Abréviations, acronymes et symboles

[a]p: pouvoir rotatoire

aa: acides aminés

ACAT: acyl-coenzyme A cholestérol acyltransférase
ACh: acétylcholine

AChE: acétylcholinestérase

AChElIs: inhibiteurs de I’acétylcholinestérase
AcOEt: acétate d’éthyle

AcOH: acide acétique

ACT: al-antichymotrypsin

ADAS-Cog: alzheimer's disease assessment scale-cognitive
AFLP: amplified fragment length polymorphism
AICD: amyloid precursor protein intracellular domain
AINS: anti-inflammatoires non-stéroidiens

AMP: adénosine monophosphate

AMPA: a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid
APG: angiosperm phylogeny group

API: atmospheric pressure ionization

ApoE: apolipoprotéine E

ApoE-¢4: apolipoprotein E epsilon-4

APP: amyloid precursor protein

APT: attached proton test

APweb: angiosperm phylogeny website

aq: aqueuse

ATCAhI: acétylthiocholine iodide

AB: amyloide-beta

BCh: butyrylcholine

BChE: butyrylcholinestérase

bd: broad doublet

bs: broad singlet

BSA: bovine serum albumin

CamKII: Ca"'/calmodulin-dependent protein kinase
CC: chromatographie sur colonne ouverte

CCM: chromatographie sur couche mince

CD;0OD: méthanol deutéré

CDCls: chloroforme deutéré

Cerad: consortium to establish a registry for Alzheimer’s disease
ChAT: choline acétyltransférase

CLU: clusterine

ColQ: collageéne Q

COSY: COrrelation SpectroscopY

CR1: complement receptor 1

CT: cholesterol total

CTF: fragment C-terminal

CXCR4: chemokine receptor type 4

d: doublet

Da: dalton

DAD: détecteur a barrette de diodes
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DAG: diacylglycérol

DAPH: 4,5-dianilinophthalimide

DC: dichroisme circulaire

DCM: dichlorométhane

dd: doublet of doublet

DEA: diéthylamine

DIOS: désorption/ionisation sur silicium poreux

dm: doublet of multiplet

DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

dq: doublet of quartet

DTNB: 5,5'-dithiobis (acide 2-nitrobenzoique)

EAG/ES: équivalent d’acide gallique/extrait sec

EC/ES: équivalent de catéchine/extrait sec

ES: electrospray

ESI: electrospray ionization (ionisation par électropulvérisation)
EtO;: ether diéthylique

EtOH: ethanol
FAD: flavine adénine ¢inucléotidg
FC: flash chromatographie
Fr: fraction

GABA: gamma-aminobutyric acid

GDP: guanosine diphosphate

GPI: glycophosphatidylinositol

GTP: guanosine triphosphate

HCOOH: acide formique

HDL-C: high density lipoprotein cholesterol

HMBC: heteronuclear multiple-bond correlation spectroscopy

HMG-CoA: 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA

HPLC: chromatographie liquide a haute performance

HR-Q-TOF-ESI-MS: high resolution quadrupole time-of-flight electrospray ionization mass
spectroscopy

HSS: high strength silica

HSV-1: herpes simplex virus 1

Hz: Hertz

ICso: concentration qui permet 1’inhibition de 1’activité a 50 %

ICV: intra-cérébro-ventriculaire

IL: interleukin

IMER: réacteur d’enzyme micro-immobilisé monolithique

Ino(3,4,5)P3: inositol trisphosphate

IRM: imagerie par résonance magnétique

J : constante de couplage

kcat: constante catalytique

Km: constante de Michaelis

LC: liquid chromatography

LC-MS/MS: chromatographie liquide / spectrométrie de masse en tandem

LCR: liquide céphalorachidien

LDL-C: low density lipoprotein cholesterol

LPLC: chromatographie liquide basse pression

M : muscarinique

m/z: rapport masse/charge ¢électrique
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m: multiplet

MA: maladie d’ Alzheimer

MAC: membrane attack complex

MALDI: désorption-ionisation laser assistée par matrice
MAO: monoamine oxydase

MeCOMe: acétone

MeOH: methanol

mGluR: metabotropic glutamate receptors

MS: mass spectrometry

MSD: mass selective detector

nAChR: récepteurs neuronaux nicotiniques de 1'ACh
n-BuOH: n-butanol

NDGA: nordihydroguaiaretic acid

NGF: nerve growth factor

NMDA: N-Methyl-D-Aspartate

NR2A: NMDA receptor subunits type 2A
NR2B: NMDA receptor subunits type 2B

¢|: phase inferieur

PDA: photodiode array

PHFs: paired helical filaments

PKC: protein kinase ¢

ppm: partie par million

Prep: préparative

PRiMA: proline-rich membrane anchor

PS: présénilines

PTLC: preparative thin layer chromatography

g: quartet

qq: quartet of quartet

quin: quintuplet

RAPD: random amplified polymorphic DNA

Rf: rapport frontale

RMN: résonance magnétique nucléaire

ROESY: Rotating-frame Overhauser Effect SpectroscopY
ROS: reactive oxygen species

RP18: reversed phase C-18

s: singlet

SNC: systéme nerveux centrale

SNP: systéme nerveux périphérique

Syst-Eur: systolic hypertension in Europe

TCA: trichloroacetic acid

TEP: tomographie a émission de positrons

THS: traitement hormonal substitutif

TIC: total ion current

TMTFA: m-(N,N,N-trimethylammonio)-2,2,2-trifluoroacetophenone
TNF: tumor necrosis factor

TOF: temps de vol

TR: temps de rétention

UPLC: ultra performance liquid chromatography
UV: ultraviolet

vAChT: vesicular acetylcholine transporter



VIH: virus de I'immunodéficience humaine
vis: visible

a: degré de signification

o0: déplacement chimique

Amax: maximum d’absorption dans ’'UV/Vis
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Résumé

Dans le but de valoriser des plantes médicinales dans le domaine de la recherche de
nouveaux composés inhibant I’acétylcholinestérase (AChE), trois extraits provenant de trois
plantes Pistacia atlantica Desf., Solenanthus lanatus A.DC. et Echium confusum de Coincy.
ont été évalués. Ces extraits ont été soumis aux tests de bioautographie et a I’essai en solution
par la méthode d’Ellman. Ces tests ont permis de s€lectionner les extraits qui présentent une
activité inhibitrice de I’AChE pour un fractionnement bioguidé. Vingt produits naturels ont
été isolés. La caractérisation compléte de ces produits s’est effectuée a 1’aide de différentes

méthodes spectroscopiques (MS, RMN 1D et 2D).

Dans un premier temps, un fractionnement bioguidé par différentes techniques
chromatographiques (partage Liquide-Liquide, CC, LPLC, FC) de I’extrait aqueux des
feuilles de Pistacia atlantica Desft. a été entrepris et a permis I’isolement et I’identification de
huit produits phénoliques (I-VIII). L’extrait brut et des fractions enrichies de P. atlantica:
AcOEt, n-BuOH et aqueuse ont été analysés par HPLC-DAD-UV et HPLC-API-ES-MS ce

qui a permis d’identifier majoritairement des dérivés de I’acide gallique et de la quercétine.

Dans un deuxieme temps, le fractionnement bioguidé de 1’extrait éthanolique de la plante
entiere de Solenanthus lanatus A.DC. a conduit a I’isolement et a la caractérisation de quatre
alcaloides pyrrolizidiniques, produits IX, X, XI et XII dont un nouveau produit naturel qui est
le 7-angeloylechinatine N-oxyde (produit X). A notre connaissance, ces alcaloides

pyrrolizidiniques ont été caractérisés pour la premicre fois dans le genre Solenanthus.

Enfin, le fractionnement bioguidé de I’extrait éthanolique de la plante entiere d’Echium
confusum de Coincy a conduit a l’isolement et a la purification de huit alcaloides

pyrrolizidiniques, produits XIIT-XX.

La majorité des produits isolés ont montré une activité inhibitrice de I’ AChE par le test de
bioautographie. Les essais en solution par la méthode d’Ellman ont confirmé une activité
modérée pour les produits isolés; par contre, les produits XIV, XV et XVI se sont révélés

inactifs en solution.

Ainsi ce travail a permis de mieux connaitre la phytochimie des trois plantes étudiées, et

d’isoler de nouveaux produits naturels ayant une activité inhibitrice de I’AChE.

Mots clés: acétylcholinestérase, fractionnement bioguidé, chromatographie, polyphénols,

alcaloides pyrrolizidiniques, RMN
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Abstract

In order to valorize medicinal plants in the research of new compounds that inhibit
acetylcholinesterase (AChE), three extracts from three plants Pistacia atlantica Desf.,
Solenanthus lanatus A.DC. et Echium confusum de Coincy were evaluated. These extracts
were subjected to bioautography test and to solution test by the Ellman method. These tests
were used to select the extracts that present AChE inhibitory activity for bioguided
fractionation. Twenty natural compounds have been isolated. The complete characterization
of these compounds was carried out using various spectroscopic methods (MS, 1D and 2D

NMR).

Firstly, a bioguided fractionation by different chromatographic techniques (liquid-liquid
partition, CC, LPLC, FC) of the aqueous extract of Pistacia atlantica Desf. leaves was
undertaken and resulted in the isolation and identification of eight phenolic compounds (I-
VIII). The crude extract and enriched fractions from P. atlantica: EtOAc, n-BuOH and
aqueous were analyzed by HPLC-DAD-UV and HPLC-API-ES-MS and mainly derivatives of

gallic acid and quercetin have been identified.

Secondary, the bioguided fractionation of the ethanolic extract of whole plant of
Solenanthus lanatus A.DC. led to the isolation and characterization of four pyrrolizidine
alkaloids, compounds IX, X, XI and XII including a new natural product: 7-
angeloylechinatine N-oxide (compound X). To our knowledge, these pyrrolizidine alkaloids

have been characterized for the first time in the genus Solenanthus.

Finally, the bioguided fractionation of the ethanolic extract of the whole plant of Echium
confusum de Coincy led to the isolation and purification of eight pyrrolizidine alkaloids,

compounds XITI-XX.

The majority of the isolated products showed AChE inhibitory activity by bioautography
test. The solution test by the Ellman method confirmed a moderate activity for the isolated

compounds; however, compounds XIV, XV and XVI were found inactive.

Thus, this work has provided a better knowledge of phytochemistry of the three plants

studied, and has allowed the isolation of new natural products with AChE inhibitory activity.

Keywords: acetylcholinesterase, bioguided fractionation, chromatography, polyphenolics,

pyrrolizidine alkaloids, NMR.

X1X



Introduction génerale



Chapitre 1: Introduction générale

L’Algérie possede une des flores les plus diversifiées et les plus originales du bassin
méditerranéen. Cette flore compte 3.744 especes réparties dans pres de 150 familles (Quezel
et Santa, 1963). Un grand nombre d’especes a été utilisé traditionnellement pour le traitement
de différentes maladies qui, pour la plupart, n’ont pas fait I’objet d’études scientifiques. En
effet, plusieurs de ces especes sont chimiquement inconnues et peuvent étre dangereuses pour
la santé¢. D’autres espeéces ne sont pas encore utilisées dans la médecine traditionnelle et

peuvent étre potentiellement intéressantes.

L’utilisation des produits naturels bioactifs a base de drogues végétales préparées
remonte a des centaines, voir des milliers d’années. Leurs applications en tant que composés
isolés, ont contribué¢ au développement et a la découverte moderne des médicaments qui n’ont
commencé qu’au XIX“™ siécle, aube de I’ére chimiothérapie. Il est bien admis que les
produits naturels ont joué un rdle crucial dans le développement des médicaments modernes,
spécialement en tant qu’agents antibactériens et anti-tumoraux. Les produits naturels ont été la
principale source pour la médecine commerciale et les médicaments. Un sondage récent a
révélé que 61 % des 877 médicaments introduits dans le monde peuvent étre attribués a des
produits naturels ou inspirés de ces derniers. Parmi les 350.000 espéces végétales, un tiers a
été¢ étudié. Sur un quart des recherches publiées sur ces especes, seulement une fraction

d’entre elles a été étudiée chimiquement.

La découverte des médicaments a base de plantes médicinales fournit des pistes nouvelles
et importantes vis a vis des cibles pharmacologiques variées, qui incluent le cancer, le virus
HIV du sida, les maladies neurodégénératives et la malaria. Les drogues dérivées des plantes

médicinales par synthése chimique, peuvent servir comme de nouveaux médicaments.

La maladie d’Alzheimer (MA) est une pathologie évolutive, dégénérative du cerveau.
Cette maladie est la forme la plus commune de démence affectant surtout les personnes agées,
avec une durée moyenne de 3 a 10 ans entre I’apparition des symptdmes cliniques et la mort.
L’incidence de la MA augmente avec 1’age, méme pour les personnes les plus agées: a partir
de 0,5 % a I’age de 65 ans, elle s’¢éléve a pres de 8 % a 1’age de 85 ans (Liang et Fang, 2006).

) avec 2,4 millions

Le nombre de personnes touchées a travers le monde est de 36,5 millions
de cas aux Etats-Unis d’Amérique (2), 860.000 cas en France (3), 100.000 cas en Algérie. On

estime que ce nombre pourrait atteindre 65,7 millions ® vers 2030.
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La neuropathologie de la MA est caractérisée par des dépots amyloides parenchymateux
ou plaques neutriques, des dépdts intraneuronaux de neurofibrilles, des angiopathies
amyloides cérébrales et pertes synaptiques (Ghiso et Frangione, 2002). En se basant sur la
constatation que ’acétylcholine (ACh) est séveérement réduite dans le cerveau des patients
souffrant de la MA, le traitement courant de la MA dans la plupart des pays consiste a
administrer des inhibiteurs de 1’acétylcholinestérase (AChEIls) afin d’augmenter le taux de
I’ACh au niveau de la fente synaptique par I’inhibition de I’AChE. Cette derniére enzyme est
responsable de la dégradation de I’ ACh, neurotransmetteur qui joue un role important dans la
transmission du flux nerveux et qui est cruciale dans les processus de formation de la
mémoire (Liang et Fang, 2006). Notons que les AChEIs ont par ailleurs aussi un effet

insecticide et antiparasitaire.

A ce jour, quatre AChEIs, Cognex® (Tacrine), Aricept® (Donépezil ou E2020), Exelon®
(Rivastigmine) dérivé de la physostigmine présente dans Physostigma venenosum Balf, et
Reminyl® (galanthamine hydrobromide) isol¢ de Galanthus nivalis L., sont actuellement
approuvés comme médicaments de prescription par les Etats-Unis d’ Amérique pour traiter les
symptomes avec une intensité 1égere a modérée de la MA. Cependant, 1’efficacité clinique des
AChEIs est limitée par sa courte demi-vie et ses effets secondaires excessifs causés par
I’activation des systémes cholinergiques périphériques, ainsi que par 1’hépatotoxicité, qui est
le plus fréquent et important effet secondaire de la thérapie par la Tacrine (Farlow et al.,
1992; Rogers et al., 1998). 11 y a donc une nécessité a rechercher de nouvelles substances

présentant a la fois une forte activité, une toxicité moindre, ainsi qu’une demi-vie plus longue.

Dans une premiére partie, trois plantes médicinales algériennes: Pistacia atlantica Desf.,
Solenanthus lanatus A.DC. et Echium confusum de Coincy sont choisies pour une extraction
guidée par test biologique afin de rechercher de nouveaux composés inhibiteurs de 1’AChE.
La sélection de ces especes s’est basée sur leurs utilisations en médecine traditionnelle, ainsi
que sur le résultat du test biochimique par bioautographie. Parallélement, I’isolement d’autres
composés, inactifs sur cette cible, a été¢ effectu¢ afin de contribuer a la connaissance

phytochimique des plantes étudiées et qui pourraient trouver une utilisation en thérapeutique.

L’identification d’inhibiteurs de I’AChE a été réalisée par I'utilisation d'une méthode
bioautographique sur CCM. Dans une deuxi¢me partie, une comparaison entre ce test et le test
en solution par la méthode d’Ellman a été entreprise afin d’évaluer la pertinence des résultats

obtenus.
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La technique analytique de CCM a été¢ employée pour déterminer les principales classes
phytochimiques présentes dans les extraits étudiés. Par ailleurs, certaines techniques
analytiques couplées, telle que I’'HPLC-UV et ’'HPLC-MS, sont aussi employées, afin
d’identifier les phytoconstituants des extraits étudiés, ceci permet de montrer le role de ces

techniques dans le domaine de la déréplication d’extraits.
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2.1. Plantes étudiées
2.1.1. La famille des Anacardiaceae
2.1.1.1. Introduction

Les Anacardiaceae (ordre Sapindales/Rutales, voir figure 2.1) sont une petite famille de
dicotylédone composée de 600 especes réparties en 70 genres, bien que certains auteurs
répertorient quatre-vingt especes (Hormaza et Wunsch, 2011; Pell ef al., 2011). La majorité
des especes de cette famille sont d’origine tropicale (Watson et Dallwitz, 1992). La
classification la plus largement acceptée divise la famille en cinq tribus: Anacardieae, Rhoeae,
Semecarpeae, Spondiadeae et Dobineae (Mitchell et Mori, 1987; Wannan et Quinn, 1991)
avec attribution du genre Pistacia a la tribu Rhoeae (Mitchell et Mori, 1987).

Les fleurs sont de petites formes en grappes ramifiées (panicules) et sont unisexuées ou

bisexuées. Les fruits sont habituellement des drupes (Glimn-Lacy et Kaufman, 2006).

La région phytogéographique, Malaisie, qui s'étend de la péninsule malaise a l'archipel
Bismarck a I’Est de la Nouvelle-Guinée, contient plus de genres au sein de cette famille que
toute autre région du monde (Bompard et Schnell, 1998). 11 existe plusieurs especes d’arbres
¢conomiquement importants au sein de cette famille. L’anacardier (4Anacardium occidentale
L.) et le mombin jaune et pourpre (Spondias mombin L. et S. purpurea L.) sont des especes
néotropicales d’ Anacardiaceae. Le prunier kaftir (Harpephyllum caffrum Bernh.) et le marula
(Sclerocarya caffra Sond.) sont originaires d’Afrique du Sud. La mangue (Mangifera indica
L.), le pommier de cythére (S. dulcis Forst.) et les especes du genre Bouea ont un centre
d’origine dans le Sud-est asiatique. Le pistachier (Pistacia vera L.) est probablement
originaire de I’Iran et de I’ Asie centrale. Beaucoup d’especes d’Anacardiaceae sont exploitées
pour leurs bois et pour leurs produits secondaires, telles que la cire et le vernis (Rhus sp. et
Melanorrhoea sp.), les gommes et les résines (Pistacia sp.), les ingrédients de tannage
(Mangifera sp., Rhus sp. et Schinus sp.) (Litz, 2005), les aliments (4. occidentale L.
(pommier-cajou), M. indica L. (mangue), P. vera L. (pistache)), 1’ornementation (Cotinus
coggygria Scop., R. aromatica Ait. (sumac aromatique), R. copallina L. (sumac ailé), R.
typhina L. (sumac vinaigrier)), et comme poison (Metopium toxiferum L., Toxicodendron
verniciflua (Stokes) F.A. Barkley, T. radicans (L.) Kuntze (sumac radicant, lierre toxique), 7.
diversiloba (Torrey & Gray) Green (sumac de I’Ouest ou chéne toxique), 7. vernix (L.)

Kuntze (sumac toxique)) (Glimn-Lacy et Kaufman, 2006). Le contact avec de nombreuses
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especes est connu pour induire de graves irritations dermiques, par exemple les Rhus sp. du
Nord Américain (lierre empoisonné) et les Gluta sp. du Sud-est Asiatique. La seve et le pollen
de plusieurs especes, y compris Mangifera sp. et Schinus sp., peuvent stimuler des réactions

allergiques graves (Litz, 2005).

Régne: Plantae
Embranchement: Spermatophyta
Sous-embranchement: Angiospermae
Classe: Magnoliopsida
Sous-classe: Malvidae
Super-ordre: Rutanae
Ordre: Rutales
Famille: Anacardiaceae
Sous-famille: Anacardieae
Rhoeae (—Pistacia)
Semecarpeae
Spondiadeae

Dobineae

Figure 2.1. Position systématique de la famille Anacardiaceae (Mitchell et Mori, 1987;
Wannan et Quinn, 1991; Thorne, 2007).

2.1.1.2. Classification systématique, description botanique et distribution
2.1.1.2.1. Taxonomie et phylogénie

La famille des Anacardiaceae a d’abord été proposée par Lindley en 1830, mais ses
membres ont été diversement placés dans d’autres familles, incluant Blepharocaryaceae,
Comocladiaceae, Julianiaceae, Pistaciaceae, Podoaceae, Rhoaceae, Schinaceae,
Spondiadaceae et Terebinthaceae. Engler (1892) a divisé la famille en cinq tribus, Dobineeae,
Mangifereae, Rhoideae, Semecarpeae et Spondieae. Il les circonscrit en utilisant plusieurs
caracteres floraux et de fruits, incluant le nombre de carpelles, I’insertion de 1’ovule sur le
placenta, le nombre de spires staminales, la complexité des feuilles, le nombre de locules dans
I’ovaire et les fruits, la morphologie de I’embryon, et I’insertion stylaire sur 1’ovaire. La
circonscription tribale a été révisée par Mitchell et Mori (1987), qui ont mis a jour la

modification de Ding (1978) basée sur la classification d’Engler. Cependant, cette
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classification a été remise en question plus récemment. Wannan et Quinn (1990; 1991) ont
utilisé la structure florale et du péricarpe, I’anatomie du bois, et les données des biflavonoides
pour étudier la classification des Anacardiaceae. Ils tentent d’identifier deux groupes, A et B,
qui ont été divisés chacun en deux sous-groupes, 1 et 2. Les Tribus d’Engler Anacardieae,
Dobineae, Rhoeae et Semecarpeae, a 1’exception d’Androtium, Buchanania, Campnosperma
et Pentaspadon, ont été placées dans le groupe A, tandis que le groupe B contient tous les
Spondiadeae plus les quatre genres nommés ci-dessus (deux genres de chacun des
Anacardieae et des Rhoeae). Wannan et Quinn (1991) ont désigné deux genres, Faguetia et
Pseudoprotorhus, attribuables a aucun groupe. Dans une premicre investigation moléculaire
des Anacardiaceae, Terrazas (1994) a utilis¢ des séquences du gene de chloroplaste rbcL,
avec des données sur la morphologie et I’anatomie du bois pour interpréter la phylogénie de la
famille. Il a ¢€lucidé une Anacardiaceae monophylétique composée de deux groupes. Le
premier groupe, clade A2, contient les Spondiadeae ainsi que Pentaspadon, il est uni par la
synapomorphie morphologique des glandes multicellulaires situées sur les feuilles. Le
deuxieéme groupe, clade A1, contient d’autres genres dans quatre tribus, et est caractérisé par
les synapomorphies anatomiques et morphologiques du bois, les glandes unicellulaires situées
sur les feuilles et la présence des deux fibres cloisonnées et non cloisonnées. Se basant sur la
phylogénie combinée, Terrazas (1994) a proposé de maniere informelle le fractionnement de
la famille en deux sous-familles, Anacardioideae et Spondioideae. Pell (2004) a proposé une
division similaire de la famille fondée sur I’analyse de trois genes de plaste, il décrit et
circonscrit les deux sous-familles (Pell, 2004; Mitchell et al., 2006). Cette classification est la
plus suivie, a I’exception du placement subfamilial de Buchanania: les données moléculaires
récentes ont aidé a résoudre les données morphologiques ambigués, et suggérent que ce genre
est un membre de la sous-famille des Spondioideae. Il convient de noter que les récentes
analyses, avec un plus large échantillonnage des données de I’cpDNA (trnLF et rpsl16) et
nrDNA (ETS) (Pell ef al., 2011) indiquent que la sous-famille Spondioideae (anciennement
reconnue comme tribu Spondiadeae) est polyphylétique. Cependant, les deux sous-familles
comme circonscrites par Mitchell ez al. (2006) sont structurellement reconnaissables, et le

classement subfamilial formel n’a pas encore été attribué aux clades nouvellement résolus.

Les phylogénies ¢élucidées par Pell et al. (2011) ajoutent un support pour plusieurs
relations au sein de la famille. La position dans les Anacardiaceae de plusieurs familles
autrefois distinctes, y compris les Podoaceae (Campylopetalum et Dobinea), les Julianiaceae

(Amphipterygium et Orthopterygium) et les Pistaciaceae (Pistacia) a été¢ étayée par des
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données moléculaires. Les principaux membres de [’ancienne tribu des Anacardieae
(Anacardium, Bouea, Fegimanra, Gluta, Mangifera) forment un clade. Le genre Rhus est
polyphylétique, avec un maximum de cinq origines différentes, et sa taxonomie nécessite une
révision (Miller et al., 2001; Pell, 2004; Yi et al., 2004; 2007; Pell et al., 2008). Moffett
(2007) a publié les nouvelles combinaisons dans Searsia pour les anciennes especes de Rhus
dont la plupart sont africaines, mais beaucoup de travail reste a faire. Les Anacardiaceae sont
les plus étroitement reliées aux Burseraceae. Les deux familles partagent les synapomorphies
des canaux verticaux intercellulaires sécrétoires dans le phloéme primaire et secondaire, et
sont souvent horizontaux dans les rayons de bois, et la capacit¢ de synthétiser les
biflavonoides (Wannan et al., 1985; 1986; Wannan et Quinn, 1990; 1991; Terrazas,
1994). En outre, dans ces familles les ovules sont souvent attachés a un court, large obturateur

placentaire, et les plantes sont fortement résineuses.

La relation étroite des Anacardiaceae et des Burseraceae a été suggérée par de nombreux
auteurs sur la base de caractéristiques morphologiques, anatomiques et des données
biochimiques (Gundersen, 1950; Cronquist, 1981; Wannan, 1986; Takhtajan, 1987;
Thorne, 1992), encore soutenue par des données de séquences d’ADN (Gadek et al., 1996;
APG, 1998; Savolainen et al., 2000a,b; APG, 2003; Pell, 2004; APG, 2009). Néanmoins,
les Anacardiaceae se distinguent des Burseraceae pour avoir un seul ovule par locule contre
deux ovules par locule, respectivement. Des fonctionnalités supplémentaires qui ne sont pas
universelles, mais souvent séparent efficacement les deux familles, incluent les
caractéristiques chimiques et de fruits. Les Burseraceae manquent de composés chimiques qui
sont présents dans de nombreux Anacardiaceae, y compris les 5-désoxyflavonoides et les
composés causant une dermatite aprés un contact. Tous les fruits des Anacardiaceae sont
indéhiscents, tandis que de nombreux fruits des Burseraceae sont déhiscents; certains

Burseraceae ont des stipules ou pseudostipules qui font défaut chez les Anacardiaceae.

Historiquement la famille des Anacardiaceae a ¢été placée dans les classements
taxonomiques les plus élevés de Burserales, Rutales, Sapindales ou Terebinthinae. La plupart
des auteurs modernes la considérent comme un membre des Sapindales, et des études
moléculaires récentes a un niveau ordinal (Gadek et al., 1996) et au-dessus (Chase et al.,
1993; Bremer et al., 1999; Savolainen et al., 2000a,b; APG, 2003; 2009) soutiennent cette

classification.
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2.1.1.2.2. Description botanique

Les Anacardiaceae sont des arbres et arbustes parfois arbustes sarmenteux, herbacées
grimpantes, ou des lianes avec des canaux résineux et claires pour la seéve laiteuse qui peut
devenir noire par exposition a l’air et est souvent toxique, causant une dermite sévere par
contact. Les produits chimiques irritants peuvent étre distribués dans toutes les parties de la
plante ou concentrés dans des organes particuliers, par exemple, dans la paroi du fruit de noix
de cajou (4. occidentale L.). Les feuilles sont alternes, rarement opposées (Abrahamia,
Belpharocarya, Bouea), non stipulées, souvent pennées, parfois simples (Cotinus,
Anarcardium, Mangifera). Les fleurs sont actinomorphes et bisexuées, ou parfois unisexuées,
petites et discrétes, en panicules axillaires ou terminales, thyrses, €pis, en grappes, en
fascicules ou solitaires. Sépales (3-)5(-7), habituellement connés a la base, mais libres au-
dessus. Pétales (3-)5(-7), rarement absents, et libres. Etamines 5 a 10 ou plus, formant un
tube. Un réceptacle charnu (disque) est généralement présent. Les staminodes sont présents
dans les fleurs femelles. L ovaire est généralement supérieur (inférieur dans Drimycarpus) et
comprend 1 ou 3 a 5 carpelles unis, trés rarement libres, avec 1-5 locules, contenant chacun
un seul ovule. Il y a 1-3 styles, parfois absents. Le fruit est généralement indé€hiscent et
drupacé mais une diversité des types de fruits inhabituels se produit également, comme des
samares encerclées par une aile marginale (Campylopetalum, Dobinea, Laurophyllus), des
samaroides avec une seule aile (Faguetia, Loxopterygium), ou des akénes (Apterokarpos).
Dans I’Anacardium et Semecarpus, 1’hypocarpe est €largie et comestible. La graine solitaire
peut avoir un endosperme mince, ou aucun (Heywood et al., 2007). Les cotylédons
habituellement planoconvexes ou plats et distincts, généralement de taille égale, rarement

fusionnés ou ruminés, parfois bilobés (Pell ez al., 2011).

2.1.1.2.3. Distribution

La famille se distribue dans les deux hémisphéres Est et Ouest (Figure 2.2), avec une
représentation plus ou moins égale en Amérique du Sud, en Afrique et en Asie. Plusieurs
genres sont originaires d’Amérique du Nord et d’Eurasie (par exemple, Rhus, Pistacia et
Cotinus). La famille s’est diversifiée en Europe Centrale, Amérique du Sud, Afrique du Sud et
Centrale, a Madagascar, en Indochine, et en Malaisie. Le plus grand genre, Rhus, avec 200
especes est présent dans les deux régions tempérées et tropicales des deux hémisphéres.
Semecarpus (60 especes) est Indo-Malaisienne dans la distribution (Heywood et al., 2007;
Takhtajan, 2009; Pell et al., 2011).
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Figure 2.2. Distribution géographique de la famille des Anacardiaceae (Heywood ef al.,
2007)

2.1.1.3. Importance économique

Les principaux produits alimentaires agricoles des Anacardiaceae sont les noix de cajou
(Anacardium), les mangues (Mangifera), les baies roses (Schinus), et les pistaches (Pistacia).
Cependant, de nombreux taxons ont d’autres parties comestibles de valeur régionale ¢levée
(par exemple, Antrocaryon, Buchanania, Choerospondias, Cyrtocarpa, Harpephyllum,
Lannea, Ozoroa, Rhus, Searsia, Spondias, Tapirira, Trichoscypha). La créme d’amarula est
faite du fruit de marula (Hall ez al., 2002). La noix de cajou (4. occidentale L.) donne trois
principaux produits économiques: les semences (noix de cajou), I’hypocarpe (pomme de
cajou), et la résine de mésocarpe (liquide de noix de cajou). La noix de cajou est consommeée
crue ou grillée, et est utilisée dans les confiseries. Les pommes de cajou sont plus importantes
localement qu’a I’échelle mondiale, et sont consommées fraiches, comme jus. Le liquide de
coquille de noix de cajou est utilis¢ industriellement dans la fabrication de divers polymeres
tels que les plastiques, les adhésifs, les lubrifiants, et les résines. Parmi ces produits, la
semence est loin la plus importante sur le plan économique. Les principaux pays producteurs
sont le Brésil, I’Inde, I’Indonésie, la Guinée, le Mozambique, le Nigéria, la Tanzanie et le
Vietnam (Behrens, 1996). Astronium et Myracrodruon sont d’une importance significative
pour le bois exporté. D’autres genres fournissent du bois utilisé pour fabriquer des allumettes,
des armoires, des arcs, du charbon, des meubles, bois de chauffage, et des ustensiles de

cuisine. De nombreuses espéces d’Anacardiaceae sont. appreciees’ pour. leur importance
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horticole. Des spécimens de Cotinus, Harpephyllum, Lannea, Pistacia, Rhodosphaera, Rhus,
Schinus, Searsia, Smodingium et Toxicodendron sont plantés pour leurs belles inflorescences,

leur feuillage persistant, et/ou leur feuillage d’automne (Pell ez al., 2011).

2.1.1.4. Utilisations médicinales et effets biologiques et pharmacologiques

Les Anacardiaceae sont connues depuis longtemps pour leurs propriétés médicinales
(Pell et al., 2011). Spondias et Rhus sont largement utilisés par les populations indigénes pour
de nombreux maux, de la guérison des fractures au traitement du rhume. D’autres taxons sont
utilisés pour traiter la fievre (Buchanania, Comocladia), 1’hépatite (Haematostaphis), les
troubles  gastro-intestinaux (4Anacardium, Antrocaryon, Heeria, Lannea, Ozoroa,
Pseudospondias, Schinus, Sorindeia), les maladies respiratoires (4Astronium), les maladies de
la peau et/ou des blessures (Buchanania, Lannea, Metopium, Ozoroa, Schinus, Sclerocarya,
Searsia, Sorindeia, Trichoscypha), les maladies vénériennes (Buchanania, Lannea), diverses
conditions liées a la grossesse (Metopium, Ozoroa, Trichoscypha), et comme astringents

(Anacardium, Astronium, Mangifera) (Morton, 1981; Burkill, 1985; Mitchell, 2004).

La médecine moderne s’est beaucoup intéressé aux utilisations ethnobotaniques et a
permis d’isoler plusieurs composés actifs de différentes parties végétatives (Pell et al., 2011).
Le cardol, un composé extrait du péricarpe du cajou, présente une activité contre la filariose,
une maladie tropicale majeure causée par des parasites filaires qui touche plus de 400 millions
de personnes dans le monde (Suresh et Raj, 1990). Trois acides anacardiques isolés du jus de
"pomme" de noix de cajou se sont révélés avoir une cytotoxicité significative in vitro contre
les cellules BT-20 du carcinome du sein (Kubo ef al., 1993). L’extrait des feuilles de R.
coriaria L. posséde des activités antioxydantes, anticholinestérasiques réalisées sur des
modeles in vitro et antibactériennes contre des bactéries Gram négatives et positives (Danis et
al., 2014). Les urushiols isolés des feuilles de R. verniciflua (Stokes) F.A. Barkley présentent
une activité inhibitrice de I’enzyme HIV-1 reverse transcriptase (Kadokura et al., 2015).
Sulfuretine et buteine isolées des écorces de 7. vernicifluum (Stokes) F.A. Barkley présentent
une activité anti-inflammatoire et cytotoxique (Kim ez al., 2015). Trois acides anacardiques
isolés a partir de I’huile de noix de cajou fournissent une puissante activité antibactérienne
contre Streptococcus mutans, une bactérie qui adhére a la surface des dents et facilite
I’accumulation d’autres micro-organismes oraux qui produisent des acides organiques qui

détruisent I’émail, conduisant a la formation de cavités (Muroi et Kubo, 1993).

10
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2.1.1.5. Toxicité

La plupart des substances toxiques sont des phénols, principalement des catéchols et des
résorcinols qui s’accumulent dans les canaux de résine. Les pentadecylcatéchols (souvent
appelés urushiols) sont des composés qui induisent une dermatite et qui sont présents dans les
plantes suivantes: le sumac vénéneux, sumac au vernis, et D’arbre a laque asiatique
(Toxicodendron sp.); ils sont également présents dans Gluta, Holigarna, Lithrea, Metopium,
Semecarpus et Smodingium. Les heptadecylcatéchols se trouvent dans Gluta, Lithrea,
Metopium, Semecarpus et Toxicodendron. Les dérivés de 1’acide salicylique (acide
anacardique) ont été identifiés dans A. occidentale L. et Pentaspadon. D’autres composés
toxiques qui se trouvent dans la famille comprennent les bhilawanols (Semecarpus), le
glutarenghol, le laccol (Toxicodendron), le moreakol (Gluta usitata Wall.) (Behl et Captain,
1979), le thitsiol (Gluta), le renghol (Gluta, Semecarpus), et le semecarpol (un phénol
monohydroxylé trouvé dans Semecarpus) (Behl et Capitain, 1979). Les composés
mentionnés ci-dessus sont de structures diversifiées et peuvent causer une réaction du systéme
immunitaire lors de la liaison avec les protéines de la peau (Mitchell, 1990). Les humains et
les autres animaux allergiques a ces composé€s peuvent avoir une trés 1égeére réaction a une
réaction mortelle en fonction de la région de contact, des especes rencontrées, et de la sévérité
de leur allergie. La chimie de ces composés toxiques a €té recherchée pour de nombreux
taxons (Hill ez al., 1934; Backer et Haack, 1938; Loev, 1952; Tyman et Morris, 1967;
Johnson ef al., 1972; Gross et al., 1975; Halim et al., 1980; Stahl et al., 1983; Gambaro et

al., 1986), mais la cause de la toxicité dans autres especes est inconnue.

2.1.1.6. Principaux métabolites secondaires isolés de la famille Anacardiaceae

Les métabolites secondaires (tableau 2.1) au sein des membres d’Anacardiaceae ont été
largement étudiés (Aguilar-Ortigoza et Sosa, 2004). Plusieurs de ces études ont porté sur
I’activité biologique des composés phénoliques (Corthout ef al., 1994), des esters (Corthout
et al., 1992; Galvez et al., 1992), et des tanins (Corthout et al., 1991; Galvez et al., 1991;
Viana et al., 1997). D’autres ont porté sur les composés toxiques tels que ceux causant une
dermite suite a un contact (Mitchell, 1990; Rivero-Cruz et al., 1997; Drewes et al., 1998), ct
ceux responsables des allergies a partir de noix (Jansen et al., 1992; Fernandez et al., 1995).
Certains composés isolés d’Anacardiaceae se sont révélés avoir une fonction défensive. Ils
agissent notamment comme antimicrobiens (Saxena et al., 1994) et antifongiques et/ou

insecticides et herbivores (Chen et Wiemer, 1984; Cojocaru et al., 1986). Les composés

11
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Tableau 2.1. Métabolites secondaires isolés des especes d’ Anacardiaceae.

Agathisflavone on Flavonoides Anacardium Ajileye et
@ occidentale L.  al., 2015

Quercétine 3-0-
rutinoside

Flavonoides A. Ajileye et
occidentale L.  al., 2015

Quercétine 3-0-
rhamnoside

Flavonoides A. Ajileye et
occidentale L. al., 2015

12
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(+)-Catéchine OH Flavonoides Harpephyllum  Moodley et
3 OH caffrum Bernh. al., 2014
HO_ O .
5
6 4
OH
OH
Cardanol a OH Lipides H. caffrum Moodley et
5 phénoliques Bernh. al., 2014
: ]I (CHz)m. [CHE)H\
(n=5)
Cardanol b OH Lipides H. caffrum Moodley et
phénoliques Bernh. al., 2014
Cardanol ¢ OH Lipides H. caffrum Moodley et
phénoliques Bernh. al., 2014

Tableau 2.1 suite.
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H;C(H,C)y ,0C0

Cardanol d Lipides H. caffrum Moodley et
phénoliques Bernh. al., 2014

Eicosanyl-trans-p- 3 Lipides H. caffrum Moodley et

coumarate HO phénoliques Bernh. al., 2014

7 9.0 (CHa)ys
. W \\I/ \\
O

B-sitosteryl- { Stérols Lannea Yun et al.,

3p-glucopyranoside- ’\L‘A\/ hd coromandelica 2014

6'-O-palmitate [ > (Houtt.) Merr.

HO (\ b j/n
Al
\J/\ ACH )y
B-sitosterol Stérols L. Yun et al.,
palmitate coromandelica 2014
(Houtt.) Merr.

Tableau 2.1 suite.
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Myricadiol Terpenes L. Yun et al.,
coromandelica 2014
(Houtt.) Merr.

"HyOH

Mangiferine A Terpenes Mangifera Panthong et
foetida Lour. al., 2015

Mangiferine B Terpenes M. foetida Panthong et
Lour. al., 2015

(+)-syringaresinol r Lignanes M. foetida Panthong et
Lour. al., 2015

Tableau 2.1 suite.
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Acide betulinique Terpenes M. foetida Panthong et
Lour. al., 2015
Mangiferzene Coumaroyl M. foetida Panthong et
glucoside glucoside Lour. al., 2015
Vanilline Aldéhyde M. foetida Panthong et
aromatique Lour. al., 2015
OCH;
OCH;
5,7- Benzopyranes M. foetida Panthong et
dihydroxychromone Lour. al., 2015

Tableau 2.1 suite.
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Quercétine ~ _OH Flavonoides M. foetida Panthong et
Lour. al., 2015
HO 0
S8 Gy
OH
OH O
Tetra-0-galloyl- oo 1 o Tannins M. indica L. Barreto et
glucoside Hoé,ou (E/ hydrolysables al., 2008
Penta-O- . Tannins Rhus Cho et al.,
galloylglucose o L @ hydrolysables trichocarpa 2010
? N Miquel
Fisetine Flavonoides R. verniciflua  Lee et al.,
stokes 2014

Tableau 2.1 suite.
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Buteine OH Flavonoides R. verniciflua  Lee et al.,
stokes 2014

Sulfuretine Flavonoides R. verniciflua  Lee et al.,
stokes 2014

Trimer Tannins Schinopsis Venter et

entfisetinidol-( condensés balansae Engl. al., 2012

4p—8)-catechine-

(6—4p)-ent-

fisetinidol

Apigénine Flavonoides Schinus Bernardes
terebinthifolius et al., 2014
Raddi

Tableau 2.1 suite.
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Acide Terpeénes S. Vieira et al.,
masticadienonique terebinthifolius 2015
Raddi
Acide 3 p- Terpenes S. Vieira et al.,
masticadienolique terebinthifolius 2015
Raddi
Acide Terpeénes S. Vieira et al.,
alsooleanonique terebinthifolius 2015
Raddi
Acide moronique Terpenes S. Vieira et al.,
terebinthifolius 2015
Raddi
Dérivé catéchol I Dérivés Semecarpus Sundaram
catéchols anacardium L. et al., 2014

Tableau 2.1 suite.
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Dérivé catéchol 11 OH Dérivés S. anacardium  Sundaram
catéchols L. etal., 2014
Dérivé catéchol 111 OH Dérivés S.anacardium  Sundaram
catéchols L. etal.,2014

Tableau 2.1 suite.
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causant une dermatite sont présents dans environ 32 genres d’Anacardiaceae (Mitchell, 1990;

Aguilar-Ortigoza et Sosa, 2004).

2.1.2. Le genre Pistacia (Pistachier)
2.1.2.1. Présentation

Les especes du genre Pistacia (pistachier) sont a feuilles persistantes ou caduques et de
petits arbustes avec des feuilles alternes, pennées composées, avec des cavités qui sécretent
des composés résineux. Les especes de Pistacia sont pollinisées par le vent et sont dioiques,
bien que quelques exceptions ont €té décrites (Ozbek et Ayfer, 1958; Crane, 1974; Kafkas
et al., 2000; Gercheva et al., 2008). Sept especes du genre sont distribuées dans la zone du
bassin méditerranéen a 1’ Asie Centrale (P. atlantica Desf., P. integerrima Stew, P. khinjuk de
stocks, P. palaestina Bois., P. lentiscus L., P. terebinthus L. et P. vera L.), deux espéces en
Asie de ’Est (P. chinensis Bunge et P. weinmannifolia Poisson), et deux espéces du Sud-
ouest des Etats-Unis a ’Amérique Centrale (P. mexicana HBK et P. texana Swingle)
(tableau 2.2) (Zohary, 1952; Kafkas, 2006; Yi et al., 2008). Le pistachier (P. vera) est la
seule espece du genre qui est cultivée et commercialisée et le reste des espéces sont
principalement utilisées comme porte-greffes pour le pistachier. Les produits des autres
especes du genre (principalement les fruits et résines) ont été traditionnellement utilisés
localement pour une large gamme d’applications, des utilisations médicinales a la production

du carburant (Hormaza et Wunsch, 2011).

L’histoire de 1’évolution du genre Pistacia et les relations taxonomiques entre les
différentes espéces constituent encore 1’objet de controverses. L’hybridation est fréquente
chez plusieurs especes de Pistacia (Zohary, 1952; Crane et Iwakiri, 1981; Morgan et al.,
1992), suggérant une relation phylogénétique proche, et leur classement a changé au fil du
temps (tableau 2.3). Les données morphologiques ainsi que moléculaires ont été utilisées
pour analyser et classer les especes du genre (pour revue voir Kafkas, 2006). Initialement, en
utilisant des caractéres morphologiques, Zohary (1952) consideére que le genre comporte 11
especes réparties en quatre sections (tableau 2.3): Lentiscella (P. mexicana et P. texana), Eu
Lentiscus (P. lentiscus, P. saportae, et P. winmannifolia), Butmela (P. atlantica), et Eu
Terebinthus (P. chinensis, P. khinjuk, P. palaestina, P. terebinthus, et P. vera), bien que
certains auteurs identifient 15 especes (Whitehouse, 1957). Une de ces especes (P. saportae)
a ensuite été suggérée d’étre un hybride interspécifique (Zohary, 1972b), qui a été soutenue

par des données moléculaires ou P. lentiscus serait la femelle et P. terebinthus serait le male
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(Yiet al., 2008). P. aethiopica a été proposée comme une nouvelle espece en 1980 (Kokwaro
et Gillett, 1980), mais son statut n’a pas été confirmé. De méme, P. integerrima a été
proposée comme une sous-espece dérivant de P. chinensis (Zohary, 1952), mais, se basant
sur les analyses des sites de restriction de I’ADN chloroplastique et la phénologie de la
floraison, Parfitt et Badenes (1997) a défendu le statut de I’espece P. integerrima; cela a été
récemment confirmé par des études moléculaires supplémentaires (Yi et al., 2008). D’autres
travaux ont utilisé une gamme de données morphologiques comme la feuille (Lin et al., 1984;
Al-Saghir et al., 2006), le bois (Grundwag et Werker, 1976), 1’anatomie et la distribution
des stomates (Al-Saghir et Porter, 2005) pour classer les especes de Pistacia, mais des

résultats plus fiables peuvent étre obtenus a partir des études moléculaires.

Tableau 2.2. Distribution des espéces de Pistacia et nombre de chromosomes (Hormaza et
Wunsch, 2011).

P. atlantica Atlas Pistachio, Méditerranée-Asie 2n =130
Pistachier de 1’ Atlas

P. integerrima - Méditerranée-Asie 2n =30

P. khinjuk - Meéditerranée-Asie 2n =124

P. lentiscus Lentisque, Mastic- Méditerranée-Asie 2n =30
tree

P. terebinthus Terebinth, Méditerranée-Asie 2n =130
Turpentine-tree

P. vera Pistachio Meéditerranée-Asie 2n =30

P. chinensis Chinese pistachio Asie de I’Est 2n =24

P. weinmannifolia - Asie de I’Est -

P. mexicana Mexican pistachio Amérique Nord et Centrale -

P. texana American pistachio Amérique Nord et Centrale -

Sur la base de I’analyse des sites de restriction de I’ADN chloroplastique et des caractéres
morphologiques, Parfitt et Badenes (1997) ont suggéré la division du genre en deux sections,
Lentiscus et Terebinthus (tableau 2.3); la section Lentiscus inclue les sections Lentiscella et
Eu Lentiscus de Zohary (1952), alors que la section Terebinthus inclue les sections Butmela
et Eu Terebinthus de Zohary (1952). Les espéces du groupe Lentiscus sont persistantes avec
des feuilles paripennées, tandis que les espeéces du groupe Terebinthus, y compris P. vera,
sont caduques avec des feuilles imparipennées (tableau 2.3). Ces travaux ont confirmé
I’hypothese de Zohary (1952) basée sur des observations morphologiques, P. khinjuk et P.
vera sont des especes les plus primitives du genre Pistacia et 1’ Asie Centrale sont a 1’origine

de la diversité du genre. Les relations interspécifiques décrites par Parfitt et Badenes (1997)
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en utilisant I’ADN des chloroplastes ont été plus tard confirmées en utilisant 1’amplification
aléatoire d’ADN polymorphe (RAPD: Random(ly) amplified polymorphic DNA) et les
marqueurs du polymorphisme de longueur des fragments d’amplification (AFLP: amplified
fragment length polymorphism) (Kafkas et Perl-Treves, 2001; Katsiotis et al., 2003;
Golan-Goldhirsh et al., 2004). D’autres ¢tudes basées sur la similarité génétique a partir des
données RAPD (Kafkas et Perl-Treves, 2002) ont regroupé le genre en especes d’arbre
commun (P. atlantica, P. eurycarpa, P. integerrima, P. khinjuk, et P. vera) et arbustes ou de

petits arbres (P. lentiscus, P. mexicana, P. palaestina, P. texana, et P. terebinthus).

Tableau 2.3. Classification des espéces de Pistacia selon: “Zohary (1952), ®Parfitt et
Badenes (1997), (Hormaza et Wunsch, 2011).

Lentiscella P. mexicana Lentiscus P. mexicana
P. texana P. texana
Eu Lentiscus P. wienmannifolia P. wienmannifolia
P. saportae -
P. lentiscus P. lentiscus
Eu Terebinthus P. terebinthus Terebinthus  P. terebinthus
P. palaestina -
P. khinjuk P. khinjuk
P. vera P. vera
P. chinensis P. chinensis
P. chinensis (var. integerrima) P. integerrima
Butmela P. atlantica P. atlantica

Dans une étude ultérieure en utilisant des marqueurs AFLP, Kafkas et al., (2006) a
confirmé la différenciation de P. therebintus non seulement a partir de P. vera, P. khinjuk, P.
integerrima et P. atlantica, mais aussi de P. mexicana et P. lentiscus. Des études récentes
utilisant des données moléculaires de I’ADN nucléaire et chloroplastique (Yi et al., 2008) ont
défini de nouvelles relations phylogénétiques au sein du genre, montrant preuve de I’évolution
réticulée. P. atlantica serait imbriquée dans la section Terebinthus comme cela a été suggéré
par Parfitt et Badenes (1997), alors que le groupe Lentiscus de Parfitt et Badenes (1997) ne
serait pas monophylétique et les espeéces du groupe Lentiscella de Zohary (1952) (P. texana
et P. mexicana) et P. wienmannifolia seraient un groupe en deux clades paralléles. Une
approche alternative pour étudier la relation phylogénétique dans le genre a €té entreprise par
Inbar (2008) qui a utilisé les relations tres étroites entre les pucerons formateurs de galles

(Homoptera: Fordinae) et les especes de Pistacia. 11 ne pouvait différencier les espéces du
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nouveau Monde (P. mexicana et P. texana) a partir du reste des espéces ou deux groupes
pourraient étre observés: "Vera" (P. vera, P. atlantica, P. mutica) et "khinjuk" (P. khinjuk, P.
chinensis, P. integerrima, P. palaestina, P. terebinthus). En dépit de tous les progrés réalisés
en utilisant des approches différentes, une certaine confusion est encore présente dans la
classification du genre Pistacia, et d’autres travaux sont clairement nécessaires pour avoir
enfin une vue d’ensemble des relations phylogénétiques entre les différentes especes de

Pistacia.

Les Pistacia sont des arbustes ou des arbres dioiques avec exsudat clair. Feuilles
persistantes ou caduques, alternes, paripennées et/ou imparipennées, rarement simples ou
trifoliolées, pétiolées; rachis parfois ailés; folioles opposées ou subopposées, pétiolées;
cataphylles parfois présentes. Inflorescences axillaires thyroides, panicules, racémes, ou des
pointes; périanthe 0, mais fleurs entourées de 1-3 petites bractées et (1)2-7 tépales bractéoles;
androcée: 3-5(-8) étamines; filaments courts; anthéres basifixes; pistil réduit ou 0; staminodes
réduits ou 0; disque glabre, souvent réduit ou 0; carpelles (2)3; style court, 3-branché, apical;
stigmates (2)3, bilobés ou simples, recourbés, ovules pendants a partir du funicule basal.
Drupe globuleuse ou ovoide, 1-loculaire; exocarpe papyracé; mésocarpe mince; endocarpe

boisé. n =12, 14, 15 (Pell et al., 2011).

Douze especes sont distribuées dans les zones suivantes: Texas, Etats-Unis, et Nicaragua;
Europe méditerranéenne, et Nord et Est de 1’Afrique; Asie Centrale et Sud-ouest Asiatique
(ex-Républiques Soviétiques), I’Est de I’ Afghanistan, tempéré Centrale de la Chine du Sud et
du Centre, Sud de la péninsule de la Malaisie et le Philippine. P. vera est cultivé dans le
monde entier dans les climats chauds et secs (figure 2.3) (Pell ez al., 2011). Plusieurs especes
de Pistacia colonisent le territoire Algérien: P. lentiscus, P. therebintus et P. atlantica sous-
espece atlantica. Cette derniére présente une forte variabilité morphologique, P. therebintus

est moins fréquente en Algérie (Benabderrahmane et al., 2009; Ait Said et al., 2011).
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Figure 2.3. Répartition actuelle des Pistacia. L. ombrage gris clair indique les emplacements
généraux des 11 espéces de Pistacia et une hybride putative: a = P. atlantica, b = P.
chinensis, ¢ = P. integerrima, d = P. khinjuk, ¢ = P. lentiscus, f = P. mexicana, g = P.
palaestina, h = P. terebinthus, 1 = P. texana, j = P. vera, k = P. weinmannifolia, 1 = P.
saportae (Yi et al., 2008).

