Concentration finale pour chaque n° de puits

Gammes
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Extraits 500 250 125 62,5 31,3 15,6 7,8 3,9 1,95 0,98
Extraits actifs 250 125 62,5 31,3 15,6 7,8 3,9 1,95 0,98 0,49
Fractions &
) 62,5 31,3 15,6 7,8 3,9 1,95 098 0,49 0,25 0,12
COMPpOosés

Plus I'échantillons testé était concentré et/ou actif, plus on baissait la gamme.

MHII + extrait + bactéries 5*1075 CFU/mL Blanc
A ~ Bact.

S.aureus
S.epidermidis ATCC

S.epidermidis clin

S.hominis

S.haemolyticus

C.striatum

AQQQOOOOOOOOO
d I I 19000000
‘@@O@®OOOOVOOVOO
"@O@O®OOOOOVOOVO
@@O@OOOOOVOOVOO
{ I I [1000e0ee®
PB®O®OOOOOOO)
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10 11 12

Figure 100 - Exemple d’organisation d’une plaque 96 puits pour la détermination des CMI d’un extrait
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4,7. Détermination des indices de sélectivité IS

L'indice de sélectivité IS (selectivity index SI en anglais) permet d'estimer si une substance ou
un composé est plus actif sur la cible que toxique sur I'organisme ou la cellule hdte. Il s'agit du
rapport de la toxicité sur l'activité : IS = Cls, / CMI??® avec CIs la viabilité cellulaire sur des macrophages
murins et CMI |'activité antibactérienne sur les différentes souches. Les indices de sélectivité in vitro
ont été calculés pour l'acétate de cuivre Cu(OAc), et les extraits a l'acétate d'éthyle de la gomme

ammoniaque traditionnelle AMMO1-A et du mélange des 4 drogues végétales RDV-A.

Plus I'indice sera haut, plus la substance testée est active plutdt que toxique et donc plus son
activité est intéressante. Certaines études estiment un extrait actif et non toxique a une valeur IS >1
ou >2 tandis que d'autres préconisent un seuil = 10 pour considérer un échantillon sélectivement

bioactif, sur le modéle de ce qui se fait pour I'activité anti-cancer®*.

5. Fractionnement des extraits végétaux : méthodes séparatives

Lors du fractionnement bioguidé, plusieurs méthodes séparatives ont été utilisées :

e Dartition liquide/liquide

e Chromatographie en phase liquide d'adsorption sur gel de silice SiO;, sur colonne ouverte
et sur une chaine Flash (LC-Flash)

e Chromatographie en phase liquide de partage a haute performance, semi-préparative,
en phase inverse sur gel de silice greffée Cis (HPLC semi-préparative).

Ces méthodes sont détaillées dans les paragraphes suivants. Le fractionnement et I'isolement des
composés ont été réalisés avec I'aide de Megi Gjikolaj, stagiaire en deuxiéme année de Master, et de
Capucine Braillon, doctorante en premiére année, toutes deux au sein de I'UMR 7200 sous la

direction de la Pr. Catherine Vonthron-Senecheau et avec I'encadrement du Dr. Sergio Ortiz.

5.1.  Partition liquide/liquide

Il s'agit d'extractions liquide/liquide successives sur un extrait resolubilisé dans I'eau avec
des solvants de polarité croissante non-miscible a I'eau, ici le cyclohexane, le DCM, I'EtOAc et le
butanol, dans un rapport eau/solvant organique de 4/1 v/v et avec une concentration d'extrait de 1 g
pour 40 mL d'eau. Aprés décantation dans une ampoule a décanter, la fraction organique est

récupérée, séchée et conditionnée tandis que la fraction aqueuse est mise en contact avec le solvant
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organique suivant. A la fin, les composés de I'extrait sont donc répartis en 5 fractions en fonction de

leur affinité avec les solvants (phénomeéne de partage).

La partition liquide/liquide a été faite sur I'extrait hydroalcooliques de la gomme
ammoniaque AMMO1-EH. Les fractions obtenues ont ensuite été testées par microdilution en

bouillon sur différentes souches bactériennes.

5.2, Chromatographies en phase liquide, généralités

La chromatographie en phase liquide est une méthode séparative basée sur l'interaction des
composés avec une phase stationnaire et une phase mobile, la phase mobile entrainant les composés
au travers de la phase stationnaire®°. Il existe plusieurs types de LC: la chromatographie
d'adsorption et le chromatographie de partage ont été utilisées. Dans ces deux méthodes, la

séparation des composés se fait selon leur polarité.

La chromatographie d'adsorption est basée sur I'équilibre entre I'adsorption des composés
sur une phase stationnaire solide et leur élution par une phase mobile liquide. La phase stationnaire
ou adsorbant est alors un solide présentant de nombreux sites d'adsorption polaires, finement divisé
afin d'offrir une grande surface de contact. Le solide utilisé lors de cette étude est le gel de silice
(Si02) ou les sites polaires sont les groupes silanol présents en surface des grains. La phase mobile
est quant a elle un solvant ou mélange de solvants qui va éluer plus ou moins fortement les
composés en fonction de : 1) leur affinité mutuelle basée sur la polarité (la phase mobile va avoir des
interactions compétitives avec la phase stationnaire pour se lier aux composés) et 2) leur adsorption
respective sur le gel de silice (la phase mobile va avoir des interactions compétitives avec les
composés pour se lier sur les sites d'adsorption de la phase stationnaire). Des solvants plutot
apolaires ont été utilisés afin de ne pas complétement occuper les sites d'adsorption et permettre
I'interaction des composés avec le gel de silice, mais assez polaires pour étre capable d'éluer les
composés : ces solvants sont détaillés dans les parties suivantes pour la séparation sur colonne

ouverte et par LC-Flash.

La chromatographie de partage est basée sur la distribution des composés entre une phase
mobile et une phase stationnaire®*. La phase stationnaire est 1a aussi un solide finement divisé pour

une plus grande surface de contact et peut se décliner de deux maniéres :

e TDhase normale: la phase stationnaire est polaire et la phase mobile plutét apolaire. Les
composés interagissent avec la phase stationnaire notamment par liaison hydrogéne, les
composés polaires sont davantage retenus et les composés apolaires élués en premiers.

e TDhase inverse: la phase stationnaire est apolaire et la phase mobile plutdt polaire. Les

composés interagissent alors avec la phase stationnaire notamment par interactions
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hydrophobes lorsque la phase mobile comprend de I'eau, les solutés apolaires sont alors

davantage retenus par et ce sont les composés polaires qui sont élués en premiers. Seule

|250

cette derniere méthode a été utilisée ici au vu de son caractére quasiment universel“>”, avec

de la silice greffée avec des groupes apolaires octadécyles (Cus).

La mise au point de systéme d'élution, a savoir quels solvants dans quelles proportions, a été
commencée en amont par des méthodes analytiques (CCM, HPLC) avant d'étre optimisée
directement sur les méthodes séparatives utilisées. Pour les chromatographies d'adsorption, des
CCM ont été realisées sur des plaques de gel de silice, tandis que pour les chromatographies de
partage sur LC-Flash, des plaques de gel de silice greffée Cis ont été utilisées. Les mélanges de
solvants permettant la meilleure séparation avec les meilleurs temps de rétention (composé
d'intérét situé a un rapport frontal Rf d'environ 0,3) ont été retenus. Pour les chromatographies de
partage sur HPLC semi-préparative, le systeme d’élution utilisé sur I'HPLC analytique « DOREMA » a

été repris puis adapté.

5.3. Chromatographie en phase liquide sur colonne ouverte

La séparation sur colonne ouverte présentée dans cette thése a été réalisé sur la fraction F2
de I'extrait AMMO1-EH, elle-méme obtenue par LC-Flash. L'élution a été réalisée avec un systéme
dichlorométhane DCM/ acétate d'éthyle EtOAc, initialement dans les proportions 95/5 (v/v) avec des

paliers isocratiques de 2 volumes de colonne tous les 1% jusqu'a 90/10 (v/v).

5.4, Chromatographie en phase liquide sur Flash (LC-Flash)

La chromatographie en phase liquide sur Flash est aussi appelée chromatographie en phase
liquide a moyenne pression. La ou sur la colonne ouverte la phase mobile traverse la phase
stationnaire par gravité, en LC-Flash elle est poussée par une pompe au travers d'un gel de silice

bien plus compact, permettant ainsi une meilleure séparation, plus rapide.

