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Introduction 
 

 

Le manque de thérapies innovantes en chimiothérapie humaine et plus particulièrement 

en Infectiologie est principalement dû à l’apparition de résistances aux principaux 

traitements existants. Ce déficit incite la communauté scientifique à s’intéresser à de 

nouvelles sources de composées bioactifs. Nombreuses sont les molécules d’intérêt, de 

synthèse ou naturelles, qui ont été mises en avant le siècle dernier. Parmi celles-ci, nous 

pouvons citer les métabolites secondaires issus de plantes, auxquels appartiennent les 

acides hydroxy- pentacycliques triterpénoiques (AHPTs) et plus particulièrement 

l’acide ursolique (AU), l’acide oléanolique (AO) et l’acide bétulinique (AB). 

 

Ces molécules, découvertes dans un contexte de recherche éthnopharmacologique au 

cours du siècle dernier, font depuis l’objet de nombreux travaux scientifiques qui 

tendent à démontrer leurs innombrables propriétés pharmacologiques : anti-infectieuses, 

anticancéreuses, antiprolifératives, anti-inflammatoires, hépatoprotectrices… et 

d’insister sur leur intérêt potentiel. 

 

Si certains auteurs proposent déjà d’utiliser les AHPTs soit directement par voie orale, 

soit associés à un co-solvant (le DMSO) par voie transdermique ou intraveineuse, 

certaines études ne manquent pas de souligner que le principal obstacle à leur utilisation 

à des fins thérapeutiques chez l’homme, reste l’insolubilité de ces AHPTs dans l’eau, 

responsable de leur faible biodisponibilité.  

 

Notre objectif a donc été d’augmenter l’hydrosolubilité de ces AHPTs afin de les rendre 

plus attractifs pour une éventuelle utilisation en thérapeutique humaine en évitant 

l’utilisation de solvant organique potentiellement toxique ou pour le moins irritant. La 

voie de la vectorisation par cyclodextrine native de ces composés pentacycliques, bien 

que proposée par différents brevets américain du début du XX
ème

 siècle, n’a jamais fait 

l’objet de publication scientifique ; c’est cette voie que nous avons suivi. 

 

Ce travail porte donc sur la complexation d’AHPTs : AU, AO et AB par une gamma-

cyclodextrine native (-CD) ; la caractérisation des complexes obtenus par un ensemble 

de techniques analytiques pertinentes pour l’étude de ces systèmes moléculaires : 

chromatographie liquide haute performance (CLHP), analyse calorimétrique 

différentielle (ACD) et résonnance magnétique nucléaire (RMN) ; ainsi que l’étude des 
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propriétés biologiques de ces nouvelles entités chimiques : activités anti-infectieuses 

(antibactériennes, antivirales, antifongiques) et anticancéreuses. 

 

La première partie de ce travail a permis de définir le cadre expérimental, les méthodes 

en accord avec les recommandations et/ou normes existantes pour la détermination des 

activités anti-infectieuses et d’évaluer les propriétés « vraies » des 3 AHPTs. En effet, 

de nombreuses études portant sur l’évaluation des activités de ces AHPTs paraissent 

discutables eu égard aux méthodes et aux modèles biologiques utilisés. 

 

La seconde partie a consisté en la fabrication et l’étude de complexes entre les AHPTs 

et des molécules hôtes largement décrites dans la littérature : les cyclodextrines. Dans 

ce but, la complexation en milieu liquide par co-précipitation des AHPTs (AU, AO et 

AB) avec différentes cyclodextrines natives et une CD modifiée a été évaluée et 

qualifiée. 

 

La troisième et dernière partie de ce travail a alors consisté à évaluer les activités 

biologiques des nouvelles entités obtenues : les complexes AHPTs : -CD, suivant les 

méthodologies validées dans la première partie.  

 

Pour conclure, en fonction des résultats obtenus, nous serons amenés à proposer 

différentes améliorations de notre méthodologie de mesure d’activités antiinfectieuses et 

de la vectorisation même des AHPTs. Quelques propositions seront faites dans le but de 

pouvoir identifier des cibles biologiques potentielles des AHPTs. 
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1 Les triterpènes 

Les stérols, du fait des problèmes qu’ils peuvent engendrer en santé humaine 

(cholestérol) sont beaucoup plus étudiés que les triterpènes desquels ils dérivent. Ces 

derniers, très répandus dans la nature, ne sont pourtant pas dénués d’intérêts. 

 

1.1 Définition et nomenclature 

Les terpènes ont été nommés par Friedrich Kekulé von Stradonitz (médaille Copley en 

1885), (Stradonitz, 1865). Friedrich Kekulé est surtout connu pour avoir déterminé la 

formule développée du benzène avec son alternance de simples et de doubles liaisons. Il 

propose le terme terpène en référence à la térébenthine qui, en plus des acides 

résiniques, contient aussi des hydrocarbures. 

Ces terpènes ont été également étudiés par Otto Wallach (Wallach, 1910) collaborateur 

de Kekulé et de Lavoslav Ružička (Ruzicka, 1945).  

Otto Wallach, en 1884, (Chaire de Pharmacologie de l’Université de Bonn en 1879) 

soulève la question de la diversité des différents composés de formule brute C10H16 

connus sous les appellations de terpène, camphène, citrène, carvène, cinène, cajuputène, 

eucalyptine, hespéridine… En utilisant des réactifs communs tels que le chlorure 

d'hydrogène et le bromure d'hydrogène, il a réussi à différencier ces composés. En 1909, 

il publie les résultats de ses études dans le livre « Terpene und Campher », (Wallach, 

1914), où il établit que beaucoup de ces composés étaient identiques. 

Lavoslav Ružička,  commence sa carrière dans le domaine de la Chimie des Substances 

Naturelles en isolant la poudre de Dalmatie de Pyrethrum cinereriifolium. Pour cela, il 

se focalise sur la chimie des terpènes puis ajoute à son champ d’expérimentation la 

chimie des stéroïdes. Suite à la synthèse réussie de l’androstérone et de la testostérone, 

il reçoit le prix Nobel de Chimie en 1939 « pour son travail sur les polyméthylènes et 

les terpènes supérieurs ». 

Feodor Lynen (Lynen, 1964) et Konrad Bloch (Bloch, 1964) ont décrit en 1964 la 

biosynthèse des terpènes. 

Feodor Lynen publia en 1965 un livre intitulé « L'acide acétique activé - Terpènes et 

acides de matière grasse ». 

Ces lipides peuvent être trouvés dans toutes les classes de créatures vivantes, et 

constituent le plus large groupe de produits naturels. Les terpènes sont produits par de 

nombreuses plantes, en particulier les conifères. Ce sont des composants majeurs de la 
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résine. Les terpènes sont des dérivés de l'isoprène C5H8 et ont pour formule de base des 

multiples de celle-ci, c'est-à-dire (C5H8)n. On distingue ainsi les hémiterpènes (C5), les 

monoterpènes (C10), les sesquiterpènes (C15), les diterpènes (C20), les sesterterpènes 

(C25), les triterpènes (C30), les tétraterpènes (C40) et les polyterpènes (C5n). La plupart de 

ces composés ont des structures polycycliques qui différent les unes des autres non 

seulement par les groupes fonctionnels, mais aussi par la structure basique de leur 

squelette hydrocarboné.  

L'isoprène (Figure 1) peut être considéré comme l'un des éléments de construction 

préféré de la nature. Le squelette de carbone des terpènes est constitué d'unités isoprène 

reliées entre elles; c’est la « règle isoprénique » énoncée en 1953 par Ruzicka et 

complétée par Lynen et Bloch. 

 

Figure 1 : De l'isoprène aux terpènes (Rohmer et Vandecasteele, 2007) 
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Ces squelettes peuvent être arrangés de façon linéaire ou bien former des cycles. Les 

stéroïdes et les stérols chez les animaux sont produits biologiquement à partir de 

précurseurs terpénoïdes et sont aussi diversifiés que chez les végétaux (Ebel, 2010 ; 

Isaka et al., 2009 ; Isaka et al., 2010). La liaison de protéines à des terpénoïdes a pour 

effet d'augmenter leur attachement à la membrane cellulaire ; cette modification post-

traductionnelle s'appelle l'isoprénylation. 

 

1.2 Voies de biosynthèse du diphosphonate d’isopentényle 

Le diphosphate d’isopentényle (IPP) (Figure 2) et le diphosphate de diméthylallyle 

(DMAPP) (Figure 3), sont les précurseurs des tous les isoprénoïdes chez tous les êtres 

vivants. Ces deux métabolites représentent les équivalents biologiques de l’isoprène. 

Deux voies de biosynthèse, tout à fait différentes, mènent à l’IPP, la voie du mévalonate 

et la voie du méthylérythritol phosphate. 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Structure plane de l'IPP 

(Hemmerlin et al., 2011) 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Structure plane du DMAPP 

(Hemmerlin et al., 2011) 
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1.2.1 Voie du mévalonate 

La voie du mévalonate (Figure 4), la plus anciennement connue, utilise l’acétyl-CoA 

comme point de départ, tout comme la biosynthèse des acides gras (Bloch, 1992 ; 

Bochar et al., 1999). Cette voie métabolique est utilisée essentiellement pour la 

biosynthèse du cholestérol dans le foie ou de l’ergostérol dans la levure. Elle a été 

retrouvée ensuite chez un certain nombre d’isoprénoïdes végétaux (phytostérols, 

triterpènes, sesquiterpènes). Il a été admis que le mévalonate était le précurseur 

universel de tous les isoprénoïdes chez tous les êtres vivants, bien qu’un certain nombre 

de résultats expérimentaux sur la biosynthèse des isoprénoïdes de plantes ou de 

bactéries ne puissent pas être facilement interprétés dans le cadre de la voie du 

mévalonate. En fait, cette assertion s’est révélée par la suite incorrecte. 

 

 

 

 

Figure 4 : Structure plane de l'acide mévalonique 

(Hemmerlin et al., 2011) 

 

 

1.2.2 Voie du méthylérythritol phosphate 

L’incorporation d’acétate ou de glucose marqué au 
13

C dans les triterpènes bactériens de 

la série « hopane » a mis en évidence plus récemment une voie de biosynthèse de l’IPP 

et du DMAPP totalement différente (Rohmer, 1999). Cette voie a aussi été mise en 

évidence chez les plantes (Eisenreich et al., 2004). L’élément central est le 

méthylérythritol phosphate (Figure 5). À la différence de la voie du mévalonate 

apparentée à la biosynthèse des lipides, cette voie alternative utilise des dérivés de 

glucides pour aboutir soit à l’IPP, soit au DMAPP. 
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En 2011, Hemmerlin a publié une revue (Hemmerlin et al., 2011) très documentée 

essayant de démontrer la raison d’être de ces deux voies différentes de synthèse de  

l’IPP en donnant entre autre des indices liés à la distribution de ces voies dans 

l’ensemble du monde vivant et à l’évolution du vivant.  

 

 

 

 

Figure 5 : Structure plane du méthylérythritol phosphate 

(Hemmerlin et al., 2011) 

 

 

1.2.3 Formation des homologues supérieurs : prényl-transférases et terpènes 

synthases 

Un nombre restreint de réactions enzymatiques est impliqué dans la formation des 

squelettes des terpénoïdes à partir des deux sous-unités en C5, l’IPP et le DMAPP.  

Un premier type de réactions correspond aux réactions catalysées par les prényl 

transférases (Ogura et al., 1997). Elles utilisent le DMAPP pour obtenir les homologues 

supérieurs des isoprénoïdes acycliques, et l’IPP comme réactif d’élongation. Ces 

enzymes effectuent un couplage tête à queue des précurseurs et permettent d’obtenir 

tous les diphosphates de polyprényles avec des squelettes en C5n à partir des deux sous-

unités de base en C5. 

Un deuxième type d’enzymes est impliqué dans un couplage tête à tête de diphosphates 

d’alcools allyliques. Les produits de réaction sont le squalène ou le phytoène qui sont 

respectivement les précurseurs des triterpénoïdes et des caroténoïdes. Elles sont entre 

autre présentes dans les bactéries chez lesquelles elles fabriquent des triterpènes de type 

squalène (Abe et al., 2002) et/ou hopane (Taylor, 1984). Ikuro Abe, est un des 

principaux auteurs travaillant sur ces enzymes (Abe, 2007 ; Abe, 2008 ; Abe et al., 1993 

; Abe et Hoshino, 2005). 
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Finalement, la grande diversité des squelettes terpéniques est due aux terpènes 

synthases. Ces enzymes permettent de cycliser les substrats terpéniques acycliques 

caractérisés par des motifs polyéniques (Figure 6). Les structures de tous les 

isoprénoïdes peuvent ainsi être déduites à partir de concepts découlant directement des 

connaissances acquises sur les mécanismes réactionnels en chimie organique sur la 

chimie des carbocations.  

 

Ces mécanismes constituent la base de la règle isoprénique biogénétique qui permet 

d’interpréter et de prévoir toutes les structures de terpénoïdes (Ruzicka, 1959). Les 

critères stéréo électroniques ont été clairement énoncés, en particulier à propos des 

cyclisations du squalène ou de l’époxyde de squalène conduisant aux squelettes 

triterpéniques (Eschenmoser et al., 1955).  

 

Les terpènes synthases travaillent toutes suivant un même schéma (Reinert et al., 2004). 

Elles semblent par ailleurs voisines sur le plan phylogénétique et sont 

vraisemblablement construites sur des plans relativement similaires, du moins d’après 

les premières informations disponibles sur les quelques séquences de nucléotides et 

structures tridimensionnelles connues (Trapp et Croteau, 2001 ; Wendt et al., 1997 ; 

Wendt et Schulz, 1998). La diversité des structures résulte uniquement des nombreuses 

conformations que peut adopter le substrat acyclique. Pour une réaction de cyclisation 

donnée, c’est l’enzyme qui impose cette conformation via les interactions 

enzyme/substrat au sein du site actif (Abe et al., 1993 ; Eschenmoser et al., 1955 ; 

Wendt et Schulz, 1998).  

 

Des modifications du squelette carboné peuvent être apportées par la suite : oxydations 

permettant d’introduire des groupements fonctionnels oxygénés et pouvant aller jusqu’à 

la perte d’un ou plusieurs atomes de carbone, ou méthylations permettant d’ajouter un 

ou plusieurs atomes de carbone supplémentaires. 
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Figure 6 : Description schématique de l’activité d’un triterpène cyclase (Wendt et al., 1997) 

 

1.3 Structure des terpènes 

Les triterpènes pentacycliques sont des molécules composées de trois motifs 

terpéniques (soit six motifs isopréniques) agencés, soit en cinq cycles à six carbones 

(Figure 6), soit en quatre cycles à six carbones et un cycle à cinq carbones.  

 

Par extension, sont également apparentés à cette famille tous les composés issus des 

mêmes voies biosynthétiques (onocérane par exemple), ou qui en dérivent par 

dégradation. 
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Figure 7 : Structures planes des squelettes carbonés de triterpènes pentacycliques 

(règles de numérotation des carbones et dénomination des cycles des triterpènes 

pentacycliques d’après la section F des recommandations de nomenclature de l’IUPAC 

(Giles, 1999)) 

 

Plus de 50000 composés ont ainsi été recensés dans la famille des triterpènes 

pentacycliques. J.D. Connolly et R.A. Hill font régulièrement une revue des 

triterpénoïdes où l’ensemble des détails sur ces structures est mis à jour depuis 1985 

(Connolly et Hill, 1989 ; Connolly et Hill, 2000 ; Connolly et Hill, 2001 ; Connolly et 

Hill, 2002 ; Connolly et Hill, 2003 ; Connolly et Hill, 2005 ; Connolly et Hill, 2007 ; 

Connolly et Hill, 2008 ; Connolly et Hill, 2010 ; Connolly et al., 1994 ; Hill et 

Connolly, 2011).  
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Cette variété de composés est le résultat : 

 de l’agencement des cycles ; 

 de la position de groupements méthyles de substitution ; 

 de la présence et de la localisation d'insaturations ; 

 de possibles isoméries (configuration chaise/bateau, R ou S, α ou β…) ; 

 de la présence de groupements fonctionnels (alcools, cétones, acides 

carboxyliques), voir d'autres entités moléculaires associées (sucres et phénols, 

par exemple) ; 

 de modifications postérieures à leur synthèse propre. 

 

Ainsi, il existe plus de 512 isomères possibles de l’isoarborinol du seul fait des 5 cycles 

et des 9 carbones asymétriques que comporte le squelette de ce composé. Ces 

possibilités de structures induisent la nécessité d’une nomenclature adaptée. 

 

1.3.1 Règles et structures de base 

La nomenclature se fonde sur la structure de quelques constituants hydrocarbonés, ou 

triterpènes, de base. Tous les autres squelettes triterpéniques sont sensés dériver de ces 

composés fondamentaux par des modifications dont les modalités seront exposées. Les 

clés de cette nomenclature ont été formulées par Allard et Ourisson (Allard et Ourisson, 

1957).  

 

1.3.2 Règles de numérotation 

La numérotation (Figure 7) des triterpènes pentacycliques commence par le cycle A et 

"remonte" vers le cycle E. Dans le cas des composés comportant un cycle E à cinq 

carbones supportant une chaîne alkyle, la numérotation continue sur le premier carbone 

de ce radical alkyl. La numérotation des groupements méthyls se fait ensuite depuis le 

cycle A vers le cycle E, puis se poursuit sur le reste de la chaîne alkyle. Pour les 

carbones gem-diméthylés, le numéro le plus bas est attribué au groupement en position 

α. 
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1.3.3 Saponines et sapogénines 

Le terme saponine est appliqué à tout composé organique qui présente la particularité de 

mousser lorsqu'il est agité en présence d'eau. Chimiquement, ces molécules sont des 

glycosides qui produisent, lors d'une hydrolyse, des oses et un aglycone ou sapogénine. 

Les oses sont souvent fixés sur une fonction alcool de l'aglycone (Figure 8). L'aglycone 

peut avoir une structure de stéroïde ou de triterpène pentacyclique. Ainsi, la diversité 

des triterpènes pentacycliques est multipliée, dans les organismes, par le nombre et la 

variété des oses qui leur sont associés.  

 

Figure 8 : Exemple de structure d'une sapogénine avec un aglycone de type oléanane 

 

1.3.4 Les acides hydroxy pentacycliques triterpénoiques 

Ce sont des triterpènes pentacycliques de formule brut C30H48O3 (M=456,7 g/mol) pour 

les mono hydroxylés. Les trois terpènes utilisés dans ce travail appartiennent à cette 

famille particulière de composés. Ils se retrouvent dans de nombreux organismes 

vivants ; le plus souvent des végétaux. La liste de ces végétaux s’accroit pratiquement 

de jour en jour. Pour exemple nous pouvons citer : 

 Garcinia tetralata (Guo et al., 2011) de la famille du mangoustier, 

 Sedum lineare (Niu et al., 2011) 

 Gardenia obtusifolia (Nuanyai et al., 2011) 

 Terminalia ivorensis (Ponou et al., 2011) 

 Barringtonia asiatica (Ragasa et al., 2011) 

 Nannoglottis carpesioides (Xue et al., 2011) 

 Liquidambar formosana (Yang et al., 2011) 
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Mais aussi des végétaux plus communs : 

 Rosmarinus officinalis (Brieskorn et Zweyrohn, 1970) 

 Mentha piperita (Croteau et Loomis, 1973) 

 Lavandula angustifolia Origan (Jäger et al., 2009) 

 Thymus vulgaris (Rowe et al., 1949) 

Leur particularité, outre de posséder un squelette carboné caractéristique de leur famille, 

est de porter une fonction carboxylique -COOH et une fonction alcool –OH. La fonction 

carboxylique est celle qui est le plus souvent décrite comme porteuse des activités 

biologiques de cette classe de molécules (Kashiwada et al., 2000 ; Ma et al., 2000 ; 

Mallavadhani et al., 2004).  

 

1.4 Propriétés physico-chimiques des acides hydroxy pentacycliques 

triterpénoiques 

Les AHPTs ne sont ni volatils, ni entraînables par la vapeur d'eau. Ils ne deviennent 

solubles dans l'eau que lorsqu'ils sont combinés à des sucres (saponosides). 

Pratiquement insolubles dans l'eau (Jager et al., 2007), ils sont extractibles par des 

solvants organiques (méthanol, chloroforme, éther, acétate d’éthyle, benzène). Certains 

se retrouvent dans l'insaponifiable des corps gras. 

 

Ils présentent des réactions colorées dont beaucoup sont communes aux stérols : 

 

 Réaction de Salkowski (addition d'acide sulfurique à la solution 

chloroformique : coloration jaune, puis rouge) 

 Réaction de Liebermann (anhydride acétique, puis acide sulfurique : coloration 

verte, rouge ou bleu violacé)  

 Réaction de Rosenthaler (vanilline chlorhydrique : coloration rose)  

 Réaction de Hirschsohn (acide trichloracétique : coloration jaune puis rouge)  

 Réaction de Brieskorn et Briner (acide chlorosulfurique : coloration rouge 

violacée), spécifique des triterpènes 

 

L'isolement et l'identification de ces AHPTs se font principalement par extraction 

méthanolique ou chloroformique (Cowan, 1999). A ce jour, plus de 30 000 triterpènes 

pentacycliques sont connus (De Luca et St Pierre, 2000). 
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Parmi eux, les acides ursolique, oléanolique, bétulinique méritent une attention 

particulière. 

 

1.4.1 L’acide ursolique 

L’acide ursolique (AU) a été extrait pour la première fois par Trommsdorff 

(Trommsdorff, 1854) à partir de feuilles d’Arctostaphylos uva ursi (Busserole ou Raisin 

d'ours, arbuste de la famille des Éricacées); il lui donne le nom d’urson (Gintl, 1893). 

C’est Gintl qui en détermine la formule brute et propose un point de fusion compris 

entre 285 et 288°C. En 1910, Power et Moore (Power et Moore, 1910) le retrouve à 

nouveau chez Prunus serotina (Cerisier tardif, arbre de la famille des Rosacées) et le 

dénomme prunol pensant avoir à faire à un isomère de l’urson. En 1923, Sando l’isole 

d’épluchure de pommes et l’identifie sous le nom de malol, pensant à son tour avoir 

découvert un isomére de l’urson (Sando, 1931). En 1945, Ruzicka et coll. (Ruzicka et 

al., 1945) déterminent la structure plane de l’acide ursolique et en 1992 Simon et coll. 

en établissent la structure cristallographique (Simon et al., 1992). 

Les dénominations suivantes sont aussi utilisées pour l’AU : micromerol, acide 

bungeolic, merotaine, NSC 167406, NSC 4060, et acide (3)-3-hydroxyurs-12-en-28-

oique acide. 

L’AU est insoluble dans l’eau et l’éther de pétrole. Il possède une solubilité exprimée en 

(
m

/m) de 1/88 dans le méthanol, 1/178 dans l’éthanol (1/35 dans l’éthanol à ébullition 

(78°C)), 1/145 dans l’éther, 1/388 dans le chloroforme, 1/1675 dans le disulfure de 

carbone. Il est peu soluble dans l’acétone. 

L’acide ursolique est très largement distribué dans la nature et principalement dans le 

règne végétal. Il serait illusoire de vouloir ici donner une liste des organismes en 

contenant. Notons toutefois que pour la majorité d’entre elles, il s’agit soit de plantes 

aromatiques, soit de plantes utilisées en ethnopharmacologie.  
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Figure 9 : Structure plane de l'acide ursolique 

 

1.4.2 L’acide oléanolique 

L’acide oléanolique (AO) est isolé à partir de Syzygium aromaticum (Girofle, clou de 

girofle, arbre de la famille des Myrtacées) depuis 1931. Par la suite, cette molécule a été 

retrouvée dans de nombreuses autres plantes dont Olea europea (Olivier, arbre de la 

famille des Oléacées) qui lui doit son nom. En 1945, Ruzicka et coll. déterminent sa 

structure plane (Ruzicka et al., 1945). 

 

Il peut être retrouvé sous les dénominations suivantes : astrantiagenine C, caryophylline, 

giganteumgenin C, oléanol, gledigenine 1, NSC 114945, virgaureagenine B et acide 3-

hydroxyolean-12-en-28-oique. 

 

Le point de fusion de l’AO est de 310°C. Il est insoluble dans l’eau. Il a une solubilité 

exprimée en (
m

/m) de 1/65 dans l’éther, 1/106 dans l’éthanol 96% (
v
/v), 1/35 dans 

l’éthanol à ébullition, 1/118 dans le chloroforme, 1/180 dans l’acétone et 1/235 dans le 

méthanol. 

 

Comme l’AU, sa distribution dans le monde vivant est très large et très étudiée, avec 

une présence majoritaire dans les plantes aromatiques et celles à usage thérapeutique 

traditionnel.  

CH3CH3

CH3 CH3

CH3

CH3

CH3

OH

OH

O
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Figure 10 : Structure plane de l'acide oléanolique 

 

1.4.3 L’acide bétulinique 

L’acide bétulinique (AB) a été isolé en 1939 à partir de la plante de Cornus florida L. 

durant les travaux de thèse de Soliman. Il prend alors le nom d’acide cornolic. La même 

année les travaux de Robertson, Soliman et Owen montrent que cet acide cornolic n’est 

autre que la forme acide du 3 monoacétate de bétulin et lui donne alors son nom d’acide 

bétulinique (Robertson et al., 1939). 

L’AB est aussi connu sous les noms de mairin, 3aH-cyclopenta[a]chrysene, acide lup-

20(29)-en-28-oique, acide lupatic; NSC 113090 et acide 3-hydroxylup-20(29)-en-28-

oique. 

Le point de fusion de l’AB est à 316-318°C. Il est insoluble dans l’eau. Il a une 

solubilité exprimée en (
m

/m) de 1/65 dans l’éther, 1/106 dans l’éthanol 96% (
v
/v), 1/35 

dans l’éthanol à ébullition, 1/118 dans le chloroforme, 1/180 dans l’acétone et 1/235 

dans le méthanol. 

Comme l’AU et l’AO, sa distribution dans le monde vivant est très large et très étudiée 

avec une présence majoritaire dans les plantes à usage aromatique et celles à usage 

thérapeutique traditionnel.  
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Figure 11 : Structure de l'acide bétulinique 

 

1.5  Des intérêts écologiques aux intérêts en thérapeutique 

De par leur surreprésentation dans le règne végétal et leur qualité de métabolite 

secondaire, les triterpènes ont su attirer l’attention du monde scientifique sur eux et sur 

leurs propriétés. 

 

1.5.1  Rôle physiologique chez les végétaux et applications en parapharmacie 

Les triterpènes pentacycliques ont été isolés des différents organes des plantes (Jager et 

al., 2009 ; Kowalski, 2007). Par exemple, l'insaponifiable des graines d'oléagineux 

contient de l'α-amyrine, de la β-amyrine, du lupéol, des alcools libres et des esters 

d'acides gras. L'insaponifiable des latex renferme essentiellement des alcools : α-

amyrine, β-amyrine, lupéol, taraxérol, taraxastérol et germanicol. Les triterpènes 

pentacycliques sont également présents dans les huiles et extraits de germes de céréales, 

résines, écorces, cires épicuticulaires, cires de fruits, fleurs, tubercules… (Boiteau et al., 

1964).  

La fonction des triterpènes pentacycliques dans les plantes reste méconnue. L’origine de 

leur grande diversité dans le monde végétal est aussi étudiée à des fins taxonomiques 

(Xu et al., 2004). Le rôle répulsif face à divers agents biologiques (bactéries, virus, 

fungi…) des triterpènes pentacycliques dans les cires cuticulaires, a attiré sur eux 

l’attention des tradi-practiciens principalement en Asie (Liu, 2005).  
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Cet intérêt a été renforcé par la découverte des saponines glycosylées de triterpènes. Le 

groupement glycosylé ainsi rapporté rend l'assimilation des triterpènes pentacycliques 

plus aisée. Cependant, ce gain en biodisponibilité est toujours contrebalancé par une 

augmentation importante de leur (cyto)toxicité (Hao et al., 2011).  

Les effets médicaux d'extraits de végétaux contenant des triterpènes pentacycliques, 

largement utilisés dans les médecines traditionnelles, semblent plus étudiés et mieux 

connus que la fonction effective de ces molécules dans les plantes.  

Au contraire des mono- et sesquiterpénoïdes qui ont une fonction de signal (de par leur 

caractère volatil), les triterpénoïdes qui sont retenus à la surface des feuilles assurent des 

rôles multiples (répulsifs, antiparasitaires, antibactériens…) en modifiant les propriétés 

des feuilles face à divers agents écologiques.  

Pour d’autres auteurs, les triterpènes pentacycliques auraient un rôle déterminant dans 

les phénomènes de perméabilité membranaire y compris chez les bactéries (Prades et 

al., 2011 ; Taylor, 1984).  

Il apparaît, toujours selon Boiteau et coll. (Boiteau et al., 1964) que les triterpènes 

pentacycliques, au même titre que d'autres molécules (gibbérellines, auxines…), 

interviendraient dans le contrôle de la croissance des végétaux et de la morphogenèse, 

ainsi que dans la cicatrisation. 

Par ailleurs, Lohmann (Lohmann, 1988) indique que l'acide oléanolique peut servir de 

transporteur de sucres (sous forme de saponine) depuis les feuilles jusqu'aux racines. En 

outre, aucune étude n'a été publiée sur les variations d'abondance de ces composés en 

réponse à d'autres stress environnementaux que les agents biologiques ou le stade de 

développement. 

Les terpénoïdes de plantes sont très utilisés en raison de leurs qualités aromatiques. Ils 

jouent un rôle dans les remèdes en herboristerie traditionnelle et font l'objet de 

recherche pour découvrir des effets antibactériens, antinéoplasiques et autres effets 

pharmaceutiques et pharmacologiques. 

Les terpénoïdes contribuent au parfum de l'eucalyptus, au goût de la cannelle, du clou 

de girofle et du gingembre, aux couleurs jaunes des fleurs. Parmi les terpénoïdes connus 

on peut citer le citral, le menthol, le camphre ou les cannabinoïdes trouvés dans la 

plante de Cannabis. 

Il semblerait que certains microorganismes de type fungi soient capables de transformer 

des métabolites secondaires de plantes existant de façon abondante, en métabolites 

secondaires plus rares, notamment en acide ursolique (Ibrahim et al., 2008).  
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La découverte de molécules de type lupane dans certaines membranes bactériennes 

souligne la potentialité de ces microorganismes à synthétiser ce type de composé. 

Actuellement des études sont menées afin de développer des milieux de culture 

permettant d’augmenter la synthèse de ces molécules par les champignons producteurs 

(Lu et al., 2011). 

 

1.5.2  Applications en santé humaine 

Nous allons envisager plus précisément les applications thérapeutiques potentielles des 

trois triterpènes concernés par notre étude. 

 

 L’Acide Ursolique 1.5.2.1

Les effets de l’AU sur les systèmes biologiques sont très nombreux (Liu, 2005). Du fait 

de son origine végétale et des effets protecteurs qui lui furent accordés, de nombreux 

auteurs ont dirigé leurs études sur les effets anti-infectieux de cette molécule : 

antibactérien (Setzer et al., 2006), antiviral (Xu et al., 1996), antifongique et anti-

parasitaire (Germonprez et al., 2005).  

Par la suite, les recherches scientifiques ont révélé et confirmé plusieurs effets 

pharmacologiques :  

 anti-tumoral (Bishayee et al., 2011 ; Kwon et al., 2010 ; Laszczyk, 2009 ; 

Murakami et al., 2004), hépato-protecteur (Saravanan et al., 2006 ; Wu et al., 

2011), antioxydant (Ismaili et al., 2004), anti-ulcéreux, anti- hypertenseur 

(Somova et al., 2003), antidiabétique (Genet et al., 2010 ; Ramirez-Espinosa et 

al., 2011 ; Zhang et al., 2006), hypolipémiant (Somova et al., 2003), inhibiteur 

de biofilm (Hu et al., 2006), anti-inflammatoire (Baricevic et al., 2001)… 

Récemment une activité potentielle thérapeutique contre la maladie d’Alzheimer a été 

décrite (Wilkinson et al., 2011). Ces phénomènes biologiques sont certainement dus à la 

capacité de l’AU à interagir avec les systèmes enzymatiques (Ali et al., 2006), les 

acides nucléiques ou les membranes biologiques (Han et al., 1997). 

 

 L’Acide Oléanolique 1.5.2.2

C’est un agent biologiquement actif dans de : 
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 nombreux  phénomènes, en tant que : anti-inflammatoire (Altinier et al., 2007 ; 

Martin et al., 2010), inducteur d'apoptose (Cipak et al., 2006), hépato protecteur 

(Wu et al., 2011) et antioxydant (Gao et al., 2009) ; 

 nombreuses pathologies, en tant que : antipaludéen (He et al., 2005), anti-VIH 

(Kashiwada et al., 1998), antidiabétique (Gao et al., 2009 ; Genet et al., 2010 ; 

Ramirez-Espinosa et al., 2011), anticancéreux (Allouche et al., 2010 ; Bishayee 

et al., 2011 ; Laszczyk, 2009 ; Li et al., 2002) et antibactérien (Liu, 2005). 

 

 L’Acide Bétulinique 1.5.2.3

Comme les deux autres triterpènes, c’est un agent biologiquement actif présentant de 

nombreux effets : 

 anti-inflammatoires (Chowdhury et al., 2002), inducteur d'apoptose (Thurnher et 

al., 2003), immunomodulateur (Yi et al., 2010 ; Yun et al., 2003) ; 

 antidiabétique (Genet et al., 2010), antipaludéen (De Sa et al., 2009 ; 

Dominguez-Carmona et al., 2010), anti-VIH (Fujioka et al., 1994), et surtout 

anticancéreux (Andre et al., 2006 ; Bishayee et al., 2011 ; Fulda, 2008 ; Fulda, 

2009 ; Laszczyk, 2009 ; Tan et al., 2003) ; 

Cependant, les dérivés de la bétuline, y compris l'acide bétulinique, semblent avoir une 

activité antimicrobienne assez limitée (Alakurtti et al., 2006). Nous pouvons toutefois 

citer l’activité anti-VIH du bevirimat, dérivé de l’acide bétulinique (Smith et al., 2007). 

Cette molécule inhibe la maturation des protéines par clivage des précurseurs en ciblant 

le substrat protéique et non la protéase. Bien qu’ayant franchi les phases I et II d’études 

précliniques (sous le nom de PA-457), il fait actuellement face à l’apparition de 

nombreuses souches virales résistantes (Knapp et al., 2011 ; Lu et al., 2011). Les essais 

de phase IIb ont montré que cette molécule pouvait faire diminuer de 1,26 log la charge 

virale des patients traités. Ce médicament, ancienne propriété du groupe américain 

Panacos Pharmaceuticals Inc., appartient maintenant au groupe Myriad Pharmaceuticals 

Inc. qui l’a rebaptisé MPC-4326. Myriad a stoppé les essais cliniques sur l’ensemble de 

ce type de médicament afin de concentrer ses efforts de R&D sur des molécules 

anticancéreuses. Les essais de phase III n’auront peut-être jamais lieu. 

 

Les études pharmacologiques ont montré que ces trois AHPTs sont actifs à la fois en 

usage externe (topique) et après administration orale. L’injection de telles substances 

reste bien sûr limitée du fait de leur non hydrosolubilité. Cela rend difficile son 
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absorption et sa diffusion dans l’organisme et donc entraine une faible biodisponibilité 

générale de ces molécules. De nombreuses études pointent ce fait comme la limitation 

principale à leur utilisation comme agents thérapeutiques (Gauthier et al., 2006 ; 

Mullauer et al., 2009). 
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2 Les méthodes d’hydro-solubilisation des acides hydroxy 

pentacycliques triterpénoiques 

Pour augmenter la solubilité des AHPTs, il y a trois possibilités : 

 soit les modifier chimiquement 

 soit réaliser une cosolvation des AHPTs 

 soit les vectoriser 

 

2.1 Modifications chimiques 

Trois cas sont à différencier ici,  

 soit la molécule est modifiée afin d’obtenir une entité nouvelle, elle-même 

active à la façon de la molécule d’origine mais avec des propriétés physiques et 

chimiques différentes. Dans ce but, de nombreuses équipes ont greffé, sur les 

fonctions hydroxyle et carboxyle des AHPTs, des substituants divers. Parmi ces 

substituants, nous pouvons citer des fonctions alcool, sulfo, amino et amines 

accompagnées de chaines carbonées plus ou moins longues (Bai et al., 2012). 

L’équipe de Baï K. et coll. a ainsi multiplié par 288 l’hydrosolubilité de l’AU 

par le greffage d’une simple fonction hydroxylamine sur le C28 de l’AU. La 

cytotoxicité – sur cellules cancéreuses (HT29 et HepG2) - quant à elle a été 

multipliée par 2,5. Dans certains cas cependant l’entité nouvelle perd l’activité 

biologique du composé d’origine, et/ou il y a accroissement de sa toxicité. Meng 

Y-K. en estérifiant les C3 et/ou les C5 a obtenu une augmentation de la 

cytotoxicité – mesurée lors de cette étude seulement sur des lignées de cellules 

cancéreuses (Meng et al., 2009). Dans certains cas, l’augmentation de la toxicité 

sur des lignés cancéreuses pour accroitre l’activité anticancéreuse peut être un 

des objectifs recherchés. 

 

 soit la molécule est utilisée sous forme de son sel. Ainsi l’AB sous 1a forme de 

cholinium de bétulinate (OH-CH2-CH2-NH4
+
) est 100 fois plus soluble que la 

molécule initiale dans une solution à 0,1% de DMSO. Son potentiel 

anticancéreux sur cellules MCF7 et A375 est multiplié par 5 (Gauthier, 2006 ; 

Suresh et al., 2012). 
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 soit la molécule est transformée de façon à obtenir une forme transitoire appelée 

prodrogue dont la biotransformation après administration permet au composé 

initial d’exercer un effet pharmacologique. Dans cet objectif, la recherche porte 

sur la synthèse d’ester d’AHPTs. Ces esters seraient coupés par les nombreuses 

estérases de l’organisme et les AHPTs ainsi libérés auraient une meilleure 

biodisponibilité (Figure 12). C’est le cas par exemple d’un anti-tumoral basé sur 

l’AB qui devrait, selon les auteurs, réagir comme une prodrogue (Drag-

Zalesinska et al., 2009). Drag-Zalesinska et coll. ont greffé sur le C28, par 

estérification de la fonction acide, différents acides aminés (lysine, alanine, 

phénylalanine, acide 2 amino-butyrique…). Ils ont ainsi observé une 

augmentation significative de l’hydrosolubilité de l’AB avec ces 4 acides 

aminés. Cependant sa toxicité – sur cellules cancéreuse de pancréas – augmente 

lors du greffage de lysine ou d’acide 2 amino-butyrique et diminue dans les 

autres cas ce qui est très intéressant pour une application en thérapeutique 

anticancéreuse. 

 

 

Figure 12 : Principe des prodrogues à transporteur 

 

2.2 Co-solvatation 

La solvatation est le phénomène physico-chimique observé lors de la dissolution d'un 

composé chimique dans un solvant. 

Une espèce solvatée est entourée par un « bouclier » de molécules de solvant. 

 

Dans le cas de la co-solvatation, un premier solvant (le co-solvant) forme ce 

« bouclier » de molécules de solvant. Ce sont les propriétés de l’entité formée par la 
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molécule à solubiliser et ce co-solvant qui permettront d’obtenir une solubilisation dans 

le solvant visé (« deuxième » solvant). 

Dans le cas des AHPTs, ces co-solvants doivent être un solubilisant des AHPTs et 

solubles dans l’eau. R.G. Strickley cite en 2004 plusieurs molécules servant de co-

solvant en thérapeutique humaine : le dimethylacetamide, le dimethylsulfoxyde, 

l’éthanol, la glycérine, le N-methyl-2-pyrrolidone, les PEG 300 & 400, le poloxamer 

407, le propylène-glycol. 

Le DMSO, largement utilisé avec les AHPTs pose de nombreux problèmes allant de sa 

« simple » toxicité (Bégin et al., 2002) à des problèmes impactant l’interprétation et 

l’interprétabilité des résultats. En effet, le DMSO est capable d’induire la mise en place 

de phénomènes de « résistance » chez les cellules vivantes qui sont à son contact. Ces 

phénomènes permettent, par exemple, aux bactéries non seulement de survivre au 

DMSO et ce jusqu'à de fortes concentrations (Fedorka-Cray et al., 1988) mais 

certainement aussi de voir modifier leur sensibilité aux principes actifs qui se trouvent 

dissous par le DMSO (Markarian et al., 2002 ; Wood et Wood, 1975). 

 

2.3 Vectorisation 

La vectorisation met en jeu des vecteurs, de type soit particulaires (nano-sphères, 

microsphères, liposomes), soit moléculaires (virus, polymères, cyclodextrines, 

anticorps), soit vivants (bactéries, cellules), qui permettent de transporter des principes 

actifs. 

Les cyclodextrines sont le plus souvent utilisées pour former des complexes 

supramoléculaires avec le principe actif à vectoriser. Leur utilisation pour former des 

nanoparticules, des liposomes ou des microsphères de cyclodextrine se développe de 

plus en plus. 

Le greffage de molécules à des fins d’adressage de ces édifices supramoléculaires se 

développe aussi de plus en plus de façon à libérer le principe actif au plus près de sa 

cible (colon, cerveau) (Chinna Reddy et al., 2012). Trois formes principales peuvent 

exister en vectorisation : 

 

 Les liposomes, sont des systèmes principalement fondés sur les propriétés 

amphiphiles des molécules qui les composent. Ces assemblages forment des 

monocouches ou des bicouches capables d’emprisonner les principes actifs à 

transporter tout en restant solubles dans des phases principalement aqueuses. 
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Ces approches ont été utilisées pour vectoriser certains polyphénols  comme le 

trans-resveratrol avec une visée de traitement anticancéreux (Bonechi et al., 

2012). Ces liposomes sont de plus en plus souvent stabilisés par incorporation de 

cyclodextrine dans leurs couches lipidiques (Skalko-Basnet et al., 2000). 

 

 Les nanoparticules, sont actuellement très utilisées dans de nombreuses 

formulations médicamenteuses ou cosmétiques. Les plus sûres sont les 

nanoparticules « métalliques » (TiO2 – NiO2…) alors que les nanoparticules à 

base de « silice » (SiO2) semblent beaucoup plus cytotoxiques (Medina et al., 

2007 ; Napierska et al., 2012). Les nanoparticules de cyclodextrines sont une 

piste pleine de promesse pour l’augmentation des capacités de transport des 

nanoparticules. Ceci tout en augmentant leur hydrosolubilité et en stabilisant les 

principes actifs transportés. (Boudad et al., 2001). Pour exemple, ces 

nanoparticules à cyclodextrines peuvent aussi servir à vectoriser des 

anticancéreux comme le paclitaxel par exemple (Miao et al., 2012). 

