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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

Pour se soigner, ’homme a longtemps eu recours a des remedes traditionnels a base de
plantes (tisanes, poudres, décoctions), administrés par frictions, inhalations, cataplasmes,
massages ou encore par voie orale. Le nombre d’especes de plantes a fleurs connues est
évalué a plus de 400 000. On estime a environ 34 000 le nombre d’especes encore inconnues

a ce jour.

Les plantes contiennent des métabolites secondaires qui peuvent étre définis comme
des molécules indirectement essentielles a la vie des plantes, par opposition aux métabolites
primaires qui alimentent les grandes voies du métabolisme central. Ces métabolites
secondaires exercent une action déterminante sur [’adaptation des plantes a leur
environnement. IIs participent ainsi, de maniere tres efficace, a la tolérance des végétaux a des
stress varié€s (attaques de pathogenes d’insectes, sécheresse, lumiere UV...). D’un point de
vue applicatif, ces molécules constituent souvent la base des principes actifs des plantes
médicinales. L’évaluation de la valeur thérapeutique de ces métabolites (taxanes de I’if,
alcaloides de la pervenche de Madagascar...) fait I’objet de nombreuses recherches et amene a
I’identification des principaux éléments actifs de la plante. De 1’aspirine au taxol, I’industrie
pharmaceutique s’appuie largement sur la diversité et les propriétés biologiques des

métabolites secondaires végétaux pour le développement de nouveaux médicaments.

Les polyphénols constituent I’une des principales classes de métabolites secondaires
qui se localisent généralement au niveau des différentes parties de la plante. Ces composés
suscitent un grand intérét de par leurs nombreux effets bénéfiques pour la santé : prévention et
traitement de certains cancers, traitement des maladies inflammatoires, cardiovasculaires et
neurodégénératives (Terra et al., 2007; Yang et al., 2008 ; Cazarolli et al. 2008; Perez-
Vezcaino et al., 2006. Li-Weber, 2009 ; Bonfili et al., 2008; Pierini et al., 2008; Teillet et al.,
2008 ; Burta et al., 2008). Certains d’entre eux sont également utilisés comme additifs pour

les industries agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique.
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Les polyphénols sont communément subdivisés en tanins, lignines, flavonoides et
anthocyanes qui dérivent tous de l'assemblement d’unités phénoliques. En particulier, les
flavonoides sont connus pour leurs propriétés antioxydantes, antibactériennes, antivirales,
antiinflammatoires, antiprolifératives, régulatrices de systemes enzymatiques ... Ces activités
ont treés souvent un lien avec leur activité antioxydante et notamment leur capacité a piéger les
radicaux libres, chélater les ions métalliques ou inhiber les enzymes responsables de la

formation de radicaux.

En condition physiologique, I’oxygeéne donne lieu a la formation d’especes réactives
de I'oxygene (ERO) dont font partie les radicaux libres, particulierement toxiques pour
I’intégrité cellulaire. Ces ERO sont susceptibles d’interagir avec toute une série de composés
biologiques (lipides, protéines, ADN,..) et de conduire a leur dégradation partielle (Mario et
Andreas, 2008). Au niveau moléculaire, les ERO peuvent aussi agir comme messagers
secondaires et activer des facteurs ou genes impliqués dans le développement de diverses
pathologies (Ushio-Fukai et Nakamura, 2008; Galanis et al., 2008). Pour diminuer ces effets,
I’apport d’antioxydants dans des quantités adéquates par le biais de 1’alimentation ou de
compléments enrichis constitue une voie dont I’efficacité est aujourd’hui reconnue. Parmi
eux, on trouve les vitamines C, E et A, ainsi que les flavonoides. Cependant, la formulation de
ces molécules dans diverses préparations se heurte encore a un certain nombre de difficultés
liées a leur mise en solution dans différentes phases lipophiles et hydrophiles a cause de leur
polarité intermédiaire qui est modulée par la présence dans leur structure, de groupes
substituants non phénoliques plus ou moins polaires. Ils sont donc souvent peu solubles en
phases aqueuses et encore plus faiblement dans les phases lipidiques, ce qui peut restreindre

leur efficacité ou leur biodisponibilité.

Plusieurs réactions ont été décrites dans la littérature pour améliorer 1’utilisation de
flavonoides dans des formulations pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires sans
altération de leurs propriétés physico-chimiques et biologiques. Ainsi, des essais de
glycosylation, de polymérisation et d’acylation ont été mis en ceuvre dans le but d’augmenter
la stabilité, la solubilité et la biodisponibilité de ces métabolites. Ces synthéses permettent
ainsi la fonctionnalisation des flavonoides. En particulier, 1’acylation des flavonoides est une
des voies intéressantes et prometteuses pour remédier a ces limitations. En effet, elle confere
aux flavonoides une meilleure solubilité dans les milieux lipidiques et améliore leur capacité

a étre transferé au niveau des membranes biologiques en augmentant leur hydrophobie. Cette
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réaction a fait I’objet de nombreuses études qui ont permis de déterminer les conditions
adéquates de réaction afin d’optimiser les rendements et de mettre en évidence 1’influence de
ces conditions sur la régiosélectivité. Différents facteurs ont été étudiés tels que la nature du
flavonoide, la nature du donneur de groupement acyle, la nature de catalyseur, le solvant, la

température, la pression, la teneur en eau du milieu réactionnel ...

Dans ce contexte, 1’objectif global de ce travail est d’étudier les activités biologiques
d’extraits riches en flavonoides de Nitraria retusa, des flavonoides identifiés et purifiés a
partir de ces extraits et étudier I’influence de 1’acylation enzymatique sur les propriétés

antioxydantes et antiprolifératives de ces flavonoides.

La premiere partie de ce travail consistera a déterminer les conditions d’extraction des
flavonoides a partir de feuilles séches d’une plante subsaharienne : Nitraria retusa. Les
rendements d’extraction seront déterminés, les polyphénols totaux quantifiés et les principaux

flavonoides identifiés.

Les activités antioxydantes des extraits bruts, des fractions enrichies en flavonoides et
de molécules témoins seront évaluées : aptitude a inhiber la xanthine oxydase, a piéger les
radicaux DPPH, ABTS et le radical anion superoxyde. L’activité antiproliférative de ces
fractions/extraits vis-a-vis de deux lignées cellulaires humaines: les cellules cancéreuses

Caco? et les cellules normales HUVEC sera également étudiée.

Dans une deuxieme partie, une étude concernant la synthese de dérivés acylés d’un
flavonoide modele, 'isoquercitrine, ayant une structure proche de celle de flavonoides
présents dans Nitraria retusa sera entreprise. Des donneurs de groupement acyle de
différentes longueurs de chaine seront utilisés afin d’étudier leur influence sur les

performances et la régiosélectivité de la réaction.

Les activités biologiques des esters synthétisés seront évaluées par différentes mesures

d’activité antioxydante et d’activité antiproliférative et comparées a celles de la molécule

d’origine, I’isoquercitrine. Des éléments de relations structure-activités seront proposés.




Introduction générale

Enfin, les conditions mises au point pour I’acylation de 1’isoquercitrine, molécule
modele, seront appliquées par la suite a un flavonoide de Nitraria retusa : I’isorhamnétine-3-

O-glucoside, un analogue structurale de 1’isoquercitrine.

Les activités biologiques d’esters d’isorhamnetine-3-O-glucoside seront déterminées

et comparées a celles de la molécule d’origine.
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CHAPITRE 1. ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Description botanique de Nitraria retusa

1.1. Taxonomie

Le genre Nitraria comporte plusieurs especes: N. billardierei, N. caspica N.
komarovii, N. oliverii , N. pamirica, N. praevisa, N. retusa, N. roborowskii, N. schoberi, N.
senegalensis, N. sericea, N. sibirica, N. sinensis, N. sphaerocarpa, N. tangutorum. En se
basant sur des données concernant le développement de 1'anthere, la structure du pollen et
I’embryologie, Sheahan et Chase (1996) ont recommandé de séparer ces especes de la famille
des Zygophyllaceae et de les considérer comme une famille indépendante (Tdkholm, 1974 ;

Boulos, 2000; Watson et Dallwitz, 1992) (tableau 1).

Tableau 1: Taxonomie de Nitraria retusa

Reégne Plantae

Sous- Regne Tracheobionta
Super -Division Sepermatophyta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Sapindales
Famille Nitrariaceae
Tribu Nitrarioideae
Genre Nitraria
Espéce Nitraria retusa
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1.2. Morphologie de Nitraria retusa

Le genre Nitraria est constitué d’arbrisseaux parfois épineux. Ces plantes sont
xérophiles, hermaphrodites et poussent dans les déserts salins. Elles présentent un feuillage le

plus souvent caduc.

Nitraria retusa est un arbrisseau, trés rameux de couleur gris-vert, épineux par ses
rameaux pointus aux extrémités. Il mesure de 0,5 a 1,5 m de hauteur, mais peut atteindre

parfois 4 a 5 m. Il croit souvent en buttes en accumulant du sable. (Chaieb et Boukhris, 1998).

Ses feuilles sont en forme de spatule et charnues. Elles sont alternées sur les jeunes
rameaux et en touffes sur les rameaux anciens. La floraison a lieu au début du printemps. Les
fleurs constituent des petites panicules blanchétres terminant les rameaux. Le fruit est une
drupe pyramidale a trois loges donnant une seule graine. (Chaieb et Boukhris, 1998 ; Pottier-

Alapetite, 1979).

Figure 1: Fruits, feuilles et fleurs de Nitraria retusa
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1.3. Localisation géographique

Les plantes du genre Nitraria sont particuliecrement holarctiques, paléotropicales, et
australiennes. On les trouve également dans le Sahara et dans la région qui s’étend du sud de
la Russie a I’ Afghanistan. Nitraria retusa pousse principalement dans les régions a climat
modéré et subtropical. C’est I'un des arbrisseaux les plus communs dans la végétation
halophile des déserts salins (Tackholm, 1974 ; Daoud, 1985). Il est également tres présent
dans les steppes. Les sols occupés par cette plante saharo-arabienne, présentés dans la figure
2, s’étendent du nord de 1’Arabie saoudite au sud de la Somalie, et de 1’est de la Palestine
jusqu’a I’ouest de la Sénégambie (Zohary, 1973). Des études menées en Egypte ont montré

que cette espece occupe trois territoires principaux:

. Les marais salins.
. Les barres de sables moins salines.
o Les canaux de certains oueds situés pres des cotes (Kassas et Girgis, 1965;

Kassas et Zahran, 1967).

Figure 2: Distribution de Nitraria retusa dans le monde (en rouge)
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Nitraria retusa est rare dans le nord de la Tunisie mais elle est tres fréquente dans les
bioclimats de I’aride supérieur au saharien. Les sols sont typiquement gypseux ou gypseux
salés. C’est une espece gypso halophile qui occupe les plaines et les dépressions des basses
steppes dans le centre et le sud (Chaieb et Boukhris, 1998). Nitraria retusa est également
répandue dans les régions cotieres (Bou Ficha, Hammam Sousse, Sfax, Kerkennah) (Pottier-

Alapetite, 1979). Elle est nommée localement « ghardaq ».

Moussa et al. (2000) indiquent que cette espece se trouve dans la région de Mareth
(oasis de Mareth) du coté continent et dans les zones d’alluvionnement a texture moyenne et
assez riches en gypse ; elle domine I’Oued el Ferd et Zarat, dans la région de Nefzaoua (oasis
de Fatnassa). Elle compte parmi les especes particulierement adaptées a la salinité et a

I’hydromorphie.

2. Utilisation traditionnelle de Nitraria retusa

Nitraria retusa est un bon stabilisateur des sols; elle permet notamment de fixer les
dunes (Abd EI-Ghani et Amer, 2003). A 1’état jeune, les feuilles et les petites branches sont
appréciées par les chevres, les moutons et les dromadaires (Le Houérou, 1980; Heneidy,
1996). Le bois est utilisé comme combustible par les habitants locaux (Kassas et Girgis,
1965). Les drupes de Nitraria retusa sont comestibles. Elles sont consommées par I’homme et
les oiseaux (Larribaud, 1952). Ces fruits rouges sont savoureux et servent a préparer un jus
rafraichissant (Keith, 1965 ; Sudhersan, 2003). Les feuilles charnues et ameres de Nitraria
retusa, additionnées d’eau, servent a fabriquer des cataplasmes qui sont appliqués pour
résorber des enflures. (Trotter, 1915; Keith, 1965). Les feuilles séches servent, en décoction,
de succédané au thé (Tackholm, 1978; Le Floc’h, 1983). Les cendres de cette espece ont la
propriété de retirer les humeurs des plaies infectées (Passager et Barbangon, 1956).
Hmamouchi (1997) indique que la partie aérienne de Nitraria retusa est utilisée au Maroc a
des fins médicinales, alimentaires et vétérinaires. Bellakhdar (1997) a décrit 1’utilisation des
feuilles de Nitraria retusa dans plusieurs recettes traditionnelles au Maroc pour guérir
différents maux et maladies: dans la région de Tissint, les indigenes utilisent les feuilles
fraiches de Nitraria retusa en décoction en cas d’empoisonnement, maux d’estomac, ulcere,

gastralgie, gastrite, entérite, pyrosis, colite, colique, douleurs abdominales et maux de ventre.
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Dans cette méme région, les feuilles de Nitraria retusa additionnées a des feuilles de
Zygophyllum gaetulum sont utilisées en suppositoires pour guérir les hémorroides. Dans la
région de Figuig et dans le Tafilalet, ces mémes feuilles sont utilisées en cataplasme en cas
d’entorse, d’enflure, d’hématome, de foulure, de contusion ou de luxation. L’arbuste constitue
également un bon paturage, conseillé dans la maladie du chameau. Rivera et al. (2006), citent
Nitraria retusa parmi les exemples de plantes endémiques méditerranéennes utilisées en

alimentation.

3. Etudes chimiques et biologiques de Nitraria retusa

3.1. Flavonoides de Nitraria retusa

Au cours d’investigations chimiosystématiques, les feuilles de Nitraria retusa ont été
étudiées et 6 hétérosides de 1’isorhamnétine ont été identifiés expérimentalement par Halim et
al. (1995). Cette étude a permis d’isoler, a partir des feuilles et des jeunes tiges de Nitraria

-4Rhm galactosyl robinobioside en

retusa, un nouveau flavonol trioside, I’isorhamnétine 3-O
plus d’autres flavonols déja identifiés: 1’isorhamnétine (Harborne et al., 1975),
I’isorhamnétine  3-robinobioside (Buschi et Pomilio, 1982 ; Saleh et al., 1990),
I’isorhamnétine 3-rutinoside (Harborne et Mabry, 1982; Kamel et al., 1991), I’isorhamnétine
3-galactoside et I’isorhamnétine 3-xylosyl robinobioside (Markham et al., 1978 ; Kamel et al.,

1991) et I’'isorhamnétine 3-glucoside (Markham, 1978).

Figure 3: Structure de I’isorhamnétine-3-O-4Rhm galactosyl robinobioside (Ahmed et al., 1995)

4Rhm

L’isorhamnétine 3-O- galactosyl robinobioside a €té isolé par extraction des

feuilles de Nitraria retusa a 1’acétate d’éthyle et au n-butanol.
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Le spectre UV de ce flavonoide a révélé que celui-ci est substitué en position 3 et

présente des groupements hydroxyles libres au niveau des carbones 7, 5 et 4°.

Nitraria retusa est une espece qui possede un profil de flavonoides différent des autres
Zygophyllaceae. En effet, le flavonol glycoside majeur de Nitraria retusa est I’isorhamnétine
3-O-robinobioside (Halim et al., 1995), alors que pour d’autres Zygophyllaceae le flavonol
glycoside majeur est le rutinoside pour le Zygophylum et les balinites (Saleh et El-Hadidi,
1977; Kamel et al., 1991; Maksoud et El-Hadidi, 1988) et le gentiobioside pour le Tribulus
(Saleh et al., 1982). Cela confirme que la glycosylation joue un rdle important dans la
taxonomie des Zygophyllaceae et prouve la séparation taxonomique de tribu de Nitrarioideae
et son traitement comme une famille séparée, les Nitrariaceae (Tackholm, 1974; Takholm et

Boulos, 1972).
3.2. Activité antidiabétique de Nitraria retusa

L’évaluation des activités biologiques potentielles de Nitraria retusa a fait I’objet de
tres peu d’études scientifiques. On peut citer les travaux de Shabana et al. (1990) qui ont
étudié I’activité antidiabétique de plantes désertiques recueillies dans différentes localités
égyptiennes. Des extraits ont été administrés a des rats normaux et a des rats alloxanisés a
jeun. Apres comparaison des résultats obtenus en présence de ces extraits avec ceux obtenus
avec des hypoglycémiants standards administrés par voie orale, ces auteurs ont montré que

Nitraria retusa possede une activité hypoglycémiante (Shabana et al., 1990).

4. Etude chimique et biologique d’autres especes du genre

Nitraria : exemple de N. tangutorum
4.1. Composition chimique de Nitraria tangutorum

Cette espece pousse en Chine. Ses feuilles sont utilisées en médecine traditionnelle

comme agent antispasmodique et anti-arythmique (Xing, 1991).

Huit composés chimiques ont été isolés a partir des feuilles de Nitraria tangutorum :

I’acide  3-méthoxy-4-hydroxy-(trans)-cinnamique, [’acide o-hydroxy-trans-cinnamique,

10
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I’acide  3-hydroxy-4-méthoxy-benzéne  carboxylique, 1’acide  a-hydroxy-benzene
carboxylique, le 3,5-diméthylether-kaempférol-7-O-B-D-glucoside, le 3-méthylether-
kaempférol-7-O-B-D-glucoside, I’'isorhamnétine-7-O-B-D-glucoside et 1’isorhamnétine-3-O-
B-D-rutinoside. Ces composés ont été utilisés pour établir la chimiotaxonomie du genre

Nitraria (Duan et al., 1998, Jeffrey, 2001).

Dans les graines de Nitraria tangutorum, Zhong-jian (1989) a isolé I’isorhamnétine-7-
O-B-D-glucoside, I’isorhamnétine-7-O-a-L-rhamnoside, le kaempférol-7-O-a-L-rhamnoside
et la quercétine-7-O-a-L-rhamnoside. La quercétine, quant a elle, a été identifiée dans
I’extrait a I’éthanol de ces graines (Wang, 2007). Yourui et al. (2004) ont étudié¢ la
composition chimique de I’huile de graines de Nitraria tangutorum. 28 composés chimiques
ont été séparés a partir de cette huile et les 12 composés majoritaires parmi lesquels I’acide
linoléique, le y-sitostérol, le gamma-tocophérol et le 2,4-méthyl-5-cholestene-3-ol ont été
identifiés. Cette plante est riche en acide linoléique qui représente 66% de 1’huile de ses

graines.

Duan et al. (1999) ont identifié pour la premiere fois un alcaloide indolique tres
intéressant: la tangutorine dans les feuilles de Nitraria tangutorum (Putkonen et al. 2001 ;
Putkonen et al., 2003). Cet alcaloide a montré une importante cytotoxicité vis-a-vis des

cellules HT29, cellules cancéreuses de colon humain (Lui et al., 2005).

4.2. Activité cytotoxique d’un flavone de Nitraria tangutorum

Yu et al. (2008) ont montré que le flavone extrait de Nitraria tangutorum possede une
forte activité cytotoxique in vitro vis-a-vis des cellules d’adénocarcinome de reins humains,
A-704. Son mécanisme d’action est probablement lié a une inhibition de la division cellulaire,
une destruction de la structure de la membrane cellulaire et un changement des teneurs en

microéléments dans la cellule.

4.3. Activité antiproliférative de I’alcaloide tangutorine

L’alcaloide tangutorine a été isolé a partir des feuilles de Nitraria tangutorum. Liu et

al. (2005) ont étudié I’activité antiproliférative de cette molécule vis-a-vis des cellules HT29.
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Alors qu’a faible concentration la tangutorine stimule légérement leur prolifération, a des
concentrations supérieures a 6,25 pg/mL, elle fait diminuer le nombre de cellules vivantes de
maniere dose dépendante (IC50=15 pg/mL). Les études morphologiques des cellules n’ont
pas permis la détection des caractéristiques spécifiques de 1’apoptose mais seulement de
grandes vacuoles, un gonflement de mitochondries et des filaments denses liant le
cytosquelette dans le cytoplasme. L.’analyse par immunoblotting a montré que la tangutorine a
induit une suppression de toutes les cyclines et leurs kinases associées, comme la
topoisomérase, par 1’induction de p21 II, a empéché la réplication normale de I’ADN et a

inhibé la mitose.

Ces différents travaux soulignent d’une part I’intérét certain de Nitraria retusa et
d’autres plantes appartenant au méme genre pour la prévention et le traitement de diverses
pathologies et d’autre part la/les activités particulieres de métabolites polyphénoliques
spécifiques. Aucune étude visant a établir un lien entre les activités biologiques associées a

ces plantes et leur composition n’a été rapportée.

Depuis 10 ans, I'intérét porté aux composés phénoliques extraits de végétaux ne cesse
de croitre. Dans le domaine de la nutrition, il s’agit de développer de nouvelles molécules
pour la prévention voire le traitement de certaines maladies : maladies liées au vieillissement,
maladies cardio-vasculaires, cancers, maladies inflammatoires ... Il a été montré que celles-ci

sont généralement liées au stress oxydant, processus générateur de radicaux libres.

5. Stress Oxydant

5.1. Origine et dangers des radicaux libres

La production de radicaux chez les organismes vivants est un phénomene normal,
régulé par le biais de divers processus chimiques ou enzymatiques de détoxification. En effet,
I’organisme possede ses propres moyens de défense lui permettant de lutter contre les
radicaux libres. Quand ce systeme de protection perd de son efficacité (mutation, inactivation
d’enzyme, carence en vitamines) ou quand le nombre de radicaux libres (pollution,
alimentation ...) augmente de maniere importante, il survient un stress oxydant. Celui-ci peut
déclencher une suite d’événements moléculaires et cellulaires dont les conséquences sont

multiples: réponse inflammatoire, modulation de la prolifération et de la différenciation
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cellulaire, et méme mort cellulaire. Ainsi, il est a présent reconnu que le stress oxydant est un
facteur d’inflammation, de mutagénese et qu’il peut jouer un role dans le développement de
nombreux cancers. Il est également impliqué dans d’autres maladies comme la maladie
d’Alzheimer, les troubles cardio-vasculaires, les accidents cérébro-vasculaires. De
nombreuses études ont été menées pour tenter de comprendre les mécanismes du stress
oxydant. Les lipides, notamment les acides gras polyinsaturés, sont particulierement sensibles
aux radicaux, ce qui explique I’effet délétere de ces especes chimiques hautement réactives
sur la structure des membranes cellulaires (Scrive, 1990; Poli et al. 1987). Les radicaux qui
dérivent de I’oxygene (ERO) ont un effet particulierement destructeur au niveau cellulaire.
Ceux-ci échappent aux défenses anti-oxydantes de la cellule et modifient les composants
cellulaires (acides nucléiques, protéines, lipides). Le stress oxydant engendré conduit a un
dysfonctionnement catalytique de 1’ensemble de la cellule, pouvant provoquer la mort
cellulaire (Wolfe et al., 1994). Les radicaux peuvent également agir au niveau de I'ADN du
noyau (Goetz et Luch, 2008), notamment au niveau des bases azotées qui le constituent
(figure 4). Ainsi, grace aux ions métalliques (fer, cuivre) transportés dans le noyau par les
lysosomes, le peroxyde d’hydrogene peut conduire a la production de radicaux provoquant
I’oxydation et 1’altération des molécules d’ADN et pouvant entrainer mutagénese et cancer
(Imlay et al. 1998; Lloyd et Phillips, 1999). Parmi les effets attribués aux radicaux, on peut
citer également la dénaturation des acides aminés qui peut entrainer la diminution

d’expression, le dysfonctionnement ou l'inactivation d’enzymes (Bousquet, 1992).
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Figure 4: Dommages causés par les ERO au niveau de I’ADN (Goetz et Luch, 2008)

5.2. Les systémes de défense contre I’oxydation

Le systtme de défense des organismes vivants repose principalement sur 1’action
d’enzymes cytosoliques (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, catalase, glutathion
transférase) dont 1’effet protecteur est complété par celui de différents réducteurs des
structures lipoprotéiques (o-tocophérol, caroténoides, lycopene, ubiquinol) et du cytosol
(acide ascorbique, glutathion réduit). Dans le cas d’un stress oxydant, ce systeme de défense
est inapte a lutter contre les radicaux libres, lors de leur augmentation. Dans tous les cas, une
solution consiste a renforcer le systeme antioxydant en fournissant a 1’organisme des
molécules antioxydantes par voie nutritionnelle. Tres fréquemment, les antioxydants sont

classés selon leur affinité pour les matrices hydrosolubles ou les matrices lipidiques.
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5.2.1. Les antioxydants liposolubles

Ces molécules sont naturellement présentes au niveau des membranes cellulaires et
des lipoprotéines plasmatiques circulantes. Grace a leur structure chimique, elles sont
capables de réagir directement avec les radicaux libres et d’inhiber ainsi la peroxidation
lipidique. Les principaux antioxydants liposolubles appartiennent a la famille des tocophérols

et des caroténoides.

La vitamine E désigne sous un terme générique I’ensemble des différents tocophérols
(la molécule de tocol constituant la structure de base) et des différents tocotriénols (figure 5).
Elle est constituée d’un noyau 6-chromanol sur lequel est fixée une chaine phytyle
enticrement saturée. Les différents tocophérols (a, B, & et y) se distinguent par le nombre et la
position des groupes méthyles fixés sur le cycle phénolique. La chaine aliphatique confere a
la vitamine E son caractere lipophile et permet son incorporation dans les membranes

cellulaires. La vitamine E est le principal agent antioxydant des membranes cellulaires.

Tocopheral (T)

R
”Dﬁx Tocotdenol (TE)
Rz o"‘(«""“ﬁl\-/\.&’l\/‘\fl\
'
a-T or a-TE, R1 = CHy, R2 =CH4
[-T or j-TE, R1 =CHs, R2=H

¥Tor +TE, R1=H, R2=CH3
&Tor &TE,R1=H R2=H

Figure 5: Structure des a, B, y et 5-tocophérols et a, 3, y et 6-tocotriénols (Jiang et al., 2008)

Les tocophérols a, B, 6 et y détruisent les radicaux peroxyles (ROQO) et alkoxyles

(RO) grace a leur hydroxyle phénolique, en formant des hydroperoxydes lipidiques et le

radical tocophéryle. Les réactions peuvent €tre résumées de la facon suivante:

R- OO+ a-TOH » R-OOH+a-TO

R-O+0-TOH — &% R-OH+a-TO
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Le radical tocophéryle est peu réactif et n’induit pas de nouvelles réactions
radicalaires. Le tocophérol peut étre régénéré par la vitamine C (Stahl et Sies, 1997), le GSH

(Chan et al. 1991) et I’ubiquinone (figure 6).

RO Vitamine E Vitamine C’
ROO
ROH . . ) . .
ROOH Vitamine E Vitamine C
Ubiquinol 2 GSH
(réduit)
Ubi-
semiquinone Vitamine E 2GS —» GSSG

Figure 6: Régénération de la vitamine E

L’a-tocophérol est I’isomere le plus abondant et posseéde I’activité antioxydante la
plus forte; d’apreés Burton et Ingold (1989), I’ordre d’efficacité des tocophérols est le suivant

a>B,>0=7.

Les caroténoides, quant a eux, forment une grande famille de polyenes conjugués
pigmentaires (famille du carotene). Ces molécules sont constituées de 40 atomes de carbones
formés de 8 unités isoprénes a des extrémités pouvant étre cycliques. Le précurseur des
caroténoides est le phytoetre (molécule linéaire a 40 carbones) qui est synthétisé par
condensation de 2 molécules de géranmyl-pyrophosphate (molécules a 20 C), elles-mémes
synthétisées par condensation de 4 molécules d'isoprene (figure 7). Le phytoetre subit ensuite

des déssaturations, des cyclisations a ses extrémités pour former les caroteénes.

TN

Figure 7: Molécule isoprene
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Les caroténoides sont synthétisés uniquement par les végétaux et se transferent aux
animaux a travers la chaine alimentaire. Certains d’entre eux agissent alors comme
provitamines, telle que le béta-carotene, précurseur de la vitamine A, et/ou interviennent a

différents niveaux de I’organisme, (Liang et al., 2009).

Les caroténoides sont des molécules aux capacités antioxydantes similaires a celles
des tocophérols. Grace a leur longue chaine carbonée riche en doubles liaisons, ils sont
d’excellents piégeurs de radicaux peroxyles et d’oxygene singulet (figure 8). Une molécule de
caroténoide peut piéger plusieurs especes radicalaires avant d’étre finalement détruite (Stahl

et Sies, 1997).
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Figure 8: Exemples de caroténoides ( Liang et al., 2009)

5.2.2. Les antioxydants hydrosolubles

Ce sont des petites molécules polaires qui peuvent, comme précédemment, piéger
directement des especes radicalaires ou limiter leur formation. La vitamine C et le glutathion

(GSH) sont les principaux antioxydants hydrosolubles du compartiment intracellulaire.

La vitamine C, appelée aussi acide ascorbique, est apportée par 1’alimentation chez
I’homme. Elle est présente dans la cellule au niveau du cytoplasme et des lysosomes. Elle
peut directement réagir avec des especes oxygénées réactives comme HO™ ou O’ et former le

radical semidéshydroascorbate. Peu réactif, ce dernier est rapidement oxydé en acide
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déshydroascorbique. La vitamine C peut également contribuer a limiter la peroxydation
lipidique en régénérant d’autres antioxydants comme la vitamine E. Il faut toutefois signaler

qu’a forte dose et en présence de quantités importantes de fer, elle peut devenir prooxydante.

Certains groupements thiols (au sein des résidus cystéine des protéines ou des petits

peptides) dans leur forme réduite peuvent également piéger des radicaux libres.

Les oligo-éléments (Cu, Zn, Se, Mn, Cr) peuvent aussi participer a la défense
antioxydante en servant notamment de cofacteurs aux enzymes antioxydantes (le cuivre, le
zinc et le manganese de la superoxyde dismutase mitochondriale, le sélénium de la glutathion
peroxydase). L’activité de ces enzymes est directement liée a 1’apport en oligo-éléments par

1’ alimentation.

En plus des antioxydants présents dans 1I’organisme, il existe un intérét croissant pour
des composés d’origine naturelle, impliqués dans le systtme de défense de nombreux
végétaux. Ces molécules suscitent 1’intérét de nombreux chercheurs qui focalisent leurs
travaux sur leur extraction, leur caractérisation et 1’évaluation de leurs propriétés biologiques
in vitro et in vivo afin d’évaluer leur potentiel pour la prévention de certaines maladies
associées aux radicaux libres. Largement distribués dans le monde végétal, les polyphénols

font partie de ces composés prometteurs sur lesquels de nombreuses recherches sont menées.

Ainsi, les procyanidines du thé vert et du thé noir et les polyphénols du vin rouge ont
été particulierement étudiés (Weissburger, 1997; Tamura et Yamagami, 1994) de méme que
les polyphénols extraits de plantes médicinales comme 1’ail (Allium sativum L; Liliaceae)
(Bonjiorno et al., 2008) et le ginkgo ( Ginkgo biloba L; Gingkoaceae), déja connues pour leur
richesse en flavonoides (Ding et al., 2009; Bozin et al., 2008) et leur intérét dans le cadre de la

prévention des maladies cardio-vasculaires et circulatoires (Bruta et al., 2008).

5.2.3. Les antioxydants polyphénoliques

L’intérét porté aux antioxydants naturels, notamment de nature polyphénolique ne
cesse de croitre. Dans le domaine de la nutrition, il s’agit d’étudier de nouvelles molécules

pour la prévention ou le traitement de certaines maladies liées au vieillissement. Ces 10
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dernieres années, de nombreuses classes de substances naturelles ont été étudiées et le nombre
de composés reconnus pour leurs propriétés antioxydantes intéressantes ne cesse

d’augmenter.

On entend par composé phénolique, tout composé possédant un noyau aromatique
contenant un ou plusieurs substituants hydroxyles et incluant différents groupes fonctionnels
dérivés (esters, glycosides, etc....). Ils sont tres répandus dans les fruits et les 1égumes et sont
donc régulierement consommés par les personnes bénéficiant d’une alimentation "normale".
Parmi ces composés, les flavonoides représentent la classe de substances la plus étudiée (Bors

et al., 1990).

6. Les polyphénols

Avec plus de 8000 structures phénoliques connues, les polyphénols constituent I’une
des plus grandes familles de molécules largement répandues dans le régne végétal. Ce sont
des métabolites secondaires des végétaux présents dans toutes les parties de la plante (Beta et

al., 2005).

Les polyphénols sont caractérisés par la présence de plusieurs groupements phénoliques
et possedent d’autres fonctions (alcoolique, carboxylique...). Ils regroupent un vaste
ensemble de substances chimiques comprenant au moins un noyau aromatique et un ou
plusieurs groupes hydroxyles. Ils peuvent aller de molécules simples, comme les acides
phénoliques, a des composés hautement polymérisés comme les tanins. Les polyphénols sont
communément subdivisés en phénols simples, acides phénols (dérivés de 1'acide benzoique ou
cinnamique) et coumarines, en naphtoquinones, en stilbénoides (deux cycles C6 liés par C2),
en flavonoides, isoflavonoides et anthocyanes (structure C6-C3-C6) et en formes
polymérisées: lignanes, lignines, tanins condensés. Ces squelettes carbonés de base sont issus

du métabolisme secondaire des plantes, élaborés par la voie du shikimate.

En s’appuyant sur la structure carbonée de base, on peut dégager les principales classes

de composés phénoliques (Harborne, 1989) présentées dans le tableau 2:

Ce tableau s'inspire de Marcheix et al. dans Sarni-Manchado et Cheynier (2006), ainsi

que de Bruneton (1999).
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Tableau 2: Principales classes de composés phénoliques

COMPOSES PHENOLIQUES
Squelet/te Classe Exemple Formule Origine
carboné
Cé Phénols simples Hydroquinone HO OH Busserole
. Acide } 0
CoCl e henoiques P wo—{! N4 Epices, fraises
YAroXy 4 hydroxybenzoique = oH
Acides Acide HQ Q .
. . . F: Tomates, ail
hydroxycinnamiques p-coumarique -
C6-C3
= -
Coumarines Ombelliférone ‘ml . Carottes, coriandre
HO 0" 0
v
I
C6-C4 Naphtoquinones Juglone I Noix
oH g
o I
C6-C2-C6  Stilbénoides Trans-resvératrol Raisin
O
Flavonoides Kaempférol Fraises
C6-C3-C6 Isoflavonoides Daidzéine ) Graines de soja
Anthocyanes Delphinidol Raisin Cabernet-Sauvignon
(C6-C3), Lignanes Entérodiol Bactéries intestinales
(C6-C3), Lignines Bois, fruits a noyaux
\Y
(C6-C3-C6), Tanins condensés Procyanidol ! Raisins, kaki
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Les acides phénoliques, tels que 1’acide chlorogénique, 1’acide caféique, 1’acide
protocatéchique, 1’acide vanillique, 1’acide férulique, 1’acide sinapique et 1’acide gallique,
sont contenus dans de nombreuses plantes agricoles et médicinales (Psotova et al., 2003;
Hale, 2003). Ils ont des effets prébiotiques, antioxydants, de chélation et anti-inflammatoires.
IlIs sont considérés comme non toxiques. Certains d’entre eux suscitent de plus en plus
d'intérét pour la prévention et le traitement du cancer. Pharmacologiquement, le mieux
caractérisé est 1’acide caféique (Psotovd et al., 2003). Ainsi, 1’acide caféique et 1’acide
férulique limiteraient la formation du cancer des poumons chez les souris tandis que 1’acide

gallique empécherait la formation du cancer oesophagien chez les rats (Hale, 2003).

L’intérét nutritionnel des flavonoides date de la découverte de la vitamine C, suite aux
travaux de Szent-Gyorgyi en 1938. Contrairement a 1’acide ascorbique, le jus d’agrumes
permet, in vitro, de lutter contre le scorbut. En pratique, les symptdmes hémorragiques du
scorbut liés a la fragilité des vaisseaux sont guéris par des extraits de paprika et du jus de
citron alors que I’acide ascorbique seul est inefficace. Les analyses chimiques ont montré que

la fraction active est de nature flavonoique.

Les tanins sont des polyphénols polaires de haut poids moléculaire (> 3000 Da) d’origine
végétale existant dans presque toutes les parties de la plante: écorce, bois, feuilles, fruits et
racines. Il est difficile de les séparer dans un extrait végétal parce que de nombreux isomeres
avec une base moléculaire tres semblable coexistent (Berthod et al, 1999). Ils sont divisés en
2 groupes : tanins hydrolysables (qui donnent apres hydrolyse soit de 1'acide gallique, soit de
I’acide ellagique) et tanins condensés ou catéchiques (constitués de la condensation des
dérivés flavane). Des tanins peuvent également €tre constitués par condensation d’unités

quinone (Cowan, 1999).

6.1. Role physiologique des composés phénoliques

Les composés phénoliques, tels que les flavonoides, sont partiellement responsables des
qualités sensorielles et alimentaires des aliments végétaux. L’astringence et I’amertume des
aliments et des boissons dépendent de la teneur en polyphénols (Lugasi et al., 2003).

Les flavonoides sont des pigments responsables de la coloration des fleurs, des fruits et

des feuilles. Ils sont présents dans la cuticule foliaire et dans les cellules épidermiques des
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feuilles et sont susceptibles d’assurer la protection des tissus contre les effets nocifs des
rayonnements UV (Marcheix et al., 2005). Les pigments responsables de la coloration des
fleurs constituent des signaux visuels qui attirent des animaux pollinisateurs. La plupart de ces
pigments sont des anthocyanes, des aurones et des chalcones. D’autres polyphénols incolores
tels que des flavonols et flavanones interagissent avec des anthocyanes pour altérer, par co-

pigmentation, la couleur des fleurs et des fruits (Brouillard et al. 1997).

Les phénols ont également été décrits dans plusieurs processus physiologiques:
croissance cellulaire, différenciation, organogenese, dormance des bourgeons, floraison et

tubérisation (Marcheix et al., 2005).

Les cellules végétales répondent aux stimuli environnementaux en synthétisant des
métabolites secondaires tels que les polyphénols qui peuvent les protéger contre les
agresseurs. Lorsque la plante est blessée, des composés phénoliques et phénols simples sont
synthétisés et I’activité peroxydasique caractéristique des tissus en voie de lignification est
stimulée. Ces réactions aboutissent a la formation, au niveau de la blessure, d’un tissu
cicatriciel résistant aux infections. De méme, lors de I’attaque par des pathogenes, une
cascade de réactions aboutissant a la résistance exprimée a I’emplacement de I’infection ou
dans d’autres parties non infectées de la plante se met en place. La premiere étape de ce
mécanisme de défense comporterait une accumulation rapide des phénols, a I’emplacement de
I’infection, qui agirait pour ralentir la croissance du pathogéne. Ainsi, la capacité d’une
espece végétale a résister a I’attaque des insectes et des microorganismes est souvent corrélée
a la teneur en composés phénoliques. Jusqu’ici mal connus, les principes actifs et leurs
mécanismes d’action font maintenant 1’objet d’'un nombre croissant d’études (Sun et al.,

2002).

6.2. Les flavonoides
6.2.1. Définition

Le terme flavonoide regroupe une tres large gamme de composés naturels
polyphénoliques. On distingue différents types de noyaux (figure 9) : flavones, flavonols,
flavanones, flavanonols, flavanes, flavan-3-ols, flavylium, chalcones, aurones, isoflavones,

1soflavonols,  isoflavanes, ptérocarpanes, coumaronochromones, 3-arylcoumarines,
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coumestanes, roténoides etc. Les flavonoides ont tous une origine biosynthétique commune et
par conséquent, possedent tous un méme squelette de base de quinze atomes de carbones

constitué de deux unités aromatiques, deux cycles en C6 (A et B) reliés par une chaine en C3.

Figure 9: Motif flavan (a) et flavon(b) et numérotation systématique

Les flavonoides font partie d’une classe de composés naturels largement répandue chez
les végétaux. Ils sont tres présents dans les feuilles, les graines, I’écorce et les fleurs de plante,
abondants dans les 1égumes feuilles et présents dans les aliments d’origine végétale (Iégumes,
céréales, légumineuse, fruits, etc.) et les boissons (vin, thé, cidre biere, cacao, etc.). Cette
présence est en grande partie influencée par des facteurs génériques et des conditions

environnementales (Lugasi et al., 2003).

6.2.2. Biosynthese des flavonoides

La biosynthese des flavonoides se fait a partir d’'un précurseur commun : la 4, 2°,
4’, 6’-tétrahydroxychalcone (figure 10). La cyclisation de cette chalcone stéréospécifique par
la chalcone isomérase forme la (S)-4’, 5, 7-trihydroxyflavanone conduisant au squelette de

base des flavonoides.
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Figure 10: Voie de biosynthese des flavonoides (Remesy, 1996)

Ainsi, les flavonoides existent sous différentes classes et ceci en fonction du degré
d’oxydation et d’insaturation du cycle C. Les différentes classes sont représentées dans la

figure 11.
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Figure 11: Différentes classes de flavonoides

Plusieurs enzymes (synthases, réductases, hydroxylase) contribuent a 1’apparition des

différentes classes de flavonoides. Dans chaque classe de flavonoide, les molécules sont

ensuite diversifiées par hydroxylation (flavonoide 3’-hydrolase, flavonoide 3’, hydroxylase),

méthylation (O-méthyltransférase), glycosylation (rhamnosyl transférase, flavonoide glycosyl

transférase), acylation (acyl-CoA transférase) ou polymérisation.
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Les molécules different entre elles par le nombre et la position des groupements
hydroxyles (Rice-Evans et al., 1996), la présence de substituants sur la génine (flavonoide non
substitué) et le degré de polymérisation. Les formes les plus rencontrées sont issues d’une
hydroxylation, alkylation (méthylation ou prénylation), glycosylation et acylation soit sur la

génine, soit sur un groupe hydroxyle d’un ose.

6.2.3. Intérét biologique des flavonoides

La teneur en flavonol et en flavone des aliments végétaux est fortement influencée par
des facteurs tels que la variation du type de croissance, la saison, le climat et le degré de
maturité (Lugasi et al., 2003). La teneur en composés phénoliques des plantes est également
influencée par des facteurs tels que la germination, le degré de maturité, la variété, le
traitement et le stockage. La plupart des flavonoides diététiques dans les aliments sont des 3-
O-glucosides ou des polymeres, mais peuvent également exister sous formes aglycones. Il est
estimé que la prise moyenne des flavonoides par ’homme est comprise entre 25 mg/jour et

1 g/jour (Wang et Mazza, 2003).

Les flavonoides présentent de nombreuses activités: antioxydantes, anti-
inflammatoires, inhibitrices d’enzymes, et prévention des maladies cardiovasculaires.
Pharmacologiquement, les aglycones sont particulierement efficaces. Certains ont des
activités hépatoprotectrices, diurétiques, vasodilatatrices, antibactériennes, chimoprotectrices,
anti-inflammatoires, antidiabétiques, inhibitrices de 1’aldolase réductase et antiallergiques

(Sharma et al., 2008; Mercader et al., 2008; Cushnie et Lamb, 2005 ).

Une synthese de quelques études concernant 1’action des flavonoides pour la prévention

de maladies est présentée dans le tableau 3.

Tableau 3: Prévention de certaines maladies par les flavonoides

Références Flavonoides Activités

Mercader et al., 2008 56 flavonoides Inhibition de 1’aldolase réductase :
prévention de la formation de cataracte
chez les diabétiques
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Cushnie et Lamb, 2005

Différents types de flavonoides
(flavones, isoflavones,
flavonols...)

Activité antifongique, antivirale,
antibactérienne.

Ziaee et al ., 2009

Rutine

Inhibition de I’hypercholestérolémie
chez des souris sous régime
hypercholestérolémiant.

Hooper et al., 2008

Différentes sous classes de
flavonoides et aliments riches en
flavonoides (chocolat, thé noir, thé
vert, soja, cacao)

Diminution du niveau de LDL,
diminution de la pression sanguine

Lotito et Frei, 2006

Différentes classes de flavonoides
et aliments riches en flavonoides

Diminution de I’oxydation des LDL du
plasma et du sérum.

Inhibition de I’oxydation des lipides et
des protéines

Yochum et al.,1999

Apport élevé en flavonoides

Diminution du risque de mort par
maladie coronarienne chez les femmes
ménopausées

Arts et al., 2001

Catéchine

Prévention de la mort par cardiopathie
ischémique

Nakagawa et al., 2000

Quercétine, rutine

limitation de la peroxidation des lipides
dans les fractions lysosomales.
Activité antioxydante grace a sa

localisation dans les membranes.

Hirano et al., 2001

catéchine, épicatéchine ,
épigallocatéchine, épicatéchine
gallate, gallate d’épigallocatéchine,
myricétine, quercétine, apigénine,
kaempférol, et lutéoline

Inhibition de radical DPPH, inhibition
de I’oxydation du LDL

Kosmider et al., 2004

Différentes classes de flavonoides

Activité antitumorale

Plochmann, 2007

23 flavonoides

Relation structure-activité cytotoxique
vis-a-vis des cellules leucémiques
humaines.

Nijveldt et al., 2001

Différentes classes de flavonoides

Piégeage direct des radicaux libres,
inhibition des enzymes génératrices de
radicaux libres (xanthine oxydase, acide
nitrique synthase), activités
antitumorale, antiinflammatoire,
antiarthérosclérose, antithrombogénique,
antivirale, antiostéoporotique, inhibition
de la peroxydation lipidique,
cytotoxicité sélective des cellules
cancéreuses.

La majorité des activités biologiques des flavonoides est due a leur pouvoir

antioxydant et chélateur. Plusieurs études ont montré qu’un régime alimentaire riche en

flavonoides peut avoir des effets bénéfiques sur la santé.

Grace a leur capacité a inhiber

I'oxydation des LDL, les flavonoides ont démontré des effets cardioprotecteurs importants

(Hooper et al., 2008 ; Lotito et Frei, 2006). Une autre étude a montré qu’un apport élevé en

flavonoides peut diminuer la mortalité par maladies coronariennes et réduit les risques de ces

maladies de 38% chez les femmes ménopausées (Yochum, 1999). Une étude réalisée sur 806

hommes 4gés a démontré qu’il y a une relation inverse entre la consommation de catéchine,
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un flavonoide prédominant dans le thé, et la mortalité par maladies cardiaques (Arts et al.,

2001).

Nakagawa et al. (2000) ont évalué 1’efficacité antioxydante de la quercétine dans les
fractions lysosomales hépatiques des souris a I’aide du générateur de radical hydrophile
AAPH (2,2’ azobis (2 amidinopropane) dihydrochloride) et du générateur de radical lipophile
AMVN (2,2’ azobis (2, 4-dimethylvaleronitrile). La quercétine a empéché la peroxidation des
lipides dans les fractions lysosomales et a inhibé la libération des enzymes lysosomales contre
AAPH et AMVN. La rutine, un dérivé glycosylé de la quercétine, a été moins efficace. Ces
auteurs ont suggéré que la quercétine pouvait avoir une activité antioxydante efficace a

I’interface entre la phase aqueuse et la phase lipidique dans les systemes biologiques grace a

sa localisation dans les membranes.

Dans ce qui suit, les activités antioxydantes et anticancéreuses des flavonoides, faisant

objet de ce travail, seront davantage détaillées.

6.2.4. Activité antioxydante des flavonoides

Les flavonoides peuvent agir de différentes facons dans les processus de régulation du
stress oxydant (Cotelle, 2001, Nijveldt, 2001, Peterson et Dwyer, 1998) : par capture directe
des radicaux, par chélation des métaux de transition comme le fer (empéchant ainsi la réaction
de Fenton) et par inhibition de I’activité de certaines enzymes responsables de la production
des especes réactives de 1’oxygene (ERO). Notons que sous certaines conditions, les
flavonoides sont cependant susceptibles de se comporter comme des agents prooxydants et
d’engendrer une altération des protéines, de I’ADN ou encore des lipides membranaires et des

glucides (Van der Woude et al., 2005, Oikawa et al., 2001, Galati et al., 2001).

6.2.4.1. Activité des flavonoides vis-a-vis des espéces radicalaires

Les flavonoides posseédent une structure chimique aromatique permettant une
délocalisation électronique importante et donc une bonne stabilisation de leurs formes
radicalaires. C’est pourquoi les propriétés antioxydantes des flavonoides sont trés souvent

exprimées en terme de potentiel antiradicalaire. De nombreuses études ont montré que
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I’activité antioxydante des flavonoides est essentiellement liée a leur capacité a piéger les
especes réactives de 1’oxygene comme les radicaux superoxyde, hydroxyle, peroxyle, et
alkoxyle (Rajendran et al., 2004; Nagai et al., 2005; Krishnamachari et al., 2002; McPhail et
al., 2003). La plupart des résultats proviennent d’études expérimentales de radiolyse pulsée,
(Saran et al., 1987 ; Erben-Russ et al., 1987). Cette technique permet de générer et de suivre
le devenir des formes radicalaires de composés antioxydants comme les flavonoides. Elle est
souvent combinée a diverses techniques analytiques comme la spectroscopie d’absorption
UV/visible afin de déterminer les constantes de vitesse associées aux processus conduisant a
I’apparition et a la capture des especes radicalaires (Bors et al., 1994 ; Bors et al., 1990;

Jovanovic et al., 1994; Sichel, 1991).