Les mémes éluants qu'en colonne ouverte ont été utilisés, cette fois-ci par gradient en
faisant augmenter la proportion du solvant avec la plus grande force éluante au cours du temps. Le
débit était adapté en fonction du grammage de la colonne (5 mL/min pour 4 g de gel et 20 mL/min

pour 12g). Les systémes suivants ont été utilisés : (page suivante)
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Tableau 47 - Méthode LC-Flash « FLASH_AMMO_12G »

Temps (min) % Solvant A : EtOAC % Solvant B : cyclohexane %Solvant C : MeOH
0 20 80 0
8 20 80 0
10 30 70 0
15 30 70 0
16 50 50 0
22 50 50 0
23 100 0 0
26 100 0 0
27 90 0 10
32 90 0 10

Tableau 48 - Méthode LC-Flash « FLASH_AMMO_F1 »

Volume de colonne % Solvant A : EtOAC % Solvant B : cyclohexane
0 5 95
2 7 93
7 10 90
12 10 90
17 15 85
22 15 85
27 20 80
32 20 80
35 30 70
38 30 70

5.5. Chromatographie en phase liquide a haute performance semi-

préparative (HPLC semi-préparative)

Une colonne préparative Zorbax Eclipse SB-Cys a été utilisée (5 pm, 21,2 x 250 mm, Agilent
Technologies) sur une chaine PLC équipée d'un détecteur DAD et d'une boucle d'injection de 5 mL

(PLC 2050, Gilson). La chaine est contrélée par le logiciel Gilson Glider Prep et permet |a aussi une
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collection automatique en fonction de I'absorbance a une longueur d'onde donnée. L'élution s'est
faite par gradient ACN/H20, avec ou sans acide (TFA ou acide acétique), en faisant augmenter la

proportion d'acétonitrile au cours du temps. Les systémes suivants ont été utilisés :

Tableau 49 - Méthode HPLC semi-préparative «PLC_AMMO_F1 »

Temps (min) % Solvant A : ACN % Solvant B : H,0
0 50 50
40 70 30
50 100 0
55 100 0

Tableau 50 - Méthode HPLC semi-préparative «PLC_AMMO_F2 »

Temps (min) % Solvant A : ACN % Solvant B : H;0
0 50 50
10 50 50
35 75 25
37 100 0
42 100 0
45 50 50
50 50 50
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6. Données spectrales des composés isolés de la gomme

ammoniaque AMMO1

6.1.  Férulénol 36 (F1-C)

Aspect : huile translucide
Formule brute : C;4H3003

Masse molaire : 366 g/mol (HRMS-ESI+ (m/z) [M+H]" calculée : 367,2268, trouvée : 367,2306 ; HRMS-
ESI- (m/z) [M-H] calculée : 365,2122, trouvée : 365,2136)

'H NMR (500 MHz, CD;0D) § 7.91 (1H, dd, J = 8.1, 1.5 Hz, H-5), 7.56 (1H, td, J = 7.9, 1.6 Hz, H-7), 7.32
(1H, t, J = 7.5 Hz, H-6), 7.29 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-8), 5.19 (1H, tq, J = 6.9, 1.3, H-2"), 5.05 (1H, tq, J =
6.9, 1.5, H-6'), 4.97 (1H, tquint, J = 6.9, 1.5 Hz, H-10"), 3.28 (H2, d, J= 7.1 Hz, H-1"), 2.08 (2H, m, H-5),
1.99 (2H, m, H-4"), 1.93 (2H, m, H-9"), 1.85 (2H, m, H-8'), 1.79 (3H, s, H-13"), 1.61 (3H, s, H-15"), 1.54
(3H, s, H-14"), 1.51 (3H, s, H-12").

3C NMR (125 MHz, CD;0D) § 166.33 (C-2), 162.58 (C-4), 153.64 (C-9), 137.31 (C-3"), 135.96 (C-7'),
132.58 (C-7), 131.89 (C-11'), 125.42 (C-10), 125.20 (C-6"), 125.04 (C-6), 124.17 (C-5), 122.25 (C-2'),
118.22 (C-10), 117.34 (C-8), 106.11 (C-3), 40.78 (C-8"), 40.77 (C-4"), 27.76 (C-9'), 27.29 (C-5"), 25.84
(C-15", 23.66 (C-1"), 17.66 (C-12"), 16.42 (C-13'), 16.10 (C-14").
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6.2.  W-hydroxyl-ferulenol 43 (F2-A)

Aspect : huile translucide
Formule brute : C24H3004

Masse molaire : 382 g/mol (HRMS-ESI+ (m/z) [M+H]" calculée : 383,2217, trouvée : 383,2228 ; HRMS-
ESI- (m/z) [M-H] calculée : 381,2071, trouvée : 381,2086)

'H NMR (500 MHz, CD;0D) § 7.98 (1H, dd, J = 8, 1.5 Hz, H-5), 7.41 (1H, td, J = 8, 1.5 Hz, H-7), 7.17
(2x1H, m, H-6, 8), 5.33 (1H, tq, J = 7, 1.4 Hz, H-10"), 5.29 (1H, tq, J = 6.9, 1.3 Hz, H-2"), 5.10 (1H, td, J =
7.2, 1.4 Hz, H-6'), 3.88 (2H, s, H-12), 3.24 (2H, d, J = 6.7 Hz, H-1"), 2.06 (2x2H, m, H-5’, 9"), 1.90
(2x2H, m, H-4', 8'), 1.77 (3H, s, H-13"), 1.59 (3H, s, H-15"), 1.56 (3H, s, H-14")

3C NMR (125 MHz, CD;0D) & 174.6 (C-4), 169.2 (C-2), 154.6 (C-9), 135.7 (C-11"), 135.5 (C-7"), 134.6 (C-
3), 131.2 (C-7), 126.7 (C-10"), 125.9 (C-6'), 125.6 (C-5), 125.5 (C-2'), 123.8 (C-8), 123.7 (C-10), 116.9
(C-6), 102.0 (C-3), 69.0 (C-12"), 41.0 (C-4"), 40.5 (C-8"), 27.7 (C-5"), 27.3 (C-9"), 23.8 (C-1"), 16.5 (C-
13", 16.1 (C-14"), 13.7 (C-15").
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6.3. Coumaryl 12-férulénol (F2-E, nouvelle 4-hydroxycoumarine sesqui-

terpénique)

Aspect : huile translucide
Formule brute : C33H3506

Masse molaire : 528 g/mol (HRMS-ESI+ (m/z) [M+H]" calculée : 529,2590, trouvée : 529,2594 ; HRMS-
ESI- (m/z) [M-H] calculée : 527,2434, trouvée : 527,2443)

'H NMR (500 MHz, CD;0D) § 7.99 (1H, dd, J = 8.9, 1.7 Hz, H-5), 7.97 (1H, d, J = 16.6 Hz, H-3"), 7.46 (1H,
dd, J = 8, 1.5 Hz, H-9"), 7.39 (1H, td, J = 8, 1.7 Hz, H-7), 7.18 (1H, m, H-7"), 7.16 (1H, m, H-8), 7.15
(1H, m, H-6), 6.85 (1H, d, J = 8 Hz, H-6""), 6.82 (1H, t, J = 7.5 Hz, H-8""), 6.59 (1H, d, J = 16.1 Hz, H-2"),
5.41 (1H, td, J = 7.1, 0.96 Hz, H-10'), 5.27 (1H, td, J = 6.7, 0.96 Hz, H-2"), 5.09 (1H, td, J = 6.9, 0.96 Hz,
H-6"), 4.52 (2H, s, H-12"), 3.24 (2H, d, J = 6.7 Hz, H-1'), 2.07 (2H, m, H-9'), 2.03 (2H, m, H-5"), 1.95 (2H,
m, H-8'), 1.92 (2H, m, H-4'), 1.74 (3H, s, H-13"), 1.63 (3H, s, H-15"), 1.55 (3H, s, H-14).