 

 Les cyclodextrines, offrent quant à elles la possibilité de transporter le principe 

actif par l’inclusion de ce dernier dans des navettes moléculaires. Plusieurs 

cyclodextrines peuvent même être assemblées afin de vectoriser des molécules 

de taille supérieure à celle de leur cavité comme par exemple des siRNA 

(Kulkarni et al., 2012). 
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3 Les cyclodextrines 

En 1891, Villiers (Villiers, 1891) obtient à partir des produits de dégradation d’un 

kilogramme d’amidon par la bactérie Bacillus macerans, trois grammes de substance 

cristalline. Ce fut la première fois que des cyclodextrines furent isolées. Les 

cyclodextrines (CD) sont des oligosaccharides cycliques qui furent appelées crystalline 

dextrine, α-dextrine, β-dextrine, dextrines de Shardinger, cyclo-amyloses, cyclo-malto-

oligosaccharides, cyclo-oligoglucanes... Actuellement, le terme cyclodextrine reste le 

plus utilisé.  

 

3.1 Définition, structure et nomenclature 

Les CDs sont composées de sous-unités glucopyranoses liées en α-(1,4). Trois familles 

de CD naturelles sont principalement utilisées ou étudiées les α-, β- et γ-CD formées de 

6, 7 ou 8 sous-unités glucose respectivement (Figure 13) (des familles de plusieurs 

dizaines de sous-unités ont été synthétisées pour la recherche). 

 

 

 

Figure 13 : Structure plane des trois principales cyclodextrines natives (Szejtli, 1988) 

 

Elles possèdent une structure en tronc de cône, délimitant une cavité en leur centre 

(Figure 14). Les paires d’électrons non liés, des ponts glucosidiques de l’oxygène, sont 

orientés sur l’intérieur de la cavité, produisant une densité électronique élevée. Cela 

rend l’intérieur de la cavité hydrophobe, permettant la formation de complexes 

d’inclusion avec des composés apolaires ou polaires comportant un motif hydrophobe. 

Les protons glucosidiques H3 et H5 sont situés à l’intérieur du cône, alors que les 

protons H1, H2 H4 et H6 sont dirigés vers l’extérieur. 



 

32 

Généralités 
 

 

Figure 14 : Règle de numérotation des carbones sur une cyclodextrine (ici α-CD) 

 

Grâce à la conformation de l’unité glucopyranose, tous les groupements hydroxyles 

secondaires sont situés sur un des deux bords du tronc de cône, ils bordent l’entrée de la 

cavité tandis que tous les hydroxyles primaires sont sur l’autre bord. Ils sont plus 

rapprochés et plus flexibles, ils obstruent partiellement cet accès à la cavité. 

Les groupements hydroxyles des unités glucopyranoses peuvent être aminés, estérifiés 

ou éthérifiés et conduire à de nombreux dérivés. La synthèse de ces dérivés a souvent 

pour but d'améliorer la solubilité des CD naturelles. 

 

Les molécules de CD chimiquement modifiées ont des masses molaires moyennes 

correspondant à des indices moyens de substitution (Tableau I). 

 
Tableau I : Propriétés physicochimiques et monographies à la pharmacopée des cyclodextrines 

entrant dans la composition de produits pharmaceutiques commercialisés. 

CD 

Nombre de 

substituants 

par sous 

unité glucose 

Masse 

Moléculaire  

(g/mol) 

Solubilité 

dans l’eau 

(g/L) 

Pharmacopée 

Europe USA Japon 

α-CD - 972 145 Oui Non Oui 

β-CD - 1135 18,5 Oui Oui Oui 

HP β-CD 0,65 1400 >600 Oui Oui Non 

RAMEB 1,8 1312 >500 Non Non Non 

SBE β-CD 0,9 2163 >500 Non Non Non 

γ-CD 
 

1297 232 En cours Oui Oui 

HP γ-CD 0,6 1576 >500 Non Non Non 
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Parmi les cyclodextrines les plus étudiées on trouve la β-cyclodextrine (β-CD), 

l'hydroxypropyl-β-cyclodextrine (HP-β-CD) et la méthyl-β-cyclodextrine (M-β-CD). 

 

3.2 Propriétés physico-chimiques des cyclodextrines 

3.2.1 Cyclodextrines naturelles 

Le Tableau I donne les caractéristiques des cyclodextrines α, β et γ. 

Les groupements hydroxyles des CDs naturelles, conduisent à une bonne solubilité qui 

est cependant fortement variable selon les composés. Ainsi la β-CD est près de dix fois 

moins soluble que l’α-CD ou la γ-CD.  

La formation de complexe suppose une bonne adéquation entre la taille de la molécule 

hôte et celle de la CD. L'intérieur de la cavité apporte un micro-environnement lipophile 

dans lequel peuvent se placer des molécules non polaires. La principale force 

provoquant la formation de ces complexes est la stabilisation énergétique du système 

par le remplacement dans la cavité de molécules d'eau à haute enthalpie, par des 

molécules hydrophobes qui créent des associations apolaires-apolaires. Ces molécules 

hôtes sont en équilibre dynamique entre leur état libre et complexé. La résultante de 

cette complexation est la solubilisation de molécules hydrophobes très insolubles dans 

la phase aqueuse (la polarité de la cavité est comparable à celle d'une solution aqueuse 

d'éthanol) (Hedges, 1998). 

 

Ainsi les macrocycles polyfonctionnels biocompatibles et non immunogènes que sont 

les CDs sont d’un intérêt majeur car ils combinent les rôles de transporteur 

supramoléculaire et de support pour la présentation du ligand. 

 

Afin de diminuer la toxicité, d’améliorer la solubilité et le coût de fabrication, et pour la 

recherche et le développement d’applications thérapeutiques plus ciblées, de nombreux 

dérivés de CDs ont été élaborés. 

 

3.2.2 Cyclodextrines modifiées 

Les modifications chimiques des CD naturelles concernent les groupements hydroxyles 

qui sont substitués en nombre variable selon le type de CDs natives. La quantité de 

positions substituables est égale au nombre d’unités glucose présentes dans la molécule 
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de CD (7 par exemple pour la β-CD) multiplié par 3 (soit le nombre d’hydroxyles par 

unité de glucose). Ainsi, pour la β-CD le nombre d’isomères possibles est de 50 388 

après substitution de la moitié des hydroxyles. 

 

Actuellement, la recherche pharmaceutique se focalise sur l’élaboration de CDs 

modifiées en vue du ciblage d’actifs thérapeutiques (Kulkarni et al., 2012). Ainsi, les 

CDs de dernière génération sont plus particulièrement synthétisées pour s’adapter à la 

structure de l’hôte et à la reconnaissance cellulaire. L’importance des interactions sucre-

protéine n’est plus à démontrer, et leurs implications dans de nombreux processus tant 

physiologiques (embryogénèse,…) que pathologiques, tels que les infections 

bactériennes et virales, l’inflammation ou les mécanismes métastasiques, sont bien 

connues. 

Le greffage de ligands saccharidiques multivalents reconnus par des protéines 

membranaires permet le transport et l’adressage de molécules actives vers des 

récepteurs spécifiques et contrôle les interactions cellulaires. Les ligands saccharidiques 

greffés, pouvant reconnaître des motifs lectines membranaires, sont la concanavaline A 

et des glycodendrons mannosylés (Gomez-Garcia et al., 2005 ; Oda et al., 2008). Des 

ligands de même nature ont été greffés à des cyclodextrines dans le but de vectoriser des 

oligo-nucléotides antisens à visées antivirales (Abdou et al., 1997). 

Cependant, les interactions ligand glucidique-récepteur protéique sont trop faibles pour 

être efficaces. Des interactions identiques existent dans la nature, mais elles sont 

toujours multiples ce qui compense leur fragilité unitaire. Aussi la création de structures 

dendritiques permet d’optimiser l’interaction ligand-récepteur en augmentant leur 

nombre.  

Le greffage de structures sulfatées ou fluorées permet aussi d’observer des phénomènes 

d’auto-organisation de cyclodextrines en nanoparticules capables d’encapsuler des 

molécules hydrophobes comme l’aciclovir ou la caféine par exemple (Parrot-Lopez et 

al., 2010). 

 

Il est à noter que dans le cas de cyclodextrines « branchées » (Figure 15), un complexe 

avec deux invités peut se former :  

 un invité interagissant avec la cavité, et ; 

 un invité interagissant avec les bras greffés sur la couronne de la cyclodextrine. 
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Figure 15 : différentes formes possibles de position de fonctionnalisation des cyclodextrines (Parrot-

Lopez et al., 2010) 

 

Les CDs dendritiques sont des structures arborescentes construites à partir d’une unité 

centrale multifonctionnelle et se terminant par de multiples groupes réactifs 

périphériques, tels que des ligands D-galactose. 

Le ciblage thérapeutique est particulièrement recherché dans le cas de molécules 

anticancéreuses dont les effets délétères sur les cellules saines sont difficilement 

contrôlables. Un exemple d’adressage utilisant la reconnaissance ligand-protéine 

membranaire: la complexation de la doxorubicine, molécule anticancéreuse avec une β-

CD branchée avec un D-galactose est un modèle qui peut transporter spécifiquement 

cette molécule active aux cellules contenant des lectines se liant avec le D-galactose 

(Oda et al., 2008). 

Actuellement ce type d’adressage continue à se développer avec, par exemple, le cas de 

nanoparticules d’HP-β-CD mélangées à un polymère greffé avec un peptide cRGD 

(Arg-Gly-Asp-D-Phe-Cys) capable de cibler spécifiquement les intégrines αvβ3 

(intégrines responsables de la croissance tumorale et de l’angiogenèse qui lui est 

associée) (Miao et al., 2012). 
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3.3 Toxicité des cyclodextrines 

Les cyclodextrines natives et leurs dérivés hydrophiles traversent difficilement les 

barrières biologiques lipophiles. Les dérivés lipophiles de la bêta-cyclodextrine, même 

s'ils interagissent plus avec les membranes, ne les traversent pas plus (Del Valle, 2004). 

 

Lors d’étude avec des molécules marquées au 
14

C, il a été montré que le métabolisme 

humain dégradait les CD en maltose, glucose et CO2 lors de l’absorption par voie orale 

mais qu’elles étaient rapidement excrétées dans les urines lors d’injection par voie intra-

veineuse (Kondo et al., 1990 ; Marshall et Miwa, 1981). 

 

3.3.1 Toxicité cellulaire 

La cytotoxicité des CDs est fortement liée à leurs interactions avec la membrane 

plasmique des cellules. Cela reste principalement en rapport avec la capacité des CDs à 

faire des trous dans les membranes biologiques par extraction des molécules de 

cholestérol (Irie et al., 1982). Les CD sont connues pour induire des changements de 

forme dans la membrane des érythrocytes humains et, à plus forte concentration, une 

lyse. Si l’implication toxicologique in vivo des CDs natives reste négligeable (Stella et 

He, 2008), l’activité hémolytique induite par les cyclodextrines modifiées peut être 

classée ainsi : DM-β-CD> HP- β -CD > HP- γ-CD > HP- α-CD> S- β -CD (Stella et He, 

2008 ; Uekama, 2004). Les dérivés méthylés augmentent l’hémolyse par diminution des 

effets de répulsion électrostatique avec la membrane porteuse de charges similaires. 

Avec un modèle de culture cellulaire in vitro, des effets inflammatoires et cytotoxiques 

sont mesurables avec une concentration de RAMEB (Randomly Methylated β−CD) de 

10% (
m

/v), alors que 2 et 5% (
m

/v) n’induisent aucune lésion tissulaire même après 5 

jours d’expositions répétées (Boulmedarat et al., 2005). 

En revanche, Ulloth et coll. ont montré une toxicité significative (induction d’apoptose) 

à des doses moins importantes (0,25% (
m

/v) de β-CD méthylée) sur des cellules 

nerveuses différenciées (Ulloth et al., 2007). 

Enfin Hipler et coll. ont montré sur des cellules HaCaT que la β-CD et ses dérivés 

méthylés ne devraient pas, au vu de leur propriété antiproliférative, être utilisés pour des 

applications cutanées à des concentrations supérieures à 1% (
m

/v) (Hipler et al., 2007). 
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Ces études in vitro, de lyse cellulaire, ne reflètent pas la toxicité in vivo mais permettent 

seulement de classer les CD selon leur potentiel de déstabilisation des membranes 

cellulaires. 

 

3.3.2 Toxicité orale 

Toutes les études ont montré que la toxicité orale des CDs est presque nulle car elles ne 

sont pas absorbées au niveau du tractus digestif. Seule une portion négligeable des CDs 

hydrophiles et des complexes molécule/cyclodextrine sont capables de traverser une 

membrane comme la muqueuse gastro-intestinale (Irie et Uekama, 1997). Après 

administration par voie orale, peu d'effets secondaires systémiques sont attribuables aux 

CDs elles-mêmes, en raison de leur faible diffusion dans la circulation générale. Ainsi, 

chez l’homme, la dose orale journalière tolérée de ces macrocycles est de : 1,4 g pour α-

CD ; 0,35 g pour la β-CD ; 10 g pour la γ-CD (Stella et He, 2008). 

 

 Alpha-cyclodextrine 3.3.2.1

Des études, d’une durée de 13 jours, ont été menées chez le rat et chez le chien. Des 

doses de 13,9 g/Kg par jour ont pu être administrées à des rats femelles (12,6 g/Kg/J. 

chez le male) sans observer d’autres effets physiologiques que ceux provoqués 

habituellement par l’absorption de grandes quantités de carbohydrates non digestibles 

(Lina et Bär, 2004). La même équipe a montré que ces doses pouvaient être de 10,4 

g/Kg/j. pour la chienne et de 9,8 g/Kg/j. pour le chien, avec l’observation des mêmes 

phénomènes physiologiques (Lina et Bär, 2004). 

 

 Bêta-cyclodextrine 3.3.2.2

Cette molécule ne diffuse quasiment pas à travers les membranes biologiques et n’est 

pas résorbée lors du transit intestinal (DL50 orale, rat 18 800 mg/kg), d'après la fiche de 

données de sécurité de Sigma. Ainsi dans un rapport, l’OMS (Joint FAO/WHO Expert 

Committee on Food Additives. Meeting (40th : 1992 : Geneva Switzerland), 1993 ; 

Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives. Meeting (44th : 1995 : Rome 

Italy) et Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives., 1995), donnait chez 

l’homme, une Dose Journalière Admissible de 5 mg par Kg de masse corporelle, fondée 
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sur une dose sans effet nocif (No Observed Effect Level /NOEL) de 1,25% (
m

/m) dans le 

régime alimentaire chez le chien.  

La FDA (Food and Drug Agency – United Kingdom) autorise son utilisation comme 

additif alimentaire humain à hauteur de 0,5 à 2% (
m

/m) selon les produits. La β-CD est 

ainsi utilisée dans l’industrie agro-alimentaire comme additif alimentaire (E459).  

Les CDs peuvent entraîner des effets secondaires systémiques, notamment la β-CD, par 

une augmentation de l'élimination de certains nutriments. En effet, en se complexant 

avec les nutriments, ceux-ci ne sont pas absorbés par la muqueuse intestinale et ne se 

retrouvent pas dans le sang. D’autre part, la complexation en tout ou partie des acides 

biliaires par la β-CD au niveau intestinal limite l’efficacité de ceux-ci et donc 

l’assimilation des nutriments (Stella et Rajewski, 1997). 

 

 Gamma-cyclodextrine 3.3.2.3

La tolérance, chez l’homme, est grande quand la γ-CD est administrée par voie orale 

(excepté les désagréments liés à l’absorption de substance peu digeste comme les 

flatulences).  

 

 Hydroxy propyl bêta-cyclodextrine 3.3.2.4

L’HP-β-CD est plus soluble et moins toxique que la molécule native. Elle est incluse 

dans de nombreuses spécialités commercialisées, à un dosage supérieur à 8 g HP-β-

CD/j. par voie orale, (Gould et Scott, 2005). Elle est bien tolérée chez l’homme. Une 

diarrhée peut toutefois apparaître avec un traitement de 14 jours, à des doses de 16 à 24 

g HP-β-CD/j. (Brewster et al., 2007). La biodisponibilité orale de l’HP-β-CD est de 0,5 

à 3,3% chez l’homme, avec 50 à 65% de la dose orale excrétée sans dégradation dans 

les selles, le restant étant métabolisé par la flore intestinale. 

 

 Randomly Methylated bêta-cyclodextrine 3.3.2.5

La biodisponibilité orale de la RAMEB (Randomly Methylated β−CD) est environ de 

5% chez le rat, et plus de 90% de la molécule sont excrétés sans modification de 

structure dans les selles (Wacker, 2012) (pour Cavasol
®
 W7 M pharma). 
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3.3.3 Toxicité par voie parentérale 

La γ-CD, les HP-β-CDs, sulphobutylether-β-CD, maltosyl-β-CD et les β-CD sulfatées 

sont suffisamment sûres pour être administrées par voie parentérale (Del Valle, 2004). 

Le principal effet secondaire des CDs administrées par voie parentérale est la 

néphrotoxicité sachant que le rein est le seul organe contribuant à l’élimination des CDs 

de la circulation systémique (Irie et Uekama, 1997). 

La toxicité rénale observée avec la β-CD, en particulier après administration 

parentérale, a été un des moteurs du développement des CDs modifiées. Les CDs ont 

été greffées dans le but d'augmenter la solubilité dans l'eau et ainsi diminuer leur 

toxicité rénale. 

 

 Gamma-cyclodextrine 3.3.3.1

Pour la γ-CD, les études de toxicité sont assez nombreuses et variées. L’ensemble de 

ces résultats ont été repris en 2004 par I.C. Munro et coll. dans une revue (Munro et al., 

2004). Ces études concluent toutes à une absence de danger quel que soit le mode 

d’administration. Cependant, d’autres études sont moins affirmatives lorsque la γ-CD 

est administrée par voie injectable. Ohtani met en évidence un impact sur la stabilité des 

érythrocytes (Ohtani et al., 1989), mais, malgré cette mise en évidence, ces effets 

secondaires n’ont pas été encore étudiés de façon approfondie chez l’homme. 

 

 Hydroxy propyl bêta-cyclodextrine 3.3.3.2

Après injection intra-veineuse, l’HP-β-CD est presque totalement éliminée par filtration 

glomérulaire rénale. Ainsi, l’administration de cette molécule doit être évitée pour les 

patients présentant une insuffisance rénale sévère (Gould et Scott, 2005). 

 

 Hydroxy propyl gamma-cyclodextrine 3.3.3.3

Les études toxicologiques concernant l’HP-γ-CD sont plus rares. L’HP-γ-CD est déjà 

incorporée dans un produit de diagnostic parentéral (Cardio Tec
®
, Tc-99 teoboroxime), 

cependant malgré cette utilisation en thérapeutique, il n’y a pas à notre connaissance de 

donnés sur la toxicité de l’HP- γ-CD par voie parentérale dans la littérature. 
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 Autres cyclodextrines 3.3.3.4

Certaines CDs modifiées, comme la diméthyl-β-CD, sont plus toxiques que les CDs 

natives dont elles sont dérivées (Stella et Rajewski, 1997). Les dérivés alkylés de l'α- et 

la β-CD, utilisés par voie entérale présentent une toxicité rénale non négligeable (Stella 

et al., 1999). L'HP-β-CD et la sulfobutylether-β-CD apparaissent comme étant les plus 

sûres et sont utilisées pour une administration tant entérale que parentérale (Stella et al., 

1999). 

 

La carboxyl-thioéther γ-CD ou sugammadex
®
 est commercialisée en solutions 

injectables à la concentration de 100 mg/mL et utilisée à des doses allant jusqu'à 16 mg 

/ kg chez l’homme pour la dé-curarisation (Bridion
®
). 

 

Les CDs méthylées induisent des effets toxiques après une administration par voie 

parentérale (Irie et Uekama, 1997). 

 

La toxicologie de la SBE-β-CD est peu étudiée, cependant des études montrent qu’elle 

est non toxique à des doses intraveineuses et orales modérées (Irie et Uekama, 1997). 

Cette molécule est déjà utilisée dans la formulation de certains médicaments tels que le 

voriconazole (VFEND
®
, poudre pour solution ou pour perfusion). Le voriconazole (10 

mg/mL) est solubilisé dans une solution contenant 16% (m/v) de SBE-β-CD. Une 

accumulation de SBE-β-CD est constatée chez des patients dialysés traités par 

voriconazole solution pour perfusion. Cependant, aucun effet toxique n’est observé et 

les doses accumulées atteignent des valeurs inférieures à celles observées dans des 

études de toxicité chez l’animal (von Mach et al., 2006). 

 

Grâce à leur cavité apolaire, les cyclodextrines sont capables de former des complexes 

d'inclusion en milieu aqueux avec une grande variété de molécules-hôtes hydrophobes. 

Une ou plusieurs molécules hôtes peuvent être incluses dans une, deux ou trois CDs. 

 

3.4 Les complexes de CDs 

La possibilité de formation d’un complexe entre une CD et une molécule invitée dépend 

principalement des interactions qui peuvent se former entre ces deux molécules. Aucune 

liaison covalente n’est formée ou rompue durant la complexation. Le complexe existe si 
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des liaisons de type : interactions électrostatiques, interactions de Van der Walls, 

interactions hydrophobes, interactions de transfert de charge ont lieu entre CD et 

molécule invitée.  

 

Ces complexes peuvent être : 

 soit des complexes d’association si des interactions existent entre la molécule et 

la face externe de la CD. Citons pour exemple la riboflavine et les β-CD ou HP-

β-CD (De Jesus et al., 2012) ; 

 soit des complexes d’inclusion si l’invité prend place à l’intérieur de la cavité de 

la CD, comme c’est le cas pour l’amoxicilline et la β-CD (Bisson-Boutelliez et 

al., 2010) 

 

La taille, l’encombrement stérique, la charge, la polarité de l’invité sont autant de 

paramètres importants pour la formation de complexes d’inclusion. Il existe une 

corrélation directe entre le caractère hydrophobe de la molécule et la stabilité du 

complexe formé (Szejtli, 1988). 

La principale force provoquant la formation des complexes est la stabilisation 

énergétique du système qui s’accompagne de l’exclusion des molécules de solvants de 

la cavité de la CD par les molécules invitées hydrophobes, plus apolaires que le solvant 

qui créent des associations apolaires-apolaires (Del Valle, 2004 ; Liu et Guo, 2002). 

Le processus de complexation est réversible : les molécules complexées sont en 

équilibre avec les molécules libres en solution. Cette inclusion peut être quantifiée par 

une constante d’équilibre (Figure 16) appelée constante de stabilité ou constante de 

formation du complexe (Kc, Kf ou Kn:m) (Brewster et Loftsson, 2007 ; Loftsson et al., 

2005). 

 

 

Figure 16 : Schématisation de l’équilibre de complexation (Palem et al., 2009) 

 

Kf 
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Le rapport moléculaire (nombre de molécule d’invité : nombre de molécule de CD) peut 

varier (Figure 17) et de nombreuses variations peuvent exister. 

 

 Complexe 1 : 1 entre l’amoxicilline et la β-CD (Bisson-Boutelliez et al., 2010) 

 Complexe 1 : 2 entre le carvedilol et la β-CD (Wen et al., 2004) ou un analogue 

de la curcumine et la β-CD (Dandawate et al., 2012) 

 Complexe 1 : 3 entre le 3H-indole et la β-CD (Shen et al., 1998) 

 Complexe 2 : 1entre le carmoful et l’α-CD (Kikuchi et al., 1984) 

 Complexe 2 : 2 entre la pyronine et la γ-CD (Schiller et al., 1987) 

 Complexe 3 : 2 entre l’ibuprofène et la β-CD (Chow et Karara, 1986) 

 … 

 

 

Figure 17 : Schématisation des différents types de complexe d’inclusion pouvant exister avec des 

CD d’après Bakkour (Bakkour, 2005) 

 

3.5 Applications de la complexation en thérapeutiques 

Les principes actifs contenus dans les médicaments sont souvent des molécules 

hydrophobes, ce qui peut poser des problèmes d'assimilation par différentes voies. 

(Loftsson et al., 2007).  

La solubilisation de principes actifs hydrophobes à l’échelle moléculaire par la 

formation de complexes d’inclusion dans la cavité des CDs est un bon moyen pour 

augmenter leur solubilité et leur biodisponibilité. De ce fait, les CDs sont utilisées 

comme excipient dans la formulation de médicaments (Brewster et Loftsson, 2007 ; 

Muppaneni et al., 2012). 

Les CDs permettent aussi de travailler sur la forme physique des médicaments en 

transformant des composés liquides en solides (poudres, comprimés). Ceci se fait soit 

en utilisant les CDs comme un simple excipient de mise en forme, soit par une 

vectorisation vraie et la précipitation de complexes d’inclusion. 
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La complexation des principes actifs photosensibles ou très réactifs permet souvent de 

les protéger ou de les stabiliser (Szejtli, 1997). Il est ainsi possible d’augmenter la 

stabilité d’une molécule vis-à-vis : 

 de la lumière : l’avobenzone qui a la capacité de stopper les UV-A voit sa 

stabilité de filtration à ces UV-A augmentée lorsqu’il est complexé avec de 

l’HPβ-CD (Yang et al., 2008) ; 

 de la chaleur : la déshydrogénase complexée avec une α-CD présente une 

stabilité thermique améliorée et renforce sa stabilité structurale (Barzegar et al., 

2008) ; 

 de l’oxygène et de l’hydrolyse alcaline et enzymatique : la doxorubicine 

complexée avec une HP-β-CD/ HP-γ-CD est plus résistante à la décomposition 

acide (Brewster et al., 1992), du pH gastrique : la complexation avec une Sulfo-

Butyl-Ester-bêta-cyclodextrine (SBE-β-CD) permet d’améliorer la stabilité de 

l’oméprazole (un inhibiteur de la pompe à proton) en pH acide (Agatonovic-

Kustrin et al., 2007). 

La complexation d’actifs thérapeutiques a été appliquée à différentes voies 

d’administration. 

 

3.5.1 Voie orale 

La complexation avec HP-β-CD permet d’augmenter la solubilité du carvédilol 

(bêtabloquant) et de prolonger sa libération (Cappello et al., 2006 ; Stuenkel et al., 

1991). C’est aussi le cas de nombreuses hormones dont l’androstenediol (Brown et al., 

2002). 

 

3.5.2 Voie parentérale 

Des drogues, dont les propriétés physico-chimiques contre indiquent l’injection 

parentérale, peuvent être délivrées par cette voie après association avec une CD 

modifiée hydrophile. Par exemple, la complexation de l’oméprazole avec HP-β-CD 

(40% m/v) permet de la rendre compatible avec une formulation parentérale (Holvoet et 

al., 2007 ; Stevens, 1999). 
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3.5.3 Voie nasale 

L’HP-β-CD multiplie par 3,5 la perméation de la buspirone (anxiolytique non 

benzodiazepinique) à travers la muqueuse nasale, sans entraîner de cytotoxicité (Khan 

et al., 2008). 

 

3.5.4 Voies locales 

La complexation avec l’HP-β-CD de la puerarine, un agent bêtabloquant permet 

d’optimiser son absorption ophtalmique, en application topique (Wu et al., 2007). 

La complexation du meloxicam (anti-inflammatoire) avec la β-CD, dans une 

formulation liposomale, permet d’améliorer la libération transdermique de la molécule 

active (Jain et al., 2008). C’est aussi le cas de l’hydroxy cortisone avec l’HP-β-CD 

(Loftson et al., 2003) 

La β-CD permet l’absorption de molécules peu hydrosolubles, et permet sa libération au 

niveau de la muqueuse sublinguale (Mannila et al., 2007). Cette modification est la 

conséquence d’une meilleure perméabilité des muqueuses à la drogue dont la 

biodisponibilité est améliorée par complexation avec une CD. 

 

3.5.5 Spécialités pharmaceutiques contenant des cyclodextrines 

La liste des principes actifs dont la vectorisation par les CDs est ou a été envisagée 

s’accroit rapidement. Cependant, rares sont ceux qui passent du domaine de la 

recherche préclinique aux essais thérapeutiques. Nous pouvons citer quelques exemples 

comme : 

 

 des peptides (Irie et Uekama, 1999) 

 des antiviraux (Jeulin et al., 2009) 

 des anti-inflammatoires (Miro et al., 2009 ; Nagarsenker et al., 2008) 

 des antibactériens (Bisson-Boutelliez et al., 2010 ; Paulidou et al., 2008 ; Tewes 

et al., 2008) 

 des oligo-nucléotides (Abdou et al., 1997 ; Menuel et al., 2007 ; Redenti et al., 

2001) 

 des anticancéreux (Gil et al., 2009). 
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La liste des spécialités pharmaceutiques contenant des CD, actuellement 

commercialisées en France reste limitée à une vingtaine de produits ( 

Tableau II). 

 

Mais si l’on étend cette liste aux autres pays, elle s’accroit très rapidement (Tableau III) 

(Chinna Reddy et al., 2012 ; Loftsson et Duchene, 2007 ; Szejtli, 2004).  

 

Tableau II : Liste des spécialités pharmaceutiques contenant des CD et commercialisées en France. 

(source banque Claude Bernard : http://www.resip.fr/login.asp?code=3) 

Nom Principe actif 
Classe 

médicamenteuse 
CD 

Date 

d’AMM 

Date de 

suppressio

n 

CAVERJECTDUAL 

Poudre pour solution 

injectable 

Alprostadil 
Stimulant de 

l’érection 
α-CD 04/09/2001 

 

EDEX  

Poudre pour solution 

injectable 

Alprostadil 
Stimulant de 

l’érection 
α-CD 16/04/1997 

 

TAKETIAM 

Comprimé pelliculé 
Céfotiam Antibactérien α-CD 31/08/1992 

 

TEXODIL 

Comprimé pelliculé 
Céfotiam Antibactérien α-CD 31/08/1992 

 

ALAIRGIX 

Comprimé à sucer 
Cétirizine Antihistaminiques β-CD 14/03/2005 

 

BORIBEL N°13 

Mélange de plantes pour 

tisane 

Bourdaine, Séné, 

Guimauve, Mauve 
Laxatifs β-CD 05/02/1996 27/02/2008 

BREXIN 

Comprimé effervescent  

Piroxicam 

β-CD complexe 
AINS β-CD 25/11/1998 

 

CALPRIMUM 500 

Comprimé croquer 
Carbonate de calcium Apport minéral β-CD 22/12/1996 

 

CETIRIZINE EG 

Comprimé à sucer 
Cétirizine Antihistaminiques β-CD 24/11/2005 

 

CYCLADOL 

Comprimé effervescent 

Piroxicam 

β-CD complexe 
AINS β-CD 25/11/1998 

 

JASMINELLE 

Comprimé pelliculé 

Ethinylestradiol β-CD 

complexe 

Drospirénone 

Oestroprogestatif β-CD 10/07/2006 
 

NICORETTE 

MICROTAB 2 mg 

Comprimé sublingual 

Nicotine 

β-CD complexe 

Désintoxication 

tabagique 
β-CD 13/01/1999 26/09/2008 

PRAMIPEXOLE EG 

Comprimé 
Pramipexole Antiperkinsonien β-CD 01/04/2009 

 

RHINATHIOL TOUX 

SECHE 

Gel oral  

Dextromethorphane Antitussif β-CD 
 

01/02/2003 

http://www.resip.fr/login.asp?code=3
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Nom Principe actif 
Classe 

médicamenteuse 
CD 

Date 

d’AMM 

Date de 

suppressio

n 

TRUE TEST 

 

Dispositif transdermique 

 

-------------------------- 

 

Dispositif pour 

application cutanée 

 

 

Amylcinnamaldéhyde 

alpha, Isoeugénol, 

Cinnamaldéhyde, 

Eugénol, Cinnamique 

alcool, 

Hydroxycitronellal, 

Géraniol,  mousse de 

Chêne 

Allergènes β-CD 21/07/1995 

 

------------- 

07/04/2010 

VITASEPTOL 

Collyre 
Thiomersal 

Antiseptique 

ophtalmique 
β-CD 31/03/1992 04/07/2008 

ALOPEXY 2 %  

Solution cutanée 
Minoxidil Anti alopécique γ-CD 16/12/1987 16/11/2006 

ALLERGIFLASH 

Collyre 
Lévocabastine 

Antiallergiques 

ophtalmiques 
HP-β-CD 22/01/2010 

 

INDOBIOTIC 

Collyre 

Indométacine 

Gentamicine  

AINS et 

anti-infectieux 
HP-β-CD 25/05/1999 

 

INDOCOLLYRE 

Collyre 
Indométacine 

AINS 

ophtalmiques 
HP-β-CD 22/10/1996 

 

LEVOFREE 

Collyre 
Lévocabastine 

Autres 

antiallergique 
HP-β-CD 18/03/2010 

 

PERINDOPRIL/INDAP

AMIDE SANDOZ 

Comprimé  

Périndopril 

Indapamide 

IEC et 

diurétique 
HP-β-CD 16/08/2010 

 

PERINDOPRIL 

SANDOZ 

Comprimé 

Périndopril IEC HP-β-CD 07/04/2008 
 

SPORANOX 

Solution pour perfusion 

IV 

Itraconazole 
Antimycosique 

systémique 
HP-β-CD 20/08/2004 08/08/2011 

SPORANOX 

Solution buvable 
Itraconazole 

Antimycosique 

systémique 
HP-β-CD 30/12/1997 

 

AERODIOL 

Solution nasale 
Oestradiol 

 
Méthyl β-CD 

 
26/04/2007 

VFEND 

Poudre pour solution 

pour perfusion IV 

Voriconazole 
Antimycosiques 

systémique 
SBE - β-CD  19/03/2002 

 

ABILIFY 

Solution injectable 
Aripiprazole Antipsychotiques SBE - β-CD 04/10/2006 

 

BRIDION 

Solution injectable 
Sugammadex Antidotes 

Carboxyl-

thioéther- γ-

CD 

25/07/2008 
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Tableau III : Exemples de spécialités pharmaceutiques contenant des CD et commercialisées à 

l’étranger (Chinna Reddy et al., 2012). 

Nom Principe actif cyclodextrine Pays 

Prostavastin, Rigidur 

Injectable I.V. 
Alprostadil (PGE1) α-CD 

Japan, Europe (hors 

France), USA 

Opalmon 

Comprimé 
OP-1206 α-CD Japan 

Pansporin T  

Comprimé 

Cefotiamhexetil 

HCl 
α-CD Japan 

Ulgut, Lonmiel 

Gélule 
Benexate HCl β-CD Japan 

Meiact 

Comprimé 

Cephalosporin(ME1

207) 
β-CD Japan 

Transillium 

Comprimé 
Chlordiazepoxide β-CD Argentina 

Glymesason 

Pommade 
Dexamethasone β-CD Japan 

Stada-Travel, 

Gomme à macher 

Diphenhydramine 

HCl 
β-CD 

Europe (hors 

France) 

Nicorette Nicogum 

Gomme à macher 
Nicotine β-CD 

Europe (hors 

France) 

Nimedex 

Comprimé 
Nimesulide β-CD 

Europe (hors 

France) 

Nitropen 

Comprimé à sucer 
Nitroglycerine β-CD Japan (hors France) 

Propulsid 

Suppositoire 
Cisapride HP-β CD 

Europe (hors 

France) 

Sporanox 

Solution orale et I.V. 
Itraconazole HP-β CD Europe, USA 

Mitozytrex 

Injectable I.V. 
Mitomycine HP-β CD 

Europe (hors 

France), USA 

Clorocil 

Collyre 
Chloramphénicol Methyl β-CD  

Aerodiol 

Spray nasal 
17β-Estradiol Methyl β-CD 

Europe (hors 

France) 

Vfend 

Injectable I.V. 
Voriconazole SBE-β-CD Europe, USA 

Geodon, Zeldox 

Injectable I.M. 

Ziprasidone 

mesylate 
SBE-β-CD Europe, USA 

Voltaren 

Collyre 
Diclofenac sodium HP-γ-CD Europe 

Cardiotec 

Injectable I.V. 
Tc-99 Teoboroxime HP-γ-CD USA 
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3.6 Autres utilisations des cyclodextrines 

3.6.1 Utilisation en agroalimentaire 

L'industrie agroalimentaire se sert communément (et depuis plus de 20 ans au Japon) 

des CDs comme exhausteur de goût en permettant un ajout facile de composés gustatifs 

ou pour fixer des molécules trop volatiles et prolonger par exemple la durée gustative 

des chewing-gums (Szejtli et Szente, 2005). Elles sont aussi utilisées pour enlever 

certaines molécules indésirables, notamment pour réduire les quantités de cholestérol ou 

pour masquer le gout de composés amers des plats cuisinés. Les CD sont aussi 

employées pour stabiliser des émulsions comme la mayonnaise ou même les margarines 

(Szejtli, 2004). Elles sont aussi capables de modifier l’élasticité des pâtes alimentaires 

(Fujishima et al., 2001), et permettent la production de dérivés laitiers sans graisse par 

extraction du cholestérol (Alonso et al., 2009). 

A noter que les CDs sont considérées comme des additifs. Elles ne possèdent pas de 

contre-indication ou de risque potentiellement dangereux dans ce contexte. L’α-CD a le 

numéro E-457, la β-CD le E-459 et la γ-CD le E-458. Aucun autre type de CD n’est 

mentionné dans le tableau des excipients alimentaires. 

L’AFSSA, dans sa saisine en date du 23 novembre 2001(AFSSA, 23 novembre 2001) 

donne son appréciation de la mise sur le marché de γ-CD dans le cadre du règlement 

relatif aux nouveaux aliments. Ce texte stipule l’innocuité alimentaire de la γ-CD, 

établit que la consommation moyenne est de 4,3g/jour sur la base des habitudes 

alimentaires nord-américaines et que cette molécule est complétement métabolisée par 

l’organisme en maltose, glucose et CO2. Quelques points d’attention sont soulignés 

quant à la vérification de l’innocuité du procédé de production (présence de 

cyclodextrine glycosyltransférase (CGTase) et de métaux lourds) et de la qualité 

microbiologique de cette production. Aucune dose journalière admissible (DJA) n’est 

établie. 

La FDA (US), dans sa notice n° GRN 000046, datée du 22 septembre 2000, propose 

une bibliographie reprenant le catabolisme des CDs et les différents types de toxicités 

(cyto, géno etc…). De ces données de toxicité, cette notice définit pour différents types 

d’aliments le pourcentage maximum de CDs utilisable en fonction du type de CD et du 

type d’aliment (céréales, gomme à mâcher…).  
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3.6.2 Utilisation en chimie analytique 

Les CDs sont de plus en plus utilisées en Chimie Analytique, notamment en CLHP 

(Chromatographie Liquide Haute Performance), comme greffe sur la phase stationnaire 

(silice en général). L'emploi de CDs permet de changer l’affinité des composés à 

analyser pour la phase stationnaire, et donc de modifier leur temps de rétention. Une 

application remarquable est liée à l’énantioséléctivité des systèmes chromatographiques 

greffés avec des CDs (Chen et al., 2008). 

Une autre propriété remarquable des CDs est qu'en complexant certaines molécules 

photosensibles, elles exaltent leur capacité de réponse à l'excitation notamment en 

fluorimétrie (Maragos et al., 2008). 

 

3.6.3 Utilisation pour la dépollution des sols 

Les CDs présentent de bonnes caractéristiques pour être utilisées pour la dépollution des 

sols (Wan et al., 2009). Ces molécules peuvent être considérées comme éco-

compatibles et se dégradent dans le milieu naturel. Toutefois les CDs naturelles se 

dégradent plus facilement que les CDs modifiées : 82% de biodégradation de la β-CD 

en 28 jours mais seulement 9% pour l’HP-β-CD et 9% pour la M-β-CD et ce, dans le 

même laps de temps. 

Elles permettent aussi le traitement des eaux par encapsulation et adsorption des 

contaminants (Allabashi et al., 2007). 

 

3.6.4 Utilisation diverses 

 Désodorisant : les cyclodextrines sont utilisées comme agent masquant des 

mauvaises odeurs ou des saveurs désagréables (Szejtli et Szente, 2005). 

 Agroalimentaire : elle stabilise des arômes comme la vanilline (Kayaci et Uyar, 

2012) 

 Cosmétique : elles permettent de stabiliser des émulsions et les molécules 

odorantes ou actives (Scalia et al., 2007) ; 

 Textiles spéciaux : elles sont utilisées pour fixer des molécules actives, dont des 

antibactériens, à des tissus (El Ghoul et al., 2008 ; Rukmani et Sundrarajan, 

2012). 
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 Prothèses : greffage de CDs afin d’y inclure un traitement antibactérien par la 

suite (Blanchemain et al., 2008). 

 Catalyseur de réactions chimiques : en Chimie Organique, elles permettent de 

contrôler la régio-sélectivité de certaines réactions tout en améliorant le 

rendement, et permettent de travailler avec des molécules hydrophobes en milieu 

aqueux. Elles sont aussi souvent utilisées pour l´élaboration d´enzymes 

artificielles ou plus précisément de mimes enzymatiques (Lanza et Vecchio, 

2009). 

 

3.7 Les complexes cyclodextriniques 

3.7.1 Préparation des complexes 

 En milieu liquide 3.7.1.1

3.7.1.1.1 Co-précipitation 

Cette méthode est la plus utilisée. Après dissolution de la CD dans de l’eau sous 

agitation, la molécule invitée est ajoutée. La concentration de la β-CD peut atteindre 

jusqu’à 20% (m/v) si l’invité tolère des températures élevées. Le précipité formé peut 

être collecté par décantation, centrifugation ou filtration. Le précipité peut être lavé avec 

un peu d’eau ou tout autre solvant miscible à l’eau tel que l’alcool éthylique, le 

méthanol et l’acétone. Le principal inconvénient de cette technique est lié au volume de 

liquide à utiliser. Du fait de la solubilité limitée de la CD en phase aqueuse, de grandes 

quantités d’eau sont nécessaires. La formation de complexe solide ou semi-solide peut 

être optimisée par l’utilisation d’additifs tels que l’éthanol, et pour les drogues basiques 

par l’adjonction d’ammonium. Les substances actives  non ionisées forment des 

complexes avec les CD plus stables que leurs homologues ionisés. Selon la quantité 

d’eau utilisée pour former le complexe, on obtient un co-précipité, un « slurry » (pâte 

visqueuse) ou une pâte solide. 

 

3.7.1.1.2 Extrusion 

La CD, la molécule invitée et l’eau sont mélangés au fur et à mesure dans l’extrudeuse. 

Le degré de dispersion, la température de chauffe, la vitesse d’agitation et le temps 

peuvent être contrôlés dans la cuve de l’extruder. Selon la quantité d’eau initiale, le 

complexe extrudé peut sécher en refroidissant ou dans un four. Du fait de la température 
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générée, certaines molécules invitées labiles à la chaleur sont décomposées par cette 

méthode. Toutefois, cette technique présente l’intérêt d’être un processus continu et 

d’utiliser peu d’eau (Del Valle, 2004). 

