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INTRODUCTION : quelques
de contexte

Les produits d€origine naturelle prennent de plus en plus une place importante dans I€industrie
pharmaceutique et agronomique. En effet, un certain nombre de produits chimiques issus de la
synthése organique nécessite une pharmacovigilance en raisorrgleffets indésirables.

Les stratégies de recherche de substances naturelles actives a partir de plantes sont souvent
basees sur des approches ethnobotaniques, mettant en avant [€utilisation de ces plantes en
médecine traditionnelle par les populationgales. Mais les plantes médicinales ne
representent pas l€unique reservoir en molecules potentiellement actives. De nouvelles
approches ont fait leur preuve, notamment, la prise en compte de [€+cosyst,me dans lequel se
développent les espéces végétalesettet, [€exposition augontraintes environnementales
stimule, chez certains types de plantes, des reponses d€adaptation parmi lesquelles
[€accumulation de molecules issues du metabolisme secondaire, qui se sont averes actives
contre différentes patholagg végétales et humaines.

Cette caractéristique est bien illustrée chez les plantes halophytes et xérdpbyest des
végétaux qui se développent de maniere optimale dans des conditions abiotiques extrémes.
Dans bien des cas, leurs vertositscorrél@s a leur capacitétalérer lestress oxydatif lié a

une accumulation excessive d€oxydants qui vient alterer le developpement de la plante.
Ces plantes développent ainsi un systeme antioxydant performant, souvent corrélé a une

1



grande biodisponibilité erpolyphénols (Ksouriet al., 2009 ; Ksouri et al., 2012).

Ces composés sont largement connus pour leur potentiel antioxydant, mais également pour
leur pouvoir antimicrobien qui couvre un large éventail de pathogénes qui touchent la santé
humaine et celldu végétal.

Les molécules aux propriétés antimicrobiennes peu@éet soit accumulées de maniére
constitutive, on parle alors de phytoanticipines, ou étre synthéte&esovo lors de
[€interaction avec l€agent pathog,ne, et sont alors nommees, phytesl@iacheix etal.,

2005) Certaines halophytes se trouvaidrs dotees d€un pouvoir antifongique qui peut ftre
exploité pour protéger des cultures contre les attaques de pathogenes. Ceci est illustré chez
une halophyteCakile maritima(Brassicacéegjui a montré des activités antifongiques contre

des pathogeénes de cultures (Selletmal, 2007). LEstendue des vertus antimicrobiennes des
halophytes et des xérophytes inclut un large panel de pathogenes qui touchent la santé
humaine. A titre d€exemplé€extrait d€une Xxerophyteirsium tenoreanun(Astera@es

posséde une activité antibactérienne sur différentes souches bactériennes humaines, qui se
trouve liée a la présence majoritaire de polyphénols (Latzbd, 2009) Egalement, [€extrait

d€une halphyte, Plantago major(Plantaginaceae), riche en polyphenols, s€est montre actif
contre une serie de virus (virus de I€herp,s simplex et adenovirus) (Cétiahg2002).

Face , [€smergence du phenom,ne de resistance aux traitements actuels, que ce soit en sante
humaine, ou dans le secteur agricole, des stratégies sont désormais mises en place vers un
renouvellement des biomolecules d€origine synthetique. A I€instar dainseriicro
organismes tels quRenicilliumou Streptomycegui ont servi de source d€antimicrobiens, les
plantes halophytes et xérophytes sont a intégrer dans les nouvelles stratégies de recherche.
Dans le cadre de la valorisation des ressources végétales natives des biotopes salins et arides
de la Tunisie dans les domaines pharmaceutique et agricole, un travail de criblage a donc été
réalisé pour explorer la composition chimique et les activitésodigpies de plantes
halophytes et xerophytes tunisiennes. Il s€agit de 3 xerophytésactylis serratuloides

(Cass.) DC. (AsteracéegJjrsium scabrum(Poir.) Bonnet & Barratte (Asteracée§cabiosa
maritima L. (Caprifoliacées) et de 5 halophytes Limonium virgatum (Willd.) Fourr.
(Plumbaginacées),Juncus maritimus Lam. (Juncacées), Silene succulenta Forssk.
(Caryophyllacées Atriplex tatarical. (Amaranthacées) &eluropus littoralis(Gouan) Parl.

(Poacées).

Ce criblage a été élaboré de maniere a analyser, dans un premier lesgitgs biologiques
de ces plantes sur la sant@nté humainelLe contenu des plantes sélectionnées en



polyphenols a d€abord te analyse, puis des tests d€activites biologique&témmtis en place
pour évaluer leurs activités antiradicalamatibactérienne (sur 35 souches Gram -+ et une
levure) et antivirale (virus de I€hepatite.@a cytotoxicité de ces plantes a également été
évaluéesur une lignée cancéreuse de macrophatprives d€urréticulosarcome de souris,

J774,ainsi que sur une lignée naanceéreuse, W38,

Dans un second temps, le criblage a conclrséffets biologiques des plantes étudiées en
santédu vegetal, en particulier sur [€agent causal le plus ®fgude la septoriose du blé
(Zymoseptoria tritig. Pour cette stude, une exploration de |€effet des conditions sdaphiques

et physiologiques sues propriétés antifongiquee J. maritimusa éte initiée.

Ce criblage vise a révéler de nouvelles resssuen molécules bioactives. Nous avons donc,
suite au criblage, ciblé les plantes les plus actives de maniere a déterminer les composés a
[€origine des activites biologiques. Pour cela, differentes strategies de fractionnement
bioguidé ont st¢ mises en ...ug. Certaines molécules ont été purifiées et isolées par
différentes techniques chromatographiques, puis identifiées par différentes techniques
spectroscopiques. L€activite biologique de ces molscules a ensuite te evaluee et pour
certaines d€entre elledes études ont été mises en place pour comprendre leur mécanisme

d€action.
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l. Les plantes extrémophiles réservoirs de binolécules

Il s€agit devégétaux qui se développent de maniere optimale dans des conditions abiotiques
extrémesau sein desquelled€autres vegetaux ne peuvent subsistar.sont des plantes qui

de par la nature spécialement sévére de leur milieu, ont subi une forte pdessigection

qui s€est traduite par leur capacite d€adaptation.

On distingue les halophytes, plantes tolérantes a la salinité, des xérophytes qui sont plutét
tolérantes aux conditions de sécheresse. Bien que tolérantes a des conditions abiotiques
différertes, leur mécanisme de réponses a ces contraintes se rejoignent dans la mesure ou la
contrainte saline se traduit chez la plante par une situation de déficit en eau sur le plan

physiologique.

l.1. Les plantesxérophytes

Lesxérophytes peuplent ldgotopes secs ou aridesrrespondat a un manque€eau ou ,, sa
faible disponibilité, notamment lezones a plviosité réduite et les zones arides et
sahariennes. Leurs capacités a subsister a de telles conditions est régie par deux stratégies
adaptatives, ldimitation des perte d€eau ou lstockage de l[€ealues xérophytes qui sont
capables de limiter les pertes d€eau sont dilésophytes(laurierrose; olivier ; ect.). Ce

sont des plantes coriaces caractérisées par un épiderme a cuticule épaisse ejudgerm
limiter la transpiratior{(Vartanianet al.,1984). Une autre forme diémitation des perte d€eau

se traduit par différents dispositifs geotection des stomates (stomates dans des cryptes
pilif,res, tissu bulliforme permettant I€enroulement deelailfe, poils gardant une atmosphere
humide...). Les mlacophytesont desplantes succulentesaractérisées par yrarenchyme
aquifére a cellules hypertroigles et a mucilages qui leur confére la capacité de rétention de
[€eau (Alo,s.Liliacées MesembryanthemunAizoaceées ect.)(Vartanianet al.,1984).

l.2. Leshalophytes

Les halophytes couvrent les sols salins, y compris les régions cotieres, les marais et les
sebkhas (bassin occupant le fond d'une dépression a forte sdlait®ntraing saline induit
deschangements auveau du statut hydrique de la plantéuit le contenu relatif en eales

feuilles, diminue la transpiratioet [€absorption hydrique par les racind§otune
convergence des mecanismes d€adaptation avec esxémphytesOn retrouve donc des
réponses au stress salin pardduction des surfaces foliaires permettant la diminution des

pertes d€eau, mais aussi des mecanismes de stockage de [€eau gudoeauldace caulinaire



et foliaire (parenchyme aquif,re). Il existe aussi d€autres types de mecanisme, notamment par
desglandes excrétrices de sel au niveau des feulll@séris Tamaricacégou encore par un
développement important du parenchyme palissad{giiéplex, Chénopothcées Criste-

marine, Apiacéeq)Vartanianet al.,1984).

I.3. Le syst€Eme antioxydant des halophytes et des xerophytes, une forme d,adaptation

performante

La capacite d€adaptation des xerophytes et des halophytes ne se restreint pas aux formes
anatomiques elle implique une large gamme de mécanismes physiologiques et biochimiques.
Sur le plan biochimique, les réponses aux stress hydriques et salinsntini€lnduction de
processus de détoxification des especes oxygénées réactives.

En effet, les conditions contraignantes de l[€environnement des vegetaux renforcent le pool des
plantes en especes oxygénées réactives (EOR) induisant une situation de gttast ox
Cette situation se traduit par une rupture d€un equilibre existant entranésxydants> et

les «oxydantsk%e entraSnant de multiples dsgtts comme I[€oxydation des bases de IEADN ou la
modification de la fluidité membranaire, dont les consegegrsont nefastes pour I€integrite

de la cellule(Demidchik, 2015).Ainsi, ces conditions imposent un grand défi ptes
végétaux qui ne sont pas natives des biotopes arides et salins. Chez ces V&gigptation

se traduit, en réponse au stress okfidgpar des réorientations métaboliques vers la
constitution d€une certaine capacite antioxydante determinant une resistance inachevee
pouvant aboutir , la senescence de I€individu. En contre partie, les halophytes et les
xérophytes ont acquis au cours d¢lévolution et sous la pression de sélection de
I'environnement des mécanismes adaptées au stress oxydatif. lls se trouvent équipés par
arsenal antioxydant performant leur procurant une maitri¢€sgeilibre oxydatif et donc la

possibilite de se developper, d€une mani,re optimale, dans les biotopes salins et arides.

l.4. Les halophytes et les xérophytes, sources riches en composés phénoliques

Le systeme antioxydant des halophytes et des xéropimgesn ...uer différentes lignes de
défense antioxydantes. Cellesci comprennent des antioxydants enzymatiques et non
enzymatiques qui contrélent les niveaux des oxydants et réparent les dommages oxydatifs

cellulaires. la composante non enzymatigest représentée par lastioxydants de faible
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poids moléculaire qui sont connus par leur roleiegeurs de radicaux libres< tels que les
vitamines C et E, les terpénes et les phénols (Matkowski, 2008). Différentes études qui ont
exploré le pouvoir antioxydant des halophy&tsdes xéphytes se sont focalisées sasd
composédargement connus pour leur pouvoir antioxydant, les polyphéneidant qu€ils
occupentune position déterminantdans & composante non enzymatique systeme
antioxydant des halophytes et des xéxteh(Fallehet al, 2008; Fallehet al, 2009; Ksouri

et al.,2009; Ksouriet al.,2012)

En effet, les stress hydriques et salins affectent négativement les contenus en polyphénols
dans les tissus des végétaux non tolérants a la salinité esécHaressequi se trouve
egalement comme etant [€une des causes de la vulnerabilite de leur syst,me antioxydant. La
diminution des composés phénoliques prend origine de la perturbatiopridegpaux
processusle I'activitévitale de la plante suite a whoc hydrique ou sali(Stocker 1961). La
capacité photosynthétiqudes plantes se voittoujours diminuéedans ces conditions
(Maximov, 1931), de ce fait, les produits initiaux de ldiosynthes des polyphénols
pourraient faire défaut. Lhaisse dda transpiration eta fermeture des stomates sont aussi
observées. lIs sont suivis d'uaggmentatiore la température au nivedas feuilleqZeltich,

1967 qui pourrait étre une cause de la diminution des taux de polyphénols. Les contraintes de
salinité et de sécheresse peuvent également engendrer un choc osniatigaady 1952).

Dans ce cade principal systemeénergétiquales plantesessede fonctionnerpendant une
période prolongéeCe qui,ason tour, entraine inévitablement un ralentissermesprocessus
synthétisants, gbarmi eux, trésvraisemblablement, ceux impliquéans la formation des
noyauxaromatiques.

D€autre part, les situations de stress entraSesnhodifications physiques desmbranes
chloroplastiques ou bieleur destructia, provoquant la libératiomlans le cytoplasmee
certainesenzymestelles que les hydrolases et lesydasescontenuesnitialement dans les
organitescellulaires Stocker 1961). La disparitionde la compartimentatiofaciliterait, soit

la dégradatiordes molécules phénoliques, pkr mise en conta@vec desnzymes, soit leur
migrationvers d€autres organes.

L€ensemble de ces phenom,nes sont observees , une tr,s faible schelle chez les halophytes et
les xerophytes. A titre d€exemple, une xsroph@essypiunanomalumMalvacée} soumise

» un choc hydrique, n€a montre qu€une tr,s faible diminution de son contenu en polyphenols
alors que d€autres esp,ces@assypiungui ne sont pas résistantes a la sécheresse ont montré
une baisse importante en pphénols (Brzozowska et Hanower, 1976Rour certaines

halophytes, [€accumulation en composes phenoliques est stimulse dans des conditions de
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salinite accentuees. LEexemple Aaethum graveolernaultivéedans un miliewa forte salinite,

s€est montre capée de quadripler le contenu ph@ique dans les racines et de le tripler au
niveau des pousses (Meht al.,2012). Cet enrichissement en polyphénols totaux est un
mecanisme d€adaptation des plantes ,, la salinite car les composes phenoliques ameliorent les

effets ioniques de NaCl dans les tissus (Pazidd., 2004).

Il . Les composés phénoliques

Les compoésphénoliques sont des métabolites secondaires qui constituel@sgroupes le
plus représentéet largement distribuélans le monde végétal avptus de 8000 structures
phénoliques. L'élémerdtructural fondamental qui les caractériselagtrésence d'au moins
un noyaubenzénique auquel est directement lié au moingranpement hydroxyle, libre ou
engagé dans une autre fonction: éther, ester, hitér@Bruneton, 2015 ; (Eapongical,
2016).

Les composés phénoliquess végétaux sont issusdisux grandesoiesde biosynthése

- La voie des phénylpropanoides (C8) ou de I€acide shikimique qui conduit ,, la synth,se
de certains acides aminasmatiques comme lafthénylalanine et/ou la-tyrosine puis par
désamination de ces derniers, aagides cinnamiques ei leurs dérivés comme les

coumarines.

- La voie des flavonoedes, combinant la voie des phenylpropanoedes et celle de I€acide
acétigueconduisant aux polyacétatéses acides benzoiques, composeés efCCHsont issus

de la dégradation oxydante dmsdes cinnamiques quhydroxy-cinnamiques ce qui conduit

» la formation d€acidelsydroxybenzoesques. L€«laboration du squelette flavonode6€Di3-

C6 est effectuée par tdnalcone synthase. Pour que cette enzyme soit fonctionnelle, il faut que
[€acidep-coumariquesoit active sous la forme d€acigecoumarigueCoenzyme A par une
CoA-ligase nonspécifique. Le précurseur ainsi activé pourra iréagec trois molécules de
malonytCoA. Par la suite, la cyclisation du triacetate s€effectue selon la reaction de Claisen
et conduit a la formation&line chalcone, la 44216 tetrahydroxychalcone (Bruneton, 2015).

Une cyclisation conduira , [€obtentiodu noyau flavone, intermédiaire de la synthese des

flavonoides, des tamé condensés et des antho®sfigure 1)



Figure 1. Voie de biosynthése simplifiée désvonoides

Il existe donc différentes classes de polyphénabsy y trouveles acides phénoliques, les

flavonoides, lestilbénoidest les tanins.

Il.1. Les acides phénoliques
Un acidephénol (ou acide phénolique) est un composé organigue possédant au moins une
fonction carboxyliquest unhydroxyle phénoliquélgnatetal., 2011).lls sont repésentés par

deux souslassesles acids hydroxybenzoiqueet lesacides hydroxycinnamiqus.

[1.1.1. Les derives de l,acide hydroxybenzofque
lls derivent de |€acide benzoeqe¢ ont une structure de base de typeQl§Ignat et al.,
2011). Ces acides hydroxybenzoiques sont trées communs, ausssdusnforme libre que
sous forme d€esters ou d€heterosides (Bruneton, 20EH)le@ul).

Tableau 1 Exemples de derives de I€acide benzosmglentifiés chez des plantes halophytes (Ksetidl, 2012)

Squelette Composé R1 R> R3 R4
Acide vanillique H OCH; OH H
Acide gallique H OH OH OH




[1.1.2. Les derives de l,acide hydroxycinnamique

lIs ont une structure de base de type@X(Ignatetal., 2011).Les fonctionsphénos (OH)

de ces dérivés peuvent aussi étre méthy@sCHs) (Tableau 2

Tableau 2.Exemples de derives de I€acide hydroxycinnamique rencontres chez des plantes hal(ifsotes

et al, 2012).
Squelette de base Composé R1 R> R3
Acide p-coumarique H OH H
Acide férulique OCH; OH H
Acide caféique OH OH

I1.2. Lesflavonoides

Les flavonoidesont les composéles plus abondants parmi tous les composés phénoliques.
Ce sont des pigments quasiment universels des végédtaurterviennentaussi dans les
processusle défense contre le rayonnement UV, les herbivores et les attaques microbiennes
(Bruneton, 2015)Le terme flavonoide regroupe une trés large gamme de composés naturels
polyphénoliques. On dénombre prés de 6500 flavonoides répartis en 12 (Fadskigt et

al., 2002) et leur nombre ne cesseatoitre. Par définition, lesflavonoides sont des
compogs qui ont en commun la structuee C6-C3-C6 du diphénylpropanéFigure 3, les

trois carbones servant de jonction entre les deux noyaux benzéniques notés A et B forment

généralement un hétérocycle oxygéné C (De Rijka., 2006).

Figure 2. Structure de base des flavonoides
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On peut distinguer dans les flavonoideso sensusles flavonoides sfricto sensy qui
regroupent ledlavones, les flavonols, les flavanondss dihydroflavonols)es aurones et

chalcones des dérivés flavaniqueispflavonoidest anthocyanosides (figure 3).

Figure 3. Structure de base des différentes classes des flavonoides

[1.2.1.Lesflavonoides au sens strict

Flavones, flavonols

Il s€agit decxomposés les plusombreux de ce group®ansces molécules, le cycle A est
dans 90% des cas substita deux hydroxyles phénoliques C5 et en C7. Ces hydroxyles
peuvent étre libresou esterifiss, l€un d€entre eux peut ftre engage dans une liaison
hétérosidique (Bruneton, 2019)e cycle B est subistie dans 80% des cas en CA4£€, les
substitiants sont des group#®H ouZOCH; (Bruneton, 2015)Lesflavones etes flavonols,

ainsi queleurs hétérosides estniverselle, maiscertains schémas de substitution sont
spécifiques a certa@s familles Le tablau 3 présentales exemples de flavones et de

flavonols identifies chez des plantes halophytes
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Tableau 3 Exemples délavones et de flavonols identifiés chez certaines plantes halophytes (&salri

2012)
Squelette Composé Ry R,
Apigénine H H
Lutéoline H OH
Kaempférol OH H
Quercéine OH OH

Flavanones et dihydroflavonols

Ces molscules sont caracterisees par [€absence de dbaisten en 2,3 et par lprésence de
centres d€asymetrie (Bruneton, 2015). Chez les flavanomatgreles, le C2 est de
configuration 2S, alors que les dihyflawvonols sont de configuratio2R, 3R, le phényle et
[€Ehydroxyle etant enposition trans. Le tableau 4 présentdes exemples d#lavanones

identifiés chez des plantes halophytes

Tableau 4 Exemples délavanonesdentifiées chez des halophyté8enaissat al, 2013

Squelette Composé Ry R>
Naringénine H H
Eriodictyol H OH

Chalcones, aurones

Les chalcones dépourssi de |€heterocycle central, sont caracterises parpresence d€un
chainon trtarboné, cétonique,* -insatue (Ferrazzanet al, 2011).Si les substitutions sur le
noyau Asontsouventidentiques a celles desitres flavonoidese noyau B estréquemment

monosubstitué ounon substitué (Bruneton, 26). Les aurones sortaractérisées par une

structurede 2benzylidénecoumaranone.
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[1.2.2. Les autres flavonoides

Anthocyarosides

Cesont les pigments les plus répandhsz les plantes vasculaires (Castaffledandoet al.,
2009). lls sont responsables detdoration rouge, rose, mauve, pourpre, bleue ou violette de
la plupart des fleurs et des fru{d/u etal., 2006). Leur structure de base est caractérisée par
un noyau « flaylium » généralema glucosylé en position C3les génines sont alors dits
anthocyanidols et les hétérosides appelés anthocyanogilmsquet et al., 2000).

Les anthocyanes se differencient par leur degre d€hydroxylation et de methylatipay la

nature, lenombre et la position des oses lida inolécule (Castafiedavandoetal., 2009).

Dérivés flavanigues

Les flavan3-ols peuvent avoir deux origines selon I€spim,re en 3. Les (2Sl&8&n-3-ols
(comme la (Hcatechine) proviennent de la reduction d€un precurseur fle8drdiol par une
leucoanthocyanidol réductase, alors que les (2RflaRan3-ols proviennent de la réduction
d€anthocyanidols par une anthocyanidol reduct@ss. flavar3-ols representent |€slsment

structural de base des tanins condensés (Bruneton, 2015).

Isoflavonoides

Ces composés sont moins répandus taxonomiquement que les peédantetrouvent
principalement chez les Fabacémsils sont tres actifs en tant gpbytoalexines synthétisés

par exempleen réponse a une attaque par un pathogémerazzanoet al., 2011).

Cette specificit est probablement due , la presence dans cette famille de l€enzyme
responsable du réarrangement dephZnylchromone (flavone) au-ghénylchromone
(isoflavone) (Brunetor015. Parmitous les isoflavonoides répertoriés dans leaeagggétal,

la catégorie la plus largement représentée est celle des isoflavones non glycosylées.
Les isoflavones glycosylées quant a elles, existent mais sont plus Cagbgc@sylées et
exceptionnellement-glycosylées).

I1.3. Les stilbénoides

Cette nomination souligne la parenté biogénétique avec les flavontigestilbénoides
regroupent les composés qui possédent deux noyaux benzéniques séparés par un pont éthane
ou éthene (bibenzyls et stilbénes), ainsi que les produits qui leur somtb&gyement

rattachés (phénanthrenes, 9dibydrophenanthr,nes’) (figure 4) (Bruneton 2008).
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Figure 4. Structures de base de stilbénoides

[1.3.1. Les stilbénes etes bis(bibenzyls)
Les stilbénes ont une structure enC&C6 : deuxcycles benzéniques sont reliés par deux
carbones, euxnémes unis par une double liaisdls. existent généralemensousla forme
(trans-1,2-diphényléthylene E-Stilbene) lls peuvent étre libres ou hétérosidiques, parfois
polymeériques. lls sont présentsndade nhombreuses familles de végétaux supérieurs (la vigne,
[€arachide’). Les bis(bibenzyls), rares chez les vegetaux, sont caracteristiques des

HépatiquegBruneton, 2008)

[1.3.2. Les phénanthrenes
Les phénanthrenes sont formés peois cycles benzeéniqueslls existent sous forme,
monomerique, dimérique et trimérigu@lus de 200 structures sont caractérisées. lls sont
surtout presents dans une cinguantaine d€esp,ces d€Orchi(Baseston, 2008)La figure 5
présentales aemples de érivés phénanthréniquetentifiés chez des plantes halophytes
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Juncusol Dehydrojuncusol
Figure 5. Exemples delérivésphénanthéniqueschez des halophytéduncus)EI-Shamyet al.,2015
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Il.4. Lestanins

Les tanins représentent une classe trés importante de polyphénols localisés danwmles
(AguileraCarbo et al, 2008. Ce sont des composés phénoligues ayant une masse
moléculaire comprise entre 500 et 3000 Da et qui présentent, a coté des ré&dadgigaes

des phenols, la propriete de precipiter les alcaloedes, la gelatine et d€autres proteines
(Fogliani, 2002. Sur le plan structurabn distingue les tanins hydrolysablesters d'acide
phénolique, des tanirndenségplutdt despolyméres de gghydroxyflavan3-ols (Fogliani,
2002).

[1.4.1. Les tanins galliques ou hydrolysables
Ce sont des esters de I€acide gallique ou de ses deriveparéiculier [€acide ellagique,
associés a un polyol (habituellement le glycose) (Clifford, 2008).sont divisés en
ellagitaninset en gallotaninsCes tanins subissent facilement une hydrolyse acide et basique,
ils s€hydrolysent aussi sous |[€action enzymatique (Cehedg 1998).La figure 6 présente
des eemples d€ellagitanins chies halophyts.

Punicalagine Punicaline

Figure 6. Exemples d€ellagitanins chez une esp,ce halopfAgsinalia catappdCombretacées))
(Ksouriet al, 2012)

[1.4.2. Les tanins condensés
Appelés aussi proanthocyanidines, les tanins condensés sont des polyphénols de masse
molaire élevée. lIs résultent de la polymérisation autooxydative ou enzymatique des unités de
flavan3,4-diols liees majoritairement par les liais® C4C8 (parfois C4C6) des unités
adjacentes, et se nomment ainsi proanthocyanidines de type B. Lorsque la condensation se
produit entre les unités adjacentes par la liaisoitC84t par une liaison d€sther additionnelle
entre C2 et C7, les proanthocydines sont dits de type A (Wollgasital., 2000).
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lll . La richesse des plantes halophytes et xérophytes en polyphénols leur procurent

diverses vertus antimicrobiennes

Les plantes halophytes et xérophytes présentent une grande biodisponibilité en jptdyphén
qui peut ftre consideree, en soit, comme une forme d€adaptation au stress oxydatif. Ceci dans
la mesure ou ce stress se trouve étre responsable de la diminution des polyphénols chez les
végétaux non tolérants a la salinité et a la sécheresse comssgjgence de la vulnérabilité

de leur systéme antioxydant.

Les composés phénoliques sont largement connus pour leur pouvoir antioxXyelamti

réside dans I'élémestructuralfondamental qui les caractérisejtda présence d'au moins un
noyau benzénique auquel est directement li€ au moins un groupement hydroxyle, libre ou
engagé dans une autre fonction: éthstere hétéroside (Bruneton, 2Q0&aponjac l.,

2016). Cette particularité structurale donne a la fonction phénol un caracteexigeisjue

les autres groupements alcooklle perd facilement un proton pdi@rmer I'ion phénoxy. La

perte d'un hydrogene engendre la formation d'un radical fortement stabilisé par mésomérie
C'est cette réactivité chimique qui confere acemposés phéthques leur caractere
antioxydant (Naczka et Shahidi, 2004).