13C NMR (125 MHz, CD;0D) 8 174.3 (C-4), 169,5 (C-1"), 169.1 (C-2), 158.3 (C-5""), 154.5 (C-9), 142.4
(c-3"), 135.1 (C-7"), 134.7 (C-3'), 132.6 (C-7""), 131.3 (C-11"), 131.2 (C-7), 130.3 (C-10'), 130.1 (C-9"),
126.1 (C-6"), 125.7 (C-5), 125.5 (C-2"), 123.8 (C-6), 123.6 (C-10), 122.6 (C-4""), 120.7 (C-8"), 118.3 (C-
2", 117.1 (C-6""), 116.9 (C-8), 102.1 (C-3), 71.1 (C-12"), 40.9 (C-4"), 40.1 (C-8"), 27.7 (C-5'), 27.3 (C-9"),
23.8 (1), 16.5 (C-13"), 16.1 (C-14"), 14.1 (C-15").
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7. Activité antibactérienne des formulations traditionnelles par

diffusion sur gélose

Les préparations traditionnelles des remédes ont été reproduites au plus proche avant d'étre testées
sur tapis bactériens au sein de 'UMR7242 - Equipe Métaux et microorganismes : biologie, chimie et

applications par I'ingénieur Régine Janel.

Les différentes drogues végétales ont été réduites en poudre individuellement au mortier
avant d'étre mélangées selon les proportions présentées dans le Tableau 51. L'acétate de cuivre
(anhydre et pur a 97%, Strem Chemicals Inc., Massachusetts) a été utilisé sous sa formulation

commerciale (poudre).

Tableau 51 - Formulation en laboratoire des remédes et préparations intermédiaires

Mélange des 4 Mélange de 3 Acétate de
Reméde 1 Reméde 2
drogues végétales drogues végétales cuivre

R R RDV 3DV Cu(OAc);
ALOF 100 mg 100 mg 100 mg 100 mg 0]
MYRR1 100 mg 100 mg 100 mg 100 mg )
SARC 100 mg 100 mg 100 mg 100 mg [0)
AMMO1 100 mg 100 mg 100 mg @ [0}
Cu(OAc). 100mg 10 mg [ [ 100 mg

Drogues utilisées : ALOF suc commercial d'A. ferox ; MYRR1 myrrhe traditionnelle ; SARC gomme sarcocolle traditionnelle ; AMMO1
gomme ammoniaque traditionnelle

Ces préparations, ainsi que I'acétate de cuivre seul, ont été testées sur des boites de gélose
MHII inoculées avec les souches suivantes: S. aureus HGO01, S. epidermidis isolat clinique,
C. striatum isolat clinique, E. coli MG1655 et P. aeruginosa ATCC15692. Des disques commerciaux de
10 pg de gentamycine ont été utilisés comme témoins positifs (BBL™ Sensi-Disc™ Gentamicin GM-10,
Becton Dickinson and Company, New Jersey). Les tapis bactériens sur gélose ont été préparés et
incubés comme précédemment décrit en Part, Exp-4.5, a la différence prés qu'une DO de 0,01 a été

utilisé pour la densité de I'inoculum, pour toutes les souches.

Deux types de dépdts ont été faits: une masse minimale (S) et son quadruple (L), ces
quantités ayant été définies de maniére a ce que seule la masse d'acétate de cuivre Cu(OAc); et la

masse de gomme ammoniaque AMMO1 varient entre les différentes préparations (Tableau 52).
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Tableau 52 - Masses (mg) des différents ingrédients dans les dépéts de masse minimale S, avec en gras les
seuls drogues dont la masse déposée varie

Masses des drogues dans les dépots S (mg)

Préparations Dépots S (mg) ALOF MYRR1 SARC AMMO1  Cu(OAc).
3DV 3 1 1 1 - -
RDV 4 1 1 1 1 -
Cu(0Ac); 1 - - - - 1

R: 5 1 1 1 1 1

R, 4,1 1 1 1 1 0,1

Drogues utilisées : ALOF suc commercial d'A. ferox ; MYRR1 myrrhe traditionnelle ; SARC gomme sarcocolle traditionnelle ; AMMO1
gomme ammoniaque traditionnelle

8. Etude de la potentielle synergie entre les différentes drogues

Cette étude a été réalisée sur les extraits hydroalcooliques des drogues végétales ainsi que
sur l'acétate de cuivre solubilisé dans I'eau, combinés selon la méthode de I'échiquier et testées sur
S. gureus HGOO1 au sein de I'UMR 7242 - Equipe Métaux et microorganismes : biologie, chimie et
applications par I'ingénieur Régine Janel. Ces expériences ont été réalisées aprés le changement de
myrrhe, les tests n‘ont donc pas été réalisés sur I'extrait de la myrrhe commerciale COMA1-EH

comme précédemment mais sur I'extrait de la myrrhe traditionnel MYRR1-EH.

8.1. Méthode de I'échiquier et calcul des indices FIC

Cette méthode est I'une des plus communément utilisée pour évaluer les interactions entre 2
composés antibactériens, mais également entre des matrices plus complexes comme des extraits.
Elle consiste a croiser 2 gammes de concentrations entre 2 substances A et B (ici des extraits et
I'acétate de cuivre) puis calculer des indices de concentration inhibitrice fractionnaire (Fractional
Inhibitory Concentration Indices ou indices FIC, FICI) en fonction des combinaisons de
concentrations permettant l'inhibition de la croissance bactérienne. Un indice FIC d'un puit dans un

échiquier se calcul comme suit®** :

Concentration de la Substance A dans le puit ~ Concentration de la Substance B dans le puit
CMI de la Substance A CMI de la Substance B

FICI =
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Les échiquiers entre les extraits et l'acétate de cuivre ont ensuite été préparés selon le
schéma présenté en Figure 101, la lecture se faisant au bout de 24 h, uniquement faite a I'ceil nu.
Seuls les puits constituant I'échiquier (Figure 101 entouré en violet) et la colonne 11 ont été inoculés,
la ligne H et la colonne 10 étant complétées avec du milieu MH-II et servant de référence. Le bon
développement de la souche est vérifié avec le témoin négatif en colonne 11 (MH-II + inoculum),
tandis que I'absence de contaminations dans la plaque est vérifiée a I'aide du blanc de la colonne 12
(MH-II). Les pré-cultures ont été préparées et les plaques ont été incubées comme précédemment

décrit en Part. Exp-4.6.
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Figure 101 - Schéma de I'échiquier entre une substance A et une substance B (entouré en violet)

Il existe plusieurs maniéres de calculer le FICI final entre 2 substances, et plusieurs manieres
d'interpréter cet indice pour déterminer le type d'interactions entre ces substances. Dans cette
étude, le FICI final a été calculé en faisant la moyenne des indices FIC des premiers puits clairs dans
chaque colonne et ligne (sans développement bactérien visible a I'eil nu), c'est-a-dire le long de
I'interface puits clairs/puits troubles dans la plaque, comme illustré dans la Figure 102°°°. Son
interprétation a été faite selon les intervalles suivants : FICI = 0,5 = synergie ; 0,5 < FICI final < 1 =

addition ; 1 < FICI final < 4 pas d'interactions ; 4 = FICI final = antagonisme?>*
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Indice FIC du puit :

. " 0000 0000000®
. :000000VOOOO Y/ et + bumeers,
w: |:QQ000000000@ | _, ..

+ PO000000I000@0 | =+ =
- {00000 0QOO@ OO
w ' OQ000OGOBOOO
s | < QOOOOOAOBOOO
0,03 H(P ZO 99 OS OG (7) @ Cg)O O O 1.03+0,56+0.38;0,38+0,31+0,53

10 11 12 =0,5

Substance A]

FICI moyen (FICI final) :

48 24 16 8 4 2 1105 0,25 0,13 0,06 0,03 -
MI Addition : 0,5 < FICl final < 1

Gamme [Substance B]

Figure 102 - Schéma de la lecture d’un échiquier, inspiré par les figures de I'étude de Bonapace et al, 2002°*

8.2. Lecture de la densité optique pour l'interprétation des échiquiers

Dans le paragraphe précédent, le développement bactérien était estimé en fonction de la
turbidité des puits visible a I'eil nu. Afin d'avoir une lecture plus fine de ce développement bactérien
et donc de l'activité des substances testées, une lecture de la densité optique DO dans les puits a
600 nm a été mise en place a l'aide d'un lecteur de microplaques (Técan, modele Infinite 200 pro

avec le logiciel Magellan).

