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SUMMARY

In this study, twenty compounds of the polyphenols group were isolated from the stems of
the vine Vitis Vinifera L., three of them are reported here, for the first time to be natural
constituents of this plant ((-) Trans e-viniferin, trans scirpusin A and nepalensinol B) , using a
two-step method: centrifugal partition chromatography (CPC) followed by reversed-phase semi
preparative HPLC. Chemical structures of compounds were elucidated using spectroscopic
methods 1H NMR, 2D correlations, mass spectrometry and optical rotation. Compounds are of

the stilbenes and dihydroflavanols families.

Furthermore, six polyphenolic compounds were isolated from Merlot wine from Algeria
among which, (+)- hopeaphenol, a stilbene tetramer is reported here for the first time to be a
constituent of wine . Furthermore, the six molecules were quantified in 10 commercial wines
from North Africa by means of an analytical HPLC/DAD. Differences in concentrations were
found for all tested compounds and levels of pallidol, piceid and Astilbin were higher than those

reported in the literature.

Some of the isolated compounds are tested for their biological activities, such as anti-
inflammatory activity and cellular viability of CACO2 cells, as for anti-inflammatory activity,
isohopéaphénol, a resveratrol tetramer showed the strongest effect on inhibition of NO
production in peritoneal macrophages in rats. These interesting results encourage us to go further
such as testing these molecules as anticancer agents, as they are now under biological tests such

as apoptosis induction, and against the f-amyloidal effect (Alzheimer disease).

Key words
Vitis vinifera, stilbenes, flavonoids, resveratrol, dimers, tetramers, Wine North Africa, anti-

inflammatory, NO production, MTT, HPLC, CPC, NMR, mass spectrometry.



RESUME

N

Dans cette étude, une vingtaine de composés polyphénoliques ont été isolés a partir des
sarments de la vigne (Vitis vinifera L.), trois d’entre eux; (-) Trans e-viniferin, la trans
scirpusin A et le nepalensinol B sont reportés pour la premiere fois comme constituants naturels
de cette plante. La méthode de fractionnement utilisée est a deux étapes : Une chromatographie
de partage centrifuge (CPC) suivie d’'une HPLC semi-préparative en phase inverse. La structure
chimique des composés isolés a été élucidée en utilisant les méthodes spectroscopiques

classiques : RMN du proton, corrélations 2D, spectrométrie de masse et rotation optique.

Par ailleurs, le vin de la variété Merlot d'Algérie a ét€ soumis au fractionnement, six
composés polyphénoliques ont été isolés parmi lesquels, le (+) - hopéaphénol est reporté pour la
premiere fois dans le vin. En outre, ces molécules ont été quantifiées dans dix variétés de vins
commerciaux de I'Afrique du Nord au moyen d’une méthode HPLC/DAD. Les concentrations en
polyphénols étaient tres variables. Les teneurs trouvées pour le pallidol, le picéide et I’astilbin

n'ont jamais été enregistrées dans le vin.

Certains composés parmi ceux isolés a partir de la vigne (vitis vinifera L.) ont été testés pour
leurs activités biologiques, telles que ’activité anti-inflammatoire et la viabilité cellulaire des
Caco2 (cellules cancéreuses de cdlon) pour ce qui de Il'activité anti-inflammatoire,
I’isohopéaphénol a montré 1'effet le plus puissant sur l'inhibition de la production de NO dans
des macrophages péritonéaux de rats. Ce résultat intéressant nous encourage a aller plus loin et
essayer de tester ces molécules contre d’autres lignées cancéreuses , certains parmi ces composés
sont en cours d’utilisation pour d’autres types de tests, telle que ’induction de I’apoptose et

l'activité anti-amyloidogénese (maladie d’ Alzheimer).

Mots clés
Vitis vinifera, stilbénes, flavonoides, resvératrol, dimeres, tétrameres, vins d’Afrique du Nord,

Tests anti-inflammatoires, NO, MTT, HPLC, CPC, RMN, spectrométrie de masse.
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1. INTRODUCTION

1.1. INTRODUCTION GENERALE

Malgré les progres réalis€és en médecine au cours des dernieres décennies, de nombreux
traitements médicamenteux restent insuffisants face aux fléaux tels que: malaria, premiere cause
de mortalité dans le monde, Cancer, Alzheimer, Leishmaniose, infections virales et bactériennes.
A ceci, s’ajoute ’augmentation de I’incidence des infections fongiques avec I’émergence de
nouvelles maladies qui affaiblissent le systtme immunitaire (SIDA), le recours aux traitements
immunosuppresseurs (afin d’éviter les rejets de greffes), les traitements antinéoplasiques de plus
en plus agressifs, ainsi que 1’apparition de souches de microorganismes de plus en plus
résistantes aux traitements connus. Le développement de nouveaux agents thérapeutiques

s’avere indispensable pour lutter contre ces fléaux.

Les plantes sont depuis toujours une source essentielle de médicaments. Aujourd’hui encore
une majorité de la population mondiale, plus particulicrement dans les pays en voie de
développement, se soigne principalement avec des remedes traditionnels a base de plantes. De
I’aspirine au Taxol, I’industrie pharmaceutique moderne elle-m&me s’appuie encore largement
sur la diversité des métabolites secondaires végétaux pour trouver de nouvelles molécules aux

propriétés biologiques inédites.

Dans ce but, I'investigation des plantes représente un potentiel inestimable pour la
découverte de nouvelles substances ou de nouveaux ’’lead compounds’’, si I’on considere que
chacune de ces plantes peut contenir des centaines, voire des milliers de métabolites secondaires
(Hostettmann , 2002). En effet, sur environ les 300’000 a 500’000 especes végétales (Principe,

1989), seule une petite partie a fait I’objet d’investigations phytochimiques.

Depuis quelques années, de nombreuses études épidémiologiques ont montré que la
consommation de légumes, de fruits et de certaines boissons peut prévenir des maladies
cardiovasculaires et certains cancers (Block, 1992 ; Willett, 1993). Les effets bénéfiques des
légumes et des fruits ou de leurs extraits sur la santé humaine, observés lors d’études in vitro,
sont généralement attribués aux produits naturels tels que les vitamines (Vitamine C, anti-
oxydant), les caroténoides, les phyto-estrogenes et les polyphénols. Des travaux d'auteurs ont
montré que les polyphénols présentaient des propriétés anti-cancéreuses notables et qu'ils
peuvent agir a tous les stades de la cancérogénese, notamment en protégeant I’ ADN de 1’attaque
radicalaire, en inactivant les carcinogenes, en inhibant les enzymes impliquées dans I’activation
des procarcinogénes et en activant celles responsables de la détoxication des substances

xénobiotiques (molécules étrangeres a 1’organisme de faible poids moléculaire) (Bravo, 1998 ;
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Lairon, 1999 ; Roy, 2003 ; Billard, 2002 ; Rafter, 2002 ; Potter, 1997). Bien que de nombreux
produits purs, naturels ou de synthése, ont montré une activité inhibitrice sur le développement
du cancer lors d’études in vitro ou sur des animaux, la combinaison d’une variété de produits
naturels issus de fruits et de légumes (oignon, thé, vin rouge, etc.) possede une activité

anticancéreuse plus marquée (Potter, 1997 ; Boileau, 2003 ; Frei, 2003).

1.2. POLYPHENOLS

Actuellement, plus de 8000 polyphenols ont été identifiés (Dreosti, 2000). Ce sont des
métabolites secondaires des plantes, représentant les composés phytochimiques essentiels des
légumes des fruits et d’autres plantes. Les polyphénols sont associés non seulement aux effets
bénéfiques de la santé humaine mais aussi aux propriétés colorantes et sensorielles des boissons

tel que le vin (Harborne, 2000 ;Durbin, 2003 ; Brouillard, 2003 ; Duthie, 2003)

Les plus communs parmi les polyphénols sont les acides hydroxy-cinnamiques les
flavonoides et les anthocyanes. La plupart des flavonoides existant dans les plantes sont
conjugués avec des sucres, pectines, des acides organiques ou sont sous forme de polymeres
(Wang, 2003 ;German ,2000). Les polyphénols sont largement distribués dans le regne végétal.
La vigne Vitis vinifera est I'une des plantes particulierement riche en polyphénols (Dreosti,
2000 ;Harborne, 2000 ; Durbin ,2003 ; Brouillard, 2003 ; Duthie 2003; Wang, 2003 ;German,

2000) qui sont essentiellement des stilbenes.
1.3. LA VIGNE
1.3.1. Classification

La vigne est un arbrisseau sarmenteux de la famille des Vitacées (Vitaceae), précédemment
appelée Ampélidacées largement cultivée pour ses fruits en grappes, le raisin, dont on tire le vin.
Il en existe d'innombrables variétés cultivées appelées cépages : Cabernet, Chardonnay, Merlot,
Pinot, Sauvignon, etc. La culture de la vigne, ou viticulture, occupe environ 8 millions d'hectares

dans le monde.
Nom scientifique : Vitis vinifera L. (Tableau 1.1)

C'est une espece cultivée depuis des temps immémoriaux en Europe, dans 1'ouest de I'Asie
(Moyen-Orient, Caucase) et le nord de 1'Afrique, mais que 1'on peut trouver a I'état subspontané,
notamment dans le sud de la France. Elle a été introduite dans tous les continents, et la viticulture
a pris de I'importance en Amérique du Nord (Californie), du Sud (Argentine, Chili), en Australie,

en Afrique du Sud et en Chine.
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Un terrain planté de vigne s'appelle un vignoble.

Tableau 1.1 : Classification classique de la vigne

Regne Plantae

Classe Magnoliopsida
Ordre Rhamnales
Famille Vitaceae
Genre Vitis

Nom binomial
Vitis vinifera L.
Classification  phylogénétique
Ordre Vitales
Famille Vitaceae

1.3.2. Les différentes especes de vigne

Le genre Vitis comprend de trés nombreuses especes :

On trouve notamment en Amérique du Nord :

Vitis labrusca, la vigne américaine ou vigne isabelle (en anglais fox grape, dont les
raisins ont un gott « foxé » peu apprécié en Europe ;

Vitis riparia, la vigne des rivages (frost grape) ;

Vitis rupestris, la vigne des rochers (sand grape) ;

Vitis berlandieri Planch.(ou Vitis cinerea var. helleri), la vigne espagnole (Spanish

grape).

Peu sensibles au phylloxéra, ces vignes, ainsi que leurs hybrides, sont utilisées soit comme

porte-greffes, soit par croisement avec des variétés de Vitis vinifera sous forme d'hybrides

producteurs (non admis dans les appellations).

En Extréme Orient, on trouve :

Vitis amurensis Rupr., (fleuve) ;

Vitis coignetiae Pulliat ex Planch, vigne du japon ;

qui ne présentent pas d'intérét pour la viticulture mais qui sont des sources de stilbenes et de

leurs oligomeres. On appelle aussi vignes d'autres plantes de la famille des Vitacées :

les vignes-vierges vraies appartenant au genre Parthenocissus,
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e les vignes-vierges apparentées appartenant aux genres Ampelocissus, Ampelopsis et

Cissus, tres proches du précédent et du genre Vitis

Etymologiquement, ces noms dérivent du grec ampelos, la vigne, et cissos, le lierre. D'autres
plantes, qui se rapprochent vaguement de la vigne par le port, la forme des feuilles ou des fruits,

portent également en francais le nom de vigne. Ainsi on appelle :

¢ vigne blanche, la bryone, Bryonia dioica Jacq., Cucurbitacées ;

o vigne de Judée, la douce-amere, Solanum dulcamara L., Solanacées ;

¢ vigne du Nord, le houblon, Humulus lupulus L. Cannabinacées ;

e vigne noire, le tamier, Tamus communis L., Dioscoréacées ;

¢ vigne-blanche ou fausse Vigne, la clématite, Clematis vitalba L. Renonculacées ;

e vigne du mont Ida, l'airelle, Vaccinium vitis-idaea L., Ericacées.