Les sites et le nombre des groupements hydroxyles sur les groupes phénoliques sont
égalementsupposés étre reliés a leur tatdcenvers les microorganismes. En effettaux
d€hydroxylation & directement proportionnel a la toxicité (Cowan, 1999). Il a été aussi
rapporté que plus les composés phénoliques sont oxydés et plus ils sont inhibiteurs des
microorganismes (Scalbert, 2Q05Les polyphénols sonten effet doté d'activités
antimicrobiemes La diversite structurale existante au sein des polyphenols s€accompagne par
des differences en terme d€activites antimicrobiennes qui couvre un large panel de
pathogeneslLa capacité que procurent les composés phénoliques aux plantes halophytes et
xérophytes pour résister auxragsionsde l€environnement se trouveltncimpliquée dans
d€autres applications, notamment contre des pathodmedantes cultivées, et méme des

pathogenesgui touchent la santé humaine.
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[1l.1. Applications dans la lutte biologique contre les pathogenes des plantes cultivées

[l .1.1. Les polyphénols offrent aux halophytes et aux xérophytes un pouvoir

antifongique prometteur sur les pathogenes des cultures

Les polyphénols, constituamsaturels des défenses du végétal

Les polyphenols sont des constituants des defenses naturelles des vegetaux contre [€attaque
des pathogenes. lIs sont impliqués dans différentes lignes de défense. lls interviennent comme
des phytoanticipines suivant des rires physiques, mais aussi par leur présence dans les
tissus vegetaux avant [€infection. Les phytoanticipines peuverure des acides
phénoliques, des flavonols, des isoflavQnésattanzio et al., 2001). Les polyphénols
interviennent également parlerdle de phytoalexines, qui sont synthétidésnovolors de
[€infection. Ceuxci comprennent ds isoflavonoides, les flavans, leslbsihes et les
phénanthrénesLéttanzio et al., 200]). Différents exemples de phytoanticipines et de
phytoalexines onété trouvés chez les plantes cultivées. Pour les phytoanticipines, des acides
féruliques, pcoumariques et syringique sont généralement trodaés les cultivars de blé
(Vidhyasekaran, 2008 Pour les phytoalexines, peu sont en relation avec la résistance
variétale (Corbaz, 1990)€exemple le plus connu est celui desvératralun stilbéne produit

par la vigneen répons@ uneattaque paun pathogeneBotrytis cinerea

Les polyphénolsdans la lutte biologigudes pathogenes de cultures

La performane du systeme de défenstes culturegjui est perpétuellement confronté aux
attaques des pathogénes, peut devenir insuffisante face a certaines invasions, notamment le
cas des varistes sensibles d€une muoiture, ou lorsque I€individtgégétal se trouve fragilisé

par les contraintes de [€environnemés solutions chimiques sont souvent déployées a
grande échelle, offrant satisfaction a court terme, mais qui ont cumulé des dégats au niveau du
cultivar. La fortification du systéme defdase des cultures par des composés phénoliques
s€est introduite dans la recherche de substances actives dans le domaine de la lutte biologique.
Certains acides phénolique&agide chlorogéniqué,acide quinique, l'acide férulique, ect.)

sont des inhibéursin vitro de différents agents pathogénes fongiqiles culturegLattanzio

et al., 2001). Alors que d€autregacide 25-dihydroxybenzoiqueet l'acide 2,5
dimetoxybenzoiquesont efficacesn vivo contrela germination des sporet la croissance
mycélienne deehampignons pathogends différentes cultureB06trytis cinerea Sclerotinia

sclerotiorum Penicillium digitatum ect.) Lattanzioet al.,1996).
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Les composégphénoliques semblent inhibée développement de pathologies &despar
différents mécanismes impliquant linhibition des enzymes fongiques extracellulaires
(cellulasespectinases, laccase, xylanase,)etinhibition de la phosphorylatiooxydantedes
champignonsla limitation des substrats utilisés par le pagRne,et I'activité antioxydante

dans les tissus végétaude(shet al., 1989; MacRae et al., 1984; Scalbert, 1991).

Pour cette derniére, les plantes halophytes et de xérophytes se sont introduites comme des

ressources en composés antimicrobiens.

Potentialités des halophytes esdkérophytesontre lepathogenes deultures

Différents exemples de ces plantes ont montré une activité antifongique sur des pathogénes de
plantes cultivées, notammefibellungiella salsugineéBrassicacéegPedraset al., 2009) et

Cakile maritima (Brassicacées)(Sellam et al, 2007) qui ont montré des activités
antifongiquessurdivers pathogenes d@sassicaceefAlternaria brassicicolaleptosphaeria
maculans Rhizoctonia solanet Sclerotinia sclerotiorum Les phénanthrenes, connus pour

leur réle de phytoalexines antifongiques chez les Orchidées (Bruneton, 2015), sont retrouvés
chez certaines halophytes, notamment chez les Juncacges.duiggere qu€un phenanthr,ne

(le juncusol) deJuncus roemerianug2gulerait les populationgde Bacillus dans |s marais
(Chapatwalaet al.,1981).L€emploi des halophytes et des xerophytes dans la lutte contre des
pathogénes qui touchent les plantes cultivées sed@pire exploite, particuli,rement dans le

secteur du blé quast place en avant dans les strategies d€amelioration de la production.

[l .1.2.Zymoseptoria triticj un despathogenes menacants des cultures de blé

Le blé est la culture la plus répandue au monde. Au sein de I'Union européennegde blé
passé de laleuxiéme culture alimentaire la plus importante (apres le riz) au statut de la
céréale la plus importante (Fones et G@015). Les parasites et les atge pathogénes
constituent un défi sérieux et persistant pour l'industrie du blé. Parmi les agents pathogénes du
blé, on trouveZymoseptoria triticilanamorpk : Mycosphaerella graminico)a Il s€agitde

[€agent pathog,ne le plus frequedé la septorioselu blg induisant des pertes de rendement
allant jusqu'a 50% (Ponomarendbal.,2011).

Présentatiort cycle biologiguale Zymoseptoria tritici

Z. tritici est un champignon parasite Ascomyceéte. Idestypehémibiotrophe impliquant une

sénescenceestissus hétegui commenceavant laphase rproductive de [€agent pathog,ne.
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La reproduction deZ. tritici est de naturesexuée ou asexeéselon les conditions
environnementales. La reproduction sexuee implique la production d€ascospores qui
constituentla source principale d€inoculum primaire pour initier la malddiéa septoriose.

Les ascospores sont dissémipés le vent sur déongues distances permettdatsurvie du
champignon en l[€absence de plante h'te (Sandetddampton,1978; Shawet Royle, 1989

; Suffertet al, 2011).

La reproduction asexuée implique la production pcnidiospores,qui se déroule
majoritairementdurant la phase épidémique de la maldHi# et al, 1989; SaintJeanet al,
2004) (figure 7) Au contactde la feuille, une spore va germer ddes conditions
environnementales favorablesefnpératureset humidité) Magboul et al, 1992). Le tube
germinatif pénétre dans les tissus hotesles ostiolesdes stomates (Duncan et Howard
2000). Apr,s I€infectim initiale, une période de latence apparait, durant laquelle il y a une
progresion peu destructricedes hyphes mycéliens dans les espaces interceltuldiee
développement du champigm s€intensifie ensuiters de la mise en place des appareils
reprodudeurs (pycnides)ket conduit a lalestruction des parocllulaires (phase nécrotrophe)
(Lovell et al, 2004). Dans une troisiéme étape, la sporulation, les sporegsuditites dans
les pycnides(pycnidiospores). Ellessont couvertes d€une gelee protieet (le cirrhe
constituée de sucres et de protéines hydrophHesirief 1969). En conditions de forte
humidité, ce mucilage sporifére est exsetiée dissout dans le film d€eau tapiskafduille,
permettant ainsi ldissémination desgpsres sur laurface foliaire Fitt et al, 1989).Au final,

les pycnidiospores se disperseia|€sclaboussement de goedtde pluie.

Figure 7. Cycle biologique simplifié d&ycosphaerella graminicoléAgrios, 2005)
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Effets sures cultures de blé

Au niveau des symptdmes macroscopisjua septoriose engendrée Batritici se manifeste,

apr,s la periode de latence, par [€apparition de taches (ou lesions) sur les feuilles. Lorsque les
lésions sont arrivées a maturité, les fructifications du champigimyenides et/ou
pseudothécies) deviennent visibles sous la forme de petits pointa hissirface des feuilles
(Gigot, 2014)(figure 8.

Figure 8. Lesions sporulantes ,, la surface d€une feuille de ble (Gigot, 2014)

Le développement de taaladie sdraduit par la coalescence desions et I€acceleration de

la $nescence des tissus infect®elfert,2003). L€affection deslerni,res feuilles sous [€«pi,
impliquées dans le remplissage des grains se traduit par une grande baisse de rendement
(Thomaset al, 1989). Dans les cas de fortes incidences, les pertes de rendement peuvent aller
jusqu'a 50% (Ponomarenksd al.,2011).

Les moyens de contrble actuels et le probléemesistance d&. tritici

Les moyens de contréle dgmoseptoria triticsont essentiellement chimiques. Le traitement
repose sur l€empldie fongicides synthétiques classiques, tels que les inhibiteurslde-la
déméthylase (IDM)et les inhibiteursde la succinde déhydrogénaséSDHI). Les IDM
appartiennent a la classesinhibiteurs desstérols membranaires (IBSEertaines familles
chimiques des IDMbnt étéretirées du marchéd.a famille chimique comprenant le plus
grand nombre de maléles actives est celle deszoles ; on ne compte pas moins de 18
substanes. Les fongicides triazolés inhibent ldosynthése des stérols, constituants essentiels
des champignons, ebloquant la G, déméthylasgRocher., 2004)Les inhibiteurs de la
succinde déhydrogénasgqSDHI) sont des moléculesnhibitrices de la respiration
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mitochondriale lls ont déclench@&es phénomeénes de résistance chez certains champignons
(Rocher., 2004)Pour le traitement de la septoriose, ils smiventassociés a des triazoles.
L€smergence des formes resistantesZddritici est une réponse a une utilisation massive des
fongicides.En effet, | y a mobilisation jusqu€, 70% de l€usage annuel des fongicides en
Europe.La famille des triazoles se voit aussi touchée par ce phénomene. La sensibilité de la
septoriose aux triazoles, bien que plus progressive en comparaison avec l€smergence de la

résistance au$DHI, se trouve en évolution continuggn.,2014).

Un besoin apissant en la réintroduction des moyens de lutte biologique

Sous la pression conjuguee d€une reglementation plus restreinte et des actions en faveur de
[€Eenvironnement, une strategie raisonnee moins dependante des fongicides synthetiques est en
train de sedévelopper.Au cours de la derniere décennie, de nombreux pesticides ont été
retirés du marché. Les changements dans les processus de réglementation au sein de I'Union
Européenne devraient également réduire la disponibilitgftegentsfongicidessur lemarche

(Jesset al, 2014).L€investissement dans des varistes de ble resistantes se presente comme
stant [€alternative la plus simple. Cependantie résistance€estjue partielle, etles pertes

de rendement, bien que moindres, subsistent. La réuttiod des fongicides d€origine
naturelle se voit de plus en plus comme étant une alternative prometteuse.

Les agents de contrble biologique includas extraits et decomposés provenant de plantes
(Ravensberg 2015) Certains fongicides commercialis&®ont formulés avec e$ huiles
essentielles, mais leunsodes d'actiomestent pour la majoriténconnus (Dayaet al, 2009).

L'extrait de Reynoutria sachalinensisonstitue l'ingrédient principal d'un fongicide
commercialisé (Milsarfg qui est efficace antre un large éventail de maladies végétales.
(Dayan et al, 2009). BaysaGurel et Miller (2015) ont confirmé l'effet protecteur d'une
nouvelle formulation de I'extrait d. sachalinensisommecialisé sous le nom de Regélia

par Marrone Bio InnovationgDavis, CA, USA) sur la tomate produite soserre contre

I'oidium.

Dans la lutte biologique contre la septorioseué la laminarire (Vaccipanf, Goémar,
France), un polysaccharide de faible poids moléculaire défiuge algueaminaria digitata

est enregistrén Franceomme inducteur dea résistancelu blé aZ. tritici.

A I'heure actuelle, les biofongicides ne détiennent que 5% du marché mondial de la protection
des cultures, mais ce segment de l'industrie devrait augmenter de 8,84% ptgigman
plus de 7% de la protection totale des cultures d'ici 2025 (Olson, AD€6Y. [€interft de
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rechercher des sources natureld@agents antifongiques efficaces, notamment chez les

halophytes et les xérophytes.

l1l.2. Applications dans la santé hunaine

[11.2.1. Les halophytes et les xérophytes, des sources prometteuses en polyphénols

anti-infectieux

L€organisme humain, constamment expose , une multitude de bwgr(bactéries, virus,

ect), posséde un systeme complexe de défense qui lui perrs€bgposer ,, leurs invasions,

et proteger ainsi I€integrite des tissus. Lorsginfectionest grave, le systeme de défense
n€arrive plus , la maStriser et il y a recours aux therapies (antil@stiyaccin,’). Les
microbesexposés aux thérapies sur une longue période ne peywves€adapter et generer

des résistantdeés lors, €sous la pression des effets secondaires de certaines thérapies qui
sont devenus non négligeables, des stratégies urersenouvellement dé€arsenal des
molécules antinfectieux sont désormais envisagées pour faire face a ce probleme de santé
publigue émergent A I€instar de certainsnicro-organismes tel que I€enicillium ou
Streptomycegjui ont servi de sourcd€aninicrobiens les plantes halophytes et xérophytes

de part leur richesse en polyphénols, sont a intégrer dans les nouvelles stratégies de recherche

d€antiinfectieux.

Le pouvoir antimicrobien des polyphénols couvre une large gamme de pathogénes humains

Les composés phénoliques sont largement réputés pour leur pouvoir antimicrobien qui couvre
un large eventail de pathog,nes. A titre d€exempéacide gallique d€epigallocatchine
gallate sont capables d€inhilpdusieurs souclssbactériennes et fongige€Bacillus subtilis,
Staphyococcus aureys Candida albicans, Escherichia coliPseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhi, Vibrio CholeraeMicrosporum gypseumet Helicobacter pylor)
(Chanwitheesulet al., 2007; Hatano etal., 2008) L€acide galliquepossedetgalementes
activités contre le virus de I[€herp,s HSY et le virus de la grippe Pl (type3).
D€autres polyphenols, notammedat genisteine, ainsi que d€autres flavonoedes (quercstine,
kaempférol, 3méthylkaemferol et gigallocatechine gallatesont actifsn vitro sur plusieurs
souches virales, notamment sule rétrovirus HIV responsable du syndrome
d€immunod-sficience acquise (SIDf)ndreset al, 2009; Christinaetal., 2009)
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Les mécanismes responsables de la toxicité des polyphénoles envers les microorganismes sont
trés complexes, probablement dues & la grande diversité structurale existante au sein des
polyphenols. A titre d€exemple, les flavaB®ls, les flavonols et les rnains ont regu une

grande attention pour leur large spectre et forte activité antimicrobienne, mais aussi pour leur
capacité a intervenir sur un grand nombre de facteurs de virulence microbienne, y compris
[€inhibition de la formation de biofilms, la redian de [€adhesion aux ligands de I€h’'te et la
neutralisation des toxines bacteriennes, ainsi qu€, leur capacite d€stablir une synergie avec
certains antibiotique¢Daglia, 2011) Les flavonoides interviennent également a différents
niveaux de |€infectionirale. LEexemple de lgénistéinequi peut intervenir ennhibant la

PTK (Protéine kinasale [€entree du virus), la phosphorylation de la glycoproteine E et
d€autrepolypeptides viraux (inhibition de [€assemblage du virus), ou en inhibant [€expression

decertains genes virauAndreset al, 2009).

Les potentialités antimicrobiennes des halophytesestx@rophytesu service de la santé

humaine

Différentes études, qui ont exploré les potentialités antimicrobiennes des halophytes et des
xerophytes sur des pathog,nes de [€organisme humain, ont montre qu€elles sont liees ,, la
présence majoritaire de composés phénoligRasexemple, difféerentes esgs d€halophytes
(Eryngium maritimum(Apiacées) Crithmum maritimum(Apiacées)et Cakile maritima
(Brassicacég¥ au potentiel antimicrobienmarqué sur différents types de pathogénes

possedent une richesse en composés phénolibiged-Duros etal., 2008.

Activités antibactériennes. L€activite des halophytes et des xerophytes sur des bacteries
pathogenes est illustrée par différents exempl€sxtrait deTamarix gallica (Tamaricéep
dont les composés majoritaires sont lagonoides(isoquercétinecatéchine ect) a montre

une activité sudifférentes souches bactériennes et fongiqissuri et al, 2009) D€autres
flavonoides majoritairement présents d@ysara cardunculugCompositées(épicatéchine,
guercetrine, ect.) se trouvent lies ,, [€activite antibacterienne des feuilles de la ptantee
plusieursbactéries pathogenegdlleh et al, 2008) L€ensemble de ces travaux, ainsi que
d€autres, ont introduit les halophytes et les xyytgghcomme des sources prometteuses face

au développement de la résistance bactérienne aux antibiotiques.

Activités antiviral es. Les halophytes et les xerophytes sont dotes d€activites antivirales sur

différents types de virusA titre d€exemplePlantago major(Plantaginacégsriche en
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flavonoedes et en acides phenoliques, s€est montrecstifeune série de virus, a savoir le
virus de l&erpes simpleXHSV-1, HSV-2) et les adenovirus (ADV3, ADV-8, ADV-11).
Deux acides phénols (acide feruliquet acide caféique se trouvent principalement
responsables de ces activités (Chiah@l, 2002) Les halophytes ont également montré des
effets sur les hépatitesluBieurs halophytede la famille des Rhizophoracéast montrédes
activites prometteuses contre le virus de |€hepatitePBeihanatharet al, 1999). A notre
connaissance, il n€y a pas d€-tuglgisont exploré le potentiel antiviral de plantes halophytes
et xerophytes contre le virus de |€hepatite Eune mani,re gaérale, certains flavonoides
peuvent atténuer lgouvoir infectieux et/ou affecter la réplication intracellulaire de différents
virus (Ghedira, 2005)Des inhibiteurs du virus de I€hepatitep@uventdoncétre recherchés
dans ledhalophytes et les xéroplag.

[11.2.2. Le probleme derésistance aux antibiotiques

Les antibiotiques

Les antibiotiques sont par définition, des produits microbiens, os B&nvés, capables de
neutraliser lesnicro-organismes sensildeou d€inhiber leur croissan@&escotet al, 1995).

Leur action étanspécifique et dirigée contre les miasoganismes, ils ne sops toxiques

pour les cellulegucaryotes

Les antibiotiques sont en majorite d€origine naturelle. Le premier antibiotique identifie est la
pénicilline (isoléea partir dePenicillium notatury, antibiotique ,, large spectre d€activite, qui
appartient a la classe dedactames. Sa decouverte a ouvert la voie , I€identification de
nombreuses autres classes d€antibiotiques d€origine naturelle, incluant les panyides,

les tétracyclines, les aminoglycosides, les macrolides, les glycopeptides, les streptogramines
et les «lactames de deuxieme génération. Par la suite, une troisieme génératiactdenes

a été commercialisée (les carbapénertiesyre, 2015)

Les antibiotiques peuvent aussi ftre d€origine synthetique ousgethiétique. Il existe
seulement trois classes d€antibiotiques synthstiques. Les sulfamides, premiers antibiotiques
utilisés cliniguement, les quinolones (ou fluoroquinolones) découvessitla synthese de

la chloroquine (Singtet Barett, 2006), et les oxazolidinones (conduit au développement du
linezolide) qui constituent, avec les lipopeptides cycliques (daptomycine), [€une des rares

classes d€antibiotiques mise sur le marche au clmuces dix derniéres années.
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Activité desantibiotigues

L€-tendue de I€activite antibacterienne d€un antibiotique definit son spectre d€action.
Un antibiotique caracterise par un spectre d€activite lagigé sur des spéces bactériennes
differentes. L€action deantibiotiques peut s€exercer sur des structures ou des mecanismes
esentiels a la croissance ou adarvie des bactéries. Ainsi, ceux qui inhibent la croissanc
bactérienne sont qualifiés edactériostatigue» alors que ceux quieutralisentes bactéries

sont dits «actéricides>.

Les principales cibles des antibiotiques sonpdaoi celluldre et les ribosomes bactériens.
D€autres cibles somnpliquées dans les fonctions ysologiques ou métabolites, savoir
[€inhibition dela biosynthese deacides nuclesiques (ADN et ARN) et [€interferenaeec les
voies métabadjues de synth,se de IEADWFigure 9). Des interactions spécifiques avecsle
cibles bactériennedes antibiotiques sont également régies Ipacomplexité des motifs
structuraux et lgrande variabilié des groupements fonctionneBette spécificité se trouve
engagée dans les processudadeélection de bactéries résistantes aux antibioti{iliesre,
2015)

Figure 9: Mode d€action des antibiotiques (SirgBarrett, 2006).
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La résistancaux antibiotiques

La sélection de bactéries résistantes aux antibiotiggesdue , l€usage generalise des
antibiotiqueset a la forte adaptabilité des souches bactériennes. éna@ffonfrontation a un
antibiotique représente du point de vue des bactérie$oraridable stimulus d€evolution
(Hamilton-Miller, 2004).

La résistance aux antibiotiques peut étreaturelle», et dans ce cagdxpression d€un
caracteée inné particularités structuralede la paroi cellulair®u [€absence de ciblgpartagé
par toutes les souches d€une mfme espaetérienne(Toure, 2015) rend inappropriée
[€utilisation de certains antibiotiques. A titre d€exemge,blactéries du genhdycoplasma
dépourvies de peptidoglycangécomposant principal de la paroi des bactgrig®sentent une
résistance intrinseque asxlactames, dont le mod#€action consiste en une inhibitios ld
synthese du peptidoglycafldormaket Normak, 2002

La résistance un antibiotique est aussaequise», observeée lorsque certairssiches d€une
méme especbactérienngnormalemensensibles & un antibiotiqudeviennent résistantes.
Cette résistance peut étre acquise par mutatiopaouransfert de geng3oure, 2015)Le
phénomenede mutation est conditionné pane utilisation répétéees antibiotiquesyui
contribue, au seind€une population bacterienng I€limination des bactéries sensibles,
induisant a la sélection drutants résistants. La transsian d€elsments genstiques mobiles,
comme les plasmides et les transposons, favegelement [€acquisition des resistances par
les bacteries. Elle peut s€effectuer par transductimmjugaison ou transformatior.a
dissémination des genes de résistgrmg s€effectuer au sein d€une mfme esp,ce mais aussi
d€une esp,ce bacterienne ,, [€autre. Ainsi, les souch&tagshylococcuaureusrésistantes a
la vancomycine (SARV) auraient acquis ce caractére suite au transfert plasmidique de
[€Eoperon vanA,réalisé par conjugaison aveEnterococcus faecaligNoble et al., 1992 ;
Alekshun et_evy, 2007.

Mécanismes biochimiques de résistance

Confrontées aux antibiotiques, les bactéoes élaboré plusieurs stratégidses bactéries
s€opposent , [|€action deantibiotiques par des barrieres qui limitent leurs acces.
Toutes les bactérieGram négatif ont unenembrane externe qui doit étre franchie avant
d€atteindre la membrane cytoplasmique. Les barri,res d€entree peuvent aussi exsstar da
membrane cytoplasigue. A titre d€exemple, daminoglycosidegoxygénodépendasit sont
inactifs dand€environnement anaérobde lamembrane cytoplasmiquiice et al., 2003.

Certaines bactéries agissent par ladification de |[€antibiotiquen synthétisant des enzymes
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(pour la plupart descas acquisg@squi conferent un niveau élevé de résistance aux
antibiotiques contréesquels ils sont actif®e par la spécificité de certainegeractions entre
[€antibiotique et la molecule ciblecertaines bactéries résistent endifiant la cible de
[€antibiotique de faiblesaltérations de la cible peuvent avoir des effets importants sur la
liaison de I€antibiotiqud.e degré de résistance conférée par les modifications de cible est
variable et dépend de la capacité de la ailgée a accomplir ses fonctioms modification

des cibles concernerggar exemplel€alteration des precurseurs de la parellulaire conférant

la résistance aux glycopeptideles meécanismes de protectioiibosomale conféranta
résistance aux tétracymes ou encordes mutations de IEARN polymerase conferdat
résistance a la rifampicin®iceet al, 2003; Murray et al.,2009.

Les syst,mes d€efflux bacteriem®nstituentune autre forme de résistance aux antibiotiques,
par exportation activees drogues dans le milieu extracellulaire. Chez les bacte@Geam
positif, les systemegd€efflux sont constituespar des pompes d€effluxransporteurs
membranaires alors que ez les bactériea Gram negatif, les systmes d€efflux sont des
complexesprotéiques tripartitefpompe d€efflux,protéine périplasmique de jonction et
porine). Les pompes d€efflypeuventconcerner une seule classe d€antibiotiqudsogue
spécifiqgues» (Markham etNeyfakh, 200l Cependant, lalppart de ces transporteurs
pewent prendre en chargies composés de structures trés difféseatecontribuer ainsi, de
maniére significative, a la multésistance des bactéries -aisis des antibiotiquesPole,
2009.

Les polyphénols des halophytes dans feégies de lutteantre la résistance bactérienne

L€smergence du phenom,ne de resistancentre les principales class d€antibiotiques
conduit ,, I€av,nement d& re postantibiotique La mise en place de stratégi@srecherche

de nouvelles moléules est devenue uneecessité Etant donné la grande diversité des
mecanismes de resistance adoptes par les bacteries, les champs d€investigation sont, sans
doute larges Toutefois, les stratégies peuvent se basarr I€identification d€agents
antibacteriens, capables d€agar de nouveaux mecanismes d€action (Tan et Darren, 2000;
Schmidt,2004; Falconner et Brown, 2009), ou encorel8igientification denouvelles cibles
bactériennes, notamment en vue deelopper des agents susceptibles d€inhiber les
mécanismes de résistam par exemple au niveau degst,mes d€efflux bacterienfran et
Darren, 2000; Schmidt, 2004; Falconner et Bro®f09). Les halophytes et xérophytes
peuvent étres introduits a ces programmes grace a leur richesse en polypfereifet,

certains de c®composés peuvent agir suivant plusieurs mécanismes comme antibactériens,
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mais aussi comme des inhibiteurs des mécanismes de résistances aux antibiotiques. Les
flavonoides interviennent aussi comme inhibiteurs des pompes a effibaicaléine, une
trinydroxy flavone isolee des feuilles d€une halophitgmus vulgarigLamiacées)présente

un intérét particulier du fait de son aptitude a restakamtivite de plusieurs antibiotiques,

dont la tetracycline, I€oxacilline, le cefmetazole et [Eampicillinar sles souches de

Saphylococcusureusrésistantes a la méthicilline (SARMs) (Fujégal.,2005).