 

3.7.1.1.3 Séchage des complexes 

Le séchage des complexes peut être effectué par plusieurs méthodes : par séchage dans 

un four, ou dans des dessiccateurs, en évitant de détruire le complexe, ou encore par 

lyophilisation (Asbahr et al., 2009). 

 

 En milieu solide 3.7.1.2

Certaines molécules invitées peuvent être complexées par simple mélange des deux 

poudres ensembles. Le temps de mélange nécessaire dépend de l’invité. Généralement, 

ce protocole est réalisé à température ambiante. Son principal avantage est de ne pas 

utiliser d’eau, sauf pour le rinçage, et ses inconvénients sont le risque de formation de 

croûtes des poudres, et l’obtention d’un mélange incomplet conduisant à une 

complexation insuffisante (Del Valle, 2004). 

 

3.7.2 Caractérisation des complexes 

Les analyses effectuées afin de mettre en évidence l’existence d’un complexe 

d’inclusion en solution se fondent sur les modifications des caractéristiques physico-

chimiques de la substance complexée ou de la CD. Toute méthode capable de mettre en 

évidence un changement : de solubilité, de la rétention en chromatographie, de 

l’absorbance, des déplacements chimiques des protons en RMN, des accidents 

thermiques en thermo-analyse peut être utilisée. Ne seront développées ici que les 

méthodes utilisées dans ce travail à savoir la CLHP, la RMN et l’ACD. 

 

 En solution 3.7.2.1

3.7.2.1.1 Chromatographie Liquide à Haute Performance 

La chromatographie liquide  haute performance (CLHP), outre qu’elle soit une méthode 

d’analyse très sensible permettant de doser une quantité infime de molécules chimiques 

en solution, peut être utilisée pour la détermination de la constante de stabilité (Kc) des 

complexes (De Melo et al., 2008). En effet, Uekama et coll. ont observé que le temps de 
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rétention des acides et des bases faibles diminue significativement par addition d’α ou 

de β-CD dans la phase mobile (tampon phosphate), la phase stationnaire étant une phase 

échangeuse d’ions (Uekama et al., 1978). La mesure des temps de rétention, eux-mêmes 

directement proportionnels aux rapports de distribution des concentrations entre la 

phase stationnaire et la phase mobile, permet d’accéder à la valeur de Kc. S’appuyant 

sur cette observation, Loftsson et Brewster ont montré l’intérêt de la CLHP pour 

déterminer la valeur de la constante de stabilité des complexes de CD (Loftsson et 

Brewster, 1996). Dans ce but, la CD est introduite dans la phase mobile, à différentes 

concentrations, et la molécule étudiée constitue le soluté de l’échantillon injecté. Les 

valeurs du facteur de rétention, obtenues pour ce soluté, permettent alors de déterminer 

s’il y a formation d’un complexe, de déterminer la stœchiométrie du complexe formé 

ainsi que la valeur de la constante de stabilité de ce complexe (Bielejewska et al., 2002 ; 

De Melo et al., 2008 ; Moeder et al., 1996). 

 

3.7.2.1.2 La Résonance Magnétique Nucléaire 

La résonance magnétique nucléaire (RMN) permet de déterminer la structure 

tridimensionnelle de molécules organiques en solution. Cette technique est fondée sur 

l’absorption d’énergie par certains noyaux atomiques lorsqu’une molécule est placée 

dans un champ magnétique. Cette absorption se traduit par une rotation autour de l’axe 

nucléaire du noyau chargé ; ce spin nucléaire est à l’origine du signal RMN. 

Les spectres de RMN sont indispensables pour affirmer l’inclusion d’une molécule dans 

une CD. Pour cela, il est possible de réaliser le spectre du proton (H
1
 RMN) qui 

renseigne sur la direction de pénétration de la molécule invitée dans la cavité de la CD 

par identification de la position de ses protons.  

Lorsqu’il y a un complexe, les variations de la densité électronique autour de certains 

noyaux causent leur blindage ou déblindage par rapport au champ magnétique externe. 

Un déplacement de certains pics est observé : les pics des atomes d’hydrogène 

intervenant dans des liaisons faibles révèlent alors un phénomène de blindage ou 

déblindage selon qu’ils se déplacent respectivement vers des champs faibles ou des 

champs forts. Ainsi, les hydrogènes H3 et H5, situés à l’intérieur de la cavité, subissent 

un phénomène de déblindage lors de l’interaction avec la molécule invitée, uniquement 

lorsqu’il y a formation d’un complexe d’inclusion. 

Cette méthode permet donc de visualiser les déplacements des bandes de résonance des 

protons internes de la CD (H3, H5) en cas d’inclusion d’une molécule, alors que les 
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protons externes restent peu affectés (H1, H2, H4, H6). De même sont étudiées toutes les 

modifications de bandes de résonance des protons de la molécule invitée afin de 

déterminer les atomes interagissant avec la CD.  

 

 En milieu solide 3.7.2.2

3.7.2.2.1 Méthode thermo-analytique : analyse calorimétrique différentielle (ACD) 

L’analyse calorimétrique différentielle permet d’observer des « accidents thermiques » 

(endo- ou exothermiques) caractéristiques d’un produit ou d’un mélange de produits en 

fonction de la température. Les spectres d’une molécule en calorimétrie différentielle 

présentent des accidents thermiques caractéristiques en fonction de la température 

représentant le passage vers différents états : état amorphe, état cristallin, état de fusion. 

Quand deux molécules s’associent pour former un complexe, on observe notamment un 

déplacement du point de fusion vers des températures supérieures pour la molécule 

invitée ou alors, sa disparition dans l’intervalle de température où la CD est 

décomposée. Toute modification structurale de la molécule invitée avant le début de la 

dégradation thermique et l’oxydation des CD peut être évaluée par ces techniques.  
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4 Méthode d’évaluation des propriétés biologiques des 

complexes 

4.1 L’antibactérien 

C’est en 1908 que Paul Ehrlich (1854 - 1915) donne la première définition de ce qu’est 

une substance chimiothérapeutique dans le traitement des maladies infectieuses. Ses 

recherches aboutiront à soigner la syphilis et lui vaudront le prix Nobel en 1908 

(Ehrlich, 1908). Depuis quelques années, on observe avec une inquiétude certaine, 

qu’un certain nombre d’espèces bactériennes deviennent résistantes aux antibiotiques et 

aux antiseptiques disponibles. Cette conséquence est le résultat d’une utilisation abusive 

et de prescriptions inadaptées d’antibiotique (ATB). 

Je n’entrerai pas ici dans le détail de ces très nombreux types de résistance et ne 

présenterai que succinctement ceux qui nous intéresseront en fonction des espèces 

étudiées le moment venu. 

Les microorganismes les plus fréquemment rencontrés lors des infections sont les 

genres Escherichia coli (responsable de 22,6% des infections nosocomiales), 

Staphylococcus aureus (19,8%), Pseudomonas aeruginosa (11,1%) et Enterococcus 

spp. (6%) (RAISIN, juin 2006). De ce fait, au laboratoire, les activités antibactériennes 

des substances candidates sont étudiées de façon systématique sur ces souches. 

De façon à effectuer des expérimentations qui soient interprétables et utilisables par le 

plus grand nombre, nous nous sommes efforcés de travailler selon les recommandations 

de deux grands organismes ; le Clinical and Laboratory Standards Insitute (CLSI) 

(Matthew A. Wikler et al., 2009) et le Comité de l’Antibiogramme de la Société 

Française de Microbiologie (CA-SFM) (C.J. Soussy et al., 2012) tout en tenant compte 

des normes éditées par l’AFNOR (ISO, NF et / ou EN). 

Pour la bactériologie, les normes relatives aux antiseptiques désinfectants sont les 

suivantes : 

 NF EN 14885 sur l’ « Application des normes européennes relatives aux 

antiseptiques et désinfectants chimiques » 

 NF EN 1040 sur les « Essais quantitatifs de suspension pour l’évaluation de 

l’activité bactéricide de base des antiseptiques et des désinfectants chimiques » 

 NF EN 1276 sur les « Essais quantitatifs de suspension pour l’évaluation de 

l’activité bactéricide des antiseptiques et des désinfectants chimiques utilisés 
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dans le domaine de l’agroalimentaire, dans l’industrie, dans les domaines 

domestiques et en collectivité » 

Ces normes, bien que quelquefois imparfaites et/ou difficiles à mettre en œuvre ont le 

mérite de donner une base de travail pour la mise en place de mode opératoire. 

 

4.2 La notion de cytotoxicité 

Dans le cadre d’études de principes actifs antibactériens ou antifongiques, la notion de 

cytotoxicité permet d’évaluer un indice de sélectivité ; c'est-à-dire le rapport de la 

toxicité mesurée sur l’activité mesurée pour une même substance dans des conditions de 

concentration et de temps d’exposition identiques. Si ce rapport est supérieur ou très 

supérieur à 1, l’utilisation d’une telle substance se fait en faveur d’un avantage 

thérapeutique certain. A contrario, si ce rapport est inférieur à 1 ou très proche de 0, il 

conviendra de se résigner au fait que la toxicité désavantage de façon inéluctable 

l’utilisation de notre substance dans un contexte thérapeutique. 

Dans le cadre d’une étude liée à un agent anticancéreux, le rapport de la toxicité 

mesurée avec des cellules non cancéreuses sur l’activité mesurée avec des cellules 

cancéreuses (i.e. l’efficacité anticancéreuse) d’une même substance dans des conditions 

de concentration et de temps d’exposition identiques sera à son tour déterminée. Cela 

permet de conclure quant à l’intérêt thérapeutique ou non de la substance. 

En virologie l’aspect cytotoxique est primordial. En effet, les virus étant des parasites 

intracellulaires stricts, il convient de les cultiver sur un tapis de cellules. Lors de la 

recherche d’une activité antivirale, les cellules servant de substratum au virus sont 

appelées à être en contact avec des doses plus ou moins élevées de substances à tester. 

Afin de différencier l’activité propre du virus de l’activité toxique de la substance, il est 

impératif d’effectuer au préalable une étude de cytotoxicité de cette substance sur les 

cellules hôtes du virus étudié. 

Le nombre de lignées cellulaires a littéralement explosé ces dernières années, depuis 

que la culture de cellule s’est répandue dans la communauté scientifique supplantant les 

études in vivo. Ces études de toxicité in vitro nécessitent toutefois quelques points 

d’attention. 

Il faut choisir, des lignées cellulaires non cancéreuses et adaptées à l’utilisation 

souhaitée du produit à tester. Ainsi, même s’il est possible de tester la toxicité sur des 

cellules de foie ou d’intestin d’un principe actif dont l’utilisation est envisagée comme 
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antiseptique/désinfectant (mains, instruments, surfaces…), il sera plus pertinent de le 

tester sur des cellules de la peau. 

Il convient, de façon à être au plus près de la réalité et surtout de pouvoir comparer ces 

études à celles menées sur des bactéries, champignons ou virus, de travailler sans agent 

antibactérien ou antifongique de protection dans les milieux de culture. 

 

De surcroit, les tests de cytotoxicité sont nombreux (MTT, bleu trypan, rouge neutre, 

LDH….) et leur interprétation peut rapidement se trouver erronée par un mécanisme 

pharmacodynamique défavorable à l’étude. Par exemple, certaines drogues, même si 

elles sont toxiques peuvent être métabolisées en substances dopantes pour les cellules 

considérées et ainsi entrainer de graves erreurs d’interprétation. Il est souvent 

préférable, quand cela est possible d’utiliser des tests de toxicité de différentes natures : 

 test de vitalité (MTT (Mosmann, 1983) , XTT…), outre le MTT, le réactif utilisé 

est un sel de tétrazolium qui est réduit, par la succinate déshydrogénase 

mitochondriale des cellules vivantes actives, en sel de formazan et qui forme un 

précipité de couleur violette. La quantité de précipité formé est proportionnelle à 

la quantité de cellules vivantes (mais avant tout à l'activité métabolique de 

chaque cellule). 

 test de viabilité ou la coloration au bleu de trypan (Tennant, 1964) ; est une 

méthode de coloration des cellules mortes. Le bleu de trypan a tendance à entrer 

par diffusion dans les cellules. Une fois dans la cellule, ce colorant induit un 

mécanisme d’exclusion qui va l’éjecter dans le milieu extérieur. Ce mécanisme 

nécessitant de l’énergie, seules les cellules produisant de l’ATP peuvent le 

mettre en place. Ainsi, une cellule vivante expulsera la molécule et restera 

incolore au microscope, à l’inverse, une cellule morte n’aura pas la capacité 

d’expulser le colorant et deviendra bleue. 

 test de toxicité ou test au rouge neutre (Borenfreund et Puerner, 1985) utilise un 

colorant cationique faible qui pénètre facilement dans les membranes cellulaires 

par diffusion, et s’accumule au niveau intracellulaire dans les lysosomes des 

cellules vivantes.  

 test de prolifération par cytométrie de flux, dosage de marqueur de prolifération, 

incorporation de précurseur radioactif…  

La norme ISO10993-5 :2009 de juin 2009 relative à l’« évaluation biologique des 

dispositifs médicaux » et plus particulièrement sa partie 5 « Essais concernant la 
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cytotoxicité in vitro » permet de se donner une base de départ à la mise en place de ce 

type de tests. En effet, on trouve en annexe de cette publication des protocoles relatifs 

au test rouge neutre et MTT. 

Dans la pratique habituelle de notre laboratoire, les cellules MRC5 (Jacobs et al., 1970) 

sont le plus souvent utilisées comme lignée de référence dans les tests de cytotoxicité in 

vitro. 

 

4.3 L’antiviral 

Les infections d’origine virale semblent beaucoup moins nombreuses en nombre de cas 

que les infections associées aux soins d’origine bactérienne. En milieu hospitalier, elles 

représenteraient 5% de l’ensemble des infections nosocomiales mais en fait ce chiffre 

semble très variable et sous-estimé (jusqu'à 30% des infections dans des services 

pédiatriques l’hiver…). Cela est dû en grande partie aux différences notables qui 

existent entre infections bactériennes ou fongiques et infections virales. 

 
Tableau IV : Différences entre IN virales et IN bactériennes et fongiques. 

 
IN bactériennes et 

fongiques 
IN virales 

Incubation habituellement < 48-72H 

très variable selon les 

agents 

(quelques heures à 

quelques 

mois) 

Principales 

manifestations cliniques 

(en termes de fréquence) 

infections urinaires 

infections du site 

opératoire 

infections sur cathéters 

bactériémies 

pneumonies 

infections gastro-

intestinales 

infections du tractus 

respiratoire 

hépatites 

infections 

cutanéomuqueuses 

Populations à risque 

patients soumis à des 

traitements invasifs 

(intubation-ventilation, 

sondages, explorations 

endoscopiques, 

implantation 

de matériel étranger...) 

opérés 

immunodéprimés 

sujets âgés 

nouveaux-nés et jeunes 

enfants 

sujets hospitalisés en 

service de 

long séjour 

immunodéprimés 

transplantés 

hémodialysés 

hémophiles 

hémodialysés 

personnel soignant 

Prise en compte dans les 

enquêtes de surveillance 
très correcte fortement sous-estimée 
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Principaux éléments de 

prévention et de 

traitements spécifiques 

antibioprophylaxie 

antibiothérapie curative 

traitements antifongiques 

vaccination 

traitements antiviraux 

 

Nous pouvons citer pour mémoire les principaux virus responsables des infections du 

précédent tableau : 

 Gastro entérite aigue : Rotavirus, calicivirus, adénovirus… 

 Respiratoires : VRS, influenza, parainfluenza, métapneumovirus, entérovirus 

 Hépatiques : Hépatites B, C et moins fréquemment A 

 Immunitaires : HIV et HTLV 

 Cutanés/muqueux : Varicella-Zoster Virus (VZV), Herpès Simplex Virus 

(HSV), Measles Virus (MV), Rubella Virus (RV), Myxovirus parotidis (MP), 

entérovirus, adénovirus 

 Hématologiques : hCMV, parvovirus 

 Plus rarement fièvres hémorragiques et entéroviroses du Système Nerveux 

Central (SNC). 

 

De la même façon que pour les bactéries, il est à noter que les virus sont capables de 

subir des mutations génétiques entrainant des phénomènes de résistance aux traitements 

actuels. 

En ce qui concerne l’existence de normes et recommandations pour l’évaluation de 

propriétés antivirales de molécules, celles-ci sont des plus sommaires. Citons ici les 

normes : 

 NF EN 14675 « Essai quantitatif en suspension pour l’évaluation de l’activité 

virucide des antiseptiques et des désinfectants chimiques utilisés dans le 

domaine vétérinaire » 

 NF EN 14476+A1 « Essai virucide quantitatif de suspension pour les 

antiseptiques et désinfectants chimiques utilisés en médecine humaine ». 

 

Le développement de nouvelles stratégies anti-infectieuses en pathologie humaine est 

un des axes de recherche de l’équipe où ce travail a été réallisé. En virologie, 

l’élaboration de modèles et la mise en place de protocoles permettant de valider et de 

caractériser les propriétés antivirales de différents produits est un des objectifs. Dans ce 

cadre, j’ai été amené à mettre en place un protocole permettant d’évaluer les propriétés 

« antivirales » des AHPTs. La norme NF EN 14476+A1 (AFNOR, 2007); seule norme 
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actuellement en vigueur concernant les activités antivirales en Europe a servi de base de 

travail. 

Selon cette norme, l’évaluation de l’activité antivirale repose sur des essais réalisés in-

vitro sur cultures de cellules eucaryotes. Ces essais consistent à mettre en contact 

pendant un temps déterminé le virus testé et la drogue, puis à stopper l’activité du 

produit testé soit : 

 par neutralisation chimique, procédé qui consiste à neutraliser l’action de la 

drogue en inactivant les fonctions chimiques actives présentes au niveau de celle-ci et 

responsablent de son activité (Fleurette et al., 1995). 

 par filtration, procédé qui consiste à faire passer le mélange virus/drogue sur une 

colonne chromatographique retenant uniquement la drogue et laissant passer le virus. 

Des colonnes chromatographiques de type Séphadex
®
 ou Microspin

®
 ou des colonnes 

« home made » peuvent être utilisées (Geller et al., 2009) 

 par dilution, procédé qui consiste à réaliser des dilutions successives du mélange 

virus/drogue afin de diminuer la concentration en drogue ce qui la rendra inactive car 

suffisamment diluée. A noter qu’une dilution au 100
ème

 est le minimum nécessaire pour 

satisfaire au cadre de la norme. 

 

Les titres viraux avant et après contact avec la drogue sont ensuite comparés. Une 

diminution de ce titre permet de mettre en évidence une activité antivirale. Si, de plus, 

cette réduction de titre viral atteint 4 log alors la drogue est réputée, selon la norme 

AFNOR NF EN 14476+A1, posséder une activité « antiseptique antivirale ». Si cette 

diminution est limitée entre 0,5 et 4 log alors le terme d’activité « antivirale » lui sera 

accordé. 

 

Parmi les 3 procédés utilisables pour stopper l’activité du désinfectant, la technique par 

dilution a été utilisée. Elle est simple à mettre en œuvre et ne nécessite pas une 

connaissance approfondie de toutes les drogues étudiées, contrairement soit  

 à la technique de filtration où (i) les masses molaires des drogues susceptibles 

d’interagir avec la colonne doivent être connues et (ii) les molécules de 

référence et la drogue étudiée doivent avoir des propriétés physicochimiques 

similaires afin d’être retenues par le même type de colonne chromatographique 

(Geller et al., 2009). 
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 à la technique par neutralisation chimique, où la formule chimique de la drogue 

doit être connue et le produit ou les produits de la réaction de neutralisation ne 

doivent pas interférer dans l’étude (toxicité cellulaire ou activité antivirale). 

 

 

Cependant trois problèmes se posent : 

 la nécessité d’une charge virale initiale infectieuse (titre) suffisamment élevée 

afin de pouvoir 

 mettre en évidence une perte de titre jusqu’à 4 log 

 supporter une dilution au 100
ème

 lors de la neutralisation de la molécule à 

tester 

 la cytotoxicité du produit à tester peut être confondue avec l’action du virus 

(ECP). Ainsi des tests de toxicité cellulaire devront être réalisés avec les 

différentes dilutions de drogue utilisées. Cela permettra de s’assurer de l’absence 

de biais de manipulations liés à une toxicité de ces dilutions de drogue sur les 

cellules. 

 l’impossibilité de cultiver in vitro certains virus. Ce point est abordé dans la 

norme qui propose ainsi que les essais de virucidie soient réalisés sur 3 virus pour que la 

substance soit homologuée « virucide ». Ces trois virus sont des virus nus considérés 

comme « les plus résistants » et représentatifs des virus rencontrés :  

 deux sont des virus à ADN : 

o le parvovirus bovin (souche Haden, ATCC VR-767) 

o et l’adénovirus de type 5 (souche adénoïde 75, ATCC VR-5) 

 le dernier est un virus à ARN : 

o le poliovirus Lsc-2ab de type 1 

Le choix de ces virus pour réaliser ces essais réside dans le fait qu’ils possèdent une 

faible sensibilité à la plupart des désinfectants, une bonne maniabilité, une absence de 

pathogénicité pour le manipulateur et une bonne stabilité dans le temps (Fleurette et al., 

1995). 

 

4.4 L’antifongique 

Les mycoses, ou infections fongiques sont des maladies provoquées par des 

champignons microscopiques. Les fungi sont aisément cultivables en laboratoire, mais 

une partie d’entre eux, très opportunistes et donc assez rares échappe aux études à 
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grande échelle et sont plus difficiles à étudier. De plus, depuis la découverte de 

l’amphotéricine B en 1955, de la 5-fluorocytosine en 1963 et le développement des 

dérivés azolés de 1957 aux années 1990 ; la recherche de nouveaux antifongiques s’est 

principalement cantonnée à la modification d’agents azolés et au développement de 

formes galéniques afin d’améliorer la biodisponibilité et de diminuer la toxicité de 

l’amphotéricine B. Il est à noter que l’échinocandine, découverte dans les années 70, 

fait depuis 2003, un grand retour parmi les antifongiques (Lacroix et al., 2003). 

La thérapeutique antifongique reste donc cantonnée à un petit nombre de principes 

actifs. L'amphotéricine B par voie intraveineuse, reste le chef de file des antifongiques 

et reste souvent le plus efficace. Il en va cependant de même pour les champignons que 

pour les bactéries, chacun de ces traitements entraine l’apparition de phénomènes de 

résistance par transport (AmphB), altération de la cible (Azolés), augmentation du 

nombre de cible (Azolés), absence de cible (AmphB), réduction ou absence de 

métabolites toxiques (5FC). 

De façon identique, il existe des recommandations et des normes relatives à la 

détermination d’activité antifongique. Ces dernières sont beaucoup plus hétérogènes 

que celles concernant les antibactériens, notamment en ce qui concerne le choix du 

milieu de culture.  

Il convient de citer entre autre les recommandations du CLSI, de l’ European 

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) et du CA-SFM ainsi que 

les normes : 

 NF EN 1275 sur l’ « Essai quantitatif de suspension pour l’évaluation de 

l’activité fongicide ou levuricide de base des antiseptiques et des désinfectants 

chimiques » 

 NF EN 1650 sur l’ « Essai quantitatif de suspension pour l’évaluation de 

l’activité fongicide des antiseptiques et désinfectants chimiques utilisés dans le 

domaine de l’agroalimentaire, dans l’industrie, dans les domaines domestiques 

et en collectivité ». 

Ces normes mettent l’accent sur deux espèces particulières de fungi : Candida albicans 

et Aspergillus niger. 

Nous avons donc décidé de choisir comme modèles ces deux espèces pour la réalisation 

des études sur l’évaluation des activités antifongiques. 
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4.5 L’anticancéreux 

Le mot cancérologie recouvre de nombreuses réalités qui ne seront pas toutes 

représentées ici. Les cancers sont tous dus à des dérèglements du cycle cellulaire et à 

une prolifération incontrôlée des cellules. 

Les cancers sont des pathologies génétiques c’est-à-dire qu’ils ont pour origine une 

modification quantitative et/ou qualitative de nos gènes. Comme il s’agit d’altérations 

génétiques somatiques qui ne sont présentes que dans le tissu malade, la plupart des 

cancers ne sont donc pas héréditaires. Seul un terrain plus ou moins favorable pouvant 

l'être.  

Lors d’une chimiothérapie le traitement touche toutes les cellules qui ont la capacité de 

se multiplier rapidement, qu’il s’agisse en particulier de cellules cancéreuses ou de 

cellules saines. Cependant les cellules saines ne sont pas épargnées car la plupart des 

agents indifféremment utilisés s'attaquent à toutes les cellules de l'organisme en cours 

de division. Cela provoque des effets souvent indésirables, variables et inconstants 

(chute des cheveux, cils, sourcils...). 

Pour des raisons mal comprises certains médicaments sont plus ou moins actifs et 

efficaces selon les personnes. Dans certains cas, l'explication est connue. Des facteurs 

cellulaires liés à la cellule tumorale elle-même et qui font intervenir plusieurs 

mécanismes se trouvent modifiés. Les principaux mécanismes (Bonnal et Calvo, 1996) 

impliqués dans la résistance multidrogue des cellules cancéreuses sont : 

  la modification de la pénétration du médicament dans la cellule tumorale où il 

doit se maintenir suffisamment longtemps pour être actif,  

  la modification du métabolisme des drogues (activation, inactivation),  

  la modification des cibles cellulaires et des processus de réparation de l'ADN. 

  la modification d'enzymes clés (topoisomérases II, protéine kinase C, glutathion 

S transférase, la O6 alkylguanine-ADN alkyltransférase…) 

  la modification de certaines protéines (heat shock protein, métallothionéines…) 

Pour cette partie, l’absence de recommandation et de norme laisse une grande liberté. 

Cependant il nous a semblé judicieux de s’appuyer sur le type de méthode proposée par 

les normes en cytotoxicité. 

Afin d’effectuer un premier point sur l’activité anticancéreuse des AHPTs étudiés, un 

test MTT a été entrepris sur des cellules IgrOV1, K562 et K562 doxoR dont les 

caractéristiques sont décrites par la suite. 
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1 Etudes biologiques 

Cette partie a pour but de présenter les entités biologiques utilisées lors de cette étude. 

Elle fait aussi le point sur les méthodes mises en place afin de répondre à nos objectifs 

de détermination d’activité biologique des AHPTs. 

 

1.1 Matériel biologique 

Sont listées ici l’ensemble des cellules : bactériennes, fongiques, animales et des virus 

utilisés au cours de notre étude. 

 

1.1.1 Souches bactériennes 

Les souches bactériennes utilisées dans ce travail sont des souches de référence 

(Tableau V) ou des souches résistantes aux antibiotiques (Tableau VI). 

Les souches de référence ont été choisies parmi celles figurant dans  les 

recommandations du CA-SFM, du CLSI et de l’ EUCAST. 

Les espèces bactériennes testées ont aussi été retenues car ce sont celles qui sont le plus 

fréquemment retrouvées lors d’infections chez l’homme (RAISIN, juin 2006). 

 

Tableau V : Souches bactériennes de référence utilisées. 

Souches bactériennes ATCC Recommandées par 

Escherichia coli EC 25922 
CA-SFM, EUCAST, 

CLSI 

Staphylococcus aureus 

SA 25923 CA-SFM 

SA2 29213 EUCAST, CLSI 

Enterococcus faecalis EF 29212 
CA-SFM, EUCAST, 

CLSI 

Pseudomonas aeruginosa PA 27853 
CA-SFM, EUCAST, 

CLSI 

 

 Escherichia coli ATCC 25922. 1.1.1.1

Escherichia coli (E. coli), est une bactérie intestinale des mammifères très commune 

chez l'être humain. Cependant, certaines souches d’E.coli peuvent être pathogènes 

entraînant alors des gastroentérites, infections urinaires, méningites, ou septicémies. Il 
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existe des résistances naturelles (principalement aux glycopeptides et à la pénicilline G 

pour E. coli) aux antibiotiques : E. coli est sensible aux bêta-lactamines malgré la 

production d'une céphalosporinase chromosomique non inductible de type AmpC qui 

peut entraîner chez certaines souches une réduction de la sensibilité aux 

aminopénicillines, à leurs associations au clavulanate et/ou au Céphalosporines de 1
er

 

Génération (C1G). 

Ont été trouvés différents types de résistances acquises aux β-lactames : 

 

 Pénicillinase de haut niveau chez 50% des E. coli.  

 Hyperproduction de céphalosporinase chez 5% des E. coli.  

 Bêta-lactamase à spectre étendu (BLSE) chez 1% des E. coli. 

(Jehl et al., 2003) 

 

 Enterococcus faecalis ATCC 29212. 1.1.1.2

Bactérie saprophyte de l'intestin de l’homme, et en moindre part de sa gorge et de sa 

peau, elle est responsable d'infections diverses survenant le plus souvent dans le milieu 

hospitalier. Il existe une dizaine d’espèces principales d'entérocoque : E. faecium, E. 

faecalis, E. durans, E. casseliflavus, E. flavescens, E. avium, E. gallinuraum, E. 

liquifaciens et E. zymogenes. Ces bactéries sont des pathogènes opportunistes 

responsables essentiellement de septicémies, et d’endocardites. Avec l’espèce faecium, 

elles sont à l'origine d'infections (infection des voies urinaires, septicémie, diarrhée, 

éruptions cutanées, arthralgies, abcès, infections des plaies secondaires à des 

interventions chirurgicales, plaies et ulcères survenant sur les pieds des diabétiques, 

endocardite) principalement chez les patients âgés et/ou fragilisés. 

Il existe des résistances naturelles aux antibiotiques : tous les entérocoques possèdent 

une résistance naturelle de bas niveau aux aminosides. E. faecalis est naturellement 

résistant aux macrolides. 

Ont été trouvés différents types de résistances acquises aux antibiotiques suivants : 

 

 Bêta lactames par production de bêtalactamase et modification des Protéines 

Liants les Pénicillines (PLP). 

 Aminosides par mutation entraînant l’altération de la cible ribosomale, plus 

rarement modification de transporteur. 
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 Glycopeptides par modification de la structure de la cible de la paroi bactérienne 

(Système Van). 

(Jehl et al., 2003) 

 

 Staphylococcus aureus ATCC 25923 et 29213. 1.1.1.3

S. aureus est un saprophyte de l’environnement extérieur (eau, sol, air) et est 

commensal de la peau et des muqueuses de l’homme et des animaux. Il peut être 

responsable d’infections locales telles que des infections cutanées, ou généralisées 

comme des septicémies. Habituellement, la pénicilline G et les aminopénicillines ne 

sont plus actives sur les staphylocoques. Ces bactéries sont de plus en plus nombreuses 

à présenter des phénomènes de résistance aux antibiotiques. Parmi les plus connues 

nous pouvons citer : 

 la résistance aux β-lactamines 

 la résistance aux glycopeptides (Système mecA). 

(Jehl et al., 2003) 

 

 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. 1.1.1.4

P.aeruginosa est largement répandu dans l’environnement, il vit en saprophyte dans le 

sol et l’eau. Il peut se rencontrer chez l’homme, au niveau des flores commensales. 

P.aeruginosa intervient fréquemment comme pathogène opportuniste. Il entraîne dans 

les organismes affaiblis des infections diverses, voire une septicémie. P. aeruginosa est 

naturellement résistant aux aminopénicillines, à l’association amoxicilline – acide 

clavulanique et aux céphalosporines de 1° et 2° générations. Cependant, de nombreux 

phénotypes de résistances sont en train d’apparaitre : 

 résistance aux bêta lactamines (pénicillinase, BLSE, céphalosporinase de haut 

niveau, carbapénémase, pompe d’efflux ou déficit en porines) 

 résistance aux aminoglycosides (imperméabilité, efflux, inactivation 

enzymatique, mutants respiratoires, combinaison de plusieurs de ces 

mécanismes) 

 résistance aux quinolones (efflux actif, modification de l’ADN gyrase ou de la 

topoisomérase, modification des porines ou du Lipo Poly Saccharide (LPS)) 

(Jehl et al., 2003) 
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Tableau VI : Souches bactériennes résistantes aux antibiotiques utilisés dans cette étude. 

Souches bactériennes Mécanisme de résistance Source 

Escherichia coli Producteur de pénicillinase 
ABC Platform

®
 Bugs 

Bank 

Staphylococcus aureus MecA (MRSA) 
ABC Platform

®
 Bugs 

Bank 

Enterococcus faecium VanB 
ABC Platform

®
 Bugs 

Bank 

Enterococcus faecium VanA 
ABC Platform

®
 Bugs 

Bank 

Pseudomonas 

aeruginosa 

Surexpression de pompe à 

efflux 

ABC Platform
®

 Bugs 

Bank 

MRSA : Staphylococcus aureus résistant à la Méticilline 

1.1.2 Souches virales  

Deux souches virales appartenant aux familles Herpesviridae et Picornaviridae ont été 

utilisées au cours de cette étude, 

 

Le cytomégalovirus humain (hCMV) est un virus strictement humain, qui infecte plus 

de 70% des habitants de la planète avec une prévalence de 50% en France et de presque 

100% dans certains pays d’Afrique. Il appartient à la famille des Herpesviridae dont 

certains sont bien connus, y compris par le grand public : l’herpès simplex virus (HSV), 

le virus de la varicelle/zona (VZV) et de la mononucléose infectieuse (virus d’Epstein 

Barr : EBV).  

Le CMV fait partie de la sous-famille des Betaherpesvirinae isolé en 1956 

(Theodoridis, 1985). Cette sous-famille de virus est caractérisée par sa capacité à 

produire des infections latentes et persistantes. Le risque qu’il représente pour la santé 

humaine est largement sous-évalué, en particulier parce que son pouvoir pathogène est 

discret la plus part du temps. Chez les personnes immunocompétentes, ce virus n’aura 

aucune répercussion.  

L’effet cytopathogène (ECP)  met en œuvre une déformation cellulaire comme c’est le 

cas pour le hCMV une coloration au May-Grünwald et Giemsa (MGG) est nécessaire. 

Les plaques colorées au MGG sont alors observées au microscope inversé au 

grossissement x200, voire x400 si nécessaire. 

 

Le poliovirus de type 1, responsable de la poliomyélite, est un entérovirus spécifique 

des primates appartenant au même taxon que celui des échovirus (exanthème), 

coxsackievirus (éruptions cutanées, péricardite…), paréchovirus (pneumonie - 
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gastroentérites), rhinovirus (bronchiolites), hepatovirus (hépatite A), cardiovirus 

(encéphalomyélite) et kobuvirus (gastroentérites). Le genre entérovirus auquel 

appartient le poliovirus a fait l’objet de nombreux travaux du fait de la gravité des 

conséquences de l’infection dans l’espèce humaine par les poliovirus. Cela a permis 

d’obtenir des agents viraux atténués permettant d’une part la vaccination des personnes 

ainsi qu’une manipulation plus aisée en laboratoire de recherche. Parmi ces agents, 

citons le virus Lsc2ab encore appelé souche Sabin (Sabin, 1957) (souche vaccinale) que 

nous avons utilisé au cours de cette étude. 

Le seul réservoir naturel connu pour les poliovirus est l'homme. 

 

L’effet cytopathogène du poliovirus est mis en évidence par une coloration au cristal 

violet. L’ECP se traduit par la destruction totale du tapis cellulaire. Les plaques colorées 

au cristal violet sont observées à l’œil nu, les puits infectés ne prennent pas de 

coloration violette, les puits non infectés prennent cette couleur. Là encore les puits 

infectés sont comptabilisés. 

 

1.1.3 Souches fongiques  

Trois fungi ont été testés. L’un est représentatif des infections à levures (C. albicans) et 

les deux autres sont représentatifs des infections à champignons filamenteux (A. niger et 

A. fumigatus). 

 

Candida albicans est une levure, commensale de la muqueuse intestinale qui devient 

pathogène en cas de rupture de l'équilibre naturel de l'organisme (pathogène 

opportuniste) (Linas, 2007 ; Persat et Gangneux, 2008). Candida albicans est 

responsable d'un cas de candidose sur deux (Persat et Gangneux, 2008). Les candidoses 

sont favorisées par des facteurs locaux (transpiration, humidité, macération, 

traumatismes, irritations chroniques, pH acide,…) et généraux (immunodépression, 

diabète, cancer, grossesse, antibiothérapie au long cours, corticothérapie, la prise 

d'œstro-progestatifs,…). 

 

Les Aspergillus sont des champignons filamenteux cosmopolites, ubiquitaires et 

pathogènes opportunistes. Aspergillus fumigatus est l'espèce prédominante dans les pays 

tempérés, Aspergillus flavus et Aspergillus niger sont plus fréquents dans les pays 

tropicaux. La contamination se fait essentiellement par inhalation de spores, leur faible 
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diamètre (2 à 3 µm) permet leur pénétration jusqu'au niveau broncho-alvéolaire. Plus 

rarement, une contamination directe peut être responsable d'infections superficielles 

telles que les otomycoses du conduit auditif externe ou  les surinfections des lésions 

cutanées (brûlures) (Linas, 2007). Plusieurs facteurs peuvent favoriser les infections, le 

nombre de spores inhalées, la diminution des défenses immunitaires (corticoïdes, 

neutropénie, immunosuppresseurs, antibiothérapie, perte d'intégrité des épithéliums 

cutanés ou muqueux). 

 

1.1.4 Cellules animales 

Cinq lignées cellulaires ont été utilisées au cours de ce travail ; deux ont été plus 

particulièrement utilisées afin d’étudier la toxicité cellulaire des AHPTs (MRC5 et 

HaCaT), deux afin de tester l’activité anticancéreuse (K562 et IgROV1) et deux ont été 

utilisées pour cultiver les virus (MRC5 et VERO). 

 

 Cellules MRC5 ATCC CCL 171 1.1.4.1

Il s’agit de cellules fibroblastiques pulmonaires d'embryons humains. Cette lignée 

cellulaire a été isolée à partir de tissu pulmonaire normal d'un fœtus mâle de 14 

semaines par J.P. Jacobs en Septembre de 1966 (Jacobs et al., 1970). Ces cellules sont 

capables de subir de 42 à 46 mitoses avant de passer en sénescence. Ces cellules ne sont 

ni cancéreuses, ni transformées. Elles sont permissives à l’infection au hCMV. 

 

 Cellules K562 ATCC CCL 243 1.1.4.2

La lignée K562 a été isolée en 1971 par Lozzio et Lozzio à partir du liquide pleural 

d’une patiente atteinte de leucémie myéloïde chronique (Lozzio et Lozzio, 1975). Le 

caryotype de ces cellules tumorales humaines montre la présence du chromosome 

Philadelphie. Ces cellules se sont révélées indifférenciées, non adhérentes et 

multipotentes. Il s'agit en fait d'un défaut complexe puisque la partie ainsi amputée est 

retrouvée sur un autre chromosome, le plus souvent sur le chromosome 9 (translocation 

22-9). Ceci résulte de la fusion d’une partie du gène BCR ("Breakpoint Cluster 

Region") du chromosome 22 avec une partie du gène ABL ("Abelson") du chromosome 

9. La protéine issue de ce gène bcr-abl est une protéine de 185 ou 210 kDa ayant une 

activité de tyrosine kinase et stimulant en permanence la division des cellules.  
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Il est à noter l’existence d’une lignée K562 doxoR qui est une lignée de K562 résistante 

à la doxorubicine. La doxorubicine est un inhibiteur des topoisomérases de type II, 

enzymes impliquées dans le maintien de la structure tridimensionnelle de l'ADN lors 

des phénomènes de transcription-réplication. Les complexes brins 

d'ADN/Topoisomérase seront stabilisés empêchant ainsi la réplication de l'ADN. Le 

phénomène de résistance, dit phénomène MDR (Multi Drug Resistance), est lié à 

l’expression de glycoprotéine P (un membre de la superfamille des transporteurs ABC 

(ATP Binding Cassette) au niveau de l’enveloppe nucléaire (Chen et al., 2007) 

 

Cette lignée ainsi que sa variante résistante à la doxorubicine nous ont été fournies par 

Mme Ramachi du Centre de Lutte Contre le Cancer de Lorraine Alexis Vautrin (Nancy, 

France). 

 

 Cellules HaCaT 1.1.4.3

Les cellules de la lignée HaCaT sont des kératinocytes humains immortalisés (Boukamp 

et al., 1988 ; Fusenig et Boukamp, 1998). L'immortalisation des kératinocytes qui a 

servi à établir la lignée de cellules HaCaT a été réalisée par l’intermédiaire du virus 

SV40. La lignée ainsi transformée a donné naissance à une lignée immortalisée, mutée 

sur P53 (Henseleit et al., 1997) mais encore capable de différenciation épidermique 

spontanée. Cette lignée cellulaire HaCaT est évidemment immortelle (> 140 passages), 

mais non tumorigène. Certains auteurs proposent cette lignée cellulaire comme modèle 

pour l'évaluation de la cytotoxicité des antibiotiques et/ou des antiseptiques (Damour et 

al., 1992 ; Wilson et al., 2005). 

Elle nous a été aimablement fournie par l’Institut Pierre Fabre (Toulouse, France).  

 

 Cellules IgROV1 1.1.4.4

Ces cellules sont issues d’un adénocarcinome ovarien humain d’une patiente de 47 ans. 

Leur temps de génération est de 20 heures. Elles sont hautement tumorigènes : en 

injection sous cutanée elles forment chez la souris « nude » des carcinomes péritonéaux 

qui conduisent les souris à la mort en moins de 2 mois. Elles forment en culture des 

tapis cellulaires monocouches. Deux marqueurs génétiques permettent de les identifier : 

une inversion paracentrique (deux cassures sur le même bras chromosomique et 
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recollement après inversion du fragment, cette anomalie ne peut être détectée que par la 

modification des bandes chromosomiques) sur le chromosome 3 et une translocation 

entre les chromosomes 2 et 5. Cela fait de cette lignée un modèle expérimental 

intéressant pour l’étude biologique des tumeurs solides humaines (Benard et al., 1985). 

Elles nous ont été fournies par l’EA 1772 - GRECAN de Caen. 

 

 Les cellules Vero ATCC CCL-81 1.1.4.5

Les cellules Vero sont des cellules épithéliales cancéreuses de rein de singe vert (Rhim 

et al., 1969). Il s’agit d’une lignée continue, provenant de la transformation spontanée 

ou viro-induite de cultures primaires ou secondaires de cellules de rein de singe et ayant 

une capacité de prolifération infinie et une croissance plus rapide que les cellules 

diploïdes. Leur nombre de passages est théoriquement illimité. Mais des propriétés 

nouvelles peuvent être acquises par les cellules à l'occasion de passages répétés. Les 

cellules Vero sont permissives au poliovirus de type 1 Lsc-2ab (Wutzler et Sauerbrei, 

2004). 
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1.2 Evaluation de l’activité antibactérienne 

1.2.1 Matériel et réactifs 

Le matériel nécessaire aux expérimentations biologiques est listé dans le Tableau VII, 

les réactifs dans le Tableau VIII. 

 

Tableau VII : Matériel utilisé pour les expérimentations bactériennes. 