2.1.2.2. Utilisations médicinales et effets biologiques et pharmacologiques

Quelques utilisations d’espéces du genre Pistacia ont été rapportées dans la médecine

populaire de diverses régions géographiques. Les infusions de feuilles de P. lentiscus sont

appliquées pour le traitement de l’eczéma, la diarrhée, et les infections de la gorge

(Rodriguez-Pérez et al., 2013). Les galles de P. integerrima sont utilisés pour le traitement

de plusieurs affections, y compris 1’asthme, la diarrhée, la toux, la fiévre, les vomissements

des enfants, la dysenterie, la bronchite chronique, les maladies de peau, les morsures de

serpent, les piqlres de scorpion, I’hépatite et les troubles du foie (Ullah et al., 2013). Les

feuilles de P. weinmannifolia sont utilisées contre la dysenterie, 1’entérite, la grippe, les

saignements d’origine traumatique, les maux de téte et le cancer du poumon (Zhao et al.,

2005). Les graines du pistachier (P. vera) sont habituellement utilisées comme ingrédients

dans I’industrie alimentaire ou grillées et consommées comme aliments a grignoter (Saitta et

al., 2009). L’oléorésine de P. vera, est machée et est utilisée pour traiter ’asthme et les maux

d’estomac, et les hémorroides par application externe (Orhan et al., 2006). Les feuilles de P.

terebinthus sont utilisées dans le traitement des brillures. La résine collectée a partir des

branches, est utilisée comme antiseptique pour les bronchites et autres maladies des systémes

respiratoires et urinaires et est administrée par voie orale avec des doses de 0,2 a 0,5 g trois
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fois par jour. Elle est utile pour traiter 1’asthme, elle a également des propriétés anti-
inflammatoires et antipyrétiques. Les fruits sont consommés comme café, la matiére grasse
extraite de ses fruits est utilisée comme huile de cuisson ainsi que dans la production du savon

(Topeu et al., 2007).

Les travaux d’Azaizeh et al. (2013) ont montré une activité de 1’extrait éthanolique et
aqueux des feuilles de P. lentiscus contre un parasite gastro-intestinal. Le test a été évalué
avec des larves de nématodes Teladorsagia circumcincta, T. colubriformis et Chabertia
ovina. Une autre étude réalisée par Foddai ef al. (2015) a monté que ’extrait aqueux des
feuilles et des fruits de P. lentiscus et P. terebinthus présente une activité¢ inhibitrice de la
lipase pancréatique, 1’a-amylase et 1’a-glucosidase, qui sont des cibles pharmacologiques
pour la gestion de la dyslipidémie, I’athérosclérose, I’obésit¢ et le diabéte. L’acide
pistagremique isolé¢ des galles de P. integerrima a été testé contre cinq différentes bactéries
Gram positives et Gram négatives. L’acide pistagremique présentait une action
antibactérienne contre Klebsiella pneumoniae, Straptodirimu et Bacillus stearothermophus
avec des zones d’inhibition de 15, 20 et 14 mm, respectivement (Rauf er al., 2014). Les
expériences d’Esmat ef al. (2012) ont mis en évidence I’activité anti-inflammatoire de
I’extrait hydrométhanolique des galles de P. khinjuk par différents modéles expérimentaux:
mesure du volume de la patte, le niveau de la prostaglandine, 1’cedéme de ’oreille, 1’activité
de la myéloperoxydase tissulaire, I’histopathologie, le niveau de I’oxyde nitrique, et le facteur
de nécrose tumorale. L’extrait s’est révél¢ actif dans plusieurs modeles expérimentaux. Les
procédés de fractionnement de I’extrait des feuilles de P. weinmannifolia ont permis d’isoler
deux composés phénoliques: pistafoline A et pistafoline B. Ces composés présentent des
propriétés antioxydantes par la prévention sur les lipides, des protéines et de I’ADN contre les
dommages causés par les especes réactives d’oxygene (Zhao et al., 2005). L’extrait hydro-
méthanolique de la coque du fruit de P. vera a montré une activité¢ inhibitrice de

I’acétylcholinestérase (AChE) avec une ICsg de 204,10 + 6,33 pg/mL (Jazayeri et al., 2014).

2.1.2.3. Etudes phytochimiques antérieures et principaux métabolites secondaires isolés

Les travaux phytochimiques réalisés par de nombreux groupes scientifiques (Hiroi ez al.,
1966; Kawashty et al., 2000; Liu et al., 2008) sur les bourgeons, le bois et les branches de P.
chinensis ont permis d’isoler et d’identifier un alcaloide: acide 4-hydroxy-5-(2-oxo-1-
pyrrolidinyl)-benzoique et des flavonoides: fisetine, taxifoline, kaempférol-3-glucoside,

vicenine-2, quercétine-3-glucoside.
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Ahmad et al. (2008; 2010; 2011) et Rauf ef al. (2014) ont pu isoler et caractériser de
I’extrait aqueux des feuilles de P. integerrima de nombreux flavonoides: apigénine,
kaempférol, quercétine, rutine, kaempférol-3-O-(4"-O-galloyl)-a-L-arabinopyranoside,
quercétine-3-0-(6"-O-syringyl)-B-D-glucopyranoside, kaempférol-3-O-B-D-glucopyranoside,
quercétine-3-0O-B-D-glucopyranoside, tandis que 1’extrait méthanolique des galles a été
caractéris¢ par la présence de [-sitostérol, ester de pistiphloro-glucinyl, éther de
pisticiphloroglucinyl, éther de pistaciaphenyl, acide pisticialanstenoique, n-octadecan-9,11-

diol-7-one, acide hydroxydecanyl arachidique et ’acide pistagremique.

Un dérivé de Dl’acide gallique: ester éthylique de I’acide gallique a été isolé par
Dominguez ef al. (1974) a partir de 1’extrait d’éther diéthylique des parties aériennes de P.

mexicanda.

Nombreux triterpenes tels que: oleanolate, masticadienonate, isomasticadienonate, ont été

identifiés dans I’extrait éthanolique des galles de P. palestena (Caputo et al., 1979).

L’acide gallique, quatre dérivés de 1’acide gallique: acide 3-O-galloylquinique, méthyle
gallate, éthyle gallate, penta-O-galloyl-B-D-glucopyranoside, et deux flavonoides: myricétine
3-0O-a-L-rhamnopyranoside, myricétine-3-O-(3"-0-galloyl)-a-L-rhamnopyranoside, ont été

isolés de I’extrait hydroéthanolique des feuilles de P. weinmannifolia (Minami et al., 2006).

Plusieurs métabolites secondaires ont été isolés de I’extrait hydroéthanolique des feuilles
de P. lentiscus: 1’acide gallique et ses dérivés: 5-O-galloyl quinique, 3,5-O-digalloyl quinique,
3,4,5-O-trigalloyl quinique, monogalloyl glucose, flavonoides: taxifoline, myricétine,
quercétine, lutéoline, génistéine, kaempférol, catéchine, myricétine 3-O-rhamnoside,
myricétine 3-O-rutinoside, quercétine 3-O-rhamnoside, myricétine 3-O-glucuronide. L’extrait
méthanolique des baies renferment des anthocyanes: delphinidine 3-O-glucoside, cyanidine 3-
O-glucoside, cyanidine 3-O-arabinoside (Romani ez al., 2002; Baratto et al., 2003; Vaya et
Mahmood, 2006; Longo et al., 2007).

Kavak et al. (2010) ont pu isoler de D’extrait hydroéthanolique des feuilles de P
terebinthus des flavonoides: lutéoline, catéchine, apigénine-7-glycoside, lutéoline-7-

glycoside.

L’extraction par I’acide formique dilué et des procédés de purification ont permis d’isoler

des anthocyanes a partir des graines de P. vera: cyanidine-3-glucoside, cyanidine-3-
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galactoside, tandis que I’extrait hexanique renferme des flavonoides: (+)-catéchine, (-)-
epicatéchine, naringénine, naringénine-7-O-neohesperidoside, eriodictyol, eriodictyol-7-O-
glucoside, daidzéine, génistéine, génistéine-7-O-glucoside, quercétine, quercétine-3-O-
rutinoside, kaempférol, lutéoline, apigénine. L’extrait hydrométhanolique des noix renferment
un stilbéne: trans-resvératrol, des flavonoides: daidzéine, génistéine, tandis que I’extrait
méthanolique referme de ’acide gallique et 1’acide protocatéchique (Bellomo et Fallico,

2007; Gentile et al., 2007; Marinou et al., 2010; Tomaino et al., 2010).

Avec le développement des techniques analytiques comme la GC-MS, plusieurs espéeces
du genre Pistacia ont été étudiées pour leur composition en huiles essentielles. Les travaux de
Chryssavgi et al. (2008), ont permis de mettre en évidence dans les feuilles séches de P.
lentiscus, de nombreux composés volatils, parmi lesquels: a-pinéne (9,4-24,9 %), limonene
(9,0-17,8 %), germacreéne D (2,7-13,5 %), terpinéne-4-ol (6,8-10,6 %), p-cymene (0,5-7,5 %),
B-pinéne (2,0-6,9 %), sabinéne (1,0-6,7 %), y-terpinene (3,1-3,6 %) et a-terpinéol (2,5-4,0 %).

D’autres composés ont été isolés des feuilles de P. vera, dont 1’acétate de bornyl (4,4 %),
a,p-dimethylstyréne (4,6 %), a-terpineéne (3,7 %), camphene (8,3 %) en plus du a-pinéne
(29,2 %), limonene (12,4 %), a-terpinéol (9,6 %) déja cités ci-dessus, ces composés ont
montré une activité¢ antifongique contre Pythium ultimum, Rhizoctonia solani et Fusarium

sambucinum (Duru et al., 2003).

2.1.2.4. Pistacia atlantica Desf.
2.1.2.4.1. Description botanique, distribution et habitat
> Description botanique

P. atlantica Desf. (figure 2.4) est un arbre puissant pouvant atteindre 20 m de hauteur
avec un diamétre de 1 m, a tronc bien individualisé, a feuilles caduques (Benhassaini et
Belkhodja, 2004; Rowshan et al., 2013), ovales ou oblongues au contour, lancéolées, obtus,
mutiques (Hamdan et Afifi, 2004), composées imparipennées avec deux a quatre (cinq)
paires de folioles, qui sont variables dans la forme, la taille et la couleur, et avec rachis ailé
plus ou moins caractéristique (Tzakou et al., 2007). Les grands sujets peuvent atteindre
facilement les 1.000 ans (Benabderrahmane et al., 2009). De par sa dioicie et ses fleurs
nues, P. atlantica constitue une espece particuliere des Anacardiaceae (Gaussen ef al., 1982).
Mais quelques pieds, exceptionnellement monoiques, ont été rencontrés dans les montagnes

de Yunt de la Province de Mania en Turquie (Kafkas ef al., 2001). Les fleurs sont trés courtes
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pédonculées, fruits 5-8 mm X 5-6 mm, obovoides ou obovoides globulaires a globulaires, un
peu plat et d’un vert foncé a jaune ou brunatre. La floraison a lieu en février a avril (Hamdan
et Afifi, 2004; Shaddel et al., 2014). Le Pistachier de 1’ Atlas comporte quatre sous-espéces, a
savoir mutica, cabulica, kurdica et atlantica; cette derniere est présente en Afrique du Nord
(Benhassaini et Belkhodja, 2004). Ces mémes sous-espeéces présentent une méme formule
chromosomique (Ghaffari ez al., 2003). Des vérifications taxonomiques récentes ont indiqué
que I’Afrique du nord abrite une sous espeéce, appelé P. atlantica Dest. ssp. atlantica

(Benhassaini et al., 2007).

> Distribution

Le Pistachier de I’Atlas est considéré comme une espéce irano-touranienne avec une

distribution de 1’ Asie du Sud-ouest au Nord-ouest de I’ Afrique (Maroc) (Tzakou et al., 2007).

> Habitat

Cet arbre a une ¢écologie difficile a cerner; il est d’une grande plasticité, lui permettant
d’exister depuis les marges du Sahara jusqu’aux moyennes montagnes subhumides (Gourine
et al., 2010b). P. atlantica est une xérophyte thermophile, qui pousse dans les collines
rocheuses, aux bords de champs, aux bords de routes, et dans les sols argileux ou limoneux.
Elle peut s’épanouir aussi sur les rochers calcaires ou les racines se développent a I’intérieur
des fissures (Tzakou et al., 2007; Ait Said et al., 2011). Elle trouve habitats principalement
dans les zones semi-steppiques et les steppes (Zohary, 1972a). C’est une espéce tolérante a la
sécheresse, qui s’adapte dans les zones semi-arides et arides. Elle peut étre solitaire
(Rowshan et al., 2013) ou en association avec Ziziphus lotus L. et Pinus halepensis Mill.
(Benabderrahmane et al. 2009). Comme cette plante est résistante a la sécheresse, elle peut
pousser dans les régions ou les précipitations annuelles sont faibles. Bien que, P. atlantica est
un arbre avec un couvert dense, il pousse a des altitudes variant de 100 m a trés haute altitude

(par exemple 3000 m d’altitude dans I’Est de Algérie) (Dorehgirae et Pourabdollah, 2015).
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> Noms vernaculaires

Anglais: Atlas Pistachio
Frangais: Pistachier de 1’Atlas
Arabe: Betoum, Betm, Elbetoum, Botma, Betouma, Butom

Berbére: Iggh

Figure 2.4. Photos de P. atlantica, a gauche représentation des feuilles, a droite vue
d’ensemble ©.

> Classification

Reégne: Plantae
Embranchement: Spermatophyta
Sous-embranchement: Angiospermae
Classe: Magnoliopsida
Sous-classe: Malvidae
Super-ordre: Rutanae
Ordre: Rutales
Famille: Anacardiaceae
Sous-famille: Rhoeae
Genre: Pistacia

Espéce: Pistacia atlantica Desf.

2.1.2.4.2. Utilisations médicinales

P. atlantica a longtemps été utilisée dans la médecine populaire par les peuples d’Afrique

du Nord (Chief, 1914). Parmi les 11 espéces de Pistacia, P. lentiscus, P. vera et P. atlantica
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ont une importance €conomique et pharmaceutique large (Hatamnia et al., 2014). Cette
plante est utilisée dans le traitement de 1’eczéma, la paralysie, les diarrhées, les infections de
la gorge, les calculs rénaux et I’asthme. C’est ainsi qu’on la considére comme agent
astringent, anti-inflammatoire, antipyrétique, antibactérien et antiviral (Benabderrahmane et
al., 2009). P. atlantica est I’une des plantes largement recommandées par les herboristes et
utilisées pour son activité hypoglycémique (Tzakou et al., 2007). Cette plante aussi utilisée
en médicine traditionnelle pour le soulagement des maux abdominaux supérieurs, des maux
d’estomac, la dyspepsie et ’ulceére gastroduodénal (Hosseini et al., 2013). De ’écorce du
bois, une résine est collectée pour la production de la laque et elle est également utilisée dans
la médecine populaire (comme antiseptique sur les plaies). L’oléorésine de P. atlantica est
une gomme a macher naturellement par la population et traditionnellement utilisée dans le
traitement de 1’ulceére peptique. Le mastic, un exsudat qui renforce les gencives, désodorise
I’haleine et lutte contre la toux, les frissons et les maladies de ’estomac (Tzakou et al.,
2007). Les fruits de P. atlantica sont utilisés pour le tannage et comme fourrage pour le bétail.
IIs contiennent de 1’huile, qui est utilisée pour la préparation du savon (Tzakou et al., 2007).
Les fruits sont aussi utilis€és pour les maux d’estomac (Lev et Zohar Amar, 2002). D’un
point de vue ethnobotanique, I’huile du fruit est utilisée comme un anti-diarrhéique (Yousfi et
al., 2002). Les fruits sont utilisés apres broyage et mélange avec d’autres ingrédients comme
des aliments et les fruits verts sont utilisés pour faire de la confiture. Aussi I’huile de la coque
et du noyau est utilisée comme 1’huile de friture (Hatamnia et al., 2014). En Algérie, les
fruits, appelés Elkhoudiri, ont un niveau élevé d’huile (39,80 %) et de protéines (10,39 %).
Localement, I’huile est mélangée avec les dattes et le lactosérum, se mange a toute heure de la
journée. En médecine populaire, le fruit est utilisé localement comme un antidiarrhéique
(Belyagoubi-Benhammou et al., 2014). Au printemps, les jeunes feuilles de P. atlantica sont
utilisées comme légumes et couramment consommées comme aliment cuit dans la partie
méditerranéenne et 1’Anatolie de 1”Est de la Turquie (Peksel ef al., 2010). Les feuilles sont
aussi utilisées comme stomachique (Benhassaini ez al., 2007). La partie aérienne a ét¢ utilisée
traditionnellement comme un stimulant, pour ses propriétés diurétiques, et pour traiter
I’hypertension, la toux, les maux de gorge, I’eczéma, les maux d’estomac, les calculs rénaux
et la jaunisse (Hosseini ef al., 2013). En outre, les galles de P. atlantica qui sont comestibles
et vendues dans les marchés, sont utilisées comme agent d’embaumement par les habitants
ruraux (Gourine ef al., 2010b). La population de la région de Bechar (Algérie) utilise I’écorce
du tronc du Pistachier de 1’Atlas par décoction, dans les cas des maux d’estomac et des

douleurs gastriques (Benaradj et al., 2015).
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2.1.2.4.3. Propriétés biologiques et pharmacologiques

L’extrait aqueux des parties aériennes de P. atlantica a montré une activité
hypoglycémiante par modulation de la sécrétion de 1’insuline sur des cellules B MING6, et par

I’inhibition de 1’absorption du glucose extrapancréatique (Kasabri et al., 2011).

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles de la résine de P. atlantica, a été testée
in vitro sur des isolats cliniques de sept souches bactériennes (Escherichia coli, Enterobacter
cloacae, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Xanthomonas maltophila,
Enterococcus feacalis, Staphylococcus aureus) et de trois souches fongiques (Candida
albicans, Candida albicans ATCC20027 et Candida albicans ATCC20032). La
détermination du pouvoir antibactérien et antifongique a été réalisée par la méthode de
diffusion sur gélose. Tous les extraits ont montré une forte activité antimicrobienne vis-a-vis
des souches fongiques et bactériennes. Les huiles essentielles ont révélé un grand pouvoir
antibactérien vis-a-vis de Staphylococcus aureus et Enterococcus feacalis avec des
concentrations minimales inhibitrices inférieures a 10 mg/mL. Candida albicans a présenté

une forte résistance aux huiles essentielles testées (Benabderrahmane ez al., 2009).

L’extrait aqueux de P. atlantica a montré une activit¢ inhibitrice de I’a-amylase

significative in vitro (Hamdan et Afifi, 2004).

L’activité antioxydante de 1’extrait méthanolique des différentes parties du fruit de P.
atlantica a été mesurée en utilisant différents dosages: FRAP, loxyde nitrique, et le piégeage
des radicaux DPPH. Les résultats ont montré que 1’extrait de coque posséde la plus forte

activité antioxydante (Hatamnia et al., 2014).

L’extrait de gomme a €té évalué pour ’activité inhibitrice d’un agent parasite Leishmania
major responsable de la leishmaniose cutanée. L’administration quotidienne de gomme
obtenue de P. atlantica pendant 28 jours, diminue la taille de la 1ésion de la peau chez des
souris infectées par L. major par rapport a celles non infectées. Le traitement des souris avec
la gomme obtenue de P. atlantica diminue le nombre de souris positives aux parasites (Taran

et al., 2010).

Les activités biologiques et pharmacologiques des différents organes de P. atlantica sont

répertoriées dans le tableau 2.4.
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Tableau 2.4. Activités biologiques et pharmacologiques des différents organes de P.
atlantica.

e T g

- MeOH 80 % Activité antioxydante Souri et al., 2004

Feuilles H,O, MeOH, Activité antibactérienne et Rhouma et al., 2009
EtOH antifongique

Feuilles Huiles Activité antioxydante Gourine et al.,
essentielles 2010a,b

Feuilles EtOH Activité antioxydante, Benhammou et al.,

antibactérienne et antifongique 2008

Feuilles H,O Effet antihyperglycémique Kasabri et al., 2011

Feuilles AcOEt, MeOH Activité antioxydante Peksel et al., 2010

Feuilles et AcOEt Activité antiplasmodiale Adams et al., 2009

branches

Gomme Huiles Activité antibactérienne Ghalem et
essentielles Mohamed, 2009

Graines H,O0, Activité antibactérienne Hammami et al.,
MeCOMe, 2009
MeOH

Parties MeOH 20 % Activité antioxydante Yousfi et al., 2009

aériennes

2.1.2.4.4. Etudes phytochimiques antérieures et principaux métabolites secondaires
isolés

La composition en métabolites primaires du fruit comestible de P. atlantica a été¢ bien
¢tudiée (Yousfi et al., 2002; Benhassaini et al., 2007; Sharayei et al., 2011). Les extraits:
¢ther éthylique et chloroforme-méthanolique du fruit contiennent des acides gras et des

stéroides (Benhassaini et al., 2007).

La composition chimique de trois huiles essentielles obtenues par hydrodistillation de la
résine, des feuilles et des fruits de P. atlantica a été étudiée par GC et GC-MS. Les
hydrocarbures monoterpéniques constituent le principal groupe chimique dans I’huile de
résine, avec a-pinéne (42,9 %) et B-pinene (13,2 %) comme composés majoritaires. L’huile de
fruits contient des quantités élevées de monoterpenes oxygénés, avec ’acétate de bornyle
(21,5 %) comme composé principal, tandis que les monoterpenes et sesquiterpenes oxygénés
ont été trouvés en prédominance dans I’huile essentielle des feuilles dont le terpinéne-4-ol

(21,7 %) et I’elemol (20,0 %) sont les composés les plus abondants (Barrero ef al., 2005).

33



Chapitre 2: Etude bibliographique

L’extrait hydroéthanolique de la plante contient des flavonoides (Kawashty et al., 2000).
L’extrait hydrométhanolique des fruits contient de la lutéoline. L’acide chlorogénique, la
lutéoline, la lutéoline 7-glucoside, le kaempférol, la naringine et la naringine 7-glycoside ont
¢té également identifiés dans 1’extrait hydrométhanolique des fruits (Yousfi et al., 2009).
L’extrait méthanolique des fruits contient: 1’acide ascorbique, 1’acide gallique, la rutine;
I’acide caféique, I’acide p-hydroxbenzoique, 1’acide vanillique, I’acide p-coumarique, 1’acide
syringique, I’acide férulique, et 1’acide sinapique (Hatamnia ef al., 2014). L’extrait aqueux
des fruits contient: I’epicatéchine (4,05 %), 1’acide chlorogénique (5,86 %), I’acide caféique
(0,51 %), la flavanomareine (0,28 %), I’éthyle vanilline (0,49 %), et ’apigénine 7-glucoside
(0,55 %) (Shaddel ez al., 2014). A partir de 1’extrait hydrométhanolique des feuilles et des
galles, le méthyle ester de 1’acide gallique et I’acide gallique ont été isolés (Yousfi ez al.,

2009). Les feuilles contiennent 22,2 % de tanins (Yousfi et al., 2009).

D’autres métabolites secondaires isolés et identifiés dans différents extraits et parties

végétatives sont inventoriés dans le tableau 2.5.

2.1.3. La famille Boraginaceae

2.1.3.1. Introduction

Les Boraginaceae sont une famille des angiospermes, comprenant 1600 especes réparties
en 110 genres (Cohen, 2013). On y trouve des herbes annuelles (Heliotropium), arbustes et
arbres représentés par Ehretia et Cordia sp. Tournefortia sp. sont des arbustes sarmenteux. De
facon caractéristique, la tige et les feuilles sont recouvertes de poils raides qui donnent une
sensation rugueuse (Sambamurty, 2005). Les Boraginaceae ont une distribution cosmopolite.
Les especes du Boraginaceae ont de nombreux usages, mais aucune d’importance
¢conomique majeure, sauf pour certaines plantes ornementales, plantes a bois et a colorants.
Beaucoup de plantes de Boraginaceae ont des propriétés médicinales utilisées en médecine
traditionnelle pour traiter les blessures, les maladies de la peau, de la fievre, des douleurs
thoraciques, etc. C’est le cas de la bourrache (Borago officinalis L.), la grande consoude
(Symphytum officinale L.), la pulmonaire (Pulmonaria officinalis L.) et la vipérine (Echium
vulgare L.). S. officinale L., par exemple, a été utilisée en Europe méme pour la guérison

osseuse (Neuwinger, 2000).
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Tableau 2.5. Métabolites secondaires isolés et identifiés dans différents extraits et parties végétatives de P. atlantica.

branches

Feuilles, gommes, - Huiles essentielles - Terpenes Delazar et
oléorésines al., 2004;
Ghalem et
Mohamed,
2009;
Gourine et
al., 2010a,b
Feuilles EtOH - - Flavonoides: Benhammou
flavonols et al., 2008;
flavones Peksel et al.,
Anthocyanes 2010
Acides
phénoliques:
I’acide gallique
et I’acide p-
coumarique
Feuilles et AcOEt 3-Methoxycarpachromene ~R Flavonoides Adams et al.,

2009
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Fruits Hexane Lutéoline Flavonoides Yousfi et al.,
2009
- EtOH 70 %  Kaempférol-3-glucoside O OH Flavonoides Kawashty et
. O . al., 2000
(o]
OH O
HO.
0]
OH
OH on
Quercétine-3-glucoside _OH

Quercétine-3-galactoside

Tableau 2.5 suite.
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Quercétine-3-rutinoside

Quercétine-3-glucoside-7-
galactoside

Apigénine-6,8-di-C-

OH

glucoside
le] 'T
Feuilles Hexane Acide gallique 0 OH Acides Yousfi et al.,
phénoliques 2009
HO OH
OH
Meéthyle ester de 1’acide HO
gallique
0
HO \
CH,
HO

Tableau 2.5 suite.
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2.1.3.2. Classification systématique, description botanique et distribution
2.1.3.2.1. Taxonomie et phylogénie

La famille Boraginaceae est étroitement liée aux Solanaceae, Convolvulaceae et
Polemoniaceae avec lesquelles elle partage des feuilles alternes et des fleurs actinomorphes et
est souvent classée sous Boraginales suivant Solanales ou sous Solanales, Convolvulales et
Polemoniales. La famille montre également d’étroites affinités avec les Lamiaceae et
Verbenaceae en ayant un style gynobasique, 4 ovaires lobés devenant 4-loculaire par de faux
septums et fruits en général schizocarpique (Singh, 2010). Cronquist place les Boraginaceae
sous Lamiales plus proches des Lamiaceae et Verbenaceae. APweb reconnait six groupes au
sein de Boraginaceae: quatre sous-familles Boraginoideae, Heliotropioideae, Cordioideae et
Ehretiaceae et deux groupes familiaux Hydrophyllaceae et Lennoaceae. Thorne (2003, 2006,
2007) traite les deux derni¢res comme familles indépendantes et reconnait cinq sous-familles

sous Boraginaceae, ajoutant Wellstedioideae comme cinquieme sous-famille (figure 2.5).

Régne: Plantae
Embranchement: Spermatophyta
Sous-embranchement: Angiospermae
Classe: Magnoliopsida
Sous-classe: Lamiidae
Super-ordre: Solananae
Ordre: Solanales
Famille: Boraginaceae
Sous-famille: Cordioideae
Ehretioideae
Heliotropoideae
Boraginoideae (— Echium, Solenanthus)

Wellstedioideae
Figure 2.5. Position systématique de la famille Boraginaceae (Thorne, 2007).

2.1.3.2.2. Description botanique

Herbes, arbustes ou arbres (Cordia), parfois lianes, phloéme interne manquant, les poils
avec cystolithe basale et souvent calcifiés ou silicifiés, rugueux au toucher. Les feuilles sont

alternes, simples, entiéres, nervures pennées, réticulées, stipules absentes. L’inflorescence
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habituellement en cymes hélicoides, rarement scorpioides. Fleurs bisexuées, actinomorphes,
rarement zygomorphes (Echium), hypogynes, pentameres. Calice a 5 sépales, libres ou
légérement connées a la base, persistantes. Corolle a cinq pétales, unis, tournés, tubulaires ou
en forme d’entonnoir. L’androcée avec 5 étamines, epipétale, inséré dans le tube de la corolle,
filets libres, antheéres introrses, déhiscence longitudinale, les grains de pollen tricolporés ou
multiporés, filaments souvent avec des disques de nectar a la base. Gynécée avec 2 carpelles
unis, ovaire supére, profondément 4 lobes, biloculaire, placentation axillaire, devenant 4-
loculaire en raison de fausses cloisons, style 1, terminal ou gynobasique, stigmate 1 ou bilobé¢,
capité ou tronqué, 1’ovaire assis sur un nectaire. Fruit: drupe, graines avec embryon droit ou
courbé. Pollinisation essentiellement par les insectes. Les fruits drupacés sont dispersés par

les oiseaux, alors que ceux subéreux (Argusia, Cordia) sont emportés par I’eau (Singh, 2010).

2.1.3.2.3. Distribution

Les genres d’arbres sont pantropicales et subtropicales, tandis que les genres d’herbacées
sont distribués dans le monde entier bien que particulié¢rement abondants dans la région
méditerranéenne et en Asie tempérée chaude. Ils se produisent dans un large éventail
d’habitats a partir du niveau de la mer a plus de 4.000 metres d’altitude (Heywood et al.,

2007).

Figure 2.6. Distribution géographique de la famille Boraginaceae (Heywood et al., 2007).
2.1.3.3. Importance économique

A I’exception de certaines valeurs ornementales et médicinales, la famille de la bourrache

n’est pas d’une grande importance €conomique. Les plantes ornementales de la famille
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comprennent les especes d’Anchusa, Borago (bourrache), Cordia, Cynoglossum (cynoglosse),
Echium  (vipérine), Heliotropium (Héliotrope), Mertensia, Myosotis, Omphalodes,
Pulmonaria (Pulmonaire) et Symphytum. Les plantes avec une valeur médicinale comprennent
C. myxa L. (les écorces et les fruits sont utilisés pour la toux), Ehretia macrophylla Wall. (les
feuilles sont utilisées en cas de toux et de maux d’estomac), H. indicum L. (les feuilles en
décoction sont utilisées pour la fievre, et les racines pour la toux), Lithospermum officinale L.
(les graines sont utilisées pour les maladies de la vessie), et Onosma bracteatum Wall. (les
feuilles et les fleurs sont utilisées comme tonique et diurétique). Les plantes comestibles de la
famille sont: C. dichotoma Forst., dont les fruits verts sont utilisés comme légumes, et C.
gharaf Forsk, dont les fruits sont comestibles. Ratan Jot, un colorant rouge, est obtenu a partir
des racines d’O. hispida Wall. Le bois de différentes espéces d’Ehretia est utilisé dans la
fabrication des boites d’allumettes, le dos de la brosse, boites a thé, et d’autres articles

similaires (Sharma, 2011).

2.1.3.4. Utilisations médicinales et effets biologiques et pharmacologiques

Les racines des especes d’Arnebia sont utilisées dans les ulceéres, furoncles, blessures,
maux de téte et fievre. L extrait aqueux des fleurs traite les infections de la langue et de la
gorge, de la fievre et des troubles cardiaques; tandis que la plante entiére est utilisée comme
un stimulant, tonique, diurétique et expectorant. De méme, les racines d’Arnebia euchroma
(Royle) Johnston sont utilisées dans des ecchymoses et des éruptions cutanées. A.
hispidissima Suksd. posséde également des propriétés anti-inflammatoires, anti-tumorales,
antivirales et inhibitrices des activités de I’agrégation plaquettaire et des prostaglandines. La
plante entiere de H. ellipticum Ledeb. 1. est employée comme émétique et dans les morsures
de serpent. Les feuilles sont utilisées pour le nettoyage et la cicatrisation des ulceres et roulées
et mises dans les oreilles comme un remede pour les maux de téte. Pharmacologiquement, les
especes du genre Heliotropium ont montré un effet hypotenseur et des activités
antimicrobiennes. L’héliotrine qui un alcaloide pyrrolizidinique a démontré un effet
hypotenseur chez des chiens et réduit de fagon significative la nicotine qui induit une réponse
spasmogénique vasopresseur. Ces especes ont été considérées comme responsables de la
maladie veino-occlussive hépatique. H. marifolium Retz. a été utilisée pour le traitement des
ulceres, blessures, inflammations, piqures de scorpions ou de guépes, les morsures de serpents
et de la rage, mais les représentants de ce genre sont soupgonnés d’étre toxiques dans de
nombreux pays. H. subulatum Hochst., H. marifolium Retz. et H. ellipticum Ledeb. 1. ont

¢galement démontré des effets antimicrobiens. H. subulatum Hochst. possede en plus des
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effets antiviraux et antitumoraux. Les especes du genre Trichodesma ont été utilisées
traditionnellement comme antidiurétique, antirhumatismale et administrées comme une
boisson pour les enfants souffrant d’une dysenterie. 7. africanum L. est utilisée comme
émollient et diurétique, la plante entiere de 7. amplexicaule Roth, est utilisée comme
émollient, cataplasme, les racines sont appliquées pour réduire les gonflements, et utilisées
comme une boisson dans la dysenterie. Les feuilles de 7. amplexicaule Roth. possédent
¢galement un effet antimicrobien, et des activités anti-inflammatoires. Les feuilles de T.
zeylanicum (Burm.f.) R.Br. sont utilisées comme émollient et diurétique. L’extrait de fruit de
C. dichotoma Forst. bloque ’éclosion des larves de Meloidogyne incognita. Les graines des
especes de Cordia sont anti-inflammatoires. C. myxa L. est un arbuste qui peut atteindre la
hauteur de 5 a 10 m et les décoctions de cette plante sont utilisées contre les douleurs

gastriques (Sharma et al., 2009).

2.1.3.5. Toxicité

Une intoxication en masse affectant 6.000 personnes a été provoquée par les céréales
contaminées par les graines de plusieurs especes de Heliotropium et Crotalaria. Plusieurs
investigateurs ont rapporté la maladie veino-occlusive hépatique humaine provoquée par
I’ingestion de S. officinale L., cette plante est aussi considérée comme cancérogene pour les
rongeurs. En raison de cette toxicité, I’association américaine des produits végétaux a placé
cette plante dans leur liste d’usage restreint (uniquement pour usage externe) (Shi et al.,
2002). Le genre Amsinckia comprend de nombreuses espeéces connues pour produire

potentiellement des effets hépato-, pneumo-, et génotoxiques (Colegate et al., 2014).

2.1.3.6. Principaux métabolites secondaires isolés de la famille Boraginaceae

Les ¢études phytochimiques entreprises sur la famille Boraginaceae ont conduit a
I’isolement de plusieurs classes phytochimiques principalement des alcaloides
pyrrolizidiniques, naphtoquinones, alkannines dans les racines, uréide allantoine, cyclitols,
acides phénoliques, et tanins (Ghazanfar, 1994). L’¢tude d’Ozgen (2004), sur les racines
d’O. argentatum Hub.-Mor., a permis d’isoler et de caractériser a partir d’un extrait n-hexane-
dichlorométhane (1 : 1) quatre naphtoquinones: deoxyshikonine, acétyle shikonine, 3-
hydroxy-isovaleryl shikonine, et 5,8-O-dimethyl acetyl shikonine. Deux arylnaphthalenes
type lignane: rufescidride, rufescidride triacétate ont été isolés de I’extrait éthanolique des
branches et tiges de C. rufescens A.DC. (Souza da Silva, 2004). L’ extrait éthanolique des

racines et tiges de C. piauhiensis Fresen renferme une saponine: acide pomolique 3p3-O-0-L-
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rhamnopyranosyl-(1—2)-B-D-glucopyranosyl et quatre triterpénes: acide quinovique, acide
cincholique, acide cincholique 3p-0-6-desoxy-B-D-glucopyranoside et acide quinovique 3[3-
O-B-D-glucopyranoside (dos Santos ef al., 2005). Les travaux de Bergaoui et al. (2007) sur
I’extrait méthanolique des parties aériennes d’Echiochilon fruticosum Desf. ont permis de
purifier et de caractériser un flavonol diglycoside appelé naringénine-5-O-B-D-
glycopyranoside-3-O-o-L-rhamnopyranoside et un phénylpropanoide glycoside nommé 1-O-
[B-D-xylopyranosyl(1—6)-B-D-glucopyranosyl]  eugenol. Quatre diterpénes:  19-O-
neosarcodonine, 19-O-linoleoylsarcodonine, 19-0-oleoylsarcodonine et 19-0-
stearoylsarcodonine ont été isolés de 1’extrait dichlorométhanique des fruits de Sarcodon
scabrosus (Fr.) Karst (Kamo et al., 2004). A partir d’une culture de cals de Mertensia
maritima (L.) Gray, trois composés majeurs, (-)-R-allantoine, (+)-rabdosiine et 1’acide
rosmarinique, ont été isolés de différents extraits par HPLC et identifiés par RMN du 'H et
13C, UV, DC et HPLC-MS (Fedoreyev et al., 2012). L’acide rosmarinique et deux autres
acides phénoliques: acide syringique et acide sinapique ont été isolés de 1’extrait
hydroéthanolique d’une farine préparée des graines de Bourrache (B. officinalis L.)
(Wettasinghe et al., 2001). Deux benzoquinones, heliotropinones A et B, ont été isolés de
I’extrait dichlorométhanique des parties aériennes de H. ovalifolium Forsk. (Guntern et al.,
2008). L’alkannine et shikinone ont été identifiés dans 1’extrait hexanique des racines
d’Alkanna tinctoria Tausch (Assimopoulou et al., 2008). Les alcaloides pyrrolizidiniques ont
¢té isolés a partir des Boraginaceae soit non estérifiés comme la retronecine isolée de
Amsinckia milleri (E1-Shazly et Wink, 2014), soit monoestérifiés comme I’heliotrine isolée
de H. indicum L. (Avula et al., 2015), soit diestérifiés comme le 3'-acétylheliosupine isolé de
H. europaeum (Shimshoni et al., 2015), soit macrocycliques comme 1’incanine isolé de
Trichodesma incanum A.DC. (El-Shazly et Wink, 2014), soit glycosylés comme la thesinine-
4'-0-B-D-glucoside isolée de B. officinalis L. (Herrmann et al., 2002), soit N-oxydes comme
la symphytine N-oxyde isolée de S. officinale L. (Griffin et al., 2014).

D’autres métabolites secondaires isolés et identifiés dans différentes especes de

Boraginaceae sont répertoriés dans le tableau 2.6.
2.1.4. Le genre Echium (Vipérine)

2.1.4.1. Présentation

Le genre Echium L. (Vipérine) appartient a la sous-famille Boraginoideae, le plus grand

des Boraginaceae (Langstrom et Chase 2002). Pendant longtemps, ce genre a été inclus dans
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Tableau 2.6. Métabolites secondaires isolés des especes de Boraginaceae.

5,6,7- Flavonoides Actinocarya Singh et al., 2013

trimethoxyflavone tibetica Benth.

5-methoxy- Flavonoides A. Singh et al., 2013

6,7- tibetica Benth.

methylenedioxyflav

one

Lupeol Triterpénes A. Singh et al., 2013
tibetica Benth.

HO
Lycopsamine Alcaloides Amsinkia sp. Colegate et al., 2014
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Auxenone Dérivés anthracéniques Auxemma oncocalyx Marques et al., 2000
Taub.

Oncocalyxonol Dérivés anthracéniques A. oncocalyx Taub. Marques et al., 2000

Auxemime Dérivés anthracéniques  A. oncocalyx Taub. Marques et al., 2000

(6,6-dimethyl-2- Benzochromenes Bourreria pulchra Erosa-Rejon et al., 2010

methoxy-6H- Millsp.

benzo|c]chromen-9-

yl)methanol

Tableau 2.6 suite.
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m-methoxy-p- on_ . _h Acides phénoliques Cordia exaltata Lam.  de Sa de Sousa Nogueira et al.,
hydroxybenzaldehy e 2013
de . .
i ! Ha
oH
Acide (E)-7-(3.4- Acides phénoliques C. exaltata Lam. de Sa de Sousa Nogueira et al.,
dihydroxyphenyl)- 2013
7-propenoique
2,5-bis-(3',4'- Neolignanes C. exaltata Lam. de Sa de Sousa Nogueira et al.,
methylenedioxiphe . L . 2013
nyl)-3,4- f"«f Ww&-ﬁf ""'wﬁ“‘x-*'-*“>
dimethyltetrahydro <ﬁ, Py ¥
furane ’ }
3,4,5,3',5'- o Neolignanes C. exaltata Lam. de Sa de Sousa Nogueira et al.,
pentamethoxy-1'- N 2013
allyl-8.0.4'- _ j/ o e
neolignane f |' weol T T N
e
He
Syringaresinol OMe Lignanes C. rothii Roem. and Firdous et al., 2010
mono-f-D- GlcO Schult.
glucoside
MeO OMe
OH
OMe
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Acide Acides phénoliques C. sinensis Lam. Al-Musayeib et al., 2011
protocatechuique
Acide trans- Acides phénoliques C. sinensis Lam. Al-Musayeib et al., 2011
caféique
a-bisabolol He  OH Terpénes C. verbenacea DC. de Lima Guimaraes et al., 2015
Cryptanthine H. “oH, Alcaloides Cryptantha utahensis ~ Colegate et al., 2013

(Gray) Greene.
o-acide phthalique Phtalates Heliotropium Shah et al., 2013
bis-(2-ethyl decyl)- Strigosum Willd.

ester

Tableau 2.6 suite.

46



Chapitre 2: Etude bibliographique

Heliophenanthrone Phénanthréne H. ovalifolium Forsk.  Guilet et al., 2003
Transalpinecine Alcaloides H. transalpinum var. Medina et al., 2009
transalpinumVell
4-hydroxy-N-{4- Phénylpropanoides Lindelofia stylosa Choudhary et al., 2008
[(E)-3-(4- o OH (dérivés) (Kar. and Kir.)
hydroxy-3- 7 §
methoxyphenyl)pro ~ MeO-3 3 NWN e
P2 o
enamido]butyl}ben ~ HO™ ¢
zamide
Acides p- 0 Acides phénoliques L. stylosa (Kar. and Choudhary et al., 2008
coumarique & Kir.)
OH
HO
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8-0-B-D- 0e Me Naphtalenes L. stylosa (Kar. and Choudhary et al., 2008
glucopyranosyltora OH Kir.)
chrysone HO o M Me
HO o ‘
A
OMe
Shikometaboline A Naphtoquinones Lithospermum Yang et al., 2014
erythrorhizon Sieb. et
Zucc.
Alkannine EH OIL )OH“ i Alkannines Onosma echioides (L.) Nikita et al., 2015
oligomére e VL R WL, P L.
7-0- & i Alcaloides O. erecta Sibth. & Sm. Damianakos et al., 2013
acetylechinatine /V- o OH
oxyde 9 T2y 4
50 y ° OH
g 7~E \1
5 *N 2
5 _6 3
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Viridinatine V- 6 5,7 Alcaloides O. erecta Sibth. & Sm. Damianakos et al., 2013
oxyde stereoisomer o OH
14 0 T2 4
3
@ﬁ’é@, y O oM
13°Ho" Y3 C[g
HO N
&
7-epi-echimiplatine 4 3,0H Alcaloides O. erecta Sibth. & Sm. Damianakos et al., 2013
N-oxyde 0, \.~OH
102 - T
HO o 4 oH
T\
N
-0
Onosmerectine V- & oH 5 Alcaloides O. erecta Sibth. & Sm. Damianakos et al., 2013
oxyde 0 ”
12
HO o 3 o OH
7\
K
-0
Heliosupine-/V- Alcaloides Rindera umbellata Mandic¢ et al., 2013
oxyde (Waldst. & Kit.)
Bunge
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9-(+)- Alcaloides R. umbellata (Waldst.  Mandi¢ et al., 2013
Trachelanthyllabur & Kit.) Bunge
nine
7-Angeloyl Alcaloides R. umbellata (Waldst. ~ Mandié et al., 2013
heliotridane & Kit.) Bunge
Lyciumoside X Terpenes Trigonotis Song et al., 2008
peduncularis Benth
Phytol 17 18 19 2 Terpenes T. peduncularis Benth  Song et al., 2008
16 ! 14 T 10 ° 8 6 ° 4 3\2 OH

Tableau 2.6 suite.
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la tribu Echieae (Candolle, 1845; Giirke, 1893); Toutefois, récemment, Al-Shehbaz (1991)
et Riedl (1997) ont placé Echium dans la tribu Lithospermeae. Cela a été corroboré par les
données moléculaires, a partir des séquences atpB d’ADN plastidial (Langstrom et Chase,
2002). Les relations entre Echium et d’autres genres étroitement liés ne sont pas encore
résolues (Bond et Goldblatt, 1984; Koutnik, 1985; Retief et VanWyk, 1998). Lehmann
(1830) décrit le genre Lobostemon Lehm. qui inclue toutes les espéces endémiques d’Afrique
du Sud qui étaient auparavant considérées dans le genre Echium. Cet auteur estime que la
présence d’un stigmate minutieusement bicapité plutét que bifide confirme une position isolée
des espéces Lobostemon. Plus tard, Levyns (1934) a révisé ce genre et a décrit un nouveau
genre Echiostachys, sur la base de I’absence d’¢cailles staminales dans les fleurs de certaines
especes d’Afrique du Sud. Cependant, certains auteurs (Johnston, 1953; Retief et VanWyk,
1998) n’ont pas accepté Echiostachys comme un genre distinct de Lobostemon, sur la base de
ce caractere. Récemment, les  relations  phylogénétiques d’Echium et
Lobostemon/Echiostachys ont été déduites de la variation de séquences d’ADN (Hilger et
Bohle, 2000). Selon ces auteurs, la présence d’un stigmate bicapité plutdt qu’un stigmate
bifide et les analyses des séquences d’ADN ont confirmé une position isolée pour E.
maculatum L., endémique en Europe de I’Est. Les mémes auteurs ont suggéré que E.

maculatum devrait étre inclus dans un nouveau genre, Pontechium Bohle & Hilger.

Les especes du genre Echium sont des plantes herbacées ou ligneuses a la base, hérissées
de poils tuberculés ou non. Feuilles entieres, linéaires ou ovales. Inflorescences en cymes.
Fleurs munies de bractées foliacées. Calice profondément divis€¢ en 5 lobes. Corolle en
entonnoir irrégulier, a 5 lobes inégaux peu profonds, présentant a sa base un anneau ou 10

¢cailles ciliées. Etamines 5, inégales. Akénes 4, rugueux (Quezel et Santa, 1963).

Le genre Echium contient des fleurs irrégulieres, principalement pollinisées par des
insectes, il est distribué en Macaronésie, Europe, Asie de 1’ouest, Nord et Sud de 1’Afrique
(Retief et VanWyk, 1998). 27 espéces du genre sont endémiques de I’archipel des Canaries,
de Madere et du Cap-Vert sur les iles de la Macaronésie, tandis que les congéneres restants
(~30) se trouvent dans le circumméditerranéen ouest (Bohle et al., 1996). Toutes les especes
peuvent étre propagées par les graines et les plus grandes especes par boutures (Cullen et al.,

2011). En Algérie le genre Echium est représenté par 23 especes (Quezl et Santa, 1963).
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2.1.4.2. Utilisations médicinales et effets biologiques et pharmacologiques

E. amoenum Fisch & C.A. Mey. a longtemps ¢ét¢ utilisée dans la médecine traditionnelle.
Les pétales d’E. amoenum ont été¢ recommandées pour une variété d’effets tels que émollient,
anti-inflammatoire et analgésique, en particulier pour le rhume, anxiolytique, sédatif et
d’autres symptomes psychiatriques, incluant 1’obsession dans la médecine traditionnelle de
I’Iran (Ghoreishi et Bataghva, 2014). Les racines d’E. vulgare L. ont été employées dans la
médecine traditionnelle pour le traitement des fissure des mains et pour la cicatrisation (Sezik

etal., 1997).

Selon Niciforovic et al. (2010) I’extrait méthanolique d’E. vulgare L. et E. russicum L.
présente une activité¢ antioxydante par inhibition de la peroxydation des lipides, piégeage des
radicaux libres par DPPH, chélation des métaux et piégeage des radicaux hydroxyles.
L’activité antimicrobienne de I’huile essentielle d’E. italicum L. a été étudiée en utilisant la
méthode de diffusion sur disque et en déterminant la concentration minimale inhibitrice
contre Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhi,
Pseudomonas aeruginosa, Aspergilus niger et Candida albicans. L’huile essentielle d’F.
italicum L. a montré une activité antimicrobienne dépendante de la concentration sur tous les
microorganismes testés (Morteza-Semnani et al., 2009). L’extrait aqueux des fleurs fraiches
d’E. amoenum Fisch & C.A. Mey. contient un effet antidépresseur (Sayyah et al., 2006),
tandis que, I’extrait éthanolique des fleurs d’E. amoenum Fisch & C.A. Mey. possede une
activité anxiolytique avec un effet sédatif moindre que celui du diazépam (Rabbania ez al.,
2004). L’extrait hydrométhanolique des pétales d’E. amoenum Fisch & C.A. Mey. a un effet
analgésique (Heidari er al., 2006). Les extraits méthanolique et chloroformique d’FE.
amoenum Fisch & C.A. Mey. présentent un effet antigénotoxique. L’effet génotoxique a été
provoqué par I’emploi de 1’éthyle méthanesulfonate qui cause une mutagénése dans divers
organismes (Uysal et al., 2015). Des extraits bruts de fleurs et des fractions issues d’E.
wildpretii H. Pearson subsp. Wildpretii ont été testés contre des espéces d’insectes
Spodoptera littoralis, Leptinotarsa decemlineata, et de pucerons Myzus persicae, Diuraphis
noxia, Metopolophium dirhodum, Rhopalosiphum maidis, Rhopalosiphum padi. 1’ extrait
¢thanolique et les fractions contenant des lipides et des stéroides présentent une activité
antiappétante significative contre les pucerons et L. decemlineata (Santana et al., 2012). Le
pollen d’E. plantagineum L. est largement utilisé pour ses propriétés thérapeutiques, ainsi les
extraits de pollen ont été utilisés dans la prostatite chronique pour leurs effets présumés anti-

inflammatoires et anti-androgénes. Le pollen d’E. plantagineum L. permet également de
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réduire la fragilité capillaire. En outre, I’ingestion quotidienne de pollen d’E. plantagineum L.
est recommandée car il est capable de réguler les fonctions intestinales et a des effets
bénéfiques sur le systéme cardio-vasculaire, la peau, la vision, etc. Le pollen d’E.
plantagineum L. est aussi utilisé dans le domaine de la cosmétique pour sa contribution en
vitamines aux cremes froides (Di Paola-Naranjo et al., 2004). L’huile d’E. plantagineum L.
a montré un effet anti-athérogeénique, ce qui suggere qu’elle peut étre une alternative

botanique a I’huile de poisson pour 1’athéroprotection (Forrest et al., 2012).

