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Liste des abréviations & acronymes

- AB : Antibiotique

- AcOH : acide acétique

- ADN : Acide desoxyribonucléique

- A431 : lignée cellulaire humaine modéle (carcinome épidermoide)
- A549 : carcinome humain du poumon non a petites cellules
- ACcOEt : acétate d’éthyle

- AICl3: chlorure d’aluminium

- Alg. Mar. : Algérien Marocain

- ans : anthéres

- ARN : Acide ribonucléique

- ATCC : American Type Culture Collection

- ATM : (Ataxia Telangiectasia Mutated) est la protéine mutée dans le syndrome

- [a]3° : Pouvoir rotatoire

- B16-F10 : lignée cellulaire de cancer murin
- BMR : bactérie multirésistante aux antibiotiques
- BUOH : n- butanol

- C: capitule.

- CH,Cl;: Dichloromethane

- CHCI3: Chloroforme

- CH3COCHj3: Acétone

- CDCl; : Chloroforme deutétré

- CD3;0D : Méthanol deutéré

- CoA : coenzyme A

- DMSO : diméthylsulfoxyde

- DMSO-dg : diméthylsulfoxyde deutére

- CC : chromatographie sur colonne

- CCC: tres commun.

- CCM : chromatographie sur couche mince
- CO;: dioxyde de carbone

- CFU : Colonies Forming Units



- CMB: Concentration Minimale Bactéricide

- CMI: Concentration Minimale Inhibitrice

- CFU : Colonies Forming Units

- CMB : Concentration Minimale Bactéricide

- CMI : Concentration Minimale Inhibitrice

- DMSO : Diméthylsulfoxyde

- 13C : carbone 13

- CDC25 : Cycle cellulaire

- COSY: Correlated Spectroscopy

- CP : chromatographie sur papier ; - cp : capitule

- d : doublet

- dd : doublet de doublet

- DEPT: Distortionless Enhancement by Polarization Transfert

- DO : densité optique

- DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

- & (ppm) : Déplacement chimique en partie par million

-E : Est

- ECACC: European Collection of Authenticated Cell Cultures

- E. coli: Escherichia coli

- EDTA: Ethylene-Diamine-Tetra-Acetic acid (Acide Ethyléne Diamine Tétraacétique ;
C10H16N20s)

- ESI : lonisation par I'électronébulisation ou electrospray

- EtOH: Ethanol

- Ex : Exemple

- F : fraction

- f, f* : sous- fraction

- FBS : Fetal Bovin Serum (sérum fcetal bovine)

- Fdt : un faux doublet de triplets

- FBC : Fractional Bactericidal Concentration

- FIC : Fractional Inhibitory Concentration

- FAB : ionisation par bombardement d’atomes accéleres (Fast Atom Bombardment)

- glu : glucose

- GC : chromatographie phase gazeuse

- GC-MS : chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse
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- GPS : Global Positioning System

-'H : proton

- H,0: Eau

- H3BO3 : Acide borique

- HCI : Acide chlorhydrique

- HepG-2 : carcinome hépatocellulaire

- HEC-1 : adénocarcinome endométrial humain ; utérus; Endométre

- HelLa : cellules proviennent d'une tumeur du col utérin prélevée chez une patiente
- HRESI-QTOF-MS : spectre de masse a haute résolution en mode électrospray postif
- Hybridations : SP, Sp?, SP®

- Hs683 : Gliome humain

- H,SO, : Acide sulfurique

- NOESY: Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy

- HPLC : Chromatographie Liquide a Haute Performance /pression

- ICs : concentration inhibitrice a 50% (Inhibitory concentration 50%)

- J (Hz) : Constante de couplage exprimé en hertz

- KLE : lignée cellulaire humain dérivée d'un carcinome endométrial mal différencie
- | : ligule

- LC : chromatographie en phase liquide

- LC-MS : HPLC couplée avec la masse

- LDL : low Density Lipoprotéins ou I’oxydation de lipoprotéines de faible densité
- m : multiplet

- m/z : Masse / charge électrique

- M : masse

- MCF7 : Michigan Cancer Foundation - 7; lignée de cellules tumorales mammaires
- Me : méthyl

- MeOH: Méthanol

- MEM : minimum essential d’Eagle

- MHA : Mueller Hinton Agar

- MHB : Mueller Hinton Broth

- MgSOy: Sulfate de magnésium

- MKK : Mitogen-activated protein kinase
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- MRSA : Methicillin Resistant Staphylococcus aureus «Staphylococcus aureus résistant a la

méticilline»

- MTT : Méthyltétrazolium

- N : Nord

- NaOAC : acétate de sodium

- NADPH: Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate Hydrogen
(Nicotinamide Adenosine Dinucleotide Phosphate)

- NaOH : hydroxyle de sodium

- Nacl : chlorure de sodium

- NOESY: Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy

- NSCLC: Non-small-cell lung carcinoma (Les cancers bronchiques non a petites cellules)

- OH : hydroxyle

- OMe : méthoxyle

- P : pétale

- PBS: Phosphate Buffered Saline

- PC3 : Carcinome humain de la prostate (Cellules prostatique3)

- PDA : Pomme de terre Dextrose Agar

- PI3K : phosphoinositide 3-kinase

- pp: pappus

- PF : point de fusion

- KATO IlI : Lignée cellulaire de carcinome gastrique humain

- K;HPO,: Hydrogénophosphate de potassium

- rpm : rotation par minute

- RPMI: Roswell Park Memorial Institute medium

- R: rare

- Rf : facteur de retardement (retardation Factor)

- g : quadruplet

- gsp : quantité suffisante pour

- Q-TOF: Quadrupole Time-of-flight Mass Spectrometry (quadrupdle (Q) temps de vol)

- RMN : Résonance Magnétique Nucléaire

- ROESY': Rotating Fram Overhauser Effect Spectroscopy

- s :singulet

- S. aureus : Staphylococcus aureus
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- SARM : staphylococcus aureus résistant a la méticilline
- SD : standard deviation (en anglais), écart-type

- SM : spectroscopie de masse ; - sm, stigmate

- st (S) : style

-t triplet

- Tell. : tellienne

- UV : Ultra-Violet.

- U373 : Glioblastome astrocytaire humain
Les unités couramment utilisées sont citées ci-dessous :

- [ ]: Concentration (évaporation)
- °C : température en degrés Celsius
- cm : centimetre

- g : gramme

- h : heure

- Hz : hertz

- Kg : kilogramme

- MHz : méga Hertz

- M : mol/L

- mg : milligramme

- min : minute

- mL : millilitre

- mM : millimol/L

- ppm : partie par million

- ug : microgramme

- uM : micromol/L

-V :volume

- % : Pourcentage

Note :
Les références bibliographiques sont placées a la
fin de chaque chapitre
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Introduction générale

La transmission du savoir-faire, par nos anciens, en matiere de soin par des plantes
s’est interrompue avec la médecine « moderne». Cependant, ces derniéres décennies, la plante
médicinale effectue un retour en force, s’appuyant sur les connaissances et des valeurs sdres,
testées de longues dates par nos ancétres. Ainsi, il s’avere que les plantes médicinales
constituent un trésor d’informations pour ceux et celles qui ont décidé d’aborder leurs maux
quotidiens différemment, en tournant le dos a I’arsenal chimique de la médecine actuelle [1].

L’Algérie dispose d’énormes potentialités végétales, elles sont représentées par 3139
especes végétales comprenant 314 espéces assez rares, 30 especes rares, 330 trés rares et 600
endémiques, dont 64 sont typiquement sahariennes. Parmi elles, 226 espéces sont menacées
d’extinction et que la loi protége [2]. De part sa situation géographique, I'Algérie chevauche
entre deux empires floraux: I'Holarctis (est le plus grand Royaume floristique du monde. Il
contient la plupart de I'hnémisphére Nord. Holarctis est situé en Europe, une grande partie de
'Asie et I’Amérique du Nord, également de la marge nord de I'Afrique) et le Paleotropis
(Paleotropis couvre grande partie de I'Afrique (a I'exception de ses extrémités nord et au sud
du continent), I'Inde, I'Asie du Sud et I'Indonésie - Paleotropis comprend toutes les régions
tropicales de I'Ancien Monde. Cette zone est tres riche dans le coté botanigue; nous pouvons
trouver ici 40 familles endémiques. Environ 50% de toutes les espéces tropicales est situé
juste dans cette région floristique). Cette position lui confére une flore trés diversifiée en
matiére d’especes appartenant a différents éléments géographiques. Sur les 3139 especes
(5402 taxons en comptant les sous espéeces, les variétés et les formes) décrites par Quezel et
Santa (1962, 1963) dans la nouvelle flore de I'Algérie et des régions desertiques méridionales,
Zeraia (1983) denombre 289 espéces assez rares, 647 rares, 640 tres rares, 35 rarissimes et
168 endémiques. Le taux d’endémisme en Algérie est de 12,6 %. Parmi les espéces
endémiques, nous pouvons distinguer 165 endémiques nord-africaines, 270 endémiques
algériennes, alors que I’'UICN (Union Internationale de la Conservation de la Nature) et
I’ANN (Agence Nationale pour la Conservation de la Nature) ne signalent que 168
endémiques spécifiques a 1’Algérie. Les endémiques sahariennes sont en nombres de 64, les
endémiques algéro-tunisiennes au nombre de 50 et les endémiques algéro- marocaines au
nombre de 104. La flore saharienne se caractérise par un endémisme développé, sur 650
especes du Sahara septentrional, occidental et central 162 espéces sont endémiques, soit 25 %.
La repartition des espéces entre familles et entre genres montre que 7 familles comptent plus
de 100 especes chacune. Il sagit des composees (Asteraceae), légumineuses, poaceées,
cruciféeres, caryophyllacées, labiées et ombelliféres avec respectivement 433, 411, 289, 171,
142, 142, 132 especes [3].
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Les familles les mieux représentées dans la flore nationale sont celles des Asteraceae,
citons a titre d’exemple la région steppique [4], I"ouest d’Alger [5], la Kabylie et les Babors
[6].

Le genre Centaurea (tribu Cynareae) de la famille des astéracées est I'un des genres les
plus répandus dans le monde, il compte environ 700 especes [7]. En Algérie, il est représenté
par 45 especes dont 7 localisées au sud [8-10]. Bien qu’a notre meilleure connaissance,
aucune utilisation ou étude pharmacologique traditionnelle ne soit rapportée jusqu'a présent
pour l'espéce Centaurea diluta (C. diluta), plusieurs especes de ce genre sont reconnues
comme ayant des vertus médicinales. On peut citer a juste titre le bleuet (Centaurea cyanus)
qui est encore utilisé comme remeéde oculaire (conjonctivite : I'infusion filtrée est employée en
bains d'yeux et les pétales sont appliqués en cataplasme), mais son efficacité est contestée.
Les pétales possedent une action fortifiante, ameére et stimulante ; ils facilitent la digestion,
renforcent l'activité du foie et la résistance a l'infection. Les graines servent de laxatif léger
chez I'enfant. Les feuilles, en décoction, soulagent les douleurs rhumatismales. En Turquie,
les fleurs séchées de C. cyanus sont utilisées dans I'infusion pour soulager la diarrhée, gagner
de I'énergie, augmenter I'appétit et pour soulager I'oppression thoracique. Une espéce voisine,
C. scabiosa, plante de dimension supérieure, servait au moyen age a fabriquer un onguent
pour cicatriser les blessures et traiter les infections cutanées [11]. L’espéce C. calcitrapa est
utilisée (infusion) comme une fébrifuge ; C. jacea est utilisée pour réduire la fievre,
commencer la menstruation, soulager la constipation et augmenter l'appétit [12,13]. En
Tunisie, C. furfuracea, espece endémique des régions désertiques du nord de I'Afrique [8], est
utilisée comme astringent et diurétique [15], tandis qu'en Algérie les racines de C. incana sont
employées dans le secteur des Aurés pour le traitement des affections hépatiques [16] et C.
pullata est utilisé dans la préparation d’un plat traditionnel a base de couscous et d’herbes
sauvages appelé «El Hammama» [17].

Plusieurs especes de ce genre ont été utilisées dans la médecine traditionnelle pour
leurs activités comme le traitement du cancer [18], des infections microbiennes [19,20] et
comme stimulant, tonique [21,22], antidiabétique [13-25], diurétique [23] antirhumatismale
[26,27] analgesique [28], cytotoxique [29], antibactérien [30] et antifongique [31]. Des tests
de recherche d’activité biologique des extraits chloroforme des espéces algériennes C.
musimomum, C. furfuracea, C. granata et C. maroccana ont montré des activités cytotoxique

et antiparasitaire [32].
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Le genre Centaurea présente une grande diversité structurale dans les principaux
composés bioactifs, y compris les triterpénes, les composés phénoliques notamment les
flavonoides, les lignanes et les lactones sesquiterpéniques [33-41]. Les études chimiques des
especes de ce genre ont montré également leur richesse en stéroides [42] et alcaloides [43,44].
Ces derniers sont largement présents dans le regne végétal et représentent une catégorie douée
de propriétés biologiques multiples. Dans notre unité de recherche, plusieurs centaurées ont
été étudiées, ces travaux ont mené a des resultats conformes a ceux de la littérature. En effet,
ils ont montré des composantes sesquiterpéniques [21-24] et flavoniques [25-29] trés
importantes. Concernant C. diluta, dans le spécimen cultivé dans le jardin botanique de
I'université technique de Braunschweig, Allemagne, des composés polyacétyléniques ont été
rapportés [45-47]. Dans I'huile essentielle des parties aériennes C. diluta Aiton, poussant en
Sicile, Italie, les composeés les plus abondants étaient des acides gras et dérivés notamment
I’acide hexadecanoique (21,3%) et le (Z,Z)-9,12-octadecadienoate de méthyle (12,2%), suivie
par des hydrocarbures (15,3%), les terpénoides étant présents en faible quantité (2,8%) [48].

Compte tenu de l'intérét pharmacologique et phytochimique de genre Centaurea, le
présent travail est consacré a une sous-espece relativement inconnue, C. diluta Ait. subsp.
algeriensis (Coss. & Durieu) Maire [49] endémique a I'Algérie et au Maroc [7]. Ce travail
s’inscrit dans le cadre d’un projet de recherche lancé par notre unité de recherche et ayant pour
but la valorisation de la flore algérienne par la recherche et la détermination structurale de
molécules bioactives accumulées par des especes du genre Centaurea et consiste en 1’extraction,
I’isolement et 1’identification structurale de leurs métabolites secondaires ainsi que la recherche

d’activités biologiques des extraits et des molécules isolées.

Dans le cadre de cette thése, I’objet de notre travail concerne 1’étude des propriétés
antimicrobienne, antifongique et cytotoxique de I’extrait moyennement polaire (extrait
chloroforme) obtenu a partir de 1’extrait hydro-alcoolique des parties aériennes de C. diluta
Ait. subsp. algeriensis (Coss. & Dur.) Maire. Les résultats biologiques obtenus nous ont
encouragés a procéder au fractionnement de cet extrait et a la réalisation de tests de recherche

d’activités cytotoxique et antimicrobienne des composés isolés et identifiés.
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Le travail réalise est reporté dans ce manuscrit sous forme de cing chapitres.

= Dans le premier chapitre, nous reportons des données sur la famille Asteraceae en
général et sur le genre Centaurea en particulier. Nous abordons notamment certains
groupes de métabolites secondaires accumulés par ce genre en développant la classe
des flavonoides et la classe des lignanes. Nous reportons leurs différents squelettes,
leur biogenése, leurs diversités structurales et leurs interéts thérapeutiques.

= Nous consacrons le second chapitre a 1’étude des activités biologiques avec la
description des mateériels et méthodes.

= Le troisieme chapitre renferme une présentation botanique et géographique de C.
diluta Ait. subsp. algeriensis (Coss. & Dur.) Maire suivie par une description
macroscopique et microscopique. Nous détaillons par la suite nos travaux d’extraction,
de séparation et de purification des métabolites secondaires.

= Le quatriéme chapitre renferme I’identification structurale des composés isolés par
la combinaison des méthodes spectroscopiques modernes (UV-Visible, RMN mono et
bidimensionnelle (*H, **C, DEPT, COSY, HSQC, HMBC, NOESY et ROESY) et de
spectrométrie de masse a haute résolution a ionisation par électronébulisation
(electrospray) en mode positif [ESI-HRMS (+)].

= Le cinquiéme chapitre reporte la discussion des resultats des tests de recherche
d’activités biologiques.

Ce manuscrit se termine par une conclusion générale et des perspectives.
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I. La Famille des Astéraceées (Asteraceae)

Dans cette partie nous allons présenter des informations bibliographiques, nécessaires

sur la famille des Asteraceae, le genre Centaurea.

I. 1. Généralités

Nom scientifique : Asteraceae — Martynov (1820)
Synonyme : Compositae — Giseke (1792) } [1]

Astéracées (Astérales) du genre Aster (nom grec et latin de diverses fleurs en étoile, du

grec astér, astre). Il s’agit de la famille la plus vaste dans toutes les flores du monde et
principalement dans les régions tempérées et la plus importante des plantes a ovaires.
A T’échelle de notre planéte, elle comprend prés de 25000 especes connues, groupées en 1500
genres environ repartis en 17 tribus répandues a travers le monde [2,3]. Elles sont
caractérisées par des fleurs formant des inflorescences tres denses, avec des antheres
adhérentes les unes aux autres. En Algérie, elle est représentée par 109 genres et plus de 408
espéeces [4].

Les Astéracées sont une des plus belles réussites de 1’évolution. Un fait le prouve sans

conteste : le grand nombre de ses especes. En effet, des que la nature a réalisé un type
d’organisation biologiquement réussi, elle multiplie ce type a un tres grand nombre
d’exemplaires; et inversement, on peut dire que les familles véritablement archaiques sont
toujours de petites familles, peu homogénes et mal délimitées[5].
Famille numériquement la plus importante des angiospermes cesont une grande famille de
plantes dicotylédones, appelées aussi Composees (qualifie une feuille formée de plusieurs
folioles, ou une inflorescence formée par la répétition d'inflorescence elémentaires identiques.
(— feuille, inflorescence [6]; se dit d’une feuille dont le limbe est divisé en sous-unités
individualisées : ces divisions distinctes ou folioles, sessiles ou pétiolulées, ressemblant a
autant de petites feuilles sont attachées au pétiole commun reconnaissable a ce qu’il est le seul
a posséder a sa base un bourgeon axillaire et éventuellement des stipules. Exemple feuilles de
I’ Acacia ; se dit d’un tissu constitué de plusieurs types cellulaires en citant par exemple : tissu
conducteur constitué de xyleme et de phloéme ; Qualifie un ovaire avec deux ou plusieurs
carpelles (ovaire pluricarpellé), libres ou soudés entre eux ; se dit aussi d’une inflorescence
dont I’axe principal porte lui-méme des ramifications. Exemple : ombelle composée
(d’ombellules) des Apiacées [7].


https://fr.wikipedia.org/wiki/Esp%C3%A8ce
https://fr.wikipedia.org/wiki/Genre_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Famille_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Dicotyl%C3%A9done
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En effet, ce que I'on prend a premiére vue pour des « fleurs » chez ces plantes est en
réalité composé de fleurs minuscules, réunies en inflorescences appelées capitules.
I.2. Distribution géographique de la famille Asteraceae

La famille a une distribution mondiale, des régions polaires aux tropiques, colonisant
une grande variété d'habitats. Elle est plus fréquente dans les régions arides a semi-arides de
latitudes subtropicales et tempérées inférieures. Les astéracées peuvent représenter jusqu'a
10% de la flore autochtone dans de nombreuses régions du monde. Moins fréquentes dans les
foréts tropicales humides[8].
1.3. Description botanique de la famille Asteraceae

Botaniquement, Ce sont tres majoritairement des plantes herbacées, renferment dans
leurs tissus des cellules ou des canaux sécréteurs résineux, laticiferes ou oléiféres [9], des
arbustes des arbres ou des lianes. Latex souvent présent (Lactucoideae surtout). Ce sont
essentiellement des plantes herbacées annuelles, bisannuelles ou vivaces avec cependant
quelques espéces arborescentes. A peu pres toutes les formes végétales y sont connues [10].
I.4. Caractéristiques de la famille Asteraceae
1.4.1. Appareil végétatif

1.4.1.1. Habitus

Herbes érigées ou grimpantes, parfois arbustes ou arbres (Vernonia). Parfois Latex
blanc. Les Senecion et Espeletiades hautes montagnes tropicales sont des arbustes
monocaules terminés par un mouchet de feuilles (modéles de Corner) [8].
On y trouve surtout des plantes herbacées, vivaces. (Figure 1.1). En prenant le genre Sénegon
(1 300 espéces) comme exemple, on trouve :
* des herbes annuelles : des jardins;
* des herbes vivaces : de plaine, comme le Sénegon Jacobée ;
* des arbustes et des arbres (Sénegons arborescents des montagnes africainesou andines);
* des Sénegons tropicaux plus ou moins cactiformes;

* des lianes [11].
1.4.1.2. Feuilles
Alternes, rarement opposées ou verticillées, exstipulées, parfois en rosettes basales (ou

terminales chez les arbustes monocaules), simples, entieres ou découpees, parfois composeées.
Pas de stipules [8,11].

-10 -
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Les Astéracées sont pourvues d’un appareil sécréteur ordinairement bien développé :
« Cellules et canaux sécréteurs a essence, poils sécréteurs. Certaines espéces sont ainsi tres
aromatiques et utilisées comme telles (Camomille, Armoise, Estragon...).
« Laticiferes comme chez le groupe des Chicorées et plantes affines (Pissenlit, Laiterons...).
Lorsqu’on brise la tige de ces plantes, il s’exsude un suc blanchatre (pendant la derniére
guerre, les Russes ont extrait du caoutchouc a partir de certains Pissenlits.)

Les Astéracées sont riches en polyacétyléniques et en lactones sesquiterpéniques [12].
Abandonnant les alcaloides de types classiques ainsi que les iridoides, auxquelles les
prédateurs avaient eu le temps de s’adapter, les Astéracées ont été les premiéres (avec les
Apiacées, autre famille évoluée) a utiliser ces composés, ce qui a favorisé leur suprématie
actuelle. Leurs organes de réserve contiennent de IPinuline (Les inulines sont des

polysaccharides «sucres simples de type fructose liés entre eux» produits naturellement par de

nombreux types de plantes); exemple : les tubercules de Topinambour [8].

\ \\WM ”VM

Figure 1.1 : Pissenlit. 1, port de la plante; cp, capitule; 2, akéne; 3, fleur ligulée a
5 dents; pp, pappus; sm, stigmate; ans, anthéres soudées en un tube autour du
style, st; I, ligule [11].
1.4.1.3. Appareil reproducteur
Les Astéracées sont caractérisées par :
v I’inflorescence en capitule;
v" les fleurs, trés particulieres dont les anthéres sont soudées entre elles «synanthérées;

v' le fruit, un akéne généralement surmonté d’un pappus [8].

-11 -
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1.4.1.4. L’inflorescence en capitule

1.4.1.5. Description

L’inflorescence élémentaire des Astéracées est le capitule. Un capitule (Figure 1.2)
comprend un réceptacle sur lequel sont insérées de la base au sommet, en ordre spiralé :

= d’abord des bractées stériles « La disposition de ces bractées est fréquemment utilisée
dans la diagnose des especes» vertes (parfois ecailleuses, a crochets ou épineuses) formant un
involucre,

= ensuite des petites bractées fertiles (Le capitule des Astéracées (comme celui des
Jasiones, Scabieuses et Knauties) dérive vraisemblablement d’une inflorescence en cyme

comme cela est encore visible dans le groupe des Ambroisies «chez lesquels les anthéres ne

sont également pas soudées». Non vertes ou paillettes, axillant chacune une fleur.
L’ensemble forme une « fleur composée », d’ou I’ancien nom de la famille.
Les capitules élémentaires (parfois isolés : Paquerette) sont généralement a leur tour

diversement groupés en grappe, cyme, ou encore en corymbe.

1.4.1.6. Evolution du capitule
On doit considérer un capitule comme étant une inflorescence tres condensée dont

toutes les fleurs sont devenues sessiles et groupées sur un axe court et aplati (Figure 1.2).

"~ bractée
fertile

Chardon

bractée -~
stérile

Camomille

Figure 1.2 : Le capitule chez les Astéracées. Schémas traduisant 1’évolution [11]
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Chez les especes les plus primitives :

= e réceptacle est encore bombe;

= les bractées sont toutes présentes et ont la forme d’écailles;

= les fleurs élémentaires sont toutes semblables, hermaphrodites ou de méme sexe, soit
réguliéres et tubuleusesou « fleuron », soit zygomorphes a corolle bilabiée, soitzygomorphes
et a pétales tous déjetés vers I’extérieur (fleurs ligulées) ou « demi-fleuron ». Puis :

= e réceptacle devient de plus en plus plat;

= les bractées se réduisent a des paillettes et méme disparaissent;

= les fleurs du pourtour se modifient : soit Iégerement : chez le Bleuet, les fleurs
externes sont plus grandes a tube coudé et a pétales extérieurs légerement plus grands
(Figure 1.3);

Figure 1.3 : Bleuet. 1, capitule; 2, fleur périphérique; 3, fleur centrale; 4, coupe longitudinale de 1’akéne;
b, bractée de I’involucre; ca, calice; cr, corolle; ans,anthéres soudées; ov, ovaire; ov’, ovaire avorté; sm,
stigmate; pp, pappus; pe,péricarpe; t, tégument séminal; em, embryon.

* soit plus profondément : les fleurs deviennent différentes de celles du centre par leur

forme(elles sont ligulées, alors que les fleurs centrales sont tubuleuses) par leur

sexualité(fleurs males, femelles ou hermaphrodites) et souvent par leur couleur«blanche,

bleue, rouge... qui tranche sur celle des fleurs du centre, généralement jaunes (Figure 1.4)»

[11].

-13-
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Figure 1.4 : Arnica (Astéroidées). 1, extrémité de la tige florifere; 2, fleur ligulée a 3dents (demi-fleuron) de la
périphérie du capitule; 3, fleur du centre, tubuleuse(fleuron); cp, capitule; sm, stigmate; st, style; ans, androcée

synanthéré; pp,pappus; ov, ovaire.

Ces fleurs, dont le role est essentiellement attractif, sont d’ailleurs souvent Stériles
(fleurs coudées des Bleuets (Figure 1.3-2), fleurs ligulées des Marguerites).
Le capituleest alors comparable, biologiquement, & une fleur unique dont il prend 1’aspect.
Chez la «fleur de Marguerite », I’involucre simule le calice, les fleurs blanches du pourtour,
une corolle et les fleurs du centre jaune, un androcée. Mais ici le nombre de bractées et des

fleurs ligulées est indétermine.

Au contraire, chez la Millefeuille, ou les bractées sont encore nombreuses, iln’y a plus
que cing fleurs en forme de languette simulant une corolle pentamereet quelques fleurs
tubulées au centre. Ainsi I’évolution, a partir de fleurs simples primitivement disposées
engrappe, les condense en capitules... qui prennent a nouveau I’aspect de fleur :I’évolution a

parcouru un cycle (notion de pseudocycle: Euphorbiacées).

Par surévolution (Figure 1.2), un second cycle peut s’amorcer; il consiste asimplifier les
capitules, a les grouper en capitules de capitules qui ressembleronta nouveau a des « fleurs » :
- Chez I’Edelweiss, I’inflorescence est formée de deux a dix petits capitules,entourés de cinq a

dix grandes bractées étalées; ce capitule de capitulessimule une « fleur simple» [11].
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- Chez les Echinops (sortes de Chardons a fleurs bleues), les capitules,réduits a une seule fleur
entourée de plusieurs bractées, sont groupés en uncapitule de capitules qui, s’il n’y avait pas

I’involucre de bractées entourantchaque fleur, pourrait étre pris pour un capitule simple.

1.4.1.7. La fleur

La fleur de type floral 5-5-5-2 a des antheres soudées et un ovaire infére uniloculaire
(Figure 1.5). Elle est petite, comme toutes les fleurs groupées en inflorescence contractée.

Calice

Capitule

Ovaire

Figure 1.5 : Coupe de la fleur des Astéracées mettant en évidence I’androcée synanthéré (en grisé) et I’ovaire
infére; st, style en hautet a droite, stigmates présentant a leur baseun renflement de poils servant a collecter les
grains de pollen.

Fleur : elle estpentamére 5S, 5P, 5St, 2C. Cyclique, hétérochlamyde, gamopétales,

actinomorphe ou zygomorphe, isotémone, épigyne, bisexuée ou stérile [8].

1.4.1.7.1. Le calice

Le calice est trés réduit, représenté par un simple bourrelet annulaire, des écailles ou des
soies. Mais aprés la fécondation, comme chez les Valérianacées, les soies s’allongent en

forme d’aigrette, qui peut méme devenir pédicellée par étirement du bourrelet calicinal

(Figure 1.1-2). Le pappus facilite la dissémination par les animaux ou par le vent.

-15-
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1.4.1.7.2. La corolle

La corolle peut étre réguliére en tube ou irréguliere, soit bilabiée 2/3 ou ¥ (comme chez les
Lamiacées dans un groupe important surtout sud-américain,soit a une seule levre. Elles sont
alors dites ligulées : la ligule se termine partrois dents ou cing dents, suivant que trois pétales
ont été seulement dejetés enavant avec avortement des deux postérieurs ou que les cing

pétales ont été tous dejetés.

1.4.1.7.3. L’androcée

Les cing étamines sont soudées :

v d’une part, a la corolle, par la base de leur filet;

v d’autre part, entre elles par leurs anthéres(Cette soudure des cing étamines par leurs
antheres, fait que la dissymétrie de la corolle (fleurs bilabiées ou ligulées) n’entraine jamais
I’avortement de 1’étamine supérieure, ainsi qu’il est de régle chez les Astéridées a corolle
zygomorphe). Les anthéres réunies forment ainsi un manchon autour du style; leurs fentes de

déhiscence sont tournées vers ’intérieur.

1.4.1.7.4. Le gynécee

L’ovaire est infére, uniloculaire et, bien que formé par la soudure de deux carpelles
«ouverts», uniovulé (Tres rarement et a titre exceptionnel, on peut trouver deux ovules, un par
carpelle, chez quelques espéces du groupe des Artichauts : cela prouve qu’autrefois chacun
des deux carpelles avait un ovule). Le style se termine par deux stigmates, qui portent une

brosse de poils généralement sur leur sommet, parfois a leur base (Figure 1.5).
1.4.1.7.5. La pollinisation
La pollinisation est trés genéralement entomophile (Elle est anémophile chez quelques

genres : Armoises. Cette derniere est Ambroisie responsable de graves pollinoses). Un disque

nectarifére se trouve au-dessus de 1’ovaire [11].
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1.4.1.8. Fruit

Akene surmonté généralement d'un pappus (cypséle) provenant du développement du calice
aprés fécondation. Graine a embryon droit, sans Albumen [8].

1.5. Utilisation de la famille Asteraceae

- Plantes alimentaires : tournesol (Helianthus annuus), rutabaga (Helianthus tuberosus), laitue
(Lactuca sativa), endive et chicorée (Cichorium endiva et Cichorium intybus), artichaut et
cardons (Cynara cardunculus et Cynara scolymus) et épices (Artemisia dracunculus L).
Divers Artemisia sont utilisés en liquoristerie et en Ingrédient de liqueur comme: (Artemisia
plur. sp.; Artemisia genepi, ; Artemisia absinthium), condiment comme 1’Estragon (Artemisia
dracunculus). Herbicide puissant comme le Pyrethre (Tanacetum cinerariifolium).

En pharmacie : Semon contra (capitules d’Artemisia nana a santonine) vermifuge contre les
Ascaris, teinture d’Arnica montana vulnéraire, infusion de Camomille (Anthemis nobilid)
stomachique...La poudre de Pyréthre (Chrysanthemum pyrethrum) est insecticide. L huile de
grain de Tournesol (Helianthus annuus) est siccative.

- Plante ornementale: De trés nombreuses Composées sont horticoles : Souci (Calendula),
Immortelle (Helichrysum), (Eillet d’Inde (Tagetes) Chrysanthemum, Dahlia, Aster,
Tanacetum, Rudbeckia, Tanacetum, Zinnia, Cosmos, Callistephus, etc, mais il faut aussi y
inclure de trés «mauvaises herbes» [5].

- Quelques Composées fournissent des produits varies : caoutchouc naturel (Taraxacum),
colorants, medicaments (Artemisia, Anthemis nobilis L., Arnica montana L.), insecticides
(Chrysanthemun cineraria Trev) [5,6].

I. 5. Le genre Centaurea

1.5.1. Introduction

Le genre Centaurea (tribu Cynareae) de la famille des astéracées est I'un des genres les plus
répandus dans le monde, il est distribué aussi bien sur le territoire algérien qu’en

Europe méridionale, dans le bassin méditerranéen, a 1’ouest de 1’ Asie et sur le continent
Américain [9,13,14], compte environ 700 espéces [15]. Selon Mabberley [16], le genre
Centaurea est distribué en Asie, Afrique tropicale, Europe et au Nord Américain.
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En Algérie, il est représenté par 45 especes dont 7 d’entre eux sont localisés au sud «Sahara»
[17-19].

I. 5. 2. Description mythologique et botanique du genre Centaurea

Selon la mythologie, en XIV®™ sigcle Centoire encore au XVII*™ siécle. Emprunté du
latin Centaurea, « plante du centaure », ainsi nommée parce que ses propriétés médicinales
auraient été découvertes par le centaure Chiron. Centaurea provient du grec Kentaurion qui
signifie "Centaure"”. C'est une allusion au sage Chiron, un centaure érudit et guérisseur qui,
d'aprés la légende, savait user des propriétés medicinales des Centaurées. Centaurea a été
utilisée pour soigner la blessure au pied du sage Centaure Chiron, I’enseignant du dieu Grec
de médecine «Esculape» causée par la fleche d'Hercule [20-23]. Selon Discordide, les latins
on appelait les Centaurées par les noms «Unefera» ou «Phellerae» qui vient des mots latins
"fel" "terrae™ qui signifient "bile de laterre™; ce nom lui a été attribué a cause de son amertume
[21] .

En matiére botanique ; Centaurea Lest assez proche des chardons, mais qui s’en
distinguent par les feuilles alternes polymorphes non épineuses. Capitules multiflores a fleurs
homomorphes ou dimorphes. Involucre ovoide ou globuleux a bractées imbriquées sur
plusieurs rangs. Bractées soit homomorphes soit dimorphes, soit polymorphes. On y
distingue pour la classification : les bractées extérieures (ou inférieures)' plus courtes; les
bractées moyennes (dont la morphologie sera particulierement exploitée); les bractées internes
ou supérieures. Les bractées sont surmontées ou non par un appendice différencié. Cet
appendice, tres utilisé en systématique, peut étres carieux ou non, penné, pectine, triangulaire,
décurrent (se prolongeant sur le corps de la bractée), armé, constitué par une ou plusieurs

épines, etc.

Réceptacle plan ou subplan, garni de soies abondantes. Fleurs marginales généralement
neutres et souvent rayonnantes; celles du disque hermaphrodites et + irréguliéres. Antheres
sagittées a la base. Style a branches courtes. Akénes oblongs ou ovoides, lisses, a hile latéral,
profond, barbu ou non.Aigrette soit absente, soit présente et simple ou double, persistante ou
cadugue. Plante herbacées, annuelles ou vivaces. La délimitation du genre varie
considérablement suivant les auteurs. Nous en avons sépare les genres: Serratula, Crupina,

Rhaponticum, Stephanochilus, Volutaria (Amberboa), etc.,dont on trouvera les caractéres
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differentiels dans la clé générale des Cynarées. De nombreux hybrides ont été signalés dans

notre dition. lls sont mentionnés apres la clé générale [24].
I. 5.3. Caractéristiques du genre Centaurea

Les Centaurées se caractérisent par leurs graines qui produisent un élaiosomeou
éléosome (du grec Elaios = "huile” et Soma = "corps"), c'est a dire une substance ousécrétion
riche en sucres et en graisses, qui vont attirer les fourmis. Ces derniéres vont transporter les
graines jusqu'a leur nid ou la déplacer jusqu'a ce que la partie comestible se détache. C'est ce
que l'on appelle la myrmécochorie "dissémination (des graines ou des organes) par
I'intermédiaire des fourmis. (Du grec Myrmécos = "fourmis™ ; Chor = "disséminer". Certaines
Centaurées complétent ce dispositif par un pappus «Extension de poils située sur le fruit,
destinée a faciliter sa dispersion par le vent. (Synonyme = "aigrette")» permettant un transport
par le vent, c'est I'anémochorie (méthode de dissémination des graines ou des organes, par le
vent. (Du grec Anemos = "vent" ; Chor = "disséminer") [25].

1.5.4. Les propriétés biologiques et pharmacologiques des Centaurées

(Voir introduction dans les pages 2 & 3).
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1.6. Généralités sur les métabolites secondaires

Dans cette partie 1.6, nous nous intéresserons essentiellement aux flavonoides & les lignanes
ces classes étant les plus fréeguemment rencontrées et notamment dans le cadre de nos travaux

personnels.

1.6.1. Du végétal au médicament

La vie est apparue il y a 3,5 milliards d’années, d’abord dans I’eau puis a I’interface eau-
terre. Vers -900 000 000, la vie s’est développée sur la terre ferme [26].
Le milieu de la terre primitive est un milieu hypermutagéne (UV, pas d’ozone, radicaux
libres, ...). Au début, il n’y avait pas d’O,, donc les organismes vivants étaient anaérobies
[27]. Puis 1’0, est apparu et avec lui la couche d’ozone, ce qui a nécessité pas mal
d’adaptations de la part des organismes, devenus ainsi aérobies. Peu & peu deux mondes se
sont developpés : celui des animaux et celui des végétaux. Il y a une co-évolution entre ces
deux mondes, chaque espéce devant survivre et s’adapter aux autres espéces et a leurs
changements.

Le but des végétaux est de se reproduire, se nourrir (élaborer de substances) afin de
s’imposer dans un écosystéme. Les végétaux sont immobiles, ils ont donc développé des
systemes de communication chimique, qui sont le résultat de sélections successives sous-
tendues non pas par une finalité précise mais par le hasard [28].

Les lipides, glucides et protides sont des composés élaborés resultant du métabolisme

primaire (photosynthese, glycolyse, cycle de Krebs) [29].

Des erreurs se sont produites dans ce métabolisme : des mutations sporadiques ont permis
I’apparition de nouveaux composés. Les composés les plus intéressants pour la plante sont
conservés (sélection) et peu a peu la production s’affine (Figure I-6 & Figure 1-7).

Ces substances particulieres sont les métabolites non-primaires ou secondaires.

Les premiers phytochimistes pensaient que ces substances ne jouaient pour les
végétaux qu’un réle marginal. On s’est rendu compte que cela était faux et qu’au contraire
elles exercaient une action biologique essentielle pour les végétaux [30].

Ces substances sont de structures tres variables. Les précurseurs de ces substances sont

directement pris du métabolisme primaire [31].
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Les métabolites secondaires sont donc asservis au métabolisme primaire, ce qui explique les
variations qualitatives et quantitatives observées quand on étudie les plantes médicinales. En
effet, le métabolisme primaire varie au cours du cycle végétatif et en fonction des paramétres
physico-chimiques imposés (altitude, tempeérature, eau, rayonnement); cela engendre de
grandes variations au niveau des substances primaires et donc au niveau des substances
secondaires également [32].

Si on veut des métabolites secondaires standards (c’est & dire constants au niveau quantitatif
et qualitatif), il faut standardiser les conditions de culture.

Comment comprendre que des substances élaborées par le végétal puisse agir sur nos
systemes a nous ?

Il existe des recepteurs communs chez les animaux et chez les végétaux, par exemple le
récepteur au glutamate (transmission nerveuse chez les animaux, transmission du signal
lumineux chez les végétaux). En fait, on a mis pas mal de récepteurs (donc de genes car les
récepteurs sont des protéines codées par des génes) communs aux végétaux et aux animaux.
Les plantes ne peuvent pas accumuler dans leurs cellules de substances qui leur seraient
toxiques mais ces substances peuvent étre toxiques pour les animaux (par exemple Conium
maculatum) [9].

Chez les animaux, I’action du métabolite secondaire se manifeste vis-a-vis de systémes
physiologiques et biochimiques (systéme nerveux, systéme respiratoire, systeme
cardiovasculaire), qui font la différence avec les végétaux (qui ne possédent pas de systemes

comme ceux-13).