Matériel Références Fournisseurs 

PSMII Européenne Fluxfrance 

PSMII TC120 Gelaire 

Balance de précision (d=0,01mg de 0 à 10 g / 

d=0,05mg de 10 à 100g) 

BP211D Sartorius 

Centrifugeuse de paillasse réfrigérée 5804R Eppendorff 

Incubateur Stabilitherme Thermo 

Filtre seringue, membrane PES, 0,22 µm, 33 mm 

type millex-GP 

SLGP033RS Millipore 

Microplaque 96 puits pour culture fonds en U 83.1835.300 Sarstedt 

Microtube, 2 mL, polypropyléne, stérile, bouchon 

vissé, fond conique à jupe 

72.694.406 Sarstedt 

Pipetboy accu 155015 Integra bio 

sciences 

Réservoir à  réactif à fond en V, capacité de 60 mL 613.2671 Thermo 

Scientific 

Réservoir à réactif, 8 compartiments, 10 mL par 

compartiment 

613.2672 Thermo 

Scientific 

Seringue 10 mL, 3 pièces, stérile 302188 BD bioscience 

Seringue 20 mL, 3 pièces, stérile 300629 BD bioscience 

 

 

Tableau VIII : Réactifs utilisés pour les expérimentations bactériennes. 

Réactifs Références Fournisseurs 

Mueller Hinton bouillon 275730 Difco 

Mueller Hinton gélosé 225250 Difco 

 

1.2.2 Détermination de la concentration minimale inhibitrice 

La détermination de la concentration inhibitrice minimale (CMI) a été effectuée selon 

les recommandations du CA-SFM, de l’EUCAST et du CLSI. 

L’activité antibactérienne des molécules (AHPTs, γ-CD et complexes), a été évaluée par 

la détermination de leur CMI, qui correspond à la plus faible concentration de substance 

inhibant toute croissance bactérienne. Pour réaliser ces déterminations, a été utilisée une 

technique dite en micro méthode en milieu liquide, en plaques 96 puits à fonds en U.  
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Cette méthode, dans ce contexte d’essais sur des molécules d’origine naturelle, a 

plusieurs aspects originaux : 

 elle se place dans un contexte d’étude avec une finalité thérapeutique, lié entre 

autre aux thématiques du  laboratoire. 

 elle répond à un cadre méthodologique strict lié aux différentes 

recommandations  des organismes de recommandations nationales, européens ou 

américains (CA-SFM, EUCAST et CLSI). Ainsi, même si cela lui permet de 

garder une certaine latitude dans la mise en place de conditions expérimentales, 

certains points ne peuvent être discutés. Dans la plupart des études 

antibactériennes, le milieu de culture utilisé varie sans justification (MH, BHI 

(Cunha et al., 2010), TS (Nyila et al., 2012), Columbia-Sang, Luria-Bertani 

(Gutierrez-Lugo et al., 2002 ; Watson, 2006)...). Dans le cadre méthodologique 

lié à ces organismes, le choix du milieu Mueller-Hinton (MH) est unanime. De 

la même façon, un bon nombre d’études font état de l’utilisation de souches 

bactériennes mal définies et/ou non adaptées à une thématique liée à la 

thérapeutique. Dans la plupart des cas, ce sont des  souches isolées de 

l’environnement et dont l’identification et le profil de résistance aux 

antibiotiques ne sont pas toujours bien définis. Ici encore, nous avons souhaité 

nous inscrire dans le cadre méthodologique strict et nous avons utilisé des 

souches ATCC. Pour les souches résistantes, l’antibiogramme a été effectué sur 

Vitek
®
 2 (BioMérieux, France). 

 elle utilise des AHPTs commerciaux et non pas des AHPTs extraits de plantes, 

c'est-à-dire des molécules qui ne sont pas potentiellement contaminées par 

d’autres isoprénoïdes, triterpénoïdes ou d’autres molécules d’origine végétale et 

qui pourraient amener un biais sur les résultats biologiques. 

 

 Préparation des suspensions bactériennes 1.2.2.1

La souche bactérienne est ensemencée sur milieu MH gélosé et incubée 24 h à 35°C. À 

partir de cet ensemencement, une colonie bactérienne est reprise dans un bouillon MH 

et incubée 18-24 h à 35°C. Après centrifugation (10 min., 4500g), le culot bactérien est 

remis en suspension dans 1 mL d’eau distillée. Des dilutions appropriées (selon la 

souche bactérienne) en eau distillée stérile sont effectuées afin d’obtenir des 

suspensions contenant environ 2.10
5
 Unités Formant Colonie par mL (UFC/mL). Les 
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facteurs de dilutions utilisés sont : 100 pour E.faecalis et E.faecium, 1000 pour S.aureus 

et P. aeruginosa et 6000 pour E.coli. 

 

 Préparation des dilutions de DMSO 1.2.2.2

L’utilisation de DMSO comme co-solvant est nécessaire pour l’obtention des 

concentrations voulues (1024 µg/mL) en AHPTs lorsqu’ils sont évalués seuls ou 

complexés. Ces concentrations sont très élevées par rapport au seuil de solubilité des 

AHPTs dans l’eau, mais ces valeurs ont été choisies de façon à se placer dans des 

concentrations similaires à celles proposées dans les recommandations et celles testées 

dans la littérature. 

Après avoir testé ce co-solvant à des taux de 50% à 0,125% dans du MH nous avons 

montré que, utilisé en faible quantité, il n’a pas d’impact sur les cultures bactériennes. 

Le DMSO est aussi ajouté aux témoins de croissance bactérienne. 

 

 Préparation des dilutions de triterpènes seuls ou complexés  1.2.2.3

Les principes actifs sont testés à la concentration de 512 à 1 µg/mL. La solution de 

départ est préparée à une concentration de 1024 µg/mL. Afin d’obtenir une telle 

solution, et à titre d’exemple, cela revient à peser 6,14mg AHPT ou équivalent, de 

dissoudre cette masse avec 75 µL de DMSO et d’ajouter 5,92 mL de MH. 

 

La solution est ensuite stérilisée par filtration sur une membrane 0,22 µm. 

 

 Préparation des microplaques 1.2.2.4

Les tests sont réalisés en microplaques selon le schéma présenté en Figure 18 : 
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Figure 18 : Schéma de micro plaque pour la réalisation des CMI 

 

La colonne 1 correspond à du milieu de culture seul. Ce témoin permet de confirmer la 

stérilité des opérations. 

La colonne 2 contient du milieu MH et la substance à tester à sa plus forte concentration 

(habituellement 512 où 256 µg/mL). Ce témoin permet de mettre en évidence une 

interaction éventuelle entre un ou des composants du MH et la substance testée. Si 

l’absorbance est modifiée dans ce témoin, il faudra en tenir compte dans la 

détermination de la CMI. 

La colonne 3 contient seulement du MH et l’inoculum et permet de vérifier que 

l’absence de croissance dans les autres colonnes n’est pas due à de mauvaises 

conditions de culture mais bien à une action de la substance testée sur les bactéries. 

Les colonnes 4 à 12 correspondent à des concentrations de la substance à tester de 512 à 

2 µg/mL (où de 256 à 1µg/mL) suite à la réalisation d’une gamme de dilution d’ordre 2 

et ce pour un volume final de 50 µL. 

Il s’en suit l’ajout de la suspension bactérienne sous un volume de 50 µL dans les 

colonnes 3 à 12. Cela porte le volume réactionnel final à 100µL dans l’ensemble des 

puits et aboutit à tester une gamme de concentrations finales allant de 512 à 2 µg/mL 

(où de 256 à 1µg/mL). 

Les microplaques sont alors incubées à 35°C pendant 18 à 24 h. 
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 Lecture et interprétation des résultats 1.2.2.5

Les résultats sont obtenus par lecture de la turbidité au spectrophotomètre à 540 nm 

après homogénéisation du contenu des puits grâce à un agitateur de microplaque. 

Les données sont collectées à l’aide du logiciel Multiskan, puis exportées vers une 

feuille Excel pour traitement. Les CMI sont déterminées trois fois à partir de trois 

inocula indépendants. 
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1.3 Evaluation de la cytotoxicité 

1.3.1 Matériel et réactifs 

Tableau IX : Matériel spécifique pour la culture de cellules eucaryotes de vertébrés. 

Matériel Références Fournisseurs 

Balance de précision (d=0,01 mg de 0 à 10 g / 

d=0,05 mg de 10 à 100 g) 

BP211D Sartorius 

Cellule de Malassez double, grille de 5 mm² 720.0149 VWR 

Centrifugeuse de paillasse réfrigérée 5804R Eppendorff 

Filtre seringue, membrane PES, 0,22 µm, 33 mm 

type Millex-GP 

SLGP033RS Millipore 

Microtube, 2 mL, polypropylène, stérile, 

bouchon vissé, fond conique à jupe 

72.694.406 Sarstedt 

Réservoir à  réactif à fond en V, capacité de 60 

mL 

613.2671 Thermo 

Scientific 

Réservoir à réactif, 8 compartiments, 10 mL par 

compartiment 

613.2672 Thermo 

Scientific 

Seringue 10 mL, 3 pièces, stérile 302188 BD bioscience 

Microscope droit visible et fluorescence Axioscop Zeiss 

Camèra Axiocam Zeiss 

Lecteur de microplaques Multiskan EX Thermo 

Scientific 

PSMII Heraeus H515 Thermo 

Boite de congélation avec réservoir pour 

isopropanol 

479-3200 Nalgene 

Incubateur thermostaté avec CO2 MCO-15AC Sanyo 

Flacon de culture pour cellules, gamme rouge, 

25 – 75 et 175 cm² 

83.181X Sarstedt 

Flacon de culture pour cellules, gamme verte 25 

et 75 cm² 

83.181X.XXX Sarstedt 

Microplaque 96 puits pour culture pour cellules, 

gamme rouge 

83.1835.300 Sarstedt 

Microplaque 96 puits pour culture pour cellules, 

gamme verte 

83.1837.500 Sarstedt 

Slide Flask en polystyrène 734-2107 Nunc 

Microscope inversé à contraste de phase Olympus IM Olympus 

 

Tableau X : Réactifs spécifiques pour la culture de cellules eucaryotes animales. 

Matériel Références Fournisseurs 

Sérum de veau fœtal CVSVF00-0U eurobio 

Trypsine EDTA 25300 Gibco 

Bleu Trypan 15250-061 Invitrogen 

MEM Glutamax 41090 Gibco 

DMEM 1 g/L glucose 31885 Gibco 

DMEM 4,5 g/L glucose 61965 Gibco 

RPMI 1640 72400 Gibco 
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La mesure de la cytotoxicité des molécules est effectuée en microplaques de 96 puits à 

fond plat pour les cellules adhérentes et pour les cellules en suspension. 

 

1.3.2 Méthode d’évaluation de la cytotoxicité 

Nous avons souhaité pouvoir comparer les valeurs d’activités biologiques obtenues à 

des valeurs de cytotoxicité. Pour cela nous avons décidé de mesurer les concentrations 

inhibitrices 50% (CI50) des différentes substances. La CI50 est la concentration de 

substance nécessaire pour observer une diminution de 50% de la viabilité cellulaire. Ces 

valeurs ont été déterminées sur les lignées cellulaires MRC5 et HaCaT. 

 

Nous avons aussi mesuré des concentrations cytotoxiques 50% (CC50) pour les 

différentes substances. La CC50 est la concentration de substance nécessaire pour 

observer la mort de 50% des cellules mises en culture. 

 

 Culture cellulaire et préparation des plaques-test 1.3.2.1

Les cellules sont mises en culture dans des flacons de culture de 25, 75 ou 150 cm
3
 en 

fonction de leur densité, et de la quantité de cellules désirée, en incubateur  à 37°C sous 

5% de CO2. Le milieu utilisé varie en fonction de la lignée cellulaire. 

 

Les milieux utilisés en culture cellulaire sont : 

 le milieu essentiel minimum (MEM) pour les MRC5, 

 le milieu minimum essentiel de Eagle modifié par Dulbecco (DMEM) pour les 

HaCaT. 

 

1.3.2.1.1 Congélation, mise en culture, récolte et entretien des cellules animales 

1.3.2.1.1.1 Congélation des cellules 

Les cellules d’un flacon de culture de 175 cm² sont récoltées dans un tube de 15 mL 

puis centrifugées 15 min. à 300g afin d’éliminer toute trace de débris cellulaires. Elles 

sont ensuite remises en suspension avec un mélange 90/10 (
v
/v) milieu de 

culture/DMSO. 

Lors de leur congélation, afin d'éviter une chute trop brutale de température, les cellules 

sont placées dans des boîtes de congélation contenant de l'isopropanol permettant une 
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vitesse de refroidissement régulière de 1°C/min, et dans un congélateur à -80°C pendant 

24 h avant d'être transférées dans la bonbonne d'azote liquide. 

 

1.3.2.1.1.2 Mise en culture des cellules 

Après une décongélation rapide, les cellules sont placées dans des flacons de culture 

cellulaire de 25 cm² contenant 8 mL du milieu de culture approprié à la lignée, 

additionné de 1 mL de sérum de veau fœtal (10% (
v
/v) final) (SVF), préalablement 

décomplémenté par chauffage à 56°C pendant 45 min. Dès que les cellules ont repris 

une croissance normale, le DMSO, cytotoxique à température ambiante, est éliminé des 

flacons de culture par changement du milieu. 

 

1.3.2.1.1.3 Récolte des cellules 

Une fois à confluence les cellules cessent de se multiplier. Il convient alors de les 

récolter afin de pouvoir les utiliser. Pour cela, nous effectuons trois lavages avec un 

tampon phosphate (PBS) afin d'éliminer le SVF et les débris cellulaires qui pourraient 

interférer avec l’action de la trypsine. Un pré-contact avec 1 mL de trypsine –EDTA 

suivi d’une incubation de 5 minutes à 37°C et sous 5% de CO2 avec là encore 1 mL de 

trypsine–EDTA permet la dissociation des cellules du tapis par digestion enzymatique 

partielle des protéines d’adhésion des cellules.  

L’étape d’utilisation de la trypsine sur les lignées adhérentes et remplacée par une étape 

de centrifugation sur les lignées de cellules en suspension (K562). 

Cinq mL de SVF sont ajoutés pour procéder à la dissociation cellulaire par pipetages 

successifs à l'aide d'une pipette de 5 mL. La dissociation et l'individualisation des 

cellules sont vérifiées au microscope inversé. L’ajout de 32 mL de milieu de culture 

approprié permet d’obtenir une suspension cellulaire en milieu de culture supplémenté à 

10% de SVF au final. 

La suspension cellulaire est alors prête à être utilisée pour : 

 le maintien de la culture en flacon de culture de 75 ou 175 cm² 

 l'ensemencement de plaques de culture 96 puits 

 

Les cellules nécessitent, a minima, un entretien hebdomadaire. Cet entretien est réalisé 

dans des boîtes de culture de 175 cm² arrivées à confluence. Après obtention d’une 

suspension cellulaire (Récolte des cellules p. 81) le nouveau flacon de culture est 
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ensemencé à 2,5.10
4
 cellules par cm² en milieu de culture adapté et complémenté à 10% 

de SVF. 

 

1.3.2.1.2 Ensemencement des microplaques 96 puits avec la suspension cellulaire 

 Après obtention d’une suspension cellulaire (Récolte des cellules p. 81), les cellules 

sont dénombrées en cellule de Malassez après coloration en bleu trypan. 

Pour cette coloration sont introduits dans un tube Eppendorf stérile : 

 500 µL de bleu trypan. 

 400 µL de PBS. 

 100 µL de suspension cellulaire. 

La suspension cellulaire est ajustée à 100 cellules/µL de façon à pouvoir ensemencer 

chaque microplaque à raison de 10
4
 cellules / puits. 

 

1.3.2.1.3 Mise en contact des cellules avec la substance à tester 

Les volumes suivants (Cf. Figure 19) de suspension cellulaire, milieu de culture et 

solution à tester sont déposés comme suit : 

 100 µL de suspension cellulaire dans les puits des colonnes 3 à 12 

 100 µL de milieu de culture dans ces mêmes puits (on complète à 200 µL) 

 200 µL de milieu de culture SVF dans les puits des colonnes 1 et 2 

 

 

Figure 19 : Schéma de plaque pour la réalisation du test de viabilité et/ou de toxicité 

cellulaire 
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Les plaques sont incubées ensuite 48 h à 37°C sous atmosphère humide à 5% de CO2 

puis les dilutions en milieu et SVF à 2% de la drogue à tester, stérilisées par filtration, 

sont ajoutées soit selon une gamme allant de 256 µg/mL à 1 µg/mL, soit selon une 

gamme allant de 10
-3

 M à 10
-11

 M.  

Remarques : 

 les AHPTs sont préalablement dissous dans du DMSO mais sans jamais que ce 

dernier ne se retrouve à une concentration finale supérieur à 1% pour la plus 

forte concentration testée. 

 l’étape d’ensemencement se déroule à une concentration de 10% de SVF alors 

que la suite des opérations se déroule à 2% de SVF. En effet, afin d’optimiser la 

réponse des cellules aux différentes substances, celles-ci sont placées en 

condition de survie par rapport à la quantité de SVF disponible. 

Les plaques sont alors  incubées 24 h à 37°C sous atmosphère humide à 5% de CO2.  

 

 Test de vitalité au dimethylthiazolyl diphenyl tetrazolium 1.3.2.2

Le test au bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium (MTT) est 

une méthode rapide de quantification des cellules vivantes (Mosmann, 1983). Ce test ne 

nécessitant que des étapes d’ajout de réactifs, il peut être utilisé quel que soit le type de 

lignée cellulaire (adhérentes ou en suspension). 

 

Il nécessite 1 plaque 96 puits pour chaque temps testé et pour chaque gamme de dilution 

de la drogue à tester. 

 

Le réactif utilisé est le sel de tétrazolium MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-

yl)-2,5-diphenyl tetrazolium). Le cycle tétrazolium qu’il contient est réduit, 

(principalement par la succinate déshydrogénase et d’autres déshydrogénases 

mitochondriales des cellules vivantes actives) en cristaux de formazan violets. La 

couleur du milieu change du jaune au bleu-violacé. L’intensité de cette coloration bleue 

est proportionnelle au nombre de cellules vivantes présentes pour un temps donné et une 

concentration donnée, mais dépend aussi de leur activité métabolique. 

Concrètement, à un temps voulu : 

 ajout de 10 µL de MTT à 5 mg/mL dans chaque puits, 

 incubation 4 h à 37°C sous 5% de CO2, 
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 ajout de 100 µL de SDS pour solubiliser les cristaux de formazan, 

 lecture de l’absorbance à 550 nm et à de 690 nm (mesure de référence). 

 

Ce test permet de mettre en évidence la viabilité plus ou moins importante des cellules 

et calculer une CI50. Pour ce calcul : 

 

        
(         )  (                            )

(                    )  (                 )
       

 

Équation 1 : calcul du pourcentage de viabilité cellulaire. 

 

% viab : pourcentage de viabilité cellulaire à une concentration donnée en substance pour 

un temps donné 

A550 et A 690 : moyenne des absorbances mesurées à 550 et 690 nm à une concentration 

donnée en substance sur une même colonne d’une plaque de culture 

A550 mil + drug et A690 mil + drug : moyenne des absorbances mesurées à 550 et 690 nm pour 

les témoins « milieu plus drogue » sur une même plaque de culture (colonne 2) 

A550cell et A690cell : moyenne des absorbances mesurées à 550 et 690 nm pour les témoins 

« cellules » sur une même plaque de culture (colonne 3) 

A550 mil et A690 mil : moyenne des absorbances mesurées à 550 et 690 nm pour les témoins 

« milieu » sur une même plaque de culture (colonne 1) 

 

Une fois ces calculs de viabilité effectués, les concentrations en substance et les valeurs 

de viabilité encadrant la CI50 servent, via le logiciel Excel
®
 et sa fonction 

« TENDANCE » à déterminer la valeur de la CI50 en prenant comme valeur cible un 

pourcentage de viabilité de 50 %. 

 

 Test de cytotoxicité au Rouge Neutre 1.3.2.3

Le test au rouge neutre (RN) est une méthode rapide de quantification des cellules 

vivantes (Borenfreund et Puerner, 1985). Ce test nécessitant des étapes d’ajout de 

réactifs mais aussi des étapes de lavage, il ne peut être utilisé que sur des lignées 

cellulaires adhérentes. En outre, toutes les lignées cellulaires ne répondent pas 

efficacement à ce test ; ainsi seules les lignées MRC5 et IGROV1 ont donné des 

résultats interprétables. 
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Il nécessite 1 plaque 96 puits pour chaque temps et chaque gamme de dilution de la 

drogue à tester. 

 

Contrairement au test MTT, le test au RN ne permet pas d’évaluer la viabilité des 

cellules mais la cytotoxicité des substances testées. Le RN est un colorant vital, c’est-à-

dire qu’il va pénétrer dans les cellules vivantes par un mécanisme actif ou passif. Il sera 

concentré dans les lysosomes des cellules vivantes alors que les cellules mortes 

resteront incolores. Ainsi une faible coloration rouge sera le signe d’un fort taux de mort 

cellulaire. Les réactifs utilisés pour ce test sont dans un premier temps une solution 

« use » de rouge neutre, préparée à partir d’une solution mère. On utilise pour sa 

préparation du milieu MEM sans rouge de phénol, de sorte que le rouge neutre, 

habituellement présent dans les milieux de culture, n’interfère pas lors de la lecture 

spectrophotomètrique. Dans un deuxième temps on utilise une solution d’extraction 

composée d’acide acétique, d’éthanol absolu et d’eau distillée.  

Ainsi, à un temps voulu, il faut procéder comme suit : 

 élimination du surnageant de culture, 

 rinçage au PBS, 

 ajout de 200 µL de solution « use » de Rouge Neutre, 

 incubation 3 h à 37°C, sous 5% CO2, 

 trois rinçages au PBS, 

 ajout de 200 µL de solution d’extraction.  

 incubation 20 min. à 37°C, sous 5% CO2. 

Lecture de l’absorbance à 540 nm après agitation de la plaque. 

 

              (( 
(    )  (              )

(          )  (        )
 )     ) 

 

Équation 2 : calcul du pourcentage de cytotoxicité. 

 

% cytotox : pourcentage de toxicité cellulaire à une concentration donnée en substance 

pour un temps donné 

A540 : moyenne des absorbances mesurées à 540 nm à une concentration donnée en 

substance sur une même colonne d’une plaque de culture 
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A540 mil + drug  : moyenne des absorbances mesurées à 540 nm pour les témoins « milieu 

plus drogue » sur une même plaque de culture (colonne 2) 

A540 cell  : moyenne des absorbances mesurées à 540 nm pour les témoins « cellules » sur 

une même plaque de culture (colonne 3) 

A540 mil : moyenne des absorbances mesurées à 540 nm pour les témoins « milieu » sur 

une même plaque de culture (colonne 1) 

 

Une fois ces calculs de toxicité effectués, les concentrations en substance et les valeurs 

de viabilité encadrant la CC50 servent, via le logiciel Excel
®
 et sa fonction 

« TENDANCE » à déterminer la valeur de la CC50 en prenant comme valeur cible un 

pourcentage de toxicité de 50 %. 

 

1.4 Evaluation de l’activité antivirale 

1.4.1 Matériel et réactifs 

Ils sont identiques à ceux utilisés pour la cytotoxicité (Tableau IX et Tableau X) 

 

1.4.2 Détermination de l’activité antivirale 

Cette évaluation consiste à mesurer la diminution du titre infectieux d’une suspension 

virale avant et après contact avec la substance à tester. Pour cela nous devons disposer 

d’une suspension de virus avec un titre viral le plus élevé possible. Il est donc 

intéressant de savoir quelle méthode de production virale permet d’obtenir les titres 

infectieux les plus élevés. 

 

 Production des « pools » de virus 1.4.2.1

1.4.2.1.1 Poliovirus 

Nous avons essayé de déterminer le mode de production virale optimum permettant 

d’obtenir le titre viral le plus élevé. 

 La méthode 1 ne conserve que les étapes indispensables des deux méthodes 

sélectionnées dans la littérature et qui sont présentées à sa suite. Cette méthode 

consiste à inoculer sur tapis monocouche à 90% de confluence de cellules 

VERO d’une flasque de 175 cm
2
, 1 mL de suspension virale placée dans 15 mL 
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de MEM à 2%. Cet inoculum peut être jeté et remplacé après 5 min. de contact, 

et cela jusqu'à 4 fois de suite. Le flacon de culture est ensuite placé, avec son 

dernier inoculum, dans un incubateur à 37°C sous 5% de CO2 durant 2 à 3 j. Le 

surnageant est alors récupéré dans un tube de 50 mL, centrifugé à 3645 G durant 

5 min. afin d’éliminer les débris cellulaires. 

 La méthode 2 est établie d’après la thèse de Geller (Geller, 2011). Cette méthode 

est similaire à la méthode 1 sauf que le surnageant viral obtenu après 2 ou 3 j 

d’incubation, subit 3 congélations/décongélations successives à -20°C afin de 

lyser les cellules et de libérer les particules virales,  puis le surnageant est 

centrifugé à 3645 G durant 5 min afin d’éliminer les débris cellulaires. 

 Selon la méthode 3 établie d’après la thèse de Julien Simonet (Simonet, 2007), 1 

mL d’inoculât viral est laissé en contact avec la monocouche de cellules Vero 

durant 1 h (dans un incubateur à 5% de CO2 et à 37°C) ce qui permet la fixation 

du virus sur les récepteurs cellulaires. Après addition de 30 mL de MEM à 2% 

de SVF, la boîte de culture est incubée 2 à 3 j à 37°C, sous atmosphère à 5% de 

CO2. Le surnageant subit ensuite 3 congélations /décongélations successives à -

20°C avant d’être centrifugé à 10 000 G durant 60 min afin d’éliminer les débris 

cellulaires. 

Dans tous les cas, la suspension virale sera aliquotée et congelée dans des cryotubes à 

-80°C. Afin de conserver les caractéristiques biologiques de la souche virale (dont 

l’aspect de souche « atténuée »), seuls 10 passages de la souche d’origine sont permis 

pour la souche vaccinale du poliovirus (AFNOR, 2007). 

 

1.4.2.1.2  Cytomégalovirus humain 

 Lors d’une première tentative de production virale, le virus a été inoculé lorsque 

les cellules MRC5 étaient à plus de 90% de confluence. Un effet cytopathogène 

(ECP) et une lyse du tapis cellulaire ont été constatés respectivement à J17 et 

J19 ; soit après plus de 3 semaines d’inoculation. Afin d’augmenter la surface de 

contact virus/cellule et l’infectiosité, une telle confluence des cellules ne doit pas 

être obtenue avant inoculation. 

 Le hCMV est inoculé sur une boîte de culture de 175 cm
2
 présentant 70% de 

confluence, de la façon suivante. Tout d’abord, le milieu de culture est éliminé 

par retournement. Puis un lavage avec 10 mL de PBS est réalisé. Une suspension 

virale de 2 mL est incubée pendant 1 h à 37°C afin de permettre la fixation du 
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virus aux cellules. Ensuite 15 mL de MEM à 2% de SVF sont ajoutés ce qui 

permet de recueillir les virions produits. 

 Trois récoltes successives sont réalisées à des états de lyse différents du tapis 

cellulaire. Le premier ECP est observé dès 4 jours après inoculation, la lyse à 8 

jours après inoculation. Le surnageant est prélevé en totalité les 4
éme

, 6
éme

 et 8
éme

 

jour. Il est remplacé par du milieu de culture frais lors des deux premiers 

prélèvements. Chaque surnageant est centrifugé à 3645 G durant 5 min en tube 

de 50 mL afin d’éliminer les débris cellulaires. Ils sont ensuite aliquotés en 

cryotube et congelés à -80°C. 

 Molécules de référence 1.4.2.2

Avant de commencer les essais sur les terpènes, la manipulation doit être validée par 

l’utilisation de molécules dont l’activité virucide est connue. La norme NF EN 

14476+A1 mentionne uniquement le formaldéhyde 1,4% comme molécule de référence 

mais elle autorise l’utilisation d’autres produits « adéquats ». 

Afin de définir une molécule de référence pour notre modèle, nous avons donc choisi de 

tester :  

 le formaldéhyde (proposé par la norme), 

 l’éthanol, 

 le glutaraldéhyde. 

Les concentrations testées seront choisies selon les résultats des tests de viabilité au 

MTT. 

 

 Titrages viraux 1.4.2.3

L’infectiosité virale est la capacité de multiplication d’un virus dans une lignée de 

cellules permissives (AFNOR, 2007 ; Agut et al., 2003). Le titre du virus représente le 

nombre de particules virales infectieuses par unité de volume d’un surnageant de culture 

cellulaire ; il s’agit d’une évaluation chiffrée de l’efficacité infectieuse de la suspension 

virale. 

 

Le poliovirus possède un ECP précoce et une lyse cellulaire visible dès 96 h Par contre, 

le délai d’attente de la lyse du tapis cellulaire infecté par le hCMV pouvant atteindre 1 

mois, il sera nécessaire de procéder à une coloration et à une lecture au microscope 

inversé pour évaluer l’ECP et donc identifier et comptabiliser les puits infectés ou non. 
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En outre, la lyse cellulaire ne sera pas atteinte car les cellules MRC5 ne survivront pas 

aussi longtemps (1 mois) en microplaque. 

 

Deux grands types de tests permettent la détermination du titre viral et de définir 2 

grandeurs différentes : 

 DICC50 : c’est la Dose Infectieuse en Culture de Cellules permettant la 

destruction de 50% des cellules en culture. Il s’agit donc de l’inverse de la 

dilution de la suspension virale testée permettant la lyse de 50% des cellules en 

culture rapportée à 1 mL de suspension virale. 

 UFP : Unités Formant Plages. Il s’agit donc du nombre de plages formées dans 

un test de culture en milieu semi-solide rapporté à 1 mL de suspension virale 

(AFNOR, 2007). 

Pour comparaison, les deux tests ont été mis en œuvre. Cependant le test DICC50, plus 

aisé à mettre en œuvre, est le seul que nous avons utilisé pour l’évaluation de nos 

AHPTs. 

1.4.2.3.1 Détermination du titre viral en microplaque 

Pour ce titrage, après récolte des cellules, les étapes sont : 

 ensemencement des colonnes 2 à 12 d’une plaque 96 puits à 10
4
 cellules par 

puits, 

 incubation 48h à 37°C sous 5% de CO2, 

 dilution sériée d’ordre 10 du virus (de 10
-2

 à 10
-11

), 

 incubation 4 jours (polio) ou 7 jours (hCMV) à 37°C sous 5% de CO2, 

 coloration des puits au cristal violet (polio) ou MGG (hCMV), 

 lecture à l’œil nu pour le poliovirus et au microscope pour le hCMV. 
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Figure 20 : Schéma du mode opératoire pour la détermination du titre viral selon la méthode de 

Reed & Muench (Reed et Muench, 1938) 

 

La méthode de Reed et Muench (Reed et Muench, 1938) est employée pour évaluer le 

titre viral ou DICC50 (Dose infectant 50% des cellules en culture) exprimé en particules 

virales infectieuses/mL. La limite inférieure de détection de la méthode par dilutions 

limites est théoriquement de 50 particules infectieuses/mL, sans dilution préalable de la 

suspension virale. En diluant cette dernière au 1/10
ème

 comme cela a été fait dans le 

cadre du titrage, la limite inférieure de détection est de 500 particules infectieuses/mL. 

 

1.4.2.3.2 Titrage viral par la méthode plage de lyse 

La norme NF EN 14476+A1 détaille cette technique uniquement pour le poliovirus 

(AFNOR, 2007). Des plaques en plastique stériles à 6 puits d’un diamètre de 35 mm 
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sont utilisées. Cette méthode est une alternative au titrage du virus sur un tapis 

monocellulaire préétabli en microplaques et des résultats similaires doivent être trouvés. 

Le même mode opératoire est utilisé pour déterminer le titre viral du poliovirus et du 

hCMV. 

 

Succinctement : 

 ensemencement d’une plaque 6 puits à 2.10
4
 cellules par puits, 

 incubation 48 h à 37°C sous 5% de CO2, afin  d’obtenir une confluence de 90% 

 rinçage des cellules avec 1 mL de PBS, 

 dilution sériée d’ordre 10 du virus (de 10
-2

 à 10
-11

), 

 dépôts, sous agitation lente de 400 µL par puits des différentes dilutions, 

 vidage des puits, 

 dépôt de 4 mL d’un mélange d’agarose fondu à 2% (2 mL) et de MEM 2X à 4% 

de SFV (2 mL), 

 incubation 4 jours à 37°C sous 5% de CO2, 

 fixation des cellules  par injection de 2 mL de formaldéhyde à 37% sous la 

couche de gélose, 

 vidage des puits après 2 heures 

 coloration des puits au cristal violet, 

 comptage des plages de lyses. 

 

L’agitation lente sert à maintenir l’humidité des cellules en monocouche pour éviter la 

mort des cellules sur les bords des puits et la formation d’un « croissant de séchage ». 

 

 

Une formule permet de déterminer l’Unité Formant Plage : 

 

 

   

 
  

∑(             )

 ∑(                            )     
 

 

Équation 3 : formule permettant de déterminer l’Unité Formant Plage. 

 

Où : 
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t est le volume d’essai ajouté par étape de dilution à chaque unité de culture cellulaire. 

cn est le nombre d’UFP de chaque étape de dilution avec des plages de lyse non 

confluentes. 

nn est le nombre de toutes les unités de culture cellulaire de chaque dilution pour 

laquelle les UFP sont comptées. 

vn est le facteur de dilution entre n1 / nn.  

d est  l’étape de dilution de c1. 

 

Son logarithme décimal peut être calculé. Le volume de dilution virale ajouté par puits 

est 0,4 mL, ce qui permet de déterminer le nombre d’unité formant plage par mL 

(UFP/mL). 

 

1.4.2.3.3 Détermination d’activité antivirale : mode opératoire 

Les  titres viraux utilisés sont de l’ordre de 10
-6

 à 10
-7

  pour le poliovirus et de 10
-7

 à 

10
-9

  pour le hCMV. 

Par choix, le titrage viral est réalisé en plaques de culture cellulaire de 96 puits à fond 

plat quelque soit le virus considéré. Les plaques de culture sont inoculées avec un 

nombre de 10
4
 cellules/puits. Le titre viral est évalué par la méthode de Reed & 

Muench. 

 

Cela revient à effectuer 2 déterminations de titre viraux en parallèle (Figure 21) (trois si 

l’on utilise un co-solvant) l’une avec et l’autre sans étape préalable de contact avec une 

substance à tester. Le temps de contact étant une donnée influençant l’activité, celui-ci 

doit être identique pour l’ensemble des molécules testées si l’on souhaite pouvoir 

comparer les résultats entre eux. 
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Figure 21 : Schéma du mode opératoire pour la détermination de l’activité antivirale du produit à 

tester. 
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1.5 Expérimentation antifongique  

1.5.1 Matériel et réactifs 

Tableau XI : Matériel spécifique à  la culture de champignons. 

Matériel Références Fournisseurs 

Balance de précision BP211D Sartorius 

Cellule de Malassez double, grille de 5 mm² 720.0149 VWR 

Centrifugeuse de paillasse réfrigérée 5804R Eppendorff 

Filtre seringue, membrane PES, 0,22 µm, 33 mm  SLGP033RS Millipore 

Microtube, 2 mL, polypropylène, stérile 72.694.406 Sarstedt 

Réservoir à  réactif à fond en V 613.2671 Thermo Scientific 

Réservoir à réactif, 8 compartiments 613.2672 Thermo Scientific 

Seringue 10 mL, 3 pièces, stérile 302188 BD bioscience 

Microscope droit visible et fluorescence Axiscop Zeiss 

Camera Axiocam Zeiss 

Lecteur de microplaques Multiskan EX Thermo Scientific 

PSMII PSM1200 Fisher 

Microplaque 96 puits pour culture fonds en U 83.1835.300 Sarstedt 

 

Tableau XII : Réactifs spécifique à  la culture de champignons. 

Réactifs Références Fournisseurs 

Sabouraud bouillon 238230 Difco 

Sabouraud gélosé 210950 Difco 

Milieu RPMI 1640 51800-043 Invitrogen 

DMSO BP231-100 Fisher  

PBS   

Amphotéricine B (250 µg/mL). A2942-50mL Sigma-Aldrich 

Itraconazole (98 %) I6657-100mg Sigma-Aldrich 

Bleu de trypan 15250-061 Gibco 

Tween 20 P1379 Sigma-Aldrich 

 

1.5.2 Détermination de la concentration minimum inhibitrice 

 Préparation des suspensions « fongiques » 1.5.2.1

Le milieu Sabouraud est le milieu habituellement utilisé pour la culture, l'isolement et 

l'identification des levures et des moisissures saprophytes ou pathogènes (Sautour et al., 

2008) et même si le CLSI lui préfère le RPMI1640, il continue de proposer ce milieu 

pour les « sub’culture » dans sa section M44A ! (Mathur et al., 2011). 

Le milieu RPMI 1640 est un milieu synthétique liquide sans bicarbonate contenant de la 

L-Glutamine et tamponné à pH 7,0 par le MOPS (acide N-morpholino-3-propane 
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sulfonique) et supplémenté avec du glucose jusqu'à une concentration finale de 2% 

(
m

/v). 

Le RPMI 1640 modifié (sans bicarbonate) est le milieu de référence préconisé par le 

CLSI et l'EUCAST pour la détermination des CMI. 

C’est pourquoi nous avons décidé de tester ces deux milieux de culture lors de la mise 

en place des tests d’activité antifongique au laboratoire. 

 

1.5.2.1.1 Préparation de l'inoculum en milieu Sabouraud 

1.5.2.1.1.1 Candida albicans 

Candida albicans est mis en culture sur gélose Sabouraud puis incubé 24 h à 35°C. Une 

colonie du jour antérieur est ensemencée dans 5 mL de bouillon Sabouraud puis incubée 

24 h à 35°C afin de former la suspension qui servira à l’inoculation. 

 

Le mode opératoire est le suivant : 

 mise en culture de 5 mL de bouillon Sabouraud, 

 incubation 24 h à 35°C, 

 coloration au bleu trypan et comptage en cellule de Malassez, 

 ajustement de la suspension fongique entre 1 et 5 x 10
5
 UFC/mL, 

 inoculation avec 50 µL par puit afin d’obtenir 0,5 à 2,5 x 10
5
  UFC/mL final. 

 

1.5.2.1.1.2 Aspergillus niger 

Aspergillus niger est mis en culture sur gélose inclinée Sabouraud, jusqu'à sporulation 

(3 à 5 jours). 

 

Le mode opératoire est le suivant : 

 récolte des spores avec 5 mL de Sabouraud liquide ou 5 mL d’eau, 

 comptage des spores en cellule de Malassez, 

 ajustement de la suspension fongique entre 1 et 5 x 10
5
 spores/mL, 

 inoculation avec 50 µL par puit afin d’obtenir 0,5 à 2,5 x 10
5
  spores/mL final. 
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1.5.2.1.2 Préparation de l’inoculum selon les recommandations de l’EUCAST 

1.5.2.1.2.1 Candida albicans 

Candida albicans est mis en culture sur gélose Sabouraud puis incubé 24 h à 35°C. 

 

Le jour de la manipulation le mode opératoire est le suivant : 

 prélever 5 colonies sur la gélose du jour précédent, 

 disperser ces colonies dans 5 mL d'eau distillée, 

 colorer au bleu trypan et compter en cellule de Malassez, 

 diluer afin d'obtenir une suspension fongique entre 1 et 5 x 10
5
 UFC/mL. 

 inoculer avec 50 µL par puit afin d’obtenir 0,5 à 2,5 x 10
5
  UFC/mL final. 

 

1.5.2.1.2.2 Aspergillus niger 

Aspergillus niger est mis en culture sur gélose inclinée Sabouraud, jusqu'à sporulation 

(3 à 5 jours). 

 

Le jour de la manipulation : 

 récolter les spores avec 5 mL d’eau supplémentée avec du Tween 20 à 0,1 %, 

 compter les spores en cellule de Malassez, 

 ajustement de la suspension fongique entre 1 et 5 x 10
5
 spores/mL, 

 inoculation avec 50 µL par puit afin d’obtenir 0,5 à 2,5 x 10
5
  spores/mL final. 

 

 Préparation des dilutions de drogues 1.5.2.2

Les différentes recommandations en termes d’étude des CMI sur des champignons 

laissent une grande liberté à l’expérimentateur. Il est ainsi possible de préparer les 

solutions de molécules à tester dans le milieu de culture utilisé, dans de l’eau, dans une 

solution saline comme le PBS et ceci en présence ou en absence de co-solvant comme 

par exemple du DMSO. 

Nous avons ainsi voulu déterminer entre l’eau et le PBS quel était le meilleur solvant de 

préparation. Compte tenu de notre expérience en bactériologie, les milieux de culture 

ont été éliminés d’office. En effet leur forte charge en sels et leur pH tamponné sont 

deux facteurs des plus limitants quand les molécules à tester ont une hydrosolubilité 

limitée. Dans un deuxième temps, et suite à certaines observations lors de la 
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détermination des CMI, nous avons souhaité faire le point sur l’influence du PBS et du 

DMSO sur la croissance fongique dans les conditions opératoires. 

 

 Préparation de la solution d'amphotéricine B 

A partir d'une solution commerciale stérile d'amphotéricine B à 250 µg/mL, on prépare 

une solution de travail à 8 µg/mL utilisant comme solvant le PBS ou l’eau afin d'obtenir 

une gamme de concentrations de 2 à 0,0075 µg/mL. 

 Préparation de la solution d'itraconazole 

Une solution mère d'itraconazole est préparée à partir de la poudre commerciale à 98%, 

diluée en DMSO 0,5%. A partir de cette solution mère, une solution de travail à 64 

µg/mL est obtenue en utilisant comme solvant de l'eau, et ce afin d'obtenir une gamme 

de concentrations de 16 à 0,06 µg/mL. 

 Préparation de la solution du DMSO 

Le DMSO est préparé à 20% (
v
/v) en eau puis utilisé afin d'obtenir une gamme de 

concentrations de 5 à 0,019 %. 

 Préparation de la solution du PBS 

Le PBS est préparé à une concentration 4 fois supérieure afin de pouvoir  tester une 

gamme de concentrations de 50 à 0,39 % (
v
/v) dans les plaques. 

 Préparation des solutions d’AHPTs 

Les solutions d’AHPTs ont été préparées en milieu Sabouraud. L’utilisation de DMSO 

comme co-solvant est nécessaire pour l’obtention des concentrations voulues (1024 

µg/mL) en AHPTs. Ces concentrations sont très élevées par rapport au seuil de 

solubilité des AHPTs dans l’eau, mais ces valeurs ont été choisies de façon à se placer 

dans des concentrations similaires à celles proposées dans les recommandations et celles 

testées dans la littérature. Les gammes choisies de 256 à 1 µg/mL sont les mêmes que 

lors de la détermination de CMI avec les bactéries. 