2.1.4.3. Etudes phytochimiques antérieures et principaux métabolites secondaires isolés

Les espece du genre Echium sont riches en métabolites secondaires, particuliérement des
alcaloides pyrrolizidiniques, des naphtoquinones et des acides organiques (Dresler et al.,
2015). Selon Dresler et al. (2015) les extraits hexaniques et méthanoliques des racines d’E.
vulgare L. et E. russicum L. renferment de I’acide rosmarinique et la shikinone. L’extrait
¢thanolique des racines jeunes d’E. plantagineum L. contient plusieurs naphtoquinones
comme shikonine, acetylshikonine, et 1,3 dihydroxy-3-méthylanthraquinone, détectés par
I’analyse HPLC-MS et GC-MS (Weston et al., 2013). Shikonine, alkannine, shikonin acétate
et alkannine acétate ont été retrouvés dans une culture cellulaire d’E. italicum L. (Zare et al.,
2010). Neuf autres pigments shikonines: shikonine, acétylshikonine, propionylshikonine,
isobutyrylshikonine, tiglylshikonine, 3,3-dimethylacrylshikonine, angelylshikonine, 2-méthyl-
n-butyrylshikonine et isovalerylshikonine ont été identifiés dans 1’épiderme racinaire d’E.
italicum L. (Albreht et al., 2009). Deux quinones, echinone et echinofurane, ont été isolées a
partir de cultures de cals d’E. lycopsis L. ainsi que plusieurs esters d’acyle de shikonine. La
structures des deux quinones a été établie par des méthodes spectroscopiques et par des
dégradations chimiques (Inouye et al., 1981). L’étude de Sousa et al. (2015) a permis
d’identifier des flavonoides: kaempférol-3-O-sophoroside et des anthocyanes: delphinidine-3-
O-glucoside, petunidine-3-O-glucoside et malvidine-3-O-rutinoside dans  [’extrait
méthanolique acidifié¢ du pollen d’E. plantagineum L. L’extrait méthanolique des parties
aériennes fleuries d’E. vulgare L. renferme du kaempférol 3-O-néohespéridoside et 1’acide
rosmarinique (Kuruuzum-Uz et al., 2004). L’huile essentielle des parties aériennes d’E.
amoenum Fisch. & C.A. Mey. obtenue par hydrodistillation et analysée par GC et GC-MS,
contient quarante six composés. Les principaux constituants de 1’huile essentielle étaient le
thymol (19,5 %) et le carvacrol (7,5 %) (Morteza-Semnani et Saeedi, 2005). L’analyse par
GC et GC-MS de I’huile essentielle des parties aériennes d’E. italicum L. obtenue par

hydrodistillation a permis d’identifier vingt-deux composés dont les principaux sont
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I’hexadécanol (27,1 %) et la pulégone (8,8 %) (Morteza-Semnani et al., 2009). L’extrait
méthanolique de la plante entiere d’E. glomeratum Poir. a donné apres plusieurs étapes de
purification cinq alcaloides pyrrolizidiniques: (7S, 8R)-petranine, (7S, 8S)-petranine, (7R,
8R)-petranine ou (7R, 8S )-petranine, 7-angeloylretronecine et 9-angeloylretronecine (Alali et
al., 2008). Le fractionnement de 1’extrait éthanolique des feuilles d’E. hypertropicum Webb et
E. stenosiphon Webb a permis d’isoler sept alcaloides pyrrolizidiniques: 7-
senecioylretronecine, 9-angeloylretronecine, lycopsamine, 7-acetyl-lycopsamine, echimidine,
7-(2-methylbutyryl)-9-echimidinylretronecine, 7-(2-methylbutyryl)-9-echimidinyl retronecine
N-oxyde (Carvalho et al., 2013). De ’extrait méthanolique des racines d’E. plantagineum L.
aprés passage par une extraction en phase solide et aprés analyse par HPLC-ESI-MS,
plusieurs alcaloides pyrrolizidiniques N-oxydes ont été identifiés: leptanthine N-oxyde,

echimiplatine N-oxyde, intermedine N-oxyde, et lycopsamine N-oxyde (Weston et al., 2013).
2.1.4.4. Echium confusum de Coincy
2.1.4.4.1. Description botanique, distribution et habitat

> Description botanique

Plante rameuse a tiges allongées plus ou moins décombantes, hispides, bisannuelles ou
vivaces de 15 a 50 cm, avec plusieurs tiges fleuries. Feuilles basales ovales a obovales;
feuilles caulinaires oblancéolées a spatulées, atténuées et sous-pétiolées a la base, plus ou
moins denses, avec poils raides ou apprimés. L’inflorescence plus ou moins ramifiée,
paniculée relachée. Calice 6-10 mm a I’anthése, jusqu’a 16 mm dans les fruits, densément
blanc séteux. Grappes fructiferes allongées. Corolle 12-22 mm, infundibuliforme, bleu foncé
ou rosatre a bleuatre-pourpre, généralement avec 1-2 étamines exsertées; filaments parfois
légérement poilus; anneau basal de la corolle formé de 10 écailles intensément soudées

(Quezel et Santa, 1963; Gibbs, 1971).

> Distribution

E. confusum se distribue dans la région Ouest Méditerranéenne au niveau du littoral

(Quezel et Santa, 1963; Gibbs, 1971).

> Habitat

E. confusum habite les sables maritimes (Quezel et Santa, 1963).
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> Noms vernaculaires

Arabe: Ras el Afai, Lecane el assil.

Figure 2.7. Photos d’E. confusum, a gauche vue d’ensemble et représentation des fruits et
fleurs, a droite représentation des feuilles.

> Classification

Reégne: Plantae
Embranchement: Spermatophyta
Sous-embranchement: Angiospermae
Classe: Magnoliopsida
Sous-classe: Lamiidae
Super-ordre: Solananae

Ordre: Solanales

Famille: Boraginaceae

Sous-famille: Boraginoideae
Genre: Echium
Espece: Echium confusum de Coincy.
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2.1.4.4.2. Utilisations médicinales

Les feuilles sont utilisées comme diurétiques et anti-inflammatoires, les racines sont
employées pour la cicatrisation des plaies et la nervosité, les fleurs sont utilisées comme

tranquillisants et anxiolytiques.

2.1.4.4.3. Propriétés biologiques et pharmacologiques

Au meilleur de nos connaissances, aucun effet pharmacologique ou activité biologique

n’a été décrit dans la bibliographie.

2.1.4.4.4. Etudes phytochimiques antérieures et principaux métabolites secondaires
isolés
Au meilleur de nos connaissances, aucune étude phytochimique n’a été rapportée dans la

bibliographie.

2.1.5. Le genre Solenanthus (Solenanthes)
2.1.5.1. Présentation

Plantes vivaces en générale veloutées canescentes, surtout dans 1’inflorescence. Feuilles
basales grandes, a long pédoncule, poilues. Inflorescence: panicule a plusieurs cymes
enroulées et étalées. Calice divisé presque a la base en lobes oblongs-elliptiques. Corolle plus
ou moins cylindrique, avec des limbes et tubes indistincts et indéfinis, au maximum a 7 mm,
les petits lobes: gorge-étamines présents. Ftamines projetées de la corolle. Style beaucoup
plus long que le calice et projetant habituellement de la corolle. Noisettes ovoides ou presque
sphériques, sans ailes, chacune avec de nombreuses épines pointues avec barbes qui se fixent
a la fourrure ou aux vétements. Un genre d’environ 17 espéces présentes en Europe du Sud,
Sud-ouest et 1’Asie centrale, une espéce en Chine centrale. En Algérie le genre Solenanthus
est représenté par deux especes (Quezel et Santa, 1963). Plantes faciles a cultiver et a

multiplier par graines (Cullen ef al., 2011).

2.1.5.2. Utilisations médicinales et effets biologiques et pharmacologiques

Il y a peu d’informations sur 1’utilisation médicinale des especes du genre Solenanthus
excepté certaines publications faisant état de I’emploi de S. circinnatus Ledeb. dans la
médecine traditionnelle iranienne pour soulager les douleurs et I’inflammation (Afsaneh et

al., 2010). Egalement, il y a eu peu d’investigation sur les activités biologiques ou les effets

56



Chapitre 2: Etude bibliographique

pharmacologiques de Solenanthus. L’extrait hydroalcoolique des racines de S. circinnatus
Ledeb. induit un effet inhibiteur sur la douleur aigué et chronique et un effet anti-
inflammatoire (Afsaneh et al., 2009; 2010).

2.1.5.3. Etudes phytochimiques antérieures et principaux métabolites secondaires isolés

Seulement quatre métabolites secondaires de la sous-classe alcaloides pyrrolizidiniques:
echinatine, cerategine, rinderine et turkestanine ont été isolés de quatre espeéces du genre
Solenanthus: S. circinnatus Ledeb., S. coronatus Rgl., S. karateginus et S. turkestanicus (Reg
&Smirn.) (EI-Shazly et Wink, 2014).
2.1.5.4. Solenanthus lanatus A.DC.
2.1.5.4.1. Description botanique, distribution et habitat

> Description botanique

Plante vivace de 20 a 25 cm de hauteur, rameuse, a feuilles alternes lancéolées,
enticrement couvertes de poils d’un blanc argenté, particulicrement denses dans
I’inflorescence. Petites fleurs penchées, brun-pourpré, disposées en cymes a bractées
foliacées. Calice a 5 lobes. Corolle étroitement tubuleuse, a 5 lobes trés courts, mesurant
environ 1,5 m de long, gorge comportant des écailles, 5 étamines saillantes, 1 style. Fruits
akénes. La floraison est de février a avril (Beniston et Beniston, 1984).

» Distribution

Endémique, Maroc-Algérie (Beniston et Beniston, 1984).
> Habitat

Champs, friches, bord des routes. Commun a I’Ouest, jusqu’au Sahara (Beniston et
Beniston, 1984).

> Noms vernaculaires

Arabe: Ferach en neda.
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Figure 2.8. Photos de S. lanatus: a gauche, vue d’ensemble; a droite, feuilles et fleurs; en bas,
fruits et fleurs.

> Classification

Reégne: Plantae
Embranchement: Spermatophyta
Sous-embranchement: Angiospermae
Classe: Magnoliopsida
Sous-classe: Lamiidae
Super-ordre: Solananae
Ordre: Solanales
Famille: Boraginaceae
Sous-famille: Boraginoideae
Genre: Solenanthus

Espéce: Solenanthus lanatus A.DC.
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2.1.5.4.2. Utilisations médicinales

Les feuilles sont utilisées pour le traitement des maladies des yeux, maladies de la peau,

de la diarrhée, des brilures et des plaies, les fruits sont utilisés dans les troubles mentaux.

2.1.5.4.3. Propriétés biologiques et pharmacologiques

Au meilleur de nos connaissances, aucun effet pharmacologique ou activité biologique

n’a été décrit dans la bibliographie.

2.1.5.4.4. Etudes phytochimiques antérieures et principaux meétabolites secondaires
isolés
Au meilleur de nos connaissances, aucune étude phytochimique n’a été rapportée dans la

bibliographie.

2.2. Maladie d’Alzheimer: diagnostic, neuropathologie, et stratégies thérapeutiques

La maladie d’Alzheimer (MA) est probablement la cause la plus fréquente de démence
sénile. C’est une maladie chronique qui s’installe graduellement et conduit dans le temps a
une altération dans les fonctions cognitives (la mémoire, le jugement, 1’orientation, la
compréhension, la capacité d’apprendre et le langage). On compte actuellement, en Algérie,
100.000 cas. La MA est un probléme de santé publique mais également un probléme de
société primordial, en tenant compte des colits humains et sociaux. Les patients nécessitent

une médication adaptée et une assistance.

L’altération des fonctions cognitives, remarquée dans toutes les catégories de démence,
est en liaison avec [I’efficacit¢é réduite des processus de neurotransmission et la
dégénérescence des circuits neuronaux du cerveau (Poirier, 2002). Le diagnostic d’une
démence est assez difficile, car de nombreuses catégories de démences montrent les mémes
symptomes cliniques. Dans la MA, on remarque une perte graduelle des neurones
cholinergiques et, de ce fait, une réduction assez importante du niveau de I’acétylcholine
(ACh) dans le cerveau; cette conséquence sera essentiellement importante au niveau des
néocortex pariétaux et temporaux, ainsi qu’au niveau de I’hippocampe (figure 2.9) (Davies et
al., 1976; Whitehouse et al., 1982). Ce manque cholinergique est identiquement remarqué
dans le cas de démences vasculaires ou liées a des corps de Lewy, ce qui justifie que les sujets
atteints de ces différentes maladies neurodégénératives bénéficient de la méme médication

(Gottfries et al., 1994; Tohgi et al., 1996; Tirabeschi ef al.; 2000; McKeith ez al., 2003).
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Ces maladies sont couramment liées entre elles: 25 % des malades de I’ Alzheimer montrent,
apres autopsie, une démence vasculaire, alors que 20 % des sujets souffrant de démence,
globalement, présentent aprés autopsie, une MA liée a des corps de Lewy (Hansen et Crain,

1995; Gorelick et al., 1996; Tiraboschi ez al., 2000).

Central sulcus

Motor cortex Sensory cortex

Frontal cortex Limbic system

Visual cortex

Hypothalamus

Amygdala

" Cerebellum
Hippocampus

Brain stem

Figure 2.9. Les trois principales zones du cerveau: le cerveau, le cervelet et le tronc cérébral.
Chaque région exerce des fonctions spécifiques. Le cerveau, qui comprend le cortex cérébral,
controle les activités conscientes, le cervelet coordonne les mouvements des muscles, et le
tronc cérébral est responsable des processus vitaux du corps (Borda, 2006).

2.2.1. Historique

La forme de démence sénile a été décrite pour la premiere fois par le Docteur Alois

Alzheimer, neurologue et psychiatre allemand. Celle-ci prendra le nom de la MA.

C’est en 1906, lors d’une conférence de psychiatres allemands a Tiibingen que cet état de
démence est décrit pour la premicre fois. Alzheimer présente le cas de la femme, Auguste,
dévoilant une déficience cognitive portant une diminution de la compréhension et de la
mémoire (Maurer ef al., 1997). Aprés avoir réalisé une autopsie du cerveau de la patiente, il
a découvert des plaques et une dégénérescence neurofibrillaire, qui seront les marques

caractéristiques de la MA (figure 2.10) (Alzheimer, 1911).
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Dr. Alois Alzheimer 1864-1915 (Feldman, 2007).

Les neurones dégénérés constituent les plaques, qui présentent une toxicité pour les
cellules cérébrales. La dégénérescence neurofibrillaire est un amas de fragments de protéines

en hélice dans les neurocytes (figure 2.10).

A cette époque, la plupart des psychiatres ont considéré cette maladie comme un état
normal de vieillissement. Le rapport entre la diminution des fonctions cognitives et le nombre
de neurones dégénérés a été découvert dans les années 60, ce qui conduira a considérer la MA
comme pathologie a part entiere. De ce fait, les recherches vont se multiplier ce qui ameénera a

une progression des connaissances de cette pathologie.

L’évolution des outils et des techniques scientifiques a abouti a explorer et a saisir les
processus compliqués qui dégénérent les neurocytes cérébrales. Une hypothése d’un déficit en
un neurotransmetteur ’ACh a été émise par les chercheurs dans les années 70. L’intérét
général de la MA ne croit qu’a partir des années 80. En effet, elle est de plus en plus
rencontrée, les sujets a risque étant de plus en plus nombreux du fait de 1’augmentation de
I’espérance de vie. Les progres de la recherche, ont permis de démontrer que le peptide
amyloide-beta (AP) et la protéine Tau sont a [origine des plaques séniles et des
dégénérescences neurofibrillaires respectivement (figure 2.11). Ces structures toxiques

provoquent un dysfonctionnement du systéme nerveux central (SNC).
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Figure 2.10. Les Iésions neuropathologiques de la MA. A: Plaques amyloides décrites par
Alois Alzheimer par la technique histologique d’imprégnation argentique (Feldman, 2007),
B: Corps neurofibrillaires décrits par Alois Alzheimer par la technique histologique
d’imprégnation argentique (premier cas: Auguste D. (1906)) (Feldman, 2007). C: Plaques
amyloides mise en évidence par immunomarquage avec un anticorps dirigé contre le peptide
amyloide (Dako) (Duyckaerts et al., 2009). La région dense centrale (et sa périphérie) est
principalement constituée de peptides AP42 insolubles. D: Corps neurofibrillaires mise en
¢vidence par immunomarquage avec un anticorps dirigé contre la protéine Tau (Dako)
(Duyckaerts et al., 2009).

Cette maladie est la forme la plus commune de démence affectant les personnes agées,
avec une durée moyenne de 3 a 10 ans entre ’apparition des symptomes cliniques et la mort.
L’incidence de la MA augmente avec 1’age, méme pour les personnes les plus agées: a partir
de 0,5 % a 65 ans, elle s’¢éléve a pres de 8 % a 1’age de 85 ans (Liang et Fang, 2006). La
maladie fait aussi des ravages chez les plus jeunes: 30.000 a 50.000 malades ont moins de 60

ans.

(O]

Le nombre de personnes touchées a travers le monde est de 36,5 millions * avec 2,4

millions de cas aux Etats-Unis d’Amérique (2), 860.000 cas en France (3), 100.000 cas en
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Algérie. On estime que le nombre pourrait atteindre 65,7 millions vers 2030. La MA est

devenue 1’un des principaux problémes de santé publique.
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Figure 2.11. Comparaison des cerveaux et des neurones de personnes saines (a) et
d’individus atteints de la MA (b) (Feldman, 2007; Kelly, 2008).

2.2.2. Diagnostic

Le diagnostic facilite au patient 1’accés aux premieres possibilités de soins. Il permet
aussi a la famille de s’organiser pour s’adapter a 1’évolution. L’absence d’un diagnostic fiable
constitue un véritable probléme. L’établissement d’un diagnostic conduit a un allongement de
I’espérance de vie qui peut atteindre 20 ans, méme si la durée de vie moyenne entre

I’apparition des symptomes et la mort se situe autour de 8,5 ans.

Plusieurs avancées dans ce domaine ont été atteintes. A présent, le diagnostic comprend

la combinaison de signes cliniques, de tests neuropsychologiques et de techniques d’imagerie
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cérébrale (imagerie par résonance magnétique (IRM), tomographie a émission de positrons
(TEP)). Cependant, les troubles et les 1ésions de la maladie ne peuvent pas étre détectés par
aucune de ces techniques. A I’heure actuelle, uniquement I’examen post mortem peut établir

le diagnostic final.

2.2.2.1. Les manifestations cliniques

Le développement des troubles liés a la maladie est progressif et inévitable, il dure
plusieurs années (figure 2.12). L’absence de signe clinique manifest¢ cache [’étape
asymptomatique. Elle peut progresser sur de nombreuses années. La période de pré-maladie,
qui prend en moyenne 3 a 4 ans, fait apparaitre les premieres manifestations cliniques de la
MA que sont les troubles de la mémoire épisodique, en liaison avec 1’incapacité de retenir des
informations récentes; par contre celles anciennes restent en mémoire jusqu’a un stade avancé
de la maladie. Cependant, ces anomalies peuvent étre compensées par la personne atteinte de
la maladie et par le biais de I’entourage car il y a une conservation importante des autres

capacités intellectuelles et I’impact sur la vie quotidienne est minime.
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Figure 2.12. Les étapes de la progression de la MA (Feldman et Gracon, 1996).

A ces premiers signes cliniques classiques, s’ajoutent d’autres signes tels que les troubles
du langage, du mouvement et de la reconnaissance. La maladie méne a une incohérence dans
le parler et une incompréhensibilité de 1’écrit, ainsi qu’a des atteintes dans d’autres capacités
cognitives interférant avec I’humeur, la raison ou le jugement. Il en résulte une détérioration
de la personnalité, des troubles neurologiques (aphasie, crises €pileptiques) et une démence
forte. A un stade tardif de la maladie, le malade devient dépendant car il ne peut pas
accomplir des taches simples comme se nourrir ou se déplacer pour éliminer les sels. En plus,

I’anxiété et le mauvais comportement que développe le patient rendent la prise en charge par
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I’entourage compliquée. Cette phase terminale difficile pour le patient et son environnement

s’accompagne, le plus souvent, par un placement dans un établissement spécialisé.

La défaillance de la mémoire est stable et est liée d’une manicre variable aux autres
symptomes, ceci montre une variété clinique méme dans le stade avancé de la maladie. En
plus, le signe le plus précoce est la perte de mémoire ce qui conduit a une difficulté dans
I’établissement d’un premier diagnostic face a un vide de mémoire, apparent tout simple et
habituel. Face a un tel signe caché, la recherche des signes non apparents passe par des
consultations spécialisées pour les troubles de mémoire, ce qui permettra le diagnostic, on

parle alors d’examen neuropsychologique.

2.2.2.2. Tests neuropsychologiques

Ils sont établis par des grilles unifiées, facilitant ’examen de la mémoire par une méthode
qualitative et quantitative. Cet examen prend en générale une séance de consultation. Ce test

est réalisé par les neuropsychologues.

Le diagnostic des patients souffrant de troubles de mémoire est en plus un examen
d’¢limination, il faut écarter d’autres maladies qui exhibent des signes presque similaires et

qui peuvent étre traitées autrement (cancer, accident vasculaire cérébrale).

2.2.2.3. L’imagerie cérébrale

Dans le domaine histologique, des recherches ont permis de mettre en évidence des
Iésions cérébrales (plaques amyloides et chevauchement neurofibrillaire) (figure 2.10, 2.11,
2.13), perte considérable des neurocytes, au début dans la région la plus profonde du lobe
temporal du cerveau (cortex entorhinal et hippocampe), partie dans laquelle se situent les
informations, région impliquée dans les processus de formation de la mémoire. Les
dommages se dirigent ensuite vers les lobes pariétaux, occipitaux et frontaux, pour toucher
environ la totalité du cerveau, en dehors de toucher des régions impliquées dans le processus

de mouvement.

Autres que les Iésions, des altérations neuropathologiques sont caractéristiques du
cerveau des patients souffrant de la MA, telles que 1’atrophie cérébrale (figure 2.13), la perte
synaptique, diminution de I’ACh, baisse du métabolisme énergétique (figure 2.14) et un

niveau ¢élevé d’inflammation (Mattson, 2004).
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Figure 2.13. Illustration schématique simplifiée montrant les caractéristiques pathologiques
de la MA; la partie en bas a gauche représente une section coronale de cerveau avec une
pathologie de la MA avancée, montrant des espaces ventriculaires étendus et un complexe
hippocampique fortement rétréci par rapport a un cerveau normal, ci-dessus. Notez 1'état
rétréci global du cerveau de la MA (en bas, au centre), la réduction du volume de la
circonvolution corticale (cortical gyri), et les sillons élargis (gris), également représentés dans
les sections coronales. Les caractéristiques microscopiques observées dans le cortex cérébral
et d'autres régions du SNC sont représentées schématiquement dans le panneau a droite. Dans
la partie supérieure, 1'agrégation du peptide AP sous la forme d'une plaque amyloide diffuse,
dans le centre mature, plaque neuritique mature avec un noyau dense (généralement
Thioflavine-s positive) entouré par le matériel AP et, plus dans le périphérique, une corolle de
neurites dystrophiques. Les neurones (en bas a droite) contiennent des enchevétrements
neurofibrillaires (Cuello, 2007).

Le diagnostic différentiel est réalis¢ par des techniques d’imagerie (scanner cérébral et
résonnance magnétique), qui apportent des preuves diagnostiques importantes telles que les
images d’atrophie de I’amygdale hippocampique, typique de la MA. Les techniques avancées
d’imagerie fonctionnelle mettent en évidence des parties atrophiées et non fonctionnelles dans

le cerveau qui favorisent le diagnostic de la MA. Cependant, la révélation précoce de la

maladie par I’emploi de I’imagerie n’en est qu’a I’étape de recherche.

Par ailleurs, I’absence de marqueurs qui facilitent le diagnostic précoce en observant les
structures toxiques par TEP ou par IRM. Cela fait réellement probléme. La mise au point et le
développement de tels marqueurs est d’ailleurs I’'un des principaux défis dans le cadre de la

lutte contre la maladie.
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Figure 2.14. Images par TEP du vieillissement normal (2 gauche) et de la MA (& droite). Le
métabolisme du glucose est représenté sur une échelle de chaleur, avec des couleurs plus
vives reflétant une plus grande utilisation du glucose. Le métabolisme du glucose est réduit
dans les régions corticales postérieures (lobes pariétaux et temporaux) chez les patients
atteints de la MA (Feldman, 2007).

2.2.3. Neuropathologie
2.2.3.1. Le peptide amyloide-beta

Les plaques séniles amyloides sont constituées par un peptide de 4 KDa. Le clivage
protéolytique de I’APP (amyloid precursor protein) donne au cours du métabolisme normal le
peptide AP (figure 2.15) (Haass et al., 1992; Shoji et al., 1992). L’ APP est une glycoprotéine
transmembranaire multifonctionnelle (Mattson, 1997; Sambamurti et al., 2002), constituée
par trois domaines: cytoplasmique, transmembranaire hydrophobe, et extracellulaire.
L’expression de I’APP est régulée par un gene situé sur le chromosome 21. N- et O-
glycosylations, sulfatations et phosphorylations, sont les modifications post-traductionnelles
que subit ’APP durant sa maturation. Elle existe sous deux formes: sécrétée ou ancrée a la

membrane. L’ APP subit plusieurs clivages protéolytiques. Il existe trois sites principaux de
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clivage de ’APP (figure 2.15), qui impliquent chacun un systéme enzymatique spécifique
(Mattson, 1997; Nunan et Small, 2002). La B-sécrétase coupe entre les acides aminés (aa)
671 et 672 de I’APP de 770 aa (extrémité N-terminale d’Ap), I’a-sécrétase coupe entre les aa
687 et 688 (aa 16 et 17 d’AP) et la y-sécrétase coupe apres les aa 710 a 714 (extrémité C-

terminale d’AB). Deux principales voies de coupure de I’APP ont été identifiées (figure 2.15):

e La coupure par I’a-sécrétase, entre les aa 16 et 17 d’AP (Kamino et al., 1992), aboutit a la
libération d’un grand fragment N-terminal, appelé sAPPa, et a la construction d’un
fragment C-terminal, appelé C83 (aCTF: fragment C-terminal), constitué du fragment
amputé d’AB (incomplet) et de la queue cytoplasmique de I’APP (AICD: amyloid
precursor protein intracellular domain). La coupure par la y-sécrétase libere le fragment

p3, qui est sécrété par la cellule, de la queue cytoplasmique (aCTF).

e La B-sécrétase coupe I’APP avant le premier acide aminé d’A. Cette coupure aboutit a la
libération du fragment N-terminal appelé sAPPp et a la génération du fragment C-terminal
appelé C99 (BCTF), composé de la séquence d’AP et de la queue cytoplasmique (AICD).

La coupure par la y-sécrétase forme le peptide AP, qui est sécrété par la cellule.

Signalons que la coupure par la y-sécrétase, qui se réalise dans la membrane cellulaire,
s’exécute en différents sites voisins et aboutit ainsi a une hétérogénéit¢ C-terminale des

peptides p3 et AP, respectivement en p3(17-Z) et AB(1-Z) avec Z = 39 a 43.

Les peptides AP et p3 ont été identifiés dans le plasma, le liquide céphalorachidien (LCR)
et des extraits de tissus cérébraux (Seubert et al., 1992; Vigo-Pelfrey et al., 1993).
Cependant, ces deux peptides sont impliqués dans les 1ésions liées a la MA. Le peptide AP est
le composant essentiel des plaques séniles amyloides, tandis que le p3 est le composant
essentiel des dépots diffus non amyloidogénes (Gowing et al., 1994; Iwatsubo et al., 1994;
Higgins et al., 1996; Lalowski et al., 1996).

L’APP semble avoir un réle dans la croissance et I’attachement des cellules (Saitoh et
al., 1989; Breen et al., 1991; Milward et al., 1992). Ces effets physiologiques sont réalisés
par Dinteraction des molécules situées dans la surface des cellules et dans la matrice
extracellulaire avec I’APP, telles que les protéines fibreuses (collagénes), les glycoprotéines
de structure (laminine, B-1-intégrine), et les glycosaminoglycanes (I’héparine et 1’héparane-

sulphate) (Bush et al., 1994; Beher et al., 1996; Storey et al., 1996).
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Figure 2.15. Clivage de ’APP. La voie non amyloidogénique de I’APP est la succession de
deux clivages: le premier par 1’a-sécrétase, le second par la y-sécrétase formant de nombreux
dérivés (P3, AICD, sAPPa). L’action de la B-sécrétase remplace celle de 1’a-sécrétase pour
entrer dans la voie amyloidogénique. Les peptides terminaux sont: AICD, sAPPJ et le peptide
amyloide AP. Ce dernier s’agrége pour former les plaques amyloides (Cossec, 2009).

La protéine sAPPa a un effet neurotrophique, elle protége les neurones et assure la
croissance (Ninomiya et al., 1993; Jin ef al., 1994; Ohsawa et al., 1997). Elle régule aussi
I’excitabilité neuronale et la plasticité synaptique, par 1’activation des canaux potassiques qui
régulent eux-mémes la concentration intracellulaire en calcium des neurones (Mattson et al.,
1993; Furukawa et al., 1996). La protéine sAPPf assure un role neurotrophique trés faible
par rapport a sSAPPa (Furukawa et al., 1996), et elle est associe a I’altération de la régulation

du calcium.

Le peptide AP peut étre li¢ a la membrane, soluble ou agrégé. La premiere forme est la
plus répandue chez les individus sains, par contre la forme soluble et agrégée s’éleve chez les
individus atteints de la MA (McLean et al., 1999; Bush, 2003). Le peptide AP assure une
activité neurotrophique a faible quantit¢ (Yankner et al., 1990). Le role physiologique du

peptide p3 n’est pas a présent bien élucidé.

Les CTFs (o et B) ont été découverts transloqués dans le noyau (Gao et al., 2001;

Kinoshita et al., 2002), en interaction avec une protéine appelée Fe65 (Kesavapany et al.,
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2002). Le complexe protéique CTF-Fe65 controle la transcription de geénes par la régulation

d’une histone acétylase (Cao et al., 2001).

La pathogénie des peptides AP a été prouvée par de nombreux groupes scientifiques sur
des modeles in vitro (cultures cellulaires) (Iversen ef al., 1995). L’existence d’agrégats de
peptides AP dans des cultures de cellules neuronales provoque une dystrophie des neurites et
une perte neuronale, ces observations sont étant similaires a celles de la MA (Pike et al.,
1991; Busciglio ez al., 1992). 11 a été signalé aussi que la toxicité des peptides AP dépend de
I’age (Geula et al., 1998; Fukuta et al., 2001).

Des réactions inflammatoires ont été détectées liées a I’installation des peptides AP,
puisque ces derniers sont observés dans l’entourage de microgliocytes et d’astrocytes
activées. Les astrocytes provoquent des réponses apoptotiques, tandis que les microgliocytes
libérent des médiateurs de I’inflammation telle que les cytokines. Ces réactions
inflammatoires provoquent des effets toxiques sur les neurones (figure 2.16 et 2.17) (Giulian,

1999; Malchiodi-Albedi et al., 2001).

La MA est bien liée au stress oxydatif, et les peptides AP jouent un rdle crucial dans son
développement (Hensley et al., 1994; Smith ez al., 2000). Des dérivés réactifs de I’oxygene
(reactive oxygen species (ROS)) tels que Hzoz’ OH: et 02'- sont libérés par les peptides Ap

insérés dans la membrane plasmique des neurones et des cellules gliales. Certains cations
métalliques par des réactions d’oxydo-réduction interagissent avec les peptides AP et libérent
des dérivés réactifs de 1’oxygene (Sayre et al., 2000; Opazo et al., 2002). Ces derniers
induisent une déstructuration de la membrane plasmique par ’oxydation des protéines
membranaires ce qui se traduit par exemple par un dysfonctionnement des récepteurs de

certains neurotransmetteurs (figure 2.18).
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Figure 2.16. Mod¢le d’activation du complément et de I’inflammation dans la MA (Tenner,
2001).
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Figure 2.17. Schéma montrant le rdle des astrocytes réactives et de I’ACT (al-
antichymotrypsin) dans la pathogenese de la MA. MAC (membrane attack complex) est le
complexe d’attaque membranaire produit par I’activation du complément. Notez que les

astrocytes jouent un role central dans 1’équilibre délicat entre la réparation neuronale et la
perte neuronale (Abraham, 2001).

71



Chapitre 2: Etude bibliographique

| APP Mutations

|— Presenilin Mutations r‘\

Oihier Mechanisms

—=  Inflammatory
Hesponse

| Aging

Mitochondrial 3
Dysfunction IE

- ~o

Altered Ca”™ | o o] Oxidative

Homeostasis Stress

Protein Oxidation

Lipid Peroxidation
(HNE) ROS

Transcoplion
Factors

Nucleus /

Synaptic Damage
Apoptosis Cytoskeletal Alterations

| NEUROTOXICITY

Y

ALZHEIMER’S
DISEASE

Figure 2.18. Schéma du stress oxydatif associé¢ au peptide AP et de la neurotoxicité dans le
cerveau dans le cas de la MA. Ce modele est consistant avec un rdle central du peptide AP
dans la pathogenése et le stress oxydatif extensif sous I’existence de la MA dans le cerveau
(Butterfield et Kanski, 2001).

2.2.3.2. Dégénérescences neurofibrillaires

En 1838, Remak (1815-1865) décrit pour la premicre fois les neurofibrilles, ce sont de
fines structures intracellulaires localisées dans le soma et les axones des cellules nerveuses.
Dans les années 1980, le constituant essentiel des neurofibrilles a été¢ découvert, une protéine
appelée Tau associée aux microtubules (Brion et al., 1985; Grundke-Igbal et al., 1986;
Kosik et al., 1986; Wood et al., 1986). La protéine Tau permet de lier et stabiliser les
microtubules dans les neurones, c’est son role physiologique (Figure 2.19) (Drubin et
Kirschner, 1986), clle contréle donc le transport axonal. Une hyperphosphorylation
inhabituelle de cette protéine est observée dans la MA (Ihara et al., 1986), provoquant une
baisse de son affinité pour les microtubules (Iqgbal et al., 1986). Au niveau périnucléaire, la

protéine Tau libre constitue des filaments hélicoidaux (Figure 2.19), ensuite forme des
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structures neurofibrillaires. Une réduction du transport intraneuronal du soma vers les régions
distales du neurone est parfois provoquée par le changement des protéines Tau en
neurofibrilles, compromettant les fonctions et la viabilit¢ des neurones. La toxicité des
structures neurofibrillaires est variable d’une partie cérébrale a une autre durant le
développement de la MA. Plusieurs stades d’évolution de la maladie ont été déterminés et
chaque stade de développement est caractérisé par la formation des structures neurofibrillaires
dans des parties bien précises. Le stade I est caractérisé par la formation des neurofibrilles au
niveau de la région transentorhinale, tandis que le stade II est caractérisé par des structures
neurofibrillaires situées dans la partie entorhinale et hippocampique (Braak et Braak, 1991).
De plus, les protéines Tau comme pour les peptides AP ont le pouvoir de produire une
réaction inflammatoire par 1’activation du systéme du complément. Par ailleurs, ce type de
protéine, réagit avec le protéasome et pourrait produire une anomalie dans la fonction du
systeme protéolytique ubiquitine/protéasome liée a la MA (Shen et al., 2001; Keck et al.,
2003).
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Figure 2.19. Phosphorylation normale et pathologique de la protéine Tau et son impact sur
I’équilibre tubuline-microtubuline (Buée et Delacourte, 2002). PHFs: paired helical
filaments (paires de filaments appariés en hélice).
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2.2.3.3. Altération des systemes de neurotransmetteurs

Certaines fonctions de neurotransmetteurs (ACh et glutamate) sont essentiellement
altérées lors de la MA, I’hippocampe et le cortex sont les principales régions du cerveau

affectées par la maladie.

2.2.3.3.1. Les cellules du systéme nerveux
> Les neurones

Les neurones et la glie possédent les mémes organites cellulaires que ceux qui sont
présents dans toutes les cellules, notamment le réticulum endoplasmique, 1’appareil de Golgi,

les mitochondries ainsi que diverses structures vésiculaires (figure 2.20).

Les neurones ont une organisation cellulaire de base qui ressemble a celle des autres
cellules. Ils s’en distinguent toutefois nettement par leur spécialisation pour la communication
intercellulaire. Cette propriété se manifeste dans leur morphologie générale, dans la spécialité
de leur membrane pour la signalisation électrique et dans la complexité structurale et
fonctionnelle de leurs contacts synaptiques (figure 2.21). Le signe le plus net de la
spécialisation des neurones pour communiquer par signaux électriques est 1’étendue de leurs
ramifications. Ce qui marque le plus dans une cellule nerveuse typique est 1’arborisation de
dendrites émanant du corps cellulaire. Les dendrites sont la cible principale des afférences
synaptiques issues d’autres neurones; ils se distinguent par une abondance particuliére ainsi
que par des protéines du cytosquelette spécifiques reflétant leur réle dans la réception et
I’intégration des informations venues d’autres neurones. La gamme des morphologies
neuroniques va d’une petite minorité¢ de cellules complétement dépourvues de dendrites a
d’autres dont I’arborisation dendritique ne le céderait pas en complexité a la ramure d’un
arbre en pleine maturité (figure 2.22). Le nombre d’afférences que recoit un neurone donné
dépend de la complexité de ses ramifications dendritiques. Les cellules nerveuses qui n’ont
pas de dendrites ne recoivent d’énervation (et donc de signaux électriques) que d’un petit
nombre d’autres neurones, voire d’un seul; celles qui ont un panache dendritique plus élaboré

sont énervées par un nombre de neurones nettement plus important.
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Figure 2.20. Un neurone avec un corps qui contient un noyau, qui controle toutes les activités
de la cellule. L'axone est une extension du corps de la cellule et transmet des messages a
d’autres neurones. Les dendrites sont des extensions cellulaires chargées de recevoir des
messages d’autres neurones (Borda, 2006).

Les contacts synaptiques qui se font sur les dendrites comportent une spécialisation
particuliere de 1’appareil sécrétoire que 1’on trouve chez la plupart des cellules épithéliales
polarisées. Typiquement, la terminaison présynaptique se trouve a proximité immédiate d’une
spécialisation postsynaptique de la cellule cible (figure 2.21). Pour la grande majorité¢ des
synapses, il n’y a pas de continuité physique entre les éléments pré- et postsynaptiques. Ces
¢léments communiquent par des molécules que sécrétent la terminaison présynaptique et qui
se fixent sur des récepteurs de la spécialisation postsynaptique, qui sépare les éléments pré- et
postsynaptiques. La fente synaptique n’est toutefois pas simplement un espace qu’il faut
franchir; c’est un site ou des protéines extracellulaires viennent influencer la diffusion, la
liaison et la dégradation des molécules sécrétées par la terminaison présynaptique. Le nombre
d’afférences synaptiques que recoit un neurone du systéme nerveux humain varie de 1 a
100.000 environ. Ce nombre reflete 'un des roles fondamentaux des cellules nerveuses. La
quantité¢ d’afférences regues par un neurone donné apparait donc comme un facteur

déterminant des fonctions neuronales.
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Figure 2.21. Caractéristiques principales des neurones en microscopie optique et
¢lectronique. (A) schéma de cellules nerveuses et de leurs divers constituants. (B) segment
initial d’un axone (bleu) pénétrant dans une gaine de my¢line (doré). (C) boutons terminaux
(bleu) chargés de vésicules synaptiques (pointes de fléches) formant synapse (fleches) avec
une dendrite (violet). (D) Coupe transversale d’axones (bleu) entourés par les prolongements
d’oligodendrocytes (dor¢). (E) Dendrite apicale (violet) de cellules corticales pyramidales. (F)
corps cellulaires neuronaux (violet) contenant de volumineux noyaux arrondis. (G) Portion
d’un axone my¢linis¢ (bleu) montrant I’intervalle, appelé nceud de Ranvier (fléches), entre
segments adjacents de myéline (doré) (Purves et al., 2005).

Les informations transmises par les fibres afférentes qui font contact avec les dendrites
sont intégrées et « traduites » en sortie au point d’origine de 1’axone, du segment de la cellule
nerveuse spécialisé dans la conduction du signal jusqu’au site suivant 1’interaction synaptique
(figures 2.21 et 2.22). L’axone est un prolongement du corps cellulaire unique en son genre;
il peut s’étendre sur une centaine de micrometres, voire beaucoup plus, selon le type du

neurone et la taille de I’espece considérée.

Partout dans le cerveau, ces axones courts sont caractéristiques des neurones de circuits

locaux ou interneurones. Beaucoup d’axones, cependant, s’étendent jusqu’a des cibles plus
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¢loignées. Ainsi, les axones qui, chez I’homme, vont de la moelle épiniére jusqu’au pied font
a peu pres un metre de long. Le mécanisme par lequel 1’axone transmet un signal sur de telles
distances est le potentiel d’action; il s’agit d’une onde électrique qui s’auto-régéncre et se
propage le long de I’axone depuis son lieu d’origine, dit segment initial (ou cone axonique),
au niveau du corps cellulaire, jusqu’a son extrémité ou se font les contacts synaptiques. Les
cellules cibles des neurones comprennent d’autres neurones du cerveau, de la moelle et des

ganglions végétatifs ainsi que les cellules des muscles et des glandes du corps entier.

Le processus chimique et électrique par lequel I’information codée par les potentiels
d’action est communiquée a la cellule suivante de la voie nerveuse est la transmission
synaptique. Les ¢éléments terminaux présynaptiques sont appelés terminaisons synaptiques ou
boutons synaptiques et les spécialisations postsynaptiques sont, en regle générale, des
synapses chimiques. Un autre type trés faiblement abondant est la synapse électrique. Les
organites sécrétoires de la terminaison présynaptique des synapses chimiques sont les
vésicules synaptiques (figure 2.21), structures généralement sphériques remplies de
molécules de neurotransmetteurs. Le positionnement des vésicules synaptiques au niveau de
la membrane présynaptique et leur fusion avec cette méme membrane, fusion qui déclenche la
libération de neurotransmetteur, sont régulés par des protéines contenues dans les vésicules ou
associées avec elles. Les transmetteurs libérés par les vésicules synaptiques modifient les
propriétés é€lectriques de la cellule cible en se liant a des récepteurs des neurotransmetteurs

localisés en majeure partie au niveau de la spécialisation postsynaptique.

L’activité concertée tres complexe des neurotransmetteurs, des récepteurs, des ¢léments
concernés du cytosquelette et des molécules assurant la transmission est donc a la base de la
communication des neurones entre eux et avec les cellules effectrices des muscles et des

glandes (Purves et al., 2005).

> Les cellules gliales

Les cellules gliales ne transmettent pas de signal électrochimique mais sont
indispensables au maintien de 1’environnement biochimique dans lequel travaillent les
neurones. Ainsi, les cellules gliales maintiennent le pH et "osmolarit¢ des liquides
extracellulaires dans les limites physiologiques. De plus, les cellules gliales améliorent la
conduction axonale des influx électrochimiques, modulent la neurotransmission au niveau des

jonctions synaptiques et facilitent la régénération des nerfs apreés des lésions nerveuses
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périphériques. L importance des cellules gliales dans les fonctions de soutien des neurones est
mise en évidence par le fait qu’elles représentent 70 % a 80 % de la totalité des cellules du

systéme nerveux.
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Figure 2.22. Exemple de la variété morphologique des neurones du systéme nerveux humain.
Les dessins ont été réalisés d’aprés des préparations histologiques de cellules imprégnées de
sels d’argent (technique dite de Golgi, utilisée dans les travaux classiques de Golgi et de
Cajal). Les astérisques indiquent que I’axone s’étend beaucoup plus loin que ne le représente
la figure. On notera que certaines cellules, comme les cellules bipolaires de la rétine, ont un
axone trés court et que d’autres, comme les cellules amacrines, en sont totalement
dépourvues. Les divers dessins ne sont pas a la méme échelle (Purves et al., 2005).
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En fonction de leurs aspects structuraux et fonctionnels, les cellules névrogliques peuvent
étre rangées en trois principales catégories: les astrocytes, les oligodendrocytes et les
microgliocytes (figure 2.23). Des cellules gliales de méme nature existent dans le SNP et
paraissent avoir les mémes fonctions. Les cellules de Schwann, cellules gliales les plus

communes du SNP, sont équivalentes aux oligodendrocytes du SNC (Pritchard et Alloway,

2002).
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Figure 2.23. Les cellules gliales (Cornet, 2009).
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Figure 2.24. Synapse chimique (Pritchard et Alloway, 2002).
2.2.3.3.2. Transmission synaptique

Les synapses chimiques sont caractérisées par la présence des terminaisons chimiques,
d’organites de petite taille, limités par une membrane, appelés vésicules synaptiques (figure
2.24 et 2.25). Ces organites sphériques sont remplis d’un ou de plusieurs neurotransmetteurs,

signaux chimiques sécrétés par le neurone présynaptique.

La transmission qu’operent les synapses chimiques est fondée par la succession complexe
d’événements (figure 2.25). Le processus commence par 1’arrivée d’un potentiel d’action
envahissant la terminaison du neurone présynaptique. Le changement concomitant du
potentiel de membrane provoque, dans la membrane présynaptique, 1’ouverture de canaux
calciques activés par le voltage. Etant donné le fort gradient de concentration du Ca™" de part
et d’autres de la membrane présynaptique, I’ouverture de ces canaux provoque une rapide
entrée du Ca’™ dans la terminaison présynaptique. Cette entrée du calcium fait passer sa
concentration dans le cytoplasme de la terminaison, d’un niveau normalement faible a un
niveau beaucoup plus élevé. Cet accroissement de la concentration présynaptique du Ca'"
entraine une fusion des vésicules synaptiques avec la membrane plasmique du neurone

présynaptique, processus qui dépend du Ca'". La fusion des vésicules synaptiques avec la
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membrane terminale s’accompagne de la libération de leur contenu, des neurotransmetteurs

pour I’essentiel, dans sa fente synaptique.

A la suite de cette exocytose, les neurotransmetteurs diffusent dans toute la fente
synaptique et se lient a des récepteurs spécifiques de la membrane du neurone postsynaptique.
La liaison du neurotransmetteur avec les récepteurs entraine l’ouverture (ou parfois la
fermeture) de canaux de la membrane postsynaptique, modifiant ainsi la capacité des ions a
entrer dans les cellules postsynaptiques. Le courant qui s’ensuit, induit par le
neurotransmetteur, modifie la conductance et le potentiel de membrane du neurone
postsynaptique, augmentant ou réduisant la probabilité que ce neurone émette un potentiel

d’action. De cette fagon 1’information passe d’un neurone a un autre (Purves et al., 2005).

2.2.3.3.3. Atteinte des systémes de neurotransmetteurs
» L’acétylcholine

A coté d’une approche purement morphologique des 1ésions cérébrales de la maladie, une
autre approche, neurochimique, s’est développée a la suite de la découverte, a la fin des
années 70, de I’importance de 1’altération d’un systéme particulier de neurotransmetteurs. Il a
été constaté que la synthése de I’ACh diminue notablement dans les cerveaux de sujets
décédés de la MA, en particulier au niveau du néocortex et de I’hippocampe. L’ACh est en
fait principalement synthétisée dans les prolongements des neurones dont les corps cellulaires
sont situés dans deux régions profondes du cerveau antérieur (la région appelée « basal
forebrain »): le noyau basal de Meynert et les noyaux de septum. Ces neurones, qui envoient
leurs prolongements vers I’hippocampe et vers le néocortex, sont considérablement raréfiés,
expliquant le défaut de production du neurotransmetteur au niveau de la terminaison
synaptique. Enfin, un argument indirect du réle de I’ACh dans la MA est la survenue, chez le
sujet normal, de troubles de la mémoire a la suite d’un blocage du métabolisme de I’ACh par

de I’atropine par exemple (Seron et Jeannerod, 1998).
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Figure 2.25. Succession des événements a une synapse chimique (Purves et al., 2005).
» Glutamate

Le glutamate est un neurotransmetteur essential du SNC, intervenant dans de trés
nombreuses fonctions parmi lesquelles la transmission d’informations sensorielles, le contrdle
de la motricité, des émotions, des processus mnésiques. Des neurones glutamatergiques sont
présents dans le cortex cérébral, les noyaux sous-corticaux dont I’hippocampe, structures tres
sensibles aux phénomenes de dégénérescence observés dans la MA. Le glutamate possede des
récepteurs spécifiques ionotropiques perméables aux cations (N-Methyl-D-Aspartate
(NMDA), oa-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA), Kainates) et

métabotropiques couplés a différentes protéines G (mGIuR (metabotropic Glutamate
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Receptors)). Ainsi, ’activité des différents récepteurs du glutamate conduit a une
augmentation de la concentration intracellulaire du calcium. Celle-ci doit étre rapidement
régulée soit par une sortie du calcium de la cellule, soit par une réintégration dans les réserves
intracellulaires (réticulum endoplasmique, mitochondries), soit par une neutralisation avec de
nombreuses protéines liant le calcium, ce qui peut alors activer des protéines proapoptotiques
(Mattson et chan, 2003). Il a ét¢é montré d’ailleurs qu’une inhibition pharmacologique du
récepteur NMDA, une inhibition de I’expression de certaines sous-unités des récepteurs
ionotropiques NR2A (NMDA receptor subunits type 2A), NR2B (NMDA receptor subunits
type 2B), ou encore de CamKII (Ca"'/calmodulin-dependent protein kinase) diminuent
fortement les capacité d’apprentissage spatial chez des souris (Tsien et al., 1996; Tang et al.,
2001). Une concentration élevée de glutamate extracellulaire, a la suite de surstimulations des
neurones glutamatergiques qui libérent de grandes quantités de glutamate ou a la suite de la
mort de neurones glutamatergiques dont la membrane ne retient plus le glutamate cellulaire,
ce glutamate va devenir toxique pour les cellules environnantes. C’est le processus
d’excitotoxicité intervenant dans un grand nombre de pathologies comme 1’hypoxie,
I’épilepsie, la sclérose latérale amyotrophique. De nombreuses études ont suggéré qu’une
interaction entre excitotoxicité et neurodégénérescence pourrait se produire aussi au cours de

la MA (Doble, 1999; Lejeune et Maury-Rouan, 2007).

> Autres neurotransmetteurs

A coté du déficit cholinergique, d’autres systéemes de neurotransmetteurs sont également
déficitaires. Il a été rapporté un déficit de deux systémes monoaminergiques a projections
corticales diffuses: le systéme sérotoninergique et le systéme noradrénergique. La particularité
de ces systeémes est qu’en raison de leurs projections diffuses, ils semblent capables de réguler
le fonctionnement synchrone de multiples ensembles neuronaux. En revanche, 1’autre systéme
monoaminergique, celui utilisant la dopamine, serait intact dans la MA, ce qui prouve a

nouveau le caractére spécifique de I’atteinte dans cette maladie.

En outre, il a été décrit aussi une altération du systetme de neurones corticaux dit
intrinséques utilisant comme neurotransmetteur le GABA (gamma-aminobutyric acid) ou

encore la somatostatine (Seron et Jeannerod, 1998).
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2.2.3.4. Pathologie liée a I’altération de I’homéostasie du calcium

La MA est caractérisée par une dérégulation de I’homéostasie du Ca’ par les neurones.
Ce dysfonctionnement est 1’origine de la perte neuronale. Des toxicités importantes sont
provoquées par des concentrations élevées de calcium intracellulaire. En effet, des facteurs
provoquant 1’apoptose, telles que 1’activation de la caspase et la kinase, sont induits par une
élévation inhabituelle de Ca™" intracellulaire (Suh et Checler, 2002; Lipton, 2006). De plus,
la libération de neurotransmetteurs et la plasticité synaptique sont causées par une

dérégulation de ’homéostasie du calcium.

2.2.4. Causes et facteurs de risque de la maladie d’Alzheimer

La MA comme nous ’avons signalé dans la partie 2.2.3.1 et 2.2.3.2 est caractérisé par
des lésions cérébrales largement causées par des plaques séniles et la dégénérescence des
neurofibrilles. Cependant, les facteurs susceptibles de favoriser la survenue de ces structures
toxiques sont activement recherchés. De facon générale, de nombreuses recherches ont
déterminé deux types de facteurs primordiaux: les facteurs génétiques et les facteurs
environnementaux. Alors que les premiers sont maintenant pour la plupart bien élucidés, les

derniers sont en voie d’identification.

2.2.4.1. Facteurs génétiques

Il existe une forme héréditaire de la MA, qui concerne moins de 5 % des sujets atteints de
cette maladie, et se déclenche précocement entre 30 et 60 ans (forme de MA familiale). Trois
genes ont €té déterminés et sont responsables de la transmission génétique de la maladie. Les
trois geénes susceptibles de porter ces mutations sont un gene situé sur le chromosome 21
codant pour la protéine APP, générateur du peptide AP impliqué dans la maladie, et deux
genes localisés sur les chromosomes 14 et 1, codant respectivement pour les protéines
présénilines 1 et 2 (protéines s’associent a ’enzyme y-sécrétase pour aboutir a la libération
d’Ap a partir de I’APP). C’est pour cela que des individus porteurs du syndrome de Down
(trisomie 21) expriment un et demi fois plus d’APP que des sujets non porteurs du syndrome

et souffrent de la MA (Selkoe, 2001a,b).

Pour les formes de la maladie apparaissant au-dela de 60 ans, appelées formes
sporadiques, il existe également des facteurs de susceptibilité génétique. Le facteur de risque
génétique le plus connu pour ces formes implique le géne (situé sur le chromosome 19) de

I’apolipoprotéine E (ApoE), une protéine qui intervient dans le transport du cholestérol
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(Lambert et al., 2007). En 2009, grace a I’analyse du génome de plus de 20.000 individus
dont 6.000 étaient atteints de la MA, deux nouveaux génes de prédisposition de la MA ont pu
étre identifiés (Lambert et al., 2009): le géne de la clusterine (CLU), connu aussi sous le nom
d’apolipoprotéine J, localisé sur le chromosome 8, et le géne du récepteur 1 du composant
3b/4b du complément (CR1: complement receptor 1), situé sur le chromosome 1. Le rdle de
ces deux nouveaux genes dans I’apparition de la MA n’est pas encore connu, mais ils
pourraient intervenir dans 1’élimination du constituant majeur des plaques amyloides, le

peptide AP (Berr et al., 2009).