Le pouvoir antioxydant de composés est le plus souvent évalué par le biais d’une
méthode spectrométrique de référence (Miller et Rice-Evans, 1997; Miller et Rice-Evans,
1996 ; Miller et al., 1996a ; Miller et al., 1996b ; Miller et al., 1993). Il s’agit de mesurer la
capacité d’un composé a piéger le radical 2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate)
(ABTS™) et de la comparer 2 celle d’un antioxydant de référence, le Trolox (6-hydroxy-
2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) (analogue de la vitamine E mais soluble dans
I’eau). Cette méthode a permis de comparer le pouvoir antioxydant de différents flavonoides
(Rastija et Medié—garié, 2009 ; Montoro et al., 2005; Re et 1998; Rice-Evans et al., 1996).
Celui-ci est exprimé selon un indice TEAC (Trolox Equivalent Antioxydant Capacity). Il
s’agit de la concentration (en mM) d’une solution de Trolox ayant la méme activité
antioxydante qu’une solution de concentration 1 mM de la substance testée. Il s’ensuit que
plus I’'indice TEAC est élevé plus le composé possede une activité antioxydante importante. A
titre d’exemple, la quercétine fait partie des flavonoides présentant les indices TEAC les plus

élevés (4,7) (Rice-Evans et al, 1996).
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Figure 12: activité antiradicalaire de divers flavonoides vis-a-vis du radical ABTS.+, exprimée en indice TEAC
(Trolox Equivalent Antioxydant Capacity) (Rice-Evans et al., 1996).

D’autres méthodes basées sur le méme principe existent. On peut, par exemple, citer la
méthode DPPH (Atsumi et al., 1999). Le DPPH (1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyle) donne
naissance a un radical stable possédant une couleur violette en solution (maximum
d’absorbance a une longueur d’onde de 517 nm) et virant au jaune lorsqu’il est capturé par un
antioxydant. En effet, son passage a la forme non radicalaire, apres saturation de ses couches
électroniques s’accompagne de la disparition de la coloration violette. Ce changement de
coloration est suivi par spectrométrie a 517 nm (Koleva et al., 2002; Acuna et al., 2002). La

méthode est généralement standardisée par rapport au Trolox.

6.2.4.2. Interaction des flavonoides avec les cations métalliques

Les ions métalliques présents dans 1’organisme, comme le fer ou le cuivre, peuvent

étre a I’origine de la production de radicaux hydroxyles tres réactifs a partir de 1’espece moins

réactive H,O,, via la réaction de Fenton (Delattre et al., 2005).
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H,O, + Fe>* = OH + OH' + Fe**

Les flavonoides sont connus pour leur capacité a former des complexes stables avec
les ions métalliques. Ils sont donc capables d’inhiber la réaction de Fenton et de limiter ainsi
la production d’ERO (Moridani et al., 2003 ; Engelmann et al., 2005). La capacité des
flavonoides a interagir avec les cations métalliques peut &tre mise en évidence par les
modifications spectrales provoquées par la complexation. Les effets bathochromes au
maximum d’absorption sont caractéristiques de la chélation du métal par le composé. Plus le
complexe résultant est stable, plus le décalage vers les grandes longueurs d’ondes sera
important. Les études d’électrochimie sont ici utiles pour obtenir les potentiels d’oxydation
des différents couples flavonoide/métal mis en jeu (Van Acker et al., 1998). Il est alors
possible de classer les flavonoides selon leur capacité a chélater un cation, et par suite selon

leur activité antioxydante. Il a ét€ montré que 1’un des éléments structuraux déterminants pour

I’obtention d’un pouvoir chélatant est la présence d’un motif catéchol (Moridani et al., 2003).

Des études récentes suggerent que les flavonoides, en subissant une réaction
d’oxydoréduction en présence de métal, possedent une activité antioxydante accrue (Moridani
et al., 2003; De Souza et al., 2004; Afanas'eva et al., 2001 ; Bodini et al., 1999). La forme
radicalaire obtenue dans ces conditions, une semiquinone, serait plus active que la forme
initiale. De Souza et al. (2004) suggerent que 1’augmentation de I’activité antioxydante des
flavonoides apres leur complexation avec des métaux est diie a la présence de centres de
dismutation de superoxyde supplémentaires. De méme, Afnas’ev et al. (2001) ont montré que
le complexe Cu(rutine)Cl, présente une bonne capacité a piéger les radicaux libres in vivo et
in vitro et présente une activité antioxydante 2 a 30 fois plus importante que la rutine non
complexée. Ces auteurs expliquent ce résultat par I’acquisition au sein du complexe rutine-

cuivre d’un centre de dismutation de superoxyde supplémentaire.
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Figure 13: Complexation de la quercétine avec le fer II au niveau du groupement catéchol (Bodini et al., 1999)

Au cours de ce processus, des réactions de disproportionation peuvent avoir lieu dans
lesquelles deux formes semiquinones réagissent ensemble pour former deux especes neutres :
une forme oxydée (la forme quinone) et une autre forme (généralement la forme initiale)

comme montré dans la figure 14.

AR R R

OH Q0 0
“ [Oa] NI

+ Fe®t — /Fez+ + 2HY ——= /Fe *

OH (o] (8]
B R R A A
OH (8] 0 (0]
N s o Fa¥*

+ Fe — /Fe e L& +Fe¥ — +Fe2+

OH o 0 0

Figure 14:Coordination du Fe2+ avec un polyphénol et transfert d’électrons en présence d’oxygene générant le
complexe Fe3+-polyphénol. B : Coordination du Fe3+ avec un polyphénol, réduction de I’ion et formation de la
semiquinone, et réduction du Fe3+ ,. R=H, OH

Les études portant sur les interactions entre les flavonoides et les métaux restent peu
nombreuses et les conclusions conduisent parfois a des contradictions lorsque 1’effet
prooxydant des flavonoides en présence de métaux de transition est évoqué (Yamashita et al.,

1999; Galati et al., 1999).
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6.2.4.3. Action des flavonoides dans le processus de peroxydation lipidique

Les deux modes d’action des flavonoides vis-a-vis des phénomenes oxydatifs évoqués
précédemment pourraient expliquer I’effet de ces composés dans le processus d’oxydation
lipidique dans la mesure ou celui-ci implique la présence de radicaux libres et d’ions
métalliques.

Les lipides sont les constituants essentiels des membranes cellulaires et des
lipoprotéines. Leur peroxydation est un processus qui intervient dans certaines pathologies
impliquant le stress oxydant (Delattre et al., 2005). La peroxydation lipidique est un
mécanisme de dégradation en chaine des acides gras conduisant a la formation
d'hydroperoxydes instables, responsables notamment de la diminution de la fluidité
membranaire. L’oxydation des lipoprotéines de faible densité (LDL) est en partie la cause de
l1ésions liées a 1’accumulation de dépdts lipidiques (essentiellement cholestérol) dans les
vaisseaux sanguins. Depuis longtemps, le mécanisme d’oxydation des LDL fait 1’objet de
nombreuses études visant une meilleure compréhension de maladies comme I’ artériosclérose.
Depuis les résultats obtenus par Rankin et al. (Rankin, 1988 ; De Whalley. 1990) démontrant
le role inhibiteur des flavonoides sur I’oxydation in vitro des lipoprotéines de faible densité

(LDL), cette famille de substances naturelles a suscité beaucoup d’intéreét.

Il est admis que les acides gras polyinsaturés sont oxydés en présence de radicaux

libres et d’un cation métallique (Fe** ou Cu™). Dans les équations ci-dessous, LH désigne un
acide gras polyinsaturé, X' un radical libre, L' le radical alkyl dérivant de I’abstraction de H’

par le radical libre X', LOO" le radical peroxyle, LOOH I’"hydroperoxyde, et LO" le radical
alkoxyle.

Le mécanisme de la peroxydation lipidique comporte plusieurs étapes :

LH+X = XH+L (1)
L'+02 = LOO (2)
LOO +LH = LOOH + L (3)

LOOH + Fe** = LO + OH +Fe’* (4)
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La premiere étape (1) correspond a la phase d’initiation de la peroxydation lipidique ;
les étapes (2) et (3) a la propagation du radical. Un ion Fer (II) réagit généralement avec
I’hydroperoxyde produit lors de I’étape (3) pour former un radical alkoxyle et un ion

hydroxyle (4). Simultanément, diverses réactions de terminaison peuvent avoir lieu :

L'+L = L-L
LO +L = LOL
LOO + LOO ?LOOL + O,

LOO + L = LOOL

Les flavonoides peuvent intervenir a différents niveaux de ce processus de
peroxydation (Leake et al., 1998a; Leake et al., 1998b). Ils sont capables de capturer
directement les especes radicalaires et ainsi d’interrompre 1’étape de propagation radicalaire.
Par ailleurs, étant de bons chélatants, ils sont capables de coordiner le fer libre (Ferrali et al.,
1997; Bravo et al., 2001 ; Zhou et al., 2001a ; Zhou et al., 2001b; Van Acker et al., 1998;
Moridani et al., 2003 ; Engelmann et al., 2005). Enfin, les flavonoides présents a la surface
des membranes sont capables de régénérer la vitamine E, I’'un des antioxydants essentiels
dans la protection des membranes cellulaires (Jessup et al., 1990 ; Wickramasinghe et al.,

1996 ; Negre-Salvayre et al., 1995).

6.2.4.4. Inhibition de diverses enzymes

Les flavonoides sont responsables de I'inhibition de nombreuses enzymes dont
certaines sont impliquées dans le stress oxydant: la glutathion S-transférase, les
lipoxygénases, les cyclooxygénases, la xanthine oxydase, et les oxyde nitrique synthétases
(NOS). Certains flavonoides inhibent les kinases. C’est le cas par exemple de la quercétine et
la myricétine qui inhibent la phosphoinositide 3-kinase, protéine intervenant dans la
signalisation cellulaire. Les modes d’inhibition peuvent étre différents selon le flavonoide et
I’enzyme étudiés (Chi et al., 2001, Pinto et al,. 2005; Da Silva et al., 1998 ; Perusse et al.,
2003 ; Borbulevych et al., 2004 ; Skrzypczak-Jankun et al., 2003).
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6.2.4.4.a. Inhibition de la xanthine oxydase

La xanthine oxydase (XO) et la xanthine déshydrogénase sont impliquées dans le
métabolisme de transformation de 1’hypoxanthine en xanthine et de la xanthine en acide
urique. Cette réaction s’accompagne de la génération des ERO, O," et H,O, a partir du
dioxygene. La voie de la xanthine oxydase est importante dans les processus d’oxydation des
tissus, particulierement apres une ischémie-reperfusion (Sanhueza, 1992). La xanthine
déshydrogénase est la forme de I’enzyme sous conditions physiologiques. Sous conditions

ischémiques sa configuration change en XO.

La quercétine et la silibine ont montré une importante activité inhibitrice de la XO,
conduisant par conséquent a une réduction des dommages oxydatifs (Chang et al., 1993; lio et
al., 1986; Shoskes et al., 1998). Cos et al. (1998) ont étudié les relations entre la structure des
flavonoides et leur activité inhibitrice de la xanthine oxydase. Ils ont montré que la lutéoline
est le plus puissant inhibiteur de la XO. En effet cette molécule répond a toutes les conditions
décrites par ces auteurs pour qu’une molécule soit un bon inhibiteur de la xanthine oxydase, a
savoir la présence de groupement OH en position C5 et C7, la présence d’une double liaison
au niveau C2-C3 ainsi que 1’absence du groupement OH au niveau C3.

OH
OH

HO\ O\

OH) O

Figure 15: Les fonctions dans la structure de la lutéoline lui attribuant une forte activité inhibitrice de la xanthine
oxydase.

A I’aide de méthodes de chimie quantique, une similarité structurale et électronique du
cycle purique de la xanthine et du cycle A des flavonoides a été mise en évidence (Da Silva et
al.,, 2004). D’autres facteurs peuvent entrer en jeu comme 1’absence de substitution en
position 6 ou la présence de fonctions hydroxyles au niveau des positions 7, 3 et/ou 5 (Cotelle
et al., 2001). Les flavonoides présentant ces différents criteres constituent des inhibiteurs

potentiels. Différents modes d’inhibition ont été suggérés : compétitifs, non compétitifs ou
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mixtes (Cotelle et al., 2001; Lin et al., 2002). Dans le dernier cas, le flavonoide est capable de

se lier aussi bien a I’enzyme native qu’au complexe enzyme/substrat.

6.2.4.4.b. Inhibition de I’oxyde nitrique synthase

L’oxyde nitrique (NO) est produit par différents types de cellules y compris les
cellules endothéliales et les macrophages. Bien que la synthése de 1’oxyde nitrique par
I’oxyde nitrique synthase (NOS) soit importante pour le maintien de la dilatation des
vaisseaux sanguins, une production excessive peut étre a I’origine de dommages oxydatifs
(Huk, 1998). En effet, I’oxyde nitrique peut réagir avec les radicaux libres pour produire le

peroxynitrite tres réactif (Nijveldt, 2001).

Plusieurs flavonoides dont la quercétine ont montré un effet réducteur des dommages causés
par 1'ischémie-reperfusion en interférant avec I’activité de la NOS inductible (Shoskes, 1998).
Une étude réalisée par Guerra et al. (2006) suggere que I’inhibition de 1’expression de la NOS
inductible par les flavonoides est a ’origine de leur activité anti-inflammatoire. D’autres
publications traitent de ce sujet et font référence aux flavonoides comme inhibiteurs potentiels
de la NOS (Harris et al., 1997; Chiesi et al., 1995; Man-Ying Chan et al., 2000; Chen et al.,
2001).

6.2.4.4.c. Inhibition des lipoxygénases

Les lipoxygénases constituent une classe d’enzymes a fer non-heéme responsables de
I’oxydation des acides gras polyinsaturés (Delattre et al., 2005). L hydroperoxyde produit
intervient dans divers processus cellulaires selon 1’acide gras initial et la lipoxygénase
considérés. L’oxydation de I’acide arachidonique par la lipoxygénase donne lieu a la synthese
de lipoxines et de leucotriecnes impliqués dans la réponse inflammatoire (Fauconnier et

Marlier, 1996).

Le cycle catalytique des lipoxygénases a été tres étudié et le mécanisme d’oxydation
des acides gras est relativement bien connu. Le mécanisme d’inhibition de ces enzymes par
les flavonoides a également fait 1’objet de plusieurs études (Terao et al., 1998; Jessup et al.,
1990; Wickramasinghe et al., 1996 ; Da Silva, 1998. Perusse, 2003). La molécule la plus

étudiée est la quercétine qui est considérée comme responsable de I’inhibition de la 3-
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lipoxygénase. Ce flavonoide semble se dégrader au niveau de I’enzyme, et le produit de
dégradation (1’acide protocatéchuique) serait responsable de 1’inhibition de I’enzyme. Sadik et
al. (2003) ont montré que les flavonoides de cacao inhibent la 15-lipoxygénase en étudiant
I’activité de 18 flavonoides différents sur les 15-lipoxygénases de lapin et de soja. Une
relation structure-activité a été établie. En comparant les CI50 de I’inhibition de la 15-
lipoxygénase de réticulocytes de lapin par plusieurs flavonoides, ces auteurs ont montré que la
présence de groupes hydroxyles dans la structure de la molécule n’est pas nécessaire pour
cette activité. Par ailleurs, 1’arrangement catéchol renforce 1’inhibition : en présence de cet
élément structural, le pouvoir inhibiteur de I’enzyme est inversement corrélé avec le nombre
de groupes hydroxyles. Il a également été montré que la présence d’une double liaison entre
les carbones C2 et C3 renforce 1’effet inhibiteur. Les flavonoides lutéoline (IC50=0.6 uM),
baicaléine (CI5S0 =1 uM) et fisétine (CIS0 =1.5 uM) ont été identifi€s comme étant les plus

inhibiteurs de I’enzyme d’origine animale.

Ces mémes auteurs ont étudié le mode d’action de la quercétine sur la lipoxygénase.
Ils ont montré que la présence de quercétine influence 1’activité de I’enzyme quelle que soit
son origine (animale ou végétale), lors de 1’oxydation de I’acide linoléique, en exercant trois
effets : la prolongation du temps de latence, une diminution rapide de la vitesse initiale avant

la fin du temps de latence en présence de substrat.

6.2.4.5. Prooxydation

Un nombre croissant d’études traitent de I’effet prooxydant des flavonoides. Certains
auteurs attribuent cet effet a la capacité des flavonoides a s’autooxyder, en engendrant les
formes semiquinones et quinones ainsi que la production de ERO (Metodiewa et al., 1999 ;
Awad 2000; van der Woude et al., 2005 ; Galatti et al., 1999 ; Awad et al., 2001 ; Awad et al.,
2002a ; Awad et al., 2002b). La présence d’une double liaison en position 2,3 et de la fonction
carbonyle en position 4 permet une isomérisation de la forme quinone en méthides de
quinones connues pour étre responsables d’altérations sur les acides nucléiques et les acides
aminés. Les mécanismes ne sont pas encore clairement définis, mais récemment plusieurs

modes d’action ont été€ proposés.

Plusieurs auteurs ont étudié la formation d’adduits par création de liaisons covalentes

entre des formes quinones ou leurs isomeres avec le glutathion (GSH) (van der Woude et al.,
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2005 ; Awad et al., 2002 ; Awad et al., 2003). Ces études ont pour but de suivre, par
spectroscopie, la formation d’adduits en présence d’un flavonoide et d’une protéine et plus
précisément de groupements thiols. Awad et al. (2002) ont montré la formation de 1’adduit
quercétine glutathionyl dans la lignée cellulaire mélanomique possédant la tyrosinase. Les
résultats obtenus indiquent que 1’adduit est formé a I’intérieur de la cellule et est excrété par
la suite dans le milieu de culture, ce qui indique une métabolisation prooxidative de la
quercétine dans les cellules. Awad et al. (2003) ont étudié la formation de flavonoides
quinone / méthides de quinones. Ces auteurs ont indiqué que bien que 1’adduit quercétine
cystéinyl ne présente pas le caractere réversible des adduits glutathion, il semble néanmoins

étre instable.
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Figure 16: Représentation de 1’activité prooxydante de la quercétine permettant la formation de 6- et 8-
quercétine glutathionyl (Van Der Wood et al., 2005).

Van Der Wood et al. (2005) ont montré que la formation des adduits de la quercétine
avec le glutathion, les protéines et I’ADN est indépendante du contenu des cellules en
enzymes oxydatives dans (Figure 16). Cependant le caractére transitoire de ces adduits

pourrait limiter ou provoquer leur impact biologique.
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D’autres études ont permis de mieux comprendre le réle prooxydant des flavonoides
sur I’ADN. La formation d’adduits figure toujours dans les modes d’action proposés, mais
certains auteurs suggerent 'intervention de métaux de transition. Ainsi, Yamashita et al.
(1999) proposent un mécanisme au cours duquel la formation des especes quinone et
semiquinone implique des co-réactifs. Les ERO jouent alors le role d’oxydant et I’espece
H,0, est formée puis se complexe avec le cuivre(Il). Le complexe Cu(I)OOH formé est

supposé étre responsable de 1’altération des bases nucléiques.

6.2.5. Relations structure-activités de flavonoides

De nombreuses études ont mis en évidence 1’existence de relations structure-activités
(RSA) dans le cas des flavonoides. Ainsi, il a été montré que les activités des flavonoides et
de leurs métabolites dépendent essentiellement du nombre et de la position de leurs
groupements fonctionnels. Les éléments structuraux nécessaires a 1’obtention d’une activité
antioxydante optimale ont pu étre établis par plusieurs auteurs (Wolfe et Liu., 2008; Mercader
et al., 2008 ; Khlebnikov ; 2007 ; Sroka et al., 2005 ; Afanas et al., 2001 ; Van Acker et al.,
1996 ) et sont présentés dans les figures 17 et 18.

Quercetin

Figure 17: Eléments structuraux nécessaires a I'obtention d'une activité antioxydante

Decreasing - Increasing
activity 2 4 activity 1. Aromatic OH groups
1. 3-O-Glycosylation 8 _ /LB/J (especially 3- and 5-OH)
2. Steric hinderance at C(3) < |, " 3% | [ 2. ortho-Dihydroxy subsfituent
3. Hydrophobic substituents o A/a c l, ° on B-ring
Y “"d// 3. 4-Oxo substituent
- g 4. AZ? Unsaturation

Figure 18: Relation entre la structure de flavanes et leur capacité a pieger des radicaux libres (Ma et al., 2007)
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Ces éléments sont :

- la présence d’une fonction catéchol sur le cycle B

La configuration des hydroxyles au niveau du noyau B est le parametre structural le
plus déterminant pour 1’activité antioxydante. Ces hydroxyles sont des donneurs d’hydrogene
et d’électrons vis-a-vis des radicaux hydroxyles, peroxyles et peroxynitrine, conduisant a des
especes radicalaires beaucoup plus stables. La présence d’une fonction catéchol (motif ortho-
diphénol) sur le cycle B est étroitement corrélée a une activité antioxydante importante du fait
de la stabilisation du radical phénoxy généré lors du piégeage par la fonction phénolique

située en ortho.

where R =H or OH

Figure 19: Role du groupement catéchol dans I’activité antioxydante des flavonoides (Musialik et al., 2009)

- la présence d’un groupement hydroxyle en position 3

L’hétérocycle C des flavonoides contribue a leur activité antioxydante lorsqu’elle
comporte un groupement hydroxyle en position 3. La capacité de ces molécules a piéger les
radicaux dépend fortement de la présence de ce 3-OH libre. Dans le cas des flavonols, la
glycosylation ou la méthylation de ce groupement conduit a une diminution importante de
I’activité antioxydante (Musialik et al., 2009 ; Ma et al., 2007; Rice-Evans et al., 2006 ; Burda
et al., 2001). La présence d’un groupement hydroxyle en position 5 peut aussi contribuer a

I’activité antioxydante dans le cas des isoflavones (Heim et al., 2002).

- la présence d’un motif énone au niveau du cycle C

Une double liaison entre les carbones C2 et C3, conjuguée a la fonction carbonyle en
C4 permet une bonne stabilisation du radical phénoxy par délocalisation électronique
(Musialik et al., 2009 ). La présence ou I’absence de chacune de ces deux caractéristiques

structurales est déterminante dans la distinction des différentes classes de flavonoides.
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Différentes études ont été menées pour comprendre leur role dans 1’activité antioxydante de la
quercétine. La comparaison des activités respectives de la quercétine et de la
dihydroquercétine (taxifoline) suggere que la fonction carbonyle et la double liaison en C2-C3
permettent une meilleure activité antioxydante (Burda et al., 2001; Rice-Evans et al., 2006;

Van Acker et al., 1996).

OH
OH
HO. o
OH
OH o]
uercetin dg i
Q Taxifolin

Figure 20: Structures chimiques de la quercétine et de la taxifolin

La majorité des recherches effectuées indiquent que les molécules possédant ces deux
éléments de structure sont plus actives que celles qui sont dénuées de 1’une, ou de 1’autre, ou
des deux (Rice-Evans et al., 1996 ; ; Sekher Pannala, 2001; Burda, 2001 ). Ces résultats
s’expliquent par la conjugaison des cycles A et B qui permet la résonance du noyau
aromatique, stabilisant ainsi le radical phenoxy généré au niveau de la fonction catéchol
(Rice-Evans et al., 1996). A titre d’exemple, on peut citer ’activité antioxydante de la
quercétine (TEAC = 4,7) qui est presque deux fois plus importante que celle de la catéchine
(TEAC = 2,4) en utilisant le

test ABTS (figure 21).

catechin H

2.40 0,05 4,72+ 0.10

Figure 21: Structures et valeurs TEAC du test ABTS de la catéchine et de la quercétine (Rice-Evans et al., 1996).
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- la O-méthylation

Différents travaux ont mis en évidence des écarts de pouvoir antioxydant entre les
flavonoides hydroxylés et les flavonoides méthylés. Les résultats obtenus ont été attribués a la
différence d’hydrophobie et de planéité des molécules. Si I’on reprend I’exemple de la
quercétine, celle-ci est un puissant piégeur du radical peroxyl en comparaison avec ses dérivés
O-méthylés et O-glycosylés (Dugas et al., 2000). La diminution de I’activité antioxydante
associée a la O-méthylation peut s’expliquer par un effet stérique qui modifie la planéité du
flavonoide, et par suite sa capacité a délocaliser les électrons. Bien qu’il ne soit pas possible
d’établir un lien direct entre le nombre de substituants méthoxyles et hydroxyles et I’activité
antioxydante d’un flavonoide, on peut noter que la méthylation d’un hydroxyle du cycle B est
particulierement défavorable a I’activité antioxydante. Ainsi, dans le cas de la myrigalone B
(2°,6’-dihydroxy-4’-méthoxy-3’,5’-diméthyl-dihydrochalcone) et de 1’angolétine (2’,4’-
dihydroxy-6’-méthoxy-3",5’-diméthyl-dihydrochalcone, le passage d’une configuration 6-
OH/ 4-OMe a une configuration 6-OMe/4-OH permet une récupération complete de 1’activité
antioxydante, associée a une récupération de la planéité de la molécule (Mathiesen et al.,
1997). Toutefois, ces résultats sont a moduler en fonction des conditions dans lesquelles
I’activité antioxydante est mesurée (nature du milieu, nature des radicaux). En effet, il se peut
que des flavonoides polyméthoxylés soient efficaces pour le piégeage de radicaux dans des
milieux lipidiques en raison d’une meilleure affinité pour ceux-ci et que ces mémes composés

soient totalement inefficaces dans des milieux plus hydrophiles.

6.2.6. Propriétés anticancéreuses (et/ou de prévention des cancers) de
flavonoides

Selon les dernieres observations du Fonds Mondial de la Recherche contre le Cancer
publiées en 2007, on estime que 30% de tous les cancers sont directement reliés a la nature du
régime alimentaire des individus, ce pourcentage pouvant méme atteindre jusqu'a 70% dans le
cas des cancers du systeme gastro-intestinal (cesophage, estomac et cdlon). Parmi les facteurs
alimentaires ayant le plus d'influence sur le développement du cancer, de nombreuses études
épidémiologiques ont montré que la consommation de fruits et légumes était associée a une

baisse importante du risque de développer la maladie. Dans les études cliniques, les personnes
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consommant le moins de fruits et légumes sont environ deux fois plus susceptibles de

développer certains cancers que celles ayant la plus forte consommation de ces aliments.

Des études sur la composition chimique de certains fruits et légumes ont montré que la
richesse de ces plantes en certains métabolites tels que les flavonoides est a 1’origine de leur

efficacité dans la prévention et le traitement de cancer.

In vitro, les flavonoides sont considérés comme des agents antiprolifératifs et
cytotoxiques vis-a-vis de plusieurs lignées cellulaires cancéreuses. Certaines autres études
menées sur des animaux ainsi que des études épidémiologiques se sont intéressées a évaluer

le pouvoir anticancéreux des flavonoides in vivo.

Quelques études concernant 1’effet anticancéreux de flavonoides sont résumées dans le

tableau 4.
Tableau 4: Propriétés anticancéreuses, in vitro et in vivo de certains flavonoides
Références Flavonoides Cibles Résultats
Jeong et al., 2009 Quercétine cellules In vive: activité antiproliferative
cancéreuses : SK- | Arrét de cycle cellulaire en phase G1.
Br3 et MDA-MB-
453 et HeLa
Li et al. 2009 Oroxylin A In vivo: Inhibition de la croissance de
cellules cancéreuses HeLa transplantées
par xénogreffes a des souris.
In vitro: inhibition de la prolifération de
cellules HeLa
Lin et al. 2009 Rutine Cellules In vivo: inhibition des cellules
leucémiques cancéreuses dans le foie et la rate des
murines WEHI-3 | souris BALB/c injectées avec des cellules
WEHI-3
Chen et Dou, 2008 | Apigénine, lutéoline, Cellules Jurkat In vitro: mort cellulaire par apoptose de
quercétine et kaempférol T, cellules Jurkat T
22Rvlet MDA- | In vivo: inhibition de la croissance des
MB-231. cellules MDA-MB-231 xénogreffées dans
des souris
Inhibition de la croissance des tumeurs
Chang et al ; 2008 Protoapigenone Cellules In vivo: activité antiproliférative
cancéreuses Inhibition du cycle cellulaire en phase S
MDAH-2774, et M/G2
SKOV3 Induction de I’apoptose de cellules
HeLa, C33A et | Invivo: suppression de la croissance de
468 et T47D cellules MDAH-2774 injectées a des
cellules
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Durgo et al., 2007

Susanti et al., 2007

Morley et al., 2007

Teng et al., 2006

Bacon et al., 2003

Caltagirone et al.,
1997

Kuo, 1996

Quercétine,
fisétine, myricétine, lutéoline
et naringine

Kaempférol-3-O-(2",6"-di-O-
p-trans-coumaroyl)-b-
glucopyranoside

Naringenine

Kaempférol
Kaempférol-3-O-D-glucoside

Tangérétine et nobilétine

Isorhamnétine

Quercétine

Quercétine

Quercétine, kaempférol,
biochanin-A, naringine,
catéchine, génistéine,
daidzeine, rutine, naringenine

Cellules
cancéreuses
HEp2 et CK2

Cellules MCF7

Cellules
cancéreuses
MDA-MB-435,
MCF-7 et HT29

Cellules de
cancer
hépatocellulaire
humain :BEL-
7402
Hépatocytes
humains

Cellules
cancéreuses SK-
LU1, SW900,
ChaGo-K-1,
H441, H661,
A549.

Cellules
cancéreuses
Caco2 et HT29

Cytotoxicité vis-a-vis de cellules CK2 et
HEp2

Activité antiproliférative

Activité antiproliférative :

Arrét du cycle cellulaire de trois lignées
en phase G1

Activité antiproliférative

Fragmentation et condensation de
chromatine de cellules

Modulation des phases I et IT
de I’expression d’enzyme dans les

hépatocytes

Inhibition de la prolifération des cellules

activité antiproliferative, apoptose

Un certain nombre de flavonoides fréquents dans les 1égumes, les fruits et certaines

herbes consommés quotidiennement par I’homme ainsi que leurs structures, leurs sources

alimentaires et leurs activités chémopréventives ont été également décrits par Pan et Ho

(2008).

En plus des travaux effectués in vitro sur des cellules ou in vivo sur des animaux afin

d’évaluer le pouvoir anticancéreux de flavonoides, d’autres études épidémiologiques ont été

réalisées afin d’étudier I'influence du régime alimentaire riche en polyphénols et/ou en

flavonoides sur la prévention de certains cancers. Plusieurs de ces études sont synthétisés dans

le tableau 5:
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Tableau 5: Quelques études épidémiologiques mettant en évidence la relation entre la consommation de
flavonoides et le cancer

Références

Bosetti et al.,
2005

Fink et al., 2007

Knekt et al., 1997

Le Marchant et
al., 2000
Knekt et al., 2002

Garcia-Closas et
al., 1999
Arts et al., 2002

De stefani et al.,
1999

Flavonoides ou source de
flavonoides

Flavanones, flavanols,
flavones, flavonols,

Anthocyanidins, isoflavones

Flavones, isoflavones

Flavonoides

Quercétine, oignons, raisin
blanc

Quercétine

Myricetine

Kamphérol, Quercetin

Catéchine

Flavonoides

Echantillons

2569 femmes
atteintes de cancer de
sein, 2588 femmes
controles

1210 femmes

9959 Hommes et
femmes

582 malades et 582
controles

10054

354 malades
354 controdles
34651 femmes

133 malades
393 controles

Effets des flavonoides sur le
cancer

les flavones diminuent le risque
de cancer du sein.

Réduction de la mortalité pour les
malades de cancer du sein post
ménopausique

Diminution du risque de cancer
dans tous les sites combinés
Diminution de la réapparition du
cancer du poumon.

Diminution des incidences du
cancer du poumon

Diminution des risques du cancer
de la prostate

Diminution des risques de cancer
de I'estomac

Diminution des incidences du
cancer du rectum

Diminution du risque de cancer de
la cavité buccale, du pharynx, du
larynx et I'oesophage

Les études épidémiologiques mentionnées dans le tableau 5 indiquent que différentes

classes de flavonoides présentent une activité anticancéreuse. D’autre part, la consommation
de flavonoides diminue le risque de plusieurs types de cancer: cancer du sein, du poumon, de
la prostate, de 1’estomac, du rectum etc (Bosetti et al., 2005, Knekt et al., 1997, Knekt et al.,
2002 Garcia-Closas et al., 1999, De stefani et al., 1999).

Fink et al., 2007, ont également que la consommation de flavones et d’isoflavones
diminuent le risque de la mort pour les femmes atteintes d’un cancer de sein post
ménopausique. Le Marchant et al., 2000 ont mis en évidence que la consommation de la
quercétine et d’aliments riches en flavonoides comme I’oignon et le raisin blanc empéchent la
réapparition du cancer du poumon pour les gens qui ont été ateints par ce cancer pour une
premiere fois. Les études indiquées dans le tableau 5 ont montré que les composés
phénoliques pourraient inhiber les différents stades du cancer ; I’initiation, la promotion et la

progression. Ils peuvent également, augmenter 1’expression des composants proapoptotiques
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lors de I'initiation de la prolifération cellulaire et par conséquent ils préviennent ou éliminent

le cancer.

6.2.6.1. Modes d’action de flavonoides

Les radicaux libres peuvent s'attaquer aux composés vitaux des cellules (lipides,
protéines, ADN), et par conséquent €tre une cause de cancer. Les relations entre stress
oxydant et cancer s'averent tres étroites, les radicaux libres intervenant dans l'activation des
pro-carcinogeénes en carcinogenes, créant les lésions de 1'ADN, amplifiant les signaux de

prolifération et inhibant des génes suppresseurs de tumeur (Favier, 2003).

La carcinogénese est un processus multi-étapes avec une accumulation d’altérations
génétiques et différentes stratégies peuvent étre envisagées pour prévenir, ralentir ou inverser
ce processus. Des travaux ont montré que les flavonoides pouvaient agir sur différentes voies
reliées a I’apparition d’un cancer telles que la bioactivation des cancérogenes, la signalisation
cellulaire, la régulation du cycle cellulaire, I’angiogénese et I’inflammation (Plochmann et al.,

2007, Nijveldt et al., 2001).

Le mécanisme d’action antitumorale de flavonoides est variable et dépendant de la
structure chimique de ces molécules induisant des propriétés biologiques et des mécanismes
d’action différents (Di Carlo et al., 1999). Les principaux modes d’action de ces métabolites

sur les cellules eucaryotes sont décrits ci-dessous.

¥ Activité antioxydante

Les propriétés antioxydantes des flavonoides sont en partie responsables des activités
antitumorales de ces molécules. Elles préviennent des dommages causés par les ERO formés
par des processus métaboliques et induits par des facteurs exogenes (UV, radiation,
xenobiotiques) et qui peuvent modifier les facteurs transcriptionnels et les activités des
protéines kinases (Win et al., 2002) en augmentant la probabilité de mutation et de décalage
de réparation de I’ADN. Une étude épidémiologique effectuée par De Stefani et al. (1999) a

montré que les flavonoides, comme antioxydants pouvaient prévenir le cancer du poumon.
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¥ TInhibition de I’'induction de proto-oncogene

L’altération de proto-oncogene, gene impliqué dans le contrdle de la division cellulaire
et le changement au niveau des genes suppresseurs, régulateurs négatifs de la prolifération
cellulaire, peuvent déclencher une transformation cancéreuse (Nijveldt et al., 2001). Au
niveau du mécanisme d’activation, I’ATP a la propriété d’activer la protéine kinase C et
d’induire I’expression de proto-oncogene. Huang et al. (1996) et Lin et al. (1997) ont, par
exemple, montré que le flavonoide apigénine peut inhiber la protéine kinase C par

compétition avec I’ATP et inhiber ainsi I’induction des proto-oncogenes.

¥ TInhibition du cycle cellulaire

Les flavonoides sont notamment considérés également comme de bons inhibiteurs de
la prolifération bien que leurs cibles au niveau du cycle cellulaire (figure 22) ne soient pas
bien connues. La progression des cellules eucaryotes au travers des différentes phases du
cycle cellulaire est controlée par une famille de ser/thr kinases, les CDKs (Cyclin-Dependent
Kinases) associ€es a leurs partenaires cyclines. La formation et l'activation des complexes
CDK-cyclines s'effectuent selon un ordre précis permettant le bon déroulement du cycle.
Toute perturbation dans I'expression ou l'activité des protéines participant a ce réseau intégré

peut conduire a une dérégulation de la prolifération et a la transformation cellulaire.

Les travaux de Casagrande et al, (1998) ont montré par exemple qu’un dérivé de la
quercétine est inhibiteur de PI 3-kinases, induit un arrét de cycle cellulaire en G1 par
inhibition des activités CDK2 et CDK4. Afin d'établir des relations structure/fonction, cette
équipe a étudié différents flavonoides et a montré que les composés, quercétine, daidzéine et
lutéoline, qui induisent un arrét des cellules en phase G1, inhibent spécifiquement la CDK2 et
les composés, kaempférol, apigénine et génistéine, qui conduisent a un arrét de cycle
cellulaire en G2, inhibent la CDK1 (Casagrande et Darbon, 2001). Xu et al. (2008) ont
montré que le kaempférol-7-O-B-d-glucoside provoque 1’arrét du cycle cellulaire en phase

G2/M et la diminution de la cycline B1 et de la Cdk1 de cellules cancéreuses du col utérin

humain (HeLa) d’une maniere pS3 indépendante.
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Figure 22: Description du cycle cellulaire (Pan et Ho, 2008)

Le traitement de cellules d'adénocarcinomes oesophagiens humains OE33 avec des
flavones et des flavonols entraine un arrét du cycle cellulaire en phase G2/M a travers la
régulation de GADD 453 et 14-3-36 et de la cycline Bl et induit 1’apoptose par voie
mitochondriale par régulation de la PIG3 et le clivage de la caspase-9 et de la caspase-3

(Zhang et al., 2008).

6.2.6.2. Relation structure activité cytotoxique des flavonoides

Des nombreuses études sur les activités cytotoxiques des flavonoides montrent que le
pouvoir de ces molécules varie entre les différentes classes de flavonoides et entre les
molécules d’une méme classe. Plusieurs études ont cherché a établir une relation entre la
structure chimique de flavonoides et leurs activités anticancéreuses. Ces études ont été

effectuées essentiellement sur des cellules cancéreuses in vitro.

48




Chapitre 1 Etude bibliographique

[® Présence de la double liaison C2-C3

La présence d’une double liaison C2-C3 et de trois groupements hydroxyles adjacents
dans les cycles A ou B au niveau de la myricétine et de la baicaléine, confere a ces
flavonoides une cytotoxicité plus importante vis-a-vis des cellules de mélanome B16F10 et
des mélanocytes Melan-a que celle de leurs analogues, quercétine, lutéoline et, ériodictyole

qui ne disposent pas de I’une ou de deux de ces caractéristiques (Martinez, 2003).

Plochmann et al. (2007) ont, par exemple, fait une comparaison entre 1’effet
cytotoxique de 3 paires de flavonoides qui ont la méme structure et qui different uniquement
par la présence ou I’absence de la double liaison C2-C3. IlIs ont montré que la quercétine,
I’apigénine et la lutéoline, qui possedent une double liaison C2-C3 étaient 3 a 10 fois, plus
actifs que leurs analogues qui ne possedent pas cette fonction, la taxifoline, la naringénine et

I’ériodictyole.

Kang et al. (2004), ont montré une corrélation entre la présence d’une insaturation au
niveau C2-C3 et I’inhibition de la farnésyl transferase (FTase) par les flavonoides. Cette
enzyme catalyse I’addition de groupement isoprene farnézyl sur une variété de protéines
cellulaires. Les flavonoides qui inhibent la FTase, sont également inhibiteurs de la croissance
de cellules tumorales humaines. Par exemple, la butéine qui a une activité inhibitrice de la
FTase, a montré une forte inhibition de la croissance de la lignée HCT116, cellules
cancéreuses de colon humain. Par contre, les flavonones et les flavanols n’ont pas présenté

d’effets ni sur la FTase ni sur la croissance de ces cellules tumorales.

¥ Présence d’un groupement carbonyle en position 4

Il a ét¢ montré que le groupement carbonyle en position 4 est important dans
I’attribution du pouvoir cytotoxique des flavonoides. Ainsi, Plochmann et al. (2007) ont
montré que la catéchine (qui ne présente pas de groupe carbonyle en position 4) était la moins
active parmi différents flavonoides. Au contraire, la taxifoline, qui possede un groupement
carbonyle, était 30 fois plus active que son analogue structural, la catéchine, qui est
dépourvue de cette fonction. Une corrélation a ainsi pu étre établie entre I’inhibition de la

synthese des acides gras et la présence d’un groupe carbonyle sur le flavonoide ; cet effet est
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fortement associé a I’arrét de la croissance et la mort cellulaire provoqués par les flavonoides

(Brusselmans, 2005).

¥ Role du cycle B

Le cycle B, présent dans la structure des flavonoides, confere différentes propriétés
biologiques a ces métabolites. Le nombre des groupements hydroxyles présents dans le cycle
B des flavonols est essentiel pour leur activité cytotoxique et peut leur conférer des activités
biologiques importantes lors de processus et le développement de cancer et d’athérosclérose

(kim et al., 2006).

Kim et al. (2006) ont montré que les flavonols possédant le plus grand nombre de
groupes hydroxyles dans le cycle B sont plus actifs comme inhibiteurs de la prolifération
cellulaires mais ne sont pas cytotoxiques. Ces auteurs ont montré que 1’activité toxique de
flavonoides vis-a-vis de cellules HUVEC, cellules endothéliales humaines de la veine
ombilicale de cordons sains et de cellules U937, cellules monocytes leucémiques de
lymphome humain augmentait inversement au nombre des OH présents dans le cycle B. Dans
cette étude, la myricétine et la quercétine, possédant trois ou deux OH dans le cycle B,
inhibent fortement 1’expression des molécules d’adhésion, qui permettent 1’interaction cellule-
cellule mais ne sont pas cytotoxiques vis-a-vis des cellules HUVEC, alors que le kaemphérol
et la galangine contenant un ou pas de groupe hydroxyle dans le cycle B n’inhibent pas
I’expression des molécules d’adhésion mais sont cytotoxiques vis-a-vis des cellules HUVEC
et U937. Par contre, la myricétine qui possede trois groupes OH dans le cycle B est la moins
cytotoxique vis-a-vis des cellules HUVEC, et U937, alors que la galangine qui ne possede pas

de OH dans le cycle B a été la plus cytotoxique vis-a-vis de ces deux lignées cellulaires.

Plochmann et al. (2007) ont étudié le role du cycle B dans I’activité cytotoxique des
flavonoides en comparant la cytotoxicité du chalcone phlorétine a celle du
phloroacétophénone, composé ne possédant pas de cycle B, et ont montré que le

phloroacétophénone est 50 fois moins cytotoxique que la phlorétine.

Par ailleurs, ces mémes auteurs ont montré que les flavonoides présentant une

orthohydroxylation dans le cycle B étaient plus cytotoxiques que ceux métahydroxylés. La
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quercétine, flavonoide orthohydroxylé, est 3 fois plus active que la morine, flavonoide

méthahydroxylée.

¥ Présence d’un hydroxyle en position C3

La présence d’un C3-OH diminue souvent la cytotoxicité des flavonoides. Plochmann
et al. (2007) ont fait la comparaison de la cytotoxicit¢ de 3 couples de flavonoides
(apigénine/kaempférol, lutéoline/quercétine, ériodictyole/taxifoline) qui different uniquement
par la présence ou non d’un C3-OH. La présence de ce groupe hydroxyle en position C3 (le
kaempférol, la quercétine, la taxifoline) est associée a une diminution de 2 a 10 fois du

pouvoir cytotoxique par rapport a celui des molécules n’ayant pas cet hydroxyle (apigénine,

lutéoline, ériodictyol).

D’autres auteurs, Li et al. (2008), ont également montré que 1’élément majeur
concernant la relation entre la structure des flavanones et leur activité cytotoxique était la
présence ou non d’un groupe hydroxyle au niveau C3 et ont trouvé que les molécules
possédant cette fonction ne présentaient aucune activité vis-a-vis de toutes les lignées
cellulaires évaluées (cellules cancéreuses murines 26-L5 et B16-BL6, cellules de cancer
pulmonaire de Lewis de souris, cellules cancéreuses humaines de poumons A549, cellules
cancéreuses humaines du col de I'utérus HelLa et une lignée cellulaire de fubrosarcome
humain, HT-1080). Ils ont également mis en évidence que 1’alnusine, flavonol possédant un
groupe hydroxyle en C3 n’était pas cytotoxique vis-a-vis des différentes lignées cellulaires
testées. Ainsi, la présence d’un C3-OH dans la structure des flavanones, isoflavones ou

tisoflavanones réduit leur cytotoxicité.

¥ Influence de la méthoxylation sur la cytotoxicité des flavonoides

Plusieurs flavonoides présentent des méthoxylations au niveau de leurs
structures comme 1’isorhamnétine, la cirsimaritine, 1’hispiduline et la 7-méthoxy-baicaléine.
L’influence de cette méthoxylation sur le pouvoir cytotoxique de flavonoides a été étudiée par
comparaison de l'activité des molécules méthoxylées avec celle de leurs analogues non
méthoxylés ou moins méthoxylés. Ainsi, Plochmann et al. (2007) ont montré que la
méthoxylation ainsi que la glucuronidation augmentaient le pouvoir cytotoxique de ces

molécules vis-a-vis des lymphoblastes Jurkat T. En effet la 7-méthoxy-baicaléine, la
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cirsimaritine, I’ hispiduline, et I’isorhamnétine ont été davantage cytotoxiques que leurs
analogues moins ou non méthylés la baicaléine, 1 hispiduline, la scutellaréine et la quercétine,
respectivement. Ces auteurs ont supposé que la méthoxylation augmente 1’hydrophobie des

molécules et par conséquent améliore leur cytotoxicité.

Michels et al. (2006), ont montré que la méthylation de la lutéoline diminuait son
pouvoir cytotoxique vis-a-vis des cellules de I’hépatome murin, H4IIE. La méthylation au
niveau C4’ de flavonoides, limite également leur activité cytotoxique vis-a-vis de cellules
HT29. En effet la diosmétine, présentant un groupe méthoxyle en position C4’, a été moins
active que 1’apigénine et la lutéoline, qui eux présentent un groupement OH a cette position

(Agullo et al., 1996).

Une autre étude a montré qu’une méthylation au niveau du cycle B de la quercétine
diminue de 50 % son pouvoir antiprolifératif vis-a-vis de cellules de muscles lisses de voies
aériennes humaines, HASMC, et une méthylation de tous les groupes hydroxyles de ce

flavonoide supprime totalement ce pouvoir (Chaabi et al., 2007).

6.2.7. Biodisponibilité des flavonoides

Lors d’une consommation par voie orale, 1'absorption, passage des nutriments a
travers la paroi intestinale depuis la cavité de l'intestin jusque dans le sang, d’aliments, de
micronutriments ou de composés phytochimiques dans l'organisme est non complete et un
certain pourcentage n'est pas absorbé. Pour quantifier la partie absorbée, distribuée dans les
tissus, métabolisée et finalement éliminée, le terme biodisponibilit¢é a été utilis€é. La
biodisponibilité désigne la concentration d’un composé ou de ses métabolites dans 1’organe
cible. Elle représente donc le taux pour lequel une substance est passée de la circulation
sanguine dans 1’organe cible ou elle est stockée et utilisée. La figure 23 présente le devenir

dans I’organisme d’un aliment en fonction ou non de son absorption au niveau intestinal.

En raison des difficultés d’acces aux organes cibles in vivo chez I’homme, il est

difficile de quantifier réellement la biodisponibilité.
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Figure 23: Destination des nutriments apres leur administration: (1) libération, (2) absorption (bioaccessibilité)
(3) distribution (4) métabolisme, (5) I’élimination (Holst et Williamson, 2008)

La premiere étape lors de I’ingestion d’un nutriment est la libération et la dissolution
de celui-ci afin de le rendre disponible pour 1’absorption. La deuxieme étape est 1’absorption
qui correspond au mouvement d'un composé a partir du site de I'administration a la circulation
sanguine. La distribution est le processus qui permet le transfert de composés diffusés de
I’espace intravasculaire (sang) vers I’espace extra vasculaire (tissus de 1’organisme). L’étape
suivante est la métabolisation, elle consiste a la conversion biochimique ou la transformation
de composés en une forme facile a éliminer. L’étape finale est I’excrétion correspondant a
I’élimination du composé inchangé ou de ses métabolites, principalement par voies rénale,
biliaire ou pulmonaire. La connexion complexe entre la lumiere intestinale et I’organisme

résulte de I’existence de plusieurs voies pour chaque composé. (Holst et Williamson, 2008).
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6.2.7.1. Absorption des flavonoides aglycones

Bien que la quercétine, représente uniquement un exemple de flavonoides alimentaires
parmi des centaines, il est parmi les plus abondants, les plus actifs, et largement étudiés et

donne un apercu de I'absorption et du métabolisme de ces polyphénols.
Rice-evans et al. (1996) ont proposé un schéma de métabolisme de la quercétine dans

lequel I’hétérocycle flavone est clivé en acides phénoliques, qui sont transformés par la suite

en des dérivés d’acide benzoique par déhydroxylation, O-méthylation ou B-oxydation (figure

24)
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Figure 24: Métabolites de la quercétine (Rice-Evans et al., 1996)

Apres son administration orale, la quercétine a été détectée dans le plasma humain
mais uniquement sous forme de traces dans I’urine (Olthof et al., 2000). Walle et al. (2001)
ont montré que 36 a 53 % de la quercétine C ont été absorbés apres une administration

orale, en tenant compte des produits de métabolisation et de décomposition chimique.

Le taux de kaempférol a été mesuré dans le sérum de rats aprés une administration
orale d’une dose unique de 1 mg/kg. Le profil pharmacocinétique dans le sérum suggere une
absorption rapide du kaempférol, atteignant un maximum de 2 nM apres 0,5 h; au dela, la

concentration de kaempférol diminue et augmente de nouveau pour atteindre un 2™

pic de
1,7 nM a 1 h. Ceci pourrait tre expliqué par le phénomene de recirculation hépatique. La
détection de kaempférol apres 0,5 h indique que son principal site d'absorption est 1'estomac

ou le duodénum. La détection limitée de kaempférol apres 6 h d’administration témoigne
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d’une forte élimination post absorption. Il a été également trouvé que le niveau de kaempférol
était de 0,3 nM apres 4 semaines et de 0,8 nM apres 10 semaines de traitement (Trivedi et al.,

2008).