Un premier essai a été réalisé sur les plaques précédemment réalisées, en utilisant les puits
contenant les extraits ou |'acétate de cuivre sans bactéries (Figure 101 ligne H et colonne 10) comme
références pour retrancher I'absorbance des substances testées dans chaque puit. La DO corrigée a

été calculée comme suit :

Dopuit inoculé — (D Otémoin subtance A + DOtémoin substance B DOmilieu MH-II du Blanc)

Cette lecture des plaques a cependant donné des résultats aberrants, le résultat de I'addition
des DO des substances seules étant plus élevé que la DO réelle des associations de substances. La
lecture a I'ceil nu a donc été conservée pour l'interprétation des échiquiers réalisés comme décrits

précédemment.
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Une autre organisation de plaque a été testée afin d'utiliser la lecture de la DO pour
I'interprétation des échiquiers. Ce test a été réalisé sur 'association de I'acétate d'éthyle Cu(OAc).
avec l'extrait hydroalcoolique du mélange de 4 drogues végétales RDV-EH selon le schéma en Figure
103. Les combinaisons des différentes concentrations dans I'échiquier (Figure 103 entouré en vert)
ont été préparées en double, I'un étant inoculé avec une préculture de S. aureus (Figure 103 surligné
en jaune) et la seconde servant de référence pour retrancher la DO du mélange. 1le bon
développement de la souche est vérifié avec le témoin négatif en ligne G (MHII + inoculum et témoin
avec seulement le MHII), tandis que I'absence de contaminations dans la plaque est vérifiée a l'aide

du blanc de la ligne H (MHII). La DO corrigée au cours du temps a été calculée comme suit :

DOpuit inoculé au cours du temps — Dopuit de référence au cours du temps

Ainsi des courbes de croissances de S. aureus ont ainsi pu étre obtenues pour chaque
combinaison. La DO mesurée dans la ligne G a permis de visualiser la croissance de la bactérie
uniquement en présence de milieu MHIL Elle a été corrigée en soustrayant la DO du blanc (ligne H)
afin de pouvoir étre comparée aux courbes de |'échiquier et les 6 réplicats techniques ont été utilisés

pour faire des boites a moustaches pour chaque point dans le temps.

| Gammes de concentrations croisées (échiquier)
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=l [(© O00OO®
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Bactéries
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9 10(11 12
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62

centration EA-R, ,DV-EH (ug/mL)

Figure 103 - Schéma de I'échiquier entre I'acétate de cuivre Cu(OAc), et I'extrait hydroalcoolique du
mélanges des 4 drogues végétales RDV-EH lu @ 600 nm sur 24h

Les puits inoculés sont surlignés en jaune afin de les distinguer des puits servant de référence
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9. Synthése verte de particules entre l'acétate de cuivre et les

extraits RDV

La synthése de particules et leur évaluation antibactérienne ont été réalisée au sein de I'UMR 7242 -

Equipe Métaux et microorganismes : biologie, chimie et applications, par I'ingénieur Régine Janel.

9.1. Synthése des particules par agitation en milieu liquide

Apreés plusieurs essais sur les solubilités respectives de I'acétate de cuivre et de I'extrait RDV-
EH, les tests ont été menés soit dans |'eau, soit dans I'éthanol a 30% EtOH30%. Dans un premier
temps, I'extrait RDV-EH et I'acétate de cuivre étaient solubilisés dans I'un ou l'autre de ces solvants, a
100 pg/mL et 100 mM (18,1 mg/ml), respectivement. Aprés 4 heures d'incubation a 37°C sur un
agitateur rotatif, les solutions étaient centrifugées afin d'éliminer les composés non-solubles et les

débris végétaux.

Ces solutions prétraitées étaient ensuite mélangées en fonction du solvant utilisé (H.0 ou
EtOH30%) de maniére a avoir un rapport RDV-EH/Cu(OAc), de 4/1 ou 4/0,1 (m/m) (reméde 1 ou
remede 2). Ces mélanges aqueux ou hydroalcooliques ont ensuite été mis a incuber 18h a 37°C sur
agitateur rotatif. Des tubes contenant les solutions prétraitées de RDV-EH et Cu(OAc), seules, avant
association, ont été utilisés comme témoins négatifs afin de vérifier qu'aucun précipité ne se
formait chez I'une ou l'autre au bout de 18h. Les particules formées dans les différents mélanges

ont été isolées par centrifugation.

Des particules ont également été obtenues en associant I'acétate de cuivre Cu(OAc), non pas
a l'extrait RDV-EH mais aux extraits hydroalcooliques des drogues végétales seules: ALOF-EH,
COMA1-EH, SARC-EH et AMMO1-EH. Les solutions ont été prétraitées comme décrits précédemment
et ont été associées de maniére a avoir un rapport extrait-EH/Cu(OAc), de 1/1 (m/m). La méme
quantité d'extraits et d'acétate de cuivre a été utilisée pour toutes les expérimentations, a savoir 125

mg. Les mélanges ont ensuite été incubés dans les mémes conditions que décrites précédemment.

9.2, Criblage antibactérien et antibiofilm des particules

Deux méthodes ont été utilisées pour évaluer l'activité antibactérienne : la diffusion sur gel
d'agar, une méthode qualitative fréequemment utilisée pour le criblage, et I'inhibition de biofilms
bactériens, une forme particulierement résistante des bactéries pouvant étre retrouvée dans les

abceés infectieux.
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Les tests ont été réalisés sur les souches suivantes :

- Staphylococcus aureus HGOO1 (Gram +)
- Staphylococcus epidermidis HUS (Gram +)
- Escherichia coli MG1655 (Gram -)

- Pseudomonas aeruginosa ATCC15692 (Gram -)

Les mémes milieux de cultures et le méme protocole de précultures qu'en Part.Exp-4.2 et Part.Exp-

4.3 ont été utilisés.

9.2.1.  Tests par diffusion sur gélose des différentes particules obtenues

Les tests par diffusion sur gélose ont été réalisés suivant le protocole explicité en Part.Exp-
4.5, a part pour la densité bactérienne ot une DO de 0,01 uA a été utilisée pour toutes les souches.
Des dépdts de 25 pL ont été faits pour les solutions avant mélange, les mélanges non centrifugés et
pour les suspensions des particules isolées, resolubilisées dans I'eau ou I'EtOH30% en concentrant

10 fois par rapport a leur concentration initiale dans le mélange.

9.2.2.  Tests sur biofilms des particules formées dans le mélange RDV-EH/Cu(0OAc), aqueux

Les tests de l'activité antibiofilm des particules ont été menés sur des biofilms de S. aureus
(Gram +), E. coli (Gram -) et P. aeruginosa (Gram -). Deux tests ont été réalisés : un sur l'initiation des
biofilms, en ajoutant les particules, I'extrait ou le Cu(OAc), dés le début de la culture, et un sur le
développement de biofilms ayant déja été initiés, en ajoutant les substances a tester aprés 24 h

d'incubation.

Les différentes précultures ont été diluées dans du milieu MH-II jusqu'a avoir une densité
optique DO de 0,01 uA. Ensuite, une plaque de culture pour microscopie confocale de 8 puits a fond

plat a été inoculée en déposant 275 pL de la préculture dans chaque puit.

Les particules centrifugées et séchées du mélange RDV-EH/Cu(OAc), aqueux ont été
suspendues dans de I'eau. Deux gammes de concentrations ont été employées: l'une allant de
3,7 yg/mL a 2300 pg/mL pour les tests sur l'initiation des biofilms et une deuxiéme allant de 0,75 a
2300 pg/mL pour les tests sur le développement des biofilms déja initiés (Tableau 53). Une gamme
d'acétate de cuivre (repris dans I'eau) et d'extrait RDV-EH (repris dans le DMSO0) a aussi été préparée
(Tableau 53 et Tableau 54) en tant que témoins. Ces gammes ont été réalisées dans du MH-II puis

ont été ajoutées dans la plaque contenant les bactéries a raison de 20 pL par puit.
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Tableau 53 - Gammes de concentrations utilisées sur les biofilms révélés au SYTO ™ et observés au
microscope confocal

Concentration finale dans le puit (ug/mL et
Gammes
mM)

Particules - Initiation biofilms 3,7 19 93 467 2300 -

Particules - Développement biofilms initiés 0,75 3,7 19 93 467 2300

Acétate de cuivre Cu(OAc), SYTO™ + microscope 7,3 27 113 454 908 1816

o oOo| o o

confocal (gamme exprimée en pg/mL et en mM) 0,04 0,15 0,62 2,5 5 10

Tableau 54 - Gammes de concentrations utilisées sur les biofilms révélés au cristal violet

Gammes Concentration finale dans le puit (pg/mL et mM)
Extrait RDV-EH 1 2 39 7,8 15,6 31,3 62,5 125 250 500
114 227
4,5 9,1 18 36 73 145 291 563
Acétate de cuivre Cu(OAc), (gamme 4 0
exprimée en pyg/mL et en mM) 0,02

005 0102 04 08 16 3,1 6,3 12,5
5

Pour le test de I'impact des particules et de I'acétate de cuivre sur l'initiation de biofilms, les
gammes de concentration ont été ajoutées dés le départ. Les plaques ont ensuite été incubées a
37°C sans agitation pendant 30 heures, en renouvelant le milieu une fois par jour. Pour cela, le
milieu était délicatement retiré dans chaque puit et remplacé par du milieu frais avec les mémes

concentrations de particules ou de Cu(OAc),.