[11.2.3. L,hepatite C , une maladie persistante dans le secteur de la santé publique
La maladie

L'hépatite C est une affection hépatiquausée par levirus de I€hepatite C (VHC)
Elle touche 2 a 3% de la populationondiale, soit 130 a 170millions de personnes
la prévalencettantdifférente selon les canents et les payd.é&vanchy 2011). L'infection
par le VHC va déclencher une maladie inflammirat du foie, I'hépatite virale. Aprées
infection par le virus, l'incubation dure 4 a 12 semaines. La premiere phase estjukte
presque asymptomatique, quolue dans 80% decas vers une hépatite C chronique.
Dans ce cas, se développe girtehose €n 20 a 30 ansvoire, un carcinome hépatocellulaire
(incidence de 3 a 5 % par g@alland, 2013).

Le virus de I'Hépatite C

L'agentresponsable, le virus de I'hépatite C (VHC) a été identifié en 1989. Les seuls hotes du
VHC sontI'Homme etle chimpanzéC€estun virus sphérique de 60 nm de diametre qui
posséde unaucléocapside et une enveloppe lipidigue.VHC est un membrde la famille

des Flaviviridégjui comprend genres lesHepacivirus incluant les différents génotypda

VHC ; lesFlavivirus regroupanplusieurs virus responsabld€arbovirosesirus transmis a
'homme par un arthropod@irus dela fiévre jaung; et les Pestivirus, responsables de
pathologies animaled.es virus de cette famille ont des caractéristiq@esnmunes
comme [€organisation genomique et la strategie de replicdfayan, 2012).

Structure du génome, expression et fonction des protéines virales

Le genome du virus de |€hepatite C (VHC) est un ARN monocatenaire lineaire de polarite
positive d€eviron 9600 nucléotides, he en cytosine et guanine.plbssede urseul
cadre ouvert de lecture ebde pour dix protéines viralesla protéine Core forme la

nucléocapside virale, lagycoprotéines E1 et E2 forment I'enveloppe, la protBisé, NS2,
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NS3, NS4A, NS4BNS5A, NS5B sont des protéines rstnucturales nécessasrpour la
réplication et l'assemblag@ayan, 2012)Il est schématiguement divisé en trois régions
distinctes de 5€ en @Eépoet al,2006) (figure 10)
La region 5€ non codaie placée en amont du cadre ouvehie porte les séquences les
plus conservées qui interviennent dans la réplication du génome viral et la synthése
des protéines viralg®ineiroet al, 2012)
Le cadre ouvert de lecture est situé en aval de la réglaron codante. La traduction
de cette partie, dans les cellules infectees, est , I€origine de la synth,se d€une
polyprotéine, précurseur unique des protéines virdlestarales et non structurales
(Pineiroet al, 2012)
La region 3€non codanteest b derniere région du génome du VHElle intervient
dans la réplication virale, en particulier lors de la transcription virale, en fixant le

complexe de polymerisation comprenant [EARN polymer@saeiroet al, 2012)

Figure 10. Virus de I[€hepatite Cschéma de la structure et organisation du géribiuieet al., 2003)
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La polyprotéineune foisclivée par des protéases virales (NS2 et NS3) et cellyldeggent
précurseur des protéines virales structurales et non structyRilesiro et al, 2012)

Les protéines structurales, y complés protéine de capside et les deux glycoprotéines
d€enveloppe gp E1 et df®2, sontcodées par un tierdu génome du VHC. Les autres
protéines, ditesion structurales sont codées par les dears restantslu génome du VHC.

La protéine NS2 et la partie correspon@aant tiers Nterminal de la protéine NS3 sont des
protéasesLa proteine NS5A est une phosphoproteine dont la fonction n€aepaore été
totalement élucidée. Elle jouerait un rotlans larégulation de la réponse virale aux
interférons substance de I'organisme dotée de propriétés antivireeprotéine NS5B est

une réplicas ARN polymérase dépendankir(eiroet al, 2012)

Cycle viral
Le cycle viral du VHC peut étre divisé eB etapes principalesl€entree du virus dans la

cellule hote, la réplication du génome viral et la dispersion des particules virales.
L€infection par 1&/HC touche lehépatocytes, les lymphocytes B et les monocytes. Le virus
s€attache , la surface dedellule hbtegrace da glycoproteine d€enveloppe Eii interagit
avecles glycosaminoglycanes situés aslaface des cellules cible&.ce niveau, les virions

se lient au récepteurs cellulaire du VHEt@spanine CDY1 ceuxci migrent et transferent
ces virions aux protéines de joncticiaudinel et occulingpermetant ainsil€entree du virus

par invaginationHurauxet al.,2003) D€autres mecanismes d€entree existent qui mettent en
jeu lesrécepteurs des lipoprotéines de faiblalettes faible énsité (LDL et VLDL), ainsi

gue k récepteur scavenger humain de classe B type |

Apres fusion des membranes, les génomes viraux sont libérés dans les endosomesisicides
largués dans le cytoplasn{ltawlotskyet al.,2004) Au niveau duréticulumendoplasmique

la traductionest initiée permettant la synthése deplayprotéine viralequi est ensuite
découpée en protéines virales structurales et non structuPaleda suite,d synthése de
[EARN negatif ,, partir de [€extremite 3€ du brin posipiérmetla formation d€un ARN double
brin et la réplicationEnfin, levirus matureest libéré apresncapsidation des ARN formés et
des protéinefPayan, 2012)La figure 11illustre les principales étapes du cycle de réplication
du VHC (T.HCV).
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Figure 11. Principalesttapes du cycle de réplication du VHC

Stratégie thérapeutigue

La prise en charge de |€hepatiten€ bensficie pas d€un traitement par vaccinlaRN du
virus mute fréquemment (il existe 7 génotypes différents).

Le traitement antiviral était basésur I€itilisation de léterféron (IFN) standard
(successivement pendant 6 meisensuite 12 majs; puis sur la bitérapie(interféron +
ribavirine), ensuite sur une combinaisd@nterféron péegyléavec laribavirine (Truchot
2014) La ribavarine est un analogue nucléosidique de la guanodimeeaspectre antiviral,
qui inhiberai la synthése des acides nucléiques viraux. Ce traitement était a l'origine de
nombreux effets secondaires et sfficacité était limitée Depuis fin 201, le traitement
repose sur la bithérapie précédente associ@esanhibiteurs de protéasgNS3/4A) de
premiere génératiomppelés les « Direct Actingntivirals » (DAA). Ces molécules, le
télaprévir et le bocéprévir, ont modifié la prise en changeapeutique d&infecton par le
VHC grace a leur meilleure efficacité. Cependant, le traitement est limitpadients atteints
par le génotype Hu VHC. De plus, il y aapparition d€effets secondaires qui leur sont
inherents (I€anemie et les lssiomsitanéesiTruchot 2014) En debut 2014, dfutres DAAqui
ciblent d€autres proteines virales, notamnfe¢86B et NS5A ont été misur le marchéCes
molécules sont actives contre plusieurs génotypesixir@gendant ces traitements sont
extrémement coltk, et leurs effets secondaines sonfpas encore vraiment étudiés a grande

échelle. De plus, ce traitement aonduit a l'apparition de substitutions associaeta
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résistancgRASs). Certains des RASSsont spécifiques a un DAA, c'est le cas pour les RAS
specifique , NS5B. D€autreapparaissent indépendamment du DAA utilisé, en particulier
pour lesNS34A et NS5A (Sarrazin, 2016). Les patients atteints d'une varanterus qui
estrésistante [ENS5A sont tres difficiles a traiteEn outre, ces virus méspersistent dans le
sang pendant des annéd®awlotsky, 2016) D€oT I€interft de developper de nouveaux

traitements, particulierement efficaces contre les varions résistants du VHC.

Le virus de I€hepatite C et l@wlyphénols

Difféerent types de commes phenoliques s€introduisent comme etant des alternatives tr,s
prometteuses aux traitements actaelsc divers mécasines d€action. Les plus connosts

la silymarine etl'spigallocatechine gallate (EGCG). D€autres flavonosdes ont te reportes
comme adfs ou potentiellement actifs,otamment la luteoline, [€apigenine, la quercetine, la
narangénine et la ladanéine, ainsi que des lignines (honokloldrdxy caruilignan C)
(Calland, 2012p(figure 12.

Figure 12 Schema recapitulatif des modes d€actaginhibiteurs du VHC d€origine naturelle
(Calland, 2012b)

32



La silymarine est derivee de [€extrait des grainesSdgbum marianumL€extrait contient au
moins sept flavonolignanes (silyles A et B, isosilybires A et B, silychristine,
isosilychristire, silydianine) et un flavonoide (taxifolinéfalland, 2012b)La silymarine a de
multiples effets sur le VHC a différents stades du cycle viral, elle inhibe la réplication du
VHC dans la culture cellulair@Polyak et al., 2007) et elle présente égalementsdactions
antrinflammatoires et immunomodulatrices pouvant contribuer a ses effets hépatoprotecteurs
(Morishima et al., 2010) Bien que la formulation de la silibininanélangea peu pres
equimoléculaire desilybines A et B, constituant majoritaire de la silymarine) par voie
intraveineuse se voit comme une option therapeutique potentielle au VHC, [€administration
par voie orale n€a pas vu de succ,s car la silibinine est rapidement metabolisee apr,s
administration oraléHawkeet al.,2010; Gordonet al., 2012; Friedet al.,2012; Wenet al.,

2008) De plus, les composants de la silymarine présentent une faible biodispoftiailitke

et al.,2010).

L'EGCG est la catechine la plus abondante dans l'extrait de the vert. Il a «te demontre qu€elle
poss,de differents modes d€action avtiC. Elle agit comme inbiteur de |[€entree du virus

en inactivant directement les particules virales, n'est pas spécifigue au génotype
(contrairement aux inhibiteurs de protéasetuellement utilisés) et empéche légzent la
transmission de cellules a cellulgSalland, 2012h. Ces propriétés en font une molécule
particulierement intéressante pour prévenir la récurrence et la propagation du VHC chez des

patients transplantés du foie chroniquement infectés.
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IV. Cas des plantes étudiées
IV.1. Exploration des plantes halophytes et xérophytes dans leurs biotep

Le territoire tunisien est constitué en majorité par un climat-seiake et aride, mais aussi par

des surfaces particuli,rement salines en vue dernéide des bandes littorales dans le pays et

la distribution d€ecosyst,mes particuli,rement salins comme les sebkhas. Il existe donc une
tres grande diversité de plantes halophytes et xérophytes qui sont largement distribuées dans

le pays.

Dans une perspgee de contribution efficace a la valorisation des ressources de ces biotopes
salins et arides, |€-tude de plantes qui n€ont pas ste explorees sur le plan phytochimique et
pharmacologique est a privilégier. Pour ce faire, il est nécessaire de réalisecludgshes
directement sur terrain, et pour cela, de sélectionner des zones présentant une grande diversité

en ce type de plantes, mais également une grande disponibilité en biomasse.

Différents écosystémes de plantes halophytes existent dans le nord d8qidyet Soliman
(Z-1) (figure 13) est un écosysteme qui est bien caractérisé, aussi bien sur le plan climatique,
geomorphologique et hydrologique, qu€au niveau de la faune et la floreeHSlieis au sud
ouest de la péninsule du Cap Bon (Gouverncedtldbeul) a la « frontiere » dbouvernorat
de Ben Arous C€estune zone humide inondée

présentant un plad€eau d€une superficie globale

d€environ 225 hectaresaractésée par des solen 9

majorité halomorphesUn inventaire des plantes @ o o
halophytes qui pglent cette zone a été le critere

principal pour la sélection de celie Une grande

diversite d€esp,ces halophytes a ete signalee, y

compris des Chenopodiacees indicatrices d€une

salinité élevéegArthrocnemum indicunet Suaeda

fructicosg ou encore des Aizoaceées

(Mesembryanthemum edyledes Anacardiacées

(Pistacia lentiscus et des Amaranthacées

(Salicornia arabica (Annexe 1). _ o
Figure 13: Localisation des zones

investiguées sur la carte deTlanisie
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Sur les limites de Z, les plantes halophytede la sebkhaedent la place a un couvert
représentatif dessols sableux oulimoneux argileux a structure grossiere et fine.
On retrouve donc un autre ecosyst,me qui s€stend le longedeelfsion balnéaire de la ville

de Soliman (Soliman Plapele long de cette extension balnéaieeZbne 22 (figure 13)se
distingue par la psence dalophytes qui®ont pas et trouvees dans lalZ tels queSilene
succulentgCaryophyllaéeg etAtriplex tatarica(ChénopodiacégAnnexes 1).

En s€eloignant vers les zones continentales, le paysage est de plus en plus peuple par des
plantesxérophytes. A environ 8km de Z1, dans la région de Ghrifette proche de Sbkhet El
Kourzia (Z3) (figure 13) I€environnement est patlierement sec comparé alZet présente
donc une assez grande diversité en xérophytes, Tdymhuscapitatus(Lamiacés), Thapsia
garganica (Apiacée}y et Verbascum sinuatum(Scrophulariacé@s (Annexe 1). Les
peuplementsxerophytes s€etendent encore plus loin. A environ une cinquantaine de
kilometres a l'est du gouvernorat de Béjme zong(Z-4) (figure 13)se distingue paun
ecosysteme un peu différent de3¥ Z-4 se situe a la région d&oubellatcaractérisée par un
climat de steppeavec peu de précipitations. Une autre diversité de xérophytes peuple-donc Z
4; on y trouve notammer@istus monspeliensi€istaceae)Cirsium scabrumAsteracées
Scabiosa maritim&Caprifoliacées(Annexe ).

Sur l€ensemble des treqlanteshalophytes et xérophytes identifiées dans les quatre zones
(Z-1, Z-2, Z-3 et Z4), huit plantes ont étéélectionnées pour cette étude, qui sont peu ou pas
étudiées sur Iplan phytochimique efpharmacologiqueOn distingue5 halophytegZ-2) :
Silene succulentaForssk. (Caryophyllacées Atriplex tatarica L. (Amaranthacées)
Aeluropus littoralis (Gouan) Parl. (Poacégs Limonium virgatum (Willd.) Fourr.
(Plumbaginacées)Juncus maritimud.am. (Juncacées) de 3 xérophyteqZ-3) : Atractylis
serratuloides(Cass.) DC. (AsteracégsScabiosa maritima.. (Caprifoliacées) eCirsium

scabrum(Poir.) Bonnet &Barratte (Asteracégs
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IV .2. Présentation des plantes étudiées, utilisations traditionelles et données

phytochimiques et pharmacologiques

IV.2.1. Silene succulentdorssk. HALOPHYTE
(Syn.Silene corsicdC) (Caryophyllacées

Figure 14 : Silene succulentasur terrain et collectée

Principales caractéristiques botaniguistribution et écologie

S. succulentappartient a la famille deSaryophyllaceaeC€est une plant®buste a grosse
souche rameuse et a tiges étalées et ascendantes4de chd (PottierAlapetite, 1981).
(figure 14). Le genreSilene comprend plus de 700 espédesgement distribuées dans
I'hémisphére Nord, mais aussi en Afrique, Asie et Amérique du(Madhadalievaet al.,
2012).

En Tunisie,S. succulentaest distribuée au noselst, au Cap Bon, au centre et au Sud
Hammamet, Mraissa, Hergla, Sousse, Lac Kelbia, Mehdia, Gabes, {Souktet Arzis
(PottierAlapetite, 1981) C€est une halophyte qui pousse dans les dunes littorales

caractérisées par un environnement salin et ensoleillé

Utilisations traditionnelles
S. succulentane présente pasl€utilisations en medecine traditiorliee ni d€activites

biologiques. Par contre, le genreSilene est bien connu en médecine traditionnelle.

On retrouve diverses utilisations en médecine traditionnelle tibétaine, chinoise et zulu,
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notamment pour traiter la fievre, contre les morsures de serpents et comin#éamithatoire
(Mamadalieveet al.,2012).
En outre, lessilenes sont trésonnues pour leur utilisation comme substituts de savon.

Ces plantes sont aussi connues dans certaines gastronomies traditionnelles.

Données bibliographiques pharmacologigugshgtochimigues

Le genreSilene présente différentes activités biologiques, notamment antimicrobienne et
antitumorale lamadalieveet al.,2012).

Des études phytochimiquegalisées sudes espécede Sileneont révélé la présencee
nombreux composéshioactifs Plus de 400 composés ont été isolés dont les
phytoecdystéroidequi sont majoritaires dans le genkar contre, ily a peude données
phytochimiques concernant [€esp,& succulentaDes études ont montré la présence
d€acides gras, de sterolsdet saponosides dans la plarttarinaet al.,1992; Karawyaet al.,

1991) maisont aussi détermin@ composition chimique de son parfum florakhzaldéhyde

et benzoate de  méthyle majoritairement  (Jurgens et al., 2002).
IV.2.2. Atriplex tatarical. HALOPHYTE
(Syn.Atriplex laciniatal..) (Amaranthacées)

Figure 15 : Atriplex tatarica sur terrain et collectée
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Principales caractéristiques botaniquéstribution et écologie

Atriplex tatarica appartient a la famille desémaranthacéesC€est uneplante annuelle,
entierement argentée, de 30 cm &nlde hauteur, dressée ou ascendante, a ramésas é
(PottierAlapetite, 1981])figure 15.

Le genreAtriplexcomprend environ 255 especes (Abd El Rahatiml, 2013). En TunisieA.
tatarica est bien distribuée au Kauan(PottierAlapetite, 1981)Cettehalophytepoussesur

les dunes littorales sablées caractérisées par un environnement salin

Utilisations traditionnelles
A. tatarica n€est pas bien woue en médecine traditionnell®ar contre,différentes

utilisations thérapeutiques ont été mentionnées peugenre Atriplex, notammentle
traitement dda bronchite et le contrble de la glycémie chez les patients diabétigjoe $£=(
Raheimet al, 2013) Dans la médecine traditionre#rabe, on trouveéifférentes utilisations
soinsdes maux d'estomast en tant qudaxatif. Lestribus bédouing utilisent encore ,, [€heure

actuelleces plantepour traiter leslouleus musculairs (Chikhi et al.,2014)

Données bibliographiqgues pharmacologiques et phytochimiques
Aucune étude concernant les activités biologiques potentiefestatarican€a ste trouvee

dans la littératureNéanmoins, d genreAtriplex présente différentes activités biologiques,
notamment antifongique, antivirale (contre le virus de [€herp,s),-oagtante et
antidiabétiqueAbd El Raheinet al, 2013).

Des études phytochimiquegalisées sudes espéecesditriplex ont révélé qude genre
présente une diversité de composédse dudephytochimiquerealisee sur [€esp,cé\. tatarica
amontré la présence de flavonoides (tricimeine-7-O-€-p-glucopyranosideisorhamnétine

et isorhamnétine8-O-rutinoside) et des phytostérols (stigmastérbk -sitostéro) dans les
parties aériennegleniset al, 2009). Les composés volatiles de la plante ont aussi été
déterminés

On retrouvemajoritairement deslérivés du phénylpropene, des hydrocarbures et des acides

gras(Jeniset al,, 201L0).
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IV. 2.3. Aeluropus littoralis(Gouan) Parl. HALOPHYTE
(Syn.Dactylis littoralisWilld. ; Poa littoralis Gouan) (Poacées

Figure 16. Aeluropus littoralis: sur terrain et collectée

Principales caractéristiques botaniquéstribution et écologie

Aeluropusdlittoralis appartient a la famille dd2oacéesC€est une plante vivace deSDcm.
Les tiges sont couchées et souvent radicantes, émetmmameaux ascendants et courts
(PottierAlapetite, 1981)figure 16)

Cette espece est bien addue sur le bassiméditerranéenEn Tunisie,A. littoralis est
[€unique representante du gemkeluropus(PottierAlapetite, 1981).Cette espéce espar
contre, bien distribuée dans le pays, surtout dans les zones cdtis€egjit d€une halophyte

par excellence. Elle efres résistante a la salinité et peuple les sables et prés humides.
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Utilisations traditionnelles
A. littoralis n€est pas tr,s reputee pour des utilisations therapeutiques. On trouve seulement

guelques utilisations en médecine traditionnelle chinoise, pour faire baisser la fievre, contre
lestroubles de la diurese eaus le traitement de la cirrhose hépatiqueeet€dscite du foie

(Maet al.,2011)

Données pharmacologiques et phytochimiques bibliographiques
Aucune etude n€a ste trouvee dans la litterature concernant des analyses phytochimiques ou

d€activites biologiques pouk. littoralis. D€autre partal majorité des travaux réalisés ddas
genreAeluropussesont interesses ,, [€«tude de la resistance ,, la saliniteAllittoralis et de
A.lagopoidegBarhoumiet al, 2007; Haghighiet al, 2014 ; Jannesaet al.,2014).

IV.2.4. Limonium virgatum Willd HALOPHYTE
(Syn. Statice virgatawilld.) (Plumbaginacégs

Figure 17: Limonium virgatum sur terrain et collectée

Présentation
Limonium virgatumappartient au genréimonium de la famille des Plumbaginacées

Limonium connusous le nom destaticeEest un grand genre de 180 espédas genre
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englobe principalement des plantesrbacées vivaces mamarfois annuelles ou arbustes
(Bailey., 1977).1l existe entre 15 & 20 espécestizées en horticulture, parmlles on peut
citer L. sinuatumL. bonduellj L. dregeamum, L. latifolium L. sinenseL. psylliostachys, L.

bellidifolium, L. gmeliniietL. perezii(Sata, 1989).

Description botanique
Limonium virgaturred une plantevivace de 1040 cm, glabregréle, tres rameuse a la base et

dont I€inflorescence est en pi (figure 17). La plante ssughe ligneuse a divisions épigées
couvertes de feuilles rapprochées, étroitement spatulées, obtusésses, uninervées, non
ridées. Leshampessont flexueuses, non fragiles, tres rameuses, a rameaux stériles tres
nombreux, rigides, a articlésngs, gréle, non étranglés aux 2 bouts. légslletssont arqués

(a 14 fleurs),écartés, en longs épis lashenilatéraux, peu nombreuxa bractéeextérieure

est 3 &4 fois plus carte que l'internecarénéesur le dos et trés appliquée. taliceest a tube
courbé, a limbe fois plus court que le tube,dients ovalesbtuses. La corolle violacée est

assez grande {9 mm de large{Pottia-Alapetite, 1981).

Distribution et écologie
Le genreLimonium est largement distribuéans le mondell esttrés présent en Tunisie.

Certaines especes du genre sont considérées comme endémiques ldupggsumest bien
distribuéau nord et au centre de la Tunisie : Bizerte, La Marsa, Radés, Haitifimaambra,
Bou Ficha et Sousg@ottierAlapetite, 1981)C€est une plante tr,s tolerante ,, la salinite, qui

pousse sur les sables maritimes.

Utilisations traditionnelles
Bien que &spécd.. virgatumne soit pas mentionnée en médecine traatigdie ni dans la

littérature,le genreLimoniumest bien connu en médecine traditionnelle chinoise. Plusieurs
especes sont utilisées pour tralgediarrhée, les bronchites et les hépati@s cite [€Eexemple

de Limoniumwrightii qui estemployéepour le traitement des arthrites et de la fifkriya
etal., 2002)

Données bibliographiques pharmacologiqugsh@tochimigues

A notre connaissancéjmonium virgatunn€a pas ete etudie auparavan€dnpoint de vue
phytochimique etpharmacologique En revancheplusieurs especes du genténonium
présentent diverses activités biologiquddes propriétésantioxydantes,antivirales et
antiprolifératives cardioprotedice, antrinflammatoire et antibactériennent été repores
pour le genreLimonium (Aniya et al., 2002; Yuh-Chi et al., 2002; Kandil et al., 2000;
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Murray et al., 2004. Plusieurs especes de Limonium sont connues pour leurs activités
antimicrobiennesur différents types de backsiet de champignon pathogenes. Les extraits
desracines delL. effusum, L. globuliferum, Uilacinum ont montré des activités sur 9
bactéries et 12 champignons avec un maximum enregistré Lpolilacinum (Listeria
monocytgene} et L. globuliferum contre (Alternaria alternatg (Avaz et al., 2012). Une
autre étude a montré gu€extrait des tiges deimonium stocksiiest capable d€inhiber la
croissance de souchesAdfergillusflavuset de Microsporumcanis(Rahatet al., 2013).
Sakagami eal. (2001)sugg,rent que [€administration des extraitd.gleonium caliniforlicum
empéche la production de la vérotoxine par la bacEs@herichia colientérohémorragique
dans les intestins humains.

Par ailleurs, ne grande diversité de composés a été décrite dans le gemoeium.
Toutes les especatl genresont connues par leur agrde richesse en naphtoquinones,
surtouten flavonoides tels que le kaempferol, la géiame et desflavonols triglycsylés
(Tableau %. De plus,certains auteurs ont signdke présenceale tanins dans les plantes du
genreLimonium(Medini etal., 2011, Medinietal., 2014.

Tableau 5.Molscules purifiees ,, partir d€esp,ces du gerrienonium(Harborne, 1999)

Molécules Plante
betaAlanine betaine Limoniumvulgare
N-Carbamoyl putrescine Limoniumvulgare
Choline sulfate Limoniumvulgare
Laricitrine Limoniumsinuatum
Herbacetine &lucoside Limoniumsinuatum
3-O-Methylquercetine7-O-betaD-glucopyranoside Limoniumgmelinii
Isorhamnetine -D-betaD-glucopyranoside Limoniumsinuatum
Myricetine 30-galactoside Limoniumlatifolium
Myricetine 30-galactoside Limoniumserbicum
Myricitrine Limoniumspp,
Myricetine-3-O-rutinoside Limoniumgmelinii
Laricitrine 7-O-glucoside Limoniumsinuatum
Myrtilline Limoniumspp
Delphinidine Limoniumspp
Petunidine ¥hamnosides-glucoside Limoniumspp
3,4,2',4' 6Pentahydroxychalcone Limoniumspp
4,6,4-Trihydroxyaurone Limoniumspp
Aureusidin Limoniumspp
Cernuoside Limoniumbonduellili
Aureusine Limoniumspp.
Myricetine 3(2"-p-hydroxybenzoylrhamnoside) Limonium sinense
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IV.2.5. Juncus maritimusLamk HALOPHYTE
(syn.Juncus maritimusar. arabicus Asch. & Buchenau) (Juncageae

Figure 18: Juncus maritimussur terrain et collectée

Présentation
J. maritimusappartient a la famille delkuncaceaeCette famille se compose de huit genres,

dont JuncusL. qui est de loin le plus important. Les espédesluncusles plusconnues:
Juncus acutus., Juncus bufonuk., Juncus effusuk., Juncus imexusL., Juncusfontanessi
Gay in Lah, Juncus littoralisC.A.May., Juncus punctoritu.f., Juncus rigidusC. A. May.,

Juncus subulatugorssk,Juncus roemerianug., Junais irrexus L. et Juncusalpinus V.

(Tackholm, 1974).