Le niveau de kaempférol a été également mesuré dans la moelle osseuse et il a été
montré que sa concentration maximale atteignait environ 0,7 nM apres 90 min d’une
administration orale de 1mg/kg. Ce qui indique qu’une partie du kaempférol administré passe

dans la moelle osseuse.

6.2.7.2. Absorption des Flavan-3-ols

Lors de 1'ingestion, les flavon-3-ols réagissent en premier lieu avec les protéines riches
en proline, ce qui leur confere un gofit astringent. Ceux qui traversent la barriere intestinale,
arrivent au foie ou ils seront transformés en métabolites et pourront éventuellement atteindre
les tissus apres quelques heures suivant leur consommation, comme cela a été montré dans
des expériences radiomarquées réalisées sur des rats vivants. La présence de flavan-3-ols de
faible poids moléculaire dans I'urine et les feces de ces rats ainsi que ceux de poules et de
moutons indiquent que les proanthocyanidines sous forme polymérique ne peuvent pas étre
absorbés par I’intestin avant d’étre dégradés en métabolites de faible poids moléculaire. La
dégradation des polymeres est probablement réalisée par la microflore intestinale. Six
flavanols ont été trouvés dans I'urine de personnes en bonne santé apres leur consommation
de chocolat riche en proanthocyanidines et en catéchine. L.’analyse de 1’urine de 69 personnes
apres 6 semaines de consommation d’un supplément d’extrait de pépins de raisin (apport de
polyphenols 1g/jour) a montré la présence de trois acides phénoliques comme produits de
dégradation de ces proanthocyanidines : 1’acide 3-hydroxyphenylpropionique, I’acide 4-O-

méthylgallique et I’acide 3 hydroxyphénylacétique (Ward et al., 2004).

6.2.7.3. Absorption des flavonoides glycosylés

La cinétique d'absorption varie considérablement d’un aliment a un autre, en raison
notamment de 1'hétérogénéité de sucres et d'autres groupes sur le noyau flavane des
flavonoides. L’absorption peut dépendre également de la posologie, du véhicule

d’administration, du sexe, et de la population microbienne du colon (Erlund et al., 2001).
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La majorité des flavonoides sont présents dans les aliments sous forme O-glycosylée
(Hammerstone et al., 2000). Dans la plupart des cas, le groupe glycosyle est le glucose;
cependant, des flavonoides peuvent contenir d’autres groupements comme le glucorhamnose,
le galactose, I’arabinose ou le rhamnose (Cook, 1996). La liaison B de ces sucres résiste a
I’hydrolyse par les enzymes pancréatiques. Il a été longtemps supposé que les
microorganismes de la flore intestinale étaient responsables de la p-hydrolyse des
groupements sucres. Cependant, deux [-endoglucosidases capables d’hydrolyser les
flavonoides glycosylés ont été caractérisées au niveau des intestins gréles humains, y compris
la lactase-phlorizine hydrolase (Leese et al., 1973; Day et al., 2000) qui est une enzyme
cytosolique ayant une capacité a déglycosyler les flavonoides. Cette déglycosylation permet la
conjugaison (Gopalan et al., 1992), laquelle met en jeu une réaction de synthese entre les
molécules ou leurs métabolites fonctionnalisés et des résidus endogenes activés polaires,
essentiellement le glutathion et I’acide glucuronique. Cette réaction a essentiellement lieu
dans les microsomes hépatocytaires et est assurée par des enzymes de type cytochromes. Le
produit conjugué est généralement plus hydrosoluble que le produit parent et par conséquent
moins apte a traverser les membranes biologiques et plus facile a éliminer dans la bile
(Kintz, 1998, Frexinos et Buscail, 2004). Spencer et al. (1999), ont signalé que la lutéoline-7-
glucoside, le kaemphérol-3-glucoside et la quercétine-3-glucoside étaient hydrolysés et
absorbés par les intestins gréles, ce qui confirme 1’activité  glucosidase. Lors de son passage
dans les intestins, la lutéoline-3-glucoside est totalement hydrolysée en son aglycone en plus
de ses dérivés methylés et sulfatés (Day et al., 1998). Dans une autre étude, des extraits
d’intestins gréles humains clivent les flavonoides 4’- et 7-monoglucosides mais pas les
rhamnoglucosides ni les diglucosides (Shimoi et al., 1998) suggérant des différences de
biodisponibilité de ces flavonoides en fonction de la localisation et de la structure de la partie
sucre. Bien que quelques études montrent que les anthocyanines glycosides sont absorbées
intactes (Cao et al., 1999), I’hydrolyse du glucose de la quercétine a souvent été montrée
(Spencer et al., 1999; Day et al., 1998; Crespy et al., 2001; Manach et al., 1997; Hollman et
al., 1995 ; Kim et al., 1998, Heim et al., 2002).

6.2.7.4. Absorption de polymeres de flavonoides

En raison de leur taille moléculaire, 'absorption de polymeres de flavonoides a travers

'épithélium intestinal exige la dégradation préliminaire de ceux ci en des composés de plus

petite taille et de plus faible poids moléculaire. (Deprez et al., 1998). Ainsi, il est possible que

56



Chapitre 1 Etude bibliographique

le degré de polymérisation modifie 1’activité antioxydante in vivo par rapport a in vitro.
Comme exemple des polymeres de flavonoides, les proanthocyanidines sont dégradés en
catéchine et épicatéchine. La présence de bactéries dans le caecum (Groenewoud et al., 1986)
et le faible pH gastrique (Spencer et al., 2000) contribuent a ce processus. Au-dela de 3 unités
de catéchine, la susceptibilité a la dégradation augmente proportionnellement au degré de

polymérisation (Heim et al., 2002).

L’absorption des proanthocyanidines semble étre plus difficile par comparaison aux
autres classes de flavonoides. Elle est 10 a 100 fois moins importantes que celle des
constituants monomeres (Tsang et al., 2005 ; Santos-Buelga et Scalbert, 2000; Deprez et al.,

2001 ; Manach et Donovan, 2004)

Apres la consommation de 200 mg/kg de poids corporel d’un mélange de polymeres
d’épicatéchine (dimeres, trimeres, tétrameres et nanomeres), des rats males Wister ont fait
I’objet d’une analyse du plasma et du foie. Apres une heure de consommation, des
procyanidines dimériques tétramethylés ont été retrouvés dans le plasma des rats. Deux
heures aprés consommation, des dimeres méthylés ont pu étre également détectés dans le
plasma (14 mg/L) et dans le foie (15 pg/L) (Garcia-Ramirez et al., 2006). De méme, une
étude sur I’absorption de procyanidines de pomme administrés a des rats par voie orale, a
montré que des dimeres et des pentameres de procyanidines atteignent un maximum de

concentration dans le plasma apres 2 heures (Shoji et al., 2006).

Enfin, bien que la métabolisation de polymeres de proanthocyanidines par la
microflore intestinale (en particulier les dimeres et les trimeres) soit limitée, la microflore
fécale humaine cultivée sous des conditions anaérobies est capable de dégrader les
proanthocyanidines en des métabolites de plus faible poids moléculaire (Scalbert et al., 2000 ;

Aron et Kennedy, 2008)

Les problemes de biodisponibilité ainsi que le manque de solubilité et de stabilité
de certains flavonoides est un frein a leur utilisation. Parmi les solutions utilisées pour face a

ces problemes, la glycosylation et ’acylation ont suscité plus d’intérét.
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7. Acylation des flavonoides

Les propriétés biologiques des flavonoides in vitro se révelent nombreuses, ce qui
explique I'intérét que suscitent ces métabolites dans le domaine médical ol des activités anti-
virales, anti-tumorales, anti-inflammatoires, anti-allergiques et anti-cancéreuses leur sont
reconnues. Certains flavonoides sont d’ailleurs déja utilisés pour la production de nouveaux
principes actifs contenus dans des médicaments et des préparations cosmétiques. Dans les
domaines de I’alimentaire et de la cosmétique, le potentiel des flavonoides notamment en tant
qu’agents de conservation (antioxydants, antimicrobiens) est d’ores et déja exploité et fait

encore actuellement 1’objet de nombreuses études.

Lors de la formulation des flavonoides, plusieurs problemes se posent. En effet, la
solubilité des flavonoides dans de nombreux milieux aqueux ou lipophiles est faible et dépend
fortement de leur structure. De plus, ces molécules sont sensibles a I’oxygene, aux métaux et
a la lumiere, ce qui constitue un risque important de diminution de la valeur marchande des
produits qui les contiennent (Vercauteren et al., 1994; Saija et al., 2003). A ce manque de

solubilité et de stabilité s’ajoute parfois une faible biodisponibilité.

Pour faire face a ces limitations, il est envisagé depuis quelques années de modifier la
structure de ces composés pour améliorer un certain nombre de leurs propriétés (solubilité,
stabilité, biodisponibilité ...). La recherche de moyens permettant de conférer une stabilité
satisfaisante aux dérivés phénoliques en général et de les rendre liposolubles ou hydrosolubles
a fait ’objet de nombreux travaux reposant sur la mise au point de techniques de
fonctionnalisation de ces métabolites. Ainsi, I’augmentation de la solubilité dans I’eau des
flavonoides peut étre réalisée par I'introduction de groupes glycosyles ou hydroxyéthyles
tandis que I’introduction d’un acide gras par acylation d’un ou plusieurs groupes hydroxyle va
augmenter leur lipophilie. Pour effectuer cette réaction, trois voies sont possibles : chimique,

chimio-enzymatique et enzymatique.

58



Chapitre 1

Etude bibliographique

7.1. Acylation chimique des flavonoides

Ces réactions d’acylation chimique de flavonoides sont réalisées par des méthodes

classiques déja appliquées a d’autres composés polyhydroxylés. Elles s’effectuent dans des

conditions de catalyse basique ou acide. Elles reposent trés souvent sur des séquences

réactionnelles délicates intégrant des étapes de protection/déprotection des différents

groupements hydroxyles des substrats afin de controler la structure des produits.

Quelques exemples de travaux réalisés dans ce domaine sont référencés dans le

tableau 6.

Tableau 6: Acylation chimique de flavonoides

Références

Substrats

Conditions

Résultats (esters obtenus et

pourcentage de conversion)

Mariotte et al. 2001

Flavo : héspéritine,
quercétine, héspéritine,
hespéridine

DA : chlorure de laurate,
chlorue de palmitate,
chlorure de stéarate,
chlorure de linoléate,
chlorure d’hetanoate,
anhydre butryrique,

anhydre succinique

Pyridine, température

ambiante, 1h

Pyridine, 100°C, 6h

Toluene K,COs3, reflux, 1h

Diacyle d’hespéritine (64%),
Meélange diacyle
d’hespérétine,(18 & 25%).
Monoacyle d’hespéritine (10 a
12%)

Pentaacyle de quercétine (48 a
61%)

Triacyle d’hespérétine (55 a
59%)

Octaacyle d’hespéridine

Nie et Wang, 2000

Flavo : Polyphénol du
thé

DA : Chlorures d’acide
gras (C12-C18)

Acétate d’éthyle,
catalyseur d’alcali,

0-80°C, 1-15h

Patti et al., 2000

Flavo : Catéchine
DA : Anhydre ou

chlorure d’acyle

Ter-butyl méthyl ether,
triéthanolamine,

température ambiante

Pentapropionate de catéchine
(94%) Pentavalérate de
catéchine (92%)
Pentapalmitate de catéchine

(90%)

Alluis et al., 2000

Flavo : Rutine

DA : Anhydre succinique

DMAP, pyridine, 6 a 7h, a

0°C, sous azote

Disuccinate de rutine (28%)
(3 isomeres)

4f”"-succinate de rutine
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(21%)

Boumendjel et al (1999)

Flavo : Hespéritine,
hespéridine, quercetine,
apégenine, naringénine,
diosmine, rutine,

DA : Acide gras et
derivés d’acides gras
(C3-C30) : halogénures,

anhydrides et esters.

Toluene, pyridine,
chloroforme et acétone.
Agent d’activation d’acide
(dicyclohexylcarboiiomide,

tert-butylchloroformiate.

Di, mono-+di, tri, penta et

octa-esters (de 10 a 64%)

Nicolosi et al., 1999

Flavo : Quercetine
DA : Chlorure de

palmitate

Ter-butyl méthyl ether,
triéthanolamine,

température ambiante, 12h

Pentapalmitate de quercétine

(96%)

Alluis et Dangles, 1999

Flavo : Chrysine
glucoside (5,7-
dihydroxyflavone-7-p-D-
O-glucoside).

DA : Anhydre succinate

DMAP, pyridine, 96h,

70°C, sous azote

27,37, 47, 6”-tétra-O-succinate

de chrysine glucoside (90%).

Alluis et Dangles, 1999

Flavo : Chrysine
glucoside (5,7-
dihydroxyflavone-7-B-D-
O-glucoside).

DA : Chlorure de p-
méthoxycinnamate,
chlorure de 3, 4, 5-
triméthoxybenzoate,

anhydre succinate

DMAP, pyridine, 96h,
température ambiante, sous

azote

67-O-p-méthoxycinnamate de
chrysine glucoside (31%)

6"-0-(3", 4", 5""-
triméthoxybenzoate) de
chrysine glucoside (30%)
6”-O-succinate de chrysine

glucoside (16%)

Giorno et al., 1997

Flavo : Chrysine
DA : Anhydride acétique

Pyridinium, pyridine
anhydre, 2h, température

ambiante

Diacétate de chrysine

Calias et al., 1996

Flavo : Quercétine
protégée

DA : Chlorure de 1,4,5,6-
tétra-O-benzyl-2-O-
(dibenzyloxyphosphoryl)-

myo-inositol 3 succinate

DMAP, 1,2-

dichloroéthane, 15 min

5-(2-O-phosphono-myo-
inositol 1-succinate de
quercétine (62%)
3-(2-O-phosphono-myo-
inositol 1-succinate de

quercétine (71%)

Vercauteren et al. (1994)

Flavo : Flavonols et
catéchine
DA : Acides gras saturés

ou insaturés (C5 a C24),

Agent d’activation
d’acide :
dichlohexylcarboiiomide,

tert-butylchloroformate. ..

Stéarates de flavonols
Oléates de flavonols
Sorbate de flavonols

Hexanoate de flavonols
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et leurs dérivés chlorures, | THF, dichlorométhane, Perbutyrate de catéchine
anhydrides et esters pyridine et Perstéatare de catéchine
Phényle, groupe diméthylaminopyridine.

arylalkyle et arylalkylene | Mélange au reflux sous

agitation, 24 h

Natoli et al., 1992 Flavo : Lutéoline, Pyridine anydre Tétraacétate de lutéoline
kaempférol, kaempféride, tétraacétate de kaempférol
quercétine triacétate de kaempféride
DA : Anhydride acétique pentaacétate de quercétine

Flavo : Flavonoides

DA : Donneur d’acyle

Les flavonoides les plus utilisés pour 1’acylation chimique sont plutdt des flavonols
aglycones ou glycosylés. En effet cette voie d’acylation n’est pas sélective et une

fonctionnalisation de groupes hydroxyles phénoliques est possible.

Les solvants utilisés dépendent de la nature des flavonoides devant étre acylés. Dans le
cas de flavonoides aglycones, le toluene, I’éther tertbutyl-méthylique ether sont utilisés
(Boumendjel et al., 1999, Patti et al., 2000, Nicolosi et al., 1999). Tandis que la pyridine est
tres souvent utilisée pour I’acylation chimique de flavonoides glycosylés (Alluis et al., 2000 ;
Boumendjel et al (1999 ; Alluis et Dangles, 1999). Les agents acylants sont de différentes

natures : acides, esters d’acides gras, esters phénoliques.

Bien que la voie chimique d’acylation puisse aboutir a de bons rendements, son
manque de sélectivité amene généralement a la fonctionnalisation de la totalité des groupes
hydroxyles des flavonoides, y compris ceux impliqués dans les activités de ces molécules
(Natoli et al., 1992; Giorno et al., 1997; Nicolosi et al., 1999; Patti et al., 2000; Mariotte et al.,
2001). Ceci peut conduire a des dérivés certes plus stables ou plus facilement incorporables
mais dépourvus des activités recherchées. Par ailleurs, les réactions chimiques d’acylation se
déroulent dans des conditions drastiques de pH et de température susceptibles de conduire a la

dégradation rapide des substrats et des produits.

Afin d’obtenir une certaine chimiosélectivité, I’approche souvent développée consiste
a protéger les fonctions chimiques ne devant pas €tre acylées ; il est possible également

d’utiliser des catalyseurs plus doux comme le Diméthoxyphenylacetophenone (DMPA)
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(Calias et al., 1996 ; Alluis et Dangles, 1999; Alluis et al., 2000; Mariotte et al., 2001).
Toutefois I’efficacité de ces méthodes reste limitée puisqu’elles nécessitent, dans tous les cas,

de nombreuses étapes de synthese et de purification.

7.2. Acylation chimio-enzymatique

Pour améliorer la sélectivité des procédés chimiques précédemment décrits, tout en
limitant le nombre d’étapes de synthese et de purification des dérivés de flavonoides,
plusieurs auteurs ont opté pour une stratégie chimioenzymatique. Celle-ci combine des
protocoles de la chimie classique et I’emploi de biocatalyseurs. Elle comprend le plus souvent
deux étapes : une premiere acylation chimique du substrat polyfonctionnel est réalisée, puis
les différents produits obtenus sont soumis a une hydrolyse enzymatique. Ainsi, la lipase de
Pseudomonas cepacia a été utilisée sous forme libre ou immobilisée pour effectuer des
alcoolyses partielles d’esters de flavonoides produits par voie chimique. Giorno et al.( 1997);
Natoli et al. (1990); Natoli et al. (1992) ont utilisé cette lipase pour hydrolyser des dérivés
polyacylés de lutéoline, kaempférol, quercétine, chrysine dans un milieu THF/butanol (5/1).
Des produits variés (mono, di, tri ou quadriacylés) ont été obtenus a des pourcentages

variables (de 10 a 90%).

Des résultats satisfaisants ont également été obtenus par Nicolosi et al. (1999) et Patti
et al. (2000) avec la lipase immobilisée de Mucor miehei pour catalyser la déacylation
sélective d’esters de quercétine et de catéchine. Cette lipase a permis de libérer tous les
hydroxyles phénoliques, sauf celui situé en position 3 (figure 25). Les procédés de synthese
chimio-enzymatique se révelent donc plus sélectifs que les procédés chimiques. Toutefois, la
démarche peut se révéler parfois laborieuse en raison du nombre d’étapes de synthese et de

purification nécessaires.

o Lipozyme® IM @
RO O OR + 4nBuoH —EoMe H,_ HO O OH + 4n-BuOR
+BME
OR OR

OR OH

1 R=COMe

2 R=COEt 2a R=COEt

3 R=COBu 3a R=COBu

4 R=COC,H,, 4a R =COC,H,,
Scheme 1.
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Scheme 2.

Figure 25: Synthese de catéchine 3- O-acylée en présence de lipozyme (Patti et al., 2000)

7.3. Acylation enzymatique

Depuis quelques décennies, les procédés d’acylation impliquant des biocatalyseurs ont
largement fait leurs preuves en terme d’efficacité et de sélectivité. Ces procédés permettent de
produire des dérivés acylés de maniere spécifique, en fonction du biocatalyseur employé, tout
en allégeant les étapes de purification. Par ailleurs, ils sont généralement plus respectueux de
I’environnement que les procédés chimiques traditionnels, en raison de 1’innocuité des
catalyseurs employés et de la nature des solvants utilisés. Ceci explique le nombre croissant
de travaux publiés décrivant la synthese enzymatique d’esters de flavonoides. La plupart
d’entre eux comprennent une étape d’optimisation des conditions de syntheése au cours de
laquelle I’influence de différents parametres est étudiée : origine et concentration de
I’enzyme, activité de I’eau du milieu, concentration des substrats, nature du solvant,
conditions de température et pression ... Une fois cette étape réalisée, la littérature montre
qu’il est possible de produire, avec des rendements compétitifs et des temps réactionnels

acceptables, des dérivés acylés de flavonoides de structures spécifiques.

7.3.1. Les enzymes utilisées dans la catalyse des réactions d’acylations

enzymatiques

Plusieurs types d’enzymes peuvent &tre utilis€és pour catalyser les réactions
d’acylation. Ce sont généralement des hydrolases bien connues pour leurs propriétés
d’énantiosélectivité et déja largement employées pour la résolution de mélanges racémiques.

Ces enzymes présentent également des propriétés de chimio et régiosélectivité
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particulierement intéressantes dans le cadre de 1’acylation de composés polyfonctionnels
comme les flavonoides. Danieli et Riva (1994) indiquent que Klibanov et ses collaborateurs
ont été les premiers a exploiter ces propriétés des hydrolases et ont montré que certaines
lipases et protéases constituent d’excellents catalyseurs pour 1’acylation des diols, des mono-
ou des polysaccharides en milieu organique. Depuis, de nombreux autres travaux ont été

menés pour explorer le potentiel de ces enzymes sur une large gamme de substrats et de

réactions, et dans de nombreux milieux.

7.3.1.1. Les protéases

Le role physiologique des protéases est 1’hydrolyse de protéines solubles dans I’eau.
Récemment, ces enzymes ont fait leurs preuves pour catalyser des réactions comme la
synthese de peptides, 1’estérification de sucres et de composés glycosylés, dans des milieux

non-aqueux.

Les premieres études de faisabilité relatives a la synthese d’esters de flavonoides ont
été réalisées en utilisant la subtilisine de Bacillus licheniformis comme biocatalyseur. Ainsi,
Danieli et al. (1989) ont utilisé cette enzyme pour 1’acylation de trois flavonoides glycosylés,
I’isoquercitrine, la lutéoline-3-glucoside et la quercitrine, en présence de butanoate de
trifluoroéthyle, dans la pyridine. Ces auteurs ont montré que cette réaction n’est possible que
lorsque le groupement sucre des flavonoides est un glucose (cas de 1’isoquercitrine et de la
lutéoline-3-glucoside). Aucune acylation n’a lieu dans le cas de la quercitrine qui comporte un
rhamnose. Un autre résultat intéressant est 1’absence de réaction lorsque le cinnamate de

trifluoroéthyle est utilisé comme donneur d’acyle.

Les investigations de cette équipe se sont étendues a des flavonoides de structures plus
complexes tels que les flavonoides disaccharides (rutine, hespéridine, naringine et quercétine
disaccharide) (Danieli et al., 1990). Les résultats obtenus confirment la préférence de
I’enzyme vis-a-vis des entités glucose comme observé lors de 1’acylation de I’isoquercitrine et
de la quercitrine. En effet, I’acylation de la rutine et de I’hespéridine a lieu uniquement sur
I'unité glucose de ces composés (flavonoide 3”-O-butanoyle). Dans le cas de la rutine, la
sélectivité vis-a-vis de I’OH-C3 du glucose est expliquée par la non disponibilité de I’OH-C6

qui est bloqué par la liaison inter-sucre. Par contre pour la naringine, la liaison
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interglycosidique est entre le C1 du rhamnose et le C2 du glucose ce qui rend 1’OH-C6

primaire accessible et la synthése d’un 6”’-O-butanoyle ester a lieu (figure 26).

o
Rutine OH l OH
HO-. ¥, Naringine e
HO oo |
o
e S
OH ‘
R G
OH 0 0 |
oA 0 OH ©
CH, CH,
OH OH OH

Figure 26: Structure chimique de la rutine et la naringine

Ces travaux ont par ailleurs montré que la sélectivit¢é de cette protéase est
indépendante de la nature de la partie aglycone des flavonoides. En effet, dans les mémes

conditions, 1’acylation du rutinoside a donné un ester 3”-O-butanoyle.

7.3.1.2. Les transférases

La synthese naturelle d’esters de flavonoides est catalysée par des acyl-CoA
transférases. Ces transférases fonctionnent en présence de donneurs d’acyle activés par le
coenzyme A. L’application industrielle étant limitée par son cofit élevé dii au coenzyme A;
des essais de régénération de Co-A ont été réalisés. Nakajima et al. (2000) ont testé un
systeme enzymatique issu d’Ipomoea batatas permettant la régénération de 1’acyl Co-A. La
réaction d’acylation, réalisée avec l'isoquercitrine, la callistéphine et la chrysanthémine en
présence d’acide caféique, d’acide férulique, d’acide 4-hydroxycinnamique ou d’acide
cinnamique est a la fois sélective et rapide (3 h), mais les rendements sont inférieurs a 40 %.
Ces auteurs ont montré 1’efficacité de cette méthode dans la syntheése d’esters de flavonoides
glucosides comme le caféate d’isoquercitrine. En effet, I’acylation de 1’isoquercitrine, de la
callistéphine et de la chrysanthémine par 1’acide caféique, 1’acide férulique, ’acide 4-
hydroxycinnamique et I’acide cinnamique dans du tampon Tris-HCI (pH 7,8) en présence du
systeme enzymatique d’Ipomoea batatas a permis d’obtenir différents rendements d’esters
(apres 3 h de réaction). Le caféate d’isoquercitrine a été obtenu avec le meilleur rendement

(38%); le 4-hydroxycinnamate d’isoquercitrine (28%) ; le férulate d’isoquercitrine (19%) ; le
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caféate de callistéphine (12%) et le caféate de chrysanthémine (12%). Fujiwara et al. (1998)
ont utilisé 1’extrait protéique de Perilla frutescens dans du tampon Tris (pH 7,5) pendant 10
min a 30°C pour la synthése de 6°-O-(4-hydroxycinnamate) d’anthocyanine-3-glucoside et de

6”-O-caféate d’anthocyanine-3-glucoside.

7.3.1.3. Les estérases

Présentes dans tous les organismes vivants et jouant un rdle important dans le
métabolisme, les estérases catalysent I’hydrolyse en milieu aqueux des esters et sont actives
sur une large variété de substrats: peptides, amides et esters. Il existe plusieurs types
d’estérases : carboxyle estérases, aryle estérases, acétyle estérases, cholinestérases et

cholestérol estérases.

Sakai et al. (1994) ont utilisé les carboxyles estérases de Streptomyces rochei et
d’Aspergillus niger dans la réaction d’acylation de la catéchine et de I’épigallocatechine par
acétate d’éthyle, propionated’éthyle, le propionate de phényle et le butyrate de phényle. Des
dérivés de la catéchine et de I’épigallocatéchine ont été obtenus avec différents rendements: 3-
O-acétyl catéchine (45%), 3-O-propionylcatéchine (20%), 3-O-propionyl épigallocatechine
(55%), 3-O-butyryl épigallocatechine (12,5%).

7.3.1.4. Les lipases

Contrairement aux autres enzymes citées ci-dessus, l'utilisation des lipases pour
catalyser la synthese d’esters de flavonoides est bien argumentée dans la littérature. Les
performances des différentes lipases dépendent des conditions opératoires et de la nature de la

réaction. Ceci fera I’objet de la partie suivante

7.3.2. Description de I’activité catalytique des lipases dans les réactions

d’acylation.

Les lipases (triacylglycérol acyl-hydrolases) sont des enzymes atypiques de par leur
mécanisme d'action et leur spécificité de substrats. Ces hydrolases sont responsables du

catabolisme des triglycérides, leurs substrats préférentiels, en acide gras et en glycérol. Chez
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de nombreux étres vivants, cette réaction est capitale par son role physiologique majeur dans
le métabolisme des graisses et des lipides. De plus, certaines lipases sont capables
d'hydrolyser des phospholipides, des esters de cholestérol et méme parfois certains esters
synthétiques. En milieu organique, elles peuvent catalyser de nombreuses réactions allant de
l'estérification a 1'acidolyse ou l'alcoolyse tout en présentant une certaine énantio-, régio- et
chimio-sélectivité. Toutes ces propri€étés ont conduit au développement de nombreuses
applications aussi bien dans l'industrie agro-alimentaire et chimique, qu'en médecine humaine

(Fickers et al., 2008).

7.3.2.1. Structure des lipases

Les lipases sont des catalyseurs stéréosélectifs utilisables dans des réactions de
transestérification, de syntheses d’esters et de peptides. Elle également treés employées pour la
résolution de mélanges racémiques pour la production de composés optiquement actifs car
elles sont capables d’hydrolyser sélectivement certains énantiomeres d’esters, d’amides () ou
encore de thioesters (Gotor, 1999, Ohrner et al., 1996, Kazlauskas et al., 1991 ;Cygler et
Schrag., 1999; Grochulski et al., 1994 ; Uppenberg et al.,1995, Santaniello et al., 1992; Kim
et al., 1997).

C’est au début des années 80 que les premieres lipases et estérases ont été purifiées et
caractérisées du point de vue biochimique. A ce jour, plusieurs centaines de séquences sont
répertoriées dans les bases de données. Les lipases sont de tailles variables, 20-25 kDa a 60-
65 kDa (Cygler et al., 1999). Les premieres structures cristallographiques publiées ont été
celles de la lipase du champignon filamenteux Rhizomucor miehei (Brady et al., 1990) et de la
lipase pancréatique humaine (Winkler et al., 1990). Actuellement, plus de 60 structures
tridimensionnelles sont accessibles. Bien que les séquences peptidiques montrent peu de
similitude entre elles, principalement en raison de I’hétérogénéité de leur origine, les lipases
présentent dans 1’ensemble la méme structure tridimensionnelle (Ollis et al., 1992 ;
Derewenda, 1994). Différents travaux ont permis le classement des lipases en sous-familles
en fonction de leurs origines et de leurs rdles physiologiques respectifs (Anthonsen et al.,
1995 ; Drablos et Petersen., 1997 ; Arpigny et Jaeger, 1999). Nous nous intéresserons par la
suite aux structures des deux lipases les plus utilisées dans les réactions d’acylation : la lipase

de Pseudomonas cepacia et celle de Candida antarctica.
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7.3.2.1.a. Structure de la lipase de Pseudomonas cepacia

Kim et al. (1997) ont déterminé la structure cristalline de la lipase de Pseudomonas
cepacia (PCL) par cristallographie aux rayons X (figure 27). Cette lipase contient un
repliement o/B-hydrolase et une triade catalytique composée des résidus Ser87, His286 et
Asp264. L’enzyme présente plusieurs caractéristiques structurales analogues a celles d’autres
lipases comme la lipase de Pseudomonas glumae (PGL) et la lipase de Chromobacterium
viscosum (CVL), en particulier un site de fixation de calcium. Ces auteurs indiquent que la
structure de PCL montre une conformation tres ouverte avec un site actif accessible au
solvant, contrairement aux structures de PGL et CVL dans lesquelles le site actif accessible

au solvant est enfoui sous un couvercle fermé ou partiellement ouvert.

Figure 27: Structure secondaire de la lipase de Pseudomonas cepacia (Kim et al., 1997)

La présence de la triade catalytique Ser-His-Asp, du trou oxyanion et du couvercle en
hélice ouvert indique que cette enzyme partage les mémes mécanismes de catalyse et
d’activation interfaciale que les autres lipases. L’activation interfaciale implique la
réorganisation des structures secondaires et un grand mouvement du couvercle pour exposer
le site actif, mécanisme similaire a celui d’autres lipases fongiques ou mammaliennes bien

caractérisées (Kim et al., 1997).

Le positionnement des acides gras au sein du tunnel destiné a interagir avec les

chaines acyles des substrats de différentes lipases a été étudié par Pleiss et al. (1998). Dans le
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cas de Pseudomonas cepacia, la poche catalytique est une cavité elliptique de 17 A de

longueur et de 4,5 a 10,5 A de largeur (figure 28).

Views a Side view Top view

Pseudomonas cepacia
lipase

Figure 28: Forme des sites de liaison de la lipase de Pseudomonas cepacia (Pleiss et al., 1998).

7.3.2.1.b. Structure de la lipase de Candida antarctica

La structure tridimensionnelle de la lipase B de Candida antarctica a été déterminée
par Uppenberg et al.(1994) par cristallographie. Cette protéine de 317 acides aminés (33 kD)
comporte une triade catalytique constituée des résidus Ser 105, Asp 187, His 224.. La région
entourant la sérine catalytique est polaire: on y trouve les résidus His 224, Thr 40, Asp 134 et
Gln 157. Uppenberg et al. (1994) ont montré que 1’accessibilité au site actif pourrait étre

régulée par deux hélices a5 et al0.

La lipase B de Candida antarctica présente une cavité catalytique ellyptique (9,5x4.5
A). Une partie de la cavité est destinée aux substances acyles, une autre, plus petite, est
réservée aux alcools. La forme de cette derniere est a 1’origine de la stéréospécificité de la

lipase B de Candida antarctica envers les alcools secondaires.

Pleiss et al. (1998) ont décrit le site de liaison des acides gras dans la cavité
catalytiquede la lipase Bde Candida antarctica et ont montré que seuls les acides gras dont la
chaine hydrocarbonée n’excede pas 13 carbones peuvent pénétrer intégralement dans le
tunnel. Au dela de cette taille, les carbones sont stabilisés a la surface de la protéine par des

interactions hydrophobes (figure 29).
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Views a Side view Top view

Candida antarctica lipase B

-

Figure 29: Forme des sites de liaison de la lipase B de Candida antarctica (Pleiss et al., 1998)

7.4. Parametres affectant acylation enzymatique des flavonoides

7.4.1. Effet de la nature du solvant

Contrairement aux milieux aqueux dans lesquels on trouve naturellement I’enzyme,

les milieux organiques sont appelés milieux « non conventionnels ».

Le choix du solvant est généralement un compromis puisqu’il doit a la fois permettre
une bonne activité de I’enzyme, une bonne solubilité du donneur et de I’accepteur d’acyle et
enfin une extraction aisée des produits du systeme réactionnel. De plus, la toxicité du solvant
est un critere déterminant dans la synthese de molécules a usage pharmaceutique, cosmétique
ou alimentaire. En fonction de ces contraintes, certaines propriétés de solvants ont été

déterminées afin de faciliter le choix du solvant pour une réaction donnée (toxicité, polarité).

Laane et al. (1985) ont étudié I’effet de 1’hydrophobie des solvants sur I’activité
catalytique de différents biocatalyseurs. Une corrélation entre la nature du solvant et 1’activité
de ces enzymes a été établie en fonction du logP (coefficient de partage octanol/eau).
Plusieurs autres travaux ont étudié I’influence des solvants en fonction de leurs logP et ont
rapporté que ceux présentant une valeur de logP inférieure a 2 peuvent produire une
déshydratation de I’enzyme et par conséquent un changement de la conformation de la
protéine qui se traduit par une perte du pouvoir catalytique et par conséquent une diminition

de taux de conversion et de la vitesse initiale de la réaction (Yahya et al., 1998; Hari Krishna
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et al., 2001). D’autre part, Valivety et al. (1991) ont montré que I’ activité lipasique, mesurée

en terme de vitesse initiale de la réaction, est favorisée dans des solvants a logP > 3,5.

Plusieurs autres études ont recherché l’effet des solvants sur le rendement de

conversion et la vitesse initiale de la réaction de synthese d’esters de flavonoides.

Il apparait que, pour des substrats donnés, 1’effet du solvant dépend de la nature de
I’enzyme utilisée : subtilisine, lipase de Pseudomonas cepacia (PCL) ou CALB. En effet, les
syntheses d’esters de flavonoides catalysées par la subtilisine sont généralement réalisées
dans la pyridine (Danieli et al., 1989 ; Danieli et al., 1990), tandis que Lambusta et al. (1993)
et Nakajima et al. (1999) ont montré que 1’acétonitrile et I’acétone sont les solvants les plus
adéquats pour I’acylation enzymatique des flavonoides glycosides par PCL. Pour Cernia et al.
(1998), les solvants apolaires et hydrophobes comme 1’hexane et le méthylcyclohexane
améliorent 1’activité de cette enzyme dans les réactions de transesterification de trans-3-(4-
méthoxyphenyl) glycidate et de butanol. Quant a la CALB, son activité est améliorée en
présence d’acétone ou d’un mélange acétonitrile/pyridine (Riva et al., 1996; Danieli et al.,
1997; Nakajima et al., 1999; Gao et al., 2001; Kontogianni et al., 2003; Kontogianni et al.,
2001; Mellou et al., 2005). Danieli et al. (1997) ont indiqué que le mélange THF/pyridine
favorise D'activité catalytique de la CALB alors que ce méme mélange a été décrit par
Kontogianni et al. (2001) comme inhibiteur de cette enzyme. Cette contradiction peut €tre
expliquée par la différence des substrats et des conditions expérimentales. Les équipes de
Ardhaoui (2004) et de Gayot (2003) ont mentionné que le solvant le plus approprié pour
obtenir un rendement et une vitesse initiale importants pendant la synthese d’esters de
flavonoides est le tert-amyle alcool (Ardhaoui et al. 2004a; Ardhaoui et al. 2004 b; Ardhaoui
et al. 2004c¢; Gayot et al., 2003).

De plus, la nature de I’enzyme, du flavonoide et celle du donneur de groupement acyle
sont importantes dans le choix du solvant. Kontogianni et al. (2001; 2003) ont testé plusieurs
donneurs de groupement acyle pour I’acylation de la rutine et de la naringine en présence de
la CALB. Ils ont trouvé que le taux de conversion est variable et fortement dépendant de la
composition du milieu réactionnel. Ces auteurs ont mentionné que pour divers flavonoides
testés, le taux de conversion le plus élevé (30%) est obtenu pour la réaction d’acylation de
naringine en utilisant 1’acide octanoique dans 1’acétone. Dans le cas de 1’acide décanoique, le

taux de conversion le plus élevé est obtenu dans la réaction d’acylation de 1’isoquercitrine
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dans le tert-butanol. Mellou et al. (2005) ont confirmé ces observations. En effet, en présence
de CALB, ces auteurs ont obtenu de meilleurs rendements de conversion de la naringine avec

des esters vinyliques (entre 58 et 70%), en utilisant 1’acétone comme solvant.

7.4.2. Effet de la nature de la réaction

L’acylation de flavonoides peut se faire selon deux réactions : I’estérification directe et
la transestérification. Bien que ces deux réactions aient fait I’objet de plusieurs études, peu de
travaux ont comparé leurs performances. Gayot et al. (2003), Kontogianni et al. (2001),
Ardhaoui et al. (2004a, 2004b, 2004c) ont synthétisé des esters de flavonoides par
estérification directe en utilisant des acides aromatiques et des acides aliphatiques substitués
ou non, en présence de CALB. La transestérification a été utilisée pour la synthese des esters
de flavonoides par des esters vinyliques en présence de plusieurs enzymes (Danieli et al.,
1989; Lambusta et al., 1993; Nakajima et al., 1999; Gao et al., 2001; Enaud et al. , 2004;
Ishihara and Nakajima, 2003; Mellou et al. 2005). Certains travaux ont montré que les
performances de la transestérification sont supérieures lorsque des acides aromatiques sont
utilis€és comme donneurs de groupements acyles, par rapport a d’autres types de donneurs
d’acyle (Buisman et al., 1998; Guyot et al., 1997; Otto et al., 1998; Otto et al., 2000; Stamatis
et al.,, 2001). Outre la nature du donneur de groupement acyle, les performances de la
transestérification dépendent de la nature de I’enzyme. Nakajima et al. (2000) ont montré que
le taux de conversion de 1’isoquercitrine lors de son acylation avec 1’acide caféique a été
supérieur en présence d’une culture de cellules d’Ipomoea batatas qu’en présence de la lipase.
Le faible taux de conversion obtenu avec la lipase pourrait étre dii a la condensation oxydative

des hydroxyles phénoliques des molécules d’acide caféique.

7.4.3. Effet de la nature des flavonoides

Les flavonoides glycosylés sont ceux dont I’acylation a été la plus étudiée. Parmi les
quelques travaux qui se sont intéressés a 1’acylation des aglycones, on peut citer ceux de
Chebil et al. (2007) qui ont montré que I’acylation de 1’aglycone quercétine n’est pas faisable
en présence de la lipase B de Candida antarctica. Par contre, la quercétine a été acylée en
présence de la lipase de Pseudomonas cepacia en utilisant I’acétate de vinyle comme donneur

de groupement acyle et en solvant acétone, acétonitrile ou tert-amyl alcool. Trois esters de la
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quercétine ont été synthétisés : la quercétine 4'-acétate, la quercetine 3',4'-diacétate et la
quercétine 7,3',4'- triacétate avec des rendements de 31, 46 et 23 % respectivement et en
utilisant un rapport molaire des substrats (donneur d’acyle /flavonoide) de 40. En effet, les
rendements obtenus sont dépendants de la nature du solvant et des concentrations relatives
des substrats. Lumbusta et al. (1993) ont acylé la catéchine avec l’acétate de vinyle en
présence de la lipase de Pseudomonas cepacia dans 1’acétone pour la synthese de 5-O-
acylcatéchine et de 7-O-acylcatéchine. Sakai et al. (1994) ont acylé cette méme molécule en
utilisant une estérase d’Aspergillus niger ou de Streptomyces rochei et différents donneurs
d’acyle (acétate d’éthyle, propionate d’éthyle etc...). Les rendements obtenus dans cette étude
sont faibles (inférieurs a 20%). Saija et al. (2003) ont acylé la quercétine en appliquant les
mémes conditions que Lambusta et al. (1993) afin d’évaluer I’activité antioxydante des

dérivés de quercétine: quercétine-3-acétate, quercétine-3-propionate et quercétine-3-palmitate.

Contrairement aux flavonoides aglycones, 1’acylation de flavonoides glycosides a fait
I’objet de plusieurs études. Pour ces flavonoides, 1’acylation est sélective des hydroxyles
glycosidiques, primaires de préférence, quand ils sont libres. Les hydroxyles phénoliques ne
sont pas touchés. La régiosélectivité de cette réaction dépend de la nature de ’enzyme. En
effet, Danieli et al. (1989) ont montré que I’acylation des flavonoides dont le groupement
glycosylé est un rhamnose n’est pas possible en présence de la subtilisine. Ces auteurs ont
montré que 1’acylation des flavonoides, quercitrine, isoquercitrine et lutéoline glucoside, en
présence de cette enzyme en solvant pyridine et d’esters de butanoate comme donneurs
d’acyle, a été possible seulement sur le résidu sucre de I'isoquercitrine et de la lutéoline
glucoside. Ces résultats peuvent €tre expliqués par la différence dans la structure du résidu
sucre, glucose pour I’isoquercitrine et la lutéoline-glucoside et rhamnose pour la quercitrine.
En effet, le glucose et le thamnose appartiennent a deux séries stériques différentes, et la

configuration du L-rhamnose pourrait I’empécher d’interagir avec le site actif de I’enzyme.

La longueur du groupement sucre (monosaccharide, disacharide) et la position du
sucre sur 1’aglycone ne semblent pas influencer pas I’activité de la subtilisine (Danieli et al.,
1989; Danieli et al., 1990). Cette enzyme a montré une bonne sélectivité vis a vis de la rutine,
de la naringine et de I’hespéridine. Un seul dérivé acylé est produit par acylation de chacun de
ces flavonoides avec le butyrate en présence de la subtilisine dans la pyridine anhydre: le 3”-
O-butanoate de rutine (67%), le 3”-O-butanoate d’hespéridine (65%) et le 3"-O-butanoate de

naringine (33%). Cependant, 1’acylation du peltatoside (Quercetin-3-arabinoglucoside) mene
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a la formation de plusieurs produits: le 3"-O-butanoate de peltatoside, le3"’, 4""-O-butanoate
de peltatoside, 4"'-O-dibutanoate de peltatoside (Danieli et al., 1990). Danieli et al. (1993) ont
ensuite acylé I’isoquercitrine avec le chloroéthyle méthyle succinate dans la pyridine en
utilisant la méme enzyme. Trois esters ont été synthétisés: le 6-O-méthyl malonate
d’isoquercitrine (45%), le 3"-O-méthyl malonate d’isoquercitrine (5%) et le 3", 6”-O-méthyl
malonate d’isoquercitrine (5%). En remplacant la subtilisine de Bacillus licheniformis par
celle de Bacillus subtilis et en gardant les mémes conditions décrites par Danieli et al (1990),
Kodelia et al. (1994) ont augmenté le rendement d’acylation de la rutine de 67% apres 48 h a

90% apres 8 h.

Pour les réactions catalysées par CALB, I’acylation des flavonoides glycosylés dépend

de la composition du sucre et de sa position sur 1I’aglycone.

Gao et al. (2001) ont indiqué que la réactivité de la catéchine glycosylée dépend de la
nature du sucre : les flavonoides monoglycosylés ayant un OH primaire sur leur sucre sont
plus réactifs que les flavonoides n’ayant pas de groupe OH primaire disponible. La catéchine
a-D-glucoside est ainsi un meilleur substrat que la catéchine fucopyranoside et maltoside. Ces
auteurs expliquent ce résultat par I’absence de groupe OH primaire au niveau de la catéchine

fucopyranoside et la faible solubilité de la catéchine maltoside dans le solvant de réaction.

Cependant, d’autres facteurs, comme 1’encombrement stérique et la solubilité de la
molécule dans le solvant, interviennent dans la sélectivité de I’enzyme vis-a-vis du
flavonoide. Ces constatations ont été confirmées lors d’une étude faite avec plusieurs autres
flavonoides (naringine, hespéridine, isoquercitrine...). Il a été constaté que ’acylation des
flavonoides portant un disaccharide est moins efficace que celle d’'un monoglycoside (Danieli
et al., 1990). Une étude menée par Ardhaoui et al. (2004) a montré que lors de I’acylation de
différents flavonoides (esculine, rutine, hesperidine, quercétine) avec 1’acide palmitique en
présence de CALB, les meilleurs rendements ont ét€ obtenus avec I’esculine en raison de son
faible encombrement stérique (monosaccharide) et de la présence d’'un OH primaire dans son
résidu sucre. La faible réactivité de 1’hespéridine est due a sa faible solubilité dans le solvant

utilisé, le tert-amyl alcool.

Chebil et al. (2007) ont réalisé I’acylation de I’isoquercitrine en présence de deux

lipases, la lipase B de Candida antarctica et la lipase de Pseudomonas cepacia. Deux produits
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ont été synthétisés en présence de la lipase de Candida antarctica : 1’isoquercitrine 3”,6"-
diacétate et l'isoquercitrine 2",3",6"-triacétate. Cependant en présence de la lipase de
Pseudomonas cepacia, trois produits ont été obtenus: 1’isoquercitrine 6 -acétate,
I’isoquercitrin 4',6"-diacétate, et un troisieme produit, obtenu en faible quantité et dont la

structure n’a pas été déterminée.

Une synthese de la régioselectivité de I’acylation de flavonoides en fonction de leur

nature en présence de différentes enzymes (subtilisine, CALB et PCL), est présentée dans la

subtilisi
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Figure 30: Régioselectivité de 1’acylation de flavonoides biocatalysée par la subtilisine, la CALB et la PCL
(Chebil et al., 2006).

La figure 30 montre que les flavonoides glycosylés sont plus accessibles a I’acylation ;
en effet, la quercétine n’a pas pu étre acylée avec la CALB. Une acylation de la catéchine au
niveau du groupe hydroxyle en position 3 a été obtenue en utilisant une hydroxy-estérase.

Pour les flavonoides monoglycosylés présentant un glucose dans leur structure, 1’acylation se
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fait préférentiellent sur le OH primaire de ce groupe en présence de la CALB, de la PCL ou de
la subtilisine. En absence de OH primaire, 1’acylation peut se faire sur un OH secondaire
(groupe rhamnose). En fonction de la nature des groupes sucres, 1’acylation des flavonoides
diglycosylés peut avoir lieu sur un seul sucre ou sur les deux sucres en présence de la CALB
ou de la subtilisine. En conclusion cette figure montre 1’effet de la nature du flavonoide
(glycosylé ou non), de la nature des groupes glycosidiques et du nombre des sucres sur la

régioselectivité de la réaction.

7.4.4. Effet de la nature du substrat donneur de groupement acyle

La nature du donneur d’acyle est un facteur important dans 1’acylation enzymatique
des flavonoides. Elle influt sur la performance de la réaction ainsi que sur les propriétés de
I’ester synthétisé. La spécificité des lipases vis-a-vis des substrats est a 1’origine de travaux
concernant 1’effet des donneurs d’acyles sur ’activité de I’enzyme et sur la performance de la

réaction.

Les meilleurs résultats, en termes de taux de conversion et de vitesse initiale de
réaction, ont ét€ obtenus en utilisant des acides gras ou des esters vinyliques comme donneurs
d’acyle (Chebil et al., 2006). Pour les acides aromatiques, la performance de la réaction est
dépendante de leur structure: nature de la substitution, la position des groupements
hydroxyles (ortho, para etc.). Ainsi, Gao et al. (2001) ont mentionné I’ordre de réactivité
suivant : Vinyl cinnamate (45%) > ferulate (32 %) > p-coumarate (15%), lors de 1’acylation

de I’isoquercitrine en présence de Novozym 435°.

Nakajima et al. (1999) ont synthétisé des esters de naringine et de rutine en présence
de la lipase de Candida antarctica et de la lipase de Pseudomonas cepacia, en utilisant le
cinnamate, p-coumarate, caféate et ferulate de vinyle comme donneurs d’acyle. En présence
de Novozym 435®, Gao et al. (2001) ont indiqué que le cinnamate de vinyle est le plus
efficace pour I’acylation de la catéchine, suivi du ferulate de vinyle et du p-coumarate de
vinyle. Enaud et al. (2004) ont utilisé¢ le cinnamate d’éthyle et les cinnamate, benzoate et
salicylate de méthyle pour la synthese d’esters de phloridzine en présence de CALB. La
réaction avec le cinnamate d’éthyle est la plus rapide et permet 1’obtention de 100% de

phloridzin 6 “-O-cinnamate apres 5h de réaction, ce qui est expliqué par le fait que I’enzyme
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est moins spécifique des esters méthylés. Une méthode de synthése d’esters aromatiques de
flavonoides par estérification directe a été rapportée dans le brevet déposé par la société
Henkel/Cognis (Otto et al., 2000). Ces auteurs ont étudié€ 1’acylation de la naringine dans le
tert-butanol a une température variant entre 60 et 65°C en présence de la lipase de Candida
antarctica, en utilisant des acides aromatiques comme donneurs de groupement acyle. Les
rendements obtenus avec les dérivés cinnamiques sont faibles, inférieurs a 15%. Pour les
autres dérivés aromatiques utilisés : acides 4-hydroxyphenylacétique, 4-chlorophenylacétique,
S5-phenylvalerique, 4-phenylbutyrique, 3-phenylpropionique (20%), des rendements

supérieurs a 15% ont été obtenus.