1.6.2. Role des métabolites secondaires — Avantages évolutifs

» Au niveau du métabolisme primaire, par exemple :
La chlorophylle a un spectre d’absorption limité. La présence de pigments accessoires comme
les caroténoides et les flavonoides permettent d’avoir un spectre d’absorption disponible pour
les synthéses plus élevé. La plante peut ainsi croitre dans de meilleures conditions.
— Amélioration des synthéses
Certaines pigments, par exemples les anthocyanes, qu’on retrouve dans les plantes de
montagne permettent de protéger la plante des UV (car quantité d’UV T quand altitude).

— Amélioration de la protection contre les UV
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Les pigments permettent aussi a la plante de résister a 1’action oxydative des substances
actives dérivées de ’oxygéne : les caroténoides et les flavonoides sont de bons piégeurs de
radicaux libres.

— Amélioration de la protection contre les radicaux libres.

Chez I’Homme, de nombreuses pathologies (vieillissement, cancer, ...) sont liées aux
phénomenes d’oxydation. Si les caroténoides et les flavonoides sont des anti-oXydants chez
les végétaux, pourquoi n’exerceraient-ils pas la méme action anti-oxydante chez les

animaux ?

» Au niveau des relations avec le monde extérieur

Certains métabolites sont des messagers chimiques véhiculant des informations a
I’encontre des végétaux et des animaux avoisinants. C’est la biocommunication.

Les plantes possedent des moyens sophistiqués de défense contre les agresseurs : les
messagers chimiques peuvent limiter la propagation d’autres espéces végétales, écarter les
éventuels prédateurs, conférer une résistance contre 1’envahissement par des
micro-organismes (certaines substances élaborées ont une action antibactérienne ou
antifongique), ... Ex : la galle du chéne (épaississement des parois cellulaires et production
d’enzymes et de phytoalexines qui bloquent le développement des parasites).

Les phytoalexines sont des substances sécrétées suite a une situation de stress (+ métabolisme
primaire et secondaire). Elles peuvent étre synthétisées sous forme inactives dans la plante et
acquérir leur toxicité une fois a ’extérieur du végétal.

Ex : les hétérosides cyanogénes contenus dans des vésicules chez certaines plantes ne révelent
leur toxicité que lorsqu’un prédateur mange la plante.

La toxicité des phytoalexines apparait en général en présence de micro-organismes et/ou de
prédateurs. EX : le resvératrol (IS dans I’eau) qu’on retrouve dans la peau du grain de raisin
et qui a des propriétes anti-oxydantes et anti-tumorales (on en trouve beaucoup dans le vin
rouge).

Dans les foréts tropicales, il y a compétition pour atteindre la lumiére. Les plantes font donc
de grandes et longues tiges pour atteindre la canopée. A la canopée (I'étage supérieur de la
forét), la production de phytoalexines est activée. — Les substances elaborées par la méme
plante en-dessous et au niveau de la canopée sont différentes (souvent, les substances
synthétisées au niveau de la canopée sont plus actives).

- défense contre les herbivores (insectes, verbébrés ...).

- défense contre les moisissures et les bactéries.
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- défense contre les virus.

- défense contre les autres plantes qui rivalisent pour lumiére, eau et éléments nutritifs (ex :
alléllopathie).

- composés du signale attirer pollinisateur et les animaux disperser les graines disséminateur
signaux pour communication entre plantes et micro-organisme symbiotique (rhizobium fixe N
ou moisissures du mycorhize).

- la protection contre les royaux UV ou autre stress physique

- A sélectionné des fonctions physiologiques [33,34].

1.6.3. De la médecine traditionnelle au médicament moderne

On peut utiliser (Figure 1.8):

L]

plante entiere (tisanes, infusions, ...)

partie de la plante (tisanes, infusions, ...)

]

]

extrait (teintures, ...)

constituants actifs (alcaloides de la belladone par exemple)

]

L]

constituants actifs purifiés (hyoscyamine, scopolamine)
+ hémi-syntheses qui permettent de modifier les 2 alcaloides

Ex : - labutylscopolamine est non résorbée, donc son action est intestinale et pas centrale.

- I’isopropylatropine est indiquée dans le traitement de 1’asthme [37,38].

Herbe de Belladene
) atite entiere (Aﬁopabeﬂadonna L.)

Partie de la plante
(Drogue) I Feuille de Belladone “
I
. I Extrait de Belladone H
Extrait J‘l
Mélange de I Alcaleides totavs “

constituants actifs
) ) s | Hvoscvamine.
Constituants actifs purifiés |- b

5 _ JL M éthyl-atropine |
Deénvés obtenus par [ Butylscopol amine i

hémisynthése

|_ Scopolamin

bromure de butylhyoscine,

Buscopan ®

.

~

Ipratropiumil sopropylatr opine)

Yy

S Production par des

Bromure dipratropium, Atrovent®,
cultures vegétales

EBromure d'ozitr opium, Cuivent®

o

Figure 1.7: De la médecine traditionnelle au médicament moderne

-23-



Chapitre | Geéneralités sur les métabolites secondaires

Une des particularités des végétaux est de former de nombreux composés dont le role au
niveau de la plante qui n’est pas encore parfaitement élucidé.

Le fait que beaucoup de ces composés ne se rencontrent pas chez toutes les especes montre
qu’ils n’entre pas dans le métabolisme générale (primaire), ce sont des métabolites
secondaires, qui n’exercent aucune fonction directe au niveau des activités fondamentales de
I’organisme végétale (croissance, développement, reproduction...) mais peuvent jouer

différents roles pour la survie du végétale lui — méme, réle de défense, réle de résistance [35].

1.6.4. Classification des métabolites secondaires
On peut classer les métabolites secondaires en trois grands groupes : les composes
phénoliques, les terpénes et les alcaloides. Chacune de ces classes renferme une trés grande

diversité des composés qui possedent une trés large gamme d’activités en biologie humaine.

Les plantes photosynthétiques convertissent le dioxyde de carbone (CO,) en métabolites

primaires, qui sont nécessaires pour leur vitalite.

Les composés du métabolisme secondaire sont classés en 3 grandes classes (Figure 1-6-1):

- les alcaloides et composés azotés

- les composés phénoliques

- les composés terpéniques (Figure 1-6-2).

Ces molécules tres diversifiées qui permet les tentatives d’une classification chimique des
végétaux au chimiotaxonomie. Cette classification consiste a établir les corrélations entre la

présence de certains types de métabolite secondaires et les entités taxonomique [35].
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Figure 1-6-1: Voies du métabolisme secondaire des plantes qui produisent les trois types généraux de composes
secondaires : produits azotés, composés phénoliques et terpénoides. La relation avec le métabolisme primaire est
également indiquée [36].
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Figure 1-6-2: Une source de biosynthése de certaines variétés de produits du métabolisme secondaire

1.6.4.1. Les Molécules Phénoliques
Parmi les classes de molécules phénoliques qui nous intéresse

v Lignines: Rdle structurel ;

v’ Lignanes: Défense des pathogénes, antioxydants ;

v Flavonoides: Pigments, produits de défense, molécules signal [36].

Les molécules phénoliques sont des composés qui contiennent un groupe phénol «anneau
aromatique avec un groupe hydroxyle» (Figure 1.8). Ils peuvent avoir plusieurs différents
substituants.

Dans D’air ces groupes sont facilement oxydés. Ils peuvent former des complexes avec les

protéines et donner beaucoup de problémes dans les extractions des protéines ou de I’ADN.
Groupe phényle

Anneaun —"

aromatique
OH
/
Groupe -OH
. Phenol
acide

Figure 1.8 : La molécule phénolique.
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Parmi les composés phénoliques que nous avons isolés : la vanilline.
La vanilline est le composant primaire de 1’extrait des gousses de vanille [36°] .
L’extrait naturel de vanille est un mélange de centaines de composés.
La demande en ar6bme vanille a depuis longtemps dépassé la production en ardéme
naturel. En 2010, la demande annuelle était supérieure a 15000 tonnes et seulement 2000
tonnes de vanilline naturelle ont été produites. La différence est issue de la synthése.
L’arome artificiel de vanille, d’origine synthétique est une alternative a la vanilline
pure. Sa production selon le procédé ex-catéchol, donne une vanilline extra pure. Elle
répond aux criteres les plus séveres pour I’application alimentaire et peut donc étre utilisée en
toute sécurité. La Vanilline confére 1’arome et 1’odeur de vanille si populaire. Utilisée
seule ou en formulation, la vanilline est 1’arome ou la fragrance la plus répandue dans
le monde, elle est essentielle dans de nombreuses applications telles que la confiserie,
les chocolats, la cuisine, les boissons mais aussi les parfums, la cosmétique et les
détergents.
La molécule de la vanilline a des propriétés intéressantes et est utilisée comme
intermédiaire de synthese en pharmacie et agrochimie.
Les chimistes ont montré que 1’ardme de vanille provient en grande partie de la vanilline,
composé aromatique trés puissant. Les gousses de vanille contiennent peu de vanilline:
dans 1 kg de gousses, il y a 25 g de vanilline. Le prix de revient de la vanille est élevé: les
extraits de vanille naturelle cotitent plus de 1500 € / kg! C’est pourquoi la vanilline naturelle
est souvent remplacée par la vanilline synthétisée. Cette molécule a I’air d’étre identique a
celle extraite des gousses de vanille mais ne ’est pas. Cependant elle présente I’avantage de
ne coliter que 15 € / kg environ.

La vanilline est utilisée dans de nombreuses applications:

- Formulation d’ardmes alimentaires : chocolats, confiseries, patisseries, boissons,
laitages, produits frais.

- Parfums et fragrances, masquant d’odeur (pneus, plastiques, ...), parfums d’ambiance

- Formulations pour la cosmétique, la maison, les détergents, ...

- Alimentation pour animaux

- Intermédiaires pour la pharmacie et 1’agrochimie [36°].
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1.6.4.2. Le rdle des composes phénoliques

1.6.4.2.1. Pour ’homme
Les métabolites secondaires des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit dans
I’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en pharmacie. Ces composés sont en grande

mesure illustrés en thérapeutique [39].

En médecine les composés phénoliques qui font la base des remédes pour ’homme :
En urologie, dermatologie, gastrites aigues, toux, ulcéres d’estomac, sommeil et
désordre nerveux.

- Systemes cardiovasculaires.

- Drogues immunostimulantes, antispasmodiques et anti-inflammatoire.

- Contre le diabéte.

- Les maladies du stress : ces métabolites ont une activité antioxydante tels le thé noir
le thé vert, le cacao sont riches en composés phénoliques parmi lesquels le résvératrol

et la procyanidine [40].

1.6.5. Géneralités sur les flavonoides

Occupant une place prépondérante dans le groupe des phénols, les flavonoides sont
des métabolites secondaires ubiquistes des plantes. A ce jour, plus de 4000 flavonoides
naturels ont été décrits. On estime que 2 % environ du carbone organique photosynthétisé par
les plantes, soit quelques 109 tonnes par an, est converti en flavonoides [41].
1.6.5.1. Chimie des flavonoides

Flavonoides (de flavus, « jaune » en latin) est le terme générique pour des composes
basés sur un squelette a 15 carbones, qui a son niveau le plus simple, consiste en deux cycles
phenyles, les cycles A et B, connectés par un pont a trois carbones (structure en C6-C3-C6).
Le pont en C3 entre les cycles A et B est communément cyclisé pour former le cycle C (figure
I-7). A est un cycle benzénique condensé avec C, hétérocycle pyramique qui peut porter un
groupement carbonyle en position 4 auquel cas le noyau est appelé noyau 4-oxoflavononoide,
B est un noyau phénolique substituant de C soit en position 2 (flavonoides) soit en position 3
(isoflavonoides) (Figure 1.9) [42- 44]. Ainsi, le nombre, la position et la nature des
substituants déterminent différentes sous-classes de flavonoides (selon le degré de
substitutions sur le noyau flavonoide). Parmi celles présentant le plus d'intérét, on peut citer
les flavonols, les flavones, les flavanones, les flavanols, les isoflavones, les dihydroflavonols

et les chalcones (groupement carbonyle en position 4) et les anthocyanidines [45].
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Pour désigner chacun des flavonoides, plutdt que d’utiliser les terminaisons en «ol»
(par exemple : quercétol, cyanidol), nous avons généralement préféré celles en «ine»
(quercétine, cyanidine) qui sont les traductions directes de la nomenclature anglaise et qui ont
I’avantage d’éviter des équivoques (par exemple en ne confondant pas le catéchol, phénol
simple, et la catéchine qui est I’un des flavonoides). Dans certains cas cependant comme celui
du kaempférol, on a gardé la désignation consacrée par 1’usage, aussi bien en frangais qu’en

anglais [46].

2 (ou 3) -phenylchromane 2 (ou 3) -phénylchromone

Figure 1.9: Structure de base des flavonoides, noyau flavane (1) et noyau 4-oxo-flavonoide (11).

1.6.5.2. Biosynthese des flavonoides

Les flavonoides possédent tous le méme élément structural de base car ils dérivent
d’une origine biosynthétique commune. Le cycle A est formé a partir de trois molécules de
malonyl-coenzyme A (malonyl-CoA), issues du métabolisme du glucose.

Les cycles B et C proviennent eux aussi du métabolisme du glucose mais par la voie du
shikimate via la phénylalanine qui est convertie en p-coumarate puis en p-coumaroyl-CoA

(Figures 1.10 & 1.11). Le p-coumaroyl-CoA et les 3 malonyls-CoA se condensent en une seule
étape enzymatique pour former une chalcone, la 4,2°.4’,6’-tétrahydroxychalcone (réaction
catalysée par la chalcone synthétase). Le cycle C se forme par cyclisation de la chalcone,
réaction catalysée par la chalconeisomérase qui induit une fermeture stéréospécifique du cycle
conduisant a une seule 2(S)-flavanone : la naringénine. Ce cycle s’hydrate ensuite pour former

les différentes classes de flavonoides [47].
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Figure 1.11 : Schéma de la biosynthése des flavonoides illustrant les voies de I’acétyle CoA et de la

phénylalanine d’aprés Heller et Forkmann [47].
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1.6.5.3. Classes de flavonoides

Les diverses classes de flavonoides différent en fonction de la cyclisation et du degré
d’insaturation et d’oxydation du cycle C alors que les composés individuels au sein d’une
classe difféerent par la substitution des cycles A et B. Parmi les nombreuses classes de
flavonoides présentées figure 1-5, nous citerons les principales : anthocyanes, flavanols,
flavones, flavanones, isoflavones et proanthocyanidols (Figures 1.12) [48]. Les flavonoides
sont souvent hydroxylés en positions 3, 5, 7, 3°, 4’ et/ou 5’. Un ou plusieurs de ces groupes
hydroxyles sont freqguemment méthylés, acétyles, prénylés ou sulfatés. Dans les plantes,
lesflavonoides sont souvent présents sous forme C- ou O-glycosylés ; les formes libres, sans
sucres attachés, sont appelées génines. Les O-glycosides, de loin les plus fréquents, portent
leurs substituants sur les groupements hydroxyles de la génine, alors que pour les C-
glycosides, la liaison se fait directement avec un carbone de la génine, les C-6 et/ou C-8. En
effet, la formation de la (ou des) liaison(s) hétérosidique(s) est sous la dépendance de

transférases tres spécifiques quant au substrat et a la position d’osylation [49].
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Figure 1.12: Les diverses classes de flavonoides d’aprés Bruneton [49].
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1.6.5.4. ROle dans les plantes

Les flavonoides sont les pigments colorés des fleurs. Par exemple, les couleurs orange, rouges
et bleues des légumes, fruits, fleurs et tissus de stockage des plantes sont dues a des anthocyanes
hydrosolubles (qui sont des flavonoides jaunes réduits). De ce fait, ils jouent un réle important dans les
interactions avec les insectes (attraction et réle dans la pollinisation entomophile et la dispersion des
graines). lls sont impliqués dans les interactions plantes-microorganismes : dans les pathogenéses
comme dans les symbioses (nodules des légumineuses). lls agissent dans les systémes de défense des
cellules végétales en réponses a certains stress tels que les radiations ultraviolettes. Ce sont également
des inhibiteurs d’enzymes, des agents chélatants des métaux nocifs aux plantes. De plus ils sont
impliqués dans la photosensibilisation et les transferts d’énergie, la morphogeneése et la détermination
sexuelle, la photosynthése et la régulation des hormones de croissance des plantes [50, 51].
1.6.5.5. Importance dans I’alimentation

La contribution au régime alimentaire humain des flavonoides est trés importante : de
50 a 800 mg/jour en fonction de la consommation de fruits et Iégumes mais aussi de boissons
comme le thé ou le vin rouge (environ 200 mg par verre ou tasse) [51]. On trouve également
des flavonoides dans de nombreuses plantes médicinales et des préparations a base de plantes

contenant de flavonoides sont utilisées en médecine traditionnelle partout dans le monde [52].

1.6.5.6. Propriétés chimiques et activités biologiques

La propriété fondamentale des flavonoides est leur caractere antioxydant. A ce titre, ils
agissent a plusieurs niveaux :

* Inhibition d’enzymes ou chélation des éléments traces impliqués dans la
formation de radicaux : suppression de la formation de dérivés réactifs de
I’oxygéne (ROS) [50].

Les flavonoides inhibent la xanthine oxydase, source biologique importante du radical
superoxyde (O2 ). lls sont également connus pour inhiber d’autres enzymes impliquées dans
la génération de ROS telles que les cyclooxygénases, les lipooxygénases, ou les
monooxygénases microsomiales [50].

Le radical superoxyde réagit avec le peroxyde d’hydrogéne (en présence de fer) pour donner
par dismutation, des radicaux hydroxyles encore plus toxiques (OHe). C’est cette réaction,
appelée réaction de Fenton, catalysée par le fer, qui est inhibée par certains flavonoides (tels

que la quercétine) par une action de chélation du fer [52].
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= Piégeage de radicaux
En raison de leur faible potentiel redox, les flavonoides peuvent réduire les radicaux libres
tres oxydés comme les superoxydes, les radicaux peroxydes ou les radicaux hydoxyles par
transfert d’hydrogéne [50]. L’oxyde nitrique qui forme, en se combinant avec le radical
superoxyde, le trés délétere peroxynitrite est également piégé par les flavonoides. Le radical
flavonoide ainsi formé est stable et interrompt les événements de dégradation cellulaire initiés
par 1’attaque radicalaire [53].
1.6.5.7. Intéréts thérapeutiques des polyphénols

= les composés phénoliques et la santé
L’organisme humain ne peut pas assurer la biosynthese de tous les antioxydants en
particulier ceux de nature phénolique, I’ingestion des polyphénols dans la ration journaliére
est un facteur nutritionnel important. les composes phénoliques sont présents dans plupart
des organes végeétaux : graines (soja, moutard, riz, café, cacao ...... ) fruits (raisin, citrus,
olive .....) feuilles (thé, nombreuse épices, romarin, thym) ou autre organes (oignon, jeune
germination de blé et d’avoine, patate douce ..... ) ils se trouvent plus au moins transformés
dans les produits industriels issus de ces végetaux : jus de fruits, biére, vin, thé, chocolat, huile
d’olive et dérivés des céréales [46].

= Action et intérét des polyphénols
En tant qu’antioxydants, tous les polyphénols sont capables de piéger les radicaux libres
générés en permanence par notre organisme ou formés en réponse a des agressions de notre
environnement (cigarette, polluants, infection, etc.) qui favorisent le vieillissement cellulaire
ingéré avec nos aliments, ces composés renforcent nos défenses naturelles en protégeant les
constituants tissulaires (lipides et autres macromoléculaires) contre le stress oxydant et
préviendraient ainsi les divers maladies chroniques associées, telles que cancers, maladies
cardio-vasculaires ou ostéoporose.
IIs peuvent aussi interagir de maniére specifique avec des récepteurs cellulaires tels que
les récepteurs des cestrogenes pour les isoflavones du soja, et induire ainsi des effets plus
spécifiques sur I’organisme (par exemple inhibition par les isoflavones des bouffées de
chaleur pour femme ménopausée) [54].

= La prévention des maladies cardio-vasculaires
La consommation des polyphénols se traduit par une augmentation transitoire de la
capacité antioxydante du plasma dans les heures qui suivent le repas. Parvenus au niveau
des artéres, ils préviennent 1’oxydation de lipoprotéines de faible densité (low Density

Lipoprotéins ou LDL) qui est I’'un des facteurs clé du processus physiologique de
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I’athérosclérose (épaississement des artéres qui contribue a réduire le flux sanguin et peut
conduire a I’asphysie des tissus irrigués).
Les polyphénols :
1. agissent pour inhiber I’oxydation des LDL par I’augmentation de la vasodilatation.
2. limitent leur incrustation dans les parois des artéres qui contribue a 1’épaississement
des parois et a réduire le flux de sang qui parvient au niveau des tissus.
3. agiraient aussi en inhibant I’agrégation plaquettaire impliquée dans le phénomene de
thrombose qui peut conduire a 1’occlusion des artéres.
Deux études cliniques réalisées au Etats-Unis et au Chili ont montré que les polyphénols
améliorent le fonctionnement de 1’endothélium, la couche cellulaire qui tapisse
les surfaces des vaisseaux sanguins et qui joue un role essentiel dans le contréle du bon

fonctionnement du systéme vasculaire en réduisant les risque d’athérosclérose [54].
= La prévention du cancer

Parmi les propriétés biologiques intéressantes des polyphénols, la prévention du cancer.

En effet, un certain nombre de recherches menées in vitro et in vivo ont montré que les
polyphénols pourraient étre utilisés comme des agents de prévention des différentes maladies
cancéreuses [55].

De nombreuses études ont montré que trois types de cancers (sein, prostate et digestif)
peuvent étre fortement influencés par 1’alimentation notamment 1’apport en lipides et en

antioxydants.

Note : Dans cette partie 1.6.4, nous nous intéresserons essentiellement aux flavonoides de
types flavone, flavonol, ces classes étant les plus fréquemment rencontrés et notamment dans

le cadre de nos travaux personnels.

1.6.5.8. Analyse structurale des flavonoides par spectrométrie de masse

Ces derniéres années, I’analyse par spectrométrie de masse des flavonoides s’est accrue avec
le développement de techniques d’ionisation dites « douces » : I’electrospray (ESI) et I’ionisation
chimique a pression atmosphérique (APCI) qui ont en outre permis 1’analyse de trés faibles quantités
d’échantillons bruts.
L’ESI et I’APCI sont des techniques qui générent principalement des ions moléculaires pour des
métabolites relativement petits tels que les flavonoides [56]. Pour de nombreux auteurs, ce sont les

techniques les plus adéquates pour 1’étude des flavonoides [57,58].
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1.6.5.8.1. Eléments d’identification des flavonoides par spectrométrie de masse

L’interprétation de la fragmentation des flavonoides par spectrométric de masse permet
d’accéder a de nombreux éléments utiles pour leur détermination structurale, cela permet
notamment d’établir la distribution des fragments généres entre les cycles A et B de la génine.
L’étude minuticuse des schémas de fragmentation peut aussi aider a déterminer la nature,

I’enchainement et le site d’attache des oses portés par la génine.

1.6.5.8.2. Nomenclature

Dans ce chapitre, pour décrire les fragments de flavonoides obtenus par spectrométrie de
masse, on utilisera le systtme de nomenclature proposé par Ma et al., désormais
communément utilisé [59] Pour les génines, les notations A* et "B* sont utilisées pour
désigner les ions primaires produits contenant les cycles, respectivement A et B, intacts (i et |

désignant les liaisons qui ont été scindées).

1.6.5.8.3. Fragmentation de la génine en mode positif

En mode positif, les fragmentations les plus utiles en terme d’identification de la génine sont
celles qui ont lieu entre les liaisons C-C 1 et 3, 0 et 2 ou O et 4 sur le cycle C (Figures 1-11),
aboutissant & la formation des ions informateurs/diagnostiques “A* et ''B* [16]. La
fragmentation dépend de la classe de flavonoides étudiée et la valeur m/z des ions /A" et "B
indique clairement les substitutions respectives des cycles A et B [56].

Ma et al. ont étudié les voies de fragmentation en mode positif des génines de flavones et
flavonols (en ionisation FAB sur un spectrométre a triple quadripble (TQ), énergie CID : 30
eV) et ont permis de mettre en évidence les fragments caracteristiques de ces deux classes de
flavonoides en interprétant les valeurs m/z de ces fragments [59] (Figure I-11).

L’ion “3A*, observé pour tous les groupes de flavonoides est le fragment le plus abondant.
Dans le cas le plus fréquent ol les positions 5 et 7 sont hydroxylées, **A*a une valeur de m/z
153 ou, en absence de cétone en position 4, c'est-a-dire pour les flavanes ou les flavanols, m/z
139.d’informations sont ceux résultant d’un clivage C-C sur le cycle C. La formation de ces
ions peut [56]. Il existe des ions diagnostiques de certaines classes de flavonoides (Figure I-
6). Typiquement, la fragmentation caractéristique en mode positif d’une flavone est le résultat
de trois voies de fragmentation qui coexistent, dont deux correspondants a des réactions de

rétro Diels-Alder. Elles produisent les ions **A*, 13*, %2B* %4B* et (°?B* -H,0). Comparés
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aux flavones, les spectres CID des flavonols en mode positif sont beaucoup plus complexes
car la présence d’un groupement OH en position 3 offre plus de possibilités de fragmentations
[59]. On observe alors les ions *A*, %2A*, %2A* - CO, M*A*+2H et 1°B*-2H - [56,59]. Tous

ces ions caractéristiques, ainsi que ceux des flavanones, sont illustrés (Figure 1.13).
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Figure 1.13 : Voies de fragmentations caractéristiques en mode positif des flavones, flavonols et flavanones
(obtenues sur spectrométre Q-TOF avec source d’ionisation APCI ou trappe d’ion (IT) avec source ESI,
énergie CID : 20-40 eV) d’aprés Wolfender et al [56].

L’étude de ces ions fragments permet de faire la distinction entre deux génines isomeres appartenant a
des classes différentes. A titre d’exemple, la figure 1.14 présente les spectres MS/MS de la lutéoline
(génine flavone) et du kaempférol (génine flavonol) donnant tous les deux un ion quasi-moléculaire a

m/z 287.
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Figure 1.14 : Spectre MS/MS de la lutéoline (a) et du kaempférol (b) obtenus par ESI en mode positif
(analyseur TQ équipé d’une source d’ionisation FAB, CID de basse énergie).

En plus de la valeur m/z des fragments, leur intensité relative peut apporter des informations. Par

exemple, il a été clairement démontré par Ma et al. [59] que I’énergie de collision employée pour la
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fragmentation joue directement sur les abondances relatives des ions L3p* 02pt et O2B% [59]. En ESI
ou APCI, une énergie de collision basse de 30 eV est optimale pour obtenir un

maximum de fragments d’intensités exploitables [60].
1.6.6. lignoides : Introduction et classification

> Dérivés impliquant lI'association d'unités phénylpropaniques (C6-C3)
> Tres répandus
» Précurseurs de la lignine

Les lignanes ont été identifiés dans des arbres déja au X1Xe siecle [61,62].
Dans cette famille regroupant plus de 3 000 substances naturelles, il est historiquement
possible de distinguer quatre groupes de composes dont la formation implique la
condensation d’unites phenylpropaniques : lignanes, neolignanes , « oligomeres » et
norlignanes. De plus, il est d’usage courant de rattacher a cet ensemble les lignoides ou
lignanes hybrides (flavanolignanes du chardon-Marie par ex.). Cependant, le terme
lignane doit aujourd’hui étre admis dans un sens plus large, ce qui permet d’englober un
nombre important de cas particuliers autrement inclassables [63].
1.6.6.1. Définition

Le terme lignane a I’origine présenté par Haworth en 1936 [64], désigne habituellement des
composés naturels dimeres dont le squelette résulte de 1’établissement d’une liaison entre les
carbones B des chaines latérales de deux unités dérivées du 1-phényl propane (liaison 8-87)
(Figure 1.15).

Figure 1.15 : Squelette de lignane
Ces composés sont trés répandus dans le régne végétal et possedent de nombreuses activités
biologiques, qui leur conferent une importance non négligeable en thérapeutique. Ils ont
montré des propriétés: antibactérienne, antifongique, antioxydante, antitumorale, antivirale,
antihépatotoxique (flavanolignanes des akénes du chardon-Marie), anti-PAF, insecticides et
oestrogéniques [65]
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Lignanes : liaison 8-8' (carbones latérauxp) de 2 unités C6-C3 |:> Squelette C18
(Figure 1.16 & Figure 1.17).
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Figure 1.16: structure générale d’un phénylpropanoide
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Figure 1.17 : principaux dérivés issus de couplages oxydatifs de 1’alcool coniferylique
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1.6.6.2. Origine biosynthétique
1.6.6.2. A. Origine de la diversité chimique

La dimérisation d’unités en C6-C3 de types monolignols par des réactions de
couplage radicalaire selon plusieurs schémas -cinq d’entre eux sont particuliérement
importants -est a ’origine de la diversité de ces substances naturelles.
En théorie, il est possible de concevoir que 1’oxydation sous 1’effet d’oxydases (peroxydases,
laccases) d’un précurseur, par exemple ’alcool coniférylique, conduise a un radical qui
peut exister sous quatre formes mésomeres limites. Ceci implique un grand nombre de
couplages possibles parmi lesquels cing sont fréquents (8-8°, 8-1°, 8-3°, 8-0-4°, 3-3°) Les
trois carbones de la chaine latérale sont notes 7, 8 et 9 ou a, B, v : la premiére de ces
notations est fréqguemment utilisée pour les lignanes lato sensu qui sont évoqués ici, la
seconde est celle couramment admise quand on traite de la chimie de la lignine).
méme si d’autres sont également décrits. Quand 1’¢lectron est localise sur le carbone 8,
la molécule révéle un motif quinone-methide hautement réactif du fait de son caractere

électrophile tres marque (en comparaison des quinones correspondantes) (Figure 1.18).
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Figure 1.18 : Unités en C6-C3 impliquées dans la biosynthése des lignanes

1.6.6.2. B. Biosynthése des lignanes stricto sensu

» L’étape-clé : une liaison carbone-carbone entre deux unités
Le terme de lignane designe historiquement (il a été introduit par Haworth en 1937) et
habituellement des composes dont le squelette résulte de 1’établissement - on verra qu’il est de
nature radicalaire, d’une liaison entre les carbones 8 des chaines latérales de deux unités
dérivées du 1-phenylpropane (liaison 8-8”). On dit aussi que ce sont des dimeres
d’alcools ou d’acides cinnamiques.
Les données experimentales sont incomplétes et I’on ne peut donc presenter, sauf pour

quelques molécules particuliéres, que des hypotheses partiellement vérifiées. Les lignanes
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étant optiquement actifs, ils résultent d’un couplage stéréospécifique des carbones C-8 (cela a
d'ailleurs été démontré la premiére fois chez des Forsythia spp.).

Des protéines particuliéres appelées « protéines dirigeantes », sans activité enzymatique et
indépendantes des oxydases — elles sont probablement universelles chez les végétaux,
prennent en charge les monomeres oxydes sous forme radicalaire en assurant, dans le cas
présent, le couplage 8-8” (qui n’est d’ailleurs pas thermodynamiquement le plus favorable).
Que deux protéines portant chacune une unité en C6-C3 sous forme radicalaire s’associent ou
comme propose récemment- qu’un méme site actif au sein d’une méme protéine puisse
accueillir deux radicaux libres, le résultat est un approchement spatial dans un environnement
chiral permettant la formation de la liaison carbone-carbone de fagon stéréosélectivité tel
qu’illustre avec la biosynthése du (+)-pinoresinol & partir de 1’alcool coniferylique (page ci-
contre). De facon similaire, les lignanes dépourvus d’oxygéne en positions C-9 et C-9’
résultent probablement d’une méme logique biosynthétique (couplage d’unités de type

isoeugenol par exemple) (Figure 1.19) [63,67].
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Figure 1.19 : Biosynthese des lignanes : dimérisations
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1.6.6.3. Biosyntheése des lignanes : dimérisations

La réactivité des intermédiaires, notamment les methides quinones, engendres apres 1’étape
fondamentale de formation de la liaison carbone-carbone entre les deux monolignols et/ou des
étapes enzymatiques supplémentaires, engendreront des cyclisations (On trouve alors parfois
le terme de «cyclolignane» pour qualifier ces molécules posseédant un cycle supplémentaire.)
et modifications supplémentaires (réductions, oxydations, lactonisations, etc). Cela permet,
chez les lignanes proprement dits, de distinguer habituellement six groupes structuraux
fondamentaux. Les plus simples sont des dibenzylbutanes (liaison 8-8”) qui, par cyclisation,
peuvent engendrer trois types de lignanes monofuraniques (cyclisation 9-O-9°, 7-O-9’, ou 7-
O-7°) et des butyrolactones. La cyclisation peut impliquer un carbone aromatique

(arylnaphtalenes) ou deux (dibenzo-cyclooctanes) (Figure 1.20) [63].
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Figure 1.20: Biosynthése des lignanes : exemple du (+)-pinorésinol et apparentés [63]
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double cyclisation 7-O-7" et 9-O-9° conduit aux lignanes furano-furaniques. Pour chaque type
de lignane, le degre d’oxydation varie, aussi bien sur les noyaux que sur les chaines latérales.
Quelques lignanes peuvent ne pas etre oxydes en C-9 ou C-9’; certains seront présents sous

forme d’hétéroside (ex. glucosides de sesaminol).

1.6.6.4. Classification et structure

La figure 1.21 montre le couplage de deux unités dérivées du 1-phenylpropane (liaison 8-8”)

H5CO 8
:@/\I/ o,
HO 8

OCH;5

OH
Acide guaiarétique

OCH;
L-Podophyllotoxine

Etoposide

Figure 1.21 : Structure de lignanes

» Néo-lignanes : la liaison n'implique au maximum qu'un seul carbone latéral 3
(Figure 1.22)

Magnoliol

Figure 1.22; Structure de Néo- lignanes

Oligomeéres : condensation de 2 a 5 unités phénylpropanes
Nor-lignanes : lignanes déméthylés |:> Squelette C17

Lignoides ou "lignanes hybrides" : structures hybrides (e.g. lignoflavonoides ; Figure 1.23)

-42 -



Chapitre | Geéneralités sur les métabolites secondaires

Y ‘
0
HO_ o OCH; O
~ OH

OH 0

Silybine (Silybum marianum L.) Flavanne

Figure 1.23: Structure de Lignoides ou "lignanes hybrides"
1.6.6.5. Principaux types de lignanes

Egalement des produits de condensation d’unités phenyl-propaniques, diméres
d’allylou de propenylphenols dont la liaison, variable, n’implique au maximum qu’un seul
carbone C-8 (liaison 8-3’ : dihydrophenanthrenes ; 8-1° : octahydrobenzofuranes ;
3-3’ : biaryles ; 8-0-4’ : benzodioxine, etc. (Quand la liaison entre les deux unités implique
une liaison éther (x-O-y), le terme d’oxynéolignane est parfois utilise). Beaucoup de ces
derniéres structures sont le résultat de cyclisations complémentaires, conséquence d’un
couplage radicalaire supplémentaire (par ex. 2-4’) ou d’une ré-aromatisation finale apres
formation de «methides» intermédiaires telles que celles évoquées précédemment quand la
position C-8 est impliquée (par ex. 7-O-2’, 7-O-3”) : on parle parfois de cyclolignanes pour
designer ces molécules.

Six groupes structuraux fondamentaux de lignanes (Figure 1.24) ont été caractérisés
chez différentes familles du regne végétal. Les plus simples sont les dibenzylbutanes (liaison
8-8' (1)) qui, par cyclisation, peuvent engendrer trois types de lignanes monofuraniques
(cyclisation 9-0-9', 7-0-9', ou 7-O-7' (2-3)) et des butyrolactones (4), la cyclisation peut
impliquer un carbone aromatique (aryl-naphtalene (5-7)) ou deux dibenzocycloctanes (7).

La double cyclisation 7-O-7" et 9-O-9' conduit aux lignanes furanofuraniques (8) ;

(Figure 1.24) [46,50]. La figure 1.25 montre des exemples de structures de néolignanes.
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Figure 1.24: Principaux types de lignanes [68]

» dihydrophénanthrénes . octahydrobenzofuranes « benzodioxines

0.
2 8
}H“
AN 0
' 7
0=

s biaryles

Figure 1.25: Exemples de structures de néolignanes
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Chapitre 11 Etude des activités biologiques in vitro

I1. Etude des activités biologiques

Dans cette section portant sur les activités biologiques, I’activité cytotoxique a été évaluée par
le test [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] (MTT) sur des lignées
cellulaires cancéreuses. L’activité antibactérienne directe et indirecte a été estimée par la
méthode de micro-dilution et par la méthode de CCM-Bioautographie. L’activité antifongique
sur des champignons isolés des plantes a été appréciée par la méthode de micro-dilution.

11.1. Préparation de I’échantillon d’extrait chloroforme

Pour réaliser les tests biologiques (cytotoxique «T1», antibactériens «T,» &antifongique «T3»)
in vitro, des aliquotes (Tableaux 1l.1 et 11.2) de I’extrait chloroforme (Figure I1.1) et des
produits isolés sont dissouts dans du DMSO. A chaque solution on ajoute un volume du
milieu de culture (RPMI10 %, MHB, PDA) successivement de fagon a ce qu’il y ait toujours
une concentration de DMSO de 2 % v/v (n’excédant pas 5%) dans la concentration finale

(solution mére).

Tableau I1.1 : préparation de I'extrait chloroformique (solution stock) des tests biologiques

‘:‘::"—‘éq“

Extrait CHCl; | Poids (mg) —
Tl 5,0
T, 16,3 l{ig
T 5,0 ——

Figure 11.1 : solution de
I’extrait dans DMSO

Tableau 11.2 : préparation des produits (solution stock) des tests biologiques

Produits isolés Codes Poids (mg) | DMSO (mL) | P.M (g/mol) | Concentrations (M)
1 ZH3-3 1,200 0,395 152 10°
2 ZH6-3 0,600 0,320 372 10°
3 ZH6-4 0,900 0,789 152 10°
4 ZHF,4 3,500 0,581 344 10°
5 ZH10 1,480 0,424 330 10°

11.2. Etude de I’activité cytotoxique (test MTT)

Le test colorimétrique du MTT est une technique principale utilisée pour déterminer le
pouvoir cytotoxique d’une molécule ou d’un extrait de plante. L’estimation du taux de la
croissance globale des cellules a été utilisée pour évaluer I’effet antiprolifératif de 1’extrait

CHCIj; et des composeés isolés.
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a) Les Réactifs
Trypsinea 0,5% d’EDTA (Gibco®-Invitrogen); RPMI1640 phénol red Gibco® Invitrogen
(Merelbeke, Belgique) + 10% de FBS (sérum feetal bovin) ; produit M.T.T 98% (3-(4,5-
diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl  tétrazolium bromide) Sigma Aldrich® (Bornem,
Belgique) a une concentration de 0,5mg/mL ; DMSO (diméthylsulfoxyde) Merck® (Overijse,
Belgique) ; eau RNAse free Braun® (Machelen, Belgique).

b) Les équipements et appareillages

Plaques multipuits (96 puits) a fond plat Sarstedt® (Essen, Belgique); Micropipette multi-
canaux réglable de 50 a 300uL/8canaux Sarstedt® (Essen, Belgique) ; agitateur pour
microplaques type Vortex ; centrifugeuse ; Spectrophotometre (microplate reader Model
680XR, Bio-Rad®, Nazareth Eke, Belgique) ; incubateur a 5% de CO, et sous atmosphére
humide; compteur de cellules coulteur) Beckman (Analis®, Suarlee, Belgique) Figure 11.2 ;
microscope optique type MOCP Axiovert S100 (Zeiss®, Nederlands); hotte a flux laminaire
class Il (IKS®, Leerdam, Nederlands).

SETUP  PRINT
T CAL  FUNCTIONS

2

[OUTPUT  gaRT

Vv, - NBLOCK | 6STOP

Figure 11.2 : Compteur de cellules utilisé(coulter Beckman®©)

c) Les lignées cancéreuses utilisées
Les lignées cancéreuses utilisées proviennent soit de I’American Type Culture Collection
(ATCC) soit de I’European Collection of Cell Culture (ECACC) soit de Deutsche
SammLung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ). Le code correspondant a
chaque lignée ainsi que le type histologique sont repris dans le tableau 1. 3.
On note bien que, toutes les lignées cellulaires testées sont humaines sauf la lignée cancéreuse

(B16-F10) qui est une lignée cellulaire du cancer murin.
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Tableau 11.3 : Origine et type histologique des lignées cellulaires cancéreuses utilisées.