Description botanique
J. maritimusune pante herbacéevivace vigoureuse, glabregtteignant 1 metrele hauteur

(figure 18). Les rhizomes sont tragants. Ligegsontraides, nues, ples, lesstériles sont
piquantes. Lesé€luilles sont toutes radicales, peu nombreuses, égalant presque les tiges,
dresges, cylindriques, piquantes. L&sirs sont de couleuvert pale, en panicule fournies,

43



lachedécomposée un peu latéra souvent dépages pr une bractée piquante. Le
périantheesta divisions toutes lancéoléagyués Les étamines sont au nombre de 6. Le fruit
est une capsulgetite, diptigue-oblongue, mucronée, fauve, juste un peu plus longue que les

tépales. Legrainessont appendiculéeet plus obtusg®ottierAlapetite, 1981)

Distribution et écologie
Les especes du gendencussont présentes dans les terres humides du monde entier, mais

sont plus rares sous les tropiques que dans les régions ten(jBénéle®t al.,2012) Juncus
maritimusest bien distribue dans le monde. Il se rencontre en zone mediterraneenne et s€stend
en Afrique et en Europe. Il se trouve aussi en Asie et en Amélguéunisie, la plante est
nommeéeSmar.Elle se trouve en abondance dans les zones cétiadaasetes sebkhgbassin

occupant le fond d'une dépression a forte sajinité

Utilisations traditionnelles
Depuis le néolithique, les espéecesJddmcussont trés connues pour leur utilisation comme

matiére premiére pouresser des articles tels que dedtes et des panierainsi que pour
leurs utilisations dans la couverture des tdilans [€EEgypte ancienne, les plumes de jonc
staient utilisses comme outil d€-criture d,s le iécle avant 3C. Dans le delta du Nil en
Egypte, on cultivait a petitéchelle des especes dencuspour la production de nattes au
début du XX siécle. Au Tibesti (Niger), les tiges de rigidussont utilisées pour fabriquer
des brosses et des tan(grink et al., 2012) Les jeunes pousses sont consommées par les

Touareg d Niger.

Par ailleurs, les espéces du genhencus possedent diverses vertus thérapeutiques.
En médecine traditionnelle asiatiques graines de différentes espéces Jdacus sont
employéescomme diurétique et comme remede contre la diarrhée (Biired., 2012).
L'infusion des fruits deJ. acutusmélange a des grains d'orge est utilisée pour soulager un
rhume (Bellakdar, 1978) Les rhizomes del. maritimus sont recommandés en cas
dinsomnies (EI-Shamyet al, 2012). La partie médullairge J. effusud.. est utilisée dans la
médecine traditionnell@aponaise et chinoisecomme antipyrétique et comme agent sédatif
(Miles et al,, 1977).Juncus maritimugst aussi connu en médecine traditionnelle, notamment
pour traiter le rhume(Ouarghidiet al., 2013). Les graines, en décoction, sont employées
contre les maux l€estomac et du fhi@hsissenet al, 2009. Au Maroc (utilisation proprau
Zaé, les graines, associées aux stigmates de Mais, aug fleuriguier de Barbarie et aux
rhizomes de Chiendentomst utilisées en décoction contre les calculs rénaux et comme

diurétique.
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Données bibliographigues pharmacologiques et phytochimiques
Il existe une grande diversité dans le gedoacus aussi bien en terme de composition

chimique que d€activites biologigs.Différentes activités biologiques oété rapportéegour
plusieurs especes du gerdiencus: antioxydante hépatoprotectrigeantitumorale, antivirale,
antimicrobienne antialgale et ani-in"ammatoire (EI-Shamyet al, 2012). De plus, une
panoplie de composés ont été caractérisés dans le Jygraes notamment deflavonoides,
coumarines, terpénes, stilbenes, acides phénoliques, caroténoid€anet manire plus
frequente,des phénanthrenegmonomériques et dimériques). Cdsrniers sontles plus
étudiés dans le genduncus (EI-Shamyet al., 2012). Concernant]. maritimus il n€y a
gu€une seulétude phytochimiquet biologique a notre connaissance, ou il a été démontré
gu€elle poss,de une activite antibacteriennprobablement due a des composés
phénanthréniqueg ¢th et al, 2016).

- Les phénanthrénes

Les phénantlimesformentune classale composés aromatiqugsi est assez rare dans la
nature. lls sont rencontrés principalemeatdns environ 49 especes de Ramille des
Orchidacéesendrobium Bulbophyllum Maxillaria...). lls existent aussi cheedfamilles
desDioscoreacées, Bétulacées et Combretaddes grande majorité des phénanthrénes ont
ete décrits chez les especesJdacus Les phénanthrenesontle plus souventérivés @s
stilbénes par couplageoxydatif des noyaux aromatiques, mais il existe ausss d
phénanthreneayant comme précurseurs des diterpénes. Il existe une assez grande diversité
structurale au sein des phénanthrénes. Ces compesgnt étre classésn tois groupes

principaux: monophénantténes, diphénantleneset triphénantinenes.

Phénanthrenes monomériques

C€est la forme naturelle la plus frequente dans la nature avec plus de 200 composes connus.
Une centaine d€entre eux sont degrivés phénanthréniques (dont les 9,10
dihydrophénanthrénes) qui sont substitués par des groupes hydroxyle et/ou méflyurge

19). Leur diversité repose essentiellement sur le nombre et la position des fonctions oxygéene.
Les groupes hydroxyle et ri@xyle sont souvent au nombre de 3 et 6 et leur positionzn C

C-3, G5, CG6 et G7. Il existe des substitutions en9Cet G10 mais beaucoup moins
frequentes. Les phénanthrénes substitués par un seul substituant sont rares, on en trouve chez
les orchigtes (Kovacst al, 2008). D€autres types de substitution sont rencontres chez les

phénanthrénes monomériques, notamment pargo@gpes méthyle, carboxyle, formyle et
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vinyle. Des hétérosides existent aussi mais sont relativement rares. Un autre tyfggisarac
les phénanthrénes monomériques, les phénanthraquir{figese 20) qui regroupe 19
composeés, souvent substitués par des groupes hydroxyle, méthoxyle ou méthgies @ ov
al., 2008).

Figure 19. Structure de base des phénanthrénes (gauche) et des dérivéihgli@phénanthrenes (droite)

Figure 20. Structure de base des phénanthraquinones

Phénanthrenes dimériques et trimériques

lls sont nettement moins fréquents, avec une quarantaicenggoses identifiés actuellement.

Il s€agit d€une association de deux monom,res de phenanthr,nes et de leurs derives 9,10
dihydrophénanthrénes, généralement reliés entre les posititwisi@igure 21). Des liaisons
C1-31C1-8 %t C33 kexistent également dans la nature. Ces composeés sont souvent substitués

par des groupes hydroxyle et méthoxyle.

Figure 21 Structure de base des phénanthrenes dimériques (liaisoil-4€)C
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Finalement, il existe un seul triphénanthrene qui a éte js@lartir d€une orchideeC.

appendiculatg Xue et al, 2006).

- Les phénanthrénes dans le gejuacus

Il existe une grande diversité de phénanthrenes monomériques dans lduyenislont la
plupart comporte un groupe vinyle en C5. Un grand nombre de phénanthrenes ou
dihydrophénanthrénes sont substitués par des groupes hydroxyle, alkyle, formyle, carboxyle,
mais aussi reliés a un composé hétérocyclique tel que les pyranes et less.furan
Les formes glycosylées sont relativement rares dans le danoeis Quelques hétérosides
comme les effusides-{f), ont toutefois eté isolés a partir dencus effesuellagreceaet al,

1995) (figure 22). Les phénanthrenes dimériques sont ausesrdans le genrduncus Cing
9,10dihydrophénanthrénes dimériques ont été identifies dbhezus acutugDellagrecaet

al., 2002).

Juncusol Déhydrojuncusol Effuside |

Figure 22 Exemples de phénanthrénes monomériques dans le yetueas
Un phénanthréne (juncusefauche) un dihydrophénanthrene (dehydrojuncusoéntre); un dérivé glycosylé
(effuside I- droite)

Ces phénanthrénes sont doués de diverses activités biologiques révélées chez différentes
especes deluncus Le dehydroeffusolisolé de Juncus effusyspossede des propriétés
anxiolytiques et sédatives caractéristiquet n'affecte pas la coordination géaér du
mouvementchez la sourigLiao et al., 2011). Des dihydrophénanthrénes dimériques isolés
d€une autre esp,cduncus acutyssont aussi dotés de propriétés -afgiales(Dellagrecaet

al., 2002, 2005) Chez la mfme esp,ce, d€autres phenanthr,nesrémtlé un effet arni
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inflammatoire, notammerie juncutol (Beheryet al., 2007) Des activités cytotoxiques ont
aussi été rapportés, notamment pleujuncunolqui a montréune cytotoxicité sélectiven
vitro vis-avis de divers lignées cancereuses huns&iRedrigueset al.,2014).

On trouve aussi des phénanthrénes a potentiel antimicrobien.J@hezsinflexus gquatre
phénanthréenesjuncusol jinflexin B, juncuenine D etdehydrojuncuenine Bnt montré des
effets sur la croissance de souches Staphylococcus aureugsistantes a Ianéthicilline
Plus loin, il a été suggéré que le juncusol isolé a partirddeemerianusréguleraitles

populationsde Bacillusdans le marai@Chapatwalat al.,1981).

IV.2.6. Atractylis serratuloidegCass.) Sieber ex Cass XEROPHYTE
Syn.Atractylis microcephal&oss. & Durie (Asteracés)

Figure 23. Atractylis serratuloides sur terrain et collectée

Principales caractéristiques botaniquéstribution et écologie

Atractylis serratuloidesappartient a la famille dessterag@es C€est une plante vivace ,, tiges
épaisses dressées de 20 a 30 cm de haut, tres ramifiées et a ramdauduehehmaet

al., 2006) (figure 23

Le genreAtractylisse compose de 30 espéces bien réparties dans le monde : la méditerranée,

la macaronésieet le sudouest de I€Asie (Bohmat al, 2001) En Tunisie, la plante est
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nommeée Sirr. Elle est bien distribuée au sud du pays (Chehataal, 2006).
La plante pousse dans un climat seride, dans k& Regs éserts de pierjeet les hamadas

(plateax rocailleux rencontr&dans les régions désertiqles

Utilisations traditionnelles
En médecine traditionnellde genreAtractylis est bien connuyoour traiter les troubles

circulatoires les parasites intestinaux, les ulceet¢d'empoisonnemergar desmorsures de
serpent(Chabaniet al., 2013) Les racinesd€A. serratuloidessont utilis@s pour traiter

I'estomac fragile et le manque d'appétit.

Par aileurs, lesracines de la plante produisent un latex qui est consommé comme gomme a

macherLoubene La plante est aussi paturée par les dromadaires (Chehmla 2006).

Données bibliographigues pharmacologiques et phytochimiques

Une étude réalisée sur les parties aériennes de la plante a madlé poss,ddes activités
antioxydanteet antibactérienn¢Bouazizet al, 2009).Aucune etude phytochimique n€a ste
effectuée suA. serratuloidesDe pluse genreAtractylisest chimiquement peu étudié. Seule
la présence de flavonoides et de triterpénes a été mise en é\idbabaniet al.,2013) Les
étudesphytochimiques realisees sur d€autres esp,ces du genre ont porte principalsanent
une espece toxiquétractylis gunmifera Sa toxicité a été attribuée l&atractyloside etwu
carboxyatractyloside deux diterpénesgycosylés capables d'inhiber la phosphorylation

oxydative mitochondrial€Chabanket al.,2013)
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IV.2.7. Scabiosa atropurpured.. subsp.maritima (L.) Fiori & Paoli XEROPHYTE
(Syn.Scabiosa maritimé..) (Dipsacaées

Figure 24.Scabiosa maritimasur terrain et collectée

Principales caractéristiques botaniquéstribution et écologie

Le genreScabiosaqui appartient a la famille d&ipsacaées est représenté par 10 especes
en Tunisie(PottierAlapetite, 1981) Scabiosa atropurpurearegroupe deux SOtEspeces
atropurpureaet maritima (Tela botanica). La scabieuse maritime est une plante annuelle ou
pérenne de 30 cm a 1 m de hautglabre ou poilue, a rameaux étaéésdesfleurs roses ou
lilas, rayonnantes, a 5 lobes inégdfigure 24.

Scabiosa maritimaest bien répadue dansle bassin méditerranéen. En Tunisie, allt
localisée a Korbos, Dj. At Rahman, le Kef, Zaghouan, Kessera, Sakiet Sidi Youssef,
Sousse, Gabes, Moular@BottierAlapetite, 1981) C€est une plante xerophyte qui pousse

dans un environnement sec.

Utilisationstraditionnelles

Scabiosa atropurpurearegroupant les deux soeaspécesatropurpureaet maritima, est
connue sous le nom démbarinaau nord du Pérou et déscabiosaau norded de la
Catalogne. Elle est trés utilisée en médecine traditionnelle (comme régulateur de la
menstruation et méme en médecine vétérinaire comme diurétique), particulierement pour son

activité antibactérienne contre la bronchite (Elhavedrgl, 2011).
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Données bibliographigues pharmacologiguashstochimigues

Il a été démontré qu8. atropurpuregpossede plusieurs activités biologiques, notamment,
antrinflammatoire, antibactérienne, awtkydante et hépatoprotectrice (Elhaweaey al,
2011).

La premiere étude phytochimique strabiosaatropurpureaa été conduite en 1977 révélant
la presence d€unétéroside dflavone: la rhoifoline (Zemtsova, 1977). Un deuxiéme travail a
été réalisé en 2010 sur la sespécanaritima, permettant l'isolemerdfridoides (Pdat et
al., 2010). L'étude la plus récenténaestigué la composition chimique et I'activité biologique
de l'extrait éthanolique des parties aérienneSaibiosaatropurpurea.Ce travail apermis
d'identifierla lutéolineet ses érivés glycogylés (utéoline-7-O-glucosideet lutéoline-7-O-€-
D-rutinosidg ainsi qu€un autre compose phenoliqaeifie3-O-cafféoylquinique methyleste)
(Elhawaryet al, 2011).

I\V.2.8. Cirsium scarbrum(Poir.) Bonnet &Barratte XEROPHYTE
(Syn.Cirsium giganteunspreng.) (Asteracées)

Figure 25: Cirsium scabrunCirsium scabrumsur terrain et collectée
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Description botanique

Cirsium scarbrumest une plante annuelle de la famille desteraées C€est une plante
épineuse, puissante, pouvant dépassar & hauteuffigure 25) La tige est dressée, raide,
striée, laineuse, rameudesariquée dans le haut. Les feuilles sont oblongues, pennatilobées, a
lobes larges et épineux, les caulinaires amplexicaules maiséoomrentes sur la tige, les
inférieures a rosette, pouvant atteind4® a 80 cm face inférieure tomenteuse, blanchatre et
face supérieure verte et scabre. Lapitulessontglobuleux, relativemenpetits, de 3 cm de
diamétre. Les tactéesde l'involuce ovelancéolées sont petites, aranéeuses, appliquées et
terminées en courte épin@curvée. Les alessont blancs aux extrémités purpurines
(PottierAlapetite, 1981)

Distribution et écologie

Les espéces du gen@@rsium sont bien distribuées dans leonde.Environ 200 espéces de
Cirsium sont distribuées en Europe, en Afrique du Nord, en Asie, ainsi qu'en Amérique du
Nord et centraldMabberleyet al., 2008).La présence d€irsium scarbruma été signalée
dansle bassin méditerranéemais aussi sur le continent américatm Tunisie, le genre
Cirsiumn€est represente que peiois especesC. scabrunse trouve a Zaghouan, Kessera, Dj.
Bargou, Thibar, Korbous, Zemb(RottierAlapetite, 1981) C€est une planteérophytequi

pousse das un environnement particulierement sec.

Utilisations

C. scabrumn€est pas bien connue en medicine traditionn@llgpour d€autres utilisations.

En général, ds especes d€irsium sont considérées comméant des mauvaises herbes
nuisibles aux cultureet sont doncsouventla cible de moyens de contréle massifs.
En revanche chaque organéle ces plantepeut étre consommeé. Les racines detds les
espéecegle Cirsium peuvent étre consommeées crues, bouillies ou réties. Certaines ont des
racines qui deennent douces lorsqu'elles sont cuites. Les bodilmr@six immatures peuvent

étre mangés crus ou cuits. Les jeunes feugleavent étre consommeées crues une fois
debarrassees de leurs ¢pines. De plus, les feuilles, qu€il s€agit de jeunes feuilleteailleles
basales, peuvent servir a la préparation deltbg.jeunes tiges pelées cuites prennent un
golt qui rappelle celui dgéleri. Les graines peuvent étre bouillies et consommées de la
méme maniére que les graines de tournestles peuventauss étre broyées re farine
panifiable (Vizgirdaset al.,2009) L€utilisation duCirsium comme source nutritionnelle est

connue par plusieurs culturesams les zones rurales en Turquestiges et les racines de
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certaines especes deirsium ont été utilisées comme source de nourriture et additifs
alimentaireslepuis des anné¢demirtaset al.,2017). Plus loin, certaines especesCiesium
sontcultivées par lemongok pour subvenir aux besoins manquantgraits etlégumesqui

sont moirs faciles a faire poussdans |s steppes climat se¢Khramovaet al.,2011)

Le genreCirsium est aussi connu en thérapeutique. tmive des utilisations en médecine
traditionnelle chinoise, coreenne et japonaise pour traiter [€hepatite, maislesissimeurs,
notamment le cancer du foie, cancer de I|€uterus et la leucéhiie et al, 2006).
D€autres utilisations ont aussi «te rapportees en medecine traditionnelle polonaise, notamment
comme antinflammatoire et antimicrobienT@rle et al., 1990; Nazaruket al., 2005) mais

aussi erLouisianepour le traitement dchume (Hand, 1980A Mizoram, en Inde, le jus de
racine deCirsium chinensi®st utilisé comme antiseptiqpeur traiterles blessures il de
barbelé, les ulcérations et les abcés. éeoction de la racine esbnsommeée pour soulager

la flatulence.En ltalie centrale, les feuilles et le jus de feuilles@esium arvensesont
utilisés comméémostatige d'urgence a appliquer directement sur les plaies ; en décoction,
les feuillessontutilisées sur les bléssurg§uarreraet al.,2005)

Les plantes du genf@irsiums€introduisent aussi dans divers types d€utilisations. En effet, les
tiges des especes @érsiumsont connues pour leur texture tres fibrelss. fibresextraites
destiges peuvent étre utilisées pour la fabrication de cordes résisteBntesitre, les tiges

bien séchés etdébarrassées de leurs épines peuvent servir a faire duafpartieduveteuse

des grainesonstitue un bomatériau isolanfVizgirdaset al.,2009).

Données bibliographiques pharmacologiqugsh@tochimigues

A notre connaissance, il n€existe pas d€-tudes concernant la composition ¢hminigsie
potentielles activités biologiques @e scabrumPar contre, différentes propriétés biologiques
d€autres esp,ces darsiumont été démontrées dans la littératirkisieurs travaux se sont
intéressés aux activités cytotoxiques et antiprolifératboedre différentes lignées cellulaires
cancéreusegLee et al, 2002 ; Liu et al, 2006 ; Waksmundzkadajnos et al, 2008)
suggérant que le genr@irsium est une source prometteuse en molécules antitumorales
actives. On trouve aussi des études qui mettent en évidence les propriétés antimicrobiennes,
antioxydantes, et aniinflammatoires de différentes especeCitsium (Nazaruk, 2008)

D€autre part, le emre Cirsium a bien été exploré du point de vue phytochimique.
Des donnees sur la composition chimique d€environ une centaine d€esp(Liesiuda sont
disponibles dans la litterature, soulignant [€existence d€une grande diversite chimique au sein

du gene Cirsium Parmi les composés les plus étudiées cheZLiesum on trouve les
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flavonoides. La plus rencontrée est la linariderdonThadenet al.,2003) une flavone qui
posséde des propriétés analgésiquessiddimmatoires, antipyrétiques aeuroprotectrices
(Fenget al, 2015. L€apigenine et la luteoline (et leurs derivees) sont sgalement synthstisees

par unegrande majorité des especas Cirsium (JordonThadenet al., 2003) Elles sont
connues pour leurspropriétés antioxydantes, antrinflammatoires, antibactériennes et
chimiopréventives JordonThadenet al, 2003; Shukla et Gupta, 2010L6pezLé&zaro,

2009.

Les triterpénes et stérols représentent la deuxieme famille de métabolites secondaires en
termes de diversité chez le ge@rsium (LOpezLazaroet al.,2003) Les triterpénes sont

une classe de métabolitsgcondaires composés de cabbones.lls sont trés répandus,
notamment dans les résines, a I'état libre, estérdu sous forme hétérosidiqu€es
molécules sot des constituants membranaires de certains organes spécialisés comme les
trichomes(Peirs 2005) Ce sont également des composés sécrétés par les plantes pour se

défendre contre les insect@®rdonThadenet al.,2003).

La majorité des triterpénes sont des molécules cycliques et sont, a ce jour, représentés par
plus de 4000 structures formees sur plus d€une centainesqielettesAu niveau
biosynthétique, ils dériventsoit de la cyclisation du squalénespit de celle de
[€epoxysqual,ne Les formes les plus représentées chez Végétaux sont en général
pentacydques (de type lupane, oléanane, tarastamggané ), mais aussitétracycliques

(figure 26).

Figure 26.Schéma de biosynthése ckrtaines famillede triterpénes
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Les phytostérols(molécules tétracycliqugsont un réle structural important dans les
membranes plasmiques ou iisterviennentdans la régulation de la ftlité et de la
perméabilité decellesci. Enfin, les phytostérols ont un réle & jouer dans la transduction des
signaux entre la cellule et son environnem@nio et al., 2015). Les phytostérols et
triterpenes pentacycliques se rencortrel€etat libre ou sous formd€heterosides (on qule

alors de saponosides). Selon la nature de la gémmdistinguera les saponosides a génine
stéroidique et les saponosidegénine triterpénique, de loin plusnombreux que les
précédentgPeirs 2005) Par ailleurs, ilexiste ds triterpeneseprésentées par des squelettes
monao, bi-, tri- et hexacycliques ainsi que par des structures acycliques ; la formation de ces

derniéres structure&ant régigpar un mécanismeftiérent

Parmi les triterpénes et stérols du gefdiesium certains sontetrouvés chez plusieurs
especes d€irsium notamment deiterpenes pentacycliquesupéol (lupane), taraxastérol
(tarastane)e-amyrine pléananekt des stérols €sitostérol et stigmastérolygrdonThaden

et al.,2003) (figure 27)Ces moléculeposs,dent un large panel d€activites biologiques.

Lupéol
» -Sitostérol
Taraxastérol
Stigmastérol
»-amyrine

Figure 27.Exemples de triterpénes retrouvés dans plusieurs espeCasiden.
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Enfin, on trouve aussi dans le gentarsium des acides phénoliques et des alcaloides.
Il a «te egalement rapporte la presence de polyacetyl,nes et d€hydrocarbures dans les racines.
En revanche, ds lactones sesquiterpéniques qui sont en général bien distribuées chez les

Asteraceagne sont pas tres connues dans le genre CifgiardonThadenet al.,2003)
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RESULTATS
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Délimitation du sujet et démarche généralelLa stratégie de recherche de nouvelles
substances actives au sein du régne végétal met souvent en jeu des enquétes ethnobotaniques.
Cependant, d€autres modes de selection des plantes existent : les plantes extrfmophiles,
sounises a degontraintesprincipalement abiotiques, en sont un bon exemms. plantes
halophytes et xérophytes connues notamment pour leur systéme antioxydant puissant
apparaissent comme des ressources prometteuses en moboaldives notamment en
polyphénols.En raison de leurs activités antioxydantes, ces métabolites secondaires peuvent
avoir des effets pharmacologiques chez EHomme, notamment dans la prewdggion
maladies liées au stress oxydant telles gas tancers. Toutefois, les potentialités
thérapeutiques des plantes halophytes et xérophytes ne se limitent pas a leur pouvoir
antioxydant, ce sont egalement des antimicrobiens prometteurs, capables d€agir sur differents

agentgathogenesn santé humainanimale et végétale.

Nous avons donc exploré les potentialités biologiglee$ plantes halophytes et xérophytes
prélevées en Tunisie,On distingue 5 halophytes Silene succulenta Forssk.
(Caryophyllacégs, Atriplex tataricaL. (Amaranthacées)Aeluropus littoralis(Gouan) Parl.
(Poacées; Limonium virgatum(Willd.) Fourr. (Plumbaginacées)Juncus maritimud.am.
(Juncacées) de 3 xérophytes Atractylis serratuloidegCass.) DC. (AsteracégsScabiosa

maritimalL. (Caprifoliacées) eCirsium scabrun{Poir.) Bonnet & Barratte (Asteracées

Un premier travail de criblage (chapitrieporte sur les effets biologiques de ces plantes en
santé humaine, en analysant les activités antiradicalaire, cytotoXsywe une lignée
cancéreusele macrophages dérivé€un reticulosarcome de souris, J774, et sur une lignee
nortcancéreuse, W38), antibactérienne (sur 35 souches Gram +-,eet une levure),
antivirale (virus de I€hepatite C)mais aussi en évaluant leurs richesse en polyphéhols.
terme de ce criblagdes plantes les plus actives ont été cibjées€agifprincipalement€une
xérophyte Cirsium scabrunfactivité cytotoxique)et de deux halophytdsimonium virgatum
(activité antiradicalaire et antibactérienne) JRtncus maritimas (activité antiradicalaire,
antibactérienne et antivirale). Pour ces trois plantedractionnement bioguidé a éte realisé
Certains sougxtraits et certains composés responsables des activités biologiques de
Limonium virgatunmont été caractérisgshapitrel). Un fractionnement bioguidé a aussi été
réalisé surCirsium scabrumau terme duquel, les composés responsables de son activité

cytotoxique ont été déterminésh@pitrell) .
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Par la suitgle fractionnementle Juncus maritimusa été bioguidé da fois par I€activite
antiradicalaire et par |€activite antimicrobienne. Le compose responsable de son activite
antiradicalaire a été mis en évidence dans le chdpitt€analyse des activites antivirale et
antibactérienne dé. maritimusest par contre développée danshepitrelll . Les composeés

les plus actifs ont st identifies ; le mecanisme d€action du compose responsable de I€activite

antivirale a été caractérisé.

Dans une derniére partie, un criblage de ces 8 plantes halophy@®ghytesa porté sur
leurs effets biologiques en santégétale. Nous avons notamment évalué leurs effets sur
[€agent causal le plus frequent de la septoriose dudyméseptoria tritici. De plus, une
exploration de I€effet des conditions edaphiquets physiologiques sur les propriétés

antfongiquesdeJ. maritimusa été initiée.Les résultats sont détaillés dansthapitrelV .
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|. Criblage biologique des plantes halophytes et xérophytes et initiation du

fractionnement bioguidé pourles plantes les plus actives

Résumédétaillé

Cette étudenet en avant le caractere antioxydant et antimicrobien des plantes extrémophiles
pour appuyer les approches écologiqdesis le domaine de leecherche de substances
biologiquement activegui, généalement favorise les démarches ethnobotaniques.