L’effet de la structure des donneurs de groupement acyle aromatiques sur 1’acylation
par Novozym 435 a été décrit par Ardhaoui et al. (2004) : les meilleurs taux de conversion
et de vitesses initiales de réaction sont obtenus en présence des acides aliphatiques et des
acides aryl-aliphatiques. Aucune réaction ne se produit en présence de 1’acide benzoique. Les
taux de conversion (apres 150h) et les vitesses initiales de toutes les réactions effectuées avec
les acides aliphatiques ont été supérieurs a 68% et 9,5 .10 mmol/h respectivement.
Cependant, pour les acides aromatiques ayant au moins un alkyle ou un alkenyle entre le
groupement carboxylique et le noyau aromatique, I’acylation est affectée par la présence
d’une insaturation au niveau de la chaine acyle et/ou d’une substitution (hydroxyles ou nitro-
groupes) au niveau du noyau aromatique. Les variations de taux de conversion et de vitesses
initiales obtenus avec ces donneurs d’acyle sont expliquées par différents mécanismes

comme des effets électrostatiques, stériques et de polarité (Ardhaoui et al., 2004).

Stevenson et al. (2006) ont utilisé la Novozym 435® pour I’acylation de la naringine
et de I’isoquercitrine ainsi que des flavonoides contenus dans les extraits de pomme ou de
bleuets, en utilisant des acides carboxyliques comme donneurs d’acyle, acide palmitique,
acide cinnamique et acide phénylpropionique (PPA) ainsi que des dérivés hydroxylés de PPA
et le M,B, comme solvant. Les rendements obtenus sont compris entre 17% pour I’acylation
de I'isoquercitrine par 1’acide cinnamique et 95% pour I’acylation de la naringine par 1’acide
palmitique. La naringine et I’isoquercitrine ont été aisément acylées. Dans le cas des extraits
de pomme et de bleuets, '’enzyme a ét€ sélective vis-a-vis de flavonoides glycosylés
présentant un OH primaire dans le groupement sucre comme la phloridzine et les

antocyanidines glycosides et galactosides. L’acylation avec I’acide palmitique augmente
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remarquablement la lipophilicité et par conséquent la solubilité des flavonoides dans le

solvant de la réaction.

D’autres enzymes ont été utilisées pour réaliser I’acylation des flavonoides avec des
acides aromatiques. Nakajima et al. (2000) ont utilisé une culture cellulaire d’Ipomoea pour

catalyser I’introduction directe des acides aromatiques aux flavonoides.

L’utilisation d’acides aliphatiques comme donneurs de groupement acyle dans la
synthese enzymatique d’esters de flavonoides a été étudiée. Danieli et al. (1997) ont utilisé
I’acétate de vinyle afin d’étudier la sélectivité de CALB vis-a-vis de différents flavonoides
glycosylés. Des mono et des diacétates de flavonols ont été obtenus avec des rendements
supérieurs a 75%. Cependant lors de cette synthese, en plus de la toxicité de la pyridine
utilisée pour améliorer la solubilisation des flavonoides, une production d’acétaldéhyde,
molécule toxique, par isomérisation du groupement vinylique libéré par I’alcoolyse a été

mentionnée.

L’equipe de Kontogianni et al. a étudié 1’acylation de la naringine et de la rutine
catalysée par la Novozym 435°, en présence de 1’acide octanoique, ’acide décanoique et
I’acide dodécanoique, étaient tres sélectives au cours de cette synthese. En effet seul
I’hydroxyle primaire de la naringine et la position 3" de la rutine ont été acylés (Kontogianni
et al., 2001 ; Kontogianni et al., 2003). L’acide palmitique a été utilis€ comme donneur de
groupement acyle pour la synthese de palmitate de naringine catalysée par la Novozym 435

dans le 2-M¢éthyl-2-butanol (Gayot et al. 2003).

En ce qui concerne I’effet de la longueur de la chaine carbonée des acides gras utilisés
comme donneurs de groupement acyle sur la performance de I’acylation enzymatique de
flavonoides, des résultats contradictoires ont été obtenus. Katsoura et al. (2006) ont indiqué
que la nature du donneur de 1’acyle joue un réle dans I’efficacité de la réaction d’acylation de
la rutine et de la naringine par des acides gras libres ou leurs esters vinyliques en présence de
CALB. Pour la naringine, le meilleur taux de conversion, 65%, a été obtenu avec les donneurs
d’acyle a courte chaine carbonée. En utilisant des donneurs d’acyle a longue chaine carbonée,
le taux de conversion ne dépasse pas 23%. Kontogianni et al. (2001) n’ont remarqué aucun
effet de la longueur de la chaine carbonée sur le rendement de conversion du flavonoide, lors

de la synthese d’esters de naringine et de la rutine en utilisant des acides gras (C8-C12)
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comme donneur d’acyle en présence de la CALB. Melou et al. (2005) ont trouvé, lors de
I’acylation de la naringine avec des acides gras ou des esters vinyliques, que la longueur de la
chaine carbonée du donneur d’acyle n’influence que légerement le taux de conversion ainsi
que la vitesse initiale de la réaction. Cependant, Ardhaoui et al. (2004) qui ont étudié
I’acylation de la rutine en utilisant des acides gras libres dont la longueur de la chaine
carbonée varie entre 6 et 18, ont trouvé que pour les acides gras a chaine carbonée inférieure a
12, 1a performance de la réaction augmente avec la longueur de la chaine, par contre pour les
chaines supérieures a 12 carbones, aucun effet sur le rendement de conversion n’a été
observé. Des esters vinyliques et des acides gras dicarboxyliques ont aussi été utilisés par ces
auteurs. Ces donneurs d’acyle ont été plus réactifs que les acides aromatiques et les acides

gras libres.

7.4.5. Influence des conditions opératoires

. Teneur en eau dans le milieu réactionnel

La teneur en eau dans le milieu influence la stabilité et la structure des lipases et, par
conséquent, I’activité enzymatique de ces biocatalyseurs, indépendamment de la nature du
solvant utilisé. L’eau produite lors de Iestérification directe influence 1’équilibre
thermodynamique donc la vitesse et le taux de conversion de la réaction. Cependant, 1’effet de
I’eau varie d’une enzyme a une autre (Yahya et al., 2003; Wehtje et Adlercreutz,1997). Pour
une enzyme donnée, cet effet dépend de la nature du solvant, de 1’état de 1’enzyme
(immobilisée ou libre) ainsi que de la nature du support (Arroyo et al., 1999). Une certaine
quantité d’eau est nécessaire pour maintenir 1’activité enzymatique. Un niveau optimum doit
étre maintenu tout au long de la réaction (Halling, 1994; Wehtje et al., 1993; Wehtje et
Adlercreutz, 1997). Dans le cas de Novozym 435®, I’étude de la courbe d’absorption d’eau de
cette enzyme (Chamouleau et al., 2001) montre qu’une petite variation de la quantité d’eau
dans le milieu provoque une grande variation de l’activit¢é de I’eau. Ce comportement
explique la forte sensibilité de ’enzyme vis-a-vis de I’eau dans le milieu. En effet, I’étude
faite par Kontogianni et al. (2001) et Ardhaoui et al (2004) lors de 1’acylation de la rutine et
de la naringine par Novozym 435° montre que le meilleur taux de conversion est obtenu
lorsque la teneur en eau et 1’activité de I’eau dans le milieu réactionnel sont inférieures a 0,11
et 200 ppm, respectivement. Gayot et al (2003) ont rapporté que I’association de la

déshydratation des substrats a I’élimination de I’eau au cours de la réaction améliore le
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rendement lors de la syntheése de palmitate de naringine. Par contre, le séchage de 1I’enzyme
entraine une forte diminution de la conversion et de 1’activité spécifique. Ceci a été expliqué
par le fait que 1’eau entourant la protéine est nécessaire pour son fonctionnement. Ces auteurs

ont trouvé que la valeur optimale de teneur en eau est de 0,05%.

Wehtje et Adlercreutz (1997) ont montré que I’activité optimale est atteinte a des
activités en eau de 0,33 pour R. arrhizys, 0,97 pour C. rugosa et entre 0,33 et 0,75 pour P.

Cepacia.

Au cours de Destérification directe, de 1’eau est produite. Pour éliminer cette eau,
plusieurs méthodes ont été utilisées. La plupart des études utilisent des sels qui permettent
d’obtenir une activité de 1’eau bien définie (Greenspan, 1977; Goderis et al., 1987). Dudal et
Lortie (1995) ont indiqué que I’activité de 1’eau peut étre ajustée avec une solution de sel
saturée tout au long de la réaction. Une deuxieme méthode propose de mettre les solutions de
sel saturées dans un compartiment, séparé par une membrane de silicone semi-perméable, du
compartiment contenant le milieu réactionnel. L’eau est transférée a travers la membrane
(Kvittingen et al., 1992, Wehtje et al., 1993). Le travail sous vide a également été proposé
comme un procédé pour éliminer 1’eau (Guillardeau et al., 1992; Barfoed et Skagerlind, 1994.

Ducret et al., 1995, Coulon, 1997).

Mellou et al. (2005) ont observé qu’apres 1’ajout de tamis moléculaire (100 g/L) dans
le milieu réactionnel, le taux de conversion augmente passant de 15 - 20% a plus de 30 - 40%
pour 72h de réaction. D’autres études ont utilis€é les tamis moléculaires (Wehtje et
Adlercreutz, 1997 ; Coulon, 1997). Cependant, certains auteurs ont montré que I’utilisation de
tamis moléculaires peut affecter la stabilité et I’activité de 1’enzyme (Ergan et al., 1988;

Bloomer et al., 1992).

. Influence de la température

La température est un facteur important dans 1’acylation enzymatique. Elle affecte la
viscosité du milieu, I’activation ou la dénaturation de 1’enzyme et la solubilité des substrats et
des produits. Enaud et al. (2004) ont indiqué que le taux de conversion de la phloridzine par
transestérification, en présence de Novozym 435® est de 100%. Cependant, le temps de

réaction nécessaire pour une conversion totale dépend de la température utilisée. Il est de 15 h
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a2 6°C, 4 ha80°Cet2hal100°C. Ema et al. (2003) ont indiqué que le taux de conversion
augmente, passant de 3% a 60°C a 39% a 90°C, lors de la transestérification du 1,1-diphényl-

2-propanol avec I’acétate de vinyle.

Katsoura et al. (2007) ont étudié I'influence de la température sur la réaction
d’acylation de la naringine avec le butyrate de vinyle dans des liquides organiques, en
présence de la lipase B de Candida antarctica. Ils ont montré que 1’augmentation de la
température de 35 a 60°C améliore la vitesse initiale et le taux de conversion de la réaction.
D’autres auteurs ont indiqué que D’activité optimale de cette lipase est obtenue a 60°C

(Coulon, 1997 ; Hugon, 2000).

La température affecte également la stabilit€ de I’enzyme. Ainsi, Enaud et al. (2004)
ont rapporté que 1’activité enzymatique a diminué de 30% apres un jour d’incubation a 80°C
lors de la synthese d’esters de phloridzine en présence de Novozym 435%. Cette désactivation
a été attribuée a la dénaturation de ’enzyme et a une probable interaction avec le cinnamate
d’éthyle. Les températures tres élevées peuvent parfois dénaturer I’enzyme (Mutua et Akoh,
1993; Guillardeau et al., 1992 ; Khaled., 1992).Turner et Vulfson (2000) ont montré que la
lipase de Candida antarctica reste active jusqu'a 130°C sans changement significatif de
conformation et Woudenberg-van Oosterom et al. (1996) ont indiqué qu’elle conserve son
activité pendant 7 jours a 82°C. Par ailleurs, lors de la synthese d’esters de sucre, Coulon et
al. (1997), Cao et al. (1999) et Chamouleau et al. (2001), ont indiqué que I’effet de la

température n’est pas clair et dépend de 1’environnement de 1’enzyme.

. Influence de la pression

L’élimination des sous-produits réactionnels d’acylation améliore le rendement de la
réaction par déplacement de 1’équilibre vers la syntheése. Lorsque I’eau ou I’alcool est le seul
composé volatil du milieu, il peut €tre éliminé par application d’un vide partiel (Napier et al.,
1996). Peu de travaux se sont intéressés a ce facteur lors de la synthese d’esters de
flavonoides. Passicos et al. (2004) ont étudié 1’effet de la pression sur la vitesse initiale, le
temps nécessaire pour obtenir 1’équilibre thermodynamique et le taux de conversion de la
réaction d’acylation de la naringine avec I’ester méthylique de 1’acide palmitique en présence
de la lipase de Candida antarctica, dans le 2-méthyl-2-butanol (M;B,). Ils ont montré que

I’application d’une pression réduite peut orienter 1’équilibre de la réaction vers la synthese. A
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200 mbar, ces auteurs ont remarqué que le méthanol produit au cours de la réaction est
éliminé. Dans cette étude, en abaissant la pression jusqu’a 200 mbar, le rendement et la
vitesse initiale de la réaction augmentent respectivement de 32% a 85% et de 0,44 g/L.h a
0,99 g/L.h et I’équilibre thermodynamique est obtenu apres 60 h de réaction sous une pression
de 200 mbars contre 120 h sous pression atmosphérique. La différence de vitesse initiale
s’explique par la dénaturation de la protéine causée par le méthanol accumulé lors de la
réaction sous pression atmosphérique (Coulon et al.,, 1996). En effet, le méthanol
désorganiserait la couche d’eau entourant 1’enzyme, ce qui changerait la structure

tridimensionnelle de cette derniere, lui faisant perdre son activité (Gorman et Dordick, 1992).

Enaud et al. (2004) ont choisi de travailler sous une pression de 200 mbars lors de
I’acylation, en milieu fondu, de la phloridzine par le cynamate d’éthyle, en présence de
Novozym 435. Ces auteurs ont suggéré que cette pression permet d’éliminer 1’éthanol, sous-

produit de la réaction, et ainsi de favoriser la synthese.

L’effet de la pression sur la réaction d’acylation des sucres a été étudié par plusieurs
auteurs. Guillardeau et al. (1992) ont étudié 1’effet de la pression sur la synthese de caprylate
de fructose par estérification directe, catalysée par Lipozyme. A pression atmosphérique, des
rendements faibles ont été obtenus dis a 1’accumulation de 1’eau formée. Le rendement
maximum a été obtenu sous 0,28 mbar. En deca de cette pression, le rendement chute. En
effet, une trop faible pression semble affecter la couche d’hydratation de I’enzyme, qui exige
environ 10% de son poids en eau pour avoir une activité optimale de synthese (Kao et al.,
1997). Avec la lipase B de Candida antarctica, Ducret et al. (1995) ont obtenu un rendement
de conversion du fructose de 90% en travaillant sous une pression de 70 mbars. Avec cette
méme enzyme, la diminution de la pression a permis €galement a Coulon et al. (1999)
d’améliorer la concentration finale en oléate de fructose (30 g/L sous pression atmosphérique

contre 50 g/L sous 200 mbars) lors de la transestérification du fructose.

7.5. Activités biologiques des esters de flavonoides

L’acylation des flavonoides permet une amélioration de leur stabilité, de leur solubilité
et de leur biodisponibilité (Chebil et al., 2006) et, par conséquent, de leur utilisation dans des
formulations cosmétiques, alimentaires et thérapeutiques. Cependant, peu de travaux ont

étudié I’effet de 1’acylation sur les activités biologiques des flavonoides.
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L’étude de I’activité antibactérienne de certains esters de flavonoides a été rapportée
par Suresh Babu et al. (2005) qui ont montré que 1’acylation du groupe 7-OH de 1’oroxyline
(figure 31) augmentait significativement son activité antibactérienne vis-a-vis d’une gamme
de bactéries gram- (Chromobacterium violaceum (MTCC 2656), Klebsiella aerogenes
(MTCC 39) et Pseudomonas aeruginosa (MTCC 741) et gram+ (Bacillus subtilis (MTCC
441), Bacillus sphaericus (MTCC 11) et Staphylococcus aureus (MTCC 96).
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Figure 31: Synthese de dérivés 7-O-acylés de I’oroxyline (Babu et al., 2005)

Ces auteurs ont testé D’activité antibactérienne de dérivés alkylés et acylés de
I’oroxyline synthétisés par voie chimique et ont mis en évidence que I’introduction d’un
groupement acyle en position C-7 de I’oroxyline améliorait d’'une fagon remarquable le
pouvoir antibactérien de ce flavonoide, indépendamment de la longueur de la chaine et de la

nature du donneur d’acyle.

Mellou et al. (2005) ont étudié les activités antibactériennes et antioxydantes de
dérivés acylés de deux flavonoides isolés a partir de plantes endémiques grecques, le
chrysoériol-7-O-B-d-(3 "-E-p-coumaroyl)-glucopyranoside (1), flavonoide monoglycosylé et
le chrysoériol-7-[6"'-O-acetyl-B-D-allosyl-(1—2)-B-D-glucopyranoside  (2), flavonoide
diglycosylé. L’acylation de ces deux flavonoides par le laurate de vinyle, catalysée par la
lipase de Candida antarctica dans le tert-butanol ou I’acétone a permis d’obtenir les esters P1
et P2 correspondant aux flavonoides (1) et (2) respectivement (figure 32). L’activité

antibactérienne a été évaluée vis-a-vis de trois bactéries Gram+ (S. aureus, B. cereus,
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M. flavus) et 3 bactéries Gram- (P. aeruginosa, P. mirabilis et E. coli.) Le dérivé acylé P2

possede une activité antibactérienne plus importante que le flavonoide (2) ce qui a été

N

expliqué par sa plus grande lipophilie, facilitant son passage a travers la membrane
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Figure 32: Esterification enzymatique du chrysoériol-7-O- B -D -(3 "-E-p-coumaroyl)-glucopyranoside (1), et du
chrysoériol-7-[6"'-O- -acetyl-B-D-dallosyl-(1-2) B-D-glucopyranoside] (2) (Melou et al., 2005).

En ce qui concerne I’activité antioxydante, les deux dérivés acylés P1 et P2 ont montré
une capacité a augmenter la résistance du LDL et du sérum total a I’oxydation induite in vitro
plus importante que celle des flavonoides non acylés. Ces auteurs ont expliqué ce résultat par
le fait que la partition d’un antioxydant donné entre la phase aqueuse et la phase lipidique est
importante pour I’inhibition de I’oxydation de LDL (Frankel et al., 1996) et ont suggéré que
la propriété lipophile d’un antioxydant lui permet de mieux s’incorporer dans la partie

lipidique de la particule LDL et facilite son arrivée jusqu’au site de lipoperoxydation.

L’évaluation de I’activité antioxydante de la rutine et de ses dérivés acylés a été basée
sur I’étude de leur capacité a améliorer la résistance des LDL (lipoprotéines de faible densité)
et du sérum a I’oxydation induite par le cuivre in vitro. L’acylation de la rutine avec le laurate
de vinyle n’a aucun effet sur son pouvoir antioxydant. Cependant, 1’utilisation de stéarate de
vinyle comme donneur d’acyle améliore ’activité antioxydante de la rutine dans le cas de
I’oxydation du LDL mais pas dans le cas de I’oxydation du sérum. L’introduction de I’acide
oléique, acide gras mono-insaturé, a engendré une importante activité antioxydante a de

faibles concentrations, vis-a-vis de I’oxydation du LDL et du sérum.
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Ces auteurs ont ainsi démontré que 1’activité antioxydante dépendant de la lipophilie
de la molécule et suggerent que le caractere lipophile d’un antioxydant donné facilite son
incorporation dans la partie lipidique de la particule de LDL pour atteindre le site de la
lipoperoxydation. Ils ont également montré qu’en plus de la structure et la lipophilie de la
molécule, d’autres mécanismes en relation avec la structure du donneur d’acyle, comme la
présence d’une insaturation, peuvent influer sur le pouvoir antioxydant des esters de

flavonoides.

Mellou et al. (2006) ont étudié la capacité a moduler la sécrétion de VEGF (Facteur
Vasculaire Endothélial de Croissance, facteur majeur dans la régulation de I’induction de
tumeur par angiogénese) de la rutine, de la naringine et de leurs esters obtenus par acylation
avec des acides gras en présence de la lipase de Candida antarctica dans I’acétone, L’étude a
été réalisée sur des cellules K562, cellules leucémiques humaines erythrolymphoblastiques et
les résultats ont montré que les esters de rutine possedent une capacité plus importante a
libérer le VEGF des cellules K562 que la rutine, indiquant que ces esters peuvent avoir un

pouvoir antiangiogénique et antitumorale.

Madhusudana Rao et al. (2003) ont mis en évidence que le mesquitol, flavonoide
purifié a partir de Dichrostachys cinerea, présentait un pouvoir piégeur de radicaux libres et
une activité inhibitrice de 1’a-glucosidase. Cependant, ce flavonoide n’a pas d’activité
inhibitrice de la xanthine oxydase. L’acylation chimique du mesquitol sur la position 3-OH
avec des chaines aliphatiques de différentes longueurs améliore son pouvoir inhibiteur de 1’a-

glucosidase et lui confere une activité inhibitrice vis-a-vis de la xanthine oxydase (figure 33).
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Figure 33: Pouvoir inhibiteur de la xanthine oxydase (a) et de la B-glycosidase (b) du mesquitol et de ses esters-
3-0-acylés (Madhusudana Rao et al., 2003).

Une relation structure activité a été établie par ces auteurs qui ont observé une

corrélation positive entre le pouvoir d’inhibiteur des enzymes étudiées (la xanthine oxydase et
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I’a-glucosidase) et la longueur de la chalne acyle des esters aliphatiques. Ces résultats
montrent que le degré de lipophilie joue un rdle important dans I’induction du pouvoir
inhibiteur de ces enzymes. Concernant le piégeage des radicaux libres, ces auteurs ont montré
que l’acylation n’a pas influencé le pouvoir piégeur des radicaux ABTS et DPPH du

mesquitol.

Katsoura et al. (2006) ont mis en évidence que l'influence de 1’acylation avec
différents donneurs d’acyle : acide oléique, stéarate de vinyle et laurate de vinyle, sur

I’activité antioxydante de la rutine dépendait du donneur d’acyle.
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Figure 34: Acylation enzymatique de la rutine en liquide ionique, catalysée par la CALB (Katsoura et al., 2006).

Les nombreuses propriétés biologiques des acides aromatiques ont incité les
chercheurs a étudier leur utilisation pour I’acylation de flavonoides. Ainsi, Parejo et al.
(2005) ont montré que des dérivés acylés de quercetagine glycosides (quercetagetine (6-O-
caffeoyl-B-D-glucopyranoside), quercetagine (6-O-p-coumaroyl-f-D-glucopyranoside) et
quercetagetine (6-O-caffeoyl-B-D-glucopyranoside) présentent une activité antiradicalaire
significative vis-a-vis du radical DPPH par comparaison aux différents standards utilisés
(quercétine, isoquercitrine, rutine, BHA, acide chlorogenique et quercetagine). Les dérivés p-
coumaroyle de quercétine et de kampférol 3-O-biosides, composés présents en quantité dans
le Ginko biloba, se sont révélés efficaces pour le traitement des symptomes de I’insuffisance
cérébro-vasculaire (Hasler et al., 1992). Egalement, il a ét¢ montré que les dérivés a base
d’acide p-coumarique de kampférol et d’isorhamnétine inhibent la tyrosinase (Kubo et

Yokokawa, 1992).
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CHAPITRE II : MATERIELS ET METHODES

1. Matériels

1.1. Matériel végétal

Les feuilles de Nitraria retusa ont été collectées dans la ville de Monastir, pres de la
saline de Sahline (route de Wardanine). En effet, cette plante étant halophile, elle pousse sur
des sols salins. La partie aérienne de la plante a ét€ mise a sécher a I’ombre pendant 2
semaines. Les feuilles ont été ensuite détachées des tiges et broyées dans un mixeur pour les

transformer en poudre.

1.2. Enzymes
1.2.1. La lipase de Candida antarctica (CALB)

La lipase de Candida antarctica (CALB) utilisée est Novozyme 435, préparation industrielle
produite par Novozyme et commercialisée par Sigma. Elle est fournie avec une activité de
7000 PLU.g-1 (Propyl Laurate Synthesis) ot une unit¢ PLU est définie comme la quantité
d’enzyme qui permet la transformation d’1 pmol d’acide laurique en laurate de propyle par
minute en conditions standards et équimolaire. Il s'agit d'une lipase immobilisée sur une résine
acrylique macroporeuse. Cette préparation se présente sous forme de granules blanches de
diametre compris entre 0,3 et 0,9 mm avec une teneur en eau de 1 a 2 % (p/p) et une teneur

protéique enzymatique comprise entre 1 et 10 % (p/p).

1.2.2. La lipase de Pseudomonas cepacia (PCL)

La lipase de Pseudomonas cepacia immobilisée sur des particules de céramique est
produite par Biochemika et commercialisée par Fluka. Elle se présente sous forme de petites
granules beiges et possede une activité de 15 000 U/g (1 unité correspond a la quantité
d’enzyme qui permet la libération d’1 pmol d’acide oléique par minute a pH 8 et 40°C lors de

I’hydrolyse de la trioléine).
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1.3. Les lignées cellulaires

L’activité antiproliférative de molécules étudiées, a été évaluée vis-a-vis de cellules
cancéreuses Caco?2 et de cellules saines HUVEC. Toutes les expériences ont été réalisées avec
des cellules en phase exponentielle de croissance dans le but d’étudier les effets des molécules

testées sur la prolifération cellulaire.

1.3.1. La lignée Caco2

Les cellules Caco2 forment une lignée cellulaire cancéreuse de colon qui a été isolée
d’un adénocarcinome colique humain. Ces cellules proviennent du laboratoire URAFPA

(Nancy, France).

Les cellules présentent une phase exponentielle de croissance et entrent en
différenciation spontanée des qu’elles atteignent la confluence. A confluence et au-dela, les

cellules forment une mono couche avec des jonctions serrées.

1.3.2. La lignée HUVEC

Les cellules HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells, No. 07073101,
ECACC Salisbury, UK) sont des cellules endothéliales humaines de veine ombilicale de
cordons sains. Elles sont cryopréservées en fin de culture primaire a une concentration
supérieure a 500 000 cellules / mL et peuvent étre cultivées et propagées jusqu’au passage 12.

Ces cellules proviennent d’un mélange initial de plusieurs individus.

Toutes les expériences, avec ces deux lignées ont été réalisées avec des cellules en
phase exponentielle de croissance dans le but d’étudier les effets des molécules testées sur la

prolifération cellulaire.
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1.4. Solvants

Matériels et méthodes

Les solvants utilisés dans ce travail sont présentés dans le tableau 7.

Tableau 7: Liste des solvants utilisés

Solvant Fournisseur référence
2 méthyl-2butanol Fluka chemica 66000
Pyridine Merck 4201249
Diméthyle sulfoxyde Fluka chemica 25690
Meéthanol Carlo Erba 412383
Chloroforme Fluka chemica 25690
Acétate d’éthyle Sigma-Aldrich 45760
Hexane Prolabo 24575.320
Butanol Carlo Erba 414131
Acide trifluoroacétique Accros organics 139725000
Acide acétique Normapur 20 40.334
Isopropanol Sigma 1-09516
Acide chlorydrique Normapur 20 252.324
Ethanol Prolabo MC310653
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1.5. Composés phénoliques

Les composés phénoliques utilisés dans ce travail sont présentés dans le tableau 8.

Tableau 8: Descriptif et structure de composés phénoliques utilisés dans cette étude

Flavonoides, Masse molaire, Fournisseur, Référence

Flavonoides

Quercétine, (MM=302 g/mol),
Extrasynthese , C066.

OH
o OH
HO u] . !
aH
OH O Quercétine

Isoquercitrine (MM=464 g/mol),
Extrasynthese, 0080.

Isoquercitrine

Rutine (MM=610 g/mol),
Extrasynthese, 0074.

H3C
Rutine

Isorhamnétine, (MM=316 g/mol),
Extrasynthese, 1120 S

OCH4
OH
f’f II
HO a .
OH
OH u]
[sothamnétine

Isorhamnétine-3-O-glucoside
(MM=478 g/mol), Extrasynthese,

1128.
OCHa

HO o o

OH
Isothamnétine-3-0-gucoside

Isorhamnétine-3-O-rutinoside,
(MM=624 g/mol), Extrasynthese, 1133
S.

0CHa

oH

HO o S

Izothamnétine- 3-C0-natino s de

Acide phénolique

Acide gallique (MM=170 g/mol), Fluka-chemica, 48630

@) OH
N

HO OH

OH
Acide gallique
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1.6. Acides gras

Les acides gras étudiés dans ce travail sont listés dans le tableau 9

Tableau 9: Descriptif des esters éthyliques d'acides gras utilisés

Ester éthylique, Masse Molaire

Structure
(g/mol), Fournisseur, référence
0
Butyrate d’éthyle (MM=116 g/mol),
Sigma, B239 Aot
o)
Caproate d’éthyle (MM=144 g/mol),
Fluka chemica, 21550 Aodn
o)
Caprylate d’éthyle (MM=172 g/mol), PN
Fluka chemica, 21670 OJL/\/\/\
o}
Décanoate d’éthyle (MM=200 g/mol), J\
Sigma-Aldrich, 148970 ~o
o}
Laurate d’éthyle (MM=228 g/mol), )W
Sigma, L4625 o
o)
Palmi "¢ =
?llmltate d’éthyle (MM=284 g/mol), /\OJL/\/\/\/\/\/\/\
Sigma, P9009
o}
Stéarate d"éthyle (MM=312 g/mol), N J\/\/\A/\/\A/\/\
Sigma, S8269 o]
o}

Oléate d’éthyle (MM=310 g/mol),
Sigma-Aldrich, 268011 PN _

Acide oléique (MM=282 g/mol), sigma-
Aldrich, 490423
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1.7. Réactifs

Tableau 10: Descriptif des réactifs utilisés pour cette étude

Réactif Fournisseur Référence
2-Aminoéthyl diphénylborinate Sigma G-1876
L-glutamine Sigma G-3126
L-acide glutamique -y-éthyl ester Sigma G-1876
hydroxylamine Aldrich 467804
N-(1-Naphtylenediamine dihydrochloride) Sigma NO9125
Acide sulfanilique Sigma S5263
Rouge neutre Sigma N-2880
Ethyléne-diamine tetra acétate Sigma E-5134
Phosphate de potassium Sigma P-7386
Sérum de veau foetal Eurobio CVSFVF00-01
Milieu d’eagle modifié par dulbecco (DMEM)  Sigma D5796
bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- Sigma M5655
diphenyl tetrazolium (MTT)
Milieu de croissance cellulaire endothéliale ECACC 6091509
(ECGM)
tampon phosphate (PBS) Sigma D5652
Pénicilline Eurobio CABPESO2-OU
Réactif de Folin-Ciocalteu Sigma-Aldrich F-9252
Acide ethylene diamine tétraacétique (EDTA) Sigma E-5134
Xanthine Sigma X7375
Acide 2,2-azino-bis (3-éthylbenzthiazoline)-6- Sigma A1888
sulfonique) ABTS
1,1 diphényl-2-picryl hydrazil (DPPH) Sigma D9132
Acide-6-hydroxy-2, 5, 7, 8- Fluka 56610

tétraméthylchroman-2-carboxylique,
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2. Méthodes

2.1. Extractions/fractionnement

Différents extraits ont été préparés a partir de feuilles seches de N. retusa. Quatre
extraits ont été obtenus par extraction a 1’appareil de soxhlet et un extrait aqueux a été préparé

par décoction. Afin de concentrer les flavonoides, certains extraits ont ensuite été fractionnés.

2.1.1. Préparation d’extraits a partir des feuilles de Niftraria retusa par

I’appareil de Soxhlet.

L’extraction a l'aide d'un appareil de type soxhlet est une technique couramment

utilisée pour isoler des composés actifs d’origine végétale sans les dégrader.

On introduit 100 g de poudre de la plante dans la cartouche filtrante et 500 mL de
solvant dans le ballon. Cette extraction en continu est menée jusqu’a extraction totale des
composés extractibles. La durée d’extraction est de 8h. Des extractions successives
par différents solvants, du moins polaires au plus polaires : I’hexane, puis le chloroforme,
I’acétate d’éthyle et enfin le méthanol ont été réalisées a la température d’ébulition de chaque

solvant.

L’extrait a I’hexane contient des composés apolaires, tandis que le chloroforme extrait
les composés peu polaires et que 1’acétate d’éthyle permet d’obtenir un extrait riche en
composés moyennement polaires. Le méthanol, solvant le plus polaire, extrait, quant a lui les

composés les plus polaires.
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Figure 35: Appareil de soxhlet

2.1.2. Fractionnement de ’extrait au méthanol

L’extrait au méthanol est évaporé a sec. 30 g de résidu sec de cet extrait sont repris
dans 200 mL d’eau. La phase aqueuse est extraite successivement avec 3x200 mL de

chloroforme, 3x200 mL d’acétate d’éthyle puis 3x200 mL de butanol.

2.1.3. Préparation d’un extrait aqueux a partir des feuilles de Nitraria

retusa

100 g de poudre sont mis dans 300 mL d’eau distillée a ébullition, pendant 15 mn.
Apres refroidissement, 1’extrait aqueux est filtré, congelé puis lyophilisé. Cet extrait

lyophilisé doit étre conservé a +4°C.
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2.1.4. Préparation des extraits au méthanol a partir de I’extrait aqueux

2.1.4.1. Préparation a Uaide de I’appareil de soxhlet (SoxMAE)

10 g de lyophilisat de 1’extrait aqueux liophylisé sont placés dans 1’appareil de soxhlet
en présence de 200 mL de méthanol a 60°C. Apres 6h d’extraction, le solvant est évaporé

dans un évaporateur rotatif. L’extrait est conservé dans un lieu sec et a I’obscurité.

2.1.4.2. Préparation par macération a reflux (MMAE)

10 g d’extrait aqueux lyophilisé de feuilles de Nitraria retusa sont placés dans 200 Ml
de MeOH et chauffés a reflux pendant 2h. Le solvant est ensuite évaporé. L’extrait est

récupéré et stocké dans un milieu sec et a I’oscurité.

2.2. Analyses
2.2.1. Etude du contenu en flavonoides et en polyphénols totaux des divers
extraits

2.2.1.1. Caractérisation des flavonoides

La présence de flavonoides dans les différents extraits a été mise en évidence par la
réaction a la cyanidine. En effet, les flavonoides sont responsables d’un dégagement
d’hydrogene et de ’apparition d’une coloration allant de 1’orangé au rouge pourpre, en
présence d’acide chlorhydrique concentré et de magnésium.

Protocole : Quelques mg de poudre d’extrait a caractériser sont dissouts dans 5 mL de
solvant d’extraction. La solution obtenue est chauffée 1égerement et filtrée, quelques gouttes
d’acide chlorhydrique concentré et quelques copeaux de tournures de magnésium sont
ajoutés. Apres dégagement d’hydrogene par réduction des flavonoides en anthocyanes, on

obtient une coloration rouge.

2.2.1.2. Détermination de la teneur en polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux des extraits et des fractions obtenus a partir de feuilles
de Nitraria retusa a été¢ déterminée par la méthode décrite par Sokman et al. (2005). Ces

auteurs ont utilisé la méthode de Folin Ciocalteu pour calculer le teneur en polyphénols d’un
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extrait végétal. Cette méthode consiste a ajouter 2,5 mL d’une solution de Folin Ciocalteu (0,2
N) a 0,5 mL d’échantillon. Aprés 5 mn d’agitation, 2 mL d’une solution de carbonate de
sodium (75 g/1) sont ajoutés. Apres 2h d’incubation a température ambiante, 1’absorbance a
760 nm est mesurée. Les résultats sont exprimés en terme d’équivalents acide gallique a I’aide

d’une courbe étalon (figure 36)

Absorbance a 740 nm

0 20 40 60 80
acide gallique ( pg/ml)

Figure 36: Courbe étalon de l'acide gallique

2.2.1.3. Détermination de la teneur en flavonoides totaux

La teneur en flavonoides des extraits et des fractions obtenus a partir de feuilles de
Nitraria retusa a été calculée par la méthode décrite par Sokman et al. (2005). Cette méthode
consiste a ajouter 0,5 mL d’une solution d’AICl; (2% dans de 1’éthanol absolu) a 0,5 mL
d’échantillon. Apres une heure d’incubation a température ambiante, 1’absorbance est
mesurée a 420 nm. La teneur en flavonoides totaux est calculée en terme d’équivalent

quercétine par référence a la courbe étalon (figure 37).
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Figure 37:Courbe étalon de la quercétine

2.2.2. Analyses qualitatives par chromatographie sur couche mince

2.2.2.1. Identification des flavonoides dans les extraits

La chromatographie sur couche mince (CCM) repose principalement sur des
phénomenes d'adsorption : la phase mobile est un solvant, ou mélange de solvants, qui
progresse le long d'une phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille
semi-rigide de matiere plastique ou d'aluminium. Apreés que 1'échantillon ait été déposé sur la
phase stationnaire, les substances migrent a une vitesse qui dépend des différences d’affinité

pour le solvant et pour la phase stationnaire.

Tous les extraits et les fractions obtenus a partir des feuilles de N.retusa ont été
analysés qualitativement par chromatographie sur couche mince. Les plaques de silice
utilisées sont de dimensions 20 x 20 cm (Silica gel 60, Merck). Des dépots de 10 pL de

chaque extrait (a2 10 g/l dans le méthanol) ont été effectués.

La plaque de silice est ensuite placée dans une cuve contenant I’éluant suivant : acétate
d’éthyle/méthanol /eau (100 : 25: 10 v/v/v). Apres migration, le solvant est évaporé par
séchage (a I’étuve ou a I’aide d’un seche-cheveux). Les bandes correspondant aux flavonoides
sont visualisées sous UV a 254 et 365 nm puis pulvérisées avec une solution de réactif de
NEU (2 - aminoéthyldiphénylborate de sodium a 1 % dans le méthanol) qui permet la

visualisation des flavonoides en affichant une fluorescence jaune sous UV a 365 nm. Les Rf
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obtenus sont comparés au Rf obtenus pour des flavonoides standards utilisés comme

références.

2.2.2.2.. Analyse des produits de syntheése enzymatique

La méthode décrite précédemment est appliquée a des prélevements de milieux

réactionnels. Des dépots de 10 pL sont effectués.

Différents mélanges de solvants sont utilisés selon les molécules a séparer.
- éluant A : acétate d’éthyle/méthanol /eau (100 : 8 : 10 v/v/v) pour séparer 1’isoquercitrine, la
quercétine (produit de dégradation de 1’isoquercitrine) et les dérivés acylés de 1’isoquercitrine
- éluant B : chloroforme/acide acétique/méthanol (95: 0,5: 4,5 v/v/v) pour séparer
I’isoquercitrine, 1’acide glutamique éthyl ester et I’acide glutamique.
-éluant C : acétate d’éthyle/méthanol /eau (100 :8 :4 v/v/v) pour séparer I’isorhamnetine-3-O-

glucoside et ses dérivés acylés.

En fonction de leur structure chimique, les composés sont révélés selon I'une des

procédures suivantes :

- pulvérisation d’une solution méthanolique de réactif de NEU a 2% dans le méthanol qui

permet de visualiser la plupart les flavonoides (Brasseur et Angenos, 1986).

- pulvérisation d’une solution éthanolique de ninhydrine a 2 % réagissant spécifiquement avec
les fonctions amines primaires des composés et conduisant a 1’apparition d’un chromophore

violet (révélation destructive).

- pulvérisation d’une solution aqueuse de permanganate de potassium a 0,1 M réagissant de
facon non spécifique avec tous les composés réducteurs et conduisant a 1’apparition d’une

coloration jaune (révélation destructive).

- exposition a des vapeurs saturées en iode, colorant spécifiquement les composés présentant

des doubles liaisons (révélation non-destructive).
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- les Rf obtenus sont comparés aux Rf des standards utilisés dans la réaction afin de détecter

la présence de nouveaux produits.

2.2.3. Analyses par CLHP-SM

2.2.3.1. Identification des flavonoides dans les extraits

Les composés sont séparés en chromatographie d’interaction hydrophile. Ainsi, les
composés sont d’autant plus fortement retenus qu’ils contiennent davantage de résidus

hydrophiles, comme le glucose ou le rhamnose dans notre étude.

e Matériel

Colonne TSKGel Amide 80 (150 x 2,1 mm, 5 um) Tosoh, France

Précolonne TSKGel Amide 80 (15 x 2,1 mm, 5 pm) Tosoh, France

Systeme de chromatographie liquide haute performance  PerkinElmer, France

Détecteur UV/VIS  série 200 PerkinElmer, France

Détecteur a barrette de diode PerkinElmer, France

Spectrometre de masse SCIEX API 150EX PerkinElmer, France
e Méthode

Les conditions opératoires sont les suivantes :
Eluant A : ACN/H,O/TFA (99/1/0,1 - v/v/v), filtré sur 0,22 pm
Eluant B : ACN/H,O/TFA (55/45/0,1 - v/v/v), filtré sur 0,22 pm
Solvant dégazé a 'hélium : 5 mL/mn
Débit de 'éluant : 0,2 mL/mn
Température de la colonne : 40 °C
Détection : U.V. a 214 nm et DAD
Volume injecté : 5 a 10 uL

Durée d'analyse : 90 mn

Un gradient linéaire du solvant: 100% A a 100% B en 75 mn est appliqué. La colonne

est ensuite rééquilibrée avec le solvant A pendant 15 mn.

Des échantillons standards sont injectés: I’isorhamnétine, 1’isorhamnétine-3-O-

glucoside et I’isorhamnétine-3-O-rutinoside a une concentration de 1g/1.
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Le couplage avec le spectrometre de masse SCIEX API 150EX permet de détecter les

molécules en mélange en donnant leurs masses.

Apres avoir développé la méthode en CL-SM, les mémes analyses ont été réalisées en
CL-SM": systeme de chromatographie (Thermo Fisher Scientific, France) équipé d’un
détecteur UV (214 nm) et couplé, lui-aussi a un spectrometre de masse, le LTQ (Thermo
electron corporation®, USA). Les 2 spectrometres de masse utilisés sont équipés d’une source

d’ionisation de type ESI (electrospray ionisation).

Le spectrometre de masse SCIEX API 150EX est un simple quadrupdle. La
température du capillaire est fixée a 150 °C et la tension a 5 kV. Le balayage est effectué sur

une gamme de masse m/z 100 a m/z 2000.

Le spectrometre de masse LTQ est un SM/SM. 1l permet de fragmenter les molécules
et il est ainsi possible d’identifier certaines molécules inconnues. Dans le cas des flavonoides
contenus dans les extraits, la fragmentation permet de fragmenter les résidus « sucres »
(glucose et thamnose). Les conditions opératoires sont les suivantes : gaz de collision dans la
trappe d’ions : hélium ; dans la source, azote comme gaz vecteur (50), gaz de balayage (10) et
gaz auxiliaire (10); mode positif d’ionisation par électrospray, température du capillaire

300 °C, tension de la source 5.0 kV.

2.2.3.2. Analyse des produits de synthése enzymatique

La colonne Altima C18 amide permet de séparer des composés via des interactions
hydrophobes et des interactions avec les groupes amides insérés dans la phase stationnaire.
Cette colonne est adaptée pour la séparation de composés a caractere tensioactif. Elle permet
aussi de retenir, malgré ses propriétés de phase inverse, les composés hydrophiles comme
certains peptides et d’éviter les problemes d’étalement rencontrés parfois lors de 1’élution de
composés tensioactifs (lipopeptides).

e Matériel
Colonne Altima C18 amide (150 x 2,1 mm, 5 um) Alltech, France
Précolonne Altima C18 amide (15 x 2,1 mm, 5 um) Alltech, France
Systeme de chromatographie Shimadzu LC 10 AD-VP  Shimadzu, France ,
Détecteur a barrette de diode SPD-M10A VP Shimadzu, France
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Détecteur évaporatif a diffusion de lumiere ELSD — LT  Shimadzu, France
e Meéthode

Les conditions opératoires sont les suivantes :
Eluant A : MeOH/H,O/TFA (40/60/0,1 - v/v/v), filtré sur 0,22 um
Eluant B : MeOH/TFA (100/0,1 - v/v), filtré sur 0,22 um
Solvant dégazé a I'hélium : 5 mL/mn
Débit de I'éluant : 0,2 mL/mn
Température de la colonne : 25 °C
Détection : U.V. a 214 nm
Volume injecté : 5 a 10 uLL
Durée d'analyse : 34 mn
Gradient appliqué : 100% A pendant 1 mn, puis gradient de 100% A a 100% B en 15 mn,
maintien de 100% B pendant 8 mn, gradient de 100% B a 100% A en 1 mn, et stabilisation
avec 100% A pendant 9 mn.

Les échantillons ont été analysés par spectrométrie UV a 214 et a 254 nm. Les
flavonoides et les produits de synthese sont visibles a ces deux longueurs d’onde. Les esters

éthyliques d’acides gras sont mieux détectés a 214 nm.

Ces conditions ont permis de séparer et de quantifier, dans les échantillons prélevés de
milieu réactionnel au cours du temps, filtrés a 0.2 um et dilués 10 fois avant injection, les
composés suivants:

-les substrats flavonoides
-les substrats donneur d’acyle : les acides gras éthyles ester, les acides aminés.
-les produits de syntheses

-le témoin interne utilisé : 2, 6 diméthylphénol.

Les courbes de calibration de la quercétine, 1’isoquercitrine et le 2,6 diméthylphénol

sont présentées dans la figure 38.
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Figure 38: Courbes de calibration pour le dosage CLHP de I’isoquercitrine (a), de la quercétine (b) par
spectrophotométrie UV a 254 nm et du 2,6 diméthylphenol (c) par spectrophotométrie UV a 214 nm.

2.3. Purification de flavonoides a partir de la fraction au butanol

La fraction au butanol étant la plus concentrée en flavonoides, elle a été fractionnée par

injections successives sur une colonne Altima C18 Amide en utilisant une chaine de
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chromatographie semi-préparative. Les pics contenant les flavonoides désirés ont été

collectés. Apres regroupement des fractions d’intérét, le solvant a été€ évaporé.

e Matériel

Colonne Altima C18 Amide (250 x 4,6 mm, 5 um), Alltech, France
Précolonne Altima C18 Amide (15 x 4,6 mm, 5 pm), Alltech, France
Systéme de chromatographie Biocad®700 E, Applied Biosystems, USA
Injecteur collecteur automatique Cobra, Applied Biosystems, USA

e Méthode :
Les conditions opératoires sont les suivantes :

Eluant A : MeOH/H,O/TFA (40/60/0,1 - v/v/v), filtré sur 0,22 um

Eluant B : MeOH /TFA (100/0,1 - v/v), filtré sur 0,22 um

Solvant dégazé a 'hélium : 5 mL/mn

Débit de 1'éluant : 1 mL/mn

Température de la colonne : 25 °C

Détection : U.V. 2214 nm

Volume injecté : 5 a 10 uL

Durée d'analyse : 34 mn

Gradient appliqué : 100% A pendant 1 mn, puis gradient de 100% A a 100% B en 15 mn,
maintien de 100% B pendant 8 mn, gradient de 100% B a 100% A en 1 mn, et stabilisation
avec 100% A pendant 9 mn.

2.4. Purification des produits de synthese
2.4.1. Purification des esters d’isoquercitrine

2.4.1.1. Par chromatographie sur gel de silice

Les réactions d’acylation de 1’isoquercitrine par I’oléate d’éthyle en solvant organique,
M,B,, catalysées par Novozym 435° sont arrétées aprés avoir atteint 1’équilibre
thermodynamique (2 72h). Les milieux réactionnels sont alors filtrés afin d’éliminer I’enzyme

puis concentrés par évaporation, sous vide, non-totale du solvant.

103



Chapitre 11 Matériels et méthodes

L’échantillon résultant de ce traitement dilué dans un minimum de solvant d’élution
(ImL) est alors déposé sur une colonne préparative contenant de la silice (Silica gel 60,
Fluka). L’€luant utilis€ est le méme que celui utilisé pour I’analyse par CCM : acétate
d’éthyle / méthanol / eau (100/8/10 v/v/v) pour la purification des esters d’isoquercitrine et
acétate d’éthyle / méthanol / eau (100/8/4 v/v/v) pour la purification des esters
d’isorhamnetine 3-O-glucoside. En sortie de colonne, les fractions sont collectées a un débit

de 1 mL/min. Le systeme de purification est présenté figure 39.

t:[:‘) —,.__=

Figure 39: Dispositif expérimental utilisé pour la purification des esters d’isoquercitrine. 1. Réservoir de phase
mobile (acétate d’éthyle-méthanol-eau 100/8/10 v/v/v). 2. Colonne de silice 300 x 2,5 mm. 3. Collecteur
automatique de fractions.

Les fractions collectées sont analysées par CCM afin de déterminer les fractions

d’intérét. Ensuite, celles-ci sont regroupées et le solvant est €liminé par évaporation sous vide

(40°C, 250 mbar). Le résidu sec est pesé.

2.4.1.2. Par CLHP semi préparative.

La purification des esters d’isoquercitrine a courtes chaines de C4 a C8 n’étaient pas
réalisable sur gel de silice (mélange avec I’isoquercitrine). Ce mélange a été séparé sur une
colonne Altima CI18 Amide en utilisant une chaine de chromatographie semi-préparative
comme décrit dans le paragraphe 2.3. les séparations successives ont permis de collecter les

esters purifié€s purs.

104



Chapitre 11 Matériels et méthodes

2.4.2. Purification des esters d’isorhamnetine-3-O-glucoside par

chromatographie sur couche mince.

Les réactions d’acylation de I’isorhamnetine-3-O-glucoside par le laurate d’éthyle et le
butyrate d’éthyle catalysées par Novozym 435® sont mises en oeuvre pendant 72 h dans le 2-
méthyl 2-butanol. Les milieux réactionnels sont ensuite filtrés afin d’éliminer I’enzyme puis
concentrés partiellement par évaporation sous vide. Ils sont alors déposés sur une plaque de
silice 20 x 20 cm (Silica gel 60, Merck). La plaque est développée a 1’aide d’un éluant dans
une cuve saturée a base d’acétate d’éthyle, de méthanol et d’eau (100/8/7 v/v/v). L’élution
terminée, la plaque est mise a sécher. Une bande étroite de la plaque est révélée avec une
solution de réactif de NEU (2% dans le méthanol) afin de localiser la zone de migration du
composé d’intérét. La silice contenant le produit d’intérét est alors décollée du support puis le
composé est désorbé dans du méthanol (10 mL/ g de silice), sous agitation (250 rpm) pendant

12 h. Le mélange est alors filtré puis évaporé a sec pour obtenir le composé purifié.