Lignee | Fournisseur Code Type Cellulaire Mode de
Cellulaire Croissance
A549 DSMZzZ ACC107 Carcinome humain du poumon Adhérent
U373 NSCLC ECACC | Glioblastome astrocytaire humain | Adhérent
08061901
PC3 DSMZ DSMZ Carcinome humain de la prostate | Adhérent
ACC465
Hs683 ATCC ATCC Gliome humain Adhérent
HTB-138
MCF7 DSMZ DSMZ Adénocarcinome humain du sein | Adhérent
ACC115
B16-F10 ATCC CRL-6475 Melanome murin Adhérent

Les cellules sont cultivées a 37°C dans un environnement saturé en eau et contenant 5% de
COs,. Les lignées sont cultivées soit dans du milieu MEM (minimum essential de Eagle)
enrichi avec 5% de sérum fcetal bovin, soit dans du milieu de Moore (RPMI 1640) enrichi
avec 10% (RPMI 10%) de sérum veau feetal. Dans chaque milieu il est rajouté de la glutamine

(4mM), de la pénicilline streptomycine (200pg/mL) et de la gentamicine (100pg/mL).

11.2. 1. Préparation des cultures cellulaires

Le milieu de culture, les suppléments et la trypsine-EDTA(8). Toutes les lignées
utilisées sauf les primocultures sont cultivées dans le milieu RPMI 1640 contenant 10% de
FBS (feetal bovine sérum) inactivé et 0,6 mg/mL de glutamine. On supplémente le milieu en
antibiotiques a raison de 200 IU/mL de pénicilline, 2001U/mL de streptomycine et 0,1 mg/mL
de gentamicine. Les cellules sont cultivées dans des boites stériles de 25 cm? que I’on place a
37°C dans un incubateur sous une atmosphére contenant 5% de CO, et saturée en eau. Toutes
ces lignées sont adhérentes et cultivées en monocouche, le milieu est changé deux fois par
semaine. Quand la monocouche cellulaire atteint la confluence, le milieu est enlevé, les
cellules sont rincées puis incubées une a cing minutes a 37°C avec de la trypsine-EDTA.

Gréace a celle-ci, les cellules se détachent de leur support, ensuite 1’action de la trypsine est

-52 -



Chapitre 11 Etude des activités biologiques in vitro

stoppée par ajout du milieu de culture contenant du sérum et les cellules sont repiquées a un
taux variable selon la lignée.
Le milieu RPMI 10% est composé de nutriments essentiels au développement cellulaire et
contient des acides aminés, des vitamines, des sels organiques, du glutathion réduit et du
rouge de phénol (utilisé comme indicateur de PH) ainsi que du D-glucose.
Les antibiotiques ajoutés évitent la contamination bactérienne du milieu. Tous les produits
sont conservés a 4°C et sont préalablement thermostatisés a 37°C dans un bain-marie avant
d’étre manipulés sous une hotte a flux laminaire en milieu stérile

e Trois lignées cellulaires ont été utilisées pour tester I’extrait CHCls. 11 s’agit de :
U373 : une lignée ligne de glioblastome spécifique des cellules de cancer du cerveau
Ab549: Lignée établie de cellules de carcinome du poumon humain.

MCF7: adénocarcinome du sein.

Le tableau I1.4 reporte 1’ensemencement de ces cellules

Tableau I1.4 : Ensemencement (Cellules/mL)

LIGNEES MILIEUX | V(mL) | Ensemencement (Cellules/mL)
U373 RMP 10% 60 18000
A549 RMP 10% 60 12000
MCF7 RMP 10% 60 25000

Le volume de chaque suspension cellulaire : U373, A549, MCF7 est : 1,60 mL; 0,86 mL;
2,95mL respectivement.

Les dilutions ont été réalisées selon le protocole reporté dans la figure (Figure 11.3) et la

concentration de I’extrait dans le puits 3 jusqu’a 11 sont indiqué dans le Tableau I1.5.

Tableau I1.5 : Concentration de I’extrait CHCI5 sur la microplaque 96

3—->11 3 14(5|6|78] 9] 10| 11
[Concentrations]ug/mL | 100 |50 |10 |/5({1(0,5|0,1|0,05 0,01
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25mLImL25mL1ImL 25mL 1mL 25mL1mL

e WaYeYaYal

s

5mL 25mL4mL 25mL4mL 25mL 4mL 2,5mL
Figure 11.3 : Préparation des dilutions de I’extrait CHCl; allant de 100 pg/mL au 0,01pg/mL

e Six lignées cellulaires ont été utilisées pour tester les composes isoles. Il s’agit de :
U373, A549, MCF7, PC3, HS638, B16F10.

Le tableau I1.6 reporte 1’ensemencement de ces cellules

Tableau 1.6 : Ensemencement (cellules/mL)

Lignées utilisées Milieux Volume (mL) | Ensemencement
U373 RPMI110% 35 18000
B16F10 RPMI110% 35 10000
Hs683 RPMI110% 35 15000
MCF7 RPMI110% 30 28000
A549 RPMI110% 30 15000
PC3 RPMI110% 30 30000

e Le volume de chaque suspension cellulaire (U373, B16F10, HS638, MCF7, A549
PC3)est:2,52mL; 0,52mL;1,17 mL; 4,77 mL; 1,16 mL ; 1,36 mL respectivement.
Les dilutions ont été réalisées selon le protocole reporté dans la figure (Figure 11.4) et la

concentration de 1’extrait dans le puits 3 jusqu’a 11 sont indiqué dans le Tableau 11.7.

Tableau 11.7 : Concentration de I’extrait CHCl3 sur la microplaque 96

311 3 4 5 6 7 8 9 10 11
[Concentrations] M | 10” | 5.10° | 10° | 5.10° | 10° | 5.107 | 10" | 5.10° | 10°®
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10*°M  5x10°M 105 M 5x10°M 10 M 5x107 M 107 M 5x10°®
10mL 5mL 8mL 5ml 8mL 5mL 8mL 5mL 8mL

Figure 11.4 : Préparation des dilutions des composants chimique isolés allant de 10* M & 10° M

Le protocole de micro-dilution sur la plague multipuits 96 est montré dans la Figure 11.5.

Contrdle positif

[10* 5x10° 10° 5x10° 10° 5x107 107 5x10® 10°®]xM Concentrations des produits

Contrble négatif

4 5 6 7 8 9 10 1 12

H,0 stérile

O stérile

[t00 50 10 5 1 05 01 005 0,01]xpg/mL Concentrations d’extrait CHCl;

Figure 11.5 : Protocole MTT montre le traitement de toxique apres 72h
Contrble négatif (sans cellule):1B—1G;

Contréle positif (avec cellule):2B—2G ;
H,O stérile : pour éviter les effets de bord et protéger les cellules.
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11.2.1.1 Test de viabilité

Le test est basé sur la transformation d’un sel de tetrazolium MTT en formazan par réduction
enzymatique (Figure I1.1(a)) [1]. Dans ce test I’action de la succinate déshydrogénase sur le
MTT provoque la coupure du cycle tétrazolium conduisant a la formation de cristaux de
formazan. La coloration du milieu vire alors du jaune au bleu violacé. [2,3]. La couleur du
milieu passe alors du jaune au bleu violacé (Figure 11.6). L’intensité de cette coloration est

proportionnelle au nombre de cellules vivantes présentes lors du test mais aussi a leur activité

métabolique
(@)
Q\(N\ /Q
7~ N
/ Réduction
N=N+ >
Br S Succinate
N Déshydrogénase
(mitochondries)
[3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)- Formazan
2,5-diphenyltetrazolium bromide]
(MTT)

Figure 11.6(2):Structure du MTT et sa réduction en formazan.

I’effet cytotoxique de I’extrait trichlorométhane (CHCI3) et des produits isolés est
estimée par la concentration inhibitrice d’un pourcentage donné de la croissance cellulaire
globale, pour un temps donné et par rapport au controle.. Les cellules en culture sont
trypsinisées, comptées et re-suspendues dans le milieu de culture de fagon a obtenir une
concentration permettant un ensemencement cellulaire de plusieurs milliers de cellules par
puits dans des plaques 96 puits. Apres 24 h les échantillons (extrait et produits), dissous a
I’aide du DMSO et du milieu de culture, sont ajoutés a des concentrations allant de 100
ng/mL 40,01 pg/mL pour Iextrait moyennement polaire (extrait de CHCl3) et allant de 10* M
a 10® M pour les composés isolés)puis laissés en contact avec les cellules pendant 72 h. Le
milieu est ensuite éliminé puis remplacé par une solution de MTT a 0,5 mg/mL dans du MEM
blanc. Les plaques sont incubées (37°C et 5% (v/v) CO;) au-moins durant 3h, centrifugées a

4000 rpm durant 10 min puis le surnageant est éliminé.
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Aprés avoir ajouté 100 uLL de DMSO dans chaque puits, la plaque est lue par un lecteur de
plaque (680XR, Bio-Rad®, Nazareth Eke, Belgique) a une longueur d'onde de A = 570 nm
(Figure 11.6(b)). L’absorbance mesurée est proportionnelle au nombre de cellules ayant une
activité mitochondriale. Le taux de croissance dans les conditions « traitées » comparé a la
condition contrdle « non traitée » peut alors étre évalué pour chacune des concentrations
d’extrait testées (Figure 11.6(c)). Le test MTT est réalisé pour chaque lignée cellulaire en
hexaplicata.

Le test a été réalise en utilisant des microplaques multipuits (96 puits). Les solutions
de I’extrait sont préparées en pg/mL (Figure 11.1(b) par contre celles des produits isolés purs
ont été préparés en mol/L (Figure 11.1 (b”)). A JO les cellules sont ensemencees puis a J1, elles

sont mises en présence ou non de concentrations croissantes du toxique d’intérét pour une

durée de 72h.

od & . : . v B 2% _-'\
2 N o104 105 10 107 10° |

v > 2 <4 2% s (X3
"'& ofcy wo S0 b 5 1 as o1 o0s am

Concentration (pg/ml) Concentration (M)

Figure 11.6 (b) & Figure 11.6 (b*):Plaques de 96 puits (microdilution)

Aprés 72 h, dans la plaque (b) I’échantillon le toxique est remplacé par la solution de MTT.
La plaque est ensuite placée dans un lecteur de plaque pour mesurer 1’absorbance et quantifier
les effets observes.

La courbe dose-réponse (c) est tracée (Figure I11.1(c)) pour rechercher la valeur de 1’ICsq en
utilisant I’équation de la courbe de régression du % d’inhibition (y) en fonction du logarithme
de la concentration (x). L’ICs est obtenue en identifiant I’abscisse du point d’intersection de
la courbe et de la droite y= 0,5 dans le domaine des concentrations testées. La fonction
linéaire est privilégiée et utilisée lorsque cela est possible.

ICs0 = [(Xz —X1) x (50— Yl)/(Yz - Yl)] + X1
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Ou;
X1 et Xa: les concentrations supérieures et inférieures qui bordent la concentration qui réduit
la croissance globale de la cellule par la wvaleur la plus proche de 50%.

Y et Y5: sont les pourcentages moyens de cellules viables auxconcentrations X;et X,.

() N
Absorbance | — Courbe dose-réponse (inhibition de la croizsance cellulaire)
= |Cp (concentration inhibitrice de 50% de la croiszance cellulairs)

100
100% cellules vivanies

0 >
Concentration {pg/mil)

Figure 11.6 (c):Courbe dose-réponse pour rechercher la valeur de 1’ICs

11.3. L’activité antibactérienne directe et indirecte par la méthode de

microdilution et par la methode de CCM-Bioautographie

11.3.1. Etude de Pactivité anti-microbienne

11.3.1.1. les antibiotiques p-Lactamines

L’avénement des béta-lactamines en médecine humaine et vétérinaire a ouvert 1’ére de
I’antibiothérapie, completement révolutionné le pronostic de certaines maladies et entrainé
une réduction importante de la mortalité associée aux infections. Les béta-lactamines sont des
antibiotiques antibactériens qui occupent une place importante en médecine vétérinaire.

Leur usage, peut toutefois entrainer la sélection de souches de microorganismes résistants,
d’ou I’importance de 1’usage rationnel des antibiotiques.

Ces béta-lactamines sont par ailleurs susceptibles de laisser des résidus dans les Denrées
Alimentaires d'Origine Animale.

Résidus, craints par le consommateur et par les industriels de la transformation du lait en
raison de leurs effets toxiques potentiels et des dangers qu’ils peuvent présenter pour le

consommateur et pour les industries laitiéres de transformation (yaourt, fromage...etc.).
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Les antibiotiques (du grec anti : « contre », et bios : « la vie ») sont des substances
élaborées par des micro-organismes, ou des substances synthétiques, qui sont
bactériostatiques ou bactéricides a dose faible. Leurs cibles d’activité sont des structures
moléculaires spécifiquement bactériennes. Elles ont donc une toxicité selective pour les
cellules procaryotes et une toxicité faible pour les cellules eucaryotes [4]. Plus généralement,
pour les microbiologistes et les chimistes, un antibiotique est une substance anti-bactérienne
[5].
11.3.1.2. Les antibiotiques p-Lactamines
Les bétalactamines constituent la famille d'antibiotiques la plus importante, la plus
couramment utilisés en clinique et leur nombre n'a cessé de croitre depuis la découverte de la
pénicilline G aussi bien par le nombre et la diversité des molécules utilisables que par leurs
indications en thérapeutique et en prophylaxie des infections bactériennes. Cette famille, qui
regroupe les peénicillines, les céphalosporines, les carbapénemes et les monobactames, est
caractérisée par la présence constante du cycle bétalactame associé a des cycles et des chaines
latérales variables qui expliquent les propriétés pharmacocinétiques et le spectre d'activité des
différents produits. La grande variété de leurs modes d'administration, leur large spectre
d'activité antibactérien associé a une action bactéricide, une bonne diffusion tissulaire, une
bonne tolérance et un faible nombre d'interactions médicamenteuses expliquent leur
popularité et I'importance de leur utilisation, seules ou en associations [6].

Leur mode d'action est intimement lié a la structure de la paroi bactérienne car elles vont
inhiber des enzymes indispensables pour sa synthese et entrainer par divers processus la
destruction de cette paroi et la mort bactérienne. En contrepartie, les bactéries ont acquis des
mécanismes de résistance de plus en plus complexes et variés mettant en jeu différentes
structures de la paroi bactérienne, afin d'échapper a I'effet bactériostatique et bactéricide de
ces antibiotiques [7].

Les béta-lactamines constituent un ensemble d'antibiotiques antibactériens d'origine naturelle

ou de semi-syntheése.

» Sur le plan chimique, les béta-lactamines se caractérisent par la présence dans leur
structure d'un noyau béta-lactame d'ou leur appellation.
» Sur le plan biologique, les béta-lactamines sont doués d'une activité antibiotique

bactéricide sur les bactéries en phase de multiplication et d'une trés faible toxicite.
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En meédecine surtout vétérinaire, plusieurs béta-lactamines sont utilisées. En fonction de leur
origine et de leur structure chimique, on distingue :

- Les pénicillines

- Les céphalosporines

- Les Inhibiteurs de béta-lactamases. (Figure 11.7)

Ampicilline  Oxacilline Amoxicilline Pivmécillinam  Cloxacilline

—

1964.... 1971.... 1980 1981 1983 Année

Figure 11.7 : Année de développement des premieres pénicillines de semi-synthése [8].

Les béta-lactamines (B-lactamines) ou antibiotiques [-lactame sont une large classe
d'antibiotiques qui comprennent les dérivés de la pénicilline, les céphalosporines, les
monobactames, les carbapénémes et les inhibiteurs de la [-lactamase, en bref, tout
antibiotique qui contient un noyau B-lactame dans sa structure moléculaire.

Ces molécules possedent un noyau (cycle béta-lactame) qui est la partie efficace de la
molécule. Des variations au niveau de la chaine latérale naturelle ou greffée permettant de
modifier les propriétés de la molécule antibiotique.

Par exemple I'apport d'une chaine greffée entraine une résistance aux acides (suc gastrique) et
permet l'ingestion de I'antibiotique par voie orale. Cette méthode augmente la diversité et le
spectre d'action en contournant des résistances des bactéries et de leurs enzymes de
dégradation (béta-lactamases).

Parmi les antibiotiques disponibles, c'est le groupe le plus utilisé.

11.3.1.3. Structure chimique

Un noyau béta-lactame est un lactame contenant trois atomes de carbone et un d'azote dans
son cycle (Figure 11.8). Le cycle béta-lactame appartient a divers antibiotiques, tels la
pénicilline. Ces antibiotiques sont appelés pour cela antibiotiques béta-lactamine. Ces
antibiotiques agissent par inhibition de la synthése de la paroi cellulaire de la bactérie. Ceci a
un effet létal sur les bactéries, en particulier celles qui sont Gram-positif. Les bactéries
peuvent devenir résistantes aux antibiotiques béta-lactame par I'expression d'une béta-

lactamase.
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L S
FOTED

O o

Figure 11.8 : Noyaux béta-lactame & péname
11.3.2. Classification des p-Lactamines

11.3.2.1.Pénames

Pénicilline G, pénicillines M, pénicilline A, pénicilline V, carboxy-pénicilline et uréido-
pénicillines [9].

4 grandes catégories :

— Les pénicillines = pénames (13) (Figure 11. 8)

— Les céphalosporines = céphémes (17)

— Les pénémes (4)

— Les monobactames (1) [10]

Groupement
Carboxamide 4 CH
N */S 3 3
: ez 5

2 |lig B[ A | CH

— 7

: 2]k
O //_ COOH

O
B : Noyau A : Hétérocycle

\ } B-lactame thiazolidine

|

Noyau péname

Noyau benzyle

Figure I1. 8: Structure plane générale développée des pénicillines [11].

Notez au niveau de la structure des pénicillines, la présence de trois carbones asymétriques

(*), les atomes de carbone N°2, 5 & 6.

La présence dans la structure chimique des béta-lactamines d'un cycle béta-lactame
associé a des cycles et des chaines latérales variables (R) (Figure 11.9), portés par la fonction

carboxamide, explique la classification des pénicillines. Les B-lactamines possedent toutes un
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noyau B -lactame nitré a quatre sommets (Figure 11. 9).Elles comprennent différentes familles,

dont les principales utilisées en thérapeutique humaine sont brievement présentees ci-apres.

. _Sw,,CHs
TN T ]fCHs
0 //—NL 2l _cooH
0

Figure I1. 9 : Structure générale développée des pénicillines [11].
11.3.2.2. Les pénicillines

Elles sont dérivées de 1’acide amino-6-pénicillanique. Selon la nature de ses différents
substituants, on a défini plusieurs sous-classes, dont les plus utilisées sont les
aminopeénicillines (ampicilline, amoxicilline), les carboxypénicillines (ticarcilline) et les
uréidopénicillines (pipéracilline). Le pivmécillinam (prodrogue du mécillinam) est une
amidinopenicilline indiquée dans le traitement des infections urinaires. Selon la nature du

substituant variable R, on distingue plusieurs groupes de pénicillines :

11.3.2.3. Pénicillines du groupe G
La pénicilline G (= Benzylpeénicilline) se caractérise au niveau de sa structure chimique, par la
nature du radical R qui correspond a un groupement benzyle (Figure 11.10). La lettre « G »

suivant le terme « Pénicilline » signifie « Gold Standard ».

Benzyle-
pénicilline = ¢ Acide Amino 6 Pénicillanique
‘ Pénicilline G ﬂ Commun a toutes les pénicillines J

Figure 11.10: Structure chimique de la pénicilline G
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11.3.2.4. La pénicilline V (=Phénoxyméthylpénicilline)

(Forme administrable par la voie orale). Elle différe de la pénicilline G par le remplacement

du groupement benzyle par un groupement phénoxyméthyle (Tableau 11.8).

11.3.2.5. Pénicillines du groupe M

Les pénicillines du groupe M (résistantes aux pénicillinases des germes a Gram +) sont la
méthicilline (chef de file), l'oxacilline et la cloxacilline, ces deux derniers composés
constituent les isoxazolyl-pénicillines.

11.3.2.6. Pénicillines du groupe A

Les pénicillines du groupe A sont les aminopénicillines. Dans ce groupe, on assiste a
I'addition d'un groupement aminé a la structure de la benzylpénicilline, ce qui améliore la
stabilité du noyau béta-lactame (Tableau 11.8). L'ampicilline et surtout I'amoxicilline sont les
deux principaux représentants.

D'autres groupes de pénicillines existent, mais sont réservés a la médecine humaine,
notamment : - Les ureidopénicillines - Les carboxypénicillines - Les amidinopénicillines.

La complexité de la structure chimique des pénicillines explique leur origine et leur
préparation.Les béta-lactamines dérivent d’un noyau de base commun a tous les constituants

de la famille : le noyau béta-lactame.

11.3.2.7. Les céphalosporines (céphems 1=S)

Elles sont dérivées de I’acide 7-aminocéphalosporanique qui possede un atome de carbone de
plus que 1’acide amino-6-pénicillanique. On les classe en trois, voirequatre genérations.
Groupe 1 : C1G (céfalotine, céfalexine) sont plutdt actives sur les bactéries a Gram positif. --
Groupe 2 : C2G (céfuroxime, céfamandole) ont un spectre étendu vers les bactéries a Gram
négatif. Parmi les céphalosporines se situe une sous-famille que sont les céphamycines ou 7-
a-méthoxy-céphalosporines, dont seule la céfoxitine est encore disponible en France.

Groupe 3 : C3G ou oxyimino-céphalosporines (céfixime, céfotaxime, ceftazidime) ont un
spectre étendu a la plupart des entérobactéries et sur P. aeruginosa pour la ceftazidime. Les
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C3G sont les antibiotiques de choix dans le traitement des infections séveres a entérobactéries
(Figure 11.11).
Groupe 4 : C4G (céfepime et cefpirome) sont des oxyimino-céphalosporines zwitterionniques

relativement stables a I’hydrolyse des céphalosporinases de type AmpC [12].
11.3.2.8. Les carbapénémes

Les carbapénemes, dérivés de la thiénamycine, ont un spectre tres large et sont tres stables a
I’hydrolyse de la plupart des B-lactamases. Ce sont desmolécules utilisées en dernier recours,
sur des bactéries multirésistantes ou alors en traitement probabiliste large. Les molécules
disponibles sont I’imipénéme (en association avec la cilastatine, qui inhibe la dégradation
rénale de I'imipénéme), ’ertapénéme et le méropéneme. Le doripéneme est le dernier

carbapéneme mis sur le marche en Europe [12].

11.3.2.9. Les monobactames « azactam» (seule molécule)

Ce sont des B-lactamines monocycliques, initialement découvertes dans des surnageants de
culture de bactéries plutot que de levures comme dans le cas des autres § -lactamines.

L’aztréonam, seul monobactame commercialis¢, n’est actif que sur les bactéries a Gram

négatif [12].
S, .
/T;‘G/ Rs_z L R,
ICOOH N o// ‘R
1

COOH
GROUPE | GROUPE 11 GROUPE 111

Figure 11.11: Classes d’antibiotiques a base d’anneau p-lactame [13]

La caractéristique commune a ces antibiotiques est un noyau 3 -lactame (Figure 11.12).

En dehors des monobactames, 1’anneau [ -lactame est couplé & un autre cycle propre a chaque
classe d’antibiotiques (pénicillines, céphalosporines, carbapénémes). Au sein d’une classe
d’antibiotiques, les chaines latérales (R, R’ et R’”) permettent de distinguer les différentes
molécules. Il peut exister des chaines latérales similaires entre différentes classes

d’antibiotiques.
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CH,
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—OH \
= i 0-:‘ COOH
& Carbapénémes (1976 R'
CooH £ apénémes (1976) R-CONH
Acide clavulanique (1976) SN
o7 Rr*
Monobactames (1981)
R-CONH S ,
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0’ : ‘ |
COOH Y EWP Y
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Pénicillines (1940) o COOH
BETA-LACTAMES Céphalosporines (1948)

Figure 11.12: Classes d’antibiotiques a base d’anneau p-lactame [14]

La caractéristique commune a ces antibiotiques est un noyau B—lactame(en rouge).

En dehors des monobactames, I’anneau [ -lactame est coupléd un autre cycle propre & chaque classe
d’antibiotiques (pénicillines, céphalosporines,carbapénémes). Au sein d’une classe d’antibiotiques, les

chaines latérales (R, R’ et R’”) permettent de distinguer les différentesmolécules. Il peut exister des chaines
latérales similaires entre différentesclasses d’antibiotiques.

11.3.10. B-lactamases

C’est le mécanisme prédominant de la résistance aux B-lactamines chez les entérobactéries.
Ce sont des enzymes capables d’ouvrir le cycle B -lactame en créant un intermédiaire acyl-

enzyme instable, menant au final a la perte d’un groupement carboxyle (Figure 11.13).

R H (0]
N
)’ S o s s
o o AT\ Lot
N . OH HN ’ HN
0 z [-lactamase z décarboxylation z
COOH COOH spontanée COOH

Figure 11.13: Mécanisme d’hydrolyse d’une P -lactamine par une p —lactamase [12].
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11.3.11. Staphylococcus aureus résistant a la méticilline

Staphylococcus aureus est une bactérie commune présente sur la peau et les
membranes muqueuses chez 20 & 30 % des personnes en bonne santé. Elle peut parfois
provoquer des infections chez I’homme, généralement localisées au niveau de la peau ou de
plaies, mais qui peuvent parfois avoir de graves effets sur 1’organisme. Par ailleurs, certaines
souches de cette bactérie ont développé une résistance aux antibiotiques béta-lactamines, qui
comprennent les pénicillines et sont utilisés pour le traitement de nombreuses infections. Ces
souches sont appelées Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM).

L’homme contracte le SARM principalement par contact direct entre personnes infectées ou
par contact avec des appareils et des équipements medicaux. Le SARM est particulierement
problématique dans les hopitaux, ou les patients dont le systeme immunitaire est affaibli
présentent un risque plus €levé d’infection que la population générale.

Le Staphylococcus aureus résistant a la meéticilline (SARM) est un Staphylococcus aureus
(couramment appelé « Staphylocoque doré ») caractérisé par sa résistance a un antibiotique, la
méticilline (ou méthicilline) qui est un antibiotique, du genre [ lactamine, de la famille des
pénicillines résistant a la pénicillinase. La méticilline est une Pénicilline M essentiellement
utilisée contre le staphylocoque doré non résistant.

Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (Sarm) est une bactérie multirésistante aux
antibiotiques (BMR) fréqguemment en cause dans les infections nosocomiales (IN). Selon les
derniéres données disponibles en France, la prévalence des patients infectés a Sarm était de
0,39 % en 2006, soit 8 % des patients avec une IN [15].
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Tableau 11.8 : Structures chimiques des AB (B-lactamines) utilisés

Antibiotiques B-lactame R
La méticilline ©10-CH3
,O
H,C
/\

Pénicilline V @
2
Ampicilline ©/'\
2
Amoxicilline /@/‘\
HO

Oxacilline 0

11.4. Micro-organismes (Souches microbiennes& fongiques pathogenes des plantes)

Les souches microbiennes ATCC (American Type Culture Collection) utilisées ont été
fournies par I’Unité de Microbiologie Pharmaceutique et Hygiéne de I’Université Libre de
Bruxelles (ULB), tandis que les souches cliniques ont été isolées de prélevements biologiques
et identifiées par les galléries APl au Laboratoire de Bactériologie du Centre Hospitalier
Universitaire de Charleroi (un don généreux) (Mr. Lerson). Les souches C98506, C100459 et
ATCC 33591 sont Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (MRSA). Les Différents
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pathogenes végétaux ont été fournis par le Centre Wallon Biologie Industrielle, Bio-Industrie
Unité Gembloux Agro-BioTech, Université de Liege, Gembloux, Belgique (Dr.Ongena).
a) Réactifs et matériel

- Milieu Mueller HintonBroth (bouillon), «Sigma-Aldrich®»70192

- Milieu Mueller Hinton Agar «Sigma-Aldrich®»70192

- La pénicilline V «Certa SA ACA Pharma NV», I’ampicilline, I’amoxicilline et 1’oxacilline

«Sigma-Aldrich».

- Chlorure de sodium (NaCl 0,85%, 2mL), api®«Biomérieux»20070

-Agar bactériologique type A, Biokar diagnostics

- Bactoe peptone, Difco Laboratories

- Néphélometre 1 McFarland , Model Densimat (Biomérieux Italia)

- Microplaques stériles 96 puits « Cellstar®» cat-N°.655 180

- McFarland standard (6 étalons de BaSO, 0;5,1;2 ;3 4 ; 5) «Biomérieux®SA», France
Etalon de 0,5 BaSO, : 2,40 10° mo/L

- Plaques pour CCM recouvertes de gel de silice 60F,s4, (Merck Darmstadt, Allemagne).

b) Souches microbiennes & fongiques (pathogenes des plantes)

> (1) Bactéries Gram-positif
e Sensible
= Staphylococcus aureus ATCC 6538 (S. aureusATCC 6538) ;

e Résistant
= Staphylococcus aureus ATCC 33591 (S. aureusATCC 33591);
= Staphylococcus aureus C100450 (S. aureusC100459);
= Staphylococcus aureus C98506 (S. aureus C98506).
> (2) Bactéries Gram-négatif

= Escherichia coli ATCC 25922 (E. coli ATCC 25922) « couche sensible ».

= Pseudomonas syringae DC 3000.

> (3) Souches fongiques « Champignons pathogenes des plantes »:

Fusarium oxysporum, Fusarium oxysporum sporulent, Cladosporium, cucumerinum,
Botrytis cinerea, Colletotrichum lagenarium &Pythium aphanidermatum;

> (4) Souches fongiques (levure) :« un agent pathogene des plantes »

Rhodotorula aurantiaca.
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11.4. 1. Activité antibactérienne directe

Ce test a éteé évalué sur des souches sensibles, nous avons utilisé les deux souches :

S. aureus ATCC 6538 & E. coli ATCC 25922.

L’activité antimicrobienne directe a été réalisée par la méthode de microdilution sur bouillon.
L'extrait brut et les composés isolés, ont été dissous dans du DMSO (20 mg/240 uL) puis
dilués a 5 mL dans du bouillon de Mueller Hinton (MHB), la concentration finale de DMSO
n’excédant pas 4 %. Cette solution a été transférée dans des plaques96 puits (200 pL/puits) et
des dilutions %2 en série ont été opérées avec du bouillon de Mueller Hinton. Des cultures
microbiennes de 24 h ont été suspendues dans une solution de NaCl 0,9 % de facon a obtenir
une turbidité de 0,5 Mc Farland (10° bactéries/mL), ces suspensions ont été diluées 1/100, et
inoculées dans les plaques 96 puits contenant les dilutions de 1’extrait chloroforme ou des
composes pur. Aprés 24 h d’incubation a 37°C, on ajoute une solution aqueuse de MTT 0,8
mg/mL) et 1’on ré-incube pendant 4h.la concentration minimale inhibitrice (CMI) a été
déterminée comme étant la plus faible concentration d’extrait qui inhibe complétement la

croissance des microorganismes.
a) Préparation du sel de tétrazolium MTT

Le MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium) est un réactif qui
permet de visualiser a I’ceil nu ’apparition de la couleur violette, ce qui indique la présence de
bactéries. Ce changement de couleur se produit, aprés avoir ajouté 30 puL de MTT dans
chaque puit de la plaque et aprées, environ 30 min d’incubation.

Pour préparer du MTT, il faut dissoudre 40 mg de celui-ci dans 50 mL d’eau milli-Q (solution

aqueuse). A I’aide d’une seringue on filtre ensuite cette solution dans une bouteille stérile.

b) Préparation de I’antibiotique (128 png/mL)

Peser exactement la poudre de I’antibiotique 1,28 mg, dissoudre avec de I’eau milli-Q en
portant le volume a 1 mL. 1,28 mg/mL = 1280ug/mL, on préléve 200 uL et on dilue (dilution
de 1/10) avec 1800 uL de MHB(1280/10) =128 ug/mL— comme on a prélevé 100 uL de
cette solution que 1’on a rajouté dans le puit contenant déja 100 uL de milieu MHB — on a

donc une concentration de 64 ng/mL.
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c) Ensemencement et incubation

Dans la zone stérile dans le flux laminaire ou bec Bunsen, plonger une anse stérile dans une
suspension de la souche microbienne a ensemencer, puis faire des stries trés serrées sur la
moitié de la surface de 1’agar sans 1’abimer (A) ; tourner ensuite la boite de Pétri d’ un angle
de 90°, avec la méme anse, faire des stries moins serrées sur la moitié de la surface de 1’agar
(B), enfin tourner la boite de 90° de nouveau, faire des stries trés espacées sur le quart de
I’agar (C) (Figure 11.14). Fermer la boite de Pétri, incuber a 35°C pendant 18 & 24 heures. La
boite est ainsi préte pour le prélévement des colonies isolées qui se retrouveront au niveau des

stries espacées (Figure 11.15).
A B C

. ‘\\j\‘ :
~ TR

Figure 11.14 : Ensemencement de l'agar

o

solution physiologique
stérile (NaCl 0,85%)

Prélévement d'une colonie isolée Travail en zone stérile Réalisation de la suspension
et prélevement

Figure I1.15 : Travail en zone stérile (autour de la flamme du bec Bunsen) ou flux laminaire.
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11.4. 1.4. Préparation de I'inoculum standardisé

Pour préparer 1’inoculum, qui sera utilisé pour la détermination de la concentration
minimale inhibitrice (CMI), la détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)
[16], les tests indirects et la CCM-Bioautographie, on commence par prélever des colonies
isolées de bactéries qu’on dilue dans une solution physiologique stérile (NaCl 0,85%). Cette
suspension réalisée de facon aseptique doit avoir une turbidité de 0,5 Mc Farland, ce qui
correspond & environ 108 CFU/mL «CFU: (Colony Forming Unit, Unité Formant Colonie de
bactéries). Manipuler autour de la flamme du bec Bunsen (zone de sécurité).L’inoculum
standardiséainsi préparé doit étre dilué au 1/100 dans du MHB (Mueller-Hintonliquide) et

utilisé dans les 15 min [17].

On résume les étapes comme ci-dessous :

1/ mesurer la turbidité de 1’eau a 0,5 aprés homogénéisation

2/ prélever les colonies isolées bactéries (+ 2)

3/ diluer dans le NaCl (0,85 %) — eau physiologique

4/ vérifier la turbidité (densité des particules Néphélométre) Mac Farland—(+0,5)

5/ 200 pL inoculum + 19,8 mL MHB — 100 uL/ puits — colonnel a 11(la microplaque).

I1.4. 1.5. Préparation des dilutions des substances antimicrobiennes (extrait CHCl; &

produits isolés) et inoculation de la microplaque

On utilise une microplaque stérile en plastique munie de 96 cupules (8x12), chaque cupule
pouvant contenir 0,1 mL (100uL) de bouillon. La maniére la plus commode de preparation est
l'utilisation d'un dispositif dispensant les dilutions des substances antimicrobiennes dans les
puits.

On réalise ensuite les dilutions dans une « plaque de préparation » suivant le schéma indiqué

dans la figure 11.16 et le protocole reporté dans le tableau I1.9.
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Tableau 11.9: Schéma utilisé pour les tests antimicrobiens, notamment la CMI.

Colonnes
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12
EX.]. Ex.l/2 Ex.l/ Ex.1/ Ex.1/ Ex.1/ Exll64 Exl/128 EX1/256 Cd C+ C_
A—>C 4 8 16 2
wn
\II:IIJJ Ab Ab./2 Ab./4 Ab./8 Ab‘/l Ab./ Ab‘/64 AbI/128 Ab‘/256 Cd C+ C_
(29 D->E 6 32
<
Y Ex.2 Ext.l/2 Ex.l/ Ex.1/ Ex.1/ Ex.1/ Exll64 Exl/128 Exl/256 Cd C+ C-
F—->H 4 8 16 32
Légende:

Ex.1 = Premier extrait testé comme produit antimicrobien, réalisé en triplicate, (rangees A, B, C)
Ex.2 = Deuxiéme extrait testé comme produit antimicrobien, réalisé en triplicate, (rangées F, G, H)
Ab. = Antibiotique, réalisé en duplicate, rangée C et D.

Cg4= contrdle duDMSO

C+ = contrdle positif

C- = controle négatif

Il faut commencer par mettre 100pL de MHB de la 2™ colonne & la derniére. A la 1% sera
additionné 200 pL des extraits et antibiotiques. Apres cela, il faut débuter les dilutions. Pour
cela, a I’aide d’une pipette multicanaux, on préleve la moitié du contenu de la colonne qu’on
transfére dans la suivante, qui contient préalablement du MHB, en commencant par la
premiére et cela jusqu'a la 10°™. Nous aurons donc a ce stade, 100pL dans chaque puit. Aprés
cela il ne reste qu’a pipeté 100uL de I’inoculum (voir c) dans chaque puit, excepté dans le
douziéme. La révélation est faite, 18 a 24h aprés incubation des plaques avec 30 uL de MTT
(voir a).

Dans les trois derniéres colonnes il n’y a pas de dilutions car elles sont réservées pour les
contréles. La dixiéme est le contr6le DMSO, qui nous permet de confirmer que le 3% du
DMSO utilisé¢ dans la préparation des extraits n’est pas lui-méme antibactérien. La 11°™
colonne est le contrble de croissance qui doit, comme dans le cas du Cq, aprés 1’addition du
MTT, apparaitre violette vu qu’il n’y a pas de produit antimicrobien (les dilutions se sont
arrétées a la 9°™ colonne). Cette colonne nous permet donc de voir la viabilité de I’inoculum.
La derniére colonne (12°™), quant & elle, est le contrdle de non-croissance, elle ne contient
que du MHB et donc apres le MTT, tous les puits doivent rester de la couleur du milieu. Si
c’est le cas, nous pouvons confirmer que le MHB n’est pas contaminé vu qu’aucune bactérie

n’a poussé (Figure 11.16, Figure 11.16-1 & tableau 11.9).
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Figure 11.16 : Activité directe par la méthode de microdilution et inoculation

EX; EX EX; EX; EX; EX; EX;
200 100 50 25 125 6,25 313 156 0,78

EX; EX; EX; EX; EX; EX; EX; EXy EXy G C+  C-
200 100 50 25 125 625 313 15 0,78

EX; EX; EX; EX; EX; EXy EX; EXy EXy G C+  C-
200 100 50 25 125 625 313 15 0,78

AB AB AB AB AB AB AB AB AB C; C+ C-
64 32 16 8 4 2 1 05 025

AB AB AB AB AB AB AB AB AB C; C+ C-
64 32 16 8 4 2 1 05 025

EX, EX, EX, EX, EX, EX, EX, EX, EX, C; C+ C-
200 100 50 25 125 625 313 15 0,78

EX, EX, EX, EX, EX, EX, EX, EX, EX, Cy; C+ C-
200 100 50 25 125 625 3,13 156 078

EX, EX, EX, EX, EX, EX, EX, EX, EX, Cy; C+ C-
200 100 50 25 125 625 313 156 0,78

Figure 11.16-1: Méthode de microdilution et inoculation montre les concentrations (pg/mL)
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i) Incubation

Incuber la microplaque inoculée a 37°C pendant 16 a 20 heures, voire 24 heures dans un
incubateur a air ambiant. Ne pas entasser les microplaques a plus de quatre pour maintenir la
méme température d'incubation a toutes les cultures. La microplaque doit avoir un couvercle

afin de prévenir la déshydratation.

i) Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est la plus faible concentration de la substance antimicrobienne qui inhibe
completement la croissance des microorganismes dans les cupules de la microplaque,
inhibition détectée a I'ceil nu. On peut utiliser des dispositifs de visualisation de croissance
pour faciliter la lecture des tests de microdilution et enregistrer les résultats aussi longtemps
qu'il n'y a pas de compromis sur I'habileté a discerner la croissance dans les cupules. La
croissance dans les cupules contenant la substance antimicrobienne doit étre comparée a la
croissance dans la cupule de contréle positif. Pour qu'un test soit considéré valide, on doit
observer une croissance acceptable dans la cupule de contréle positif. L’ensemble de ce

protocole est résumé dans la figure 11.17.