Pour @ faire, uncriblage a été élaboré sur une sélectior8 gdgantes extrémophileslont3
xérophytes(Atractylis serratuloidesCirsium scabrunet Scabiosa maritimget 5 halophytes
(Limonium virgatum Juncus maritimuysSilene succulentaAtriplex tatarica et Aeluropus
littoralis), pour évaluer leur pouvoir ardgidicalaireet leur richesse en polyphénodsnsi que
leurs potentielles activités antibactérienatjviraleet cytotoxique

Les différents oganes de ces plantésauf pourA. serratuloides A. tatarica et A. littoralis)
ont été broyés séparément. Les extraits bruts méthanoliques ont étéupiggparés par
maceération. La déterminatiatu contenu en polyphenols totaux et I€svaluation de [€activite
antioxydante ont été effectués respectivenmmant des tests colorimétriques employdat
réactif de FolirCiocalteu et le radical stable DPPH°® L€evaluation de activités
antibacteriennes de ééisemble des extraits été réalisésur une collection de 36 souches
microbienns (36 bactéries Gram + et et 1 levure)par la méthode de diffusion en milieu
solideet en utilisant un inoculateur a téte multiplesur [€svaluation de I€activite antraie,
Nnous nous sommes interesses au virus de l€hepatite C (VHC), responsableatf€atien
hépatique qui touche envirdi¥0 millions de personnes dans le maridgeffet desextraits
sur [€infectionvirale d€unelignée de cellules de foie humaimmortaliseesHuh-7), a été
estimé par immunofluorescencelLe test de cytotoxicitéporte sur une lignée cellulaire
cancéreus€l774)en comparaison avamelignée cellulairesaine (Wi438); la mesure de la
prolifération cdlulaire repose sur le test MTT

Ce criblage a permis de cibler en particuliesis plantes,Juncus maritimusLimonium
virgatum et Cirsium scabrum L€extrait des feuilles d€. scabrum(CSL-CE) a montré
[€activite cytotoxique leplus marquée, avecne actionantiproliférative sélective contre la
lignée cellulaire J774Clso = 1,53 pg/nmi ; index de sélectivité = 2,6Juncus maritimuset

Limonium virgatum ont montré @autres activités intéressantes (antiradicalaire,
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antibactérienne et antivirale). Ces especes ont, par conseéigenélectionnées pour initier

unfractionnement bioguidgermettant denieux comprendr&eurspotentialités.

PourL. virgatum les extraitsdoruts méthanoliquedes tigeqLVS-CE) et des feuilleLVL -

CE) ontmontrélesactivités antiradicalaires les plus élevé@lso= 7,56 pour LVS-CE et Ckg

= 7,59 ug/nL pour LVL-CE) et se sont montrés comme étant les plus riches en polyphénols
totaux (LVS-CE = 37,0 mg edqAG/g extraitet LVL -CE = 31,6 mg ecAG/g extrait) De plus,
LVS-CE et LVL -CE ont montréun potentiel antibacterien, bien qu€assez faible (500 sg/mL <
CMI < 1000 pg/mh), aspectre d€activite antibacterienne assez latipetériesGram et +).

Un fractionnementbioguidé a été réalisé a partir des extraitsS-CE et LVL-CE par
extraction liquiddiquide permettant d€obtenir quatseusextraits pour chacun des deux
extraits: dichlorométhangLVS-MC et LVL-MC), acstate d€-thyldLVS-EA et LVL-EA),
butanoiques(LVS-But et LVL -But) et aquen (LVS-H,0 et LVL -H,0). Ces sougxtraits ont

éte testés pour déterminer ceux responsables des activités antiradicalaire et antibactérienne.

L€activite antiradicalaire la plus ¢levee a <te enregistree pour LA (Clso = 6,62 pg/ni),
sousextrait le plus riche en polyphénol82,39 mg eqAG/g dé&xtrait) Les sousextraits,
LVS-But et LVL -But, ont aussi montré des activités antiradicalaires intéressantgs (01
pg/mL et 9,95 pg/nL respectivement). La teneur en tanins a été aussi analysée pour
[€Eensemble des soeasgtraits montrant que les deux samdraits butanolique$LVS-But et

LVL -But) sont riches en tanins. Le geririenoniumse caractérise par une grande richesse et
diversité erpolyphénols, et particulierement en flavonoigesprésence de tanins a aussi été
mis en évidenc@Medini etal., 2011; 2014).Ces composés sont largement connus pour leurs
propristes antioxydantes suggerant que [€activite antiradicalaire des exdiestéeuilles et des
tiges deLimonium virgatunrest liée a la présence de ces moléc(ll®S-But = 11,37 mg eq
GA/g d€extrait sec étVL -But = 108 mg eq GA/gextrait sey.

Dans un second temps, |[€activite antibacterienne desesduaits obtenus a partir de LVS et
LVL a été évaluée. Des activités élevéeMl < 100 pug/ml) ont été observées pour LMEC

et LVL-MC, avec une action sélective \asvis des bacteries Gram +. L€até la plus élevée
(CMI = 39 —g/nl) a été enregistrée pouVL-MC contredes souches de streptocoques et un
staphylocoquel€analysales chromatogramme@s320 nm de LVSMC et LVL-MC a permis

de distinguer trois pics majoritaires correspondants a 3 cadspl, C2 et C3). Ces trois

molécules ont été isolées directement par chromatographie liquide haute performance (CLHP)
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préparative, puis leur structure a été élucidée par spectroscopie de madg&)(leR par
RMN.

Le composé C1 a ainsi été identifiGrome étant IeN-trans-feruloyl tyramine

(figure 28) C€estun phénylpropanoidejui possede différentes activités,
notammen@ntimicrobienns. Les données spectroscopiques de C2 montrent
gue sa structure est proche de celle de C1, mais les quantités disponibles
n€ont pas permis I€slucidation complte de sa structure. Ces deux
phénylpropanoide interviendraient dans le potentiel antibactérien Ld

virgatum C3estpar contraune contamination par yhtalate.

Figure 28. Structure
chimiquedu N-trans

feruloyl tyramine

L€extrait brut methanoliqgue des rhizomes demaritimus(JMR-CE), a montré uneactivité
antiradicalairemodérée Clso = 45,23 pg/mL) et une teneur en polyphénols relativement
intéressanté5,63 mgeqAG/g déxtraitsec). Il s€est distingue paon potentiel antimicrobien
ciblant un certain groupe de bactéries Grpositif, et particulierementStreptococcus
dysgalactiaeT46C14 (CMI= 78 ug/nk), mais surtout pason activitéantivirale puissante
contre le virus de I€hepatite (Blus de 85% d€inhibition de [€infectioA)partir de cet extrait,
une extractiorliquide-liquide suivie de I'évaluation des awttés biologiquesdes différerd
sousextraits obtenus gousextrait dichlorométhane]MR-MC ; sousextrait acstate d€sthyle
JMR-EA ; sousextrait aqueux JMRH,0) ont été effectuéed e sousextrait JIMREA a
montréle contenu en polyphenols et [€activite antiradicalaireples élevées (CPT = 16,589
eq GA/gextrait secClso = 5,47 pg/nL), Le composé responsable idactivite antiradicalaire

a ete directement isolé a padeJMR-EA parchromatographie de partage centrifuge (CPC).

L€analyse par RMN et par HRS a permigd€identifier ce compose
comme étant la lutéolinigure 29) une flavone largement connue

pour son activité antioxydante.

Figure 29. Structure

chimiquede lalutéoline
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Le sousextrait JMRMC s€est montrequant a lui, plutbét responsable des activités
antibactérienne (particulierement active corteeptococcus dysgalactid@l6Cl4avec une
CMI a39 ug/nL) et antivirale (plus de 98% d€inhibition de I€infectianvirus de [€hepatite
C). Les activitées antivirale et antib@rienne deJ. maritimus s€appuyant sur un

fractionnement biogdé, seront développées danstepitre Il .

Contribution personnelle. Cette etude est le fruit d€un long travail de recherche et de
selection des plantes. En effet, j€ai recherche et investigue plusieurs terrains favorables au
developpement de plantes halophytes et xerophytes. J€ai effectue [€+chantillonnage et la mise
enherbier. J€ai realise le travail de recherche bibliographique qui a abouti ,, la selection des 8
plantes studises dans ce travail. J€ai aussi collecte les echantillons en quantite et realise le
travail d€extraction, y compris la mise au point du protocééxtdaction, la preparation des
échantillons des plantes (broyage, séchage) et la préparation des extraits. Les autres
contributions que j€ai apportees concernent la realisation des tests d€activites biologiques,
precisement les tests d€activite antirad@iae et antibactérienne, mais aussi le travail complet

de fractionnement et de purification des molecules. J€ai notamment effectue les extractions
liquide-liquide, la recherche des gradients en CLHP analytique (pour [€analyse qualitative des
extraits) etpreparative (pour separer C1l, C2 et C3 en une seule stape). J€ai egalement
déterminé le systéme de solvants adéquat pour la purification de la lutéoline en une seule

étape par CPC.
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Abstract

Objectives Eight extremophile plants from Tunisia were screened in order to find natural

products with benefits in human health.

Methods These plants were collected in different areas in Tunisia. Their methanolic extracts
were evaluated for their total phenolic contemtgl for their antiradical (DPPH), antimicrobial

(on 35 bacteria and 1 yeast), antiviral (hepatitis C virus, HCV), and cytotoxic activities
(against WI38 and J774 cell lines). The most active species were subjected to a bioguided

fractionation.

Key ..ndings The screening revealed promising activities for four plants, but two species
have both antiradical and antimicrobial activitidsncus maritimusindLimonium virgatum

The rhizomes extract af. maritimusshowed thehighest activity against HC\a seleate
antibacterial activity againsStreptococcus dysgalactiaand a moderate antiradical activity
which is due to luteolin isolated in one step by centrifugal partition chromatograpby.
stems and leaves extracts bf virgatum were rich in polyphenolgesponsible for the
antiradical activity. AlsoLimonium extracts showed an antibacterial activity with a broad

spectrum.

Conclusions Extremophile plants have proven to be a promising source for bioactive
metabolitesTheyhave a powerful antioxidant systehighly influenced by biotic and abiotic

factors and the ability to produce secondary metabolites with antimicrobial activities.

Keywords: extremophile plants; antiradical activity; antibacterial activity; antiviral activity;

cytotoxic activity.
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Introduction

Natural products from plant species maintain a strong position in the drug discovery. Even if
natural products are not always used directly as medicines, they often remain a source of
inspiration for medicinal chemistry (natural products w#bmisynthetic modifications,
pharmacophore with natural origin}! Plant species are selected by random screening
programs or by more focused selection programs, such as chemotaxonomy or
ethnopharmacology. According to an ethnopharmacology approach,cinadplants
constitute a source of bioactive products because their use is validated by therapeutic
experiences, passed down from generation to generation, leading to a drug discovery process
much easier and safé?® But, drug discoveries were not systatically based on traditional

plant uses. In fact, many plants, not recognized for a medicinal use, may also be a rich source
of medicinesreferred to as an ecological approach in this case, because they produce many
bioactive molecules implicated in emmical defences of the plant against biotic and abiotic
constraints. Extremophile plants are a good example of this kind of planlike other
vascular plants, they are able to grow under some severe environmental constraints capable of
triggering an oxdative stress. Stress conditions increase production and accumulation of
reactive oxygen species (ROS) in plants, leading to cellular damage, metabolic disorders, and
senescence process&b.Extremophile plants are known for their ability to withstand an
quench these toxic ROS, since they are equipped with a powerful antioxidant syStem.
Interestingly, many of these natural antioxidants have proved to be very useful in human
health field. ") The oxidative damage created by free radical generatioa icritical
aetiological factor implicated in several chronic human diseases such as cancer and infectious
diseases!® Several extremophile plants were reported to contain some&dapounds in
prevention of these diseas&$.Furthermore, these plantsnstitute a welknown source of

natural antimicrobial agents. Indeed, their capacities to produce phytoalexins and to resist to
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infections are often the consequences of their biosynthetic macHfhdHyus, extremophile
plants can be a source of newdxrtive compounds to fight the resistant pathogenic bacteria
to a range of formerly efficient antibiotics and to combat the current emergence of new

infectious diseases.

Extremophile plants, especially halophytes and xerophytes, constitute a major pgast of
country flora in Tunisia. In fact, arid (average annual temperature above 30°C and average
annual rainfall under 100 mm) and seamid (moderate winters and average annual rainfall
rarely above 300 mm) regions cover about-tivod of the total areafdhe country. Also, 1.5
million ha (10% of the whole territory) are affected by d4lt.

In this context, our study was undertaken to screen Tunisian extremophile plants for their
antiradical, antibacterial, antiviral and cytotoxic activities. Eight tslavere selected for this
work, including 3 xerophytesAtractylis serratuloidegCass.) DC. (Asteraceaegirsium
scabrum(Poir.) Bonnet & Barratte (Asteracea®&gabiosa maritima.. (Caprifoliaceae)and

5 halophytesLimonium virgatum(Willd.) Fourr. (Plumbaginaceagjuncus maritimug.am.
(Juncaceae) Silene succulenta Forssk. (Caryophyllaceae) Atriplex tatarica L.
(Amaranthaceagpeluropus littoralis(Gouan) Parl. (Poaceae). To our knowledge, no reports
on the chemical composition and on the biaiaf activities of these species have been

provided in the literature so far. The few studies available are focused on other &pécts.

Materials & Methods

Plant materials
All plants were identied by Dr Abderrazak (Biotechnology Centre of BGgdria). Voucher

numbers are indicated in brackefsractylis serratuloideg167), Cirsium scabrum(181),
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Scabiosa maritima(182), Silene succulentg183), Juncus maritimus(184), Limonium
virgatum(185), Atriplex tatarica(186) andAeluropus littoralis(187).

Plant n°1 was collected in February 2013 in the South of Tunisia, whereas plants n°2 and n°3
were collected in August 2013 in thdorth of Tunisia Goubella). These plants are
xerophytes, while all bier plants (8) are halophytes and were collected in October 2013 in

the NorthEast of Tunisia (Soliman).

Preparation of the plant extracts

Collected plant materials were dried at 25°C for a week. Different parts of these plants were
powderizedseparately (Table 1) and extracted by maceration at room temperature (methanol;
15 ml/g; 3 x 48 h). Extracts were dried in vacuum at 35 °C, then suspended in water and

lyophilized. Percentage yields are listed in Table 1.

Determination of total polyphenol content (TPC)

TPC was measured by the Felliocalteu method described by Lixiargal. *? Briefly, an
aliquot of 0.25 ml of an appropriate diluted extract (5% acetone in water) was mixed with
1.25 ml of FolinCiocalteu reagent (1/3). After 2 min, 1ml of a NaCO; solution (145 g/l)

was added anthe mixture wadeft at 50°C for 5 min. The absorbance was measured at 760
nm against a blank. A calibration curve of gallic acid (0 to 100 pg/ml) was prepared. Total
polyphenol content was expressed as raljjogacid equivalent per gram of sample on a dry
weight basis (mg eq GA/g extract DW)régn tea leaves methanolic extract was employed as

positive control.
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Determination of tannin content (TC)

TC determination was achieved according to the hide powder méhtdThe extracts (10

mg/ml) were mixed with 8 mg of hide powder. The suspensions were stirred for 40 min and
were filtered. The remaining phenolic sample (TPwT) solution was analyséuk dyolin
Ciocalteau method. TC is calculated as a difference of absorbance at 760 nm between TPC

and TPwT.

Juncus maritimusand Limonium virgatum extracts analysis

General

NMR spectra were recorded on a Brulka?X-500 spectrometef'H and**C NMR at500

MHz) in methanold4 and chloroformd6. HRMS analyses were carried out in positive and
negative modes with a range wifz 100-1000, using a Thermo Fisher Scientific Exactive
Orbitrap mass spectrometer equipped with an electrospray ion source. Thezerapori
temperature of the source was set at 100 °C, the nitrogen sheath ga20atab@ the
auxiliary gas at & (arbitrary units).Analytical HPLC wascarried out using a Shimadzu
binary LG10AS pumpa SCL-10A UV-visible detector and ®ision HT Basic C185 um,

250 x 4 mm) column (Grace, Epernon, Frand&eparative HPLC was performed using
Shimadzu HPLC system equipped with a-2@AP binary highpressure pump, a SPI20A
photodiode array detector and a VisionHT Basic C18 (5 pum, 250 x 22 mm) column. For
HPLC analyses, the mobile phase was composed of 0.01% formic acid in water (solvent A)
and acetonitrile (ACN) (solvent B)Centrifugal partition chromatography (CPC) was
performed using a 250 ml rotor (SCR60-L) provided by Armen instrument (SaiAve,

France). The solvents were pumped by a Shimadzu Prominer28AE binary pump.
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Liquid-liquid extraction

Rhizomes crude extract dluncus maritimug100 g) was suspended in water (60 ml) and
partitioned with methylene chloride (10 x 60 ml) and then with ethyl acetate (10 x 60 ml).
The combined partitions were concentrated at 35°C under reduced pressure to give a
methylene chloride partition (JMRIC = 7%) and an ethyl acetate partition (JNHR =
23.3%). The remaining aqueous partition was frebrd and lyophilized (IMRH,0 =
11%).

Stems and leaves crude extractdiofionium virgatun(100 g) were also suspended in water
(60 ml) and extracted sequaily ten times with increasing polarity solvents (60 ml) giving
methylene chloride (LVS3AC = 6.2%; LVL-MC = 8%), ethyl acetate (LV&A = 10.6%;
LVL-EA = 12,3%) and #butanol (LVSBut = 22.1%; LVLBut = 23.8%) partitions after
removal solvents. The remaiginaqueous partition was lyophilized (LM&O = 18.8%;

LVL-H20 = 20.8%).

HPLC-UV analysis

20 pl of samples (10 mg/ml, MeOH) were injected through the HPLC system (1 mi/min)
using two gradient elution programs: gradient.1\{rgatum): 10-39.5% B (044 min), 39.5

92% B (4445 min), 92100% B (4560 min); gradient 2J, maritimug: 10-38% B (B30

min), 38% B (3640 min), 3845% B (4045 min), 4551% B (4547 min), 5195% B (4748

min), 9598.8% B (4862 min), 98.8100% B (6263 min).

Preparative HPLC experiment

Preparative HPLC was performed on the methylene chloride partitibnofgatum(LVS-
MC) obtained after liquid/liquid extraction (LLE200 mg of LVSMC solubilized in MeOH
were injected (14 ml/min) using the following gradieelution program: 16% B (@6 min),
28% B (2632 min), 2897.5% B (3242 min), 97.5100% B (4260 min).

CPC experiment
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CPC was performedor the purification ofluteolin from the ethyl acetate partition df
maritimus (JMR-EA) obtained after LLE. Ten @ernary biphasic solvent system Arizona
were tested in order to choose the optimal syst8hArizona K (nHept/EtOAc/MeOH/HO;
1:2:1:2; viviviv) was used on JMRA (180 mg) in ascending mode (50 miRjactions of 8

ml were collected every mii2 subfractions were then pooled according to TLC

Evaluation of antiradical activity

The antiradical activity was determined accordincAtpino et al. *® using the stable 11
diphenyt2-picrylhydrazyl radical (DPPH°, Sigma, FrancBp ul of extrac(40 pg/ml) were
added to 2.5 ml of freshly prepared DPPH® solut@m i§g/ml). MeOH (50 pl) was added to

the same DPPH° solution and was used as control (DfPiter 20 min, absorbances were
measured at 515 nm against a blank on a Biowave Il WPA sphotamer (Serlabo
Technologies). A calibration curve was obtained after linear regression of DPPH° (1 to 50

png/ml). The percentage of remaining DPPH° was calculated as follows:

% DPPH%em= [DPPH%omi]/[DPPH%] X 100

ICs0 was determined for the mosttae plants and for rutin (positive control), by testing

several concentration&@ to 100 pg/ml for extracts; 1.25 to 40 pug/ml for partitions and rutin).

Antimicrobial activity

The antimicrobial activity was evaluated against 36 pathogenic microorganisms according to
Mahamodoet al ™ The 36 microorganisms were grown overnight at 37°C on sloping
Mueller-Hinton (MH) agar medium. The bacteria were diluted with Ringer's Cys(&Gg
solution to obtain 1Dbacteria/ml. In Petri dishes, 19 ml MH Il agar was supplemented with 1
ml of stock solution of extracts (12.5 mg/ml to 0.39 mg/ml) or antibiotics (gentamicin,

vancomycin, amoxicillin) and amphotericin B (28 mg/ml to 6.1@g/ml), giving final
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concentrations from 625 to 19.5 pg/ml for the extracts and 64 to 0.03 pg/ml for controls.
Inocula of 18 colony forming units (CFU) were spotted ultimately with a multipoint
inoculator (Steers Replicator).

Antimicrobial activity was testkon the following reference strains from the collection of the
laboratory of bacteriology (INSERM U995), obtained recently by clinical isolation and that
reflect the pathologies encountered today in hospitals:

GramZ bacteriaCitrobacter freundiil1041,C. freundiil1042 Escherichia colB138,E. coli
8157,E. coli ATCC 25922 Enterobacter aerogene3004, Enterobacter cloacaéd1050,E.
cloacae 11051, E. cloacael1l1053, Klebsiella pneumoniad 1016, K. pneumoniael1017,
Serratia marcescen$1056,S. marcesens 11057, P. mirabilis 11060, Providencia stuartii
11038,Salmonella sp11033,Acinetobacter bauman010,A. baumanif011,Pseudomonas
aeruginosa 8131, P. aeruginosaATCC 27583, Stenotrophomonas maltophilia, Yersinia
pseudotuberculosi®777; Gram + &cteria:Enterococcus faecali€1596, Enterococcus sp
8153, Staphylococcus epidermidi®282,Staphylococcus epidermidi01, Staphylococcus
aureus 8146, Staphylococcus aureus8147, Staphylococcus lugdunensisi26A3,
Staphylococcus warnefil2A12,CorynebacteriunT25-17, Mycobacterium smegmati03,
Streptococcus agalactiael 257, Streptococcus dysgalactiad46C14, Streptococcus

agalactiaeT 53C2; YeastCandida albican4.0286.

Antiviral activity against hepatitis C virus (HCV)

Plant extracts we assessed against HCV infection according to Gaauil. *®! using a
modi—ed JFH1 (Japanese Fulminant Hepdijtisirus. %2% The viral stock (5.10 focus
forming unit/ml) was produced in Htih hepatoma cell$* The day before infection, Heh

cells were plated in 9@vell plates at 6000 cells/well. Plant extracts were added at 25 —g/ml

(DMSO) during both the 2 h inoculation step and the 28 h-iposulation step. DMSO
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(0.01%) was employed as control. Infected cells werexed and submitted to
immunduorescence labeling with an ariil envelope glycoprotein antibodyith Cy3
conjugated goat anthouse 1gG2%. The total number of cells at the end of the experiment

was determined by staining of nuclei with 1 pg/ml DAPI.

Cytotoxicity assays

The cytotoxicity was evaluated on WI38 (normal human fibroblast) and on J774
(macrophagdike cells derived from BALB/c murine reticulum cell sarcoma) cell lines as
described by Beret al.?® using the tetrazolium salt MTT {&,5-dimethylthiazol2-yl)-2-5
diphenyltetrazolium bromide (Sigma)) colorimetric meth&diefly, WI-38 or J774 were
seeded in 9@vell plates (5000 cells/well) containing 100 pl of medium (DMEM containing
4mM L-glutamine and 1mM sodium pyruvate (Gibco) or RPMI 1640 containing 2mM L
glutamine (Sigma)) supplemented with 10% heattivated foetal bovine serum (Gibco) and
penicillin-streptomycin (100 Ul/ml). After 24 h, the medium was removed and cells were
treated with 200 pl of plant extracts solutions at a fixed concentrationog/a@ to calculate

cell viability percentage.
Cell viability % = [AT/ANT] x 100, with A: absorbance, NT: control cells, T: treated cells.

When this percentage is inferior to 50%, agyliS calculated with a concentration range of
0.02350 pg/ml obtainedrom a 20 mg/ml DMSO stock solution diluted in fresh medium. The
medium was replaced after 72 h of incubation by 100 ul of 10% MTT solution (3 mg/ml in
PBS) in medium. After 45 min, the medium was removed again and 100 pl of DMSO were
added to solubilizéormed formazan crystals. Absorbance was recorded at 570 nm and 620
nm. Camptothecin (Sigma) was used as positive control (concentration range: €80032
pg/ml). Each sample was tested in eight serials three fold dilutions-we®6nicrotiter

plates, wih three wells per concentration. All experiments were made at least in duplicate.

73



The highest concentration of solvent to which the cells were exposed was 0.25%, which was

shown to be noitoxic.

Statistical analysis

Statistical calculations were carriemit with Prism statistical software (Graph Pad Inc.).
Results are expressed as the mean + SEM (Standard Error of the Mean) (antiviral and
cytotoxicity assays) or as the mean + SD (Standard Deviation) (total polyphenol content and
antiradical activity) of tileast three independent experiments with individual values- Non
parametric KruskaWallis test was used for statistical comparison of groups of data. Then,
individual differences between treatments were identified using Dunn€s test as a post hoc

test.;P values < 0.05 were considered as significantly different from the control.

Results

Screening results

Eight extremophile plants were collected in different areas in Tunisia, including 3 xerophytic
plants and 5 halophytic plants. 16 crude methamslitacts were prepared from different
parts of these plants. These extracts were evaluated for their antiradical, antimicrobial (on 35
bacteria and 1 yeast), antiviral (hepatitis C virus, HCV), and cytotoxic activities (against

WI38 and J774 cell lines).

Total polyphenol content and antiradical activity of plant extracts

16 crude methanolic extracts were evaluated for their total polyphenol content and for their
antiradical activity. Results are summarized in Figures 1 and 2. Among the 16 crude

methanolic &tracts, onlyLimonium virgatum(stems and leaves) antlncus maritimus
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(rhizomes) extracts have an antiradical activity. All other samples did not significantly reduce

the free radical DPPH°.

Stems and leaves methanolic extractd oWirgatum (LVS-CE and LVL-CE) showed the
highest DPPH® free radical scavenging activities withy Malues of 7.56 and 7.59 pg/ml,
respectively. The similar antiradical activity of these two extracts is correlated with their
similar total polyphenol content (TPCVIS-CE = 37.0 mg eq GA/g extract DW and LMCE

= 31.6 mg eq GA/g extract DW).

The methanolic extract af. maritimusrhizomes (JMRCE) showed a moderate antiradical
activity (ICsp = 45.23 pg/ml). This extract had alaonoderate TPC (5.63 mg EAG/g extract

DW).

Antimicrobial activity of plant extracts

The antimicrobial activity of all crude methanolic extracts was evaluated against a panel of 36
pathogenic microorganisms (22 Grgoositive bacteria, 13 Gramegative bacteria and 1
yeast) by means of a multglinoculator. The data in Table 2 give Minimum Inhibitory
Concentrations (MIC) values of only active crude extracts (MIC < 1000 pdimipnium

and Juncusextracts showed the highest activities. €& and LVL-CE showed a low
antimicrobial activity (500 g/ml < MIC < 1000 pg/ml), but a broad spectrum activity (MIC =
625 pg/ml against several strains of Gram + and Grdmacteria). The most interesting
antibacterial activities of these extracts were against a-negigtant strain oPseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosaATCC 27583 MIC = 625 pg/ml) and againsh strain of

Escherichia col(E. coli8157: MIC = 312 pg/ml).