Pour le test de I'impact des particules et de I'acétate de cuivre sur des biofilms déja initiés,
les plaques de culture pour microscopie confocale ont été inoculées par des bactéries, puis les
plaques ont été incubées ont d'abord été incubées a 37°C sans agitation. Au bout de 24h, le milieu a
été changé pour du milieu MH-II avec les gammes de concentrations des particules et du Cu(OAc),.

Puis les plaques ont été incubées a 37°C sans agitation pendant encore 6h.

A la fin du temps de culture, une révélation au colorant SYTO™ a été effectuée. Ce colorant
vert fluorescent est capable de passer les membranes cellulaires et de se fixer sur les acides

nucléiques. Il permet de marquer les bactéries Gram + et Gram -, qu'elles soient vivantes ou non.

La révélation peut également se faire par marquage au cristal violet. Ce colorant violet est
capable de se fixer aux protéines de I'ADN. Pour cela, le biofilm est fixé par séchage 1h a 60°C puis
200 pL de cristal violet @ 0,1 % sont ajoutés dans chaque puit. Aprés 5 minutes a température
ambiante, le surnageant est retiré et le biofilm est lavé 3 fois a I'eau ultrapure. Le colorant est fixé
1h a 37°C, puis 200 pL d'acide acétique a 33% sont ajoutés afin de resolubiliser le colorant contenu
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dans le biofilm. Aprés 15 minutes a température ambiante, la densité optique DO a 492 nm est lue

dans chaque puit a I'aide d'un lecteur de microplaques Técan.

Au départ, nous avons voulu révéler I'activité antibiofilm de toutes ces substances au cristal
violet mais les particules absorbaient par elles-mémes, le lecteur de plaques n'était donc pas

approprié. Nous avons alors observé au microscope confocal les biofilms coloré au cristal violet.

9.3. Caractérisation des particules

L'ICP-AES (Inductively Coupled Plasma-Atomic Emission Spectrometry), ou spectrométrie
d'émission atomique - plasma a couplage inductif en francais, est une analyse permettant de doser
les éléments présents dans tout type de matrice. Pour cela, les échantillons solides sont réduits a un
état liquide grace a un traitement acide ou par microondes (minéralisation), puis vaporisés sous
forme d'aérosol dans la torche a un plasma d’Argon. L'échantillon entre alors en collision avec les
électrons et les ions du plasma et est a son tour ionisé puis réduit en atomes. Ces atomes vont tour a
tour perdre et retrouver leurs électrons, produisant ainsi une longueur d'onde caractéristique en
fonction de I'élément. Cette technique a notamment permis de doser le cuivre présent dans les

particules.

Des mélanges RDV-EH/Cu(OAc), 4/1 (m/m) et ALOF-EH/Cu(OAc), 1/1 (m/m), dans I'H,0 et
I'EtOH30% ont été une nouvelle fois préparés. L'entiéreté de chaque mélange a été centrifugé, lavé
2 fois a I'eau puis lyophilisé avant d'étre pesé. Seul un mélange supplémentaire ALOF-EH/Cu(OAc);
dans I'EtOH30% a été filtré sur filtre polyéthersulfone (Millex GP) de 0,22 pm avant d'étre
centrifugé. De cette maniére, 75,5 mg de précipité lyophilisé ont été obtenus. Un échantillon des
différentes particules obtenues a été envoyé pour analyse ICP-AES a la Plateforme Analytique des

Inorganiques a I'Institut (PAI, Cronenbourg), par I'intermédiaire du Dr. Anne Boos.

Des échantillons des mélanges dans I'EtOH30% non filtrés, du mélange ALOF-EH/Cu(OAc);
filtré mais aussi des extrait RDV-EH et ALOF-EH seuls ont également été envoyés au lLaboratoire
d'Archéologie Moléculaire et Structurale (LAMS, Paris) a la Pr. Maguy JABER, afin de réaliser des

analyses MET, DRX et RPE.
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Annexes

Annexe 1. Monographie de la Ph. Eur. 11.0"*" pour les extraits d'aloés

Aloés (extrait sec titré d’)

PHARMACOPEE EUROPEENNE 11.0

Haut de la plaque
Aloe-émodine: une
bande de fluorescence
Jaune
Une bande de
fluorescence bleue
Une bande de
fluorescence bleue
Barbaloine : une bande |Une bande de Une bande de
de fl orange [l orange fluorescence orange
(barbaloine) (barbaloine)
Une bande de Une bande de
fluorescence blanc-bleu |fluorescence blanc-bleu
Une bande de
fuorescence vert-bleu
01/2015:0259 Solution témoin Solution & in Solution & i
corrigé 10.0 (alods de Barbades) (aloés du Cap)
=] ‘E Détection B : traitez avec de la solution d’hydroxyde de
potassium R & 100 g/L dans du méthanol R et chauffez a 110 °C
(O} E pendant 5 min ; examinez a la lumiére du jour.

ALOES (EXTRAIT SEC TITRE D)

Aloes extractum siccum normatum
DEFINITION

Haut de la plaque

Extrait sec titré préparé a partir d’Aloés des Barbades (0257) =
ou d'Aloés du Cap (0258) ou d'un mélange des 2. ﬁ:ﬁ&‘;’; R
Teneur: 19,0 pour cent & 21,0 pour cent de dérivés _ B ——
hydroxyanthracéniques, exprimés en barbaloine (C,,H,,0,;
M, 418,4), ajustée si nécessaire (extrait desséché).
PRODUCTION
L'extrait est produit & partir de la drogue végétale, par une
méthode appropriée, avec de I'eau bouillante. Barbaloine : une bande [Une bande brune Une bande brune

brune (barbaloine) (barbaloine)
CARACTERES Une bande violette
Aspect : poudre brune ou brun-jaune. = = e
Solubilité : assez soluble dans I'eau bouillante.
IDENTIFICATION g el
Chromatographie sur couche mince (2.2.27). (aloés de Barbades) |  (aloés du Cap) |

Solution & examiner. Chauffez dans un bain-marie jusqu'a
¢bullition 0,25 g d'extrait & examiner avec 20 mL de
méthanol R. Agitez pendant quelques minutes, prélevez la
solution et maintenez-laa environ 4 °C; la solution doit étre
utilisée dans les 24 h.

Solution témoin. Dissolvez 2 mg d’aloe-émodine R et 2 mg de
barbaloine R dans du miéthanol R et complétez 2 1 mL avec
le méme solvant.

Plaque : plaque au gel de silice pour CCM R (5-40 pm) [ou
plaque au gel de silice pour CCM R (2-10 pm)].

Phase mobile : eau R, méthanol R, acétate d'éthyle R
(13:17:100 V/V/V).

Dépat : 10 puL [ou 2 pL] en bandes de 20 mm [ou 8 mm].
Développement: sur un parcours de 10 cm [ou 6 cm].
Séchage : al'air.

Détection A: examinez en lumiére ultraviolette 4 365 nm.
Résultats A : voir ci-apres la séquence des bandes présentes

dans les chromatogrammes obtenus avec la solution témoin et

la solution & examiner. Par ailleurs, d'autres bandes de faible
fluorescence peuvent étre présentes dans le chromatogramme
obtenu avec la solution & examiner.

Résultats B: voir ci-aprés la séquence des bandes présentes
dans les chromatogrammes obtenus avec la solution émoin et
la solution a examiner. Par ailleurs, d'autres bandes de faible
intensité peuvent étre présentes dans le chromatogramme
obtenu avec la solution a examiner.
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PHARMACOPEE EUROPEENNE 11.0

Amomum (fruit d’)

ESSAI
Perte a la dessiccation (2.8.17) : au maximum 4,0 pour cent.
Cendres totales (2.4.16) : au maximum 2,0 pour cent.

DOSAGE

Effectuez le dosage a l'abri d'une lumiére vive.