Prélever 3a 4
colonies bien
isolées

Ensemencer
surgélose nutritiveen
boite de Pétri

Culture
bactérienne

Dilution dans une solutio
Préparation des physiologique stérile (NaCl
dilutions des
substances
antimicrobiennes
et inoculation de \

la microplaque

L’inoculum est
alors dilué au
1/100 dans du
MHB

Préparation de
I'inoculum
tandardisé10®

Ajuster la turbidité avec 1’étalon

Incubationa 37°C

Révélation avec MTT
pendant 18 & 24H [{

[

température ambiante

J

Détermination de la concentration minimale inhibitrice(CMI)

Il

Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

Réincubation a 37°C pendant 24h, aprés unrepos de 15mn a ﬂ

Figure 11.17 : Etapes du test antibactérien direct par la méthode de microdilution.
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iii) Determination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La concentration minimale bactéricide (CMB) est faite en paralléle avec la CMI.
En effet, elle est faite apres I’incubation des plaques CMI et avant la révélation avec le MTT.
En premier lieu, il faut préparer une plague pour chacune des souches utilisées (Figure 11.18).
Le procédé consiste & plonger une anse stérile dans les puits de la plaque de la CMI et de faire
des stries sur la gélose de MH, dans une boite de Pétri. Pour chaque extrait le nombre de stries
peut varier, tout dépend de la CMI du produit/extrait a tester. On peut utiliser la méme anse
pour le méme extrait en suivant I’ordre des puits. La boite de Pétri est ensuite placée dans
I’incubateur a 37°C durant 18 a 24h. La CMB est déterminée en vérifiant si les bactéries ont
poussé sur les stries. La plus faible concentration a laquelle on n’observe pas la croissance du
germe est la CMB.
On peut donc dire que celle-ci est la plus petite concentration de 1’extrait a laquelle 99,9% des
bactéries sont tuées [18].
On peut aussi conclure, apres avoir détermine la CMB et la CMI, si un extrait est
bactériostatique (CMB est éloignée de la CMI) ou bactéricide (CMB est proche de la CMI).

Ext.1 (1, 2, 3, 4) = Partie de la plaque
destinée aux stries du premier extrait de la
plaque 96 puits.

Ext.2 (1, 2, 3, 4) = Partie de la plaque
destinée aux stries du deuxieme extrait de
la plague 96 puits.

Ext.3 (1, 2, 3, 4) = Partie de la plaque

destinée aux stries du troisieme extrait de

la plaque 96 puits.
Ext.4 (1, 2, 3, 4) = Partie de la plaque

destinée aux stries du quatrieme extrait de

la plague 96 puits.

Figure 11.18 : Schéma utilisé pour déterminer la CMB de I’extrait/produits.
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11.3.2.Activité antibactérienne indirecte

Cette activité a été recherchée par la méthode microdilution sur plaques 96 puits (8x12) de la
méme fagon que lors de la détermination de la concentration minimale inhibitrice, mais avec
la différence que cette fois ci, la premiére colonne est entiérement remplie avec des
antibiotiques et que I’extrait se trouvent incorporé dans le milieu. C’est en comparant les
résultats d’une plaque ou le milieu contient I’extrait avec une plaque contrdle (milieu sans
extrait) que nous pouvons voir si ceux-ci ont une activité antibactérienne indirecte. Au cas ou
I’effet antibactérien observé est supérieur dans la plaque contrdle, on peut identifier un
antagonisme. Les extraits testés pour I’activité antibactérienne indirecte sont ceux qui n’ont
pas présenté d’activité directe. Le protocole commence par la préparation de la solution stock
avec ’extrait, de facon a ce qu’elle ait une concentration de 4mg/mL. L’extrait CHCI; de
Centaurea diluta Ait. subsp. algeriensis (Coss. & Dur.) Maire ne possédant pas d’activité
antimicrobienne directe sur les souches MRSA (S. aureus C100459 et S. aureusC98506) et
MSSA ATCC6538. Tout le reste de la méthodologie est identique a celle pour la
détermination de la CMI, la seule différence étant que I’extrait testé est préalablement
incorporé dans le MHB. (Figure 11.17).

De facon générale, la technique utilisée pour tester cette activité a été tirée de Okusa

(Figure 11.19) [19].

64 ng/mL 100 ul O,Zng/rBId_ Ct G
IE0000 00000
10000000000
L HPOOOOOOOOOO)
HIL0000000000
" EQOOOOOOOO0)
0000000000
S0 000000000
1000000000

£—T00 uL. MHB

100 mL MHB=99,5 mL MHB+0,5 mL (Extrait CHCl3/produits)

Figure 11.19 : Activité indirecte par méthode de microdilution
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11.3.2.2.Recherche de synergie entre extraits de plantes et antibiotiques

Pour vérifier s’il existe une synergie entre les extraits et les antibiotiques, il faut voir
I’effet de combinaison entre ceux-ci, en comparaison avec l’effet seul des substances
antibactériennes. En obtenant les valeurs de CMI nécessaires, on peut alors calculer I’index de
FIC (Fractional Inhibitory Concentration) qui nous donne [’effet de combinaison d’une
substance A et B dans une proportion 50 :50 [20,21] La solution mére de 1’extrait possédait

une concentration de Img/mL tandis que celle de I’antibiotique utilisé est de 128 pug/mL.

Ainsi on calcule les valeurs suivantes:

FIC(A) = CMI(AenprésencedeB)
B CMI(Aseule)
CMI (BenprésencedeA)
FIC(B) =

CMI (Bseule)

Le FIC index (XFIC) est calculé comme suit :

SFIC = FIC(A) + FIC(B)

La FBC se calcule de la méme fagon en remplagant les CMI par les CMB.
L’¢évaluation des index FIC et des FBC se fait comme suit :

- Synergie: FIC (FBC) index <0,5

- Additive: FIC (FBC) index >0,5<1

- Indifférence: 1 < FIC (FBC) index < 2

- Antagonisme : FIC (FBC) index > 2[20].
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I1. 3.3.CCM-Bioautographie

La CCM-Bioautographie a été réalisée en suivant le protocole décrit par Okusa [22].
C’est une technique simple et efficace pour savoir si les extraits possedent des composés
ayant un effet antibactérien. Pour cela nous avons besoin de préparer un milieu fluide que
nous coulerons sur la plague de silice en combinaison avec les bactéries et qui se solidifiera a
température ambiante aprés le coulage en y maintenant les bactéries réparties de facon
homogeéne. Ce milieu est constitué de 90% de MHB (Mueller-Hinton liquide) et de 10% de
MHA (Mueller-Hinton solide), mélangé a 70°C.

Le test commence par la préparation de la plaque chromatographique.
11 faut donc déposer la concentration désirée de la solution mére de 1’extrait (4mg/mL) sur la
plaque de silice, puis 1’éluer dans un solvant adéquat. Aprés la migration terminée, la plaque
doit bien sécher afin que les solvants n’aient pas d’effet sur les bactéries; pour cela on la laisse
toute la nuit a I’étuve a 50°C. Apres séchage, on prépare la suspension bactérienne en
mélangeant 1mL de I’inoculum a 9mL du mélange MHB/MHA préparé antérieurement et
maintenu a 37°C. La méthode de préparation de I’inoculum est la méme que celle vue au point
précédent pour la détermination de la CMI. Quand la suspension bactérienne est préte, on la
fait couler sur la plaque. Le milieu va se solidifier en contact avec la température ambiante et
on place la plague dans une étuve a 37°C durant 24h. Le lendemain, on procede a la
pulvérisation de la plaque avec du MTT (voir a) et on I’incube de nouveau a 37°C durant 4h.
Si D’extrait déposé¢ sur la plaque posseéde des produits actifs, des zones d’inhibition,

caractérisées par une couleur clair sur un fond sombre, vont apparaitre.
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11.3.4. Activité antifongique

L'activité antifongique de I’extrait chloroformique de Centaurea diluta Ait. subsp. algeriensis
(Coss. & Dur.) M. a été évaluée dans des microplaques de 96 puits contre sept champignons,
des bactéries ou des levures.

Trois champignons sporulants ont été testés: Cladosporium cucumerinum, Botrytis cinerea et
Fusarium oxysporum sporulant. Pour faire ceci, une suspension fongique de spores, ajusté a
une densité de 5x10° spores/mL dans la moitié de la force du milieu : bouillon de dextrose de
pomme de terre %2 PDB = PDA «Potato Dextrose Broth ; PDB ; (Difco Laboratories, USA) a
été préparée, on compte le nombre de spores aprés agitation au Vortex a 1’aide d’un
hématimeétre (cellule de Burker) sous microscope photonique. La concentration est calculée
selon la formule suivante : N = n x 2,510° ou N: Nombre de spores par mL et 2,510° c’est un
facteur correctif du volume de spore (Figure 11.20).

Pour les champignons non-sporulants une solution de mycélium broyé a été filtrée et amenée
a une densité optique de 0,1 a 620 nm dans le méme milieu.190 pL de ce suspension a été
combiné avec 10 pL d'une solution stock de I’extrait CHCIl3; (5mg /mL dans la moitié de la
PDB avec 20% de DMSO).

Plusieurs dilutions de I’extrait ont été ensuite réalisés dans la plaque multi-puits dans une
gamme de concentration allant de 250 a 1,95 ug / mL.

Pour la bactérie : Pseudomonas syringae DC 3000 (gram -) et la levure Rhodotorula
aurantiaca, on a réalisé une suspension a la moitié du bouillon de dextrose de pomme de terre
pour obtenir une densité optique a 620 nm de 0,1 pour les bactéries et de 0,01 pour la levure.
Pour les champignons non sporulants, le mycélium a été mélangé et filtré obtenir la
suspension la plus homogeéne avec un DOgy Nm de 0,1 (Figure 11.21, 11.21-1). Les plaques
inoculées ont été incubées pendant 72 heures a température ambiante. Puis la croissance
fongique a étée déterminée par mesure de la densité optique (DO) a 620 nm avec un lecteur de
microplaques.Toutes les expériences ont été effectuées au moins trois fois. Pour sporulation
Fusarium oxysporum, Fusarium oxysporum non sporulant, Rhodotorula aurantiaca,
Pseudomonas syringae DC 3000 et Botrytis cinerea la valeur d’ICso ou du MIC a été évaluée
apres 72 heures. Pour Pythium aphanidermatum on attend 7 jours. Nous avons utilisé comme
contr6le (témoin) positif, un mélange contient d’Iturine et de fengycine avec une
concentration de 1310 pg/mL et 573 pg/mL successivement, comme controle négatif, une
solution de champignon contenant le méme pourcentage de DMSO comme I'échantillon
(Figure 11.20).
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Figure 11.20 : Protocole de I’activité antifongique sur les champignons sporulants
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Figure 11.21-1 : Protocole de microdilution sur les plaques multi-puits de 96 puits

-81-



Chapitre 11 Etude des activités biologiques in vitro

= Conclusion

Dans ce chapitre nous avons reporté les techniques et méthodes généralement utilisées
dans le domaine de la recherche des activités biologiques in vitro notamment les activités :
cytotoxique par la méthode du MTT, antibactérienne directe et indirecte par la méthode de
microdilution et la CCM-Bioautographie, et antifongique par la méthode de microdilution.
L’adaptation de ces techniques et méthodes a nos travaux personnels nous a permis de tester
la partie soluble dans le chloroforme de I’extrait hydro-méthanolique des parties aériennes de
la plante que nous avons sélectionnée pour cette étude.
Les résultats encourageants obtenus au cours de ces tests nous ont incités a procéder a
I’investigation phytochimique de notre extrait (voir chapitre III) et de ce fait tester
individuellement les composés isolés a la recherche des produits responsables des activites

constatées. Les résultats de ces tests sont reportés dans le chapitre V.
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1. Etude phytochimique de P’espéce Centaurea diluta Aiton subsp.

algeriensis (Coss. & Dur.) Maire

Ce chapitre est consacré a notre étude phytochimique. Il débute par les criteres de
choix de I’espéce C. diluta Ait. subsp. algeriensis (Cos. & Dur.) M., sa place dans la
systématique botanique, sa répartition géographique, sa description macroscopique et
microscopique et le protocole expérimental. Ce dernier comporte IV étapes essentielles, a
commencer par la macération, la partition par des solvants de polarité croissante
par extraction liquide-liquide, le fractionnement, la séparation et la purification par diverses
méthodes chromatographiques  jusqu’a  l’obtention des composés purs et enfin

I’identification structurale que nous reportons dans le chapitre 1V.

I11.1. Criteres du choix de I’espéce C. diluta Ait. subsp. algeriensis (Coss. & Dur.) Maire

Les critéres du choix de cette espéce, repose essentiellement sur le fait que les espéces
appartenant au genre Centaurea de la famille Asteraceae ont des propriétés thérapeutiques
reconnues notammant: des pouvoirs astringents et diurétiques [1], analgésiques [2],
antiplasmodial et cytotoxique [3], antibactériens [4], antifongiques [5], anti-inflammatoires
[6], antiseptiques, antipyrétiques, antirhumatismal et fébrifuge [7]. En effet, I’espéce
Centaurea cyanus est utilisée comme plante médicinale, car elle est réputée pour son
traitement des affections oculaires. On dit par ailleurs, qu’elle posséde des propriétés
Iégerement antiseptique, calmantes, fortifiantes, antirhumatismales, diurétiques, astringentes,
digestives et cholagogues ainsi, la décoction de ses fleurs soigne la toux et les catarrhes et est
utilisée en lavage, contre I’inflammation des yeux, des paupiéres, contre la conjonctivite. Elle
est également réputée pour I’utilisation de I’extrait de ses fleurs (un colorant bleu) en
peinture, imprimerie, cosmétique et en pharmacie [8,9]. D’autres espéces de ce genre sont
utilisees en médecine populaire dans les regions ou elles poussent. Elles sont employées
seules ou en association avec d’autres plantes [10,11]. Un grand nombre de centaurées sont
bien connues dans la tradithérapie.

Du point de vue metabolisme secondaire, les especes de ce genre sont réputées par
I’accumulation d’importantes classes de substances naturelles comme les flavonoides, les
lactones sesquiterpéniques, les triterpénes et les lignanes [12-15]. Les résultats des
investigations phytochimiques réalisées dans notre laboratoire sur des especes de ce genre,

nous ont encouragés a entreprendre cette étude a la recherche de nouvelles molécules
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bioactives. Une recherche bibliographique exhaustive sur ce genre montre que seules des
études concernant la recherche de produits acétyléniques et la composition chimique de
I’huile essentielle ont été
pharmacologique ni phytochimique n’est reportée sur C. diluta Ait sous espece algeriensis.

Il faut également et surtout signaler ’endémisme de Centaurea diluta Ait. subsp. algeriensis

réalisées sur Centaurea diluta Ait mais aucune étude

(Coss. & Dur.) Maire, que I’on trouve essentiellement en Algérie occidentale.

111.2. Place dans la systématique (botanique)

Ce classement se réfere a la classification botanique [1] reportée dans le tableau I11.1.

Tableau I11.1 ; Classification botanique de 1’espéce étudiée

Régne Plantae
Subdivision Spermatophytae
Division « Angiospermae» Magnoliophyta Reveal
Classe «Magnoliopsida Brongn » Dicotyledonae
Ordre Asterales
Famille Asteraceae «Martinov» [16]
Sous-famille Tubiflores
Tribu Cynarea
Genre Centaurea
Espece diluta Ait. subsp. algeriensis (Coss. & Dur.)
Nom complet Centaurea diluta Ait. subsp. algeriensis (Coss. & Dur.)
= Centaurea algeriensis Coss. & Durieu (Basionyme)
Synonymes = Centaurea diluta var. micrantha (Maire) (1923)
(Héterotypique) = Centaurea algeriensis var. micrantha Maire (1934)
[17-20] = Centaurea acutangula Boiss. & Reut. (1852)

I11.2.1. Description de I’espéce

Champs et paturages argileux et pierreux de la plaine et des basses montagnes, jusque

vers 1300 m.

Fleurs purpurines, celles de la périphérie plus grandes, rayonnantes, plus foncées ; plante

gréle, rameuse, élancée, assez voisine du C. nicaeensis ; écailles du périclite a appendices

assez longuement décurrents, ciliés; aigrette égalant la moitié de I'achaine [16, 21].
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Epine médiane des appendices des bractées moyennes 4-6 fois aussi longue que les épines
latérales; celles-ci en nombre variable et décurrentes sur le corps de la bractée (Figure 111.1).
Plante rigide, de 30-60 cm. Feuilles non décurrentes sur la tige; les supérieures sessiles,
lanceolées, + embrassantes. Petites capitules de 1 cm de large sur 2 de long fleurons compris
mais sans les épines), non involucrés par des feuilles bractéales. Appendice des bractées
moyennes décurrent sur I'écaille [17].

Akenes petits, blanchétres, a aigrette plus courte que le corps

Champs, paturages argileux et pierreux CCC: Tell: ssp. algeriensis Coss. & Dur. Alg. Mar.
[16].

Période de la floraison : Mai-juin [16].

Nom commun : «Bou neggar » [17].

Figure I11.1 : Bractées de C. diluta

111.2.2. Description macroscopique

Tres radiée : disque multiflore, subrégulariflore, androgyniflore, couronne unisériée,
ampliatiflore, neutriflore. Péricline trés inférieur aux fleurs du disque, ovoide, formé de
squames régulierement imbriquées, interdilatées, appliquées, coriaces ; les intermédiaires
ovales, arrondies au sommet, surmontées d'un appendice décurrent, large, arrondi, coneave,
scarieux, ayant le milieu épaisi, presque opaque, les deux cotés minces, memebraneux,
presque diaphanes, irrégulierement lacéres, et le sommet échancré, produisant du fond de
I’échancrure un filet épais, roide, spinformm (long sur les squames extérieurs), court sur les
intermédiaires, nul sur les squames intérieures). Clinanthe épais, charnu : plan, garni de
fimbbrilles nombreuses, libres, longues, inégales, filiformes-laminées. Fleurs du disque:

ovaire comprimé, pubescent, portant une grande et belle aigrette normale, parfaite
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Avec une petite aigrette intérieure. Corolle (purpurine) un peu obringente. Etamines & filets

courtement poilus ; appendices apicillaires des antheres longs, aigus. Style a deux

stigmatophores longs et entregreffes.

Fleurs de la couronne : Faux ovaire glabre, inaigretté. Corolle (purpurine) extracrescente, a

tube long, a limbe liguliforme ou palmatiforme, élargi de bas en haut, divisé en cing laineres

inégales par autant d’incisions, dont I’intérieure, beaucoup plus profonde, descend jusqu’a la
base du limbe [36].

Plante tellienne. Epine centrale des bractées moyennes de I'involucre atteignant 20-35 mm

de long, accompagnée de 6-8 épines basales plus courtes. Epines soit de méme couleur que le

corps de la bractée, soit plus pales. Plante robuste de 30-60 cm.

Tiges complétement ailées a ailes sinueuses et dentées-épineuses, tomenteuses.
Capitules de 2,5-3 cm de large, parfois plus (épines non comprises).

Feuilles linéaires, les inférieures sinuées-dentées et pétiolées.

Akeénes gros (5 mm sur 2), jaunatres et légérement pubescents, a aigrette plus courte
que le corps et a hile trés gros.

Bractées de I'involucre soit simplement ciliées, soit épineuses mais a épines situées
seulement latéralement sur I’appendice, Bractées moyennes de l'involucre a appendice

a épines minuscules (2-3 mm) [17].

111.2.3. Répartition géographique

v

v
v
v
v

Présente depuis 1946-1948 & 1953-1958 a Mostaganem [22].

Tell algérien, espece rare (R) & Oran [21].

A Genéve ils n‘ont qu'un seul échantillon d'herbier de 1948 de la région d'Oran.

| Alg. Mar. | [17].

Sur sables surtout — Localisée en Algérie occidentale O1-2-3, AS1.

O : Secteur oranais; O: Sous-secteur des (1: Sahels littoraux ; 2 : des plaines
littorales; 3 : de I'Atlas Tellien, AS1: Sous-secteur de I'Atlas Saharien oranais) vient
toutefois a I'est jusqu'a Affreville (Khemis Miliana actuellement) « Chebreq ».

Espéce endémique en Algérie occidentale (Oran, Mostaganem, Ain Defla) [20,24] et
en Maroc (entre Taza et Bab Merzouka ; Berkane a Ain Zedba ; Oujda Bni Yala au
SW Guenfouda) [20].
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111.2.4. Description microscopique

= 111.2.4.1. Echantillon
Poudre de parties aériennes de couleur brun-verdatre (Figure 111.2).
Marque du moulin: Culatti ; Modele CZ13 ; Reférence DCFH 48.
= 111.2.4.2. Réactif utilisé
Réactif de Steimetz : réactif utilisé pour I'examen microscopique de coupe et de poudre
végétale [24].

111.2.4.3. Composition et préparation du réactif de Steimetz

111.2.4.3.1. Réactif A

a. Rouge Soudan 111: 0,015 g
Ethanol 94 : 20 mL

Hydrate de chloral : 30 g

Dissoudre a froid.
b. Sulfate d'aniline : 1,5 g
Eau : 40 mL

Dissoudre en chauffant Iégerement;

Figure 111.2 : Poudre de
Centaurea diluta Ait. subsp.

Hydrate de chloral : 30 g algeriensis (Coss. & Dur.)

lodure de potassium : 0,35 g

apres refroidissement, ajouter :

Sulfite de sodium anhydre : 0,03 g

Mélanger a et b; laisser reposer au moins 24 h et filtrer.

111.2.4.3.2. Reéactif B

Sulfate ferrico-ammonique : 4 g
Hydrate de chloral : 20 g

Eau: 20 mL

Dissoudre a froid, puis ajouter :
Glycérol : 20 mL

Laisser reposer au moins 24 h et filtrer.
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111.2.4.3.3.Mode d’emploi

Déposer sur une lame, une goutte de réactif A; y ajouter une goutte de réactif B; bien
mélanger puis y introduire I'échantillon a examiner (coupe ou poudre) et recouvrir d'une
lamelle.
111.2.4.3.4. Observation

v Microscope optique (grossissement 200 et 400 x)

v' Marque : CHK-B145 OLYMPUS CH-2 (Figure I11.3).
111.2.4.3.5. EIéments observés
Tres nombreux poils tecteurs, endothécium, Partie de laineux trichomes (Poils de laine
complexes avec tige multicellulaire et une trés longue cellule terminale), Pollen,
des Fragments de vaisseaux, un parenchyme avec vaisseaux ponctués, tige, stomates et
soies de Pappus. Les Figures 111.5-1 a 111.5-20 montrent les éléments microscopiques de la
poudre des parties aériennes de Centaurea diluta Aiton subsp. algeriensis (Cosson & Durieu)
observés dans le réactif de Steimetz [25].

Une description compléte reste a établir a partir de ces premiers éléments.

Figure 111.3 : Microscope optique utilisé (CHK-B145 OLYMPUS CH-2)
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Figure 111.4-1 : Figure 111.4-2 :
a. Fibre Cellules adjacentes, a parois minces en forme  a. tige

de bande d'une balle de feuille [25].

b.tige.

Figure 111.4-3 : Figure 111.4 -4 :
a. Fragment de parenchyme épidermique a. pollen

Figure 111.4 -5 : Figure 111.4 -6 :

a.Stomate b. Parenchyme a. Partie de laineux trichomes (Poils de laine complexes
avec tige multicellulaire e tune trés longue cellule
terminale), b. Pollen, c. Fragments de vaisseaux
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Figure 111.4-7 : a.Vaisseau ; b.Poil tecteur Figure 111.4 -8 : a. Pollen

Figure 111.4-9 : a. Pollen ; b. Poils de laine complexes Figure 111.4-10 :

avec tige multicellulaire et une trés longue cellule a.tige ; b. Endothecium
terminale ; c. Fragments de vaisseaux ; d.Cristaux

d'oxalate de calcium

Figure 111.4-11 : Figure 111.4-12 :
a. soies de Pappus a. soies de Pappus
b. des fragments de cellules b. des fragments de cellules
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Figure 111.4-13 : a. Pollen ; b. Epiderme

Figure 111.4-16 : Fragments de vaisseaux

Figure 111.4-15 : Endothecium

Figure 111.4-17 :
a. Les grains de pollen tricolpate sec, avec exine la corolle avec des cellules allongées (avec parois
finement structuré (2 plans de focalisation). cellulaires de consentement) ; b. pollen.

Figure 111.4-18 : a. Epiderme de la pointe du tube de
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Figure 111.4-19 : Parenchyme avec vaisseaux Figure 111.4-20 : Fragments de vaisseaux
ponctués

Figure 111.4: EIéments microscopiques de la poudre des parties aériennes de Centaurea diluta Aiton
subsp.algeriensis (Cosson & Durieu) observés dans le réactif de Steimetz.

111.3. Réactifs et matériels utilisés (partie phytochimique)

111.3.1. Appareillages

» Evaporateur rotatif, Rotavapor 14335, Buchi, Pleuger
»Evaporateur centrifuge Speed Vac VR-1, Heto Lab Equipment
»CombiFlash®Rf 208M20242, Teledyne Isco

»Lampe UV ,CAMAG 254 nm & 366 nm.

111.3.2. Matériel

> Broyeur : Culatti, modele CZ13, référence DCFH48.

> Ballons r6dés a fond rond

» Flapules munies d’un couvercle a visser

» Cuves pour CCM

> Routine plagues pour chromatographie préparative (PLC) de gel de silice (20 x 20 cm gel
de silice 60 PF,s4, Merck)

» Plaques pour CCM recouvertes de gel de silice 60F»54, Rouleau en plastique 500 x 20 cm
(Merck KGaA, Allemagne)

» Tubes a essais de 30 mL et portoirs correspondant

» Colonnes ouvertes en verre de différentes dimensions.
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111.3.3. Réactifs et solvants
Les solvants utilisés dans ce travail sont les suivants : Ether de pétrole, dichlorométhane,
acetated’éthyle, méthanol, chloroforme, cyclohexane, éther diéthylique, la majorité de ces

solvants étaient de grade analytique et fournis par CHEMLAB Belgique.

Tableau I11.2 : Tableau des solvants

N° Désignation Qualité Fournisseurs

1 Acétone analytique CHEMLAB Belgique

2 | Dichlorométhane | analytique CHEMLAB Belgique

3 Cyclohexane | analytique CHEMLAB Belgique

4 | Ether de pétrole | analytique CHEMLAB Belgique

5 Chloroforme | analytique CHEMLAB Belgique

6 | Acétate d’éthyle | analytique CHEMLAB Belgique

7 n-butanol analytique CHEMLAB Belgique

8 DMSO analytique | Merck® (Overijse,Belgique)

Tableau I11.3: Tableau des phases stationnaires
N° Désignation Références Fournisseurs
1 | CCM gel de silice 60 Fasq4 Merck KGaA Merck Germany
1.09385.1000
2 | PLC gel de silice 60 Fys4 Merck VWR Belgique
3 | Gel desilice pour CC 230- 645524-2,5 Sigma Aldrich
400 mesh ASTM Belgique

4 SF10-4g Sepra Si 50 um SN: Interchim France

Colonne RediSep: Silica12 g | E04101AFCS5AAT

Lot: 1811179020X
5 | Sable de mer (see sand) Merck KGaA Merck Germany
1.07712.1000

Tableau I11.4 : Révélateurs

N° Désignation Fournisseurs

1 | vanilline sulfurique a 10% Merck Germany

2 anisaldehyde VWR Belgique

3 MTT Sigma Aldrich Belgique

111.4. Récolte du matériel végetal
La plante (Figure 111.5) a été récoltée dans sa période de la floraison durant le mois de juillet
2012 de la région d’Ain Maabed a Djelfa « Figure 111.6 ; 111.7 », (I'endroit est connu pour une
formation géologique remarquable appelée Rocher Salt [26].

Les coordonnées GPS [systeme mondial de positionnement (littéralement) ou
Géo-positionnement par satellite] sont données pour une altitude a 1038 m et une position
(34°53"39,6" N, 3° 3 56.3" E).
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Figure I11.5 : Les parties aériennes de Centaurea diluta Aiton subsp. algeriensis (Cosson & Durieu)
Maire (1934)
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Figure 111.7 : Ain maabed, la région exacte de

Figure' I.I |'§ : Qarte geographique ,de la récolte de C. diluta Ait.subsp. algeriensis
I’ Algérie indiquant le lieu de la récolte (Coss. & Dur.) Maire

La détermination botanique de 1’espéce a été realisée par le professeur Kaabeche

Mohamed (Figure 111.8 ; voucher localisé au-dessus), spécialiste de [I'identification des
especes algériennes du genre Centaurea (Laboratoire Biodiversité et Ressources
Phytogénétiques, Faculté des Sciences biologiques, Campus El-Baz, Université Ferhat Abbes
Sétif, Algérie). Il s’est avéré qu’il s’agit d’une espéce endémique a I’ Algérie occidentale et au
Maroc [20,27]. Un voucher a été dépose dans [I’herbier du jardin botanique de Meise en
Belgique pour y étre conserveé. Il est enregistré sous la référence BR0000013666187 (Figure
[11.8 ; voucher localisé au-dessous).
Les parties aériennes de la plante (Figure 111.6) sont sechées pendant plusieurs jours a I’abri
de la lumiére directe du soleil, pesées et conservées soigneusement a température ambiante et
a I’abri de I’humidité jusqu'au moment de l'analyse ou elles sont broyées finement a
température contrélée jusqu’a 35°C.
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N° RRNONNNNTRRRATR7

Herbier: ZATER HANENE N4
Enseignante chercheuse en Phytochimie

Famille: Asteracece

Nom: Centaurea diluta Aiton subsp. algeriensis
(Cosson et Durieu) Maire (1934),

Lieu: Algérie, Ain Moabed & Dielfe.

Station: Champs, paturages argileux et pierreux de la ploine,
des basses montagnes, jusque vers 1300 m.

Partie utilisée: Parties aériennes
Usage médicinal:
Déterm. Pr. Mohammed Kaabéche  Date: 09-06-2012

Figure I111.8 :

Voucher (au-dessus) déposé au Laboratoire : Biodiversité et Ressources Phytogénétiques, Faculté des Sciences

Biologiques Campus EI-Baz, Université Ferhat Abbas, Setif, Algérie.
Voucher (au-dessous) de Centaurea diluta Aiton subsp. algeriensis (Cosson & Durieu)

Maire, déposé dans I’herbier du Jardin Botanique de Meise, Belgique (N°BR0000013666187).
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I11.5. Protocole expérimental

111.5.1. Extraction

Les parties aériennes (1500 g de feuilles et fleurs) séchées et broyées en poudre
(Broyage léger a température contrdlée, jusqu'a 35 ° C) sont soumises a une extraction
mécanique avec un mélange méthanol-eau (77 : 23, v/v, 25 L) pendant 48 heures a
température ambiante. Apres filtration, le marc est ré-extrait encore trois fois dans les mémes
conditions. Les filtrats sont réunis puis concentrés sous pression réduite a une température
n’excédant pas 35 °C. L'extrait obtenu est dilué sous agitation magnétique avec 600 mL d'eau
distillée légerement chauffée et laissé décanter a 4°C pendant une nuit pour précipiter un
maximum de chlorophylles. Apres filtration, la solution obtenue est successivement soumise a
une extraction liquide-liquide avec des solvants de polarités croissante, en commengcant par

I'éther de pétrole, le chloroforme, I'acétate d'éthyle et en dernier le n-butanol.

Les quatre phases organiques récupérées sont sechées avec du Na,SO,4 anhydre puis
filtrées, concentrées sous pression réduite a 40°C a sec et pesées. On obtient : 0,1 g d’extrait
éther de pétrole ; 4,00 g d’extrait chloroforme ; 3,6 g d’extrait acétate d’éthyle et 19,6 g
d’extrait n-butanol [28-32].

La phase aqueuse est finalement concentrée sous pression réduite a sec on obtient 95,2 g.

Les extraits ont été répartis dans plusieurs flapules, préalablement tarées, et sont de
nouveau évaporés, cette fois-ci a sec, a I’aide du Speed Vac. Les extraits secs sont conserves
au frigo en attendant d’étre utilisés pour le criblage phytochimique, la separation
chromatographique et la préparation des solutions d’extraits nécessaires pour 1’évaluation de

I’activité antifongique, antimicrobienne et tests cytotoxiques (screening biologique).

L’organigramme représenté dans la figure 111.9 montre les différentes étapes du

processus d’extraction de Centaurea diluta Ait.subsp.algeriensis (Coss & Durieu) M.
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Matlere vegetale b
\\:_(1500 g
1/ Macération mécanique dans MeOH/H,O

(77:23, v/v), 25L, 4 fois (24 h-48h)
2/ Filtration.

\t Extrait hydro méthanolique

3/ Concentration non a sec (I =35 °C);

i 4/ Dilution avec 600 mL de H,O;

| Filtrat | 5/ Décantation pendant la nuit a 4°C ;
L Ether de pétrole (x2 fois) 6/ Filtration.

[7/ Extraction lig-liq avec des ]

) ¢ : ¢ solvants de polarité croissante.
LPhase organique [ Phase aqueuse J

7

¢ II. CHCI3 (XI 4 fois)

b
0,1g > Extrait Ether de pétrole | ¢ i

LPhase organique L Phase aqueuse J
v

¢ III. AcOEt (x|2 fois)
41¢g >{ Extrait CHCI3 l, l,
LPhase organique L Phase aqueuse ]
o
VL n-Bl|10H (x 4 fois)
3,6 g . ) ¢ i
- / Extrzflt AcOEt | ‘.
8/ Séchage avec kPhase organique | [ Phase aqueuse J
Na2S04 anhydre; J
9/ Filtration & / v \ b
Concentration a \ . | V.[]asec 60°C)

19.6 Extrait n~-BuOH
\T - 35 °C. ad )

952 g>t V. H20 J

10/ Evaporation a sec,
a I’aide du Speed Vac

Figure 111.9 : Protocole d’extraction de Centaurea diluta Ait. subsp. algeriensis (Coss. & Dur.) Maire
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111.5.2. Criblage phytochimique préliminaire

Le criblage phytochimique des extraits pour mettre en évidence la présence des
métabolites secondaires a été réalisé par chromatographie sur couche mince en suivant la
méthode décrite par Wagner et Bladt [33], ainsi que par des réactions en solution [34, 35].
Pour les chromatographies, il est nécessaire de préparer une solution de I’extrait avec une
concentration connue : 5 mg/mL, ce qui nous permet de faire des tests quantitatifs. Notre
¢tude a porté sur I’extrait chloroforme, en mettant 10 pL de cette solution sur une plaque
chromatographique de gel de silice, on sait que les résultats obtenus sont quantitatifs et
concernent 50 ug d’extrait (Figure 111.10), si toutefois des étalons et les appareils nécessaires

sont disponibles.

[ Extrait chloroforme ]

CCM
@ stationnaire gel de silice Lampe UV, A=254 & 365 nm
Figure 111.10 : Etape préliminaire de criblage phytochimique
111.5.2.1. Tanins

La présence des tanins est détectée par une réaction en solution.
5 mL de notre extrait sont mélangés dans un tube a essai avec
quelques gouttes d™une solution de FeClz a 1%. Une réaction
positive est obtenue avec un changement de couleur vers

le bleu-noiréatre (Figure 111.11).

Figure 111.11 : Précipité noiratre représentatif
d’un test positif a la présence de tanins
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111.5.2.2. Saponines

Une petite portion de 1’extrait a tester est diluée avec 5 mL lll
d’eau dans un tube a essai. La solution est agitée vigoureusement 5.
durant 15 secondes, a la suite de quoi, on la laisse reposer.
Apres 15 minutes, la présence de 1 a 2 cm de mousse, est

représentative d’une réaction positive (Figure 111.12).

Figure 111.12: Test positif a la présence

111.5.2.3. Alcaloides de saponosides

La détection des alcaloides se fait par CCM de gel de silice. Le systeme d’élution
utilisé est : acétate d’éthyle/méthanol/eau (100 : 13,5 : 10). Selon Wagner e Bladt [33], la
visualisation de la présence d’alcaloides est possible sans traitement chimique, a 365 nm, ou
des zones fluorescentes allant de la couleur bleue, blanche a jaune sont observées. Mais pour
des résultats plus précis, des révelateurs sont utilisés, en particulier le réactif de Dragendorff
qui est préparé avec deux solutions, mélangées dans une proportion de 1:1 afin d’obtenir une
solution finale avec laquelle la plaqgue CCM est pulvérisée. Pour la premiére solution, il faut
dissoudre 0,85g de nitrate de bismuth basique dans 10 mL d’acide acétique glacial et 40 mL
d’eau chaude. La deuxiéme solution est préparée avec la dissolution de 8 g de potassium iodé
dans 30 mL d’eau. Dans ce cas, le systeme d’élution de la plaque est constitué par 1’acétate
d’¢éthyle/méthanol (90:10) et les zones représentatives des alcaloides apparaissent avec une
teinte orange-brunatre (Figure 111.13).

111.5.2.4. Anthraquinones

Phase mobile : acétate d’éthyle/méthanol/eau (100: 13,5: 10)

Révélation : pulvérisation avec une solution d’hydroxyde de potassium (KOH) a 10 % dans
I’éthanol. La présence des anthraquinones est visualisée a 365 nm ou des zones de couleur
rouge apparaissent (Figure 111.13).

111.5.2.5. Flavonoides

Phase mobile: 1’acétate d’éthyle/acide formique/acide acétique glacial/eau (100: 11: 11: 26).
Observation sous UV a 365 nm et/ou utiliser un révélateur pour augmenter la sensibilité, qui
pour ce groupe est le PEG (polyéthyléne glycol). Pour cela, la plaque est d’abord pulvérisée
par le réactif de Neu ou « Naturstoffreagenz A » (une solution méthanolique de I'acide

diphénylborique B-aminoéthylester 1%) [34] et ensuite avec apres révelation, on observe a
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365 nm, des zones de couleur jaune-orange ou jaune-vert, ce qui indique la présence de
flavonoides comme les flavones, les flavonols et les flavanones (Figure 111.13).

Les flavonoides apparaissent sous forme de taches fluorescentes; le type de flavonoide est
identifié selon la couleur obtenue [35].

111.5.2.6. Terpénoides

Le systeme d’élution utilisé est toluéne/chloroforme/éthanol (40: 40: 10). Sans traitement
chimique, on peut observer les terpénoides sous UV a 365 nm. On peut utiliser également
faire appel a un traitement chimique, dans ce cas le révélateur est 1’anisaldéhyde-sulfurique,
qui est préparé en melangeant 0,5 mL de p-anisaldéhyde (4-méthoxybenzaldéhyde), 10 mL
d’acide acétique glacial, 85 mL de méthanol et 5 mL d’acide sulfurique concentré. Aprés
avoir pulvérisé la plague avec ce mélange, on la chauffe a 100 °C durant 5-10 min. On
observe la plaque sous UV a 365 nm. En présence de terpénoides, des zones de couleur rouge-
violette apparaissent. D’aprés Stahl, le réactif a I’anisaldéhyde peut étre préparé en
mélangeant 0,5 mL de p-anisaldéhyde, 1 mL d’acide sulfurique et 50 mL d’acide acétique
glacial. Les plaques ont été trompées dans ce réactif, puis chauffées a 105 °C; 1’apparition de
taches violettes, visibles a I’ceil nu, indique la présence de sesquiterpenes lactones [35].

111.5.2.7. Résumé du criblage des chromatographies sur couche mince

De fagon plus résumee, le tableau I11.5 reprend la phase mobile, le révélateur et la couleur des
taches observées pour chaque groupe chimique testé en chromatographie sur couches minces.

On note bien que la phase stationnaire est bien le gel de silice.

Tableau I11.5 : Résumé des directives et observations pour le criblage des groupes chimiques en CCM

Métabolites secondaires Phase mobile Révélation  Observation a
365 nm
Alcaloides AcOEt/CH30H Réactif de Orange-
(90:10) Dragendorff brunatre
Anthraquinones ACOEt/CH;OH/Eau KOH 10% Rouge
(100: 13,5: 10) dans EtOH
Flavonoides ACOEt/HCO,H/AcOH/Eau PEG Jaune-vert ou
(100: 11: 11: 26) Jaune-orange
Terpénoides Toluéne/CHCIs/EtOH Anisaldéhyde Rouge-violet
(40: 40: 10) sulfurique

Lampe UV (254 nm et 366 nm CAMAG)
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Anthraquinones Alcaloides

Flavonoides

A= 254 : 365 nm A=254; 365 nm A=254; 365 nm

Terpénoides

II

A= 254 : 365 nm Reévelétion avec
I’anisaldéhyde

Figure 111.13 : Profil chromatographique de screening phytochimique de I’extrait CHCl
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I11.6. Séparation & purification chromatographique

La chromatographie est une méthode analytique largement utilisée pour la séparation

des produits selon leur polarite.

[11.6.1. Séparation et purification des composants de I’extrait chloroforme

Avant d’entamer la séparation par chromatographie sur colonne de cet extrait, nous
avons procédeé a des tests chromatographiques sur couche mince de gel de silice déposé sur
une feuille d’Aluminium, plusieurs tests ont été effectués pour rechercher le systeme de
séparation optimale de I’extrait chloroforme. La meilleure séparation a été obtenue avec le

systeme : dichlorométhane/acétate d’éthyle/MeOH (6:3:1).