1.3.3. Description

La vigne est un arbrisseau grimpant qui s'attache aux supports par des vrilles (attaches). Les
tiges, taillées en culture, peuvent atteindre dans la nature de trés grandes longueurs en grimpant
dans les arbres. Les feuilles a nervure palmée comportent cinq lobes principaux plus ou moins
découpés, et sont en forme de coeur a la base. Les fleurs sont trés petites, verdatres et regroupées
en grappes composées. Les fruits murs sont des baies de forme et de couleur variables. Ils sont
blancs, jaunatres, violets ou noirs, et presque toujours noirs a I'état sauvage. Une description fine
des variations de forme des feuilles et des fruits est nécessaire pour identifier les cépages. C'est

I'objet de I'ampélographie.

Le raisin est le fruit amélioré de la vigne cultivée (Vitis vinifera). 1l se présente sous la forme
de grappes composées de nombreux grains, qui sont sur le plan botanique des baies, de petite
taille et de couleur claire, le raisin blanc (verdatre, jaunatre, jaune doré) ou plus foncée, le raisin

rouge (rose ou noir-violet).

Il sert surtout a la fabrication du vin a partir de son jus fermenté (on parle dans ce cas de
raisin de cuve), mais se consomme également comme fruit, soit frais, le raisin de table, soit sec,
le raisin sec qui est utilisé surtout en patisserie ou en cuisine. On consomme également du jus de

raisin frais. Des baies on extrait aussi I'huile de pépins de raisin.
Les deux plus importantes variétés de cépage sont :

= Vitis vinifera, originaire d'Europe, a partir de laquelle découlent tous les grands cépages pour

le vin et le raisin de table.
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= Vitis Labrusca, originaire de I'Amérique du Nord, est utilisé essentiellement comme raisin de

table et un petit peu pour le vin. Lors de l'attaque des vignes européennes par le Phylloxéra,

les cépages européens ont pu étre sauvés en les greffant sur des souches de Vitis Labrusca.

Figure 1.1: Grappes de raisin sur la vigne (Koehler's images)

1.3.4. Composition et valeur nutritive

Sa forte teneur en sucre peut entralner une cristallisation du sucre avec le temps. Pour

décristalliser un raisin, il suffit de le plonger dans un liquide (de 1'alcool, du jus de fruit ou de

I'eau bouillante), le temps que le sucre se dissolve. Riche en vitamines A, B et C, le raisin

contient a peu pres tous les oligo-éléments dans un équilibre parfaitement assimilable par

l'organisme (tableau 1.2). Energétique, reminéralisant, détoxiquant, rafraichissant, laxatif, le

raisin a aussi un effet sur la mémoire, le renouvellement des cellules ou encore la protection des

vaisseaux sanguins. La consommation de raisin est particulierement indiquée dans les cas

N

d'infections a répétition, de problemes hépatiques, nerveux ou digestifs, d'hypertensions, de

constipation ou d'insomnies. La peau du raisin peut étre indigeste, surtout s'il n'est pas bien lavé.

Tableau 1.2 : valeur nutritive du raisin cru

Raisin cru
(valeur nutritive (g) pour 100g)

eau : 80,54

cendres totales : 0,48

fibres : 0,9

valeur énerg. : 69 kcal

protéines: 0,72

lipides: 0,16

glucides: 18,10

sucres simples : 15,48

oligo-éléments (mg)

calcium : 10 fer : 0,36 magnésium : 7 phosphore : 20
potassium : 191 cuivre : 0,127 sodium : 2 zinc : 0,07
vitamines (mg)

vitamine C : 10,8

vitamine B1 : 0,069

vitamine B2 : 0,070

vitamine B3 : (0,188

vitamine B5 : 0,050

vitamine B6 : 0,086

vitamine B9 : 0 ug

vitamine B12 : 0,00 pg

vitamine A : 66 Ul

rétinol : 0 pg

vitamine E : 0,19 pg

vitamine K : 14,6 pug

acides

gras (g)

saturés : 0,054

| mono-insaturés : 0,007 | poly-insaturés : 0,048 |

cholestérol : 0 mg
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1.3.5. Diverses variétés de raisin

Il existe des centaines de variétés de raisins ou cépages, parmi lesquels on distingue les

cépages de cuve, blancs ou rouges, et les cépages de table (tableau 1.3).

Tableau 1.3: variétés du genre Vitis

Vitis Vitis Vitis Vitis monticola Vitis
acerifolia bourquina doaniana rotundifolia
vitis Vitis Vitis girdiana Vitis Vitis riparia Vitis
aestivalis californica mustangensis tiliifolia
Vitis Vitis x Vitis labrusca | Vitis x novae- Vitis rupestris Vitis
amurensis champinii angliae vinifera
Vitis vitis cinerea Vitis x Vitis palmata Vitis Vitis
arizonica labruscana shuttleworthii vulpina

1.3.6. Les principaux cépages

Tableau 1.4: cépages fréquents

Nielluccio Grenache Alicante Bouschet
Ondenc Grolleau Aligoté
Petit Manseng Gros Manseng Altesse
Petit Verdot Gros vert Alphonse Lavallée
Pineau d'Aunis Italia Arbois
Pinot blanc Jacquere Auxerrois
Pinot gris Jurangon blanc Bourboulenc
Pinot noir Jurangon noir Brun argenté
Piquepoul Lledoner pelut Cabernet franc
Poulsard Macabeu Cabernet sauvignon
Riesling Manseng Cot
Roussanne Marsanne Counoise
Sauvignon Marselan Cardinal
Savagnin Mauzac Carignan
Sciaccarello Melon Chardonnay
Sémillon Merlot Chasselas
Sylvaner Meunier Chenin
Syrah Mondeuse Cinsault
Tannat Mourveédre Clairette
Tempranillo Miiller Colombard
Terret Thurgau Danlas
Tibouren Muscadelle Dattier de Beyrouth
Tourbat Muscat a pts Fer
Trousseau grains Folle blanche
Ugni blanc Muscat/Alexandri | Gamay
Vermentino eMuscat/Hambour | Gewurztraminer
Viognier g Muscat

OttonelNégrette
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1.3.7. Utilisations de la vigne

1.3.7.1.  vinification
+» Dérivés de la vinification :
+» mofts de raisin concentré,
+¢ alcool de distillation du marc,
% pulpe de marc pour 'alimentation animale,

®

¢ tartres (pour acide tartrique destiné au secteur agro- alimentaire)

1.3.7.2.  Production de boissons
» pétillant de raisin
» jus de raisin

» vinaigre

1.3.7.3.  Autres dérivés alimentaires
huile de pépins de raisin
le pépin torréfié fournit un succédané (substitut) de café
gelées et confitures
conserves au sirop et a l'alcool

Production de raisin frais (raisin de table)

vV VvV VYV YV V V

Production de raisins secs

1.3.7.4.  Pharmacopée

Partie utilisée : seve, feuille
» Propriété : Astringent, anti inflammatoire

» Mode d'emploi : Décoction

Les larmes de vignes, sécrétion obtenue lorsqu’une branche est cassée, est un excellent

diurétique et collyre. Les décoctions de vrilles sont constrictives dans les diarrhées.

La vigne rouge (Vitis vinifera var. tinctoria) possede quand a elle des propriétés particulicres
dans les taches rouges de ses feuilles. Les anthocyanes sont des facteurs vitaminiques P

puissants, c'est a dire qu’ils protegent et tonifient les capillaires et les veines et qui plus sont
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astringents (# ramollissants) ce qui renforce cet effet. On l'utilise dans les cas de couperose,
jambes lourdes, hémorroides, varices, ménopause et bouffées de chaleurs.
1.3.7.5. Autres utilisations

Le bois des ceps de vigne, d'un grain tres fin, se conserve longtemps, et sert a fabriquer divers

objets, notamment des cannes. Les sarments de vignes sont recherchés pour faire des grillades.
1.3.8. Histoire de la vigne et du vin
L'histoire de la vigne et du vin est si ancienne qu’elle se confond avec I'histoire de I’homme.
Dans le tableau (1.5) ci-dessous, nous présentons un bref historique de la vigne.

Tableau 1.5: Historique de l'implantation de la vigne (Roger, 1959)

apparition de la vigne dans le Caucase et en Mésopotamie 6000 av. J. C.
la vigne est cultivée en Egypte et en Phénicie 3000 av. J. C.
apparition en Grece 2000 av. J. C.
la vigne est cultivée en Italie, en Sicile et en Afrique du Nord 1000 av. J. C.
apparition en Espagne, au Portugal et dans le sud de la France 1000- 500 av. J.
C.

implantation au nord de I’Europe, sous I’influence des Romains, et 500 av. J. C.-
jusqu’en Grande Bretagne. Moyen Age

1.3.9. Importance économique
La surface totale du vignoble mondial représentait 7,886 millions d'hectares en 2000, dont :
e Europe : 62,7 % (France 11,6, Italie 11,5, Espagne 14,9).
e Asie: 19,2 % (Chine 3,3)
e Amérique: 11,9 % (Etats Unis 5,2, Argentine 2,7, Chili 2,2).
e Afrique : 4,3 (Afrique du Sud 1,5).
e (Océanie : 11,9 % (Australie 1,8).

La part de 1'Europe diminue (perte de 4 points depuis 1996) tandis que celle des autres

continents augmente.
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1.3.10. Les ennemis de la vigne
a)Agressions climatiques
b) Echaudage (grillage des jeunes raisins)

c)Folletage (dessechement partiel des ceps),:
Foudre, gelées (de printemps), protection par butage (recouvrement surtout par de la terre) et
des ventilateurs géant pour amener 1'air plus chaud de 30 m d'altitude vers le sol, gréle
d) Maladies non parasitaires

- Carences diverses (ou insuffisances plus ou moins graves) :

» en azote et elle se manifeste par des feuilles petites et pales, voire jaunatres. Plante peu

poussant, peu productive.

» Bore : Les feuilles ont un aspect crispé, épais. Les sarments présentent des déformations et

des écorces anormales.

» Magnésium. Les feuilles de la base surtout, présentent des décolorations internervaires. Se

manifeste tardivement en saison, a partir de la véraison.
» Manganese, Zinc, Potasse.

» Chlorose ferrique (carence en fer) La chlorose ferrique est une décoloration plus ou moins
prononcée des feuilles, due a une insuffisance de production de chlorophylle par la plante. La
couleur va du vert péle au blanc jaunatre, en fonction de la gravité. Il arrive quelquefois que
cette décoloration s'estompe, avec l'apparition de la chaleur, en saison.

-Coulure (avortement des fleurs)
-Millerandage (avortement partiel des raisins)

-Rougeot et flavescence (rougissement ou jaunissement du feuillage)

e) Maladies a virus

-Dégénérescence infectieuse, court noué, mosaique, maladie de Pierce
f) Maladies cryptogamiques

Anthracnose ou charbon de la vigne, Apoplexie ou maladie de I'amadou, black rot, brenner
ou rote brenner, excoriose, fumagine, oidium, mildiou, pourridié ou blanc des racines,

pourriture grise ou pourriture noble, rot blanc .
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g) Parasites animaux

Acariens : araignée rouge, Erinose

Insectes : Altise de la vigne, cochylis ou teigne de la grappe, cécidomye de la vigne, cochenilles
de la vigne, eudémis ou tordeuse de la grappe, eumolpe, gribouri ou écrivain, hanneton commun,
hanneton vert, pyrale de la vigne, grisette de la vigne ou calocoris, noctuelles, phylloxéra,

pucerons, thynchite ou cigarier de la vigne, sphinx de la vigne, nématodes.
1.4. LES COMPOSES PHENOLIQUES DE LAVIGNE

Le raisin, fruit de la vigne, contient a sa maturité principalement de I’eau et des sucres
(glucose, fructose, pectine et polysaccharides). Il posséde aussi d’autres composés comme, des
terpénes (citrol, geraniol...), des flavones, des aldéhydes (éthanal, propanal, vanilline...), des

anthocyanes (responsables de la couleur) et des tanins.

1.4.1. Les composés non-flavonoides

Les composés non-flavonoides regroupent les acides phénoliques ainsi que les stilbenes. Ils

ne possedent pas de squelette « flavone ».