Le produit sec est alors pesé et identifié par analyse CLHP-SM.

2.5. Analyse par RMN

Les spectres RMN du proton 'H et du carbone ">C ont été effectués pour les esters
d’isoquercitrine. Avant analyse, les produits sont solubilisé€s soit dans du chloroforme deutéré
(CDCI3) soit du diméthylsulfoxyde deutéré (DMSO). Le spectrometre utilisé est un Briicker
300 MHz, 7,1 T (Allemagne).

2.6. Mise en oeuvre des réactions enzymatiques d’acylation

Différentes conditions de mise en ceuvre des syntheéses ont été utilisées au cours de

cette étude.

2.6.1 Préparation des milieux de syntheése

Pour les réactions de synthese des esters de flavonoides, la présence d'eau doit €tre

évitée au maximum pour limiter les réactions d'hydrolyse. Pour cela, le matériel et les
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produits utilisés doivent étre parfaitement secs : les réacteurs et la verrerie sont séchés
pendant 24h dans une étuve a 100°C. Les substrats et I’enzyme sont également séchées
pendant au moins 4 jours dans un dessiccateur. Les solvants sont stockés sur tamis
moléculaire (4 A), au moins 4 jours avant utilisation. Les milieux de synthese sont préparés en
solubilisant les substrats dans le solvant choisi pendant une nuit, a 60 °C. Des volumes de 10
mL ou de 20 mL ont été choisis pour tous les milieux réactionnels. Les milieux de synthese
contiennent 10 mM d’isoquercitrine ou 4 mM d'isorhamnétine-3-O-glucoside et 10

équivalents molaires de donneur d’acyle. La réaction est initiée par 1’ajout de CALB (30 g/L).
2.6.2. Synthéses enzymatiques sous pression atmosphérique

Les réactions sont menées a 60 °C, sous une agitation de 200 rpm, en réacteur de type
Wheaton®. Elles sont initiées par I’ajout de l'enzyme immobilisée (30 g/L) et conduites
jusqu'a ce que 1'équilibre thermodynamique soit atteint.

Les réacteurs Wheaton® présentent une capacit¢ de 50 mL et sont équipés d’un
barreau aimanté suspendu qui évite 1’érosion des billes d’enzyme au cours des synthéses. Leur
chauffage est assuré par un bain d'huile thermostaté. Afin de limiter 1’évaporation du solvant
au cours des syntheses, le haut des réacteurs est équipé d’un dispositif de refroidissement

(figure 40).

Figure 40: Schéma du réacteur Wheaton® utilis€é pour la mise en oeuvre des réactions sous pression
atmosphérique (1. plaque chauffante et d’agitation thermorégulée. 2. bain d’huile. 3. réacteur Wheaton®. 4.
barreau aimanté suspendu. 5. systeéme de refroidissement).
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2.6.3. Synthéses enzymatiques sous pression réduite

Les syntheses sous pression réduite ont été menées a 60 °C, sous une pression de 500
mbar et une agitation de 150 rpm, avec des concentrations de réactifs et de catalyseur
identiques a celles décrites précédemment. Dans ces conditions, le solvant est sujet a une
évaporation partielle. Pour tenir compte des variations de volume pour la détermination des
concentrations des substrats résiduels et des produits au cours des syntheses, un étalon interne
a été ajouté aux milieux réactionnels. Il s'agit du 2,6 diméthylphénol. Celui-ci est inerte ; il est

introduit dans les milieux a hauteur de 0,2 g/L juste avant 1'ajout du catalyseur.

Les syntheses sous pression réduite ont été menées dans le ballon d’évaporation d’un
évaporateur rotatif. (R-144 ou R-205 Biichi). Celui-ci comporte une pompe (KNF Neuberger
Laboport ou Biichi Vac® V-500), un régulateur de pression (Switch-box B-745 ou V-800) et
un bain thermostaté (Biichi Heating Bath B-490 ou Biichi Water Bath B-480) contenant de

I’huile de silicone (Rhodorsil® 47V20) comme montré dans la figure 41.

Figure 41: Evaporateur rotatif utilisé pour les syntheses sous pression réduite
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2.6.4. Réactions d'hydrolyse

Les réactions d’hydrolyse du glutamate d'éthyle et de 1’oléate d’éthyle (10 mM) ont
été menées dans 10 mL d’un mélange eau : M,B, (50:50 v/v), a 60°C, sous pression
atmosphérique. Apres solubilisation du substrat, les réactions ont été initiées par 1’ajout de 10

g/L. de I’enzyme utilisée.

Ces réactions d'hydrolyse ont été réalisées en présence de différentes lipases soit en
réacteur Wheaton® (figure 40) soit dans les réacteurs d'une plateforme de synthése en
parallele (Syncore Polyvap Biichi) (figure 42). Celle-ci comporte une unité de base chauffante
(de 25 °C a 100 °C) et présente un systeme d'agitation planaire hélicoidale modulable pouvant

aller jusqu’a 600 rpm.

24 réactions peuvent €tre menées simultanément dans des réacteurs de 30 mL (Duran
Schott). Ceux-ci sont surmontés d'un couvercle chauffant (de 25 °C a 70 °C) équipé de 24
prises de vide. Ce dispositif est completé par une pompe a vide (Biichi Vac® V-500), un

condensateur et un récipient de récupération des solvants.

Figure 42: Station de synthese en paralléle: Syncore Reactor (Biichi)
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2.7. Evaluation des activités antioxydantes

2.7.1. Inhibition du systéme xanthine / xanthine oxydase

Plusieurs voies métaboliques interviennent dans la formation du superoxyde O,” par
exemple le catabolisme des purines ou les composés puriques fournissent de la xanthine
réagissant avec la xanthine oxydase pour former 1’anion superoxyde et de l’acide urique

(figure 43).

La xanthine oxydase catalyse I’oxydation de I’hypoxanthine et de la xanthine en acide
urique impliqué dans la maladie de la goutte. Durant cette oxydation, 1’oxygene moléculaire
agit comme accepteur d’électrons produisant des radicaux superoxydes et du peroxyde

d’hydrogene selon les réactions suivantes (George et al., 2003) :

Xanthine + 20, + H:0 —»  Acide urique + 20, + 2H*
Xanthine + O, + H,O » Acide urique + H,0O,

o
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Figure 43: Cycle de production de 1'acide urique par le systeme xanthine/xanthine oxydase

Par conséquent, le systeme xanthine/xanthine oxydase est considéré comme une

source biologique importante de radicaux superoxydes.

L’oxydation de la xanthine, implique la production d’acide urique, molécule

caractérisée par un maximum d’absorption a 290 nm (Yasuhiro et al., 2005; Da Silva et al.,
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2004 ). Un inhibiteur de la xanthine oxydase dans le milieu réactionnel aura pour effet de
diminuer la concentration en acide urique. La capacité de 1’antioxydant a inhiber la xanthine
oxydase est alors évaluée en mesurant la quantité d’acide urique formée. Cette mesure est

assurée spectrophotométriquement (Mai, 2004 ; Cimanga et al., 1999).

L’étude de I’inhibition de la xanthine oxydase est effectuée selon la méthode décrite
par Cos et al. (1998), légerement modifiée. En effet, 400 uL de différentes concentrations des
extraits a tester ont ét€ mélangés avec une solution d’hydroxylamine (0,2 mM), xanthine (50
uM; pH 7.5), EDTA (0, 1 mM). La réaction est ensuite initiée par 1’addition de 1’enzyme

xanthine oxydase (2,5 mU). Toutes les étapes doivent étre effectuées dans la glace.

Ce milieu réactionnel est incubé a 37°C pendant 30 minutes, puis la réaction est
stoppée par ajout de HCI 0,58 M. La lecture de 1’absorbance est effectuée a une longueur
d’onde de 290 nm contre un blanc qui contient tous les composants de I’essai a I’exception de

la xanthine oxydase qui est remplacée par le tampon phosphate 0,2 mM, pH 7.,5.

Le témoin positif de référence utilisé est I’ Allopurinol, employé généralement pour le
traitement de la maladie de la goutte. Ce médicament empéche 1’accumulation de
I’hypoxanthine et de la xanthine qui sont plus solubles et donc plus facilement excrétées que

I’acide urique responsable de la maladie.

t/ v

Figure 44: Structure de 1'allopurinol

2.7.2. Inhibition de I’ion superoxyde

Afin d’évaluer le pouvoir piégeur des radicaux superoxyde de différentes substances
testées déja pour I'inhibition de la xanthine oxydase, un réactif de coloration composé de
I’acide sulfanilique (300 pg/mL), de N-(1-naphthyle)-éthylenediamine dihydrochloride (5

pg/mL) et de I'acide acétique (16,7% v/v), a été ajouté apres 1’incubation. Le mélange de
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réactif de coloration avec le milieu réactionnel donne une coloration rose plus ou moins
intense, plus la couleur est intense plus il y a présence d’ions superoxydes. Le mélange est
laissé au repos a température ambiante pendant 30 minutes, puis 1’absorbance est lue a 550

nm (Oyanagui, 1984 ; Cos et al., 1998).

Enfin, I’activité inhibitrice de la xanthine oxydase et I’activité antioxydante sont

exprimées en pourcentage d’inhibition en utilisant la formule suivante :

PI=(1-DO4/DOg) x 100
PI : Pourcentage d’inhibition

DO , : absorbance de la solution en présence de molécules testées

DO 3: absorbance de la solution en absence de molécules testées

2.7.3. Piégeage des radicaux DPPH"®
O,N N—N

NO,
DPPH

Figure 45: 1,1 diphényl-2-picryl hydrazil (DPPH)

Le potentiel antiradicalaire d'une substance peut €tre évalué a I’aide d’une méthode
colorimétrique en utilisant des radicaux de substitution tels que le radical 1,1-diphényl-2-

picrylhydrazyl appelé DPPH" (figure 45).

En effet, 2 température ambiante et en solution, le radical DPPH  présente une
coloration violette intense. Son passage a la forme non radicalaire, apres saturation de ses

couches électroniques s’accompagne d’une disparition de la coloration violette.

DPPH" + AH » DPPH-H+A’
(violet) (Incolore)
DPPH  + R’ » DPPH-R
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La diminution de I’intensité de la coloration est suivie par mesure colorimétrique a
517 nm. Elle rend, ainsi compte du pouvoir piégeur des composés étudiés vis-a-vis du DPPH’

(Lee et al., 2003).

Les substances a tester pour leur pouvoir antiradicalaire, sont solubilisées dans du
méthanol a différentes concentrations. 50 uL. de ces solutions sont mélangés avec 1950 uL
d’une solution méthanolique de DPPH’ (6. 10° M). Ce mélange est fortement agité pendant 30
secondes puis incubé pendant 30 min a température ambiante a 1’abri de la lumicre.
L’absorbance du mélange réactionnel est ensuite mesurée a 517 nm contre un blanc constitué
par du méthanol pur (Shimada et al., 1992). Le Trolox a été utilisé a titre comparatif (figure

46).

Figure 46: acide 6-hydroxyl-2,5,8-tétraméthylchroman-2-carboxylique, Trolox

Enfin, I’activité antiradicalaire des composés testés est évaluée par rapport a une

solution méthanolique de radicaux DPPH’ qui représente le 100%.

Le pourcentage d’inhibition de formation des radicaux DPPH’ libres est calculé selon

la formule suivante :

Pl= (I'DO Molécules a tester / DO 100%) x100

PI : Pourcentage d’inhibition
DO Moléeutes a tester - @bsorbance de la solution des molécules a tester en présence du DPPH'.
DO g4 : absorbance de la solution contenant uniquement la solution de DPPH'.

Les résultats sont exprimés en terme de CISO (concentration de substrat qui inhibe
50% de radicaux DPPH" présents dans le milieu réactionnel ou en terme de TEAC (Trolox

Equivalent Antioxidant Capacity). La valeur du TEAC (Trolox Equivalent Antioxydant
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Capacity) correspond a la concentration molaire de trolox équivalent permettant d’avoir le
méme pourcentage d’inhibition qu’l uM ou 1 g/L de produit et est déterminée a partir des

courbes d’inhibition en fonction de la concentration.

2.7.4. Piégeage des radicaux ABTS™

= N N_.
HO3Sx H

Figure 47: acide 2,2'-azinobis (3-éthylbenzthiazoline)-6-sulfonique) ABTS

Une deuxieme méthode colorimétrique qui se base sur un essai de décoloration est
rapportée afin de détecter le pouvoir antiradicalaire d’un composé donné. Le radical préformé
2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) ou ABTS™ est généré par ’oxydation de
la molécule stable d’ABTS avec le persulfate de potassium (Re et al., 1999). La formation de
radical ABTS™ se traduit par ’apparition d’une coloration vert bleu intense. En présence
d’un donneur de H', le passage du radical ABTS™ 2 la forme non radicalaire s’accompagne de
la disparition de cette coloration mesurée spectrophotométriquement a une longueur d’onde
de 734 nm. Cette décoloration résulte d’une réaction entre le radical ABTS™ et un donneur de
H'. Aprés 15 min d’incubation a 30°C, le résultat est donné par une mesure de la densité

optique a 734 nm a I’aide d’un spectrophotometre.

L’activité anti-radicalaire des extraits, des flavonoides et des esters de flavonoides a
été évaluée par le piégeage de radicaux ABTS™ (acide 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline)-
6-sulfonique). Le témoin positif de référence utilisé est le trolox (acide 6- hydroxy-2, 5, 7, 8-
tétraméthylchroman-2-carboxylique), dont la structure moléculaire cyclique est similaire a

celle de la vitamine E.

Une solution éthanolique ABTS™ a2 7 mM et des solutions éthanoliques de trolox a
différentes concentrations entre 0,5 et 1,25 mM sont préparées. La solution &’ ABTS™ (7 mM)
est diluée dans de 1’éthanol afin d’obtenir une DO de 0,7+0,02 a 734 nm. A 1 mLde solution
d’ABTS™, 10 uL de solution de trolox sont ajoutés et aprés 15 min d’incubation a 30°C, on
mesure la densité optique a 734 nm a I’aide d’un spectrophotometre (Re et al., 1999). Les

substances a tester sont solubilisées dans de 1’éthanol a différentes concentrations et analysées

113



Chapitre 11 Matériels et méthodes

de la méme maniere que le trolox. Le pourcentage d’inhibition est calculé par la formule

suivante :

DO initiale — DO finiale
% d’inhibition = x 100

DO finiale

DO initiate : DO de la solution de trolox préparée (0,7+0,02)
DO finiate : DO de la solution a tester en présence d’ABTS

Les résultats sont exprimés en terme de TEAC.

2.8. Etude de Dactivité cytotoxique

2.8.1. Culture cellulaire

2.8.1.1. Lignée Caco2

Des cellules Caco2, lignée cancereuse humaine de colon au 30tme passage a une
concentration initiale de 10’ cellules/mL ont été données par 1'Unité de Recherche Animal et
Fonctionnalité des Produits Animaux (URAFPA, ENSAIA-INPL, NANCY). Les cellules ont
été décongelées, et cultivées dans des fioles de Roux T75 (75 sz)_ Le milieu de culture
employé est un milieu "Eagle" modifié par Dulbecco (DMEM) (Sigma) supplémenté par
10% (v/v) de sérum de veau feetal (SVF) source de facteurs de croissance indispensables
(Eurobio), 2 mM glutamine, (Gibco, France) et 1% (v/v) d’acides aminés non essentiels
(Gibco, Invitrogen Corp., Cergy Pontoise, France). Lorsque les cellules sont arrivées a
confluence, elles sont lavées avec du tampon phosphate PBS (9,6 g/L, pH 7,2) et détachées
par trypsinisation (1 mL de solution de trypsine a 0,5 % /2,6 mM EDTA, Gibco, France)
pendant 3 min dans un incubateur (37°C, 5% CO;) (Sanyo, MCO-20AIC). L'action de la
trypsine est stoppée par un ajout de milieu de culture contenant du serum de veau fcetal
(10%); les cellules se retrouvent alors en solution. Les cellules sont récupérées par
centrifugation a 800 tours /min pendant 5 min et sont comptées a I’aide d’une cellule de
Thoma sous microscope optique (Zeiss, Allemagne). Ce comptage permet de déterminer le
nombre de cellules afin d’effectuer le passage suivant. La suspension cellulaire sert a
réensemencer d’autres flacons de culture a raison de 10° cellules/mL dans des fioles de 25 ou

2 . . L. . .
75 cm” et servir pour les diverses expérimentations. Le nombre de passages ou repiquages des
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cellules doit étre comptabilisé, dans la mesure ou il peut influencer le temps de multiplication
des cellules et leurs capacités métaboliques : 1’utilisation de cellules issues de nombreux

repiquages successifs est évitée et est limitée a 60 dans le cas des cellules Caco2.

Les cultures sont maintenues dans un incubateur a 37°C sous une atmosphere saturée
en humidité contenant 5% de CO,. En vue d’assurer 1’apport en nutriment aux cellules et
d’éliminer les métabolites cellulaires susceptibles d’inhiber la croissance cellulaire, un
changement de milieu de culture est nécessaire toutes les 48 h. La croissance des cellules est
mesurée quotidiennement a 1’aide d’un microscope en phase inverse. Les cellules sont
cultivées jusqu'a confluence ot une concentration de 0,6.10° cellules/cm® au moins est
atteinte. La suspention cellulaire est diluée afin d’ensemencer une microplaque a raison de

5.10* cellules/puits.
2.8.1.2. Lignée HUVEC

Les cellules HUVEC, cellules endothéliales humaines de veine ombilicale de cordons
sains, proviennent de I’European Collection of Animal Cell Cultures (ECACC, Salisbury,
UK). Elles ont été décongelées a un passage PO et ont été cultivées dans un incubateur a 37°C
sous une atmosphere saturée en humidité contenant 5% de CO, dans des flacons de Roux T
25 (25 sz) contenant du milieu de croissance cellulaire endothéliale (ECGM, ECACC No.
06091509). Le milieu est préparé en ajoutant un supplément de croissance (15 mL) au milieu
basal (milieu sans sérum ajouté, 485 mL). Les cellules HUVEC sont ensemencées a 1,5.10°
cellules/mL de milieu et elles sont cultivées pendant 3 jours ou jusqu’a la confluence. Un
changement de milieu apres 24h est effectué pour éliminer toute trace de DMSO (Fluka), puis
régulierement toutes les 24h jusqu’a 90% de confluence. Ensuite, le milieu est éliminé du
flacon de culture par aspiration et les cellules sont lavées avec du PBS (pH=7,2) et décollées
par trypsinisation (1 mL de trypsine 0,5%, 2,6 mM EDTA) a température ambiante. Apres
une minute, les cellules commencent a se décoller. L’action de la trypsine est inhibée par
ajout de 2 volumes de milieu DMEM a 20% de sérum de veau feetal (SVF). Enfin, les cellules
sont centrifugées a 800 rpm pendant 5 min et comptées sur une cellule de Thoma sous
microscope optique. A confluence, la concentration cellulaire HUVEC est approximativement
de 10° cellules/cm®. Pour la réalisation des expériences, les cellules sont diluées avec du
milieu ECGM (Milieu de Croissance Cellulaire Endothéliale) pour obtenir une concentration

de 5. 10" cellules/ mL pour étre ensemencées sur microplaque.
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Le nombre de passages est limité a 7 pour les cellules HUVEC et a 60 pour les Caco2
car il a été démontré que le nombre de passages peut influencer différentes activités et

fonctions cellulaires (Lu et al., 1996 ; Briske-Anderson, 1997).

2.8.2. Conservation des cellules

2.8.2.1. Congélation

La congélation des cellules Caco2 et HUVEC dans 1’azote liquide a -196°C, s’effectue sur

une population cellulaire en phase exponentielle de croissance.

Toutes les étapes de la congélation sont effectuées dans la glace pour limiter I’effet
cytotoxique du DMSO (diméthyl-sulfoxyde, Fluka). La suspension de cellules Caco2 ou
HUVEC est centrifugée (5 min a 800 tours/min) et le culot est repris dans un volume de
milieu de culture (DMEM pour les cellules Caco2 ou ECGM pour les cellules HUVEC) afin
de congeler 7.10° cellules Caco?2 et 5.10° cellules HUVEC par cryotube sachant que chaque
cryotube contient 0,9 mL de milieu de culture, il est ajouté 0,1 mL de DMSO, agent

cryoprotecteur goutte a goutte.

Une fois ces étapes réalisées, les cryotubes sont placés dans un récipient contenant de
I’azote liquide (-196°C) et muni d’un ventilateur. Plusieurs paliers de ventilation sont réalisés
pour congeler les cellules progressivement afin de limiter au maximum la mort cellulaire. Les

cryotubes sont stockés par la suite dans une cuve d’azote liquide a -196°C.

2.8.2.2. Décongélation

Pour effectuer une culture cellulaire a partir d’un des cryotubes conservés dans 1’azote
liquide, on procede a sa décongélation rapide a 37°C dans un bain-marie pour éviter aux
cellules un contact prolongé avec le DMSO fortement cytotoxique. La suspension décongelée
est reprise dans 9 mL du milieu préchauffé, DMEM avec 10 % SVF pour les cellules Caco2
ou ECGM avec 10 % SVF pour les cellules HUVEC. Apres centrifugation a 800 rpm pendant

5 minutes, le surnageant contenant le DMSO est éliminé et remplacé par du milieu de culture
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frais. Aprés homogénéisation, les cellules sont remises en culture a 37°C. Le milieu de

culture est périodiquement renouvelé jusqu’a la confluence des cellules.

2.8.3. Etude de I’activité antiproliférative

L’activité antiproliférative des molécules pures (flavonoides de N. retusa, flavonoides
modeles et esters des flavonoides) a été évaluée vis-a-vis de la lignée cellulaire cancéreuse
Caco? et de la lignée normale HUVEC. Une gamme des concentrations entre 0 et 200 uM ont
été testées. Les différentes concentrations ont été préparées dans du DMSO de fagon a ne pas

dépasser 1% de DMSO dans chaque puits

L’activité antiproliférative des extraits et des fractions obtenus a partir des feuilles de
N. retusa a été évaluée vis-a-vis de cellules Caco?2. Différentes concentrations entre O et 0,8
mg/mL de chaque extrait ou fraction ont été préparées dans du DMSO avec une concentration
finale en DMSO dans le milieu de culture ne dépassant pas 1% (v/v) et diluées dans du milieu

de culture.
2.8.3.1. Suivi de la croissance cellulaire a micro-échelle par le systeme cellscreen®

Le suivi de la croissance peut é€tre determiné par des mesures effectuées en
microplaques grice au systeme Cellscreen® (Brinkmann M. et al, 2002). Le Cellscreen® est
un systeme constitué d’un microscope couplé a un appareil photo qui permet de prendre des
images des puits d’une microplaque positionnée sur un support motorisé. Les images sont
analysées puits par puits par le processeur et traduites en représentation graphique (figure 48).

Dans le cas de culture de cellules adhérentes (Caco2 et HUVEC), c’est le pourcentage
de recouvrement des cellules a la surface de chaque puits qui est déterminé. Dans le cas de

cellules en suspension, le nombre total de cellules est déterminé.
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Support motorisé sur
lequel la plaque est
placée

Appareil photo

Figure 48: Systeme automatisé d'analyse de la croissance cellulaire: Cellscreen® (Innovatis, Allemagne)

La croissance des tapis de cellules au fond des puits peut étre mesurée par le systeme
Cellscreen®. Ce systeme automatisé permet a partir d’un microscope et d’un appareil photo de
prendre des photos de cellules et de déterminer par analyse d’images le pourcentage de

recouvrement de la surface des puits.

Le suivi de la croissance par I'installation Cellscreen est basé sur la comparaison du
pourcentage de recouvrement des puits “ témoins ~ ot les cellules sont placées dans un milieu
dénué de la substance a tester et des puits ou les cellules sont soumises a différentes

concentrations de la molécule.

Le pourcentage de recouvrement en fonction du temps permet de réaliser des
cinétiques de croissance cellulaire et d’évaluer I’effet potentiel de différentes molécules sur la

croissance des cellules.

2.8.3.2. Test MTT

Un test de viabilité est appliqué permetant de déterminer le nombre de cellules
vivantes en fin d’expérience. La quantité de cellules des puits “ essais ” soumis a la molécule
est comparée aux puits “ témoins” (sans molécule). Ainsi, il est possible de déterminer les

effets des molécules sur la croissance (effet cytostatique) et sur la viabilité (effet cytotoxique)
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et la concentration a laquelle la molécule est capable de diminuer de moitié le nombre de

cellules vivantes (CI50).

La cytotoxicité des molécules étudiées vis-a-vis de cellules Caco-2 et de cellules
HUVEC en culture est déterminée en utilisant le test MTT (3-(4,5-diméthyl thiazol-2-yl) -2,5
diphényl tétrazolium bromide qui permet d’évaluer 1’activité mitochondriale des cellules
(Chiba et al, 1998; Fotakis etTimbrell, 2006; Lobner, 2000). En effet, grice a une enzyme la
succinate déshydrogénase mitochondriale (Mosman, 1983), qui a la propriété de catalyser la
réduction du succinate en fumarate dans le cycle de krebs, le sel de tétrazolium MTT de
couleur jaune est réduit en cristaux bleus de formazan (figure 49). Cette réduction et par

conséquent 1’activité mitochondriale pourra étre evaluée spectrophotométriquement a 540 nm.
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Figure 49: Réaction de transformation de MTT en formazan par la succinate déshydrogénase

En pratique, les cellules sont réparties sur une microplaque Nunc de 96 puits (8x12) a fond
plat 2 raison de 5. 10* cellules dans 200 pL de milieu de culture/ puits. La microplaque est

incubée a 37°C dans une atmosphere enrichie de 5% de CO, pendant 24h. Apres 24h, un tapis
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cellulaire adhérent est obtenu et les différentes concentrations de molécules sont ajoutées. La
premiere colonne de la microplaque sert de référence (milieu sans cellules), la deuxieéme
colonne sert de témoin (sans ajout de molécules testées) et la troisieme colonne sert aussi de
témoin pour tester ’influence du solvant utilisé pour la solubilisation des molécules (sans
molécules testées). Les autres colonnes sont utilisées pour mesurer I’effet des différentes
concentrations de molécules testées. Apres 48h, les puits sont vidés, lavés au PBS, puis 200 ul
de DMEM + 50 uL. de MTT (a 2 g/L) sont ajoutés. La plaque est incubée pendant 4h a 37°C
et 5% de CO,. Apres incubation, les puits sont vidés, lavés au PBS et les cristaux de formazan
formés sont solubilisés dans 200 uL. d’isopropanol. La plaque est agitée 15 min a 1’air libre
puis une lecture au Multiscan est réalisée (spectrophotometre, Titertek, MCC/340) afin de

mesurer 1’absorbance, a 540 nm.

La mesure de I’activité mitochondriale des cellules apres traitement par la dose choisie
de molécules par rapport a I’activité mitochondriale des cellules non traitées, permet d’évaluer
indirectement la cytotoxicité de ces molécules. Le pourcentage de mortalité est calculé

d’apres cette équation :

% de mortalité cellulaire = 1-(AbS Egsai /ADS Témoin) X 100

Avec  ADs remoin = absorbance de I’essai témoin non traité par les molécules

Abs g, = absorbance de I’essai traité par les molécules
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CHAPITRE III. ETUDE PRELIMINAIRE :
CARACTERISATION DES FLAVONOIDES DE N. RETUSA ET
MISE EN (EUVRE DE LEUR ACYLATION

1. Etude chimique de Nitraria retusa

1.1. Introduction

Les flavonoides sont des métabolites secondaires présents dans les différentes parties
de nombreuses plantes. Ces molécules présentent une structure de base commune incluant
deux cycles aromatiques A et B (figure 50). Elles se répartissent en sous-classes en fonction
du nombre, de la position et de la nature des substituants (groupements hydroxyles,
méthoxyles et autres) des cycles A et B et de la structure du motif reliant ces deux cycles.

Dans la nature, les flavonoides se trouvent la plupart du temps sous forme de glycosides.

1
8 0 X 3
7 \2
C 1 4
6 3
5 4 6' 5'

Figure 50: Structure de base des flavonoides

Nitraria retusa est une plante riche en flavonoides. Une étude effectuée en Egypte par
Halim et al. (1995) a montré que les tiges et les feuilles de Nitraria retusa renferment au
moins sept flavonoides: un flavonoide aglycone, 1’isorhamnétine et six flavonoides
glycolysés, 1’isorhamnétine-3-O-rutinoside, I’isorhamnétine-3-O-glucoside, 1’isorhamnétine-
3-O-galactoside, I’isorhamnétine-3-O-robinobioside, I’isorhamnétine-3-O-xylosyl-

48" galactosyl-robinobioside.

robinobioside et I’isorhamnétine-3-O

Dans I’étude présentée ici, une premiere phase a consisté a identifier les flavonoides
contenus dans les différents extraits préparés a partir des feuilles séchées de la plante Nitraria
retusa cultivée dans la région de Monastir en Tunisie. Dans ce but, différentes méthodes

d’analyse ont été développées:

a Une méthode de criblage préliminaire : méthode a la cyanidine
L La chromatographie sur couche mince avec différents modes de révélation
a La chromatographie liquide haute performance en phase inverse
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a Le couplage de la chromatographie liquide haute performance et de la

spectrométrie de masse

1.2. Etude chimique préliminaire

1.2.1. Préparation des extraits a partir de feuilles seches de N. retusa

Différents extraits ont été préparés a partir des feuilles séchées réduites en poudre de
Nitraria retusa selon la figure 51. Une extraction solide liquide a été effectuée grace a
I’appareil de soxhlet en utilisant quatre solvants de polarité croissante afin d’épuiser la
matiere végétale progressivement. En fonction du solvant utilisé, quatre extraits ont été
obtenus, a savoir: les extraits a 1’hexane (EHex), au chloroforme (ECHCIj), a 1’acétate
d’éthyle (EacOEt) et au méthanol (EMeOH). D’autre part, un extrait aqueux (Ag-ext) a été

obtenu par décoction.

r——
Estraction & L'esu —
+lyophilisetion Hez _p EHex

|

AcOE: —p E AdOE
4
leOH
e
Ezrail ws mvithvarwol
ERieOH
HO
CHCL

Figure 51: Préparation des extraits de N. retusa avec ’appareil de soxhlet et fractionnement de I’extrait au
méthanol
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Les rendements obtenus, exprimés par rapport a la masse de feuilles seches mise au

départ sont présentés dans le tableau 11

Tableau 11: rendements d’extraction des différents procédés appliqués aux feuilles seches de Nitraria retusa :
obtention des extraits EMeOH, EAcOEt, ECHCI3, EHex et Aq-Ext

Extraction aqueuse (Aq-Ext) 18
Extraction a I’hexane (EHex) 3,5
Extraction au chloroforme 2

(ECHCl3)

Extraction a I’acétate d’éthyle 0,4
(EACOEt)

Extraction au méthanol (EMeOH) 19

Les résultats présentés dans le tableau 11 montrent que les extraits aqueux et au
méthanol ont été obtenus avec des rendements similaires (18 et 19%). L’extraction a I’hexane,
qui a pour but de délipider la matiere végétale, a conduit a un rendement faible de 3,5%. Ce
résultat rejoint ceux obtenus par d’autres auteurs. Ainsi, Saglam et al. (2007) ont préparé trois
extraits, un a I’éthanol, un a I’hexane et un extrait aqueux a partir de feuilles et de fruits de
Vitex agnus-castus et ont montré que 1’extraction aqueuse de feuilles permettait d’atteindre un
rendement de 38 % alors que I’extraction a I’hexane conduisait a un rendement limité de 3 %.
D’autres études ont montré que ’extraction aqueuse de fruits de Choerospondias axillaris
permettait 1’obtention d’un rendement de 13,6 % (Wang et al., 2008). Anandharajan et al.
(2006) ont effectué I’extraction progressive de poudres seches d’Aegles marmelos et Syzygium
cumini avec des solvants de polarité croissante hexane, dichlorométhane, acétate d’éthyle et
méthanol. Ces auteurs ont obtenu des rendements de I'ordre de 0,1 a 0,15 % pour les
extractions a I’hexane et au dichlorométhane et de 2% pour les extractions au méthanol et a

I’acétate d’ethyle. Dans notre cas, ’extraction a 1’acétate d’éthyle a effectivement donné un
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faible rendement (0.4%) par contre I’extraction au méthanol a été nettement meilleur que pour
ces auteurs (19%). De méme, Sokmen et al (2005) ont obtenu un rendement similaire de 16%
pour D’extraction méthanolique, aprés délipidation a 1’hexane de racines aériennes de
Geranium sanguineum L. Plus récemment, Ozsoy et al. (2008) ont obtenu des rendements de
33,9% et 10% respectivement pour les extraction aqueuse et a I’acétate d’éthyle de la plante

Smilax excelsa.

Ainsi, les rendements d’extraction varient en fonction du végétal étudié et de la nature
et des caractéristiques physico-chimiques des solvants utilisés et notamment leur polarité. En
effet, la solubilité des substances contenues dans la matiere végétale dans un solvant donné
dépend de ces propriétés. Il s’ensuit que les rendements d’extraction et la composition des

extraits varient d’un solvant a I’autre et d’un végétal a 1’autre.

1.2.2. Analyse des flavonoides présents dans les extraits de feuilles de
N.retusa

1.2.2.1. Réaction a la cyanidine

La réaction a la cyanidine est une réaction de caractérisation préliminaire qualitative
des flavonoides. La présence d’une coloration rouge apres ajout de quelques gouttes d’HCI

concentré et de tournures de magnésium révele la présence de flavonoides dans I’extrait.

L’extrait au méthanol (EMeOH), I’extrait a I’acétate d’éthyle (EAcOEt) et I’extrait
aqueux ont conduit a une réaction positive et par conséquent contiennent des flavonoides
(tableau 12). Les extraits au chloroforme (ECHCIs) et a I’hexane (EHex), quant a eux,
donnent une réaction négative.

Tableau 12: Mise en évidence de la présence de flavonoides dans les différents extraits de N. Retusa par la
méthode a la cyanidine

Aqg-Ext +
EHex -
ECHCl; -
EAcOEt +
EMeOH +
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Les résultats de la réaction a la cyanidine ont montré que les extraits obtenus avec les
solvants les plus polaires sont les plus riches en flavonoides. Ces observations ont été

confirmées avec d’autres méthodes d’analyses qualitatives et quantitatives des flavonoides.

1.2.2.2. Analyse des extraits de N. retusa par chromatographie sur couche mince
Dans le présent travail il s’agit d’identifier et de purifier les flavonoides a partir

d’extraits de feuilles de N. Retusa

Les différents extraits obtenus a partir de feuilles de Nitraria retusa ont été analysés
par chromatographie sur couche mince afin d’identifier les flavonoides présents. Seuls trois
flavonoides standards sont disponibles et ont été utilisés pour 1’identification: I’'isorhamnétine,
I’isorhamnétine-3-O-glucoside et I’isorhamnétine-3-O-rutinoside. Cependant, Halim et al.,
1995 ont montré que Nitraria retusa contient un autre flavonoide non disponible,
I’isorhamnétine-3-O-robinobioside, qui est un isomére de 1’isorhamnétine-3-O-rutinoside. Ces

deux composés seront donc difficilement séparables par méthode chromatographique.

Isorhamnétine-3-O-rutinoside Isorhamnétine-3-O-robinobioside

Figure 52: Structures des deux isomeres, I’isorhamnétine-3-O-rutinoside et I’isorhamnétine-3-O-robinobioside

Par ailleurs deux modes de révélation ont été appliqués: détection UV et révélation au

réactif de NEU spécifique des flavonoides (figures 53 et 54).

Dans la suite de cette étude, le composé contenu dans les correspondant au Rf de
I’isorhamnétine-rutinoside sera  noté isorhamnétine-3-rutinoside/l’isorhamnétine-3-
robinobioside (mélange de deux isomeres). La precision de 1’analyse n’étant pas suffisante

pour distinguer les deux isomeres.
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Isr gluc Tsr rut E MeCH

Figure 53: Chromatographie sur couche mince de silice des différents extraits issus de feuilles de Nitraria retusa
développée avec un mélange acétate d’éthyle/méthanol/eau (100/25/10 v/v/v) et révélée sous UV a une longueur
d’onde de 254 nm. Les standards utilisés sont I’'isorhamnétine (Isr), I’isorhamnétine-3-O-glucoside (Isr gluc) et
I’isorhamnétine-3-O-rutinoside (Isr rut).

Isr Isr gluc  Isrrutt  EMeOH EAcEt Aq-Ext ECHC,

Figure 54: Chromatographie sur couche mince de silice des différents extraits issus de feuilles de Nitraria retusa
développée avec un mélange acétate d’éthyle/méthanol/eau (100/25/10 v/v/v), révélée au réactif de NEU puis
sous UV a une longueur d’onde de 254 nm. Les standards utilisés sont 1I’isorhamnétine (Isr), I’isorhamnétine-3-
O-glucoside (Isr gluc) et I'isorhamnétine-3-O-rutinoside (Isr rut).

Les résultats obtenus confirment que ce sont les extraits EMeOH, EAcOEt et Ag-ext

qui contiennent des flavonoides dont les Rf sont présentés dans le tableau 13.
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Tableau 13: Rf des flavonoides présents dans les extraits de feuilles de Nitraria retusa

Isorhamnétine 0,88
Flavonoides Isorhamnétine-3-O-glucoside 0,61
standards Isorhamnétine-3-O-rutinoside 0,48

EMeOH

Extraits

’_O
0
o0

EAcOEt

S =
[OSRE o)W ®))
o0 |00 |=— \O

Aqg-Ext 0.48

ECHCl; Les bandes observables sous
UV disparaissent apres
révélation au réactif NEU

*Les Rf correspondant aux Rf des flavonoides standards utilisés sont soulignés.

Comme attendu, I’analyse par CCM montre que les extraits EMeOH et EAcOEt
contiennent tous deux des flavonoides dont I’isorhamnétine, I’isorhamnétine-3-O-glucoside et
I’isorhamnétine-3-rutinoside/isorhamnétine-3-robinobioside mais dans des proportions
différentes comme 1’indique I’intensité variable des bandes. En effet la révélation au réactif de
NEU montre que la bande correspondant a 1’isorhamnétine-3-O-glucoside est de couleur peu
intense dans le cas de I’extrait au méthanol ; elle est beaucoup plus intense dans le cas de
I’extrait a 1’acétate d’éthyle. Ces deux extraits et notamment celui obtenu avec 1’acétate
d’éthyle sont riches en isorhamnétine-3-O-rutinoside/ isorhamnétine-3-O-robinobioside.

L’analyse de D’extrait au méthanol semble indiquer la présence d’un autre flavonoide
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présentant un Rf de 0,38 mais ce dernier n’a pas été identifié (absence de standard). La bande

spécifique de I’isorhamnétine est faible dans les deux extraits.

En ce qui concerne 1’ Ag-Ext, celui-ci est moins riche en flavonoides que I’ EMeOH et
’EAcOEt. Son analyse par CCM donne deux bandes majeures: l'une correspond a
I’isorhamnétine-3-O-rutinoside/isorhamnétine-3-O-robinobioside et 1’autre, présentant un Rf

de 0,38 correspond a un flavonoide non identifié.

L’ECHCIl; est celui qui est le moins riche en flavonoides et présente deux bandes
claires sous UV qui disparaissent apres révélation au réactif de NEU. On en conclut que cet
extrait ne contient pas de flavonoides. Par ailleurs, une autre bande située au front de
migration de I’extrait au chloroforme est observée. Celle-ci prend une coloration rouge sous

UV : il s’agit probablement de chlorophylle.

Ces flavonoides ont déja été mis en évidence et purifiés a partir de différents végétaux.
Par exemple, Lee et al (2005) ont montré la présence d’isorhamnétine-3-O-glucoside lors de
la préparation d’extraits au méthanol de la plante Salicornia herbacea. Afin d’identifier le
contenu en flavonoides des pommes, Schieber et al. (2002) ont réalis€ une extraction a
I’acétone de broyats de pommes. Apres centrifugation de 1’extrait obtenu le culot a été repris
dans I’eau. La solution aqueuse ainsi obtenue a ensuite été extraite a 1’acétate d’éthyle dans
lequel la présence d’isorhamnétine-3-O-glucoside et d’autres flavonoides a pu étre mise en
évidence. Une autre étude a montré la présence de 1’isorhamnétine-3-O-glucoside dans
I’extrait a I’acétate d’éthyle de la plante Amyena scandens (Gariboldi et al., 1998). Zhang et
al. (2007) ont effectué une extraction au méthanol de feuilles de Ginkgo biloba afin de
concentrer les flavonoides parmi lesquels ils ont pu identifier 1’isorhamnétine-3-O-rutinoside.
Rigano et al. (2007) ont identifié et purifié 11 flavonoides a partir de I’extrait au méthanol de
la plante Marrubium globosum dont 1’isorhamnétine-3-O-glucoside et I’isorhamnétine-3-O-
rutinoside. Ces deux flavonoides ont été également identifiés et purifiés a partir de 1’extrait au

méthanol de Melilotus neapolitana par Fiorentino et al. (2007).

La combinaison des résultats de rendement d’extraction obtenus avec les différents
solvants et le contenu des extraits correspondants en flavonoides nous a conduits a choisir de
travailler avec EMeOH et I’extrait aqueux pour la suite de 1’étude. Bien que les premiers

résultats obtenus par CCM montrent que I’EAcOEt est le plus riche en isorhamnétine et ses
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dérivés glycosylés, le trop faible rendement d’extraction obtenu avec ce solvant (0,4 %) nous

a dissuadés de I'utiliser pour la préparation ultérieure d’extraits de Nitraria retusa.

La suite du travail a pour objectif de concentrer les flavonoides contenus dans 1’extrait

aqueux et I’extrait au méthanol.

1.2.3. Extraction des flavonoides présents dans la fraction aqueuse

Afin de concentrer les flavonoides contenus dans I’extrait aqueux, une extraction au
méthanol a été réalisée selon deux protocoles: une extraction au soxhlet et une macération

directe sous reflux de méthanol.

L’extraction au soxhlet a permis de préparer I’extrait Sox MAE avec un rendement de

50 %. Par macération, le rendement d’extraction a été évalué a 40 % (obtention de 1’extrait

MMAE).

Fenilles séches
Enpoudre
Extraction agqueuse
+ Lyophilisation
Ang-ext
LIeOH )
Szl et maceration
SoxhAFE MMAE

Figure 55: Préparation d’extraits au méthanol a partir de I’extrait aqueux

La différence de rendements d’extraction observée en utilisant le méme solvant et la

méme matiere végétale montre I'influence du procédé sur I’efficacité de I’extraction.

L’analyse par CCM des deux extraits a montré que ceux-ci contiennent les mémes
flavonoides que I’extrait aqueux dont ils dérivent (figure 56). Cependant, I’extrait obtenu par

le procédé au soxhlet (SoxMAE) semble plus concentré en flavonoides que celui obtenu par
macération (MMAE).
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Figure 56: Chromatographie sur couche mince de silice de I’extrait aqueux et des extraits au méthanol,
développée avec un mélange acétate d’éthyle/méthanol/eau (100:25:10) et révélée sous UV a une longueur
d’onde de 254 nm. Les standards utilisés sont I’isorhamnétine (Isr), I’isorhamnétine-3-O-glucoside (Isr gluc) et
I’isorhamnétine-3-O-rutinoside (Isr rut).

L’efficacité de I’extraction au soxhlet est liée au fait que le solvant qui se condense et
qui vient au contact du végétal est toujours pur, permettant de meilleurs coefficients de
partage. Dans le cas de la macération, le solvant devant extraire la maticre végétale peut

arriver a saturation et perdre progressivement sa capacité d’extraction au cours du procédé.

Les extraits obtenus ont été analysés par différentes méthodes chromatographiques et
ceux qui se sont avérés riches en flavonoides ont été utilisés par la suite dans les tests

d’activités biologiques et pour I’identification et la purification de flavonoides de N. retusa.

1.2.4. Fractionnement de I’extrait au méthanol (EMeOH)

D’apres les premieres analyses réalisées par CCM, I’extraction au méthanol en soxhlet
de la poudre de feuilles seches de N. retusa (EMeOH) s’est montrée efficace (extraction de 19
% de la masse seche initiale). Par ailleurs I’extrait produit s’est révélé particulierement riche
en flavonoides. C’est pourquoi ce mode d’extraction (procédé présenté dans la figure 51) a été
choisi pour la préparation d’extraits riches en flavonoides, destinés a étre purifiés et
caractérisés. Apres solubilisation du résidu sec de EMeOH dans de 1’eau, des extractions
liquide/liquide successives ont été appliquées de maniere a préparer 3 fractions : une fraction

chloroforme (FCHCIl3), une fraction acétate d’éthyle (FEtOAc) et une fraction butanol
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(FBuOH). Les rendements d’extraction obtenus lors de ces étapes de fractionnement sont

présentés dans le tableau 14.

Tableau 14: Fractionnement de EMeOH par extractions liquide / liquide successives avec différents solvants.

Fraction Rendement (en matiere seche, %)
FCHCl; 3,5

FEtOAc 3,5

FBuOH 16,5

L’extraction de la solution aqueuse du résidu EMeOH a permis d’extraire 23,5 %
(masse totale de 3 fractions) de la matiere seche. Le rendement d’extraction le plus élévé a été
obtenu avec le butanol, Ce qui est en accord avec les résultats de Choi et al. (2007). En effet,
ces auteurs ont fractionné 1’extrait au méthanol de Flos Lonicerae apres sa solubilisation dans
I’eau et ont obtenu troix fractions, la fraction au dichlorométhane (13%), la fraction a 1’acétate

d’éthyle (6% ) et la fraction au butanol (31%).

Les différentes fractions obtenues a partir de EMeOH ont été analysées par CCM. Les

résultats sont présentés sur la figure 57.

Isr  Isrgluc Isrrut FBuOH FAcEt Feau FCHCI,

Figure 57: Chromatographies sur couche mince de silice des fractions obtenues a partir d’EMeOH, développée
avec le mélange acétate d’éthyle/méthanol/eau (100/25/10 v/v/v) et révélée sous UV a 254 nm. Les standards
utilisés sont I’isorhamnétine (Isr), I’isorhamnétine-3-O-glucoside (Isr gluc) et I’isorhamnétine-3-O-rutinoside
(Isr rut).

Cette analyse des différentes fractions par chromatographie sur couche mince de silice
a montré que la fraction butanol présente trois flavonoides majoritaires. Les rapports frontaux

montrent que l'un correspond a I’isorhamnétine-3-O-rutinoside/isorhamnétine-3-O-
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robinobioside (Rf= 0,48 ) ; ’autre présentant un Rf de 0,38 n’a pu étre identifié. La fraction
acétate d’éthyle contient, quant a elle, plusieurs flavonoides: d’une part 1’isorhamnétine-3-O-
rutinoside/isorhamnétine-3-O-robinobioside, isorhamnétine-3-O-glucoside et 1’isorhamnétine
et d’autre part d’autres flavonoides, a ce stade non identifiés. La fraction chloroforme est
particulierement riche en isorhamnétine, tandis que la fraction aqueuse restante ne semble

plus contenir de flavonoides.

L’analyse CL-SM" des fractions a été réalisée afin de confirmer les résultats obtenus
par CCM, I’isorhamnétine, I’isorhamnétine-3-O-rutinoside 1’isorhamnétine-3-O-glucoside ont
été utilisés comme standards afin de chercher leur présence dans les différentes fractions. Une
analyse des flavonoides standards a montré que 1’isorhamnétine, tres faiblement retenue par la
colonne a un temps de rétention de 4 mn. Ensuite, I’isorhamnétine 3-glucoside est éluée a 18

mn et enfin le pic correspondant a I’isorhamnétine 3-rutinoside apparait entre 27 et 28 mn.

Les différents chromatogrammes et spectres obtenus pour les fractions sont

représent€s dans les figures 58 et 59.
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Figure 58: Chromatogramme des fractions au chloroforme (FCHCI3), a I’acétate d’éthyle (FAcOEt) et au
butanol (FBuOH).
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Sur la figure 58, I’analyse des fractions FCHCl3;, FAcOEt et FBuOH montre que:

- La fraction FCHCI; contient d’isorhamnétine, des traces d’isorhamnétine-3-O-
rutinoside/isorhamnétine-3-O-robinobioside et ne contient pas d’isorhamnétine-3-O-
glucoside.

- La fraction FAcOEt montre un double pic entre 26 et 28 min. Les masses détectées
correspondent a celles de I’isorhamnétine-3-O-robinobiside et 1’isorhamnétine-3-O-rutinoside
montrant qu’il s’agit de 1’élution de deux isomeres. Par comparaison avec le temps de
rétention de 1’isorhamnétine-3-O-rutinoside, il apparait que I’isorhamnétine-3-O-robinobiside
est éluée juste avant I’isorhamnétine-3-O-rutinoside. Cette fraction est donc riche en ces deux
flavonoides. Elle contient une faible quantité 1’isorhamnétine-3-O-glucoside et quasiment pas

d’isorhamnétine.

La fraction FBuOH contient I’isorhamnétine-3-O-rutinoside et 1’isorhamnétine-3-O-
robinobioside ainsi que 3 isomeres d’une autre molécule élués sous forme d’un triple pic entre

32 et 35 mn. Cette molécule, de masse 756 g/mol, ne contient ni résidu glucose ni rhamnose.
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Figure 59: Spectre de masse des pics 18 mn (I’isorhamnétine-3-O-glucoside) et 26-28 min (I’isorhamnétine-3-O-
rutinoside/ isorhamnétine-3-O-rutinoside) du chromatogramme de FBuOH.