111.6.2. Séparation sur colonne

Cette étape permet une séparation grossiére des molécules selon leur polarité.
Le résultat des tests chromatographiques nous a conduit a utiliser comme systéeme d’élution
dichlorométhane/acétate d’éthyle/MeOH en gradient de polarité.
Une masse d’environ 4,0 g d’extrait chloroforme est déposée sur une colonne de gel de
silice (type 60, 230-400 mesh ASTM ) (120 g) préparée dans de le dichlorométhane.
L’élution est réalisée par un gradient de polarit¢ du systeme dichlorométhane/acétate
d’éthyle/MeOH en commencant par de le dichlorométhane pur et en terminant par de le

méthanol pur avec un fractionnement tous les 25 mL.

Le suivi des fractions est effectué par chromatographie sur couche mince de gel de
silice sur support Aluminium. Les plaques sont visualisées sous lumiere UV (254 et 365 nm)
puis révélées avec de 1’acide sulfurique et chauffées pendant 3 mn a 100°C. La progression de

cette colonne est rassemblée dans le tableau 111.6.
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Tableau 111.6: Résultats du fractionnement par chromatographie sur colonne de I’extrait
chloroforme de Centaurea diluta Ait. subsp. algeriensis (Coss. & Dur.) M.

. Systéeme d’élution Poids de la
LF()J; t(;ie I?Irac(:?olr? Remarques % % % fraction
CH,CI, | AcOEt | CH30OH (mg)
1 Fo gras 100,0 0,0 0,0 0,10
2 Fi chlorophylles | 100,0 0,0 0,0 01,00
3 F> 2 spots 98,0 2,0 0,0 12,20
4-6 Fs majoritaires 98,0 2,0 0,0 26,20
7 Fy Mélange 98,0 2,0 0,0 12,20
8-10 Fs Mélange 98,0 2,0 0,0 13,00
11-12 Fe Mélange 95,0 50 0,0 28,50
1314 | R Precipite | 954 | 59 0,0 44,40
blanc
1517 | Fq Precipite | 959 5,0 0,0 64,90
jaunes
18-22 Fo 2 spots 90,0 10,0 0,0 61,50
23-28 Fio majoritaires 87,5 12,5 0,0 19,60
29-31 Fi1 / 87,5 12,5 0,0 05,40
32-37 Fi2 85,7 14,3 0,0 12,40
. 83,3; 16,7,
38-50 Fis Mélange 80,0 20,0 0,0 93,50
. 75,0; 25,0 ;
51-59 Fi4 Mélange 67.0 34.0 0,0 286,70
. 50,0; 50,0;
60-67 Fis Mélange 34,0 67.0 0,0 560,00
Sous forme 34,0; 67,0 ;
08-76 | Fis | pyjleuxverte | 250 | 75,0 00 1017,70
Précipité 20,0; 80,0 ;
77-84 Fi7 blanc 16.7 833 0,0 67,50
14,3; 85,7 ;
85-89 Fis 125 875 0,0 260,50
90-94 Fio » 10,0 90,0 0,0 91,60
95-96 | Fao C'\é'; alr‘e%(‘z 0,0 100,0 0,0 123,80
97 Fo1 P 0,0 0,0 100,0 511,40
98 Fo, 0,0 0,0 100,0 396,70
99-100 Fos 0,0 0,0 100,0 172,00
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111.6.3. Etude des fractions de la colonne mére (C1)

111.6.3.1.Etude de la fraction F3 : 26,2 mg

La fraction F; (26,2 mg, CH,CIl, / AcOEt; 98 :2) a subit une séparation
chromatographique sur plaques préparatives de gel de silice HF 54 éluées par le systeme (éther
de pétrole /CH,Cl, /AcOEt ; 6:3:1), pour donner le produit ZH3-1 (19,6 mg) et ZH3-3 (3,5
mg) sous forme de cristaux blancs. Le produit ZH3-3 est reporté dans ce travail comme étant

le composé 1. Le produit ZH3-1 a été reporté comme étant le composeé 6.

111.6.3.2. Etude de la fraction Fg : 64,9 mg

La fraction Fg (CH,Cl, / AcOEt; 95: 5) (64,9 mg), insoluble dans le méthanol, a
donné apres concentration un compose jaunatre, ce dernier a subi une recristallisation dans un
mélange dichlorométhane et un peu de méthanol. Les cristaux jaunes obtenus sont lavés
plusieurs fois avec du méthanol pour obtenir un produit ultra-pur ZHFg (7,5 mg) sous forme
d'aiguilles (composé 4). Testé par les vapeurs d’ammoniac sur plaqgue CCM, il donne une

coloration jaune, caractéristique d’un flavonoide.

111.6.3.3. Etude de la fraction Fy : 19,60 mg

La fraction Fip (CH,CI, / AcOEt; 87,5: 12,5) (19,60 mg) chromatographiée sur des
plaques préparatives de gel de silice éluées par le systéme : (CH.Cl, / AcOEt ;4: 1) a permis
d’isoler un produit pur ZH10 (5,0 mg) sous forme d'une poudre jaunatre (composé 5)qui
apparait sous forme d’un spot unique sur plaque analytique de gel de silice. La coloration de
ce produit sur plague CCM exposé a des vapeurs d’ammoniac est jaune, indiquant un
flavonoide. Les autres produits issus de cette separation, sont sous forme de mélange et en

trés faible quantité.
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111.6.3.4. Etude des fractions F4, F5, F6
Fso+ Fs+ Fg = F =537 mg.

D’aprés les résultats des tests analytiques sur plaque CCM de gel de silice avec

comme systéme d’élution CH,Cl, / AcOEt, les fractions Fs, Fs et Fg sont tres similaires du
point de vue composition chimique.
Les fractions : F4 (12,2 mg) (CH.Cl, / AcOEt 98: 2), F5 (13,0 mg) (CH,Cl, / AcOEt 98: 2) et
Fs (28,5 mg) (CH,CI, / AcOEt 95: 5) ont été combinées (53,7 mg) et rechromatographiées sur
une 2°™ colonne (C2) (1 cm x 50 cm) de gel de silice 230-400 mesh (600 mg) préparée dans
I’éther de pétrole et éluée ensuite par le CH,CI, enrichi progressivement par |’acétate
d’éthyle.

Le suivi de la colonne et le rassemblement des fractions ont été effectués sur plaques
analytiques révelées sous les radiations UV 254 et 365 nm et par pulvérisation avec des
révelateurs (vanilline sulfurique a 10% et anisaldéhyde) et chauffées pendant 3a5 mn a

100-110°C. Les résultats de cette colonne sont récapitulés dans le tableau 111.7.

Tableau 111.7: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne du mélange F,, Fset Fe.

Lot de Sous- Remarques Systéme d’élution Poids
pots | fractions % % % (mg)
Ep CHzclz AcCOEt
1 F’o traces 100,0 0,0 0,0 0.3
2-10 F’; Graisse 95,0 2,5 2,5 0,1
11-14 F’, chlorophyll | 90,0 5,0 5,0 0,3
e
15-16 F’3 spot 80,0 10,0 10,0 8,2
17-20 F’, spot 70,0 15,0 15,0 12,7
21-26 F’s traces 60,0 20,0 20,0 0,1
27-60 F’g traces 50,0 25,0 25,0 0,1
61-66 F’; traces 40,0 30,0 30,0 0,1
67-73 F’g traces 30,0 35,0 35,0 0,1
74 Fg traces 20,0 40,0 40,0 0,1
75-77 F’10 traces 10,0 45,0 45,0 0,1
96-100 F’1; traces 0,0 50,0 50,0 0,1
101-111 F’1, traces 0,0 40,0 60,0 0,1
112-117 F’13 traces 0,0 30,0 70,0 0,1
118-125 F’14 Mélange 0,0 20,0 80,0 20
126-131 F’15 complexe 0,0 10,0 90,0
132-137 F’16 0,0 0,0 100,0
138 F’17 0,0 0,0 100,0
139 F’18 0,0 0,0 100,0
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Ce fractionnement a mené a ’obtention de 21 sous-fractions (F’1-F’;;) selon les
profils CCM analytiques.
La sous-fraction F’3 (8,2 mg) (cyclohexane /AcOEt /acétone ; 6:6:2) a donné le produit
ZH6-3 (3,2 mg) sous forme d’une poudre blanche (composé 2).
La sous-fraction F’,4 (cyclohexane/AcOEt /acétone ; 5:2,5:2,5) a donné le produit ZH6-4

(4,5 mg) sous forme d’une poudre blanche (composeé 3).

111.6.3.5. Etude des fractions Fis et Fig

Ces deux fractions ayant des profils chromatographique trés similaires, ont été
combinées pour donner la fraction H de masse 1,6 g. Cette fraction H a été mélangée a une
petite quantité de gel de silice, I'ensemble est séché sous vide, puis pulvérisé jusqu'a obtention
d'une poudre homogene. Cette poudre est déposée sur une 3*™ colonne (C3) (3 cm x 55 cm)
de gel de silice 230-400 Mesh (53 g) préparée dans un mélange (cyclohexane/(CH3),CO ;
85 :15).

L'élution a été réalisée par le systtme (cyclohexane/(CHs3),CO ; 85:15) enrichi

progressivement en acétone, avec introduction du méthanol vers la fin. Des pots de volume 20
mL sont recueillis durant tout le fractionnement.
Les pots sont regroupés en fractions suivant la similitude de leur profil chromatographique sur
plaques analytiques de gel de silice qui aprés développement dans des cuves en verre avec les
systemes adequats, ont été visualisées a la lumiére du jour et sous lampe UV a 254 et 365 nm,
puis révélées par la vanilline et I'acide sulfurique a 3 % dans I’EtOH et chauffées pendant 3-
5 mn a 100°C.
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Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 111.8

Tableau 111.8: Résultats du fractionnement par chromatographie sur colonne du mélange H

Lot de N° des Systéme d’élution Poids (mg)
pots fractions (CH5),CO | MeOH
% % %

1-6 H, 85,0 15,0 0,0 0,7
7-10 H. 80,0 20,0 0,0 0,3
11-16 Hs 75,0 25,0 0,0 1,0
17-29 H, 70,0 30,0 0,0 3,0
30-36 Hs 65,0 35,0 0,0 2,7
39-45 He 60,0 40,0 0,0 43,2
46-52 H; 60,0 40,0 0,0 2,8
53-60 Hsg 60,0 40,0 0,0 2,5
61-68 Hy 55,0 45,0 0,0 10,7
69-73 Hio 55,0 45,0 0,0 25,3
74-77 Hi 50,0 50,0 0,0 12
78-90 Hio 50,0 50,0 0,0 42
91-98 His 50,0 50,0 0,0 15

99-105 His 45,0 55,0 0,0 77.5
106-112 His 45,0 55,0 0,0 113
113-115 His 40,0 60,0 0,0 142
116-119 Hi7 30,0 70,0 0,0 20
120-123 Hig 35,0 65,0 0,0 69
124-126 Hio 25,0 75,0 0,0 50
127-130 Hao 20,0 80,0 0,0 25
131-140 Hoy 20,0 80,0 0,0 163
141-145 H,, 20,0 80,0 0,0 69
146-148 Hos 20,0 80,0 0,0 20,0
149-160 Hos 20,0 80,0 0,0 34,8
161-166 Hos 10,0 90,0 0,0 64
167-190 Hos 10,0 90,0 0,0 40,7
191-200 H,7 10,0 90,0 0,0 123
201-207 Hog 0,0 00,0 100,0 112
208-212 Hag 0,0 0,0 100,0 125
213-219 Haso 0,0 0,0 100,0 145
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111.6.3.6. Etude de la fraction F;7: 67,50 mg

Cette fraction a donné précipité blanc jaunatre. Apres concentration, ce produit a été lavé

plusieurs fois avec du méthanol pour obtenir le produit pur ZH17 (6,0 mg) soluble dans le

chloroforme (composé 8).

111.6.3.7. Etude de la fraction Fy: 123,80 mg

La colonne 4 (C4) a été faite avec un modéle CombiFlash®Rf qui utilise une méthode de

radio-identification (RFID - Radio Frequency Identification) afin de collecter des fractions, le

plus purifié possible. Pour cela, il posséde un programme automatisé qui permet de définir

une courbe des solvants, et comme il y a une lecture spectrophotométrique des produits qui

sortent, on peut avoir un seul produit dans un tube. Donc cette méthode rentabilise notre

temps et la quantité de matériel utilisé. Par cette technique la fraction Fyo a donné le produit

ZH20 (6,0 mg) a I’état pur (composé 9).

Echantillon: F»,Cd

Colonne RediSep: Silica 129

SN: EO4101AFC5AAY Lot: 1811179020X
Débit: 30 mL/min

Volume d'équilibration: 100,8 mL
Volume initial jeté: 0,0 mL

Air Purge: 0,5 min

Solvant: Al Dichloromethane

Solvant: B1 Acétone

Volume des tubes pic: 25 mL

Volume des tubes non pic: 28 mL

Injection d'échantillon: Pré-colonne sans pause
Largeur pic: 1 min

Seuil niveau: 0,20 AU

Seuil niveau: 0,20 AU

La Figure I111.14 résume les étapes de séparations et leurs types pour obtenir les 9 produits

purs a I’état natif et en quantité appréciable. Tous ces produits a été soumis a 1’analyse

structurale, mais actuellement 5 ont été identifiés sans ambiguité. Les travaux relatifs a

I’analyse structurale de ces composés sont reportes et detaillés dans le chapitre V.
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C 1 mmp Extrait chloroforme (4 g)

|
Chromatographie sur colonne (CC)

Gradiant allant de CH,Cl, a (100%) AcOEt, puis a (100%) CH;OH

B -

F3(26,2) mg F'=537 mg Fg (64.9) mg Fi0(19.6) mg H(1.6g | | Fy;(19.6) mg F,,(123.8) mg
Ep/AcOEt/Acétone | |CCM ©) g Ep/AcOEt/Acétone l o} | % O &
6:3:1 ﬂ i l 6:6:2 ccM w l Lavage hl
| ZH3-1 (3,5 mg) F’;(8,2 mg) Lavage des cristaux || CH,Cl,/AcOEt || Cyclohexane/ avec CombiFlash
& u (MeOH) 4: 1) (CH;),CO (MeOH) u
ZH3-3 (19,6 mg) 1
. . 7H6-3 (3.2 mg) 2 I} ! 71120
a - & ZHF; (7,5 mg) ZH10 (5,0 mg) ZH21 (12,0 mg) 62H17 (6,0 mg)
- ,0 m,
W ZH6-4 (4,5 mg) - Ve Vs p 2 | =
-(6) N
\. N D) 0] ®) \.
(1-5) Identifiés (6-9) En cours d’identification

Analyse spectrale

Figure 111.14 : Schéma de de différentes séparations chromatographique

= Conclusion

Cette étude expérimentale constituant les travaux personnels concernant la partie
phytochimique, a permis d’isoler 09 produits en quantité appréciable de la partie soluble dans
le chloroforme de I’extrait hydro-méthanolique des parties aériennes de Centaurea diluta Ait.
subsp. algeriensis (Coss. & Dur.) Maire. Diverses techniques de la chromatographie liquide ont
été mises en jeu lors de la séparation et la purification des composants chimiques de cet extrait.
L’investigation phytochimique de cet extrait a été réalisée suite aux résultats encourageant
obtenus lors des tests de recherche d’activités biologiques in vitro notamment cytotoxique et

antibactérienne.
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IV. Identification des produits isolés de I’extrait CHCI; de I’espéce
Centaurea diluta Ait. subsp. algeriensis (Coss. & Dur.)

Ce chapitre concerne les €lucidations structurales des 9 composés isolés dans le cadre de nos
travaux. Elles ont ¢été¢ réalisées par la combinaison de tout 1’arsenal des méthodes
physicochimiques d’analyse et des méthodes spectroscopiques modernes (UV-Visible, RMN
mono et bidimensionnelle ('H, '*C, DEPT, COSY, HSQC, HMBC, NOESY et ROESY) et de
spectrométrie de masse a haute résolution a ionisation par ¢électronébulisation (electrospray)
en mode positif [ESI-HRMS (+)] et la comparaison de leurs données spectroscopiques avec

celles rapportées dans la littérature.

IV.1. Généralités (Méthodes Physico-chimiques)
IV.1.1. Analyses par LC/MS

Les molécules isolées ont été dissoutes soit :

= dans du chloroforme (ZH3-3 « vanilline », 1) et et ZH6-4 « 4-hydroxy benzoate de
methyle », 3) ou du méthanol (ZH6-3 « arctigénine », 2) ZH10 « jacéosidine », 5)
pour une concentration de 1 mg/ml. Ces solutions ont ensuite été diluées 10 fois par un
mélange méthanol/ acide formique (0,1 %) (50:50). Pour les produits dissous dans du
chloroforme, la dilution est faite uniquement avec le méthanol car 1’ajout de ’acide
provoque la formation de deux phases.

= dans du diméthylsulfoxyde DMSO (ZHF8 « eupatiline », 4) pour une concentration de

2 mg/mL et cette solution a été diluée 20 fois dans I'acétonitrile.

Les spectres de masse ont été obtenus via le spectrométre a haute résolution avec option
masse exacte ; avec un analyseur Q-TOF 6520 series, Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
USA) muni d’une source ESI en mode positif (plateforme analytique; Faculté de Pharmacie :

ULB).

IV.1.2. Analyses par Résonance Magnétique Nucléaire RMN
Les échantillons ont été sechés et dissous dans un solvant deutére,
1/ Le CDCI; (chloroforme deutéré) pour « la vanilline, 1 ; paradiol, 3, et I’arctigénine, 2».
2/ Le CD30D « jacéosidine, 5 ».
3/ Le DMSO-dg pour « eupatiline , 4».

Les spectres RMN'H,"°C et DEPT135 ont été obtenus & I’aide d’un appareil RMN Bruker
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Avance 300 a respectivement 300 MHz et 75 MHz avec le TMS comme standard interne. Les
analyses en RMN bidimensionnelle COSY, HSQC, HMBC, NOESY & ROESY ont été
réalisées sur les appareils Varian Unity 400 et/ou 600 MHz a 25°C. Les déplacements
chimiques 6 ont été exprimés en ppm par rapport au signal du tétraméthylsilane (TMS), utilisé

comme référence interne.

IV.1.3. Analyses par UV —Visible

Les spectres d’absorption UV-Visible des flavonoides aglycones (4 &5) ont été
enregistrés en milieu méthanolique (Méthanol ultra pur pour analyse spectroscopique) sur un
spectrophotometre Thermo Electron Corporation evolution 300.
IV.1.4. Mesure des points de fusion
Les points de fusion ont été mesurés sur un appareil SMPIOD; Stuart marque : BIOCOTE.

IV.1.5. Pouvoir rotatoire ([a]2?)

Le pouvoir rotatoire des composés présentant un ou plusieurs carbones asymétriques a
¢té déterminé avec un polarimetre Perkin-Elmer modéle 241. La rotation o de la lumicre
polarisée les produits dissous dans EtOH (composé 2) a été mesurée dans une microcellule de
10 cm de long, capacité 1mL, a température ambiante. La raie D du sodium (Ana, 589 nm) a

été utilisée comme source de lumiére incidente.

IV.2.Elucidations structurales

IV.2.1.Elucidation structurale du composé 1 (ZH3-3)

Le composé 1 se présente sous forme de cristaux blancs, solubles dans le chloroforme et le
dichlorométhane ; point de fusion (PF) = 82°C. Son spectre d’absorption UV montre les
bandes a Amax (nm): 230, 279, 309.

L’examen du spectre de masse a haute résolution en mode électrospray postif HRESI-QTOF-
MS (Spectrel) montre des pics quasi-moléculaires a: m/z = 153,0545 correspondant a

[M+H]" (calculé pour CsHoOs3 : 153,0546); m/z = 175,0372 [M+Na]" (calculé pour CgHgO3Na:
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175,0366) ; m/z = 191,0216 [M+K]Jr (calculé¢ pour CgHgOsK: 191,0105). La masse exacte
mesurée : m/z = 152,0471 (calculée pour CgHgOs: 152,0473) (Tableaux IV.1 ; Figure IV.1 ;
Tableau IV.1-1), indiquant une formule brute CgHgOs;, soit une molécule renfermant 5

insaturations.

Tableaux IV.1 : Données du spectre HRESI-QTOF-MS (+) du composé 1, calcul de la masse exacte

Compound Table

Diff
Compound Label | RT Mass | Abund | Formula |Tgt Mass| (ppm) | MFG Formula | DB Formula
Cpdid 1: CB H8 03| 0.166 [152.0471 | 92448 |CB H8 O3 | 152.0473| -1.57 C8 H8 O3 Ca H8 03

Compound Label  m/z RT Algorithm Mass
Cpd 1: CB H8 O3 153.0545 0.166  Find By Formula 152.0471

x10 6 |Cpd 1: C8 H8 O3: +ESI EIC(76.0231, 77.0309, 84.0575, 99.0129 ...) Scan Frag=110.0V 03_ZH3-..
111 0.166 1

0.8+
0.6
0.4+

0.2+

0.1 02 0.3 0.4 05 0.6 0.7 0.8 0.9 i
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figure IV.1 : Amas isotopique du composé 1

MS Zoomed Spectrum

105 Cpd 1: C8 H8 O3: +ESI Scan (0.116-0.314 min, 13 Scans) Frag=110.0V 03 _ZH3-3.d Subtract
14 153.0545
(MHH)+
0.8
0.6
0.4
175.0372 304 0RO3 479.1120
.2 + : s
0 (M+Na) 2M*+ l ‘ (3M+Na)4
0 l|| AN S S _.J.J...jl N bl A

140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Spectre 1: Spectre HRESI-QTOF-MS (+) du composé 1
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Tableau IV.1-1 : Données liste des ions adduits du composé 1

MS Spectrum Peak List

m/z Calcm/z |Diff(ppm)| z | Abund |Formula Ion
152.0374 152.0468 -61.97] 1 1209.78 |CBHBO3 M*+
153.0545 153.0546 -0.99] 1 | 92447.62 |CBH903 {M+H)+

“154.[]5?'9 154.058 -0.87] 1 7562.79]C8HI03 (M+H)+|
155.0636 155.0598 24.29] 1 1242.37 |CBEHOO3 {M+H)+
Il.?5.[]3?'2 175.0366 3.53] 1 3684.27 [CBHENa03 {M+Na+
176.0378 176.04 -12.16] 1 377.41 |CBHBNaO3 (M+Na)+
|l.91.[]216 191.0105 28.16] 1 190.31 |CBHBKO3 {M+K)+ |
304.0893 304.0941 -15.9] 1 494,95 |C16H1606 2M*+
322.1119 322.1285 -31.43] 1 137.69 |C16H20NO6  |(2ZM+NH4)+
327.0779 327.0839 -18.25] 1 126.55|C16H16Na06 |(2M+Na)+

479.112 479.1313 -40.11 1 111.87 |C24H24Na09 |(3M+Na)+

Les données de la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) du composé 1(spectre
1-2, Figure IV.1-1, Tableau IV.2) orientent vers un noyau aromatique comportant des

substituants hydrocarburés et oxygénés notamment un groupement hydroxyle.

x10 5 Cpd 1: C8 H8 O3: +ESI TIC Product lon Frag=110.0V (153.0544[z=1] -> **) 12_7ZH3-3_ MSMS.d A_..
5] *0.188

1.75
1.5
1.25-
14
0.75-
0.5
0.25-

01 015 02 025 03 035 04 045 05 055 06 065 07 075 0.8
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figure IV.1-1 : MS/MS, amas isotopique de I’ion 153,0544

MSMS Spectrum
x10 3 |Cpd 1: C8 H8 O3: +ES| Product lon (0.053-0.813 min, 89 Scans) Frag=110.0V (153.0544[z=1] -> *..

1.2

14
0.8-
0.6
0.4
0.2-

153.0544
*

Gllald 1ty
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950

Spectre 1-2 : Spectre HR-ESIMS/MS (+) du composé 1
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Tableau IV.2 : Liste des pics fragments de ’ion quasi-moléculaire du composé 1

MS/MS Spectrum Peak List

m/z |Calcm/z Diff (ppm) |Abund |Formula
60.9877 213.25
|65.0396| 65.0386 -15.16] 1236.88|C5 H5|
70.9803 80.08
72.9873 129.12
75.0032 149.86
84.9602 89.29
[93.0342] 93.0335 -/.11] 684.52|C6 H5 O]
102.9984 69.68
110.0364| 110.0362 -1.33] 79.47|C6 H6 02
121.0086 61.98
125.0599| 125.0597 -1.62] 259.75|C7 H9 02
153.0544 280.39

L’étude du spectre RMN 'H (Spectre 2 & Tableau 1V.3) de ce composé 1 a permis de
mettre en évidence dans la région aromatique la présence de 3 protons résonant a oy 7,43 ;
7,42 et 7,04 ppm sous forme d’un doublet de doublets (/= 9,0 ; 1,8 Hz), d’un doublet (/= 1,8
Hz) et d’un doublet (J = 9,0 Hz), respectivement. Ces constantes de couplage sont en faveur
d’un noyau aromatique tri-substitu¢ dans les positions 1, 3 et 4. De ce fait :

Le 1% signal est attribuable a H-6.
Le second est attribuable a H-2.
Le 3°™ est attribuable a H-5.

Ce spectre montre également un signal d’intégration 3H a dy 3,98 ppm
attribuable a un groupement méthoxyle et un signal sous forme d’un singulet d’intégration
1H, a oy 9,83 ppm caractéristique d’un groupement aldéhyde.

En tenant compte des résultats la spectrométrie de masse et notamment la
formule brute, il apparait clairement que cette molécule n’est autre que le benzaldé¢hyde
substitu¢ par un groupement méthoxyle et un groupement hydroxyle. La présence de ce
groupement hydroxyle et d’ailleurs claire sur le spectre RMN'H qui montre la présence d’un
singulet large d’intégration 1H a oy = 6,26 ppm ainsi que les données de la spectrométrie en
tandem (MS/MS). Le carbone du groupement formyle sera numéroté C-7, quant a celui qui le
porte, il sera numéroté C-1.

L’examen du spectre RMN °C (Spectre 4) et la comparaison avec les données de

la littérature permettent de localiser le carbone C-7 a 190,86 ppm, C-1 a 130,33 ppm, C-2 a
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108,75 ppm, C-3 a 147,05 ppm, C-4 a 151,62 ppm, C-5 a 114,04 ppm, C-6 a 127,45 ppm,
OCHj; a 56,40 ppm [1-3]. Cette analyse a permis également de conclure qu’il s’agit de la

vanilline plutot que I’isovanilline (Figure IV-1).

Figure IV-2: Vanilline

Ipo-0705-2H3-3 ¥ 8 gs & 6000
I 'S |
5500
5000
4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000
|
|
500
[ | W Y, |-._);; N S ﬂJIlL_—..«.. Lo
T Tt i T
g & 48 B g o
a IR = B
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 85 8.0 75 7.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25
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Toutes les données de RMN 'H et '*C sont reportées dans le tableau V.3

Tableau IV.3: Les données spectroscopiques de la RMN®&¢) (CDCl,, 300 MHz) du Vanilline

"H | Intégration | § (ppm) | Multiplicité | J (Hz) Bc* | & (ppm)
H-7 1 9,83 s / 7 190,86
H-6 1 7,43 dd 9,0;1,8 4 151,62
H-2 1 7,42 d 1,8 3 147,05
H-5 1 7,04 d 9,0 1 130,33
4-OH 1 6,62 brs / 6 127,45
OCH3-3 3 3,98 s / 5 114,04
/ / / / / 2 108,75

/ / / / / OCHs-3 | 56,40

Cette molécule est également connue sous les noms :

v Benzaldehyde, 4-hydroxy-3-methoxy- ; Vanillin (8CI); 4-Formyl-2-methoxyphenol;

v 2-Methoxy-4-formylphenol;  3-Methoxy-4-hydroxybenzaldehyde;  4-Hydroxy-3-
methoxy-benzyldehyde; 4-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyde; 4-Hydroxy-5-
methoxybenzaldehyde; p-Hydroxy-m-methoxybenzaldehyde; p-Vanillin.

v 4-Hydroxy-m-anisaldehyde; H 0264; Lioxin; NPLC 0145; Rhovanil; Vanillaldehyde;
Vanillic aldehyde; Vanillum; m-Methoxy-p-hydroxybenzaldehyde.

Cette molécule a été aussi isolé de: Zingiber zerumbet [4], Anacyclus cyrtolepidioides [5],

Saccocalyx satureioides Coss. & Dur. [6].
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IV.3. Elucidation structurale du composé 2 (ZH6-3)

Le composé 2 se présente sous forme de poudre de couleur blanchétre, soluble dans le
chloroforme et le dichlorométhane; point de fusion (PF) = 103°C.
[a] 3= -17,27° (EtOH, ¢ 0,145 g/100 mL).

Le spectre de masse a haute résolution enregistré en mode électronébulisation positive
(HRESI-QTOF-MS positive)  (Spectre 5 & Tableau IV.6) montre des pics quasi-
moléculaires correspondant a des ions adduits a :

m/z = 373,1655 [M+H]" (calculé pour Cy;H,506: 373,1646) ;

m/z = 395,1478 [M+Na]" (calculé pour Cy;H»40sNa: 395,1467) ;

m/z = 390,1932 [M+NH4]" (calculé pour CyH,gOsN: 390,1967). La masse exacte
mesurée apparait a m/z = 372,1569 (calculée pour C,;H,406 372,1577) (Tableau I1V.6 ; Figure
IV.3; Tableau IV.6-1).

Ces données permettent de déduire une formule brute C,;H,406 et par conséquent la présence
de 10 degrés d’instauration dans cette molécule. L’examen du spectre (HRESI-QTOF-MS/MS
positive) (Spectre 5-1& Tableau 1V.6-2) montre un pic fragment a m/z = 355,1540
correspondant a [M+ H-H,O]" signifiant la présence d’un groupement OH dans cette

molécule.
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x10 6

Tableau 1V.6: Données correspondant au calcul de la masse exacte du composé 2

Compound Table

O =<4 N W s O
PR N S T A A

MFG Diff
Compound Label | RT Mass Formula |[MFG Formula | (ppm) | DB Formula
Cpd 1: C21 H24 06| 0.232| 372.1577 | (21 H24 06 | C21 H24 06 -1.21 C21 H24 06
Compound Label m/z RT Algorithm Mass

Cpd 1: C21 H24 06 390.1932 10.232  Infusion Molecular 372.1577

Feature Extractor

Cpd 1: C21 H24 O6: +ESI EIC(373.1656, 374.1691, 390.1932, 391.1955 ...) Scan Frag=110.0V 0..
1 1

[
/

0.1

03

0.4 0.5 0.6 0.7
Counts vs. Acquisition Time (min)

02 08 0.9 1

Figure IV.3 : Amas isotopique du composeé 2

x105

Cpd 1: C21 H24 O6: +ESI MFE Spectrum (0.216-0.249 min) Frag=110.0V 01 lZHFG-SlﬂI

390.1932

(M+NH4)+

373.1656
M-+H)+
|I HI 1

345 350 355 360 365 370 375 380 385 390 395 400 405 410 415 420 425
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Spectre 5 : HRESI-QTOF-MS (+) du composé 2 (ZH6-3)

Tableau 1V.6-1 : Données du spectre HRESI-QTOF-MS (+) du composé 2
MS Spectrum Peak List
m/z z | Abund |Ion

373.1656| 1 | 70278.48|(M+H)+

374.1691] 1 | 14515.97|(M+H)+

390.1932| 1 |422283.94|(M+NH4)+

391.1955] 1 | 93381.75|(M+NH4)+

392.1983] 1 12878 |(M+NH4)+

395.1478| 1 | 17333.83|(M+Na)+
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MSMS Spectrum
x10 4 |Cpd 1: C21 H24 O6: +ESI Product lon (0.121-0.400 min, 33 Scans) Frag=110.0V (380.1923[z=1] -..
5 137.0597
44
y
373.1655
24 [M+ H-H:0] .
14 237.1125 B55.154
0 A O DN DU TR A A

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Spectres 5-1: Spectre HR-ESIMS/MS/MS (+) du composé 2

Tableau 1V.6-2 : Données du spectre HRESI-QTOF-MS/MS (+) du composé 2

MS/MS Spectrum Peak List

m/z Calc m/z | Diff (ppm) Abund |Formula
122.0363 122.0362 -0.56| 2710.18|C7 Ho6 02
137.0597 137.0597 0.28| 47286.83|C8B HI 02
151.0753 151.0754 0.63] 4931.17|C9 H1102
177.0907 177.091 1.991 4856.79|C11 H13 02
237.1125 237.1121 -1.74| 2418.48|C13 H17 04
305.1177 6715.18
323.1284 2701.43
337.1447 337.1493 13.76] 3054.37
355.1556 355.154 4.4 9773.7|C21 H23 05
373.1655 373.1646 -2.56| 17530.79|C21 H25 06
390.1915 3746.38

L’examen des spectres de RMN*C, DEPT 135 (Spectres 6 & 7) confirme la présence
de 21 atomes de carbone que nous pouvons repartir comme suit :

v’ Sept carbones quaternaires (7 Cq) dont :

- 4 carbones aromatiques oxygénés a 6 = 149,24 ; 148,05 ; 146,91 et 144,76 ppm.

- 2 carbones aromatiques non oxygénés a 6= 130,65 ppm et 129,72 ppm.

- 1 carbone a 6= 178,96 ppm caractéristique d’un carbonyle d’une y-lactone a,

[-saturée ou d’une fonction acide d’apres la valeur de son déplacement chimique.

v Huit groupements méthynes (8 CH) dont :

- 6 aromatiques a $=122,32 ;120,80 ; 114,31 ; 111,97 ; 111,71 ; 111,48 ppm.

- 2 hybridés sp® et non oxygénés a 5 = 46,82 et 41,14 ppm.
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v Trois groupements méthylénes (CH,) hybridés sp dont :
- 1 oxygéné a 6 = 71,53 ppm, la valeur du déplacement chimique de ce groupement
CH; oriente vers un CH, de fermeture d’une y-lactone ce qui exclut la présence de la
fonction acide de cette molécule.
- 2 non oxygénés a 6 = 38,42 ppm et 34,74 ppm.

v’ Trois groupements méthyles (3 CHj), vu la valeur de leurs déplacements s (&=

56,12 ppm; 6= 56,07 ppm et 6= 56,02 ppm), il s’agit de 3 groupements méthoxyles).

/ 3CH; — 3 OCHjsselon lavaleur de 3¢
— 6 (SP?): (aromatiques)

8CH — 3 o
—» 2 (SP”): (non oxygénés)
—»1 (SP%): (oxygéné) —CH,O— ; 8¢ = 71,53 ppm ; valeur
21 C 3CH caractéristique d’un méthyléne de fermeture d’une y-lactone
2 —
L 2 (SP%: (non oxygénés)

— 4 (aromatiques oxygénés)
7Cy — > 2 (aromatiques non oxygenes)
—» 1 C=0 d’une y-lactone o, B-saturée

Schéma IV.1 : Résumé des données de la RMN **C et DEPT 135 du composé 2

Ces données orientent vers la présence dans cette molécule, de deux noyaux
aromatiques portant trois groupements méthoxyles et un groupement hydroxyle dont la

présence a été détecté par spectrométrie de masse.
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Vu les valeurs des déplacements chimiques des carbones (Spectre 6) autres que ceux
des deux phényles, la y-lactone a, B-saturée signalée dans cette molécule ne
peut effectivement avoir comme point de fermeture que le groupement méthyléne
adc =71,53 ppm.

Vu la formule brute de cette molécule C,;H,4Oget la présence de trois groupement
méthoxyles et un groupement hydroxyle, il apparait clairement que le squelette de cette
molécule admet comme formule brute C;gH140,. Par ailleurs nos données montrant la
présence de 2 noyaux aromatiques et la présence de 6 groupements carbonés dont ceux
faisant partie de la y-lactone a, B-saturée orientent vers un squelette de type (Cs-C3), soit donc
un squelette résultant de la combinaison de deux acides phénoliques et donc un lignane. La
présence de la y-lactone a, B-saturée indique donc que cette molécule est un lignane de type

dibenzylbutyrolactone (Schéma 1V.2) [8].

Schéma IV.2: squelette d’un lignane de type dibenzylbutyrolactone
Le spectre RMN'H de cette molécule et ses étalements (Spectres 8, 8-1, 8-2, 8-3) montre :

- Deux signaux sous forme de doublet de doublets d’intégration 1H chacun a

oy =412 ppm (J=9,0; 7,4 Hz)eta oy = 3,87 ppm (J = 9,0; 7,6 Hz), ces deux

protons correlent sur le spectre HSQC (Spectre 9 ; 9-1) au carbone du méthyléne a
dc = 71,53 ppm. Sachant que ce carbone n’est autre que le carbone de fermeture de 1la y-lactone a, -
saturée et tenant compte de la numérotation propre aux lignanes de ce type, ces deux protons sont
attribués aux noyaux H-9a et H-9b et par conséquent le carbone qui les porte sera attribué au C-9. Sur
le spectre RMN™H et ses étalement (Spectre 8 ; 8-1; 8-2; 8-3) et grace au spectre HSQC
(Spectre 8) on observe bien la présence :
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- Un signal sous forme de multiplet d’intégration 1H a oy = 2,46 ppm. Ce proton
correle sur le spectre HSQC au carbone a o¢c = 41,14 ppm et sur le spectre COSY
(Spectre 10) aux deux protons H-9a et H-9b. Cette observation permet d’attribuer ce
proton au noyau H-8 du lignane en question, le carbone a d¢c = 41,14 ppm sera donc

attribué a C-8.
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Spectre 10 : Expérience COSY (600 MHz, CDCls, 8ypm), étalement du composé 2

- Deux signaux d’intégration 1H chacun, le premier sous forme de doublet de doublets
a oy = 2,61 ppm (J = 14,7; 7,4 Hz) et le second a oy = 2,52 ppm sous forme de
multiplet. Ces deux protons correlent sur le spectre HSQC (spectre 8-2) au carbone du
méthyléne a ¢ = 38,42 ppm et sur le spectre COSY au proton H-8, cette donnée

permet d’attribuer ces deux protons aux noyaux H-7a et H-7b.
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- Un signal d’intégration 1H sous forme de multiplet a oy = 2,54 ppm (6¢c = 46,82 ppm,
HSQC). Le proton relatif a ce signal correle sur le spectre COSY (spectre 10) au
proton H-8. Cette donnée permet d’attribuer H-8” du lignane en question, sachant que

pour ce type de molécule, la jonction entre les deux acides phénoliques se fait par le

| || H-T

I L M e

C-?% paled] 8c=3474 ppm
dc=3842
7 -, 'E',e‘c 42 ppm

- § 40
- =53¢+ 41,14 ppm
Fas
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sa
|
: lss =

T T T T T T T T T T T T T
36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 124
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47 46 45 44 43 42 41 40 3% 3B 37

Spectre 9-2: Expérience HSQC (150 MHz, CDCls, 8ym), étalement du composé 2

biais d’une liaison reliant C-8 a C-8’[8].

- Deux signaux sous forme de doublet de doublets d’intégration 1H chacun, le premier

aodp=2,92ppm (J=14,1; 5,3 Hz) et le second a 6y=2,89 ppm (J= 14,1 ;7,1 Hz),
Ces deux protons correlent sur le spectre HSQC au carbone du méthyléne a

dc = 34,74 ppm et sur le spectre COSY au proton H-8’, cette donnée permet de les

affecter aux noyaux H-7’a et H-7’b.
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Spectre 9-3: Expérience HSQC (150 MHz, CDCls, ypm) du composé 2.

Sur le spectre relatif a 1’expérience HMBC (Spectre 11) les deux protons H-9 montrent les
taches de corrélation avec le carbone du carbonyle de la y-lactone confirmant ainsi son point
de fermeture en C-9. Toujours sur le méme spectre les protons H-7’a, H-7’b, H-8 et H-
8’montrent également des taches de corrélation avec le carbone de ce carbonyle, confirmant
ainsi le cycle y-lactonique.
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Spectre 11: Expérience HMBC (600 MHz, CDCls, 8ypm) du composé 2.
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Par ailleurs ce spectre HMBC (Spectre 11-1) montre les taches de corrélation entre
le proton H-8 et le carbone aromatique quaternaire & d¢c = 130,65 ppm permettant ainsi
son attribution au carbone C-1 du premier noyau aromatique du lignane. Toujours sur le
méme spectre les protons H-7a et H-7b montrent des taches de corrélation nettes avec les
deux carbones des méthynes aromatiques a 6c = 111,71 ppm et &c =120,80 ppm. Sur le
spectre relatif a ’expérience HSQC, le carbone a 6¢c =111,71 ppm corréle avec le proton
résonant sous forme d’un doublet a 6,44 ppm (d, J = 1,7 Hz) et la carbone a 6c =120,80 ppm
correle avec le proton résonant sous forme d’un doublet de doublets a 6,53 ppm
(dd, J=8,1; 1,7 Hz). Ces données permettent d’une part d’attribuer ces deux protons aux
H-2 et H-6 de ce noyau aromatique respectivement et d’autre part de déduire que ce

noyau aromatique est substitué en C-3 et C-4.
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i Tl NAINITY
"l'rl..' | |_,||||||‘r| l'”l.l'-'lu I IJ“I||I|L, '.ull, ook
o »._,._ e . (W v ~ o ;H
20131201-gHMBCAD_01
L. Pottier ZH6-3, o e e BN S e Lo
2mg CDCI3 Shigemi_ _ I p—— r
25C_HMBC 8Hz Iso
centar f2= 4.50ppm L
centar f1= 95.16ppm Fso
vs2d=1000 [
— - 70
80
oo
100
. £
——— — =—={ H-7a,C-3 11,71ppm 102
=
........ m—— =~ =| H-7b,C-4 [120.30ppm tuo
f
R G- e e YT T 130,65 ppm
140
150
160
170
p— - 150
——————7———7———7————— T T T T
300 295 290 285 280 275 270 265 260 255 250 245 240 235 230
2 (ppm)

Spectre 11-1: Expérience HMBC (600 MHz, CDCls, 8ppm), étalement du composé 2.