2.2.4.2. Facteurs biologiques et environnementaux
2.2.4.2.1. L’age

Il s’agit sans conteste du principal facteur de risque de la MA, la prévalence de la
démence augmente avec 1’age: elle est de 1,2 % entre 65 et 69 ans et atteint 28,5 % apres 90
ans; celle de la MA augmente de 0,6 % a 22,2 % (Letenneur et al., 1994), 1’incidence

doublant pratiquement par tranche d’age de 5 ans aprés 65 ans (Dartigues et al., 2002).

2.2.4.2.2. Le sexe

Le sexe féminin parait aussi €étre un facteur de risque. La plupart des observations ont
montré une prévalence de la maladie plus importante chez les femmes (Bachman ez al., 1992;
Corso et al., 1992; Graves et al., 1996; Letenneur et al., 1999; Zhou et al., 2006). Cette
différence d’incidence en fonction du sexe pourrait étre expliquée par des différences
biologiques et hormonales, avec particulierement un possible effet des cestrogénes, mais
¢galement des différences socioculturelles. L’espérance de vie, plus élevée chez les femmes
que chez les hommes, pourrait également expliquer les résultats observés, en supposant que
les hommes, dont la longévit¢é est accrue, sont plus résistants aux maladies
neurodégénératives. Il faut noter que dans certains pays comme les Etats-Unis ou cet écart
d’espérance de vie entre hommes et femmes est moindre, 1’incidence de la MA ne varie pas

selon le sexe (Edland et al., 2000; Dartigues et al., 2002).

2.2.4.2.3. L’hypertension

L’hypertension non traitée autour de 50 ans pourrait multiplier le risque de développer
une démence par un facteur de 4 environ par rapport a une personne ayant une tension

normale (Launer et al., 2000). Plusieurs essais thérapeutiques ont évalué I'impact d’un
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traitement antihypertenseur sur les fonctions cognitives. L’¢tude Syst-Eur (systolic
hypertension in Europ) (Forette et al., 1998) a démontré que le traitement de I’hypertension
systolique isolée du sujet de plus de 60 ans par un inhibiteur calcique réduisait de 55 %
I’incidence de la MA. L’ hypertension augmente 1’intensité des structures neurofibrillaires et

des plaques séniles (Petrovitch et al., 2000).

2.2.4.2.4. La glycémie et le diabete

L’hypoglycémie et I’hyperglycémie majeure sont des causes connues de confusion, de
troubles de la vigilance ou de coma. Cependant, des variations plus modérées de la glycémie
semblent bien avoir un impact sur les performances cognitives. Deux études ont montré que
chez des patients diabétiques, 1’amélioration du controle glycémique pouvait améliorer les
performances cognitives. Seize patients atteints de diabéte de type II, non traités, présentaient
une glycémie a jeline a 13,8 £ 1,2 mmol/L en moyenne. Une batterie de tests psychométriques
a été réalisée, puis des hypoglycémiants oraux ont été prescrits. Six mois plus tard, la
glycémie a jeline avait baissé a 8,4 £ 0,4 mmol/L et les auteurs observent une amélioration
des performances cognitives (Meneilly et al., 1993). De méme, chez des patients agés
diabétiques, I’amélioration du controle glycémique améliore les capacités d’apprentissage et

les performances mnésiques (Gradman et al., 1993).

Le diabete représente un facteur de risque de démence vasculaire (Hebert et al., 2000;
Hassing ef al., 2002). Mais ’insulinorésistance pourrait aussi étre impliquée dans la
physiopathologie de 1ésions de type neurodégénératives (Watson et Craft, 2003). En effet,
les études anatomopathologiques ont montré la présence dans le cerveau, et en particulier
dans la région médiotemporale (impliquée dans la mémoire), d’insuline, de récepteurs a
I’insuline, et de transporteurs du glucose insulinosensibles. De plus, une prévalence élevée
d’anomalies de I’insuline et d’insulinorésistance a été rapportée chez les patients atteints de la
MA. Lors d’un clamp euglycémique, I’augmentation de [I’insulinémie améliore Iles
performances cognitives chez des patients atteints de la MA (Craft et al., 1996). 11 semble
que I’insuline interfére sur le métabolisme de 1I’APP et sur la dégradation du peptide AB4, en
faveur de Dl’accumulation du peptide et donc de la formation des plaques séniles
caractéristiques de la MA. Ainsi, le diabéte et I’insulinorésistance semblent impliqués dans la
physiopathologie des démences vasculaires, dégénératives ou mixtes (Raynaud-Simon,

2004).
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2.2.4.2.5. L’alimentation

La nutrition semble, par ailleurs, influencer les fonctions cognitives et le comportement
psychiatrique. De nombreux travaux rapportent en effet une association entre le statut
vitaminique, principalement les vitamines du groupe B et les vitamines antioxydantes, et
’altération des fonctions cognitives. D’autres ¢léments, comme 1’aluminium ou la silice, sont
¢galement incriminés. La dénutrition représente, avec les troubles psychiatriques et les
troubles moteurs, 1’'une des principales complications de la MA, notamment au stade sévére

de cette affection (Gillette-Guyonnet et al., 2005).

2.2.4.2.6. Le cholestérol

Le SNC de I’homme, qui ne représente que 2 % de sa masse corporelle totale, est trés
riche en cholestérol. Environ 25 % du cholestérol non estérifié se situe au niveau du SNC et
est nécessaire a son fonctionnement. Dans la MA, il a été observé une réduction du taux de
cholestérol cérébral dans les régions hippocampiques et corticales, a 1’exception du cortex
cérébelleux, et une réduction des phospholipides et de 1’épaisseur de la membrane
plasmatique au niveau des régions frontales et temporales (Mason et al., 1992; Svennerholm
et al., 1994). Ces altérations ont suggéré qu'une ¢€lévation du cholestérol total plasmatique
pourrait €tre associée au risque de la MA (Poirier, 2003). Chez les patients présentant une
MA clinique, le profil lipidique sanguin serait différent de celui du risque cardiovasculaire et
associerait une ¢lévation du CT (cholestérol total), LDL-C (low density lipoprotein
cholesterol) et des triglycérides, avec une normalit¢ du HDL-C (high density lipoprotein
cholesterol) et du ratio CT/HDL-C (Sabbagh et al., 2004). L’augmentation du CT et du HDL-
C a été observée dans les études neuropathologiques dans lesquelles le diagnostic de la MA
¢tait établi selon les criteres du Cerad (Consortium to establish a registry for Alzheimer’s
disease) (Kuo et al., 1998; Lesser et al., 2001). L’ association de 1’ApoE-g4 (apolipoprotein E
epsilon-4) a la MA suggére un lien entre le cholestérol et la MA en raison du role de I’ApoE
dans le métabolisme du cholestérol (Letthimaki ez al., 1995). Environ 20 % de la variabilité
interindividuelle de I’ApoE plasmatique serait expliquée par le génotype de 1I’ApoE. Chez les
sujets non déments, le taux étant plus bas en présence d’ApoE-e4 et plus élevé chez les sujets
homozygotes ApoEe2 (Saunders et al., 1993; Schiele et al., 2000). De plus, I’ApoEe4 a été
associée a un CT et LDL-C plasmatiques ¢élevés (Solfrizzi et al., 2000).
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2.2.4.2.7. L’obésité

Des travaux plus récents soulignent la relation positive entre 1’obésité et le risque de
survenue d’une démence suggérant ainsi l’implication des facteurs vasculaires dans
I’apparition de la démence et de la MA en particulier (Hébuterne et al., 2009). 11 ressort
principalement de ces études que 1’obésité a 1’age adulte est associée a de moins bonnes
performances cognitives (FNCLCC, 2000; Jeremic et al., 2003) et a un plus grand risque de
survenue d’une démence aux ages plus avancés (Holmes, 1993; Reeves et al., 2006).
D’autres études ont confirmé que 1’obésité aux ages avancés est un facteur de risque de
démence et en particulier de la MA (Inui, 2002). D’autres études ont montré que le tissu
adipeux est a 1’origine de la libération des cytokines et interleukines participant a un état
chronique d’inflammation, de résistance a I’insuline, et de défauts cognitifs (Gunstad et al.,

2006).

2.2.4.2.8. Les cestrogénes

Les données épidémiologiques montrent que les femmes ont un risque plus élevé de la
MA que les hommes apres I’age de 80 ou 85 ans; la diminution post-ménopausique des
cestrogenes endogenes pourrait en partie expliquer ce risque. Les cestrogeénes exerceraient des
effets neuroprotecteurs sur le cerveau agé, notamment via ’inhibition de la formation de
peptides AP (Xu et al., 1998), la stimulation de 1’activité cholinergique et la diminution des
Iésions cellulaires liées au stress oxydatif (McEwen, 1999). Plusieurs études ont exploré le
role du traitement hormonal substitutif (THS) sur le risque de la MA chez les femmes agées;
les résultats sont mitigés: une méta-analyse incluant 10 études d’observation, dont 8 études
cas-témoins et 2 études prospectives, a montré que le risque de la MA chez les femmes
ménopausées ayant été traitées par cestrogeénes était réduit de 29 % par rapport aux femmes
qui n’avaient jamais recu d’cestrogenes (Yaffe ef al., 1998). Cependant, dans ces études, les
femmes sous THS pourraient avoir un niveau d’éducation, un statut économique et un acces
aux soins médicaux meilleurs que les autres femmes. L’étude prospective Cache study montre
que le THS est surtout utile au moment de la ménopause, au moment ou la déplétion en
cestrogenes pourrait avoir des conséquences les plus importantes sur les neurones (Zandi et
al., 2002). Deux autres études vont dans ce méme sens d’un role neuroprotecteur d’autant plus
efficace qu’un traitement appliqué longtemps avant 1’apparition des signes cliniques de la MA

(Tang et al., 1996; Kawas et al., 1997).
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2.2.4.2.9. Infection virale

Les virus de I’herpes de type 1 (HSV-1: Herpes simplex virus 1) a été proposé comme
possible facteur dans la MA en raison de son tropisme neurologique, de son ubiquité, de sa
latence, et des localisations cérébrales superposables a celles de la MA, c’est-a-dire le cortex
frontal et temporal et I’hippocampe (Ball, 1982). La publication d’Itzhaki et al. (1997) est
particuliérement digne d’intérét, car I’auteur y démontre que 1’association de I’existence
d’HSV-1 au niveau cérébral et de I’allele du gene ApoE-g4 constitue un risque important pour

la MA, alors que chacun des facteurs pris individuellement n’augmente pas le risque.

2.2.4.2.10. Traumatisme cranien

Des études ont mis en évidence un risque augmenté de la MA chez les sujets ayant des
antécédents de traumatismes craniens. En outre, certains auteurs ont mis en évidence une
interaction avec le géne codant pour I’ApoE, I’effet du traumatisme cranien étant élevé chez

les sujets porteurs de I’allele €4 (Mayeux et al., 1993).

2.2.4.2.11. Métaux

Les ions zinc, cuivre et fer ont été retrouvés en concentration ¢élevée dans les plaques
séniles amyloides (Lovell ef al., 1998; Suh ez al., 2000). En effet, ils provoquent I’agrégation
des peptides AP (Mantyh et al., 1993; Bush et al., 1994; Atwood et al., 1998). La réduction
du cuivre par le précurseur de la protéine AP catalyse la génération des radicaux libres. Le fer

est a I’origine de formation des radicaux OH- (Christen, 2000; Desport et Cauratier, 2002).

2.2.5. Traitements et pistes thérapeutiques de l1a maladie d’Alzheimer

Précédemment plusieurs facteurs et causes de la MA ont été évoqués. Ceux-ci conduisent

a déterminer les cibles thérapeutiques éventuelles.

Il ne subsiste pratiquement aucun traitement curatif de la MA ni aucun traitement qui
peut ralentir son évolution. Les thérapies utilisées ne visent que les symptomes de la maladie.
Les traitements disponibles proposés aux malades, permettent de maintenir stable les
symptomes ou les effets néfastes durant un intervalle de temps comme le déficit de mémaoire,
les problémes d’orientation ou de raisonnement (Scarpini et al., 2003; Calon, 2004; Klafki
et al., 2006; ). Les traitements disponibles visent les stratégies suivantes: la production des
plaques amyloides et des dégénérescences .neurofibrillaires, les miétaux engagés dans

I’agrégation du peptide AP, la production des radicaux libres, et le déficit cholinergique.
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2.2.5.1. Régulation du calcium

L’activation des récepteurs du NMDA par le glutamate provoque I’influx du calcium
dans la cellule par les canaux ioniques. Cette action induit un stress oxydatif important
exactement comme dans la MA. La forte concentration du calcium provoquée aboutit a
I’activation du processus de I’apoptose. A partir de cette toxicité, une stratégie a été proposée
qui consiste a bloquer les récepteurs du NMDA par des antagonistes. Ces derniers vont donc
arréter I’influx de calcium généré par le glutamate et par conséquent bloquer la neurotoxicité

causée par les peptides AP.

La mémantine (Namenda®) antagoniste du récepteur NMDA, bloque les canaux
calciques. En conséquence elle diminue le processus de 1’apoptose sans avoir des effets
négatifs sur ce récepteur important pour la transmission nerveuse et pour les processus de
mémoire (Lipton, 2006). Chez des souris avec la MA, la mémantine a amélioré les
performances d’apprentissage. Cette méme molécule en association avec le donépézil, a
conduit & ’amélioration des fonctions cognitives. Actuellement, la mémantine est administrée
chez des patients souffrant de la MA comme médicament neuroprotecteur (Minkeviciene et

al., 2004; Tariot et al., 2004).

2.2.5.2. Inhibition de la formation du peptide Ap

2.2.5.2.1. Inhibition des sécrétases

L’inhibition de la B-sécrétase ou de la y-sécrétase réduit la formation du peptide AP, et
permet d’inactiver la cascade d’événements toxiques responsable de la survenue de la

maladie.

e Inhibition de la -sécrétase

La B-sécrétase est une protéine transmembranaire de 501 acides aminés appartenant a la
famille des pepsines. C’est une protéase a aspartate (possede deux acides aminés aspartate
dans le site actif) produisant la clivage de 1I’APP suivant la voie amyloidogénique (Lin et al.,

2000).

La majorité des inhibiteurs de la P-sécrétase sont des molécules peptidomimétiques
aisément dégradables et présentent une faible aptitude a traverser les membranes biologiques,

menant a une perte d’activité lors des essais cellulaires. Des inhibiteurs de petites tailles avec
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meilleures effets pharmacologiques sont essentiels pour découvrir un candidat médicament.
En plus, il est important de trouver des inhibiteurs sélectifs de la B-sécrétase 1, pour ne pas
bloquer son homologue, la B-sécrétase 2, qui est impliquée dans la vascularisation des tissus.
Il est donc risqué de bloquer la B-sécrétase, méme si des essais sur des souris pour cette
enzyme présentent une réduction importante de taux du peptide AP dans le cerveau, sans
avoir des effets secondaires comme le développement, I’état de santé et la fertilité¢ (Luo ef al.,

2001).

e Inhibition de la y-sécrétase

Nombreux inhibiteurs de la y-sécrétase, qui visent les présénilines PS1 et PS2, ont été
découverts (Golde et Younkin, 2001). Un inhibiteur de cette enzyme a permis de réduire le
taux du peptide AP dans le cerveau et un dépdt d’amyloide aprés administration chez des
souris porteuses de la MA (Dovey et al., 2001). Cependant, les limites de cette stratégie
résident dans D’altération du clivage protéolytique d’autres protéines comme la protéine
Notch, dont la coupure par la y-sécrétase joue un réle important dans la voie de signalisation
de la protéine, ou alors un risque d’accumulation de chaines C-terminaux de I’APP (C99 et
C83). Ces chaines ont ¢été¢ localisées au niveau des plaques séniles amyloides et des
dégénérescences neurofibrillaires, et présentent un effet neurotoxique (Yankner et al., 1989),

ce qui n’exclut pas leurs implications dans la pathologie (Suh, 1997).

2.2.5.2.2. Vaccination contre le peptide Ap

Une autre approche pour traiter la MA a été développée et qui consiste a utiliser
I’immunothérapie (Schenk et al., 1999; DeMattos et al., 2001). Des recherches ont montré
que I’immunisation vis a vis du peptide AP conduit a une diminution du peptide amyloide au
niveau cérébral (Schenk et al., 1999). Cependant, les effets indésirables rencontrés apres
vaccination par un peptide A entier chez des patients (5 % d’embolie pulmonaire sévere) a

permis d’abandonner cette voie (Gilman et al., 2005).

2.2.5.2.3. Inhibition de I’agrégation du peptide Ap

L’agrégation du peptide AP est a l'origine de la neurotoxicité, provoquée par la
production de fibrilles a partir de structures en feuillets-B. Une voie de traitement donc
comporte a employer des substances ayant la possibilit¢ de se lier aux peptides AP et

d’affaiblir ces feuillets-f3.
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Des peptides courts comme le peptide KLVFF (Lys-Val-Leu-Phe-Phe, AB16-20)
(Tjernberg et al., 1996), et LPFFD (Leu-Pro-Phe-Phe-Asp, noté iAB5) déstructurent les
plaques AP, les peptides avec I’acide aminé proline favorisent la destruction des feuillets 3
(Soto et al., 1998). Les peptides avec cinqg acides aminés montrent une affinité élevée pour les
formes monomeres des peptides AP et conduisent a la déstructuration des plaques amyloides
in vitro et in vivo. Toutefois ces pentapeptides présentent des effets indésirables comme leur
hydrolyse avant d’arriver a la cible, ’incapacité a passer la barriere hématoméningée, au
changement de la conformation des protéines autres que celles ciblées et provocation de

réactions allergiques (Suh et Checler, 2002).

Des voies de recherches sont dirigées maintenant vers la découverte de molécules non
peptidiques avec des propriétés similaires de déstructurer des plaques amyloides. Certaines de
ces molécules ont été choisies par criblage tres large, comme le 4,5-dianilinophthalimide, qui
réduit la formation de feuillets-, restreint le volume de fibrilles et la toxicité¢ (Blanchard et
al., 2004) ou la molécule N,N'-bis(3-hydroxyphenyl)pyridazine-3,6-diamine qui inhibe la
production d’oligoméres et de fibrilles d’AB, désagrége des fibrilles préformées et réduit la

toxicité d’AP (Nakagami et al., 2002; Walsh et al., 2005).

Certains polyphénols avec propriétés antioxydantes ont prouvé la capacité d’arréter la
formation des fibrilles A (Porat et al, 2006). La curcumine permet d’empécher la
production des fibrilles de AP40 et de les déstructurer et de se fixer aux plaques amyloides,
diminuant leur volume chez des souris (Yang et al., 2005). De méme, I’acide
nordihydroguaiaretique ou les polyphénols permettent d’empécher la production de fibrilles

de AB40 et de fragiliser des fibrilles préexistantes (Ono et al., 2003).

En outre, une molécule ionique simple, le tramiprosate (Alzhemed™) est au stade
d’essais cliniques. Elle se fixe au AP soluble, permettant de maintenir celui-ci dans une
structure hélice-o/boucles et diminue les plaques amyloides et les volumes du peptide AP
soluble et insoluble chez des souris (Gervais et al., 2006). Il subsiste cependant une limite a
cette voie de thérapie. Dans I’hypothese ou les molécules d’AP les plus néfastes ne sont pas
les plaques mais des oligomeres, des molécules inhibant la formation de fibrilles mais pas
I’oligomérisation (ou qui déstructurent ces fibrilles en oligoméres) pourraient avoir des

conséquences inattendues de celles espérées.
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2.2.5.3. Réduire les dégénérescences neurofibrillaires

Une autre stratégie de thérapie de la maladie consiste a diminuer les dégénérescences
neurofibrillaires formées de protéines Tau hyperphosphorylées. Les voies de recherche visent
a bloquer les kinases a 1’origine de la phosphorylation élevée ou a activer les phosphatases
déphosphorylantes. Récemment, un essai clinique de phase II a testé la toxicité et le dosage
d’une substance inhibant I’agrégation des protéines Tau, chez des patients atteints de la MA.
Aprés 2 ans de thérapie avec du methylthionium chloride (Rember™), les patients ont
présenté une diminution de 81 % de leur taux de déclin cognitif, en comparaison aux témoins

(Igbal et al., 2003; Wischik et al., 2008).

2.2.5.4. Anti-inflammatoires non-stéroidiens

Récemment, les anti-inflammatoires non-stéroidiens (AINS) ont permis une diminution
importante de I’incidence de la MA, particuliecrement chez des patients consommant de
I’ibuproféne (Vlad et al., 2008). Les AINS ont permis également une baisse de la teneur en
oligomeres des peptides A intraneuronaux chez des souris (Lim et al., 2000; McKee ef al.,

2008).

L’utilisation intra-cérébro-ventriculaire (ICV) de cannabinoides diminue 1’accumulation
de plaques amyloides et I’inflammation chez des rats avec injection ICV de peptide Ap 25-35
(Ramirez et al., 2005).

2.2.5.5. Les antioxydants

Les antioxydants sont employés en vue de freiner les aboutissements du stress oxydatif.
L’alimentation riche en composés antioxydants (exemple: les tanins ou vitamines) ou
I’administration de médicaments contenant des antioxydants constitue une voie pour

combattre le stress oxydatif.

De nombreux travaux scientifiques ont présenté des propriétés antioxydantes de certaines
molécules naturelles ou synthétiques ainsi que leurs effets bénéfiques (Johnson, 1999;
Christen, 2000; Grundman, 2000). En revanche, il y a eu moins d’expériences cliniques sur
les molécules a effet antioxydant, bien que certaines d’entre-elles se sont révélées trés

prometteuses.
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L’a-tocophérol (vitamine E) freine le développement de la maladie mais ne présente pas
d’effets sur les fonctions cognitives. L’extrait de Ginko biloba L. posséde des activités
neuroprotectrices. Il permet aussi ’amélioration des capacités cognitives chez des personnes

souffrant de la MA (Desport et Cauratier, 2002; Ann Marie et Martin, 2004).

Certains antioxydants sont actifs sur les radicaux libres. Ce type de molécule comporte un
groupement hydroxyle (OH) dans la structure. On peut citer la vitamine E, le resvératrol, la

curcumine, la quercétine, et I’acide ascorbique (vitamine C).

La quercétine (aglycone) appartient a la classe des flavonoides (polyphénols). A présent,
différents travaux scientifiques avec nombreuses méthodes ont permis de présenter ses vertus
antioxydantes (Boots et al., 2008). La quercétine possédent dans leur structure deux parties
antioxydantes: le groupement catéchol dans le cycle B et le groupement hydroxyle en position

3 dans les cycles A et C.

Le pigment jaune du curcuma, la curcumine est un neuroprotecteur in vitro vis-a-vis du

peptide AP (Smith et al., 2007).

Le resvératrol est un stilbéne de la famille des polyphénols. Le raisin est parmi ses
principales sources. Il présente également des effets neuroprotecteurs sur des cellules

nerveuses (Fukui ez al., 2008).

D’autres antioxydants sont actifs sur la chélation des métaux tels que le fer et le cuivre.
Ces métaux provoquent la solubilisation du peptide AP. Parmi ces antioxydants, on peut citer
la desferrioxamine, le JLK 169, le clioquinol, et la défériprone (Di Vaira et al., 2004; Moret
etal., 2006).

La desferrioxamine est un chélateur du fer mais aussi du cuivre, du zinc et de
I’aluminium. Des travaux scientifiques ont présent¢ un effet de ralentissement du
développement de la MA. Elle a par contre des effets indésirables tels que 1’anémie et son

administration par voie intramusculaire affaiblie son potentiel (Smith ez al., 2007).

La défériprone est un chélateur du fer et de I’aluminium. Elle a une bonne
biodisponibilité par voie orale et un bon passage a travers la barriére hémato-encéphalique
(Yu et al., 2001). Lors des essais cliniques cette molécule a présenté des effets néfastes sur la

moelle osseuse et 1’agranulocytose.
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Le JLK 169 commercialisé sous le nom de Mozobil® est un chélateur du cuivre, réduit
son taux dans le cortex cérébral et maintien sa concentration constante dans le sang (Smith ez
al., 2007). Cette molécule est une excellente candidate pour le traitement de la MA. En outre,
elle possede des effets sur le VIH (virus de I’'immunodéficience humaine) et le cancer. C’est
aussi un antagoniste des récepteurs CXCR4 (chemokine receptor type 4) et elle a un effet de

mobilisation des hématopoiétiques. Elle posseéde une faible toxicité¢ (Moret ef al., 2006).

Le clioquinol est un chélateur de métaux apolaires, possede une bonne capacité pour
traverser la barriecre hémato-encéphalique et a un effet antiparasitaire (Whitnall et
Richardson, 2006). De nombreux travaux ont montré qu’il posséde des propriétés chélatrices
du cuivre (Gouras et Beal, 2001; Di Vaira et al., 2004). Le clioquinol a montré aussi une
augmentation de la solubilité du peptide AP sur des cerveaux malades post-mortem. Il a
montré aussi une inhibition de la formation des plaques AP par chélation du cuivre et du fer

chez des souris transgéniques.

2.2.5.6. Composés réduisant le niveau du cholestérol

L’inhibition de la HMG-CoA (3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA) réductase par les
statines permet de réduire le niveau du cholestérol. La HMG-CoA réductase transforme le
HMG-CoA en mévalonate lors de la biosynthése du cholestérol (Shobab et al., 2005). En
baissant les niveaux de cholestérol, les statines modifient 1’activité des sécrétases
responsables du clivage de la protéine APP. Elles ménent alors a la diminution de la

génération du peptide AP in vitro et in vivo (Fassbender et al., 2001).

L’utilisation des statines comme la simvastatine (Zocor®) et 1’atorvastatine (Lipitor®)
pourraient diminuer la possibilité de développer la MA de 40 a 70 % (Jick et al., 2000;
Wolozin et al., 2000).

Dans la méme stratégie de réduction des niveaux de cholestérol afin d’arréter la
formation du peptide AP, des inhibiteurs de 1’acyl-coenzyme A cholestérol acyltransférase
(ACAT) sont en voie de recherche. L’ACAT est une enzyme clé de la réserve du cholestérol
dans I’organisme a 1’état d’ester de cholestérol. En condition de déficience de cette enzyme,
les cellules ne peuvent stocker qu’un faible taux de cholestérol. Le CP-113,818, un inhibiteur
de ’ACAT conduit a la diminution du niveau du cholestérol chez des souris sauvages. Il
permet également de diminuer les niveaux du peptide AP42 soluble et des plaques et

d’augmenter la mémoire chez des souris (Hutter-Paier et al., 2004).
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2.2.5.7. Les inhibiteurs de la monoamine oxydase

La monoamine oxydase (MAO) est une enzyme impliquée dans les mécanismes de stress
oxydatif et est responsable de la désamination des neurotransmetteurs ou des
neuromodulateurs tels que la noradrénaline, la dopamine, la sérotonine ou f-
phényléthylamine. Deux types de MAO existent, la MAO-A et MAO-B, qui différent par leur
distribution tissulaire et par leur substrat et inhibiteur de spécificité. La MAO-A désamine
préférentiellement la sérotonine et ses inhibiteurs ont été révélés étre antidépresseurs, tandis
que le substrat préférentiel de la MAO-B est le B-phényléthylamine et ses inhibiteurs sont
utilisés dans le traitement de la maladie de Parkinson. La MAO-B représente environ 80 % de
I’activité totale de la MAO dans le cerveau (Riederer et al., 2004). Dans la MA, les circuits
neuronaux noradrénergiques et dopaminergiques sont souvent détériorés, et les inhibiteurs de
la MAO pourraient améliorer le niveau des deux neurotransmetteurs (Cutler et Sramek,

2001).

La sélégiline inhibiteur de la MAO-B a une action neuroprotectrice multiple. Elle
diminue la formation de radicaux libres due a la métabolisation des amines endogenes dans le
SNC, elle augmente la capacité du piégeage des radicaux libres du cerveau, elle peut
empécher [’activation des pré-toxines environnementales, elle inhibe 1’oxydation des
lipoprotéines de basse densité dans les tissus vasculaires et neuronaux, elle réduit la sécrétion
des produits neurotoxiques, et enfin elle présente une activité neuroprotectrice contre
I’apoptose neuronale en culture cellulaire (Riederer ef al., 2004). Un essai clinique a montré
que la sélégiline ne semble pas améliorer les parametres tels que ADAS-Cog (Alzheimer's
Disease Assessment Scale-cognitive), mais elle retarde 1’hospitalisation, la perte
d’indépendance ou la mort de patients atteints de la MA (Cutler et Sramek, 2001). Une autre
¢tude clinique a montré un effet statistiquement significatif de la sélégiline sur la mémoire et
I’attention, d@ probablement a une amélioration de la fonction des systémes
monoaminergiques impliqués dans le processus de dégénérescence neuronale. En outre, la
s¢légiline est associée a une amélioration de I’agitation et des symptomes de dépression aussi

observés dans la MA (Riederer et al., 2004).

2.2.5.8. Thérapie par remplacement hormonal

L’cestrogéne a de nombreux effets dans le cerveau, incluant 1’augmentation de la
circulation sanguine cérébrale, la protection contre I’apoptose, les actions anti-inflammatoires

et des propriétés antioxydantes (Moreira et al., 2006). 11 y a deux avantages potentiels de
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l'cestrogeéne a retarder la MA, c’est un piégeur de radicaux libres d’une part, et est donc en
mesure de protéger les cellules contre le stress oxydatif, et d’autre part, il a été démontré qu’il

améliore la santé neuronale (Cutler et Sramek, 2001).

De nombreuses études a court terme suggerent que la thérapie par remplacement
hormonal améliore la cognition chez des patients souffrant de la MA, et certaines études
longitudinales suggerent qu’elle peut diminuer la MA. Cependant, des études plus récentes
montrent que les patients traités et non traités souffrent de déclin cognitif parallele et
concluent que 1’cestrogéne n’est pas un traitement efficace pour les femmes avec une MA

légere a modérée (Cutler et Sramek, 2001; Moreira et al., 2006).

2.2.5.9. Les inhibiteurs de ’acétylcholinestérase
2.2.5.9.1. Les cholinestérases

Les esters de choline tels que 1’ACh, le butyrylcholine (BCh) et le succinylcholine sont
hydrolysés par les cholinestérases en acide carboxylique et en choline. Les synapses
cholinergiques du systéme nerveux central, les jonctions neuromusculaires et les membranes
neuromusculaires sont les principaux sites de I’AChE. Tandis que la butyrylcholinestérase
(BChE) se trouve essentiellement au niveau plasmatique, on peut la retrouver dans différents
tissus comme le foie, I’intestin, les poumons, le cceur, les muscles, le cerveau. La BChE
montre une grande similarité avec 1’AChE, particuliérement au niveau de sa composition en

acides aminés, de sa structure tridimensionnelle et de son site catalytique.

»> L’acétylcholinestérase
e Structure

Le monomeére de I’AChE est constitué d’un repliement de modéle o/p hydrolase (Ollis et
al., 1992), variant 15 hélices a et 11 feuillets B (figure 2.26). La terminaison N-terminale
montre une section de feuillet B et n’interagissant pas avec le reste de la composition. Le
dimere de I’enzyme est formé par I’'union de deux hélices o de chaque monomere. Les quatre
hélices a ainsi liées garantissent la consistance des deux monomeres en un dimere tres stable.
La structure moléculaire de I’AChE a conduit a la découverte de deux sites primordiaux a
I’AChE, placés de part et d’autre de la gorge qui traverse I’enzyme jusqu’a son centre: le site

actif au fond, et le site périphérique a I’entrée (figure 2.27).

97



Chapitre 2: Etude bibliographique

Figure 2.26. Structure de ’AChE en 3D avec représentation des hélices a, feuillets B et
résidus du site actif (Sussman et al., 1991).

e Le site actif

Le site actif (figure 2.27), dans lequel se réalise la catalyse ou I’hydrolyse du substrat, se
fractionne en deux sous-sites 1'un appelé estérasique 1’autre appelé anionique. Le site
estérasique héberge la triade catalytique. Cette dernicére est caractéristique des protéases a
sérine, I’AChE posséde une telle triade. Elle se compose des acides aminés suivants: Ser200,
His440 et Glu327 (Gibney et Taylor, 1990; Shafferman et al., 1992). La réaction
catalytique se compose de deux étapes essentielles dont la Ser200 joue un role crucial. En
effet, dans une premiere étape appelée 1’étape d’acétylation, le groupement acétyle de I’ACh
se fixe a la Ser200 pour produire I’intermédiaire tétraédrique. Ensuite la partie choline est
libérée par coupure de I’ACh. Enfin, I’étape de déacétylation permet de libérer 1’enzyme, en
dissociant I’acétate. Les protons nécessaires aux étapes de catalyse sont libérés par L’His440.
Le Glu327 polarise et maintien 1’His440 dans une position convenable aux transferts des
protons. La réaction catalytique est optimisée par les acides aminés qui tapissent la proximité
du fond de la gorge. Ainsi, la poche ou le trou oxyanion stabilise la charge négative qui se
produit au niveau de I’oxygeéne du carbonyle durant 1’acétylation. Le trou oxyanion est
compos¢ des acides aminés suivants: Glyl17, Glyl18 et Ala201. Les acides aminés
aromatiques stabilisent le groupement méthyle du carbonyle de I’ACh. Ce sont les acides

aminés (Trp233, Phe288, Phe290 et Phe331) qui constituent la poche acyle. La sélectivité de
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I’ AChE pour ses substrats est garantie par la poche dont elle joue un réle important (Harel et
al., 1992). Les acides aminés Trp84, Glul99 et Phe330 forment le site anionique. La charge
positive de Glul99 maintient la charge positive de I’ACh. Les électrons m du Trp84 et du
Phe330 assurent cette charge. Ainsi, les acides aminés aromatiques du site anionique mettent
des interactions de caractére cation-m avec la partie choline de I’ACh. La fixation des
inhibiteurs au site actif de I’enzyme est assurée en partie par le sous-site anionique. Le
complexe de I’edrophonium et la tacrine avec I’AChE présente des interactions de caractére
cation-m, et des empilements m (m-stackings), respectivement avec le noyau indole du Trp84
(Harel et al., 1993). 1l est estimé que le site anionique livre prés d’un demi de I’énergie libre
de stabilisation de substrat (Harel et al., 1996). En plus, le site anionique présente des
affinités trés supérieures a celle de son substrat classique 1’ACh, par exemple 1’affinité de ce
site pour un analogue de structure a 1I’ACh, le m-(N,N,N-trimethylammonio)-2,2,2-
trifluoroacetophenone (TMTFA) est estimée a 1010 fois supérieure que celle de I’ACh (Harel
et al., 1996).
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Figure 2.27. L’acétylcholinestérase. a. Les caractéristiques structurelles de l'enzyme. La
cristallographie aux rayons X a identifi¢ un site actif au fond d’une gorge étroite, bordé de
chaines latérales d’acides aminés hydrophobes. La triade catalytique est constituée d’une
chaine latérale a glutamate. Le site de liaison de la choline sélectionne les résidus
tryptophanes hydrophobes a la place des groupes anioniques attendus; le site de fixation
périphérique a également été¢ identifié par mutagenese dirigée au site. b. La réaction de
I’AChE. L’AChE permet I’hydrolyse de I’ACh par formation de I’intermédiaire acétyl-AChE
avec la libération de la choline, et hydrolyse ensuite 1’intermédiaire pour libérer I’acétate
(Soreq et Seidman, 2001).

99



Chapitre 2: Etude bibliographique

e La gorge aromatique

La gorge aromatique est tapissée pratiquement par des acides aminés aromatiques (figure
2.28), sa profondeur est estimée a 20 A avec un espace de 3 A, avec cette dimension seules
des molécules d’eau ont la possibilité de passer la gorge, ce qui prouve que la structure n’est
pas statique afin de permettre a des molécules plus grandes (ACh) que 1’espace disponible de
traverser la gorge. A mi-profondeur, il existe un rétrécissement des acides aminés suivants
Tyr121, Phe330 et Phe331. L’activit¢ de I’enzyme est conditionnée par la flexibilité
conformationnelle, en laissant I’entrée et la sortie des molécules (substrats, produits,

inhibiteurs, ect.).

Figure 2.28. Diagramme en ruban de la structure tridimensionnelle de ’AChE. Les deux
principaux contributeurs a la stabilisation du substrat dans le site actif Trp-84, et sur le site
périphérique Trp-279, sont mis en évidence. La Ser-200 catalytique est représentée au fond de
la gorge. La fléche bleue indique la gorge du site actif, et la fleche verte marque la porte
arriere putative (Colletier et al., 2008).

e Lesite périphérique

Le site périphérique est un site de fixation des substrats et des ligands, il est localisé a
I’entrée de la gorge qui conduit au site actif (figure 2.27). La fixation des molécules
cationiques est une caractéristique du site périphérique. Ce site est principalement composé

d’acides aminés aromatiques. La fonction du site périphérique n’a pas encore €té enticrement
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clarifiée. Toutefois, il a une fonction dans les mécanismes de blocage par le substrat lorsqu’il
s’agit de ’AChE (Bergmann et al., 1950; Radic ef al., 1991), et d’activation par exces de
substrat dans les cas de la BChE (Masson et al., 1996; 1997). L’étape initiale de la catalyse se
produit par la fixation de I’ACh & I’Asp72 (Mallender et al., 2000). A faibles concentrations
de substrat, le site périphérique pourrait conduire a ’accélération de la réaction catalytique
(Nachmansohn et Rothenberg, 1945; Brochier et al., 2001). Le site périphérique pourrait
adapter I’action de I’AChE a la concentration de son substrat, ainsi il joue le role de régulateur
de fonction catalytique. L’inhibition de I’enzyme durant un temps nécessaire par I’ACh lors
de sa libération permet a ce dernier de se lier aux récepteurs (muscariniques ou nicotiniques)
et de conduire I’influx nerveux. Ensuite, I’enzyme est activée par la faible concentration de
I’ACh non lié a son site, ce qui permet a ’enzyme d’accomplir son réle cholinergique. Le site
périphérique n’a pas qu’une action d’ordre stérique, mais il contrdle aussi allostériquement

I’activité de ’enzyme (Changeux, 1966; Rosenberry, 1975).

e Mécanisme d’hydrolyse

L’AChE (EC 3.1.1.7) appartient a la classe des carboxylestérases de type B, de la famille
des sérines hydrolases (Quinn, 1987; Taylor et Radic, 1994). Le clivage de I’ACh par
I’AChE passe par deux étapes. Apres fixation de I’ACh dans le site actif de ’enzyme, il se
produit I’ajout de I’oxygéne de la sérine sur le carbonyle de I’ACh, ensuite 1’élimination de la
choline, c’est I’étape de 1’acylation. Le mouvement de cette étape vers la production du
complexe acyl-enzyme est assuré par 1’histidine de la triade catalytique par fixation du proton
de la Ser203 (figure 2.29). Le départ de la choline du site actif s’accompagne par la fixation
de ce proton par la choline. Le trou oxyanionique stabilise le complexe acyl-enzyme
tétraédrique formé. L ajout d’une molécule d’eau sur le complexe formé permet I’élimination
de l’acétate, cette étape constitue la déacylation. Le clivage de I’ACh se réalise tres
rapidement car le turnover de I’enzyme change de 10.000 a 20.000 d’ ACh clivé par seconde,
Iefficacité catalytique (kcat/Km) est estimée a 1,5 x 108 M'.s™ (Colletier et Weik, 2007).
Le mécanisme d’hydrolyse de I’ACh est de type michaelien. L’étape initiale se produit par la
production du complexe de Michaelis-Menten entre I’AChE et I’ACh. Ensuite, un ajustement
conformationnel se réalise apres la liaison de I’ACh avant la catalyse. Enfin, les deux étapes
de la catalyse se forment: production du complexe acyl-enzyme et déacylation de ce

complexe.
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Figure 2.29. Structure tridimensionnelle de I’AChE montrant la triade catalytique (Ser200,
His440, Glu327), le principal contributeur a la stabilisation de I’ACh dans le site actif
(Trp84), et les deux principaux constituants du site périphérique (Trp279, Tyr70) (Colletier et
Weik, 2007).

e Fonctions de I’acétylcholinestérase

Le contrdle de I’influx nerveux se produit par le clivage de I’ACh par ’AChE dans les
synapses du systeme nerveux central et périphérique et dans les jonctions neuromusculaires,

c’est la fonction capitale de I’AChE (figure 2.30).

La production de I’ACh est catalysée par la choline acétyltransférase (ChAT) au niveau
de la cellule présynaptique a partir de deux substrats la choline et I’acétyl-coenzyme A. Les
mitochondries des neurones produisent I’acétyl-coenzyme A. La choline est récupérée par la
cellule présynaptique du milieu extracellulaire (fente synaptique). L’ACh (approximation
4.000 molécules) est emmagasinée dans des vésicules de la membrane présynaptique des
cellules nerveuses. La dépolarisation de la membrane présynaptique au cours d’un influx
nerveux se produit aprés une arrivée d’un potentiel d’action. L’exocytose des vésicules
stockant I’ACh vers la fente synaptique est produite par I’ouverture des canaux membranaires
a calcium qui permettent I’entrée des ions calcium suite a I’arrivée d’un potentiel d’action.
L’ACh libérée se lie sur les récepteurs de la membrane postsynaptique, conduisant a la

diffusion de ’influx nerveux.
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Figure 2.30. Représentation schématique d’une synapse cholinergique (Soreq et Seidman,
2001).

Les récepteurs muscariniques sont des protéines localisées au niveau de la membrane,
constituées de sept hélices liées a une protéine G située elle-méme dans le cytoplasme de la
cellule postsynaptique. Le récepteur change de conformation suite a liaison de I’ACh, la
protéine G troc son GDP (guanosine diphosphate) par un GTP (guanosine triphosphate) par sa
sous-unité alpha. Cette derniére se sépare du complexe formé par les sous-unités beta et
gamma. Quand Ggipha convertit son GTP en GDP, il a y reformation du complexe récepteur-
Galpha, beta, gamma. De€s voies différentes sont activées par Gaipha €t Gpeta, gamma T€Spectant les cing
classes de récepteur (M1, 2, 3, 4 et 5) (Hulme et Birdsall, 1990; Caulfield et Birdsall,
1998).

Les récepteurs M1, M3 et M5 ont un role excitateur. Suivant les tissus, I’excitation
neuronale et la contraction musculaire sont dues a une activation de la phospholipase C elle-
méme activée par la sous-unité alpha. Les récepteurs M2 et M4, produisent un effet inhibiteur,

au niveau de la membrane postsynaptique, le complexe Gpeta, gamma permet 1’ouverture des
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canaux a potassium (Brown, 2010). La propagation de I’influx nerveux est réalisée par la

création d’un courant ionique suite a la sortie des ions potassium intracellulaires.

Les récepteurs nicotiniques se situent au niveau du systéme nerveux central, des
ganglions (N1), des jonctions neuromusculaires (N2), et d’autres cellules comme les
lymphocytes B, T et les kératinocytes. Ce sont des récepteurs ionotropes pentamériques
transmembranaires (Gotti et al., 1997; Paterson et Nordberg, 2000). L’ouverture de canaux
sodium et/ou potassium suivant le sous-type de récepteur est provoquée par la liaison de deux
résidus de I’ACh. Ensuite, il se produit une dépolarisation de la membrane et une diffusion de
I’influx nerveux pour les N1 ou une contraction musculaire pour N2, suite a I’entrée de

cations dans la cellule postsynaptique.

L’AChE clive ’ACh en choline et acétate, c’est la fonction de régulation de la
transmission synaptique. L’AChE se trouve sous différents assemblages oligomériques et
modes d’ancrages a la surface de la cellule postsynaptique avec des propriétés catalytiques

identiques.

L’AChE montre une similarité de séquence avec les protéines d’adhésion de membrane
postsynaptique (neuroligine) et aux récepteurs de surface au niveau axonal (neurotactine)
responsables du développement du systéme nerveux (figure 2.31) (Scholl et Scheiffele, 2003;
Leone et al., 2010). Des changements dans la séquence de la neuroligine conduisent a
certaines formes d’autisme et de retard mental (Laumonnier ez al., 2004; Zhang et al.,

2009).

Le site périphérique de I’AChE est engagé dans 1’assemblage des plaques amyloides
responsables des dommages observés dans la MA par un complexe enzyme-peptide AB. Ce
dernier change I1’hémostasie calcique et la fonction mitochondriale des neurones de
I’hippocampe (Dinamarca et al., 2010). Le blocage du site périphérique de I’enzyme permet
de freiner la production des plaques amyloides, c’est la nouvelle stratégie pour traiter la MA.
En outre, I’augmentation de I’ACh dans la fente synaptique se produit par une inhibition
réversible du site périphérique de I’AChE, I’accumulation de I’ACh permet d’¢lever la

stimulation des récepteurs cholinergiques.

Il a été démontré que la croissance du corps cellulaire (neurite) des neurones (axone et

dendrite) est réalisée par I’implication de I’AChE (Sharma et al., 2001; Paraoanu et Layer,
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2008). Cependant, I’inhibition du site périphérique de I’AChE pourrait arréter la
neuritogenese (Small ez al., 1995; Howard et al., 2005).

La présence de I’AChE dans les précurseurs des cellules du sang expliquerait son
implication dans I’activit¢ hématopoiétique et thrombopoiétique (Lev-Lehman et al., 1997).
Certaines anomalies dans les fonctions immunitaires comme la prolifération myéloide chez
des malades de leucémies sont a I’origine de I’AChE (Perry et Soreq, 2004; Battisti et al.,
2009).

I ; |
AN
ANy
o [
-

T \ \\
" \

O\ g
B—neurexin/_l, \\fﬁh_

! N

N

N

Extracellular

et 2

Intracellular
AChE-
neurotactin
chimera MNeurcligin-1
C

Figure 2.31. Mécanisme proposé de certaines fonctions non-classiques de 'AChE. L’ AChE-S
(bleu) est représentée par une ligne repliée, comme le sont les régions homologues de
neurotactine (magenta) et neuroligine-1 (vert). L’AChE-S liée a la membrane a travers une
sous-unité structurale (orange) peut étre associée avec la B-neurexine (jaune) dans une
molécule voisine ou chacune incorporée seule dans une méme membrane (a gauche).
Alternativement, si elles sont intégrées dans les sites pré et postsynaptiques, la neuroligine et
la P-neurexine pourraient contréler 1’adhésion cellule-cellule (droite). La Neurotactine
pourrait adhérer a une autre molécule de neurotactine (non représentée), ou étre lice a I’AChE
a travers une protéine de liaison pas encore identifiée (?, violet). L’AChE ou des protéines
similaires ne peuvent pas former une de ces interactions par eux-mémes. Cependant, lorsque
la région homologue de I'AChE remplace une région de la neurotactine, la protéine chimére
conserve la capacité d’adhérence cellule-cellule de la neurotactine originale (Darboux et al.,
1996). 11 a donc été proposé que ’AChE-R (Grifman et al., 1998), qui manque 1’¢lément
d’ancrage a la membrane, peut rivaliser avec la neurotactine, la neuroligine-1 ou I’AChE-S et
modifie les interactions cellule-cellule et la signalisation intracellulaire (Soreq et Seidman,
2001).
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» La butyrylcholinestérase

La fonction de la BChE chez I’homme n’est pas bien élucidée. L’activité enzymatique
peut étre réduite ou nulle due a la présence de différentes variantes alléliques de cette enzyme
chez I’homme, ceci prouve que ce dernier peut s’en passer. L’existence de variantes de la
BChE n’est pas nocive pour I’homme, mais peut entrainer des sensibilités au succinylcholine
employé¢ en anesthésie. En effet, le succinylcholine est dégradé par la BChE, dans le cas
contraire il se produit un blocage dans la transmission synaptique dans les muscles
respiratoires conduisant a une apnée prolongée (Lockridge et Masson, 2000). En plus, une
large gamme de substrat peut étre hydrolysée par la BChE comme les alcaloides naturels,
ainsi cette enzyme peut prévenir la diffusion de I’ACh dans le sang ou I’ingestion par voie

orale de substances toxiques (Neville ez al., 1990; Sun et al., 2001).

La BChE tres similaire a I’AChE appartient a la classe des protéines pli-o/p, et un acide
aminé sérine est important pour I’hydrolyse de son substrat (figure 2.32). La BChE permet le
clivage de I’ACh en choline et acétate avec une efficacité inferieure a celle de I’AChE (Li et
al., 2000; Mesulam et al., 2002a,b). Elle peut également hydrolyser d’autres esters comme la
cocaine, I’héroine et I’acide acétylsalicylique (Lockridge ez al., 1980; Gatley, 1991; Masson
et al., 1998).

La BChE joue un role important a une importance dans le systéme nerveux humain vue
sa distribution différentielle largement répandue dans les neurones par rapport a I’AChE, elle
pourrait étre impliquée dans différentes activités neuronales comme controleur de I’activité de
I’ACh et non neuronales (Soreq et Zakut, 1993; Small ez al., 1996; Li et al., 2000; Greig et
al., 2001; Soreq et Seidman, 2001; Mesulam et al., 2002a,b). Le contréle de ’hydrolyse de
I’ACh par la BChE est prouvé par le blocage de la BChE, qui conduit a une élévation de la
concentration de I’ACh dans le cerveau (Giacobini, 2000). Cette enzyme pourrait remplacer
une partie des fonctions de ’AChE en cas d’absence de cette derniére dans le systeme
cholinergique (Li et al., 2000; Mesulam et al., 2002b). Il a été prouvé que la BChE était
profondément unie a différentes protéines comme 1’albumine, la transferrine et des peptidases
(Masson, 1989; Small et al., 1996; Weitnauer et al., 1999). 1l a ét¢ expliqué qu’une liaison
entre la BChE et les protéases comme la trypsine signifie une implication dans ’activité
protéolytique (Darvesh et al., 2003b). Cette association a un rdle dans I’activité du systeme
nerveux puisque la trypsine se situe dans le cerveau humain sain et elle pourrait étre associé a

la pathologie de la MA (Katona et al., 2002). En plus, la BChE pourrait posséder des
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activités liées a sa réaction avec différentes protéines, outre que la régulation cholinergique. Il
a été proposé que les deux cholinestérases jouent un role durant le développement du systéme
nerveux, dans la régulation de la prolifération cellulaire et dans le développement des neurites
(Robertson et Mostamand, 1988; Dubovy et Haninec, 1990; Layer, 1991; Soreq et
Seidman, 2001). La BChE a été localisée dans les axones, dans les terminaisons nerveuses,
dans les cones de croissance et dans les cellules entourant les axones, ce qui montre son

implication dans le développement des neurites (Dubovy et Haninec, 1990).

Figure 2.32. Le site actif de la BChE est au fond d’une gorge de 20 A. La triade catalytique
est constituée des acides aminés sérine (S), histidine (H), et acide glutamique (E). Le groupe
acyle du substrat (ACh est représentée ici) s’ajuste dans la poche acyle (A), tandis que
I’atome d’azote quaternaire interagit avec le site actif anionique qui est formé par 1’acide
aminé tryptophane (W). Les substrats sont guidés vers le bas de la gorge du site actif par
interaction avec 1’acide aspartique (D) et la tyrosine (Y), des résidus trouvés a la lévre de la
gorge du site actif (Darvesh et al., 2003a).

Le taux de la BChE corticale est associ¢ a la MA (Perry et al., 1978; Atack et al., 1986;
Geula et Mesulam, 1995). Plus il est ¢éleve, plus les plaques neuritiques et les
dégénérescences neurofibrillaires sont nombreuses, ce sont la les caractéristiques
neuropathologiques de la MA (figure 2.33) (Friede, 1965; Geula et Mesulam, 1989; Arendt
et al., 1992; Wright et al., 1993; Mesulam et Geula, 1994; Moran et al., 1994; Geula et
Mesulam, 1995; Guillozet et al., 1997). Dans le cortex, le nombre des plaques BChE

positives est significativement plus élevé que celui chez des personnes agées normales, dont
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le cortex ne contient qu’un petit nombre de plaques diffuses primaires (Mesulam et Geula,
1994). L’activité de la BChE est observée dans les plaques matures, par opposition a la
diffuse, forme bénigne (Mesulam et Geula, 1994; Guillozet, 1997). Ceci méne a suggérer
que la BChE pourrait participer a la maturation des plaques a partir de la forme diffuse a la

forme compacte, qui est la forme pathogéne (Mesulam et Geula, 1994; Guillozet, 1997).