Les spectres de masse présentés (figure 59) montrent bien que pour la fraction

FBuOH, le pic a 18 mn correspond bien a I’isorhamnétine-3-O-glucoside, M+H=478 g/mol.
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De plus il montre la pureté du double pic 26-28 min en une seule masse, M+H=625 g/mol et

donc la présence d’isomeres isorhamnétine-3-O-rutinoside/ isorhamnétine-3-O-robinobioside.

On a remarqué que l'isorhamnétine est présente essentiellement dans la fraction
FCHCI; (CCM de la figure 57). Cette constatation a été confirmée par comparaison des aires
de ce pic pour les différentes fractions : la fraction FCHCI; présente une forte teneur en

isthamnétine comparée a FAcOEtqui en contient un peu et FBuOH qui n’en contient pas.

Ces résultats seront utiles dans la suite afin d’expliquer les différences dans les

activités biologiques de différentes fractions.

2. Syntheése enzymatique d’esters d’isoquercitrine et d’acides
aminés/Etude préliminaire

2.1. Introduction

Cette étude préliminaire avait pour objectif de vérifier la faisabilité de I’acylation d’un
flavonoide par un acide aminé pour ensuite tenter le greffage de petits peptides en vue de
produire des molécules bifonctionnelles qui présenteraient potentiellement les propriétés du
flavonoide d’une part et celles du peptide choisi d’autre part. A notre connaissance,
I’acylation des flavonoides avec des acides aminés n’a pas été étudiée auparavant. Cependant
Villeneuve (2007) indique que la lipophilisation de ’acide aspartique, un deuxieme acide

aminée dicarboxilique peut avoir lieu en utilisant des alcools ou des amines gras.

Pour démarrer cette étude, le flavonoide isoquercitrine a été choisi pour réaliser les
premiers essais d’acylation. En effet, I’isoquercitrine est un flavonoide glycosylé possédant un
groupement hydroxyle primaire ce qui fait de lui un bon substrat pour les lipases et
notamment la CALB. De plus ce flavonoide est un analogue structural d’un flavonoide moins
disponible, présent dans les feuilles de N. retusa, I’isorhamnetine-3-O-glucoside, qui présente

un groupement méthoxyle a la place de groupe OH du I’isoquercitrine a la position C3’.

L’acide glutamique a été choisi pour acyler I’isoquercitrine afin de déterminer les

conditions de la réaction.
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L’acide glutamique est I’'un des 20 acides aminés naturels constituant les protéines. Sa
chaine latérale contient un résidu carboxyle, ce qui en fait un acide aminé "acide"
dicarboxylique, polaire (figure 60). Cette structure permet d’envisager qu’il puisse jouer le

role de donneur d’acyle dans des réactions d’acylation de flavonoides.

HOWOH

NH2  Acide glutamique

Figure 60: Structure chimique de 1'acide glutamique

2.2. Choix du solvant pour la synthese d’esters d’isoquercitrine et

d’acide glutamique

Dans un procédé de biocatalyse, le choix du solvant est primordial dans la mesure ou
celui-ci joue un role sur la disponibilité des substrats, sur I’activité de I’enzyme et parfois
aussi sur I’équilibre thermodynamique de la réaction. Des solvants organiques tels que le
méthyl-2 butanol-2, I’acétone, 1’acétonitrile, sont généralement utilisés dans les réactions
d’estérification catalysées par des lipases (Ardhaoui et al., 2004 ; Chebil et al., 2007 ; Chebil
et al., 2006; Kontogianni et al., 2001; Gao et al., 2001; Passicos et al., 2004 ; Nakajima et al.,
1999). Parmi eux le méthyl-2-butanol-2 est un solvant de choix car il est inerte vis-a-vis de
ces enzymes et ne peut intervenir en tant que substrat dans la réaction (alcool tertiaire). En
outre, il présente la capacité de solubiliser aussi bien des composés plutot hydrophiles comme
des sucres que des composés hydrophobes comme des acides gras a longue chaine. L’acétone
et ’acétonitrile sont d’autres solvants potentiels pour 1’acylation de flavonoides, catalysée par

des lipases (Chebil et al., 2006 ; Chebil et al., 2007 ; Passicos et al.,2004).

Dans un premier temps, une réaction d’acylation de I’isoquercitrine (10 mM) a été
mise en ceuvre dans le méthyl-2-butanol-2, en présence de la lipase B de Candida antarctica
immobilisée (Novozym 435%, 20 g/L) et d’un exces de donneur d’acyle, acide glutamique ou
glutamate d’éthyle (50 mM). En guise de témoin, une réaction en 1’absence d’enzyme a été
conduite en parallele. La réaction a été mise en ceuvre en réacteur Wheaton® a 55 °C, sous

une agitation de 250 rpm.
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Le suivi de la réaction a été effectué en analysant des échantillons prélevés
directement dans le milieu réactionnel au cours du temps. Une premicre étape analytique
qualitative a été réalisée par chromatographie sur couche mince (CCM) et a montré qu’aucun
produit nouveau n’est formé, quel que soit le donneur d’acyle. De méme, aucune synthese n’a

été mise en évidence ni dans I’acétone ni dans 1’acétonitrile.

La tres faible solubilité des deux donneurs d’acyle utilisés et en particulier celle de
I’acide glutamique dans le méthyl-2-butanol-2 pourrait expliquer ces résultats. Pour vérifier
cette hypothese, d’autres milieux de synthese ont été utilisés, constitués de méthyl-2-butanol-
2 et de pyridine. La pyridine est couramment utilisée dans les procédés de synthese chimique
ou enzymatique. Elle présente 1’avantage de solubiliser les composés tres polaires tout en
évitant la présence d’eau. Dans la littérature, en effet, ’ajout de pyridine dans les milieux de
synthese de dérivés acylés de flavonoides polaires s’est révélée efficace (Nakajima et al.
1999 ; Danieli et al., 1997). Les expériences ont été réalisées avec le glutamate d’éthyle celui-

ci étant plus soluble que I’acide glutamique.

Différents pourcentages de pyridine on €té ajoutés au méthyl-2-butanol-2 : 10, 20,
50%. Une réaction a également été menée dans la pyridine seule. La solubilité du glutamate

d’éthyle parait meilleure pour des quantités croissantes de pyridine.

Malgré cela, ’analyse des milieux de synthese par CCM et CLHP révele qu’aucun
produit ne se forme quelles que soient les proportions relatives de pyridine et de méthyl-2-

butanol-2.

Dans le cas de la synthese mise en ceuvre dans la pyridine seule, I’analyse par
spectrométrie de masse du milieu indique la présence d’un composé de masse M+H'= 592,
pouvant correspondre au glutamate d’isoquercitrine. Cependant ce produit est déja présent
avant 1’ajout de I’enzyme dans le milieu ; il est également détecté dans le milieu de synthese

témoin ne comportant pas d’enzyme (figure 61).
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Figure 61: Spectre de masse d’un milieu de synthese du glutamate d’isoquercitrine, dans la pyridine, en présence
de la lipase B de Candida antarctica, a t=0 (a) et t=48h (b). Analyse en en mode négatif électrospray, par infusion
directe de I’échantillon dilué dans un mélange eau/méthanol (50/50 v/v). M-H=301 (quercétine), M-H=463
(isoquercitrine), M-H=592 (glutamate d’isoquercitrine).

Ces résultats indiquent que la synthése du glutamate d’isoquercitrine a lieu en milieu
pyridine, méme en I’absence d’enzyme. Ceci pourrait s’expliquer par une réaction d’acylation
chimique favorisée par la présence de quantités importantes de pyridine. Celle-ci est en effet
décrite dans la littérature comme étant un bon catalyseur basique pour les réactions
d’acylation chimiques (Eissa et al., 2008; Waghmare et al., 2008 ; Ema et al., 2008 ; Wei et
al., 2006; Chen et al., 2006 ; Yamada et al., 2006; Spivey et Arseniyadis, 2004).
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La composition du milieu de synthese évolue peu avec le temps ce qui révele une

cinétique réactionnelle tres lente.

D’autres conditions réactionnelles, décrites dans la littérature comme étant
susceptibles d’améliorer le rendement des réactions d’acylation des flavonoides ont été testées
comme I’augmentation de la température jusqu'a 80°C et la réduction de la pression jusqu’a
300 mbar. Cependant, I’analyse des milieux de synthese par CCM et CLHP révele qu’aucun
produit ne se forme. Ces résultats suggerent 1’incapacité de la CALB a catalyser I’acylation de
I’isoquercitrine par le glutamate d’éthyle. Pour vérifier cette hypothese de nouvelles syntheses

ont été mises en ceuvre en présence d’autres lipases.

2.3. Effet de UDorigine de la lipase sur la syntheéese d’esters

d’isoquercitrine et d’acide glutamique

L’absence d’acylation enzymatique de 1’isoquercitrine par le glutamate d’éthyle en
présence de la lipase B de Candida antarctica dans toutes les conditions réactionnelles
testées, nous a amenés a orienter I’étude sur 1’utilisation d’un autre biocatalyseur, la lipase de
Pseudomonas cepacia. En effet, dans la littérature, de nombreuses études relatent 1’acylation
de flavonoides par divers donneurs d’acyles, catalysée par différentes lipases (Chebil et al.,
2007; Chebil et al., 2006). Par ailleurs, les lipases de Candida antarctica et de Pseudomonas
cepacia sont largement décrites comme étant particulierement efficaces pour catalyser
I’acylation d’une grande diversité de substrats hydroxylés ou aminés par des donneurs d’acyle
de structures extrémement variées. En revanche, a notre connaissance, aucun travail n’a été

publié concernant I’estérification enzymatique de 1’acide glutamique, catalysée par une lipase.

De méme que pour la lipase B de Candida antarctica, la réaction menée en présence
de la lipase de Pseudomonas cepacia, dans les mémes conditions, ne permet pas de

synthétiser le glutamate d’isoquercitrine.

Ceci amene a la question suivante: 1’acide glutamique peut-il €tre estérifié, par voie
enzymatique, en présence d’une lipase ? Ou plus exactement, 1’acide glutamique constitue-t’il

un bon substrat pour ce type d’enzyme ?
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Pour tenter d’y répondre, deux réactions supplémentaires ont été mises en ceuvre :

I’estérification de ’acide glutamique par un alcool primaire a courte chaine, linéaire (n-

butanol) et I’hydrolyse du glutamate d’éthyle.

2.4. Etude de laffinité de quelques lipases pour I’acide glutamique et
son ester éthylique

2.4.1. Estérification enzymatique du glutamate d’éthyle par le n-butanol

Une réaction d’acylation du n-butanol par le glutamate d’éthyle, en présence de
Novozym 435° a été mise en ceuvre en milieu méthyl-2-butanol-2 / pyridine (80/20) afin de
vérifier la capacité du glutamate d’éthyle a €tre donneur de groupement acyle dans des

réactions d’acylation enzymatique, catalysées par des lipases.

L’analyse du milieu réactionnel par CCM montre qu’aucun produit ne se forme méme

en utilisant un alcool simple comme accepteur de groupement acyle.

Ces résultats montrent donc que le glutamate d’éthyle n’est pas un bon substrat pour

cette lipase ou qu’il est peut-étre méme inhibiteur de I’enzyme.

2.4.2. Hydrolyse du glutamate d’éthyle en présence de différentes enzymes

Pour compléter cette étude de I’affinité de différentes lipases couramment utilisées en
biocatalyse pour l’acide glutamique et ses dérivés, 1’hydrolyse (réaction inverse de
I’acylation) du glutamate d’éthyle a été étudiée. L hydrolyse de liaisons ester est la réaction
naturellement catalysée par les lipases ou plus généralement par les hydrolases. Celle-ci sert
souvent de référence pour mesurer 1’activité d’une enzyme vis-a-vis de substrats spécifiques
et par suite pour définir son spectre d’affinité. Par ailleurs elle se déroule en milieu aqueux ou
organoaqueux, conduisant a la solubilisation totale du glutamate d’éthyle et permettant ainsi

de s’affranchir des problemes de solubilité rencontrés en milieu organique.

Plusieurs enzymes immobilisées ou non ont été testées, a une concentration de 10 g/l,
pour catalyser cette réaction d’hydrolyse du glutamate d’éthyle (100 mM) dans un mélange

eau/M;,B, (50/50) : la lipase B de Candida antarctica, la lipase de Pseudomonas cepacia, la
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lipase de Rhizomucor miehei, I’estérase de foie de porc et ’acylase I d’Aspergillus melleus.

Les réactions ont été réalisées a 60 °C, sous pression atmosphérique (figure 62).
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Figure 62: Spectres de masse du milieu d’hydrolyse du glutamate d’éthyle aprés 24h de réaction, en présence de
différentes enzymes. Analyse effectuée en mode positif électrospray, par infusion directe de I’échantillon dilué
dans un mélange eau/méthanol (50/50 v/v).

176 g.mol-1 : M + H+ (glutamate d’éthyle), 198 g.mol-1 : M + Na+(glutamate d’éthyle), 351 g.mol-1 : 2M+H+
(glutamate d’éthyle), 373 g.mol-1 : 2M+Na+ (glutamate d’éthyle)

Apres 24 h de réaction, le spectre de masse des différents milieux réactionnels montre
I’absence d’acide glutamique (146 gmol-1), et la présence unique d’un pic correspondant au
glutamate d’éthyle. Aucune des enzymes testées n’a donc pu catalyser I’hydrolyse du

glutamate d’éthyle.

Ces résultats pourraient expliquer I’absence de réaction d’acylation de I’isoquercitrine

en présence de glutamate d’éthyle ou d’acide glutamique comme donneur d’acyle.

Deux hypotheses se présentent: la premiere est 1’absence d’affinité des enzymes
testées pour le glutamate ou ’acide glutamique, la deuxieme est que ces donneurs d’acyle
inhibent les enzymes. Pour vérifier cette derniere hypothese, des essais d’hydrolyse du
glutamate d’éthyle seul et de glutamate d’éthyle en présence de 1’oléate d’éthyle, déja prouvé

étre un bon substrat pour les lipases, ont été réalisés.
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2.4.3. Etude de P’inhibition de la lipase B de Candida antarctica par le
glutamate d’éthyle

Pour vérifier si le glutamate d’éthyle peut inhiber la lipase B de Candida antarctica,
une réaction d’hydrolyse de I’oléate d’éthyle (100 mM), catalysée par Novozym 435° a été
réalisée dans un milieu eau/ M;B, (50/ 50 v/v), a 60°C, sous pression atmosphérique, en
présence de différentes concentrations de glutamate d’éthyle : un équivalent molaire d’oléate
d’éthyle (100 mM) ou deux équivalents molaires (200 mM) et (10 g/l). Les résultats sont

présentés dansla figure 63.
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Figure 63: Analyse CLHP (détection UV a 214 nm) apres 16 h de réaction d’un milieu d’hydrolyse de 1’oléate
d’éthyle en présence de glutamate d’éthyle (1x) (a) et d’un milieu d’hydrolyse de 1’oléate d’éthyle en présence
de glutamate d’éthyle (2x) (b).

L’analyse CLHP des milieux d’hydrolyse apres 16 heures de réaction indique
I’hydrolyse totale de I’oléate d’éthyle en présence d’un équivalent molaire de glutamate
d’éthyle. En revanche, en présence d’un exces de ce dernier, I’hydrolyse de I’oléate d’éthyle
n’est que partielle, En effet le chromatogramme obtenu en UV présente deux pics qui
correspondent a 1’acide oléique et 1’oléate d’éthyle, suggérant une baisse significative de

I’activité catalytique.
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3. Conclusion

Dans ce premier chapitre la préparation d’extraits de feuilles de Nitraria retusa par
différentes méthodes a été abordée. Une premiere extraction de la poudre seche de feuilles de
N. retusa a ’aide de I’appareil de soxhlet en utilisant des solvants de polarité croissante a
abouti a quatre extraits : un extrait a I’hexane, un extrait au chloroforme, un extrait a 1’acétate
d’éthyle et un extrait au méthanol. Des rendements variables ont été obtenus en fonction des

solvants.

Les molécules d’intéret dans ce travail sont les flavonoides. ¢’est pourquoi une analyse
qualitative par CCM a été réalisée dans un premier temps pour mettre en évidence la présence
de ces métabolites dans les différents extraits. Les résultats obtenus ont montré que ce sont les
extraits les plus polaires qui sont les plus riches en flavonoides. Les solvants apolaires ont
permis d’éliminer des substances comme la chlorophylle qui est extraite par le chloroforme et
des substances plus hydrophobes qui sont extraites par I’hexane. En analysant qualitativement
I’intensité des bandes, il apparait que c’est I’extrait a 1’acétate d’éthyle qui présente le contenu
le plus élévé en flavonoides, suivi de I’extrait au méthanol et 1’extrait aqueux. Cependant, son
faible rendement nous a amenés a prévilégier les extraits au méthanol et aqueux (rendement
de I’ordre de 20 %) pour la suite de ce travail. Ces deux extraits ont été fractionnés afin de

concentrer davantage leur contenu en flavonoides en vue d’une purification.

Ces premiers résultats ont été complétés dans la suite du travail par des dosages de
flavonoides totaux et de polyphénols (analyses CLHP et CLSM) dans les différents extraits et

fractions. Les résultats obtenus sont détaillés dans la troisieme partie de cette étude.

Dans la seconde partie de ce chapitre, il a ét€é montré que la réaction d’acylation de
I’isoquercitrine avec un acide aminé, le glutamate d’éthyle, n’a pu étre catalysée par les deux
lipases les plus classiquement utilisées pour 1’acylation de flavonoides, la CALB et la PCL.
Cette absence de synthese ne peut s’expliquer uniquement par la faible solubilité du donneur
d’acyle dans les milieux réactionnels. La réaction réverse de la synthese, c’est-a-dire
I’hydrolyse du glutamate d’éthyle en milieu aqueux n’a pu étre réalisée, quelle que soit

I’enzyme utilisée. De plus il a été montré que ce substrat peut inhiber 1’activité catalytique de
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la CALB. En effet, un exces de celui-ci a induit une diminution de I’activité catalytique de

I’enzyme se traduisant par une hydrolyse limitée de I’oléate d’éthyle.

L’objectif principal de notre étude étant d’évaluer I'impact de 1’acylation de
flavonoides sur leurs activités, le travail a été poursuivi avec d’autres donneurs d’acyle de
type ester éthylique d’acides gras de longueur de chaine variable. En effet, ces composés ont

été rapportés comme étant de bons substrats pour les lipases.
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CHAPITRE IV: EFFET DE LA LONGUEUR DE LA
CHAINE DE CARBONE DU DONNEUR D’ACYLE SUR
L’ACYLATION DE L’ISOQUERCITRINE ET SUR LES
ACTIVITES DES ESTERS

1. Introduction

Les flavonoides sont des molécules naturelles largement distribuées dans les végétaux.
Ces molécules ont fait I’objet de nombreux travaux concernant leur extraction, leur
identification, leur fonctionnalisation et 1’étude de leurs propriétés. L’intérét porté a ces
composés se justifie par les nombreux effets biologiques qu’on leur attribue, tels que leur role
protecteur contre les inflammations, les allergies, les maladies cardio-vasculaires, les cancers,
les infections bactériennes et virales, et leur role dans la stimulation du systeme immunitaire.
Certains de ces effets sont li€s a leur pouvoir antioxydant et inhibiteur d’enzymes (hydrolases,

oxydoréductases, kinases et isomérases).

Aujourd’hui plusieurs flavonoides comme la quercetine, la rutine, etc. sont
commercialisés et utilisés dans des applications pharmaceutiques, cosmétiques et
alimentaires. Cependant, la formulation de ces molécules dans diverses préparations est
parfois rendue difficile par leur faible solubilité et stabilité. De plus, aprés ingestion, leur
biodisponibilité peut étre limité par un faible transfert a travers les membranes biologiques

des cellules du tractus grastro-intestinal.

Afin de contourner ces difficultés, différentes réactions de fonctionnalisation des
flavonoides peuvent €tre envisagées. Parmi les réactions les plus décrites dans la littérature,

I’acylation s’est avérée étre une voie particulierement intéressante et prometteuse.

L’étude qui suit est présentée sous forme d’une publication acceptée au journal
Process Biochemistry en 2009. Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a I’acylation de
I’isoquercitrine par voie enzymatique. Apres avoir vérifié la faisabilit¢ de 1’acylation
enzymatique de I’isoquercitrine par divers acides gras, en présence de la lipase B de Candida
antarctica (CALB), en solvant organique, il semblait pertinent d’étudier I'influence de la

longueur de la chaine du groupement acyle sur la performance de la réaction. Ainsi, 8
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donneurs d’acyle ont été utilisés : butyrate d’éthyle (C4 :0), caproate d’éthyle (C6 :0),
caprylate d’éthyle (C8 :0), décanoate d’éthyle (C10 :0), laurate d’éthyle (C12 :0), palmitate
d’éthyle (C16:0), stéarate d’éthyle (C18:0) et oléate d’éthyle (C18:1). Les taux de

conversion des substrats a 1’équilibre et les vitesses réactionnelles ont été comparés.

Si la syntheése d’esters de flavonoides a fait 1’objet d’'un nombre important d’études,
tres peu de travaux ont été consacrés a 1’étude des propriétés des esters synthétisés, afin
d’évaluer I'impact de 1’acylation sur les propriétés des flavonoides. Ceci nous a incités a
étudier certaines propriétés des esters de flavonoides produits et a les comparer a celles des
molécules naturelles. Ainsi, les activités antioxydantes des esters d’isoquercitrine et de

I’isoquercitrine ont été évaluées en utilisant différentes méthodes :

* test d’inhibition de la xanthine oxydase

*test de piégeage du radical superoxide
*test de piégeage du radical DPPH”

*test de piégeage du radical ABTS™

Par ailleurs, I’activité antiproliferative des esters synthétisés a été évaluée d’une part
vis-a-vis d’une lignée cellulaire cancéreuse humaine, les cellules Caco2 et d’autre part vis-a-
vis de cellules humaines normales HUVEC, afin de mettre en évidence une éventuelle

sélectivité de ces molécules vis-a-vis des cellules cancéreuses.
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2. Effect of acyl donor chain length on isoquercitrin acylation and
biological activities of corresponding esters
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Abstract

The enzymatic acylation of isoquercitrin with fatty acid esters of various carbon chain lengths
was carried out in 2-methyl-2-butanol using Novozym 435®. The conversion yield and the
initial rate decreased from 66 to 38 % and from 17.7 to 10.1 pmol/h respectively, as the
carbon chain of the acyl donor increased from C4 to C18. Isoquercitrin acylated derivatives
showed higher xanthine oxidase inhibition activities than isoquercitrin. This property
increased with the lipophilicity of the derivative esters. The scavenging activity of
isoquercitrin esters against ABTS and DPPH radicals decreased with the acyl chain length.
Conversely, for esters from C6 to C18, a linear growing relationship can be established
between the chain length and the superoxide radical scavenging activity. Furthermore, an
improved antiproliferative effect on Caco2 cancer cells was induced by addition of

isoquercitrin esters comparing with the activity of isoquercitrin.
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1. Introduction

Free radicals like reactive oxygen species (ROS) which are implicated in many human
degenerative diseases can cause DNA lesions [1, 2], loss of enzymatic activities [3, 4],
increase of cell permeability [5, 6] and eventually necrotic cell death. Damages induced by
these species are often suggested to play a role in the patho-physiology of various diseases,
including diabetes [7], cancer [8] and lung diseases [9-12]. Search for new efficient radical
inhibitors from natural sources constitutes an expanding field to prevent the risks and effects
of acute and chronic free radical induced pathologies.

In this context, antioxidants in human diets are of great interest as possible protective agents
to reduce oxidative damages. Many natural antioxidants have already been isolated from
different plant materials such as seeds, cereal crops, vegetables, fruits, leaves, roots, spices,
and herbs [13, 14]. Among them, flavonoids that are low molecular weight substances found
in all vascular plants present various beneficial effects towards human health. Numerous
studies have been already performed to determine their mechanism of action. Flavonoid
antioxidant properties include the chelation of trace elements (free iron or copper) which are
potential enhancers of free radicals formation, the stabilisation of free radicals involved in
oxidative processes by complexing with them [15] and the inhibition of enzymes which lead
to the formation of reactive oxygen species [16]. In addition, some flavonoids have been
found to exert specific cytotoxic activities towards cancer cells which has generated an
expanding interest in developing flavonoid-based cytostatics for anti-cancer therapy [17]. In
order to predict the cytotoxic potential of a given flavonoid and to facilitate the search for

effective candidates for cancer therapy, structure-activity relationships have to be established.

However, flavonoids can exhibit very low solubility and stability in lipophilic and/or
hydrophobic media [18-21], thus limiting their use in oil based foods and cosmetics.

To improve these properties several authors have studied the modification of flavonoid
structures by chemical, enzymatic or chemo-enzymatic reactions. Two reactions, the
acylation, and the glycosylation have received particular attention. Glycosylation allowed
reinforcing the hydrophilic character of some flavonoids by adding sugars while their
hydrophobicity can be enhanced by chemical or enzymatic acylation by fatty acids.

Chemical and enzymatic acylation of phenolic compounds with various acyl donors has been

already reported by several authors. However, chemical processes are not regioselective and
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lead to the functionalization of phenolic groups that may be responsible for their antioxidant
activity [22- 24]. The enzymatic acylation of flavonoids was shown to be more regioselective
and to enhance not only flavonoids solubility in various media, but also their stability and
their antioxidant activity [25- 27]. In addition, flavonoids derivatives are expected to exhibit a
higher affinity for phospholipidic membranes and could be useful to establish structure-
activity relationships relating their amphiphilic and lipophilic properties to their ability to be
transferred. For instance, studies showed that acylation of mono- and diglycosylated
chrysoeriol enhanced their protective effect against human LDL and serum oxidation as well
as their antioxidant activity in oils and their xanthine oxidase inhibition property [28, 29]. Rao
et al. showed that acylated mesquitol derivatives displayed xanthine oxidase inhibitory
potential increasing with the acyl chain length [29]. Other exemples of phenolic esters used in
food and cosmetic preparations were reported in the literature. Different esters of gallic acid
[propyl (E310), octyl (E311), and dodecyl (E312) gallates] are widely used as food
antioxidant additives [30-32]. Octyl gallate possesses a broad antimicrobial spectrum, and is
an efficient antifungal [33,34]. Vercauteren et al. [35] developed a process for the chemical
esterification of the phenolic functions of flavanols with saturated or unsaturated fatty acids to
incorporate them in cosmetic preparations. In addition, some authors showed that the
lipophilicity of acylated derivatives may increase their ability to interact with the cell
membrane and to transfer through it [28, 36, 37].

Various enzymes have been tested to catalyse the acylation of flavonoids, such as proteases,
acyl transferases and lipases, in particular the lipase B of Candida antarctica (CALB) which
showed a strong selectivity for flavonoids glycosides presenting a primary or a secondary
aliphatic hydroxyl group on their sugar moiety [38, 39]. However, studies about the alcohol
donor effect showed that substrates with a primary hydroxyl group were easier to acylate than
those exhibiting secondary hydroxyl groups [40- 42].

Among flavonoids, isoquercitrin, a widely spread compound, has been reported to exhibit
many biological activities, such as ABTS, DPPH and superoxide radicals scavenging [43-45].
Isoquercitrin was shown to be a good substrate for the CALB. Danieli et al [41] used this
enzyme to catalyze the acylation of isoquercitrin in the presence of vinyl acetate as acyl donor
and pyridine/acetone (1/9) as solvent and showed a regioselectivity in favour of the primary
6”-OH group of isoquercitrin. Similar results were obtained by Nakajima et al. [46] when
synthesizing isoquercitrin aromatic esters (isoquercitrin 6”-cinnamate). Gao et al. [47] showed
that the acylation of isoquercitrin with aromatic acid vinyl esters took also place at the

primary hydroxyl group of the glucose moiety. Chebil et al. [48] studied the effect of the
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origin of the lipase on the regioselectivity of isoquercitrin acylation by vinyl acetate by
Candida antarctica and Pseudomonas cepacia lipases. Two products were formed when
Candida antarctica lipase B was used, isoquercitrin 3”,6"-diacetate and isoquercitrin 2,3”,6"-
triacetate and three products were synthesized when Pseudomonas cepacia lipase was used,
isoquercitrin 6”-acetate, isoquercitrin 4°,6"-diacetate and another product that was not
identified. Ishihara et al. [49] showed that the enzymatic synthesis of acylated isoquercitrin
was accomplished by a lipase-catalyzed transesterification with carboxylic acid vinyl esters as
acyl donors in acetone or acetonitrile as solvent. These authors found that acylation occurred
on the primary OH of the sugar moiety and indicated that the introduction of an acyl group
onto isoquercitrin structure improved its thermostability and light-stability.

In the present work, the enzymatic synthesis of fatty acid derivatives of isoquercitrin was
studied. Then, a systematic study concerning the effect of the structure of isoquercitrin
derivatives on their antioxidant properties and antiproliferative activity towards Caco2 cancer
cells was investigated in vitro. Particularly, the influence of the acyl donor carbon chain
length on the performances of isoquercitrin acylation and derivatives properties was

evaluated.

2. Materials and methods

2.1. Chemicals

Ethyl decanoate (> 99%), ethyl caprylate (> 98%), ethyl caproate (> 99%) and ethyl butyrate
(> 98%) were purchased from Fluka (Switzerland). Ethyl laurate (99%), ethyl stearate (99%)
and ethyl palmitate (99%) were from Sigma (Germany) and ethyl oleate (98%) was purchased
from Sigma-Aldrich (Germany). 2-Methyl-2-butanol, hexane, acetic acid, methanol,
chloroform and trifluoroacetic acid (TFA) with 99 % of purity were acquired from Carlo Erba

(Spain). Ethyl acetate was from Fisher scientific (UK).

2.2. Synthesis of isoquercitrin esters

The enzymatic synthesis of isoquercitrin esters was performed in the glass device of a rotary
evaporator equipped with a vacuum controller. The reaction medium was maintained at 65 °C
and stirred at 150 rpm under vacuum (700 mbar). Each reaction was performed using
isoquercitrin (10 mM) (Extrasyntheése, France) in 10 mL of 2-methyl-2-butanol previously
dried on 4A molecular sieves and 100 mM acyl donor: ethyl oleate, ethyl stearate, ethyl

palmitate, ethyl laurate, ethyl decanoate, ethyl caprylate, ethyl caproate or ethyl butyrate.
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After complete dissolution of the substrates (65°C, under stirring overnight), the esterification
reaction was started by adding 30 g/L of Novozym 435, lipase B from Candida antarctica
(CALB lipase) immobilized on an acrylic resin. This enzyme presents a propyl laurate
synthesis activity of 7000 propyl laurate units (PLU).g" and a protein grade of [1-10 %],
(Novo Nordisk A/S, Denmark). To evaluate the evaporation of the solvent during reactions,
an internal inert standard was used (2, 6- dimethylphenol at 0.2 g/L) [50]. The reaction was

stopped after 72 h by filtration to remove the enzyme.

2.3. Thin layer chromatography

Qualitative analyses of reaction mixtures were performed by TLC on silica gel 60 F254 plates
(Merck, Germany) using a solvent mixture system: ethyl acetate/methanol/water (100/8/10,
v/vlv). The products were detected by spraying a methanol solution of 2-

aminoethyldiphenylborinate and revealed under UV light (254 nm).

2.4. High-performance liquid chromatography (HPLC) analysis

The time course of each reaction was monitored at 214 nm using HPLC (LC 10 AD — VP,
Shimadzu, France) equipped with an UV detector and a light-scattering low temperature
evaporative detector (Shimadzu, France). The column was a CI8 amide 2.1-125 mm
(Altima®, Altech, France) maintained at 25 °C. The mobile phases (0.2 mL/min flow rate)
consisted of water/methanol/TFA (60/40/0.1 v/v/v) (phase A) and methanol/TFA (100/0.1
v/v) (phase B). The gradient applied was: 0-1 min: 100 % A; 1-16 min: 0-100 % B;16-24 min:
100% B; 24-25 min: 0-100 % A; 25-34 min: 100 % A. Calibrations were performed using
standard substrates and purified products. The substrate conversion yield at the

thermodynamic equilibrium was determined applying the following equation:

Y (%) = (1 - ( [substrate] equilibrium/ [Substrate] initial) ) X 100 (1)

Initial specific reaction rates were estimated as the slope of the linear approximation during
the first two hours of reaction. The variation coefficient of reproducibility for both substrate

conversion rates and initial reaction rates was found to be inferior to 10%.

2.5. Purification of acylated products
After filtration of the reaction medium to remove the enzyme and partial evaporation of the

solvent, the residue was applied to a silica gel column (Silica Gel 60, 230-400 mesh, Merck,
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Germany) and eluted with ethyl acetate/methanol/water (100/8/10 v/v/v). Fractions were
collected then analyzed. The fractions containing the product were pooled together and the

solvent was evaporated under vacuum.

2.6. LC-MS characterization of isoquercitrin esters

After dilution of the reaction medium in the mobile phase and filtration, samples were
analyzed using a HPLC system (Thermo Fisher Scientific, France) equipped with a UV
detector (214 nm) coupled to a mass spectrometer with electron spray (ES) ionization source
(LTQ, Thermo electron corporation®, USA). The HPLC method was the one described above.
MS measurements were carried out with helium as the collision gas in the ion trap and
nitrogen as sheath (50), sweep (10) and auxiliary (10) gas in the source. MS parameters were
tuned as follows: electrospray positive ionization mode, capillary temperature of 300 °C,

source voltage at 5.0 kV.

2.7. Nuclear magnetic resonance

The chemical structure of the acylated products was determined by C NMR and '"H NMR
spectroscopic analysis in CDCI3 on a Briicker Avance 300 spectrometer (Germany). The
following notations were used: s: singlet, t: triplet, m: multiplet, br: broad.

Isoquercitrin: 'H NMR (DMSO-ds, 300 Hz) &: 12.63 (s, 1H, OH5), 7.58 (m, 2H, H6’,H2"),
6.84 (d, /=9.0Hz, 1H, HS’), 6.40 (d, J/=2.0Hz, 1H, HS), 6.20 (d, J/=2.0Hz, 1H, H6), 5.45 (d,
J=T7.4Hz, 1H, H1”), 3.58, 3.34 (ABX, Jas = 11.4 Hz, Jax = 1.4 Hz, Jsx = 5.4 Hz, 2 H, H6”),
3.24 (m, 2H, H2”, H4”), 3.09 (m, 2H, H3”, H5”).

13C NMR (DMSO-des): 8: 177.43 (C4), 164.08(C7), 161.23 (C9), 156.30(C5), 156.16 (C2),
148.43 (C4’), 144.78 (C3’), 133.432 (C3), 121.58 (CI’), 121.16 (C6’), 116.19 (C5’), 115.19
(C2’), 103.97 (C10), 100.87 (C17), 98.63 (C6), 93.47 (C8), 77.54 (C5”), 76.50 (C3”), 74.08
(C27), 69.93 (C47), 60.97 (C6”).

Isoquercitrin butyrate: 1H NMR (DMSO-ds, 300 Hz) &: 12.61 (s, 1H, OHS), 7.53 (ps, 2H,
H6’,H2’), 6.82 (d, /=9.0Hz, 1H, HS’), 6.38 (d, J/=1.8Hz, 1H, HS), 6.18 (d, /=1.8Hz, 1H, H6),
5.43 (d, J=7.1Hz, 1H, H1”), 4.15, 3.95 (ABX, JaB = 10.9 Hz, Jax = 4.4 Hz, Jsx = 5.9 Hz, 2
H, H6”), 3.67 (m, 2H, H2”, H4”), 3.28 (m, 2H, H3”, H5”), 1.96 (m, 2H, Hb), 1.25 (m, 2H,
Hc) 0.65 (t, J=4.3Hz, 3h, Hd).

*C NMR (DMSO-ds): &: 177.28 (C4), 172.18 (Ca), 164.09 (C7), 161.19 (C9), 156.25
(C5,C2), 148.42 (C4’), 144.71 (C3’), 132.90 (C3), 121.41 (C1’), 120.99 (C6’), 116.01 (C5’),

151



Chapitre IV Résultats et discussion

115.05 (C2’°), 103.79 (C10), 100.52 (C17), 98.58 (C6), 93.40 (C8), 76.22 (C57), 74.53 (C3”),
74.42 (C27), 70.01 (C4”), 62.84 (C6”), 35.14 (Cb), 17.71 (Cc), 13.09 (Cd).

2.8. LogP evaluation
Theoretical logP of isoquercitrin and its acylated derivatives were determined using the
Molinspiration program [51]. The efficiency of this program was tested by calculating the

logP of some flavonoids already experimentally determined [52].

2.9. Xanthine oxidase inhibition assay

Xanthine oxidase inhibition activity was evaluated by the slightly modified method of Cos et
al. [53], which consists in the spectrophotometric monitoring of the formation of uric acid
from xanthine. Isoquercitrin and its acylated derivatives were first dissolved in a small
amount of DMSO (5%). 2 mL reaction mixture containing 200 mM phosphate buffer pH 7.8,
0.2 mM hydroxylamine,HCI, 50 uM xanthine as the substrate, 0.1 mM EDTA (pH 7.0),
isoquercitrin or its esters (0 — 200 uM) were prepared. The assay was initiated by adding the
enzyme (2.5 mU/mL) to the reaction mixture. A negative control containing all reagents
except the test sample was used. After incubation at 37 °C during 30 min, the reaction was
stopped by adding 200 pL of 0.58 M HCI. The enzyme activity was evaluated by measuring
uric acid formation at 290 nm. For each compound concentration tested, the percentage of
xanthine oxidase inhibition (XOI) was calculated using the following equation:

XOI (%) = (1 — Abssample/ AbScontrol ) X 100 (2)

The extent of inhibition was expressed as the chemical concentration required to inhibit 50%
of the enzyme activity (ICso) using a second order polynomial model. Allopurinol was used as
the reference compound. All tests were carried out in triplicate. Results were expressed as

mean values with standard deviations (+ SD).

2.10. Superoxide scavenging activity

To detect superoxide, the colouring reagent (300 pg/mL sulfanilic acid, 5 pg/mL of N-(1-
naphthyl)-ethylenediamine dihydrochloride, and 16.7% (v/v) acetic acid) was added to the
reaction medium of the xanthine oxidase inhibition test. The mixture stood in the dark at room
temperature for 30 min, then the absorbance at 550 nm was measured. A solution without any
tested compound was used as control. Antioxidant activity (AA) was expressed as an
inhibition percentage of superoxide radical, and calculated using equation (2). For each

compound, the half-maximal scavenging concentration (SC50) was calculated by linear
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regression analysis [53]. All analyses were carried out in triplicate and results represented the

mean values with standard deviation (+ SD).

2.11. DPPH test

Determination of the antioxidant activity with the stable radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH”") (Sigma, Germany) radical scavenging method was performed. The ability to
scavenge the DPPH” free radical was determined according to the method of Atoui et al. [54].
A methanolic solution (50 pL) of the compound to be tested was prepared at four different
concentrations (between 0 and 40 uM) and added to 1.95 mL of DPPH solution (6xlO‘5 M in
methanol). The mixture was vigorously shaken with a vortex mixer and incubated for 30 min
in the dark, then the decrease in the absorbance corresponding to the remaining DPPH™ was
measured at 517 nm. Methanol was used as a blank solution and DPPH solution in methanol
without any tested compound was used as control. The ability to scavenge DPPH radical was
calculated using equation (2). The antioxidant activities of compounds were expressed as
TEAC values. TEAC value is defined as the concentration of standard trolox (Fluka,
Germany), a water-soluble vitamin E analogue that exhibited the same antioxidant capacity as
a 1 mM solution of the antioxidant compound under investigation. All analyses were carried

out in triplicate and results represented the mean values with standard deviation.

2.12. ABTS radicals scavenging activity

The evaluation of 2,2-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid (ABTS™) radical
scavenging activity is based on the ability of antioxidants to inhibit the long-life ABTS radical
cation (Sigma, Germany), a blue/green chromophore with characteristic absorption at 734 nm,
in comparison with that of trolox. ABTS radical cation was produced by reacting ABTS stock
solution with 2.45 mM potassium persulfate and allowing the mixture to stand in the dark, at
room temperature, for 12 to 16 h before use.

For the study of the antiradical activity of isoquercitrin and its acylated derivatives, the
ABTS™ solution was diluted with ethanol at 30°C, in order to obtain an absorbance of 0.70
(£0.02) at 734 nm. After addition of 1.0 mL of diluted ABTS™ solution to 10 pL of sample or
trolox standard in ethanol (concentration between 0 and 16 uM), the absorbance was
measured at 30°C exactly 6 min after initial mixing. Appropriate solvent blanks were run in
each assay. All experiments were performed in triplicate. The extent of decolourization is
calculated as the percentage reduction of ABTS absorbance. The antioxidant activities of

compounds were expressed as TEAC values. TEAC value is defined as the concentration of
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standard trolox with the same antioxidant capacity as a I mM concentration or 1mg/mL of the

antioxidant compound under investigation [55].

2.13. Cell culture

Caco?2 cells were kindly provided by the laboratory URAFPA (Nancy, France). These cells
were used between passages 30 and 50 and were cultivated in Dulbecco’s modified eagle
medium (DMEM) with high glucose (4.5 g/L), (Sigma, Germany) and supplemented with
10% fetal calf serum (FCS), (EuroBio, France), 2 mM L-glutamine and 1% nonessential
aminoacids (GIBCO, USA). The cells were usually split when reaching confluence (5-7
days). They were first rinsed with Dulbecco’s phosphate-buffered saline without calcium
(DPBS) (Sigma, Germany) and then trypsinized with a solution containing 0.25% trypsin and
1 mM EDTA (GIBCO, USA). For maintenance of the cell line, cells were seeded at 2x10*

cells/cm? in flasks.

2.14. Antiproliferative activity

Caco?2 cells were seeded into 96-well microplates at 4x10* cells per well in 200 pL. of DMEM
medium supplemented with 10% FCS, 2 mM glutamine and 1% non essential amino acids.
After 24 h, cells were exposed to various concentrations of the compounds solubilized in
DMSO and incubated for 48 h at 37°C, under 5% CO, atmosphere. The cytotoxicity of
1soquercitrin and its esters was determined using the colorimetric methylthiazoletetrazolium
method based on the reduction of the tetrazolium salt, 3-(4,5- Dimethylthiazol-2-y)-2,5
diphenyltetrazolium bromide (MTT) (Sigma, Germany) into a crystalline blue formazan
product by the mitochondrial oxidoreductases of viable cells [56]. 50 uLL of MTT solution (2
g/L) was added to each well. After incubation for 4h at 37°C, the formazan crystals produced
by active reductases were dissolved in 150 pL isopropanol. The product was quantified
spectrophotometrically by absorbance measurement at 540 nm using a microplate reader.
Each test was carried out in quadruplicate, and each experiment was repeated twice. The cell
viability was calculated according to the following equation:

Cell viability (%) = (1 - AbSyeated celis/ AbScontror) X 100

Results were expressed as mean values with the standard deviations.
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3. Results and discussion

3.1. Enzymatic acylation of isoquercitrin

Isoquercitrin was acylated by fatty acid ethyl esters using the lipase B of Candida antarctica
(figure 1) in 2-methyl-2-butanol which allowed the complete solubilisation of both substrates
at the concentrations used in the present study. A molar ratio of 1/10 (flavonoid / acyl donor)
was chosen as it was previously demonstrated to be optimal in terms of acylation rate [42].
The temperature was kept at 65°C and a pressure of 700 mbar was applied to favour the
alcohol by-product evaporation. No product was detected when fatty acid esters and
isoquercitrin were incubated in the absence of enzyme. For all the acyl donors, only one major
product was identified by TLC, HPLC and LC-MS analyses, which indicated that the reaction
was regioselective. The regioselectivity was confirmed by LC-MS and 1HNMR analyses of
the purified isoquercitrin esters. LC-MS results showed that only monoacylated esters were
synthesized (figure 1): isoquercitrin butyrate (C4:0) (M+H'=535 g/mol), isoquercitrin
caproate (C6:0) (M+H'=563 g/mol), isoquercitrin caprylate (C8:0) (M+H'=591 g/mol),
isoquercitrin  decanoate (C10:0) (M+H'=619 g/mol), isoquercitrin laurate (C12:0)
(M+H"=647 g/mol), isoquercitrin palmitate (C16:0) (M+H"=703 g/mol), isoquercitrin stearate
(C18: 0) (M+H"=731 g/mol) isoquercitrin oleate (C18:1) (M+H"= 729 g/mol).

R=

Isoquercitrin
Isoquercitrin butyrate

Isoquercitrin caproate

Isoquercitrin caprylate
Isoquercitrin decanoate
Isoquercitrin laurate

Isoquerecitrin palmitate

Isoquercitrin stearate

Isoquercitrin oleate

Figure 1: Chemical structure of isoquercitrin and its esters
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To confirm the acylation site, 'H and >C NMR spectra of isoquercitrin and isoquercitrin
butyrate were recorded in DMSO-d6. Comparison of these spectra showed that acylation took
place at the 6”-OH of the sugar moity.

The acylation of isoquercitrin affected only the two hydrogen H6” (in bold in the data). For
the “free” isoquercitrin, the ABX system presented two signals at 3.58 and 3.34 ppm, whereas
these two H6” atoms assumed higher values at 4.15 and 3.95 ppm for the ester, indicating the
deshielding effect of the butyrate moiety on the chemical shifts of these two protons.
Similarly, the chemical shift of C6” was 60.97 ppm for the “free” isoquercitrin and slightly
downfield for the ester (62.84 ppm), all the other values being rather similar.

This result is in accordance with other studies concerning the ability of CALB to catalyze the
esterification of isoquercitrin. Nakajima et al. [46] and Stevenson et al. [38] indicated that the
acylation of isoquercitrin with vinyl cinnamate or 2-hydroxy-phenylpropionic acid led to the
synthesis of the sole isoquercitrin 6”-ester. However, Chebil et al. [48] indicated that the
acetylation of isoquercitrin in acetone at 50°C with CALB led to two products, isoquercitrin
3" 6"-diacetate ester and isoquercitrin 2", 3",6"-triacetate, when vinyl acetate was used as acyl
donor. Danieli et al. [41] obtained only the diacetylated product, isoquercitrin 3”,6"-diacetate
after isoquercitrin acetylation with vinyl acetate catalysed by CALB using a mixture of

acetone / pyridin as solvent, at 45°C. In our case, neither diester nor triester was obtained.

3.2. Effect of the acyl donor structure on acylation reaction efficiency

The effect of the carbon-chain length of the acyl donor on the reaction efficiency was studied
using eight fatty acids with carbon chain length varying from 4 to 18. Both the conversion
yields of isoquercitrin and the initial rates of reaction for the eight fatty acids are given in
figures 2a and 2b. All reactions reached their thermodynamic equilibrium between 48 h and
72 h. The total conversion yield of isoquercitrin depended on the carbon chain length of the
fatty acyl donor used. It decreased from 66 % for ethyl butyrate to 38 % for ethyl stearate.
Katsoura et al. [57] reported a similar trend during the acylation of naringin and rutin with
CALB lipase using free fatty acids and their vinyl esters in ionic liquids. In their study, the
higher conversion yield, about 65%, was observed for short chain length acyl donors.
Kontogianni et al. [58] showed that no relationship can be established between the acyl donor
chain length and the conversion yield of esterification of rutin and naringin by fatty acids (CS8,
C10 and C12), catalyzed by the CALB lipase in various solvent systems. Another trend was
reported by Ardhaoui et al [59], who studied rutin acylation reactions with CALB using free

fatty acids with carbon chain length varying from 6 to 18 as acyl donors. They showed that
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for carbon chain lengths between C6 and C12, the performance of the reaction increased with
the fatty acid chain length, whereas for higher carbon-chain length, no significant effect was

observed.
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Figure 2: Effect of acyl donor structure on the conversion yields (after 72h of reaction) (A)
and the initial rates of isoquercitrin (10 mM) acylation reactions (B) with different ethyl ester
fatty acids (100 mM) in 2-methyl-2 butanol catalysed by the lipase B of Candida Antarctica.
Reaction was carried out at 60°C under vacuum (700 mbar). The molar ratio of acyl donor to
flavonoid was 10. The variation coefficient was found to be inferior to 10% for all results.

The influence of the acyl donor chain length on the kinetics of isoquercitrin acylation was also
studied. For chain lengths from C4 to C12, similar initial rates of reaction were observed
(around 17x10” mmol/h) independently of the fatty acid esters used. For esters longer than
C16 the initial rate stood around 10x10 mmol/h. This latter result is similar to that reported
by Mellou et al. [28] who showed that the carbon chain length of the acyl donor did not affect
the reaction rate of naringin acylation by fatty acids or their vinyl esters.

In the present study, conversion yields of stearic and oleic acid ethyl esters were 38 % and 35
% respectively, and similar reaction rates were obtained showing that the presence of an
unsaturation did not influence the kinetic of the reaction. This result is in accordance with
those reported by other authors about rutin acylation with oleic, linoleic and y-linolenic acids
and with stearic and oleic ethyl esters [36, 59].

All isoquercitrin esters were purified in order to study their antioxidant and antiproliferative

activities and to compare them with isoquercitrin activities.
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3.3. Xanthine oxidase inhibition

The XO catalyzes the oxidation of hypoxanthine and xanthine producing uric acid, superoxide
radical and hydrogen peroxide. Consequently, XO is considered as an important biological

source of superoxide radicals.
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Figure 3: Xanthine oxidase inhibitory potential of isoquercitrin and its esters depending on
acyl chain length, expressed as IC50 values (uUM).