JMR-CE showed a selective action against Gramsitive bacteria, in particular against the

three multiresistant strains of Streptococcus and one strain of Staphylococcus
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(Staphylococcus lugdunensi26A3). Most interestingly, this crude extract showed a high

activity againstStreptococcus dysgalactidd6C14 (MIC = 78 pg/ml).

Antiviral activity of plant extracts

The HCVcc inhibition assagnabled us to analyse the antiviral effect of the extracts during a
complete viral life cycle. The results are presented in Figure 3. By comparison with the
control, only few plant extracts showed a slight toxicity agdthgt-7 hepatoma cells &5

pg/ml, in particulaiSilene succulentaxtracts (SS€E and SSECE). However, thes&ilene
extracts showed @&igni—eant decrease in the number of HCVcc infected cells. Most
interestingly, JMRCE showed the highest effect, with more than 85% of inlubiin HCV
infection, demonstrating a strong ahtCV activity without toxicity. All other plant extracts
displayed infection rates higher than 50%, indicating an absence of inhibition of HCV

infection.

Cytotoxic activity of plant extracts

Plant extracts we analysed for their antiproliferative activity using the MTT assay on a
cancerous cell line J774 compared to the one on &awcerous cell line WI3&Results were
summarized in Figure 4. Three plant extracts showed cytotoxicity on the J774 canckrous ce
line at lower concentrations than 50 pg/®iteneextracts (SSEE and SSICE) as well as
leaves extract o€irsium scabrum(CSL-CE) with respectively 1G, values of 47.59, 23.11,

and 11.53 pg/miThe cytotoxic activity of CSICE is particularlyinteresting because this
extract showed the highest activity on J774 cell line that is also selecti¢e=(£9.89 pg/mi

on WI38, selectivity index = 2.6), unlike f&ileneextracts.
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Bioassayguided fractionation

Four plant species showed the most interesting activities at the end of the screening process.
The crude extract d€irsium scabrumeaves (CSECE) showed a selective cytotoxic activity
on J774 cell line, whered&ilene succulentarude extracts (SS6E ard SSL-CE) showed a
moderate and neselective cytotoxicity on J774 cell line, as well as a moderateHw
activity. Juncus maritimusndLimonium virgatunstood out for their high antimicrobial and
antiradical activitiesThe crude extract al. maritimusrhizomes (JMRCE) hadthe highest
activity against HCVand showed a selective antibacterial activity agaBtseéptococcus
dysgalactiaeT46C14. It also had anoderate antiradical activityCrude extracts ot.
virgatumstems and leave$ {S-CE ard LVL-CE) showed the highesintiradicalactivities
and a broad antibacterial spectrum against several strains of Gram + and- Geateria.
Bioguided fractionation was then initiated on JME, LVS-CE and LVL-CE to deepen the

understanding of their biotgities.

Juncus maritimus

JMR-CE showed a moderate antiradical activity, a selective antibacterial activity against
Streptococcus dysgalactiad46C14 and the highest activity against HCBioguided
fractionation was performed using a ligdiguid fracionation. Three partitions were
obtained: methylene chloride partition (JMRIC), ethyl acetate partition (JMEA) and
aqueous partition (JMIRI,O). These three extractgere evaluated using the same antiradical,

antibacterial and antiCV assays as for the screening process.

With respect to antiradical assays (Table 3), results showed that the ethyl acetate partition
(JMR-EA) exhibited the highest antiradical activitytlvian 1Go value equal t®.47 pg/ml

The major compound of this partition was isolated in one step by CPC using the Arizona
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system K (Figures 6 and 7). HRRS and NMR data analysis allowed its identification as

luteolin. A highantiradical activity was theeobtained for this compound @§&= 4.82 pg/ml).

Regarding antibacterial assays (Table 4), results showed that the activity of th€EEMR
against the Grarpositive bacteriataphylococcus aure@&l47, Streptococcus agalactiae

257 and T 53C2) was due the methylene chloride partition (JM®C). This partition was

also active against other strair&dphylococcus aure®l46 andCorynebacteriunT25-17)

and is particularly active againStreptococcus dysgalactide@6C14with a MIC equal to 39

pg/ml. Bioautography performed on JMRC againstS. dysgalactiaeshowed that the
partition contains a large panel of compounds that seems to be active against the bacteria

strain (data not shown).

Finally, the same partition (JMRIC) was most likely responsible rfdhe antiviral activity

against hepatitis C virus with more than 98% of inhibition in HCV infection (Figure 8).

Limonium virgatum

Crude extracts of. virgatumstems and leaves (LVSE and LVL-CE) showed the highest
antiradical activities, correlated with their high total polyphenol content (TRRyLeeding
those of the methanolic extract of green tea. Tleye also active against several Gram
negative and Graspositive bacteria. iquid-liquid partitioning yielded four partitian for
both LVSCE and LVL-CE: methylene chloride partitions (LVBIC and LVL-MC), ethyl
acetate partitions (LVEA and LVL-EA), butanol partitions (LVSBut and LVL-But), and

aqueous patrtitions (L\V&1,0 and LVL-H;0).

Results of antiradical assays (TablesBpwed that the butanol and ethyl acetate partitions of
stems (LVSBut and LVSEA) and leaves (LVIBut and LVL-EA) of this species had the
highest antiradical activities. The besikd®alues were recorded for LVBut and LVL-EA

(7.01 pg/ml and 6.62 pg/méspectively). These two partitions also showed the highest TPC
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(30.87 mg eq GA/g extract DW and 32.39 mg eq GA/g extract DW respectively). By contrast,
aqueous and methylene chloride partitions of the two organs had relative lower antiradical
activities ad lower total polyphenol content (Figures 9 and 10). The quantitative
determination of total tannins showed that the butanol partitions ofLbatingatumorgans

were very rich in tanninfLVS-But = 11.37 mg eq GA/g extract DW and L\Bt = 10.8 mg

eg GAQ extract DW) while the methylene chloride and ethyl acetate partitions had the lowest

tannin contentg¢Figure 10)

Results of the antibacterial assayghlighted that LVSEA and LVL-EA have a broad
spectrum of action similar to those of the crude extraut a low to moderate antibacterial
activity (Table 6). By contrast, the methylene chloride partitions of the stems and of the leaves
showed a high antibacterial activity, with a selective action against -@oaitive bacteria.
LVS-MC was active againsStaphylococcus epidermidi®01 and Streptococcus agalactiae
T257 (MIC = 78 pg/ml), whereakVL -MC showed an antibacterial activity against a strain

of Corynebacteriun{MIC = 78 ug/ml) and against four other Granuositive bacteria with a

MIC value equalto 39 pg/ml: Staphylococcus lugdunensi$26A3, Streptococcus

dysgalactiael46C14,Streptococcus agalactidae25-7 andStreptococcus agalactideb3C2.

The comparison of the chromatograms at 320 nm of-BE¥Sand LVSMC allowed the
detection of three majolompounds: C1, C2 and C3 (Figure 11). These compounds were also
detected in LVEMC, but are identified in traces in LVEA. These compounds might be
responsible for the antibacterial activity of LAMBC and of LVL-MC. Thus, they were
isolated by preparativélPLC. The compound C2 was isolated in sufficient quantity to
determine its structure on the basisHR-MS and NMR data. The HRIS spectrum of C2
contained a monocharged ion peak [M+&atlm/z312.12402 corresponding to the molecular
formula GgH1904N (" = 3.150 ppm). The comparison of the-1&hd 2DNMR data of C2

with those reported in literature allowed to identify this compound dsamé-feruloyl
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tyramine.”! This phenolic amide was previously isolated from the roots of anbitmenium
species|.. sinensel®® The'H spectrum of C1 was close to those of C2. This compound could
also be a phenolic amide. The HIRS spectrum gave a monocharged ion peak [M-altin/z
311.16887, but the low quantity obtained for this product did not allow us to dedetiotaty
its structure. The HRMIS spectrum of C3 gave a monocharged ion peak [M-dfjm/z
447.34694 corresponding to the molecular formulgHgO4 C = 0.120 ppm). According to
the NMR data, the compound C3 is of chemical nature completely differemtGoand C2,

but it could be a contamination by the diisodecyl phthalate.

Discussion

Our study showed the great potential of extremophile plants to find bioactive eximacts,

particular with antiradical and antimicrobial activities.

It had been reported tha&xtremophileplants are equipped with a powerful antioxidant
system, including polyphenols to overcome severe environmental conditiohEnonium
virgatumis a good example of extremophile plants with a high DPPH? free radmatnging
activity, correlated with a high total polyphenol contehhis halophyte planfrom the
Plumbaginaceatamily is not very encountered in Tunisia. To our knowledge, no reports on
its chemical composition and on its biological activities haven gevided in the literature

so far. In our study, we showed thlaé antiradical activity of the stems and leaves extracts of
L. virgatumis due to their higlphenolic content (ethyl acetate and butanol partitions), but
also to the rich content of tannifmainly butanol partitions)Our findings are in agreement
with the literature. In fact, severaimoniumspecies are known to be rich in tannifte®
Siddhurajuet al. ** reported that a high concentration of tannins increased theafézl

DPPH scavenging capacity. In addition, Plumbaginaceae family is chemically characterized
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by the capacity to produce polyphenols, widely known for their antiradical potdfftil.
Among the other extremophile plants tested, ahlywcus maritimusshowed a moderate
antiradical activityJ. maritimus a halophyte from the Juncaceae family, is well distributed in
the coastal regions of Tunisia. To our knowledge, the majority of stwdlasng toJ.
maritimusdo not deal with pharmacological and chemical aspects. In our work, we showed
that the flowers and stems of this species had no activity while the rhizomes exhibited several
antiradical and antimicrobial activities. From the manstiradical partition (ethyl acetate), we
isolated luteolin in one step by CPC and we showed that this compound was mostly
responsible for the antiradical activity of the rhizomes. Our results are in agreement with the
literature. In fact, luteolin is a w¢ common flavone, previously identified in othd&uncus
species!®! known to have multiple biological effects including antioxidant actiVity*> The
antiradical activities of the other extremophile plants are not described in the liteeatept

for Atractylis serratuloidesOur results are not in concordance with the literature for this

plant. Bouazizet al *°

reported that a methanolic extractAfserratuloidead a very high
antiradical potential (I = 4.11 mg/ml), while our sample didot show an antiradical
activity (% remaining DPPH®° = 86.7% at 40 pg/ml). Both samples were collected in South of
Tunisia but at a different vegetative stage. This difference of conditions of collect could
explain this difference of activity. In fact, th&uccession of seasons is coupled to an
adjustment of the production of phenolic compounds to cover plant needs to each season. The

antiradical activity is by consequence affect€d. Moreover, the antioxidant system of

extremophileplants is highly modated by biotic and abiotic factors)

J. maritimusand L. virgatum also showedan antimicrobial activity. FirstJ. maritimus
rhizomes extract was found to have a selective activity agairegptococcus dysgalactiaas
well as an antiviral activitpgainst HCV. Streptococcus dysgalactiased in our study is a

strain isolated from an osteomyelitis located in a diabetic foot. This -Baaitive bacterium
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is a member of group C streptococci (GGt causes mastitis and polyarthritis in animals,
andin rare cases, meningitis in humaf$ie clinical spectrum of diseases caused by this
species is similar to that caused Byreptococcus pyogend® We also tested our plants
against HCV because this virus is a major cause of chronic liver diseases. generation

of effective aniHCV drugs (viral protein inhibitors) is currently available, but they are very
expensive and not accessible in developing countries. Also, the emergence of resistant HCV
variants continues to be a public health issd&.In our study, we showed that the
antimicrobial activity ofJ. maritimus was related to some compounds present in the
methylene chloride partition. To our knowledge, no reports on antimicrobial activities of this
species and on its chemical composition hasen produced in the literature so far. However,
some studies showed that a dihydrophenanthrene isolated Jromemerianushad an
antimicrobial activity, but not directed specifically agair&t dysgalactiae'*® From a
chemotaxonomic point of view,Juncus species biosynthesise phenanthrenes and
dihydrophenanthrenes*! Some studies demonstrated that several phenanthrenes were
phytoalexins, accumulated in plants as a response to infection caused by pathogeHife. fungi
The same studies also showedttthesephenanthrenes possess an antimicrobial potential.
Another study reported that dihydrophenanthrenes isolated from the ethyl acetate partition of
J. effusushad an antiviral activity'*®. Taken together, these findings suggest that the
methylene cloride partition of J. maritimusrhizomes is probably rich in phenanthrene

derivatives with an antibacterial and antiviral potential.

The methylene partition df. virgatumstems and leaves also showaedigh antibacterial
activity, with a selective action against some Giyawsitive bacteria, in particular against
someStaphylococcuand Streptococcustrains. This activity could be due to the presence of
phenolic amides. These compounds could also exptee moderate antiradical activity of

LVS-MC and LVL-MC. 124
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Aside fromJ. maritimusandL. virgatum the screening process revealed a cytotoxic activity
against a murine macrophatijee tumor cell line (J774) for two plants. These species &ere
xeroplyte belonging tcAsteraceadamily, Cirsium scabrumand a halophyte belonging to
Caryophyllaceagéamily, Silene succulentalhis latter species also showed a toxicity against a
human lung fibroblast cell line (WI38). More than 400 compounds, including
phytoecdysteroids, sterols and saponins, have been isolatedsiteme succulentand other
Silenespecies!***®! Biological investigations on phytoecdysteroids indicated their multiple
activities, including antitumor potentié‘f.‘” Moreover, several sapms are well known for
their toxicity, because they are powerful haemolyiticsitro. *”! The quantitative analysis of

the saponins in our plant sample should deepen the understanding of its toxicity.

Unlike S. succulentaC. scabrumshowed a selective cytotoxicity against J774 compared to
WI38. To our knowledge, no reports on chemical composition and on biological activities of
C. scabrumhave been provided in the literature so far. But, some studies showed that several
compounds idated from other Cirsium species, including C. setidens (24
hydroperoxycycloar25-by-313-0l) 8 C. japonicum (flavones) *® and C. setosum(s-
tocopheroides -tocospiro C)®, had cytotoxic activities against several cancer cell lines.
Bioassayguided fractionation is required to determine the compounds responsible for the

cytotoxic activity of the crude methanolic extractfscabrum.

Conclusion

Eight extremophile plants from Tunisia were screened for their phenolic content and for some
biological activities. This is the—st report of the antiradical, antimicrobial, antiviral and
cytotoxic activities of these eight species. We found Basium scabrumand Silene

succulentahad high cytotoxic activities. Most interestingyncus maritimugsnd Limonium
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virgatum showed multiple biological activities]l. maritimusrhizomes extract showed a
moderate antiradical activity, a selective antibacterial activity aga8ts¢ptococcus
dysgalactiaeand the highest activity against hepatitis C virus. 8Newed that luteolin was
mostly responsible for the antiradical activity, while the presenphehanthrene derivatives
could explain the antimicrobial activities. The extractsLofvirgatum stems and leaves
showed the highesDPPH radical scavenging adty related tothe high content in
polyphenols and tannins. Their methylene chloride partitions showed an antibacterial activity

probably due to the presence of phenolic amides.
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Tables

Table 1 Percentage yield (PY) on a dry weight basis (% w/w) of each crude methanolic extract

Plant species Organs PY (% wiw)
Xerophytic plants | Atractylis serratuloides whole plant (AS) 7.6%
Cirsium scabrum stems (CSS) 9.3%
flowers (CSF) 6.1%
leaves  (CSL) 12.1%
Scabiosa maritima leaves  (SML) 7.6%
flowers (SMF) 3.3%
stems (SMS) 2.3%
Halophytic plants | Silene succulenta stems (SSS) 10.8%
leaves  (SSL) 23.7%
Juncusmaritimus flowers (JMF) 7.3%
rhizomes (JMR) 12.5%
stems (IMS) 13.1%
Limonium virgatum stems (LVS) 17.9%
leaves  (LVL) 19.4%
Atriplex tatarica whole plant (AT) 14.2%
Aeluropus littoralis whole plant (AL) 9.3%

Table 2 Antimicrobial activities of active crude methanolic extracts (MIC in pg/ml)

__L.virgatum 3 maritimus

; Gent Vanc Amox
Stems Leaves  Rhizomes

Gram - bacteria

Escherichia colB157 312 312 NA S R R
Klebsiellapneumoniad. 1017 625 NA NA S R R
Providencia stuartii11038 NA 625 NA S R S
Acinetobacter bauman@010 NA 625 NA S R R
Pseudomonas aerugino8dCC 27583 625 625 NA R R R
Stenotrophomonas maltophilia 625 625 NA S R R
Gram + bacteria

Staphylococcus aure@i47 625 625 NA S S S
Staphylococcus lugdunendig26A3 625 625 625 S S S
Staphylococcus warnefil2A12 625 625 NA S R S
Mycobacterium smegmati€©03 625 625 NA S S S
Streptococcus agalactiae25-7 NA NA 625 S S S
Streptococcus dysgalactidd6C14 NA NA 78 S S S
Streptococcus agalactiaes3C2 NA NA 625 S S S

MIC (ug/ml) of positive controls: Gent (gentamicin),"8:4, R: > 8; Vanc (vancomycin), S: ™ 4, R: > 16; Amox
(amoxicillin), S:™ 4, R: > 16; S: sensitive, . intermediaterdsistant. MIC (ug/ml) of crude methanolic extracts:
MIC < 100 pg/ml: high activity; 100 pg/ml < MIC < 500 pg/ml: moderate activity; 500 pg/ml < MIC < 1000



pg/ml: low activity; MIC > 1000 pg/ml: no activityNA: inactive (MIC > 1000 pg/ml) on Grard bacteia:

Citrobacter freundii 11041, C. freundii 11042, Escherichia coli8138, E. coli ATCC 25922, Enterobacter
aerogene®9004,Enterobacter cloaca&1050,E. cloacael1051,E. cloacael1053,Klebsiella pneumonia&1016,
Serratia marcescend1056, S. marcescen11057, P. mirabilis 11060, Salmonella sp11033, Acinetobacter
baumanii9011,Pseudomonas aerugino84a31,Yersinia pseudotuberculos2377; Gram + bacteri&nterococcus
faecalis C1596, Enterococcus sp8153, Staphylococcus epidermidi)282, Staphylooccus epidermidi$001,

Staphylococcus aure@®46,CorynebacteriunT25-17; YeastCandida albican40286.

Table 3.Antiradical activities (IGyin pg/ml) of Juncus maritimushizomes partitions

Extract, partitions, ICs0 (Lg/ml)
compounds
JMR-CE 45.23+£1.68
JMR-MC 27.32+1.63
JMR-H,0 5.47+0.14
JMR-Luteolin 4.82+0.31

Each value represents the mean + SD of 3 determinations.JUM&ys
maritimusrhizomes; JMRLuteolin, luteolin isolated frond. maritimus
(positive control); JMRCE, methanolic crude extract; JM®&C,
methylene chloride partition; JMRA, ethyl acetate partition; JMR
H20 not represented: IC50 = 263.81 + 19.45 pg/ml.

Table 4. Antimicrobial activities of rhizomes partitions dfincus matimus(MIC in pg/ml)

J. maritimus
Rhizomes Gent Vanc Amox
JMR-MC JMR-EA JMR-H)0

Gram + bacteria

Staphylococcus aure@i46 625 NA NA S S S
Staphylococcus aure@i47 312 NA NA S ] S
Corynebacteriuni25-17 312 625 NA S S ]
Streptococcus agalactiak25-7 625 625 NA S S S
Streptococcus dysgalactidgd6C14 39 312 NA S S S
Streptococcus agalactiaes3C2 312 625 NA S S S

MIC (ng/ml) of positive controls: Gent (gentamicin), ¥ 4, R: > 8; Vanc (vancomycin), S: ™ 4, R: >Ah6ox
(amoxicillin), S:™ 4, R: > 16; S: sensitive, |: intermediate, R: resistant.

MIC (ng/ml) of partitions (JMRMC: methylene chloride partition; JMRA: ethyl acetate partition; JIMR,0: agueous
partition): MIC < 100 pg/ml: high activity; 100 pg/ml < MI€ 500 pg/ml: moderate activity; 500 pg/ml < MIC < 1000
pg/ml: low activity; MIC > 1000 pg/ml: no activity

NA: inactive (MIC > 1000 pg/mljon Gram Z bacteria:Citrobacter freundii11041,C. freundii 11042, Escherichia coli
8138,E. coli8157,E. coli ATCC 25922 Enterobacter aerogené&04,Enterobacter cloaca@1050,E. cloacael1051,E.
cloacael1053,Klebsiella pneumonia&1016,K. pneumoniad 1017,Serratia marcescenkl1056,S. marcescens1057,P.
mirabilis 11060, Providencia stuartii 11038, Salmonella sp 11033, Acinetobacter baumani®010, A. baumanii9011,
Pseudomonas aerugino$d31,P. aeruginosaATCC 27583,Stenotrophomonas maltophili¥ersinia pseudotuberculosis
2777; Gram + bacteriaEnterococcus faecali€1596, Enterococcussp 8153, Saphylococcus epidermidi$0282, S.
epidermidis5001, Staphylococcus lugdunendi26A3, Staphylococcusvarneri T12A12, Mycobacterium smegmati03;
Yeast:Candida albicand.0286.
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Table 5. Antiradical activities (IGyin pg/ml) ofLimonium virgatunstems and leaves patrtitions.

Extract, partitions, ICs0 (ug/ml)
compound
LVS-CE 8.19+0.39
LVS-MC 15.334£0.39
LVS-EA 9.25+0.95
LVS-But 7.01+0.62
LVS-H,0 10.60+0.29
LVL-CE 7.94+0.44
LVL-MC 12.15+0.84
LVL-EA 6.62+0.35
LVL -But 8.19+0.86
LVL -H,0 9.95+0.59
Luteolin 4.82+0.31

Each value represents the mean + SD of 3 determinations. LVS,
Limonium virgatunstems; LVSCE, methanolic crude extract; LM8C,
methylene chloride partition; L&A, ethyl acetate partition; L\(But,
butanol partition; LVSH20, aqueous partition; LVL,Limonium
virgatum leaves; LVLCE, methanolic crude extract; LWMC,
methylene chinde partition; LVL-EA, ethyl acetate partition; L\ABut,
butanol partition; LVLEH20, aqueous partition.Positive control:
luteolin.

Table 6. Antimicrobial activities of stems and leaves partitionkiafonium virgatum(MIC in pg/ml)

L. virgatum
Stems Leaves Gent Vanc Amox
LVS LVS LVS LVS LVL LVL LVL LVL
-MC -EA -But  -H,O -MC -EA  -But -H,0

Gram T bacteria

Klebsiellapneumoniad 1017 NA 312 625 625 NA 312 NA 625 S R R
Proteus mirabilis1 1060 NA 625 NA NA NA 625 NA NA S R R
Providencia stuartii11038 NA 625 NA NA NA 625 NA 625 S R S
Acinetobacter bauman8010 NA 625 NA NA NA 625 NA NA S R R
Acinetobacter bauman@011 NA 625 NA NA NA 625 NA NA R R R
Pseudomonas aerugino8a31 NA 625 NA NA NA 625 NA NA S R R
P. aeruginosaATCC 27583 NA 312 NA NA NA 312 NA NA R R R
Stenotrophomonas maltophilia NA 625 NA NA NA 312 NA NA S R R
Yersinia pseudotuberculos2377 NA 625 NA NA NA 625 NA NA S R R
Gram + bacteria

Staphylococcus epidermidid282 NA 312 625 625 NA 312 625 312 S S S
Staphylococcus epidermicds®01 78 625 NA NA NA NA NA NA S S S
Staphylococcus aure@®i46 NA 625 NA NA NA 625 NA 625 S S S
Staphylococcus aure@d47 NA 625 625 625 NA 625 NA 625 S S S
Staphylococcus lugdunendi26A3 NA 312 625 625 39 312 NA 625 S S S
Staphylococcus warnefil2A12 NA 312 625 625 NA 312 NA 625 S R S
Corynebacteriuni25-17 NA 625 NA NA 78 625 NA NA S S S
Mycobacterium smegmat®03 NA 625 NA NA NA 625 NA 625 S S S
Streptococcus agalactia25-7 78 NA NA NA 39 625 NA NA S S S
Streptococcus dysgalactidd6C14 NA NA NA NA 39 625 NA NA S S S
Streptococcus agalactigesb3C2 NA NA NA NA 39 625 NA NA S S S

MIC (ug/ml) of positive controls: Gent (gentamicin),"8:4, R: > 8; Vanc (vancomycin), S: ™ 4, R: > 16; Amox (amoxicgtifi}, 4, R: > 16; S:
sensitive, I: intermediate, R: resistant.
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MIC (pg/ml) of partitions (LVSLimonium virgatunStems; IVL: Limonium virgatunieaves; LVSMC, LVL-MC: methylene chloride partitions;
LVS-EA, LVL-EA: ethyl acetate partitions; LVBut, LVL-But: butanol partitions; LV$,0, LVL-H,0: aqueous partitions): MIC < 100 pg/ml:
high activity; 100 pg/ml < MIC < 500 pg/minoderate activity; 500 pg/ml < MIC < 1000 pg/ml: low activity; MIC > 1000 pg/ml: no activity

NA: inactive (MIC > 1000 pg/mlpn GramZ bacteria:Citrobacter freundiil1041,C. freundii11042,Escherichia coli8138,E. coli 8157,E. coli
ATCC 25922,Enterdacter aerogene8004, Enterobacter cloacad 1050, E. cloacael1051,E. cloacael1053,Klebsiella pneumoniad1016,
Serratia marcescen$1056,S. marcescen$1057,Salmonella sp11033; Gram + bacteri&nterococcus faecali€1596; Enterococcus sg153;

Yeast: Candida albicans 10286.
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Figure 1. Total polyphenol content of crude methanolic extracts (mg eq GA/g extract DW).
Each value represents the mean + SD of 3 determinations; Negative control: water (TCP = 0.000189 mg eq GA/g extract DW).
Positive control: green tea (leaves extract). Significantly different from the background control (water): *p < 0.08,01p <
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Figure 2 Antiradical activities of crude methanolic extracts (at 40 pug/ml).
Each value represents the mean + SD afefrminations. Negative control: MeOH. Positive control: rutin. Significantly
different from the background control (MeOH): *p < 0.05, ** p < 0.01.

Figure 3 Anti-hepatitis C virus activity of crude methanolic extracts (relative infection rate atisdedtah7

cell number percentages at 25 pg/ml).