En conclusion, la BChE participe dans les activités du systéme nerveux sain et pourrait

avoir une implication dans les voies pathologiques observées par exemple dans la MA.

2= el

o e

Figure 2.33. La BChE et la MA. BChE dans les plaques (fleches rouges) et les
enchevétrements (fléches bleues) dans le cortex cérébral d’un patient atteint de la MA. De
nombreux enchevétrements et des plaques dans le cerveau des patients atteints de la MA
contiennent 1’activité de la BChE (Darvesh et al., 2003a).

> Les formes des cholinestérases

Différentes formes de cholinestérases ont ¢té¢ identifiées suivant de propriétés
biochimiques, I’enzyme peut étre sous une forme monomérique, dimérique et tétramérique,
cette derniére forme peut étre liée au collagéne ou a une protéine transmembranaire. La
différence dans I’organisation moléculaire est a I’origine de modifications génétiques, post-
transcriptionnelles et post-traductionnelles (figure 2.34). Ainsi, les différentes formes
moléculaires désignent la fonction dans les synapses cholinergiques et des compartiments non

synaptiques.
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Chaque forme moléculaire est formée de deux parties protéiques distinctes: une partie
catalytique commune constituée approximativement de 500 acides aminés et une petite partie
C-terminale constituée de moins de 50 acides aminés (Massoulie et al., 1998; Massoulie,
2002). L’¢épissage alternatif au niveau de la région 3' du geéne codant pour les cholinestérases,
différe selon I’espéce animale et la cholinestérase. Il existe trois formes d’exons qui compose
les génes des cholinestérases, qui codent pour des parties C-terminales distinctes, nommée H
"Hydrophobic", T "Tailed", S "Soluble". En plus, il y a la forme R "Readthrough" découverte
dans les torpilles et les mammiferes. De ce fait, le mécanisme d’épissage produit diverses
sous-unités de clivage qui se composent de la méme partie catalytique liée a des parties C-
terminales différentes H, ou T, ou S, ou R (Massoulie ef al., 1998). Les petites parties C-
terminales ne sont pas indispensables pour la catalyse enzymatique, mais conduisent au

devenir et a la maturation des cholinestérases.

e LaformeR

La forme R de I’AChE est fonctionnelle d’une fagcon normale, soluble et monomérique
(figure 2.34) (Massoulie, 2002). Elle est moins répandue dans le cerveau et semble qu’elle
participe moins a 1’activité cholinergique par le clivage de I’ACh au niveau du systéme
nerveux (Perrier et al., 2005). Elle joue des activités dans le systéme immunitaire,
précisément en régulant les réponses auto-immunes (Grisaru et al., 1999; Brenner et al.,
2003). Elle est impliquée dans le clivage non synaptique et a la morphogénese. Il a été prouvé
que la forme R de ’AChE est située largement dans le sérum des rats malades de la
myasthénie grave par rapport a celui des rats sains. Son implication dans ces myasthénies a
¢té bien définie (Brenner et al., 2003). L’importance de I’AChE forme R semble étre due a la
spécificité de sa partie C-terminale qui peut se détacher et étre libérée dans le plasma
(Grisaru et al., 2001). La partie C-terminale du peptide R ne comporte ni cystéines qui
peuvent constituer des ponts disulfures, ni des séquences hydrophobes afin que le peptide

puisse se fixer a la membrane (Massoulie et al., 1998).

e Laforme H

Les sous-unités de type H se composent d’une partie C-terminale hydrophobe contenant
un signal pour I’hydrolyse et ’ajout d’un lipide et une ou plus de cystéines voisines de la
partie catalytique qui conduisent a la dimérisation par formation des ponts disulfures (figure

2.34).
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e LaformeT

L’AChE T existe sous une variété de forme d’oligomeéres, soit monomeres, ou dimeres ou
tétrameres libres non liés, soit des tétrameres associés au collagéne Q (ColQ) ou associés a la
protéine membranaire riche en proline (PRiMA) (figure 2.34). Les sous-unités catalytiques de
type « T » sont présentes chez tous les vertébrés pour I’AChE et représentent la seule forme

de sous-unités pour la BChE.

Les formes T possédent 40 et 41 acides aminés pour I’AChE et BChE respectivement,
contenant 7 acides aminés aromatiques dont 3 tryptophanes (Arpagaus et al., 1994). La
cystéine est également présente dans la partie C-terminale. La cystéine constitue des ponts
disulfures soit entre deux sous-unités catalytiques soit entre une sous-unité catalytique et une

protéine adhérée ou liée, ColQ ou PRIMA (Massoulie, 2002).

Les diméres (G2a), les tétrameres (G4a) amphiphiles et les tétraméres non amphiphiles
(G4na) libres ou associés a ColQ et PRIMA sont les principaux sous-unités de la forme T de
I’AChE. L’interférence avec les micelles des détergents, qui influence leur sédimentation dans
le gradient de sucrose et leur mobilité €lectrophorétique dans les gels de polyacrylamide non
dénaturants sont les caractéristiques de ’AChE T amphiphile (Bon ez al., 1991). Il a été
proposé que cette interférence avec les micelles des détergents donne une conformation de la
partie T en hélice a (Massoulie et al., 1993a); cette hélice amphiphile pourrait produire une
zone hydrophobe avec les séquences aromatiques. Ces sous-unités produisent différentes
formes d’oligoméres; des simples monomeres aux oligomeéres liés a un collagéne ou a une
protéine de structure. Ces structures sont amphiphiles mais différentes des formes adhérées
par GPI (glycophosphatidylinositol), par leur solubilité plus élevée dans les milieux aqueux
sans détergent et elles ne constituent pas d’agrégats. Elles sont nommeées molécules
amphiphiles mod¢le II (Bon et al., 1988a,b; Massoulie et al., 1993b). De plus, il y a, aussi,
des tétrameres et des oligomeres générés (Bon et Massoulie, 1997). Les tétrameéres se
trouvent sous des structures amphiphiles et non amphiphiles, et différent éventuellement par
la disposition des peptides « T ». Dans les structures amphiphiles, la derniére séquence de la
zone hydrophobe de la partie T reste libre alors qu’elle peut étre prise a I’intérieur de la région
hydrophobe dans les structures non amphiphiles. Dans les structures moléculaires avec le
collagéne ou asymétriques (A), chaque brin de triple hélice de collagéne peut étre lié a un
tétramére de sous-unités AChE type T. Dans la forme A12, chaque brin de collageéne est li¢ a

un tétramere catalytique. Lorsque un ou deux de ces brins sont inoccupés, les formes
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correspondantes moléculaires sont appelées A4 et A8 respectivement, leur nom indiquant le
nombre de sous-unités catalytiques. La structure moléculaire adhérée a la membrane est la
forme la plus répandue d’AChE dans le cerveau des mammiferes, elle se compose d’une
protéine hydrophobe de 20 KDa (Gennari et al., 1987; Inestrosa et al., 1987) et montre une
disposition similaire grace aux ponts disulfures (Roberts et al., 1991). L’AChE type T se
caractérise par la capacité de se lier au ColQ qui adhére les cholinestérases dans la lame
basale des jonctions neuromusculaires (Hall, 1973; Feng et al., 1999) ou PRiMA qui adhere
I’AChE dans la membrane des cellules musculaires ou des neurones (Gennari et al., 1987;

Inestrosa et al., 1987; Perrier et al., 2002).

Les dimeres liés par GPI sont constitués par un pont disulfure avec les cystéines présentes
dans les parties N-terminales du peptide H, pas loin de la fin du domaine catalytique, les sous-
unités d’AChE type T peuvent aussi constituer des dimeéres. Cependant, les ponts disulfures
entre les sous-unités sont constitués par des cystéines situées pas loin de la partie C-terminale
du peptide T. La constitution de tels dimeres est basée sur I’existence de cystéine en aval du

domaine catalytique (Massoulie, 2002).

Genomic structure
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Figure 2.34. Représentation schématique de 1’épissage alternatif de transcrits de I’AChE, des
différents types de sous-unités catalytiques et des formes moléculaires matures. Seulement les
sous-unités de type T sont communes a toutes les especes et existent également pour la BChE.
Les sous-unités du Type S ont été trouvées exclusivement dans certains serpents d’Elapidae
(Massoulie, 2002).
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2.2.5.9.2. Traitements actuels de la maladie d’Alzheimer basés sur D’inhibition de
I’acétylcholinestérase

L’utilisation des inhibiteurs réversibles de I’AChE (AChEIs) représentent actuellement la
principale stratégie de la thérapie symptomatique de la MA. Leur efficacité clinique est lice a
leur capacité¢ a inhiber I’AChE, en augmentant 1’action de 1’ACh, et donc indirectement
I’augmentation de la concentration d’ACh est atténuée dans le cerveau avec la MA (Farlow
et Cummings, 2007). Il reste encore incertain si les bienfaits thérapeutiques de cette classe de
composés peuvent s’expliquer entierement par la disponibilité accrue d’ACh au niveau de la
synapse (Terry et Buccafusco, 2003). Certes, cette action contribue a 1’amélioration de la
mémoire et de la cognition, mais d’autres mécanismes peuvent sous-tendre I’efficacité de ces
médicaments (Sortino et al., 2004). A ce jour, ’hypothése cholinergique de la MA reste I’une
des approches suivies dans la découverte de médicaments, et les AChEIs hautement sélectifs,
d’origine naturelle, par exemple les polyphénols (Queiroz et al., 2014; Choi et al., 2015; Ma
et al., 2015; Nag et al., 2015; Somani et al., 2015; Topal et al., 2015) et les alcaloides (Lam
et al., 2015; Li et al., 2015; Ramli et al., 2015), ainsi que des composés synthétiques
(Trujillo-Ferrara et al., 2003; Feng et al., 2005; Sheng et al., 2005) sont toujours sous
investigations dans le but de développer des composés avec moins d’effets secondaires
toxiques (tableau 2.7). Les inhibiteurs de I’AChE sont aussi utilisés comme insecticides (Ye
et al., 2014). En effet, plusieurs travaux indiquent que les monoterpénoides provoquent la

mortalité des insectes en inhibant I’AChE (Houghton et al., 2006).

Suite & I’introduction dans le marché a la fin des années quatre-vingt d’une premicre
génération des AChEIs, représentés par la physostigmine et la tacrine, une deuxiéme
génération de compose€s plus appropriés ont été développés dans les années quatre-vingt dix.
Trois d’entre eux sont commercialisés: donépézil, rivastigmine et galanthamine et sont
couramment utilisés pour traiter les patients souffrant de la MA légere a modérée (tableau
2.7). En outre, les médicaments actuels sont plus efficaces sur le plan clinique et produisent
des effets secondaires moins graves a des doses efficaces que la tacrine (Giacobini, 2004). La
physostigmine (un alcaloide de la féve de Calabar, Physostigma venenosum Balf.) est un
excellent inhibiteur de I’AChE, mais présente une mauvaise absorption intestinale chez les
humains. Pour cette raison, des analogues tels que la rivastigmine et plus récemment, la
phenserine ont €té introduits. La phenserine, inhibiteur puissant et hautement sélectif de
I’AChE est actuellement en cours d’essais cliniques (Greig et al., 2000). La donépézil a

¢galement une activité antagoniste sur les récepteurs cholinergiques muscariniques et NMDA
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Tableau 2.7. Inhibiteurs de I’AChE découverts en vue de traiter la MA.

Tacrine (Cognex©)

Inhibiteur sélectif,
rapidement réversible.

Le premier 1993
médicament
spécifiquement
commercialisé pour

le traitement des

déficits cognitifs de

la MA.

Davis et Powchik, 1995

Donépézil (Aricept®)

O
\o{ﬁ\ﬁl Q
o
A

Inhibiteur sélectif,
rapidement réversible,
proteége les neurones de
rat contre I’apoptose
induite par un
dysfonctionnement du

L’un des 1996
médicaments les

plus utilisés pour le
traitement des

stades précoces

et/ou modéré de la

Giacobini, 2000;
Takada-Takatori et
al., 2006

glutamate. MA
Rivastigmine | Inhibiteur lentement Traitement des 2000 Liang et Tang, 2004
(Exelon©) o N réversible de ’AChE et formes légeres a
\[T/ ~ de la BChE modérées
o de la MA.
N -~
\
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Galanthamine Inhibiteur sélectif, Traitement des 2001 Bai et al., 2000;
(Razadyne®©, b} rapidement réversible. formes légéres a Caramelli et al., 2004;
Reminyl©) - Modulateur de modérées Takada-Takatori et
-0 récepteurs nicotiniques  de la MA. al., 2006
| 23,‘_7/ — cholinergiques. Protége =~ Am¢élioration de
I"f — —== les neurones de rat ’attention et de la
'\ | contre I’apoptose mémoire.
/ contr
N— induite par un
/ dysfonctionnement du
glutamate.
Huperzine A Inhibiteur réversible, Effets En essais Bai et al., 2000; Zhang
puissant et sélectif avec  neuroprotecteurs cliniques: phase et Tang, 2006
un index thérapeutique  multiples sur IV en Chine,
i mieux que la plusieurs sites phase II aux
" physostigmine et la moléculaires états unies
©/ \ﬂ/ X<f\ﬁt ~. tacrine. (transformation d’ Amérique.
? N d’APP;
b neurotoxicité
associée au Af;
NGF; systemes de
neurotransmission).
Phenserine Inhibiteur puissant et Longue durée En essais Al-Jafari et al., 1998;
sé¢lective de I’AChE d’action. Réduction clinique: phase  Greig et al., 2000
de la fréquence de 1L
H o 7 dose. Diminution
©/ \ﬂ/ —N__ de I’exposition aux
0 N médicaments du
\ corps et minimise
la dépendance de
I’action du
médicament.

Tableau 2.7 suite.
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Macowanitriene Lam et al., 2015
8,8'-Bieckol - Choi et al., 2015
8-(1,1-Dimethylallyl)- Inhibiteur mixte de Ryu et al., 2012
50-(3-methylbut-2- I’AChE et de la BChE
enyl)-30,40,5,7-tetra
hydroxyflanvonol
Kellerine 5 on - Adhami et al., 2014
“ v s
¥ r 7
"}ro N "o 8. 0__0O
"w 7 2
0 O
] 4

Tableau 2.7 suite.
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Taspine - Queiroz et al., 2014
ChH
~ N
CHs
N-demethylhuperzinine - Zhang et al., 2014
Garcinone C Inhibiteur sélective de Khaw et al., 2014
I’AChE

Garcineflavonol A .~«on  Inhibiteur sélective de Tan et al., 2014

- T’AChE

Tableau 2.7 suite.
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Xanthotoxine T {’-‘ﬁl %T ”/é“\%s - - - Ben Salem et al., 2013
o1 h""'-r{::;f ? k’“‘u"”fx&o
Oy
Huperserine E - - - Jiang et al., 2014
Isovitexine - - - Choi et al., 2014
Conypododiol - - - Khan et al., 2010

Tableau 2.7 suite.
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5,6-Epoxy-7p-hydroxy- - - - Lietal., 2014
8p-methoxy-2-(2-

phenylethyl) chromone

1',2'-dihydroxy-3'- s Inhibiteur sélective de - - Adhami et al., 2012
pentadec-8- 1 I’AChE
enylbenzene A M :

Tableau 2.7 suite.
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et une interaction supposée avec un site allostérique sur les récepteurs nicotiniques (Sortino et
al., 2004). La galanthamine, un alcaloide tertiaire isol¢ a partir de plantes de la famille
Amaryllidaceae tels que la perce-neige (Galanthus nivalis L.) ou flocon de neige de printemps
(Leucojum vernum L.), est moins puissant mais moins toxique que la tacrine. Ce composé est
un inhibiteur compétitif et réversible. C’est I’ AChEI le plus récemment approuvé a étre utilisé
pour le traitement de la MA et il a été démontré qu’il produit une amélioration significative
des performances cognitives chez les patients souffrant de la MA (Caramelli et al., 2004;
Grossberg et al., 2006; Takada-Takatori et al., 2006). L huperzine A, un nouvel alcaloide
isolé de la plante chinoise Huperzia serrata Thunb. (Lycopodiaceae), actuellement en essais
cliniques aux Etats-Unis et au Chine, est un inhibiteur bien toléré, réversible, puissant et
sélectif de I’AChE, des propriétés qui peuvent étre particulicrement favorables pour le
traitement de la MA (tableau 2.7) (Bai et al., 2000). En plus de son activité inhibitrice de
I’AChE, Tang et al. (2005) ont montré que I’huperzine A améliore 1’expression et la sécrétion
de NGF (nerve growth factor) in vitro, ce qui pourrait étre bénéfique dans le traitement de la
MA. En outre, des travaux récents ont montré que I’huperzine A a de nouveaux effets
neuroprotecteurs sur la transformation de I’APP, qui est associée a la neurotoxicité¢ (Wang et

al., 2001), et les systemes de neurotransmission (Zhang et Tang, 2000).

Comme mentionné ci-dessus, en plus de la perte de neurones cholinergiques, des niveaux
réduits de récepteurs neuronaux nicotiniques de I’ACh (nAChR), impliqués dans les fonctions
cognitives et la mémoire, ont également été observés dans le cerveau des patients souffrant de
la MA et le traitement avec des médicaments cholinergiques a été suggéré d’améliorer la
cognition par la stimulation des nAChR (Nordberg, 2001). Par conséquent, le développement

de nouveaux agonistes de nAChR semble une stratégie thérapeutique intéressante pour la MA.

2.2.5.9.3. Méthodes de détection des inhibiteurs de I’acétylcholinestérase

La plupart des médicaments existants disponibles dans le commerce pour le traitement de
la MA sont des AChEIs, mais ils possédent encore quelques effets secondaires. Afin de
trouver de nouveaux inhibiteurs, il est nécessaire de disposer d’outils de criblage appropriés
disponibles. Les tests in vitro développés pour cet usage doivent étre simples et rapides, de
sorte que le test peut étre réalisé avec un minimum d’effort possible. Certains de ces tests ont
¢galement ¢té¢ développés afin de quantifier I’AChE dans les tissus ou d’étudier des agents

anticholinergiques pour utilisation comme insecticides.
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> Tests basés sur le réactif de DTNB

Afin de comprendre les différentes approches utilisées, il est intéressant de rappeler la

réaction catalysée par I’AChE (figure 2.35).

HO/,S@LAChE
<‘:a e AChE
/J\ N+
A CT
Acetylcholine Acetate
f CHa
N+
HO™ >
Choline
_Ser-AChE
Acetyl-AChE

Figure 2.35. Réaction de I’hydrolyse de I’ACh par I’AChE (Soreq et Seidman, 2001).

e Réaction colorimétrique d’Ellman

Un certain nombre de tests colorimétriques développés jusqu’a présent sont basés sur la
méthode d’Ellman (figure 2.36). L’acétylthiocholine (ATCh) est clivée par I’AChE pour
former la thiocholine, qui a son tour réagit avec le 5,5'-dithiobis (acide 2-nitrobenzoique)
(DTNB) pour donner le jaune 5-thio-2-nitrobenzoate anion qui absorbe a 412 nm (Ellman et

al., 1961).

La méthode d’Ellman a été adaptée a plusieurs reprises pour essais de microplaques a 96
puits. En général, les mesures sont effectuées en suivant la cinétique de la réaction
enzymatique, et ce paramétre a été adapté aux différents protocoles décrits. La différence
principale entre I’ensemble de ces essais est la durée de réaction. L.’absorbance a 405 nm est
enregistrée toutes les 13 s, soit cinq fois avant d’ajouter I’enzyme et apres huit fois, de sorte
que la correction pour 1’hydrolyse spontanée du substrat pourrait étre faite (Ingkaninan et al.,
2000). La cinétique de la réaction a également été suivie avec une lecture toutes les 5 s a 2

min apres I’addition de I’enzyme (Ingkaninan ez al., 2003). La longueur d’onde utilisée pour
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les essais peut varier légerement d’une méthode a 1’autre. L’augmentation de I’absorbance a
donc été suivie a 412 nm pendant 3 min a la température ambiante (Briithlmann et al., 2004).
La réaction peut aussi étre démarrée par I’addition des deux réactifs; dans ce cas, les mesures
ont été effectuées a 450 nm avec une lecture toutes les 2 min pendant 10 min (Kim e al.,
2004). Enfin, un microdosage a ¢t¢ développé en utilisant une lecture au point final; la
réaction est démarrée par I’addition des réactifs, 7 minutes aprés I’adjout de I’enzyme. La

mesure a été effectuée a 414 nm aprés 10 min de réaction (Hammond et Forster, 1989).

Enzyme

H,O + (CH3)}sN*CH,CH,SCOCH; —— (CH3)sN'CH,CH,S + CHyCOO™ + 2H*

Acétylcholine Thiocholine Acétate
(CH3)3N*CH,CH,S oocC
. Thiocholine — 5-thio-2-nitrobenzoate (jaune)
OEN_Q_S_S_@_NDZ + {H3C]3*NH2CH2CSS-®—NOI
- Coor
Q0oC DINE Coo

2-nitrob enzoate-5-merc aptothine holine

Figure 2.36. Réaction d’Ellman (Ellman et al., 1961).

e Test de bioautographie

L’avantage des tests effectués sur la chromatographie sur couche mince (CCM), est qu’ils
fournissent des méthodes extrémement rapides et moins couteuses pour cribler un grand
nombre d’échantillons complexes comme des extraits de plantes. La réaction d’Ellman a été
adaptée pour la CCM. Aprés le développement de la plaque, un mélange de DTNB et
d’ATChI (acétylthiocholine iodade) est pulvérisé jusqu’a la saturation de la silice avec le
solvant, puis la solution enzymatique est appliquée. Une coloration jaune se développe apres
environ 5 min a travers la plaque; les composés inhibiteurs apparaissent sous forme de taches
blanches (Kiely et al., 1991). Cependant, ce procédé¢ est connu pour donner un certain nombre
de faux-positifs. Afin de prouver que les taches observées sont dues a une inhibition de
I’enzyme, et non pas a une réaction chimique entre le DTNB et thiocholine, la plaque CCM
est pulvérisée avec une solution de DTNB, et ensuite avec la thiocholine obtenue par pré-

mélange de I’AChE avec ’ATChI. Les taches blanches observées sont comparées a celles
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enregistrées pour 1’inhibition de 1’enzyme (Rhee et al., 2003). L’analyse par CCM est plus
sensible que les essais par microplaques et elle est trés utile comme procédé pour détecter les
AChEIs qualitativement. Les substances actives connues peuvent étre reconnues a un stade
précoce, et le solvant utilisé pour dissoudre les échantillons avant le test n’a pas d’influence
sur I’activit¢ enzymatique (Rhee et al., 2001). D’autre part, les essais de microplaques

peuvent donner des résultats quantitatifs tels que les valeurs d’1Csy.

» Test basé sur le sel de Fast Blue B

Afin d’améliorer la détection des AChEIs sur les plaques de CCM, un autre essai
biologique colorimétrique a été développé. Il est basé sur la réaction entre le 1 ou le 2-
naphtol, obtenu par le clivage du 1 ou 2-naphtyle acétate par I’AChE, et le sel de Fast Blue B
pour former un colorant violet (figure 2.37). La plaque est développée dans un systeme de
solvant contenant ou pas le substrat, ensuite la plaque est pulvérisée par la solution d’enzyme
et incubée pendant 10 ou 30 min a 37 °C dans une atmosphére humide; puis elle est
pulvérisée par la solution de réactif. Les taches d’inhibition apparaissent blanches aprés 1 a 3
min sur un fond violet (Weins et Jork, 1996; Mroczek, 2009). Ce test a également été réalisé
par pulvérisation des réactifs sur la plaque avec la méme séquence et le méme résultat.
L’inhibition est plus facile a voir avec ces méthodes étant donné que le contraste du fond de la

plaque est plus fort que lors de I’utilisation de la réaction d’Ellman (Marston et al., 2002).

0-COCH; OH
Acetylcholinesterase Oij PR—
’ 3
Naphthyl a-Naphthol
acetate
H1CO,
Ns.z:,s..
OCH;
Fast Blue Salt B
OH H,GO, v OH
OCH,

Azo dye (purple)

Figure 2.37. La réaction de I’AChE avec le 1-naphtyle acétate et la formation subséquente
d’un colorant violet (Marston et al., 2002).
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> Autres procédés de détection
e [Essais par HPLC

La méthode d’Ellman a également été adaptée pour la détection biochimique en ligne de
I’AChEI aprés chromatographie liquide a haute performance (HPLC). La détection est
réalisée en parallele avec 1'ultraviolet (UV) et la spectrométrie de masse (MS) comme
détecteur. Apres ’'HPLC, I’effluent est divisé entre I’'UV (94 %), la MS (3 %) et la détection
biochimique (3 %). La dernicre partie est réalisée en ajoutant le DTNB et I’AChE a I’effluent,
puis apres le substrat I’ATCh. Le mélange passe ensuite dans une bobine de réaction pendant
environ 2 min. Comme les réactifs sont mélangés en continu, le 5-thio-2-nitrobenzoate
(absorbance a 405 nm) est toujours détecté. La présence d’un inhibiteur dans le systéme se
traduit par un pic négatif. Bien que cette méthode ait fourni un bon moyen d’identifier
rapidement de nouveaux AChEIs en donnant directement les données UV et MS, elle a été
limitée par la quantité de solvants organiques qui peuvent étre utilisés sans trop avoir un effet
sur I’activité enzymatique. Le méthanol est choisi, car il est relativement bien toléré par
I’AChE; jusqu’a 40 % de méthanol n’affecte pas la réaction, mais les méthodes de gradient ne
sont pas appropriées, comme la variation de la concentration en solvant organique bouleverse
la ligne de base de la détection biochimique. La limite de détection pour la galanthamine par
cette méthode est de 0,3 nmol (Ingkaninan et al., 2000). A titre de comparaison, la limite de
détection dans les tests de microplaques et CCM sont de 1’ordre de 0,25 et 0,0375 nmol
respectivement (Rhee et al., 2001).

e Essais basés sur la méthode de photoluminescence

Un matériel de silicone poreux p-type immobilisant I’AChE pour la détection des
AChEIs a ét¢ démontré. L’enzyme immobilisée lors de 1’incubation avec les inhibiteurs
standards de I’AChE (néostigmine méthyle sulfate et la tacrine) pendant 30 minutes a 37 °C
provoque une photoluminescence avec une intensité améliorée jusqu’a trois fois avec un
déplacement hypsochromique de 3 nm. Le changement brusque de la photoluminescence de la
surface de I’enzyme immobilisée par réaction avec I’inhibiteur de 1’enzyme peut étre utilisé
comme un outil pour la détection des AChEIs, en utilisant la réponse de photoluminescence

par incubation avec I’inhibiteur correspondant (Saleem et al., 2014).
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e Essais basés sur des méthodes fluorimétriques

Un certain nombre d’essais fluorimétriques ont été développés pour mesurer 1’activité de
I’AChE. La fluorimétrie est plus spécifique et sensible que la colorimétrie; cela peut étre un
avantage, en particulier lorsqu’on travaille avec des extraits de plantes qui contiennent
généralement de nombreux composés. Le substrat peut devenir fluorescent par lui-méme
apres clivage par I’enzyme, ou réagir avec un autre composé pour donner fluorescence. Dans
le premier cas, il y a moins de risque d’avoir de faux positifs, qui pourraient se produire en
raison d’interférence de I’extrait de plante avec la réaction entre le produit de I’AChE et le
colorant fluorescent. Le résorufine butyrate et 1’indoxyle acétate sont deux composés non
fluorescents qui, une fois hydrolysés par la cholinestérase, deviennent hautement fluorescents
(resorufine et 3-hydroxy-indole, respectivement). Le taux d’hydrolyse de 1’indoxyle acétate
est beaucoup plus rapide que celui de resorufine butyrate; il posséde €galement une plus
grande stabilit¢ a I’hydrolyse spontanée ainsi qu’une plus grande différence entre les
longueurs d’onde d’excitation et d’émission, ce qui réduit les interférences. D’autre part, la
resorufine a une plus grande fluorescence, ce qui permet de réaliser des dosages a des faibles
concentrations de substrat. La sensibilité du test est environ la méme avec les deux types de

substrat (Guilbault et Kramer, 1965).

Le 2-naphtyle acétate a également été utilisé pour la détermination directe de 1’activité de
I’AChE, par le biais de son produit fluorescent, le 2-naphtol. La concentration du pesticide
organophosphoré fenitrothione a été déterminée par ce substrat, ainsi que par I’indoxyle

acctate (Navas Diaz et al., 1997).

Cependant, certaines réactions utilisent des produits dérivés pour détecter 1’activité
enzymatique. La formation de thiocholine peut €tre suivie par une réaction supplémentaire
avec le composé fluorogene N-(4-(7 diethylamino-4-methyl-coumarin-3-
yl)phenyl)maleimide, pour donner un produit fluorescent intense, fournissant par cette voie
une méthode trés sensible (Parvari et al., 1983). Un autre essai utilise cette réaction; la
solution d’inhibiteur, I’enzyme, le substrat et un agent de dérivatisation, ils sont mélangés
dans les canaux d’une micropuce utilisant un controle de transport électrocinétique. Le
thioéther résultant est détecté par fluorescence induite par laser. Les inhibiteurs produisent un
pic négatif (Hadd et al., 1999). Un autre dosage fluorimétrique est basé sur 1’ajout du
thiocholine résultant de I’hydrolyse de I’ATCh par I’AChE a un composé appelé cétone a,[3-

insaturé, le composé formé produit une forte fluorescence et un changement dans
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I’absorption. En présence d’inhibiteur, le renforcement de la fluorescence ou la variation
d’absorption serait inhibé par le fait que la formation du thiocholine a été freinée (Wang et

al., 2014).

e Essais basés sur la méthode radiométrique

L’activité de I’AChE et I’effet des inhibiteurs ont également ét¢é mis en évidence par
radiométrie. La vitesse d’hydrolyse de ["*C]ACh en ["*C]acide acétique a été mesurée par la
quantification de I’acide. Ceci a été réalisé aprés extraction par réaction avec du ['*C]
bicarbonate de sodium pour donner [**C] dioxyde de carbone. Cette derniére a été mesurée en
utilisant un systéme de chambre d’ionisation. Le ['*C] dioxyde de carbone produit est

proportionnelle a la quantité de 1’ ACh hydrolysé (Guilarte et al., 1983).

o Essais basés sur la détection par la spectrométrie de masse

Donnant une grande sensibilité et spécificité de la spectrométrie de masse (MS), cette
méthode a naturellement été utilisée pour la détection des AChEIs. Elle permet de quantifier
la réaction de I’AChE avec I’ACh en mesurant la quantité produite de choline et la quantité
disparue du substrat. Un essai a utilisé la MS avec ionisation par électropulvérisation (ESI)
pour la détection de ces deux composés. Apres séparation par HPLC, I’enzyme a été ajoutée a
I’effluent, suivi par le substrat. Les valeurs de 1I’'ICsy déterminées par ce procédé sont
comparables a celles rapportées dans la littérature. Toutefois, certains composés tels que
I’huperzine A, s’averent étre moins actifs. Cela a été expliqué par un temps trop court de
séjour dans les bobines de réaction, et ’interaction entre I’AChE avec le composé inhibiteur

est donc insuffisante (de Jong et al., 2006).

La MS utilisant la technique désorption-ionisation laser assistée par matrice (MALDI)
avec un analyseur a temps de vol (TOF) a également été mise au point pour cribler les
AChEIs en détectant le substrat et le produit natif de I’enzyme. Un mélange est préparé avec
I’AChE, le composé candidat et I’ACh, puis incubé a 30 °C pendant 30 min avant 1’addition
d’acétonitrile pour arréter la réaction. Il est ensuite déposé sur une matrice constituée d’une
couche de nanotubes de carbone avant de poursuivre 1’analyse MS (Hu et al., 2006). Une
méthode de Désorption/ionisation sur silicium poreux (DIOS) couplée a un TOF-MS a été
comparée a la chromatographie liquide-spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS). La
réaction enzymatique est effectuée dans un milieu tamponné et incubée a 37 °C. La réaction

est arrétée apres 30 min par I’addition de I’acétonitrile contenant de la choline-dy comme
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¢talon interne. La solution est ensuite repérée sur la puce DIOS ou dilué 10 fois avant HPLC-
MS/MS. Afin de trouver les valeurs de 1’ICsq, la concentration de choline est tracée contre la
concentration de Dl’inhibiteur. La méthode DIOS est quantitative grace a la présence de
I’étalon interne, et les ICsy sont comparables a celles obtenues avec LC-MS/MS. Cette
derniére donne lieu a une gamme dynamique linéaire large. Les deux méthodes peuvent étre
utilisées pour la quantification rapide et spécifique de I’activité inhibitrice de I’enzyme (Wall

et al., 2004).

e Essais basés sur ’enzyme immobilisée

Une autre approche pour tester I’activit¢ de I’AChE a été développée, elle consiste a
immobiliser I’enzyme sur un support solide. Le principal avantage de ce procédé est d’éviter
la perte d’activité qui se produit avec I’enzyme a des dilutions élevées. Toutes les méthodes
de détection considérées précédemment et d’autres peuvent étre effectuées avec I’enzyme
immobilisée; elle peut également étre utilisée apreés un procédé de séparation. Un essai a été
développé en utilisant la chromatographie liquide en phase inverse dans un systéme
isocratique pour séparer les composés. Les réactifs (1-naphtyle acétate et p-
nitrobenzenediazonium fluoroborate ou sel de Fast rouge GG) sont ajoutés a 1’éluant et
I’activité de I’AChE immobilisée sur du verre poreux dans une mini-colonne est contrdlée par
détection spéctrophotométrique a 500 nm (Leon-Gonzalez et Townshend, 1991). Une autre
phase stationnaire avec I’AChE immobilisée est préparée dans une colonne en acier
inoxydable remplie avec 1’époxyde de silice. L’activité de I’enzyme est testée en injectant
I’ATCh avec une phase mobile contenant du DTNB, et en mesurant 1’absorbance a 412 nm.
Les solutions d’échantillons avec I’ATCh sont préparées ensuite et injectées dans le systéme.
Les aires des pics sont comparées a celles obtenues en 1’absence d’inhibiteur et le pourcentage
d’inhibition en est déduit. La stabilit¢ de I’enzyme est augmentée et I’automatisation du
systeme permet d’analyser un grand nombre de composés en continu (Andrisano et al.,

2001).

Afin de travailler avec I’AChE humaine recombinante, la quantité d’enzyme utilisée doit
étre diminuée pour abaisser le colt de la méthode. L’ AChE peut étre immobilisée de manicre
covalente sur un milieu d’interaction convectif d’éthylénediamine monolithique
préalablement dérivé avec du glutaraldéhyde afin de fournir un réacteur d’enzyme
monolithique micro-immobilis¢ (IMER). L’IMER est approprié¢ pour un systtme HPLC. La

détection est alors la méme que celle décrite par Andrisano et al. (2001). Cette méthode
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assure ’activité d’une petite quantité d’enzyme, permet de réaliser des études cinétiques et
peut étre utilisée pour le criblage large de médicaments candidats (Bartolini ef al., 2005). Les
deux méthodes décrites précédemment ont été comparées. La liaison de la base de Schiff
obtenue avec 'IMER donne des réacteurs plus stables qu’avec des groupes €poxy, sans aucun
changement significatif dans le comportement de 1’enzyme. Ces deux types de matrices ont
montré trés peu de temps de conditionnement et une récupération rapide de [’activité
enzymatique. Le disque monolithique semble étre le meilleur pour satisfaire aux exigences

générales pour une analyse rapide et reproductible (Bartolini et al., 2005).

Un systeme d’injection de flux utilisant 1’enzyme immobilisée sur des particules
magnétiques a également été décrit. Une quantité connue de I’AChE est incubée avec la
solution d’échantillon, 1’activité résiduelle est inversement proportionnelle a la quantité
d’inhibiteur. Les mesures sont effectuées soit par la méthode d’Ellman ou par détection
¢électrochimique avec un réacteur enzymatique supplémentaire contenant de la choline-

oxydase immobilisée (Kindervater et al., 1990).

e Essais par UPLC

La chromatographie liquide ultra performance rapide, sélective et sensible combinée a la
MS en tandem avec ESI a été développée et utilisée pour la détection de ’inhibition de
I’AChE et de la BChE en déterminant directement le produit commun, la choline. Une
séparation adéquate est atteinte pour la choline et le chlorméquat (étalon interne) a moins de
1,2 min par élution isocratique (acide formique 0,1 % : méthanol (98 : 2)) sur une colonne
HSS (High Strength Silica) T3 aprés une simple précipitation des protéines pour le traitement
de I’échantillon. La méthode présente les avantages suivants: un petit volume de réaction total
(100 pL), analyse en temps court (1,2 min), haute sensibilité (la limite de quantification est de
0,036 uM pour la choline), et un faible colt (petites quantités d’enzymes consommeées,
0,0035 et 0,008 unité mL™" pour ’AChE et la BChE respectivement, et les substrats 5,505 et
7,152 uM pour I’ACh et la BCh, respectivement en tests individuels). La méthode développée
a été appliquée avec succes pour détecter les activités inhibitrices de I’AChE et la BChE pour
des médicaments mod¢les, y compris la galanthamine, la tacrine, la néostigmine méthyle
sulfate, 1’ésérine, ainsi que la B-carboline et les alcaloides quinazoliniques de Peganum

harmala L. (Liu et al., 2014).
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3.1. Matériel végétal et extraction

Les plantes étudiées dans ce travail appartiennent aux familles Anacardiaceae et
Boraginaceae et ont été récoltées dans deux sites différents. Le tableau 3.1 montre I’origine et
la date de récolte des différentes plantes. L’identification botanique a été faite par Prof.

Abderrazak MAROUF (Centre Universitaire Salhi Ahmed, Naama, Algérie).

Tableau 3.1. Matériel végétale utilisé dans le présent travail.

Pistacia atlantica Desf. Feuilles * Ain Benkhelil (Naama) Avril 2011

Solenanthus lanatus A.DC.  Plante entiécre = Tamzoura (Ain Temouchent)  Février 2014

Echium confusum de Coincy Plante entiecre =~ Tamzoura (Ain Temouchent) Mai 2014

Apres la récolte, le matériel végétal a été séché a 30 °C dans une chambre bien aérée. Le
matériel végétal a été ensuite broy€ en poudre fine a 1’aide d’un broyeur a couteau. Ainsi, la
poudre fine présentera une plus grande surface de contact avec le solvant extracteur, ce qui
permettra d’améliorer le rendement d’extraction. Les poudres de plantes sont, ensuite,
conservées dans des flacons a 1’abri de la lumiere jusqu’a utilisation. Toutes ces opérations
permettent de pallier a la dégradation de certains constituants et contribuent a I’inhibition de
toutes activités enzymatiques responsables de leur dénaturation. Tous les essais qui suivent

ont porté sur du matériel séché a 1’air libre.

Deux méthodes d’extraction ont été utilisées, extraction sous reflux (figure 3.1) et
extraction par macération. La premiere méthode concerne P. atlantica et consiste a porter
I’échantillon (10 % de poudre broyée) a ébullition sous reflux en utilisant 1’eau distillée
pendant 30 min avec trois extractions successives. Cette technique permet d’extraire les
composés chimiques les plus polaires présents dans la plante étudiée. Les trois extraits
obtenus sont filtrés a I’aide du filtre de papier, réunis, et répartis dans des ballons rodés avant
d’étre congelés. Les extraits sont ensuite lyophilisés a 1’aide d’un lyophilisateur (Virtis)
jusqu’a dessication compléte. La deuxiéme méthode concerne S. lanatus et E. confusum et
consiste a mettre le matériel végétal (2 Kg) en contact avec 1’éthanol 95 % a la température du
laboratoire. Le volume de solvant utilisé doit étre approprié¢ a la quantité de matiére végétale,
dans notre travail il est.de 12 L soit un rapport de 6 %. L’extraction éét1 effectuée trois fois
durant 24 heures avec une agitation occasionnelle. Apres filtration et évléipgrapion du solvant a
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40 °C par un évaporateur rotatif (Buchi Rotavapor), on obtient un extrait brut éthanolique. Les

¢échantillons sont conservés a -20 °C.

Poudre végétale seche

(10 % dans I’eau distillée)

Ebullition sous reflux, (3 x 30 min)

Réunion des 3 extraits obtenus

Filtration sur filtre de papier

Extrait aqueux

Congélation dans des ballons rodés

Extrait congelé

Lyophilisation

Extrait aqueux lyophilisé

(Conservation a -20 °C)

Figure 3.1. Schéma de I’extraction sous reflux.
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3.2. Méthodes chromatographiques analytiques
3.2.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Le criblage phytochimique pour P. atlantica, S. lanatus et E. confusum a été réalisé sur
des plaques CCM commerciales composées d’un support en aluminium sur lequel a ét¢ étalée
une fine couche de silice (Silicagel 60) avec un indicateur de fluorescence F,s4 comme phase
stationnaire (Merck). Les échantillons ont été déposés sous forme de trait d’un centimétre a
une quantité de 250 pg pour les extraits bruts et 100 ug pour les produits purifiés a 1,5 cm du
bout de la plaque. La plaque CCM est développée dans des cuves en verre (Camag), dont
I’atmosphere aura préalablement été saturée en vapeurs de la phase mobile (30 a 60 min). La
phase mobile est un mélange binaire ou ternaire ou quaternaire de solvants, adaptée au type de
séparation ou classe phytochimique recherchée. Les systemes de solvants employés pour le

criblage phytochimique sont représentés dans le tableau 3.2.

Les analyses par CCM ont été aussi conduites pour la recherche des phases mobiles qui
seront utilisées pour 1’isolement et la purification des produits a partir des extraits bruts de P.
atlantica, S. lanatus et E. confusum sur colonne ou CCM préparative. Dans ce cas en plus de
la phase stationnaire citée ci-dessous, une fine couche d’un milieu de sorption la silice
(Silicagel 60) modifiée chimiquement par greffage de résidus octadécyliques (C-18 ou RP18)
sur les groupes silanols (phase inverse) avec un indicateur de fluorescence Fs4 a été utilisée
comme phase stationnaire (Merck). Ce type de plaque est développé uniquement par un

systeme de solvants binaires MeOH-H,O dans notre travail.

Les plaques CCM sont pulvérisées par des révélateurs spécifiques pour chaque classe
phytochimique recherchée ou universels dans le cas des étapes de purification pour vérifier la
pureté¢ des produits purifiés (par exemple le Godin). Une liste de révélateurs utilisés dans

notre travail est présentée dans le tableau 3.3.

Les observations des plaques CCM se réalisent dans un premier temps avant révélation a

254 et 365 nm a ’aide de lampes UV. Ensuite, apres révélation au visible et/ou a 365 nm.
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Tableau 3.2. Phases mobiles pour CCM utilisées pour le criblage phytochimique de P.
atlantica, S. lanatus et E. confusum (Wagner et Bladt, 1996; Wagner et al., 2011).

Toluene-HCOOH 99:01 (N°11) Dérivés anthracéniques,
naphtoquinones, flavonoides

Coumarines

Toluene-EtO, 01:01, 10 % AcOH
(N° 10)
100:11:11:26 (N° Flavonoides, coumarines,

1) naphtoquinones, dérivés
anthracéniques, acides
phénoliques

Alcaloides, dérivés
anthracéniques, glycosides
cardiotoniques, coumarines,
flavonoides, naphtoquinones,
acides phénoliques

AcOEt-HCOOH-AcOH-H,0

AcOEt-MeOH-H,0 100 : 13,5: 10 (N°2)

CHCI3-MeOH-H,0 60:40:04 (N°3) Terpénoides, sesquiterpeénes
lactones
CHCl3-MeOH-H,O 65:35:10¢] (N°4) Saponines
CHCI13-MeOH-H,0 70:30:04 (N°5) Lignanes, terpénoides
n-BuOH-AcOH-H,0 60:15:25(N°7) Tanins
Toluene-AcOEt-DEA 70 :20: 10 (N°6) Alcaloides
DCM-MeOH-NH,OH 64:16:02 (N°8)
CHCI; 100 % (N° 9) Sesquiterpenes lactones

Tableau 3.3. Révélateurs utilisés pour les analyses par CCM (Wagner et Bladt, 1996;
Wagner et al., 2011).

Anisaldéhyde-H,SO4  Saponines, glycosides cardiotoniques, terpénoides

Chloramine-TCA

Glycosides cardiotoniques

Dragendorff Alcaloides

KIO; Tanins galliques

KOH Dérivés anthracéniques, coumarines, naphtoquinones

Komarowsky Saponines

Liebermann- Terpénoides

Burchard

NaNO, Tanins ellagiques

Neu Flavonoides, acides phénoliques, dérivés
anthracéniques, coumarines, naphtoquinones

SbCl; Saponines, lignanes, glycosides cardiotoniques

Vanilline-H,SO,

Saponines, lignanes, terpénoides

Vanilline-H;POy4

Saponines, lignanes, terpénoides

Vanilline-HC1

Tanins catéchiques

Zimmermann

Sesquiterpenes lactones
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3.2.2. Chromatographie liquide a haute performance couplée a la détection UV-visible a
barrettes de diodes (HPLC-DAD-UYV)

Le détecteur spectroscopique Ultraviolet-visible (UV-vis) est considéré comme un
détecteur universel pour n’importe quel systéeme de HPLC. La détection par PDA (photodiode
array) est une technique avancée de détecteur UV-vis, qui peut étre couplée a une HPLC pour
former le couplage de la technique HPLC-PDA, également connue sous le nom LC-PDA. Au
cours des deux derni¢res décennies, la détection en ligne par PDA a été employée pour
I’analyse d’extraits bruts de produits naturels d’origines diverses. Une HPLC-PDA est
extrémement utile pour I’analyse des produits naturels contenant des chromophores comme
les composés phénoliques, y compris les flavonoides, les isoflavonoides, les coumarines, les

ptérocarpanes, etc. Un détecteur de PDA peut aider a analyser les pics individuels de ’'HPLC

apres que 1’¢lution soit| terminée, fet a obtenir le spectre UV-vis complet des composés

individuels. L’ensemble du chromatogramme a plusieurs longueurs d’onde peut étre récupéré
a partir des fichiers de données apres analyse. Le temps de rétention de I’HPLC et le spectre
UV-vis de n’importe quel composé (LC pic) peuvent étre des caractéristiques de certains
composés. Un détecteur de PDA permet également la génération de données 3D UV,
typiquement constituées par les spectres d’absorption UV de 190 a 500 nm, pour chaque point
le long du chromatogramme HPLC. Les données peuvent étre visualisées rapidement pour les
régions d’absorption uniques en corrélation avec des composés spécifiques ou des groupes
fonctionnels. Les chromatogrammes indépendants peuvent également €tre construits pour
chaque longueur d’onde pour augmenter la sélectivité¢ des données. Les données UV peuvent
étre complétées par les données sélectives de la MS (mass spectrometry) ou la RMN
(résonance magnétique nucléaire). Le choix de la phase mobile de I’HPLC est crucial pour le
fonctionnement de I’HPLC-PDA et doit étre fait en fonction de sa propre absorption de I’UV,
de sorte que toute interférence de la phase mobile peut étre évitée. Les systemes HPLC-PDA
modernes sont gérés par un logiciel sophistiqué qui permet de construire des bibliotheques
spectrales pour des composés de référence et la recherche automatisée des composés (Sarker

et Nahar, 2000).

L’HPLC présente un avantage par rapport a la CCM qui réside dans la limite de détection

(sensibilité) et la résolution de la séparation.
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Figure 3.2. Schéma du détecteur a barattes de diode (DAD) (Markowski et Waksmundzka-
Hajnos, 2011).

Les analyses HPLC-DAD-UV ont été réalisées sur un systtme HPLC (LC Agilent
technologies 1200 Infinity series (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA)) constitué¢ des

¢éléments suivants:

e Dégazeur;

e C(Colonne: Zorbax SB-C18 column (S5um, 4,6 x 150 mm);

e Four pour colonne thermostatée G1316A;

e Quatre pompes 1260 Infinity quaternary pump G1311B avec une pression allant de 69,1 a
117,3 bars;

e Injecteur automatique 1260 Infinity standard auto sampler G1329B;

e Echantillonneur automatique thermostaté 1290 Infinity thermostat G1330B;

e Détecteur a barattes de diode 1260 diode array detector G4212B, longueur d’onde de
détection (DAD): balayage de 190 a 550 nm;

e Logiciel de contrdle: OpenLAB CDS Chemstation (Rev.C.01.05).

Les solutions des échantillons (10 mg/mL dans MeOH) sont injectées a un volume de 10
uL. Les extraits analysés par ce systéme ont été auparavant filtrés par des filtres Millipore

(0,45 um) avant I’analyse.

La température d’analyse est de 30 °C. La phase mobile binaire composée de proportions

variables est constituée de 1’eau acidifiée par 0,25 % AcOH (A), v/v, et MeOH (B), a un débit
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de 0,8 mL/min. Le gradient (phase mobile de composition variable en cours d’analyse) utilisé

est programmé comme suivant:

00-10 min — 0-5% B

10-25 min — 5-40% B

25-35 min — 40-51% B

35-38 min — 51-68% B

38-43 min — 68-95% B

43-48 min — 95-100 % B

48-55 min — 100 % B

3.2.3. Chromatographie liquide a haute performance couplée a la spectrométrie de
masse (HPLC-API-ES-MS)

Aujourd’hui, une variété de spectrométres de masse est disponible. En raison de la
complexité des métabolites en ce qui concerne la variabilité de leurs propriétés chimiques et
physiques ainsi que leur concentration, aucune plate-forme analytique ne peut répondre a
toutes les questions. Néanmoins, MS est un outil puissant qui gagne de plus en plus
d’importance. La fonctionnalité d’un spectromeétre de masse peut étre considérée comme un
processus en quatre €tapes, I’entrée de 1’échantillon, le transfert en phase gazeuse par la
source d’ions, 1’analyseur de masse et finalement le détecteur. Cela conduit a différents
fragments qui sont importants pour I’utilisateur. L’entrée de I’échantillon et la source d’ions
définissent les exigences pour la concentration de 1’échantillon, la matrice, et le prétraitement.
Le détecteur de masse et les systémes d’analyse sont définis par le fabricant du spectrometre

de masse et ne sont normalement pas interchangeables.

En régle générale, une classification en hors-ligne (off-line) comme I’infusion directe par
spectrométriec de masse (DIMS: direct-infusion mass spectrometry), MALDI-MS et le
couplage en ligne de la chromatographie a la MS comme I’HPLC-MS est possible. En HPLC-

MS ce qu’on appelle la source d’ion accomplit le transfert des analytes a partir de la solution a
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la pression atmosphérique a la phase gazeuse a la pression du vide avec I’ionisation

simultanée (Stecher et al., 2011).

Dans le présent travail, les analyses HPLC-API-ES-MS ont été réalisées sur un systéme
HPLC identique a celui de ’'HPLC-DAD-UV avec un spectrometre de masse quadripolaire
MSD Agilent technologies 6100 series modele 6130 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
USA) couplé a un détecteur de masse sélectif (MSD: mass selective detector) équipé d’une
interface de type API-ES (ionisation a pression atmosphérique avec électropulvérisation,

atmospheric chemical ionization-electrospray) contr6lé par le logiciel OpenLAB CDS

Chemstation (Rev.C.01.05).

Les analyses ont toutes été réalisées avec les paramétres opératoires API-ES-MS

suivants:

e Mode de détection: négatif (les ions obtenus en mode négatif sont de type [M-H]")

e Voltage du capillaire: 4000 V

e Température du quadripdle: 100 °C

e Flux du gaz sec (N,): 8 L/min

e Vitesse de scan: 0,1 scan/s

e Température du gaz sec: 350 °C

e Pression du gaz de nébulisation (N3): 15 psig

e Les spectres de MS ont été enregistrés de 50 a 1100 m/z en mode de courant ionique total
(TIC, total ion current)

e Voltage du fragmenteur: 70 V

Les conditions de séparations sont identiques a celles réalisées dans 1’analyse HPLC-

DAD-UV.

L’identification des constituants de P. atlantica a été réalisée par comparaison des
propriétés spectrales (UV, MS et fragments observés) des composés ¢lués avec les données de

la littérature.
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Figure 3.3. Principe de I’ API-electrospray (API-ES) selon Agilent technologies.