En effet et toujours sur le spectre HMBC les deux protons H-2 et H-6 montrent une
tache de corrélation avec le carbone quaternaire aromatique a é¢c = 146,91 ppm attribuable
au carbone C-4, la valeur de son déplacement chimique indique qu’il est oxygéné. Cette

oxygénation est claire sur le spectre HMBC car ce carbone montre une tache de corrélation
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avec les protons du groupement méthoxyle a 6y = 3,83 ppm indiquant ainsi que ce carbone est
méthoxylé. Le proton H-5 de ce noyau aromatique est localisé a 6y = 6,72 ppm (d, J = 8,1 Hz)
grace a sa corrélation sur le spectre COSY (Spectre 10-1) avec H-6. Le spectre HSQC permet
la localisation de C-5 a 6c = 111,48 ppm.

1 (pgen)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
G2 AWM AW &B GM &2 6M B GH G SR 4K AW 6% A% A2 6N 68 546 em
(e

Spectre 10-1 : Expérience COSY (600 MHz, CDClg, 8;pm), étalement du composé 2.

Figure 1V.3.1 : Structure partielle du composé 2.

L’attribution de ce proton (H-5) permet la localisation de C-3 de ce noyau aromatique a d¢
=149,24 ppm grace a leur tache de corrélation relevée sur le spectre relatif a 1’expérience
HMBC. Ce carbone C-3 montre une tache de corrélation avec les protons du méthoxyle a oy
= 3,79 ppm indiquant egalement sa méthoxylation.

- 137 -



Chapitre IV

Résultats & discussions (élucidations structurales)

(o] 3
b
H-5
55““ 7aTh 7a 8 b8
d L #-OH 9% 98
& R . . e .
30
4 e '¢ -
i wie :so
- | 3
" — -‘7‘]
60
Lo
-—wu
F == bo &
r =
p— o 120
. [0
AR 5 C- 3 -—141
A, 149,24 ppm !
:lﬁﬂ
;170
ol - bl e [oo
-—l'II
?EI BB 66 64 62 GU STE 5‘6 5‘-‘- 52 5.0 4.8 4!6 44 42 40 JIE 3'6 3‘4 32 30 28 6 24 2.2
12 (ppm)
Spectre 11-2: Expérience HMBC (600 MHz, CDClj, 8ppm), étalement du composé 2.
H-5 H-5 (d,J=17Hz H-2
| |
| |1 I‘ ne |f| | ne " l
“I J‘I | { Il ll oA .'M'. .'m'u il .‘I \
AV S AN S VA ' U A D N
(dd,J=8,1;1,7Hz
[-108
110
.
{114
116
18§
a8
=]
[F120
12

6,59 ppm

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
688 6B6 684 662 680 678 676 674 672 670 666 666 i 6,62ppm F.s& 656 654 652 650 648 646 64 642 640 638

Un retour vers le spectre HMBC permet de relever une tache de corrélation entre le proton

H-8 et le carbone aromatique quaternaire & d¢c = 129,72 ppm permettant ainsi son attribution

Spectre 9-3: Expérience HSQC (600 MHz, CDCls, y5m), étalement du composé 2.

au carbone C-1’ du deuxiéme noyau aromatique. Toujours sur le méme spectre les protons

H-7’a et H-7’b montrent des taches de corrélation nettes avec les deux carbones des
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méthynes aromatiques a 6c = 111,97 ppm et o6c =122,32 ppm. Sur le spectre relatif a
I’expérience HSQC, le carbone a 6c =111,97 ppm correle avec le proton résonant sous forme
d’un doublet a 6,62 ppm (d, J = 1,7 Hz) et la carbone a éc =122,32 ppm corréle avec le
proton résonant sous forme d’un doublet de doublets a 6,59 ppm (dd, J =7,9; 1,7 Hz).

Ces données permettent d’une part d’attribuer ces deux protons aux H-2’ et H-6’
de ce noyau aromatique respectivement et d’autre part de déduire que ce noyau aromatique et
substitué en C-3’ et C-4".
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Spectre 11-3: Expérience HMBC (600 MHz, CDCls, 8ppm), étalement du composé 2.

Le proton H-5" de ce noyau aromatique est attribué au signal a 6y = 6,72 ppm (d, J = 8,1 Hz)
grace a sa corrélation sur le spectre COSY (Spectre 10-1) avec H-6’. Le carbone C-5’
apparait a 6c = 114,31ppm (HSQC).

La substitution des positions C-3” et C-4’ est établie par le biais du spectre HMBC ou
les deux protons H-2’ et H-6" montrent une tache de corrélation avec le carbone quaternaire
aromatique a oc = 144,76 ppm attribuable au carbone C-4’, la valeur de son déplacement
chimique indique qu’il est oxygéné. Toujours sur le méme spectre ce carbone C-4’ ne montre

aucune corrélation avec les protons du groupement méthoxyle restant (64 =3,80 ppm ; o¢c =
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56,07 ppm). Cette observation permet de placer le groupement hydroxyle en cette postion (C-
4”). De ce fait la position C-3” sera occupée par ce dernier méthoxyle. La méthoxylation de
C-3’ est appuyée par la valeur de son déplacement chimique (d¢c = 148,05 ppm) et surtout par
la tache de corrélation observée sur le spectre HMBC entre les protons du méthoxyle résonant

a oy =3,83 ppm et ce carbone (Spectre 11-4).
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Spectre 9-4: Expérience HSQC (600 MHz, CDCls, 8ppm), étalement du composeé 2.
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La position des méthoxyles en C-3 & C-4 est confirmée par I’analyse du spectre
ROESY (spectre 11) qui montre des corrélations nettes du méthoxyle a 6y = 3,79 ppm avec
H-2 (0 = 6,44 ppm; d; J = 1,7 Hz) indiquant qu’il est en C-3 (6¢c = 149,24 ppm). Le
méthoxyle a dy = 3,80 ppm, donne une tache de corrélation avec H-5 (64 = 6,72 ppm; d; J = 6,8
Hz) confirmant son positionnement en C-4. Le méthoxyle a 64 = 3,83 ppm montrant une

corrélation nette avec le proton H-2’ (64 = 6,62 ppm ; d ; J = 1,7 Hz) et donc bien en position

C-3
CH,0 ;
)
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Spectre 12 : Expérience ROESY (600 MHz, CDCls, 3y,m), étalement du composé 2.

L’ensemble de ces données reportées dans le tableau 1V.7 meéne a la structure plane reportée

dans la Figure 1V.4.
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Figure 1V.4 : Structure plane du composé 2.

En matiére de stéréochimie, il est connu selon la biogénése des lignanes de type
dibenzylbutyrolactones qu’aprés oxydation, lactonisation (voir chapitre I1), les protons : H-8
et H-8” adoptent des orientations o et  respectivement [8]. De ce fait, nous pouvons définir

une configuration (8R, 8’R) pour cette molécule.

L’examen du spectre ROESY (Spectre 12) permet alors de définir les orientations o
ou B des protons H-9a et H-9b. En effet, ce spectre montre une tache de corrélation nette
entre le proton H-8’ (84 = 2,54 ppm ; m) et H-9b (64 = 3,87 ppm, dd, J =9,0; 7,6 Hz) ce qui
permet alors, d’affecter I’orientation § au H-9b et o au H-9a (Figure 1V.6).

La mesure du pouvoir rotatoire spécifique de cette molécule effectuer a 20°C en utilisant la
longueur de la raie D du sodium (A = 589 nm) dans I’éthanol a donné la valeur [o]3°= -17,27°
(EtOH, ¢ 0,145 @¢/100 mL). Le signe du pouvoir rotatoire ainsi que toutes les données

spectroscopiques sont reportés dans le tableau (Tableau IV.7).

Les données relatives aux spectres de RMN *C et DEPT-135 de ce composé sont
reportées dans les (Spectre 13 & 13-1).
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Spectre 13 : RMN™C 153 (150 MHz, CDCls, 8,,), (attribution) du composé 2.
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Spectre 13-1 : Expérience DEPT 153 (150 MHz, CDCls, 8yom), (attribution) du composé 2.
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Tableau IV.7 : Les données relatives aux spectres de RMN *H et **C du composé 2.

H intégration | &y (ppm) | Multiplicité J (Hz) Ber 3¢ (ppm) D;;g:;f

H-5’ 1 6,80 d 7,9 9’ 178,96 C=0
H-5 1 6,72 d 8,1 3 149,24 C
H-2’ 1 6,62 d 1,7 3 148,05 C
H-6 1 6,59 dd (7.9:1,7) 4 146,91 C
H-6 1 6,53 dd 8,1;1,7) 4’ 144,76 C
H-2 1 6,44 d 1.7 1 130,65 C
4°-OH 1 5.50 brs - 1’ 129,72 C
H-9a 1 4,12 dd (9,0; 7,4) 6’ 122,32 CH
H-9B 1 3,87 dd (9,0; 7,6) 6 120,80 CH
OCH;-3° 3 3,83 S - 5 114,31 CH
OCH;-4 3 3,80 S - 2’ 111,97 CH
OCHgs-3 3 3,79 S - 2 111,71 CH
H-7’a 1 2,92 dd (14,1; 5,3) 5 111,48 CH
H-7'b 1 2,89 dd (14,1, 7,1) 9 71,53 CH,

H-7a 1 2,61 dd (14,7;7,4) OCH;-4 56,12 OCH;

H-8’ 1 2,54 m - OCHs-3’ 56,07 OCH;

H-7b 1 2,52 m* - OCHs5-3 56,02 OCH;
H-8 1 2,46 m - 8’ 46,82 CH

- - - - - 8 41,14 CH

- - - - - 7 38,42 CH,

- - - - - 7 34,74 CH,

YRMN *3C (150 MHz, CDCl3) & (ppm) ; ® (600 MHz, CDCls) & (ppm).
m* : Partiellement chevauché par le signal H-8 '.
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L’ensemble de ces données menent a la structure reportée dans la Figure IV.6 c’est la

(-)- Arctigenine.

Figure IV.5 : (-)- Arctigenine
La molécule est également connue sous les noms suivants selon IUPAC :

v 2(3H)-Furanone, 4-[(3,4-dimethoxyphenyl)methyl]dihydro-3-[(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)methyl]-;

v" (3R,4R)-2(3H)-Furanone, 4-[(3,4-dimethoxyphenyl)methyl]dihydro-3-[(4-hydroxy-3-

methoxyphenyl)methyl]-;

(3R-trans)-;

(-)-Arctigenine;

Arctigenin Deleted CAS Registry Numbers: 26687-78-5, 41328-87-4.

ANANEN

I1 s’agit de I’arctigénine, un lignane de type diarylbutyrolactone. Il a été isolé pour la

premiere fois en 1929 [9] avec son glucoside (arctiine) par les semences de Arctium lappa L.
[10,11].

Par la suite, il a été aussi isolé de: Onopordon acaulon [12] ,Cupressus lusitanica [13],
Ipomoea cairica [14]. Arctium lappa [15], Trachelospermum asiaticum var. indicu [16],
Trachelospermum axillare. [17] , Carthamus tinctorius [18], Cynara cardunculus [19],
Forsythia intermedia [20], Jurinella moschus [21], Saussurea medusa [22] et de Carduus
micropterus ssp. persinospus [23] .

Chez le genre Centaurea il a été isolé de plusieurs Centaurées comme Centaurea
sphaerocephala ssp. [24]; Centaurea pullata & Centaurea grisebachii ssp. [25]. C. cuneifolia
[26] ,Centaurea dimorpha [27], C. glomerata [28], C. tweediei [29], C. calcitrapa [30], C.
macrocephala [31], C. dealbata [32], C. regia [33].
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IV.4. Elucidation structurale du composé 3 (ZH6-4)

5 6 0
HO 4 - 7
—/  0—CH,
3

Le composé 3 se présente sous forme de poudre blanche, soluble dans le chloroforme
et le dichlorométhane , son point de fusion (PF) = 128°C.

L’examen du spectre de masse a haute résolution en mode electrospray postif HRESI-
QTOF-MS (Spectres 14 et Tableau IV.8) du composé 3 montre des pics quasi-moléculaires
a: m/z = 153,0544. correspondant & [M+H]" (calculé pour CgHgOs: 153,0546) ; m/z = 175,
0369 [M+Na]* (calculé pour CgHgOsNa: 175, 0369) ;343,0543 [2M+K]" (calculé pour
C16H1606K: 343,0546); (la masse exacte mesurée : m/z = 152,0472, calculé pour CgHgOs:
152,0473), indiquant une formule brute CgHgO3 ; (Tableau 1V.8 ; Figure 1V.8 ; Tableau

IV.9), soit une molécule renfermant 5 insaturations.

L’examen du spectre HRESI-QTOF-MS/MS (Spectre 14-1) montrant les ions
fragments & m/z = 135,0239 correspondant & [M+H-H,0]"; m/z = 121,0289 correspondant
[M+H- CH3OH]*, suggére que ce composé renferme un groupement hydroxyle et un

groupement methoxyle (Tableau V.10 ).

Tableaux 1V.8 : Données du spectre HRESI-QTOF-MS (+) du composé 3, calcul de la masse exacte

Compound Table

Diff
Compound Label | RT Mass | Abund | Formula | Tgt Mass | (ppm) |MFG Formula | DB Formula
Cpd 1: C8 HB 03] 0.153| 152.0472| 41233|C8 H&8 03| 152.0473 -0.76] CBHB O3 C8 HE O3
Compound Label | m/z RT Algorithm Mass

Cpd 1: C3HB O3  153.0544 0.153 Find By Formula |152.0472
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Figure IV.8: Amas isotopique du compose 3
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Spectre 14: Spectre HRESI-QTOF-MS (+) du composé 3

Tableau IV.9 : lons quasi-moléculaires du composé 3

MS Spectrum Peak List

my/z | Calcm/z | Diff(ppm)| z Abund |Formula |Ion
153.0544| 153.0546 -1.58] 1 | 41233.14|CBH903 (M+H)+
154.0583 154.058 1.86] 1 3825.16)CBH903 (M+H)+
155.0631] 155.0598 21.5] 1 697.46|CBH903 (M+H)+
175.0369] 175.0366 1.81] 1 3595.6|CBHENaO3 |(M+Na)+
176.0401 176.04 0.97| 1 405.13|CBHENaO3 |(M+Na)+
343.0543| 343.0578 -10.33| 1 125.56|C16H16K06 [(2ZM+K)+
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Figure IV.8-1 : MS/MS, amas isotopique de ’ion 153,0544 du composé 3
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Spectre 14-1: Spectre HRESI-QTOF-MS/MS (+) du composé 3
Tableau 1V.10 : Liste des pics fragments de 1’ion quasi-moléculaire du composé 3

MS/MS Spectrum Peak List

my/z | Cale my/z | Diff (ppm) |Abund |Formula
59,0136 59.0128 -13.52 83.55|C2 H3 02
60,9878 211.69
65.04 65.0386 -21.76 196.47|C5 HS
68.0179 34.37
70.9803 83.35
72,9876 138.12
73.0661 73.0648 -17.75 33.7|CAHI O
75.0033 143.47
77,0194 12,15
77.039% 77.0386 -13.59 25.1|C6 HS
78.9978 43.99
79.0552 79.0542 -12.64 28.16|06 H7
81.0693 81.0699 7.04 23.17|C6 H2
84,9608 101.52
88.9828 39,12
91,0547 91.0542 -5.23 46.07|C7 H7
53.0134 155.46
93.0342 93.0335 -8.07 132.5|C6 HS O
94.0422 94,0413 -9.25 60.15|C5 HE O
102.9981 74.85
1069915 15.87
107.0289 47.79
107.0486| 107.0491 5.4l 17.33|C7H7 O
109.0649| 109.0e48 -0.64 42.51|C7H2 O
112.0067 46.82
1210289 121.0284 -3.89 312.74|C7 H3 02
135.0239 35.3
153.0545 158.44
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L’examen des spectres de RMN de ce composé, donnent des signaux orientant vers
I’existence d’un squelette phénolique. En effet, I’étude du spectre RMN *H de ce composé 3
et ses étalement (Spectres 15 ; 15-1 ; Tableau 1V.4.11) a permis de mettre en évidence la
présence d’un systtme AA’BB’ caractéristique d’un noyau aromatique para-substitué
notamment les signaux a 6H 7,95 et 6,86 ppm relatifs a 4 protons et résonant sous forme de :

v un faux doublet de triplets (J = 8,9 ; 1,8 Hz) d’intégration 2H a 8H = 7,95 ppm
attribuables a H-2 et H-6 de ce noyau aromatique
v un faux doublet de triplets (J = 8,9 ; 1,8 Hz) d’intégration 2H a 8H = 6,86 ppm

attribuables a H-3 et H-5 de ce noyau aromatique.
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i s 7 T La1000
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32 o CHB 000
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I frnan

Spectre 15 : RMN'H (300 MHz, CDCls, Sppm) du composé 3
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Spectre 15-1 : RMN'H (300 MHz, CDCls, Sppm) dU composé 3, étalement de la zone aromatique

L’examen du spectre RMN **C (Spectres 16 ; Tableau 1V.4.11) confirme ces résultats et permet
d’attribuer le signal & 6¢ = 132,06 ppm aux carbones C-2 et C-6 et le signal a 6¢c = 115,33

ppm aux carbones C-3 et C-5 et montre la présence de 4 autres signaux dont :

- Un groupement méthoxyle a 6c = 52,08 ppm (dx = 3,88 ppm).

- Un carbone quaternaire a 6c =167,08 ppm, dont la valeur du déplacement chimique
indique qu’il s’agit d’un carbonyle d’ester. Vu la présence du méthoxyle
précédemment signalé, il est clair que cette molécule est un benzoate de méthyle.

- Un carbone aromatique quaternaire a d¢ = 159,90 ppm. D’apres la valeur de  son
déplacement chimique, il est clair qu’il est oxygéné. Vu I’attribution du méthoxyle a la
fonction ester, ce carbone ne peut donc étre porteur que du groupement hydroxyle
précédemment signalé, il sera donc numéroté C-4.

- Un carbone aromatique quaternaire a dc = 122,93 ppm ne pouvant étre que le C-1.

Tenant compte de la numérotation usuelle de ce type de composé le carbone du carbonyle

de la fonction ester sera numéroté C-7.

La présence du groupement hydroxyle est confirmé par le spectre proton qui montre un

massif d’intégration 1H a &y = 5,98 ppm caractéristique d’un OH phénolique.
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L’ensemble des données de cette analyse permet de décrire le composé 3 comme étant
le p-hydroxy benzoate de méthyle (Figure V.9) également connu sous le nom du
Paridol [34,35].

Ipo-0625-7ri6-4 5 g 2 8 0 = 2 13000
= a pu o 3 3 =]
| | | | | i
12000
11000
10000
000
35 26
8000
56
0 7000
|
! 6000
T 0=CH,
OCH;-7 5000
I
4000
| 1 3000
' 2000
4 ‘
7 1 1000
o
1000
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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1 (ppm

Spectre 16 : RMN™C (75 MHz, CDClj, 8ypm) du composé 3.

Les données relatives aux spectres de RMN *H et 3C de ce composé sont reportées dans le
Tableau IV.11 :

Tableau IV.11 : Les données spectroscopiques de la RMN®3€) (CDCl;, 300 MHz) du Paridol.

H Intégrat | § (ppm) | Multiplicité | J (Hz) Bcs 8 (ppm)
10N

H-2,H-6 | 2 7,95 d 8,9 7 167,08

H-3,H-5 | 2 6,86 d 8,9 4 159,90

4-OH 1 5,98 brs / 2,6 132,06

OCHs-7 | 3 3,88 S / 1 122,93
3,95 115,33
OCH;-7 | 52,08
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Figure 1V.9: Paridol

Une étude bibliographique que nous avons menée sur cette molécule a montré sa présence
dans le genre Centaurea (Asteraceae) notamment, Centaurea aspera stenophylla [36] et
Centaurea cyanus L.[37]. Cette molécule est utilisée dans les préparations cosmétiques et

pharmaceutiques [38,39].
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IV.5.Elucidation structurale du composé 4 (ZHF8)

Le composé 4 a ¢été isolé sous forme d’aiguilles de couleur jaune, solubles dans le
DMSO son point de fusion PF= 236°C. Selon les valeurs des R, 0,08 et 0,88 obtenues en
chromatographie sur papier (CP ; Whatman N°1) avec AcOH a 15 % et avec le solvant de
Partridge (un systeme peu polaire connu sous le nom de «<BAW», compose de
n-butanol/AcOH/Eau ; 4:1:5, v/v, phase organique, ou les flavonoides aglycones migrent
beaucoup en comparaison avec les glycosides qui possedent des Rf < 0,5 [40,41]),

respectivement , nous constatons clairement qu’il s’agit d’un flavonoide de type aglycone.

Figure IV.10: Structure préliminaire du composé 4

L’examen du spectre de masse a haute résolution en mode électrospray postif HRESI-
QTOF-MS (Spectres :17 ; & Tableau IV.12) du composé 4, montre un pic quasi moléculaire
a m/z = 345,0968 correspondant a [M+H]" (calculé pour CigH1707: 345,0969) et des ions
adduits a m/z = 367,0788 [M+Na]" (calculé pour C1gH1607Na : 367,0788) ; 383,0537 [M+K]"
(calculé pour CigHi07K : 383,0528); 689,1736 [2M+H]" (calculé pour CzgH33014 :
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689,1865) ; 712,1717 [2M+Na]" (calculé pour CssH3,014Na : 712,1718) ; 727,1077 [2M+K]"
(calculé pour C3sH3,014K : 712,1424). Toutes ces données ajoutées a la valeur de la masse
exacte mesurée : 344,0888 (calculée pour CigH1607: 344,0896), indiquent bien une formule

brute C1gH160-, soit une molécule renfermant 11 insaturations.

Cpd 1: C18 H16 OF: # FBF Spectrum (0.101-0.449 min) D&6_ZHFE.d Subtract

L

360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 SBO0 GO0 620 &40 GEO GEO 700 720
Counts vs. Mass-1o-Change (miz)

Spectre 17 : Spectre HR- QTOF-ESIMS (+) du composé 4

Tableau IV.12 : Liste des ions adduits HR- QTOF-ESIMS (+) du composé 4

MS Spectrum Peak List

myz z |Abund Ion
F45.0968| 1 06519.95 |(M+H)+
36,1001 1 17783.01 |(M+H)+
34710221 1 2005.1|(M+H)+
348.1045| 1 476.61|(M+H)+
3620977 1 108.32 |(M+NH4)+
3670788 1 7108.23 |(M+Na)+
368.0818| 1 1484.71 |(M+Na)+
369.087) 1 414.93 [(M+Na)+
383.0537 1 718.38|[(M+K)+
3840562 1 190.96 |(M+K)+
689.1736| 1 98.52 |(2ZM+H)+
706,204 1 120.38|(2M+NH4 )+
711.1687| 1 2075 |(2ZM+Na)+
7121717 1 021.63((2M+Na)+
713.1478| 1 2207.6|(2M+Na)+
7141515 1 84411 ((2M+Na)+
F221077 1 139.48|(2M+K)+
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Tableau IV.13 : Calcul de la masse exacte du composé¢ 4

Diff
Compound Label RT Mass Abund | Formula Tgt Mass | (ppm) [MFG Formula| DB Formula
Cpd 1: C18 H16 OF 0.151 344.0888| 96520 C18 Hi6 O7 344.0896 -2.26| C18H1607 | Cl8Hi6 O7

Compound Label m/z RT Algorithm Mass
& 345.0968 | 0.151 | Find By Formula 344.0888
Exposé a la lumiéere de Wood (A= 365 nm), ce composé montre une fluorescence noir-violette
orientant vers un composé flavonique de type flavone ou flavonol 3-OR. Cette donnée
additionnée aux résultats de la spectrométrie de masse indique un flavonoide comportant 3
méthoxyles et 2 hydroxyles (Figure 1V.11).
L’enregistrement des spectres d’absorption ultraviolette dans le méthanol en

présence de réactifs spécifiques (Spectres 18 : 18-1 a 27-4 & Tableau 1V.14) permet de

relever les observations suivantes :

Le spectre d’absorption ultraviolette enregistré dans le méthanol (Spectre 18-1)
donnant deux bandes d’absorption maximale, & 340 nm (bande 1) et 276 nm (bande 1) oriente
vers la structure d’une flavone.

» J’addition de NaOH (Spectre 18-2) provoquant un déplacement bathochrome de la

bande I (AX =+20 nm) avec un effet hypochrome, indique un 4’-OR.

» J’apparition d’une nouvelle bande a A max = 321 nm dans ce spectre indique la présence

d’un hydroxyle libre en position C-7.

= Un effet bathochrome de la bande | dans le spectre enregistré en présence
d’AlCI3+HCI (Spectre 18-3) par rapport a celui enregistré dans le MeOH (AA=+21nm)

indique la présence d’un OH libre en C-5 avec une oxygénation en position C-6.

= L’ajout de HCI dans I’échantillon contenant AICI3 ne donne aucun changement dans
ce nouveau spectre par rapport a celui enregistré en présence d’AlCls indique

I’absence d’un systéme ortho di-OH dans cette molécule. Ces observations se
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retrouvent bien dans la structure proposé notamment la présence d’un groupement

méthoxyle en C-6 et d’un autre en C-4’.

Figure IV.11 : Structure partielle du composé 4 selon HR- QTOF-ESIMS (+) et UV-Vis

Tableau IV.14 : Données (valeurs; Amax, nm) de la série spectrale UV-Vis du composé 4 (ZHFy)

Réactifs Bande I & max (M) | Bande A max | AL Commentaires

(nm) (nm)
MeOH 340 ik Flavone ou flavonol
1+20 (3-OR)
+NaOH 360, 276 ] 4’-OR, Nouvelle bande a
effet hypochrome 321 nm 7 -OH
+NaOAc 366 277 -_ +1 7—-0H, 6-OR
+NaOAc/H3BO3 357 276 1 /

+AICI3 368 282 5-0OH & 6-OR

+AICI3/HCI 361 283 — 21

Spectre stable avec NaOH aprés 5mn
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3,54 = ZHFs+MeOH
3.5 - = ZHFs +MeOH+NaOH
3.0 551] e ZHFs +MeOH+NaOH+5min
= 25+ i
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é 1.5 § 207
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Spectre 18-1 : Spectre UV-Vis du composé 4 Spectre 18-2 : Spectre UV-Vis du composé 4

(MeOH) (MeOH+NaOH)

e 7HFs +MeOH
ZHFs +MeOH+AICI3
- ZHFs +MeOQH+AICI3+HCI

Absorbance

T T ¥ T Y T T T
250 300 350 400 450 500

L'ongueur d'onde(nm)

Spectre 18-3 : Spectre UV-Vis du composé 4 (MeOH+AICI3) ; MeOH+AICI;+HCI)

= ZHFs +MeOH
——— ZHFs +MeOH+NaOAc
~— ZHFs +MeOH+NaOAc+H3BO3

Acsartence

T T T T T T
250 300 350 400 450 500

L'ongueur d'onde(nm)

Spectre 18-4 : Spectre UV-Vis du composé 4 (MeOH+NaOAc ; MeOH+ NaOAc +H;BOs3)

Spectres 18: Série spectrale UV-Visible du composé 4 (ZHFg)
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L’examen des spectres RMN (RMN-'H) (Spectres 19, 19-1) de ce composé,

montre des signaux qui confirment bien I’existence d’un squelette flavonoide. En effet,

I’examen du spectre relatif a I’expérience HSQC (Spectre 20) montre que le signal

correspondant a un proton a 6y = 13,04 ppm (s) ne corrélant a aucun des carbones de la

molécule est bien attribuable a OH-5.

Par ailleurs, on reléve les sighaux :

- un doublet de doublets (dd) d’intégration 1H, a oy 7,68 ppm (J = 8,5; 2,0 Hz)

attribuable a H-6' du cycle B.
- undoublet (d) d’intégration 1H, a dy =7,56 ppm (J = 2,0Hz) attribuable & H-2’.
- undoublet (d) d’intégration 1H, a 6y =7,13 ppm (J = 8,5Hz) attribuable a H-5'".

- deux singulets (s) d'intégration 1H chacun a 6y = 6,97 ppm et oy = 6,64 attribuables

soit a H-3 et H-6, soit & H-3 et H-8.Cette observation indique qu’il s’agit d’une

flavone.

- trois singulets (s) d’intégration 3H chacun a (64 = 3,88 ; 3,85 ; 3,75) confirmant la

présence des trois groupements méthoxyles (3 OCHys).
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Spectre 19: Spectre RMN 'H (400 MHz, DMSO-d,, Sppm) du composé 4 (ZHFy)
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1 (ppm]}

Spectre 19-1: Spectre RMN 'H (400 MHz, DMSO-d,, Sppm) du composé 4 (ZHFy ), étalement

|

Spectre 20: Spectre HSQC (400 MHz, DMSO-dg, 8,,m) du composé 4 (ZHFy)

> L’examen du spectre relatif a I’expérience COSY (Spectre 21) confirme bien nos
attributions par une tache de corrélation entre le proton H-6’et le proton H-2” (couplage méta)

et une tache de corrélation entre le proton H-6’et le proton H-5" (couplage ortho).

- 159 -



Chapitre IV

Résultats & discussions (élucidation structurale)

o

MSO-d6

W/ \_,___ln_._L.-\_LLLLL_.k._.;

0] 20130521-gDQCOSY_01 41\ ro
21/05/2013 !
3.5 mg in DMSO_d6 :
_Jasceosy | Ly
. y A
5 ) 8
—_——
b}
— L,
£
5 ‘='
L
i 7
=
D e
=3 L
9
95 90 85 80 75 70 65 60 55 S0 45 40 35 30 25 20 15 10 05
12 (ppm)
Spectre 21: COSY (400 MHz, DMSO-dg, 8,pm) du composé 4 (ZHFs)
H-2’
H6 i
i
| (¥
:LI"‘ ',"'OII‘ 'i '
JVY\_____J
o il
/(3_5, ¥ .d6 1
—_— 2s5ct ’ :
— /0) Q)
y §E !
1 I
H 1
I I
! I
! 1
I I
! I
! 1 =
] 1 &
] 1 -
1 1 ]
! I
H I
H i
: ]
——— ! ¢
1 i
) l - I
7 A\
— Z{G—) ----- O ittt e e ity Attty Aottt it
—_—:-_:f} ® gj/ L77
7.'70 7}65 7.'60 7.'55 7.'50 7.'45 7:10 7.’35 7:'50 7.‘25 Z’ZO 7.;.5 7.’10 "
(ppm)

Spectre 21-1: COSY (400 MHz, DMSO-ds, 8ppm) du composé 4 (ZHFy), étalement
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Ainsi, le cycle B de ce flavonoide est substitué¢ dans les positions C-3” et C-4’ (Figure IV.12)

Figure IV.12 : Structure partielle du composé 4

L’examen du spectre relatif a I’expérience HSQC (Spectres 20-1, 20-2) montre que le
proton a &y = 6,64 ppm correle avec le carbone a 3. = 94,33 ppm. La valeur du déplacement
chimique de ce carbone indique qu’il s’agit du C-8. De ce fait, ce proton sera attribué¢ a H-8.
Bien entendu le proton résonant a oy = 6,97 ppm sera attribué a H-3. Ce spectre (HSQC)
permet alors de localiser C-3 a &, = 103,36 ppm. Ce spectre permet ¢galement de localiser

le C-6’ a6, =120,10 ppm, C-5’a 6, = 111,55 ppm, C-2* a 6. = 109,26 ppm.

30CH;
697 | 6,64

| “ | R N

M B B -
gHSQCAD_01 * lss
) in|oMs0_dé
4 160

f1 (ppm)

100

109,26
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115

120
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Spectre 20-1: Spectre HSQC (400 MHz, DMSO-dg, 8;pm) du composé 4 (ZHFy), étalement
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Spectre 20-2: Spectre HSQC (400 MHz, DMSO-d6, dppm) du composé 4 (ZHF8), étalement

Le spectre relatif a I’expérience HMBC (Spectre 21-1) montre une tache de corrélation
nette entre le proton H-8 et le carbone quaternaire a d¢c = 131,11 ppm ne pouvant étre attribué
qu’au C-6. Sur le méme spectre ce carbone (C-6) montre une tache de corrélation avec les
protons du méthoxyle a oy = 3,76 ppm (3. = 59,97 ppm) permettant ainsi de placer ce
méthoxyle en cette position. Toujours sur le méme spectre, les protons H-2’, H-5 et H-6
montrent des taches de corrélation avec le carbone quaternaire aromatique oxygéné a d. =
149,06 ppm ne pouvant étre attribué qu’au C-4’. Ce carbone montre une tache de corrélation
avec les protons du méthoxyle a 6y = 3,85 ppm (6, = 55,88 ppm) permettant ainsi de placer
ce méthoxyle en cette position (C-4’), on observe également des taches de corrélations entre
les protons H-2’ et H-5 et le carbone quaternaire aromatique oxygéné a 6. = 148,84 ppm ne
pouvant étre attribué qu’au C-3°. Ce carbone montre a son tour une tache de corrélation avec
les protons du 3°™ méthoxyle résonant a 8y = 3,88 ppm (8. = 55,76 ppm) permettant ainsi de

placer ce méthoxyle en cette position (C-37).
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Spectre 21-1: Spectre HMBC (400 MHz, DMSO-dg, 8,,m) du composé 4 (ZHFy), étalement

Le spectre HMBC (Spectres 21, 21-3) montre également des taches de corrélations

entre le proton H-8 et le proton du OH-5 et le carbone quaternaire aromatique non oxygéné a

d. = 104,18 ppm que nous pouvons alors attribuer qu’au C-10. Le proton du OH-5 montre

¢galement une corrélation avec le carbone quaternaire aromatique oxygéné a 6. = 152,83 ppm

attribuable au C-5, la corrélation observée entre ce proton et le carbone a 131,11 ppm

confirme I’attribution de C-6. Par ailleurs ce spectre permet de localiser C-9 a o, = 151,96

ppm grace a sa corrélation avec H-8 (Spectre 21-2); C-2 4 8, = 163,26 ppm grace a ses

corrélations avec H-2’, H-6 et H-3 ; C-1" a 8. =118,83 ppm grace a ses corrélations avec H-

2’, H-5’, H-6’et H-3 ; C-7 a &, =157,12 ppm grace a sa corrélation avec H-8 et la valeur de

son déplacement chimique et enfin C-4 a §. =182,01ppm grace a sa corrélation avec H-3 et la

valeur de son déplacement chimique.
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Spectres 21 ; 21-2: Spectre HMBC (400 MHz, DMSO-ds, 8;pm) du composé 4 (ZHFy), étalement
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OH-5

C-6 3131,11 ppm —
]

C-5 152,83 ppm—

Spectre 21-3: Spectre HMBC (400 MHz, DMSO-dg, 8ppm) du composé 4 (ZHFy)

Toute cette analyse meéne a la structure reportée dans la figure (Figure IV.13)

Figure IV.13: Eupatiline

Cette flavone est connue sous le nom d’Eupatiline.

- 165 -



Chapitre IV

Résultats & discussions (élucidation structurale)

L’ensemble des données spectroscopiques de RMN (*H & *3C) sont reportées sur les spectres

correspondants (Spectres 22, 23 et 24) et tableau 1V.15.
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Spectre 22 : Spectre RMN “H (400 MHz, DMSO-ds, 8;pm) du composé 4 (ZHFs)
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Spectre 23 : Spectre RMN"C (100 MHz, DMSO-dg, 8,,r) du composé 4 (ZHF)
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Spectre 24 : Spectre RMN'’C, J mod (100 MHz, DMSO-d,, Sppm) du composé 4 (ZHFys)
Tableau IV.15: Les données spectroscopiques de la RMN'H (DMSO-dg, 300 MHz) de I’Eupatiline.
"H Attribution | Intégration | HMBC" Sy (ppm) | Multiplicité | J (Hz)

5 1H 13,04 Brs /

6’ 1H 1.5 7,68 dd 8,5;2,0

2’ 1H 1,2,4 7,56 d 2.0

5’ 1H 2 7,13 d 8,5

3 1H 1,2,4 6.97 S /

8 1H 9,7, 4 6,64 S /
3’-OCH3 3H 345 3,88 s /
4’-OCH3 3H 6,5,7 3,85 s /
6-OCHj; 3H 3’2’4 3,76 S /
¥ Spectre enregistré & 400 MHz.

L’ensemble de ces données menent a la structure reportée dans la (Figure IV.13), c’est la

Flavone :
v 5,7-dihydroxy-3',4',6-trimethoxy5,7-Dihydroxy-3',4',6-trimethoxyflavone;
v 5,7-Dihydroxy-3',4',6-trimethoxyflavone.
v’ Eupatiline.
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Tableau IV.16: Les données spectroscopiques de la RMN®C (DMSO-ds, 75 MHz) de I’Eupatiline.

cct HSQC* 3 (ppm)
4 C 182,01
2 C 163,26
7 C 157,12
5 C 152,83
9 C 151,96
4 C 149,06
3’ C 148,84
6 C 131,11
I C 118,83
6’ CH (sp°) 120,10
5 CH (sp) 111,55
2’ CH (sp°) 109,26
10 C 104,18
3 CH (sp°) 103,36
8 CH (sp’) 94,33
OCH3-6 CH; (sp°) 59,97
OCH;-4’ CH; (sp°) 55,88
OCH3;-3’ CH; (sp’) 55,76

& Spectre enregistré a 300 MHz.
£ Spectre enregistré a 400 MHz.

Figure IV.13: Eupatiline
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La molécule est également connue sous les noms suivants selon [UPAC :

v Flavone, 5,7-dihydroxy-3',4',6-trimethoxy .
v 5,7-Dihydroxy-3',4',6-trimethoxyflavone;
v Eupatilin; NSC 118413;

v Stillen.

La littérature mentionne la présence de ce flavonoide dans le genre Centaurea
(Asteraceae).
Il a été isolé de: C. calcitrapa [42] ; C. parviflora [43] ; C. spruneri Boiss. & Heldr. [44] ;
C. arenaria [45] ; C. cuneifolia [46]; C.cineraria subsp. Umbrosa [47] ; C. alexandrina [48] ;
C. rothmalerana [49]
Elle a été isolée pour la 1°® fois de I’espece étudiée. Chez la méme famille, cette substance a
été identifiée chez une plante coréenne Artemisia princeps Pampanini [50]. Des propriétés
anti-inflammatoires ont été attribuées a ce flavonoide [51].
Cependant cette molécule était presque inactive contre les enzymes acétylcholinestérase

AChE, alors qu'il a montré une bonne inhibition de la butyrylcholinestérase BChE [52] .
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IV.6. Elucidation structurale du composé 5 (ZH10)

Le composé 5 se présente sous forme de poudre de couleur jaunatre, soluble dans le
méthanol, son point de fusion PF = 237°C. Selon les valeurs des Ry enregistrées sur CCM
(chromatographie sur papier Whatman N°1) avec AcOH a 15 % comme éluant (0,09) et avec
le solvant de Partridge « Phase de Partridge : n-butanol/AcOH/Eau (BAW) 4 :1:5 v/v (0,88)

[53], nous constatons clairement qu’il s’agit d’un flavonoide de type aglycone.