1.4.1.1. Les acides phénoliques

On distingue tout d’abord les dérivés de 1’acide benzoique, composés d’un squelette a sept
carbones. Ils sont principalement représentés dans le raisin par 1’acide gallique, qui est
généralement li€ par une liaison ester a I’épicatéchine. D’autres composés phénoliques sont
également présents, comme les dérivés d’esters hydroxycinnamiques possédant une structure du
type C6-C3 (Figure 1.2). Les composés les plus fréquents sont 1’acide p-coumarique, 1’acide #-

caféique I’acide ¢-fertarique et 1’acide t-sinapique (Singleton, 1978; Goetz, 1999).

Esters hydroxycinnamiques | Rl1 R2
COOH
R SN oty Acide t-caféique OH H
| Acide p-coumarique H H
HO ?HOH Acide t-fertarique OCH3 H
ne COOH Acide t-sinapique OCH3 | OCH3

Figure 1.2: Structures chimiques de quelques dérivés de 1’ester

hydroxycinnamique présents dans les raisins.
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1.4.1.2. Les stilbénes

Les stilbénes sont des composés phénoliques contenant au minimum deux noyaux
aromatiques reliés par une double liaison, formant un systeme conjugué (figure 1.3). Cette
particularité leur confére une grande réactivité due a la résonance des électrons sur la totalité de
la molécule. Les plus abondants dans le raisin sont le frans-resvératrol et son dérivé glucosylé :
le picéide, ainsi que les dimeres : le resvératrol trans-déhydrodimere et I’e-viniférine (cf.

chapitre 3) (Waterhouse, 1994; Langcake, 1981).

Stilbénes R1 R2

O y O oH | Ptérostilbene | OCH3z | OCH;

Resvératrol OH OH
Picéide OGlc OH

R,

Figure 1.3: Structures chimiques de quelques stilbénes.

Ce type de molécules existe aussi sous la forme de dérivés trimériques jusqu’a pentamériques
(Bokel 1988 ; Kawabata,1989; Ohyama, 1994, Ohyama, 1994; Ohyama,1996; Sarker,1999;
Sultanbawa,1981; Tanaka,1998). Les stilbénes sont connus pour leurs propriétés antioxydantes
vis-a-vis des lipoprotéines a basse densité (LDL). Ils pourraient ainsi jouer un rdle protecteur
contre les maladies cardiovasculaires (Frankel, 1993). On leur attribue aussi des activités

chimiopréventives contre le cancer (Jang, 1997)
1.4.2. Les composés flavonoides

Les composés flavonoides sont formés d’un squelette de base a 15 carbones (C6-C3-C6),
correspondant a la structure de la 2-phényl-benzopyrone (Figure 1.4). Au sens large du terme, ce
groupe comprend principalement trois familles de composés : les flavonols, les anthocyanes et
les flavan-3-ols, qui se différencient par le degré d’oxydation du noyau pyranique central

(Bourzeix, 1986).

Figure 1.4: Squelette d’un flavonoide
1.4.2.1.  Les flavonols

Quatre flavonols sont majoritairement présents dans le raisin: Le kaempférol, la quercétine, la
myricétine et I'isorhamnéthine (Figure 1.5). Les dérivés de la quercétine sont toujours
prédominants. Ceux de la myricétine semblent &tre spécifiques aux variétés de raisins rouges

(Remy,1999). On leur attribue des propriétés bénéfiques dans le traitement des maladies du
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coeur et des cancers (Bohm,1998; Hertog,1993; Vinson,1995), ou encore des activités

antitumorales et chimiopréventives (Lacaille-Dubois, 1996) .

Flavonols | R1
Kaempferol | H
Quercétine | OH
Myricétine | OH | OH

T |8

Figure 1.5: Structures chimiques de quelques flavonols

1.4.2.2.  Les anthocyanes

Les anthocyanes jouent un rdle prépondérant dans la coloration des raisins rouges. Leur
structure de base est caractérisée par un noyau « flavone » généralement glucosylé en position C-
3 (Ribereau-Gayon,1968) . Les anthocyanes se différencient par leur degré d’hydroxylation et de
méthylation, par la nature, le nombre et la position des oses liés a la molécule. L’aglycone ou
anthocyanidine constitue le groupement chromophore du pigment. On distingue cinq

anthocyanidines dans le genre Vitis (Figure 1.6).

Anthocyanidines R*=H | R1 R2
Malvidine OCH; | OCH;
Péonidine OCH; H

Delphinidine OH OH
Pétunidine OCH; | OH

Figure 1.6: Structures chimiques de quelques anthocyanidines * : Forme
monoglucoside, R=glucose

Contrairement a d’autres especes qui présentent des teneurs importantes en anthocyanes
diglucosylées en position C-3” et C-5’, I’espece Vitis vinifera n’en contient que des traces et se
caractérise par la présence majoritaire de 3-monoglucosides d’anthocyanidines, en particulier de
la malvidine 3-O-glucoside et de ses dérivés acylés (Baldi, 1995). Le pH est un facteur
important dans le changement de couleur des anthocyanes. La forme flavylium, de couleur
rouge, est stable en milieu acide et se transforme, en milieu basique, soit en base carabinol
(incolore), en chalcone (jaune) ou base quinonique (bleue). Pour la malvidine-3-O-glucoside, la
forme hémiacétal (AOH) est largement majoritaire. Toutefois, le cation flavylium est en quantité

suffisante pour que sa couleur rouge prédomine.
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1.4.2.3.  Les tanins condensés (flavan-3-ols)

Les tanins condensés, appelés aussi polyphénols ou proanthocyanidines, sont largement
répandus dans notre alimentation (fruits, vin, thé...) et jouent un r6le important dans les qualités
organoleptiques et nutritionnelles des produits et spécialement des vins (Haslam, 1998 ; Haslam,
1980, Escribo-Bailon, 1992). Dans la baie de raisin, la pellicule et les pépins sont les zones de
concentration des tanins et des composés phénoliques (Ricardo-da-Silva, 1992 ; Escribo-Bailon ,
1992 ; Souquet,1996) . Leur structure complexe est formée d’unités répétitives monomériques
qui varient par leurs centres asymétriques, leur degré d’oxydation et leur nombre de substituants

galloylés (Hemingway, 1992).
*Les unités monomériques

Les formes naturelles monomériques des flavan-3-ols se différencient par la stéréochimie des
carbones asymétriques C-2 et C-3 et par le niveau d’hydroxylation du noyau B (Figure 1.7). On
distingue ainsi les catéchines (dihydroxylées) des gallocatéchines (trihydroxylées). Ces derniéres
n’ont pas été identifiées dans le raisin sous leurs formes monomériques, mais leur présence dans
les formes polymériques, notamment dans les pellicules de Vitis vinifera, implique leur existence

en tant que monomere (Souquet,1996).

Flavanols R1 | R2 | R3
(+)-catéchine OH| H | H
(-)-épicatéchine H| H | H

(+)-gallocatéchine | OH | H | OH

(-)-épigallocatéchine | H | OH | OH

Figure 1.7: Structures chimiques des unités monomériques

constitutives des tanins condensés.
Ces unités peuvent étre substituées par 1’acide gallique en position C-3, en particulier la (-)-

épicatéchine, formant la (-)-épicatéchine-3-O-gallate (Figure 1.8) (Su, 2001; Weinges,1971;

Boukharta,1988) OH

OH

HO 0]

OH
QH

Figure 1.8: Structure de I’(-)-épicatéchine-3-0-gallate
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*Les tanins condensés (type A et B)

Les tanins condensés ou proanthocyanidines sont des oligomeres ou polymeres de flavan-3-
ols qui ont la propriété de libérer des anthocyanes en milieu acide, a chaud, par rupture de la
liaison intermonomérique (Bate-Smith,1986; Hemingway,1983). Dans le raisin on distingue
deux types de proanthocyanidines suivant la nature de I’anthocyane libérée. D’une part, les
procyanidines (polymeres de catéchine et d’épicatéchine), liberent de la cyanidine ; d’autre part,
les prodelphinidines (polymeres de gallocatéchine et d’épigallocatéchine), liberent de la
delphinidine (Czochanska,1979). Les proanthocyanidines se distinguent par leur nombre d’unités
monomériques et le type de liaison les reliant entre-elles. Ainsi, une trentaine de
proanthocyanidines dimériques, trimériques et tétramériques ont déja été identifiées

(Boukharta,1988 ; Escribo-Bailon, 1995 ; Prieur ,1994)].

Le type B se caractérise par une liaison intermonomérique qui peut étre soit C4-C8 ou C4-
C6, de conformation trans par rapport a I’hydroxyle en position C-3. La stéréochimie du carbone
C-2 est généralement (R), mais il existe quelques exceptions. Les structures des principaux
dimeres de type B du raisin sont représentés par la figure (1.9). Les proanthocyanidines de type
A contiennent une liaison éther supplémentaire entre le carbone C-2 et les hydroxyles 5 ou 7 du

noyau A (Figure 1.10).

Les flavan-3-ols, présents dans le raisin, se rencontrent majoritairement sous la forme de
polymeres. Les tanins de pépins sont constitués de procyanidines partiellement galloylées
(Prieur,1994), alors que ceux des pellicules contiennent également des prodelphinidines
(Souquet,1996). La Figure (1.11) représente la structure d’une procyanidine polymérique. On y
distingue D'unité supérieure, les unités intermédiaires et 1’unité inférieure. Les unités
monomériques se répartissent indifféremment dans le polymere, aussi bien dans les unités
supérieures qu’en position terminale. Toutefois, on note la prédominance de 1’épicatéchine

(galloylée ou non) dans les unités supérieures (Souquet,1996).

Le nombre moyen d’unités monomériques, défini comme le degré moyen de polymérisation,
peut aller jusqu’a 18 dans une fraction issue de pépins (Ricardo-da-Silva ,1991) et avoisine les
30 unités dans un extrait de pellicule (Souquet,1996). D’importants travaux ont mis en évidence
certaines propriétés biologiques et pharmaceutiques des tanins: antivirales (Haslam, 1998),
antitumorales et chimiopréventives (Lacaille-Dubois ,1996). Ce sont également des antioxydants
capables de piéger les radicaux libres (Hemingway ,1983 ; Ricardo-da-Silva ,1991 ; Benzie,
1999 ;Plumb, 1998 ;Teissedre, 1996) Notons le travail de E. Haslam (1998) (Haslam, 1998), qui

arésumé de facon générale les propriétés physiologiques de ces composés.
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Figure 1.9: Structures chimiques des proanthocyanidines dimériques de type B

Figure 1.10: Proanthocyanidine A-2

OH

OH
Unité supérieure
HO O .
a R
'Ra OH
OH Unité intermédiaire
“‘
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Figure 1.11: Variations possibles de la structure polymérique d’un tanin condensé

1.5 LE RESVERATROL

Le resvératrol, trans-3, 5,4’-trihydroxystilbéne, a été isolé pour la premiere fois en 1940 a
partir des racines de Veratrum grandiflorum O., puis des racines de Polygonum cuspidatum,
(appelé Ko-jo-kon en Japonais), qui est utilisée en médecine traditionnelle par les japonais et les
Chinois pour traiter les dermatites suppuratives (Takaoka, 1940 ; Cichewicz, 2002). En 1976, Le
resvératrol a été détecté dans 1’épiderme des feuilles et la pellicule du raisin mais pas dans la
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pulpe (Langcake, 1976 ; Creasy, 1988). La pellicule fraiche de raisin contient 50-100 mg de
resvératrol par gramme, et la concentration dans le vin s’étale de 0.2 mg/l to 7.7 mg/l. Le
resvératrol a par la suite été trouvé dans diverses plantes, baies, arachides mires et rhubarbe

(figure 1.13) d’autres sources du resvératrol et ses analogues sont présentés en annexe A.

Vitis vinifera Veratrum grandiflorum Vaccinum s. g Vaccinum sp.
Grapes ‘White hellebore Blueberry

3

4 £ HO e VAN e
Cassia sp. OH Artocarpus sp.
Legumes Jackfruit
- RS "

Ho" Resveratrol

;- - = LT S
polygonum cuspidaturm Rheum rhaponticum
Ko-jo-Kon (Japanese) Rheum

Pinus sylvestris Veratrum sp.
Scots pine Corn lily

Bauhinea sp.