In the present study, inhibition of XO by isoquercitrin and its acylated derivatives was
evaluated (figure 3). Allopurinol, routinely used as XO inhibitor, constituted the reference
molecule with an IC50 value of 2.4 uM. Isoquercitrin did not display an important xanthine
oxidase inhibitory activity with an IC 50 value of 183 uM. The acylation of this molecule
significantly enhanced its xanthine oxidase inhibitory potential. Indeed, all isoquercitrin esters
showed a higher XO inhibition activity than isoquercitrin. For saturated esters, IC50 values
increased when decreasing the carbon chain length, from 61 uM to 144 uM for isoquercitrin
stearate and isoquercitrin butyrate respectively. As shown in figure 3, a linear relationship
could be established between the IC50 value and the acyl chain length. Isoquercitrin oleate
(C18:1) which presents an unsaturation in the acyl group exhibited a higher activity (IC50
value of 27 uM) than that of its saturated analogue (IC50 value of 61 uM). These results are
in accordance with those described by Rao et al. [29] who found a linear relationship between
the log IC50 of mesquitol esters and their acyl chain length. This result can be explained by
the improvement of the lipophilicity of the molecule allowing a better accessibility to the

active site of XO.
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3.4. Superoxide radical scavenging activity
A molecule is considered as a superoxide scavenger when its IC50 value for reduction of the

superoxide radical is lower than that found for XO inhibition [53].
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Figure 4: Superoxide scavenging potential of isoquercitrin and its esters depending on acyl
chain length, expressed as SC50 values (UM).

Isoquercitrin and its acylated derivatives respected this condition as isoquercitrin saturated
esters presented IC50 values from 63 pM for isoquercitrin caproate to 27 pM for isoquercitrin
stearate. These esters were then less active than isoquercitrin (IC50 value =17 uM).
Isoquercitrin oleate exhibited a scavenging activity (IC50 value =14 uM) similar to that of
isoquercitrin.

Except for isoquercitrin butyrate (C4) that showed a higher activity than isoquercitrin
caproate (C6), a linear relationship between IC50 values and the esters carbon chain length

was established (figure 4).

3.5. DPPH radical scavenging activity
The DPPH radical scavenging ability of isoquercitrin and its derivatives was assessed and
trolox was used as reference molecule. This activity was expressed as Trolox Equivalent

Antioxidant Capacity (TEAC).
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Figure 5: Antioxidant activities of isoquercitrin esters of various chain lengths against DPPH"
(A) and ABTS™ (B) radicals (expressed as TEAC values) .

Esters were found to exhibit a lower radical scavenging activity than isoquercitrin (TEAC
value of 2.0) (figure SA). For esters from C4 to C10, the antiradical activity decreased when
increasing carbon chain length. Isoquercitrin butyrate (C4) exhibited the highest antiradical
activity (TEAC value of 1.37). TEAC values decreased with the carbon chain length to reach
0.37 for isoquercitrin decanoate (C10). Rather similar antiradical activities were observed for
esters with chain lengths higher than 10 carbon atoms (TEAC value around 0.37).

Some authors studied the DPPH antiradical activity of phenolic esters and showed that this
activity was independent of the acyl chain length [60]. Takahashi et al. [61] showed similar

results in the case of alkylaminophenols of various alkyl chain lengths.

3.6. ABTS radical scavenging activity

The ABTS radical-scavenging activity method is based on the ability of molecules to quench
the ABTS radical cation, in comparison with that of trolox. The ABTS radical-scavenging
activities of isoquercitrin and its esters, expressed as Trolox Equivalent Antioxidant Capacity
(TEAC), are given in figure 5B.

All isoquercitrin esters were shown to be effective antiradical agents compared to the trolox
(TEAC values higher than 1). They displayed similar or higher free radical scavenging
activities than isoquercitrin (TEAC= 1.4). In fact, TEAC values decreased from 4 to 1.5 when

the acyl chain length increased from C4 (isoquercitrin butyrate) to C10 (isoquercitrin
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decanoate). Esters with longer acyl chain (C10-C18) showed antiradical activities similar to
that of isoquercitrin with TEAC values of 1.4 for isoquercitrin stearate and 1.7 for
1soquercitrin laurate. These results are in accordance with those of Torres de Pinedo et al.
[62], who showed that the acyl chain length affected the radical scavenging activity. They
reported that palmitoyl esters of phenolic acids were more effective ABTS radical scavengers
than stearoyl or oleyl esters.

The variation of ABTS antiradical activity versus the acyl chain length followed a similar

trend to that of the DPPH scavenging activity (figures SA and 5B).

3.7. Antiproliferative activity

Several studies reported that flavonoids may exhibit cytotoxic activities towards cancer cells
[63-68]. In the present work, the effect of isoquercitrin and its fatty acid esters on tumoral
Caco?2 cells growth was investigated. At a concentration of 200 pM, isoquercitrin led to an

antiproliferative activity of 42 % referring to the growth of Caco2 cells without isoquercitrin.
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Figure 6: Antiproliferative effect of isoquercitrin esters of various chain length against Caco2
cancer cells at 50, 100 and 200uM and their IC50.
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All isoquercitrin esters exhibited a dose dependent antiproliferative activity on Caco2 cells
and were shown to be more active than isoquercitrin. Esters with acyl chain lengths from C8
to C16 showed the highest activities with IC50 values comprised between 51 and 66 uM. C4,
C6 and C18 esters were less effective with IC50 values over 100 uM.

The enzymatic acylation of flavonoids was expected to increase their lipophilicity and
consequently their ability to interact with the cell membrane and their transfer through it [28,
36, 69]. However, no relationship between the acyl chain length and cytotoxic activity on
Caco?2 cells could be established. The activity of a compound in a biological system does not
only depend on its interaction with cell membranes due to its lipophilicity but also on its
affinity for specific cell receptors. For instance, Dasgupta et al. [70] showed that in human
breast cancer cells, the receptor affinity of somatostatin analogue was not affected by its
acylation with palmitic acid, whereas this affinity was reduced when the peptide was acylated

with stearic or butyric acids.

4. Conclusion

The present work focused on a systematic study concerning the influence of the chain length
of acyl donors on the efficiency of isoquercitrin enzymatic acylation. Then, the influence of
the structure of corresponding esters on their antioxidant and cytotoxic activities on cancer
cells was evaluated.

The results indicated that the efficiency of the synthesis depended on the length of the acyl
donor. C. antarctica lipase B exhibited a high activity towards short and medium chain length
acyl donors and was less active towards long chain substrates.

For the first time, the effect of acyl donor chain length on isoquercitrin esters antioxidant
properties and antiproliferative activity towards tumor cells was systematically studied.
Isoquercitrin esters were shown to exhibit an antioxidant activity that depended on the acyl
chain length. First, the XO inhibition property of isoquercitrin esters was shown to increase
with their lipophilicity. The acylation reaction enhanced the scavenging activity of
isoquercitrin against ABTS radicals but decreased it against DPPH and superoxide radicals. A
structure-activity relationship could be established between isoquercitrin esters activities and
corresponding acyl chain length. Although acylated derivatives of isoquercitrin presented a
lower antiradical activity than isoquercitrin, their improved solubility in lipidic phases can

lead to a good compromise for their use in food or cosmetic formulations.
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The antiproliferative activity of isoquercitrin esters seemed to depend not only on their
lipophilicity but also on their chemical structure that may influence their affinity for
membrane receptors. In the present study, evidence was pointed out that although the parental
molecule isoquercitrin was rather inactive towards Caco2 human colon cancer cells, its
synthesized esters exhibited higher antiproliferative activities, indicating that these novel
compounds might possess improved anti-tumor properties. Esters from C8 to C16 showed the
highest antiproliferative activity. To explain these results, studies are in progress to evaluate

interaction of these derivatives with cell membrane mimetic systems.
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3. Contribution de ’article

Cette étude a démontré la stricte régiosélectivité de la réaction d’acylation de
I’isoquercitrine en présence de la CALB. En effet les analyses CCM, CLHP et CLSM ont
montré qu’un seul produit monoacylé majoritaire a été obtenu dans les huit réactions
réalisées, quelle que soit la longueur de chaine du donneur d’acyle utilisé. Ces produits sont le
butyrate d’isoquercitrine, le caproate d’isoquercitrine, le caprylate d’isoquercitrine, le
décanoate d’isoquercitrine, le laurate d’isoquercitrine, le palmitate d’isoquercitrine, le stéarate
d’isoquercitrine et 1’oléate d’isoquercitrine. L.’analyse RMN de ces produits montre que
I’acylation a lieu au niveau de I’hydroxyle primaire du groupement glucose de

I’isoquercitrine.

D’autre part, il a ét€ montré que la longueur de la chaine carbonée du donneur d’acyle
avait un effet sur la performance de la réaction (taux de conversion de 1’isoquercitrine a
I’équilibre, vitesse initiale de réaction). Ainsi, les réactions impliquant des donneurs d’acyle
ayant une chaine composée de 4 a 12 carbones présentent des vitesses initiales proches : 17,8
pmol/h pour le butyrate d’éthyle (C4) et 16.5 uM pour le laurate d’éthyle (C12). En revanche,
les réactions menées avec des donneurs d’acyles plus longs (plus que 12 carbones) les vitesses
initiales diminuent et atteignent une valeur de I’ordre de 11 uM pour le palmitate d’éthyle
(C16), le stéarate d’éthyle (C18) et I’oléate d’éthyle (C18:1). La variation du taux de
conversion a suivi le méme ordre d’évolution que celui des vitesses initiales. Ainsi,
I’acylation au butyrate d’éthyle (C4) a permis un taux de conversion de 1’isoquercitrine de
66% qui diminue inversement a la longueur de la chaine pour atteindre seulement 38 % lors

de I’acylation avec le stéarate d’éthyle (C18).

Une fois purifiés, les esters d’isoquercitrine ont été évalués pour leurs activités
antioxydantes et activité antiproliférative, dans le but d’étudier I’influence de 1’acylation de
I’isoquercitrine sur ses propriétés biologiques. Dans un premier temps, le pouvoir inhibiteur
de I’isoquercitrine et de ses dérivés acylés vis-a-vis de 1’enzyme xanthine oxydase a été
évalué. Tous les esters d’isoquercitrine ont montré une activité plus importante que la
molécule d’origine, 1’isoquercitrine. Une relation structure activité des esters a pu étre

établie : ’activité des esters exprimée en CI5S0 augmente de maniere linéaire avec le nombre
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de carbone du groupement acyle des esters. Ces résultats pourraient s’expliquer par une
meilleure lipophilie des esters a longue chaine, ce qui faciliterait I’acces de ces composés au
site actif de I’enzyme xanthine oxydase. Par ailleurs, la présence d’une double liaison au
niveau de la chaine carbonée de 1’oléate d’isoquercitrine semble conférer a cet ester une
activité supérieure a celle de son homologue saturé, le stéarate d’isoquercitrine.

En ce qui concerne le piégeage du radical superoxyde, les esters d’isoquercitrine
semblent moins efficaces que 1’isoquercitrine, a 1’exception de 1’oléate d’isoquercitrine.
Toutefois, tous les esters d’isoquercitrine peuvent étre considérés comme capables de piéger
le radical superoxyde puisqu’ ils remplissent la condition citée par Cos et al. (1998), selon
laquelle une substance est capable de piéger les radicaux superoxydes générés par la xanthine
oxydase si celle-ci présente une CI50 plus faible pour cette activité que sa CI5S0 d’inhibition

de la xanthine oxydase.

Les tests DPPH et ABTS ont été également mis en oeuvre dans cette étude pour
compléter 1’évaluation de [D’activité antiradicalaire des esters d’isoquercitrine et tenter
d’établir une relation entre la structure de ces molécules et leur activité. Les résultats obtenus
avec le test DPPH montrent que les esters sont moins actifs que 1’isoquercitrine dont ils
dérivent. En revanche avec le test ABTS, les esters se sont révélés plus actifs que
I’isoquercitrine. Concernant 1’effet de la longueur de chaine du groupement acyle des esters
sur leurs activités, une tendance similaire a été observée pour les deux tests : ainsi, les esters a
courte chaine (de C4 a C8) se montrent les plus actifs vis-a-vis des radicaux ABTS et DPPH.
Pour ces composés I’activité antiradicalaire est inversement proportionnelle au nombre de
carbone. Les esters ayant des chaines plus longues (de C10 a C18) présentent des activités

similaires, plus faibles que leurs homologues a courte chaine.

Enfin I’étude de I’activité antiproliférative de I’isoquercitrine et de ses esters a montré
que I’acylation améliore d’une facon significative I’activité de I’isoquercitrine quel que soit le
nombre de carbone de la chaine acyle. Aucune relation n’a pu toutefois €tre établie entre la
structure des esters et leur activité. Cette absence de corrélation peut s’expliquer par le fait
que la lipophilie d’'une molécule et donc sa capacité a €tre transférée a travers les membranes
cellulaires, n’est pas un critere suffisant pour justifier son activité antiproliférative. D autres
facteurs doivent €tre pris en compte tels que I’affinité de la molécule avec les récepteurs

membranaires.
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Les résultats obtenus au cours de cette étude montrent que 1’acylation de
I’isoquercitrine peut étre un moyen d’améliorer certaines de ses propriétés biologiques, tout
en augmentant ses propriétés de solubilité et de stabilité. Ceci peut constituer une avancée

prometteuse pour la découverte de nouvelles substances thérapeutiques ou cosmétiques.
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4. Complément de résultats :
Activités antiprolifératives de I’isoquercitrine et de ses esters vis-

a-vis de cellules normales HUVEC

Un des obstacles majeurs a la réussite d’un traitement contre le cancer réside dans la
toxicité des molécules thérapeutiques a 1’égard des tissus normaux. Il est nécessaire afin
d’évaluer I’efficacité d’un médicament anticancéreux de déterminer si celui-ci présente une

éventuelle toxicité sur les cellules normales.

Dans ce contexte, et étant donnée I’activité antiproliférative présentée par les
différents flavonoides et esters de flavonoides utilisés dans cette étude vis-a-vis de cellules
cancéreuses de colon humain (lignée Caco2), une étude complémentaire sur la toxicité de ces
mémes molécules vis-a-vis de cellules normales nous a parue importante afin d’évaluer leur

sélectivité.

Afin de réaliser cette €tude, des cellules saines de cordon ombilical humain, des
cellules HUVEC, ont été utilisées. L’intérét de mener des expériences sur ce type de cellules
saines réside dans le fait que ce sont des cellules sanguines : par conséquent, celles-ci sont en
contact permanent avec les molécules circulant dans le sang apres passage de la barriere

intestinale ou gastrique.

Les esters d’isoquercitrine ont montré une activité cytotoxique plus importante vis-a-
vis des cellules cancéreuses Caco2 que celle de I'isoquercitrine. La cytotoxicité de ces mémes
esters a été évaluée vis-a-vis des cellules normales HUVEC et les résultats sont présentés dans

la figure 64 et comparés avec ceux obtenus avec des cellules Caco?2 (figure 65).
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Figure 64: Pourcentage de mortalité de cellules HUVEC déterminé par le test MTT apres 48 h de traitement avec
différentes concentrations d’isoquercitrine et de ses esters : 50, 100 et 200 uM. Tous les résultats sont exprimés
par la moyenne * écart type (SD) (n=4)

050 uM
100 - 0O 100 uM
90 - H 200 uM

80
70 4
60 -
50
40 -
30 -
20 -
10 r
0

Isoquercitrin C4 C6 C8 Cl10 C12 Cl6 C18:0 C18:1

pourcentage de mortalité (%)

Nombre de carbone

Figure 65: Pourcentage de mortalité de cellules Caco2 déterminé par le test MTT apres 48 h de traitement avec
différentes concentrations d’isoquercitrine et de ses esters : 50, 100 et 200 pM. Tous les résultats sont exprimés
par la moyenne * écart type (SD) (n=4)

Ces résultats montrent que I’isoquercitrine et ses dérivés esters présentent une activité

antiproliférative dose dépendante vis-a-vis des cellules HUVEC.

Les esters a longue chaine (C16, C18 :0 et C18 :1) sont les plus cytotoxiques vis-a-vis
des cellules HUVEC. En effet, le palmitate d’isoquercitrine, I’oléate d’isoquercitrine et le

stéarate d’isoquercitrine présentent des pourcentages de mortalité de 45, 39 et 31 % pour le

174



Chapitre IV Résultats et discussion

palmitate d’isoquercitrine, de 36, 30, et 20 % pour I’oléate d’isoquercitrine et de 40, 22 et 7 %
pour le stéarate d’isoquercitrine aux doses de 200, 100 et 50 uM respectivement. Cependant,
les esters en C18 sont les moins actifs vis-a-vis des cellules Caco2 avec des pourcentages de
58, 34 et 27 % pour I’oléate d’isoquercitrine et 51, 40 et 24 % pour le stéarate d’isoquercitrine
a 200, 100 et 50 uM respectivement (figure 65). Le palmitate d’isoquercitrine, quant a lui,
présente une activité antiproliférative similaire aux autres esters. Au vu des ces résultats, les

dérivés a longue chaine semblent peu intéressants d’un point de vue sélectivité.

Les esters a courte chaine (C4 a C12), quant a eux, présentent une faible cytotoxicité,
proche de celle de I’isoquercitrine vis-a-vis des cellules HUVEC. En revanche, leur activité
antiproliférative est importante vis-a-vis des cellules Caco2: ceci semble indiquer une

probable sélectivité a I’égard des cellules cancéreuses.

En conclusion, les résultats préliminaires obtenus au cours de cette étude ne
permettent pas d’établir une relation directe entre la longueur de chaine des esters
d’isoquercitrine et leur sélectivité vis-a-vis de cellules cancéreuses. Ces observations
suggerent 1’existence probable d’autres facteurs inhérents a la molécule voire a la cellule
(lipophilie de la molécule, structure membranaire et présence de récepteurs spécifiques...)

pour expliquer les différentes activités constatées.
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CHAPITRE V : VALORISATION DES ACTIVITES
BIOLOGIQUES DES FLAVONOIDES DE NITRARIA RETUSA
ET DE LEURS DERIVES ACYLES

1. Introduction

Notre étude vise a valoriser une espece végétale qui pousse en Tunisie, Nitraria
retusa, a déterminer les principes actifs présents dans cette plante et a évaluer certaines de

leurs activités biologiques.

Dans ce but, différents extraits ont été préparés a partir de feuilles de cette plante et
leur contenu en flavonoides a été déterminé, comme décrit dans le chapitre 1. L’extrait aqueux
et I’extrait au méthanol sont les plus riches en flavonoides. C’est pourquoi des extractions ou
fractionnements complémentaires de ces deux extraits ont été réalisés et les flavonoides

présents identifiés.

Une éventuelle corrélation entre les teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux de
ces extraits et fractions et leurs activités (antiradicalaires, inhibition de la xanthine oxydase et
cytotoxicité vis-a-vis des cellules cancéreuse Caco2) a été recherchée. Une comparaison avec
différents flavonoides standard, de structure analogue a ceux présents dans les extraits /
fractions a été entreprise afin de rechercher des liens entre la structure des molécules et leurs

activités.

En se basant sur les résultats du chapitre II, montrant I’efficacité de 1’acylation de
I’isoquercitrine pour accroitre certaines activités biologiques (piégeage des radicaux DPPH,
inhibition de la xanthine oxydase et activité antiproliférative), 1’acylation enzymatique de
I’isorhamnétine-3-O-glucoside, analogue structural de 1’isoquercitrine présentant un
groupement méthoxy en position C3’, par la lipase B de Candida antarctica a été entreprise.
Le laurate d’éthyle et le butyrate d’éthyle ont été choisis comme donneurs de groupement
acyle : ce choix prend en compte I’efficacité de la réaction d’acylation favorisée par les plus
courtes chaines et les activités des esters qui sont meilleures pour les longues chaines. Parmi
les esters a longue chaine, le laurate présente le meilleur compromis entre une bonne activité

biologique et une faible cytotoxicité vis-a-vis de cellules saines.
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Les résultats de cette étude sont présentés dans le projet de publication, dans food

Chemistry, suivant :

2. Antioxidant and antitumoral activities of flavonoids from
Nitraria retusa and their acylated derivatives
Hadj Salem J.*, Chevalot I.*, Harscoat C.*, Paris C®., Fick M*., Humeau C.°

“LSGC, Nancy Université, CNRS, 2 avenue de la forét de Haye-54500 Vandoeuvre-lés-Nancy, France
b

LIBIO, Nancy Université, 2 avenue de la forét de Haye-54500 Vandoeuvre-les-Nancy, France

Projet de publication — Food chemistry
Abstract

The antioxidant, radical scavenging and antiproliferative towards Caco2 cells activities of
water and methanol extracts/fractions from N. retusa were investigated. The total phenolic
and flavonoid contents of the extracts/fractions were determined and the four major
flavonoids were identified as isorhamnetin, isorhamnetin-3-O-glucoside, isorhamnetin-3-O-
rutinoside and isorhamnetin-3-O-robinobioside. Results showed a relationship between
extracts/fractions activities and their flavonoid contents. Moreover, the chloroform extract
which was enriched with the aglycone flavonoid isorhamnetin exhibited the highest activities.
Activities of purified N. retusa flavonoids were compared to those of model flavonoids,
quercetin, isoquercitrin and rutin. In all cases, aglycone compounds were more active than
their  glycosylated derivatives. Isorhamnetin-based flavonoids presented higher
antiproliferative activities than quercetin-based ones, while similar antioxidant properties
were observed. The enzymatic acylation of isorhamnetin-3-O-glucoside with ethyl laurate and
ethyl butyrate enhanced its xanthine oxidase and antiproliferative activities but decreased its

radical scavenging activities.

KEYWORDS: Nitraria retusa flavonoids; enzymatic acylation; flavonoid esters; antioxidant
activity; antiproliferative activity
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1. Introduction

For several years, numerous studies reported the interest of natural substances exhibiting
antioxidant properties that can be supplied as food additives or as specific preventive
pharmaceuticals. Phenolic antioxidants which are commonly found in various fruits,
vegetables and herbs as secondary metabolites have been shown to prevent and limit damages
due to oxidative stress (Matkowski and Piotrowska, 2006). Many herbal infusions, frequently
used as home medicines, exhibit antioxidative and some other biological activities related to
the presence of phenolic compounds like flavonoids. The daily consumption of such
compounds is expected to limit the risk factors to develop certain diseases, including cancers,
cardio- and cerebro-vascular diseases (Martin, Andriambeloson, Takeda, and
Andriantsitohaina, 2002). In fact most polyphenols are able not only to scavenge radicals thus
inhibiting oxidative mechanisms initiation and breaking chain propagation reactions but also
to limit the formation of free radicals by binding to metal ions, reducing hydrogen peroxide,
and quenching superoxide and singlet oxygen. As radical species are many often involved in
previously mentioned diseases, polyphenols may constitute potential therapeutic or preventive
active compounds.

Many studies reported the potential anticancer effects such as antiproliferation, cell cycle
arrest and/or apoptosis of individual polyphenols or crude extracts of plants on cancer cells
(Loa, Chow and Zhang, 2009; Pierini Pierini, Gee, Belshaw and Johnson, 2008).

Due to their biological activities, the use of flavonoids in pharmaceutical and food
preparations seems to be very attractive (Bohm, Boeing, Hempel, Raab and Kroke, 1998).
However, the efficiency of these compounds can be strongly limited by their low solubility
and stability in lipidic matrices or lipophilic media. Therefore, the preparation of lipophilic
derivatives of flavonoids obtained by acylating some of their hydroxyl groups with aliphatic
molecules can be used as a way to change their physicochemical properties and solubility in
oil based systems and emulsions increasing their efficiency in stabilizing fats, oils and
lipophilic formulations. Moreover, the regioselective acylation of these polyhydroxylated
compounds is expected to improve some of their biological activities by enhancing their
ability to be transferred through the cell membrane (Mellou, Lazari, Skaltsa, Tselepis, Kolisis

and Stamatis, 2005).
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Nitraria retusa is one of the native perennial species that belong to the botanical family
Nitrariaceae. This salt-tolerant and drought-resistant shrub grows along shallow sand
hummocks on saline grounds near the coastal areas and produces fleshy red fruits from which
a tasty and refreshing juice may be extracted. This plant is also used in traditional medicine in
Tunisia and other countries like Egypt. The dry leaves are used in decoction as a substitute to
tea and to make cataplasms. Ashes of this plant have the property to withdraw liquids (blood,
lymph) of the infected wounds (Shaltout, ,Sheded and and El-Kady and Al-Sodany, 2003).
In a previous chemosystematic investigation, the flavonoids contained in N. retusa leaves
were studied and six isorhamnetin glycosides (isorhamnetin 3-robinobioside, isorhamnetin 3-
rutinoside, isorhamnetin-3-O-galactoside, isorhamnetin-3-O- glucoside, isorhamnetin 3-
xylosylrobinobioside and isorhamnetin-3-O-4Rham-galactosylrobinobioside) and free
isorhamnetin were identified (Halim, Saad and Hashish, 1995).

In the present study, various processes of extraction and fractionation were performed on
Nitraria retusa leaves in aqueous or organic solvents. Then the total polyphenols and
flavonoids contents of extracts and fractions were determined and their antioxidant activities
were evaluated through in vitro assays, including xanthine oxidase inhibition, superoxide
radical and 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging. Their antiproliferative
activity against Caco2 cells was evaluated. Major flavonoids present in these
extracts/fractions were identified as isorhamnetin-based flavonoids; their activities were
determined and compared to those of widespread and highly available flavonoids.

In the second part of this work, the enzymatic synthesis of acylated derivatives of one
particular flavonoid that was identified in leaves extracts/fractions was studied and the
influence of their structure on their antioxidant and antiproliferative activities was

investigated.

2. Materials and methods

2.1. Plant material

Nitraria retusa was collected from the saline of Sahline (Gouvernorat of Monastir) in the
central Tunisia (Pottier-Alapetite, 1978).

The leaves were shade air-dried at 25°C for two weeks, powdered with a moulinex mixer for

15 min and kept in dry and dark storage conditions at 25°C.
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2.2. Chemicals

Standards of flavonoids; quercetin, isoquercitrin, rutin, isorhamnetin, isorhamnetin-3-O
glucoside and isorhamnetin-3-O-rutinoside were obtained from Extrasynthese (France). Ethyl
laurate (99%) was purchased from Sigma (Germany). ethyl butyrate (> 98 %) was purchased
from Fluka (Switzerland). 2-Methyl-2-butanol, hexane, acetic acid, methanol, chloroform, n-
butanol, acetonitrile and trifluoroacetic acid (TFA) with 99 % of purity were acquired from

Carlo Erba (Spain). Ethyl acetate was from Fisher scientific (UK).

2.3. Preparation of plant extracts
2.3.1. Soxhlet apparatus extracts
The fresh aerial parts of Nitraria retusa were dried at room temperature and reduced to coarse
powder. 100 g of the powder were extracted with a soxhlet apparatus through the sequential
use of hexane, chloroform, ethyl acetate, and methanol as solvents. The yields were
respectively 3% (w/w), 2% (w/w), 0.4% (w/w) and 19% (w/w). In this study only the MeOH

extract (LME) was used for further experiments.

2.3.2. Aqueous extraction

The powdered aerial parts of Nitraria retusa were extracted with boiling water for 15 to 20
mn. After filtration the extract was freeze dried.

This aqueous extract was used to prepare two methanolic extracts. The first one was obtained
by extraction for 8h with a soxhlet apparatus (soxXMAE), using methanol as solvent. The
second one was obtained by maceration of the aqueous extract in methanol (MMAE) for 2 h.

Both extractions were released at 65°C.

2.3.3. Preparation of methanol fractions by liquid-liquid extraction
The dried methanol extract (LME), was dissolved in water and then successively exhausted
with solvents of increasing polarity, chloroform, ethyl acetate and n-butanol. Then solvents

were evaporated under vacuum and dried fractions were kept in a dry and dark place.

2.4. Determination of total phenolic compounds content in N.refusa extracts and
fractions

Total phenolic compound contents were determined by the Folin-Ciocalteau method
(Ordofiez, Gomez, Vattuone and Isla, 2006). The extract samples (0.5 mL) were mixed with
2.5 mL of 0.2 N Folin-Ciocalteau reagent (Sigma—Aldrich) for 5 min. Then 2.0 mL of a 75
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g/L. sodium carbonate solution were added. Absorbance was measured at 760 nm after 2 h of

incubation at room temperature. Results were expressed as gallic acid equivalents.

2.5. Determination of total flavonoids compounds content in N.retusa extracts and
fractions

Total flavonoids were estimated using the method of Ordofiez, Gomez, Vattuone and Isla,
(2006). To 0.5 mLof sample, 0.5 mL of a 2% AICl; ethanol solution was added. After 1 h at
room temperature, absorbance was measured at 420 nm. Total flavonoid contents were

calculated as quercetin equivalents from a calibration curve.

2.6. Identification of flavonoids of Nitraria retusa extracts/fractions by LC-ESI-MS".
After dilution of the reaction medium in the mobile phase and filtration, samples were
analyzed using a HPLC system (Thermo Fisher Scientific, France) equipped with a UV
detector (214 nm) coupled to a mass spectrometer with electron spray (ES) ionization source
(LTQ, Thermo electron corporation®, USA). The column was a TSKGel Amide 80 newly
developed C18 amide 125 x 2.1 mm — 5 pm (Altima®, Alltech, France) maintained at 25 °C.
The mobile phase (0.2 mL/min flow rate) consisted initially in methanol/water/TFA
(40/60/0.1 v/v/v). A linear elution gradient was applied to reach methanol/TFA (100/0.1 v/v)
after 15 min. This methanol concentration was maintained for 8 minutes and decreased in 1
min to reach the initial methanol/water ratio until the end of the run (i.e. 34 min).

MS measurements were carried out with helium as the collision gas in the ion trap and
nitrogen as sheath (50), sweep (10) and auxiliary (10) gas in the source. MS parameters were
tuned as follows: electrospray positive ionization mode, capillary temperature of 300 °C,

source voltage at 5.0 kV.

2.7. Synthesis of isorhamnetin-3-O-glucoside esters

The enzymatic synthesis of isorhamnetin-3-O-glucoside esters was performed in the glass
device of a rotavapor equipped with a vacuum controller. The reaction medium was kept at
60°C and stirred at 150 rpm under vacuum (500 mbar). Each reaction was performed using
isorhamnetin-3-O-glucoside (5 mM) (Extrasynthese, France) in 5 mL of 2-methyl-2-butanol
previously dried on 4A molecular sieves and 50 mM acyl donor; ethyl laurate or ethyl
butyrate. After complete dissolution of the substrates (65°C, under stirring overnight), the
esterification reaction was started by adding 30 g/L of the lipase B from Candida antarctica

immobilized on an acrylic resin (CALB, Novozym 435%). This enzyme presents a propyl
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laurate synthesis activity of 7000 PLU.g"' and a protein grade of [1-10 %] (Novo Nordisk
A/S, Denmark). To evaluate the evaporation of the solvent during reactions, an internal inert
standard was used (2, 6-dimethylphenol at 0.2 g/L) (35). Reactions were stopped after 72 h by
removing the enzyme by filtration.

The time course of each reaction was monitored by HPLC (LC 10 AD — VP, Shimadzu,
France). Residual substrates and products were detected with an UV detector (254 nm) and a
light-scattering low temperature evaporative detector (Shimadzu, France). The conditions
used were as described before in 2.7 section but with a flow rate of 0.2 mL/min. Calibrations
were performed using standard substrates. The substrate conversion yield at the
thermodynamic equilibrium was determined using the following equation:

Y (%) = (1 - ( [substrate] cquilibrium / [Substrate] initiai) ) x 100

Initial specific reaction rates were estimated as the slope of the linear approximation during
the two first hours of reaction. The variation coefficient of reproducibility for both substrate

conversion rates and initial reaction rates was found to be inferior to 10%.

2.8. Purification and identification of acylated products

After elimination of the enzyme, the reaction medium was concentrated by the partial
evaporation of the solvent and then deposited on a TLC plate coated with Kieselgel 60. The
mixture was developed with ethyl acetate/ methanol/ water (100:8:7, v/v/v). A short portion of
the migration band containing the isorhamnetin-3-O-glucoside esters was detected by
spraying a NEU reagent solution. The silica was collected and products were solubilized in
methanol. Silica was eliminated by filtration and methanol was evaporated under reduced
pressure.

The presence of esters was checked by mass spectrometry with ESI source (SCIEX API

150EX, Perkin Elmer, France) in the infusion mode.

2.9. Biological activities of N. retusa flavonoids

2.9.1. Xanthine oxidase inhibition assay

Xanthine oxidase inhibition activity was evaluated by the slightly modified method of Cos et
al. (1998), which consists in the spectrophotometric monitoring of the formation of uric acid
from xanthine. Sample was dissolved in a small amount of DMSO (5%) and diluted with
buffer (200 mM, pH 7.8). Test solutions were prepared by adding xanthine (50 uM) (Sigma,
Germany), hydroxylamine (0.2 mM), EDTA (0.1 mM), and sample in various concentrations.

The reaction was started by adding 2.5 mU/mLxanthine oxidase (Sigma, Germany) in a
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phosphate buffer solution (pH 7.8, 200 mM). The mixture (2 mL) was incubated for 30 min,
at 37 °C, and then the reaction was stopped by adding 0.2 mL of HCI (0.58 M). The
absorbance of the mixture was measured at 290 nm. The uric acid production was calculated
from the differential absorbance with a blank solution without xanthine oxidase. A test
mixture containing no sample was prepared to determine the total uric acid production.
Allopurinol was used as standard for comparison. All tests were carried out in triplicate.

Results were expressed as mean values with standard deviations (+ SD).

2.9.2. Superoxide scavenging activity

To evaluate the superoxide scavenging activity of the extracts, the colouring reagent (300
pg/mL sulfanilic acid, 5 pg/mL N-(1-naphthyl)-ethylenediamine dihydrochloride and 16.7%
(v/v) acetic acid) was added to the reaction medium used for the determination of the xanthine
oxidase inhibition activity. The mixture stood for 30 min at 25 °C then the absorbance at 550
nm was measured. The test was performed for various concentrations sample used in the
xanthine and then the half-maximal scavenging concentrations (SC50), for each compound,

were calculated by linear regression analysis (Cos et al.,1998).

2.9.3. DPPH test

Determination of the antioxidant activity with the stable radical 2,2-diphenyl-I-
picrylhydrazyl (DPPH.-) (Sigma, Germany) radical scavenging method was performed.
The ability to scavenge the DPPH.- free radical was determined according to the method of
Atoui, Mansouri, Boskou and Kefalas (2005). A methanolic solution (50 upL) of the
compound to be tested was prepared at four different concentrations and added to 1.95 mL of
DPPH solution (6x10-5 M in methanol). The mixture was vigorously shacked with a vortex
mixer and incubated for 30 min in obscurity, then the decrease in the absorbance
corresponding to the remaining DPPH.- was measured at 517 nm. Methanol was used as a
blank solution. DPPH solution in methanol without any tested compound was used as control.
All analyses were carried out in triplicate and results represented the mean values with

standard deviation. The antioxidant activities of compounds were expressed as SC50.

2.9.4. Antiproliferative activity
2.9.4.1. Cell culture
Caco2 cells were kindly provided by the laboratory URAFPA (Nancy, France). These cells

were used between passages 30 and 50 and were cultivated in Dulbecco’s modified eagle
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medium (DMEM) with high glucose (4.5 g/L), (Sigma, Germany) and supplemented with
10% fetal calf serum (FCS), (EuroBio, France), 2 mM L-glutamine and 1% nonessential
aminoacids (GIBCO, USA). The cells were usually split when reaching confluence (5-7
days). They were first rinsed with Dulbecco’s phosphate-buffered saline without calcium (D-
PBS) (Sigma, Germany) and then trypsinized with a solution containing 0.25% trypsin and 1
mM EDTA (GIBCO, USA). For maintenance of the cell line, cells were seeded at
2x104 cells/cm?2 in flasks.

Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were obtained from European Collection of
Animal Cell Cultures (ECACC, UK) and cultivated in Endothelial Basal Medium (Sigma,
Germany). The medium was prepared by addition of the growth supplement. HUVEC cells

were cultivated between passages 1 and 5.

2.9.4.2. MTT test

Caco2 or HUVEC cells were seeded into 96-well microplates at 104 cells per well in 200 uLL
of appropriate culture medium. After 24 h, cells were exposed to various concentrations of the
compounds solubilized in DMSO (final concentration of DMSO did not exceed 1 %) and
incubated for 48 h at 37°C, under 5% CO2 atmosphere. The cytotoxicity of isoquercitrin and
its esters was determined using the colorimetric methylthiazoletetrazolium method based on
the reduction of the tetrazolium salt, 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-y)-2,5 diphenyltetrazolium
bromide (MTT) (Sigma, Germany) into a crystalline blue formazan product by the
mitochondrial oxidoreductases of viable cells. 50 uLL of MTT solution (2g/L) was added to
each well. After incubation for 4h at 37°C, the formazan crystals produced by active reductase
were dissolved in 150 puL isopropanol. The product was quantified spectrophotometrically by
absorbance measurement at 540 nm using a microplate reader. Each test was carried out in
quadruplicate, and each experiment was repeated twice. Results were expressed as IC50 mean
values with the standard deviations. IC50 was defined as the concentration of a molecule

leading to 50 % cell mortality.

3. Results and discussion
3.1 Extraction and extracts/fractions analyses

The different methods used for Nitraria retusa dry leave extractions are presented in figure 1.
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Figure 1: Preparation of extracts and fractions of N. retusa

Decoction was used to prepare aqueous extract. Four extractions were performed with Soxhlet
apparatus using increasing polarity solvents: hexane, chloroform, ethyl acetate and methanol.
Extraction yields, phenols and flavonoids content are presented in table 1. Water extraction
led to the highest extract yield (19 % of dry leaves weight). The methanol extract was
obtained with the highest efficiency (18% of dry leaves weight). TLC and HPLC analyses
showed that less polar solvents chloroform and hexane did not allow flavonoids extraction
(data not shown). Only methanol and ethyl acetate extracts exhibited significant flavonoids
content. As low extraction yield was obtained with ethyl acetate solvent (0.4%), methanol
extract (LME) and aqueous extract were used for further extractions.

Fractionation of LME led to four fractions: CHCI3F, EtOAcF, BuOHF and H,O fractions
with 0.6, 0.6, 3 and 16 % of dry leaves weight respectively. Dry aqueous extract was
extracted with methanol using two methods: soxhlet extraction (SoxXMAE) and maceration

(MMAE ) to compare the extraction efficiency of polyphenols and flavonoids. The SoxMAE
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was obtained with a slight higher yield of 9.5 % in comparison with MMAE (7.6 % of dry

leaves weight).

Table 1: Extraction yields, total flavonoid and phenolic compound contents of extracts and
fractions of N. retusa.

Extraction yields Total flavonoids Total phenolic compounds

(% of dry leaves weight)  mg equivalent quercetin ~ mg equivalent gallic acid / g

/ g dry matter dry matter

Ag-ext 19 11 30
MMAE 7.6 15 43
SoxMAE 9.5 19 48
LME 18 29 46
BuOHF 3 53 140
EtOACcF 0.6 60 170
CHCI;F 0.6 18 100
H,OF 14 5 20

As most antioxidant activities from plant sources derive from phenolic-type compounds
(Bravo, 1998), extracts were analyzed for total phenolic and flavonoid content (table 1). LME
extract exhibited the most important quantity of flavonoids compounds followed by SoxMAE,
MMAE and ag-ext extracts. The highest content of total polyphenol compounds was recorded
in the SoxMAE with 48 mg equivalent gallic acid/g of dry matter whereas polyphenol
compound contents of LME, MMAE and ag-ext were 46, 43 and 30 mg equivalent gallic
acid/g of dry matter respectively.

Among LME fractions, EtOAcF showed the highest flavonoids and polyphenolic compounds
contents with 60 mg equivalent quercetin and 170 mg equivalent gallic acid/ g of dry matter.
H,OF that was successively exhausted by three solvents (chloroform, ethyl acetate, butanol)
exhibited the lowest flavonoid and polyphenolic compounds with 5 mg equivalent quercetin
and 20 mg equivalent gallic acid/ g of dry matter.

To our knowledge, this study is the first one to determine the total flavonoid and polyphenol

contents of specie from Nitraria genus.
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3.2. Biological activities of N. retusa extracts and fractions
Extracts and fractions from leaves of N. retusa were investigated for their antioxidant and

antiproliferative activities.

A B
600 120
500 + 100
* Ag-ext I Ag-ext
T 400 + MMAE I 80 A
E E
2 300 SoxMAE « HME g 601
P P & LME
b & CHCI3F 12 SoxMAE
© 200 - Q 404 s
EtOAcF MMAE BuOHF
100 4 20 4 3 CHCI3F EtOACF
0 . . . . . . 0 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70
flavonoid concentration (mg/g) flavonoid concentration (mg/g)
C D
400 3
350
§ SoxMAE 251
300 { LME
= 5 o 1 Ag-ext
£ 250 - 3
E k. SoxMAE
2 200 £ 151 MMAE
I o
8 150 8 1]
100 - &= CHCI3F EtOAcF
0,5 - BUuOHF =
50 4 CHCI3F EtOAcF
0 ; ¢ ; ; ‘ ‘ 0 ‘ ; ; ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70
flavonoid concentration (mg/g) flavonoid concentration (mg/g)

Figure 2: Correlation between total flavonoid content and DPPH IC50 (A), superoxide 1C50
(B), xanthine oxidase IC50 (C) and antiproliferative IC50 (D).

3.2.1. Xanthine oxidase inhibition

The ability of the various extracts and fractions to inhibit xanthine oxidase has been
evaluated. Results were expressed in terms of IC 50. Some IC50 values could not be
determined, since the highest concentrations tested did not lead to inhibitions as high as 50%.
Thus, leaves methanol extract (LME) and aqueous extract (Ag-ext) presented IC50 values
over 400 pg/mL and, for H,O fraction, it was higher than 100 pg/mL. For the other

extracts/fractions, the IC50 values were plotted versus the flavonoid content. As can be seen
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in figure 2C, the rough trend of that plotting is: the higher the flavonoid content, the lower the
IC 50 value. That trend was based on results of SoxMAE, MMAE, BuOHF and EtOACF.
Indeed, for SoxMAE and MMAE which contained few flavonoids (15-19 mg eq. quercetin/g
dry matter), IC 50 values were close to 300 ug/mL, whereas for BuOHF and EtOACcF (53-60
mg eq. quercetin/g dry matter), IC 50 values were 51 and 15 pg/mL respectively. Fractions
exhibiting high phenolic compounds contents (table 1) were the most active; however, this
explanation was not sufficient to explain the high CHCI3F activity that could be due to its
high content in a particular aglycone flavonoid, isorhamnetin. Indeed, few studies already
reported that a higher activity was observed for aglycone flavonoids compared with their
glycosylated derivatives (Cos et al., 1998, Nagao., Seki & Kobayashi, 1999).

Figure 2 C shows that the xanthine oxidase inhibition activity could be linked not only to the
flavonoid and phenolic compound contents of the sample, but also to the nature of these
compounds, and eventually to the presence of other type of molecules. In fact, some authors
reported the possible synergism between polyphenolic compounds and other components
present in an extract, may contribute to its overall antioxidant activity (Shahidi, Wanasundara

and Amarowicz, 1994, Ordonez, Gomez, Vattuone and Isla, 2006).

3.2.2. Superoxide scavenging activity

A substance can be considered as a superoxide scavenger when its IC50 value for reduction of
the superoxide radical is lower than its IC50 value determined for XO inhibition (Cos et al.,
1998).

The ability of the various extracts and fractions of Nitraria retusa to inhibit the superoxide
radicals generated by xanthine oxidase was studied. All extracts were shown to be more
efficient scavengers of superoxide than xanthine oxidase inhibitors. Indeed, the IC50 values
of superoxide scavenging activity were significantly lower than the IC50 of xanthine oxidase
inhibition, ranging from 36 ug/mL for SoxMAE to 92 ug/mL for aqueous extract. LME and
MMAE extracts showed intermediate IC50 values of 53 and 47 pg/mL. Concerning the
various fractions, only BuOHF exhibited a scavenging activity toward superoxide radicals
generated by xanthine oxidase with IC50 values of 20 pg/mL. Ethyl acetate and chloroform
fractions inhibited xanthine oxidase but did not show additional superoxide scavenging
activity. When these IC50 values were plotted versus the flavonoid concentration of the
various samples (figure 2B), a global trend could be pointed out: the IC50 value decreased

when this concentration increased. The low activity of the Ag-ext may be due to the presence
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of numerous compounds depleted in antioxidant activity. The two different extractions with
methanol from this extract led to the concentration of active molecules.

The relation between superoxide scavenging activity and polyphenol contents was
demonstrated by many authors in the case of others plants. Hsu, Houng, Chang, Wu, Chang
and Wu (2005) showed that scavenging activity of Glossogyne tenuifolia fractions depended
on their polyphenol contents. Ethyl acetate fraction was the most efficient to scavenge
superoxide radical with an IC50 value of 25.4 pg/mL that was similar to the IC50 value
determined in the present study.

Radical scavenging activities of Bidens pilosa extracts were studied by Chiang, Chuang,
Wang, Kuo, Tsai and Shyur (2004). These authors found the following order of activities:
butanol fraction (IC50=11.43 pg/mL) > ethyl acetate fraction (IC50=59.73 png/mL) > total
crude extract (IC50=98.25 ug/mL) and water fraction (IC50>100 pug/mL).

3.2.3. DPPH scavenging activity

N. retusa extracts and fractions were further evaluated for their ability to quentch the DPPH
stable free radical. Concerning the extracts, the IC50 values ranged from 271 to 481 pg/ mL
and the highest scavenging activity (271 ug/mL) was found for LME. Then, all fractions from
LME were more active with IC50 values between 100 and 230 ug/mL. EtOAcF was found to
be the most active fraction (IC50 = 100 uM). Figure 2.A. presents the evolution of IC50
values versus the flavonoid contents of extracts and fractions. It shows that the radical
scavenging activity of extracts and fractions of Nitraria retusa depended on their flavonoid
compounds concentration. These results were in accordance with that found by several
authors who reported a correlation between polyphenols contents and extracts radical
scavenging activity and a higher activity for the ethyl acetate fraction (Hsu, Houng, Chang,

Wu, Chang and Wu , 2005; Ordonez et al.,2006).

3.2.4. Antiproliferative activity

Antiproliferative activity of N. retusa extracts and fractions towards Caco2 cells was
screened. All extracts reduced growth of Caco?2 cells with similar IC50 values (1.5 mg/ mL to
2.2 mg/mL).

LME organic solvents fractions were shown to be four time more active than this extract. The
fractions activities were dependent on total flavonoid and polyphenol compound contents:
EtOACF showed the lowest IC50 value (0.48 mg/mL) followed by BuOHF and CHCIsF that
presented IC50 values of 0.51 and 0.67 mg/mL, respectively. These values were plotted
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versus the total flavonoid contents of the various extracts/fractions (figure 2.D.). A good
correlation between antiproliferative activities of Ag-ext, SoxMAE, MMAE, EtOAcF and
BuOHF and their flavonoid compounds contents could be established. The most concentrated
extracts/fractions were the most active. However, that trend was not followed by CHCIsF
which exhibited a higher activity than other extracts of similar flavonoid content. Once more,
this result can be explained by its high content of phenols and/or isorhamnetin. Conversely,
LME was less active than expected considering its flavonoid content.

Other studies also reported that EtOAc fractions from various plants exhibited the highest
antiproliferative activities towards different cell lines (Yu, Chen and Chen, 2007; Hsu,

Houng, Chang, Wu, Cang & Wu, 2005).

3.3. Identification of flavonoids of Nitraria retusa active fractions

The most active fractions were analysed by LC-MS" to identify their flavonoid content. Four
major flavonoids were identified as isorhamnetin, isorhamnetin-3-O-glucoside, isorhamnetin-
3-O-rutinoside and isorhamnetin-3-O-robinobioside. Isorhamnetin was only present in a
significant amount in CHCI3F which contained a very low quantities of isorhamnetin-3-O-
glucoside, isorhamnetin-3-O-rutinoside and isorhamnetin-3-O-robinobioside (these two
isomers were detected as a double peak in chromatography). On the contrary, EtOAcF and
BuOHF presented high isorhamnetin-3-O-rutinoside and isorhamnetin-3-O-robinobioside
contents, few isorhamnetin-3-O-glucoside and no isorhamnetin.

This result is consistent with that of Halim, Saad, Hashish (1995), who identified seven

isorhamnetin-based flavonoids in Nitraria retusa.

3.4. Biological activities of N. retusa flavonoids

Major flavonoids present in active fraction/extracts were identified as isorhamnetin and three
glycosylated flavonoids derivatives corresponding to isorhamnetin-3-O-glucoside,
isorhamnetin-3-O-rutinoside and isorhamnetin-3-O-robinobioside. Their antioxidant, radical
scavenging and antiproliferative activities against Caco2 cancer cells were determined and

compared with those of other model flavonoids
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Table 2: IC50 values of N. retusa flavonoids, structural analogues and reference molecules for
DPPH and superoxide scavenging, xanthine oxidase inhibition and antiproliferative activity.

DPPH Superoxide Xanthine oxidase Antiproliferative
scavenging scavenging inhibition activity
IC 50 £ SD IC50 £ SD IC50 = SD IC50 £ SD
(M) (M) (uM) (M)
Quercetin 5.3+£0.04 30+0.2 53+0.1 802
Rutin 5.5+0.02 20+£2.0 129.0+£11.0 > 200
Isoquercitrin 5.6 £0.02 17.5+0.7 183.0+£9.0 > 200
Isorhamnetin 12.1 £ 0.40 30+£03 6.0£0.3 47 + 1
Isorhamnetin-3-O-rutinoside 21.3 £1.00 24 £1.0 102.0 £ 4.0 70+2
Isorhamnetin-3-O-glucoside 31.3+0.70 41+3.0 174.0+6.0 162 +5
Trolox 11.2+£0.25 - - -
Allopurinol - 33+03 24+0.1 -

Quercetin, isoquercitrin and rutin were chosen as references as they exhibit high structural
similarities with isorhamnetin and its both glycosylated derivatives, the sole difference

consisting in the presence of a methoxyl group instead of a hydroxyl group at the 3’ position.

3.4.1. Xanthine oxidase inhibition

The results concerning the xanthine oxidase inhibition effect of flavonoids are reported in
Table 2. Aglycone molecules as isorhamnetin and quercetin were the most active flavonoids,
exhibiting IC50 values of 5.3 and 6.0 uM respectively that were close to that of the reference
molecule allopurinol (2.4 uM). The presence of a methoxy group at C3’ on isorhamnetin B-
ring did not influence this antioxidant activity. However, the inhibitory effect greatly
decreased when the C3 hydroxyl group was glycosylated. In fact, isoquercitrin and rutin were
less active than quercetin and in the same way, isorhamnetin-3-O-glucoside and isorhamnetin-
3-O-rutinoside were less active than isorhamnetin. These results are in accordance with that of
Cos et al. (1998), showing that flavonoids glycosylation can affect their xanthine oxidase

inhibition activity.