L’examen du spectre de masse a haute résolution en mode electrospray postif HRESI-
QTOF-MS (Spectre 25 et Tableau IV.17) montre un pic quasi moléculaire a m/z = 331,0811
correspondant a [MJrH]+ (calculé pour Ci7H;507: 331,0812) et des pics d’ions adduits a m/z =
353,0625 [MJrNa]+ (calculé pour C7H1407Na: 353,0632) ; 383,0537 [MJrK]+ (calculé pour
CisH1s07K : 383,0528) ; 689,1736 [2M+H]" (calculé pour CisH33014 : 661,1552), 661,1542
[2M+ H]" (calculé pour CsHxO14 : 712,1718); 683,1485 [2M+ Na]™ (calculé pour
C34H23014Na: 683,1371) ; 701,0942 [2M+K]" (calculé pour C34H,3014K: 701,1137); 991,2454
[3M+H]" (calculé pour Cs;Hs302: 991,2291). Le calcul de la masse exacte (Tableau IV.17)
donne m/z = 330,0744, (calculé pour C;7H;407: 330,0740). Toutes ces données sont en faveur
d’une formule brute C;7H,407, soit une molécule renfermant 11 degrés d’insaturation. Exposé
a la lumiere de la lampe de Wood (A = 365 nm), ce composé montre une fluorescence noir-
violette orientant vers un composé flavonique de type flavone ou flavonol 3-OR. Cette donnée
additionnée aux résultats de la spectrométrie de masse indique un flavonoide comportant 2

groupements méthoxyles et 3 groupements hydroxyles.
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MS Spectrum
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Spectre 25: Spectre HRESI-QTOF-MS (+) du composé 5§

Tableau IV.17: Données liste des pics quasi-moléculaires du composé 5

MS Spectrum Peak List

m/z |Calem/z Diff(ppm) | z |Abund Formula Ton
330.0679 330.0734] -16.57 1 774.85|C17H1407 M*+
| 331.0811] 331.0812] 0.3 | 1 | 120519.85]C17H1507 __|(M+H)+ |
331.2843 165114.3
332.0866 332.0846 5.84 1 23690.85 |C17H1507 {M+H)+
333.0905 333.0868 10.93 1 3898.12 |C17H1507 {M+H)+
334.108 334.0895 55.39 1 833.77|C17H1507 {M+H)+
353.0625 353.0632 -1.89 1 1923.55|C17H14Na07 |(M+Na)+
354.0647 354.0666 -3.31 1 573.69 |C17H14Na07 M+Na )+
355.0703 355.0688 4.13 1 879.82 |C17H14Na07  |(M+Na)+
661.1542 661.1552 -1.43 1 134.78 |C34H29014 {2M+H)+
662.1564 662.1586 -3.35 1 97.2|1C34H29014 {2M+H)+
678.1754 678.1817 -0.41 1 109.99 |C34H32N0O14  |{2M+NH4)+
683.1485 683.1371 16.69 1 199.56 [C34H28Na014 |(2M+Na)+
[[699.1204]  699.1111] 26.27 | 1 | _ 1052.58|Ca4H28Kk014 |(2M+K)7|
700.1234 700.1145 12.75 1 444,14 |C34H28K014  |(2ZM+K)+
701.0942 701.1137] -27.93 1 183.25|C34H2BK0O14  |(2M+K)+
991.2454 991.2291 16.38 1 39.54|C51H43021 (3M+H)+
992.2565 992.2325 24.15 1 40.89|C51H43021 {3M+H)+
Tableau I'V.18 : Calcul de la masse exacte du composé 5
Compound Table
Diff
Compound Label RT Mass | Abund Formula |Tgt Mass| (ppm) | MFG Formula | DB Formula
Cpd 1: C17 H14 O7 0.156 330.0744| 129520| C17 H14 O7 | 330.074 1.48 C17 H14 O7 C17 H14 O7
Compound Label | m/z RT Algorithm Mass
Cpd 1: C17 H14 O7 [331.0811  0.156 | Find By Formula 330.0744
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Le spectre d’absorption ultraviolette enregistré dans le méthanol (Spectre 27-1)
donnant deux bandes d’absorption maximale, la bande | & A1 = 346 nm maximale et la bande
Il & Ay = 276 nm oriente vers la structure d’une flavone ou d’un flavonol 3-OR (Figure

IV.14).

Figure IV.14: Structure préliminaire du composé 5

L’enregistrement des spectres d’absorption ultraviolette dans le méthanol en
présence de réactifs spécifiques (Spectres 26-2 a 26-4 et Tableau 1V.21) permet de relever les
observations suivantes :

- L’addition du réactif NaOH, provoquant un déplacement bathochrome de (A\; = + 63nm)
de la bande I, avec un effet hyperchrome indique la présence d’un OH libre en position 4°(4’-
OH) [54]. L apparition d’une nouvelle bande a A max = 332 nm dans ce spectre indique la
présence d’un hydroxyle libre (OH) en position C-7 (7-OH).

- La comparaison du spectre enregistré apres addition de AICI3+HCI et celui enregistré apres
addition de AICI3 ne montrant aucune différence notable (AL = +7 nm) entre les deux
spectres, indique l'absence de groupements ortho di-OH sur le noyau B [54]. La
comparaison du spectre en présence de AICI3+HCI et celui enregistré dans le MeOH montre
un effet bathochrome de la bande | (AA = +15 nm) indiquant la présence d'un OH libre en
position 5 avec une oxygénation en C-6 [55,56].

- Le spectre enregistré de NaOAc montre un faible déplacement bathochrome de la bande II
(AL = +2 nm) confirmant ainsi un OH libre en position C-7 et une oxygénation en C-6 [57].
Le spectre de cet échantillon aprés addition de H3BOs ne montrant aucun déplacement
bathochrome de la bande | par rapport au spectre enregistré dans le MeOH confirme

I’absence de groupements ortho di-OH dans cette molécule.
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» L’ensemble de ces données ménent a la structure partielle reportée dans la Figure IV.14. Nous
pouvons d’ores et déja placer un groupement méthoxyle en C-6 vu les résultats de la
spectrométrie de masse et le fait que cette molécule ne comporte pas de systémes ortho di-

OH.

—— ZH10 +MeOH
——— ZH10 +MeOH+NaOH
S ~ ZH10 +MeOH+NaOH+5min

e [—— ZH:. +MeOH |

2,0—-‘
1.5—-
1,6
1,4
1.2
1.0
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Aosateoe

0,6 -
0.4 -

0,2 ]

0,0
-0,2 -]

T T T T T T
250 300 350 400 450 500

L'ongueur d'onde(nm)

) Spectre 26-2 : Spectre UV-Vis du composé 5
Spectre 26-1 : Spectre UV-Vis du composé 5 (MeOH) (MeOH+NaOH)

— ZH10 +MeOH
— ZH1i0 +MeOH+AICI3
" ZH10 +MeOH+AICI3+HCI

T T T T
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L'ongueur d'onde(nm)

Spectre 26-3 : Spectre UV-Vis du composé 5 (MeOH+AICl;) ; MeOH+AICI3+HCI)

e ZH 30 +MeOH
= ZH: +MeOH+NaOAc
ZH:c +MeOH+NaOAc+H:BO:

Aoeoteron

Spectre 26-4 : Spectre UV-Vis du composé 5 (MeOH+NaOAc ; MeOH+ NaOAc +H;BOs3)

Spectres 26 : Série spectrale UV-Vis du composé 5
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Les résultats obtenus avec les différents réactifs de déplacement sont présentés dans le
Tableau IV.19 & (Figure IV.15).

Tableau IV.19 : Données (valeurs; Amax, nm) de la série spectrale UV-Vis du composé 5 (ZH10)

Réactifs Bande I A max | Bande Il A | AA (nm) Commentaires
(nm) max
(nm)
MeOH 346 276 T ] Flavone ou flavonol (3-OR)
+NaOH 409 276 ]» +63 4’-OH libre,
Nouvelle bande a 332 nm
7-OH
+NaOAcC 366 278 +2 7-OH avec 6-OR
+NaOAc/H3BO3 357 276 ]' /

+AICI3 368 282 +7 Abscence de systeme

+AICI3/HCI 361 283 :I:_.:I-_l.s orthodi-OH ; 6-OR ; 5-OH
Spectre stable avec NaOH aprés 5mn

Figure IV.15: Structure partielle du composé 5 selon les données UV-Vis

L’examen du spectre RMN 'H enregistré a 400 MHz dans CD;0D (Spectre 27) de

ce compos¢, montre qu’il s’agit bien d’un flavonoide de type flavone caractérisé par :

» Un signal d’intégration 2H composé d’un doublet de doublets (dd) a oy 7,54 ppm (J = 8,5 ;

2,0 Hz) partiellement recouvert par un doublet a 6y 7,52 ppm (J = 2,0 Hz). Ces deux noyaux

sont attribuables a H-6' et H-2', respectivement, du cycle B.

» Un doublet (d) d’intégration 1H, a dy = 6,95 ppm (J = 8,5 Hz) attribuable a H-5' du cycle B.
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Deux singulets intégrant chacun pour un proton a oy = 6,66 ppm et &y = 6,60 ppm
attribuables a H-3 et a H-8, respectivement. Ces attributions ont été effectuées sur la base de
I’analyse du spectre HSQC (Spectre 28) ou I’on reléve une corrélation entre le proton a Oy
6,66 ppm et le carbone a ¢ =103,59 ppm dont la valeur du déplacement chimique ne peut
correspondre qu’au C-3 et une corrélation entre le proton a dy 6,60 ppm et le carbone a ¢
95,65 ppm dont la valeur du déplacement chimique est en faveur du C-8.

Deux singulets a dy = 3,96 ppm et & 6y = 3,88 ppm intégrant pour 3 protons chacun
confirmant la présence de deux groupement méthoxyles. Sur le spectre HSQC les protons de

ces méthyles correlent avec les carbones a 6¢c = 56,50 ppm et a dc = 61,04 ppm,

respectivement.
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Spectre 27: RMN'H (400 M Hz, CD;0D, Sppm) du composé 5 (ZH10).
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Spectre 28: HSQC (400 M Hz, CD;0D, 8y,) du composé 5 (ZH10)
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Spectre 28-1: HSQC (400 M Hz, CD;0D, 8,,n) du composé 5 (ZH10), étalement.
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Sur le spectre HMBC (Spectre 29) les protons des méthoxyles a 6y = 3,88 ppm montre
une tache de corrélation avec le carbone a 6¢c = 132,92 ppm, ce carbone ne peut étre attribué
qu’au carbone C-6 du cycle A, vu la valeur de son déplacement chimique et sa corrélation
nette avec le proton H-8 ce qui confirme la méthoxylation de cette molécule en cette position.
Quant aux protons du méthyle a oy = 3,96 ppm ils montrent une tache de corrélation avec le
carbone a d¢ = 149,44 ppm, lequel montre une tache de corrélation avec le proton H-5’. Ces
observations permettent son attribution a C-3” (Spectre 29-1). L’ensemble de ces données
menent a la structure reportée dans la (Figure IV.16). Cette molécule est connue sous le nom

de jacéosidine [43,62].
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:} 20130703-gHMBCAD 01
3 ke 1po-600-ZH10 1o
02/07/2013 ' 3
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E
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160
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Specte 29-1 : Expérience HMBC (400 MHz, CD;0D, 8,,,,) du composé 5 (ZH10), étalement.
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L’analyse combinée des spectres HSQC (Spectres 28 et ses étalements) et HMBC
(Spectres 29 et ses étalements) permet d’attribuer les autres carbones de la molécule

notamment :

v Le C-2"a dc = 110,34 ppm grace a la corrélation avec H-2" 8y (7,52 ppm) sur le
spectre HSQC.

v Le C-6>a dc =121,64 ppm grace a la corrélation avec H-6" 8y (7,54 ppm) sur le
spectre HSQC.

v' Le C-5"a 8¢ =116,91ppm grace a la corrélation avec H-5" 8y (6,95 ppm) sur le spectre
HSQC.

v Le carbone C-4’ a 6¢c =149,06 ppm, grice a ses corrélation avec les trois protons :
H-2’, H-5’ et H-6’ sur le spectre HMBC et la valeur de son déplacement chimique.

v" Le carbone C-1"a 8¢ =123,90 ppm, grice a ses corrélation avec les quatre protons :
H-2’, H-5°, H-6" et H-3 sur le spectre HMBC et la valeur de son déplacement
chimique.

v Le carbone C-2 a 8¢ =166,36 ppm, grice a ses corrélation avec les trois protons : H-2,
H-6" et H-3 sur le spectre HMBC et la valeur de son déplacement chimique.

v Le carbone C-10 a ¢ =105,58 ppm, grice a ses corrélation avec les deux protons : H-
8 et H-3 sur le spectre HMBC et la valeur de son déplacement chimique.

v Le carbone C-7 a 8¢ =158,92 ppm, grace a sa corrélation avec le proton H-8 sur le
spectre HMBC et la valeur de son déplacement chimique.

v Le carbone C-9 a 8¢ =154,70 ppm, grace a sa corrélation avec le proton H-8 sur le
spectre HMBC et la valeur de son déplacement chimique.

v Le carbone quaternaire aromatique oxygéné restant résonant a 3¢ =154,83 ppm sera

par conséquent attribué a C-5.

- 178 -



Chapitre IV

Résultats & discussions (élucidation structurale)

OCH3
OCH3
o CD5OD
HS |
H-6 et ‘
A J I\ AA_
130703-gHMBCAD_01
o 600-ZH10 L40
o 2/07/2013 '
aé - ] Lso
O
60
70
80
90
‘ 100
110 g
: 87 , 120
| 1
V +t o
& 3 Lo
N T .l
' 160
|
' -170
. 180
T T | Ge e wew aa P e U o PN sewy e o P cmew fome r gend st o s gem ed e [ owe am iomy e ~190
722 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40
12 (ppm)
Spectre 29 : Expérience HMBC (400 MHz, CD;0D, ;) du composé 5 (ZH10), étalement.
o OCH»
OCH2
Bl .
T as Hs
‘ [ I
A § [ I AN .
L30703-gHMMECAD 0} :
Emﬂuu I Lso
72013 ; '
_— » Semg [ ] =)
ne ;
§ red
: k7o
i Leo
| Hea
i F100
il I Lo B
: =
: (e | i 8 e
ES L R S — e ) b
i, ! L
149,44 —— b 3
Shacd§ ' IR INEE IR .1 BOE T"-"“"--"-“"“-“--““-“-“---“-““-“-““'l k150
' i [0
i ]
} : L170
. 180
=190
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
78 76 TA 7 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 458 46 44 42 40
2 (ppm)

Spectre 29-2 : Expérience HMBC (400 MHz, CD;0D, §,;,m) du composé S (ZH10)
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Toutes les données de la spectroscopie RMN (*H & *3C) sont reportées sur les spectres
correspondant (Spectres 30, 31) et dans le tableau 1V.20.
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Tableau IV.20: Les données spectroscopiques de la RMN*C (DMSO-dg, 300 MHz) du composé 5 jacéosidine

Spectre 32: RMN'H (400 MHz, CD;0D, dppm) du composé 5 (ZH10, étalement

Bk HSQC* 3 (ppm) 'H Intégration | 5 (ppm) Multiplicité
Attribution

4 C 184,21 H-6’ 1H 7,54 dd
2 C 166,36 H-2’ 1H 7,52 d
7 C 158,92 H-5 1H 6,95 d
5 C 154,83 H-8 1H 6,66 s
9 C 154,70 H-3 1H 6,60 s
4 C 151,70 | OCH;-3’ 3H 3,96 s
3 C 149, 44 OCH;-6 3H 3,88 s
6 C 132,92 - - - -
I C 123,90 - - - -
6’ CH (sp) | 121,64 - - - -
5 CH (sp’) | 116,91 - - - -
2’ CH (sp’) | 110,34 - - - -
10 C 105,58 - - - -
3 CH (sp’) | 103,59 - - - -
8 CH (sp’) | 95,65 - - - -

OCHs-6 | CH; 61,04 - - - -

OCH:-3’ | CH; 56,50 - - - -

&, Spectre enregistré a 300 MHz.
£, Spectre enregistré a 400 MHz.

- 181 -




Chapitre IV Résultats & discussions (élucidation structurale)

La jacéosidine est également connue selon I’ITUPAC sous les noms suivants :

v' 5,7,4'-trihydroxy-6,3'-diméthoxyflavone ;
v 4'-demethyleupatiline;

v 6-hydroxyluteolin 6,3'-dimethyl ether;

v' 6-methoxyluteolin 3'-methyl ether.

Figure IV.17: jacéosidine

La littérature mentionne ce flavonoide comme étant un flavonoide de Surface [58], et
reporte sa présence dans le genre Centaurea (Asteraceae). La jacéosidine a été isolée de: C.
pallescens [59], C. alexandrina [60-62] C. cuneifolia [63] C. cineraria ssp. Umbrosa [64], C.
aspera var. subinermis [65] C. nervosa et C. phrygia [66], C. thessala ssp. drakiensis [67],
des racines de C. jacea [68], C. arguta [69], de C.hierapolitana une espéce endémique turque
[70], C. inermis, C. kilaea et C. virgata [71], des fleurs de C. ruthenica une espece chinoise
[72] de C. phyllocephala [73] et de C.pullata [74].
Dans la famille Asteraceae, cette substance a éte identifiée chez une plante australienne
Helichrysum viscosum var. bracteatum [75]; chez Helenium radiatum [76] chez Artemisia
arctica récoltée en Arizona [77]; chez une plante indienne Artemisia parviflora [78]
Des propriétes anti-rhumatismales et anti-inflammatoires ont été attribuées a ce

flavonoide qui souligne 1’utilisation de la jacéosidine dans la médecine chinoise [79, 80].
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= Conclusion

Les structures des produits isolés ont ét¢ déterminées par la combinaison des différentes
méthodes spectrales. Parmi les 9 produits isolés 5 ont été déterminés sans aucune ambiguité.
11 s’agit de deux composés phénoliques (vanilline 1, paridol 3), un lignane [(-) - arctigenine 2]
et deux flavonoides aglycones (eupatiline 4 et jacéosidine 5). Les 4 autres produits présentent
des profils trés purs et d’excellents spectres de RMN 1D & 2D sont toujours en cours de
détermination car leurs structures semblent assez complexes. Tous les produits isolés et
déterminés sont décrits pour la premicre fois dans cette espece.

Les 5 composés identifiés ont été soumis a des tests de recherche d’activités
cytotoxique et antimicrobienne in vitro. Le protocole de ces activités est décrit dans le

chapitre II et les résultats dans le chapitre V.
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Chapitre V Résultats & discussions (Screening phytochimique & biologique)

V. Résultats et discussion

Ce chapitre renferme les résultats des criblages phytochimique et biologique, de
I’extrait étudié ainsi que les résultats obtenus dans les tests de recherche d’activité biologiques

in vitro de I’extrait et de ses composants isolés.

V.1. Extraction et screening phytochimique

V.1.1.Rendements de I’extraction

Les rendements obtenus pour les 1500g de poudre seche de Centaurea diluta Ait. subsp.
algeriensis (Coss. & Dur.) M. en utilisant la technique de I’extraction solide-liquidesuivie
concentration et dilution a I’eau puis extraction liquide-liquide avec des solvants de polarité
croissante sont présenté dans la figure V-1. Comme nous pouvons le constater le plus faible
rendement a été obtenus avec I’Ether de pétrole (0,007%), suivis des autres extraits : acétate
d’¢éthyle, chloroforme et n-butanol. L’extrait aqueux quant a lui, présente le plus grand
rendement avec 6,35% (Tableau V.1).

Tableau V.1 : Rendements des extraits

Matériel végetal Extrait(s) Masse (g) | Rendement (%)
Ether de pétrole 0,1 0,007
Chloroforme 4,0 0,27
1500 g Acétate d’éthyle 3,6 0,24
n-butanol 19,6 1,31
Aqueux 95,2 6,35

M Ether de pétrole

H Chloroforme

Acetate d'ethyle

37 ¥ n-Butanol

2 - W Eau

Masse des extraits (g)

Figure V.1 : Histogramme schématique des résultats obtenus pour 1’extraction des 15009 de poudre séche de la
plante étudiée. Les rendements sont présentés par ordre d’extraction.
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V.1.1.1. Résultat du screening (criblage) phytochimique

Pour le criblage phytochimique préliminaire présenté dans le tableau V.2, nous
pouvons constater que les groupes phytochimiques les plus abondants dans 1’extrait
chloroformique sont les flavonoides et les terpénoides. Les métabolites secondaires les moins
présents sont les anthraquinones et les alcaloides ou on les retrouve en traces. Finalement,

I’extrait aqueux a été testé positif pour les tanins et les saponines.

Tableau V.2: Criblage phytochimique des extraits chloroformique et aqueux

Meétabolites secondaires Extrait CHCIl;  Extrait aqueux

Alcaloides + -
Tanins - +
Saponines - +
Anthraguinones - -
Flavonoides aglycone + -
Terpénoides + -

- : absence du groupe phytochimique;
+ : présence de traces du groupe phytochimique

V.2. L’activité cytotoxique
V.2 .1. L’activité cytotoxique de I'extrait CHCI; de C. diluta Ait.subsp. algeriensis
L'extrait de CHCI; a montré une activité inhibitrice de la croissance cellulaire contre
chacune des 3 variétés de lignées cellulaires humaines examinées (Carcinome du poumon,
Adénocarcinome du sein et Glioblastome astrocytaire) dans la gamme de concentration de 21
a 27ug/mL (Tableau V.3 et Figure V.2 et Figure V.3). Ces résultats concordent avec les
données antérieures d'une espece algérienne de Centaurea, testée sur Plasmodium falciparum,
I'extrait chloroformique brut de Centaurea musimomum (musimonum) Maire, a montré une
activité antiparasitaire (ICsop = 3,16 ug/mL) et a montré sur les cellules KB, une activité
cytotoxique avec inhibition de la croissance de 89% a 10 pg/mL et 26% a 1 pg/mL [2].

Tableau V.3 : Effets cytotoxiques de I'extrait CHClI; de C. diluta Ait.subsp. algeriensis
(données de 3 expériences réalisées en triplicate)

Lignées cellulaires A549 MCF7 U373

ICstSD (ug/mL) 27,0406 25+2  21+3
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Figure V.2: Les microplaques aprés MTT de l'extrait CHClI; sur les 3 lignées humaines
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Figure V.3 : Effets cytotoxiques (ICsq) de I'extrait CHCI; sur les 3 lignées humaines
V.2 2.1 activité cytotoxique des composes isolés

L'évaluation des composés isolés 1 a 5 indique des activités inhibitrices de croissance
cytotoxiques modérées pour l'eupatiline 4 (33 - 85 uM), la jacéosidine 5 (32 a 49 uM) et la
(-) — arctigenine 2 (28 - 82 uM) (Tableau V.4 et Figure V.4).
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Tableau V.4: Effets cytotoxiques (ICso) de composes isolés sur les différentes lignées cellulaires de
cancer humain et de souris (données de 3 expériences en triplicate)

lignées cellulaires

Composes N°  Ab49 U373  MCF7 Hs683  PC3 B16F10

Vanilline 1 >100 >100 78+1 >100 >100 5746

(-)-Arctigénine 2 61+3 82+12 >100 28+10  47+3 3345

Paridol 3 >100 >100 >100 >100 >100 5244

Eupatiline 4 61+1 8245 7142 >100 4742 3312
5

Jacéosidine 49+2  45+75 >100 >100 32+1 4043

150 ——— 540

= ——MCFT
, 180 ——asee = e ——UT
= g —m—FB16F10
& ps M 2 Hs683
- Z 100 X
3. 100 —a—T1373 = “‘\"—-—PCB
= T =
E "
R i
H e
fa g X
z E 25
5 = -
& ] nM

0 Ak ngml & S SRR A

,s“,&"_;s‘fg\&x@,pxg,px& ‘”v‘?:.“““'*fi‘%vi‘v

FFyFIE $ 8¢
Extrait CHCI3 Vanilline (1)
i : . —— A540
150 L 50 ——MCFT
% - = - —a— 1373
2 1s s 125 e B16F10
ﬁ ﬁ Hz683
;.. 100 ;“ 100 e
b B
z B ; = b
g = 3 ®
-9 2% -
0 o uM
VI VI o > o
Q‘yx”Q sf‘s@ & ( @%»\@ws\@' g_’@& \fv'\ g._i*'“ \ng ,._,‘.f - 43& ng @’3 "Q
(-)-Arctigenine (2) Paridol (3)
—r— 4540 120 —r— A540
150 e MCET E —a— MCET
= o .
p -
ﬁ 2 100
s
5 *;él 0
= 2 B
=
= ]
- @ D S D S P DD D
tg’xéh W %S’ e \S’xﬁ 4;“@ \i"’» ‘r—*’» \i‘?
Eupatlllne (4) Jacéosidine (5)

Figure V.4 : Effets cytotoxiques (ICsq) de I'extrait CHCI; et des composés isolés sur différentes lignées de
cellules tumorales.
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L'extrait brut de CHCI; et les composes isolés ont été évalués pour l'activité
cytotoxique. Des effets cytotoxiques modéreés ont eté observés pour trois composés : (-)-
arctigénine 2, eupatiline 4 et jacéosidine 5, avec des 1Cso(S) comprises entre 25 et 50 uM. Nos
résultats ont prouvé que l'extrait chloroformique a montré des effets cytotoxiques plus
significatifs sur les cellules cancéreuses humaines A549, MCF7 et U373 que les composés
purs isolés. Cela pourrait étre attribuable aux interactions synergétiques, d'autant plus que
I’extrait contient des flavonoides dont le role dans 1’augmentation de I’activité biologique
d'autres composes par des mécanismes synergiques ou autres est connu [3].

Nos données ont mene a des résultats conformes a ceux de la littérature. En effet, I'arctigénine
(steréoisomere non spécifié¢) a montré un effet cytotoxique contre le cancer de poumon
(A549), le cancer du foie (HepG2) et le cancer de I'estomac (lignée cellulaire de carcinome
gastrique humaine, cellules de KATO II1), mais non cytotoxique contre plusieurs variétés de
lignées cellulaires normales [4].

Arctigénine a spécifiquement empéché la prolifération des cellules cancéreuses, qui
pourraient par consequent mener a l'induction de 1’apoptoseet est cytotoxique pour la variétés
de lignées cellulaires humaine de carcinome hépatocellulaire, les valeurs de [Csqapres 12 h,
24 h et 48 h de traitement étaient respectivement 38,29, 1,99 et 0,24 uM [5], l'activité la plus
élevée a été démontrée avec des valeurs de 1Csq) de 0,73 uM (Hela), 3,47 uM (MCF7) et
4,47 uM (A431) [6]. L’eupatiline réduit la prolifération et la migration de cellule musculaire
lisse aortique en inhibant les activités PI3K, MKK3/6 et MKK4 (ICsodans les cellules HeclA
et KLE étaient de 82,2 uM et 85,5 uM, respectivement) [7,8] et la jacéosidine peut induire
I'arrét du cycle cellulaire G2/M en inactivant cdc25C-cdc2 par I'intermédiaire de I'activation
ATM-Chk1/2 [9].

V.3. L’activité anti-microbienne

V.3.1. Activité antifongique et activité antibactérienne directe

L’activité antifongique sur les pathogenes des plantes et antibactérienne directe a été
déterminée par la méthode des microdilution, les resultats sont présentés dans le (Tableau V.5
& la Figure V.5). La concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’extrait CHCI;a été testée
sur les deux souches sensibles utilisées (MSSA ATCC 6538 et E. coli ATCC 25922). Les
résultats obtenus sont comparés avec la CMI et la CMB de I’antibiotique de référence, la

tétracycline. Le tableau V.5 résume ces résultats.
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L’extrait CHCI3 n’a pas montré d’activité antifongique contre les sept souches
fongiques examinées et n’a pas montré non plus d’activité antibactérienne directe
significative.

Vu que pour toutes les souches que nous avons utilisées a ce stade nous avons obtenu une
CMI et une CMB supérieure a 1000 pg/mL (CMI = 2000 ug/mL) Figure V.5, nous avons
alors utilisé des souches sensibles. On pourrait penser que ces souches sensibles étudiées ont
acquis une certaine résistance mais a la vue des résultats obtenus avec la tétracycline, on peut
confirmer que ce n’est pas le cas. En effet pour les antibiotiques, les CMI les plus basses ont
été enregistrées pour les souches MSSA ATCC 6538 et E. coli ATCC 25922. Ces 2 souches
ont toutes les deux une CMI de 0,25ug/mL avec la tétracycline. On peut alors confirmer que

ces souches sont en effet, sensibles.

Tableau V.5 : CMI (ug/mL) de I'extrait chloroformique

Microorganismes testés Nature CMI pg/mL Extrait
CHClI,
Staphylococcus aureus ATCC 6538 Gram+ 2000 -
Escherichia coli ATCC 25922 Gram- 2000 -
Fusarium oxysporum Champignon® b -
Fusarium oxysporum sporulant Champignon® b -
Cladosporium cucumerinum Champignon® b -
Botrytis cinerea Champignon® b -
Colletotrichum coccodes Champignon® b :
Pythium aphanidermatum Champignon® b -
Pseudomonas syringae DC 3000 Gram-? b -
Rhodotorula aurantiaca Levure® i -

& Agents pathogénes des plantes (Champignons, bactéries & levure)
®Aucuneffetd250pg/mL,laconcentration maximale testée pour les agents pathogénes
CMI < a 500 pg/mL extrait actif ;

500 < CMI <1000 pg/mL I’activité était considérée faible ;

Au-dela de 1000 pg/mL I’extrait était considéré inactif.
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B SAATCC6538 52 "3 SAATCC 6538
PG: pénicilline G; TET: tétracycline.

2000
B MICS. aureus ATCC 6538
1500 TIMICE. coli ATCC 25922
E
3 1000
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0 : : . yd
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Figure V.5: CMI (ug/mL) de I’extrait CHCl; de Centaurea diluta Ait. subsp. algeriensis (Asteraceae)

V.3.2. Activité antibactérienne indirecte

L’activité antibactérienne indirecte a été réalisée sur I’extrait chloroformique, qui n’a
pas présenté d’activité antimicrobienne directe. Les résultats obtenus sont repris dans le
tableau V.6. Parmi les quatre antibiotiques testés de type béta-lactames, I’incorporation de
I’extrait CHCI3 dans le milieu Mueller-Hinton a montré une augmentation dans ’activité ou

du moins un maintien de celle-ci.

v Pour la MRSA (C98506, I’extrait CHCl3 a réduit la CMI des antibiotiques de type B-

lactamed’un facteur allant de 2 a 32 fois. La plus grande augmentation de 1’activité a
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¢été celle de I’extrait chloroformique (200 pg/mL) en présence de ’oxacilline qui est
passée d’une CMI de 16 a 0,5 donc une diminution de la CMI d’un facteur de 32.

v Pour la souche MRSA C100459 I’association de I’extrait CHCl3 avec les B-lactames :
pénicilline V, oxacilline, ampicilline et oxacilline a diminué la résistance d’un facteur
allant de 1 a 4 fois, en comparaison et pour cette souche 1’association extrait-
pénicilline V s’est montré plus active (diminution de la CMI d’un facteur de 4).

Selon nos résultats I'extrait CHClsest plus actif sur la souche MRSA98506 que sur la souche
MRSA100459 en présence de I'oxacilline.

Tableau V.6: Impact de I'extrait CHCl3 (200 pg /mL) sur la sensibilité du MRSA
envers divers antibiotiques béta-lactames

Mélange testé CMlde I’antibiotique (png/mL)
MRSA C98506 | MRSA C100459
Pénicilline V seule (avec 4 % DMSO) 16 8
Pénicilline V + extrait CHCl; (200 pg/mL) 8 2
Ampicilline seule (avec 4 % DMSO) 16 4
Ampicilline + extrait CHCl3 (200 pg/mL) 8 4
Amoxicilline seule (avec 4 % DMSO) 16 8
Amoxicilline+ extrait CHCI3 (200 pg/mL) 4 8
Oxacilline seule (avec 4 % DMSO) 16 4
Oxacilline + extrait CHCI3 (200 pg/mL) 0,5 2

Les figures V.6 et V.7 montrent les photos des tests directs CCM-bioautographie des

composés (1-5) et (4 ,5) respectivement.
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V.3.3. CCM-bioautographie

’ vant MTT Avant MTT

Aprés MTT Aprés MTT

Figure V.6 : Test direct CCM-bioautographiedes composés (1 - 5)

Avant MTT Apres MTT
T -f‘ e

=

Aprés MTT Apres MTT

Figure V.7 : Test direct CCM-bioautographie des composés (4 &5)
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Ces figures montrent la méthode de mesure de de la zone d'inhibition (Figure V.8 et Figure
V.9).

Figure V.8: Mesure de la zone d'inhibition  Figure V.9 : Détermination de la CMB del’extrait CHCl3

Tableau V.7 : Activité antibactérienne des composeés purifiés (1-5) mesurée
par la méthode indirecte (CCM-bioautographie)

Composés Zone d'inhibition en mm  Zone d'inhibition en mm
MRSA C98546 MRSA C100459

Test 1 Test 2 Test 1 Test 2
Vanilline 1 4 4 0 0
(-)-Arctigénine 2 1,5 1,5 0 0
Paridol 3 2 2 0 0
Eupatiline 4 5 5 6 6
Jacéosidine 5 19 19 21 21

Tableau V.8 : Activité antibactérienne de 1’eupatiline 4 et de la jacéosidine 5, mesurée par une
CCM-bioautographie sur des taches de différentes concentrations.

Composes Zone d'inhibition en mm Zone d'inhibition en mm
MRSA C98546 MRSA C100459
Test 1 Test 2 Test 1 Test 2
Eupatiline 4 (15 pg) 7 8 22 19
Eupatiline 4 (25 pg) 6 8 17 14
Eupatiline 4 (50 pg) 8 9 20 19
Jacéosidine 5 (15 pg) 15 15 >21 >21
Jacéosidine 5 (25 pg) 15 17 >21 >21
Jacéosidine 5 (50 pg) >21 >21 >21 >21
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Tableau V.9 : Analyses de la susceptibilité au jacéosidine (5) et a la streptomycine (CMI pg/mL)

Microorganisms CMI5 CMI CMI5+ CMI5+ FIC Evaluation ¢
streptomycine  streptomycine® streptomycine”  index®
MRSA C98506 200 4 6,25 2 0,53 Additive
MRSA C100459 200 4 12,5 4 1,06 Indifférence
MRSA ATCC33591 200 2 6,25 2 1,03 Indifférence
MSSA ATCC6538 200 2 >100 =200 >32 =64 33 Antagonisme
E. coli ATCC25922 200 2 3,125 1 0,52 Additive

5 : Jacéosidine

%0,4 mg/mL La concentration de la jacéosidine

®1,8 mg/mL La concentration de la streptomycine

°FIC: Concentrationinhibitricepartielle

Le FIC index (ZFIC) est calculé comme suit : ZFIC = FIC(A) + FIC(B)

FIC index = (CMI (A en présence de B))/(CMI (Aseul + (CMI (B en présence de A))/(CMI (B seule))
L’évaluation des index FIC se fait comme suit :

- Synergie : FIC (FBC) index < 0,5

- Additive : FIC (FBC) index >0,5<1

- Indifférence : 1 < FIC (FBC) index < 2
- Antagonisme : FIC (FBC) index > 2 [1].

Figure VV.10: Analyses de la susceptibilité a la jacéosidine (5) et a la streptomycine
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= Conclusion

Ce chapitre reporte les résultats de nos travaux de recherche d’activités in vitro:
cytotoxique, antibacérienne directe et indirecte et antifongique de I’extrait et des produits purs
isolés. Testé sur 3lignées cellulaires cancéreuses humaines [le carcinome du poumon non a
petites cellules A549 (NSCLC), l'adénocarcinome du sein MCF7 et le glioblastome
astrocytaire U373] en utilisant le test colorimétrique du MTT, I’extrait CHCl3 a reduit la
viabilité cellulaire avec des ICsos de 27, 25 et 21 pg/mL sur A549, MCF7 et U373,
respectivement. Bien qu'inactif contre 7 des microorganismes testés, cet extrait a pu
potentialiser I'effet des antibiotiques p-lactame sur le (SARM), en réduisant les concentrations
inhibitrices minimales (CMI) par un facteur de 2 a 32 fois. Aucune synergie n'a été trouvée
entre I'extrait et la streptomycine. Les5 composes isolés et identifiés ont été évalués d’une part
pour leur activités cytotoxiques sur six lignées cellulaires cancéreuses (A549, MCF7, U373,
gliome humain Hs683, prostate humaine PC3 et mélanome murin B16-F10) et d’autre part
pour leurs activités antibactériennes directes et indirectes a I'aide de la CCM -bioautographie
et des méthodes de microdilution. Des effets cytotoxiques modérés ont été observés pour :

= la(-) —arctigénine 2 avec des ICsps : 28 et 33 UM sur Hs683 et B16-F10,

respectivement.

= 1’eupatiline 4 avec des ICsps : 33 et 47 UM sur B16-F10 et PC3, respectivement

= lajacéosidine 5 avec des ICsps : 32 et 40 uM sur PC3 et B16-F10, respectivement
Concernant 1’activité antibactérienne, parmi les cinq composés isolés et testés, seule la
jaséosidine 5 présentait une activité antimicrobienne modérée (MIC de 200 pg/mL sur MRSA
C98506, MRSA C100459, MRSA ATCC33591, MSSA ATCC6538, E. coliATCC25922).
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mugwort (Artemisiaprinceps), induces G2/M cell cycle arrest by inactivating cdc25C-
cdc2 via ATM-Chk1/2 activation.Food ChemToxicol 2013; 55:214-221.
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Conclusion générale et Perspectives

Les espéces du genre Centaurea (Asteraceae) constituent un domaine de recherche de
substances naturelles intéressant vu les résultats des études que nous avons menées dans notre
unité de recherche [1-6] et les résultats reportées dans la littérature [7-13]. Les travaux
réalisés dans le cadre de cette thése ont concerné une espéce de ce genre (C. diluta Ait. subsp.
algeriensis (Coss. et Dur.), endémique a 1’Algérie et au Maroc et qui n’a jamais fait I’objet

d’études phytochimiques ni biologiques auparavant.

Apres la collecte du matériel végétal en période de floraison, les travaux ont débuté
par une maceération des feuilles et des fleurs (1,5 kg) dans une solution hydro-alcoolique.
L’extrait obtenu aprés concentration a pression réduite (35°C) est dilué avec de I’eau distillée
(600 ml) puis successivement épuisé a 1’éther de pétrole, le chloroforme, 1’acétate d’éthyle et

le n-butanol.

Nos investigations ont concerné 1’extrait chloroforme et ont débuté par 1’évaluation in
vitro de ses activités antifongique et antimicrobienne directes et indirectes a l'aide des
méthodes de microdilution, et cytotoxique sur 3 lignées cellulaires cancéreuses humaines [le
carcinome du poumon non a petites cellules A549 (NSCLC), l'adénocarcinome du sein MCF7
et le glioblastome astrocytaire U373] en utilisant le test colorimétrique du MTT. Bien
gu'inactif contre 7 des microorganismes testés (Pseudomonas syringae DC 3000, Fusarium
oxysporum, Fusarium oxysporum sporulent, Cladosporium cucumerinum, Botrytis cinerea,
Colletotricum lagenarium, Rhodotorula aurantiaca), cet extrait a pu potentialiser I'effet des
antibiotiques béta-lactame sur le Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM),
en réduisant les concentrations inhibitrices minimales (CMI) par un facteur de 2 a 32 fois.
Aucune synergie n'a été trouvée entre l'extrait et la streptomycine. Dans les tests de recherche
de cytotoxicité, cet extrait chloroforme a réduit la viabilité cellulaire avec des 1Csos de 27, 25
et 21 pg/mL sur A549, MCF7 et U373, respectivement.