Spruce

Figure 1.12: Quelques plantes contenant le resvératrol

1.5.1. Activités biologiques du resvératrol

1.5.1.1.  Activités anti-oxydantes

N

De nombreuses pathologies, & savoir les maladies cardiovasculaires, les cancers, les
processus inflammatoires ou encore les maladies neurologiques, sont associées au stress oxydant
(Zhang, 1999). Les principales activités biologiques attribuées au resvératrol sont
essentiellement dues a son activité anti-oxydante (Orallo,2006) Cette capacité anti-oxydante peut
étre évaluée in vitro aussi bien par piégeage des radicaux libres que par chélation des métaux
largement connus pour étre impliqués dans les réactions radicalaires. Le resvératrol permet de
piéger I’anion superoxyde qui est une espece souvent a I’origine des dégats oxydatifs. Aussi, il
permet, a des concentrations micromolaires, d’inhiber 1’oxydation des vésicules lipidiques ou des
lipoprotéines de faible densité (LDL) (Holvoet, 2004)

A ce jour, les principales activités biologiques du resvératrol répertoriées sont :

1.5.1.2.  Le domaine cardiovasculaire

le resvératrol inhibe 1’agrégation plaquettaire en inhibant la production de médiateurs

conduisant a I’adhésion et a I’agrégation des plaquettes lors de la formation d’un caillot dans les
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évenements thrombotiques. De méme, en inhibant I’oxydation lipidique, il réduit les dépots de

cholestérol dans les artéres et diminue ainsi les accidents cardio-vasculaires (Holvoet, 2004).

1.5.1.3.  L’activité anticancéreuse

C’est dans ce domaine que les travaux effectués ont été les plus nombreux. Ces études ont
montré des effets antiprolifératifs du resvératrol sur des cellules tumorales en culture ainsi
qu’une réduction de la taille et du nombre de tumeurs. L’action du resvératrol semble aller au-
dela de son activité anti-oxydante. En effet, des études récentes ont révélé que l'effet du
resvératrol pourrait s’expliquer par des actions au niveau de 1’expression de différentes protéines
médiatrices (facteurs de transcription, oxygénases, ...) (Jang, 1997). Le resvératrol présente
donc, des propriétés anticancéreuses, grace a sa capacité de supprimer la prolifération d'une
grande variété de cellules tumorales, y compris les cancers lymphoides et myéloides ; myélome

multiple ; cancers du sein, prostate, estomac, cdlon, pancréas, et thyroide ; mélanome ;

carcinome de cellules de téte et de cou ; carcinome ovarien et carcinome cervical.

1.5.1.4.  L’activité anti-inflammatoire

in vivo, le resvératrol est un inhibiteur efficace de la cyclooxygénase 2 (COX2) (Alarcon
de la Lastra, 2005). Les cyclooxygénases sont des enzymes essentiels a la production de
médiateurs pro-inflammatoires. Aussi des inhibiteurs de ces enzymes sont donc des anti-
inflammatoires potentiels. Tout phénomene inflammatoire se traduit par la production d’une
multitude de composés, le monoxyde d’azote, des cytokines pro-inflammatoires, comme le TNF-
a, I'interleukine-1(IL-1) ou encore des especes oxygénées actives, aux effets dangereux pour
I’organisme. Des études ont montré que le resvératrol permet de réduire, voire d’inhiber la

production d’un certain nombre de ces molécules (Marier, 2005).

1.5.1.5.  L’activité neuroprotectrice

des études in vivo menées chez le rat ont montré un effet neuroprotecteur du resvératrol.
Des rats prétraités avec du resvératrol, apres induction d’une attaque cérébrale, présentaient des
dommages neuronaux deux fois plus faibles que chez des rats non traités (Lu, 2006). Des travaux
réalisés par Marambaud et al (Marambaud, 2005) ont révélé que le resvératrol permettait
d’induire la dégradation du peptide A, constituant majeur des plaques séniles formées au cours
de la maladie d’ Alzheimer par un mécanisme impliquant le protéasome (systeme impliqué dans

la dégradation des protéines dans la maladie d’ Alzheimer et la maladie de Parkinson).

En plus des ces activités, le resvératrol possede aussi un effet anti-dge et sur 1’endurance

sportive (Wade, 2006) Ces multiples activités biologiques du resvératrol font de ce composé un
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outil thérapeutique trés prometteur pour le traitement des différentes maladies du systeéme

nerveux central & composantes dégénératives et inflammatoires (Baur, 2006).
1.6. ACTIVITES BIOLOGIQUES DES OLIGOMERES DU RESVERATROL

Le trans resvératrol n’est pas le seul stilbene qui a montré des activités biologiques
intéressantes, mais ses analogues tels que le picéatannol, le ptérostilbéne et le picéide ont aussi
prouvé des effets thérapeutiques prononcés. Les oligomeres de resvératrol tels que les dimeres
I’e-viniférine ( Privat, 1976, Piver, 2003) et les tétrameres ( Hopéaphénol, Heyneanol, vaticanol)
(Masayoshi, 1999) ont aussi montré diverses activités biologiques parmi lesquelles la
cytotoxicité des cellules cancéreuses. Chung et al. (chung, 2003) ont examiné I’activité anti-
inflammatoire de I’a-viniferin (trimere du resvératrol) et ont montré qu’elle possede des effets
inhibiteurs de la COX -2 (IC50, 4.9 uM), et inhibe faiblement la COX-1 (55.212.1% du témoin
[100%] a 100 uM).
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Figure 1.13: o-Viniferin (trimere)

Huang ef al. ont examiné 1’activité anti-inflammatoire des tétrameres du resvératrol parmi
lesquels, le (+)-hopéaphénol, I'isohopéaphénol, la vitisin A, le (+)-vitisifuran A, et le heyneanol
A ont montré une inhibition potentielle de la biosynthese du leukotriene B4, alors que les
amurensins (tétrameres du resvératrol de Vitis Amurensis ) 1 et L ont fortement provoqué

I’histamine acceptor .

Mishima et al. ont montré que le vaticanol C, un tétramere du resvératrol (Vatica Indica)
possede une activité cytotoxique potentielle contre des lignées cellulaires diverses (Mishima,
2003). Ces auteurs ont examiné 1’activité anti-tumorale de I’extrait éthanolique des écorces des
sarments de Vateria indica, plante médicinale utilisée par les indiens. Des analyses par HPLC
ont montré que cet extrait contenait entre autres, I’hopéaphénol, le vaticanol C, et I’e-viniferin.

Un essai in vitro de I’extrait a montré 1’activité anticancéreuse contre les cellules tumorales
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(sarcome 180) de la souris (IC50, 29.5 uM). L’extrait n’a montré aucune toxicité pour la souris

méme a des doses de 1000 mg/kg (poids corporel) administré quotidiennement pour 28 jours.

Figure 1.14: Vaticanol C ; Tétramere du resvératrol ( Vatica Indica)

Le heyneanol A a été isolé pour la premiere fois des racines de Vitis Heyneana en 1996 (Li,
1996) et a partir des racines de Vitis Amurensis en 2001 (Huang, 2001), dans cette derniere
référence, on a reporté I’activité anti-inflammatoire du heyneanol par inhibition potentielle de la

biosynthese de leukotriene B4.

Le heyneanol A a montré une induction de 1’apoptose des cellules leucémiques humaines
(IC50 = 6.6 uM, apres 24 h) 15fois plus efficacement que le resvératrol (IC50 = 100 uM, apres
24 h) (Lee, 2004). Lee et al. (Lee, 2006) ont montré 1’inhibition de la croissance tumorale d’un

cancer de poumon par le heyneanol A (Lee, 2006)

£ 5h
HO

Figure 1.15: Heyneanol A Tétramere de resvératrol (Vitis heyneana)

1.7. LE VIN ET LES POLYPHENOLS

Le vin est un dérivé de la vigne qui consiste a laisser fermenter les grappes de raisin (vins
rouges) ou le jus de raisin (vins blancs), une partie des sucres se transforme en alcool. Une des
particularités des vins rouges, par rapport aux autres boissons alcoolisées, est de contenir de

nombreux polyphénols : les anthocyanes, les catéchines et leurs oligomeres (plusieurs grammes
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par litre de vin) (Siemann, 1992) mais également, les stilbénes (quelques dizaines de mg par litre

de vin) (Golberg, 1995).

Landrault et al ont testé I’activité antioxydante de produits purs (polyphénols, catéchine,
épicatéchine etc.) et celle de plusieurs variétés de vins rouges et ont montré que ces derniers
possédaient ’activité antioxydante la plus importante et qui s’échelonnait de 12,8 mmol/L

(Grenache) a 25,2mmol/L (Pinot Noir) (Landrault, 2001).

Des études épidémiologiques ont prouvé que les maladies coronariennes sont moins
répandues en France par rapport a d’autres pays de I’Europe et les états unis. C'était Serge
Renaud lui-méme qui a inventé l'expression « paradoxe frangais » quand il a découvert que les
Frangais (notoirement, gros consommateurs de vins) en dépit de leur régime alimentaire a haute
teneur en graisses, ont une incidence en maladies coronariennes inférieure de 30% par rapport
aux Américains de méme age (Carando, 1999, Renaud, 1992, Renaud, 1999). Le paradoxe
francais a été attribué a la consommation réguliere de vin. Il a été présumé que les substances
phénoliques du vin rouge, par leurs propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires pourraient

étre responsables de ces effets potentiels bénéfiques.

De nombreux stilbénes sont déja déterminés dans le vin comme le trans-resvératrol, le
picéide (Mattivi ,1993 ; Mattivi, 1995 ; Jeandet,1995 ; Roggero, 1994 ; Waterhouse, 1994 ;
Lamuela-Raventos ,1994) et I’astringin (Ribeiro de Lima, 1999 ; Carando,1999], récemment,
Baderschneider et winterhalter (2000) (Baderschneider,2000) ont isolé les compposés suivants a
partir du vin Riesling: 2,4,6,trihydroxy-phenantréne-2-O-glycoside, trans-resvératrol-2-C-
glycoside et un dimere du resvératrol e-viniferin diglycoside, le pallidol-3-O-glycoside et le
pallidol-3,3"-O-diglycosides. En utilisant la technique de Chromatographiec de Partage
Centrifuge (CPC), Vitrac et al (2001) (Vitrac, 2001) ont isolé les dimeres de resvératrol, pallidol
et parthénocissine A a partir de vins francais. En 2002, Landrault et al. (Landrault, 2002) ont
quantifié la trans-e-Viniferin dans des vins rouges et des vins blancs préparés avec des grappes
infectées avec botrytis Cinerea. Finalement, en 2005, la &-viniferin a été déterminée dans des
vins Brésiliens (Vitrac, 2005). Les Dihydroflavonols semblent &tre rares dans les plantes et les

aliments et, 1’astilbin semble étre le flavanonol le plus fréquent dans le vin.
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Jusqu’a nos jours, aucune étude n’a reporté I’occurrence des trimeres ni des tétrameres de

resveratrol dans le vin.

Depuis plus d’une décennie, de nombreux polyphénols ont été extraits a partir de diverses
variétés de vins appartenant a différentes régions du monde. Les différences en teneur et en
composition des polyphénols entre diverses variétés de vins semblent €tre dues a plusieurs
facteurs parmi lesquels ceux qui se rapportent a la plante elle-méme (la vigne) (figure 1.18): le
terroir, les conditions climatiques, le sol et les facteurs se rapportant a la fabrication des vins : les
méthodes de vinification, les conditions de stockage, 'erraflage etc. Le screening de la

littérature a montré que tres peu est connu sur les vins africains.

Le présent travail s’inscrit donc dans cette recherche de nouveaux composés qui peuvent
trouver une utilisation en thérapeutique a partir de la vigne et du vin. Puisque nous considérons
que les feuilles et les baies ont été bien investiguées phytochimiquement, nous nous sommes
consacrées dans cette étude aux sarments et rafles de vigne en vue d’isoler des composés
polyphénoliques, notamment des stilbenes. Ces composés apres purification et identification
structurale seront utilisés dans des tests biologiques, tels que les tests anti-inflammatoires et les

tests de viabilité cellulaire.

D’autre part, nous avons abordé dans cette étude, le fractionnement d’une variété de vin
algérien (Merlot) en vue d’isoler de nouveaux polyphénols. Par la suite ces molécules seront
dosées dans dix variétés de vins appartenant aux trois pays du Maghreb : Algérie, Tunisie, et

Maroc.