3.4.2. Superoxide scavenging activity
A molecule is considered as a superoxide scavenger when its IC50 value for reduction of the

superoxide radical is lower than that found for the XO inhibition (Cos et al., 1998).
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The scavenging activity of tested flavonoids against enzymatic-generated superoxide anion in
a xanthine—xanthine oxidase system is shown in Table 2. All tested flavonoids respected this
condition: quercetin and isorhamnetin exhibited similar scavenging activities with an 1C50
value of 3 uM. These two aglycones were both efficient inhibitors of the xanthine oxidase and
scavengers of the superoxide anion. Glycosylated flavonoids, rutin, isoquercitrin,
isorhamnetin-3-O-glucoside and isorhamnetin-3-O-rutinoside were shown to be efficient to
scavenge the superoxide anion radical but poor inhibitors of the xanthine oxidase. In fact their
scavenging superoxide IC50 values of 20, 17.5, 41 and 24 uM respectively, were inferior to

their xanthine oxidase inhibition IC50 values of 129, 183, 174 and 102 uM respectively.

3.4.3. DPPH scavenging activity

The DPPH scavenging activity of tested flavonoids is illustrated in Table 2. Quercetin and its
glycosylated flavonoids showed a same antiradical capacity with IC 50 of 5 uM. Its
antioxidant activity in scavenging DPPH overmatched trolox (IC 50 = 11 uM). These results
were in accordance with Regasini et al. (2008) who reported that O-glycosylation at C-3 had a
slight negative influence on this activity.

Isorhamnetin, a 3’ methoxy derivative of quercetin is twice less active then quercetin and
presented an IC50 of 12 uM. Kim, Kim and Chung (2005) showed that at a concentration of
10 ppm, quercetin exhibited a DPPH scavenging percentage of 88% versus 55% for
isorhamnetin. Then, the 3’ position in the B ring of flavonols is important to confer an
antiradical activity.

At the opposite of quercetin and its glycosylated derivatives, the presence of a sugar residue at
C3 position resulted in a decrease of antioxidant activity of isorhamnetin, as was found for
1sorhamnetin-3-O-glucoside and isorhamnetin-3-O-rutinoside that showed IC 50 values of 21
and 31 uM, respectively. The association of the methoxylation at C3’ position and the

glycosylation at the C3 position significantly decreased the antiradical activity of flavonoids.

3.4.4. Antiproliferative activity

To investigate whether the N. refusa flavonoids and their structural analogues affected the cell
viability, the MTT assay was used to evaluate the mitochondrial activity and, indirectly, the
cell viability of cells treated with different flavonoids during 48h.

The rutin and isoquercitrin with IC50 values > 200 uM were less effective than their

aglycone, quercetin (IC50=80 uM). This result was in accordance with that of Zielinska,

Gulden and Seibert, (2003) who showed that quercetin was more active on rat C6 glioma cells
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than rutin and isoquercitrin. Kuo, (1996) studied the effect of quercetin and rutin on Caco2,
HT29 and IEC-6 cells and showed that after 48 h of treatment, quercetin exhibited a growth
inhibition of all cells lines studied with IC 50 values between 30 and 40 uM. However,
treatment with rutin did not effect cell proliferation. These authors indicated that treatment of
cells with 50 uM quercetin affected the transepithelial resistance of Caco2 cells. While
treatment with 100 uM of rutin did not lead to any changes in transepithelial resistance of
Caco 2 cells. Other studies showed that a single treatment with quercetin (5.5 uM) activated
both apoptosis and differentiation programs in K562 human leukemia cells (Csokay, Prajda,
Weber and Olah, 1997). Boyer, Brown and Rui, (2004) showed that quercetin aglycone was
absorbed by the Caco?2 cells in higher concentrations than isoquercitrin.

In the present study, Nitraria retusa flavonoids, isorhamnetin and isorhamnetin-3-O-
rutinoside exhibited a higher antiproliferative activity on Caco?2 cells, with IC50 values of 47
and 70 respectively, than quercetin, one of the most thoroughly investigated plant flavonoids
for antiproliferative and anticancer activities (Zielinska, Gulden and Seibert, 2003). These
results are in accordance with that of Teng, Lu, Wang, Tao and Wei, (2006), who studied the
cytotoxic effect of isorhamnetin on human hepatocellular carcinoma cells (BEL-7402). These
authors demonstrated that this flavonoid caused a cytotoxicity effect on BEL-7402 with a
IC50 value of 74.4 ug/mL after 72h of treatment.

Isorhamnetin-3-O-glucoside (IC50=162 uM) was more active than isoquercitrin, its structural
analogue with a hydroxyl group at the C3’ position. Plochmann et al. (2007) studied the
effects of methoxylation of hydroxyl residues of flavonoids on cytotoxicity and showed for
instance that isorhamnetin is more cytotoxic than quercetin. These authors indicated that
higher methoxylated compounds were significantly more toxic than the less methoxylated

molecules.

3.5. Isorhamnetin-3-O-glucoside esters synthesis

To study the effect of acylation on Nitraria retusa flavonoids activity, isorhamnetin-3-O-
glucoside was chosen to be acylated. In fact this flavonoid could be a good substrate for the
lipase B of Candida antarctica which showed a strong selectivity for flavonoids glycosides
presenting a primary aliphatic hydroxyl group on their sugar moiety (Chebil, Humeau,
Falcimaigne, Engasser and Ghoul 2007). So, isorhamnetin-3-O-glucoside was acylated by
fatty acid ethyl esters using the lipase B of Candida antarctica in 2-methyl-2-butanol (M,B>)
which allowed the complete solubilisation of both substrates at the concentrations used in the

present study. A molar ratio of 1/10 (flavonoid / acyl donor) was chosen as it was previously
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demonstrated to be optimal in terms of acylation rate (Chebil, Humeau, Falcimaigne,
Engasser and Ghoul, 2006). The temperature was kept at 65°C and a pressure of 500 mbar
was applied to favour the alcohol by-product evaporation. No product was detected when
fatty acid ethyl esters and isorhamnetin-3-O-glucoside were incubated in the absence of
enzyme. Under these conditions, for the two acyl donors, only one major product was
obtained and identified as a monoester, isorhamnetin-3-O-glucoside butyrate (C4:0)
(M+H"=549 g/mol), isorhamnetin-3-O-glucoside laurate (C12:0) (M+H'=661 g/mol). The
regioselectivity of the reaction was determined by fragmentation MS analyses of the purified
products.

To our knowledge, the ability of the CALB to catalyze the esterification of isorhamnetin-3-
O-glucoside has never been reported. This enzyme was shown to be able to catalyse the
esterification of other flavonols glucoside such as isoquercitrin, rutin and naringin (Chebil,
Humeau, Falcimaigne, Engasser and Ghoul, 2006)

Both the conversion yields of isorhamnetin-3-O-glucoside and the initial rates of reaction for
the two acyl donors were determined. The two reactions reached their thermodynamic
equilibrium at 72h. The total conversion yield of isorhamnetin-3-O-glucoside depended on the
carbon chain length of the acyl donor used. It decreased from 94 % for ethyl laurate to 81 %
for ethyl butyrate. These results are in accordance with that found by Ardhaoui, Falcimaigne,
Ognier, Engasser, Moussou, Pauly, Ghoul and (2004) who studied rutin acylation reactions
catalyzed by the CALB, using free fatty acids with acyl chain length varying from 6 to 18
carbons. These authors showed that for carbon chain lengths lower than C12, the
performances of the reaction increased with the fatty acid chain length.

No influence of the acyl donor chain length on the kinetics of isorhamnetin-3-O-glucoside
acylation was observed. Indeed similar apparent initial rates of 3.2 pmol/h were obtained for

the two acyl donors tested.

3.6. Biological activities of isorhamnetin-3-O-glucoside esters
All isorhamnetin-3-O-glucoside esters were purified in order to study their antioxidant and

antiproliferative activities and to compare them with isorhamnetin-3-O-glucoside activities.
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Table 3: IC50 Values of isorhamnetin-3-O-glucoside and its esters on DPPH, Superoxide
Anion Scavenging, xanthine oxidase inhibition and antiproliferative activity.

DPPH Superoxide Xanthine oxidase Antiproliferative
scavenging scavenging inhibition activity
IC50 £ SD IC50 £ SD IC50 £SD IC50 £ SD
(uM) M) M) M)
Isorhamnetin-3-O-glucoside 31.3+£0.7 41+3 174+ 6 162+5
Isorhamnetin-3-O-glucoside laurate > 50 68 1341 81+6
Isorhamnetin-3-O-glucoside butyrate > 50 84 61+3 100+ 11

3.6.1. Xanthine oxidase inhibition

Inhibition of xanthine oxidase (XO), antioxidant and antiproliferative activities of purified
isorhamnetin-3-O-glucoside esters were determined and compared with those of isoquercitrin
(Table 3). Allopurinol, which is routinely used as XO inhibitor, constituted the reference
molecule with an IC 50 value of 2.4 uM. Isorhamnetin-3-O-glucoside was shown to display
only a weak xanthine oxidase inhibitory activity with an IC 50 value of 174 uM. The
acylation of this molecule significantly enhanced its xanthine oxidase inhibitory potential.
Indeed, isorhamnetin-3-O-glucoside esters showed a higher XO inhibition activity than
isorhamnetin-3-O-glucoside: the lauroyl ester exhibited a low IC50 value of 13 uM while the
butyroyl ester was demonstrated to be less efficient to inhibit the XO whith an IC50 value of
61 uM. These results are in accordance with those described by Jagadeeshwar Rao, Tiwari,

Kumar, Reddy, Ali and Rao (2003) who found that XO inhibition activity of mesquitol esters
increased with their carbon acyl chain length. These authors found a linear relationship
between the log IC50 of mesquitol esters and their acyl chain length. This result could be
explained by the improvement of the lipophilicity of the esters allowing a better affinity to the

active site of XO.

3.6.2. Superoxide radical scavenging activity

A molecule is considered as a superoxide scavenger when its IC50 value for reduction of the
superoxide radical is lower than that found for XO inhibition (Cos et al., 1998). Conversely to
sorhamnetin-3-O-glucoside, the, lauryl and butyryl esters didn’t respect this condition

exhibiting IC50 values of 68 uM and 84 uM, respectively (Table 3).
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3.6.3. DPPH radical scavenging activity

The DPPH radical scavenging activity of isorhamnetin-3-O-glucoside lauryl and butyryl
esters was assessed using trolox as reference molecule. This activity was expressed as SC50
values (Table 3) Esters were found to exhibit a lower radical scavenging activity than
isorhamnetin-3-O-glucoside with SC50 values superior than the highest concentration tested,
50 uM.

Some authors studied the DPPH antiradical activity of phenolic esters and showed that their
activity was independent of the acyl chain length (Takahashi, Tamagawa, Kubo, Fukui,
Wakabayashi, Honda, 2003; Jagadeeshwar Rao, Tiwari, Kumar, Reddy, Ali and Rao).
Takahashi, Tamagawa, Kubo, Fukui, Wakabayashi, Honda, (2003) showed similar results in
the case of alkylaminophenols of various alkyl chain lengths. Jagadeeshwar Rao, Tiwari,
Kumar, Reddy, Ali and Rao (2003) showed that acylation of mesquitol slightly or not

influence its DPPH scavenging activity.

3.6.4. Antiproliferative activity

The influence of acylation and acyl donor nature in a-ntiproliferative activity of
isorhamnetine-3-0O-glucoside was determined and the effect of isorhamnetin-3-O-glucoside
and its fatty acid esters on tumoral Caco?2 cells growth was investigated. Results showed that
acylation enhanced antiproliferative activity of isorhamnetin-3-O-glucoside, so esters showed
a lower IC50 of 81 and 100 uM for isorhamnetin-3-O-glucoside laurate and isorhamnetin-3-
O-glucoside butyrate than their parent molecule that showed an IC50 of 162 pM.
Isorhamnetin-3-O-glucoside laurate, that has the longer carbon chain (C12) was more potent
than the shorter esters, isorhamnetin-3-O-glucoside butyrate (C4). In fact, the addition of a
hydrophobic moiety to a flavonoid was expected to increase its lipophilicity and consequently
its ability to interact with the cell membrane and their transfer through it (Mellou, Loutrari,

Stamatis, Roussos, Kolisis (2006).

4. Conclusion

In the present study, biological activities of Nitraria retusa extracts/fractions were studied.
The most active were extracts with high flavonoid contents excepted chloroform extract that
contain low flavonoid content but a high isorhamnetin relative ratio. In fact, isorhamnetin
exhibited high biological activities, such as antiproliferative and xanthine oxidase inhibition,
similar to that found with quercetin. However this compound is present in low quantities in all

other extracts that mainly contained glycosylated isorhamnetin derivatives.
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To improve these extracts activities, two strategies can be used: The first method concerns
acylation of extracts containing glycosylated flavonoids to increase the hydrophobicity of
flavonoids and consequently to enhance the membrane permeability towards these molecules.
The present study showed that acylation of isorhamnetin-3-O-glucoside led to the
improvement of its antiproliferative activity towards Caco2 cells and its xanthine oxidase
inhibition activity.

The second strategy concerns the addition of glycosidases to hydrolyse glycoside moiety and
increase the ratio of aglycones flavonoids that exhibited higher biological activities than

glycosylated derivatives (Do et al., 2009).
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3. Contribution de ’article

L’analyse du contenu en flavonoides totaux et en polyphénols des différents extraits et
fractions préparés a montré que le méthanol est un solvant approprié pour 1’extraction de ces
métabolites secondaires a partir des feuilles de Nitraria retusa. Le fractionnement de I’ extrait
au méthanol a 1’aide de solvants organiques de polarité croissante a permis ensuite de
concentrer les flavonoides, la fraction a I’acétate d’éthyle étant la plus riche. L’analyse des
différents extraits et fractions a permis d’identifier les flavonoides majoritaires présents dans
les feuilles de Nitraria retusa : il s’agit de I'isorhamnétine, 1’isorhamnétine-3-O-glucoside,
I’isorhamnétine-3-O-rutinoside et probablement 1’isorhamnétine-3-O-robinibioside. Ces
molécules présentent une grande analogie structurale avec la quercétine et ses dérivés

glycosylés isoquercitrine et rutine.

L’étude des activités biologiques des extraits et des fractions a permis de mettre en
évidence une corrélation entre leurs teneurs en flavonoides et leurs activités biologiques.
Ainsi les extraits les plus riches en flavonoides présentent les activités antioxydantes les plus
importantes. D’autre part, les résultats obtenus suggerent que les activités des extraits et des
fractions dépendent également de la nature des flavonoides présents. Ainsi, la fraction la plus
riche en isorhamnétine (fraction au chloroforme) s’est montrée tres active, bien que ne faisant
pas partie des milieux les plus riches en flavonoides. Afin de tenter de relier la structure des
flavonoides aux activités des extraits qui les contiennent, ces derniers ont été purifiés. L’étude
de leurs activités antioxydantes et cytotoxiques a montré que les formes glycosylées de
I’isorhamnétine présentent des activités plus faibles que celles de leur analogue aglycone, ce
qui rejoint les résultats obtenus pour la quercétine, 1’isoquercitrine et la rutine. On peut ajouter
a ces observations que I’activité antiradicalaire des flavonoides dérivant de 1’isorhamnétine
est inférieure a celle observée pour les flavonoides dérivant de la quercétine. Ceci pourrait

étre li€ a I’absence de fonction catéchol dans ces molécules.

Concernant I’inhibition de la xanthine oxydase et la cytotoxicité vis-a-vis des cellules
cancéreuses, on a pu noter une action plus marquée des flavonoides de Nitraria retusa par

rapport aux flavonoides de référence quercétine, rutine et isoquercitrine.

201



Chapitre V Résultats et discussion

L’acylation enzymatique de I’isorhamnétine-3-O-glucoside, catalysée par la lipase B
de Candida antarctica a conduit a la synthése d’esters, résultant de 1’acylation sélective de
I’hydroxyle primaire du flavonoide. Ainsi, le laurate d’isorhamnétine et le butyrate
d’isorhamnétine ont été préparés avec des rendements de 94 % et 81 %, respectivement.

Les activités de ces esters ont été étudiées et comparées a celles de 1’isorhamnétine. Nous
avons ainsi pu montrer que 1’acylation améliore I’activité cytotoxique et le pouvoir inhibiteur
de la xanthine oxydase du flavonoide, le dérivé laurate étant plus actif que le dérivé butyrate.
Cette observation est en accord avec des travaux de la littérature suggérant que le caractere
lipophile des composés pourrait favoriser ces deux activités (Madhusudana Rao et al., 2005 ;
Melou et al., 2005). En ce qui concerne ’activité antiradicalaire, au contraire, les esters

d’isorhamnetine-3-O-glucoside se sont montrés moins actifs que la molécule non acylée.
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4. Complément de résultats:
Activité antiproliférative des flavonoides et des esters

d’isorhamnétine-3-O-glucoside vis-a-vis des cellules HUVEC.

4.1. Activité antiproliférative des flavonoides vis-a-vis des cellules
HUVEC

Les activités antiprolifératives des flavonoides de Nitraria retusa et de leurs esters vis-
a-vis des cellules cancéreuses Caco2 ayant été mises en évidence, une étude complémentaire
de la toxicité de ces mémes molécules vis-a-vis de cellules normales a été réalisée afin de

mettre en évidence une éventuelle sélectivité.

Les pourcentages de mortalité de cellules Caco2 et des cellules HUVEC apres

traitement pendant 48 h a différentes concentrations des flavonoides sont présentés dans les

figures 66 et 67.
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Figure 66: Mortalité de cellules HUVEC déterminée par le test MTT apres 48 h de traitement avec différentes
concentrations de flavonoides : 50, 100 et 200 uM. Tous les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport a
des cellules de référence cultivées en présence de 1% de DMSO et en absence de flavonoides. Les valeurs
représentent la moyenne + écart type (SD) (n=4).
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Figure 67: Mortalité des cellules Caco2 (%) déterminée par le test MTT apres 48 h de traitement avec différentes
concentrations de flavonoides : 50, 100 et 200 pM. Tous les résultats sont exprimés en moyenne * écart type
(SD) (n=4). Les CI50 sont exprimées en uM.

A partir de ces résultats, plusieurs observations peuvent étre faites :

Tous les flavonoides présentent une activité antiproliférative dose dépendante vis-a-vis

des deux lignées cellulaires.

En ce qui concerne les flavonoides glycosylés, ceux-ci sont moins actifs sur les
cellules HUVEC ou Caco2 que les aglycones quercétine et isorhamnétine correspondants. De
méme, Matsuo et al. (2005) ont montré que la quercétine est significativement cytotoxique
vis-a-vis des cellules HUVEC avec une CI 50 de 303 uM tandis que son dérivé glycosylé, la
rutine, n’a présenté aucune cytotoxicité vis-a-vis de cette méme lignée cellulaire. Dans le cas
des flavonoides de Nitraria retusa, des pourcentages de mortalité ne dépassant pas 1% pour
I’isorhamnétine-3-O-glucoside et 3% pour I’'isorhamnétine-3-O-rutinoside a 200 uM ont été
obtenus. Ces composés présentent une activité antiproliférative plus conséquente vis-a-vis des
cellules Caco2 (CI50 de 162 uM pour I’isorhamnétine-3-O-rutinoside et de 70 uM pour

I’isorhamnétine-3-O-glucoside) que vis-a-vis des cellules HUVEC. Ces résultats suggerent
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L’existence d’une sélectivité d’action de ces deux flavonoides, en faveur de la
destruction des cellules cancéreuses. Dans tous les cas, aucun effet de la longueur de la chaine

glycosidique n’est observé.

Quant aux molécules aglycones, I’isorhamnétine est la molécule qui possede I’activité
antiproliférative vis-a-vis des cellules Caco?2 la plus élevée parmi les six flavonoides étudiés,
avec un pourcentage de mortalité de 77 % a 200 uM. Celle-ci est également la plus active vis-
a-vis des cellules HUVEC quelle que soit la concentration. La quercétine, analogue structural
non méthylé de I’isorhamnétine présente un comportement similaire : elle induit 25 % de
mortalité des cellules HUVEC contre 70 % de mortalité des cellules Caco2, a 200 uM.
L’utilisation de concentrations plus faibles permet de diminuer la mortalit¢ des cellules
HUVEC (pourcentages de 2 et 7 % respectivement) mais conduit aussi a une diminution de la
mortalité¢ des cellules Caco2 (44 et 55% pour des concentrations de 50 et 100 uM,

respectivement).

La rutine et I’isoquercitrine présentent des profils d’action similaires : elles sont
faiblement cytotoxiques vis-a-vis des cellules cancéreuses, méme a forte concentration. Par

ailleurs, elles présentent une action délétere vis-a-vis des cellules normales non négligeable.

Dans la littérature, différents effets concernant la sélectivité de flavonoides vis-a-vis
de cellules cancéreuses et de cellules normales ont été rapportés. Ainsi, ’activité cytotoxique
de la quercétine vis-a-vis de cellules cancéreuses leucémiques a été étudiée par Lugli et al.
(2009) qui ont montré que la quercétine induit 1’apoptose des cellules cancéreuses, mais pas
celle des cellules normales mononucléées du sang périphérique (PBMC). De méme, Paliwal
et al. (2005) ont également étudié la cytotoxicité de la quercétine vis-a-vis de cellules
cancéreuses et de cellules saines de la peau humaine ; ils ont montré que cette molécule
présente une CI50 de 9 uM vis-a-vis des cellules cancéreuses et de 86 uM vis-a-vis des
cellules saines. Cependant, Brown et al. (2003) n’ont observé aucune sélectivité de 1’activité
cytotoxique de la quercétine vis-a-vis des cellules cancéreuses SCC (cellules de I’épiderme
oral humain) par rapport aux cellules normales NOMC (cellules normales de la muqueuse

orale) avec des CI 50 de 30 et 31 uM, respectivement.
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4.2. Activité antiproliférative des esters d’isorhamnétine-3-0-glucoside

vis-a-vis des cellules HUVEC

Dans I’étude de la sélectivité des esters d’isoquercitrine, le butyrate d’isoquercitrine et
le laurate d’isoquercitrine semblaient présenter des activités intéressantes, c’est pourquoi le
laurate d’éthyle et le butyrate d’éthyle ont été utilisés pour 1’acylation de 1’isorhamnétine-3-

O-glucoside.

Les résultats de cytotoxicité des deux esters obtenus vis-a-vis des cellules cancéreuses

Caco?2 et des cellules normales HUVEC sont présentés dans les figures 68 et 69.

o 100 uM

100 - B 200 uM

90 -
80 -
70 CI 50=154+4
60 -
50 -
40 -
30
20
10 -
04

pourcentage de mortalité (%)

Isrh gluc Isorh but Isorh laur

Figure 68: Mortalité des cellules HUVEC (%) déterminée par le test MTT apres 48 h de traitement avec
différentes concentrations d’isorhamnétine-3-O-glucoside et de ses esters : 50, 100 et 200 uM. Tous les résultats
sont exprimés en moyenne * écart type (SD) (n=4)
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Figure 69: Mortalité des cellules Caco2 (%) déterminée par le test MTT apres 48 h de traitement avec différentes
concentrations d’isorhamnétine-3-O-glucoside et de ses esters : 50, 100 et 200 uM. Tous les résultats sont
exprimés en moyenne + écart type (SD) (n=4)
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L’acylation de I’isorhamnétine-3-O-glucoside par 1’acide butyrique et I’acide laurique
a permis d’améliorer le pouvoir cytotoxique de cette molécule vis-a-vis des cellules
cancéreuses Caco2. Toutefois, la cytotoxicité vis-a-vis des cellules saines s’est trouvée elle
aussi augmentée, conduisant a une sélectivité moins importante des esters synthétisés par

rapport a la molécule originelle, I’isorhamnétine-3-O-glucoside.

L’acylation de I’isoquercitrine (chapitre IV) et de I’isorhamnétine-3-O-gucoside a eu
un effet différent sur la sélectivité des esters obtenus : 1’acylation de I’isoquercitrine avec le
butyrate d’éthyle et le laurate d’éthyle a amélioré sa sélectivité tandis que I’acylation de
I’isorhamnétine-3-O-glucoside a eu un effet contraire. Ces résultats montrent que la sélectivité
des esters est dépendante a la fois de la nature du donneur de groupement acyle et du
flavonoide acylé ainsi que 1I’ont montré Mellou et al. (2006). Ces auteurs ont, en effet, mis en
évidence l’effet positif de 1’acylation de la rutine sur son activité antitumorale et

antiangiogénique, alors qu’aucun effet n’est observé lors de I’acylation de la naringine.

4.3. Purification, acylation et activités biologiques de ’isorhamnetine-3-
O-rutinoside
4.3.1. Purification de I’isorhamnetine-3-O-rutinoside a partir de la fraction

au butanol

L’analyse CLHP et CL-SM de la fraction au butanol (FBuOH) obtenue a partir de
I’extrait au méthanol de Nitraria retusa montre la présence d’un pic majoritaire

d’isorhamnétine-3-O-rutinoside (pic 2 dans la figure 70).

Isorhamnetine-3-O-rutino side

"
"
e |2

Figure 70: Chromatogramme de la FBuOH apres analyse CLHP a 254 nm en utilisant une colonne C18
AltimaAmide 4,6 x 150 Altech.
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Le temps de rétention de pic (2) correspond exactement a celui de I’isorhamnétine-3-
O-rutinoside standard utilisé. Cependant cela n’exclut pas la possibilité de présence de
I’isorhamnétine-3-O-robinobioside, isomere de 1’isorhamnétine-3-O-rutinoside, au niveau de
ce pic. L’isorhamnétine-3-O-robinobioside sort probablement dans le pic (1) au niveau duquel
une masse de 625 g/mol qui correspond bien 2 M+H" de 1’isorhamnétine-3-O-robinobioside a

été identifiée par analyse CL-SM.

Afin de purifier le pic correspondant a I’isorhamnétine-3-O-rutinoside, la fraction au
butanol a été injectée en plusieurs fois a I’aide d’un appareil CLHP semi préparative Biocad.
Les volumes correspondant aux pics de l'isorhamnétine-3-O-rutinoside collectés, ont été
rassemblés et le solvant evaporé. L’isorhamnétine-3-O-rutinoside obtenue est analysée par

spectroscopie de masse, en infusion directe (ESi, mode d’ionisation positif) (figure 71).
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Figure 71: Spectre de masse d’isorhamnétine-rutinoside purifiée a partir de la FBuOH

L’analyse en spectométric de masse de I’isrohamnétine-rutinoside obtenue par
purification a 1’aide de la chromatographie semi préparative montre la présence de la
molécule obtenue avec une masse moléculaire, M+H'= 625 g/mol, son adduit sodium
M+Na*'=647 g/mol ainsi que les masses correspondant a ses produits de dégradation :

I’isorhamnétine-glucoside (M+H =479 g/mol) et I’isorhamnétine (M+H"=317 g/mol).
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4.3.2. Acylation de I’isorhamnétine-3-O-rutinoside purifiée a partir de la

fraction au butanol.

Les rendements obtenus lors de [I’acylation de I’isorhamnetine-3-O-glucoside
commercialisé étant corrects, les mémes conditions de réaction ont été utilisées pour
I’acylation de I’isorhamnetine-3-O-rutinoside purifié a partir de FBuOH. Cependant, aucun
produit n’a été obtenu apres 96 h de réaction. Une hypothese qui pourrait étre émise pour
expliquer ce résultat est que I’isorhamnetine-3-O-rutinoside obtenu est mélangé avec des
petits phénols qui ne sont pas détectables par les différents méthodes d’analyse utilisées :
CCM, CLHP ou CLSM et qui peuvent inhiber I’enzyme et par conséquent empécher
I’acylation de I’isorhamnetine-3-O-rutinoside. La présence éventuelle de traces de solvant

(TFA) utilisé pour la purification peut également inhiber I’enzyme.

Ce résultat parait surprenant étant donné que l’acylation de la rutine, analogue
structural non méthylé de 1’isorhamnetine-3-O-rutinoside, par la lipase B de Candida
antarctica avec 1’acide palmitique a déja été décrite avec des rendements proches de 70%

(Ardhaoui et al., 2004).

4.3.3. Comparaison des activités biologiques de I’isorhamnétine-3-O-
rutinoside purifiée a partir de la fraction au butanol et I’isorhamnétine-3-O-

rutinoside commercialisée.

Les activités biologiques de 1’isorhamnétine-3-O-rutinoside purifiée ont été évaluées

et comparées a celles trouvées pour 1’isorhamnétine-3-O-rutinoside commercialisée.

Les activités antioxydantes et antiprolifératives sont présentées dans le tableau 15
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Tableau 15: Comparaison des activités biologiques d’isrohamnétine-3-rutinoside commercialisée et de
d’isrohamnétine-3-rutinoside purifiée

Piégeage du Piégeage du radical inhibition de la Activité
radical DPPH Superoxide CI50 + xanthine oxidase antiproliferative
CI50 + SD uM) SD (uM) CI50 + SD (uM)

Caco2 HUVEC
IC50 + 2200 uM
SD (uM) (% de

mortalité)
Isrh-3-rut commercialisée 21 +1 24+1 102+4 70+2 3+3
Isrh-3-rut purifiée 35+3 30+2 90+3 84+4 2+1

Les résultats des activités biologiques de I’isorhamnétine-3-rutinoside purifiée
montrent des faibles différences par rapport aux activités de 1’isorhamnétine-3-rutinoside
commercialisée. Par exemple, I’'isorhamnétine-3-rutinoside commercialisée apparait plus actif
dans les tests de piégeage des radicals DPPH et superoxyde avec des CI 50 de 21 et 24 uM
contre 35 et 30 uM pour I'isorhamnétine-3-rutinoside purifiée. De méme 1 activité
antiproliférative vis-a-vis des cellules Caco2 de I’isorhamnétine-3-rutinoside commercialisée
est 1égerement supérieure a celle de 1’isorhamnétine-3-rutinoside purifiée avec des CI 50 de
70 et 84 uM respectivement. Cependant, dans le cas de I’inhibition de la xanthine oxydase,
I’isorhamnétine-3-rutinoside purifiée semble légerement plus active que 1’isorhamnétine-3-
rutinoside commercialisée avec des CI 50 de 90 et 102 uM respectivement. Concernant la
selectivité vis-a-vis des cellules cancéreuses, les deux molécules ont montré une importante
selectivité en induisant une faible mortalité de 2 & 3 % vis-a-vis des cellules normales

HUVEC a 200 uM.

Ces légeres différences d’activités pourraient €tre dues a la présence d’autres
molécules présentes avec 1’isorhamnétine-3-O-rutinoside purifiée. Il pourrait notament s’agir
d’isorhamnétine-3-O-robinobioside, dont la séparation de son isomere isorhamnétine-3-O-
rutinoside n’est pas aisée, ou d’autres molécules de type petits phénols qui eux expliqueraient

I’absence de réaction de synthese.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Les travaux de cette these se sont articulés autour de deux axes d’investigation :

- d’un point de vue applicatif, il s’agissait de valoriser une plante, Nitraria retusa,
Cette derniere est déja utilisée depuis de nombreuses années en médecine traditionnelle et
d’hypothétiques corrélations entre les activités de la plante et son contenu en flavonoides ont
été rapportées. C’est pourquoi, notre étude a consisté a étudier les flavonoides constitutifs de
des feuilles de N. retusa, a les identifier, a évaluer leurs activités telles que leurs propriétés
antioxydantes et antiprolifératives et de les comparer avec celles d’autres flavonoides

modeles, analogues structuraux plus connus.

d’un point de vue cognitif, I’objectif concernait la mise au point d’'une méthodologie
de couplage des flavonoides extraits de N. retusa avec des molécules susceptibles de renforcer
leurs activités ou d’en apporter de nouvelles pour produire des dérivés fonctionnels.
L’association acides aminés-flavonoides initialement envisagée n’ayant pas abouti, c’est une
voie de modification structurale de flavonoides par acylation avec des acides gras qui a été

plus particulierement étudiée.

En ce qui concerne la valorisation de N. retusa par extraction de ses composés
phénoliques et flavonoides, différentes étapes d’extraction et de fractionnement des feuilles,
impliquant divers procédés et solvants ont été réalisées. L’extraction au méthanol des feuilles
seches de la plante, suivie d’un fractionnement a 1’aide de solvants de polarité croissante est
apparu comme un protocole performant pour préparer un extrait riche en flavonoides
contenant jusqu’a 170 mg/g de masse seche de polyphénols totaux et 60 mg/g de masse seche

de flavonoides.

L’identification par CLHP et SM" a montré la présence majoritaire de 4 flavonoides
majoritaires, a savoir, I’isorhamnétine, 1’isorhamnétine-3-O-rutinoside et 1’isorhamnétine-3-
O-glucoside et probablement 1’isorhamnétine-3-O-robinobioside. Ces molécules se

répartissent dans les différents extraits de la maniere suivante: I’isorhamnétine, molécule la

211



Conclusions et perspectives

moins polaire est extraite par le chloroforme, les flavonoides glycosylés, et par conséquent

plus polaires sont davantage concentrés dans les fractions a 1’acétate d’éthyle et au butanol.

Ainsi, Nitraria retusa peut étre considérée comme une plante riche en polyphénols et
en flavonoides. De plus, cette plante contient des flavonoides qui sont peu disponibles, ce qui

pourrait faire d’elle une source intéressante d’isorhamnétine et de ses dérivés glycosylés.

Par ailleurs, nous avons montré que les extraits et les fractions obtenus présentent des
activités antiradicalaires et antioxydantes intéressantes, vis-a-vis des radicaux DPPH et de
I’anion superoxyde en présence du systtme xanthine/xanthine oxydase. L’activité
antiradicalaire est dépendante du contenu en flavonoides et en polyphénols totaux des extraits
et une relation linéaire a été établie, les fractions les plus riches en flavonoides étant les plus
actives. Cependant, 1’intensité de I’activité antioxydante ne dépend pas uniquement de la
teneur globale en flavonoides mais également de leur nature. Ainsi, la tres forte inhibition de
la xanthine oxydase et I’'importante capacité inhibitrice du radical DPPH par la fraction au
chloroforme, pourtant peu concentrée en flavonoides, peuvent €tre attribuées a sa forte teneur

en isorhamnétine, molécule particulierement active vis-a-vis de la xanthine oxydase.

De méme, une tendance a été montrée, indiquant que les extraits les plus riches en
flavonoides présentent des activités antiprolifératives les plus élevées vis-a-vis des cellules

cancéreuses de colon humain, Caco?2.

Afin de mieux comprendre 1’influence de la nature des composés contenus dans les
extraits sur leurs activités, les activités biologiques de 1’isorhamnétine et de deux dérivés
glycosylés de cet aglycone, 1’isorhamnétine-3-glucoside et 1’isorhamnétine-3-rutinoside ont
été étudiées et comparées a celles de leurs homologues structuraux respectifs la quercétine,

I’isoquercitrine et la rutine.

Dans le tableau 16, quelques données sont synthétisées permettant de donner des éléments de
relation structure-fonction pour relier la présence simultanée de la méthoxylation ou/et de la

glycosylation d’une molécule de base, la quercétine (figure 72), sur ses activités biologiques.
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Figure 72: Structure de la quercétine
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Tableau 16: Influence de la structure des flavonoides sur leurs activités biologiques.

Effet de la Effet de la Méthoxylation +
méthoxylation en glycosylation en glycosylation
position 3’ position 3
Xanthine 0 - +
oxydase
Piégeage de 0 0 0
superoxyde
Piégeage de - 0 -
DPPH
Activité ++ - +
antiproliférative
0 : sans effet

+ : effet positif
++ : effet treés positif
- effet négatif

Ainsi différentes tendances ont été mises en évidence :

* L’1sorhamnétine, flavonoide aglycone est apparu comme étant le plus actif avec des
activités comparables a celles de la quercétine, composé bien connu pour ses diverses
activités biologiques, parmi lesquelles, les activités antioxydantes et antiprolifératives.

* Les dérivés glycosylés de la quercétine et de 1’isorhamnétine sont moins actifs que
les molécules aglycones correspondantes.

* La présence d’un groupe fonctionnel peut étre favorable a une activité mais peut en
inhiber une autre. Ainsi, la méthylation au niveau du carbone C3’ de I’isorhamnétine lui

confere une activité antiproliférative deux fois plus importante que celle de son analogue non

213



Conclusions et perspectives

méthylé, la quercétine. Toutefois, cette méthylation diminue de moitié I’activité antiradicalaire
de I’'isorhamnétine vis-a-vis du radical DPPH.

* L’association d’une méthylation et d’une glycosylation favorise 1 activité
antiproliférative. Ainsi, les dérivés glycosylés de 1’isorhamnétine, présentant une méthylation
en position C3’, sont plus actifs que leurs analogues dérivant de la quercétine et n’ayant pas
cette fonction. De plus le nombre de sucre formant le groupement glycosylé semble conférer
une meilleure activité antiproliférative et une activité d’inhibition de la xanthine oxydase
supérieure.

* En terme de sélectivité des flavonoides vis-a-vis de cellules cancéreuses par rapport
a des cellules saines, il a été montré que les dérivés glycosylés de I’isorhamnétine sont plus
sélectifs par que les flavonoides aglycones, quercétine et isorhamnétine ainsi que les
flavonoides glycosylés, isoquercitrine et rutine: la présence d’une méthylation en association
avec une glycosylation au niveau du flavonoide pourrait lui conférer une certaine sélectivité
vis-a-vis des cellules cancéreuses. Ainsi, 1’isorhamnetine-3-O-rutinoside, flavonoide
glycosylé de N. retusa se révele plus sélectif avec une forte activité antiproliférative vis-a-vis
des cellules cancéreuses Caco2 et une absence de cytotoxicité vis-a-vis des cellules normales

HUVEC.

Le deuxieme axe de cette thése concernait 1’étude d’une voie de modification
structurale de flavonoides afin d’améliorer leurs propriétés biologiques ou pour

éventuellement synthétiser des molécules polyfonctionnelles.

C’est I’acylation par des esters éthyliques d’acides gras de différentes longueurs de
chaine qui a été étudiée plus particuliecrement. Dans une premiere phase, nous avons utilisé un

flavonoide modele monoglycosylé possédant un groupe hydroxyle primaire, I’'isoquercitrine.

Son acylation enzymatique par la lipase B de Candida antarctica a conduit a la
syntheése d’un seul ester majoritaire sur 1’hydroxyl primaire du sucre. La performance de
I’acylation est inversement proportionnelle a la longueur de la chaine de carbone. Ce sont
donc les acides gras a chaines courtes qui ont permis 1’obtention des taux de conversions ainsi

que des vitesses initiales les plus élevés.

Les conditions expérimentales adaptées a la réaction d’acylation de I’isoquercitrine ont

été appliquées a son analogue structural, 1’isorhamnétine-3-O-glucoside en présence de deux
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donneurs de groupement acyle, le butyrate et le laurate d’éthyle ; ces derniers ont été choisis
pour obtenir un compromis entre 1’efficacité de la réaction d’acylation de 1’isoquercitrine et le
gain potentiel en terme d’activités antiprolifératives et antioxydantes pour les esters qui en
dérivent. Des taux de conversion de I’isorhamnétine-3-O-glucoside sont obtenus avec des
pourcentages de 94 % avec le laurate d’éthyle et 81 % avec le butyrate d’éthyle. Une méme

vitesse initiale de 3,2 uM / h est obtenue pour les deux acides gras.

Les activités des 8 esters d’isoquercitrine a savoir le butyrate, le caproate, le caprylate,
le décanoate, le laurate, le palmitate, I’oléate et le stéarate d’isoquercitrine ainsi que celles des
esters d’isorhamnétine-3-O-glucoside ont été évaluées. Il en ressort les éléments majeurs

suivants :

* Concernant I’activité d’inhibition de la xanthine oxydase, tous les esters sont plus
actifs que leur molécule d’origine, 1’isoquercitrine ou I’isorhamnétine-3-O-glucoside.
L’activité des esters est proportionnelle a la longueur de la chaine acyle: une relation linéaire
a pu étre établie entre ces deux facteurs. Ces résultats pourraient s’expliquer par une
augmentation de 1’affinité des molécules devenues plus hydrophobes au niveau du site actif de
I’enzyme. La présence d’une insaturation au niveau de la chaine acyle de I’ester d’acide gras
améliore I’activité de I’ester de flavonoide. Ainsi, 1’oléate d’isoquercitrine (C18:1) est apparu

plus actif que le stéarate d’isoquercitrine (C18: 0).

* Tous les esters d’isoquercitrine présentent des activités de piégeage de radicaux
superoxydes. Cependant, ces activités sont moins importantes que celle de 1’isoquercitrine.
Une relation linéaire a pu €tre établie entre 1’activité des esters et le nombre de carbone de la
chaine acyle. En revanche, une telle activité n’a pu étre observée pour aucun ester
d’isorhamnetine-3-O-glucoside puisqu’ils ne correspondent pas a la condition décrite par Cos
et al. (1998), selon laquelle une substance n’est capable de piéger les radicaux superoxydes
générés par la xanthine oxydase que si celle-ci présente une CI50 plus faible pour cette

activité que la CI50 d’inhibition de la xanthine oxydase.

* En ce qui concerne le piégeage des radicaux ABTS ou DPPH, des relations
inversement proportionnelles entre les activités des esters d’isoquercitrine et la longueur de
leur chaine acyle ont pu étre établies. L’activité la plus élevée est obtenue avec le butyrate

d’éthyle (C4). Cette activité diminue lorsque la chaine acyle s’allonge jusqu’a 8 carbones.
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Pour les esters a plus longues chaines, une activité similaire est obtenue. Dans le cas du test
DPPH, les esters sont moins actifs que 1’isoquercitrine dont ils dérivent. De méme, les esters
de I’'isorhamnétine-3-O-glucoside présentent une activité plus faible que celle determinée

pour I’isorhamnétine-3-O-glucoside.

* Les esters d’isoquercitrine présentent une importante activité antiproliférative vis-a-
vis des cellules cancéreuses Caco2, supérieure a celle de I’isoquercitrine. Le laurate
d’isoquercitrine est apparu comme le plus actif induisant une mortalité cellulaire maximale a
200 uM. Les esters a longues chaines paraissent moins actifs. Les esters d’isorhamnétine-3-O-
glucoside sont également plus actifs que les flavonoides non acylés. Ces résultats concernant
I’amélioration de I’activité antiproliférative vis-a-vis des cellules cancéreuses apres acylation
pourraient €tre expliqués par une augmentation de 1’hydrophobie des molécules acylées et par
conséquent, une amélioration de leur capacité a €tre transférées a travers les membranes
cellulaires. Cependant, d’autres facteurs pourraient également jouer un role dans la
détermination de cette activité comme la structure de la molécule et donc sa capacité a

interagir avec des récepteurs membranaires des cellules.

Les différents esters d’isoquercitrine sont faiblement toxiques vis-a-vis des cellules
normales HUVEC, induisant une mortalité inférieure a 50 % a la concentration la plus élevée
utilisée, 200 uM. En terme de sélectivité vis-a-vis de cellules cancéreuses par rapport aux
cellules normales, le laurate d’isoquercitrine apparait comme le plus sélectif. En revanche, les
esters d’isorhamnétine-3-O-glucoside ne présentent pas de sélectivité particuliere vis-a-vis des
cellules cancéreuses.

Les perspectives de ce travail sont nombreuses, notamment concernant I’identification
et la purification d’autres flavonoides plus rares chez N. retusa qui n’ont pas été ciblés dans le
présent travail a savoir 1’isorhamnétine-galactoside, 1I’isorhamnétine-xylosyl robinobioside et

I’isorhamnétine 3-O-4%"™

galactosyl robinobioside qui sont des flavonoides qui, a ce jour et a
notre connaissance, n’ont jamais été caractérisés quant a leurs activités biologiques. D’ autres
molécules appartenant a des classes chimiques différentes comme les coumarines, les
alcaloides, les stéroides pourraient étre également visées pour leur activité potentielle
thérapeutique ou cosmétique... En effet, la présence d’alcaloides potentiellement intéressants

pour le traitement du cancer a ét€ déja rapportée dans d’autres especes de la famille de

Nitrariaceae comme Nitraria tangutorum (Putkonen et al. 2001; Putkonen et al., 2003).
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Conclusions et perspectives

En ce qui concerne les réactions d’acylation il serait intéressant d’utiliser d’autres
solvants moins toxiques, tels que les liquides ioniques pour la mise au point d’un procédé plus
propre. D’autre part, une €tude plus approfondie des conditions réactionnelles pourrait

améliorer le taux de conversion et diminuer le temps réactionnel.

Afin d’améliorer les activités antioxydantes et antiradicalaires de flavonoides il serait
intéressant d’étudier I'effet de leur acylation par des acides phénoliques connus pour leur

activité antioxydante importante dans le but d’obtenir une activité renforcée.

Concernant I’activité antiproliférative, une étude plus approfondie est nécessaire afin
de déterminer le mode d’action des différentes molécules testées et leur site d’action au
niveau de la cellule et comprendre 1’origine de la différence d’activité et de sélectivité

observée entre les différents esters de flavonoides et les molécules naturelles.

Ce travail ouvre donc un large champ pour I’étude de Nitraria retusa, plante
utilisée traditionnellement mais dont les activités biologiques n’avaient jusqu’a présent
jamais été étudiées. L’évaluation de différentes activités biologiques des esters de
flavonoides en comparaison avec les molécules originelles montre que I’acylation permet
d’améliorer le pouvoir biologique des flavonoides en augmentant leur lipophilicité et par
conséquent leur solubilité dans des milieux lipidiques et leur biodisponibilité en
facilitant leur transfert a travers les membranes biologiques. Toutefois une autre
stratégie possible est d’enrichir les extraits en flavonoides aglycones par voie
enzymatique en utilisant des glycosidases (Do et al., 2009). Ceux-ci se révélant plus
actifs que leurs dérivés glycosylés. Enfin, cette étude a permis d’ouvrir quelques pistes
dans la compréhension de la relation structure-activité de flavonoides et de leurs dérivés

acylés.
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Résumé de la these

Ce travail a consisté, dans un premier temps, a extraire et a identifier les flavonoides majeurs contenus
dans les feuilles de Nitraria retusa et a évaluer leurs activités biologiques. Quatre flavonoides ont été
identifiés dans les extraits et les fractions obtenus : I’isorhamnétine, I’isorhamnétine-3-O-glucoside et
les deux isomeres isorhamnétine-3-O-rutinoside et isorhamnétine-3-O-robinobioside.

L’étude des activités biologiques des extraits et des fractions de N. refusa a permis d’établir une
relation linéaire entre leur teneur en flavonoides et leurs activités antioxydantes et antiprolifératives,
les milieux les plus riches présentant les activités les plus importantes. Ces activités dépendent
également de la nature des flavonoides présents ; ainsi, la tres forte activité d’inhibition de la xanthine
oxydase relevée pour la fraction au chloroforme et sa grande capacité a piéger le radical DPPH ont été
attribuées a sa teneur élevée en isorhamnétine, flavonoide aglycone présentant une grande analogie
structurale avec la quercétine, molécule bien connue pour ses activités antioxydantes.

Dans un deuxieme temps, 1’acylation enzymatique de I’isoquercitrine, flavonoide modele, et de
I’isorhamnétine-3-O-glucoside a été étudiée pour tenter d’améliorer leurs propriétés.

L’acylation enzymatique de 1’isoquercitrine par des esters éthyliques d’acides gras de différentes
longueurs de chaine, catalysée par la lipase B de Candida antarctica, a montré que les performances
de la réaction sont inversement proportionnelles a la longueur de la chaine du donneur d’acyle. Des
résultats similaires ont été obtenus lors de I’acylation de I’isorhamnétine-3-O-glucoside. Les activités
des esters d’isoquercitrine et d’isorhamnétine-3-O-glucoside ont été évaluées et comparées a celles des
flavonoides non acylés. Les esters ont montré des activités antiprolifératives vis-a-vis de cellules
Caco2 et d’inhibition de la xanthine oxydase plus importantes que celles des molécules d’origine.
Finalement, ce travail a permis d’apporter des éléments de compréhension de la relation structure-
activité de flavonoides et de leurs dérivés acylés.

Mots clés : Nitraria retusa, flavonoides, acylation enzymatique, activité antioxydante, activité
antiproliférative

Abstract

The present work firstly consisted in studying the extraction and the identification of major flavonoids
contained in Nitraria retusa leaves and evaluating their biological activities. Four flavonoids were
identified in extracts and fractions: isorhamnetin, isorhamnetin-3-O-glucoside and the two isomers
isorhamnetin-3-O-rutinoside and isorhamnetin-3-O-robinobioside. The evaluation of the biological
activities of extracts and fractions of N. retusa allowed to establish a linear relationship between their
antioxidant and antiproliferative activities and their total flavonoids content, the most enriched
exhibiting the highest activities. The nature of the flavonoids present in the extracts and fractions was
shown to be important too. Thus, the strong xanthine oxidase inhibition activity and the high DPPH
radical scavenging capacity observed for the chloroform fraction can be attributed to its high content
in the aglycone flavonoid isorhamnetin, a structural analogue of quercetin which is well known for its
antioxidant activities.

In a second part, the enzymatic acylation of isoquercitrin as a model compound and isorhamnetin-3-O-
glucoside was studied in order to improve their properties. The enzymatic acylation of isoquercitrin by
fatty acid ethyl esters of different chain lengths, catalyzed by the lipase B of Candida antarctica,
showed that the performance of the reaction is inversely proportional to the acyl donor chain length.
Similar results were obtained when acylating the isorhamnetin-3-O-glucoside. The activities of
isoquercitrin and isorhamnetin-3-O-glucoside esters were determined and compared to that of initial
flavonoids. Esters exhibited higher antiproliferative towards Caco2 cells and xanthine oxidase
inhibition activities than original compounds. Finally, this work led to a better understanding of the
structure-activity relationship of flavonoids and their acylated derivatives.

Keywords: Nitraria. retusa, flavonoids, enzymatic acylation, antioxidant activity, antiproliferative
activity
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