 

 Dépôt des microplaques 1.5.2.3

La préparation des plaques est commune à chaque manipulation et identique à celle des 

tests bactériologiques (Figure 18 p. 77). 

 Distribution du milieu : 

 100 µL dans chacun des puits de la colonne 1. 

 150 µL dans chacun des puits de la colonne 2. 
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 50 µL dans chacun des puits des colonnes 3 à 12. 

 Distribution de la drogue à tester 

 50 µL dans chacun des puits de la colonne 2, puis après 

aspirations/refoulements, élimination de 100 µL, dans l'eau de javel. 

 50 µL dans chacun des puits de la colonne 4, puis réaliser les dilutions en 

reportant 50 µL dans les puits suivants après aspiration/refoulements, 

élimination des 50 µL de chacun des puits de la colonne 12 dans eau de 

javel.  

 Distribution de l’inoculum 

 50 µL dans chacun des puits des colonnes 3 puis 12 à 4. 

 la concentration finale de l’inoculum dans chacun des puits est 0,5 à 2,5 105 

UFC/mL. 

 volume final de chaque puits: 100 µL. 

De la façon identique au protocole de détermination d’activité antibactérienne, nous 

avons réservé 3 colonnes de puits à la réalisation de témoins : 

 colonne 1 : témoin milieu, 

 colonne 2 : témoin milieu + drogue, dans ce contrôle on peut observer les 

possibles interactions entre la drogue et le milieu utilisé, 

 colonne 3 : témoin milieu + fungi, ce contrôle permet de comparer la bonne 

croissance des microorganismes, 

Les colonnes 4 à 12, contenant la gamme de concentrations à tester. 

 

 Lecture et interprétation des résultats 

Les plaques ainsi ensemencées sont placées dans une étuve à 28°C ou 37°C pendant 24 

ou 48 h La lecture se fait à 24 et 48 heures par turbidimétrie à 540 nm après agitation à 

1020 rpm pendant 30 secondes dans un lecteur des microplaques.  

 

1.6 Expérimentation anticancéreuse 

Les milieux utilisés lors des cultures ont été les suivants : 

 MEM pour les cellules MRC5 et IGR-OV1, 

 Roswell Park Memorial Institute medium 1640 (RPMI1640) pour les cellules 

K562. 
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1.6.1 Matériel et réactifs 

Ce matériel et ces réactifs sont identiques à ceux utilisés pour les tests de cytotoxicité ; 

Tableau IX pour le matériel et Tableau X pour les réactifs.  

 

1.6.2 Etudes d’efficacité 

Il s’agit ici de déterminer l’efficacité des molécules à tuer des cellules cancéreuses. Il 

convient donc de tester leur pouvoir cytotoxique. Les expériences menées ici seront 

donc identiques à celles menées en 1.3.2.2. (Test de vitalité au dimethylthiazolyl 

diphenyl tetrazolium p. 83). 

 

Cependant, nous avons utilisé ici non plus des lignées cellulaires «  saines » mais des 

lignées de cellules cancéreuses. Les valeurs de CI50 obtenues sur ces lignées 

cancéreuses sont ensuite mises en comparaison avec les CI50 obtenues sur lignée 

cellulaire saine, ici les MRC5. 

 

De la même façon que pour la bactériologie les index de sélectivité sont calculés : (IS= 

CI50 lignée cellulaire saine / CI50 lignée cellulaire cancéreuse). 
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2  Etudes physico-chimiques 

2.1 Caractérisation de la complexation des acides hydroxy 

pentacycliques triterpénoiques par chromatographie liquide haute 

performance 

2.1.1  Matériel et réactifs 

Tableau XIII : Matériel utilisé pour la caractérisation de la complexation des AHPTs. 

Matériel Références Fournisseurs 

Système 

"choix de la cyclodextrine" 

  

Pompe P100 Spectraseries Thermo (Waltham, Massachusetts) 

Injecteur automatique avec four AS 1000XR Thermo (Waltham, Massachusetts) 

Colonne 1 Hypersil GOLD C18 

(5 µm, 150X4,6 mm) 

Thermo (Waltham, Massachusetts) 

Colonne 2 Nucleosil C18 

(5 µm, 150X4,6 mm) 

Macherey-Nagel (Hoerdt, France) 

Détecteur UV UV100 Spectraseries Thermo (Waltham, Massachusetts) 

Système 

"Kf-thermodynamique" 

  

Dégazeur Spectrasystem SCM1000 Thermo (Waltham, Massachusetts) 

Pompe Spectrasystem P1000XR Thermo (Waltham, Massachusetts) 

Vanne d’injection Model 8125 Rheodyne (Middleborough, 

Massachusetts) 

Colonne 3 C18 silica Lichrospher
®
 100 RP-

18 column (5 µm, 125X4 mm) 

Merck (Darmstadt, Allemagne) 

Four 560CIL Cluzeau (Courbevoie, France) 

Détecteur UV UV1000 Thermo (Waltham, Massachusetts) 

Système 

"Higuchi-Connors" 

  

Pompe L7100 Merck Hitachi (Darmstadt, 

Allemagne) 

Injecteur automatique L7200 Merck Hitachi (Darmstadt, 

Allemagne) 

Colonne 2 Nucleosil C18 

(5 µm, 150X4,6 mm) 

Macherey-Nagel (Hoerdt, France) 

Four T6300 Merck Hitachi (Darmstadt, 

Allemagne) 

Détecteur UV L7450 Merck Hitachi (Darmstadt, 

Allemagne) 

Logiciel d’acquisition AZUR Datalys, France 

Aerotron   Infors HT (Bottmingen, Suisse) 

Filtre nylon 0,45 µM   Macherey-Nagel (Düren, 

Allemagne) 
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Tableau XIV : Réactifs utilisés pour la caractérisation de la complexation des AHPTs. 

Réactifs Références Fournisseurs 

Acétonitrile HPLC grade Carlo Erba (Limito, Italie) 

AB 85,505-7 Aldrich (Saint Louis, Missouri) 

AO O5504 Sigma (Saint Louis, Missouri) 

AU 290182500 Acros organics (Geel, Belgique) 

D-glucose   Merck (Darmstadt, Allemagne) 

Eau ultra-pure 

18 mΩ 

Milli-Q, Water Purification 

System 

Millipore (Molsheim, France) 

H3PO4   Sigma (Saint Louis, Missouri) 

HP-β-CD   Wacker (Munich, Allemagne) 

HP-γ-CD   Wacker (Munich, Allemagne) 

Méthanol HPLC grade Chromanorm 

Na2HPO4, 2H2O   Merck (Darmstadt, Allemagne) 

β-CD   Wacker (Munich, Allemagne) 

γ-CD   Wacker (Munich, Allemagne) 

 

2.1.2 Méthodes 

 Choix de la cyclodextrine 2.1.2.1

Le choix de la CD a été réalisé par CLHP. Pour cela, nous avons utilisé initialement la 

colonne 1 et les conditions opératoires décrites par Claude (Claude et al., 2004) soit : 

 une phase mobile variant dans un rapport de 55/45 
v
/v à 70/30 

v
/v 

acétonitrile/tampon phosphate (acide phosphorique 20 mM – hydroxyde de 

sodium 18,9 mM – pH 3,5) 

 une concentration en cyclodextrine variant de 2 à 12 mM, 

 un débit de 1 mL/min, 

 une température de 25°C 

 

 

Les masses de cyclodextrines sont pesées exactement puis dissoutes dans 500 mL de 

solution tampon à l'aide d'un bain à ultrasons. Les 500 mL d'acétonitrile sont ajoutés à 

cette solution et la phase mobile totale est mélangée et filtrée. 

 

Ces conditions opératoires de CLHP ne se sont pas montrées optimales et la 

méthodologie de CLHP a dû être optimisée selon les conditions opératoires suivantes : 
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 une phase 50% acétonitrile, 50% tampon phosphate (
v
/v). La solution tampon est 

composée de  Na2HPO4, 2H2O à la concentration de 3,56g/L. Son pH est ajusté à 

3,0 avec H3PO4. Cette solution tampon est filtrée sur membrane nylon 0,45 µm 

avant utilisation. 

 la colonne 2 

 différentes concentrations (0, 1, 2, 3, 4 mM) en CDs (β-CD, HP-β-CD, γ-CD, 

HP-γ-CD) 

 un débit de 3 mL/min, 

 une température de 50°C 

 

Les solutions échantillons de triterpènes sont préparées à 1 mg/mL dans le méthanol, 

puis diluées au 10
ème

 dans de la phase mobile sans CD. Elles sont injectées grâce à une 

boucle de 20 µL. 

 

Chaque soluté a été injecté trois fois et l'acquisition et l'enregistrement des données sont 

réalisés à l’aide d’un logiciel spécifique. 

 

Les facteurs de capacité correspondants ont été calculés (k’ ± SD). k’ est une grandeur 

indépendante du débit comme le montre l’Équation 4. 

 

   
    

  
 

Équation 4 : Définition du facteur de rétention en CLHP. 

 

Avec k’ facteur de capacité  

t : temps de rétention du composé étudié 

t0 : temps de rétention d’un composé non retenu (ou encore temps mort). 

 

En supposant que chaque molécule de AHPT forme un complexe 1/1 avec la CD 

(Claude et al., 2004), l’équilibre suivant peut être envisagé : 

 

AHPT + CD  APHT-CD 

Équation 5 : équilibre AHPT / CD. 
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Lorsque la CD est ajoutée à la phase mobile, le facteur de capacité des solutés, est 

affecté tel que décrit par l’équation 6 pour un complexe 1:1 (Mosheni et Hurtubise, 

1990 ; Uekama et al., 1978). 

 

 

  
 

 

   
 

    (  ) 

   
    

Équation 6 : relation entre k’, k’0 et Kf. 

Où : 

k’0 est le facteur de capacité sans CD,  

[(CD)] est la concentration en CD dans la phase mobile,  

et Kf est la constante de formation apparente du complexe. 

 

Selon l’Équation 6, le tracé de 1/k’ en fonction [(CD)] est une relation linéaire et reflète 

un complexe AHPT-CD avec une stœchiométrie 1:1. Le rapport (pente / ordonnée à 

l’origine) permet : 

 la détermination de Kf, 

 le choix de la cyclodextrine. 

 

 Détermination des constantes de complexation et des paramètres 2.1.2.2

thermodynamiques de formation des complexes acides hydroxy 

pentacycliques triterpénoiques – gamma-cyclodextrine 

Les conditions opératoires précédemment utilisées pour injecter les AHPTs dans 

différentes conditions de phase liquide, ont été modifiées afin de pouvoir étudier 

l’influence de la variation de température sur la formation des complexes. En effet, la γ-

CD n’étant plus soluble dans la phase mobile acétonitrile/tampon à des températures 

inférieures à 50°C, l’acétonitrile a dû être remplacé par le méthanol. 

 

Dans ce but, l’appareillage utilisé a permis de faire varier la composition de la phase 

mobile grâce à une pompe ternaire qui réalise le mélange des trois composants 

suivants : 

 Solution tampon phosphate (même composition que précédemment) 

 Méthanol 

 Solution tampon phosphate de γ-CD à la concentration de 35,6 mM. 
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Le mélange de ces trois composants a permis d’obtenir une phase mobile composée de 

88% de méthanol et 12% de tampon phosphate avec une concentration variable de 0 à 4 

mM en -CD (0, 1, 2, 3, et 4 mM). 

 

Afin de vérifier qu’une variation du facteur de rétention des AHPTs est liée à un 

phénomène de complexation avec la -CD et non à l’augmentation de la viscosité de la 

solution du fait de l’ajout de γ-CD, la γ-CD a été remplacée par l’α D-glucose. Cette 

vérification n’a été réalisée que pour la plus forte concentration en -CD qui correspond 

à une concentration de 32,0 mM en α D-glucose. 

 

Le débit de la phase mobile est de 1 mL/min et a été systématiquement contrôlé lors des 

expérimentations. 

 

Pour étudier l'effet de la température sur le processus de complexation des AHPTs par 

la γ-CD, la température de la phase stationnaire a varié de 25 +/-1°C à 45 +/-1°C (25, 

30, 35, 40, 45°C) à l’aide d’un four à colonne. La colonne est équilibrée avant chaque 

utilisation et la pression stabilisée est inférieure à 150 bars. Le temps mort de la colonne 

t0 a été déterminé à l'aide d’une solution de sulfate de cuivre (0,01 mg/mL) comme 

décrit par Clarot et coll. (Clarot et al., 2001). 

 

Chaque soluté a été injecté trois fois et les facteurs de capacité correspondants (k’) ont 

été calculés ainsi que les constantes de formation Kf des complexes formés. 

 

Le tracé de k’ en fonction de la température permet d’obtenir des droites dont les pentes 

et ordonnées à l’origine sont utilisées pour calculer les paramètres thermodynamiques 

(ΔH0, ΔS0) du phénomène de complexation. 

La relation thermodynamique représentée dans l’équation 7 (Mosheni et Hurtubise, 

1990) a été employée pour déterminer la variation d’enthalpie standard (ΔH0) et la 

variation d’entropie standard (ΔS0) qui caractérisent le transfert de l’AHPT de la phase 

mobile à la cavité de la γ-CD (Clarot et al., 2001). 

 

        
   

  
 

   

 
  

Équation 7 : relation de Van’t Hoff. 
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Où : 

Kf est la constante de formation apparente du complexe d'inclusion, 

R est la constante des gaz parfaits 

et T la température exprimée en kelvin (K). 

 

Si l’on trace Ln(Kf) en fonction de 1/T (relation de Van't Hoff), la pente et l’ordonnée à 

l’origine sont respectivement - H0/R et S0/R. 

Pour la détermination de la différence d'énergie libre de Gibbs, qui a lieu pendant le 

processus d'inclusion, l'équation 8 est utilisée. 

 

ΔG0 = ΔH0-TΔS0 

Équation 8 : second principe de la thermodynamique. 

 

ΔG0 : variation d’énergie libre 

ΔH0 : variation d’enthalpie 

ΔS0 : variation d’entropie 

T : température. 

 

 Détermination de la solubilité des complexes acides hydroxy 2.1.2.3

pentacycliques triterpénoiques – gamma-cyclodextrine par la méthode de 

Higuchi-Connors 

La méthode de Higuchi et Connors (Higuchi et Connors, 1965) permet de déterminer 

quel type de complexe est obtenu en fonction de sa solubilité soit : 

 des complexes d'inclusion solubles : complexe que l’on peut dissoudre avec une 

dissociation minimum dans un solvant considéré, 

 des complexes d'inclusion avec une faible solubilité : complexe que l’on peut 

difficilement dissoudre sans dissociation dans un solvant considéré, 

 des complexes de solubilité limitée : complexe que l’on ne peut pas dissoudre 

sans dissociation dans un solvant considéré, 

 des complexes insolubles : complexe que l’on ne peut pas dissoudre même en 

les dissociant dans un solvant considéré. 

 

Pour l’étude de solubilité des complexes AHPTs :γ-CD selon cette méthode, le système 

chromatographique (Tableau XIII) a bénéficié d’un passeur d’échantillons automatique. 
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La formation des complexes AHPTs : γ-CD a été la suivante : 

Étant donné l’insolubilité des AHPTs étudiés en phase aqueuse, ces derniers ont été 

apportés sous forme solide. Pour ce faire, une masse de 1 mg d'AHPT a été introduite 

dans chaque tube afin que sa concentration molaire finale soit en excès, ou en 

équivalence à celle de la γ-CD. 

La -CD a été apportée en solution aqueuse à différentes concentrations (de 0 à 8 mM). 

Tous les tubes ont été complétés avec de l’eau ultra pure afin d’avoir des concentrations 

toutes identiques en AHPT (2 mM).  

 

Ces suspensions ont été agitées à 30°C pendant 7 jours à l’aide de l’Aerotron à 420 rpm. 

Une fois l'équilibre atteint, les tubes ont été centrifugés et la concentration en AHPT du 

surnageant a été déterminée par analyse CLHP. Chaque expérience a été réalisée trois 

fois (écart type <5%). 

Le mode opératoire schématique de cette formation est présenté dans la figure suivante : 

  

Figure 22 : Mode opératoire schématique de la formation en phase aqueuse des complexes en 

fonction de la concentration en -CD 

 

Ensuite, la courbe représentant la concentration en AHPT en solution en fonction de la 

concentration en -CD dans la phase aqueuse est tracée. Selon Higuchi et Connors, le 

type de courbe obtenue donne la solubilité du complexe (Figure 23). 
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Figure 23 : Les différents types de complexe possibles (Higuchi et Connors, 1965) 

 

Les courbes de type «A» indiquent la formation de complexes d'inclusion solubles. 

Les courbes de type «A» peuvent se subdiviser en trois catégories :  

AL (augmentation linéaire de la solubilité des invités en fonction de la concentration 

en CD) 

AP (augmentation positive de la solubilité des invités en fonction de la concentration 

en CD) 

AN (augmentation négative de la solubilité des invités en fonction de la concentration 

en CD). 

Les courbes de type «B» indiquent la formation de complexes d'inclusion avec une 

faible solubilité. 

Les courbes de type «BS» indiquent la formation de complexes de solubilité limitée  

Les courbes de type « BI » indiquent la formation de complexes insolubles. 

 

2.2 Préparation des complexes et des mélanges témoins acides hydroxy 

pentacycliques triterpénoiques / gamma-cyclodextrine 

La technique du mélange des triterpènes avec la -CD est liée à diverses contraintes 

dues aux propriétés physico-chimiques des molécules utilisées. Un mélange physique 

des deux poudres avec une trituration au mortier aurait été possible. Cependant, cette 

technique de mélange en milieu sec reste difficile à contrôler et donc n’est pas 

techniquement le meilleur choix. Le mélange de deux solutions avec des solvants 
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miscibles demeure plus facilement homogénéisable et contrôlable, c’est donc la voie qui 

a été choisie. 

La -CD est soluble dans l’eau et les AHPTs le sont principalement dans le méthanol et 

le chloroforme. Le risque chimique (contrôle de l’évaporation, vaporisation, 

explosion…) et biologique (toxicité) lié à l’utilisation du chloroforme étant supérieur à 

celui lié à l’utilisation du méthanol, ce dernier a été retenu. 

 

2.2.1  Préparation des complexes en milieu liquide 

Les complexes ont été préparés en mélangeant, dans un rapport molaire 1:1, chaque 

AHPT à la -CD (Figure 24). 

 Pour ce faire, une masse de 100,00  mg de chacun des AHPTs a été dissoute 

dans un volume de 160 µL de méthanol auxquels sont ajoutés 3 mL d'eau ultra 

pure, 

 Une deuxième solution contenant 283,88  mg de -CD dans 3 mL d'eau ultra 

pure a été ajoutée, 

 Les deux solutions ont été mélangées manuellement puis laissées 1 h à 37°C 

dans l’obscurité sous agitation à 420 rotations/min (rpm) à l’aide d’un Aerotron. 

 

Après mélange, les complexes obtenus par précipitation ont été séparés par filtration sur 

filtre nylon 0,45 µm et séchés à l'air libre. 

 

Selon les mêmes conditions, le rapport molaire 1 : 2 AHPTs : -CD a également été 

préparé. 
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Figure 24 : Mode opératoire schématique de la fabrication des complexes en milieu liquide 

 

2.2.2  Préparation des mélanges témoins secs d’acides hydroxy pentacycliques 

triterpénoiques / gamma cyclodextrine 

Des mélanges secs de chaque AHPT avec la γ-CD ont été préparés dans le but de servir 

de témoin lors des études analytiques de calorimétrie différentielle à balayage. Pour ce 

faire, des masses de poudre de 100,00 mg de chacun des AHPTs et de 283,88 mg de -

CD ont été introduites dans un pilulier en verre. Ces poudres sont alors mélangées l’une 

à l’autre par quelques retournements du pilulier en évitant toute secousse et choc 

brusque. 
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2.3  Caractérisation des complexes acides hydroxy pentacycliques 

triterpénoiques – gamma-cyclodextrine par calorimétrie 

différentielle à balayage et résonance magnétique nucléaire 

2.3.1 Analyse calorimétrique différentielle (ACD) 

Tableau XV : Matériel nécessaire aux expérimentations en ACD. 

Matériel Références Fournisseurs 

Netzsch  STA 409C Geratebau (Biberach/Baden, Allemagne) 

Creusets en aluminium 81004683 Netzsch (Selb, Allemagne) 

 

La calorimétrie différentielle à balayage ou analyse calorimétrique différentielle (ACD) 

permet de mesurer les différences d’échanges de chaleur entre un échantillon à analyser 

et un échantillon de référence. 

 

Les analyses ont été réalisées sous balayage d'un gaz inerte, l’argon, afin d’éviter toute 

réaction parasite de l’échantillon avec l’atmosphère du four. 

L’appareillage a été calibré en température et sensibilité avec le chlorure de césium 

(646°C), le bismuth (271,4°C), l’indium (156,59°C), l’étain (231,92°C) et le zinc 

(419,52°C).  

 

Les expérimentations ont été effectuées entre 30 et 350°C avec une vitesse de chauffage 

de 10°C/min. sous un flux d’argon de 50 mL.min.
-1

. Les différents échantillons 

(AHPTs, γ-CD, mélanges physiques et complexes) ont été préparés par pesée de 5 mg 

de poudre dans des creusets en aluminium sans couvercle. 

 

Les résultats sont obtenus sous la forme de graphiques représentant : la quantité 

d’énergie échangée par le système avec l’extérieur exprimée en calories (cal.) en 

fonction de la température. 

 

2.3.2 Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) 

Tableau XVI : Matériel nécessaire aux études par RMN. 

Matériel Références Fournisseurs 

Bruker DRX- 400 DRX-400 Bruker (Billerica, Massachusetts) 

Tubes pour RMN Wilmad Z2742275-1PAK Sigma (Saint Louis, Missouri) 

Deuterium oxide D214FS Euriso-top (Saint-Aubin, France) 
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La RMN du proton (effectuée au service commun de RMN de l’Université de Lorraine) 

permet de mesurer les déplacements chimiques des protons de la cavité interne (H3 et 

H5) de la CD (Figure 14). Si ces protons montrent un déplacement significatif (> 0,05 

ppm) ou s’ils disparaissent (masqués par un autre groupement), il s’agit alors d’un 

complexe d’inclusion. Dans le cas contraire, il faut se résoudre au fait que le complexe 

obtenu n’est pas ou n’a que très peu de chance d’être un complexe d’inclusion. 

 

 Choix du solvant deutéré 2.3.2.1

De façon classique les solvants deutérés sont D2O, du méthanol-d4 ou du DMSO-d6. 

 

Le DMSO est connu pour être un solvant « dissociant » les complexes (Swiech et al., 

2012), et donc des observations à partir de ce milieu ne permettent pas de conclure. 

 

Le méthanol est un bon solvant des AHPTs mais, dans nos conditions expérimentales 

reste un solvant médiocre pour les CDs. 

 

L’oxyde de deutérium (D2O) est un très mauvais solvant des AHPTs. Cependant, notre 

choix s’est porté, par défaut, sur ce solvant. 

 

En pratique : 

 5 mg de -CD ont été mis en solution dans 1 mL de D2O, 

 5 mg de complexe ont été mis en solution dans 1 mL de D2O, 

 les AHPTs ont été mis en suspension dans le D2O à la concentration de 0,05 mM 

(limite moyenne de solubilité des AHPTs dans l’eau). 

Ces solutions et ces suspensions ont ensuite été filtrées sur membrane nylon 0,45 µm 

avant d’être placées dans des tubes RMN précédemment rincés à l’acétone et séchés à 

l’étuve à 50°C. Les expériences de H
1
 RMN ont été effectuées à 300 K à l’aide d’un 

spectromètre travaillant à 400 MHz. Les déplacements chimiques induits pour les 

protons de la -CD (δ ) lors de la complexation ont été calculés.  

  



 

112 

Résultats - Discussion 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Résultats - Discussion 



 

113 

Résultats - Discussion 
 

  



 

114 

Résultats - Discussion 
 

 

1 Activités biologiques des AHPTs 

Ces dernières années, de nombreuses études ont tenté de démontrer les activités 

biologiques des terpènes et de façon plus précise des triterpènes pentacycliques dont 

l’AU, l’AO et l’AB. Cela montre l’intérêt de la communauté scientifique pour ces 

molécules (Liu, 2005). Les principaux auteurs nous rappellent l’intérêt de ces molécules 

en thérapeutique tout en soulignant fréquemment leur trop faible hydrosolubilité 

(Petronelli et al., 2009). 

 

1.1 Activité anti-bactérienne 

1.1.1 Comment tester des molécules hydrophobes avec une méthode de 

microdilution conventionnelle ? 

La méthode de CMI par micro méthode est une des méthodes les plus souvent 

retrouvées dans la littérature. Bien que parfaitement maitrisée au laboratoire, nous avons 

tout de même fait varier certains paramètres susceptibles d’apporter un biais au cours de 

nos expériences. 

 

Ces variations avaient toutes trait à la préparation des drogues à tester. La mise en 

solution des AHPTs n’a pas pu se faire directement dans le milieu de culture de 

bactériologie du fait de leur (déjà) faible solubilité dans l’eau. Le choix de l’eau ou du 

milieu de culture reste une possibilité offerte à l’expérimentateur dans l’ensemble des 

recommandations du CA-SFM (C.J. Soussy et al., 2012), de l’EUCAST (Kahlmeter et 

al., 2006) et du CLSI (Matthew A. Wikler et al., 2009), même si la recommandation 

principale reste une mise en solution directement dans le milieu de culture. 

 

Nous avons donc dissout directement les AHPTs dans de l’eau distillée stérile en 

présence ou en absence de DMSO (1,25 % maximum au final). Dans ces conditions, la 

présence de DMSO n’altère pas la croissance des bactéries ni l’activité des triterpènes. 

Cependant la présence de DMSO facilite l’homogénéisation des solutions et la 

répétabilité des expériences. Nous avons ainsi préférentiellement travaillé en présence 

de DMSO malgré les réserves que cela peut susciter de la part de la communauté 

scientifique. Rappelons tout de même ici que le CLSI dans son supplément sur les essais 
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antibactériens M100-S20 (p136) permet son utilisation, ainsi que celui d’autre co-

solvant, à condition que la concentration finale de celui-ci ne dépasse pas 1%. 

 

La détermination des valeurs de CMI a aussi été réalisée avec et sans l’étape de 

filtration stérilisante sur filtre 0,22 µm. De fait, la mise en solution des AHPTs dans 

l’eau (avec et sans DMSO) montrant un léger effet moiré, l’idée était de s’assurer que 

l’étape de filtration ne retenait pas le principe actif. Nous avons constaté qu’en prenant 

certaines dispositions (utilisation de tubes stériles pour les pesées, maintien des piluliers 

de stockage fermés jusqu'à la pesée…) lors de la préparation et de la pesée des AHPTs, 

cette étape de filtration pouvait être supprimée. Cependant les contaminations 

surviennent beaucoup plus fréquemment en son absence. Les résultats que nous avons 

pu obtenir en présence et en absence de cette étape ont été identiques. En conclusion, 

l’étape de filtration stérilisante ne modifie pas les conditions d’essais. Une telle étape 

est présente dans les recommandations du CLSI. Ces résultats permettent de répondre à 

l’absence de biais dû à la filtration, absence qui, pour le CLSI, doit être prouvées par 

« les méthodes les plus appropriés » (section M07-A8 p.10). 

 

1.1.2 Une réelle activité antibactérienne des AHPTs 

Le Tableau XVII et le Tableau XVIII présentent les résultats de CMI obtenus, en micro 

méthode, pour les molécules d’AHPTs seules. Chaque valeur est la moyenne de trois 

expériences indépendantes (3 inoculum différents, 3 pesées différentes de triterpènes). 

Ces résultats sont identiques quelle que soit la variation dans le mode opératoire 

(présence ou absence de DMSO, étape de filtration ou non). Des souches bactériennes 

de référence (ATCC) ont été testées ainsi que des souches résistantes aux antibiotiques 

issues d’isolat cliniques. 
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Tableau XVII : Valeurs de CMI (µg/mL) obtenues sur des souches de référence. 

  
AU AO AB ATB 

E. coli ATCC 25922 >256 >256 >256 4
a
 

S. aureus ATCC 25923 8 64 >256 <1
b
 

S. aureus ATCC 29213 8 32 >256 <1
b
 

E. faecalis ATCC 29212 4 8 >256 <1
c
 

P. aeruginosa ATCC 27853 256 256 256 16
d
 

n=3, AU : acide ursolique, AO : acide oléanolique, AB : acide bétulinique, a : 

amoxicilline, b : oxacilline, c : vancomycine et d : ticarcilline 

 

Les valeurs de CMI sont énumérées dans le Tableau XVII. Compte-tenu des conditions 

expérimentales, nous n'avons pas pu démontrer d'activité antibactérienne pour l’AB 

(CMI ≥ 256 µg/mL). L’AU ainsi que l'AO ont montré un spectre antibactérien 

semblable, orienté principalement contre les bactéries à Gram positif: 4 µg /mL contre 

Enterococcus faecalis ATCC 29212 et 8 µg/mL sur les deux souches ATCC de 

Staphylococcus aureus, pour l’AU; 8 µg/mL contre Enterococcus faecalis ATCC 

29212, 32 µg/mL Staphylococcus aureus ATCC 29213 et 64 µg/mL contre 

Staphylococcus aureus ATCC 25923, pour l’AO. En revanche, les deux composés : AU 

et AO, semblent dépourvus d'activité contre les bactéries à Gram-négatif (>256 µg/mL, 

pour Escherichia coli ATCC 25922 et =256 µg/mL pour Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853). 

 

Les antibiotiques testés nous ont permis de vérifier que nos souches bactériennes étaient 

bien des souches sensibles aux antibiotiques. 

 

Ainsi, nous avons démontré que les AU et AO ont tous deux une activité 

antibactérienne intéressante mais limitée aux bactéries à Gram positif. Ce point permet 

de souligner que l’existence d’une membrane phospholipidique externe, principale 

différence entre les bactéries à Gram positif et les bactéries à Gram négatif, semble 

inhiber l’activité antibactérienne de l’AU et de l’AO. Cela va dans le sens des 

nombreuses publications auxquelles nous avons pu avoir accès (Chandramu et al., 2003 

; Horiuchi et al., 2007 ; Kurek et al., 2012). 
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Tableau XVIII : Valeurs de CMI (µg/mL) obtenues sur des souches résistantes. 

  AB AO AU Atb 

E. coli Producteur de pénicillinase >256 >256 >256 >256
a
 

S. aureus mecA >256 >256 >256 256
b
 

E. faecalis vanB >256 >256 >256 64
b
 

E. faecium vanA >256 >256 >256 256
c
 

P. aeruginosa Surexpression de pompe à efflux >256 >256 >256 64
d
 

n=3 - AU : acide ursolique, AO : acide oléanolique, AB : acide bétulinique, a : 

amoxicilline, b : oxacilline, c : vancomycine et d : ticarcilline 

 

Pour les isolats cliniques (Tableau XVIII), les CMI obtenues pour les trois composés 

sont toutes ≥ 256 µg/mL, quelle que soit la souche bactérienne, ou le mécanisme de 

résistance considéré. 

 

Les antibiotiques testés nous ont permis de vérifier que nos souches bactériennes étaient 

bien des souches résistantes aux antibiotiques. 

 

Il est à noter ici que les mécanismes de résistance présents chez les bactéries à Gram 

positif modifient des constituants du peptidoglycane (vanA, vanB) ou des protéines liant 

les pénicillines (mecA). Ces mécanismes sont localisés dans la paroi des bactéries 

(Figure 25). 

 

Cela permet de souligner que la perte de l’activité biologique liée à ces modifications de 

la paroi des bactéries (peptidoglycane ou environnement proche) peut être reliée soit à 

une perte de la perméabilité des bactéries aux AHPTs, soit à une modification de la 

cible des AHPTs. 
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Figure 25 : Schéma des enveloppes bactériennes (Bosgiraud, 2003) 

 

Chez S. aureus, un autre type de modification entraine l’augmentation de l’épaisseur de 

la couche de peptidoglycane sans modification chimique de sa structure. Il s’agit des 

souches « vancomycin intermediate Staphylococcus aureus » ou VISA. Il serait 

intéressant de tester la résistance de ces souches aux AHPTs afin de vérifier si le 

phénomène de résistance est lié à la modification des cibles (perte attendue de la 

résistance chez les VISA) ou s’il est lié à un problème de diffusion des AHPTs vers le 

cytoplasme (maintien de la résistance chez les VISA). 

La modification des PLP liée au système mecA peut aussi s’interpréter comme un 

phénomène de « leurre ». Cette interprétation pourrait être vérifiée par l’étude des 

interactions possibles entre un extrait de PLP et les AHPTs. 

Ainsi il peut être remis en cause l’habitude prise de donner préférentiellement aux 

AHPTs une cible d’action interne et surtout de ne plus considérer une interaction avec 

les acides nucléiques (Kim et al., 2000) comme son unique mode d’action. 

 

1.2 Cytotoxicité 

Les résultats de viabilité et de cytotoxicité sont présentés dans le Tableau XIX. Les 

valeurs des CI50 (MTT) et des CC50 (RN) sont comparables entre elles quelle que soit la 

lignée cellulaire considérée (MRC5 ou HaCaT).  
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Tableau XIX : Valeurs des CI50 & CC50 (µg/mL d’AHPTs ou équivalent AHPTs). 

 
AU AO AB 

  CI50 CC50 CI50 CC50 CI50 CC50 

MRC-5 24 h 15,1 8 25,2 31,9 1 4,5 

48 h 11,2 5,6 24,7 30,8 <1 4 

168 h 11,3 7,2 19,9 40,6 <1 2,73 

HaCaT 24 h 7,5 2-4 52,4 23,9 1,4 4,4 

48 h 6 2-4 44,1 32,9 1 2,3 

168 h 5,1 2-4 50,8 40,5 <1 1< 

n=3, AU : acide ursolique, AO : acide oléanolique, AB : acide bétulinique. 

 

Après 24 h de traitement, les CI50 sont pour l’AU de 15,1 µg/mL sur les MRC5 et de 7,5 

µg/mL sur les HaCaT. Les CI50 de l’AU diminuent légèrement avec le temps jusqu'à 

atteindre 11,3 µg/mL pour les MRC5 et 5,1 µg/mL pour les HaCaT à 168 h. 

 

Pour l’OA, les CI50 à 24 heures varient entre 25,2 µg/mL pour les MRC5 et 52,4 µg/mL 

pour les HaCaT. La tendance à la baisse des valeurs de CI50 observées avec l’AU est 

comparable avec l’AO avec des valeurs de CI50 à 168 h de 19,9 µg/mL pour les MRC5 

et de 50,8 pour les HaCaT.  

 

L’AB montre un impact beaucoup plus important sur la survie cellulaire avec une CI50 ≤ 

1 µg/mL, pour les MRC5, et de 1,4 µg/mL pour les HaCaT. Etant données ces valeurs 

hors gamme, aucune évolution n’a pu être observée pour des temps de contacts 

supérieurs à 24 h Cette valeur confirme la grande toxicité déjà publiée de l’AB 

(Eiznhamer et Xu, 2004 ; Fulda, 2008 ; Zuco et al., 2002). Les valeurs de CI50 mesurées 

avec l’AU et l’AO sur les cellules MRC5 et HaCaT permettent d’envisager, dans 

l’absolu, une utilisation de ces molécules. Seule une expérimentation in-vivo permettrait 

de trancher définitivement sur ce point. 

 

Les valeurs de CMI et de CI50 après 24 h d'exposition, permettent de calculer les index 

de sélectivité (IS = CI50/CMI) (Tableau XX). 
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Tableau XX : Valeurs des index de sélectivité (IS=CI50/CMI). 

 
    AU AO AB 

MRC5 

E. coli ATCC 25922 0,06 <0,09 <0,004 

S. aureus ATCC 25923 1,9 0,4 <0,004 

S. aureus ATCC 29213 1,9 0,8 <0,004 

E. faecalis ATCC 29212 3,8 3,2 <0,004 

P. aeruginosa ATCC 27853 0,06 0,09 0,004 

HaCaT 

E. coli ATCC 25922 <0,03 <0,2 <0,005 

S. aureus ATCC 25923 0,9 0,8 <0,005 

S. aureus ATCC 29213 0,09 1,6 <0,005 

E. faecalis ATCC 29212 1,9 6,6 <0,005 

P. aeruginosa ATCC 27853 0,03 0,2 0,005 

n=3, AU : acide ursolique, AO : acide oléanolique, AB : acide bétulinique. 

 

Les valeurs d’IS sur les lignées cellulaires (HaCaT et MRC-5) sont très faibles (i.e. 

0,005) pour l’AB, en raison de sa forte toxicité et de sa mauvaise activité 

antibactérienne, et ce quelle que soit la souche bactérienne considérée. L’AU et l’AO 

présentent des IS assez proches  (≈ 1-2), car l’AU à une bonne activité antibactérienne 

mais l’AO à une plus faible toxicité (Tableau XIX). 

 

1.3 Une toxicité en faveur de l’utilisation des AHPTs contre les 

bactéries 

La plupart des auteurs ont orienté leurs études sur la recherche d’activité antibactérienne 

d’extraits complexes de plantes. Ils ont ensuite déterminé la composition chimique de 

ces extraits pour, dans un deuxième temps se permettent d’attribuer les activités 

antibactériennes aux molécules, dont les AHPTs étudiés ici, principalement contenus 

dans ces extraits (Cowan, 1999). De plus, les études menées par une méthode de 

diffusion sur disque, même si elle reste indicative, ne peuvent être comparées aux 

résultats obtenus ici. En effet, les AHPTs étant hydrophobes, leur migration au sein des 

géloses (méthode de diffusion) reste des plus limitée. Ainsi les activités mesurées par 

cette méthode sont difficilement comparables selon le degré d’hydrophobicité des 

composés testés (Opalchenova et Obreshkova, 1999). 
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Il est donc difficile de pouvoir certifier à la lecture de ces études que l’activité reste due 

à la molécule seule et non pas à un effet synergique des molécules (terpènes, tanins, 

stérols…) présentent dans le mélange testé. Dans le même esprit, l’activité propre des 

co-solvants où leur éventuelle synergie avec les drogues testées est rarement évalué. 

 

Ces auteurs ont décrit cette classe de molécules comme des antibactériens ayant une 

bonne activité inhibitrice à l’exception de l’AB dont l’activité bactériostatique ou 

bactéricide est toujours qualifiée d’inexistante. 

 

Ces faits ont poussé bon nombre de scientifiques à spéculer sur l’intérêt 

chimiothérapeutique de ces molécules bien que ces expériences aient rarement été 

menées sur des souches bactériennes de référence de type ATCC mais souvent sur des 

isolats issus de l’environnement et même quelquefois d’un rare intérêt thérapeutique ; à 

l’exemple de Ao et coll. (Ao et al., 2008) qui utilisent des souches provenant d’un 

institut agricole sans aucune référence à une collection connue. 

 

De plus, les études faites sur les AHPTs commerciaux ne mentionnent pas, en parallèle, 

de données concernant la cytotoxicité de ces molécules et donc ne donnent aucune 

indication de type index de sélectivité, index d’intérêt pour envisager le potentiel 

thérapeutique réel d’un principe actif. 

 

En ce qui concerne nos travaux, les tests d’activités antibactériennes ont été menés sur 

des souches parfaitement définies tant pour celles de référence que pour les isolats 

cliniques (détermination de leur antibiogramme et de leur type de résistance acquise). 

Les molécules testées sont toutes d’origine commerciale et certifiées pures à plus de 

95%. Le principal reproche que l’on peut faire, c’est d’avoir dû, pour les AHPTs seuls, 

adjoindre du DMSO comme co-solvant. Même si la concentration finale de ce dernier 

n’a jamais dépassé la concentration maximum permettant l’observation d’une activité 

antibactérienne, il aurait été plus élégant de pouvoir s’en passer totalement. Quoi qu’il 

en soit, nous avons pu démontrer, en accord avec de nombreuses hypothèses déjà 

présentées dans la littérature, l’activité antibactérienne de l’AU et de l’AO 

(principalement actif sur des bactéries de phénotype sauvage à Gram positif) et 

l’absence d’activité de l’AB. 
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La littérature rapporte dans des contextes d’études de relation structure/activité 

(Chandramu et al., 2003 ; Djoukeng et al., 2005 ; Genet et al., 2010 ; Mallavadhani et 

al., 2004 ; Yogeeswari et Sriram, 2005), que les activités biologiques des triterpènes 

pentacycliques sont liées à : 

 la présence d’une fonction acide carboxylique libre en C17, 

 la présence d’un groupement hydroxyle en C3, 

 la présence d’un groupement cétone sur le cycle A (C1 à C5), 

 la présence d’une double liaison en β et γ de la fonction acide portée par le C28. 

 

Nous pouvons noter que l’AU et l’AO possèdent le groupement hydroxyle en C3 ainsi 

que la fonction acide libre en C28. Le masquage par la γ-CD de ces ou d’une de ces 

fonctions peut être lié à la perte de l’activité antibactérienne des AHPTs une fois 

complexés. Cependant, nous devons aussi envisager que cette perte d’activité peut aussi 

être due à une trop forte liaison entre la cyclodextrine et son invité, empêchant sa 

libération dans le milieu et donc ne lui permettant pas de jouer son rôle d’anti-

infectieux. 

 

K. Kozai rapporte une activité inhibitrice pour la glucosyltransférase de Streptococcus 

mutans (Kozai et al., 1987), cependant cela ne laisse pas la possibilité de savoir si cette 

activité peut être liée à une activité antibactérienne « vraie ». Ainsi, il est difficile de 

vouloir comparer ou mettre en corrélation des activités très spécifiques avec la 

recherche d’activité anti-infectieuse. 

 

1.4 Activité antifongique 

Dans une première partie seront présentés les résultats liés à la méthodologie de la 

détermination des CMI sur fungi puis dans un deuxième temps seront présentés les 

résultats des CMI concernant les AHPTs. 

 

1.4.1 Activité antifongique : méthodologie 

Avant de tester l’activité antifongique des triterpènes, il a fallu mettre en place au sein 

du laboratoire la technique de détermination de CMI sur des fungi. Le cadre normatif lié 

à l’ISO, au CA-SFM, à l’EUCAST et au CLSI a été exploré. 
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Tout en restant dans ce cadre et en n’oubliant pas l’aspect thérapeutique lié au travail, 

plusieurs conditions opératoires ont été testées : 

 choix du solvant pour la préparation des solutions de drogues à tester, 

 molécules de référence servant à calibrer l’expérimentation, 

 choix de la méthode de préparation de l’inoculum, 

 choix du milieu de culture, 

et ce afin de déterminer lesquelles seraient les plus aisées à mettre en œuvre par la suite 

dans un cadre de criblage de molécule. 