Dans une fiole conique de 250 mL, introduisez 0,400 g
d’extrait & examiner. Humectez avec 2 mL de méthanol R,
ajoutez 5 mL d'eau R chauffée au préalable a environ 60 °C

et mélangez. Ajoutez encore 75 mL d'eau R & 60 °C et agitez
le mélange pendant 30 min. Refroidissez et filtrez dans une
fiole jaugée. Rincez la fiole conique et le filtre avec 20 mL
d'eau R. Ajoutez I'eau de lavage la fiole jaugée, puis
complétez a 1,0 L avec del'eau R. Introduisez 10,0 mL de cette
solution dans un ballon a fond rond de 100 mL contenant

1 mL d'une solution de chlorure ferrique R 2 600 g/L et 6 mL
d'acide chlorhydrique R. Chauffez a reflux dans un bain-marie
pendant 4 h en veillanta ce que le niveau de I'eau soit toujours
au-dessus de celui du liquide dans le ballon. Laissez refroidir.
Introduisez la solution une ampoule a décanter. Lavez
successivement le ballon avec 4 mL d'eau R, 4 mL d'hydroxyde
de sodium I M et 4 mL d'eau R, puis ajoutez les solutions

de lavage au contenu de 'ampoule. Agitez le contenu de
I'ampoule & décanter avec 3 fois 20 mL d'éther R. Réunissez
les p éthérées, lavez avec 2 fois 10 mL d'eau R et rejetez
les solutions de lavage. Complétez la phase organique a

100,0 mL avec de I'éther R. Prélevez 20,0 mL et évaporez-les
avec précaution a siccité au bain-marie. Dissolvez msﬂu
dans 10,0 mL d'une solution d'acétate de magnésium R 5 g/L
dans le méthanol R. Mesurez l'absorbance (2.2.25) 4 512 nm,
en utilisant du méthanol R comme liquide de compensation.
Calculez la teneur pour cent en dérivés hydroxyanthracéniques,
exprimés en barbaloine, & I'aide de I'expression suivante :

Ax19,6

m
en prenant 255 comme valeur de I'absorbance spécifique de
la barbaloine.

A = absorbancea512nm,
m = masse de la prise d'essai, en grammes.

Les Prescriptions Générales (1) s'appliquent a toutes les monographies et autres textes 1493
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Annexe 2. Monographie de la Ph. Eur. 11.

PHARMACOPEE EUROPEENNE 11.0

Aloés du Cap

Haut de la plaque

Aloe-émodine: une bande de
fluorescence jaune

Barbaloine : une bande de
fluorescence orange

Une bande de fluorescence bleue

Une bande de fluorescence bleve

Une bande de fluorescence orange
(barbaloine)

Une bande de fluorescence blanc-bleu

Solution témoin

Solution & examiner

Résultats B : voir ci-aprés la séquence des bandes présentes
dans les chromatogrammes obtenus avec la solution témoin et
la solution & examiner. Par ailleurs, d"autres bandes de faible
intensité peuvent ére présentes dans le chromatogramme
obtenu avec la solution & examiner.

Haut de la plaque

Aloe-émodine: une bande violette

Barbaloine : une bande brune

Une bande brune (barbaloine)

Solution témoin

Solution & examiner

ESSAI

(2.2.27).

utilisée dans les 24 h,

01/2017:0258

Aloés des Barbades. Chromatographie sur couche mince

Solution a examiner. Chauffez au bain-marie jusqu’a
¢ébullition 0,25 g de drogue végétale pulvérisée avec 20 mL de
méthanol R. Agitez pendant quelques minutes, décantez la
solution et maintenez-la & environ 4 °C ; la solution doit étre

h Solution témoin. Dissolvez 2 mg d'aloe-émodine R et 2 mg de

s barbaloine R dans du méthanol R et complétez & 1 mL avec

le méme solvant.
ALOES DU CAP

Aloe capensis (13:17:100 V/V/V).

DEFINITION

Suc concentré et séché provenant des feuilles d’Aloe ferox Mill.
Teneur: au minimum 18,0 pour cent de dérivés
hydroxyanthracéniques, exprimés en barbaloine (C,H,,0, ;
M, 418,4) (drogue desséchée).

CARACTERES

Aspect : masses brun foncé a reflets verditres et & cassure
conchoidale brillante, ou poudre brun-vert,

Solubilité : partiellement soluble dans I'eau bouillante et
soluble & chaud dans I'éthanol & 96 pour cent.

IDENTIFICATION

Examinez les chromatogrammes obtenus dans I'essai Aloés
des Barbades.

Résultats A : voir ci-aprés la séquence des bandes présentes
dans les chromatogrammes obtenus avec la solution témoin et
la solution & examiner. Par ailleurs, d'autres bandes de faible
fluorescence peuvent étre présentes dans le chromatogramme
obtenu avec la solution a examiner.

Séchage : a l'air.

inférieur.

pulvérisée.

Plaque : plaque au gel de silice Fx, pour CCM R (5-40 pm) [ou
plaque au gel de silice Fyg pour CCM R (2-10 pm)).
Phase mobile : eau R, méthanol R, acétate déthyle R

Dépét : 10 pL [ou 2 pL] en bandes de 20 mm [ou 8 mm].
Développement : sur un parcours de 10 cm [ou 6 cm].

Détection A : examinez en lumiére ultraviolette & 365 nm.
Résultats A : le chromatogramme obtenu avec la solution a

examiner ne présente pas de bande de fluorescence vert-bleu
marquée située au-dessous de la bande blanc-bleu du tiers

Détection B: traitez avec de la solution d'hydroxyde de
potassium R a 100 g/L dans du méthanol R et chauffez 2 110°C
pendant 5 min. Examinez & la lumiére du jour.

Résultats B : le chromatogramme obtenu avec la solution

4 examiner ne présente pas de bande violette située
immédiatement au-dessous de la bande due & la barbaloine.
Perte a la dessiccation (2.2.32) : au maximum 10,0 pour cent,
déterminé a I'étuve & 105 °C sur 1,000 g de drogue végétale

Cendres totales (2.4.16) : au maximum 2,0 pour cent.

Les Prescriptions Générales (1) s'appliquent a toutes les monographies et autres textes
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Annexes

Aloés (extrait sec titré d’) PHARMACOPEE EUROPEENNE 11.0

DOSAGE
Effectuez le dosage a l'abri d'une lumiére vive.

Dans une fiole conique de 250 mL, introduisez 0,400 g de
drogue végétale pulvérisée (180) (2.9.12). Humectez avec 2 mL
de méthanol R, ajoutez 5 mL d’eau R chauffée au préalable a
environ 60 °C et mélangez. Ajoutez encore 75 mL d’eau R
chauffée a la méme température et agitez le mélange pendant
30 min. Refroidissez et filtrez dans une fiole jaugée. Rincez la
fiole conique et le filtre avec 20 mL d’eau R. Ajoutez I'eau de
lavage dans la fiole jaugée et complétez a 1000,0 mL avec de
I'eau R. Introduisez 10,0 mL de cette solution dans un ballon
4 fond rond de 100 mL contenant 1 mL d’une solution de
chlorure ferrique R a 600 g/L et 6 mL d'acide chlorhydrique R.
Chauffez a reflux dans un bain-marie pendant 4 h en prenant
soin que le niveau de I'eau soit toujours au-dessus de celui

du liquide dans le ballon. Laissez refroidir. Introduisez la
solution dans une ampoule a décanter. Lavez successivement
le ballon avec 4 mL d'eau R, 4 mL d'hydroxyde de sodium 1 M
et4 mL d'eau R et ajoutez les solutions de lavage au contenu
de I'ampoule. Agitez le contenu de I'ampoule & décanter

avec 3 fois 20 mL d'éther R. Réunissez les phases éthérées,
lavez-les avec 2 fois 10 mL d'eau R et rejetez les eaux de lavage.
Complétez la phase organique a 100,0 mL avec de I'éther R.
Prélevez-en 20,0 mL et évaporez-les avec précaution a siccité
au bain-marie. Dissolvez le résidu dans 10,0 mL d'une solution
d'acétate de magnésium R & 5 g/L dans le méthanol R. Mesurez
I'absorbance (2.2.25) a 512 nm, en utilisant du méthanol R
comme liquide de compensation.

Calculez la teneur pour cent en dérivéshydroxyanthracéniques,
exprimés en barbaloine, 4 I'aide de I'expression suivante :

Ax196
m

en prenant 255 comme valeur de I'absorbance spécifique de
la barbaloine.