1.8. PLAN DE LA THESE

Cette these est divisée en Quatre chapitres :

Chapitre I : Introduction, nous présentons une introduction générale, sur les polyphénols de la
vigne, leur structures chimiques, les activités biologiques les plus importantes, ainsi qu’une
présentation de la vigne, les cépages les plus connus, I’utilisation des diverses parties de la vigne

ainsi que les maladies et pathologies auxquelles est confrontée cette plante.

Chapitre 2 : Matériels et méthodes, nous présentons 1’appareillage utilisé pour 1’extraction, la
purification ainsi que l’identification structurale des composés. Les méthodes et techniques
utilisées dans les trois parties de ce travail : 1) Purification de polyphénols a partir des sarments,

2) dosage de certaines molécules isolées dans des vins de I’ Afrique du Nord 3) tests biologiques.
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Chapitre 3 : Résultats et discussion : Nous présentons les principaux composés isolés a partir
des sarments et des rafles avec leur structures chimiques, données RMN, masse et pouvoir
rotatoire (dans certains cas). Nous présentons également les composés issus du fractionnement
du vin de la variété Merlot d’Algérie, et les résultats des dosages effectués en utilisant des
échantillons de vins de I’Afrique du Nord et finalement les résultats des tests biologiques

effectués : immuno-enzymatique, anti-inflammatoire, et viabilité cellulaire

Chapitre 4 : Nous finissons par une conclusion générale et des perspectives.
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2 MATERIELS ET METHODES

2.1. SOLVANTS

Tous les solvants que nous avons utilisés en chromatographie analytique ou préparative
étaient de grade HPLC. L’Acétonitrile (ACN), I’acétate d’éthyle et I’hexane ont été fournis par
Scharlau Chemie (Sentmenat, Espagne), le méthanol et I’éthanol par Carlo Erba (Val de Reuil,
France), L’eau est distillée et filtrée a travers un filtre & membrane millipore (0.22 pm). Les
solvants deutérés ; MeOH-d4, D20, Acétone-d6 et MeOH-d4 ont été fournis par (Cambridge
Isotope Laboratories Inc., USA).

2.2. APPAREILLAGE

= Broyeur (tamis maille 1,5 mm, RetschMiihle)

= Lyophilisateur (Unitrap modele 10-100)

= Speed-vac (Savant)

= Evaporateur sous pression réduite (Laborota — 4000)
= Centrifugeuse (Bioblock scientific, model 3K18)

= FCPC : " Fast " Chromatography de Partage Centrifuge (Kromaton, France)

HPLC Préparative/semi préparative : L’appareil utilisé était du type Varian
(Varian, modele ProStar 210) avec une colonne Bischoff Prontosil C18 (250 x 8 mm, 5 um
diametre de particule)
Détecteurs : Détecteur a barrettes de diode, ProStar 335 ou a lampe UV
HPLC analytique: Agilent avec détecteur série 1100 équipé de quatre pompes avec un

dégazeur (modele G1354A). Un autosampler (modele G1313A), un compartiment de colonne
(model G1316A) et un détecteur a barrettes de diode (modele G1315B).

-Colonne: Bischoff Prontosil C18 (250 x 4 mm, 5 um diameétre de la particule) thermostaté

a 25°C.
- Débit : ImL/mn
Spectre UV - rotation optique

Les spectres UV ont été enregistrés sur un spectrophotometre du type Hitachi U-2000.
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Les rotations optiques ont été mesurées dans le MeOH avec un polarimetre Perkin-
Elmer 241 a 20°C.
Spectrométrie de masse
Les spectres MALDI-MS ont été obtenus par un spectrométre de masse du type TofSpec™™
MALDI-Tof de Micromass'" (Manchester, UK). Les spectres ont été enregistrés dans le
mode positif.
Spectroscopie RMN
Les spectres RMN ont été obtenus a 303 K dans le mode transformée de Fourier mode a
300 MHz sur un spectrometre du type Bruker AMX 300 équipe. Les déplacements
chimiques ont été exprimés en ppm par rapport aux solvants deutérés (méthanol signal a &
3.31 ppm ou acétone 2 ppm)
Lecteur de plaque (laboratoire GREF, INSERM E362, Université de Bordeaux 2)
Kit pour les tests anti-inflammatoires: »COX (bovine) Inhibitor Screening Assay », (Cayman

Chemical).

2.3. BROYAGE ET MACERATION

Les sarments et les rafles du cépage Merlot sont récoltés a Villenave d’Ornon, région

Bordelaise (Ouest de la France). Les sarments ont été découpés en petits morceaux et laissés

sécher a l’air libre aprés quoi, ils ont été broyés finement. Environ 700 g de poudre ont été

utilisés pour I’extraction dans une colonne de 8 cm de diametre et de 1 metre de longueur, a

I’aide d’un mélange de solvants acétone/eau (80/20). La macération a duré environ 24 heures a

température ambiante. Filtré, 1’extrait obtenu est concentré sous vide a ’aide d’un évaporateur

rotatif, en vue d’éliminer 1’acétone.

2.4. EXTRACTION

L’extrait aqueux obtenu est soumis a une délipidation dans une ampoule a décanter a I’éther

de pétrole en vue de le débarrasser de la chlorophylle, des lipides, des xanthophylles...etc.

L’extrait aqueux issu de cette opération est soumis a I’extraction a 1’aide de 1’acétate d’éthyle.
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La couche soluble dans 1’acétate d’éthyle et la phase aqueuse sont lyophilisées séparément, on

s’intéresse dans cette étude a la phase organique.

2.5. CHROMATOGRAPHIE DE PARTAGE CENTRIFUGE

2.5.1. Préparation du systeme de solvants

Le systtme de solvants utilisé est un mélange quaternaire, Hexane/ Ethanol/ Eau/Acétate
d’éthyle selon la proportion des solvants, on définit deux systemes :

Systeme 1 : 1/2/7/8 utilisé pour le fractionnement de la phase organique totale,

Systeme 2 : 3/3/5/4 pour le re-fractionnement des trois premiers tubes du systéme précédent

et qu’on appelle fraction A,

Dans les deux cas précités, les quatre solvants sont introduits dans une ampoule a décanter,
agités et séparés en deux phases ; la phase inférieure contenant essentiellement de 1’eau et la
phase supérieure contenant essentiellement de 1’acétate d’éthyle, les deux autres solvants se
répartissant entre les deux phases précédentes (Delaunay et al, 2002).

2.5.2. Injection

La phase organique lyophilisée (2,5g environ par injection) est dissoute dans 8ml d’un
mélange de phase stationnaire et de phase mobile 50/50, filtrée a 1’aide d’un filtre millipore
circulaire de 4 cm de diametre, elle est ensuite injectée (en mode « Load ») a ’aide d’une
seringue spéciale dans la vanne d’injection, cette derniere sera ensuite basculée en mode
«inject » et I’échantillon passera dans la colonne ou il sera séparé en fonction de son affinité
vers I’une ou 1’autre des phases.

2.5.3. Conditions chromatographiques :

Au cours de la séparation, le débit est réglé a 3 ml/mn, et a raison de 3 mn par tube, la
rotation est de 1000rpm.
2.5.4 Regroupement des tubes :

Le suivi de la séparation s’effectue a I’aide de plaques Chromatographique sur Couche
Mince (CCM) sur des Polygram silica gel 0.2 mm avec indicateur de fluorescence UVjs4

(Macherey-Nagel). L’éluant est un mélange CHCI;/MeOH/ HCOOH, 85/15/3 (v/v). La
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visualisation des plaques CCM est réalisée par pulvérisation d’un réactif a base d’anisaldéhyde
(9:1 (v/v) éthanol/ p-anisaldehyde acidifiée (acide sulfurique) (Paterson, 1994).

Pour le systeme 2, le regroupement se fait selon la répartition : 7-18, 19-20, 21-33, 34-50,
51-fin.

2.6 HPLC ANALYTIQUE
2.6.1Solvants utilisés

Les solvants utilisés sont A: H2O/(TFA (1%)), (97,5/2,5,V/V) et le solvant B est formé de 20
% solvant A et 80% Acétonitrile (V/V).

2.6.2 Gradient
Le gradient utilisé pour I’HPLC analytique (Figure 2.6) était: 20-50% B (0-35 min), 50-100%

B (35-40 min), 100% B (41-46 min), 100-20% B (46-48 min), 20% B (48-53 min) (Tableau 2.1).

Tableau 2.1: Gradient HPLC analytique

Temps Débit
(mn :sec) %A %B (ml/min)
0 75 25 3
10 70 30 3
15 72 35 3
35 70 35 3
40 65 70 3
45 0 100 3
50 0 100 3
52 75 25 3
57 75 25 3
60 75 25 0

2.6.3 Injection
L’appareil HPLC Agilent est équipé d’un injecteur automatique, 300 pl d’une solution
contenant I’échantillon a analyser dans 50% MeOH/H2O est préparée dans des cupules spéciales
et injecté dans la colonne. La détection se fait a 280, 286, 306 et 330 nm (longueurs d’ondes

caractéristiques des stilbénes).

2.7 HPL.C SEMI-Preparative :

Le logiciel qui permet de piloter les diverses taches d’une séparation est un Prostar dynamax,
il permet entre autres d’établir un gradient (programme de séparation), de gérer I’injection, la

variation de la composition et de la pression au cours de la séparation a I’aide d’un affichage au
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cours de la séparation, le profil UV de chaque pic qui sort est aussi affiché au cours de la
séparation. En plus de la possibilit¢t que le logiciel offre pour le retraitement des

chromatogrammes, intégration, ...etc.
2.7.1. Préparation des échantillons

Les solutés a purifier sont dissouts dans Iml 50% de phase B /H20 (40% des fois) déposés
dans des eppendorfs et centrifugés a I’aide d’une centrifugeuse, le surnageant est filtré sur un
filtre millipore (Supelco, USA) en nylon et injecté dans la colonne HPLC.

2.7.2. Programmes utilisés pour la séparation

Les principaux programmes (gradients) HPLC qui ont été utilisés en fonction des

purifications ; ils ont ét€ nommés par rapport a leur utilisation.

Programme "mod-asc" :

Utilisation : purification des fractions du mode ascendant de la CPC

Tableau 2.2 : Gradient HPLC du mode ascendant

Temps Débit
(mn :sec) %A %B (ml/min)

0:00 80 20 3
10 75 25 3
30:00 72 28 3
35 65 35 3
40 65 35 3
45 60 40 3
50 30 70 3
55 0 100 3
60 0 100 3
62 80 20 3
67 80 20 3
68 80 20 0

Programme "repur vini " :

-Utilisation : repurification des molécules qui sortent apres la trans- e-viniferin : Elles sont
collectées pendant la purification du mode ascendant et réinjectées plus tard en utilisant le

programme ci-dessous de la fraction 33-60 du mode ascendant (Tableau 2.3) :
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Tableau 2.3: Gradient repur-vini

Temps Débit
(mn :sec) %A %B (ml/min)
0:00 91 9 3
20 75 25 3
30:00 72 28 3
35 72 28 3
40 70 30 3
45 65 35 3
50 65 35 3
55 60 40 3
60 0 100 3
65 0 100 3
67 91 9 3
72 91 9 3
73 91 9 0

Programme "mod-desc"”
Le gradient décrit par le tableau (2.4) a été congu pour la purification des molécules du mode

descendant en I’occurrence les tétrameres du resvératrol:

Tableau 2.4: Gradient du mode descendant

Temps Débit
(mn :sec) %A %B (ml/min)

0:00 91 9 3
20 75 25 3
30:00 72 28 3
35 72 28 3
40 70 30 3
45 65 35 3
50 65 35 3
55 60 40 3
60 0 100 3
65 0 100 3
67 91 9 3
72 91 9 3
73 91 9 0

Programme" tetramer"

Le programme « tetramer » (Tableau 2.5) a été développé pour la repurification des

tetrameres: Hopéaphénol, isohopéaphénol, nepalensinol, etc.
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Tableau 2.5: Gradient pour les tétrameres

Temps Débit
(mn :sec) %A %B (ml/min)

0:00 91 9 3
20 75 25 3
30:00 72 28 3
35 72 28 3
40 70 30 3
45 65 35 3
50 65 35 3
55 60 40 3
60 0 100 3
65 0 100 3
67 91 9 3
72 91 9 3
0

73 91 9




2.8. ISOLEMENT DES POLYPHENOLS A PARTIR DU MERLOT (VIN ROUGE
D’ALGERIE)

2.8.1. Evaporation et extraction

Trois litres et demi de Merlot (2004) ont été extraits en utilisant le protocole décrit par Vitrac
et al (Vitrac, 2000). Le vin est évaporé sous vide a 37 °C a I’aide d’un évaporateur rotatif pour
donner lieu a un résidu aqueux qui est ensuite extrait quatre fois a I’aide de 1’acétate d’éthyle, ce
dernier est évaporé et le résidu aqueux obtenu est lyophilisé.