 

 Influence du DMSO sur la croissance fongique 1.4.1.1

Les recommandations officielles sur les tests d’activité antifongique ne sont pas toutes 

très explicites quant à l’utilisation de co-solvant lors de la préparation des molécules à 

tester. Le CLSI autorise, pour le DMSO, une utilisation à une concentration finale 

inférieure à 1%, (sections M27-A2 sur les fungi bourgeonnants et M38A sur les fungi 

filamenteux). Afin de valider au mieux notre méthode d’étude, nous avons voulu 

vérifier l’impact du DMSO sur la croissance des fungi en culture. 

 

1.4.1.1.1 Candida albicans 

Pour chaque condition de culture, la croissance de C.albicans, a été déterminée par 

lecture directe de l’absorbance. Les différences entre : 

 la valeur d’absorbance mesurée en milieu de culture seul et, 

 la valeur d’absorbance mesurée à différentes concentrations en DMSO, 

ont été reportées, en pourcentage, dans le Tableau XXI. 

 

Tableau XXI : variation de la croissance de C. albicans. 

Milieu Sabouraud DMSO 

 5% 2,5% 1,25% 0,625% 

24 h -61,68 -23,28 -11,16 -6,80 

48 h -33,69 -13,32 -8,65 -4,5 

Milieu RPMI 1640 DMSO 

 5% 2,5% 1,25% 0,625% 

24 h -58,10 -29,95 -10,76 -6,49 

48 h -57,21 -35,99 -24,35 -15,24 

n =3 
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A 24 h le DMSO montre une très forte activité antifongique sur C.albicans dès 5% avec 

des valeurs d’inhibition de croissance en milieu Sabouraud de -61,68% contre -58,10% 

en milieu RPMI1640. A 48 h et à 5% de DMSO, ces diminutions ne sont plus que de 

33,69% en milieu Sabouraud mais reste élevées (-57,21%) en RPMI1640. 

Avec la diminution de la concentration en DMSO, l’inhibition de la croissance diminue 

dans tous les cas. Elle n’est plus que de -6,8% à 24 h en Sabouraud pour une 

concentration en DMSO de 0,62% ; et de -4,5% en RPMI. Pour une concentration de 

1,25% de DMSO cette inhibition dépasse toujours les -10% à 24 h. 

 

Ainsi, les résultats obtenus (Tableau XXI) lors de l’évaluation de l'influence du DMSO 

sur la croissance de Candida albicans en milieu Sabouraud où RPMI 1640, montrent 

une diminution de la croissance notable dès 0,625 % de DMSO dans le milieu de 

culture et ce quel que soit le milieu utilisé (RPMI1640 ou Sabouraud). De fait, la 

question de son utilisation, même à des concentrations inférieures à 1% final dans le 

milieu de culture doit être posée. Notre but ici est de déterminer des concentrations 

permettant une inhibition de croissance de 100%. Ainsi l’utilisation de DMSO à 1% 

reste tout de même compatible avec cet objectif. Toutefois, nous veillerons tout de 

même à ce que la concentration finale en DMSO soit maintenue à une valeur inférieure 

à 0,1% final lors des expériences. 

 

1.4.1.1.2 Aspergillus niger 

Pour chaque condition de culture, la croissance de A.niger a été déterminée par lecture 

directe de l’absorbance. Les différences entre : 

 la valeur d’absorbance mesurée en milieu de culture seul et, 

 la valeur d’absorbance mesurée à différentes concentrations en DMSO, 

ont été reportées, en pourcentage, dans le Tableau XXII. 
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Tableau XXII : variation de la croissance de A. niger. 

Milieu Sabouraud DMSO 

 5% 2,5% 1,25% 0,625% 0,312% 

24 h -49,87 -36,54 -26,74 -16,18 -10,04 

48 h -77,71 -65,85 -61,15 -51,55 -29,50 

Milieu RPMI 1640 DMSO 

24 h -48,07 -21,45 -12,59 -10,87 -5,12 

48 h -45,77 -38,66 -36,48 -21,67 -9,77 

 n=3 

 

A 24 h le DMSO montre une très forte activité antifongique sur A. niger dès 5% avec 

des valeurs d’inhibition de croissance de -49,87% en milieu Sabouraud contre -48,07% 

en RPMI1640. A 48 h et à 5% de DMSO ces valeurs augmentent en milieu Sabouraud 

(-77,71%) et restent élevées (-45,77%) en RPMI1640. 

A 0,62% de DMSO cette inhibition dépasse toujours les -10% à 24 h. 

Avec la diminution de la concentration en DMSO, l’inhibition de la croissance diminue 

dans tous les cas. Elle reste cependant plus élevée qu’avec C. albicans puisqu’elle 

atteint -10,04% à 24 h en Sabouraud pour une concentration en DMSO de 0,312%. et de 

-5,12% en RPMI. 

 

Les résultats obtenus (Tableau XXII) lors de l’évaluation de l'influence du DMSO sur la 

croissance d’Aspergillus niger en milieu Sabouraud et RPMI 1640 montrent qu'il y a 

une diminution de la croissance plus importante en milieu Sabouraud à 24 h, diminution 

qui s’accentue à 48 h. 

 

Le DMSO, si souvent utilisé lors de la détermination d’activité anti-infectieuse pour 

amener en solution des molécules dont l’hydrosolubilité est faible montre clairement ici 

ses limites. Même si nous cherchons à déterminer une CMI (inhibition de 100% de la 

croissance) l’impact du DMSO (et un éventuel effet synergique) ne peut plus être ici 

négligé.  

Afin d’être certains de ne pas influencer la croissance fongique par sa présence, nous 

veillerons à ce que sa concentration finale ne dépasse jamais 0,1%. Dans ces conditions, 

il ne devrait y avoir aucune influence notable sur la croissance fongique ni, par 

conséquence, sur les résultats. 
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 Détermination de la CMI de l'amphotéricine B 1.4.1.2

Ici, sont déterminées les meilleures conditions d’évaluation d’une activité antifongique. 

La molécule de référence choisie est l’amphotéricine B. L'activité antifongique de 

l'amphotéricine B a été déterminée pour une gamme de concentrations de 2 à 0,0075 

µg/mL sur deux milieux différents (Sabouraud et RPMI 1640), utilisant des solvants 

différents, et avec deux façons différentes de préparer l'inoculum. 

 

1.4.1.2.1 Candida albicans  

Les valeurs de CMI obtenues sur C.albicans à 24 et 48 heures en fonction de la méthode 

de préparation des inocula et des milieux de culture utilisés sont regroupées dans le 

Tableau XXIII. 

 

Tableau XXIII : Valeurs des CMI obtenues sur C. albicans avec l'amphotéricine B. 

Milieu Sabouraud Solvant 24 h 48 h EUCAST 24 h 

Suspension de cellules en Sabouraud PBS 0,06 ND NA 

Suspension de cellules en Eau PBS 0,03 0,06 NA 

Suspension de cellules en Eau Eau 0,12 0,25 NA 

Milieu RPMI 1640     

Suspension de cellules en Eau  Eau 0,5 1 0,06 - 0,5 

n=3 - ND : non déterminé – NA : non applicable 

 

Selon les différentes conditions de mise en culture, nous avons obtenu des valeurs de 

CMI allant de 0,03 µg/mL à 0,5 µg/mL soit une variation d’un facteur supérieur à 10. 

 

Les résultats obtenus lors des différentes manipulations réalisées pour évaluer la CMI 

de l'amphotéricine B sur C. albicans (Tableau XXIII) montrent que la méthode la plus 

sensible pour ce test consiste à utiliser le milieu Sabouraud comme milieu de culture, le 

PBS comme solvant pour la préparation de la drogue et de préparer l'inoculum selon les 

recommandations de l'EUCAST. Dans ces conditions, une valeur de CMI de 0,03 

µg/mL à 24 h pour l’amphotéricine B sur C.albicans est obtenue. 
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1.4.1.2.2 Aspergillus niger  

Le suivi des valeurs de CMI obtenues sur A.niger à 24 et 48 heures en fonction de la 

méthode de préparation des inocula et du milieu de culture utilisé sont regroupées dans 

le Tableau XXIII. 

 

Tableau XXIV : Valeurs des CMI obtenues sur A. niger avec l'amphotéricine B. 

Milieu Sabouraud Solvant 24 h 48 h 

Récolte des spores en Sabouraud PBS 0,06 0,12 

Récolte des spores en Eau Eau 0,25 0,5 

Récolte des spores en Eau-Tw20 0,1% Eau 0,25 0,5 

Milieu RPMI 1640    

Récolte des spores en Eau Eau 1 1 

Récolte des spores en Eau-Tw20 0,1% Eau 0,12 0,12 

n=3 - ND : non déterminé – NA :non applicable 

 

En ce qui concerne A. niger, en fonction des conditions de culture, une CMI variant de 

0,06 à 1 µg/mL est mesurée. La différence entre ces deux valeurs représente un facteur 

de 16. 

 

L'évaluation de la CMI de l'amphotéricine B sur A. niger (Tableau XXIV), montre que 

la méthode la plus sensible consiste à utiliser le milieu Sabouraud comme milieu de 

culture, le PBS comme solvant pour les molécules à tester et une préparation de 

l’inoculum par récolte des spores avec 5 mL de bouillon Sabouraud. Dans ces 

conditions la CMI obtenue sur A. niger avec l’amphotéricine B est de 0,06 µg/mL à 24 

h. 

 

A la suite de ces résultats, une question est apparue : Si les CMI sont plus faibles avec 

du PBS, n’est-ce pas parce que le PBS influence le développement des fungi ? 

 

 Influence du PBS sur la croissance fongique 1.4.1.3

Lors des expérimentations avec l’amphotéricine B, les résultats obtenus pour Candida 

albicans et pour Aspergillus niger, en utilisant le PBS comme solvant, ont toujours 

présentés des valeurs de CMI plus basses que dans les autres conditions de préparation 

(eau et/ou DMSO). L’existence d’une influence du PBS sur la croissance fongique a 
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donc été évaluée avant de choisir définitivement les molécules de référence et les 

conditions opératoires. 

 

1.4.1.3.1 Candida albicans 

Les valeurs de CMI obtenues sur C. albicans à 24 et 48 heures en fonction de la 

concentration finale en PBS et du milieu de culture utilisé sont regroupées dans le 

Tableau XXV. 

 

Tableau XXV : variation de la croissance de C.albicans en fonction de la concentration en PBS. 

Milieu Sabouraud PBS 

 50% 25% 12,5% 

24 h -20,38 -12,93 -7,44 

48 h -20,80 -14,34 -9,58 

Milieu RPMI 1640    

24 h -12,99 -5,39 -4,89 

48 h -19,88 -13,4 -7,26 

 n=3 

 

À 24 h les diminutions de croissance de C.albicans en présence de 50% de PBS sont de 

l’ordre de -20% en milieu Sabouraud et de -13% en RPMI1640. La diminution est du 

même ordre à 48 h en Sabouraud mais augmente jusqu’à -20% en RPMI1640. 

 

A 25% de PBS, les diminutions sont de l’ordre de -13% en Sabouraud et de -5% en 

RPMI1640 à 24 h d’incubation. Cette valeur n’est pratiquement pas modifiée à 48 h en 

milieu Sabouraud mais atteint -13% en RPMI1640. 

 

Enfin à 12,5 % de PBS, l’inhibition de croissance est de l’ordre de -7% à 24 h en milieu 

Sabouraud et de -4,8% en RPMI1640 ; augmentant à -9,5% en milieu Sabouraud et à -

7,2% en RPMI1640 à 48 h. 

 

Ainsi, les résultats obtenus montrent un impact du PBS sur la croissance de C.albicans 

et cela quel que soit le milieu de culture retenu et cela dès 12,5% de PBS. 
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1.4.1.3.2 Aspergillus niger 

Les valeurs de CMI obtenues sur A. niger à 24 et 48 heures en fonction de la 

concentration finale en PBS et du milieu de culture utilisé, Sabouraud ou RPMI 1640, 

sont regroupées dans le Tableau XXVI. 

 

Tableau XXVI : variation de la croissance de A. niger en fonction de la concentration en PBS. 

Milieu Sabouraud PBS 

 50% 25% 12,5% 6,25% 

24 h - 26,67 - 17,94 - 15,31 - 11,19 

48 h - 66,37 - 59,34 - 50,38 - 39,73 

n =3 

 

L’ensemble des résultats montre pour A. niger un fort impact du PBS sur sa croissance 

avec des pourcentages d’inhibition de 66% à 50% de PBS et de 39% à 12,5% de PBS à 

48 h. Même si à 24 h. cette inhibition de croissance est beaucoup plus modérée, elle 

reste importante avec des valeurs atteignant 26% à 50% de PBS et 11% à 12,5% de 

PBS. 

A. niger semble beaucoup plus sensible au PBS que C. albicans. Les pourcentages 

d’inhibition obtenus en milieu Sabouraud à 50% de PBS sont de 26% à 24 h contre 20% 

pour C.albicans. Pourtant l'évaluation de l'influence du PBS en milieu RPMI 1640 a 

montré qu'il n'y a pas d'influence sur la croissance de A. niger !  

 

Finalement, le Tableau XXVI montre que le PBS est un solvant à éviter lorsque l’on 

souhaite déterminer une activité antifongique sur A. niger en milieu Sabouraud. 

 

 Détermination de la CMI de l'itraconazole 1.4.1.4

L'activité antifongique de l'itraconazole a été déterminée pour une gamme de 

concentrations de 16 à 0,0625 µg/mL sur deux milieux différents (Sabouraud et RPMI 

1640), utilisant des solvants différents, et avec deux façons différentes de préparer 

l'inoculum. L’utilisation du PBS a été écartée suite aux précédents résultats. 

 

1.4.1.4.1 Candida albicans 

Les valeurs de CMI obtenues sur C.albicans à 24 et 48 heures avec l’itraconazole en 

fonction du milieu de culture utilisés sont regroupées dans le Tableau XXVII. 
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Tableau XXVII : Valeurs des CMI obtenues sur C. albicans avec l’itraconazole. 

Milieu Sabouraud Solvant 24 h 48 h 
EUCAST 

24 h 

Suspension de cellules en Eau Eau 0,25 0,25 NA 

Milieu RPMI 1640     

Suspension de cellules en Eau Eau 0,5 1,00 0,25 - 1 

n=3 - NA : non applicable 

 

Les résultats de CMI de l’itraconazole sur C.albicans à 24 h ne montre qu’une faible 

variation (facteur 2X maximum). Cependant, cette évaluation est en faveur de 

l’utilisation du milieu Sabouraud,  avec une CMI de 0,25 µg/mL en milieu Sabouraud à 

24 h contre une CMI de 0,5 µg/mL à 24 h en milieu RPMI1640. 

 

1.4.1.4.2 Aspergillus niger 

Les valeurs de CMI obtenues sur A. niger à 24 et 48 heures avec l’itraconazole en 

fonction du milieu de culture utilisé et du mode de préparation des inocula sont 

regroupées dans le Tableau XXVII. 

 

Tableau XXVIII : Valeurs des CMI obtenues sur A. niger avec l’itraconazole. 

Milieu Sabouraud Solvant 24 h 48 h 

Récolte des spores en Eau-Tw20 0,1%  Eau 8 16 

Milieu RPMI 1640    

Suspension de cellules en Eau  Eau 8 16 

n=3 

 

L'évaluation de la CMI de l'itraconazole en milieu Sabouraud et RPMI 1640 pour 

Aspergillus niger  montre qu'il n'y a pas de différence entre les deux méthodes, pour 

lesquelles la CMI est de 8 µg/mL à 24 h. 

 

Pour conclure, nous avons démontré que le PBS influe la croissance de Candida 

albicans et ce, quel que soit le milieu de culture utilisé. L’utilisation de PBS comme 

solvant réduit à 24 h la croissance des deux fungi jusqu'à 40 %. 

Pour ce qui est d’Aspergillus niger en milieu Sabouraud, le PBS induit une diminution 

de la croissance de plus de 40 % à 24 h et de plus de 70 % à 48 h. 
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A partir de ces résultats nous avons conclu que l'eau est le meilleur solvant à utiliser : 

elle n'a aucune influence sur la croissance des champignons, condition indispensable 

pour l'évaluation de la CMI des substances antifongiques. 

 

Enfin, la préparation de l’inoculum recommandée par l'EUCAST comporte moins 

d’étape que la préparation en bouillon Sabouraud. Les résultats de CMI obtenus sont 

proches avec les deux méthodes. L'utilisation du Tween20 à 0,1% sur Aspergillus niger 

pour la récolte des spores n'a aucune influence visible sur la détermination de la CMI. 

Les résultats obtenus avec et sans Tween20 sont identiques lors des manipulations 

réalisées en milieu Sabouraud. Le Tween20, qui devait favoriser la libération des spores 

d’Aspergillus niger et leur récolte, semble n’avoir au final aucun effet. Cependant, la 

méthode en bouillon Sabouraud possède quelques avantages : elle reste plus sensible et 

plus économique : 

 La croissance de Candida albicans en milieu Sabouraud est légèrement 

inférieure à celle observée en milieu RPMI 1640 mais reste du même ordre de 

grandeur. 

 La croissance d'Aspergillus niger est bien supérieure en milieu Sabouraud, mais 

sa sporulation est plus tardive. Dans les deux cas l'absorbance mesurée à 24 h est 

due au mycélium. Cependant à 48 h en RPMI 1640, l’absorbance semble due à 

la présence de spores qui sont absentes en milieu Sabouraud. 

Nous avons évalué trois paramètres essentiels pour la détermination des CMI sur des 

champignons : 

 l’influence du solvant (milieu, eau ou PBS) ou du co-solvant (DMSO), 

 la préparation de l’inoculum, 

 l’influence du milieu de culture (RPMI 1640 ou Sabouraud). 

Et validé l’utilisation de deux antifongiques comme molécules de référence pour la 

méthode : 

 l’amphotéricine B, 

 l’itraconazole. 

 

Nous en avons conclu pour la suite que 

 le meilleur solvant à utiliser est l’eau 

 le DMSO doit être utilisé avec beaucoup de prudence et à une concentration 

finale inférieure à 0,1%. 
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 l’utilisation de milieu Sabouraud, est aussi valide que l’utilisation du milieu 

RPMI 1640 pour la détermination de la CMI de substances antifongiques. 

 la préparation de l’inoculum de A. niger avec ou sans Tween20 donne des 

résultats similaires en milieu Sabouraud. 

 

Dans ces conditions, les CMIs obtenues lors des manipulations avec l'amphotéricine B 

et l'itraconazole sur Candida albicans permettent d’obtenir des valeurs contenues dans 

la fourchette des valeurs données par l'EUCAST. En ce qui concerne Aspergillus niger 

aucune valeur n’est proposée, et cela pour quelque antifongique que ce soit. 

 

1.4.2 Activité antifongique : application 

En ce qui concerne les activités antifongiques des triterpènes, l’utilisation ancestrale de 

plantes à forte teneur de terpènes comme le thym ou le romarin (Ozcakmak et al., 2010) 

comme plante « purifiante » a rapidement mené au raccourci qui allait classer les 

AHPTs comme antifongique ménager. De fait, ces plantes, aussi très riches en naphta 

possèdent une réelle activité antimicrobienne mais certainement pas due uniquement 

aux AHPTs.  

 

Une recherche bibliographique dans « pubmed », en 2012, permet de trouver avec les 

mots clefs : 

 « antifungal » et « triterpene », 453 résultats, 

 « antifungal » et « ursolic acid »,22 références, 

 « antifungal » et « oleanolic acid », 53 références et 

 « antifungal » et « betulinic acid », 22 références, 

 pour un total de 15119 pour le seul terme « triterpene ». 

Si l’on écarte les études testant des extraits de plantes contenant des triterpènes 

pentacycliques et non des molécules seules il faut retirer un tiers de ces références. Une 

autre partie de ces publications utilise des sels de tetrazolium pour mettre en évidence la 

survie de leur fungi (Shai et al., 2008) alors que cette méthode reste des plus discutable 

dans le contexte des tests antimicrobiens (Grare et al., 2008). Enfin dans certaines de 

ces études, des recherche de CMI à 2000 µg/mL sont parfois proposées. Cependant, au 

vu de l’hydrosolubilité de ces composés et en l’absence de toute référence à un co-

solvant, cette littérature reste difficile à exploiter. Certains auteurs utilisant jusqu’à 5% 
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de DMSO final pour tester une activité antifongique par une méthode en milieu gélosé 

(Kuiate et al., 2007) proposent une CMI à 100 µg/mL pour Microsporum audouinii  et à 

25 µg/mL sur Trichophyton soudanense (deux agents de la « teigne »). Il serait donc 

intéressant de tester notre méthodologie sur ces deux espèces afin d’avoir un point de 

comparaison. 

 

Pour ce qui est de notre expérience, les souches de fungi (A. niger, A. fumigatus, A. 

nidulus, C. neoformans et C. albicans) ont été testées de façon conforme aux normes 

NF EN 1275 et 1960. Lors des tests sur des spores de A. niger, A. fumigatus et sur des 

cultures de C. albicans, nous n’avons pu montrer aucune activité antifongique pour les 

AHPTs et ce pour des gammes de concentrations comprises de 1 à 256 µg/mL. Ces 

expériences ont été réalisées en triplicata. 

 

Cependant, il est intéressant de noter que la paroi de C. albicans riche en chitine et la 

paroi des Aspergillus riche en glucanes et en chitine permet de différencier les fungi des 

bactéries dites « sensibles aux antibiotiques » et des cellules de vertébrés.  

Lors de notre étude sur les activités antibactériennes, nous avons montré qu’une 

variation dans la nature chimique des parois bactériennes est capable d’induire un 

phénomène de résistance aux AHPTs. Nous pouvons alors émettre l’hypothèse que la 

forte paroi des fungi est, de la même façon, responsable de ce phénomène de 

résistance ? Il serait intéressant ici aussi d’obtenir des protoplastes fongiques afin de re-

tester les activités des AHPTs. 

 

N’ayant pas réussi à mettre en évidence d’activité antifongique pour les AHPTs, nous 

n’avons pas testé l’activité des complexes sur ces organismes. 

 

1.5 Activité antivirale 

Avant de tester l’activité antivirale des AHPTs, il a été necessaire, dans un premier 

temps, de définir les hypothèses de travail afin d’effectuer certains choix 

méthodologiques tels que : 

 la méthode de titrage viral : sur tapis monocellulaire pré-établi en microplaque 

de 96 puits ou par plage de lyse. A noter que la norme ne précise pas si ces 2 

méthodes doivent être utilisées ou si l’une suffit. Au contraire, elle cite même la 
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possibilité d’une 3ème méthode de titrage viral sur des cellules en suspension 

sur plaque de microtitration, 

 l’utilisation du formaldéhyde, cité dans la norme, comme molécule de référence 

malgré le manque de donnée bibliographique sur le sujet, 

 le test d’autres substances de référence. 

 

Les activités antivirales des AHPTs seront évaluées à la plus forte concentration déduite 

des résultats de cytotoxicité. Le temps de contact choisi sera de 1 minute.  

 

Notre préalable concernera le choix d’une méthode efficace de production de virus. Les 

nombreux protocoles existant sont rarement comparés. 

 

Notre premier objectif sera de mettre au point les protocoles permettant de caractériser 

l’action « antiseptique-antivirale » après un temps de contact de 1 min. entre le virus et 

la substance. Pour ce faire, 2 techniques devant aboutir à des résultats similaires seront 

utilisées: 

 le titrage du virus sur tapis monocellulaire préétabli en microplaques de 96 puits, 

 la méthode plage de lyse en plaque de 6 puits. 

Ces méthodes seront validées à l’aide de molécules de référence déterminées par nos 

soins. 

 

La norme de 2007 (AFNOR, 2007) définit 2 notions : celle d’activité « antiseptique 

antivirale » et celle d’activité « antivirale ». Si, lors d’un essai une diminution de 4 log 

ou plus du titre d’une suspension virale est observée pour un temps de contact donné 

avec la substance testée, alors l’activité de la substance peut être qualifiée 

d’« antiseptique antivirale ». Si cette diminution est moindre alors seul le qualificatif 

d’« antivirale » lui sera attribué. 

 

Notre second objectif sera d’appliquer le protocole établi afin d’évaluer les activités 

antivirales de nos AHPTs. Après avoir mis en évidence une activité virucide d’une 

molécule de référence, il sera intéressant de rechercher les concentrations minimales 

permettant d’obtenir  

 la perte de 4 log du titre viral indispensable à l’obtention de la mention « produit 

antiseptique-antiviral sur le virus X après un temps de contact X », 
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 ou à défaut la mention « produit antiviral sur le virus X après un temps de 

contact X » pour toute diminution inférieur du titre viral. 

 

1.5.1 Activité antivirale: méthodologie 

 Protocole de production virale 1.5.1.1

1.5.1.1.1 Poliovirus Lsc 2ab 

Les titres viraux obtenus avec les différentes méthodes ont été comparés avant et après 

inoculation, voir après plusieurs inoculations successives avec le même lot de virus. Ont 

été réalisées jusqu’à 4 inoculations successives (Tableau XXIX). 

 

Tableau XXIX : Titres viraux du poliovirus de type 1 Lsc-2ab obtenus selon diverses méthodes de 

production virale. 

Titre viral Inoculum 

Surnageant 

après 1 

passage 

Surnageant 

après 2 

passages 

Surnageant 

après 4 

passages 

Méthode 1 

(dans 15 mL) 

10
 4,6

 

10
 4,8 

10
 5,6 

10
 5,5

 

 

 

10
 5,6 

10
 5,8

 

10
 6,4 

 

 

 

10
 6,7 

10
 6,4

 

  

 

Méthode 2 

(dans 15 mL) 
10

 6,4
 10

 5,4
   

Méthode 3 de 

Julien Simonet 

(dans 30 mL) 

10
 5,4

 10
 6,1

   

n=1 

 

D’après les résultats (Tableau XXIX), la technique la plus productive s’avère être la 

méthode n°3 (1.4.2.1.1 Poliovirus p. 86) car le même titre viral qu’avec les autres 

méthodes est obtenu mais pour un volume deux fois plus important. Cela permet 

d’effectuer deux fois plus de tests qu’avec les autres méthodes. Nous avons ainsi montré 

que l’étape d’inoculation du virus avec un volume réactionnel limité favorisant un 

contact étroit entre les cellules et les particules virales est une étape importante dans un 

processus d’infection virale in vitro.  

 

Nous avons également voulu étudier l’impact de la congélation/décongélation sur le 

titre viral du poliovirus. Pour cela, le titre du virus avant (DICT50 =10
 7

) et après 

congélation (DICT50 =10
 6.4

) a été déterminé. La congélation n’entraîne qu’une faible 
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perte d’activité du poliovirus ; ceci confirme le fait qu’il s’agit d’un virus considéré 

comme assez résistant. 

 

En conclusion la méthode n°3 sera utilisée pour produire un stock de suspension virale. 

Après aliquotage, les tubes seront placés à -80°C et seront décongelés au besoin. Les 

cycles décongélation / re-congélation seront évités autant que possible. 

 

1.5.1.1.2 hCMV 

Lors de nos différentes tentatives, nous avons noté que le tapis cellulaire ne doit pas 

atteindre une confluence trop forte (de l’ordre de 80-85% maximum) avant d’être 

infecté, si l’on souhaite observer une infectiosité (assez) élevée. Dans ce cas, l’ECP 

n’apparait que très tardivement et la perte de temps peut être de plusieurs semaines 

(apparition de l’ECP jusqu'à 19 jours contre 4 jours en moyenne). 

 

Le titre viral du hCMV est plus important lors de le 3
ème

 récolte (8 jours d’incubation) 

(10
 5,5

) que lors de la 2
ème

 récolte (6 jours d’incubation) ; (10
 4,6

) et de la 1
ère

 récolte (4 

jours d’incubation) ; (10
 5,1

). 

 

La congélation entraîne une variation d’1 log du titre viral : 2
ème

 récolte avant 

congélation (10
 5,5

) et après congélation (10
 4,5

). Les données bibliographiques vont 

toutes dans le sens d’une certaine sensibilité du hCMV aux cycles de 

congélations/décongélations. Cette sensibilité serait liée à l’existence d’une enveloppe, 

structure biologique bien connue pour sa fragilité aux variations de température, qui le 

fragilisent (Agut et al., 2003). 

 

 Détermination du moment optimum de l’apparition de l’ECP pour la 1.5.1.2

détermination du titre viral 

1.5.1.2.1 Poliovirus Lsc2ab 

La suspension de cellules Vero est introduite dans 8 plaques de 96 puits : 4 plaques 

serviront pour la détermination du titre viral du virus seul. Le but de la manipulation 

étant de déterminer le moment optimum d’apparition de l’ECP en observant les 4 

plaques. Nous avons utilisé le lot de poliovirus produit sur cellules Vero après 4 

inoculations successives (Tableau XXX). 
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Tableau XXX : Evolution du titre viral du poliovirus en fonction du temps d’incubation. 

Temps d’incubation (h) 24 48 72 96 

Titre viral 10
 2,8

 10
 5,1

 10
 5,9

 10
 6,4

 

n=2 

 

Après coloration au cristal violet de deux plaques à chacun des temps (24, 48, 72 et 96 

h) nous avons pu observer une lyse du tapis cellulaire dès 24 heures aux fortes 

concentrations de virus (dilution à 10
 -2

 à 10
 -3

). Le titre augmente au cours du temps 

jusqu'à atteindre une valeur maximale de 10 
6,4

 à 96 h et semble ne plus évoluer 

(Tableau XXX). Ce temps sera donc retenu pour la lecture des essais de virucidie et des 

tests de viabilité. 

 

1.5.1.2.2 hCMV 

Un puits est considéré comme infecté dès lors que l’ECP du hCMV (ballonisation des 

cellules) est visible à un endroit du puits. Les plaques seront lues chaques jour au 

microscope inversé afin de déterminer le moment où il n’y a plus de nouveau puits 

infecté. En fonction de la confluence des cellules MRC5 au moment de l’inoculation du 

virus, le délai d’apparition de l’ECP est variable. Ainsi le temps optimum d’incubation 

avant la détermination de l’ECP ne peut pas être déterminé définitivement, mais variera 

entre 5 et 16 jours selon les expériences. 

 

 Molécules de référence et activité antivirale 1.5.1.3

De nombreuses molécules sont dites actives sur le poliovirus et le hCMV mais toutes ne 

peuvent pas être utilisées dans ces essais de virucidie in vitro. Les composés halogénés, 

chlorés ou iodés, l’eau oxygénée, les oxydants et les ammoniums quaternaires sont 

connus pour leurs propriétés antiseptique/désinfectante ; mais sont très toxiques pour les 

cellules et donc difficilement utilisables pour des tests in vitro. Ainsi peu de molécules 

ont été testées comme molécule de référence : seul un article mentionne des essais 

réalisés sur le poliovirus avec le glutaraldéhyde à faible concentration (<2%) (Bailly et 

al., 1991). En effet, le glutaraldéhyde (GTA) à 1-2% a un spectre d’action très large ; 

mais les virus (surtout les entérovirus) sont connus pour lui être résistants. Le but était 

de valider son utilisation pour la désinfection des endoscopes qui sont fréquemment 

souillés par des entérovirus. L’inactivation du poliovirus par le GTA suit une cinétique 
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d’ordre 1 (relation linéaire entre le taux d’inactivation et la concentration en GTA). En 

raison d’une toxicité cellulaire, des concentrations supérieures à 0,10% n’ont pu être 

testées. A faible pH, le GTA 0,05% n’entraîne pas de diminution significative du titre 

viral, mais à pH alcalin, une diminution de 3,3 log est observée après un contact de 30 

min. Seule une diminution de 4 log, significative au sens de la norme, est observée 

après 40 min de contact avec du GTA 0,10% à pH neutre. 

Nous commencerons par tester le GTA 2,5% que l’on sait actif (Bailly et al., 1991 ; 

Nayebzadeh, 2007). Le GTA possède une toxicité aiguë et chronique sur l’homme 

entraînant un frein à son utilisation : irritation de la peau, des yeux, des voies 

respiratoires, maux de tête, allergie (asthme, dermatose) (Fleurette et al., 1995 ; 

Nayebzadeh, 2007). La température est également un paramètre important car elle 

augmente la formation de ces polymères ce qui le rend inefficace (Bailly et al., 1991). 

Les tests seront donc réalisés à température ambiante ; ce qui se rapproche le plus de la 

réalité d’utilisation. De plus, en solution aqueuse, sauf à pH acide, le GTA a tendance à 

se polymériser ce qui bloque les sites actifs aldéhydes. Ces groupements aldéhydes 

libres réagissent avec les groupements thiols et aminés des cibles cellulaires (enveloppe, 

acide nucléique, capside…) (Fleurette et al., 1995). 

Le formaldéhyde présente une toxicité similaire au GTA. Il agit en dénaturant les 

protéines (enzymatiques et structurales) et par alkylation des acides nucléiques. Comme 

il fixe les protéines, une baisse rapide de son activité est constatée en présence de 

molécule interférente. Il n’est que lentement virucide et moins actif sur les virus nus 

comme le poliovirus (Fleurette et al., 1995). 

Les alcools sont également des candidats sérieux au titre de molécule de référence. Il 

faut savoir que l’éthanol 70% et l’isopropanol 95% inactivent le poliovirus en 10 min ; 

l’isopropanol étant en général antiseptique à des concentrations supérieures à 70%. Le 

problème est qu’il est 2 fois plus toxique que l’éthanol ; c’est pourquoi nous l’avons 

écarté de nos tests (Fleurette et al., 1995).  

Ainsi, la norme reste très « vague » au sujet des molécules de référence utilisables. 

L’objectif de nos investigations est de déterminer des molécules de référence utilisables 

pour valider le protocole. Trois molécules ont été choisies à différentes concentrations : 

 le formaldéhyde (à 0,25 ; 0,5 ; 1 ; 1,5 ; 2 ; 2,5 ; 3 ; 4 et 5%), 

 le glutaraldéhyde (GTA) (à 0,25 ; 0,5 ; 1 ; 1,5 ; 2 ; 2,5 ; 3 ; 4 et 5%), 

 l’éthanol (1 ; 2 ; 2,5 ; 3 ; 4 ; 5 ; 6 ; 8 et 10%). 
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1.5.1.3.1 Détermination des concentrations utilisables pour les molécules de 

référence : toxicité cellulaire 

Les essais d’activité antivirale doivent toujours être précédés d'une recherche de 

cytotoxicité de la ou des molécules étudiées sur les cellules permissives à la culture 

virale et ce afin de déterminer quelle sera la plus faible concentration de drogue ne 

produisant pas d'effet sur les cellules. En effet, toute quantité résiduelle de composant 

testé doit l’être de façon suffisamment diluée afin qu'aucun effet biologique ne puisse 

être confondu avec l'ECP des virus qui auraient gardé leur infectiosité après le contact 

avec la substance à tester. 

 

1.5.1.3.1.1 Cas du poliovirus 

Les tests au MTT sont réalisés dans les conditions des essais de virucidie afin de 

s’assurer de l’absence de toxicité cellulaire. Les plaques sont révélées à la 96
ème

 heure 

ce qui correspond au moment optimum d’apparition de l’ECP du poliovirus. Ceci 

permet de certifier l’absence de toxicité sur les cellules VERO après contact avec la 

substance. 

 
Tableau XXXI : CI50 des molécules de référence obtenues par le test MTT sur cellules Vero. 

CI50 24 h 96 h 

Glutaraldéhyde 0,5% ND 

Ethanol > 10% 6 – 8% 

Formaldéhyde 0% ND 

n=3 – ND : Non Déterminé 

 

La CI50 du GTA à 24 h est de 0,5%. La CI50 de l’éthanol décroit lentement passant de 

plus de 10% à 24 h à 6-8% à 96 h. il ne faut pas oublier que la température d’incubation 

est de 37°C et que l’éthanol s’évapore même à température ambiante. Il est donc 

difficile de conclure si la diminution de la toxicité de l’éthanol au cours du temps est 

réelle ou due à la diminution de son titre dans les puits. 

 

Aucune toxicité n’est visible dans ces conditions, excepté pour le GTA à la 

concentration de 0,025%. Cette concentration ne sera donc pas prise en compte lors de 

la détermination des titres viraux afin d’être certain de ne pas avoir confondu un effet 

cytotoxique avec un ECP. 
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1.5.1.3.1.2 Cas du hCMV 

Les tests au MTT sont ici encore réalisés dans les conditions des essais de virucidie. Les 

tests sont lus après 6 et 11 jours d’incubation, temps qui permettent d’encadrer le 

moment d’apparition de l’ECP. Aucune altération de la viabilité cellulaire n’est 

observée. Ainsi la lecture du titre viral par recherche de l’ECP ne risquera pas d’être 

confondue avec un éventuel artefact lié à la toxicité de la molécule. Aucune altération 

de la viabilité n’est constatée sauf pour le formaldéhyde. Les CI50 sont résumées dans le 

Tableau XXXII. 

 

Tableau XXXII : CI50 des molécules de référence obtenues par test MTT sur cellules MRC5. 

CI50 24 h 6 J 11 J 

Glutaraldéhyde 3% 2% 2% 

Ethanol > 10% 8% 6% 

Formaldéhyde 0% 

n=3 

 

La CI50 du GTA à 24 h est de 3%, elle ne varie presque pas en 11 jours passant à 2%. La 

CI50 de l’éthanol décroit lentement passant de plus de 10% à 24 h à 8% en 6 jours et 6% 

en 11 jours. Cependant la remarque précédente sur l’évaporation de l’éthanol reste 

valable. 

Le formaldéhyde a une action délétère sur la viabilité cellulaire aux concentrations de 

0,25 ; 0,5 ; 1 ; 1,5 ; 2 ; 2,5 ; 3 ; 4 ; 5% dès 24 h. En effet le formaldéhyde est un fixateur 

cellulaire ne permettant pas les tests in vitro sur des cellules (Fleurette et al., 1995 ; 

Trofimova et al., 1983). En testant le formaldéhyde à 1,4% comme cela est 

recommandé par la norme nous observons une importante toxicité cellulaire. Le 

formaldéhyde ne sera donc pas utilisé comme référence pour ces essais. 

Pour le GTA nous avons pu déterminer une CI50 entre 0,5 et 1% à 24 et 96 h. Le GTA 

pourra donc être testé à des concentrations de 1 à 2,5% maximum au contact du virus. 

L’éthanol possède une CI50 supérieure à 10 % au bout de 24 h et comprise entre 6 et 8% 

à 96 h: l’alcool à 70% (
v
/v) peut donc être testé étant donné qu’après la dilution au 

100
ème

 décrite dans notre protocole, la concentration finale d’alcool au contact des 

cellules ne dépassera pas 0,7%. 

 

Les essais seront donc réalisés avec le GTA à 1, 2 et 2,5% et l’alcool à 70% (
v
/v). 
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1.5.1.3.2 Détermination des activités antivirales des molécules de référence sur le 

poliovirus Lsc2ab par la méthode de titrage en tapis monocellulaire  

Le GTA 2,5% et l’alcool 70% (
v
/v), précédemment retenus pour les essais de virucidie 

sont mis en contact avec le poliovirus selon le protocole établi durant 1min. La colonne 

3 de la plaque au GTA (0,025%) ne présente pas de tapis cellulaire. Ceci n’est pas dû à 

la lyse cellulaire provoquée par le virus mais à une altération de la viabilité cellulaire 

comme l’atteste le test au MTT.  

Le titre initial du poliovirus est de 10
-7,2

. 

Après 1min de contact en présence d’alcool 70% (
v
/v), le titre viral est de 10

6,2
. Ainsi 

l’alcool 70% (
v
/v) possède une activité antivirale car une diminution de plus de 0,5 log 

du titre viral est observée (7,2 – 6,2 = 1 log) (Tableau XXXIII). Cette diminution étant 

inférieure à 4 log, le terme d’activité antiseptique-antivirale établi par la norme ne 

pourra pas être employé. 

En présence de GTA 2,5%, le titre viral est de 10
2
 après 1 min de contact. Le GTA 

2,5% possède une activité antivirale/désinfectante après 1 min de contact (perte de 7,2 – 

2 = 5,3 log de DICT50 > 4). 

 
Tableau XXXIII : Δ DICC50 obtenus sur le poliovirus pour les molécules de référence. 

 
Alcool GTA 

 
70% 1% 2% 2,50% 

Δ DICT50 en log 1 4,3 4,75 5,3 

n=3 

D’après la littérature, le GTA 2% est actif sur le poliovirus (Bailly et al., 1991). 

L’origine des tests ayant permis d’établir cette valeur et les méthodes utilisées ne sont 

pas détaillées dans les publications scientifiques. Afin de confirmer ce résultat, nous 

avons testé l’efficacité du GTA à 1 et 2% en plus de la concentration à 2,5% testée 

précédemment (Tableau XXXIII). Des tests de viabilité au MTT ont bien sûr été 

réalisés et aucune altération de la viabilité cellulaire n’est à signaler.  

Après action du GTA 1%, une différence de 6,8 - 2,5 = 4,3 log de DICT50 est observée. 

Pour le GTA 2%, la différence s’élève à 4,75 log. Jusqu’à une concentration de 1%, le 

GTA possède une activité antivirale/désinfectante selon la norme NF EN 14476+A1. 
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1.5.1.3.3 Détermination des activités antivirales des molécules de référence sur le 

poliovirus Lsc2ab par la méthode des plages de lyse 

Les plages de lyse des différents puits sont comptées. Mais seuls les puits avec des 

plages de lyse non confluentes seront comptabilisés. Dans notre cas, seuls deux puits 

présentent des plages de lyse dans les puits 10
-4

 et 10
-5

. A partir de ces plaques et de 

l’Équation 3, on détermine l’unité formant plage : 

 

UFP/t = [ 5 + 4 ] / [ (1 + 1 × 0,1 + 1 × 10-2 + 10-3 + 10-4+ 10-5+ 10-6+ 10-7+ 10-8+ 

10-9 + 10-10) ×10-2] =  810 

Soit en logarithme décimal : UFP/t = 2,9 

Or t le volume de dilution virale ajoutée dans chaque puits est de 400 µL. 

Ainsi UFP/mL = 7,25 (exprimé en log). 

 

Cette méthode a également été utilisée pour tester les drogues mais aucun résultat n’a 

été obtenu du fait de la difficulté technique de cette manipulation (séchage des tapis 

cellulaire, arrachage du tapis lors de l’élimination de la couche de milieu gélosé…). 

 

1.5.1.3.4 Détermination des activités antivirales des molécules de référence sur le 

hCMV par la méthode de titrage en tapis monocellulaire 

L’alcool entraîne une perte supérieure à 4 log du titre viral (5,5) et possède donc une 

activité antiseptique-antivirale. Le GTA 2% entraine une diminution de log de 3,5, 

insuffisante pour parler d’activité antiseptique-antivirale. 

 

1.5.2 Activité antivirale : application 

Le GTA et l’alcool 70% (
v
/v) ont permis de valider notre modèle d’étude en démontrant 

sa capacité à mettre en évidence des activités antivirales des substances sur le poliovirus 

et sur le hCMV. Nous pouvons donc maintenant tester les AHPTs. 