Each value represents the mean + SEM of 3 independent determinationscelishwere inoculated with HCV in cell culture (HCVcc) in
the presence of plant extracts at 25 pg/mL or 50 uM dephinidin or 1 gkplayir for 2h. Inoculum was removed and cells were further
incubated in medium containing plant extracts or molecules for 28 h and cells were fixed. Negative control: DMSO. Rusitise co
delphinidin, an inhibitor with natural origin of HCV entrigpceprevir, an inhibitor of HCV replication. Significantly different from the
background control (DMSO): *p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.005
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Figure 4 Cytotoxic activities of crude methanolic extracts (cell viability percentage at 50 pg/ml).
Each value represents the mean + SEM of 12 determinations (6 repetitions in duplic&®) hihan normal fibroblast cell
line; J774, murine macrophatike tumor cell line. Negative controls: DMSO and EtOH/H20 (vehicle solvents). Positive
control: camptthecin, 1Gy = 0.17 + 0.04 pug/ml (W88), 1G5, = 0.011 + 0.002 pg/ml (J774). Significantly different from the
background control (DMSO): *p < 0.05, **90.01, *** p < 0.005
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Figure 5 Total polyphenol content TPC (mg eq GA/g extract DWJwricus maritimushizomes partitions
Each value represents the mean + SD of 3 determinations.JiM&ys maritimushizomes; JMRCE, methanolic crude extract;
JMR-MC, methylene chloride partition; JMRA, ethyl acetate partition; JMR20, aqueous parttin. Negative control: water
(TCP = 0.000189 mg eq GA/g extract DW). Positive control: green tea (leaves extract). * Significantly different frontittee posi
control (water): *p < 0.05, ** p < 0.01.

Figure 6 Chromatograms at 254 nm of rhizomes crude extradurafus maritimugJMR-CE) and its ethyl

acetate partition (JVHEA).
The retention time of luteolin is indicated on the chromatogram (TR luteolin = 30 min).
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Figure 7 Anti-hepatitis C virus activity of crude methanolic extract and partitiodsioéus maritimushizomes
(relative infection rate and relative Hahcell number percentages at 25 pug/ml)

Each value represents the mean + SEM of 3 independent determinatibris.cells were inoculated with HCVcc in the presence of
plant extracts at 25 pg/mL or 50 pM delphinidin or 1 uM boceprevir for 2h. Inoculum was removed and cells were furthedimcuba
medium containing plant extracts or molecules for 28 h and celisfixed. Negative control: DMSO. Positive controls: delphinidin, an
inhibitor with natural origin of HCV entry; boceprevir, an inhibitor of HCV replicatidancus maritimusrhizomes; JMRCE,
methanolic crudeextract; JMRMC, methylene chloride partition]MR-EA, ethyl acetate partition; JMR20, aqueous partition.
Significantly different from the background control (DMSO): *** p<0.005
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Figure 8 Total polyphenol content (TPC) and total tannins content (TC) (mg eq GA/g extract DWHasfium

virgatumstems and leaves partitions

Each value represents the mean = SD of 3 determinations.LliM8nium virgatunstems; LVSCE, methanolic crude extract; LVS
MC, methylene chloride partition; L&A, ethyl acetate partition; LV8ut, butanol partition; LVSH20, aqueous partition; LVL,
Limonium

virgatumleaves; LVL-:CE, methanolic crude extract; LMUC, methylene chloride partition; LVEA, ethyl acetate partition; VL -But,
butanol partition; LVIH20, aqueous partition. Control (TPC and TC): Water. Positive control (for TP@n ¢ea. Significantly
differentfrom the background control (DMSO): * p <0.05; ** p < 0.01.
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Figure 9 Chromatograms at 320 nm wiethylene chloride (LVSIC and LVL-MC) and ethyl acetate
partitions

(LVS-EA and LVL-EA) of Limonium virgatunstems and leaves

The retention times of compounds C1, C2 and C3 mainly identified in methylene chloride partitions are indicated on ttogeimoma

(TR
C1 =315 min; TR C2 = 32.5 min; TR C3 = 56.5 min).
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II. Cirsium scabrum: isolement et caractérisation des composés responsables de son

activité cytotoxique et révélation de son potentiel antibactérien

La précédente étuda montré que I€extrait brut methanolique des feuilles @escabrum
(CSRW)possede a la fois une activité cytotoxique éles@@reune lignée de macrophages
dérivésd€un reticulosarcome de souris J7(BALB/cmurine) (Clsp = 11,56 ug/mL), et a
[€inverse une trdaible toxicité visavis de lalignée de cellules humaines non cancéreuses
WI-38 (Clso = 77,80pug/mL).

Dans ce travail, ufractionnemenbioguidé a donc été initi€ sur CSRW par une extraction
liquide-liquide. Les 5 sousextraits obtenus, éther deétrole (CSPE) dichlorométhane
(CSMC), acstate d€-thyle (CSEAputanoique (CSBt) et agueux (CSW) ont été testés contre

les lignées cellulaires J774 et \B@. La mesure de la proliférationlidaire repose sur le test
colorimétrique utilisant ledbromurede 3(4,5-diméthylthiazoi2-yl)-2,5-diphényltétrazolium

(MTT). Les cellules cultivées sont ensemencées dans des plaques a 96 puits, puis mélangées
aux sousextraits a différentes concentrations. La megiee densités optiqugsermet de
déterminer le powentage de viabilité cellulaire qui sert a estimer le pouvoir cytotoxique des
extraits. Les résultats indiquent que le sexBait sther de petrole (CSPE) presente I€activite
cytotoxique la plus slevee parmi [€ensemble des sodsaits testé$Clso =11,53 pg/ni), et

est sélectif de la lignée cellulaire J7(fddice de sélectivité 2,7). Cette activité est proche de

celle de I€extrait brut. Ces tests d€activite antiproliferative ont ste realises dans le cadre d€une
collaboration avec [€-quipe de pharmgiosie du Prof. Joélle Quetireclercq (UCL,
Belgique) et notamment avec le Dr Joanne Bero et Claire Beaufay, doctorante au sein de leur
équipe.

Le sousextrait ether de petrole a fait I€objet d€un fractionnement bioguide.
La premiere étape du fractionnent est effectuée par une chromatographie sur coleme
phase normaléheptane/acstate d€-thyl@00:0a 70:30)donnant lieu a Tractions(CSPE1
CSPE?7). Au cours de ce processus, un composé pur a été isolé (comiis® ing) Sur la

base des profils CM des fractions obtenues, des tentatives de purification de composés ont
éte initiees. Un deuxieme composé (composeé125=mg) pur a été isolé a partir des deux
fractions CSPE1 et CSPE2 par chromatographie sur colennghase normal&ther de
pétrole/dchlorométhane25:5).

L€activite cytotoxique des fractions (CSREBPE7) a été évaluée contre les lignées

cellulaires J774 et W38. Les résultats ont montré que les fractions CSPE4 et CSPE5
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possedent les activitées les plus élevées contre J774 €CI1377 et 8,96 g/mL
respectivement). De plus, ces deux fractions n€ont pas montre de toxicite significative sur la
lignée de cellules saines V88. Les fractions CSPE4 et CSPES5 ont donc été fractionnées par
chromatographie de partage centrifuge en utilisant le systémenaraen mode ascendant

(25 miruteg puis descendar(27 miruteg. Ceci a permis d€isoler un melange indissociable
de deux composégomposé 3 et composé 4 69Ing). Des tentatives pour séparer les 2
composes n€ont pas abouti car les produits une foisée® dégradaient. Le mélange des
deux composés 3 et 4 a donc été testé sur J774-88WI

Nous avons aussi evalue [€activite du compose 1 directement purifie depuis leesouast
CSPE.

Les résultats obtenus montrent que le composé 1 a une activigrsimicelle du sous extrait
sther de petrole, aussi bien en terme d€action antiproliferative, que de selectivite , [€sgard de
la lignée cellulaire J774 (6= 12,60+g/mL et IS =1,5). L€activite la plus ¢levee a ste
enregistrée pour le mélange des deomposés 3 et 4 (6= 1,79ug/mL) avec une trés haute
sélectivité (IS = 9,2). Les composés 1 a 4 ont été identifiés. Un criblage phytochimique a
permis de déterminer la nature chimique des composés qui constituent-éxsailSCSPE

il s€agit dariterpenes et de phytostéroRar la suite, I€analyse des donnees spectroscopiques
(RMN et MS) et la comparaison des résultats avec les données de la littérature ont permis
d€identifier ces compos#*des composes 1 et 2 sont des triterpénes, le lupéol (=@ et
[€acetate du taraxasterol (compose 2), alors que les corspd®t 4 sont un meélange de
triterpénes de typecycloartane, le 2hydroperoxycycloar23-en3€-0l et le 24
hydroperoxycycloarR5-en3€-ol. LEensemble de ces composes (figure 30) ont dej, ete
identifiss chez d€autres esp,ces @asium. L'activité cytotoxique décrite dans la littérature
pour certaines especes Q&rsium a ete attribuee aux deux cycloartanes, montrant qu€ils
possédentune actité cytotoxique significative contre plusieurs lignées cellulaires
cancéreuses humainiesvitro (Leeet al, 2002).

Par ailleurs, nous nous sommes interesses , |[€activite antibacterienne du Gesirem En
effet, plusieurs especes deirsium ont monté un potentiel antimicrobien prometteur,
notamment sur des souches Siaphylococcus aureud/fme si initialement [€extrait brut
méthanolique des feuilles d&. scabrumn€a pas montre d€activite sur la collection de 36
souches testées (chapitie nous awns réalisé une nouvelle analyse, en utilisant une autre
collection de bactéries composée majoritairement de souch&s algeus L€extrait brut
(CSRW), ainsi que l€ensemble des seutraits CSPE, CSMGCSEA CSBtet CSWont éte
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testéspar la méthode ddiffusion en milieu solideavec un inoculateur a téte multiples. Les
résultats ont montré que seuls CSEA et CSBt sont actifs, et notamménsauches dé&.
aureuset 2 souchesl€une autre bacteri®ermabacter hominisLes CMI les plus élevées ont

éte aregistrées pour le soextrait CSBt (312 —gnL). Nous avons donc cherché a
déterminer les composés responsables des activités de cexswaits Tout d€abord, un
criblage phytochimique a permis de déterminer Q&Bt était riche en flavonoides et en
tanns. Par la suite,'dnalysepar CLHP analytigue d€SBt a révélé la ngsence de deux
composeés majoritaires, qui ont donc istdé directement paCLHP préparative. La structure

de ces composes a ¢te determinee par [€analyse de leurs dospeztroscopiges (RMN et
HR-MS) et par comparaison avées donnees de la litterature. Il s€agit de deux flavones
glycosylées le composé 5 a été identifié comme un mélange (3:13 hlgéoline 7-0O-€-D-
glucuronide et d la lutéoline 70-€-D-glucoside; le composé 6est [€apigenine -D-€-D-
glucuronide (figure 30). L€activite biologique des flavonoedes est en general bien caracterisee,
notamment celle des genines (luteoline et apigenine). Ce n€est pas le cas pour ces heterosides,
car leur mecanisme d€action n€a pastetelie. D€autre part, on ne trouve pas de donnees dans

la littérature concernantktivité des flavonoides sid. hominis

Il serait donc interessant d€analyser davantage les activites antibacteriennes de ces 3

COMpOSEs.

Contribution personnelle. Pour saliser ce travail, j€ai effectus la collecte des feuillede
scabrum le sechage et la preparation des echantillons. J€ai aussi mis au point la premi,re
étape du fractionnement bioguidé, soit la préparation desestuasts par extraction liquide
liquide ,, partir de I€extrait brut. Je suis intervenue dans une autre stape du fractionnement
bioguidé, en aidant Ceédric Dufloer, étudiant en Master 2 Recherche, notamment dans la
purification du mélange des 2 composés actifs par chromatographie de partaifl@geen
Finalement, j€ai mene [€ensemble du travail concernant la realisation des tests d€activite
antibactérienne, la détermination du gradient en CLHP analytique (analyse qualitative des

sousextraits) et préparative, ainsi que le travail de purificaties composés 5 et 6.
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25-hydroperoxycycloar23-en-3€-ol 24-hydroperoxycycloarR5-en-3€-ol

Acétate du taraxastérol Lupéol

Lutéoline #O-€-D-glucuronide Lutéoline 7O-€-D-glucoside pigénine 70O-€-D-glucuronide

Figure 30. Molécules identifiées dans le seewstrait éther de pétrole des feuilles@iesium scabrum
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Abstract

SeveralCirsiumspecies are known for their uses in traditional medicine and consequently are
studied for their phytochemical content and their biological activities. In the framework of a
previous study conducted on eight extremophile plants from Tunisia, wighigld that the
crude methanolic extract &. scabruma not investigated thistle, showed a moderate but a
quite selective cytotoxic activity againgte cancerous cell line J774 compared to the non
cancerous cell line WI38 (Kg = 11.53—-g/ml on J774, €50 = 29.89 pg/ml on WI38,
selectivity index = 2.6). In the current study, the partitions of the leav€s s¢abrumwere
analysed for their antiproliferative activity on the same cell lines. From the most active
petroleum ether partition, we isolated fauterpenoids including lupeol, taxasterol acetate
and a (1:1) mixture of 2GydroperoxycycloarR23-en3€-ol and 24hydroperoxycycloar25
en3€-ol. These two cycloartargpe triterpenoids are mostly responsible for this cytotoxic
activity. On the othehand, the antimicrobial potential of this plant was also evaluated against
36 microorganisms. The moderate antibacterial activity agaiSsa@ghylococcus aurewsd

2 Dermabacter hominisstrains is mainly attributed to the butanol partition whose major

compounds are glycosides of flavones.
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1. Introduction

The genu<irsium (thistle), belonging to the Asteraceae family, is well distributed around the
world. About 200 Cirsium speciesare distributedn Europe, North AfricaAsia, as well as
North and @ntral America[l]. In agriculture, Cirsium species are often considered as
invasive weeds against which massive means of control are deployed. By cooirast, s
species aresasily cultivated by communities in dry steppes of Mongolia where fruits and
vegetablesare not easily affordef2]. In some countries, such as in Turkey, sabuesium
species are considered as edible plants [3]. Different parts can be consumed, $ewts,as s
roots and dethroned young leaves [4]. Some species of the Gesusn are also used as
medicinal plants in the traditional medicine of several countries. In some European countries,
the tea prepared from the leaves of sdmsium species possesst#gerapeutic virtues. It is

the case in Central Italy where the decoction of the leavE€srsilim arvenses used to treat
abdominal pains and intestinal disturbances. The species is also frequently used as an
emergency haemostatic for wounds [SheTrods or the entire plants of more than ten species
are used in China for theeatment of various ailmentscluding hemorrhaging, jaundicand
gastrointestinal disorderfs]. According to literature, these traditional uses led to the
consideration of the ptilochemistry and the biological activities of some spedissium
species contain a variety of natural products includiagoihoids phenolicacids lignans,
sesquiterpenoiddyiterperoids, sterols,alkaloids, acetylenes, polyacetylenes, hydrocarbons,
and a few other compoundg]. Flavonoids and their glycosidese the mainsecondary
metabolites ofCirsium species[6]. The compounds isolated fro@irsium species and
extracts show many different biological activities includiagtimicrobial, antioxidat)

antidiabetic, antin"ammatory, vasorelaxant, astringehtpatoprotectiveand anticancd].
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Cirsium scabrun{Poir.) Bonnet & Barratte ia tall thistle native of the Mediterranean region

[4]. To our knowledgeno reports on the uses of this plant in the traditional mediomés
chemical composition and on its biological activities have been provided in the literature so
far. In a previous study conducted on eight extremophile plants from Tunisia, we Hiigdhlig
that the crude methanolic extract ©f scabrumshowed a moderate but a quite selective
cytotoxic activity against J774 compared to WI385¢l€ 11.53—g/ml on J774, 1Gy = 29.89

pg/ml on WI38, selectivity index = 2.6) [9]. In addition, the therameuses attributed to
severalCirsium species prompt us to explore in more depth the cytotoxic effect of the leaves
of C. scabrumand to identify the compounds responsible of this activity using a bioguided
fractionation approach. As sevefirsiumspecieslemonstrate an antimicrobial potential [7],

we used the same approach to evaluate the antimicrobial activity of this species against a

panel of 36 microorganisms and to identify the bioactive natural products.

2. Material and Method

2.1 GeneraExperimental Procedures

For the extractiomnd fractionationsynthesis gradeethanol (MeOH)petroleum ethefPE),
methylene chloride (C¥Ll,) and cyclohexanwere furnished by WR chemicals Fontenay
sousBois, France)whereasethyl acetate (EtOAcand nheptane were obtained from Carlo
Erba (Vatde-Reuil, France). Toluene was purchased from Fisher Scientific (lllkirch, France).
Water (W) was bdistilled. All organic solvents for Centrifugal Partition Chromatography
(CPC) purification were High Presre Liquid Chromatography (HPLC) grade except for the
n-heptane which was synthesis grade (Carlo Erba;de&euil, France). Ethyl acetate

(EtOAc) and methanol (MeOH) were purchased from Fisher Scientific (lllkirch, France).
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Water was purified using Mippore Integral 5 (France) water purification system with a
resistivity of not less than 18 M3.cth The chloroformd6 and MeOD for Nuclear Magnetic
Resonance (NMR) experiments was obtained from Edrego(Gif-sur-Yvette, France).
Analytical Thin LayerChromatography (TLCyvere perforned on precoated silica gel 60 F
(0.25 mm, Merck, Germany) aritie spots were visualized undelV (254 and 365 nm)
before being sprayed with a solution of suif anisaldehyde and heating at 1@0for 10

min. Silica gel 60(63-200 pm, Machere¥Nagel, Grmany) and silica gel 60H (< §an,
MachereyNagel, Germany) were used for column chromatography.

Analytical HPLC wascarried out using a Shimadzu binary1CAS pumpa SCL-10A UV-
visible detectorand aVision HT Basic C18 (5-m, 4 mm i.d. x 250 mm) column (Grace,
Epernon, France)Preparative HPLC was performed using a Shimadzu HPLC system
equipped with a LE0AP binary highpressure pump, a SPI20A photodiode array
detector and a VisionHT Basic C18«B, 22 mm i.d. x 250 mm) column. The mobile phase
was composed of 0.01% formic acid in water (solvent A) and acetonitrile (ACN) (solvent B).
For analytical HPLC analysis, 20 ul of extract (10 mg/ml in MeOH) was injected at 1 ml/ml,
whereas for preparativdPLC analysis, 200 mg of extract solubilised in MeOH was injected
at 14 ml/min. The wavelength used was 254 nm. For both analysis, the following gradient
elution program was used: -2%% B (015 min), 2526.5% B (1520 min), 26.534.75% B
(20-25 min); 34.5% B (2528 min), 34.7535.12% B (289 min), 35.12% B (282 min),
35.12100% B (3235 min).

CPC was performedusing an Armen instrument 250 mL rotor (SGP®RD-L) provided by
Armen instrumen{SaintAvé, France). CPC analyses were monitored uSihignadzupump

and detector.

NMR spectra were recorded on a Brul®X-500 spectrometef'H and**C NMR at 500

MHz), except for compound identified on a 600 MHz spectrometéior triterpenoids, 8
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analysesvere carried outising aTrace DSQ mass spectrometer (Theffmmigan) operating

in the electroAimpact modeSamples were aftyzed in a fulscan mode (16@00 amu) and

was injected directly with a DEP probEhe data obtained were compared with thosthef
database NISTDataacquisition and processing were performgth Xcalibur softwareFor
flavonoids,HRMS analyses were carried outriagative modevith a range ofn/z100-1000,

using a Thermo Fisher Scientific Exactive Orbitrap mass spectrometer equipped with an
electrospray ion source. The vaporizer tempeeanf the source was set at 100 the

nitrogen sheath gas at-P0, and the auxiliary gas at&2(arbitrary units).

2.2. Plant material

Cirsium scabrunwas collected in August 2013 in tinorth of Tunisia Goubellat) and was
identi-ed at the Biotechnology Centre of B&gdria by Dr Abderrazak Smaoui. A voucher
specimen (181) was deposited at the Herbarium of the Laboratory of Extremophile Plants at

the Biotechnology Centre of Begédria.

2.3. Preparatiorof the methanolic crude extract Gf scabrumeaves

260.8 g ofC. scabrumeaves were dried at 25°C for a week, and then powdered. Extraction
was carried out by maceration at room temperature (MeOH, 15 ml per g of powder, 3 x 48 h).
After filtration, extract was dried in vacuum at 35°C and lyophilized to afford 22.17 g of

crudemethanolic extract (yield = 8.5%).

2.4. Fractionation of the methanolic crude extracColscabrumeaves
The crude methanolic extract 6f scabrumeaves (CS = 12 g) was suspended in water (20
ml) and partitioned with PE, CREl,, EtOAc and butanol (1& 60 ml). Partitions were

concentrated at 35°C under reduced pressure to give PE partition (CSPE = 0.84Q1), CH
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partition (CSMC = 1.46 g), EtOAc patrtition (CSEA = 1.03 g) and butanol partition (CSBt =

2.72 g). The remaining aqueous partition was frebms and lyophilized (CSW = 5.16 g).

2.5. Isolation of compounds from the CSPE partition

2 g of theCSPE partition (obtained after two successive extractions and fractionatiass)
subjected to Column Chromatography (CC) on silica gg682200 um) using a gradient of
heptane/EtOAc (100:0 to 70:30) to give seven fracti@BRE¥YCSPE7J based on their TLC
behaviour Keptane/EtOAc, 7:3)Compoundl (21.9 mg) was isolated by this process
(heptane/EtOAc, 95:5).

Compound2 (1.5 mg) was isolated from tr@mbined fractions CSPE1 and CSPE2 (346.3
mg) by a silica gel 60H CC, eluted with PE/§CH} (25:5).

Preparative Centrifugal Partition Chromatography (CPC) was carried out to isolate
compounds from the most active combined fractions CSPE4 and CEGPESgparation was
conducted wusing a quaternary biphasic solvent system: Arizona X (n
Hept/EtOAc/MeOH/HO, 9:1:9:1).Ten quaternary biphasic solvent systems Arizona were
tested in order to choose the optimal system [10]. The two phases (aqueous and organic) of
Arizona X system were prepared. The rotor was entirely filled at 30 ml/min and 500 rpm with
the aqueous stationary phase (400 mL) in the ascending mode. The rotation speed was
increased to 1600 rpm and the organic mobile phase was pumped into the column in
ascending mode at a flexate of 8 mil/min.Separation was performed using 400 mg of
combined partitionsCSPE4/CSPE5in ascending mode for 25 min then switched to
descendant mode for 27 min. Fractions of 8 ml were collected evergynarGilson FC 204
fraction collector (52 subractions: XI7X52). Fractions were checked by TLC developed
with heptane/EtOAc7:3). CPC analysis allowed the direct purification of a (1:1) mixture of

compoundsgaand3b (X30-X33: 9.6 mg).
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2.6. Isolation of compounds from tB&Bt partition

Major compounds of theCSBt partition (compoundgla/4b and 5) were isolated by
preparative HPLQusing the following gradient elution progra®-25% B (15 min), 25
26.5% B (1520 min), 26.534.75% B (2625 min); 34.7%% B (2528 min), 34.7535.12% B
(28-29 min), 35.12% B (282 min), 35.12100% B (3235 min) From 200 mg of th€SBt

partition, 8.04mg of compoundla/4b and 5.96 mg of compouritwere obtained.

2.7. Cytotoxicity assays

Cell culture

The cytotoxicity was evaluated on tveell lines : J774macrophagdike cell line, derived
from BALB/c murine reticulum cell sarcoma) and on WI38 (human normal fibrolkast
lung cell line), using the tetrazolium salt MTT -(85dimethylthiazol2-yl)-2,5
diphenyltetrazolium bromide (Signjajolorimetric method, as described by Bero et al. [11].
J774 cells wereultivated ina humidified atmospheravith 5% CO, at 37°C in RPMI 1640
medium (Life Technolgies, Paisley, UK) containing mM L-glutaminesupplemented with
10% heainactivated fetal bovine serum (Life Technologies) and penicifitreptanycin
(100 Ul/ml). WI38 cells werecultivated ina humidified atmosphereavith 5% CO, at37°C in
DMEM medium (Life Technologies) containing 4 mMglutamine, 1 mM sodium pyruvate
supplementedwith 10% heat inactivated fetal bovine serum (Lifechnologies) and

penicillin Zstreptomycin (100 Ul/m)l

110



Cytotoxicity assay

Briefly, WI38 or J774 were seeded in-@&ll plates (5000 cells/well/180 pl medium or
2.8x10 cells/ml). After 24 h, cells weretreated with B —I of crude extract and partitions
solutionsin a fixed concentration of 50 pg/ml to calculate cell viability percentage. When an
extract or a partition presents a percentage inferior to 50%,sams|€alculatedvith arange

of concentrabn between 0.0250 pg/m obtained from a 20ng/ml DMSO stock solution
diluted in fresh mediumin the same way,réctions (CSPE1 to CSPE7) obtained from the
most active partition (CSPENd purified compounds were testedvab fixed concentratios

of 5 and20 pg/ml. This time,an 1Gy is calculatedor cell viability percentages inferior to
50% at 20 pg/mhwith a range of concentration between1020 pg/ml obtainedas cited
above.After 72 h, he medium was replaced by 168Dof a 10% MTT solution (3ng/ml in
PBS) in medium. After 45 min, the medium was removed again anél18f0DMSO were
added to solubilize formed formazan crystals. Absorbance was recorded at 570 nm and 620
nm. Each sample was tested in eight serial thokkdilutions in 96well microtiter plates, at
leastthree wells per concentration duplicate.Camptothecin (Sigma) was used as positive
control (concentration range: 2600032 pg/ml).The highest concentration of solvent to
which the cells were exposed was 0.25%, which waastio be nortoxic.

Cell viability % = [AT/ANT] x 100, with A: absorbance, NT: control cells, T: treated cells.

2.8.Antimicrobialassay

The antimicrobial activit of crude extract and partitiongasevaluated against 36 pathogenic
microorganisms (22 Grampositive bacteria, 13 Gramegative bacteria and 1 yeast)
according to Mahamodet al.[12]. The 36 microorganisms were grown overnight at 37°C on
sloping Mueller-Hinton (MH) agar mediumBriefly, the bacteria were diluted with Ringer's

Cysteine (RC) solution tobtain 10° bacteria/ml In Petri dishes, 19 mMH 2 agarwas
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supplemented witdh ml of stock solution of crude extract or partitions (12.5 mg/ml to 0.39
mg/ml) or antibiotics (gentamicin, vacomycin, amoxicillin) (28 mg/ml to 6.16 mg/ml);
giving final concentrations from 626 19.5 pg/ml for the extracts argdt to 0.03 pg/ml for
antibiotics. Inocula of 16 colony forming units (CFU) were spotted ultimately with

multipoint inoculator (Stas Replicator).

2.9. Statistical analysis

Data were analyzed by Graphpad Prigmatatistical software and presented as the mean *
standarcerror of the meanActivity differencesbetweenboth cell lines were analyzed by the
nonparametricMannWhitney testin two-tailed to highlight significant toxicity However,

the Wilcoxon signedank test in two taileavas used t@ompae activity (for CSMC, CSEA,
CSPE 4 and 5) on J77d the maximum tested value on WIZ) or 20 pg/ml respectively

Statistical sigificance for all statistical tests was set &t(p05.