3.3. Méthodes chromatographiques séparatives

Depuis la découverte de la chromatographie par M.S. Tswett il ya plus d’un siécle, des
progres remarquables ont été observés dans ce domaine. La chromatographie s’est développée
de facon significative a travers le travail révolutionnaire d’Archer J. Porter Martin et Richard
L.M. Synge durant les années 1940-1950 sur les principes fondamentaux et les méthodes de
base de la chromatographie de partage. De la premiére utilisation de papier filtre pour
examiner les pigments végétaux au développement des plus modernes colonnes de haute
performance et les gels d’affinité, la chromatographie continue a jouer un réle important dans
la séparation des composés de mélanges complexes, tels que des extraits de produits naturels.
Avant les années 1970, il n’y avait que quelques méthodes chromatographiques fiables
disponibles dans le commerce. Pendant les années 1970, la plupart des séparations chimiques
utilisaient une variété de techniques incluant la chromatographie sur colonne ouverte (CC), la
chromatographie sur papier, et la CCM. Le concept de la chromatographie liquide a pression
qui consiste a économiser le solvant d’élution et par conséquent réduire le temps de
purification des composés étant isolés par CC, a commencé a se tourner vers la réalité (Reid

et Sarker, 2012).
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3.3.1. Partage liquide-liquide

L’extrait aqueux de P. atlantica (53 g) a été solubilisé¢ dans 1’eau (1800 mL), mis dans
une ampoule a décanter, puis partagé successivement avec n-hexane (3 x 1800 mL), CHCI; (3
x 1800 mL), AcOEt (3 x 1800 mL) et n-BuOH saturé en eau (3 x 1800 mL), conduisant ainsi
a I’obtention de quatre fractions de polarité croissante apreés évaporation a 40 °C par un
¢vaporateur rotatif: n-hexane, CHCl;, AcOEt, n-BuOH. La fraction aqueuse résiduelle a été
lyophilisée. Les échantillons ont été conservés a -20 °C. La qualité de la séparation a été
controlée par analyses CCM avec un révélateur universel le réactif de Godin. La
chromatographie de partage liquide-liquide a été appliquée aussi pour extraire les alcaloides

de S. lanatus et E. confusum voir la section 4.3.2 & 4.3.4.

3.3.2. Chromatographie liquide sur colonne ouverte (CC)

La méthode de chromatographie par gravité, colonne ouverte classique est encore
largement utilisée dans la filtration rapide. Des rapports de 1 : 10 a 1 : 300 (échantillon : phase
stationnaire) peuvent étre utilisés en fonction de la difficulté de séparation des composés du
mélange. Diverses phases stationnaires de différentes tailles de particules (10-200 um) et de
porosité (50 nm) sont disponibles. La silice est la phase la plus largement utilisée, mais
plusieurs phases de silice greffée (cyano, amino, hydroxyle, nitro) sont également utilisées,
mais elles sont plus cotiteuses. Des billes de polyacrylamide (45-180 pum) et les dextrans
réticulés (Sephadex) sont utiles en tant que matériel de remplissage inerte dans la
chromatographie des composés labiles. Les deux phases se gonflent dans 1’eau, qui est
¢galement utilisée comme phase mobile. Les polymeéres de styréne-divinylbenzéne (résines
XAD, HP, SP) sont utiles pour la chromatographie en phase inverse, bien que leurs billes
relativement grosses (250-600 um) empéchent la séparation a haute résolution. Ils peuvent
étre avantageusement utilisés dans le dessalement et 1’extraction des composé€s organiques a
partir des milieux aqueux. L’alumine (Al,O3), initialement trés utilisé en CC, doit étre utilisée
uniquement avec des composés tres stables. La CC est une méthode lente avec la conséquence
de perdre le matériel par adsorption irréversible, en particulier avec de la silice et de
I’alumine, présente une faible reproductibilité (la facilité¢ avec laquelle les colonnes peuvent
étre conditionnées souvent conduit a la négligence) et nécessite de grandes quantités de
solvants, qui, dans un gradient de solvant d’¢lution par étape, ne sont pas facilement

récupérables (Ghisalberti, 2008).

137



Chapitre 3: Partie expérimentale

3.3.2.1. Chromatographie d’adsorption

La méthode couramment employée en premiere étape pour le fractionnement d’extraits
bruts ou de fractions complexes est la chromatographie sur colonne ouverte (CC). Les
mécanismes de séparation sont les mémes que ceux de la CCM. La dimension de la colonne,
la granulométrie de la phase stationnaire et la composition de la phase mobile sont
déterminées d’aprés la quantité et la qualité de I’échantillon a fractionner (extrait brut ou
fraction enrichie) et au moyen d’analyses CCM préalables (Hostettmann et al., 1998). Dans

le présent travail, la phase stationnaire employée est du Silicagel 60 (40-63 um, Merck).

La préparation manuelle d’une CC commence par le dépot d’un coton hydrophile dans
I’embouchure d’écoulement. La phase stationnaire (30 a 50 fois la masse de 1’échantillon) est
mise en suspension dans la phase mobile de départ puis versée dans la colonne en plusieurs
fois jusqu’a atteindre le niveau choisi. Le dépot de 1’échantillon peut étre sous forme liquide
ou solide. Le dépdt liquide peut étre effectué quand I’échantillon se solubilise complétement
dans la phase mobile de départ. L’échantillon solubilisé est introduit soigneusement sur la
phase stationnaire. Dans notre cas, I’échantillon ne se solubilisant pas complétement dans la
phase mobile de départ, un dépot solide de 1’échantillon a été réalisé. L’échantillon est
adsorbé sur une petite quantité de phase stationnaire correspondant a 2-3 fois sa masse,
habituellement par le MeOH. Aprés évaporation du solvant, 1’échantillon adsorbé sur la phase
stationnaire est introduit délicatement a la surface du gel de silice. L’¢luant est versé

soigneusement sans perturber le dépot de 1I’échantillon.

Les phases mobiles pour CC employées dans le présent travail sont des mélanges binaires
ou ternaires. La composition et la proportion de la phase mobile de départ sont déterminées
par analyse CCM, en faisant migrer les substances recherchées a un Rf d’environ 0,2 a 0,25.
L’¢lution se fait en mode gradient ou isocratique et les dernieres fractions sont lavées avec du
méthanol. Le débit varie de 1 a 2 mL/min. Les fractions sont récupérées dans des tubes a essai
(5-25 mL) ou flacons (30-100 mL). La récolte de fractions se fait soit manuellement, soit a
I’aide d’un collecteur de fractions automatique (CF-1 fraction collector, Spectrum®
chromatography, Houston, TX, USA). L’analyse par CCM (révélation par le réactif de Godin)
du contenu des tubes permet finalement de rassembler les fractions identiques avant

d’¢éliminer les solvants par un évaporateur rotatif a une température de 30-40 °C.

138



Chapitre 3: Partie expérimentale

3.3.2.2. Chromatographie d’exclusion

La chromatographie d’exclusion ou filtration sur gel est réalisée comme étape de
fractionnement ciblant a éliminer des pigments (grosses molécules). Elle est effectuée sur gel
de Sephadex® LH-20 (50 fois la masse de I’échantillon) avec un syst¢tme MeOH-H,O [80 :
20] ou MeOH comme phase mobile a un débit de 0,5 ml/min. Les échantillons a séparer sont
introduits sous forme liquide apres dissolution dans un petit volume d’éluant MeOH-H,0 ou
MeOH. Les fractions ont été récoltées par un collecteur automatique (CF-1 fraction collector,
Spectrum® chromatography, Houston, TX, USA). Les fractions sont récupérées dans des
tubes a essai (15 mL). L’évolution de la séparation et la réunion des fractions sont faites sur la

base d’analyses par CCM avec une révélation par le réactif de Godin.

3.3.3. Chromatographie liquide basse pression (LPLC)

Cette méthode peut étre réalisée sur des colonnes en verre ou en acier inoxydable. Des
colonnes en verre (240 x 10 mm a 440 x 37 mm) prétes a I’emploi remplies avec de la silice
en phase normale ou en phase inverse RP-8 (40 a 60 um) sont disponibles dans le commerce.
Le systéme nécessite une pompe capable d’atteindre une pression de 6 bar et un systéme
d’injection. Les petites colonnes sont adaptées pour des charges d’échantillon jusqu’a 200 mg,
alors que les grosses colonnes tolérent jusqu’a 3 g. Le choix du solvant peut étre extrapolé a
partir de la CCM, et normalement une seule combinaison de solvant (isocratique) est utilisée.
Cette technique est particulierement utile pour la séparation des extraits bruts en petites
fractions discrétes, alors qu’elle ne fournit pas nécessairement des composés purs, les
fractions individuelles peuvent €tre soumises a une chromatographie avec un pouvoir de

résolution plus élevé (Ghisalberti, 2008).

Le systéme utilisé pour LPLC est constitué¢ d’une pompe Chemco Low-Prep 81-M-2 (1 a
2 bars). Diverses colonnes employées sont remplies soit de silice phase normale (Silicagel 60,
25-40 pum, Merck) soit de silice phase inverse LiChroprep RP18 (Silicagel 60, 25-40 um,
Merck), la quantité du gel étant de 30 a 50 fois la masse de 1’échantillon. L’¢lution est opérée
en mode gradient ou isocratique et la phase mobile est constituée de mélanges binaires ou
tertiaires de solvants. L’échantillon est introduit sous forme de solide adsorbé sur une quantité
de phase stationnaire correspondant a 2-3 fois sa masse a I’aide du MeOH. Les fractions sont
récoltées par un collecteur automatique (CF-1 fraction collector, Spectrum® chromatography,
Houston, TX, USA) ou manuellement. Le débit est de 4 mL/min. Les fractions sont

récupérées dans des tubes a essai (5-25 mL) ou flacons (30-100 mL). L’évolution de la
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séparation et la réunion des fractions identiques sont faites sur la base d’analyses par CCM

avec une révélation par le Godin.

3.3.4. Chromatographie flash (FC)

La chromatographie flash (FC) est une technique trés simple et pratique qui trouve une
application dans le domaine des produits synthétiques et naturels. En bref, une colonne est de
préférence remplie d’adsorbant sec, I’échantillon est introduit, et le solvant est forcé a travers
la colonne sous la pression de I’air comprimé ou de 1’azote (environ 1 bar). Le gel de silice
(25-200 um) est le plus fréquemment utilisé, le chargement de I’échantillon est en fonction du
ARf des composés a séparer. Les phases greffées, y compris des phases stationnaires chirales,
peuvent également é&tre utilisées. La FC en phase inverse s’est révélée comme étant
particuliérement utile dans le séparation des métabolites bioactifs polaires. Le procédé
comprend 1’adsorption de 1’extrait brut sur un support en phase inverse. L’extrait est chargé
comme une suspension aqueuse ou comme une poudre sur une colonne remplie avec le méme
support (100 g pour 20 g d’extrait), et une élution normale, par exemple, gradient par étape a
partir de I’eau, méthanol au dichlorométhane, peut étre effectuée. Le support solide peut étre

recyclé plusieurs fois (Ghisalberti, 2008).

La FC a permis le fractionnement de la fraction Fr-aq-IV-III de P. atlantica en un temps
relativement rapide (environ 2 heures). L’appareil de type Flash chromatography
(CombiFlash Rf 200, Teledyne Isco, Nebraska, USA) est composé d’une pompe pouvant aller
jusqu’a 13,78 bars, d’un collecteur de fractions automatique et d’un détecteur UV-vis. Avec
un débit maximal de 200 ml/min, le systéme de pompe permet de travailler en mode
isocratique ou en mode gradient, en binaire. Avec la gamme de colonnes disponibles
contenant de la silice phase inverse ou phase normale, il est possible de trouver les conditions
optimales pour fractionner rapidement un échantillon pouvant peser jusqu’a 33 g. Ce systéme
compact et complétement automatique est contrdlé par un PC a écran tactile incorporé et
piloté par le logiciel PeakTrak® software. Ce programme est li¢ au détecteur UV-vis et donne
la possibilité de faire un fractionnement automatique en fonction de I’intensité des pics

d’absorbance UV-vis mesurés.

La recharge de I’extrait a sec implique de préparer I’échantillon en 1’absorbant sur la
phase inverse LiChroprep RP-18 (Silicagel 60, 25-40 pm, Merck). L’échantillon est introduit

sous forme de solide adsorbé sur une quantité de phase stationnaire correspondant a 2-3 fois
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sa masse a 1I’aide du MeOH. Une fois le solvant évaporé a ’aide de la hote chimique, la
poudre est placée sur une cartouche qui se placera dans I’instrument en amont de la colonne
RediSep Rf Reversed-phase C18 Column (40-63 um, 26 g) (Teledyne Isco, Lincoln, NE,
USA). La séparation a été réalisée par un systeéme de solvant binaire MeOH-H,0O avec un
débit de 25 ml/min, (0 : 100 — 100 : 0) pendant 40 min (3 min 100 % H,O, 27 min gradient
MeOH-H,0 0: 100 — 100 : 0 et 10 min 100 % MeOH). La détection est fixée a 4 = 254 et
360 nm et la récolte des fractions est effectuée selon ’intensité des pics d’absorption, 5 ml
(pic) et 20 ml (non pic). Le controle et la combinaison des fractions se réalisent par analyses

CCM 4a I’aide d’une révélation universelle.

3.3.5. Chromatographie sur couche mince préparative (PTLC)

La chromatographie sur couche mince préparative a longtemps été une méthode populaire
pour I’isolement principalement, en raison de son accessibilité universelle aux étudiants et aux
chercheurs travaillant dans le domaine des produits naturels. Cette popularité a ét¢ diminuée
ces derniéres années en raison du succés de I’'HPLC et la chromatographie centrifuge a
contre-courant (CCC). Contrairement a ces deux techniques, la CCM préparative ne nécessite
pas un équipement colteux, la séparation peut étre effectuée rapidement et la quantité du
matériel isolé se situe généralement dans la gamme de 1 mg a 1 g qui est certainement

suffisante pour 1’¢lucidation structurelle (Gibbons, 2012).

Dans notre travail, les plaques que nous avons utilisées sont des plaques en verre d’une
dimension de 20 cm x 20 cm contenant une couche de gel de silice (Silicagel 60) d’une
¢paisseur de 1 mm avec un indicateur de fluorescence F,s4 (Merck). L’échantillon (20 a 50
mg) a séparer est solubilisé dans un petit volume de MeOH. 1l est ensuite déposé sur la plaque
a l’aide d’une microseringue (Hamilton). La plaque est développée dans une cuve saturée
contenant 1’¢luant adéquat (systéme de migration). Comme dans la CCM analytique, la plaque
est séchée a température ambiante ou avec un seéche-cheveux. On visualise les taches des
constituants sous lumiere UV 254 et 365 nm ou bien on révele une petite partie du bord de la
plaque par le réactif de Godin. A I’aide d’une spatule on récupere les produits recherchés
fixés sur la silice. Cette dernicre est ensuite dispersée dans une petite quantité de MeOH, puis

filtrée, pour permettre la récupération des produits recherchés.
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3.4. Méthodes physico-chimiques
3.4.1. Pouvoir rotatoire ([a]p)

La technique d’observation de la rotation de la lumiére polarisée plane est appelée
polarimétrie; c’est une méthode directe de découvrir si un échantillon est racémique ou s’il
contient plus d’un énantiomere que I’autre (optiquement actif). Les mesures polarimétriques
sont réalisées a I’aide d’un polarimetre qui posséde une source lumineuse ayant une seule
longueur d’onde (monochromatique), un filtre polarisant, un porte échantillon ou on peut
placer une solution de la substance a examiner, et un détecteur qui indique de quelle angle le
plan de polarisation de la lumiere est tourné. La rotation vers la droite donne une valeur
positive (dextrogyre), la rotation vers la gauche une valeur négative (Iévogyre) (Clayden et

al., 2001).

Le pouvoir rotatoire du nouveau produit naturel (produit X), dissous dans le méthanol, est
mesuré a une température de 22 °C grace a un polarimetre JASCO DIP-370 digital
polarimeter (Jasco, Easton, MD, USA) équipé d’une lampe a sodium. La solution, introduite
dans une cellule de 10 cm de longueur (/), est traversée par un rayon lumineux polarisé a la
longueur d’onde de la raie D du sodium (589 nm). La formule utilisée pour le calcul est la

suivante:
[a]"p = (1000 x a)/I X ¢

a: angle de rotation en degrés lu a la température T
[: longueur en décimetres de la cellule polarimétrique

c¢: concentration de la substance en g/l (¢ = 0,50 g/L, MeOH)

3.4.2. Spectrométrie de masse (MS)

Le principe de la spectrométrie de masse est basé sur la mesure directe du rapport masse
sur le nombre de charges élémentaires (m/z), positives ou négatives, d’ions obtenus a partir du
compos¢ a analyser. Le dalton (Da) est I’'unité¢ du rapport m/z. Le spectrométre de masse est
compos¢ de la source qui produit les ions, ’analyseur qui est chargé de les séparer, et le
détecteur. Le spectre enregistré montre 1’abondance relative des différentes especes ioniques
présentes, comme une fonction de m/z (Silverstein et al., 1998). Des informations sur le
processus de fragmentation d’un composé ou sur sa masse moléculaire sont obtenues par le

spectrometre de masse en fonction de la source d’ionisation utilisée.
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Un mode d’ionisation douce, comme par exemple I’ionisation par é€lectropulvérisation
(ESI) permet de détecter I’ion pseudomoléculaire, et donc de déterminer la masse moléculaire
du composé. L’analyse par spectrométrie de masse a haute résolution (HR-Q-TOF-ESI-MS:
high resolution quadrupole time-of-flight electrospray ionization mass spectroscopy) conduit,
grace a une combinaison entre I’ESI et un analyseur TOF, a déterminer la formule
moléculaire du composé. Les produits isolés ont été soumis a cette analyse. Les mesures ont
été¢ réalisées sur un spectrométre de masse équipé d’une source ESI Q-TOF MICRO
spectrometer (Waters, Manchester, UK) et qui a été¢ opéré en mode positif. Les analyses ont
toutes ¢€té réalisées dans les conditions suivantes: voltage du cone 45 V; voltage du capillaire
3000 V; énergie de collision 3.0 eV; énergie d’ion 1.0 V; température de la source 80 °C;
température de désolvatation 200; volume de 1’échantillon injecté 10 uL; débit d’élution de
I’échantillon 10 uL/min; les spectres de MS ont été enregistrés de 100 a 1000 m/z avec 100
acquisitions par spectre. Les donnés sont analysées par le logiciel MassLynx développé par

Waters.

3.4.3. Spectrométrie de résonance magnétique nucléaire (RMN)

La RMN est une méthode largement efficace et plus utilisée pour 1’identification des
produits synthétiques et naturels. Cette méthode est basée sur la propriété qu’ont des noyaux
tels que 'H et °C de posséder un moment magnétique nucléaire permanent. Installés dans un
champ magnétique extérieur, ils prennent par rapport a celui-ci certaines positions bien
déterminées, auxquelles concordent des niveaux d’énergie distincts. Pour une valeur donnée
de champ, des transitions entre niveaux immédiatement contigus sont dues a 1’absorption de
radiations électromagnétiques de longueurs d’onde caractéristiques dans la région des

radiofréquences (Silverstein ez al., 1998).

Les mesures de RMN sont réalisées sur un spectrométre Bruker Avance 400 NMR
spectrometer (Bruker, Karlsruhe, Germany). Sur ce type d’appareil, toutes les transitions sont
excitées simultanément par irradiation avec une impulsion multifréquence (large bande), puis
I’ordinateur transforme les interférogrammes ainsi obtenus en un spectre conventionnel par
une opération mathématique (transformée de Fourier). Les déplacements chimiques o des
différents signaux sont exprimés en ppm par rapport au signal de référence du standard
interne, le tétraméthylsilane (TMS). Pour chaque ¢élément possédant un moment magnétique
nucléaire permanent, ces déplacements sont caractéristiques de son environnement nucléaire

et électronique dans la molécule. Les constantes de couplage J sont exprimées en Hz. Les
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solvants deutérés utilisés pour les mesures de RMN dans le présent travail sont le CDCl; et le
CD;OD (Sigma). La température de travail est fixée a 25 °C pour toutes les mesures

effectuées.

Les spectres RMN 'H sont acquis & une radiofréquence de 400 MHz et les spectres RMN
B3C a4 100 MHz. Des mesures additionnelles, dites « bidimensionnelles », sont essentielles
pour mettre en évidence des corrélations homonucléaires et hétéronucléaires entre les atomes
de carbone et d’hydrogéne au sein des produits analysés. Il s’agit des expériences suivantes,
effectuées grace a des programmes de séquences d’impulsions, fournis par Bruker pour

I’instrument décrit plus haut : COSY, HMBC, ROESY et APT.

3.5. Tests de I’activité inhibitrice de ’acétylcholinestérase
3.5.1. Méthode bioautographique au Fast Blue B

L’essai de I’activité inhibitrice de I’AChE des extraits bruts, fractions et produits purs a
été réalisé par bioautographie sur CCM comme décrit par Mroczek (2009). L’AChE (500 U,
anguille ¢électrique (EC 3.1.1.7, type V-S, poudre lyophilisée, 827 U/mg solide, 1256 U/mg
protéine), Sigma) est dissoute dans un tampon tris-HC1 50 mM, pH 7,8 pour faire une solution
stock de 1000 U/mL qui est ensuite diluée avec du tampon tris-HCI 50 mM, pH 7,8 contenant
0,1 % BSA (bovine serum albumin) (Sigma) pour obtenir la solution enzymatique de travail a
3 U/mL. La solution mére a été conservée a -20 °C. Les échantillons sont appliqués a une
quantité de 15 pg sur CCM (gel de silice 60, F254, feuilles d’aluminium). La galanthamine
(Sigma) est déposée a 1 pg sur les plaques comme témoin positif. Aprés migration des
échantillons dans une phase mobile appropriée, contenant en plus 1,5 mg/mL du 2-naphtyle
acétate (Sigma), les plaques de CCM sont séchées a l'air libre. Les plaques sont ensuite
pulvérisées avec 3 U/mL de la solution enzymatique de travail, soigneusement séchées et
incubées pendant 10 min a 37 °C dans une atmosphére humide. Par la suite, les plaques sont
pulvérisées avec une solution aqueuse de sel Fast Blue B a 1,25 mg/mL (Sigma). Un fond
violet apparait aprés environ 1 min. Les composés actifs apparaissent sous forme de taches

claires sur un fond violet.

3.5.2. Méthode d’Ellman par spectrométrie

Le test de I’AChE est réalis¢ selon le principe de I’hydrolyse de I’ATChI
(acetylthiocholine 1iodide) en contrélant la formation du 5-thio-2-nitrobenzoate par

spectrométrie a 412 nm (Ellman et al., 1961) et est conduit comme décrit par Ingkaninan et

144



Chapitre 3: Partie expérimentale

al. (2000) avec une légére modification. Le mélange de réaction mis dans des cuves en
plastiques jetables (LP ITALIANA SPA, Italy, volume 2 mL) contenait 295 pul de tampon tris-
HCI 50 mM, pH 8 contenant BSA a 0,1 %, 100 pl d’AChE a 0,226 U/mL dans du tampon
tris-HCI 50 mM, pH 8 contenant BSA a 0,1 %, 5 pl de I’extrait brut ou fraction ou produit pur
ou galanthamine (témoin positif) dans du méthanol a cinq concentrations différentes ou
méthanol (témoin ou contrdle négatif) et 500 ul de 3 mM DTNB (5,5'-dithiobis-(2-
nitrobenzoic acid)) (Sigma) dans un tampon tris-HCI 50 mM, pH 8 contenant 0,1 M NaCl et
MgCl,-6H,0 0,02 M, qui ont ét¢ mélangés et incubés pendant 15 min a 37 °C dans une
atmospheére humide. La réaction est ensuite initiée par 1’addition dans les cuves 100 pl
d’ATChI 15 mM (Sigma) dans 1’eau. Les cuves sont alors agitées pendant 5 s et les variations
de I’absorbance sont mesurées a 412 nm toutes les 20 s pendant 4 min par un
spectrophotomeétre (2120 Optizen UV spectrophotometer). Toutes les réactions sont réalisées
en triplicata et les vitesses initiales sont mesurées en calculant le taux de changement de
I’absorbance/temps (Aabsorbance/At) (Purich, 2010). Le pourcentage d’inhibition de ’AChE
est déterminé en utilisant la formule 1 - (RRgmple / RRcontror) % 100, 00t RRgample €5t 1a vitesse
de la réaction de 1’échantillon et RRconiro €5t celle du témoin négatif (Nair et al., 2011).
L’activité inhibitrice de I’AChE est exprimée en termes de valeur d’ICsy (concentration de

I’échantillon nécessaire pour inhiber I’hydrolyse du substrat par 50 %).

3.6. Dosage des polyphénols totaux

L’analyse quantitative des polyphénols totaux est réalisée par un dosage

spéctrophotométrique selon la méthode de Folin Ciocalteu (Singleton et al., 1999).

Dans des tubes a essai, on additionne a 40 puL de I’extrait brut (dans le MeOH) 2400 uL
d’eau distillée et 200 pL de réactif de Folin Ciocalteu (Sigma), on agite et on laisse a
I’obscurité pendant 5 min a température ambiante, ensuite on ajoute 600 pL d’une solution de
Na,COs3 (20 % dans D’eau distillée) et 760 pL eau distillée. Apres agitation et repos a
I’obscurité pendant 2 heures a température ambiante, la couleur jaune du réactif vire au bleu.
Les dosages sont réalisés en triplicata. Les absorbances sont lues au spectrophotométre UV-
visible (2120 UV Optizen) a 760 nm en utilisant des cuves en plastiques jetables (LP
ITALIANA SPA, Italy, volume 2 mL).

La quantification des polyphénols est faite au moyen d’une courbe d’étalonnage réalisée

a l’aide de différentes concentrations d’acide gallique (Sigma) (05-25 pg/mL, concentrations
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finales) a partir d’une solution mére d’acide gallique de 0,5 mg/mL (dans le MeOH). Cette

courbe est réalisée dans les mémes conditions opératoires que les échantillons.

Les résultats sont exprimés en mg d’équivalent d’acide gallique par g d’extrait sec (mg

EAG/g ES).

Le blanc est préparé en remplacant 1’échantillon par le MeOH, en gardant les mémes

conditions.

3.7. Dosage des flavonoides

L’analyse quantitative des flavonoides est réalisée par un dosage spéctrophotométrique

selon la méthode décrite par Kim et al. (2003).

Dans des tubes a essai, 200 pL de I’extrait brut (dans le MeOH) sont mélangés a 800 pL
d’eau distillée, a t = 0 min, on ajoute 60 pL d’une solution de NaNO, (5 % dans 1’eau
distillée), a t =5 min on ajoute 60 puL d’une solution de AICI; (10 % dans I’eau distillée), a t =
6 min on ajoute 400 uLL de NaOH (1 M dans I’eau distillée), puis on mélange au vortex. Les
dosages sont réalisés en triplicata. Les absorbances sont lues au spectrophotometre UV-visible
(2120 UV Optizen) a 510 nm en utilisant des cuves en plastiques jetables (LP ITALIANA
SPA, Italy, volume 2 mL).

Une courbe d’étalonnage a été réalisée par différentes concentrations (5-55 pg/mL,
concentrations finales) de la catéchine (Sigma) a partir d’'une solution mere a 0,5 mg/mL
(dans le MeOH). Cette courbe a été effectuée dans les mémes conditions opératoires que les
¢chantillons. La teneur en flavonoides est exprimée en mg d’équivalent de catéchine par g

d’extrait sec (mg EC/g ES).

Le blanc est préparé en remplagant I’échantillon par le MeOH, dans les mémes

conditions.

3.8. Analyse statistique

Les résultats sont exprimés en écart type de moyenne (Standard Errors Means (S.E.M))
calculées sur la moyenne de trois expériences pour chaque essai. Le coefficient de corrélation
R? est calculé a I’aide du logiciel Microsoft Excel 2007. Les valeurs d’ICsy sont calculées a
partir de la droite de régression obtenue en tracant graphiquement le pourcentage d’inhibition
de I’AChE en fonction de la concentration de 1’inhibiteur. Les analyses statistiques ont été
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effectuées par 1’analyse de la variance a un facteur (ANOVA 1), suivie par des comparaisons
multiples post-hoc (test Student-Newman-Keuls en combinaison avec le test de Tukey). La
valeur de a < 0,05 a été considérée comme indicateur de la significativité statistique.

L’analyse statistique a été réalisée par le logiciel IBM SPSS Statistics 20.

3.9. Constantes physiques et données spectrales des produits isolés

e Produit IX (3’-acétylheliosupine N-oxyde)

Nom chimique: [(7R)-7-[(Z)-2-methylbut-2-enoyl]oxy-5,6,7,8-tetrahydro-3H-pyrrolizin-1-
yl]methyl 2-(1-acetyloxyethyl)-2,3-dihydroxy-3-methylbutanoate N-oxide

Aspect: Gomme brune

Formule moléculaire: C»,H33NOq

Masse exacte: 455,2155

HR-Q-TOF-ESI-MS (MeOH): 456,1720 [M+H]"; 440,1990 [M+H-16]"; 360,1154 [M+H-

80]"; 338,1297 [M+H-22]"; 243,0618 [M+H-95]"; 218,0976 [M+H-25]"

RMN 'H (400 MHz), CDCls: 5 1,18 (3H, s, H-6'); 1,28 (3H, d, J = 6 Hz, H-4); 1,30 G3H, s,
H-7"); 1,82 3H, q, J = 1,5 Hz, H-5"); 1,90 (3H, dq, J = 7/1,5 Hz, H-4"); 1,95 (3H, d, 3"-Ac);
2,36 (1H, m, H-6b); 2,53 (1H, m, H-6a); 4,15 (1H, m, H-5b); 4,30 (1H, m, H-5a); 4,70 (1H,
bd, H-3b); 4,83 (1H, d, H-9b); 4,92 (1H, d, H-9a); 5,05 (1H, bd, H-3a); 5,07 (1H, bs, H-8);
5,09 (1H, d, J = 5/2,5 Hz, H-7); 5,35 (1H, q, J = 6 Hz, H-3'); 5,92 (1H, bs, H-2); 6,19 (1H, qq,
J=17/1,5 Hz, H-3").
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RMN *C (100 MHz), CDCly: 6 15,43 (C-4'); 16,24 (C-4"); 20,44 (C-5"); 21,29 (C3"-
COCH3); 25,15 (C-7); 26,58 (C-6"); 30,29 (C-6); 60,92 (C-9); 66,92 (C-5); 71,97 (C-3");
72,52 (C-7); 73,60 (C-5"); 74,76 (C-3); 83,54 (C-2"); 93,12 (C-8); 124,25 (C-2); 126,35 (C-
2"); 132,50 (C-1); 142,11 (C-3"); 167,50 (C-1"); 169,75 (C3'-CO); 173,20 (C-1").

e Produit X (7-angeloylechinatine N-oxyde)

Nom chimique: [(7S,8R)-7-[(Z)-2-methylbut-2-enoyl]oxy-5,6,7,8-tetrahydro-3H-pyrrolizin-
I-yl]methyl (2S)-2-hydroxy-2-[(1S)-1-hydroxyethyl]-3-methylbutanoate N-oxide

Aspect: Gomme brune

Pouvoir rotatoire: [o]p”> = +3,5° (¢ = 0,50 g/L, MeOH)
Formule moléculaire: C,oH; NO;

Masse exacte: 397,2100

HR-Q-TOF-ESI-MS (MeOH): 398,2221 [M+H]"; 382,2275 [M+H-16]"; 365,2897 [M+H-
171 326,9991 [M+H-39]"; 301,1441 [M+H-25]"; 262,9528 [M+H-39]"; 239,0184 [M+H-
231 225,9786 [M+H-14]"; 185,0087 [M+H-40]"; 164,9633 [M+H-21]"; 120,9755 [M+H-
441"

RMN 'H (400 MHz), CD;0D: § 0,84 (3H, d, J = 6,5 Hz, H-6'); 0,86 (3H, d, J = 6,5 Hz, H-
7); 1,07 3H, d, J = 6,8 Hz, H-4"); 1,74 (1H, m, H-5"); 1,83 (3H, s, H-5"); 1,93 (3H, d, J= 7,6
Hz, H-4"); 2,28 (1H, m, H-6a): 2,37 (1H, m, H-6b); 3,72 (1H, m, H-52); 3,84 (1H, m, H-5b);

148



Chapitre 3: Partie expérimentale

3,96 (1H, q, J = 6,8 Hz, H-3'); 4,30 (1H, bd, J = 15,8 Hz, H-3a); 4,58 (1H, s, H-8); 4,60 (1H,
bd, J= 15,8 Hz, H-3b); 4,83 (1H, d, J = 14,0 Hz, H-9a); 4,94 (1H, d, J = 14,0 Hz, H-9b): 5,18
(1H, bs, H-7); 5,94 (1H, s, H-2): 6,16 (1H, q, J= 7,6 Hz, H-3").

RMN *C (100 MHz), CD;0D: 6 16,5 (C-4"); 17,12 (C-4'); 17,44 (C-6"); 17,77 (C-7"); 20,54
(C-5"); 31,31 (C-6); 34,29 (C-5'); 61,61 (C-9); 68,94 (C-5); 70,48 (C-3'); 74,73 (C-7); 78,30
(C-3); 83,00 (C-2"); 96,30 (C-8); 124,99 (C-2); 128,20 (C-2"); 133,00 (C-1); 141,40 (C-3");
167,60 (C-1"); 173,10 (C-1").

e Produit XI (Heliosupine N-oxyde)

Nom chimique: [(7S,8R)-7-[(Z)-2-methylbut-2-enoyl]oxy-5,6,7,8-tetrahydro-3H-pyrrolizin-
I-ylJmethyl (2S)-2,3-dihydroxy-2-[(1S)-1-hydroxyethyl]-3-methylbutanoate N-oxide

Aspect: Gomme brune
Formule moléculaire: C,oH;;NOg
Masse exacte: 413,2050

HR-Q-TOF-ESI-MS (MeOH): 414,1736 [M+H]"; 365,2385 [M+H-49]"; 301,1069 [M-+H-
64]"; 229,1150 [M+H-72]"; 201,0496 [M+H-28]"; 184,9941 [M+H-17]"; 118,9625[M+H-66]"

RMN 'H (400 MHz), CD;OD: 6 1,14 (3H, s, H-6"); 1,18 (3H, d, J= 7 Hz, H-4'); 1,21 (3H, s,
H-7); 1,84 3H, s, H-5"); 1,93 (3H, dd, J = 7/2 Hz, H-4"); 2,26 (1H, m, H-6b); 2,38 (1H, m,
H-6a); 3,70 (1H, m, H-5b); 3,82 (1H, m, H-5a); 4,10 (1H, q, /= 7 Hz, H-3'); 4,27 (1H, bd, J =
16 Hz, H-3b); 4,55 (1H, s, H-8); 4,57 (1H, bd, J = 16 Hz, H-3a); 4,82 (1H, d, J = 14 Hz, H-
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9b); 4,98 (1H, d, J = 14 Hz, H-9a); 5,18 (1H, m, H-7); 5,96 (1H, bs, H-2); 6,17 (1H, dq, J =
7,00/1,00 Hz, H-3").

RMN *C (100 MHz), CD;0D: § 16,00 (C-4"); 18,57 (C-4'); 20,25 (C-5"); 24,15 (C-6';
24,50 (C-7'); 30,00 (C-6); 60,72 (C-9); 67,80 (C-5); 69,42 (C-3'); 72,90 (C-5"); 73,12 (C-7);
77,20 (C-3); 83,67 (C-2'); 94,49 (C-8); 122,73 (C-2); 126,50 (C-2"); 132,35 (C-1); 140,44 (C-
3"); 167,55 (C-1"); 173,90 (C-1').

e Produit XII (Heliosupine)

Nom chimique: [(7S,8R)-7-[(Z)-2-methylbut-2-enoyl]oxy-5,6,7,8-tetrahydro-3H-pyrrolizin-
I-ylJmethyl (2S)-2,3-dihydroxy-2-[(1S)-1-hydroxyethyl]-3-methylbutanoate

Aspect: Huile brune

Formule moléculaire: C,oH3;NO,

Masse exacte: 397,2100

HR-Q-TOF-ESI-MS (MeOH): 398,2221 [M+H]"; 336,1912 [M+H-62]"; 301,1441 [M+H-
35]";220,1362 [M+H-81]"

RMN 'H (400 MHz), CD;0D: § 1,10 3H, s, H-6); 1,13 (3H, q, J = 6,5 Hz, H-4"); 1,19 (3H,
s, H-7"); 1,79 (3H, quin, J = 1,5 Hz, H-5"); 1,89 (3H, dq, J = 7/1,5 Hz, H-4"); 1,94 (1H, m, H-
6b); 1,94 (1H, m, H-6a); 2,87 (1H, m, H-5b); 3,08 (1H, m, H-5a); 3,40 (1H, dm, H-3b); 3,84
(1H, bd, J = 16 Hz, H-3a); 4,07 (1H, m, H-8); 4,09 (1H, q, J = 6,5 Hz, H-3"); 4,79 (1H, d, J =
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13 Hz, H-9b); 4,87 (1H, d, J = 13 Hz, H-9a); 5,16 (1H, m, H-7); 5,82 (1H, bs, H-2); 6,07 (1H,
qq, J= 7/1,5 Hz, H-3").

RMN *C (100 MHz), CD;0D: § 16,08 (C-4"); 17,21 (C-4'); 19,20 (C-5"); 24,14 (C-7');
25,26 (C-6'); 29,61 (C-6); 53,62 (C-5); 61,30 (C-3); 61,50 (C-9); 69,25 (C-3"); 72,99 (C-5';
76,35 (C-7); 78,73 (C-8); 83,71 (C-2'); 127,42 (C-2"); 127,67 (C-2); 134,50 (C-1); 138,28 (C-
3"); 168,53 (C-1"); 173,73 (C-1").
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4.1. Préparation des extraits bruts

Dans le présent travail, trois extraits bruts ont été préparés a partir de plantes Pistacia
atlantica Desf. (Anacardiaceae), Solenanthus lanatus A.DC. et Echium confusum de Coincy
(Boraginaceae) récoltées a Ain Benkhelil (Naama, Algérie) et Tamzoura (Ain Temouchent,
Algérie) par Prof. A. MAROUF (Centre Universitaire Salhi Ahmed, Naama, Algérie) et moi-
méme lors de différentes sorties botaniques. Le sous chapitre 3.1 donne des informations sur
les conditions de récolte, de séchage, de broyage et d’extraction. La premicre étape consiste a
broyer le matériel végétal (grace a un broyeur a couteau muni d’un tamis) pour obtenir une
poudre homogene. Deux méthodes d’extraction ont été réalisées, une extraction sous-reflux
par I’eau distillée pour P. atlantica et une extraction par macération a froid par 1I’éthanol pour
S. lanatus et E. confusum. Le résultat de ces méthodes d’extraction est montré dans le tableau

4.1.

Tableau 4.1. Extraits bruts préparés a partir de P. atlantica, S. lanatus et E. confusum.

P. atlantica  Ain Feuilles (190 g)  Sous-reflux  H,O 28,65 %
Benkhelil
S. lanatus Tamzoura Plante entiére Macération EtOH 5,48 %
(2000 g)
E. confusum Tamzoura Plante entiecre Macération  EtOH 3,04 %
(2000 g)

4.2. Investigation phytochimique de I’extrait aqueux des feuilles de P. atlantica
4.2.1. Analyses CCM de ’extrait aqueux des feuilles de P. atlantica

L’extrait brut obtenu apres extraction sous-reflux par 1’eau distillée a été solubilisé¢ dans
le méthanol a une concentration de 10 mg/mL. Afin d’avoir un apercu général sur la
composition en métabolites secondaires, I’extrait a ét¢ séparé sur CCM dont le protocole est
décrit sous 3.2.1. L’observation des plaques CCM a été réalisée sous lampes UV 254 et 365
nm avant révélation ainsi qu’apres révélation avec des réactifs chimiques spécifiques de
chaque classe phytochimique voir tableau 3.3 (Wagner et Bladt, 1996; Wagner et al.,
2011).

Le criblage phytochimique sur plaques CCM a permis de mettre en évidence la présence

majoritairement des glycosides de flavonoides, acides phénoliques, tanins galliques et
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ellagiques. Les dérivés anthracéniques, lignanes, saponines, terpénoides et glycosides
cardiotoniques ont ét¢ présents en faible abondance. Par contre, les alcaloides, coumarines,
naphtoquinones, tanins catéchiques et sesquiterpeénes lactones n’ont pas été détectés (figure
de 4.1 2 4.11 et tableau 4.2).

Avant révélation Apreés révélation
A A

r N N
254 nm 365 nm Visible 365 nm

Figure 4.1. CCM de I’analyse des terpénoides avant et apres révélation avec le Liebermann-
burchard, systéme de migration N° 3, P.a. = P. atlantica.

Avant révélation Apreés révélation
A A
' N O N
254 nm 365 nm Visible 365 nm

Figure 4.2. CCM de I’analyse des terpénoides avant et aprés révélation avec 1’anisaldéhyde-
H,S0O4, systéeme de migration N° 3, P.a. = P. atlantica.
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Avant révélation Aprés révélation  Avant révélation Apres révélation
A A A A
s N7 N\~ RYs \
254 nm 365 nm Visible 254 nm 365 nm Visible

Figure 4.3. CCM de I’analyse des lignanes et terpénoides avant et aprés révélation avec la
vanilline-H,SOy, systéme de migration N° 3 et 5, P.a. = P. atlantica.

Avant révélation Aprés révélation Avant révélation Apreés révélation
A
la A N A ~N r N r %
254 nm 365 nm Visible 365 nm 254 nm 365 nm Visible

Figure 4.4. CCM de I’analyse des lignanes et terpénoides avant et apres révélation avec la
vanilline-H3;POy, systéme de migration N° 3 et 5, P.a. = P. atlantica.
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Avant révélation Aprés révélation

A N
254 nm 365 nm 365 nm

r

Figure 4.5. CCM de I’analyse des glycosides cardiotoniques avant et apres révélation avec le
SbCl;, systeme de migration N° 2, P.a. = P. atlantica.

Avant révélation Aprés révélation

A
i ~N
254 nm 365 nm Visible

Figure 4.6. CCM de I’analyse des glycosides cardiotoniques avant et apres révélation avec
I’anisaldéhyde-H,SOy, systéme de migration N° 2, P.a. = P. atlantica.
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Avant révélation  Apres révélation

A N
254 nm 365 nm 365 nm

r

Figure 4.7. CCM de I’analyse des glycosides cardiotoniques avant et apres révélation avec la
chloramine-TCA, systeme de migration N° 2, P.a. = P. atlantica.

Avant révélation Apres révélation
A A
e Y4 \
254 nm 365 nm Visible

Figure 4.8. CCM de I’analyse des tanins galliques avant et apres révélation avec le KiOs,
systeme de migration N° 7, P.a. = P. atlantica.
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Avant révélation Apreés révélation
A A
254 nm 365 nm Visible

Figure 4.9. CCM de I’analyse des tanins ellagiques avant et aprés révélation avec le NaNO,,
systeme de migration N° 7, P.a. = P. atlantica.

Avant révélation Apreés révélation Avant révélation Aprés révélation
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Figure 4.10. CCM de I’analyse des dérivés anthracéniques avant et apres révélation avec le
KOH, systéme de migration N° 1 et 2, P.a. = P. atlantica.
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Avant révélation
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Figure 4.11. CCM de I’analyse des flavonoides, acides phénoliques et dérivés anthracéniques
avant et apres révélation avec le Neu, systeme de migration N° 1 et 2, P.a. = P. atlantica.

Tableau 4.2. Récapitulatif du criblage phytochimique de 1’extrait aqueux des feuilles de P.

atlantica.

Acides phénoliques +++
Alcaloides -
Coumarines -
Dérivés anthracéniques +
Flavonoides +++
Glycosides cardiotoniques +
Lignanes +
Naphtoquinones -
Saponines +
Sesquiterpenes lactones -
Tanins catéchiques -
Tanins ellagiques +++
Tanins galliques +++
Terpénoides +

-: absence, +: présence en faible quantité, ++: présence en moyenne quantité, +++: présence

en grande quantité.
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4.2.2. Analyses HPLC-DAD-UV et HPLC-API-ES-MS de DP’extrait aqueux et fractions
issus des feuilles de P. atlantica

4.2.2.1. Extrait aqueux

Les techniques HPLC-DAD-UYV (figure 4.12 et 4.13) et HPLC-API-ES-MS (figure 4.14)
ont permis d’obtenir des informations qualitatives sur la composition phytochimique de
I’extrait aqueux des feuilles de P. atlantica. Vingt-trois principaux métabolites secondaires
ont été identifiés au moyen des données UV et MS (tableau 4.3), parmi lesquels douze
produits (1, 2,426, 8,9, 11, 17, 19, 23, 25) sont caractérisés pour la premiére fois dans P.

atlantica.

Le produit 1 a été caractéris€ comme ¢tant 1’acide quinique sur la base de sa
fragmentation. En fait, la décomposition de la molécule déprotonée a m/z 191, conduit a la
formation de 1’ion de fragment a m/z 173, correspondant a la perte d’une molécule d’eau (-

H,0) (Pacifico et al., 2014).

Les produits 2 et 4 sont des dérivés de 1’acide quinique, et en particulier, ils ont été
identifiés comme des isomeres d’acide galloylquinique, montrant un ion pseudomoléculaire
déprotoné a m/z 343, qui a son tour génére un ion a m/z 191 correspondant a la perte d’un

résidu de I’acide gallique (Rodriguez-Pérez et al., 2013; Pacifico et al., 2014).

L’extrait aqueux contient également deux pics caractérisés par un ion pseudomoléculaire
déprotoné a m/z 495 (produits 5 et 6). La fragmentation de I’ion [M-H] a m/z 495 a fourni le
fragment a m/z 343 ([M-H-152]"), correspondant a la perte d’une moitie galloyl. Sur la base
de ces données expérimentales, ces produits ont été identifiés comme des isomeres de 1’acide

digalloylquinique (Rodriguez-Pérez et al., 2013; Pacifico et al., 2014).

Le produit 7 a montré un ion pseudomoléculaire déprotoné a m/z 183, la fragmentation
de cet ion a produit un ion a m/z 124 ([M-H-59]), selon la littérature ce produit correspond au
méthyle gallate (Rodriguez-Pérez et al., 2013) précédemment isolé de 1’extrait hexanique des

feuilles de P. atlantica par Yousfi et al. (2009).

Le métabolite 8 a montré un ion moléculaire a m/z 321. En se basant sur la fragmentation
qui libére un ion a m/z 169 correspondant a I’acide gallique et a la littérature, ce produit a été

assigné a I’acide digallique (Abu-Reidah et al., 2015).
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Le produit 9, avec I’ion [M-H] pseudomoléculaire a m/z 647, a ét¢ identifié comme
I’acide trigalloylquinique (par exemple, Pistafoline A). Le fragment a m/z 495 correspond a
une perte d’une molécule d’acide gallique (Rodriguez-Pérez et al., 2013; Remila et al.,

2015).

Signal DAD1 G, Sig=280,4 Ref=360,10@ (HOUWARI 2015-84-13 13-29-35\P4.D)
mAU
2500

2000 3
1500
1000 -

5003

0-

10 20 30 40 50 mi

Figure 4.12. Chromatogramme HPLC-DAD-UV a 280 nm de I’extrait aqueux des feuilles de
P. atlantica. Conditions expérimentales décrites sous 3.2.2.

Signal DAD1 H, Sig=350,4 Ref=360,100 (HOUWARI 2015-84-13 13-29-35\P4.D)
mAU 21
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200 0
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1003 ‘ 23
0 12 : .
50 —M

10 20 30 40 50 mi

Figure 4.13. Chromatogramme HPLC-DAD-UV a 350 nm de I’extrait aqueux des feuilles de
P. atlantica. Conditions expérimentales décrites sous 3.2.2.

MSD1 TIC, MS File (C\CHEM32\1\DATA\HOUWARI 2015-04-13 13-29-35\P4.D) ES-API, Neg, Scan, Frag: 70
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—_—_ e
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Figure 4.14. Chromatogramme HPLC-API-ES-MS de I’extrait aqueux des feuilles de P.
atlantica. Conditions expérimentales décrites sous 3.2.3.

L’ion fragment a m/z 321 résulte apres la perte de la moiti¢ de 1’acide gallique a partir
d’un ion principal a m/z 473 dans I’analyse HPLC-API-ES-MS du produit 11. Ce dernier a été
identifi¢ comme étant I’acide trigallique (Abu-Reidah et al., 2015).

Les molécules 17 et 19 ont montré un ion déprotoné pseudomoléculaire a m/z 335 et un

ion fragment caractéristique a m/z 183, qui ont permis de les identifier comme des isomeres
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du méthyle digallate sur la base des données de la littérature (Pacifico et al., 2014; Abu-
Reidah et al., 2015).

Sur la base de leur motif de fragmentation, le métabolite 21 a ét¢ identifié comme un
diglycoside de la quercétine, la rutine (m/z 609). L’ion produit & m/z 301 correspond a la
quercétine déprotonée (Pacifico et al., 2014). La rutine a ét¢ identifiée par Kawashty et al.

(2000) dans I’extrait hydroéthanolique de P. atlantica.

Il a été rapporté dans la littérature que la famille Anacardiaceae est caractérisée par la
présence des dérivés de 1’acide gallique et la myricétine (Romani et al., 2002; Tian et al.,
2009). En plus, il est bien documenté que les especes de Pistacia constituent une source riche
d’acides phénoliques, de flavonoides et de tanins (Balan et al., 2007; Longo et al., 2007;
Loépez-Lazaro, 2009; Bhouri et al., 2010; Azaizeh et al., 2013). Nos données confirment ces
preuves. En effet, a coté des dérivés de ’acide gallique discutés ci-dessus, 1’extrait aqueux de
P. atlantica contient également un dérivé de la myricétine (produit 23). En particulier, le
produit 23 (m/z 631) a été caractérisé par la présence d’une moiti¢ galloylhexoside suite a une
perte de 314 Da. Il a été identifi¢ comme étant myricétine galloylhexoside (Abu-Reidah et

al., 2015). L’ion fragment a m/z 317 correspond a la myricétine.

Le produit 25 a été caractérisé comme quercitrine-O-gallate, selon le fragment observé.
En effet, on a montré un ion moléculaire déprotoné a m/z 599, qui a abouti a un ion fragment
a m/z 301 (quercétine déprotoné), en raison de la perte de la moitie galloyldésoxyhexoside

(Rodriguez-Pérez et al., 2013).

Tableau 4.3. Temps de rétention (TR), longueurs d’ondes d’absorption maximale (Amax),
spectre de masse, tentatives d’identification et formules moléculaires des produits présents
dans I’extrait aqueux des feuilles de P. atlantica.

1 1,966 220 191 173 Acide quinique C;H,04 Pacifico et al.,
2014
2 6,331 275 343 191 Acide galloylquinique Ci4H6019 Rodriguez-
(isomere 1) Pérez et al.,
2013; Pacifico
etal., 2014
3 7,986 270 974 169 Dérivé de I’acide gallique - -
4 10,399 275 343 191 Acide galloylquinique Ci4H;6019 Rodriguez-
(isomere 2) Pérez et al.,
2013; Pacifico
etal., 2014
5 19,449 274 495 343 Acide digalloylquinique Cy1H0014 Rodriguez-
(isomére 1) Pérez et al.,
2013; Pacifico
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etal., 2014
6 20,393 274 495 343 Acide digalloylquinique Cy1H0014 Rodriguez-
(isomere 2) Pérez et al.,
2013; Pacifico
etal., 2014
7 21,013 272 183 124 Méthyle gallate CgH3Os5 Rodriguez-
Pérez et al.,
2013
8 21,902 271 321 169 Acide digallique C14H,¢09 Abu-Reidah et
al., 2015
9 23,198 277 647 495 Acide trigalloylquinique CysHy4015 Rodriguez-
(Pistafoline A) Pérez et al.,
2013; Remila
etal., 2015
10 23,615 275 509 - Dérivé de I’acide gallique - -
11 25,141 275 473 321 Acide trigallique C,H 4045 Abu-Reidah et
al., 2015
12 25,446 272 365 - Dérivé de I’acide gallique - -
13 25,749 277 - - Dérivé de I’acide gallique - -
14 27,070 281 - - Dérivé de I’acide gallique - -
15 27,331 281 - - Dérivé de I’acide gallique - -
16 27,768 281 - - Dérivé de I’acide gallique - -
17 27,987 282 335 183 Méthyle digallate Ci5H;,09 Pacifico et al.,
(isomeére 1) 2014; Abu-
Reidah et al.,
2015
18 28,311 260, - - Inconnu - -
360
19 28,908 281 335 183 Méthyle digallate CisH 1,09 Abu-Reidah et
(isomeére 2) al., 2015
20 28,983 270 - - Dérivé de I’acide gallique - -
21 30,833 258, 609 301 Rutine Cy7H30045 Pacifico et al.,
355 2014
22 33,682 266, - - Dérivé du quercétine - Remila et al.,
350 2015
23 41,245 275, 631 317 Myricétine CyoH25045 Abu-Reidah et
355 galloylhexoside al., 2015
24 41,705 242, 543 271 Inconnu - -
289,
329
25 43,285 263, 599 301 Quercitrine-O-gallate CosH,4015 Rodriguez-
355 Pérez et al.,
2013

Tableau 4.3 suite.