 

 Les acides hydroxy pentacycliques triterpénoiques : activité antivirale 1.5.2.1

Le solvant utilisé pour tester les AHPTs est le DMSO. L’activité antivirale du DMSO 

pur sur le hCMV peut permettre d’observer une diminution de 0,65 log en moyenne, 

soit presque 10% de la valeur initiale ce qui n’est pas négligeable. Pour le poliovirus, la 
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diminution de 0,64 log en moyenne est aussi élevé pour un titre de départ de 7,2 log. La 

concentration testée pour les AHPTs est de 10
-3

M, concentration à partir de laquelle il 

est aisé de différencier les ECP de la toxicité propre de nos molécules. 

 
Tableau XXXIV : Δ DICC50 des virus testés avec les AHPTs libre & impact du DMSO. 

 

titre solution 

mère de virus 
DMSO AU AO AB 

Polio Lsc2ab / 

L132 
7,19 6,56 8,52 9,5 10 

Δ % titre   -0,64 1,33 2,31 2,81 

Δ % DMSO     1,97 2,95 3,45 

hCMV AD169 / 

MRC5 

8,99 

7,77 

 

7,11 

10,80 

 

9,30 

 

4,62 

 

Δ % titre    -0,66 1,81 0,31 -4,37 

Δ % DMSO     2,47 0,97 -3,71 

n=3 

En ce qui concerne le DMSO, une activité antivirale de faible intensité a pu être mise en 

évidence. Il n’est pas possible pour le moment de savoir si, combinée à une autre 

substance, cette activité du DMSO potentialisera l’effet que l’on cherche à mesurer. De 

fait, nous avons décidé de calculer des différences de titres viraux en tenant et en ne 

tenant pas compte de l’impact du DMSO. 

 

En ce qui concerne le poliovirus, virus nu, aucune activité antivirale n’a été mise en 

évidence. Au contraire, chacune des molécules testées, AU, AO et AB semble accroître 

le titre viral des suspensions testées, potentialisant l’infectiosité du poliovirus.  

 

Concernant les tests sur le hCMV, virus enveloppé, l’AB entraîne une diminution 

significative (plus de 4 log) du titre viral. L’AO et l’AU, quant à eux, ne présentent pas 

d’activité sur ce virus, au contraire, une augmentation du titre viral avec ces composés a 

été observé (Tableau XXXIV).  

 

Il est à noter une fois encore l’importance des membranes biologiques dans les activités 

des AHPTs. En effet la seule activité antivirale notable est liée à un virus possédant une 

telle structure. Rappelons pour mémoire que l’AB est reconnu pour son activité 

antivirale par de nombreux auteurs (Shikov et al., 2011 ; Yao et al., 2009). Cependant 

aucune référence n’a pu être trouvée concernant ces virus et les AHPTs étudiés. 
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1.5.3 Discussion à propos de la norme AFNOR NF EN 14476+A1 

 Le choix des virus 1.5.3.1

Nous avons choisi de valider l’essai de virucidie par des tests sur un virus nu ; le 

poliovirus. 

 Intérêts de réaliser les tests sur hCMV ? 

En cas d’absence d’activité sur ces virus nus nous avons décidés de réaliser des tests sur 

le hCMV : un virus enveloppé largement répandu en médecine humaine et 

potentiellement endémique surtout à l’hôpital où il serait responsable d’infections 

associées aux soins.  

 Intérêts de réaliser les tests sur le poliovirus ? 

Jusqu’en 1988, la poliomyélite était présente dans le monde entier et endémique dans 

plus de 125 pays du fait de sa transmission féco-orale et de sa grande résistance dans le 

milieu extérieur grâce à l’absence d’enveloppe. Aujourd'hui, elle est totalement 

éradiquée sur une grande partie du globe surtout grâce à l’efficacité de la vaccination. 

Elle est encore endémique au Nigéria, Pakistan, en Inde et en Afghanistan. Seuls de 

rares cas d’importations persistent dans les pays développés. Le poliovirus est donc 

rarement impliqué dans les « infections associées aux soins » et son emploi comme 

virus nu de référence dans les essais de virucidie peut être discuté. Une des raisons 

justifiant encore son utilisation est qu’il demeure l’un des virus les plus résistants décris. 

Des études récentes proposent de remplacer le poliovirus par le virus de l’hépatite B 

plus largement rencontré en médecine humaine. 

 

 Le choix des molécules de référence 1.5.3.2

Le formaldéhyde est un fixateur cellulaire ce qui pose problème lors des essais sur 

cellules. Il est donc étonnant qu’il soit cité comme molécule de référence à 1,4% dans la 

norme. Il ne faut pas oublier l’interdiction qui frappe le formaldéhyde. En France sont 

interdite sa mise sur le marché comme biocide depuis le premier novembre 2011 et son 

utilisation toujours comme biocide depuis le premier mai 2012 (JORF, 2011). A terme 

cela devrait être étendue à l’Europe entière. 

Le GTA offre un bon compromis comme molécule de référence si l’on fait abstraction 

de sa forte toxicité. Il faut tout de même souligner que le GTA n’est plus soutenu par 

l’industrie et qu’il commence à être touché par des interdictions d’utilisation depuis 

août 2011 pour certaine utilisation biocide (JORF, 2010).  
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L’éthanol, avec une activité restreinte, reste utilisable pour montrer la validité d’une 

méthode de recherche d’activité antivirale. 

Il serait intéressant de chercher de nouvelles molécules (présentant moins de 

problèmes), qui serait utilisable comme antiseptique et pourrait servir de référence pour 

ce type d’étude. Bien sur l’utilisation d’antiviraux connus est une piste qui est ouverte, 

cependant, la molécule de référence pourrait alors varier selon le modèle choisi. En effet 

certains type d’antiviraux, par exemple les inhibiteurs de RT, ne seraient pas très 

adaptés dans notre situation. 

 

 Le temps de contact virus-drogue 1.5.3.3

La norme précise que le temps de contact doit être déterminé selon l’utilisation pratique 

prévue pour le produit ; pour les désinfectants de surfaces et d’instruments, les temps 

sont de 5, 15, 30 et 60 min. Nous avons choisi de tester le temps de 1 min., les temps 

proposés par la norme semblent relativement longs en rapport des conditions d’usage 

habituelles d’un antiseptique : lavage des mains par friction durant 30 sec. … Ces temps 

sont malgré tout cités dans la norme car des temps plus faibles seraient impossibles à 

mettre en pratique, par le protocole d’essai. 

 

 La notion d’activité antiseptique-antivirale 1.5.3.4

L’antiseptique/désinfectant doit-il faire disparaître toute trace de constituants viraux ou 

juste inactiver les particules virales ? Dans notre cas d’étude de la virucidie, seules les 

particules virales infectieuses nous intéressent. Ainsi la quantification de génome viraux 

par biologie moléculaire n’a pas de raison d’être utilisée ici. De plus quel serait l’intérêt 

de quantifier des « débris » viraux non infectieux ? En effet la détection de fragment 

génomique est insuffisante pour confirmer la présence de virus infectieux. 

La réduction de 4 logs demandée par la norme n’est-elle pas trop exigeante ? Il faut 

rappeler que lors de cette méthode de titrage, nous quantifions uniquement les particules 

virales actives et infectieuses et non les débris viraux non infectieux (ARN, capside…). 

Ainsi la barre de 4 log fixée par la norme représente une inactivation de 99,99% des 

virus infectieux présents, est tout à fait légitime par principe de précaution. 
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1.6 Activité anticancéreuse 

1.6.1 Efficacité sur les lignées cellulaires cancéreuses 

La Figure 26 nous montre l’efficacité des AHPTs à 6, 12, 18, 24 et 48 h sur les cellules 

K562. 

 

Figure 26 : Evolution des CI50 des AHPTs envers les K562 

 

Les AHPTs montrent tous une valeur de CI50 de l’ordre de 10
-5

 à 10
-6

 M. Nous pouvons 

noter que ces valeurs sont temps - dépendant puisque les CI50 diminuent toutes au cours 

du temps pour AU et AO. Ces valeurs obtenues pour l’AU et l’AO (≈10
-5

 M)sont en 

accord avec les résultats de Ovesna (Ovesná et al., 2006) ; pour AB, ces valeurs (≈10
-6

 

M) sont en accord avec les valeurs trouvées par Wu et coll. (Wu et al., 2010). 

 
Tableau XXXV : CI50 des AHPTs obtenues par tests MTT sur K562 doxoR. 

K562doxoR 6h 12h 18h 24h 48h 

AU 1,00E-04 1,00E-04 1,00E-04 1,00E-04 ND 

AO 1,00E-04 1,00E-04 1,00E-04 1,00E-04 ND 

AB 1,00E-04 1,00E-04 1,00E-04 1,00E-04 ND 

 n=3 – ND : Non Déterminé 

Concernant les cellules K562 doxorubicine résistantes, aucune CI50 n’a pu être 

déterminée dans nos conditions opératoires. 
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La comparaison des résultats obtenus sur la lignée K562 et K562 doxoR donne une 

indication sur les cibles potentielles des AHPTs. En effet le mécanisme de résistance à 

la doxorubicine est lié à une pompe à efflux située sur l’enveloppe nucléaire des cellules 

(Hui et al., 2008). Si ce mécanisme agit sur les AHPTs comme il agit sur la 

doxorubicine, les AHPTs devraient se retrouver expulsés du noyau des K562 doxoR, 

indiquant alors une cible nucléaire. Ce résultats va dans le sens des propositions de Kim 

et d’une action des AHPTs sur les acides nucléiques ou les protéines nucléaires (Kim et 

al., 2000) chez les cellules animales. 

 

Tableau XXXVI : CI 50 des AHPTs par test MTT sur IgROV1. 

IgrOV1 6h 12h 18h 24h 48h 

AU 1,00E-04 1,00E-04 1,00E-04 1,00E-04 ND 

AO 1,00E-04 1,00E-04 1,00E-04 1,00E-04 ND 

AB 1,00E-04 1,00E-04 1,00E-04 1,00E-04 ND 

n=3 – ND : Non Déterminé 

Concernant les cellules IgrOV1, aucune valeur de CI50 n’a pu être déterminée selon nos 

conditions opératoires. Habituellement pour cette lignée cellulaire la CI50 est de l’ordre 

de ≈ 10 µM après 72 h de contact entre l’AB et les IgrOV1 (Zuco et al., 2002). Aucune 

données concernant les CI50 de l’AU et de l’AO sur les IgrOV1 n’a pu être trouvée dans 

la littérature. 

 

1.6.2 Le rapport à la cytotoxicité sur MRC5 

La Figure 27 montre la cytotoxicité des AHPTs à 6, 12, 18, 24 et 48 h sur les cellules 

MRC5. 
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Figure 27 : Evolution des CI50 des AHPTs envers les MRC5. 

Les cellules K562 et MRC5 se montrent sensibles à l’AU avec des valeurs de CI50 de 

l’ordre de ≈ 10 µM. Comme l’AU, l’AO est toxique sur les cellules MRC5. Comme 

attendu, l’AB montre une grande toxicité à l’encontre des K562 mais aussi des MRC5. 

 

Les MRC5 montrent une grande sensibilité à l’AB avec des valeurs de CI50 de l’ordre 

du µmolaire dès 24 h d’exposition alors que l’AU et l’AO présentent sur les MRC5 des 

valeurs de CI50 10 fois plus élevées avec des valeurs de plusieurs dizaines de µM. Le 

temps d’exposition n’influe pas sur la valeur des CI50 qui ne varient que très peu en 

fonction du temps. 

 

Si nous comparons ces valeurs de cytotoxicité sur MRC5 aux valeurs d’efficacités 

déterminées sur les K562 nous pouvons, comme pour l’activité antibactérienne calculer 

des index de sélectivité présentés dans le Tableau XXXVII. 

 
Tableau XXXVII : IS des AHPTs sur K562 vs. MRC5. 

IS 6h 12h 18h 24h 48h 

AU 2,09 1,51 2,09 8,35 5,06 

AO 0,31 1,09 1,34 1,21 1,69 

AB 0,10 0,01 0,01 0,01 0,04 

n=3 

Les IS indique que l’AU est une molécule présentant un fort intérêt anticancéreux 

puisqu’il a des IS supérieurs à 2 pour tous les temps d’exposition. Ces IS atteignent 

même des valeurs de 8 à 24 h. 



 

149 

Résultats - Discussion 
 

 

L’AO possède des valeurs d’IS aux alentours de 1. Sans présenter le même intérêt que 

l’AU cette molécule reste intéressante pour une éventuelle utilisation en thérapeutique. 

 

L’AB quant à lui obtient des scores d’IS très inférieurs à 1. Alors que beaucoup 

d’auteurs proposent l’intégration de cette molécule dans l’arsenal thérapeutique 

anticancéreux du fait de sa grande cytotoxicité, les IS calculés ici montre à quel point la 

seule détermination d’une efficacité anticancéreuse sans mise en perspective avec la 

notion de toxicité peut entrainer vers des voies sans issue. 
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2 Etude physicochimique de la complexation et des 

complexes acides hydroxy pentacycliques triterpénoiques – 

gamma-cyclodextrine 

2.1 Chromatographie liquide haute performance 

2.1.1 Choix des conditions opératoires 

Pour déterminer le choix de la CD, nous avons utilisé initialement les conditions 

opératoires décrites par Claude (Claude et al., 2004) soit : 

 une phase mobile variant de 55/45 à 70/30 (
v
/v) d’acétonitrile/tampon phosphate, 

 la colonne 1 

 une concentration en CD variant de 2 à 12 mM, 

 un débit de 1 mL/min, 

 une température de 25°C 

 

Après avoir réalisé les premières injections d’AU sans CD, les  temps de rétention 

obtenus ont été de l'ordre de 10 minutes ce qui semble acceptable pour cette étude au vu 

du nombre important d’injections à faire. Cependant cette concentration en acétonitrile 

s’est avérée incompatible avec la solubilisation de la cyclodextrine. En effet, même à la 

concentration de 3 mM, cette dernière précipite dès l'ajout d'acétonitrile à la solution 

tampon.  

 

Le méthanol pur a donc été utilisé comme solvant de remplacement de l’acétonitrile 

dans lequel toutes les CDs présentent une meilleure solubilité. Cependant, avec le 

méthanol, les temps de rétention sont beaucoup plus grands, de l’ordre de 50 minutes. 

L’échange de la colonne 1 par la colonne 2, l’augmentation du débit à 2 mL/min. et une 

température d’expérimentation de 50°C, n’ont pas permis d’obtenir des temps de 

rétention inférieurs à 50 minutes. Donc un mélange méthanol/tampon phosphate ne 

s’avère pas pertinent. 

 

Le retour à un mélange acétonitrile/tampon phosphate 50/50 (
v
/v) reste le meilleur 

compromis lors de cette première étape, mais avec augmentation de la température. 

 

Les nouvelles conditions opératoires ont donc été les suivantes : 
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 une phase mobile 50/50 (
v
/v) acétonitrile/tampon phosphate  

 la colonne 2 

 une concentration en CD de 4 mM, 

 un débit de 3 mL/min, 

 une température de 50°C 

 des injections (boucle de 20µL) de solutions méthanoliques d’AHPTs à 0,1 

mg/mL. 

 

Elles ont permis d’obtenir des temps de rétention de l’ordre de 20 min. tout en 

conservant une pression inférieure à 200 bars. Ce sont donc ces conditions opératoires 

qui ont été appliquées par la suite lors du choix de la CD. 

 

2.1.2 Choix de la cyclodextrine 

La CLHP a permis de mettre en évidence un retard de migration des AHPTs injectés 

dans la phase mobile sans CD par rapport aux AHPTs injectés dans la phase mobile 

maintenue à 50°C avec des concentrations croissantes de différentes CDs (β-CD, γ-CD, 

HP-β-CD, HP-γ-CD). 

 

Le tableau suivant (Tableau XXXVIII) montre les constantes apparentes de formation 

Kf des complexes obtenus lors du tracé des droites des coefficients de détermination 

(1/k’) en fonction des concentrations en CDs (Équation 6 p. 103). 
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Tableau XXXVIII : Kf (M
-1

) des complexes AHPTs : CD, à 50°C. 

CD Triterpène R² Kf (M
-1

) 

βCD 

AU 0,999 1,7 ± 1,6 

AB 0,934 5,6 ± 2,1 

AO 0,971 32,7 ± 3,7 

γ-CD 

AU 0,999 770,7 ± 14,2 

AB 0,999 1610,5 ± 62,3 

AO 0,999 601,5 ± 9,3 

HPβCD 

AU 0,954 18,5 ± 6,4 

AB 0,893 11,2 ± 7,5 

AO 0,591 38,5 ± 20,5 

HPγ-CD 

AU 0,999 730,6 ± 13,1 

AB 0,999 1536,5 ± 49,8 

AO 1,000 671,9 ± 6,9 

 

 Coefficients de détermination 2.1.2.1

Le Tableau XXXVIII présente les coefficients de détermination (R²) pour les tracés des 

courbes 1/k’ en fonction de la concentration en CD présente dans la phase mobile. Ils 

ont été calculés pour des modèles de complexes 1 : 1. Les coefficients de détermination 

(R²) se rapprochant de 1 avec ce modèle de calcul, la stœchiométrie 1 : 1 des complexes 

est donc confirmée. 

 

 Constantes apparentes de formation 2.1.2.2

Le Tableau XXXVIII fait ressortir que l’utilisation de la β-CD, qu’elle soit native ou 

hydroxy-propylée, comme additif à la phase mobile conduit à l’obtention de constantes 

de formation des complexes faibles de 1,7 à 38,5 M
-1

 et ce quel que soit l’AHPT utilisé. 

Pour ces deux -CD, la taille de la cavité interne (60 – 65 nm) est certainement trop 

petite pour l’invité. 

Pour les deux -CD utilisées, les constantes de formation observées sont très proches 

pour un même AHPT et conduisent à la formation de complexes dont la Kf est toujours 

supérieure à 600 M-1. 
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Des constantes de formation comprises entre 600 et 700 M-1 ont été obtenues pour 

l’AU et l’AO. Ceci est certainement dû au fait que leurs structures sont très similaires. 

En effet, il s’agit d’une simple isomérie de position d’un groupement hydroxyle en 

position C19 pour l’AU et C20 pour l’AO. 

La plus forte constante de formation a été obtenue pour les complexes AB :  -CD. Cet 

AHPT est donc en interaction plus forte avec la -CD que les AHPTs AU et AO. 

L'existence d’un groupement hydroxypropyl greffé sur la CD ne montre que très peu ou 

pas d’influence sur la complexation des AHPTs. 

Ainsi pour toutes ces raisons mais également pour des raisons économiques et 

toxicologiques, la -CD sera choisie pour la suite des expérimentations. 

 

2.1.3 Caractérisation de la complexation des acides hydroxy pentacycliques 

triterpénoiques avec la gamma-cyclodextrine 

Afin de pouvoir caractériser les complexes d’un point de vue thermodynamique, il est 

indispensable de faire varier la température du système chromatographique. Or la γ-CD 

ajoutée à une concentration de 4 mM est très peu soluble dans le mélange 

acétonitrile/tampon phosphate lorsque la température est inférieure à 50°C. De 

nouveaux essais de phase mobile ont donc été réalisés. La solution a été apportée avec 

une phase mobile méthanol/tampon phosphate 88/12 (
v
/v) qui a permis la solubilisation 

de la γ-CD pour des concentrations allant de 0 à 4 mM et ce de 25 à 45°C. 

 

Les nouvelles conditions opératoires ont donc été les suivantes : 

 une phase mobile 88/12 (
v
/v) méthanol /tampon phosphate, 

 une concentration en CD de 0 à 4 mM, 

 la colonne 3, 

 un débit de 3 mL/min, 

 une température de 25 à 45°C. 

 

Afin de s’assurer que la variation des temps de rétention des AHPTs est bien due à 

l’interaction entre la γ-CD et les différents invités, une concentration en glucose de 32 

mM a été ajoutée à la phase mobile maintenue à 25°C en remplacement de la 

concentration en γ-CD de 4 mM dans la phase mobile. 
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Il s’en est suivi qu’aucune variation du temps de rétention des AHPTs n’a été observée 

lorsque la γ-CD est remplacée par du glucose. Cela confirme que la différence de 

migration est bien due à une interaction entre la γ-CD et les AHPTs et non à une 

variation de la viscosité de la phase mobile due à l’adjonction de sucre. 

 

 Influence de la concentration en gamma-cyclodextrine dans la phase 2.1.3.1

mobile 

L’influence de la concentration en γ-CD dans la phase mobile est montrée à titre 

d’exemple sur la Figure 28 qui représente les chromatogrammes obtenus lors de 

l’injection d’AU avec des concentrations en  γ-CD de 0 à 4 mM dans la phase mobile. 

 

 

Figure 28 : Influence de l’addition de γ-CD à différentes concentrations dans la phase mobile sur le 

temps de rétention de l’AU à 25°C.  

 

Ces chromatogrammes représentés Figure 28 montrent bien qu’il existe une interaction 

entre l’AU et la γ-CD. En effet, plus la concentration en γ-CD augmente, plus le temps 

de rétention de l’AU diminue. Cela signifie que l’AU, de plus en plus polaire par sa 



 

155 

Résultats - Discussion 
 

complexation avec la  γ-CD interagit de moins en moins avec la phase stationnaire 

apolaire et de ce fait est de moins en moins retenu. Cela a été confirmé pour AO et AB. 

 

 Influence de la température d’expérimentation sur les facteurs de 2.1.3.2

capacités et les constantes de complexation 

L’étude de l’influence de la température d’expérimentation sur la mobilité des AHPTs a 

été réalisée à différentes concentrations en γ-CD. Les facteurs de capacités ont été 

déterminés pour : 

 une concentration en γ-CD de 0 à 4 mM, 

 une température de 25 à 45°C. 

 

2.1.3.2.1 Influence sur les facteurs de capacité  

Les facteurs de capacités des AHPTs en fonction de la température du système et de la 

concentration en γ-CD sont rassemblés dans le Tableau XXXIX. 
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Tableau XXXIX: k’ des AHPTs dans une phase mobile contenant de 0 à 4 mM de γ-CD. 

AHPTs 
Temp 

(°C) 
γ - CD concentration (mM) 

 0 1 2 3 4 

AU 

 

25 

 

3,85 ± 0,03 

 

3,71 ± 0,00 

 

2,08 ± 0,02 

 

1,72 ± 0,01 

 

1,37 ± 0,00 

 
 

30 

 

3,74 ± 0,12 

 

3,71 ± 0,08 

 

2,13 ± 0,05 

 

1,89 ± 0,05 

 

1,42 ± 0,05 

 
 

35 

 

3,47 ± 0,01 

 

2,87 ± 0,10 

 

1,92 ± 0,01 

 

1,71 ± 0,02 

 

1,32 ± 0,05 

 
 

40 

 

2,54 ± 0,01 

 

2,39 ± 0,01 

 

1,81 ± 0,01 

 

1,64 ± 0,02 

 

1,04 ± 0,02 

 
 

45 

 

2,66 ± 0,00 

 

2,40 ± 0,03 

 

1,43 ± 0,01 

 

1,46 ± 0,02 

 

1,20 ± 0,02 

 
                     

  

AO 

 

25 

 

3,63 ± 0,01 

 

3,59 ± 0,02 

 

2,08 ± 0,03 

 

1,76 ± 0,01 

 

1,41 ± 0,01 

 
 

30 

 

3,57 ± 0,13 

 

3,66 ± 0,00 

 

2,07 ± 0,01 

 

1,99 ± 0,06 

 

1,53 ± 0,03 

 
 

35 

 

3,24 ± 0,01 

 

2,74 ± 0,11 

 

1,76 ± 0,06 

 

1,69 ± 0,06 

 

1,38 ± 0,03 

 
 

40 

 

2,35 ± 0,02 

 

2,20 ± 0,02 

 

1,77 ± 0,02 

 

1,65 ± 0,01 

 

1,07 ± 0,01 

 
 

45 

 

2,53 ± 0,04 

 

2,26 ± 0,01 

 

1,39 ± 0,01 

 

1,43 ± 0,00 

 

1,26 ± 0,02 

 
                     

  

AB 

 

25 

 

3,17 ± 0,05 

 

2,36 ± 0,01 

 

1,13 ± 0,03 

 

0,78 ± 0,02 

 

0,59 ± 0,00 

 
 

30 

 

3,12 ± 0,04 

 

2,44 ± 0,02 

 

1,33 ± 0,04 

 

0,92 ± 0,01 

 

0,79 ± 0,05 

 
 

35 

 

2,89 ± 0,03 

 

1,96 ± 0,00 

 

1,13 ± 0,02 

 

0,92 ± 0,04 

 

0,68 ± 0,02 

 
 

40 

 

2,32 ± 0,02 

 

1,99 ± 0,02 

 

1,15 ± 0,00 

 

0,82 ± 0,01 

 

0,76 ± 0,00 

   45   2,22 ± 0,03   1,67 ± 0,01   0,86 ± 0,01   0,80 ± 0,00   0,71 ± 0,02 

n=3 - Valeurs de k’± écart type 

 

Ces résultats montrent que les facteurs de capacités diminuent d’autant plus que la 

température d’expérimentation augmente et cela quelle que soit la concentration en γ-

CD dans la phase mobile. 

 

2.1.3.2.2 Influence sur les constantes de complexation  

Les données de k’ du Tableau XXXIX ont permis de calculer les Kf des complexes 

AHPTs : γ-CD à des températures variants de 25 à 45°C. Ces Kf sont présentées dans le 

Tableau XL. 
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Tableau XL : Influence de la température d’expérimentation (de 25 à 45°C) sur Kf. 

AHPT's 
 

Température (°C) 
 

Kf (M
-1

) 

AU 

 

25 

 

584 ± 62 

 
 

30 

 

512 ± 61 

 
 

35 

 

418 ± 49 

 
 

40 

 

413 ± 70 

 
 

45 

 

324 ± 38 

 
 

 
 

  
  

AO 

 

25 

 

498 ± 51 

 
 

30 

 

400 ± 50 

 
 

35 

 

351 ± 31 

 
 

40 

 

323 ± 52 

 
 

45 

 

264 ± 34 

 
 

 
 

  
  

AB 

 

25 

 

1881 ± 418 

 
 

30 

 

1010 ± 144 

 
 

35 

 

966 ± 99 

 
 

40 

 

670 ± 79 

   45   557 ± 79 

 

L’étude de la température sur la mobilité des AHPTs en CLHP a permis de montrer 

qu’elle impacte le phénomène de complexation de façon significative. En effet, pour un 

triterpène donné, l’augmentation de la température entraine une diminution de la 

constante de complexation du couple triterpène : γ-CD. Ainsi en passant de 25 à 45°C 

l’AU voit, sa constante de complexation diminuer presque de moitié (584 à 324 M
-1

) ; 

celle de l’AO également (498 à 264 M
-1

). L’AB, possédant une constante plus élevée 

que l’AU et l’AO voit cette dernière diminuer d’un facteur supérieur à 3 passant de 

1881 M
-1

 à 25°C à  557 M
-1

 à 45°C. 

La variation de la concentration en γ-CD dans la phase mobile sur la mobilité en CLHP 

des AHPTs, a permis de confirmer que les complexes ont des Kf que l’on peut qualifier 

de moyennes à faibles pour l’AU et l’AO (584 et 498 M
-1 

à 25°C) et de moyennes à  

élevées pour l’AB (1881 M
-1 

à 25°C). Les valeurs de Kf du complexe AB : γ-CD sont 3 

fois supérieures à celles des Kf des complexes obtenus avec l’AU et l’AO. 
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Ces valeurs de Kf sont en accord avec celles déterminées par Claude et coll. en 2004 

avec l’HP-γ-CD. Selon cet auteur, à 50°C l’AB : HP-γ-CD a une valeur de Kf de 3469 

M
-1

, l’AU : HP-γ-CD de 1031 M
-1

 et l’AO : HP-γ-CD de 1039 M
-1

 (Claude et al., 2004).  

 

Les forces mises en jeu lors de cette complexation AHPTs : γ-CD restent cependant 

encore mal connues. Comme très souvent lors de l’utilisation de CD, il est proposé que 

ces forces soient des forces hydrophobes, électrostatiques, de Van der Walls ou des 

liaisons hydrogènes (Liu et Guo, 2002). Elles semblent agir indépendamment ou en 

coopération les unes avec les autres entre la molécule invitée et la molécule hôte au 

cours de la formation du complexe. En revanche, aucune liaison covalente n’intervient. 

 

 Aspect thermodynamique de la complexation des acides hydroxy 2.1.3.3

pentacycliques triterpénoiques avec la gamma-cyclodextrine 

Le tracé des droites représentant 1/k’ en fonction de la température pour chaque AHPT 

permet de déterminer les variations d’entropie de formation (ΔSf) et les variations 

d’enthalpie de formation (ΔHf). Le Tableau XLI regroupe l’ensemble des résultats de 

ΔSf, ΔHf et  les variations d’enthalpie libre de formation (ΔGf) pour les différents 

complexes AHPT : γ-CD. Les ΔGf ont été calculés pour une température de 25°C 

(298K). 

 

Tableau XLI : Caractérisation thermodynamique de la complexation AHPTs / γ-CD à 25°C. 

AHPT's T (K) ΔH°f (J/mol) ΔS°f (J/K/mol) 
TΔS°f 

(J/mol) 

ΔG°f 

(J/mol) 

AU 298 -21953 ± 2812 -21 ± 9 -6156 15797 

AO 298 -23436 ± 1946 -27 ± 6 -8104 15332 

AB 298 -42585 ± 7690 -81 ± 25 -24251 18334 

 

Les valeurs de ΔHf sont au minimum 1000 fois supérieures aux valeurs de ΔSf pour 

l’AU et l’AO et 500 fois supérieures pour l’AB. L’étude thermodynamique à ainsi 

montré un phénomène de formation des complexes lié à l’enthalpie du système. La 

formation des complexes lorsque les AHPTs sont en présence de γ-CD, est 

énergétiquement favorable, et donc spontanée. 
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2.1.4 Détermination de la solubilité des complexes acides hydroxy 

pentacycliques triterpénoiques – gamma-cyclodextrine selon Higuchi et 

Connors 

Les AHPTs sont pratiquement insolubles dans l'eau. Nous avons pu déterminer par 

CLHP que leur solubilité aqueuse, après 7 jours d’agitation à 420 rpm et à 37°C était 

de : 

 0,015 mM pour l’AU 

 0,058 mM pour l’AO  

 0,046 mM pour l’AB 

 

Nous avons précédemment démontré que les AHPTs se complexaient avec la γ-CD. 

Mais comment cela influence-t-il l’hydrosolubilité des AHPTs ? 

 

Le diagramme de solubilité aqueuse des AHPTs en fonction de la concentration en γ-

CD, représenté  Figure 29 permet de répondre à cette question. 

 

 

Figure 29 : Diagramme de phase du système AHPTs/γ-CD 
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 Pour chaque AHPT, l’étude a permis d’observer une courbe de Higuchi-Connors de 

type B (Higuchi et Connors, 1965). Cela signifie que les complexes AHPTs : γ-CD 

possèdent une solubilité aqueuse limitée, voire très limitée. 

 

La solubilité aqueuse des AHPTs a pu être mesurée. Dans des conditions équimolaires 

d’AHPTs et de γ-CD, elle est de : 

 0,089 mM pour l’AU, 

 0,126 mM pour l’AO 

 0,115 mM pour l’AB 

Ceci correspond à des augmentations significatives de l’hydrosolubilité de l’ordre de 

deux fois pour l’AB et l’AO et de six fois pour l’AU. Donc, la complexation des 

AHPTs avec la γ-CD permet bien d’augmenter l’hydrosolubilité des triterpènes de façon 

mesurable. 

 

2.2 Préparation des complexes 

Ce travail préliminaire a permis de montrer que la complexation des trois AHPTs 

considérés était la plus forte avec la γ-CD et le complexe obtenu est de type 1 : 1. Ces 

complexes sont très peu solubles en solution aqueuse, il est donc possible de les 

fabriquer par la méthode de précipitation. 

Les conditions de fabrication ont été les suivantes : 

 les masses d’AHPTs et de γ-CD mises en œuvre ont été respectivement de 

100,00 mg et de 283,88 mg afin d’obtenir le ratio molaire de 1 :1 

 la température du mélange a été maintenue à 37°C sachant qu’une température 

de 25°C aurait été préférable car les AHPTs ont une meilleure affinité pour la γ-

CD à 25°C qu’à une température supérieure. Cependant cette température est la 

plus souvent retenue pour la fabrication de complexes à des fins thérapeutiques 

 un temps d’agitation d’1 h, 

 une filtration sur membrane nylon 0,45µm, 

 un séchage d’une nuit à l’air libre. 

 

Les masses totales de complexes obtenus après fabrication ainsi que les rendements de 

fabrication sont résumés dans le Tableau XLII. 
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Tableau XLII : masses d’AHPTs et de γ-CD mises en œuvre et rendements de fabrication. 

Masse de γ-

CD en mg 
284,86 284,23 284,15 284,4 284,85 284,40 285,29 284,21 284,33 

Masse d’AU 100,63 100,54 100,06       

Masse d’AO    100,23 99,66 100,34    

Masse d’AB       100,41 102,00 99,98 

Masse totale 385,09 384,77 384,21 384,63 384,51 384,74 385,70 386,21 384,31 

Masse de 

complexe 
364,42 316,48 381,70 418,79 409,04 404,74 410,70 408,08 394,36 

Rendement 

en %  
94,63 82,25 99,30 108,88 106,37 105,19 106,48 105,66 102,61 

 

Trois fabrications différentes pour chaque AHPT ont été réalisées. Le Tableau XLII 

montre que la masse de complexe récupéré après filtration s’approchait de la somme des 

masses d’AHPTs et de  γ-CD. 

De plus, la γ-CD étant très soluble dans l’eau, tout excès de γ-CD non complexée au 

triterpène devrait se retrouver dans l’eau de filtration. Or une analyse RMN de ce filtrat 

n’a pas montré la présence de CD. Nous pouvons donc en conclure que toutes les 

masses d’AHPTs et de γ-CD se trouvent dans la poudre de complexe. 

Les rendements de fabrication légèrement supérieurs à 100% peuvent s’expliquer par 

une infime quantité d’eau restée piégée dans la masse compacte de poudre du fait du 

simple séchage à l’air libre, mais aussi par l’incertitude sur les pesées. 

 

2.3 Caractérisation des complexes acides hydroxy pentacycliques 

triterpénoiques – gamma-cyclodextrine 

Les complexes AHPTs : -CD ont été caractérisés par calorimétrie différentielle à 

balayage et résonance magnétique nucléaire. 

 

2.3.1 Analyse calorimétrique différentielle (ACD) 

L'analyse thermique est un puissant outil d'analyse permettant la caractérisation de 

complexes principes actifs : cyclodextrines. Les thermogrammes des AHPTs, de la -

CD, des mélanges secs AHPTs plus γ-CD et des complexes AHPTs : γ-CD sont illustrés 

Figure 30. 



 

162 

Résultats - Discussion 
 

 

Figure 30 : Courbes de ACD des acides bétulinique (A), oléanolique (B) et ursolique (C): (a) acide 

seul, (b) γ-CD, (c) mélange physique (1:1) and (d) complexe 

 

Les thermogrammes obtenus permettent la mise en évidence d’importantes différences 

de comportement calorimétrique entre les substances pures, les mélanges physiques et 

les complexes étudiés. 
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Les profils thermiques des AHPTs ont montré des pics de fusion à 298,3°C pour l’AB, à 

283,5°C pour l’AU et à 301,3°C pour l’AO. Cette derniére valeur est confirmée par 

Cerga (Cerga et al., 2011). 

La -CD seule a un pic de fusion qui se situe à 318.3°C. 

Le thermogramme du mélange physique AHPT plus -CD est semblable à la 

superposition des thermogrammes de l’AHPT seul et de la -CD seule avec 

conservation du pic dû à la fusion de l’acide. Ces courbes apportent la preuve de 

l’absence d'interaction entre l’AHPT et la γ-CD par le simple mélange des deux 

composés sous forme solide. 

Le thermogramme de chaque complexe AHPT : -CD montre le déplacement du pic de 

fusion de l’acide quel que soit l’AHPT, avec des pics déplacés à : 

 324,4°C pour l’AB : -CD, 

 325,7°C pour l’AO : -CD, 

 398,2°C pour l’AU : -CD, 

Ces résultats sont en faveur d’une interaction très étroite entre l’acide et la  -CD. 

(Pralhad et Rajendrakumar, 2004). Ils sont en accord avec ceux obtenus par Cerga qui a 

complexé l’AU et l’AO avec l’HP--CD (Cerga et al., 2011). Leur étude par ACD a 

bien montré le même pic de fusion pour l’AO. Cependant, elle n’a pas permis de mettre 

en évidence de pics de fusion pour l’AU seul, la -CD  seule et les complexes obtenus 

car elle a été réalisée entre 25 et seulement 300°C. 

 

Ainsi donc, la ACD n’a pas permis de mettre en évidence une différence de 

comportement thermique entre les entités seules et leur mélange physique. En revanche, 

le thermogramme des complexes fait apparaitre un comportement thermique 

complétement différent. Ceci indique qu’une entité nouvelle existe d’un point de vue 

thermique. Il devient donc légitime de conclure à l’existence d’un complexe AHPT : γ-

CD quel que soit le triterpène (AU, AO ou AB) et donc de tester ces entités par RMN 

du proton afin de déterminer si ce complexe est d’association ou d’inclusion. 

 

2.3.2 Résonance magnétique nucléaire (RMN) 

La RMN du proton est une technique très souvent utilisée afin de déterminer les 

interactions physico-chimiques lors de la formation d'un complexe (Bratu et al., 2005 ; 

Demarco et Thakkar, 1970 ; Schneider et al., 1998). Dans le cas de complexes avec des 
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cyclodextrines, cette technique est déterminante pour différencier les complexes 

d’association des complexes d’inclusion. 

Dans notre étude RMN, les spectres des AHPTs seuls en D2O n’ont pas pu être obtenus 

du fait de la trop faible hydrosolubilité des triterpènes. 

 

En revanche, les spectres de la -CD seule et des complexes ont été obtenus et sont 

présentés respectivement Figure 31 et Figure 32. 

 

 

Figure 31 : Spectre 
1
H-RMN de la γ-CD en D2O à 400MHz entre 4 et 3,80 ppm (D2O calibré à 

4,79ppm). 

 

 

Figure 32 : Spectre 
1
H-RMN du complexe AU : γ-CD en D2O à 400MHz entre 4 et 3,80 ppm (D2O 

calibré à 4,79ppm). 
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Sur le spectre RMN de la γ-CD seule, les triplets des protons H3 et H5 sont très 

nettement visibles alors que ces mêmes triplets ont quasiment disparu sur le spectre du 

complexe AU : γ-CD. Des spectres identiques ont été obtenus avec l’AO et l’AB. 

 

Les déplacements des protons de la γ-CD seule sont rassemblés dans le tableau suivant : 

 

Tableau XLIII : Déplacements des
 1
H de la γ-CD en D2O. 

1
H assignation γ-CD seule 

H1 5,065 

H3 3,890 

H6 3,827 

H5 3,801 

H2 3,621 

H4 3,545 

 

Les protons H3 et H5 sont ceux tournés vers l’intérieur de la cavité de la CD comme le 

montre la figure 14 

 

 

Figure 14 : Règle de numérotation des carbones sur une cyclodextrine (ici α-CD) 

 

Une variation de la valeur de ces déplacements chimiques indique une interaction de 

l’hôte avec les molécules invitées ajoutées au solvant. 

 

Les phénomènes d’inclusion mettant en jeu les protons H3 et H5 des CDs ont été 

observés dès 1970 par Demarco et Thakkar (Demarco et Thakkar, 1970). Depuis cette 

date, ce type de preuve a toujours été recherchée dans ce genre de complexation. 
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Le Tableau XLIV rassemble les variations de déplacements chimiques des protons de la 

γ-CD après complexation avec les invités : AU, AO et AB. 

 

Tableau XLIV : Variations des déplacements chimiques des protons de la γ-CD complexée avec les 

AHPTs dans D2O. 

 Δδ (ppm) 

1H assignation AU : γ-CD AO ; γ-CD AB : γ-CD 

H1 0,006 0,006 0,006 

H3 * * * 

H6 0,006 -0,008 0,000 

H5 -0,024 -0,027 -0,023 

H2 0,002 0,002 -0,003 

H4 -0,006 -0,004 -0,012 

*indéterminé car masqués 

 

La complexation des AHPTs avec la -CD, entraîne la disparition des protons H3 et un 

important déplacement des protons H5. Ces protons étant situés à l'intérieur de la cavité 

de la γ-CD, les résultats sont en cohérence avec un phénomène de pénétration des 

AHPTs à l'intérieur de la cavité hydrophobe de la -CD et prouvent la formation de 

complexes d'inclusion. 
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3 Activités biologiques des complexes et de la gamma-

cyclodextrine 

Les études réalisées en physico chimie nous ont permis de choisir la γ-CD comme 

vecteur et de montrer la faisabilité des complexes d’inclusion avec nos AHPTs. 

 

Cette étape de complexation des AHPTs avec la γ-CD, proposée dans de nombreux 

brevets, n’avait jusqu’alors pas été démontrée ou publiée, chose qu’a permis de faire ce 

travail de recherche. Il nous reste maintenant à étudier l’impact de cette complexation 

sur les activités biologiques des AHPTs. 

 

3.1 Activité anti-bactérienne 

De la même façon que pour les AHPTs seuls, différentes conditions de préparation des 

solutions de complexe ont été testées. 

 

Les valeurs de CMI sont énumérées dans le Tableau XLV. Pour une meilleure lecture, 

les CMI obtenues avec les AHPTs seuls ont été ajoutées au tableau.  

 

Tableau XLV : CMI  (µg/mL AHPTs ou équivalent AHPTs) obtenues sur des souches ATCC. 

  
AU AO AB γ-CD AU :γ-CD AO :γ-CD AB :γ-CD 

Escherichia coli ATCC 25922 >256 >256 >256 >128 >128* >128 128 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 8 64 >256 >128 >128* >128 >128* 

Staphylococcus aureus ATCC 29213 8 32 >256 >128 >128* >128 128 

Enterococcus faecalis ATCC 29212 2-4 8 >256 >128 32 >128 >128 

Pseudomonas 

aeruginosa 
ATCC 27853 256 >256 256 >128 >128* >128 >128 

n=3 - >128* : Concentration pour laquelle nous avons observé une diminution de la 

croissance d’au moins 50%  

 

La γ-CD, dans nos conditions expérimentales ne montre aucune activité antibactérienne. 

Toutefois nous avons observé que la γ-CD à de plus forte concentration (512 µg/mL) 

pouvait inhiber la croissance bactérienne. 

 

Le complexe AU : γ-CD présente une activité intéressante sur E.faecalis (32 µg/mL). 