2.8.2. Chromatographie sur colonne avec résine échangeuse de cation ; Dowex :

La poudre lyophilisée est soumise a la chromatographie sur colonne de Dowex (résine
échangeuse de cation), La phase stationnaire est une résine sulfonate échangeuse de cations :
DOWEX 50W-X8 (copolymere styrene + divinylbenzene, sur lequel sont greffés des groupes -
SO3H) La résine fournie se trouve sous forme H', c'est a dire que tous les sites échangeables
sont initialement occupés par des ions H'. La granulométrie est de 50-100 mesh. L’élution a lieu
d’abord avec de I’eau pour éliminer les glycérols et les sucres ensuite avec 75% de méthanol, a
cette étape on ne vise pas a fractionner notre extrait mais on récupere le totum soluble dans le
MeOH. Apres évaporation du MeOH, on dissout I’extrait dans de 1’eau et on le lyophilise, on
obtient 0,8 g de poudre riche en polyphénols, le protocole est résumé sur la figure (2.7) ci-
dessous.

2.8.3. Fractionnement par CPC

La poudre solide obtenu par le traitement précédent du vin rouge est soumise a la
chromatographie de partage centrifuge en utilisant la méme méthode adopté pour les sarments
pour donner quatre fractions majeures (A-D) dans le mode ascendant alors que le mode
descendant est récupéré et re-chromatographié en utilisant la CPC avec le méme mélange de
solvant quaternaire mais dans un rapport 3/3/5/4 (v/v). Cette fois le mode ascendant a donné lieu
a trois fractions (a-y) alors que le mode descendant n’a fourni qu’une seule fraction (5, 0.0245

g). Le protocole est résumé dans la figure (2.8).
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Obtention d'un extrait de vin rouge lyophilisable

VIM ROUGE 4LITRES |

E oration sous vide
b l\ éthanol

Exiraction EXTRACTION
Acétate d’éthyle des polyphénols

Eésine échangeuse .,
a’ions (CLBP) Fization des |

Ehation H;O
Elution MeOH T5%0 X . .
Glycérol, sucres, acides organiques

EXTRAIT LYOPHILISABLE | [ 0.8 g |

b FRACTIONHNEMENT

Figure 2.1 : Protocole de traitement du vin

F,B g d’extrait polyphénolique

| CPC (systeme 1) |

L] 1 >
— P e |

Mode ascendant Mude descendant

— .
1 fraction

v

CLHF semi-préparative

’W‘ » | 6 molécules

Figure 2.2: Protocole de purification de I’extrait phénolique obtenu

par traitement du vin Merlot

2.8.4. Purification des fractions p, o, B et C par HPLC semi-préparative
La purification finale des fractions 3 et & est achevée en utilisant 'HPLC semi-préparative
avec les mémes solvants utilisés pour la purification des fractions des sarments. Le gradient
utilisé est comme suit: 20-50% B (0-35 min), 50-100% B (35-40 min), 100% B (41-46 min),
100-20% B (46-48 min), 20% B (48-53 min). La détection a lieu a 286 et 306 nm avec un

détecteur a barrette de diode (Varian, model 335).
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2.9. DOSAGE DES POLYPHENOLS DANS DES VINS DE L’AFRIQUE DU
NORD :
2.9.1. Echantillons de vins étudiés

Dix vins de I’ Afrique du nord (millésime 2003 et 2004) disponibles dans le commerce en
France et en Algérie ont été analysés : Trois vins rouges algériens (Merlot, Cabernet Sauvignon
et Cuvée du président®, un vin rosé (Gris d' Algérie*, du secteur de Médéa) et un blanc (muscat,
d'ONCYV Alger), quatre vins rouges Marocains (Sidi Brahim*, Ksar* et Guerrouane*, du secteur
de Meknes ; Amjad*, du secteur d’Oujda), et un vin rouge tunisien (Terrale*, de la région de
Carthage). * vins de mélanges

2.9.2. Standards

Les composés que nous avons purifiés a partir du Merlot et que nous avons dosés dans les dix
variétés de vins cités précédemment sont : Le frans- resveratrol, le trans-picéide, la trans-e-
viniférine, le pallidol, I’hopéaphénol, et I’astilbin.

2.9.3. Préparation des gammes étalons

La solution mere est préparée a la base de Img de chacun des standards purs dans 1ml de
solvant (50% ACN) les dilutions suivantes ont par la suite été effectuées : 200 umol, 100 pmol,
75 pmol, 50 pmol et 25 umol. Les courbes étalons sont ensuite tracées pour chacun des
standards.

2.9.4. Analyses par HPLC

Les analyses ont été faites sur un appareil du type Agilent. Les solvants et le gradient
utilisés sont les mémes que ceux utilisés dans la section purification ci-dessus (tableau 2.1).

On prépare des cupules de 300 ul d’échantillon et on regle le volume injecté & partir du
programme a 100 pL, apres filtration sur une membrane Millipore de 0.45 um. Apres chaque
analyse, la colonne est rééquilibrée avec la phase A pendant 10 min. Les longueurs d’onde de
détection sélectionnées étaient 254 nm (caractéristiques des flavonoides), 280 nm, 286 nm
(caractéristiques de certains tétrameres et dimeres), 306, et 330 nm (caractéristiques de dimeres
avec double liaison et monomere, tel que le resvératrol et le picéide).

La figure (2.3) ci-dessous montre un chromatogramme HPLC analytique du mode

descendant du systeme 2 de la CPC.
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Figure 2.3 : Vin merlot mode descendant fraction o (systeme 2),

Tr=19,994, Pallidol et Tr=28.8 hopéaphénol

2.9.5. Intégration

Une intégration consiste a mesurer la surface sous un pic. La détection d'un pic

chromatographique par I’intégrateur, dépend de 2 parametres:

o la largeur attendue des pics

¢ le seuil d’intégration (sensibilité)

La largeur de pic est a peu preés prévisible en fonctions de la technique d'analyse et des
conditions opératoires. Elle détermine la fréquence d’échantillonnage du signal. Le pic est alors
découpé en tranches. Le seuil d’intégration est la valeur du signal a partir de laquelle le

calculateur repere un début de pic.

2.10. TEST ANTI-INFLAMMATOIRE
2.10.1. Test immuno-enzymatique

®  Mise au point du test

Le test effectué est du type immuno-enzymatique (EIA) mesurant I’activité inhibitrice de
nos composés sur la cyclooxygénase 1 et/ou 2par mesure quantitative des prostaglandines

produites. Ce test s’effectue en deux étapes schématisées sur la figure (2.4).

a) Réaction de la cyclooxygénase
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Trois réactions sont effectuées simultanément (figure 2.10). Un mélange réactionnel
contenant la Cox dénaturée permet de mesurer le bruit de fond (A), un mélange contenant la
COX active permettant de quantifier 1’activit¢ maximale de 1’enzyme (B), et un mélange

contenant la COX et la molécule d’intérét permet de tester I’inhibition de la molécule (C).

Dans tous les tubes, nous disposons un tampon de réaction tris-HCL 0,1M, pH 8.0
(contenant SmM d’EDTA et 2 ml de phénol), puis I(héme (1um) et la COX -1 ou la COX-2 en
quantité suffisante pour générer 1,5 ug de PGHy/ml. Ces mélanges sont incubés pendant 10

minutes dans un bain marie) 37°C.

La réaction est initiée par 1’ajout dans tous les tubes d’acide arachidonique (concentration
finale de 100uM). L’incubation est de 2 minutes a 37 °C. La réaction enzymatique est arrétée par
I’ajout de 50 ul d’HCL 1M. L’addition d’une solution de chlorure stanneux permet de réduire la

PGHj; produite en une prostaglandine plus stable, PGFa.
b)Quantification des prostaglandines formées par la méthode ELISA

Les différentes réactions sont diluées au 1/2000°™ grice a un tampon phosphate de
potassium (100 mM, PH 7.,4), contenant 0,1% d’albumine bovine, 0,01 % d’azide de sodium et
0,9 mM de Nay EDTA. Puis 50 pl de réaction sont disposés par puits. Des immunoglobulines G
(IgG) de chevre anti-prostaglandines sont préfixées sur la plaque. Un traceur prostaglandine
acétylcholinestérase et des anticorps de souris anti-prostaglandines sont ensuite ajoutés. A

chaque réalisation du test, nous effectuons :

-Deux blancs,

-Deux puits pour mesurer la liaison maximale (traceur + IgG+ anticorps),

-Deux puits pour mesurer la liaison non spécifique (traceur +IgG),

-Un puits mesurant I’activité enzymatique totale (traceur),

-et une gamme étalon de 8 points préparée a partir d’un standard contenant 10 ng PGE,/mL.

La plaque est alors incubée pendant 18 heures a température ambiante. Cing lavages sont
ensuite effectués par 200 uL de tampon phosphate de potassium (10mM, PH 7,4) contenant 0,01
%d’azide de sodium et 0,05 de Tween 20. Le réactif d’Ellman (200 uL) est ajouté dans tous les

puits. Le réactif d’Ellman contient de 1’acétylcholine qui, sous I’action de 1’acétylcholinestérase,
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se transforme en acide 5-thio-2-nitrobenzoique de couleur jaune absorbant a 405 nm. La plaque
est incubée sous agitation rotative pendant 60 minutes a 1’abri de la lumiere. L’absorbance peut

étre mesurée a 405 nm lorsque la valeur des puits BO est comprise entre 0,3 et 0,8 A.U (blancs

soustraits).

) D D

o o cox SO

i | active |

cox L1 cox . L}

inactivée *‘ { active ok inhibiteur a ,lc_‘a‘

t
Bruit de fond Activité maximale s Tube test

1 ]
; ‘ 10 minutes a 37°C

i Acide Arachidonique (substrat) |
i l 2 minutes a 37°C *
j HC1 1M (arrét de la réaction) |
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' I i

i Chlorure stanneux (stabilisation des prostagiandines (PG)) I

Figure 2.4: Test anti-inflammatoire ; réaction de la cyclooxygénase
Une courbe étalon représentant le pourcentage B/B( (liaison de I’échantillon standard par
rapport a la liaison maximale) en fonction de la concentration en prostaglandines (pg/ml) permet
de déterminer la concentration en prostaglandines de chaque échantillon en rapportant la valeur
correspondante de pourcentage B/By. Le pourcentage d’inhibition de la COX de chaque
concentration d’échantillon testée est calculée par rapport a 1’échantillon contrdle (activité
maximale de ’enzyme) et la détermination de I'IC50 s’effectue sur la courbe représentant le

pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration du produit.
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Figure 2.5: Mécanisme et réalisation du test EIA (essais immuno-enzymatique)

(Ac : anticorps ; COX : cyclooxygénase ; DO : Densité optique ;
IgG : immunoglobuline G ; PG : prostaglandines)
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2.10.2. Production du Monoxyde d’azote

e Deétection de l'activité NO synthase inductible

* Marquage au DAF-FM diacétate : dosage du NO intracellulaire

Le DAF-FM diacétate (4-amino-5-méthylamino-2'-7'-difluorofluorescéine diacétate,
Molecular Probes) est un réactif permettant de quantifier de basses concentrations de NO (seuil
de détection =~ 5 nM). Ce composé diffuse de fagon passive a travers la membrane plasmique, le
diacétate permet au réactif de se fixer aux membranes cellulaires. Une fois a l'intérieur des
cellules, les estérases intracellulaires coupent le diacétate libérant ainsi le DAF-FM (composé
non fluorescent) qui va réagir avec le NO et aboutir a la formation de benzotriazole, composé

fluorescent (A excitation = 495, A émission = 515 nm) détectable en cytométrie de flux.