4.2.2.2. Fraction acétate d’éthyle

Vingt six produits ont été identifiés au moyen des données UV et MS (figure 4.15 a 4.17
et tableau 4.4). Parmi lesquels onze produits (3, 4, 6, 11, 14, 15, 19, 22, 26, 28, 30) sont

caractérisés pour la premicere fois dans P. atlantica.

L’acide gallique (produit 1) a été caractérisé par 1’ion moléculaire a m/z 169 et le
fragment produit @ m/z 125 qui correspond a une décarboxylation du groupe galloyl (Remila
et al., 2015). L’acide gallique a été précédemment isolé de ’extrait hexanique des feuilles de

P. atlantica par Yousfi et al. (2009).
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Les produits 3 et 4 ont ét¢ identifiés comme des isomeres d’acide galloylquinique
(Rodriguez-Pérez et al., 2013; Pacifico et al., 2014). IIs ont les mémes caractéristiques des

produits 2 et 4 de I’extrait aqueux (tableau 4.3).

Le produit 6 a été identifi¢ comme un isomere de ’acide digalloylquinique (Rodriguez-
Pérez et al., 2013; Pacifico et al., 2014) avec les mémes caractéristiques du produit 6 de

I’extrait aqueux (tableau 4.3).

Signal DAD1 G, Sig=280,4 Ref=360,108 (HOUWARI 2015-84-13 13-29-35\P1.D)
mAU 4
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Figure 4.15. Chromatogramme HPLC-DAD-UV a 280 nm de la fraction acétate d’éthyle.
Conditions expérimentales décrites sous 3.2.2.

Signal DAD1 H, Sig=350,4 Ref=360,100 (HOUWARI 2015-84-13 13-29-35\P1.D)
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Figure 4.16. Chromatogramme HPLC-DAD-UV a 350 nm de la fraction acétate d’éthyle.
Conditions expérimentales décrites sous 3.2.2.

MSD1 TIC, MS File (C:A\CHEM32\1\DATA\HOUWARI 2015-04-13 13-29-35\P1.D) ES-API, Neg, Scan, Frag: 70

1000000 A
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250000 _ ﬂ I
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10 20 50 min|

Figure 4.17. Chromatogramme HPLC-API-ES-MS de la fraction acétate d’éthyle. Conditions
expérimentales décrites sous 3.2.3.

30 40

Le méthyle gallate correspond au produit 8 (Rodriguez-Pérez et al., 2013) qui présente

des caractéristiques identiques a celles du produit 7 de 1’extrait aqueux (tableau 4.3). Ce
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produit a été précédemment isolé de I’extrait hexanique des feuilles de P. atlantica par Yousfi

et al. (2009).

Le métabolite 11 a été caractéris€é comme étant 1’acide digallique (Abu-Reidah ez al.,

2015) avec les mémes caractéristiques du produit 8 de I’extrait aqueux (tableau 4.3).

L’acide trigallique correspond a la molécule 14 (Abu-Reidah et al., 2015) avec des

informations structurelles similaires a celles du produit 11 de I’extrait aqueux (tableau 4.3).

Le pic 15 présente un modele de fragmentation indiqué dans le tableau 4.4. L’ion
moléculaire observé a m/z 799 ainsi que le fragment produit a m/z 647 qui correspond a une
perte d’une unit¢ d’acide gallique, indique que le pic 15 est I’acide tetragalloylquinique

(Sannomiya et al., 2005).

Les produits 19 et 22 sont identifiés comme des isomeres du méthyle digallate (Pacifico
et al., 2014; Abu-Reidah ez al., 2015) avec des caractéristiques similaires aux produits 17 et

19 de I’extrait aqueux (tableau 4.3).

Le pic 23 correspond a la rutine similaire dans les informations structurelles avec le
produit 21 de I’extrait aqueux (tableau 4.3). La rutine a été identifiée par Kawashty et al.

(2000) dans I’extrait hydroéthanolique de P. atlantica.

Les produits 26 et 28 sont des isomeres de myricétine galloylhexoside avec des ions
moléculaires et fragments identiques a ceux du produit 23 de I’extrait aqueux de P. atlantica

(Abu-Reidah et al., 2015).

Le métabolite 30 correspond a la quercitrine-O-gallate (Rodriguez-Pérez et al., 2013), ce

produit a été aussi identifié¢ dans 1’extrait aqueux de P. atlantica (produit 25, tableau 4.3).

Tableau 4.4. Temps de rétention (TR), longueurs d’ondes d’absorption maximale (Amax),
spectres de masse, tentatives d’identification et formules moléculaires des produits présents
dans la fraction acétate d’éthyle issue de 1’extrait aqueux des feuilles de P. atlantica.

1 7,623 270 169 125 Acide gallique C;H¢Os Remila et al.,
2015
2 8,643 270 769 169 Dérivé de ’acide - -
gallique
3 9,909 275 343 191 Acide galloylquinique  C;4H;60 Rodriguez-Pérez
(isomere 1) etal., 2013;
Pacifico et al.,
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2014
4 11,680 273 343 191 Acide galloylquinique  C;4H;401 Rodriguez-Pérez
(isomere 2) etal., 2013;
Pacifico et al.,
2014
5 15,428 260,294 270 - Inconnu - -
6 20,058 274 495 343 Acide Cy1H0014 Rodriguez-Pérez
digalloylquinique etal., 2013;
Pacifico et al.,
2014
7 20,410 273 - - Dérivé de I’acide - -
gallique
8 20,933 272 183 124 Méthyle gallate CgHgOs Rodriguez-Pérez
etal., 2013
9 21,254 270 - - Dérivé de I’acide - -
gallique
10 21,521 270 - - Dérivé de 1’acide - -
gallique
11 21,834 272 321 169 Acide digallique C14H,¢O0y Abu-Reidah et
al., 2015
12 23,370 277 - - Dérivé de I’acide - -
gallique
13 23,571 273 - - Dérivé de 1’acide - -
gallique
14 24,351 273 473 321 Acide trigallique C,1H14013 Abu-Reidah et
al., 2015
15 25,459 273 799 647 Acide C35H30,, Sannomiya et al.,
tetragalloylquinique 2005
16 26,828 241 - - Inconnu - -
17 27,332 281 - - Dérivé de ’acide - -
gallique
18 27,606 242 - - Inconnu - -
19 27,971 282 335 183 Méthyle digallate CisH; 5,09 Pacifico et al.,
(isomere 1) 2014; Abu-
Reidah ez al.,
2015
20 28,328 265, - - Dérivé du quercétine - Remila et al.,
300, 358 2015
21 28,435 265, - - Dérivé du quercétine - Remila et al.,
300, 358 2015
22 28,929 282 335 183 Méthyle digallate CisH 1,09 Abu-Reidah et
(isomére 2) al., 2015
23 30,871 258,355 609 301 Rutine Cy7H30045 Pacifico et al.,
2014
24 31,905 258,350 - - Dérivé du myricétine - Remila et al.,
2015
25 33,667 266,350 - - Dérivé du quercétine - Remila et al.,
2015
26 39,951 275,355 631 317 Myricétine CyoHy504 Abu-Reidah et
galloylhexoside al., 2015
(isomeére 1)
27 40,217 240, 543 271 Inconnu - -
288, 329
28 41,240 275,355 631 317 Myricétine CyoHo504 Abu-Reidah et
galloylhexoside al., 2015
(isomere 2)
29 41,583 242, 543 271 Inconnu - -
289, 329
30 43,285 263,355 599 301 Quercitrine-O-gallate  C,3H,4015 Rodriguez-Pérez
etal., 2013
31 45,442 277 251 205 Dérivé de I’acide - -
gallique

Tableau 4.4 suite.
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4.2.2.3. Fraction n-butanol

Quatorze produits ont été¢ identifiés par les techniques UV et MS (figure 4.18 a 4.20 et
tableau 4.5). Parmi lesquels douze produits (1, 2,4 a 7, 9 a 13, 15) sont caractérisés pour la
premicre fois dans P. atlantica.

6 7

Signal DAD1 G, Sig=280,4 Ref=36@,196uHOUHARI 2015-84-13 13-29-35\P2.D)
mAU

50 min

Figure 4.18. Chromatogramme HPLC-DAD-UV a 280 nm de la fraction n-butanol.
Conditions expérimentales décrites sous 3.2.2.

Signal DAD1 H, Sig=350,4 Ref=360,100 (HOUWARI 2015-04-13 13-29-35\P2.D)
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Figure 4.19. Chromatogramme HPLC-DAD-UV a 350 nm de la fraction n-butanol.
Conditions expérimentales décrites sous 3.2.2.

MSD1 TIC, MS File (C\CHEM32\1\DATAHOUWARI 2015-04-13 13-20-35P2 D) ES-API, Neg, Scan, Frag: 70
ﬂ.waﬂ»/"l
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4000003 | M d . P #—,,w | “I ‘.‘ ,! | rY‘-'r“H |
200000 \ T \ N SN WA st \

O Vs L PRI W I VDY 1 XY
e v A T

10 20 30 40 50 mi

Figure 4.20. Chromatogramme HPLC-API-ES-MS de la fraction n-butanol. Conditions
expérimentales décrites sous 3.2.3.

Le métabolite 1 montre un ion déprotoné pseudomoléculaire a m/z 331. Sur la base des
données MS, comparativement a ceux qui sont présentes dans la littérature (Rodriguez-Pérez
et al., 2013; Pacifico et al., 2014), le métabolite 1 a été identifié comme isomeére de
glucogalline (ou isomere de galloylhexoside). En fait, la fragmentation de 1’ion précurseur a

m/z 331 conduit a la formation d’ion compatible avec cette hypothése, a savoir 1’ion fragment
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a m/z 169 ([M-H-CcH;¢Os]") pourrait étre due a la perte du résidu d’hexose, et pourrait par

conséquent étre attribuée a 1’acide gallique déprotoné.

Les pics 2-13, 15 correspondent respectivement a 1’acide galloylquinique (isomeére 1),
acide gallique, acide galloylquinique (isomere 2), acide galloylquinique (isomere 3), acide
digalloylquinique (isomeére 1), acide digalloylquinique (isomére 2), méthyle gallate, acide
trigalloylquinique (Pistafoline A), méthyle digallate (isomere 1), méthyle digallate (isomere
2), rutine, myricétine galloylhexoside, et quercitrine-O-gallate (Rodriguez-Pérez et al., 2013;
Pacifico et al., 2014; Abu-Reidah et al., 2015; Remila et al., 2015), dont les interprétations
et les informations structurelles sont identiques a celles des produits identifiés dans 1’extrait

aqueux et la fraction acétate d’éthyle de P. atlantica (tableau 4.3 et 4.4).

Tableau 4.5. Temps de rétention (TR), longueurs d’ondes d’absorption maximale (Amax),
spectres de masse, tentatives d’identification et formules moléculaires des produits présents
dans la fraction n-butanol issue de I’extrait aqueux des feuilles de P. atlantica.

o

1 2,005 273 331 169 Glucogalline C3H 601 Rodriguez-Pérez
etal., 2013;
Pacifico et al.,
2014
2 6,606 274 343 191 Acide C14H 6019 Rodriguez-Pérez
galloylquinique etal.,2013;
(isomere 1) Pacifico et al.,
2014
3 8,087 270 169 125 Acide gallique C;H¢Os5 Remila et al., 2015
4 10,708 273 343 191 Acide C14H 6019 Rodriguez-Pérez
galloylquinique etal.,2013;
(isomére 2) Pacifico et al.,
2014
5 12,397 273 343 191 Acide Ci4sH 6019 Pacifico et al.,
galloylquinique 2014
(isomére 3)
6 19,641 277 495 343 Acide CyHy0014 Pacifico et al.,
digalloylquinique 2014
(isomére 1)
7 19,846 274 495 343 Acide Cy1Hy0014 Pacifico et al.,
digalloylquinique 2014
(isomére 2)
8 21,030 272 183 124 Méthyle gallate CgHgOs Rodriguez-Pérez
etal., 2013
9 23,583 272 647 495 Acide Cy3H,4015 Rodriguez-Pérez
trigalloylquinique et al.,2013;
(Pistafoline A) Remila et al., 2015
10 25,475 282 335 183 Méthyle digallate Ci5H; 5,09 Pacifico et al.,
(isomére 1) 2014; Abu-Reidah
etal., 2015
11 28,909 282 335 183 Méthyle digallate CisH 1,09 Abu-Reidah et al.,
(isomeére 2) 2015
12 30,838 258,355 609 301 Rutine Cy7H30045 Pacifico et al.,
P 2014
13 41,247 275,355 631 317 Myricétine CyoHo016 4 . Abu-Reidah et al.,
galloylhexoside 2015
| F i
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14 41,712 242, 543 271 Inconnu - -
289, 329
15 43,287 263,355 599 301 Quercitrine-O- CysH40;5 Rodriguez-Pérez
gallate etal., 2013

Tableau 4.5 suite.
4.2.2.4. Fraction aqueuse

Trois métabolites ont ét¢ identifiés par les techniques UV et MS (figure 4.21 a 4.23 et
tableau 4.6). Parmi lesquels deux produits (1 et 4) sont caractérisés pour la premiere fois dans
P. atlantica.

Les pics 1 et 4 correspondent respectivement a la myricétine galloylhexoside et la

quercitrine-O-gallate (Rodriguez-Pérez et al., 2013; Abu-Reidah et al., 2015).

Signal DAD1 G, 5ig=280,4 Ref=360,100 (HOUWARI 2015-84-13 13-29-35\P3.D)
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Figure 4.21. Chromatogramme HPLC-DAD-UV a 280 nm de la fraction aqueuse issue de
I’extrait aqueux des feuilles de P. atlantica. Conditions expérimentales décrites sous 3.2.2.

DAD1 H, Sig=350.4 Ref=360,100 (HOUWARI 2015-04-13 13-29-35\P3.D)
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Figure 4.22. Chromatogramme HPLC-DAD-UV a 350 nm de la fraction aqueuse issue de
I’extrait aqueux des feuilles de P. atlantica. Conditions expérimentales décrites sous 3.2.2.

MSD1 TIC, MS File (CACHEM32\1\DATA\HOUWARI 2015-04-13 13-29-35\P3.D) ES-API, Neg, Scan, Frag: 70

800000 3
600000
400000 3
200000 3

VE

I J v k ! T d ¥ ’ ¥ T k ’ ¥ J T ! E y i T F ! ' d
10 20 30 40 50 mirg

Figure 4.23. Chromatogramme HPLC-API-ES-MS de la fraction aqueuse issue de 1’extrait
aqueux des feuilles de P. atlantica. Conditions expérimentales décrites sous 3.2.3.
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Tableau 4.6. Temps de rétention (TR), longueurs d’ondes d’absorption maximale (Amax),
spectres de masse, tentatives d’identification et formules moléculaires des produits présents
dans la fraction aqueuse issue de 1’extrait aqueux des feuilles de P. atlantica.

1 41,244 275, 355 631 317 Myricétine CyoHo5016 Abu-Reidah et
galloylhexoside al., 2015
2 41,703 242,289, 543 271 Inconnu - -
329
3 42,513 242, 289, 543 271 Inconnu - -
329
4 43,284 263, 355 599 301 Quercitrine-O- CosH,405 Rodriguez-
gallate Pérez et al.,
2013
5 44,568 279 385 277 Dérivé de ’acide - -
gallique
Q O._.OH
OH
HO,,
Hoo Y OH HO OH
OH OH
Acide quinique Acide gallique

0
HO

HO
OH

Méthyle gallate

“OCH,

OH OH OH

OH

Rutine

Figure 4.24. Structures de quelques produits identifiés par HPLC-DAD-UV et HPLC-API-
ES-MS dans I’extrait aqueux et fractions des feuilles de P. atlantica.
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4.2.3. Fractionnement bio-guidé de D’extrait aqueux des feuilles de P. atlantica et
isolement des produits I-VIII

Dans le but d’isoler des produits actifs de I’extrait aqueux de P. atlantica ayant présenté
une activité¢ inhibitrice de I’AChE par bioautographie et en solution, il a été¢ décidé de le
fractionner par différentes techniques chromatographiques. Les différentes étapes de
purification ont été guidées par les résultats de I’activité anticholinestérasique obtenus par

bioautographie a chaque étape.

L’extrait a été dissous dans I’eau distillée, aprés une bonne solubilisation, I’extrait a été
mis dans une ampoule a décanter et soumis a une série de partage liquide-liquide par des
solvants organiques non miscibles avec 1’eau et de polarité croissante: hexane, chloroforme
(CHCl,), acétate d’éthyle (AcOEt) et n-butanol (n-BuOH). Quatre phases organiques sont
alors obtenues aprés une évaporation a 40 °C par un évaporateur rotatif plus une phase

aqueuse résiduelle (aq ou H,O) qui est lyophilisée (tableau 4.7 et figure 4.25 et 4.26).

Tableau 4.7. Rendement du partage liquide-liquide de I’extrait aqueux de P. atlantica.

53¢ 15521g 16,663 g 16246¢  3358g 0913 ¢g

254 nm 365 nm Visible

ExtH,0 AcOEt n-BuOH Aq ExtH,O AcOEt n-BuOH Aq Ext H.0 AcOEt n-BuOH Aq

Figure 4.25. CCM de I’analyse des fractions (AcOEt, n-BuOH, H,O) issues de I’extrait
aqueux de P. atlantica, avant (254 nm) et apres révélation avec le Neu (365 nm) et le Godin
(visible), systeme de migration CHCl;-MeOH-H,0 [65 : 35 : 05].
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*Extrait aqueux des feuilles de

P. atlantica (53 g)

Partage liquide-liquide

CC SiO,

Fr. Hexane Fr. CHCl; *Fr. AcOEt *Fr. BuOH *Fr. aq
0913 g 3358 ¢g 16,246 ¢ 16,663 g 15,521 ¢
CC Sephadex LH-20 (pour 15 g)
*Fr aq-1 *Fr aq-11 *Fr aq-111 *Fr aq-1V
950 mg 6007 mg 2279 mg 3065 mg
I CC SiO,
*1 *TI-IIT *vV *V *VI *VII-XVIIL
349 mg 375 mg 393 mg 71 mg 302 mg 467 mg
CCSio CCSiO,
* = Activité anticholinestérasique : I l CC Si0,
par bioautographie
*1-VIL *VIIL *I-V *VI
137 mg 72 mg 187 mg 37 mg
CCM prep CCM prep
*PIIL *PIIL
57 mg 26 mg
*1 *11 *11 *V
1179 mg 02 mg 330 mg 626 mg
I I Flash chromatographie C-18
*I-IV *V *VI-VII *PI
414 mg 78 mg 666 mg 97 mg
| LPLC SiO,
*PII
09 mg
Figure 4.26. Schéma d’isolement des produits I-III de la fraction aqueuse issue de I’extrait aqueux des feuilles de P. atlantica.
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4.2.3.1. Fractionnement bio-guidé de la fraction aqueuse et isolement des produits I-1I1

La phase aqueuse (15 g) active contre I’AChE est fractionnée dans un premier temps par
une chromatographie liquide sur colonne ouverte (CC) (60 x 3 cm) avec le gel de Sephadex
LH-20 afin d’avoir des produits actifs en quantités suffisantes pour les analyses physico-
chimiques et 1’activité anticholinestérasique en solution. Le systeme d’élution employé est
constitué d’un mélange de MeOH-H,O [80 :20] (9,450 L). La chromatographie d’exclusion
moléculaire/gel de filtration sur des supports tels que le Sephadex LH-20 joue un role
important dans I’isolement des produits naturels. Le gel permet la séparation des composés en
fonction de leurs poids moléculaires et est, par conséquent, trés utile pour la séparation de
poids moléculaire ¢élevé et de matériau polymere a partir d’un échantillon. Ces molécules
causent souvent plus de problémes au cours de la chromatographie sur des supports solides,
une étape chromatographique d’exclusion moléculaire est utile comme une étape préliminaire
(Hostettmann et al., 1998). L’¢évolution de la séparation sur colonne a été suivie par CCM et
il en a résulté quatre fractions (de I a I'V) voir figure 4.27 dont les rendements sont indiqués

dans la figure 4.26.

254 nm 365 nm Visible

Figure 4.27. CCM de I’analyse des fractions (I-IV) issues de la phase aqueuse, avant (254
nm) et apres révélation avec le Neu (365 nm) et le Godin (visible), systtme de migration
AcOEt-MeOH-H,0 [49 : 41 : 10].

La fraction III (2279 mg) active a été ensuite séparée sur CC (80 x 2,5 cm) de gel de
silice (Silicagel 60, 40-63 um), €lution en gradient par palier. Les mélanges AcOEt-MeOH-
H,0O suivants ont été utilisés [80 : 20 : 02 — 50 : 50 : 10, 1,816 L]. La phase stationnaire a
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ensuite été lavée avec 454 mL de MeOH. L’évolution de la séparation sur colonne a été suivie

par CCM et il en a résulté dix sept fractions (de III-I a ITI-XVII) voir figure 4.26 ct 4.28.

254 nm

I o m IV \Y VI VI VII IX X mr X1 X XII XIV. XV XVI XVII

365 nm

111 I 11 m v v Vvl vl vill IX X o XI X XII XIV XV XVI XVII

Visible

111 I II= I~ TV7 VsV e VL VlllssEssoX: or - XiI Xl XII XIV XV XVI XVII

Figure 4.28. CCM de ’analyse des fractions (I-XVII) issues de la fraction III, avant (254
nm) et apres révélation avec le Neu (365 nm) et le Godin (visible), systtme de migration
AcOEt-MeOH-H,O0 [75 : 36 : 7,5] (a gauche) et [40 : 35 : 7,5] (& droit).
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La fraction III-IV (393 mg) active a été apreés fractionnée sur CC de gel de silice
(Silicagel 60, 40-63 um, 65 x 1 cm, AcOEt-MeOH-H,O [60 : 40 : 10, 228 mL] et MeOH (76
mL)), pour donner huit fractions (de III-IV-I a III-IV-VIII) voir figure 4.26 et 4.29. La
fraction III-IV-VIII (72 mg) active a été purifiée par CCM préparative avec gel de silice
(Silicagel 60, F254, glass plate, I mm thickness) éluée avec AcOEt-HCOOH-AcOH-H,0
[100: 11 : 11 : 26] pour donner le produit IIT (57 mg) voir figure 4.26 ct 4.42.

254 nm 365 nm Visible

I o o I1v Vv VI VI VI I T TR AE VAV sV ITEEVTTT 1 onm m v v VI Vi Vil

Figure 4.29. CCM de I’analyse des fractions (I-VIII) issues de la fraction III-IV, avant (254
nm) et apres révélation avec le Neu (365 nm) et le Godin (visible), systéme de migration
AcOEt-MeOH-H,O [75: 36 : 7,5].

La fraction III-VI (302 mg) active a son tour a été fractionnée sur CC de gel de silice
(Silicagel 60, 40-63 um, 65 x 1 cm, AcOEt-MeOH-H,O [60 : 40 : 10, 180 mL] et MeOH (60
mL)), pour donner six fractions (de III-VI-I a III-VI-VI) voir figure 4.26 et 4.30. La fraction
II-VI-VI (37 mg) active a été purifiée par CCM préparative avec gel de silice (Silicagel 60,
F254, glass plate, 1 mm thickness) ¢luée avec AcOEt-HCOOH-AcOH-H,O [100 : 11 : 11 :
26] pour donner aussi le produit III (26 mg) voir figure 4.26 et 4.42.
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254 nm 365 nm Visible

Figure 4.30. CCM de ’analyse des fractions (I-VI) issues de la fraction III-VI, avant (254
nm) et apres révélation avec le Neu (365 nm) et le Godin (visible), systtme de migration
AcOEt-MeOH-H,0 [75 : 36 : 7,5].

La fraction IV (3065 mg) avec une activité anticholinestérasique intéressante a été
fractionnée de la méme manicre que la fraction I1II et a donnée quatre fractions (de IV-1 a I'V-

IV) voir figure 4.26 et 4.31.

254 nm 365 nm Visible

Figure 4.31. CCM de I’analyse des fractions (I-I'V) issues de la fraction IV, avant (254 nm) et
apres révélation avec le Neu (365 nm) et le Godin (visible), systéme de migration AcOEt-
MeOH-H,O [75:36 :7,5].

175



Chapitre 4: Résultats et discussion

La fraction IV-I (1179 mg) active a été ensuite fractionnée successivement par CC (55 x
2,5 cm) avec gel de silice (Silicagel 60, 40-63 um) éluée en gradient par palier: CHCI;-
MeOH-H,0 [90 : 10 : 01 — 50 : 50 : 05, 1,170 L], ensuite par le MeOH (234 mL) et par
chromatographie liquide basse pression LPLC sur colonne (50 x 0,6 cm) avec gel de silice
(Silicagel 60, 25-40 um), élution isocratique par CHCI;-MeOH-H,O [90 : 10 : 01, 70 mL]
pour donner le produit II (9 mg) voir figure 4.26, 4.32 ct 4.42.

254 nm 365 nm Visible

V-l T I m IV Vo VIV L L A A L

Figure 4.32. CCM de I’analyse des fractions (I-VII) issues de la fraction IV-I, avant (254
nm) et apres révélation avec le Neu (365 nm) et le Godin (visible), systéme de migration
CHCI3-MeOH-H,0 [65 : 40 : 06].

La fraction I'V-III (330 mg) active a été a son tour soumise a la chromatographie flash en
phase inverse RP-18 (40-63 um, 26 g) ¢luée avec un gradient de MeOH-H,O [100:00 —
00:100] pour donner le produit I (97 mg) voir figure 4.26 et 4.42.

4.2.3.2. Fractionnement bio-guidé de la fraction acétate d’éthyle et isolement des
produits I, IV-VIII

Une quantité de 16 g de la phase acétate d’éthyle a d’abord été filtrée par CC (65 x 3 cm)
avec le gel de Sephadex LH-20. Le systéme d’¢lution employ¢ est constitué de MeOH (11,25
L). L’évolution de la séparation sur colonne a été suivie par CCM et il en résulte sept

fractions (de I a VII) voir figure 4.34 dont les rendements sont indiqués dans la figure 4.33.
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*Extrait aqueux des feuilles de

P. atlantica (53 g)

Partage liquide-liquide

Fr. Hexane Fr. CHCl; *Fr. AcOEt *Fr. BuOH *Fr. aq
0913 g 3,358 ¢ 16,246 g 16,663 g 15,521 ¢
I CC Sephadex LH-20 (pour 16 g)
*Fr ac-I *Fr ac-II *Fr ac-III *Fr ac-1V - *Fr ac-V *Fr ac-VI - *Fr ac-VII
862 mg 1200 mg 4812 mg 1168 mg 1065 mg 1333 mg 1383 mg
| | I
*1-V *VI *VII *VIIIL *IX *1 *11 *11I *IV-VII
81 mg 106 mg 02 mg 389 mg 49 mg 85 mg 42 mg 160 mg 700 mg
. : LPLC SiO,
LPLC SiO, LPLC SiO, LPLC SiO, | LPLC si0, CGMprep. SiO;
*PII *PII *PII *PII *PII *PVII
05 mg 12 mg 11 mg 11 mg 05 mg 55 mg
LPLC SiO,
LPLC C-18
*1-11T *IvV *V-VIII *1-IV *V *VI-IX
15 mg 112 mg 942 mg 941 mg 187 mg 82 mg
LPLC SiO, . R LPLC SiO,
PIV PVI CCM prep. SiO,
51 mg LPLC SiO, 14 mg
* = Activité anticholinestérasique LPLC C-18
par bioautographie
I I LPLC C-18

*1 | *II-IX *[-IV *V *VI-VIII *I-V *VI *VII-XI
39 mg 1110 mg 468 mg 40 mg 113 mg 652 mg 557 mg 109 mg 98 mg

LPLC SiO, | I LPLC SiO, | LPLC SiO,
*PIV *py *PVIIL CCM prep. SiO,
131 mg (11 mg) 1S mg

Figure 4.33. Schéma d’isolement des produits II, IV-VIII de la fraction AcOEt issue de I’extrait aqueux des feuilles de P. atlantica.
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254 nm 365 nm

AcOEt 1 V / A / AcOEt I I

Visible

Figure 4.34. CCM de I’analyse des fractions (I-VII) issues de la fraction acétate d’éthyle,
avant (254 nm) et aprés révélation avec le Neu (365 nm) et le Godin (visible), systeme de
migration CHCI3-MeOH-H,O [65 : 35 : 05].

La fraction I (862 mg) active a été séparée ensuite par LPLC sur colonne (90 x 1,5 cm)
avec gel de silice (Silicagel 60, 25-40 um), élution en gradient par palier. La composition du
mélange d’élution: CHCI;-MeOH-H,0 a évolué de la maniére suivante: 100 : 00 : 00 — 50 :
50 : 05 (1,020 L). La phase stationnaire a ensuite été lavée avec du MeOH (170 mL).
L’évolution de la séparation sur colonne a été suivie par CCM et il en résulte neuf fractions
(de I-I a I-IX) voir figure 4.33 et 4.35. Le produit II (28 mg) a été une autre fois purifié¢ a
partir des fractions actives I-VI (106 mg), I-VIII (389 mg) et I-IX (49 mg) par LPLC sur
colonne (60 x 1 cm et 50 x 0,6 cm) avec gel de silice (Silicagel 60, 25-40 um), élution en
gradient par palier: CHCI;-MeOH [100 : 00 — 70 : 30] voir figure 4.33 et 4.43.
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254 nm 365 nm

VI Vil VI X 11 mar v Acl V VI Vil VI

ACIHEST il JITES s Ac T Vi ny RSV TSV

Figure 4.35. CCM de ’analyse des fractions (I-IX) issues de la fraction I, avant (254 nm) et
apres révélation avec le Neu (365 nm) et le Godin (visible), systéeme de migration Hexane-
Acétone [70 : 30] (A) et CHCl3-MeOH-H,O [65 : 35 : 05] (B).

La fraction IT (1200 mg) active a été séparée a son tour par LPLC sur colonne (55 x 2,5
cm) avec gel de silice (Silicagel 60, 25-40 um), €élution en gradient par palier. La composition
du mélange d’¢lution: CHCI;-MeOH-H,0 a évolu¢ de la maniere suivante: 100 : 00 : 00 —
50 : 50 : 05 (1,428 L). La phase stationnaire a ensuite été lavée avec du MeOH (476 mL).
L’évolution de la séparation sur colonne a été suivie par CCM et il en résulte huit fractions
(de II-I a II-VIII) voir figure 4.33 et 4.36. Le produit IV (51 mg) a été purifié¢ a partir de la
fraction active II-IV (112 mg) par LPLC sur colonne (60 x 1 cm) avec gel de silice (Silicagel
60, 25-40 pum), ¢élution en gradient par palier: CHCI;-MeOH [100 : 00 — 70 : 30] (88 mL)
voir figure 4.33 et 4.43.
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254 nm 365 nm

Acll IV Vv VI VI vV VI VI

Visible

Ac TSIV VSV = AVl

Figure 4.36. CCM de I’analyse des fractions (I-VIII) issues de la fraction II, avant (254 nm)
et apres révélation avec le Neu (365 nm) et le Godin (visible), systéme de migration Hexane-
Acétone [70 : 30] (A) et CHCl3-MeOH-H,O [65 : 35 : 05] (B).

La fraction III (4812 mg) active a été séparée a son tour par LPLC sur colonne (65 x 3
cm) LiChroprep phase inverse RP-18 (Silicagel 60, 25-40 um) ¢luée avec un mélange de
MeOH-H,0 en gradient [100 : 00 — 00 : 100] (5,280 L) pour donner neuf fractions (de ITI-I
a III-IX) voir figure 4.37 et 4.33. Ensuite, la fraction III-IT (1110 mg) active a été purifiée
par LPLC sur colonne (55 x 2,5 cm) avec gel de silice (Silicagel 60, 25-40 um), élution en
gradient par palier: CHCl3-MeOH [100 : 00 — 70 : 30] (960 mL) et enfin par le MeOH (240
mL) pour donner aussi le produit IV (131 mg) voir figure 4.33 et 4.43.
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254 nm 365 nm

‘
I 111 v v VI

WVI-SSVLIESNLX: A c IR, VII vl IX
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VII VI IX

Figure 4.37. CCM de I’analyse des fractions (I-IX) issues de la fraction III, avant (254 nm)
et aprés révélation avec le Neu (365 nm) et le Godin (visible), systéme de migration CHCls-
MeOH-H,O [65 : 35 : 05].

La fraction IV (1168 mg) active a été séparée a son tour par LPLC sur colonne (55 x 2,5
cm) avec gel de silice (Silicagel 60, 25-40 pm), €élution en gradient par palier. La composition
du mélange d’¢lution: CHCI;-MeOH-H,0 a évolu¢ de la maniere suivante: 100 : 00 : 00 —
50 : 50 : 05 (1,392 L). La phase stationnaire a ensuite ét¢ lavée avec du MeOH (464 mL).
L’évolution de la séparation sur colonne a été suivie par CCM et il en résulte huit fractions
(de IV-I a IV-VIII) voir figure 4.33 et 4.38. Le produit V (11 mg) a été purifié a partir de la
fraction active IV-V (113 mg) par LPLC sur colonne (50 x 0,6 cm) avec gel de silice
(Silicagel 60, 25-40 um), élution en gradient par palier: CHCI;-MeOH [100 : 00 — 70 : 30]
(88 mL) voir figure 4.33 et 4.43.
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254 nm 365 nm

Y

Figure 4.38. CCM de I’analyse des fractions (I-VIII) issues de la fraction IV, avant (254 nm)
et aprés révélation avec le Neu (365 nm) et le Godin (visible), systétme de migration CHCls-
MeOH-H,O [65 : 35 : 05].

La fraction V (1065 mg) active a été séparée a son tour par LPLC sur colonne (55 x 2,5
cm) LiChroprep phase inverse RP-18 (Silicagel 60, 25-40 um) ¢luée en gradient avec un
mélange de MeOH-H,O [100 : 00 — 00 : 100] (2,332 L) pour donner sept fractions (de V-I a
V-VII) voir figure 4.33 et 4.39. Ensuite, la fraction V-I (85 mg) active a été purifiée par
LPLC sur colonne (60 x 1 cm) avec gel de silice (Silicagel 60, 25-40 um), €lution en gradient
par palier: CHCI;-MeOH [100 : 00 — 70 : 30] (64 mL) et en fin par le MeOH (32 mL) pour
donner aussi le produit IT (11 mg). Enfin la fraction V-III (160 mg) active a été séparée de
méme que la fraction V-I et a donné aussi le produit IT (05 mg), plus le produit VII (55 mg)
qui a nécessité une autre étape de purification par la CCM préparative avec gel de silice
(Silicagel, F254, glass plate, | mm thickness) ¢luée par CHCl3-MeOH-AcOH [75 : 35 : 05]
voir figure 4.33 et 4.43.
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254 nm 365 nm

Visible

Figure 4.39. CCM de I’analyse des fractions (I-VII) issues de la fraction V, avant (254 nm) et
apres révélation avec le Neu (365 nm) et le Godin (visible), systeme de migration CHCl;-
MeOH-H,O [65 : 35 : 05].

La fraction VI (1333 mg) active a été séparée a son tour par LPLC sur colonne (55 x 2,5
cm) LiChroprep phase inverse RP-18 (Silicagel 60, 25-40 um) ¢éluée avec un mélange de
MeOH-H,0 en gradient [100 : 00 — 00 : 100] (2,926 L) pour donner neuf fractions (de VI-I a
VI-IX) voir figure 4.33 et 4.40. Ensuite, la fraction VI-V (187 mg) active a été purifiée par
LPLC sur colonne (60 x 1 cm) avec gel de silice (Silicagel 60, 25-40 um), €lution en gradient
par CHCI3-MeOH [100 : 00 — 70 : 30] (144 mL) et en fin par le MeOH (36 mL) pour donner
le produit VI avec des impuretés. Une derniére étape de purification par la CCM préparative
avec gel de silice (Silicagel, F254, glass plate, 1 mm thickness) ¢luée par CHCl;-MeOH-H,0O
[70 : 30 : 05] a donné 14 mg de VI voir figure 4.33 et 4.43.
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254 nm 365 nm
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Figure 4.40. CCM de I’analyse des fractions (I-IX) issues de la fraction VI, avant (254 nm) et
aprés révélation avec le Neu (365 nm) et le Godin (visible), systéeme de migration CHCI;-
MeOH-H,O0 [65 : 35 : 05].

La fraction VII (1383 mg) active a été séparée a son tour par LPLC sur colonne (55 x 2,5
cm) LiChroprep phase inverse RP-18 (Silicagel 60, 25-40 um) ¢luée avec un mélange de
MeOH-H,0 en gradient [100 : 00 — 00 : 100] (3,036 L) pour donner onze fractions (de VII-I
a VII-XI) voir figure 4.33 et 4.41. Ensuite, la fraction VII-VI (109 mg) active a été purifiée
par LPLC sur colonne (60 x 1 cm) avec gel de silice (Silicagel 60, 25-40 um), élution en
gradient par palier: CHCI3-MeOH [100 : 00 — 70 : 30] (80 mL) et enfin par le MeOH (20
mL) pour donner le produit VIII avec des impuretés. Une derniere étape de purification par la
CCM préparative avec gel de silice (Silicagel, F254, glass plate, 1 mm thickness) élué¢e par
CHCIl3-MeOH-H,O [70 : 30 : 05] a donné 15 mg de VIII voir figure 4.33 et 4.43.
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365 nm

VII vl IX X VII vl IX

Visible

VI vk Vil IX X X1

Figure 4.41. CCM de I’analyse des fractions (I-XI) issues de la fraction VII, avant (254 nm)
et apres révélation avec le Neu (365 nm) et le Godin (visible), systeme de migration CHCl;-
MeOH-H,O [65 : 35 : 05].

254 nm 365 nm Visible

H R IR A AT ]

Ext H,O Aq EXt'H; O

Figure 4.42. CCM de ’analyse des produits I, II et III, avant (254 nm) et apres révélation
avec le Neu (365 nm) et le Godin (visible), systétme de migration AcOEt-HCOOH-AcOH-
H,O[100: 11:11 :26].
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254 nm 365 nm

AcOEt

Visible

Figure 4.43. CCM de I’analyse des produits II, IV, V, VI, VII et VIII avant (254 nm) et
apres révélation avec le Neu (365 nm) et le Godin (visible), systeme de migration CHCl;-
MeOH-H,0 [65 : 35 : 05].

Les différentes techniques chromatographiques (partage liquide-liquide, CC gel de
Sephadex LH-20, CC gel de silice, chromatographie flash phase inverse RP-18, LPLC gel de
silice, LPLC phase inverse RP-18 et CCM préparative gel de silice) ont permet d’isoler a
partir de I’extrait aqueux de P. atlantica huit produits: I (Rf = 0,30; fluorescence bleu), II (Rf
= 0,96 ou 0,80; fluorescence bleu), III (Rf = 0,26; fluorescence bleu légere), IV (Rf = 0,30;
fluorescence bleu), V (Rf = 0,57; fluorescence jaune), VI (Rf = 0,47; fluorescence jaune), VII
(Rf = 0,24; fluorescence bleu) et VIII (Rf = 0,73; fluorescence bleu) voir figure 4.26, 4.33,
4.42 et 4.43, laissant dire qu’il s’agit de dérivés de quercétine et d’acides phénoliques

principalement I’acide gallique. L’analyse structurelle des produits isolés est en cours.
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4.3. Investigation phytochimique de D’extrait éthanolique de la plante entiére de S.
lanatus et E. confusum

4.3.1. Analyses CCM de D’extrait éthanolique de la plante entiére de S. lanatus et E.
confusum

Les extraits bruts obtenus apres macération par I’éthanol 95 % a température ambiante
ont été solubilisés dans le méthanol a une concentration de 10 mg/mL. Ils ont été ensuite été
analysés par CCM dans les conditions expérimentales décrites dans 3.2.1. Outre I’observation
sous rayonnement UV a 254 nm et 366 nm, les plaques ont été révélées a I’aide de réactifs
chimiques présentés dans le tableau 3.2, dans le but de donner un premier apercu de la
composition en métabolites secondaires des extraits bruts (Wagner et Bladt, 1996; Wagner

etal., 2011).

Le criblage phytochimique sur plaque CCM a permis de mettre en évidence plusieurs
classes phytochimiques. La révélation au réactif Dragendorff a montré la présence
systématique, dans les extraits bruts, de plusieurs alcaloides. La présence de ce type de
composés n’est pas surprenante, car ils sont fréquemment décrits chez les especes de la
famille Boraginaceae (El-Shazly et Wink, 2014). Nombreuses taches de saponines ont pu
étre mises en ¢évidence par la vanilline-H,SO4, 1’anisaldéhyde-H,SO4, le SbCl;, le
Komarowsky et la vanilline-H3;PO,4. La révélation des plaques CCM par le SbCls, la vanilline-
H3POy,, la vanilline-H,SOy4, le Liebermann et 1’anisaldéhyde-H,SO,4 permet a de nombreux
composés de prendre des colorations caractéristiques, permettant alors de supposer la
présence des lignanes et terpénoides. La vanilline-H3POy, le SbCl; et la chloramine-TCA ont
montré une faible réaction, il paraitrait donc, que les extraits bruts ne renferment qu’une faible
abondance en glycosides cardiotoniques. Les sesquiterpeénes lactones sont plus présents dans
E. confusum suite a la réaction de plusieurs taches avec le Zimmermann. Le réactif de Neu a
permis de mettre en évidence la présence dans les extraits bruts des flavonoides et des acides

phénoliques en moyenne et en faible abondance, respectivement.

S. lanatus et E. confusum renferment aussi des tanins (galliques et ellagiques) et
coumarines. Les dérivés anthracéniques, naphtoquinones et tanins catéchiques sont absents
dans les extraits bruts de S. lanatus et E. confusum (figure 4.44 a 4.64 ct tableau 4.8). Les
résultats obtenus apres le criblage phytochimique par CCM ne sont qu’indicatives, la présence

de faux positifs ou faux négatifs est possible.
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Avant révélation Apreés révélation
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Figure 4.44. CCM de I’analyse des alcaloides avant et apres révélation avec le Dragendorft,
systeme de migration N° 8, S.1. = §. lanatus; E.c. = E. confusum.
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Figure 4.45. CCM de I’analyse des saponines avant et apreés révélation avec la vanilline-
H,S04, systéeme de migration N° 4, S.1. = S. lanatus; E.c. = E. confusum.
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Figure 4.46. CCM de I’analyse des saponines avant et apres révélation avec I’anisaldéhyde-
H,S0O4, systéme de migration N° 4, S.1. = S. lanatus; E.c. = E. confusum.
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Figure 4.47. CCM de I’analyse des saponines avant et apres révélation avec le SbCl;, systéme
de migration N° 4, S.1. = S. lanatus; E.c. = E. confusum.
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Avant révélation Aprés révélation
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Figure 4.48. CCM de I’analyse des saponines avant et apres révélation avec le Komarowsky,
systéme de migration N° 4, S.1. = §. lanatus; E.c. = E. confusum.
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Figure 4.49. CCM de I’analyse des saponines avant et aprés révélation avec la vanilline-
H3PO,, systéeme de migration N° 4, S.1. = S. lanatus; E.c. = E. confusum.
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Figure 4.50. CCM de I’analyse des lignanes avant et apres révélation avec le SbCls, systéme
de migration N° 5, S.I. = S. lanatus; E.c. = E. confusum.
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Figure 4.51. CCM de I’analyse des lignanes et terpénoides avant et apres révélation avec la
vanilline-H3;PO4, systeme de migration N° 5, S.1. = S. lanatus; E.c. = E. confusum.
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Figure 4.52. CCM de I’analyse des lignanes et terpénoides avant et apres révélation avec la
vanilline-H,SOy, systéme de migration N° 5, S.1. = §. lanatus; E.c. = E. confusum.
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Figure 4.53. CCM de I’analyse des terpénoides avant et apres révélation avec I’anisaldéhyde-
H,S0O4, systéeme de migration N° 5, S.1. = S. lanatus; E.c. = E. confusum.
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Figure 4.54. CCM de I’analyse des terpénoides avant et apres révélation avec le Liebermann,
systéme de migration N° 5, S.1. = §. lanatus; E.c. = E. confusum.
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Figure 4.55. CCM de I’analyse des glycosides cardiotoniques avant et apres révelation avec
I’anisaldéhyde-H,SOy, systéme de migration N° 2, S.1. = S. lanatus; E.c. = E. confusum.
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Figure 4.56. CCM de I’analyse des glycosides cardiotoniques avant et apres révelation avec
le SbCl3, systeme de migration N° 2, S.I. = S. lanatus; E.c. = E. confusum.
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Figure 4.57. CCM de I’analyse des glycosides cardiotoniques avant et apres révélation avec
la chloramine-TCA, systéme de migration N° 2, S.1. = §. lanatus; E.c. = E. confusum.
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Figure 4.58. CCM de I’analyse des sesquiterpénes lactones avant et aprés révélation avec le
Zimmermann, systéeme de migration N° 9, S.1. = S. lanatus; E.c. = E. confusum.
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Figure 4.59. CCM de I’analyse des tanins ellagiques avant et apres révélation avec le NaNO,,
systeme de migration N° 7, S.1. = §. lanatus; E.c. = E. confusum.
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Figure 4.60. CCM de I’analyse des tanins galliques avant et aprés révélation avec le KiOs,
systéme de migration N° 7, S.1. = §. lanatus; E.c. = E. confusum.
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Figure 4.61. CCM de I’analyse des flavonoides et coumarines avant et apres révélation avec
le Neu, systéme de migration N° 2, S.1. = S. lanatus; E.c. = E. confusum.
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Figure 4.62. CCM de I’analyse des flavonoides et coumarines avant et apres révélation avec
le Neu, systéme de migration N° 1, S.1. = §. lanatus; E.c. = E. confusum.
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Figure 4.63. CCM de I’analyse des coumarines avant et aprés révélation avec le KOH,
systéme de migration N° 2, S.1. = §. lanatus; E.c. = E. confusum.
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Avant révélation
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Figure 4.64. CCM de I’analyse des coumarines avant et aprés révélation avec le KOH,
systéme de migration N° 1, S.1. = §. lanatus; E.c. = E. confusum.

Tableau 4.8. Récapitulatif du criblage phytochimique de 1’extrait éthanolique de la plante
entiere de S. lanatus et E. confusum.

_ S. lanatus E. confusum

Acides phénoliques + +
Alcaloides +++ +++
Coumarines + +
Dérivés anthracéniques - -
Flavonoides ++ ++
Glycosides cardiotoniques + +
Lignanes +++ +++
Naphtoquinones - -
Saponines +++ +++
Sesquiterpenes lactones + +++
Tanins catéchiques - =
Tanins ellagiques + +
Tanins galliques + +
Terpénoides +++ +++

- : absence, + : présence en faible quantité, ++ : présence en moyenne quantité, +++

en grande quantité.

: présence
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4.3.2. Fractionnement bio-guidé de I’extrait éthanolique de la plante entiere de S. lanatus
et isolement des produits IX-XIT

Apreés avoir montré une activité inhibitrice de I’AChE par bioautographie, 1’extrait
¢thanolique de la plante entiere de S. lanatus a été fractionné par bio-essais dans le but
d’isoler des produits actifs. Plusieurs procédés de purification ont ét¢ employés concernant
essentiellement des techniques chromatographiques. Cet extrait (109,688 g) a été imprégné de
500 mL d’HCI1 (2 M) pendant 30 min et filtré. La fraction insoluble a été récupérée par
I’acétone et constitue la fraction I (19,067 g). Le matériel neutre a été extrait a partir du filtrat
par le n-hexane (3 x 1000 mL) et constitue la fraction IT (0,157 g). Les fractions I et II sont
testées négatives au Dragendorff, indigant une absence d’alcaloides. La solution acidifié¢e a
¢été ensuite basifiee par NH4OH a 25 % jusqu’a pH 10 et extraite avec CHCl; (3 x 1000 mL)
pour donner la fraction III (2,229 g) contenant des alcaloides. Afin de réduire les alcaloides
N-oxydes non extractibles avec du CHCIl;, la phase aqueuse a été réacidifiée avec I’'HCI
jusqu’a pH 2, réduite avec la poudre de zinc pendant la nuit, filtrée et alcalinisée par NH4OH
a 25 % jusqu’a pH 10. La solution alcalinisée a été extraite avec CHCls (3 x 1000 mL) pour
donner la fraction IV (9,570 g) contenant des alcaloides libres. La solution alcaline restante

constitue la fraction V (figure 4.65 et 4.66).

254 nm 365 nm Visible

ExtBOH I I / / ExtEtOH 1 Il A ExtEOH 1 1

Figure 4.65. CCM de I’analyse des fractions (I-V) issues de I’extrait éthanolique de S.
lanatus, avant (254 et 365 nm) et apres révélation avec le Dragendorft (visible), systéme de
migration DCM-MeOH-NH4OH [64 : 16 : 02].

Nous avons choisi de travailler sur les fractions alcaloidiques (III et IV) en raison de leur

activité anticholinestérasique. Nous avons tout d’abord réalis¢ un fractionnement de la
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*Extrait éthanolique de la plante entiére de
S. lanatus (109,688 g)

HCI, extraction avec n-hexane
NH,4OH, extraction avec CHCl;
HCI, Zinc, NH,OH, extraction avec CHCl;

Fr.1(19,067 g)
Fraction insoluble

Fr. 11 (0,157 g)

*Fr. 11T (2,229 g)

CC SiO,

*Fr. IV (9,570 g)

*Fr.V
Fraction aqueuse

I *1I *11L *IV \4 *VI *VII *VIII *IX *X XI XII
06 mg 106 mg 146 mg 72 mg 81 mg 24 mg 173 mg 218 mg 303 mg 112 mg 19 mg 28 mg
CCM prep CC SiO,
*PIX *PX *PXI
48 mg 11 mg 53 mg

* = Activité anticholinestérasique
par bioautographie

I *11 I *V *V *VI viI
01 mg 93 mg 06 mg 105 mg 3742 mg 172 mg 2646 mg

CCM prep

VIII IX
180 mg 50 mg

*PXII
66 mg

Figure 4.66. Schéma d’isolement des produits IX-XII de I’extrait éthanolique de la plante entiere de S. lanatus.
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fraction III (2,229 g) sur CC (55 x 2,5 cm) de gel de silice (Silicagel, 40-65 pm) éluée par un
gradient de DCM-MeOH (100 : 00 — 65 : 35, 2,132 L) ensuite lixivée avec du MeOH (267
mL). L’évolution de la séparation sur colonne a été suivie par CCM et il en résulte douze
fractions (de I a XII) voir figure 4.67 dont les rendements sont indiqués dans la figure 4.66.
La fraction III-IX (303 mg) active a été ensuite séparée par la CCM préparative avec gel de
silice (Silicagel, F254, glass plate, | mm thickness), élué¢e par DCM-MeOH-NH4OH [85 : 15 :
02] pour donner les produits IX (48 mg), X (11 mg), et XI (53 mg) voir figure 4.69 ct 4.66.

254 nm 365 nm

VI VI VII IX DG / / / vilh vil  IX X XI  XII

Visible

IVv. V. VI VI ViI IX X XI XII

Figure 4.67. CCM de ’analyse des fractions (I-XII) issues de la fraction III, avant (254 et
365 nm) et apres révélation avec le Dragendorff (visible), systéme de migration DCM-MeOH-
NH,4OH [85 : 15 : 02].
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La fraction IV (9,570 g) a son tour a été séparée sur CC (65 x 3 cm) de gel de silice
(Silicagel, 40-65 pum) €luée par un gradient de DCM-MeOH (100 : 00 — 65 : 35, 4,560 L)
ensuite lixivée avec du MeOH (570 mL). L’évolution de la séparation sur colonne a été suivie
par CCM et il en résulte neuf fractions (de I a IX) voir figure 4.68 dont les rendements sont
indiqués dans la figure 4.66. La fraction IV-V (3742 mg) active a été ensuite séparée par la
CCM préparative avec gel de silice (Silicagel, F254, glass plate, 1 mm thickness), éluée par
DCM-MeOH-NH4OH [64 : 16 : 02] pour donner le produit XII (66 mg) voir figure 4.69 et
4.66.

254 nm 365 nm

/1 VII VIII IX I T T A t m I1v v VI VII VII IX

Visible

Ir v V= Vi VI VII 1X

Figure 4.68. CCM de ’analyse des fractions (I-IX) issues de la fraction I'V, avant (254 et 365
nm) et apres révélation avec le Dragendorff (visible), systéme de migration DCM-MeOH-
NH4OH [90 : 10 : 01] (A) et [85: 15: 02] (B).
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254 nm 365 nm

Ext EtOH Fr. Il IX X XI  Fr.1V Xl Ext EtOH Fr. Il IX X XI  Fr.IV XII

Visible

Ext EtOH Fr. 11 IX X XI Fr. IV Xl Ext EtOH Fr. IIl  IX X XI FrlV Xl

Figure 4.69. CCM de I’analyse des produits IX, X, XI, XII avant (254 et 365 nm) et apres
révélation avec le Dragendorff (visible a gauche) et le Godin (visible a droite), systeme de
migration DCM-MeOH-NH4OH [85 : 15 : 02].