3. Results

3.1. Cytotoxic activity of crude methanolic extract and partitiorSicfium scabrunteaves

In a previous study [9], we showed that the cytotoxicity of the crude methanolic ext@ct of
scabrumleaves (CSRW) was particularly interesting. It showed, among other plant extracts
tested, the highest activity on J774 cell linesgl€ 11.53 pug/ml) and was also quite selective
(ICs0 = 29.89 pg/ml on WI38, selectivity index = 2.6). In thisdstuour objective is to
identify the compounds responsible of this activity. For this purpibgepartitions ofC.
scabrumleavesobtained from the crude methanolic extract by ligiigdid partitioning
(CSPE,CSMC, CSEA, CSBt and CSWerealsoanalysedor their antiproliferative activity

on the same cell linefrable 1).Among all tested partitions, the petroleum ether partition
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(CSPE)showedthe highest activity on J77%ith an 1Go value (IGp= 12.12 pg/ml) almost
similar to that of the crude methalit extract (CSRW). As CSRW, CSPE was also interesting
because it showed some selectivf¥so = 33.21pg/ml on WI38, selectivity idex = 2.7. A

Sl value inferior to 2 may indicate a general toxicity of an extract or a pure compound [13]. In
our case, & obtained Sl superior to 2 for both the crude extract CRSW and the partition

CSPE with significant differences (p < 0.05) between both cell lines.

3.2. Cytotoxic activity of CSPE fractions

In view of these results, we followed our bioguided fractionation on the most active partition
CSPE. The fractionation of CSPE by silica gelumn chromatographproduced seven
fractions (CSPELSPEY), based on their TLC behaviour, which were analysethéar
antiproliferative activity on both cell lines (Table 2). The highest activity was recorded for the
fractions CSPE 4 and CSPE 5 withsd@alues equal to 13.7and 8.96 g/ml respectively.
Besides, these fractions did not show any toxicity at 2@nlyghe maximum concentration
tested on thenoncancerous WI38 cell line, and their activity on J774 was significantly
different with selectivity indices higher than 1.4 and 2.2 respectiydlpther fractions were

considered as neactive (1Go ce 20 g/ml).

3.3.Purification of compounds from CSPE partition

A rapid phytochemical screening revealed that CSPE partition is rich in terpenoids and
phytosterols, while the presence of alkaloids, flavonoids, saponins and tannins was not
detected. Four compads were purified from some CSPE fractions by silica gel column
chromatograph{CC) or bycentrifugal partition chromatography (CPC). All compounds were
identified and characterized by their spectroscopic déth and **C NMR, 2D NMR

experiments), spectra mass data and by comparisons with the literature. Confpand@s
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were identified as two common triterpenoids, respectively lupeol and taraxasterol acetate [14
15]. Compounds3a and 3b were identified as an indissoclab(1:1) mixture of two
hydroperoxide cycloartartype triterpenoids: 2hydroperoxycycloar23-en-3€-ol (3a) and

24-hydroperoxycycloar25-en3€-ol (3b) [16-17] (Figure 1).

3.4. Cytotoxic activity of purified compounds

The mixture of two cycloartargype triterpenoids obtained from the most active fractions
(combined fractions CSPE4 and CSPES5) were analysed for their antiproliferative activity on
J774 and WI38 cell lines (Table 3). Even if lupeol was isolated directly by CC on silica gel 60
from CSPE andhot from CSPE%, we tested its activity due to data of the literature [18].
Lupeol exhibited a cytotoxic activity against the J774 cell line with ap V&lue similar to

that of the CSPE partition (kg= 12.60 pg/ml), but did not show selectivity agdithe WI38

cell line (selectivity index = 1.5). On the other side, the mixture efy@Foperoxycycloart
23-en3€-o0l and 24hydroperoxycycloar25-en-3€-ol showed the highest activity on J774 cell
line (ICso = 1.79 pg/ml) and showed a very interesting selectivity indeg ¢CL6.50 pg/ml

on WI38, selectivity index = 9.2).

3.5. Antimicrobial activity of partitions @irsium scabrunkeaves

In our previous screening conducted on 8 extremophile plants;utie methanolic extract of

C. scabrumdid not show relevant antimicrobial activity [9]. However, due to the known
antimicrobial activity of someCirsium species [7], we decided to analyse again the crude
methanolic extract as well as partitiongfscabumfor their antimicrobial activity against a
new panel of 36 pathogenic microorganisms including r&aphylococcusstrains and
Dermabacter hoministrains.Table 4give MIC (Minimum Inhibitory Concentration) values

of the two active partitions: CSEA ar@SBt. CSRW, CSPE, CSMC and CSW were not
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considered active because they showed MIC values > 1000 pg/ml. CSEA and CSBt showed a
moderate antibacterial activity againsSéaphylococcus aureuwsd 2Dermabacter hominis

strains with higher MIC values for theSBt partition (312 pg/ml).

3.6. ldentification of the major compounds of the CSBt partition

A rapid phytochemical screening revealed that CSBt partition is rich in flavonoids and
tannins. HPLC analysis of CSBt partition revealed the presence om@yar compounds
isolated by preparative HPLC. Structural elucidation was achieved based on their
spectroscopic datdH and**C NMR, 2D NMR experiments and HRMS) and by comparison
with the literature. Compoundka and4b was identified as a (1:1) mixturd liteolin 7-O-€-
D-glucuronide 4a) [19] and luteolin 70-€-D-glucoside 4b) [20] and compound was

identified as apigenin-D-€-D-glucuronide [21] (Figure 1).

4. Discussion

In a previous study conducted on extremophile plants,anaysedthe antiproliferative
activity of eight speciesising the MTT assay a7 74cancerous cell lineompared to the one

on WI38 noncancerouscell line. We highlighted that the crude methanolic extractCof
scabrumleaves (CSRW)a non investigated thistlshowed the highest activity on J774 cell

line among other plant eréicts tested and a good selectivity index [9]. In tusentstudy,

we aimedto investigatethe cytotoxic activity of partitionsobtainedfrom the extract ofC.
scabrumleaves (CSRWbdn the same cell lines. We showed that the petroleum ether partition
(CSPE) was the most cytotoxic against the J774 cell line and may contain the compounds

mostly responsible for the cytotoxic activity of this species. A bioguided fractionation of
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CSPE partion allowed us to identify these compounds, a (1:1) mixture of two hydroperoxide
cycloartanetype triterpenoids:  25-hydroperoxycycloar23-en-3€-ol (39 and
24-hydroperoxycycloar25-en3€-ol (3b). Lee et al. [16] have previously isolated these
compounls from the methylene chloride extract@fsium setidenserial parts in three steps

by successive column chromatography. They demonstrated that both compounds have
significant cytotoxic activity against several cultured human cancer cell lines, ioutarthe
24-hydroperoxycycloar25-en3€-ol. In our study, both compounds were isolated as a (1:1)
mixture in one step from the most active combined fractions (CSPE4 and CSPE5) using CPC.
The attempts to separate these compounds from each other by abltormatography were

not fruitful because they rapidly degradéonsequently, we tested the antiproliferative
activity of the mixture.The cytotoxic activity described in the literature for so@iesium
species is not only attributed tycloartanetype triterpenoids. Other studies highlighted the
cytotoxic potential of other types of compounds, for exancplgolanetype sesquiterpese
from Cirsium souliei [6] or a noke -tocopheroid ( #ocospiro C) fromCirsium setosunf22].

We also isolated fromhe CSPE partition ofCirsium scabrumleaves two common
triterpenoiddupeol and taraxasterol acetalt@ipeol and taraxasterol acetate were identified in
other Cirsium species €. canum, C. hypoleucurand C. oleraceum [7]. Lupeol is a
triterpenoid widely dtributed invarious botanical familiesSeveralin vitro and preclinical
animal studies suggest that lupelohs a wide range of biological activities, including anti
inflammatory, antnicrobial, antiprotozoal,cholesterol lowering,antiproliferative, antr
invasive and antiangiogenic ones [18his natural product is able to mddte different
molecular mecha@sms contributing to the melanondevelopment [224]. Taraxasterol
acetate is occurring in vario@rsiumspecies [7]. For instance, this trjpenoid was isolated
from a cytotoxic petroleum ether fraction Gfrsium setosunfi25] or from Cirsium species

growing in Turkey [26]. In general, it is quite common in the Asteraceae famH2§R7

116



On the other hand, we evaluated the antibacterial ctwithe crude methanolic extract and
partitions ofCirsium scabrumagainst a panel of 36 gram positive and negative bacteria. The
crude extract showed no activity, while the butanol partition CSBt had a moderate action
against6 Staphylococcus aurewstrains and Dermabacter hoministrains. We isolated the
major compounds of the CSBt partition, a (1:1) mixturéutdolin 7-O-€-D-glucuronide and
luteolin 7-0O-€-D-glucoside (compoundgla and 4b) and apigenin -D-€-D-glucuronide
(compoundb), as a prinary approach to understand the antibacterial potenti@l stabrum

To our knowledge, literature does not describe or little the antibacterial activity of luteolin 7
O-€-D-glucuronide and apigenin@-€-D-glucuronide. However, it is worthy to mention tha
some plant species containing these two flavones showed antibacterial activity against some
Grampositive and Grammegative bacteria, includingtaphylococcus aurewdrains [29, 30].

On the other hand, luteolin-@-€-D-glucoside (cynaroside) demonstrated antibacterial
activity especially against Gramegative bacterig81]. This flavone was already identified in
Cirsium japonicum32]. In general, flavonoids are well known to be effective antibacterial
substances agast a wide array of bacteria, with MIC in the range of 0.06 to 31.3 pug/ml
against some graipositive bacteria and 0.3 to 39.1 pg/ml against some -gegative
bacteria, for the ten most potently antibacterial natural flavonoids tested in recent years [33].
As a matter of fact, they are synthesized by plants in response to microbial infection [34]. The
mechanism of antimicrobial action dd¥onoidsseems to be complex as it does not target one
specific site of action. In addition to direct and synergistitbacterial effects, flavonoids
interfere with bacterial virulence factors, including quossemsing signal receptors, some
enzymes and toxins [33]The antibacterial activity of apigenin and luteolin against
Staphylococcus aurewgas thoroughly investigad. Apigenin can remarkably decrease at low
concentrations the production aghemolysin, a toxin released I8/ aureusAlso, apigenin

has a therapeutic effect & aureugelated pneumonia by alleviating injury of the lung tissue
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and decreasing cytokenlevels [35]. Concerning luteolin, Waeg al.[36] suggested that this
flavone could inhibit the activity of DNA topoisomerase | and II, which results in some
decrease in the nucleic acid and protein synthesis. A recent study has investigated the
mechargm of action of luteolin against methicilnesistantStaphylococcus aureMRSA)

[37]. The authors showed thlatteolin acts in synergy by increasing cytoplasmic membrane
permeability and inhibiting ATPase. The study also suggests a direct bindingainwvith

the major constituent of tH&. aureusell wall. The antibacterial activity of flavonoids against

D. hominiswas not reported in the literature so far. Besides, few or no information exists on
the activity of natural products from plants againhis bacteria strainD. hominisis a
common colonizer from human skin. It is usually susceptible to vancomycin, teicoplanin and
linezolid [38]. Further phytochemical investigation of the butanol partitiol©.o6cabrum
would deepen the understandingitsfactivity againsD. hominisstrains. On the other hand,

the antibacterial activity of CSBt partition could be also attributed to the presence of tannins.
The antimicrobial activity of tannins is widely investigated. The different mechanisms
proposedd explain their mechanism of action include direct action on microbial metabolism,
but also inhibition of extracellular microbial enzymes or deprivation of the substrates required
for microbial growth [39]. Nazarulet al. [40] reported the presence of tamnin agueous
extracts from leaves of sevefairsiumspecies. They showed that most of these extracts had
antibacterial potential. Although they suggested that the content ofsol@tular phenolic
compounds had greater influence on the activity alaex$ than tannins, consideration will be

given to investigate more the antibacterial effect of the CSBt partition@.aseabrum

5. Conclusion

A phytochemical and biological study was carried out for the first tim€imsium scabrum
The study revealed that the crude methanolic extract of the leaves, and more precisely the

petroleum ether partition (CSPE) showed an interesting and quite selective cytotoxic potential
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against the J774 cell line. A mixture of two hydroperoxageloartane-type triterpenoids were
isolated and identified as the secondary metabolites responsible for this a€tvatyother
triterpenoids, lupeol and taraxasterol acetate were also isolated from the CSPE partition,
strengthening our knowledge about the cham@omposition ofCirsium scabrumWe also
focused our study on the antibacterial potential of this species. The butanol parti@on of
scabrumleaves (CSBt) showed a moderate actidgainsté Staphylococcus aureusdrains

and 2 Dermabacter hoministrans. The two major compounds of CSBt partition were
identified as glycosides of flavones, suggesting that they might be responsible for this activity,

as well as the presence of tannins.
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Tables

Table 1: In vitro cytotoxicity of the crude extract and partitiong®bfscabrumeaves

Crude extract anc WI38 J774 Sl
partitions ICs0 (Hg/m) ICs0 (g/m) (ICs0 wizs/1Cs0 J774)
CSRW 29.89 + 2.38 11.53 £ 1.07 2.6 ***
CSPE 33.21+222 12.12 £ 0.34 2.7 ***
CSMC >50 48.13 + 1.87 >1
CSEA >50 40.97 £ 2.91 >1.2*
CSBt >50 >50 >1
CSW >50 >50 >1
Camptothecin 0.175 + 0.029 0.011 +0.002 15 ***

CSRW:C. scabrumeaves crude extract; CSPE: scabrunieaves petroleum ether partition; CSMC:scabrunmeaves methylene chloride
partition; CSEA:C. scabrumleaves ethyl acetate partition; CSE: scabrumleaves butanol partition; CSWC. scabrumleaves water
partition; Camptothecin: positive control.

Results are expressed as mean * standard error of the mean (SEM) from six determinations and activity differencesl|bietegearecel
statistically defined for each partition with the Mawihitney or Wilcoxon signed rank tests for comparison to the highest tested
concentration (p< 0.05 *, p< 0.005 ***),

Table 2 In vitro cytotoxicity of CSPE fractions

CSPE fractions wI38 J774 Sl
ICs0 (Hg/m) ICsp (Hg/mr) (1Cs0 wizs/ICs0 J774)

CSPE1 >20 >20 >1
CSPE2 >20 >20 >1
CSPE3 >20 >20 >1
CSPE4 >20 13.77 £ 1.26 >1.4*
CSPES5 >20 8.96 £ 1.09 >2.2*
CSPEG6 >20 >20 >1
CSPE7Y >20 >20 >1

Camptothecin 0.175+0.029  0.011 £ 0.002 15 **

CSPE1CSPE7: fractions of CSPE; Camptothecin: positive control.

Results are expressed as mean + standard error of the mean (SEM) from six determinations and activity differenced bintseme cel
statistically defined for each fraction with the Mawfhitney or Wilcoxon signed rank tests for comparison to the highest tested
concentration (p< 0.05 *, p< 0.005 ***)
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Table 3: In vitro cytotoxicity of isolated compounds from the combined fractions CSPE4/CSPE5

WI38 J774 IS
ICs0 (G/mI) ICs0 (Mg/m)  (ICs0wizs/ICs0 Jr72)
Compound 1 19.24+0.55 12.60+0.23 1.5 ***
(4.51 uMm) (2.96 uM)
Mixture of 16.50+0.24 1.79+0.03 9.2 *xx
compounds 3a/3t (3.6 uM) (0.39 uM)
Camptothecin ~ 0.175+0.08 0.011 + 0.004 15 **

(0.05uM)  (0.0031 pM)

Compound 1: lupeol; Mixture of compounds 3a/3b:-h38roperoxycycloar23-en3€-ol and 24hydroperoxycycloar25-en3€-ol;

Camptothecin: positive control.
Results are expressed as mean + standard error of the mean (SEM) of six determinations andffecéwitgs between cell lines are

statistically defined for each compound with the M&khitney or Wilcoxon signed rank tests for comparison to the highest tested
concentration (p< 0.05 *, p< 0.005 ***),
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Table 4: Antimicrobial activity of active partitions d€. scabrunieaves

Active partitions Reference antibiotics
MIC values (pg/ml) MIC values (ug/ml)

CSBt CSEA Amox Gent Vanc
Gram 1 bacteria
Escherichia coliT20A2 NA NA S R R
Pseudomonas aerugino3d1l NA NA R S R
Pseudomonas aeruginosd CC9027 NA NA R S R
Gram + bacteria
Dermabacter homini347A7 312 625 R S S
Dermabacter hominig49B5 312 625 S S S
Corynebacterium striatumi40A3 NA NA R R S
Corynebacterium striatumi46C1 NA NA S S S
Enterococcus faecaliE37B1 NA NA S S S
Enterococcus faecalif47A16 NA NA R S S
Streptococcus agalactiaEs3A4 NA NA R R R
Staphylococcus aured®2510 312 625 R S S
Staphylococcus aured®81 NA NA R S S
Staphylococcus aure@i43 312 625 S S S
Staphylococcus aure@i48 312 625 R S S
Staphylococcus aure@i42 NA NA R S S
Staphylococcus aured$1 NA NA R S S
Staphylococcus auredi®1 312 625 R S S
Staphylococcus aureds 1 NA NA R S S
Staphylococcus aures306 312 625 S S S
Staphylococcus aure26A4 625 625 R S S
Staphylococcus epidermidid51 NA NA R R S
Staphylococcus epidermidid9A1 NA NA S S R
Staphylococcus capitiB21A3 NA NA S S S
Staphylococcus capitiB29A2 NA NA S S S
Staphylococcus pottenkof@r282 NA NA S S S
Staphylococcus pottenkof@r83 NA NA R S S
Staphylococcus saprophyticus 8237 NA NA S S S
Staphylococcus lugdunendi86A1 NA NA S S S
Staphylococcus lugdunendid7B2 NA NA S S S

MIC (ug/ml) of positive controls: Amox (amoxicillin), S™ 4, R: > 16, Gent (gentamicin), S: ™ 4, R: > 8; Vanc
(vancomycin), S™ 4, R: >16; MIC (eg/ml) of partitions (CSBC. scabrumleaves butanol partition; CSEAC.
scabrumleaves ethyl acetate partition): MIC < 100 pg/ml: high activity; 100 pg/ml < MIC < 500 pg/ml: moderate
activity; 500 pg/ml < MIC < 1000 pg/ml: low activity; MIC > 1000 pg/ml: NA = inactive.
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Figure 1: Compounds isolated fro@irsium scabrum
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[ll. Juncus maritimus: activites antivirale (virus de |,hepatite C) et antibacterienne

l1l.1. Identification du compose responsable de l,activite deJ. maritimussur le virus de

|hepatite C et caracterisation de son activite

Résumédétaillé

Suite au screening initial mené sur les 8 plantes extrémophiles (chBpitneus avons
selectionne I€xtrait des rhizomes dd. maritimus (JMR-CE) en raison de son activité
antivirale marquee contre le virus de I€hepatite(flus de 85% d€inhibition de I€infection
virale). Un fractionnement bioguidé a été réalisé. Trois wxisaits ont été obtenus par
extraction liquideliquide: dichlorométhane (JMR-MC), acetate d€sthyle (JMR-EA) et
agueux (JMRH0). Les résultats ont montré quBR-MC est principalementesponsable de

cette activite, avec plus de 98% d€inhibition de [€infection.

Dans cette présente étude, nous avons poursuivi le fractionnement bioguwdesextrait
dichlorométhangour rechercher le ou les composes responsables de [€activite. Nous avons
également cherchéa@mprendre son mode d€action contre le VHC grice ,, une collaboration
avec les Drs Karin Seron et Yves Roui@IL - Center for Infection and Imnmity of Lille,
Institut Pasteur de Lille), et de Marienmanuelle Sahuc, doctorante au sein de leur équipe.
Nous avons purifié les deux composés majoritaires de-M@RPour cela, un fractionnement

a été realisé par chromatographie de partage centrifug€)(€n utilisantun systéme de
sdvants appropriéArizona X. L€analyse paEPCa donnél5 fractions KICX1 ZMCX15). A

partir de la fraction MCX15, les deux composés majoritaires 1 (@g)2et 2 (25,9 mg) ont

éte isoléspar CLHP préparativeEnsuite, 1€éét des deux composes isoles sur [€infection
virale a ste analyse de mani,re , desterminer |€stape du cycle viral du VHC sur laquelle les
composés agissaiertes produits sont alors ajoutés aux cellules Huhfectées, a différents
temps correspondantax principales étapes du cycle viral du VH@endant I€entree du
virus (uniquement lors de l'inoculatiorco-addition) aprés inoculatiofpostinoculation),ou

encore de fagon continue ¢eddition et postnoculation).

Lesdeuxcomposés (1) et (Besont montrésctifssur le VHC, avec une activité élevée pour
le compose (2). Ce dernier presente une activite sur l€ensemble des stapes testees du cycle
viral, et particulirement pendant I€stagmstinoculationavec plus de 95% d'inhibition de

I'infection. De plus, il n€a pas montre de cytotoxicite sur les cellules-AHutontrairement au
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composeé (L Nous avons donc cherché a élucider la structure des composeés (1) et (2). lls ont
été identifiés sur la base de leurs données spectroscopiques (RMNWS)HRa structure de

ces composés déja connus a été confirmée par comparaison avec les données de la
littérature.Le composg1) est lejuncusol (Della Greceet al, 1992), et le compog@) est son

deérivé, le daydrojuncusol (Sarkaet al, 1988). Il s€adi de deux dérivés phénanthiignes

déjaidentifies chez d€autres esp,cesdmcugEl-Shamyet al, 2015).

14 12 12
CHy  cH,

CH, CHs
11 11

Juncusol Dehydrojuncusol

Figure 31 Structures chimiques du juncusol et du dehydrojuncusol

En raison de [€effet remarquable du dehydrojuncusol sur le, Vid@s avonsherché a
analyser davantage sattivité. Une premiére analyse confirme son efficacité en montrant
gu€il est capable de diminuer les titres infectieuXVRIC a partir de doses relativement
faibles @,2 —M). D€autres experiences ont mongpde ce composest particulieremengctif

au cous ¢k [€tapede postinoculation avec uneCEsp de 1,53 —M tout en étant sélectif sur
les cellules Hufv (indice de sélectivité 56). Pour confirmer ces résultats, nous avons vérifié
gue le dehydrojuncusol n€intervient pas au nivedledieée du VHQans la cellule héte, en
utilisant les particules rétroviralgseudotypées avec lelygpproteines d€enveloppe E1 et E2
du VHC (VHCpp). L€analysa montré que le @hydrojuncusol n'était pas un inhibiteur de
I'entrée du VHC aucun effet sur l'entrée d€HCpp n'a été observé méme des
concentration ¢levees. Nous avons donc evaluelgivité de ce composé sila réplicationdu
VHC indépendamment de I'entrée. En raison de quantités limitées en dehydrojuncusol (temps
de purification en quantités importantesess long a partir de la plante), les essaisébat
poursuivis en utilisant Isousextrait dichlorométhane des rhizomes dlemaritimusa partir
duquelle dehydrojuncusol a été purifié. Pour calas cellules HHTY exprimant de maniére

stable un réplien de HCV qui exprime [&IS5A (protéine non structurale impliquée dans la
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réplication du VHC)marqueé par la GFP, ont été utiliséesEn présence disousextrait
dichlorométhane, 'éxpression dda NS5A-GFP est significativementdiminuée, et ceci
pendant le différentes périodes de traitememtontrantque lesousextrait dichlorométhane,
et fort probablement le déhydrojuncusol, sont ddésbiteurs de la réplication du VHC.
L€effet sur la replication a donc ste analyse de mani,re encore plus approfondies Dae
premiéere aalyse, nous avons trouvé gueskeusextrait dichlorométhane (et potentiellement
le dehydrojuncusol)agirait spécifiguement sudesprotéines du VHC. @&ci a été vérifié en
testant lesousextrait dichlorométhane sur deux autres virusldeméme famille du VHC
(YFV et BVDV), ou aucunaiminution significative de l'infectio par ces deux virus'a été

observéenfme , des concentrations qui inhibaient I€infection par le VHC.

Face aux potentialités thérapeutiques que mdatdehydrojuncusoldes essais pidiniques

ont ste effectues en utilisant [€uniquaodele preéclinigue humain disponibldeshépatoctes
humains primaires (PHHEN présence du dehydrojuncusaiewdiminution du tre du VHC

a eté observée, avec uB&sy similaire acelle calculée dans les cellules Hah(1,14 —M et

1,35 —M respectivementPe plus, ledehydrojuncusol rd pas montré de toxicité sur lesiH

a des concentrations activd€£ensemble des resultats obtenus jusqu’, present plaident en
faveur de I€efficaddt du dehydrojuncusol comme inhibiteur de la réplication, aussiibien

vitro, qu€en prclinique.

Dans le but d€introduire le dehydrojuncusol comme une alternative prometteuse aux
traitements actuels, il est important d€evaluer son activite sur les rautsistants aukRAA

« Direct Acting Antivirals » actuellement utiliséBn effet, ertains patients trait§sar des

DAA nouvellement approuveés ciblant NS5A ou NS5B dewesnt résistants a la thérapen

raison de |€apparition dautants résistants aprés traitementpar des DAA antNS5A
(daclatasvir, ledipasvirpmbitasvi). Un réplicon a donc été généré portant les mutations
L31M ou Y93H qui conférenune résistance a NS5Aotamment adadatasvir Les résultats

ont montré que lenutant résistant L31Msttrés sensible adehydrojuncusol,avec une E&

de 0,22 —M Par contre, I€inhibition dmutantrésistantYy93H est partielleavec une E§; de

3,62 —M. Dans une derniére étape, nous avons cherché a mieux comprendre le mécanisme
d'action du dehydrojuncusol. Pour celies mutants partiellement résistaatssousextrait
dichlorométhanales rhizomes del. maritimus ont te selectionnes. Il s€agit d€udoubk

mutant dans NS5A, T24831M. Les tois mutantsobtenus T24S, L31M et T248.31M)

aprés insertion de es mutations dans JFHDnt été testésavec le sousextrait

dichlorométhane, montant ques mutations doubles T24331M semblent conf&r une
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résistancenodérée au dwydrojuncusol, semblable a celle observée daanutationY93H.

Les mutants L31M sortbujours aussi sensibles, de méme que les mutants T24S.

Pour conclureNS5A semble bien étre la cible duld@lrojuncusalavec trois mutations qui
conferet une résistance partielle & eettnolécule (T244.31M et Y93H). D€autre part,
[€Eensemble des mutations studiees sont resistantesdaciatasvir suggérant que le

dehydrojuncusol peut s€introduire comme une potentielle alternatdactatasvir

Contribution personnelle Pour realiser cette stude, j€ai d£ purifier le compose respmnasa

de [€activite antivirale dusousextrait dichlorométhane des rhizomes de maritimus

Le sousextraitétant trés riche en composés ayant des polarités trés proches, la mise en place
d€une strategie rapide pour purifier les produits a necessite differents essais, notamment pour
déterminer le systeme de solvants adéquat en CPC (Arizona Z), ainsi que iestgrae
solvants a utiliser en CLHP préparative. De plus, ce travail a nécessité des quantités élevées
en dehydrojuncusol et espusextrait dichlorométhane, nécessitant donc de renouveler les
operations de collecte, de preparation des echantillons, d&etidn, de purification, et

finalement de vérification de la pureté des composeés par EINVHEt RMN.
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Dehydrojuncusol, a natural phenanthrene compoundextracted from Juncus maritimusis a hew

inhibitor of hepatitis C virus replication
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