Une inhibition de la croissance bactérienne est aussi observée à 128 µg/mL sur les 
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quatre autres bactéries pour ce complexe AU : γ-CD, mais cette inhibition est 

insuffisante pour correspondre à une CMI. 

 

De façon inattendue, il apparait que les complexes AU : γ-CD et AO : γ-CD ne 

conservent pas les activités antibactériennes de l’AU et de l’AO. Compte tenu des 

conditions de nos expérimentations (gammes de 128 à 0,5 µg/mL), l'activité 

antibactérienne de l’AO complexé est très nettement diminuée (CMI ≥ 128 µg/mL).  

 

Inattendus également les résultats obtenus avec l’AB. Seul il ne présentait aucune 

activité antibactérienne alors que complexé avec la γ-CD il montre des valeurs de CMI 

de 128 µg/mL contre E.coli et S.aureus ATCC 29213. Ce complexe AB : γ-CD inhibe 

aussi de manière significative le développement de S.aureus ATCC 25923. Ce 

comportement peut  nous surprendre car les bactéries à Gram positif et à Gram négatif 

ne sont pas toutes impactées de la même façon, contrairement à ce qui a été observé 

avec les molécules d’AHPTs seuls. 

 

La détermination des valeurs des CMI a été réalisé avec et sans l’étape de filtration 

stérilisante sur filtre 0,22 µm. Les résultats que nous avons pu obtenir en présence et en 

absence de cette étape ont été identiques. 

 

Nous avons aussi souhaité vérifier si un mélange des deux solutions d’AHPTs et de γ-

CD présentait des résultats de CMI : 

 identiques à ceux des molécules seules où, 

 identiques à ceux des solutions de complexes AHPTs : γ-CD. 

Dans le premier cas nous pouvions espérer que le complexe ne se formerait pas dans 

nos milieux de culture. Dans le deuxième cas, le complexe se formerait dans notre 

milieu de culture, ce qui serait en faveur de l’existence de molécules complexées et en 

défaveur d’une libération de notre AHPT. 

Ainsi, nous avons testé un « mélange extemporané » de deux solutions : 

 solution aqueuse de γ-CD, 

 différentes solutions d’AHPTs avec 10% de DMSO. 

 

Pour cela nous avons effectué un premier dépôt des différentes concentrations de γ-CD 

et un deuxième dépôt contenant un des différents AHPTs. Ces dépôts ont été réalisés de 
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façon à se retrouver, au final, avec une gamme de concentration en γ-CD et en AHPTs 

identique à celle que nous aurions obtenue si l’on avait réalisé une simple dilution d’un 

complexe. 

 

Ici encore, les résultats que nous avons obtenus avec ce « mélange extemporané » de 

nos molécules sont identiques à ceux obtenus avec des complexes. 

 

Ces résultats nous confortent dans l’hypothèse que les complexes se forment de façon 

quasi immédiate en milieu liquide et ce malgré une faible quantité de DMSO, solvant 

pourtant réputé dissociant des complexes cyclodextrinique (A. Marsura, communication 

personnelle). 

Pour les isolats cliniques, étant donné l’absence d’activité des principes actifs seuls, les 

valeurs de CMI des complexes AHPTs :γ-CD n’ont pas été déterminées. 

 

En résumé, nous avons démontré que l’AU complexé à la γ-CD conserve une activité 

antibactérienne sur E.faecalis et que l’AB complexé présente une activité sur S.aureus 

et E.coli. Lors de ces manipulations, nous avons aussi démontré que la γ-CD n’a aucun 

impact sur la croissance bactérienne. 

 

3.2 Cytotoxicité 

Les résultats de viabilité sont présentés dans le Tableau XLVI. Là encore les résultats 

des AHPTs seuls ont été rappelés. Les CC50 n’ayant pas été informative lors de l’étude 

de la cytotoxicité des AHPTs seuls, nous n’avons pas déterminé les valeurs de CC50 

pour les complexes d’AHPTs. 

 

Tableau XLVI : Valeurs des CI50 (µg/mL d’AHPTs ou équivalent AHPTs) obtenues par test MTT 

sur MRC5. 

 
AU AO AB γ-CD AU :γ-CD AO :γ-CD AB :γ-CD 

 
CI50 CI50 CI50 CI50 CI50 CI50 CI50 

24 h 15,1 25,2 1 >256 >256 98,9 9,75 

48 h 11,2 24,7 <1 >256 >256 73,5 3,48 

168 h 11,3 19,9 <1 >256 >256 65,8 2,55 

n=3 
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Après 24 h de traitement, les valeurs de CI50 de tous les complexes AHPTs :γ-CD sont 

toutes supérieures à celles obtenues avec les AHPTs seuls. 

 

Cette augmentation est très marquée pour l’AU et l’AO pour lesquels les valeurs de CI50 

augmentent de 15,1 µg/mL à >256 µg/mL pour l’AU et de 25,2 µg/mL à 98,9 µg/mL 

pour l’AO.  

 

Les valeurs de CI50 obtenues pour l’AB restent faibles quant à elles puisque la CI50 à 24 

h augmente de 1 µg/mL à seulement 9,75 µg/mL. 

 

A 48 h et 168 h les valeurs de CI50 des complexes AU : γ-CD  et AO : γ-CD ne varient 

que très peu. Toutefois, la variation est beaucoup plus marquée dans le cas de l’AB 

atteignant une valeur de 2,55 µg/mL à 168 h contre 9,75 µg/mL à 24 h. 

 

Ces résultats montrent que, globalement, la complexation diminue la cytotoxicité des 

AHPTs sur les MRC5, quelque soit le temps de contact entre les cellules et les AHPTs. 

 

Les valeurs de CMI et de CI50 après 24 h d'exposition, permettent de calculer les index 

de sélectivité sur MRC5 pour les complexes (IS = CI50/CMI) (Tableau XLVII). 

 

Tableau XLVII : IS des AHPTs et de leurs complexes (antibactériens) sur MRC5. 

  
AU AO AB γ-CD AU :γ-CD AO :γ-CD AB :γ-CD 

E. coli ATCC 25922 0,06 <0,09 <0,004 NA 2* <0,77 <0,076 

S. aureus ATCC 25923 1,9 0,4 <0,004 NA 2* <0,77 <0,076 

S. aureus ATCC 29213 1,9 0,8 <0,004 NA 2* <0,77 <0,076 

E. faecalis ATCC 29212 3,8 3,2 <0,004 NA 8 <0,77 <0,076 

P. aeruginosa ATCC 27853 0,06 0,09 0,004 NA 2 <0,77 <0,076 

n=3 - NA : Non Applicable - * valeurs calculées avec des CI50 > à 256 µg/mL donc 

minimisées par rapport à leurs valeurs réelles. 

 

Les valeurs d’IS sont très faibles (i.e. 0,076) pour le complexe d’AB, en raison de sa 

forte toxicité et de sa mauvaise activité antibactérienne, et ce quelle que soit la souche 

bactérienne considérée. Les complexes d’AU et d’AO présentent des IS assez proches  

(≈ 1-2), car l’AU a une bonne activité antibactérienne mais l’AO a une plus faible 

toxicité. 
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Dans tous les cas (exception faite du complexe de l’AO sur E. faecalis) les valeurs d’IS 

des triterpènes complexés avec la γ-CD sont augmentés de façon significative. Cette 

augmentation est très importante pour le complexe de l’AB avec une multiplication par 

un facteur 20 de l’IS de la molécule seule et cela quelque soit la souche bactérienne 

considérée. 

 

3.3 Activité antivirale 

L’ECP du poliovirus étant potentialisé par les AHPTs, l’activité des complexes 

AHPTs : γ-CD sur ce virus n’a pas été évaluée. Le Tableau XLVIII regroupe donc les 

valeurs de différence logarithmique des titres viraux (Δ log) pour les AHPTs, la γ-CD et 

leurs complexes. 

 
Tableau XLVIII : Δ DICC50 (en log) sur le hCMV pour les AHPTs libre ou complexés à la γ-CD. 

 

titre 

solution 

mère de 

virus 

+ 

DMSO 

+ 

AU 

+ 

AO 

+ 

AB 

+ 

γ-CD 

+ 

AU : γ-CD 

+ 

AO : γ-CD 

+ 

AB : γ-CD 

          

hCMV 

AD169 / 

MRC5 

7,77 

8,99 

7,11 

 

 

10,80 

 

9,30 

 

4,62 

 

9,49 

 

7,52 

 

9,29 

 

7,49 

Δ % titre 
 

-0,66 1,81 0,31 -4,37 0,50 -1,47 0,30 -1,50 

Δ % 

DMSO   
2,47 0,97 -3,71 1,16 -0,81 0,96 -0,84 

n=3 

 

Il reste toujours délicat de prendre en compte ou non l’impact du DMSO sur le calcul 

des Δ log des molécules avant et après complexation avec la γ-CD. 

 

La γ-CD ne présente pas d’activité sur le hCMV, au contraire, et de façon paradoxale, 

nous observons une augmentation du titre viral avec la γ-CD. 

 

Le complexe AU : γ-CD montre une activité antivirale significative puisque la 

diminution du titre virale observé est de 1,47 log. Il est aussi intéressant de noter que 

pour l’AU nous passons d’une situation de potentialisation du hCMV à une activité 

antivirale du complexe AU : γ-CD avec un Δ log qui varie de + 1,81 à -1,47. 
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Le résultat obtenu avec le complexe l’AB : γ-CD est lui aussi intéressant avec un Δ log 

de -1,50, même si l’activité antivirale de ce complexe est moins élevée que celle de 

l’AB seul (Δ log = -4,37). 

La complexation de l’AO permet d’obtenir des Δ log identiques à ceux de l’AO seul. 

 

Finalement, la complexation des AHPTs permet de conserver l’activité antiviral de 

l’AB vis-à-vis du hCMV tout en améliorant son hydrosolubilité. La complexation de 

l’AU à la γ-CD permet à la nouvelle entité d’acquérir une activité antiviral sur le hCMV 

et cela dès 1 min. de contact. 

 

3.4 Activité anticancéreuse des complexes  

3.4.1 Efficacité sur des lignées cellulaires cancéreuses 

L’évaluation de l’efficacité anticancéreuse a été réalisée sur les lignées cellulaires K562, 

K562 doxoR. Comme pour les AHPTs seuls, aucune activité anticancéreuse n’a pu être 

démontrée pour les complexes AHPTs : γ-CD sur la lignée K562 doxoR. 

 

Les AHPTs seuls n’ayant pas permis d’obtenir de valeurs d’CI50 sur les IgrOV1, les 

complexes AHPTs : γ-CD n’ont pas été testés sur cette lignée. 

 

Les valeurs d’CI50 obtenues avec les K562 sont présentées dans la Figure 33. 
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Figure 33 : Valeurs des CI50 obtenues avec les complexes d’AHPTs et les AHPTs seuls lors des tests 

MTT sur K562 à 6, 12, 18, 24 et 48 heures – n=3 

 

La γ-CD ne présente aucune activité sur les cellules K562 (CI50 >10
-3

 M) dans nos 

conditions opératoires. C’est pour cette raison que les valeurs obtenues pour la γ-CD ne 

figurent pas sur le graphique. 

 

Les valeurs de CI50 obtenues pour l’AO seul et son complexe sont du même ordre de 

grandeur et ne présentent pas de différences significatives. En effet, les valeurs de CI50 

de l’AO varient de 2,94 10
-4

 M. à 6 h à 5,93 10
-5

 M. à 48 h et celle du complexe AO : γ-

CD de 9,46 10
-5

 M. à 6 h à 8,73 10
-5 

 M. à 48 h. 

 

De façon générale les complexes correspondant aux autres triterpènes (AU et AB) 

montrent une augmentation de la CI50 donc une baisse d’activité par comparaison aux 

observations faites pour les AHPTs seuls pour un temps donné. Cependant, pour le 

complexe AU : γ-CD, les valeurs de CI50 à 48 h (1,80 10
-5

 M.) sont identiques à celle de 

l’AU seul à 6 (2,39 10
-5

 M.), 12 (2,93 10
-5

 M.) et 18 h (1,48 10
-5

 M.). 

 

Le complexe d’AB semble présenter la même tendance mais avec plus de retard. En 

effet ce n’est qu’à partir de 48 h que les valeurs de CI50 du complexe AB : γ-CD se 

mettent à diminuer passant de 1,00 10
-4

 M. à 6 h à 4,78 10
-4

 M. à 48 h, tandis que dans 
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le même temps, la molécule d’AB seule présentait une forte efficacité anticancéreuse 

avec des CI50 de l’ordre de 5,0 10
-5

 M. proche de la valeur observé  et cela quelque soit 

le temps d’incubation considéré. Ce décalage d’activité dans le temps pouvant s’avérer 

utile dans un cadre thérapeutique afin de maintenir une efficacité continue tout en 

diminuant le nombre de prise par jour de médicament, c’est un résultat qui doit être 

retenu. 

 

Au final, nous pouvons conclure que la complexation des AHPTs à la γ-CD diminue 

l’activité anticancéreuse de l’AB, n’impacte pas celle de l’AO et décale dans le temps 

celle de l’AU. 

 

3.4.2 Cytotoxicité sur les cellules MRC5 

Quelle que soit la lignée cellulaire considérée, la γ-CD ne montre aucun effet 

cytotoxique aux concentrations et aux temps considérés. 

Les valeurs de CI50 obtenues avec les MRC5 sont présentées dans la Figure 34. 

 

Figure 34 : Valeurs des CI50 obtenues avec les complexes d’AHPTs et les AHPTs seuls lors des tests 

MTT sur MRC5 à 6, 12, 18, 24 et 48 heures – n=3 

 

Les valeurs de toxicité pour l’AO et son complexe sont identiques dans le temps et se 

superposent avec celles du complexe de l’AB à 10
-4

 M. 
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Le complexe d’AB présente une CI50 moyenne de 10
-4

 M quelque soit le temps 

d’incubation. Comparé à l’AB seul, qui lui possède une valeur moyenne de CI50 de 10
-

6
 M constant au cours du temps, le complexe d’AB présente une cytotoxicité diminuée 

sur les MRC5. 

 

De façon similaire, la toxicité du complexe AU : γ-CD est plus faible que celle de l’AU 

seul avec des valeurs de CI50 mesurées (10
-4

 M à 6 h 8,49 10
-5

 M à 18 h et 6,36 10
-5

 M à 

48 h) qui restent proches des valeurs obtenues avec l’AU seul (5 10
-5

 M à 6 h 3,09 10
-5

 

M à 18 h et 2,73 10
-5

 M à 48 h). 

 

Comme pour les AHPTs seuls, nous avons calculés les IS pour les complexes, reprise 

dans le Tableau XLIX. Nous rappelons aussi les valeurs déterminées pour les AHPTs 

seul afin de facilité la comparaison des valeurs obtenues avec les molécules seules et les 

molécules complexées. 

 

Tableau XLIX : IS (anticancéreux) des AHPTs et de leurs complexes sur K562 vs. MRC5. 

IS 6h 12h 18h 24h 48h 

Γ-CD NA NA NA NA NA 

AU : γ-CD 0,10* 0,16 0,15 1,46 3,53 

AO : γ-CD 1,06* 0,74* 1,23* 1,14* 1,15* 

AB : γ-CD 0,10* 0,10* 0,13 0,14 0,21 

AU 2,09 1,51 2,09 8,35 5,06 

AO 0,31 1,09 1,34 1,21 1,69 

AB 0,10* 0,01 0,01 0,01 0,04 

n=3 – NA : Non Applicable - * calcul effectué avec des valeurs de CI50 en limite de 

gamme >10
-3

 ou >10
-4

 M. 

 

Le complexe d’AU montre un IS qui augmente avec le temps de contact, ce qui est en 

accord avec le déplacement d’efficacité anticancéreuse dans le temps, déplacement 

précédemment mis en évidence. La molécule d’AU complexée présente donc un grand 

intérêt dans un contexte de recherche et développement d’agent anticancéreux.  

 

Le complexe d’AO montre un IS, neutre sans bénéfice ni désavantage. 

 



 

176 

Résultats - Discussion 
 

Par contre, les valeurs obtenues avec le complexe d’AB sont toutes supérieures ou 

égales à 1 et augmentent jusqu'à 0,21. Pour mémoire, les valeurs d’IS obtenues avec 

l’AB seul ne dépassent jamais 0,01. Lorsque nous avons comparés les valeurs de CI50 

mesurées dans le cadre de l’évaluation de l’efficacité anticancéreuse sur K562, du 

complexe AB : γ-CD et de l’AB seul, ce dernier semblait bien désavantagé.  

 

Dans le cas du complexe de l’AB, les IS sont multipliés par 10. Cela montre 

l’importance d’incorporer la notion de cytotoxicité à ce type d’étude. La complexation 

de l’AB dans un contexte de recherche d’activité anticancéreuse est donc très 

intéressante d’un point de vue cytotoxicité pour une éventuelle utilisation ultérieure en 

thérapeutique. 
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Ce travail nous a permis de mettre en place des méthodes pour l’évaluation des activités 

anti-infectieuses et anticancéreuses de l’AU, l’AO et l’AB. Nous avons aussi démontré 

que la complexation de la γ-CD avec les AHPTs était possible et nous avons caractérisé 

les complexes d’un point de vue physico-chimique. Enfin nous avons mesuré les 

activités biologiques des complexes AHPTs : γ-CD en utilisant les protocoles définis 

dans la première partie de ce travail. 

Nous avons vu à quel point la détermination des activités biologiques est délicate d’un 

point de vue normatif. En effet, même si la détermination des activités antibactériennes 

peut s’appuyer sur de nombreux textes de référence (normes et recommandations) 

émanant d’organismes officiels (AFNOR, CLSI, CA-SFM, EUCAST) ; il n’en est pas 

de même pour l’évaluation des autres propriétés biologiques notamment antivirale et 

anticancéreuse. En outre, à l’exception des études antibactériennes, aucun de ces textes 

ne fait référence à une application thérapeutique mais plutôt à des applications en 

hygiène hospitalière ou industrielle.  

Ainsi, dans le domaine de la recherche de nouveaux anti-infectieux, parmi les études 

publiées nombreuses sont celles qui utilisent des milieux non conventionnels, ou des 

agents pathogènes issus de l’environnement et non identifiés, ou aucune molécule de 

référence (antibiotique, antifongique…). 

Pour notre part, la mise en évidence d’activités biologiques sur des molécules 

commerciales est un premier pas en avant. Les méthodes utilisées dans ce travail, même 

si elles sont basées sur des référentiels normatifs, restent discutables comme : 

 l’utilisation nécessaire d’un co-solvant bioactif (DMSO), 

 les temps d’expérimentation (temps d’incubation, temps de contact…), 

car elles gardent un aspect subjectif lié aux choix de l’expérimentateur. 

 

Nous avons réussi à démontrer que les AHPTs ont des activités biologiques certaines, 

mais très différentes malgré leur structure proche. 

Ainsi, l’AU et l’AO sont actifs sur S.aureus et E.faecalis. L’AB a une activité antivirale 

sur le hCMV. Les trois AHPTs testés ont une activité anticancéreuse sur les K562. Ces 

résultats sont en accord avec ceux de Ovesna et coll. pour l’AU et l’AO (Ovesná et al., 

2006). Et avec ceux de Wu et coll. pour l’AB (Wu et al., 2010). A l’inverse, les trois 

AHPTs testés n’ont aucune activité antifongique ni aucune activité sur le poliovirus. 
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L’objectif principal qui était d’augmenter l’hydrosolubilité par la formation d’un 

complexe d’inclusion a été atteint. Nous avons pu mettre en évidence la formation d’un 

complexe d’inclusion 1 :1 AHPT : γ-CD pour l’AU, l’AO et l’AB. 

 

L’augmentation (de 2 à 6 fois) de la solubilité des AHPTs a pu être caractérisée et 

mesurée. Ainsi, les solubilités dans l'eau des AHPTs avant et après complexation à la γ-

CD sont les suivantes : 

 0,015 mM et 0,090 mM pour l'AU 

 0,045 mM et 0,110 mM pour l'AB  

 0,060 mM et 0,125 mM pour l'AO. 

Cependant, des études complémentaires sur le mécanisme de complexation décrit dans 

ce travail sont nécessaires car un certain nombre de questions demeurent. 

Comment se comporte la nouvelle entité moléculaire que sont les complexes d’une part 

in-vitro dans les milieux de culture et d’autre part ex-vivo dans un environnement 

biologique plus proche des réalités physiologiques comme le sérum ou le sang ? 

Qu’en serait-il de nos résultats si nous reproduisions, si nous transposions notre étude 

en utilisant comme solvant des milieux biologiques complexes comme l’ont proposé 

Stella et coll. en 1999 (Stella et al., 1999) ? 

Une solution à cette problématique serait de réaliser une cinétique de libération de la 

molécule complexée dans ces différents environnements. 

 

L’augmentation d’hydrosolubilité mesurée, bien que significative demanderait aussi une 

optimisation. La compétition existante entre la libération et/ou la complexation du 

principe actif par la cyclodextrine dépend également fortement de la molécule hôte 

choisie et de ses propriétés. Ainsi, l’utilisation de cyclodextrine modifiée (de type 

hydroxypropyl gamma cyclodextrine ou gamma cyclodextrine aléatoirement méthylée) 

devrait permettre d’optimiser le paramètre d’hydrosolubilité. 

 

La question de la stabilité des complexes se pose également. Connors, en 1997 a montré 

que la stabilité d’un complexe est très fragile et qu’elle dépend fortement du solvant 

utilisé (Connors, 1997). 

 

Un autre point important à prendre en compte pour comparer des résultats est la 

concentration en molécule active de l’échantillon étudié. Dans notre étude, la 
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concentration en AB libéré par le complexe AB : γ-CD atteint difficilement 0,04 µg/mL 

Alors que Jager et coll. ont montré en 2007 (Jager et al., 2007) que la concentration en 

acide bétulinique dans un extrait aqueux brut de Viscum album (gui) pouvait atteindre 

0,9 µg/mL. Selon cet auteur cela serait dû à l’existence de complexes AB/globulines 

(végétales) qui favoriseraient l’hydrosolubilité des composés de type terpène. Ainsi le 

bénéfice thérapeutique des extraits bruts ne serait plus seulement lié aux différents 

effets synergiques possibles entre les molécules de l’extrait, mais aussi au fait que ces 

dernières se trouveraient à des concentrations plus élevées dans ces extraits que dans 

des préparations de principe actif pur. 

Il est donc possible de penser que, dans le domaine de la recherche médicale sur les 

vecteurs, ces globulines végétales pourraient ouvrir une voie vers de nouveaux 

transporteurs utilisables pour la vectorisation de molécules hydrophobes de synthèse. 

 

En ce qui concerne la détermination des activités antibactériennes, les méthodologies 

sont bien définies et le laboratoire a déjà une expérience de plusieurs années dans ce 

domaine. Le milieu de culture MH est accepté par toute la communauté des 

bactériologistes pour déterminer des CMI. Il en est de même en ce qui concerne l’intérêt 

et le choix des molécules antibiotiques de référence. Les souches bactériennes issues de 

l’ATCC servant de référence font, elles aussi l’objet d’un consensus entre les différents 

organismes de normalisation. 

En suivant ces recommandations, nous avons démontré que les AU et AO ont tous deux 

une activité antibactérienne intéressante mais limitée aux bactéries à Gram positif alors 

que l’AB est dépourvu d’intérêt dans la lutte anti bactérienne. Nous avons montré aussi 

que l’AU complexé à la γ-CD conserve une activité antibactérienne sur E.faecalis et que 

l’AB complexé présente une activité sur S.aureus et E.coli. 

Il serait intéressant comme proposé précédemment de tester ces molécules et leurs 

complexes contre des protoplastes bactériens afin de confirmer ou d’infirmer l’existence 

d’une cible pariétale.  

Des études ont proposé que ces triterpènes soient capables d’inhiber certaines activités 

enzymatiques en s’intercalant, entre autre, dans des poches hydrophobes de ces 

catalyseurs biologiques. Tester cette aptitude in-vitro sur des enzymes spécifiques du 

métabolisme bactérien pourrait aussi nous renseigner sur les cibles d’action de ces 

AHPTs. 
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L’implication dans des structures membranaires bactériennes (surtout pour la série 

hopane) devrait permettre d’envisager un possible rôle quant à la déstructuration des 

membranes biologiques lors de l’augmentation de la quantité en AHPTs dans la 

membrane bactérienne. Ce point va dans le sens des propositions déjà faites d’une cible 

membranaire qui ne serait plus accessible chez certaines bactéries mutantes. Ce type de 

question pourrait aussi trouver une réponse par l’étude de la stabilité de films de 

Langmuir en présence et en absence de ces AHPTs. Les interactions entre les parois 

bactériennes et les AHPTs pourraient également être étudiées par Microscopie à Force 

Atomique (AFM) en greffant les triterpènes sur une pointe d’AFM. 

Enfin, la sélection de mutants résistants à ces molécules pourrait aussi nous amener à 

une utilisation de la biologie moléculaire et plus particulièrement l’étude des variations 

dans l’expression de gènes liés à la résistance (et ou à la virulence) des bactéries avant 

et après traitement. Cela peut constituer une approche quant aux déterminations de 

structures bactériennes impactées par ces antiinfectieux. 

 

Pour ce qui est des normes de détermination d’activité antifongique (et sporicide) seules 

existent des normes AFNOR concernant les activités antiseptiques et désinfectantes, 

dans des domaines d’application relativement larges (agro-alimentaire, industrie, 

domestique et collectivité). Il faut ajouter deux recommandations de l’EUCAST 

relatives à la détermination de CMI pour des antifongiques en microdilution ; l’une pour 

les levures et l’autre pour forme filamenteuse sporulante. Cependant ces normes font 

appel au milieu de culture RPMI1640 alors que le milieu le plus souvent utilisé reste le 

milieu Sabouraud. Il semblerait donc intéressant de mettre en accord les normes avec la 

pratique du plus grand nombre en choisissant le milieu Sabouraud. Là encore, les études 

publiées qui proposent des résultats avec des molécules de référence ou avec des 

souches fongiques issues de banques de cellules (ATCC, CIP…) reconnues et non 

simplement isolées de l’environnement sont rares. 

 

En suivant les recommandations concernant l’étude des activités antifongiques, nous 

n’avons pu démontrer une activité biologique des AHPTs. Cependant, même si nous 

pouvons trouver dans la littérature des exemples montrant une activité biologique de 

l’AU et de l’AO entre autre sur C.albicans (Rocha et al., 2004) ceux-ci sont associés à 

des fractions chromatographiques d’extraits de plantes et non à des sources 

commerciales. Ainsi, après les conclusions que nous avons pu formuler quant à 
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l’interaction AHPTs/membranes, et connaissant les particularités des parois des 

champignons, il serait intéressant de tester nos molécules sur des protoplastes 

fungiques. 

 

Pour ce qui est de l’activité antivirale, seule existe à notre connaissance la norme 

AFNOR NF EN 14476+A1 de 2007. Cette norme présente, comme nous l’avons vu 

précédemment, de nombreux points de discussion possible concernant le choix des 

virus, des molécules de référence, d’un co-solvant et des temps de contact entre le virus 

et notre molécule. 

En suivant les recommandations de l’AFNOR, nous avons montré que les molécules 

testées, AU, AO et AB semblent accroître le titre viral des suspensions de poliovirus. 

De fait, nous n’avons pas évalué les complexes sur ce modèle viral. 

Le hCMV, virus enveloppé, s’est révélé être sensible à l’AB avec une diminution 

significative (plus de 4 log) de son titre viral. L’AO et l’AU ne présentant pas d’activité 

sur ce virus, bien au contraire puisque une augmentation du titre viral à été observée en 

présence de ces composés. Les complexes d’AU et AB avec la γ-CD ont quant à eux 

montré une activité antivirale sur le hCMV ce qui ouvrirait des perspectives futures 

encourageantes pour l’utilisation de ces complexes dans un contexte thérapeutique. 

Ces résultats d’activité antivirale ne sont pas sans poser de nombreuses questions et sans 

ouvrir de nombreuses perspectives. 

Dans notre cas, nous avons pu noter que le DMSO a une activité qui peut être estimée à 

-0,6 log de la DICC50. Mais que faire de cette valeur puisque nous ne pouvons pas 

évaluer si elle est intégralement répercutée lors du test des AHPTs et de leurs 

complexes. En mélangeant le DMSO et les agents (AHPTs, complexes, 

antifongiques…) à tester nous ne pouvons pas en l’état dire si la mesure vient d’une 

activité synergique, additive ou soustractive entre le DMSO et l’agent testé. 

Il convient de se poser la question du test des molécules non hydrosolubles lors des 

essais antiviraux (et aussi antibactérien, antifongique et anticancéreux…). Doit-on 

envisager de travailler à partir d’une masse de produit sur laquelle on dépose un certain 

volume de suspension virale (en espérant ne pas piéger de particules virales dans la 

masse de produit) ? Doit-on continuer à utiliser des co-solvants malgré les 

interrogations que cela apporte ? Doit-on développer un test qui permettrait de mesurer 

les effets synergiques en antivirale, à la manière de la technique de l’échiquier en 

bactériologie et ce afin de choisir au mieux un co-solvant ? 
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En ce qui concerne les résultats sur le poliovirus, les effets des complexes sont 

surprenants. En effet nous observons un effet potentialisant des AHPTs sur ce virus, 

avec des titres viraux augmentés avec la suspension virale traitée par rapport à la 

suspension virale de référence.  

 

La première chose à mettre en avant concernant ces valeurs, c’est de rappeler que le 

poliovirus est nu alors que le CMV est enveloppé. A cela, nous pouvons ajouter que les 

AHPTs ayant une importance dans la structuration des membranes lipidiques chez 

certains organismes vivants, ils paraissent capables d’induire aussi un déséquilibre des 

membranes du hCMV et donc de constituer une piste de chimiothérapie pour ce type 

d’infection. 

Nous pouvons, en second, rappeler que des interactions ADN/AHPTs voir 

ADN/AHPTs/ protéines de réplications ont été avancées pour expliquer les activités 

biologiques de nos triterpènes pentacycliques (Kim et al., 2000). Le hCMV étant un 

virus à ADN et le poliovirus, un virus à ARN, les AHPTs peuvent ne pas répondre de la 

même façon en fonction de la nature différente des acides nucléiques des virus testés. 

Il conviendrait donc de tester un virus enveloppé à ARN comme le coronavirus et un 

virus nu à ADN comme un adénovirus par exemple. Cela permettrait de confirmer ou 

d’infirmer l’existence d’une cible membranaire ou d’une cible nucléique des AHPTs. 

Pour expliquer le fait que le complexe AU : γ-CD ait une activité alors que l’AU seul 

n’en a pas, nous pouvons proposer que ces entités ont des activités propres et 

différentes, ce qui implique des cibles d’action et/ou des mécanismes d’action différents 

pour chacune d’entre elles. 

Nous pouvons aussi proposer comme hypothèse que l’AB et son complexe agissent 

parce que ce complexe se dissocie, non pas du fait de sa faible stabilité (sa Kf est la plus 

forte des trois) mais parce que l’AB a une meilleure affinité pour sa cible que pour la γ-

CD. Cela suppose alors d’avoir de préférence une cible en surface du virus en lien avec 

la capside ou aux protéines de surface et moins probablement à des éléments internes 

(son génome à ADN comme précédemment proposé). 

Ce modèle peut aussi être en accord avec une substitution de l’AHPT par une autre 

molécule dans la γ-CD, ce qui libérerait et « activerait » l’AHPT. La libération ne serait 

alors pas opérée de façon innée simplement du fait d’une faible Kf mais par un réel 

mécanisme d’échange. De tels modèles ont été proposés dans la littérature pour 

favoriser le relargage des molécules d’intérêt en chassant l’invité de la cavité 
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hydrophobe de la cyclodextrine à l’aide de petits peptides (2 ou 3 acides aminées ) ou 

des molécules de type chitosan ayant une plus grande affinité que les molécules invitées 

pour la CD. 

Enfin, si les complexes d’AHPTs passent la membrane, il est possible qu’ils se 

retrouvent dans le cytoplasme des cellules infectées ou à l’intérieur des virus 

enveloppés. Cela leur donne un accès privilégié à la machinerie de réplication virale qui 

n’est pas encore intranucléaire mais cytoplasmique. L’activité serait donc déplacée de 

« cytoplasmique » à « nucléaire » et en lien avec la capacité de l’AU d’interagir avec 

l’ADN viral comme précédemment décrit. Cela permet une interaction facilitée avec 

l’ADN viral et préférentiellement avec les cellules infectées et non avec les autres si 

l’AU complexé profite des virus enveloppés comme d’un « vecteur ».  

La potentialisation du poliovirus comme celle observée dans ce travail laisse un grand 

nombre de questions en suspens. Cela implique que les AHPTs soient capables de 

potentialiser une étape (certainement précoce) du cycle viral du poliovirus (adsorption à 

la surface des cellules, passage de la membrane cytoplasmique, libération de l’acide 

nucléique, multiplication virale…).  

L’activité antivirale des AHPTs demande encore beaucoup d’efforts avant d’être 

élucidée ! 

 

Concernant les mesures d’efficacité anti cancéreuse, aucun document normatif n’a pu 

être trouvé dans la littérature. In vitro, les études des effets anticancéreux de molécules 

sont de types et de formes très différentes. A la différence des études en infectiologie où 

de nombreuses normes et recommandations existent, le chercheur en cancérologie doit 

faire (et justifier…) ses choix méthodologiques. 

 

Nous avons pour notre part choisi de nous limiter à des tests de viabilité cellulaire 

(MTT) afin de montrer une différence entre la survie de cellules cancéreuses et celle de 

cellules saines (MRC5). Certes cela ne révélera rien sur les mécanismes mis en œuvre 

lors de la mort des cellules suite à leur exposition aux AHPTs ou à leurs complexes, 

mais cela a l’avantage de prendre en compte un aspect global de la cellule sans 

s’attacher à des différences qui pourraient ne pas être liées à une activité anticancéreuse 

stricto sensu. En effet, certains paramètres biologiques (dosage d’activité enzymatique, 

relargage de messager secondaire ou encore mesure de dépolarisation…) peuvent être 

mis en évidence sans pour autant entrainer une variation visible de la viabilité cellulaire. 
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Cette approche pourrait paraitre désuète mais cependant elle garde l’avantage de ne pas 

mesurer un paramètre biologique déconnecté d’un système cellulaire global (libération 

du cytochrome c/ dosage enzymologique des caspases / libération de l’AIF / mesure du 

potentiel zeta / pcr quantitative / mesure de la perméabilité membranaire…) et reste 

indépendante au maximum d’éventuels mécanismes de protection ou de compensation 

biologique (PPAR…) qui influent souvent seulement sur un de ces paramètres. 

 

Comme déjà annoncé dès l’introduction, de nombreux auteurs ont mis en avant les 

propriétés anticancéreuses de l’AU et de l’AB. Pour une grande majorité d’entre eux, ils 

ont souligné la difficulté d’utilisation de ces molécules dans un contexte thérapeutique 

du fait de leur manque d’hydrosolubilité. Il semblerait que la complexation avec des 

cyclodextrines puisse ouvrir une voie vers l’utilisation en thérapeutique de ces principes 

actifs. 

Nous avons pu confirmer sur les cellules K562, l’intérêt que présente l’utilisation des 

AHPTs comme anti leucémique, surtout l’acide bétulinique. Les activités mesurées avec 

les complexes nous ont semblé très décevantes, mais cela était sans compter sur 

l’importance de mettre en relation les valeurs de ces activités avec les valeurs de 

cytotoxicité. Nous avons ainsi pu montrer l’intérêt de l’AU et de l’AB complexé avec 

des valeurs d’IS plus favorables pour le complexe d’AB que pour l’AB seul. 

 

D’un point de vue plus général, de nombreuses pistes restent à explorer : Quelles sont 

les cibles des AHPTs ? Quels sont leur mode d’action ? Les modes d’action sont-ils 

uniques ou pluriels ? Quels sont les paramètres pharmacocinétiques et 

pharmacodynamiques des AHPTs ? Comment sont-ils métabolisés ? 

 

Les interactions ADN/triterpènes peuvent être étudiées. Une expérience de 

complexation entre un ADN (de séquence aléatoire « random ») peut nous renseigner 

quant à d’éventuelles interactions avec des acides nucléiques par une simple expérience 

de retard sur gel. Des expériences similaires peuvent être envisagées avec des 

constituants pariétaux isolés de bactéries (N acétyl glucosamine, acide N acétyl 

muramique, lipopolysacharide…) 

 

Il faudrait se poser des questions identiques à propos des complexes AHPTs : γ-CD. 
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Enfin, comme toute étude de pharmacologie préclinique, le passage de tests in vivo de 

nos molécules candidates, reste une étape importante. De trop rares études sur la 

pharmacocinétique et la pharmacodynamique des AHPTs (AO (Ji et al., 2009) & AU 

(Liao et al., 2005)) voient le jour. Ces questions devront elles aussi être élucidées avant 

un passage potentiel de ces molécules en thérapeutique humaine. 

 

Les études biologiques que nous avons menées, ont permis de montrer que les 

complexes avaient rarement les mêmes activités biologiques que les seules molécules 

invitées. En effet, soit les activités étaient préservées mais avec une cinétique différente, 

soit les activités observées étaient complétement différentes de celles attendues. 

 

Ainsi l’idée simple ou simpliste, souvent avancée qu’une complexation avec des 

cyclodextrines suffit à obtenir une vectorisation bénéfique pour les malades ne va pas de 

soi et demande, outre des études de faisabilité physico-chimiques, des tests biologiques 

appropriés avant de pouvoir envisager une application thérapeutique de tels objets 

supramoléculaires que sont les complexes cyclodextriniques. 
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Résumé 
 

Stéphane Fontanay. 

UMR 7565, Université de Lorraine-CNRS 

Complexation de triterpènes pentacycliques par des cyclodextrines 

Caractérisation physicochimiques et activités biologiques 

312 pages. 

Résumé 

Le manque de thérapies innovantes en chimiothérapie humaine incite la communauté scientifique à s’intéresser à de 

nouvelles sources de composés bioactifs. Nous pouvons citer les métabolites secondaires de plantes, auxquels 

appartiennent les acides hydroxy pentacycliques triterpénoiques (AHPTs) et plus particulièrement les Acides 

Ursolique (AU), Oléanolique (AO) et Bétulinique (AB). Ces molécules font l’objet de nombreuses études qui tendent 

à démontrer leurs propriétés : anti-infectieuses, anticancéreuses, antiprolifératives, anti-inflammatoires, 

hépatoprotectrices. Le principal obstacle à leur utilisation à des fins thérapeutiques, reste l’insolubilité de ces AHPTs 

dans l’eau. L’objectif de ce travail a donc été d’augmenter leur hydrosolubilité. 

Dans un premier temps, en accord avec les recommandations et/ou normes existantes, nous avons démontré que le 

spectre d’activité antibactérienne de l’AU et de l’AO se limitait aux bactéries à Gram positif. Aucun AHPT n’a 

montré d’activité antifongique. Seul l’AB a montré une activité intéressante sur le Cytomégalovirus humain 

(hCMV) ; aucune activité antivirale n’ayant été retrouvée sur le Poliovirus. Enfin, l’AB, mais encore plus l’AU ont 

montré une activité anticancéreuse à l’encontre de cellules modèles de leucémie myéloïde chronique (LMC). 

Dans un deuxième temps, nous avons procédé à la fabrication et à l’étude de complexes entre les AHPTs et des 

cyclodextrines. Nous avons retenu la gamma-cyclodextrine (-CD), qui présentait l’avantage de complexer les 3 

AHPTs avec une constante de formation « moyenne » à « élevée ».  Ces complexes AHPTs :-CD ont été caractérisés 

en utilisant diverses techniques : chromatographiques, thermiques et spectrométriques. Nous avons conclu à 

l’obtention de complexes d’inclusion qui ont permis d’augmenter la solubilité des AHPTs. 

Dans une dernière partie, nous avons évalué les activités biologiques des complexes AHPTs : -CD. Les résultats 

montrent que les complexes AU : γ-CD et AO : γ-CD restent actifs à l’encontre des bactéries à Gram positif (mais 

avec une efficacité plus faible) ; tandis que le complexe AB : γ-CD se révèle être actif sur certaines bactéries. Le 

complexe AB : γ-CD, et de façon surprenante le complexe AU : γ-CD présentent une activité antivirale à l’encontre 

du hCMV. Enfin, la diminution de la cytotoxicité liée à la complexation des AHPTs accroit l’intérêt des molécules 

d’AU et d’AB sur les cellules de LMC. 

 

Mots clés : AHPTS, complexation, gamma-cyclodextrine, CLHP, ACD, H1-RMN, activités anti-infectieuses, 

anticancéreuses. 

Complexation of pentacyclic triterpenes by cyclodextrines 

Physicochemical characterization and biological activities 

Summary 

The lack of innovative therapies in human chemotherapy incites the scientific community to be interested in new 

sources of bioactive compounds. We can quote the secondary metabolites of plants, to which belong hydroxy 

pentacyclic triterpene acids (HPTAs) and more particularly Ursolic (UA), Oleanolic (OA) and Betulinic Acids(BA). 

These molecules are the subjetc of numerous studies which tend to demonstrate their properties: anti-infective, 

anticancer, antiproliferatives, anti-inflammatory and hepatoprotectrive. The main obstacle to their use in therapeutic 

purposes stays the insolubility of these AHPTs in the water. Thus the objective of this work was to increase their 

hydrosolubility. 

At first, in agreement with the recommendations and/or the existing standards, we demonstrated that the antibacterial 

spectra of UA and OA are limited to Gram-positive bacteria. No HPTA showed antifungal activity. Only the BA 

showed an interesting antiviral activity on human Cytomegalovirus (hCMV); no antiviral activity was on Poliovirus. 

Finally, the BA, but even more UA showed an anticancer activity against cellular model of chronic myeloid leukemia 

(CML). 

Secondly, we proceeded to the manufacturing and to the study of complexes between HPTAs and cyclodextrines. We 

retained gamma-cyclodextrine (-CD), which presented the advantage to complex the 3 AHPTs with a constant of 

"average" to "raised". These HPTAs:γ-CD complexes were characterized by using diverse techniques: 

chromatographic, thermal and spectrometric. We concluded in the obtaining of inclusion complexes which allowed 

increasing the solubility of the HPTAs. 

In a last part, we estimated the biological activities of the HPTAs:γ-CD complexes. The results show that the UA:-

CD and OA:γ-CD complexes remain active against Gram-positive bacteria (but with a weaker efficiency); whereas 

the BA:-CD complex shows to be active on certain bacteria. The BA:-CD complex, and in a surprising way the 

UA:-CD complex presents an antiviral activity against the hCMV. Finally, the decrease of the cytotoxicity linked to 

the complexation of the HPTAs believes the interest of UA and of BA on CML cells. 

 

Key words : hydroxy pentacyclic triterpene acids (HPTAs), complexation, gamma-cyclodextrine, biological 

activities (anti-infectious, anticancerous), analytical techniques (HPLC, DSC, H1-MNR). 
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