4.3.3. Interprétations des spectres et détermination de la structure des produits IX-XII
4.3.3.1. Détermination de la structure du produit IX

Le produit IX se présente sous forme d’une gomme brune. Il réagit avec le Dragendorff,
ce qui laisse présager qu’il s’agit d’alcaloide. La formule brute C;H33NOg du produit IX a été
¢tablie sur la base d’analyses par la spectrométric de masse (HR-Q-TOF-ESI-MS, high
resolution quadrupole time-of-flight electrospray ionization mass spectroscopy) et la
résonance magnétique nucléaire (RMN) monodimensionnelle et bidimensionnelle ('H, “C,
APT (Attached Proton Test), COSY (COrrelation SpectroscopY) et HMBC (Heteronuclear

multiple-bond correlation spectroscopy)).

Le spectre de masse haute résolution en mode positif (figure 4.70) donne un ion pseudo-

moléculaire a m/z 456,1720 [M+H]" (calculée pour CrH34NOo, 456,2234) indiquant sept
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degrés d’insaturation. Le fragment a m/z 440,1990 doit donc étre issu du départ d’un groupe
N-oxyde (16 Da). Le 3'-acétylheliosupine N-oxyde présente une masse moléculaire m/z 456,
ce qui est en accord avec I'ion pseudomoléculaire observé. Par ailleurs, le schéma de
fragmentation de I’ion pseudo-moléculaire a m/z 456,1720 présente un fragment identique a

celui observé pour le 3’-acétylheliosupine N-oxyde (Shimshoni ez al., 2015).

Figure 4.70. Spectre HR-Q-TOF-ESI-MS du produit IX en mode positif.

Le spectre APT (figure 4.72) présente 22 signaux, incluant six méthyles, quatre
méthylénes (un carbone oxygéné a 6C 60,92 (C-9)), cinq méthines (deux carbones oxygénés a
oC 72,52 (C-7); 71,97 (C-3") et deux carbones oléfiniques a 6C 124,25 (C-2); 142,11 (C-3")),
et sept carbones quaternaires (deux carbones oxygénés a 6C 83,54 (C-2"); 73,60 (C-5"); deux
oléfiniques a 6C 132,50 (C-1); 126,35 (C-2") et trois carbones carbonyles a 6C 173,20 (C-1');
167,50 (C-1"); 169,75 (C3'-CO)). Les déplacements chimiques du spectre RMN 'H (figure
4.71) du cycle sont en accord avec les valeurs rapportées pour 1’héliotridine N-oxydes (Logie
et al., 1994). Les déplacements chimiques des protons déplacés H-3a/H-3b (JH 5,05; bd/4,60;
bd), H-5a/H-5b (6H 4,30; m/4,15; m), et H-8 (0H 5,07; bs) confirme la présence de la partie
N-oxyde (Asibal et al., 1989; Constantinidis et al., 1993; Logie ef al., 1994). La présence de
la double liaison A'* est confirmée par les signaux déplacés de H-2 a 6H 5,92 (1H, bs), et C-
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1/C-2 a 6C 132,50/124,25. Le spectre RMN 'H du produit IX montre aussi un signal
oléfinique a oH 6,19 (1H, qq, J = 7/1,5 Hz, H-3"), qui, conjointement avec les signaux de
deux groupes méthyles a 0H 1,90 (3H, dq, J = 7/1,5 Hz, H-4") et 6H 1,82 (3H, q, J = 1,5 Hz,
H-5"), sont indicatifs d’un groupe angeloyloxy (Villanueva-Caiiongo et al., 2014). De plus,
la position des deux méthyles et le méthine a été confirmée par les corrélations COSY et
HMBC (figure 4.73 et 4.74). Ainsi, le signal H-7 observé a 6H 5,09 (1H, d, J = 5/2,5 Hz)
révele la présence d’un groupe hydroxy estérifié¢ a C-7 (Asibal ef al., 1989; Constantinidis et
al., 1993; El-Shazly et al., 1996). Le spectre HMBC, par les couplages entre C-1' et H-9, a
indiqué que I’heliotridine est estérifié en position C-9. Le spectre RMN 'H du produit IX
montre aussi des signaux de protons a 0H 5,35 (1H, q, /= 6 Hz, H-3"), 6H 1,28 3H, d, J=6
Hz, H-4"), 6H 1,18 (3H, s, H-6"), 6H 1,30 (3H, s, H-7') et oH 1,95 (3H, d, 3"-Ac) attribués,
avec 1’aide du spectre APT a un signal méthine, trois signaux méthyles et un groupe acétoxy,
respectivement, correspondant a la partie acide nécique du 3’-acétylheliosupine et 3'-
acétylheliosupine N-oxyde (Constantinidis ef al., 1993; El-Shazly et al., 1996). Cette
hypothése a été confirmée par la corrélation COSY du H-3" a 3H-4', ainsi que par les
corrélations HMBC du C-2' a 3H-4', 3H-6/, 3H-7"; C-3" a 3H-4'; C-5" a 3H-6', 3H-7’; C-6" a
3H-7'; et C-7" a 3H-6'. Le spectre APT du produit IX confirme la présence du groupe acétoxy
a partir des signaux a 6C 169,75 (C3'-CO) et 6C 21,29 (C3'-COCHj;) et le signal du C-3’
déplacé a 71,97 ppm, comparé avec ceux du heliosupine (El-Shazly et al., 1996), ainsi la
corrélation HMBC du 1H-3' au C3'-CO révéle que le groupe acétoxy est li¢ au C-3' dans le
produit IX. La structure du produit IX a été ¢lucidée, comme présentée dans la figure 4.75 et
a été identifiée comme étant 3'-acétylheliosupine N-oxyde. Ce produit a été isolé a partir des
parties aériennes de Heliotropium hirsutissimum Grauer (Constantinidis ez al., 1993), par
contre il n’a jamais €té isolé ou caractérisé dans le genre Solenanthus. Une évaluation
préliminaire de ’activité cytotoxicité du 3'-acétylheliosupine N-oxyde a été déterminée in
vitro contre une culture de cellules L1210. Ce produit a montré une activité cytotoxique

significative avec une ICsy de 3 pg/mL (Constantinidis et al., 1993).

205



Chapitre 4: Résultats et discussion

Figure 4.71. Spectre RMN 'H du produit IX (400 MHz, CDCl;).

Figure 4.72. Spectre RMN APT du produit IX (100 MHz, CDCls).
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Figure 4.73. Spectre RMN de corrélations homonucléaires COSY du produit IX (400 MHz,
CDCl3).
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Figure 4.75. Structure du produit IX (3'-acétylheliosupine N-oxyde).

4.3.3.2. Détermination de la structure du produit X

Le produit X se présente sous forme d’une gomme brune. Il réagit avec le Dragendorff,
ce qui laisse présager qu’il s’agit d’alcaloide. La formule brute C;0H3;NO7 du produit X a été
¢tablie sur la base d’analyses par la spectrométrie de masse (HR-Q-TOF-ESI-MS) et la RMN
monodimensionnelle et bidimensionnelle (IH, 13 C, APT, COSY, HMBC et ROESY
(Rotating-frame Overhauser Effect SpectroscopY)).

Le spectre de masse haute résolution en mode positif (figure 4.76) donne un ion pseudo-
moléculaire a m/z 398,2221 [M+H]" (calculée pour CyH3;,NO7, 398,2179) indiquant six
degrés d’insaturation. Le fragment a m/z 382,2275 doit donc étre issu du départ d’un groupe

N-oxyde (16 Da).

Les déplacements chimiques des protons 'H du spectre RMN (figure 4.77) du cycle
¢taient en accord avec les valeurs rapportées pour I’héliotridine N-oxydes (Logie et al., 1994).
En fait, dans le spectre NOESY aucun effet NOE n’a été observé entre le H-7 a oH 5,18 (1H,
bs) et H-8 a 0H 4,58 (1H, s), ce qui confirme la configuration trans des protons (Roeder et
al., 1991). La présence de la double liaison A" est confirmée par les signaux déplacés de H-2
a oH 5,94 (1H, s), et C-1/C-2 (oC 133,00/124,99). Le groupe angeloyloxy a été identifi¢ a la
position C-7 (6C 74,73) comme dans le produit IX. Les signaux restants dans les spectres
RMN 'H et APT (figure 4.78) indiquent la présence de I’acide (-)-viridiflorique, estérifiant la
partie nécine a C-9 (6C 61,61). Tandis que le spectre HMBC, par les couplages entre C-1' et
H-9, indique que I’héliotridine est estérifié en position C-7 par 1’acide angélique et en C-9 par

de I’acide (-)-viridiflorique.
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Figure 4.76. Spectre HR-Q-TOF-ESI-MS du produit X en mode positif.

En effet, un groupe hydroxyéthyle représenté par les signaux a o0H 3,96 (1H, q, J = 6,8
Hz, H-3"), 0H 1,07 (3H, d, J = 6,8 Hz, H-4") et un groupe isopropyle représenté par les signaux
aJH 1,74 (1H, m, H-5"), 6H 0,84 (3H, d, J = 6,5 Hz, H-6"), 6H 0,86 (3H, d, J = 6,5 Hz, H-7")
ont été reconnus par la RMN 'H et les corrélations COSY (figure 4.79). Les carbones
carbonyles a 0C 167,60 et 173,10 sont attribués a C-1" et C-1', respectivement. De plus, le pic
a oC 83,00 (C-2') suggere la présence d’un atome de carbone quaternaire oxygéné. Le produit
X a ét¢ nommé 7-angeloylechinatine N-oxyde, un nouveau produit naturel, il n’a pas été

décrit antérieurement dans la littérature, sa structure a été élucidée, comme représentée dans la
figure 4.80.
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Figure 4.77. Spectre RMN 'H du produit X (400 MHz, CD;0D).

Figure 4.78. Spectre RMN APT du produit X (100 MHz, CD;0D).
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Figure 4.79. Spectre RMN de corrélations homonucléaires COSY du produit X (400 MHz,
CD;0D).

Figure 4.80. Structure du produit X (7-angeloylechinatine N-oxyde).

4.3.3.3. Détermination de la structure du produit XI

Le produit XI se présente sous forme d’'une gomme brune. Il réagit avec le Dragendorff,
ce qui laisse présager qu’il s’agit d’alcaloide. La formule brute C,0H3;NOg du produit XI a été
¢tablie sur la base d’analyses par la spectrométrie de masse (HR-Q-TOF-ESI-MS) et la RMN

monodimensionnelle et bidimensionnelle (IH, 13C, APT, COSY).
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Le spectre de masse haute résolution en mode positif (figure 4.81) donnent un ion
pseudo-moléculaire a m/z 414,1736 [M+H]+ (calculée pour CpoH3,NOg, 414,2128) indiquant

six degrés d’insaturation.

Le spectre APT présente 20 signaux, incluant cinq méthyles, quatre méthylénes (un
carbone oxygéné a dC 60,72 (C-9)), cinq méthines (deux carbones oxygénés a oC 73,12 (C-
7); 69,42 (C-3") et deux carbones oléfiniques a 0C 122,73 (C-2); 140,44 (C-3")), et six
carbones quaternaires (deux carbones oxygénés a oC 83,67 (C-2'); 72,90 (C-5'); deux
oléfiniques a 0C 132,35 (C-1); 126,50 (C-2") et deux carbones carbonyles a 6C 173,90 (C-1");
167,55 (C-1"). Les déplacements chimiques du spectre RMN 'H (figure 4.82) du cycle sont
en accord avec les valeurs rapportées pour I’héliotridine N-oxydes (Logie et al., 1994). Les
déplacements chimiques des protons déplacés H-3a/H-3b (oH 4,57; bd, J = 16 Hz/4,27; bd, J
= 16), H-5a/H-5b (JH 3,82; m/3,70; m), et H-8 (JH 4,55; s) confirme la présence de la partie
N-oxyde (Asibal et al., 1989; Logie et al., 1994). La présence de la double liaison A'? est
confirmée par les signaux déplacés de H-2 a oH 5,96 (1H, bs), et C-1/C-2 a 6C 132,35/122,73.
Le spectre RMN 'H du produit XI montre aussi un signal oléfinique a 6H 6,17 (1H, dq, J =
7/1 Hz, H-3"), qui, conjointement avec les signaux de deux groupes méthyles a H 1,93 (3H,
dd, J = 7/2 Hz, H-4") et JH 1,84 (3H, s, H-5"), sont indicatifs d’'un groupe angeloyloxy
(Villanueva-Caiiongo et al., 2014). De plus, la position des deux méthyles et le méthine a été
confirmée par les corrélations COSY (figure 4.83). Ainsi, le signal H-7 observé a 6H 5,18
(1H, m) révele la présence d’un groupe hydroxy estérifi¢ a C-7 (Asibal et al., 1989; El-
Shazly et al., 1996). Le spectre RMN 'H du produit XI montre aussi des signaux de protons a
oH 4,10 (1H, q, J =7 Hz, H-3"), 6H 1,18 (3H, d, J =7 Hz, H-4"), 6H 1,14 (3H, s, H-6") et 0H
1,21 (3H, s, H-7') attribués, avec I’aide du spectre APT a un signal méthine et trois signaux
méthyles, respectivement, correspondant a la partie acide nécique du heliosupine et
heliosupine N-oxyde (Asibal et al., 1989; El-Shazly et al., 1996). Cette hypothése a été
confirmée par la corrélation COSY du H-3" a 3H-4'. Ainsi, la structure du produit XI a été
¢lucidée, comme présentée dans la figure 4.84. et a été identifiée comme étant heliosupine N-
oxyde. Ce produit a été identifi¢ dans Heliotropium europaeum L. et Symphytum officinalis L.
(Avula et al., 2015; Shimshoni et al., 2015), par contre il n’a jamais été isolé ou caractérisé

dans le genre Solenanthus.
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Figure 4.81. Spectre HR-Q-TOF-ESI-MS du produit XI en mode positif.

Figure 4.82. Spectre RMN 'H du produit XI (400 MHz, CD;OD).




Chapitre 4: Résultats et discussion

Figure 4.83. Spectre RMN de corrélations homonucléaires COSY du produit XI (400 MHz,
CD;0D).

Figure 4.84. Structure du produit XI (Heliosupine N-oxyde).

4.3.3.4. Détermination de la structure du produit XII

Le produit XII se présente sous forme d’une huile brune. Il réagit avec le Dragendorff, ce
qui laisse présager qu’il s’agit d’alcaloide. La formule brute C;0H3;NO7 du produit XII a été
¢tablie sur la base d’analyses par la spectrométrie de masse (HR-Q-TOF-ESI-MS) et la RMN
monodimensionnelle et bidimensionnelle (lH, 13C, APT, COSY).
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Le spectre de masse haute résolution en mode positif (figure 4.85) donne un ion pseudo-
moléculaire a m/z 398,2221 [M+H]" (calculée pour CyH3;,NO7, 398,2179) indiquant six
degrés d’insaturation. L’heliosupine présente une masse moléculaire m/z 398, ce qui en
accord avec I’ion pseudomoléculaire observé. Par ailleurs, le schéma de fragmentation de
I’ion pseudo-moléculaire a m/z 398,2221 présente une fragmentation similaire a celui observé

pour I’heliosupine (figure 4.85) (Avula et al., 2015).

Le spectre APT (figure 4.87) présente 20 signaux, incluant cing méthyles, quatre
méthylénes (un carbone oxygéné a 6C 61,50 (C-9)), cinqg méthines (deux carbones oxygénés a
oC 76,35 (C-7); 69,25 (C-3") et deux carbones oléfiniques a 6C 127,67 (C-2); 138,28 (C-3")),
et six carbones quaternaires (deux carbones oxygénés a 6C 83,71 (C-2'); 72,99 (C-5"); deux
oléfiniques a oC 134,50 (C-1); 127,42 (C-2") et deux carbones carbonyles a 0C 173,73 (C-1");
168,53 (C-1")). Les déplacements chimiques du spectre RMN 'H (figure 4.86) du cycle sont
en accord avec les valeurs rapportées pour I’héliotridine (Logie ef al., 1994). Les
déplacements chimiques des protons déplacés H-3a/H-3b (oH 3,84; bd, J = 7/3,40; dm), H-
5a/H-5b (6H 3,08; m/2,87; m), et H-8 (0H 4,07; m) en comparaison au produit XI confirme
I’absence de la partie N-oxyde (Logie et al., 1994; El-Shazly et al., 1996). La présence de la
double liaison A'? est confirmée par les signaux déplacés de H-2 a 6H 5,82 (1H, bs), et C-
1/C-2 a 6C 134,50/127,67. Le spectre RMN 'H du produit XII montre aussi un signal
oléfinique a 6H 6,07 (1H, qq, J = 7/1,50 Hz, H-3"), qui, conjointement avec les signaux de
deux groupes méthyles a oH 1,89 (3H, dq, J = 7/1,50 Hz, H-4") et 6H 1,79 (3H, quin, J = 1,5
Hz, H-5"), sont indicatifs d’un groupe angeloyloxy (Villanueva-Cafiongo ef al., 2014).
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Figure 4.85. Spectre HR-Q-TOF-ESI-MS du produit XII en mode positif.

Figure 4.86. Spectre RMN 'H du produit XII (400 MHz, CD;0D).
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Figure 4.87. Spectre RMN APT du produit XII (100 MHz, CD;0D).

De plus, la position des deux méthyles et du méthine a été confirmée par les corrélations
COSY (figure 4.88). Ainsi, le signal H-7 observé a oH 5,16 (1H, m) révele la présence d’un
groupe hydroxy estérifi¢ a C-7 (Asibal et al., 1989; El-Shazly et al., 1996). Le spectre RMN
'H du produit XII montre aussi des signaux de protons a 6H 4,09 (1H, g, J = 6,35 Hz, H-3),
oH 1,13 (3H, q, J = 6,5 Hz, H-4"), 6H 1,10 (3H, s, H-6") et 6H 1,19 (3H, s, H-7') attribués,
avec 1’aide du spectre APT a un signal méthine et trois signaux méthyles, respectivement,
correspondant a la partie acide nécique du heliosupine (El-Shazly et al., 1996). Cette
hypothese a été confirmée par la corrélation COSY du H-3" a 3H-4". Ainsi, la structure du
produit XII a été élucidée, comme présentée dans la figure 4.89 et a été¢ identifiée comme
étant heliosupine. Ce produit a été identifi¢ dans Cynoglossum creticum Miller, Heliotropium
europaeum L. et Symphytum officinalis L. (El-Shazly et al., 1996; Avula et al., 2015;
Shimshoni et al., 2015), par contre il n’a jamais été isolé ou caractérisé dans le genre
Solenanthus. En particulier, 1’heliosupine est rapport¢ pour posséder une action sur
I’adénocarcinome d’Ehrlich et le sarcome 45. Ces derniers ont été inhibés par I’heliosupine a

un pourcentage de 54 et 28 % respectivement (Pukhal'skaya et al., 1959).
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Figure 4.88. Spectre RMN de corrélations homonucléaires COSY du produit XII (400 MHz,
CD;0D).

Figure 4.89. Structure du produit XII (heliosupine).
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4.3.4. Fractionnement bio-guidé de D’extrait éthanolique de la plante entiére d’E.
confusum et isolement des produits XITI-XX

L’extrait éthanolique de la plante entiére d’E. confusum a montré une activité inhibitrice
de ’AChE par bioautographie et a ét¢ fractionné par bio-essais en vue d’isoler des produits
actifs. La purification a ¢été réalisée principalement aux moyens des techniques
chromatographiques. Cet extrait (60,840 g) a été¢ imprégné de 500 mL d’HCI (2 M) pendant
30 min et filtré. La fraction insoluble a été récupérée par 1’acétone et constitue la fraction I
(14,671 g). Le matériel neutre a été extrait a partir du filtrat par le n-hexane (3 x 1000 mL) et
constitue la fraction IT (0,079 g). Les fractions I et II sont testées négatives au Dragendorff,
indiquant une absence d’alcaloides. La solution acidifiée a été ensuite basifiée par NH4OH a
25 % jusqu’a pH 10 et extraite avec CHCl; (3 x 1000 mL) pour donner la fraction II (0,829
g) contenant des alcaloides. Afin de réduire les alcaloides N-oxydes non extractibles avec du
CHClIs, la phase aqueuse a été réacidifiée avec I’HCI jusqu’a pH 2, réduite avec la poudre de
zinc pendant la nuit, filtrée et alcalinisée par NH4OH a 25 % jusqu’a pH 10. La solution
alcalinisée a été extraite avec CHCI; (3 x 1000 mL) pour donner la fraction IV (0,726 g)
contenant des alcaloides libres. La solution alcaline restante constitue la fraction V (figure

4.90 et 4.91).

254 nm 365 nm Visible
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Figure 4.90. CCM de I’analyse des fractions (I-V) issues de [’extrait éthanolique d’E.
confusum, avant (254 et 365 nm) et apres révélation avec le Dragendorff (visible), systéme de
migration DCM-MeOH-NH4OH [85 : 15 : 02].

Nous avons choisi de travailler les fractions alcaloidiques (IIT et IV) en raison de leur
activité inhibitrice de ’AChE. Nous avons tout d’abord réalis¢é un fractionnement de la

fraction III (0,829 g) sur CC (55 x 2,5 cm) de gel de silice (Silicagel, 40-65 um) éluée par un
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Figure 4.91. Schéma d’isolement des produits XIII-XX de I’extrait éthanolique de la plante enti¢re d’E. confusum.
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gradient de DCM-MeOH (100 : 00 — 65 : 35, 1,280 L) ensuite lixivée avec du MeOH (160
mL). L’évolution de la séparation sur colonne a été suivie par CCM et il en résulte dix-huit
fractions (de I & XVIII) voir figure 4.92 dont les rendements sont indiqués dans la figure
4.91. La fraction III-VII active a été ensuite séparée par la CCM préparative avec gel de
silice (Silicagel, F254, glass plate, 1 mm thickness), éluée par DCM-MeOH-DEA [85 : 15 :
02] pour donner le produit XIII (8 mg) voir figure 4.91 et 4.94. Les produits XIV (7 mg), XV
(8 mg) et XVI (6 mg) ont été séparés a partir de trois fractions inactives III-IX, ITI-X et ITI-
XI, respectivement par la CCM préparative avec gel de silice (Silicagel, F254, glass plate, 1
mm thickness), ¢luée par DCM-MeOH-NH4OH [85 : 15 : 02] (figure 4.91 et 4.94). Les
fractions III-XV et ITI-XVII ont montré qu’une seule tache apres analyse CCM et ont donné
les produits XVII (23 mg) et XVIII (34 mg), respectivement.

254 nm 365 nm

mur v v VI VI VI IX X XI X1 XHI X1V XV XVI XVIIXVIIT e 11 nr v v vl vii vill IX X XI XII XIHII XIV XV XVIXVII XVIII

Visible

LOWVLEWVILVIILE X X X1 XTI X1k XTIV XV XVIXVIIXVIIT

PO

Figure 4.92. CCM de I’analyse des fractions (I-XVIII) issues de la fraction III, avant (254 et
365 nm) et apres révélation avec le Dragendorff (visible), systéme de migration DCM-MeOH-
NH4OH [85 : 15 : 02].
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La fraction IV (0,726 g) a son tour a été séparée sur CC (55 x 2,5 cm) de gel de silice
(Silicagel, 40-65 pum) €luée par un gradient de DCM-MeOH (100 : 00 — 65 : 35, 1,120 L)
ensuite lixivée avec du MeOH (140 mL). L’évolution de la séparation sur colonne a été suivie
par CCM et il en a résulté dix-huit fractions (de I a XVIII) voir figure 4.93 dont les
rendements sont indiqués dans la figure 4.91. Les produits XIII (4 mg), XIV (2 mg) et XV (5
mg) ont été une autre fois isolés de la fraction active IV-X et des fractions inactives I'V-XII et
IV-XIII, respectivement dans les mémes conditions citées ci-dessus pour les produits
correspondant. Les fractions IV-XVI et IV-XVII ont montré qu’une seule tache apres analyse

CCM et ont donné les produits XIX (211 mg) et XX (25 mg), respectivement (figure 4.94).

254 nm 365 nm

IV il 11 or v v Vvl vii vill IX X = XI XII XII XIV XV XVIXVII XVIII IV 3 11 I TV SV SV T SRV LAV TTRR X XI XII XHIXIV XV XVI XVIIXVIIT
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— -

S50 51 i X Xy XV Xy Xl

Figure 4.93. CCM de I’analyse des fractions (I-XVIII) issues de la fraction IV, avant (254 et
365 nm) et apres révélation avec le Dragendorff (visible), systéme de migration DCM-MeOH-
NH4OH [85 : 15 : 02].
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254 nm 365 nm

Ext EtOH Fr.1II Fr: IV XIII XIV" XV XVI XVI XVII XIX XX Ext EtOH Fr. Il Fr. IV XIII' XIV XV  XVI XVII XVII XIX XX

Ext EtOH Fr: III Fr.IV XII XIV XV XVI XVII' XVII XIX XX Ext EtOH Fr. 111 Fr.:. 1V X’H[ X1V X‘V XVI XVII XVII XIX XX

Figure 4.94. CCM de I’analyse des produits XIII, XIV, XV, XVI, XVII, XVIII, XIX et XX
avant (254 et 365 nm) et apres révélation avec le Dragendorff (visible a gauche) et le Godin
(visible a droite), systéme de migration DCM-MeOH-NH4OH [85 : 15 : 02].

Les différentes techniques chromatographiques (partage liquide-liquide, CC gel de silice,
et CCM préparative gel de silice) ont permet d’isoler a partir de ’extrait éthanolique de la
plante entiere d’E. confusum huit produits positifs au Dragendorff: XIII (Rf = 0,44), XIV (Rf
=0,36), XV (Rf = 0,32), XVI (Rf = 0,27), XVII (Rf = 0,58), XVIII (Rf = 0,52), XIX (Rf=
0,66) et XX (Rf = 0,58) voir figure 4.91 et 4.94, laissant dire qu’il s’agit d’alcaloides.

L’analyse structurelle des produits isolés est en cours.
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4.4. Activité inhibitrice de I’acétylcholinestérase des extraits bruts, fractions et produits
des plantes étudiées

4.4.1. Test de P’activité inhibitrice de I’acétylcholinestérase par bioautographie
4.4.1.1. Extrait aqueux, fractions et produits purifiés de P. atlantica

L’extrait aqueux, fraction aqueuse, fraction n-butanol, fraction acétate d’éthyle, fraction
chloroforme, fraction hexane et produits purifiés de P. atlantica sont testés a 15 ug par
bioautographie afin d’évaluer leur effet inhibiteur sur I’AChE. Le test par bioautographie a
démontré que ’extrait aqueux, la fraction n-butanol et la fraction acétate d’éthyle possedent
plusieurs taches actives, la fraction aqueuse n’a montré que deux taches inhibitrices de
I’AChE, par contre la fraction hexane et la fraction chloroforme sont inactives. Tous les
produits purifiés de I’extrait aqueux de P. atlantica ont montré une zone d’inhibition de
I’AChE. La galanthamine utilisée comme témoin a montré une activité importante a 1 ug
(figure 4.95). Sur la plaque de CCM duplicata (figure 4.42 et 4.43) pulvérisée avec le réactif
de Neu, les taches actives ont donné des fluorescences bleu ou jaune. Comme il a été bien
démontré dans 1’analyse HPLC, P. atlantica renferme des dérivés d’acide gallique et
quercétine glycosides et qui peuvent donner ces fluorescences caractéristiques. L’activité anti

acétylcholinestérasique observée dans cette étude pourrait étre due a ce type de métabolites.

Figure 4.95. Détection de I’activité inhibitrice de I’AChE par bioautographique de 1’extrait
aqueux (1), fraction aqueuse (2), fraction AcOEt (3) et produits purifiés (I (4), II (5), III (6),
IV (7), V (8), VI (9), VII (10) et VIII (11)) de P. atlantica a 15 pg. La galanthamine (12) est
utilisée comme témoin (1 pg). Systeme de migration AcOEt-HCOOH-AcOH-H,O [100 : 11 :
11 : 26] (a gauche) et CHCI3-MeOH-H,O [65 : 35 : 05] (a droite).
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4.4.1.2. Extrait éthanolique, fractions et produits purifiés de S. lanatus

L’extrait éthanolique de la plante enticre de S. lanatus a présenté plusieurs zones
d’inhibition de ’AChE sur CCM (figure 4.96). Les fractions obtenues apres plusieurs
procédés d’extraction a partir de I’extrait éthanolique ont été aussi testées, parmi lesquelles les
fractions III, IV et V ont montré aussi plusieurs zones d’inhibition de I’AChE. Le
fractionnement des fractions III et IV a permis d’obtenir quatre produits tous positifs aux
Dragendorff. Les données spectrales ont permis de leur attribuer la nature alcaloide
pyrrolizidinique. Les produits (de IX a XII) ont ensuite été testés a 15 pg contre I’AChE en
utilisant la bioautographie. Tous les produits ont donné une zone d’inhibition apres
pulvérisation du fast blue B. L’activité inhibitrice de I’AChE observée dans cette étude est

due aux alcaloides pyrrolizidiniques.

Figure 4.96. Détection de I’activité inhibitrice de I’AChE par bioautographique de I’extrait
¢thanolique (1), fractions III (2), IV (3) et produits purifiés (IX (4), X (5), XI (6), XII (7)) de
S. lanatus a 15 pg. La galanthamine (8) est utilisée comme témoin (1 pg). Systeme de
migration DCM-MeOH-NH4OH [85 : 15 : 02].

4.4.1.3. Extrait éthanolique, fractions et produits purifiés d’E. confusum

L’extrait éthanolique de la plante entiere d’E. confusum a montré deux taches actives
contre I’AChE par bioautographie (figure 4.97). Les fractions obtenues apres plusieurs séries
de traitement et d’extraction a partir de I’extrait éthanolique ont été aussi testées, parmi

lesquelles les fractions III, IV ont montré plus d’une tache active contre I’AChE. Le
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fractionnement des fractions III et IV a permis d’obtenir huit produits tous positifs aux
Dragendorff, indiquant qu’il s’agit d’alcaloides. Les produits (de XIII a XX) ont ensuite été
testés a 15 pg contre I’AChE en utilisant la bioautographie. Seuls les produits XIII, XVII,
XVIII, XIX et XX ont donné une zone d’inhibition apres pulvérisation du fast blue B. Les
produits XIV, XV, XVI sont inactifs. L’activité¢ inhibitrice de I’AChE observée dans cette

étude est due aux alcaloides.

Figure 4.97. Détection de I’activité inhibitrice de I’AChE par bioautographique de I’extrait
éthanolique (1), fractions III (2), IV (3) et produits purifiés (XIII (4), XIV (5), XV (6), XVI
(7), XVII (8), XVIII (9), XIX (10) et XX (11)) d’E. confusum a 15 ng. La galanthamine (12)
est utilisée comme témoin (1 pg). Systeme de migration DCM-MeOH-NH4OH [85 : 15 : 02].

4.4.2. Test de Dactivit¢ inhibitrice de Dacétylcholinestérase par dosage
spectrophotométrique

Les différents échantillons (extraits bruts, fractions et produits purifiés) ont été testés a
différentes concentration par la méthode d’Ellman en solution en vue de déterminer le taux
d’inhibition de I’AChE. On retrouve une assez bonne corrélation entre les deux méthodes en

ce qui concernant les échantillons testés.

Parmi les échantillons issus de P. atlantica testés, la fraction acétate d’éthyle a montré
I’inhibition la plus importante avec un taux d’inhibition supérieur de 95 % a une
concentration de 25 pg/mL. L’extrait aqueux a également présenté un taux d’inhibition
supérieur de 95 % a la méme concentration (figure 4.98 et 4.99). La fraction n-butanol et les
produits II, V, VI, VIII ont présenté une activité moyenne avec une inhibition qui dépasse 80
% a 250 pg/mL. Par contre, la fraction aqueuse et les produits I, III, IV, VII ont montré un
faible pouvoir inhibiteur de I’AChE, plus de 50 % a une concentration de 500 pg/mL (figure
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de 4.100 a 4.109). La fraction hexane et chloroforme n’ont pas d’effet sur I’AChE dans ce
test. La diminution de [Dactivité anticholinestérasique observée s’explique par 1’effet
synergique des produits actifs présents dans l’extrait brut et la fraction enrichie acétate
d’¢éthyle. Selon les analyses par HPLC et CCM, ces deux extraits renferment essentiellement
des dérivés d’acide gallique et quercétine glycoside. En effet, les polyphénols tels que les
acides phénoliques, tanins et flavonoides présents dans les végétaux ont montré des propriétés
anticholinetérasiques importantes (Gomathi et Manian, 2015). Selon les travaux de Pendota
et al. (2013), la quercétine est active contre I’AChE et présente une 1Csy de 66,8 + 0,09
pg/mL. L’acide gallique présente un taux d’inhibition de 15,7 % a 100 pg/mL (Orhan et al.,
2012).
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Figure 4.98. Activité inhibitrice de I’AChE de 1’extrait aqueux des feuilles de P. atlantica.
Les colonnes non reliées par la méme lettre sont statistiquement différentes a a. < 0,05.
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Figure 4.99. Activité inhibitrice de I’AChE de la fraction AcOEt issue de I’extrait aqueux des
feuilles de P. atlantica. Les colonnes non reliées par la méme lettre sont statistiquement
différentes a o < 0,05.
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Figure 4.100. Activité inhibitrice de I’AChE de la fraction n-BuOH issue de I’extrait aqueux
des feuilles de P. atlantica. Les colonnes non reliées par la méme lettre sont statistiquement
différentes a o < 0,05.
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Figure 4.101. Activité inhibitrice de I’AChE de la fraction aqueuse issue de I’extrait aqueux
des feuilles de P. atlantica. Les colonnes non reliées par la méme lettre sont statistiquement
différentes a a < 0,05.
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Figure 4.102. Activité inhibitrice de ’AChE du produit I. Les colonnes non reliées par la
méme lettre sont statistiquement différentes a a < 0,05.
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Figure 4.103. Activité inhibitrice de I’AChE du produit II. Les colonnes non reliées par la
méme lettre sont statistiquement différentes a a < 0,05.
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Figure 4.104. Activité inhibitrice de I’AChE du produit III. Les colonnes non reliées par la
méme lettre sont statistiquement différentes a o < 0,05.
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Figure 4.105. Activité inhibitrice de ’AChE du produit I'V. Les colonnes non reliées par la
méme lettre sont statistiquement différentes a a < 0,05.
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Figure 4.106. Activité inhibitrice de I’AChE du produit V. Les colonnes non reliées par la
méme lettre sont statistiquement différentes a a < 0,05.
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Figure 4.107. Activité inhibitrice de ’AChE du produit VI. Les colonnes non reliées par la
méme lettre sont statistiquement différentes a o < 0,05.
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Figure 4.108. Activité inhibitrice de I’AChE du produit VII. Les colonnes non reliées par la
méme lettre sont statistiquement différentes a o < 0,05.

232



Chapitre 4: Résultats et discussion

100 €

d
C

70

65

60

50 b

45

40 a

35

30

25

20

15

10

5

0

50 100 150 200 250

Concentration (ng/mL)

Pourcentage d'inhibition (%)
wn
V)]

Figure 4.109. Activité inhibitrice de I’AChE du produit VIII. Les colonnes non reliées par la
méme lettre sont statistiquement différentes a a < 0,05.

L’activité inhibitrice de I’AChE la plus importante des échantillons issus de S. lanatus a
été enregistrée dans la fraction III avec un taux d’inhibition supérieur de 90 % a une
concentration de 500 ng/mL. L’ordre de ’activité pour les extraits et fractions a été comme
suit: fraction III > fraction IV > fraction V > extrait éthanolique. L’activité n’a pas pu étre
déterminée dans la fraction II, par contre la fraction I est considérée comme inactive (figure
4.110 a 4.113). Les produits isolés (IX a XII) ont présenté une activité assez similaire allant
de 50 a 60 % a une concentration de 250 pg/mL. L’ordre de I’activité pour les produits a été
comme suit produit XII > produit XI > produit X > produit IX (figure 4.114 a 4.117). Les
analyses spectrales ont confirmé la nature alcaloidique de ces produits. Parmi les inhibiteurs
de I’AChE, les alcaloides sont considérés comme les plus forts, et les inhibiteurs de I’AChE
commercialisés pour traiter la MA contiennent presque des atomes de N (Houghton et al.,

2006).
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Figure 4.110. Activité inhibitrice de ’AChE de I’extrait éthanolique de la plante enti¢re de S.
lanatus. Les colonnes non reliées par la méme lettre sont statistiquement différentes a o <

0,05.
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Figure 4.111. Activité inhibitrice de I’AChE de la fraction III issue de I’extrait éthanolique
de la plante entiere de S. lanmatus. Les colonnes non reliées par la méme lettre sont

statistiquement différentes a a < 0,05.
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Figure 4.112. Activité inhibitrice de I’AChE de la fraction IV issue de I’extrait éthanolique
de la plante enticre de S. lanatus. Les colonnes non reliées par la méme lettre sont
statistiquement différentes a a < 0,05.
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Figure 4.113. Activité inhibitrice de I’AChE de la fraction V issue de 1’extrait éthanolique de
la plante entiere de S. lanatus. Les colonnes non reliées par la méme lettre sont
statistiquement différentes a a < 0,05.
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Figure 4.114. Activité inhibitrice de ’AChE du produit IX. Les colonnes non reliées par la
méme lettre sont statistiquement différentes a a < 0,05.
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Figure 4.115. Activité inhibitrice de I’AChE du produit X. Les colonnes non reliées par la
méme lettre sont statistiquement différentes a a < 0,05.
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Figure 4.116. Activité inhibitrice de ’AChE du produit XI. Les colonnes non reliées par la
méme lettre sont statistiquement différentes a a < 0,05.
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Figure 4.117. Activité inhibitrice de I’AChE du produit XII. Les colonnes non reliées par la
méme lettre sont statistiquement différentes a o < 0,05.

Leactivité inhibitrice de I’AChE des échantillons issus d’E. confusum est similaire pour
I’extrait éthanolique, fraction III et fraction IV avec un taux d’inhibition compris entre 80 et
90 % a une concentration de 500 ug/mL. L’ordre de 1’activité pour les extraits et fractions a
été comme suit: fraction IV > extrait éthanolique > fraction III. L’activité n’a pas pu étre
déterminée pour la fraction II, par contre les fractions I et V sont considérées comme
inactives (figure 4.118 a 4.120). Les produits.isolés (XIII; XVIL a XX) ont présenté une

activité différente allant de 65 a 90 %-a une concentration de 250 pg/mkL; par contre les
| P e
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produits XIV, XV et XVI sont considérées comme inactifs. L ordre de ’activité pour les
produits a ét¢ comme suit produit XIX > produit XVII > produit XVIII > produit XX >
produit XIII (figure 4.121 a 4.125). L’analyse par CCM des produits actifs (figure 4.94) a
montré une réaction positive au Dragendorff, ce qui laisse dire que 1’activité enregistrée est
due aux alcaloides. La galanthamine (alcaloide) utilisée comme témoin a présenté une forte
activé inhibitrice de I’AChE avec un taux d’inhibition dépassant 80 % a une concentration de
4 uM (= 1,47 pg) (figure 4.126). Plusieurs alcaloides, y compris la classe pyrrolizidine, ont la
propriété d’interagir avec les récepteurs nicotiniques et muscariniques de 1’ACh (Green et al.,
2013; Tasso et al., 2013; Wink, 2013; Xu et al., 2013). Les produits isolés pourraient
probablement se lier a ces types de récepteurs, ce qui pourrait avoir des effets synergiques,

agissant a la fois comme inhibiteur de I’AChE et agoniste des récepteurs de I’ACh.

90 .

d

55
50 b
40
35
30
25
20 a
15
10

5

0

100 200 300 400 500

Concentration (ng/mL)

Pourcentage d'inhibition (%)
=
V)]

Figure 4.118. Activité inhibitrice de I’AChE de I’extrait éthanolique de la plante entiere d’E.

confusum. Les colonnes non reliées par la méme lettre sont statistiquement différentes a o <
0,05.
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Figure 4.119. Activité inhibitrice de ’AChE de la fraction III issue de 1’extrait éthanolique
de la plante entiére d’E. confusum. Les colonnes non reliées par la méme lettre sont
statistiquement différentes a a < 0,05.
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Figure 4.120. Activité inhibitrice de I’AChE de la fraction IV issue de I’extrait éthanolique
de la plante entiére d’E. confusum. Les colonnes non reliées par la méme lettre sont
statistiquement différentes a a < 0,05.
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Figure 4.121. Activité inhibitrice de I’AChE du produit XIII. Les colonnes non reliées par la
méme lettre sont statistiquement différentes a a < 0,05.
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Figure 4.122. Activité inhibitrice de I’AChE du produit XVII. Les colonnes non reliées par la
méme lettre sont statistiquement différentes a a < 0,05.
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Figure 4.123. Activité inhibitrice de I’AChE du produit XVIII. Les colonnes non reliées par

la méme lettre sont statistiquement différentes a a < 0,05.

Figure 4.124. Activité inhibitrice de I’AChE du produit XIX. Les colonnes non relié¢es par la
méme lettre sont statistiquement différentes a a < 0,05.
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Figure 4.125. Activité inhibitrice de I’AChE du produit XX. Les colonnes non reliées par la
méme lettre sont statistiquement différentes a a < 0,05.
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Figure 4.126. Activité inhibitrice de I’AChE de la galanthamine. Les colonnes non reliées par
la méme lettre sont statistiquement différentes a a < 0,05.

Concernant la comparaison de tous les échantillons testés contre I’AChE par dosage
spectrophotométrique, la fraction acétate d’éthyle et I’extrait brut de P. atlantica sont les plus
actives avec une ICsy de 8,38 = 0,95 et 9,58 + 0,60 pg/mL, respectivement, la fraction n-
butanol et le produit VIII ont présenté¢ une ICsy en dessous de 100 pg/mL (83,48 = 7,10;
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96,28 + 1,70 ug/mL, respectivement). Les autres échantillons ont montré une ICsy comprise
entre 100 et 475 pg/mL. La fraction V de S. lanatus a présenté 1’ICsq la plus élevée parmi les
¢chantillons testés (468,93 = 10,41 pg/mL). La galanthamine utilisée comme témoin présente

I’ICsg la plus faible (0,30 &+ 0,0037 pg/mL) (figure 4.127).
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Figure 4.127. ICsy de I’activité inhibitrice de I’AChE des extraits bruts, fractions et produits
purifiés. Les colonnes non reliées par la méme lettre sont statistiquement différentes a a <
0,05.

4.5. Quantification des polyphénols totaux dans les extraits des plantes étudiées

La figure 4.128 montre les résultants des polyphénols totaux quantifiés. Il convient de
souligner que ces résultats des polyphénols constituent des estimations et sont exprimés en mg
d’équivalent d’acide gallique (EAG) par gramme d’extrait sec (ES). Les composés
phénoliques solubles ont été mesurés par la méthode de Folin-Ciocalteu. Réactif de Folin-
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Ciocalteu, est un mélange d’acide phosphotungstique (H3;PW,04) et d’acide
phosphomolybdique (H3PMo0;,049), est réduit en oxyde bleu de tungsteéne (WsOy3) et
molybdéne (MogO;3) au cours de 1’oxydation du phénol. Cette réaction se produisant dans des
conditions alcalines, est effectuée en présence de carbonate de sodium. La coloration bleu est
controlée a 726 nm et refléte la quantité de phénols, généralement exprimée en équivalent

d’acide gallique ou d’acide chlorogénique (Conforti ef al., 2009).

Les quantités de composés phénoliques totaux différent largement dans les différents
extraits analysés et varient de 514,811 + 3,643 a 45,607 £ 0,56 mg/g (figure 4.128). Cette
variation peut étre prévue pour des extraits de plantes, en raison de la présence d’autres
constituants et/ou la présence de différents types de phénols. Parmi les extraits de plantes, la
fraction acétate d’¢éthyle de P. atlantica contient la plus grande quantit¢ de composés
phénoliques (514,811 £ 3,643 mg/g), suivie par I’extrait aqueux de P. atlantica (421,019 +
15,458 mg/g) et de la fraction n-butanol de P. atlantica (376,348 + 5,951 mg/g), tandis que le
niveau le plus bas a été enregistré dans I’extrait éthanolique d’E. confusum (45,607 = 0,56
mg/g). La quantité de polyphénols totaux trouvés dans 1’extrait aqueux de P. atlantica
(421,019 £ 15,458 mg/g) différe largement de celle estimée par Peksel ef al. (2010) pour
I’extrait acétate d’éthyle et méthanolique de la méme plante (112,62 + 18,51; 245,60 + 6,02
mg/g, respectivement). Selon le méme auteur la quantité des polyphénols totaux dans les
feuilles de P. atlantica augmente avec 1’augmentation de la polarité du solvant. Les résultats
de Sen et al. (2010) et Abbaszadeh ef al. (2013), ont montré aussi que la quantité des
polyphénols varie avec la région (lieu de récolte). La quantité des polyphénols estimée dans
I’extrait éthanolique d’E. confusum (45,607 = 0,56 mg/g) est similaire a celle de 1’extrait
hydroéthanolique des tiges d’E. amoenum Fisch. & C.A. Mey. (43,02 £ 3,49 mg/g)
(Abbaszadeh et al., 2013). En effet, les plantes riches en polyphénols sont d’importantes
sources d’antioxydants et sont efficaces contre les dommages oxydatifs des tissus (Darvesh et
al., 2010). Nous avons bien montré dans le chapitre 2 le role de I’oxydation dans le
développement de la MA, ceci dit que P. atlantica pourrait €tre une source naturelle
d’antioxydants précieux et semblerait étre applicable a la fois dans la prévention de la MA et
dans les industries agroalimentaires. En plus, Il existe de nombreuses études indiquant que la
consommation réguliere de régime alimentaire riche en polyphénols fournit une protection

contre les maladies neurodégénératives comme la MA (Bhullar et Rupasinghe, 2015).
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Figure 4.128. Teneurs des polyphénols totaux (mg EAG/g ES) des plantes étudiées. Les
colonnes non reliées par la méme lettre sont statistiquement différentes a o < 0,05.

4.6. Quantification des flavonoides totaux dans les extraits bruts des plantes étudiées

Parmi les extraits de plantes évalués pour la quantification des flavonoides, les fractions
AcOEt et n-butanol ont montré la teneur la plus élevée (126,431 + 2,283 et 103,774 + 1,869
mg/g, respectivement). Les extraits bruts (P. atlantica, S. lanatus et E. confusum) ont montré
des teneurs en flavonoides assez proches (44,511 + 0,507; 46,954 + 0,479; 54,022 + 1,143
mg/g, respectivement), tandis que le niveau le plus bas a été trouvé dans la fraction aqueuse
(19,571 + 0,891 mg/g) (figure 4.129). La valeur estimée dans I’extrait aqueux des feuilles de
P. atlantica est 1égerement au dessus de celle estimée par Peksel et al. (2013) pour le méme
type d’extrait, organe et plante (33,52 £+ 2,04 mg/g). Par contre, la teneur observée dans
I’extrait éthanolique d’E confusum est largement inférieure a celle estimée par Niciforovic et

al. (2010) dans I’extrait méthanolique des parties aériennes d’E. vulgare L.

Les flavonoides sont largement répondus dans le régne végétal, avec une liste de 10.000

structures connues. Ils sont connus comme antioxydants et piégeurs des radicaux libres. Les
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flavonoides ont un grand intérét pour leurs activités biologiques, telle que la neuro-protection
(Cao et al., 2013; Peksel et al., 2013; Cao et al., 2015). Ceci dit les extraits des plantes
¢tudiées pourraient jouer un réle dans la prévention de la MA a travers leur richesse en

flavonoides.

b
c

100

90

80

70

60 .
50 ] 2

40 -

30 -

d
10 -
0 - . . . . . .

P. atlantica Fr. AcOEt Fr. n-BuOH Fr. aqueuse S. lanatus E. confusum

Teneurs en flavonoides (mg/g)

N
(—J
1

Figure 4.129. Teneurs des flavonoides (mg EC/g ES) des plantes étudi¢es. Les colonnes non
reliées par la méme lettre sont statistiquement différentes a a < 0,05.
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Conclusion et perspectives

Au cours de ce travail, ayant pour objectif de rechercher des extraits de plantes présentant
une activité inhibitrice de 1’acétylcholinestérase (AChE), trois extraits bruts provenant de trois
plantes médicinales Pistacia atlantica Desf., Solenanthus lanatus A.DC. et Echium confusum
de Coincy. ont été évalués par le test de bioautographie et I’essai en solution par la méthode

d’Ellman. Les trois plantes se sont révélées actives de fagon significative.

Dans cette étude, le fractionnement bioguidé a été entrepris pour ces trois plantes et a
permis I’isolement de vingt produits. Dans un premier temps, le fractionnement de I’extrait
aqueux de P. atlantica, en suivant son activité inhibitrice de I’AChE, a permis la purification
et ’identification principalement des dérivés de I’acide gallique et de la quercétine (produits
I-VIII). Le fractionnement bioguidé de I’extrait éthanolique de S. lanatus a conduit a
I’isolement et a la caractérisation de quatre alcaloides pyrrolizidiniques, produits IX, X, XI et
XII dont un nouveau produit naturel: 7-angeloylechinatine N-oxyde (produit X). A notre
connaissance, ces alcaloides pyrrolizidiniques ont été caractérisés pour la premiére fois dans
le genre Solenanthus. De méme, le fractionnement bioguidé de I’extrait éthanolique d’FE.
confusum a conduit a 1’isolement et a la purification de huit alcaloides pyrrolizidiniques,
produits XITI-XX. Les alcaloides pyrrolizidiniques se retrouvent dans un grand nombre de

plantes supérieures, et sont surtout trés présents dans la famille Boraginaceae.

La plupart des produits isolés ont révélé une activité inhibitrice de I’AChE par le test de
bioautographie. Les essais en solution par la méthode d’Ellman ont confirmé une activité
modérée pour les produits isolés; en revanche, les produits XIV, XV et XVI se sont révélés
inactifs en solution. Les différences dans I’activité observée pourraient éventuellement

s’expliquer par des variations dans la structure des inhibiteurs.

Une méthode associant un systéme HPLC couplé a un détecteur UV (HPLC-UV) et un
spectrometre de masse (HPLC-MS) a été utilisée afin de déterminer la composition
phytochimique de P. atlantica. L’utilisation de ces deux techniques a conduit a I’amélioration
de la vitesse de séparation, a la résolution et surtout a la sensibilité de détection, permettant
ainsi de détecter les produits minoritaires. L’analyse par HPLC-UV et HPLC-MS a donc
permis I’identification en ligne dans I’extrait de P. atlantica principalement des dérivés de
I’acide gallique et de la quercétine. Ces méthodes offrent en outre d’intéressantes perspectives

dans le domaine de ’analyse d’extraits de plantes.
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Conclusion et perspectives

Les plantes étudiées dans le présent travail, ainsi que les divers produits naturels isolés
ont montré des potentialités intéressantes. Dans ce contexte, 1’étude des genres Pistacia,
Solenanthus et Echium est encourageante pour la recherche de nouvelles molécules actives.
Les travaux effectués ont donc permis de mettre en évidence la présence de produits inhibant
I’activité de I’AChE dans les plantes étudiées. Les molécules isolées appartiennent a deux
classes phytochimiques: polyphénols et alcaloides. Il est possible que ces produits possedent
un mode d’action différent. Ce travail ouvre de nouvelles perspectives quant a 1’utilisation de

molécules naturelles dans le traitement de la MA.

Afin d’évaluer davantage I’activité inhibitrice de I’AChE des échantillons étudiés, le

présent travail doit étre poursuivi par:

e une étude de I’inhibition de ’AChE in vivo chez des modeles animaux, cependant, les
tests in vivo demeurent complexes a mettre en place et sollicitent de plus une grande
quantité de produit a tester, ce qui n’est pas toujours évident dans le cas des produits
minoritaires. Ainsi, de nouvelles étapes de fractionnement sont nécessaires afin d’obtenir

les produits actives en quantité importante.

e une détermination du type d’inhibition des produits actifs afin d’expliciter le mode
d’action. En effet, une attention toute particuliére doit étre portée aux doubles inhibiteurs,
lesquels peuvent se lier a la fois au site actif et au site périphérique de I’enzyme. Le site
périphérique de I’AChE est impliqué dans la formation des plaques amyloides qui sont a

I’origine de la MA.
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