Apres 24 h d'activation et en présence des différents polyphénols, les cellules (3.10° CMN /
condition) sont récupérées dans des tubes de 5 ml adaptables au cytometre utilisé (XL, Beckman-
Coulter). Apres 2 lavages en PBS, le culot cellulaire est resuspendu dans 500 ml de milieu
complet, puis le DAF-FM diacétate est ajouté a 10 uM final. Les cellules sont mises a incuber 1
h a 37°C a l'abri de la lumiere, lavées en PBS puis le culot est resuspendu dans 250 ul de PBS.

Une incubation de 30 min va permettre la fixation du DAF-FM au NO.

*Quantification du géne de I''NOS par RT-PCR

a) - Extraction des ARN totaux

Apres culture en boite de Pétri, les cellules AKN-1 sont recueillies a 1'aide d'un rateau stérile,
lavées en PBS et transférées dans des tubes eppendorf. Le culot cellulaire est alors resuspendu
dans le réactif d'extraction, le Trizol® (Life&Technologies) (1ml de Trizol® pour 107 cellules).
Ce réactif est une solution monophasique de phénol et de guanidium de thiocyanate préte a
I'emploi pour 1isolement d'ARN totaux a partir de cellules ou de tissus. Apres incubation (15
min) et centrifugation, la phase supérieure est récupérée et incubée en présence de 0,1 v de
chloroforme. Les ARN sont ensuite précipités par le 1'isopropanol (v/v, 10 min), le culot est lavé

avec de l'alcool a 75%, séché puis repris dans de I'eau DEPC.

b) - Contrdle de qualité des ARN
L'électrophorese en gel d'agarose permet de séparer les acides nucléiques en fonction de leur
taille. L'agarose est dissous au four & micro-ondes dans du tampon TAE 1X (40 mM tris-Acétate,
1 mM EDTA pH=8) additionné de bromure d'éthidium (BET, intercalant de I'ARN et de 'ADN
visible aux UV) a 0,2 pg/ml. Les échantillons sont mélangés au tampon de charge 6X (0,375 M
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Tris, 60% glycérol, 12% SDS, 6% B-mercaptoéthanol, bleu de bromophénol) avant d'étre
déposés dans les puits. La migration est réalisée sur gel d'agarose 1% en TAE 1X a température

ambiante et sous voltage constant (80 V). Les ARN sont visualisés sous UV.

c¢) -Dosage de la quantité d'ARN par spectrométrie
A partir d'une dilution au 1/ 100%™ de I'ARN, les absorbances sont mesurées a 260 et 280 nm,
ce qui permet de calculer la concentration d'ARN ainsi que le rapport DO**™/DO*"™™ La

260nm

concentration d'ARN en pg/ml est obtenue grace a la formule suivante : DO x 40 x dilution.

d) - RT-PCR

La RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction) permet de détecter
I'expression d'un gene (par la présence de son ARNm) grace a une étape de rétro-transcription de
I'ARN en ADN. Toutes les incubations sont effectuées dans le thermocycleur BioRad (iCycler
Thermal Cycler), le matériel utilisé est RNAse-free. La premiere étape consiste a synthétiser
I'ADN complémentaire simple brin a partir de I'ARN grace a une réverse transcriptase. Le
mélange réactionnel est composé de I'ARN total (1 pg), des oligonucléotides aléatoires amorces
de la RT (0,1 pg, Roche) et d'un mélange équimolaire de déoxynucléotides (DNTP Mix, 10 nM,
Roche). Le volume est complété a 12 pl final avec de 1'H,O nucléase-free. Le tout est incubé a
65°C pendant 5 min puis placé dans la glace 1 min. Apres une centrifugation rapide, 7 pl/tube du
Mix suivant sont ajoutés : tampon de la réaction RT (4 pl de 5X First strand buffer, Invitrogen),
DTT (0,2 uM, Invitrogen) et un inhibiteur de RNAse (40 mU de Rnasin, Promega). Le mélange
est incubé a 42°C pendant 2 min avant addition de la Reverse Transcriptase SuperScript II (200

U/réaction, Invitrogen). La synthese de ' ADNCc se fait pendant 50 min a 42°C puis une étape de

15 min a 70°C permet d'inactiver 'enzyme.

Le volume final de 20 pl est complété a 50 ul avec de I'H,O nucléase-free préalablement a
une PCR. La composition du mélange réactionnel de PCR et le protocole sont donnés dans le
Tableau 15. La PCR va permettre d'amplifier un fragment de I'ADNc particulier parmi les
différents ADNc obtenus par la RT, en l'occurrence des fragments de 11NOS et le géne de

I'HPRT (Hypoxanthine PhosphoRibosyl Transférase, contrdle interne).

2.11. TEST DE VIABILITE CELLULAIRE

2.11.1. Principe du test:

Les cellules épithéliales coliques de type Caco-2 (ECACC 86010202) sont une lignée de
cellules humaines adhérentes qui proviennent d’un adénocarcinome du c6lon (Chantr ,1988;

Jumarie, 1991) La viabilité des cellules caco2 est déterminée a I’aide d’un test colorimétrique
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selon la technique de Mosmann et al (Mosmann, 1983). Le test, utilisant le bromure de 3-[4,5-
diméthyl-2-y1]-2, 5,-diphényl-tétrazolium (MTT), consiste a mesurer I’activité de la succinate
déshydrogénase mitochondriale des cellules vivantes. Cette enzyme, par coupure du cycle
tétrazolium, transforme le MTT ; de couleur jaune, en cristaux de formazan de couleur bleue.
Une lecture spectrophotométrique est réalisée et 1’absorbance obtenue est directement

proportionnelle au nombre de cellules vivantes.
2.11.2. Ensemencement

Les cellules Caco-2 sont ensemencés dans des boites 96 puits a raison de 10000 cellules par
puit, dans 100 pl de milieu complet. Ces cellules sont maintenues pendant 24 heures dans
I’incubateur. Le composé a tester est dilué dans un milieu complet a 1% de diméthyl sulfoxyde
(DMSO), puis additionné, 24 heures aprés ensemencement, a différentes concentrations a raison
de 100 pl par puits. Les cellules sont ensuite placées dans I’incubateur pendant des temps

variables, de 2 a 48 heures.

2.11.3. Coloration et révélation

Une solution de MTT est présenté a 0,5 mg/ml dans un mélange DMEM/SVF (Dulbecco's
modified Eagle's medium/ Sérum de Veau Feetal) (95/5, v/v). Apres le temps d’incubation
choisi, le milieu est retiré par retournement rapide puis 200 ul de la solution de MTT sont
additionnés et les cellules sont incubées a 37°C pendant 4 heures. La solution de MTT est retirée
des puits et les cristaux de formazan formés sont dissous par 200 ul d’une solution de DMSO.

Apres 30 mn a température ambiante, I’absorbance est lue a 595 nm au spectrophotometre.
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3 RESULTATS ET DISCUSSION

3.1 CARACTERISATION DES PRINCIPAUX COMPOSES ISOLES DES SARMENTS
DE LA VIGNE

A partir des sarments de vigne cépage Merlot, nous avons isolés une vingtaine de molécules,
la structure chimique de la plupart des composés a été déterminée en utilisant les méthodes
spectroscopiques classiques RMN du proton, corrélations 2D (HMBC, HSQC, NOESY,
ROESY) (voir annexe B) et dans certains cas nous avons déterminée le pouvoir rotatoire, la
spectroscopie de masse permet de confirmer la structure proposée (les spectres RMN et de masse
seront présentés en annexe C), les données spectrales seront ensuite comparées aux résultats
publiés. Par contre quelques molécules posent probleme vu que la masse ne coincide pas avec la
structure déterminée et des expériences d’RMN et/ou des méthodes chimiques sont encore

nécessaires pour confirmer ces structures.
3.1.1. Polyphénols du mode ascendant :

La fraction de CPC 33-60 du systeme 2, a été soumise a la chromatographie sur gel de
Sephadex LH20 puis a la repurification par HPLC semi-préparative. La figure (3.1) représente
un chromatogramme HPLC des composés identifiés dans cette fraction, les figures (3.2) et (3.3)

montrent deux plaques CCM de ces composés (révélation a 1’anisaldéhyde).
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Figure 2.1: Chromatogramme HPLC de la fraction 33-60

47



Trans-resverarrol

Parthenocissin

: \ . 4 1 z ‘_‘ ; ‘1

LH20 de la fracdon 33-60asc cpc xyxteme 2 tubes 12 i 21 élution méthanol
2y 15 13 A3 4Q 20 2a,

~ ‘)h

==,
LR R

e ‘}

S .

- Qrm -eps-winiferin

Cis-eps-wviniferin

Fracdon wvini sfprep
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Figure 2.4: Structure des monomeres, 1, trans resvératrol,
2, trans picéide, 3 trans picéatannol

=  Trans-resveratrol

Formule brute : C14H;2,03
Masse m/z = 228

Parmi les stilbeénes, le trans resveratrol figure (3.4,1) est le composé majoritaire (= 100 mg/1
Kg) des sarments. Concernant sa structure, le spectre proton du resvératrol isolé a partir des

sarments a été comparé a un échantillon commercial. Les effets thérapeutiques diverses de cette
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molécule ont été discutés dans 1’introduction. Nous sommes arrivés a cristalliser cette molécule
(MeoH) et nous avons pu déterminer sa structure absolue 1,3-Benzenediol, 5-[(1E)-2-(4-

hydroxyphenyl)ethenyl]- (9CI). Son point de fusion est de (258-260 °C).

= Trans picéatannol (Formule brute : C4H,O4, Masse m/z= 244)

Le picéatannol ou trans-3,4,3’,5 -tetrahydroxystilbene (figure 3.4,3) a été isolé pour la
premiere fois des graines d’Euphorbia lagascae, (Euphorbiaceae) ( Ferrigni, 1984). Le
picéatannol est un anti-inflammatoire (Matsuda, 2000) un immunomodulatoire et

antiprolifératif (Su, 2000, Wolter, 2002 Being-Sun ,2006).

Le picéatannol, a aussi été report¢é comme antileucémique en inhibant sélectivement la
tyrosine kinase Syk (Spleen Tyrosine Kinase). De plus, le traitement des cellules myéloides
humaines avec du picéatannol a permis la suppression de 1’activité du facteur NF-xB (nuclear
transcription factor). Potter et all (Potter, 2002) ont démontré la conversion du resvératrol en
picéatannol par I’enzyme cytochrome P450 CYP1B1 exprimée dans plusieurs types de tumeurs.
Une étude a montré que le picéatannol est un inducteur efficace de 1’apoptose dans des essais in
vivo sur des patients atteints de la leucémie lymphoblastique de 1’enfance. Le picéatannol a
aussi été testé en utilisant le plasma isolé de souris et a montré un effet inhibiteur de I’activité a-
amylase ce qui permet de s’attendre a une activité antidiabétique pour ce composé (Kobayashi,
2006). Matsuda et al (Matsuda ,2004) ont reporté I’activité antiallergique du picéatannol.
L’activité antioxydante, pro-oxydante, et cytotoxique du trans picéatannol ont été reporté par
Murias et al. (Murias, 2005). L’activité anti-inflammatoire et antiproliférative du picéatannol

ont été reportées par plusieurs auteurs parmi lesquels Wung et al. (Wung, 2006).

= Picéide (polydatin)

Formule brute : CpoH»,0g (5-4’-dihydroxystilbene-3-beta-D-glucopyranoside, Masse m/z= 390
Point de fusion : 223-226°C, [o] D=-55° (c=1, acétone).