A = absorbance 4512 nm,
M = masse de la prise d'essai, en grammes.

CONSERVATION
En récipient étanche.

1492 Voir la section d'information sur les monographies générales (pages de garde)
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Annexe 3. Monographie de la Ph. Eur. 11.

résine de Commiphora sp.

PHARMACOPEE EUROPEENNE 11.0

111
0

Myrrhe (teinture de)

07/2017:1349
- corrigé 10.0
E53E
[OE&S
MYRRHE
Myrrha
DEFINITION

Gomme résine, durcie a I'air, obtenue par incision ou par
exsudation spontanée du tronc et des rameaux de Commiphora
myrrha (Nees) Engl. (syn. Commiphora molmol (Engl.) Engl.
ex Tschirch) ou d'autres espéces de Commiphora.

CARACTERES
Saveur amére.

IDENTIFICATION

A. Lamyrrhe se présente sous forme de grains ou de fragments
brun orangé clair ou foncé, irréguliers ou arrondis, de taille
variable, constitués de composants de couleurs variées ; la
surface des grains ou fragments est en général couverte
d'une poussiére grise ou brun-jaune.

B. Examen microscopique (2.8.23). La poudre est jaune-brun
ou brun-rouge. Examinez au microscope en utilisant de
la solution d’hydrate de chloral R. La poudre présente les
éléments caractéristiques suivants : quelques fragments
de tissus végétaux comprenant des fragments d'écorce
brun-rouge ; des cellules scléreuses simples ou groupées, de
forme polyédrique ou allongée, a paroi lignifi¢e et ponctuée
fortement épaissie par endroits et & contenu brundtre ; des
fragments de cellules parenchymateuses a paroi mince et
de fibres sclérenchy mateuses ; des cristaux doxalate de
calcium irréguliers, de forme prismatique ou polyédrique,
mesurant environ 10-25 pm.

C. Examinez les chromatogrammes obtenus dans l'essai de
Commiphora mukul.
Résultats B : voir ci-aprés la séquence des bandes présentes
dans les chromatogrammes obtenus avec la solution
témoin et la solution & examiner. Par ailleurs, d'autres
bandes de faible intensité peuvent étre présentes dans le
chromatogramme obtenu avec la solution & examiner.

Haut de la plaque

Une bande violet-rouge
Anéthole : une bande violette

Une bande rouge
Thymol : une bande orange

Une bande violette

Une bande marron

Solution témoin Solution A examiner

ESSAI

Commiphora mukul. Chromatographie sur couche mince
(22.27).

Solution & examiner. A 0,2 g de myrrhe pulvérisée (355)
(2.9.12), ajoutez 4,0 mL d'éthanol @ 96 pour cent R. Traitez aux
ultrasons pendant 10 min, puis filtrez.

Solution témoin. Dissolvez 10 mg de thymol R et 40 pL.
d'anéthole R dans 10 mL d'éthanol & 96 pour cent R.

Plaque : plaque au gel de silice F,;, pour CCM R (2-10 pm).
Phase mobile : acide acétique glacial R, éther isopropylique R,
cyclohexane R (10:40:60 V/V/V).

Dépét: 5 pL en bandes de 8 mm.

Développement : sur un parcours de 6 cm.

Séchage : al'air.

Détection A: examinez en lumiére ultraviolette & 366 nm.
Résultats A : le chromatogramme obtenu avec la solution &
examiner ne présente pas de bande de fluorescence bleue ou
violette dans son tiers inférieur.

Détection B: traitez avec de la solution d'aldéhyde anisique R
et chauffez 4 100 °C pendant 2 min. Examinez a la lumiére
du jour.

Matiéres insolubles dans Péthanol : au maximum 75 pour
cent.

Introduisez 1,00 g de myrrhe pulvérisée (250) (2.9.12) dans
un ballon. Ajoutez 30 mL d'éthanol a 96 pour cent R et
agitez vigoureusement pendant 10 min. Filtrez le surnageant
sur un filtre de verre fritté (16) (2.1.2) taré, en évitant
d’entrainer le résidu du ballon. Répétez I'extraction avec

2 fois 20 mL d'éthanol @ 96 pour cent R. Transférez le résidu
quantitativement sur le filtre par ringage du ballon avec de
I'éthanol @ 96 pour cent R. Séchez le filtre et le résidu & I'étuve
4 100-105 °C. Pesez le résidu.

Perte a la dessiccation (2.2.32) : au maximum 15,0 pour cent,
déterminé a I'étuve & 105 °C pendant 2 h sur 1,000 g de myrrhe
pulvérisée (355) (2.9.12).

Cendres totales (2.4.16) : au maximum 7,0 pour cent.

Les Prescriptions Générales (1) s'appliquent a toutes les monographies et autres textes
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Figure 1 -Différences entre les parois des bactéries Gram+ et Gram- (tiré de Jiménez-Jiménez et al,
2022™) 1ttt ettt b et h bttt st e b bbbttt b et et eb b b et ese e 10
Figure 2 - Différents mécanismes de résistances aux antibiotiques chez les bactéries (a partir de
LEVY aNd MArshal, 2004Y) .o.vieciieeiieiieeieeniieeieenieeeteeesressaesseessseesssesssaesssessseesssessssensssssseesssessssenssens 11
Figure 3 - Biofilms : A. Photographie au microscope a balayage d'un biofilm de S. aureus a la surface
d'un dispositif médical (tirée de Donlan, 2002%°); B. Schéma des différents mécanismes de
résistances aux antibiotiques au sein d'un biofilm bactérien (tiré de Hall and Mah, 2017%).............. 12
Figure 4 - Carte simplifiée de I'expansion des Califats Islamiques : 622-632 expansion sous Mahomet
; 632-661 expansion pendant le Califats des patriarches ; 661-750 expansion pendant le Califat des
Omeyyades (a partir d'une carte cédée au domaine publiqUE™®).....ccvevvieieeienieeieeeeeie e 16

Figure 5 - Schéma de la formation d'un abcés cutané induit par S. aureus (tiré de Kobayashi et al,

Figure 6 -Structures d'antibiotiques auxquels de nombreuses souches S. aureus sont devenues
résistantes : la méticilline 1 (noyau B-Iactame, famille des B-Iactamines, inhibe la synthése de
I'enveloppe), l'oxytétracycline2 (famille des cyclines, inhibe la synthése des protéines),
I'érythromycine 3 (famille des macrolides, inhibe la synthése des protéines) et la gentamicine 4
(famille des aminosides, inhibe la synthése des Protéines) ........ccceevevreeerrieeeennieeeennireeesnsreeeensnne 20
Figure 7 - Structure de la mupirocine 5, un antibiotique d'application topique et locale contre des
infections cutanées par des staphylocoques (antibiotique produit par fermentation de Pseudomonas
fluorescens, inhibe la Synthese des Protéines) .......couuiieeiriiiieiniiieeeniieeeeiieeeereeeessireeeessaaneees 20
Figure 8 - Structures d'antibiotiques actuellement utilisés contre des infections causées par S.
aureus (voies orale ou intraveineuse) : la vancomycine 6 (famille des glycopeptides, inhibe la
synthése de I'enveloppe), la télavancine 7 (famille des glycopeptides, inhibe la synthése de
I'enveloppe), le linézolide 8 (famille des oxazolidinones, inhibe la synthése des protéines), la
clindamycine 9 (famille des lincosamides, inhibe la synthése des protéines) et la daptomycine 10
(famille des lipopeptides, inhibe la synthése de I'enveloppe) ..cceeeriiiieeieiiiniiieeeeeeeeeeeeeeeeeen 21
Figure 9 - Deux familles phytochimiques comportant des composés antibactériens : A. Les terpénes
dont le thymol 11 (monoterpéne C10), le nérolidol 12 et le farnésol 13 (sesquiterpénes C15) ; B. Les
coumarines dont I'aegelinol 14 (NOYaU COUMAIINE) .ccciirreuirrrrreeeeereeriiirrereeeeessnsnrrrreeeesessssssssreesaeses 24
Figure 10 - Composés phénoliques prénylés actifs des cones femelles d'H. lupulus®: A&,
acylphloroglucinols prénylées (dérivés d'humulone 15 et dérivés de lupulone 16); B. chalcones
PréNyIEes (XaNthORUMOL A7) ..cciieniiiiiiieieeireeiiirieteeeeerseiirereeeeeessssersrrrasasssssssssssseseassssssssssssssssaaeses 25
Figure 11 - Différents mécanismes de résistance aux métaux chez les bactéries (a partir de Lemire,