Ces résultats biologiques encourageants nous ont incités a procéder a I’investigation
phytochimique de cet extrait afin de déterminer le ou les produits responsables de ces
activités. Ainsi l'extrait CHCI3; a été soumis a un fractionnement suivi de séparations et de
purifications sur du gel de silice 60 (CC et CCM).
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Neuf composés ont été isolés dont cing ont été caractérisés par la combinaison des
analyses spectrales, principalement la HR-ESIMS, la HR-EIMS, I’UV et la RMN (*H, 3C,
COSY, ROESY, HSQC et HMBC) et la comparaison de leurs données spectroscopiques avec

celles rapportées dans la littérature. Il s’agit de :

la vanilline 1
la (-)-arctigénine 2
le paridol 3

I’eupatiline 4

g & 4 4 3

la jacéosidine 5

Ces 5 composés ont été évalués d’une part pour leur activités cytotoxiques sur six
lignées cellulaires cancéreuses (A549, MCF7, U373, gliome humain Hs683, prostate humaine
PC3 et mélanome murin B16-F10) et d’autre part pour leurs activités antibactériennes directes
et indirectes a l'aide de la CCM -bioautographie et des méthodes de microdilution. Des effets
cytotoxiques modérés ont été observés pour :

= la (-) — arctigénine 2 avec des ICsps: 28 et 33 pM sur Hs683 et B16-F10,

respectivement

= D’eupatiline 4 avec des ICsps: 33 et 47 uM sur B16-F10 et PC3, respectivement

= lajacéosidine 5 avec des ICsps: 32 et 40 uM sur PC3 et B16-F10, respectivement
Concernant 1’activité antibactérienne, parmi les cinq composés isolés et testés, seule la
jaséosidine 5 présentait une activité antimicrobienne modérée (MIC de 200 pg/mL sur MRSA

C98506, MRSA C100459, MRSA ATCC33591, MSSA ATCC6538, E. coli ATCC25922).
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Perspectives

L’identification de cinq composés, la vanilline, la (-) - arctigénine, le paridol, I'eupatiline et la
jacéosidine, des parties aériennes (feuilles et fleurs) de C. diluta Ait. subsp. algeriensis (Coss.
et Dur.) M. (Asteraceae) est en accord avec la composition chimique des centaurées. Ce
résultat et ceux des recherches d’activités biologiques font qu’il est surprenant qu'aucun
rapport n‘ait été publié jusqu'a présent sur d’éventuelles utilisations ethnomédicales de cette
espece. Cela peut étre di a une faible répartition de cette plante ou a une éventuelle toxicité
qui aurait pu décourager son utilisation dans la tradithérapie ; cela justifierait une enquéte. Un
effet prometteur sur la résistance bactérienne doit étre davantage examiné pour identifier le ou

les composés capable(s) de renverser la résistance bactérienne du béta-lactame.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Objective: To investigate the chemical composition of a moderately polar extract
Received 15 Feb 2016 (CHClI; soluble part of the MeOH—H,O extract) obtained from the aerial parts (leaves and
Received in revised form 16 Mar flowers) of Centaurea diluta Ait. subsp. algeriensis (Coss. & Dur.) Maire, a species
2016 endemic to Algeria and Morocco on which no reports are available to date. To evaluate
Accepted 8 Apr 2016 in vitro the cytotoxic, antifungal and antimicrobial activities of this extract and the
Available online 23 Apr 2016 cytotoxic and antimicrobial activities of its isolated secondary metabolites.

Methods: The cytotoxic effects of the extract were investigated on 3 human cancer cell
lines i.e. the A549 non-small-cell lung carcinoma (NSCLC), the MCF7 breast adeno-

IF{I?;VZ?];?ZS carcinoma and the U373 glioblastoma using a MTT colorimetric assay. Biological data
L allowed to guide the fractionation of the extract by separation and purification on silica
Centaurea diluta gel 60. (cC :alnd TLC). The isolated compounds which were ?haracter]izedwby spectral
A tericeae analysis, mainly HR-ESIMS, HR-EIMS, UV and NMR experiments (‘H, °C, COSY,

ROESY, HSQC and HMBC) and comparison of their spectroscopic data with those re-
ported in the literature, were evaluated for cytotoxic activities on six cancer cell lines
(A549, MCF7, U373, Hs683 human glioma, PC3 human prostate and B16-F10 murine
melanoma). The direct and indirect antibacterial and antifungal activities were determined
using microdilution methods for the raw extract and TLC-bioautography and micro-
dilution methods against standard and clinical strains for the isolated compounds.
Results: The raw extract reduced cell viability with ICsps of 27, 25 and 21 pg/mL on
A549, MCF7 and U373, respectively. Five secondary metabolites: two phenolic com-
pounds (vanillin 1, paridol 3), a lignan [(—)-arctigenin 2] and two flavonoid aglycones
(eupatilin 4 and jaceosidin S5), were then isolated from this extract. Moderate cytotoxic
effects were observed for (—)-arctigenin 2 (ICsps: 28 and 33 UM on Hs683 and B16-F10,
respectively), eupatilin 4 (ICsgs: 33 and 47 UM on B16-F10 and PC3, respectively) and
jaceosidin 5 (ICsps: 32 and 40 uM on PC3 and B16-F10, respectively).

Conclusions: All the isolated compounds were described for the first time from this
species. Although inactive against 7 tested microorganisms (fungi, bacteria and yeast,
human or plant pathogens), the raw extract was able to potentiate the effect of beta-lactam
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antibiotics on methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), reducing the minimal
inhibitory concentrations (MICs) by a factor of 2-32-fold. No synergy was found between
the extract and streptomycin. From the five isolated compounds only jaseosidin 5 showed
a moderate antimicrobial activity.

1. Introduction

The genus Centaurea (tribe Cynareae, family Asteraceae) is one
of the most widely distributed plant genera in the world. Centaurea
includes more than 500 species, 45 of which grow spontaneously in
Algeria, with 7 species localized in the Sahara [1.2]. Although, to
our best knowledge, no traditional uses or pharmacological
studies are reported so far for the species Centaurea diluta
(C. diluta), many other Centaurea species are well known in
traditherapy. For example, in Turkey, dried flowers of Centaurea
cyanus are used in infusion to relieve diarrhea, gain energy,
increase appetite, and to relieve chest tightness; Centaurea
calcitrapa is used (infusion) as a febrifuge; Centaurea jacea is
used to reduce fever, to start menstruation, to relieve constipation
and increase appetite [3.4]. In Tunisia, Centaurea furfuracea, an
endemic species from the desert regions of the North of Africa
[5], is used as astringent and diuretic [6], while, in Algeria, the
roots of Centaurea incana are used in the area of Aures for the
treatment of liver diseases [7] and Centaurea pullata is used in
the preparation of a local traditional dish called “El Hammama”
[8]. Various studies have shown medicinal properties of
Centaurea species, mainly as analgesic [9], cytotoxic [10],
antibacterial [11] and antifungal [12].

Centaurea typically present high structural diversity in major
bioactive compounds, including triterpenes, flavonoids, lignans
and sesquiterpene lactones [13-21]. In specimens of C. diluta,
cultivated in the botanical garden of Technical University of
Braunschweig, Germany, polyacetylenic compounds have been
reported [22-24]. In the essential oil of C. diluta Aiton aerial
parts, collected from Sicily, Italy [25], the most abundant
compounds were fatty acids and derivatives, notably
hexadecanoic acid (21.3%) and (Z,Z)-9,12-octadecadienoic
acid methyl ester (12.2%), followed by hydrocarbons (15.3%),
terpenoids being present in low amounts (2.8%).

Given the interest of Centaurea pharmacology and phyto-
chemistry, the present paper concentrates on a relatively un-
known subspecies, C. diluta Ait. subsp. algeriensis (Coss. &
Durieu) Maire [26], endemic to Algeria and Morocco [21.

2. Material and methods
2.1. Chemicals, reagents and general

Solvents were analytical grade. Trypsin 0.5% in EDTA,
RPMI1640 red phenol and fetal bovine serum (FBS) were pur-
chased from Gibco® Invitrogen (Merelbeke, Belgium). 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT)
was obtained from Sigma Aldrich® (Bornem, Belgium).
Dimethyl sulfoxide (DMSO) was obtained from Merck®
(Overijse, Belgium). RNAse-free water was from Braun®
(Machelen, Belgium). The Penicillin V was purchased from

Certa SA ACA Pharma NV, the ampicillin, amoxicillin and
oxacillin were purchased from Sigma—Aldrich.

The absorbance of the reaction mixture of MTT test was
measured by spectrophotometer microplate reader Model
680XR, Bio-Rad®, Nazareth Eke (Belgium). The cells were
counted by Cells Culture Counter, Beckman (Analis®, Suarlée,
Belgium). The following apparatus were also used: optical mi-
croscope PCM-type Axiovert S100 (Zeiss, Nederlands) and
laminar flow hood class II (IKS®, Leerdam, Nederlands).

Melting points were determined on a SMP10 Biichi B-540
Stuart Biocote apparatus and are uncorrected. Plant material
powdering: Mill: Culatti, CZ13 model, Reference DCFH48.
TLC: pre-coated aluminum foil silica gel 60 F,54 & TLC silica
gel 60 Fpsy4 Plastic roll 500 x 20 cm (Merck KGaA, Germany),
visualized using UV lamp (CAMAG 254 nm & 366 nm) and by
detection with a spraying reagent (vanillin-sulfuric at 10% and/
or anisaldehyde) followed by heating at 100 °C for 3—5 min.
Column chromatography (CC): silica gel 60 (Merck KGaA,
Germany, 230400 mesh ASTM). Routine preparative thin-
layer chromatography (PLC): silica gel plates (20 x 20 cm Sil-
ica gel 60 PF;s4, Merck), Optical rotation: Perkin—Elmer 241
polarimeter at An, 589 nm.

UV spectra were recorded using a Thermo Electron Corpo-
ration evolution 300 spectrophotometer. "H NMR and '*C NMR
spectra were recorded on Bruker Avance 300, 400 MHz and
Varian 600 MHz; 2D-NMR experiments (COSY, HSQC,
HMBC, NOESY and ROESY) were performed on Bruker
Avance 400 MHz or Varian 600 MHz spectrometers. Spectra of
compounds 1, 2 and 3 were recorded in CDCI3, compound 4 in
DMSO-dg and compound 5 in CD3OD. A Shigemi tube was
used for compound 2.

High resolution mass spectra in positive mode were recorded
by direct infusion using a 6520 series quadrupole time-of-flight
(Q-TOF) mass spectrometer (Agilent, Palo Alto, CA, USA)
fitted with an electrospray ionization (ESI) source in positive
mode. The error between the observed and calculated masses is
expressed in ppm; below 5 ppm, the compounds were consid-
ered to correspond to predicted formula.

2.2. Plant material

The aerial parts of C. diluta Ait. subsp. algeriensis (Coss. &
Dur.) were collected in the flowering stage in the area of Djelfa
(1038 m, 34° 53" 39.6"” N, 3° 3’ 56.3"” E) in June 2012. The plant
was authenticated by Professor Mohamed Kaabache, specialist
in the identification of Algerian Centaurea species (Ferhat
Abbas University, Setif, Algeria). A voucher specimen has been
deposited in the National Herbarium of Belgium (National
Botanical Garden of Meise)
BR0000013666187.

under the number
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2.3. Extraction and isolation

Air-dried aerial parts (leaves and flowers, 1.5 kg) of C. diluta
Ait. subsp. algeriensis (Coss. & Dur.) were powdered (slight
grinding with controlled temperature, up to 35 °C) and
macerated at room temperature with MeOH-H,O (77:23, v/v)
(25 L) for 48 h, four times. The filtrates were combined,
concentrated under reduced pressure, diluted in H;O (600 mL)
under magnetic stirring and maintained at 4 °C for one night to
precipitate a maximum of chlorophylls. After filtration, the
resulting solution was successively extracted with solvents with
increasing polarities (petroleum ether, chloroform, ethyl acetate
and n-butanol) [27.28]. The present study focused on the
chloroform soluble part which was dried with anhydrous
NaySOy, filtered and concentrated under vacuum at room
temperature to yield the CHClj3 extract (4.0 g, yield: 0.27%,
w/w). The chloroform extract was fractionated by column
chromatography (120 g of silica gel; CH;Cl,/EtOAc/MeOH
step gradients) to yield 23 fractions (F;—F;3), combined
according to their TLC profiles.

Fraction F3 (26.2 mg) (CH,Cl,/EtOAc 98:2) was subjected to
preparative TLC on silica gel; eluting with petroleum ether/
EtOAc/acetone (6:3:1) yielded vanillin 1 as white crystals
(3.5 mg) [29.30].

Fractions F4 (12.2 mg) (CH,Cl/EtOAc 98:2), F5 (13.0 mg)
(CH,CI,/EtOAc 98:2) and Fg (28.5 mg) (CH,CL/EtOAc 95:5)
were combined and rechromatographed by CC (600 mg of silica
gel; cyclohexane/EtOAc/acetone step gradients) to yield 21
subfractions (F'1—F'51) according to TLC profiles. Subtraction
F'3 (cyclohexane/EtOAc/acetone 6:6:2) yielded (—)-arctigenin 2
(3.2 mg) [17.31] and subtraction F'4 (cyclohexane/EtOAc/acetone
5:2.5:2.5) gave paridol 3 (4.5 mg) [32.33].

Fraction Fg (CH,CI,/EtOAc 95:5) (44.4 mg) yielded up on
concentration a yellowish compound which was washed with
MeOH to obtain eupatilin 4 (7.5 mg) as needles [11.34]. Fraction
Fio (CH,CI,/EtOAc 87.5:12.5) (19.60 mg) was
chromatographed on preparative plates of silica gel eluted with
CH,CL/EtOAc (4:1) to give jaceosidin 5 as a yellowish
powder (5.0 mg) [35.361.

2.4. Cell cultures

The human cancer cell lines included the A549 (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, DSMZ code
ACC107), NSCLC carcinoma, the U373 (European Collection
of Cell Culture, ECACC 08061901) glioblastoma, the PC3
prostate carcinoma (DSMZ code ACC465), the Hs683 glioma
(American Type Culture Collection, ATCC code HTB-138) and
the MCF7 (DSMZ code ACCI115) breast adenocarcinoma. The
murine tumor cell line included the B16-F10 (American Type
Culture Collection ATCC code CRL-6475) melanoma.

2.4.1. Viability assay

The cytotoxic properties of the raw chloroform extract and
isolated compounds were assessed, using a 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
assay [37.38]. Briefly, this test is based on the capability of living
cells to reduce the yellow MTT to a blue formazan compound, a
mediated by the
dehydrogenase. Cells were seeded (cells per well, A549:
1500; B16F10: 1000; Hs683: 1500; MCF7: 2800; PC3:

reaction mitochondrial ~ succinate

3000; U373: 1800) and allowed to adhere for 24 h before
adding test compounds (100 pL; final concentrations from
107 M to 1078 M). In the same condition, for the chloroform
extract, cells were seeded (cells per well, A549: 1200;
MCF7: 2500; U373: 1800; 100 puL; final concentrations from
100 pg/mL to 1072 ng/mL). The cells in medium alone
without drug were considered as a negative control. After
72 h contact, the culture medium was replaced by a 0.5 mg/
mL MTT solution in RPMI medium without phenol red
(100 pL/well). After 3 h incubation, the formazan crystals
were centrifuged and dissolved in 100 pL/well of DMSO.
The absorbance of each well was then measured at 570 nm
and 690 nm (reference) wavelength. The ICsy values were
calculated as follows:

ICS() = [(X2 - X]) X (50 - Y])/(Y2 - Y])] + Xy, where.

X1 and Xj: are the higher and lower concentrations that
border the concentration that reduces the global cell growth by
the value closest to 50%.

Y| and Y;: are the mean percentages of viable cells at the X,
and X, concentrations.

2.5. Antimicrobial and antifungal assays

2.5.1. Microorganisms

The microorganisms used in the antimicrobial tests were: (1)
Gram-positive bacteria: Staphylococcus aureus ATCC 6538
(S. aureus ATCC 6538), Staphylococcus aureus C98506
(S. aureus C98506), Staphylococcus aureus C100459 (S. aureus
C100459) and Staphylococcus aureus ATCC 33591 (S. aureus
ATCC 33591); (2) Gram-negative bacteria: Escherichia coli
ATCC 25922 (E. coli ATCC 25922) and a plant pathogen:
Pseudomonas syringae DC 3000; (3) plant pathogen fungi:
Fusarium oxysporum, Fusarium oxysporum sporulent, Clado-
sporium cucumerinum, Botrytis cinerea, Colletotrichum lage-
narium and Pythium aphanidermatum; and (4) a plant pathogen
yeast: Rhodotorula aurantiaca. The ATCC strains were ob-
tained from the American Type Culture Collection; strains
C98506 and C100459 were clinical isolates, a generous gift
from the Centre Hospitalier Universitaire of Charleroi, Belgium
(Mr. Lerson). Strains C98506, C100459 and ATCC 33591 are
methicillin-resistant  Staphylococcus aureus (MRSA). The
different plant pathogens were provided by the Centre Wallon de
Biologie Industrielle, Bio-Industrie Unité Gembloux Agro-Bio
Tech, Université de Liege, 5030 Gembloux, Belgique (Dr.
Ongena).

2.5.2. Direct and indirect antimicrobial effects

Direct and indirect antibacterial effects were evaluated by a
broth microdilution method [391.

The raw extract and isolated compounds, dissolved in
DMSO, were further diluted in Mueller Hinton broth (MHB),
the final DMSO concentration being maximum 4%. These so-
lutions were transferred into 96-wells plates and serially diluted
using MHB. The bacterial inoculum prepared from an overnight
culture, diluted in 0.85% NaCl to achieve 0.5 Mc Farland
(108 cells/mL), was further diluted 1/100 to be inoculated in the
96-wells plates (100 pL/well). The plates were incubated at
37 °C for 24 h, added with an aqueous solution of MTT (0.8 mg/
mL) and reincubated for 4 h. The minimum inhibitory
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concentrations (MIC) were the lowest concentrations that
completely inhibited the growth of microorganisms, detected by
unaided eyes using the MTT staining.

2.5.3. Direct and indirect antibacterial bioautography

TLC was performed for the extract and the purified com-
pounds on precoated silica gel 60 Fisq4 glass plates (Merck,
Darmstadt, Germany). Plates were thoroughly dried at room
temperature. One mL of 0.5 Mc Farland microorganism sus-
pension was added to 9 mL MH agar (10’ CFU/mL) at 37 °C
and poured on the TLC plates. After solidification, the plates
were incubated overnight at 37 °C. The bioautography was
subsequently visualized by spraying MTT (0.8 mg/mL) fol-
lowed by an additional incubation at 37 °C for 4 h [40].

To study indirect antibacterial activity against MRSA, a sub-
inhibitory concentration of penicillin V (1 pg/mL) was incor-
porated in the mixture of MHB and agar; products with no direct
antibacterial activity were selected, chromatographed, and bio-
autographed with this medium as described above.

3. Results
3.1. Structural elucidation of compounds 1-5

The structures of the isolated compounds were established by
spectral analysis, mainly UV-Vis, HRESI-MS, lH-, 13C—, and
2D-NMR (COSY, ROESY, HSQC and HMBC) as well as by
comparing their spectroscopic data with those reported in the
literature.

Vanillin 1: White crystals; MP = 82 °C; UV (MeOH)
Amax(nm): 230, 279, 309; HRESI-QTOF-MS (positive mode) n/
7z 153.0545 [M+H]" (calculated for CgHoOsz: 153.0546),
175.0372 [M+Na]* (calculated for CgHgO3Na: 175.0366),
191.0216 [M+K]* (calculated for CgHgO3K: 191.0105),
measured exact mass: 152.0471 (calculated for CgHgOs:
152.0473), molecular formula C3H803;1H NMR (300 MHz,
CDCl;) 0 (ppm, J/Hz): 9.83 (1H, s, H-7), 7.44 (1H, d,
J=1.8 Hz, H-2), 7.41 (1H, dd, J = 9.0, 1.8 Hz, H-6), 7.03, (1H,
d, J=9.0 Hz, H-5), 6.62 (1H, brs, 4-OH), 3.98 (3H, s, OCH3-3);
13C NMR (75 MHz, CDCl3) 0 (ppm): 190.86 (C, C-7), 151.62
(C, C-4), 147.05 (C, C-3), 130.33 (C, C-1), 127.45 (CH, C-06),
114.04 (CH, C-5), 108.75 (CH, C-2), 56.40 (CH3, OCH3-3).

(—)-Arctigenin  2: White powder; MP = 103 °C;
[a]2) = —17.27° (EtOH, ¢, 0.145); HRESI-QTOF-MS (positive
mode) m/z: 373.1655 [M+H]" (calculated for C,;H»504:
373.1646), 395.1478 [M+Na]* (calculated for C, H,4O¢Na:
395.1467), measured exact mass: 372.1569 (calculated for
Cy1H40¢: 372.1577). These data led to the molecular formula
Cy1H2406; HRESI-QTOF-MS/MS:  m/z:355.1556 [M+H-
H,0]* (C»1H»305) which confirm the presence of a hydroxyl
group; 'H NMR (600 MHz, CDCl3) 6 (ppm, J/Hz): 6.80 (1H,
d, J=7.9 Hz, H-5'), 6.72 (1H, d, J = 8.1 Hz, H-5), 6.62 (1H, d,
J = 1.7 Hz, H-2"), 6.59 (1H, dd, J = 7.9, 1.7 Hz, H-6), 6.53
(1H, dd, J = 8.1, 1.7 Hz, H-6), 6.44 (1H, d, J = 1.7 Hz, H-2),
5.50 (1H, brs, 4’-OH), 4.12 (1H, dd, J = 9.0, 7.4 Hz, H-9a),
3.87 (1H, dd, J = 9.0, 7.6 Hz, H-9f), 3.83 (3H, s, OCH3-3'),
3.80 (3H, s, OCH3-4), 3.79 (3H, s, OCH3-3), 2.92 (1H, dd,
J=14.1,5.3 Hz, H-7'a), 2.89 (1H, dd, J = 14.1, 7.1 Hz, H-7'b),
2.61(1H, dd, J = 14.7, 7.4 Hz, H-7a), 2.54 (1H, m, H-8), 2.52
(1H, m", H-7b), 2.47 (1H, m, H-8), ": partially overlapped by
the signal of H-8'; 3C NMR (150 MHz, CDCl3) 6 (ppm):

178.96 (C, C-9"), 149.24 (C, C-3), 148.05 (C, C-3'), 146.91 (C,
C-4), 144.76 (C, C-4), 130.65 (C, C-1), 129.72 (C, C-1'),
122.32 (CH, C-6'), 120.80 (CH, C-6), 114.31 (CH, C-5),
111.97 (CH, C-2'), 111.71 (CH, C-2), 111.48 (CH, C-5), 71.53
(CHp, C-9), 56.12 (CHj3, OCH3-4), 56.07 (CH3, OCHj3-3'),
56.02 (CH3, OCH3-3), 46.82 (CH, C-8'), 41.14 (CH, C-8),
38.42 (CH,, C-7), 34.74 (CH,, C-7"). Our results which were
confirmed by the analysis of the ROESY spectrum experiment
complete the spectroscopic data previously reported for this
molecule [31.41].

Paridol 3: White powder; MP = 128 °C; HRESI-QTOF-MS
(positive mode) m/z: 153.0544 [M+H]" (calculated for
CgHoO3:  153.0546), 175.0369 [M+Na]* (calculated for
CgHgOsNa: 175.0369), 343.0543 [2M+K]* (calculated for
Ci6H1606K: 343.0546), measured exact mass: 152.0472,
(calculated for CgHgO3: 152.0473), molecular formula CgHgO3.

HRESI-QTOF-MS/MS of [M+H]*: 153.0547 [M+H]",
135.0239 [M+H-H,01%, 121.0289 [M+H-CH3OH]", these two
last ions confirmed the presence of the hydroxyl and methoxyl
groups in the molecule; 'H NMR (300 MHz, CDCl3) 0 (ppm, J/
Hz): 795 (2H, d, J = 8.9 Hz, H-2 & H-6), 6.86 (2H, d,
J = 8.9 Hz, H-3 & H-5), 598 (1H, brs, 4-OH), 3.88 (3H, s,
OCHj3-7); 3c NMR (75 MHz, CDCl3) 6 167.08 (C, C-7),
159.90 (C, C-4), 132.06 (CH, C-2 & C-6), 122.93 (C, C-1),
115.33 (CH, C-3 & C-5), 52.08 (CH3, OCH3-7).

Eupatilin 4: Yellow crystals; MP = 236 °C; UV (MeOH)
Amax(nm): 276, 340; +NaOH: 276, 320, 360 (with hypochro-
mic effect); +AICl3: 282, 368; +AlCl; + HCIl: 283,
361; +NaOAc: 276, 366; +NaOAc + H3BOj3: 276, 357;
HRESI-QTOF-MS (positive mode) m/z: 345.0968 [M+H]*
(calculated for C gH;707: 345.0969), 367.0788 [M+Nal*
(calculated  for C;gH;cO7Na: 367.0788), 383.0537
[M+K]"(calculated for Ci;gH;s07; K: 383.0528), 689.1736
[2M+H]" (calculated for C3¢H33014: 689.1865), 712.1717
[2M+Na]* (calculated for C3cH3,014Na: 712.1718), 727.1077
[2M+K]* (calculated for CzgH3,014 K: 712.1424), measured
exact mass: 344.0888 (calculated for C gHc07: 344.0896),
molecular formula CigH;607; 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg)
0 (ppm, J/Hz): 13.04 (1H, s, OH-5), 7.68 (1H, dd, J = 8.5,
2.0 Hz, H-6'), 7.56 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-2"), 7.13 (1H, d,
J = 8.5 Hz, H-5), 6.97 (1H, s, H-3), 6.64, (1H, s, H-8),
3.88(3H, s, 3’-OCH3), 3.85, (3H, s, 4-OCHj3) 3.75, (3H, s, 6-
OCH3); *C NMR (100 MHz, DMSO-dg); 0 (ppm): 182.01 (C,
C-4), 163.26 (C, C-2), 157.12 (C, C-7), 152.83 (C, C-5),
151.96 (C, C-9), 149.06 (C, C-4'), 148.84 (C, C-3"), 131.11 (C,
C-6), 122.83 (C, C-1"), 120.10 (CH, C-6'), 111.55 (CH, C-5"),
109.26 (CH, C-2'), 104.22 (C, C-10), 103.36 (CH, C-3), 94.33
(CH, C-8), 59.97 (CHj3, OCH3-6), 55.88 (CHj3, OCHj3-4'),
55.76 (CHj3, OCH3-3).

Jaceosidin 5: Yellowish powder; MP = 237 °C, UV (MeOH)
Amax: 276, 346; +NaOH: 276, 314, 360 (with hyperchromic
effect); +AlCl3: 282, 368; +AICl; + HCI: 283, 361; +NaOAc:
278, 366; +NaOAc + H3BOj3: 276, 357; HRESI-QTOF-MS
(positive mode) m/z: 331.0811 (calculated for C;7H;507:
331.0812), 353.0625 [M+Na]* (calculated for C;7H;4O07Na:
353.0632), 661.1542 [2M+H]" (calculated for C34H»9O14:
661.1552), 683.1485 [2M+Na]* (calculated for C34H,30;4Na:
683.1371), 701.0942 [2M+K]" (calculated for C34Hy304K:
701.1137), 991.2454 [3M+H]"(calculated for Cs5;H430,;:
991.2291), measured exact mass: 330.0744, (calculated for
C17H407: 330.0740), molecular formula C{7H;407; 'H NMR
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(400 MHz, CH30H-dy) 0 (ppm, J/Hz): 7.52 (1H, dd, J = 8.5,
2.0 Hz, H-6'), 7.50 (1H, d, J = 1.9 Hz, H-2"), 7.48 (1H, d,
J = 8.5 Hz, H-5'), 6.94 (1H, s, H-8), 6.64 (1H, s, H-3), 3.96
(3H, s, OCH;-3'), 3.88 (3H, s, OCH3-6).13C NMR (75 MHz,
CH3OH-dy) 6 (ppm): 184.21 (C, C-4), 166.36 (C, C-2), 158.92
(C, C-7), 154.83 (C, C-5), 154.70 (C, C-9), 151.70 (C, C-4"),
149.44 (C, C-3"), 132.92 (C, C-6), 123.90 (C, C-1'), 121.64 (C,
C-6'), 116.91 (CH, C-5'), 110.34 (CH, C-2'), 105.58 (C, C-10),
103.59 (CH, C-3), 95.65 (CH, C-8), 61.04 (CH;, OCH3-6),
56.50 (CH;, OCH;3-3").

3.2. Biological activities

3.2.1. Cytotoxic effects

The CHCIj3 extract showed cell growth inhibitory activity
against all 3 tested cell lines in the pg/mL range (Figure 1).
These results are in agreement with previous data from an
Algerian Centaurea species; the raw chloroformic extract of
Centaurea musimomum (musimonum) Maire showed on KB
cells, cytotoxic activity with growth inhibition of 89% at 10 pg/
mL and 26% at 1 pg/mL [10].

The evaluation of the isolated compounds 1 to 5 indicated
moderate growth inhibitory/cytotoxic activities for eupatilin 4
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(33-85 uM), jaceosidin 5 (32-49 pM), and (—)-arctigenin 2 (28—
82 uM) (Figure 1).

Our results showed that the chloroformic extract displayed
more significant cytotoxic effects on cancer cells A549, MCF7
and U373 than the isolated pure compounds. This could be
attributed to the synergetic interactions, more especially as this
extract contains flavonoids for which it is thought that they may
have a role to play in increasing the biological activity of other
compounds by synergistic or other mechanisms [42].

3.2.2. Antifungal and antimicrobial activities

Although inactive against 7 tested microorganisms (fungi,
bacteria and yeast, human or plant pathogens, Table 1), the raw
extract was able to potentiate the effect of beta-lactam antibiotics
on methicillin-resistant S. aureus (MRSA), reducing the minimal
inhibitory concentrations (MICs) by a factor of 2-32-fold
(Table 2). In a direct antibacterial TLC-bioautography assay,
compound 5 (jaceosidin), showed the highest activity (Tables 3
and 4). This was further investigated in a direct antibacterial
assay, but the activity was relatively quite low on Gram positive
and negative bacteria (MIC of 200 pg/mL on MRSA C98506,
MRSA C100459, MRSA ATCC 33591, MSSA ATCC 6538,
E. coli ATCC 25922).
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Table 1
MIC of the chloroform extract (jlg/mL).

Microorganisms tested MIC pg/mL
Staphylococcus aureus ATCC 6538 Gram+ 2000
Escherichia coli ATCC 25922 Gram-— 2000
Pseudomonas syringae DC 3000 Gram— 4
Fusarium oxysporum Fungus :
Fusarium oxysporum sporulent Fungus !
Cladosporium cucumerinum Fungus !
Botrytis cinerea Fungus 4
Colletotricum lagenarium Fungus !
Rhodotorula aurantiaca Fungus 4

? No effect at 250 pg/mL, the highest concentration tested for plant
pathogens.

Table 2
Impact of the chloroform extract (200 [tg/mL) on the susceptibility of the
MRSA towards various beta-lactam antibiotics.

Tested mixture MIC of the antibiotic (pg/mL)

MRSA MRSA
C98506 C100459
Penicillin V alone 16 8
(with DMSO 4%)
Penicillin V + chloroform extract 8 2
(200 pg/mL)
Ampicillin alone 16 4
(with DMSO 4%)
Ampicillin + chloroform extract 8 4
(200 pg/mL)
Amoxicillin alone 16 8
(with DMSO 4%)
Amoxicillin + chloroform extract 4 8
(200 pg/mL)
Oxacillin alone 16 4
(with DMSO 4%)
Oxacillin + chloroform 0.5 2

extract (200 pg/mL)

Table 3

559
4. Discussion
4.1. Phytochemical investigation

We report in this work the isolation, purification and struc-
tural elucidation of chemical components of the chloroform
soluble part of the MeOH-H,O (77%) extract obtained from the
aerial parts (leaves and flowers) of C. diluta Ait. subsp. alger-
iensis (Coss. & Durieu) Maire (Asteraceae). No report is avail-
able so far on the phytochemistry of this species endemic to
Algeria and Morocco. The present phytochemical investigation
allowed the isolation of a lignan [(—)-arctigenin], flavonoids
(eupatilin and jaceosidin) and phenols (vanillin and paridol).
These results are in agreement with major studies reported on
different Centaurea species [14.43-48].

4.2. Biological activities

4.2.1. Cytotoxic effects

The raw extract and the isolated compounds were evaluated
for cytotoxic activity. Moderate cytotoxic effects were observed
for three compounds, (—)-arctigenin 2, eupatilin 4 and jaceosi-
din 5, with ICs¢s in the range 25-50 pg/mL. These data are in
agreement with previous studies. Indeed, arctigenin (unspeci-
fied stereoisomer) as tumor specific agent that showed cyto-
toxicity to lung cancer (A549), liver cancer (HepG2) and
stomach cancer (KATO III) cells, but not cytotoxic to several
normal cell lines [49]. Arctigenin specifically inhibited the
proliferation of cancer cells, which might consequently lead
to the induction of apoptosis and is cytotoxic for human
hepatocellular carcinoma cell lines, the ICsgy values after 12 h,
24 h and 48 h of treatment were respectively 38.29, 1.99 and
0.24 uM (501, the highest activity was demonstrated with ICsq
values of 0.73 pM (HeLa), 3.47 uM (MCF7) and 4.47 uM
(A431) [46]. Eupatilin reduces aortic smooth muscle cell
proliferation and migration by inhibiting PI3K, MKK3/6, and
MKK4 activities (ICsg, in HeclA and KLE cells was 82.2
and 85.5 pM) [51.52] and jaceosidin can induce G2/M cell

Antibacterial activity of the purified compounds (1-5) measured by a direct. TLC-bioautography.

Compounds Inhibition zone in mm MRSA C98546 Inhibition zone in mm MRSA C100459
Test 1 Test 2 Test 1 Test 2
Vanillin 1 4 4 0 0
(—)-Arctigenin 2 1.5 1.5 0 0
Paridol 3 2 2 0 0
Eupatilin 4 5 5 6 6
Jaceosidin 5 19 19 21 21
Table 4

Antibacterial activity of eupatilin 4 and jaceosidin 5, measured by a direct. TLC-bioautography with different amounts spotted.

Compounds Inhibition zone in mm MRSA C98546 Inhibition zone in mm MRSA C100459
Test 1 Test 2 Test 1 Test 2
Eupatilin 4 (15 ng) 7 8 22 19
Eupatilin 4 (25 ng) 6 8 17 14
Eupatilin 4 (50 ng) 8 9 20 19
Jaceosidin 5 (15 pg) 15 15 >21 >21
Jaceosidin 5 (25 ug) 15 17 >21 >21
Jaceosidin 5 (50 ug) >21 >21 >21 >21
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cycle arrest by inactivating cdc25C-cdc2 via ATM-Chk1/2
activation [53].

4.2.2. Antifungal and antimicrobial activities

The raw extract and the isolated secondary metabolites were
evaluated for antimicrobial activity. Although the raw extract
didn't show any antimicrobial effect on various bacteria or fungi,
it could potentiate the effect of beta-lactam antibiotics on
methicillin-resistant S. aureus (MRSA), reducing the minimal
inhibitory concentrations (MICs) by a factor of 2-32-fold.
Jaceosidin 5 showed a moderate antimicrobial activity (MIC of
200 pg/mL on MRSA C98506, MRSA C100459, MRSA ATCC
33591, MSSA ATCC 6538, E. coli ATCC 25922). This is in
agreement with previous results [54]. Jaceosidin 5 had the greatest
potency (MICs 16-32 pg/mL) against most S. aureus isolates [551.

The identification of five compounds, vanillin, (—)-arctigenin,
paridol, eupatilin and jaceosidin, from the aerial parts (leaves
and flowers) of C. diluta Ait. subsp. algeriensis (Coss. & Dur.)
M. (Asteraceae) emphasized the possible relevance of this plant
for Algerian traditional medicine and it is surprising that no
report has been published so far on eventual ethnomedical uses
of this species. This may be due to a low distribution of this
species or to an eventual toxicity that could have discouraged its
use in traditherapy; this warrants investigation. A promising
effect on bacterial resistance needs to be further investigated to
identify the compound(s) able to reverse bacterial beta-lactam
resistance.
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Résumé

Ce travail fait partie d’un programme de notre unité de recherche portant sur 1’étude
phytochimique et biologique des plantes du genre Centaurea (Asteraceae). Les espéces de ce
genre sont des réserves potentielles de métabolites secondaires bioactifs.

Le présent travail a concerné en premier lieu 1’évaluation in vitro des activites
cytotoxique, antifongique et antimicrobienne directe et indirecte de la partie soluble dans le
chloroforme de [D’extrait hydro-alcoolique des parties aériennes de Centaurea diluta Ait. subsp.
algeriensis (Coss. & Dur.) Maire, espéce endémique pour 1’Algérie et le Maroc. D’aprés une
recherche bibliographique exhaustive effectuée sur les espéces du genre Centaurea, cette sous-
espéce n’a pas fait I’objet d’études phytochimiques ni biologiques auparavant, ce qui constitue un
de nos critéres de choix de cette plante.

Inactif sur 7 microorganismes testés (agents pathogénes de plante) champignons,
bactéries et lévure, et inactif aussi dans le test antibactérienne directe, cet extrait a montré une
activité cytotoxique significative contre les lignées cellulaires humaines du poumon, du sein et du
glioblastome astrocytaire. Cet extrait a également montré une bonne activité dans le test
antibactérien indirect surtout sur la souche résistante : Staphylococcus aureus résistant a la
méthicilline (la SARM C98506), ou I’extrait CHCl3 a réduit la CMI des antibiotiques de type p-
lactame d’un facteur allant de 2 a 32. Aucune synergie n'a été trouvée entre l'extrait et la
streptomycine. Ces résultats biologiques nous ont encouragés a procéder a 1’étude de la
composition chimique de cet extrait par des techniques chromatographiques sur gel de silice 60
(CC et CCM). Cette étude a mené a I’isolement de neuf produits a 1’état pur et ’identification de
cinqg d’entre eux, par la combinaison de plusieurs techniques d’analyseS spectroscopiques. Il
s’agit de deux composés phénoliques (vanilline 1, paridol 3), un lignane [(-) - arctigenine 2] et
deux flavonoides aglycones (eupatiline 4 et jacéosidine 5). Tous les composés isolés sont décrits
pour la premiére fois dans cette espéce. Les 5 composeés identifiés ont été soumis a des tests de
recherche d’activités cytotoxique et antimicrobienne. Les deux flavonoides aglycones et le lignane
ont montré des effets cytotoxiques modérés sur les six lignées cancéreuses testées (poumon, sein,
glioblastome astrocytaire, prostate, gliome, mélanome murin) dans la gamme de 1Css: 28 UM a
40 uM. Dans le test antibactérien direct par CCM-bioautographie, parmi les cing composés
isolés, seule la jaséosidine 5 présentait une activité antimicrobienne modérée mais l'activité était
relativement faible sur les bactéries Gram positives et négatives (CMI de 200 pg /mL sur SARM
C98506, SARM C100459, SARM ATCC 33591, MSSA ATCC 6538, E. coli ATCC 25922).

Mots clés : Flavonoides; Lignanes; Centaurea diluta; Asteraceae; Activité cytotoxique ;
Activité antibactérienne directe et indirecte ; CCM-bioautographie, CMI.



Abstract

This work is apart of our researchunit program relating to the phytochemical
and biological studies on the plants of the genus Centaurea (Asteraceae). The species
of this genus are potential reserves of bioactive secondary metabolites.
The present work concerned initially the in vitro evaluation of the cytotoxic,

antifungal and direct and indirect antimicrobial activities of the chloroform soluble part of
the hydro-alcoholic extract of the aerial parts of Centaurea diluta Ait. subsp. algeriensis
(Coss. & Dur.) Maire, an endemic species to Algeria and Morocco. According to an exhaustive
bibliographical research carried out on Centaurea species, no phytochemical nor biological report
is available on this subspecies so far; which constitutes one of our selection criteria for this plant.

Inactive against 7 tested microorganisms (plant pathogens) fungi, bacteria and yeast, and
also inactive in the direct antibacterial test, this extract displayed significant cytotoxic effects on
cancer cells (the A549 non-small-cell lung carcinoma, the MCF7 breast adenocarcinoma and the
U373 glioblastoma). In indirect antibacterial tests, the CHCI; extract was able to potentiate the
effect of B-lactam antibiotics on methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), reducing
the minimal inhibitory concentrations (MICs) by a factor of 2-32-fold. No synergy was found
between the extract and streptomycin. Biological data allowed to guide the chemical composition
of the extract by fractionation, separation and purification on silica gel 60 (CC and TLC).
This study led to the isolation of nine components in a pure state and the identification of
five of them, by the combination of several spectroscopic analyses. These products were
two phenolic compounds (vanillin 1, paridol 3), a lignane [(-arctigenin 2] and two flavonoid
aglycones (eupatilin 4 and jaceosidin 5). All the isolated compounds are described for the first
time for this species. The 5 identified compounds were evaluated for cytotoxic and antimicrobial
activities. Moderate cytotoxic effects were observed on the six tested cancer cell lines (A549,
MCF7, U373, Hs683 human glioma, PC3 human prostate and B16-F10 murine melanoma)
for both the flavonoid aglycones and the lignane with 1Cses in the range 28 uM to 40 pM.
In the direct antibacterial test by TLCbioautography, among the five isolated
compounds, only jaseosidin 5 showed a moderate antimicrobial activity but this
activity was relatively weak on the positive and negative Gram bacteria (MIC of 200 ug/mL
on MRSA (98506, MRSA C100459, MRSA ATCC33591, MSSA ATCC6538, E. coli
ATCC25922).

Keywords: Flavonoids; Lignans; Centaurea diluta; Asteraceae; Direct and indirect

antibacterial activities, TLC- bioautography, MIC.
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