HAITISON BT TUINET, 2013 e eiiieeeeeeeeeeeeeee e e e e eeeeeeeeeeeeeseeeaaeeeeeesaesasaeaeaeaeeessasssssaneaeeeesssssnnaneaaaees 29
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Figure 12 - Stratégies antibactériennes actuellement utilisées impliquant des métaux (modifiée a
partir de PItchon €1 al, 2022%%) .iuiiiiiieieeeiieeie ettt ettt ebeeeareereeeseeesbeeerseessaessessseesssesssaassanns 29
Figure 13 - Carte simplifiée de I'expansion des Califats Islamiques : 622-632 expansion sous
Mahomet ; 632-661 expansion pendant le Califats des patriarches ; 661-750 expansion pendant le
Califat des Omeyyades (a partir d'une carte cédée au domaine publique®) .......cceveevveeeieerieeeieennnn. 36
Figure 14 - Présence mondiale de I'A. vera (carte GBIF sur la base des observations recensées,
CONSUITER 18 10.11.2022%%) ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt et eb bt e s s naeseas 37
Figure 15 - A. Plant d'Aloe vera; B. Inflorescence d'Aloe vera; C. Suc séché et pulvérisé
d'Aloe ferox de chez Cailleau Herboristerie ; D. Schéma d'une coupe de feuille d'Aloe vera (modifié a
PArtir de Maan €1 al, 2018M7) couuiiiiiiiieieeeeiee et eeerre e e etreeeerreeetreeebaeeeabeeeabaeaearaeeersaeeearaeeenraeanns 38
Figure 16 - A. Composés majoritaires du suc d'A. vera: aloine A 18, aloine B 19, aloésine 20 et
aloérésine A 21; B. Noyaux des principales familles de composés présentes dans le suc d'A.
VI8 ettt ettt e et e bt e b e e tt e te et b e et e e b e esb e et e e b e e s b e e st e b e e st e st et e e s b e e st e b e enb et tenseesbeeseessaensaesaans 40
Figure 17 - Présence mondiale du genre Commiphora (carte GBIF sur la base des observations
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e Types d'extraits pour une drogue XXXX:
XXXX-EH : extrait a I'éthanol 70% EtOH70%
XXXX-A : extrait a I'acétate d’'éthyle EtOAC
XXXX-D : extrait au dichlorométhane DCM

XXXX-MeOH : extrait au méthanol MeOH

® Drogues:
ALOF : suc commercial d'A. ferox (Cailleau Herboristerie)
AMMO1 : gomme ammoniaque traditionnelle (Rabat, Maroc)
AMMO3 : gomme ammoniaque traditionnelle de référence (droguier de I'Université de Tours)
COMA1 : myrrhe commerciale de C. abyssinica (Cailleau Herboristerie)
COMA2 : myrrhe de C. abyssinica de référence (droguier de I'UMR7200)
HUML : houblon de H. lupulus récolté (tllkirch, France)
MYRR1 : myrrhe traditionnelle (Rabat, Maroc)
MYRR2 : myrrhe traditionnelle de référence (droguier de I'Université de Tours)

SARC : gomme sarcocolle traditionnelle (Pakistan)

® Préparations:

R1:reméde 1, mélange des 4 drogues végétales (ALOF, MYRR1, SARC, AMMO1) et de I'acétate de cuivre dans
les proportions 1/1/1/1/1 m/m/m/m/m

Médicament pour les abcés pour lequel le bistouri n'est pas préconisé : « Tout est broyé, mélangé et

saupoudré sur la plaie. On met un linge dessus, si Dieu veut. »

R2 : reméde 2, mélange des 4 drogues végétales (ALOF, COMA1L, SARC, AMMO1) et de l'acétate de cuivre dans
les proportions 1/1/1/1/0,12 m/m/m/m/m

Médicament de Abd Mihjan contre les abcés et les mauvais furoncles : « Chaque ingrédient est broyé et

tamisé. On humidifie I'abcés avec. On humidifie un tissu fin en lin avec de I'eau et on saupoudre le
médicament dessus et on applique sur la blessure. Cet emplatre ne s’enlévera pas (tout seul) tant que
(I'abceés ou le furoncle) ce n'est pas guéri, avec I'aide de Dieu. »

3DV : mélange des 3 drogues végétales sans la gomme ammoniaque (ALOF, MYRR1, SARC)

RDV : mélange des 4 drogues végétales (ALOF, MYRR1, SARC, AMMO1) dans les proportions 1/1/1/1 m/m/m/m
(pour les extraits RDV, réalisés avant le nouvel approvisionnement en myrrhe, COMA1 a été utilisé au
lieu de MYRR1)

Rappel : Pour plus de clarté dans la lecture, les conclusions et éléments les plus importants sont mis en
orange tandis que les conclusions intermédiaires et certaines notions clefs sont en bleu dans le manuscrit.
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Résumé

L’étude porte sur deux remédes issus de la pharmacopée d’Al-Kindi, tout deux prescrits contre des
infections cutanées et associant 5 drogues : 4 exsudats végétaux a de I'acétate de cuivre. L’évaluation in
vitro des drogues isolées a permis d’établir la forte activité antibactérienne d’extraits a I'éthanol 70%, a
l'acétate d’éthyle et au dichlorométhane de gomme ammoniaque traditionnelle sur des bactéries Gram+
(CMI de 3,91 pg/mL sur S. aureus) ; l'activité antibactérienne de l'acétate de cuivre sur des bactéries
Gram-; l'activité antiinflammatoire des extraits a l'acétate d'éthyle de latex d’A. ferox, de myrrhe
traditionnelle et de gomme sarcocolle traditionnelle.

L’activité antibactérienne de la gomme ammoniaque traditionnelle a été imputée a la présence de
coumarines sesquiterpéniques. Trois de ces composés ont été isolés : le férulénol, I'w-hydroxyférulénol et
un composé nouvellement décrit, le coumaryl 12-férulénol (CMI 2,47 uM sur S. aureus).

Les drogues ont également été testées combinées pour leur activité antibactérienne. La
reproduction de I'un des reméde a permis d’obtenir des zones d’inhibition par diffusion sur gélose sur des
souches Gram+ comme Gram-, confirmant la complémentarité de spectre antibactérien entre I'acétate de
cuivre et les drogues végétales. Sur la base d’un protocole de synthése verte de nanoparticules de cuivre,
des particules ont été obtenues a partir du sel de cuivre et des extraits du mélange des 4 drogues
végeétales. Si leur caractérisation est encore en cours, leur activité antibactérienne et antibiofilm contre des
souches Gram+ et Gram- a déja été établie.

Mots-clefs : ethnopharmacologie — remede — antibactérien — Staphylococcus aureus — Ferula — coumarine
sesquiterpénique — association plante métal

Identification of new antibacterial combinations from
Arab Medieval Pharmacopoeia

Abstract

This study focuses on two remedies from Al-KindT pharmacopoeia, both prescribed against skin
infections and combining 5 drugs: 4 plant exudates with copper acetate. The in vitro evaluation of the drugs
alone established a strong antibacterial activity of extracts of traditional ammoniacum (ethanol 70%, ethyl
acetate and dichloromethane extracts) on Gram+ bacteria (CMI of 3.91 ug/mL on S. aureus); antibacterial
activity of copper acetate on Gram- bacteria; anti-inflammatory activity of A. ferox latex, traditional myrrh
and traditional sarcocolla gum ethyl acetate extracts.

The antibacterial activity of traditional ammoniacum was atttribued to the presence of sesquiterpene
coumarins. Three of these compounds were isolated: ferulenol, w-hydroxyferulenol and a new compound
of this family (to our knowledge), coumaryl 12-ferulenol (MIC 2.47 uM on S. aureus).

The drugs were also tested in combination for antibacterial activity. The reproduction of one of the
remedies made inhibition zones on Gram+ and Gram- strains by diffusion on agar, confirming the
complementarity of the antibacterial spectrum between copper acetate and botanical drugs. Based on a
protocol for the green synthesis of copper nanoparticles, particles were obtained from the copper salt and
mixture of the 4 herbal drugs extracts. While their characterization is still in progress, their antibacterial and
antibiofilm activity on Gram+ and Gram- stains has already been established.

Keywords: ethnopharmacology — remedy — antibacterial — Staphylococcus aureus — Ferula —
sesquiterpene coumarins — plant metal combination