Le picéide, glucoside du resvératrol a été trouvé dans les suspensions cellulaires de vigne par
Waffo-Tueguo et al. (Waffo-Tueguo, 2001). Concernant les activités biologiques du picéide, il a
été reporté comme anti-inflammatoire mais qu’a des concentrations de 1000 pMol (Kimura et al,
2000). Le picéide possede un effet inhibiteur de la prolifération de tumeurs de poumons et des
métastases chez la souris a 1000 umol (Uldrich, 2005). De méme, le picéide a la propriété
d'inhiber la différenciation des lignées cellulaires endothéliales (HUVECsS) et donc
I'angiogénese (Néoformation de vaisseaux capillaires, dans le cas d'une tumeur, elle est induite
directement ou indirectement par les cellules tumorales) pour des concentrations de I'ordre de
100 a 1000 pMol (Kimura, 1985). Les auteurs suggerent que les effets anti-tumoraux et anti-

métastasique des picéides pourraient €tre liés a l'inhibition de la syntheése d'ADN dans les
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cellules cancéreuses et a 1'inhibition de 1'angiogénése des lignées HUVECs (Kimura, 2005).

«» Dimeres du resvératrol avec un noyau furane (viniférines):
+ Avec 5 groupements hydroxyles

Tableau 2.1: données RMN des dimeres (viniférines)

d-viniférine (+)trans g-viniférine (-) trans g-viniférine (+) cis g-viniférine
No ou, J (Hz) dc No on, J (Hz) dc No on, J (Hz) No ou(ppm) , J dc (ppm)
(Hz)
la 94.94 la 133.8 la la 129.4
2(6) 7.23d(8.7) 58.00 2(6)a 7.19d (8.5) 127.8 2(6)a 7.22d (8.6) 2(6)a 7.17d (9) 130.3
a
3(5) 6.84d(8.7) 132.87 3(5)a 6.83d (8.5) 116.1 3(5)a 6.76 d (8.6) 3(5)a 6.92d (9) 114.2
a
4a 131.26 4a 158.2 4a 4a 158.7
7a 5.44d (8.1) 124.18 7a 5.42d (5.5) 93.7 7a 5.87d (5.7) 7a 5.4d(5) 88.1
8a 4.46d (8.1) 132.87 8a 4.45d (5.5) 57.2 8a 4.70d (5.7) 8a 4.11d (5) 49.9
9a 128.68 9a 147.3 9a 9a 141.9
101  6.18d (2.1) 110.38 10(14)a 6.24 bs 106.9 10(14)a 5.82d(2.1) 10a 121.5
4)a
11a 161.05 11(13)a 159.6 11a 11a 159.3
12a 6.27¢(2.1) 129.39 12a 102.0 12a 5.98¢(2.1) 12a 6.38d (2.1) 100.3
13a 127.48 129.8 13a 13a 156.3
1b 132.87 1b 6.25 bs 1b 14a 6.21d (2.1) 104.8
2(6) 6.52d(2.1) 128.68 2(6)b 7.16d (8.6) 128.6 2(6)b 7.03d (8.6) 1b 136.1
b
3b 116.34 3(5)b 6.74 d (8.6) 116.2 3(5)b 6.62d (8.6) 2(6)b 6.89 d (8.6) 128.9
4b 6.25¢(2.1) 158.77 4b 4b 3(5)b 6.54d (8.6) 1139
5b 159.98 158.2 4b 156.2
7b 6.89d (16.1) 102.5 7b 6.67 d (16.0) 123.5 7b 6.75d (16.4) 7b 5.75 (12,2) 40.0
8b 7.05d (16.1) 107.75 8b 6.89d (16.0) 130.1 8b 6.95d (16.4) 8b 3.86 (12,2) 48.2
9b 145.39 9b 136.4 9b 9b 140.2
10b  7.25brs 141.19 10b 119.7 10b 10b 118.6
11b 105.82 11b 162.4 11b 11b 159.2
12b 159.67 12b 6.32 bs 96.7 12b 6.37d (2.0) 12b 5.72d (2.1) 84.2
13b  6.86d (8.3) 102.74 13b 159.5 13b 13b 156.4
14b  7.42dd (8.3, 94.94 14b 6.70 bs 104.2 14b 6.73d (2.0) 14b 5.07d(2.1) 1104
1.7)

Figure 2.5: Structure des dimeres du resvératrol isolés & partir du mode ascendant CPC systeme
2 ; 4 : d5-viniférine, 5: (+) trans e-viniférine, 6 : (-) trans &-viniférine, 7 : cis e-viniférine

= J-viniférine

Formule brute : CosH2 04

Poids moléculaire : 454 g/mol
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SM (ESI) (m/z): 453 [M-H] " ; 435 (MS2) [M-H-H20]

>

Les données RMN (tableau 3.4) montre un systéme aromatique complexe entre 6,0 et 7.4
ppm, correspondant a 15 protons, dont deux appartiennent a un systeme oléfinique.

Grace a leur constante de couplage de 16.1 Hz (H7’ et H8’), on peut déduire la présence
d’une double liaison trans.

Nous pouvons observer un couplage AA’BB’, présent sous la forme de doublets de
doublets avec une constante de couplage de 8.7 a 7.23 et 6.84 ppm (H2 (6) et H 3(5)).
Deux systémes doublet/triplet avec une constante de couplage de 2.1 Hz, correspondant a
6 hydrogenes, nous font suggérer un double systeme aromatique ortho/para.

Les signaux a 7.42, 7.25 et 6.86 ppm (H14b, H10b, H13b) nous indiquent la présence
d’un cycle aromatique trisubstitué. Le proton a 7.42 ppm est couplé au proton a 6.84 ppm
avec une constante de couplage de 8.3 Hz, (couplage ortho sur le noyau benzénique). Il
est aussi faiblement couplé (J3=1.7 Hz) avec le proton a 7.25 ppm, indiquant que ces

hydrogenes sont en méta 1’un de I’ autre.

Deux autres hydrogenes, avec des constantes de couplage identiques a 5,44 et a 4,46 (d,
8.1 Hz), ont des déplacements chimiques un peu trop faibles pour appartenir a un systeme
aromatique, mais suffisants pour étre placé prés d’un centre électronégatif, comme par
exemple I’oxygene. Ceci permet de suggérer la présence d’un éther cyclique, reliant les

différents systemes entre eux.

Les données spectrales de ce composé ont été comparées a celles de la d-viniférine (figure

3.5, 4) publiées et étaient en parfait accord (Perret, 2001).

(+)-trans-g-viniférine

Formule brute : CosH2,0¢

Poids moléculaire : 454 g/mol

SM (ESI) (m/z) : 453.7 [M-H]-

Pouvoir rotatoire, [o] D : +41,9°

Les données RMN (tableau 3.1) nous suggere que ce composé appartient a la méme classe

que le resvératrol trans-déhydrodimere (d-viniférine)

>

Nous observons un seul systeme ortho/para a 6.25 et 6.24 ppm (H12 et H10, H14),

correspondant a 3 hydrogenes. Les signaux a 6.67 et 6.89 ppm, avec un couplage de 16.0
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Hz, nous indiquent la présence d’une double liaison trans (H7’-HS8”).

» Nous pouvons observer la présence de deux systtmes AA’BB’, indiquant une
substitution para sur les cycles aromatiques (H2(6), H3(5) et H2’ (6°), H3’ (5°).

» Deux hydrogenes, représentés par des doublets a 5.42 et 4. 45 ppm avec une méme
constante de couplage de 5.5 Hz, nous indiquent un systeme central semblable a la -
viniférine (H7 et HS).

» Les signaux a 6.63 et 6.24 ppm apparaissent sous la forme de doublets avec une constante
de couplage de 1.9 Hz, correspondant a un couplage méta (H12’, H14’). Le spectre 13C-
RMN montre plusieurs carbones tres déblindés pouvant étre attribués a des phénols. Nous
pouvons en conclure que la structure est trés proche du resvératrol trans-déhydrodimere,
mais avec des variations au niveau des substituants aromatiques.

Au vue de ces résultats et par comparaison avec la littérature, la structure de ce composé a été

déduite comme étant la (+) trans -viniférine (figure 3.5, 5).

Ce composé a pour la premicre fois été isolé de Vitis vinifera en 1977 par P. Langcake
(Langcake, 1977b). 1l a ensuite a nouveau été isolé de la vigne par W.-W. Li en 1996 (Li, 1996)
et de Gnetum parvifolium en 1992 par M. Lin (Lin, 1992). Ce stilbéne dimerique est produit par
les processus d’oxydation du resveratrol. La viniférine est aussi produite par la vigne en réponse

a l'attaque fongique (Langcake, 1981).

La viniférine a non seulement une meilleure activité antifongique mais également de
meilleures pouvoirs antioxydants que le resveratrol (Baderschneider, 2000; Bala, 2000). Le
fractionnement de l'extrait méthanolique de Vitis coignetiae (Vitaceae) guidé par 1’activité
hépato-protectrice a conduit a I’isolement de 1’e-viniférine comme principe actif (Oshima, 1995).
Selon Piver et al (Piver, 2003), la trans e-viniférine a montré des effets inhibiteurs des enzymes
des cytochromes P450 humains impliquées dans la bioactivation de nombreux carcinogenes. La
trans-g-viniférine, possede une activité antioxydante (Privat, 2002) et anti-hépatotoxique
(Langcake, 1976).

(-) trans-¢g- viniférine

Formule brute : CosH2,0¢
Poids moléculaire : 454 g/mol
SM (ESI) (m/z) : 453.7 [M-H]-

Pouvoir rotatoire, [a] D : - 41,9°

Cette molécule est aussi un dimere du resvératrol. L’analyse des données RMN (tableau 3.1)
nous indique que ce composé est de nature tres voisine (+) trans e-viniférine décrite dans le

paragraphe précédent.
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En effet, sur le spectre du proton (tableau 3.4) nous observons :

» Deux systemes AA’BB’ représentés par les deux couples de doublets H2, H6 a 7,15ppm
(d=2H, J=8,5Hz) et H3, H5 a 6,69 ppm (d, 2H, J=8,5) ainsi que H2’, H6’ a 6,69 ppm (d,
2H, J=8,5 Hz) et H3’, H5’ 4 6,57 ppm (d, 2H, j=8,5Hz),

» Un systeme éthylénique de type trans (grande constante de couplage), caractérisé par
deux doublets a 6,87 et 6,68 ppm (J=16,4 Hz) correspondant respectivement a H8’ et
H7,

» Un systeme AX2, composé d’un triplet a 5,49 ppm correspondant a H12 et d’un doublet a
5,77 ppm (J=1,7) correspondant a H10 et H14,

» HI12’ et H14’ sont représentés par deux doublets (J=2,1 Hz) a 6 ,66 et 6,32 ppm, a 5,58 et
a 4,6 ppm, deux doublets (J=8,1 Hz) correspondant aux protons H7 et HS.

(+)-cis-g-viniférine

Formule brute : C3H20¢
Poids moléculaire : 454 g/mol
SM (ESI) (m/z) : 453.7 [M-H]-

Ce composé possede presque les mémes caractéristiques que la trans e-viniférine (tableau
3.1). La constante de couplage entre 7b et 8b (J = 12.1 Hz) laisse penser & une liaison oléfinique
en cis. Il s’agit donc de la cis &-viniférine (Figure 3.5, 7), la présence de la (+)-trans-g-viniférine
en faible quantité confirme cette attribution et explique la difficulté de séparer ces deux
composés, leur temps de rétention étant treés proches. Pour prouver que la cis e-viniférine est un
constituant des sarments tout autant que la forme frans et non une isomérisation de celle-ci, nous
avons laissé les deux produits purs en solution a température ambiante, pendant un mois, leur
analyses par HPLC a montré I’isomérisation de la forme cis en trans (lente et irréversible) alors
que I’inverse n’a pas été observé.

En plus, ’existence de cette forme de la viniférine chez la vigne (vitis vinifera) a déja été
signalée auparavant mais n’a jamais été isolée de la vigne. Par contre, elle a été identifiée chez
une autre plante de la famille des Vitaceaes ; cyphostemma crotalarioides (Bala, 2000) et dans
les graines de Paeonia lactiflora pal. (Paeoniaceae) (Kim, 2002). Concernant les activités
biologiques de la cis- e-viniférine, elle a été reportée comme antifongique (Bala, 2000) et

possede un pouvoir antioxydant (Kim, 2002).

+ Avec six groupements hydroxyles :
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trans-scirpusin A

Figure 2.6: trans-scirpusin A (8)
Formule brute : Cog Hyy O7
Mase m/z= 470 g/mol
Le spectre RMN de cette molécule montre qu’elle est de méme nature que la (+) trans-¢-
viniférine (figure 3.5, 5), la seule différence c’est I’existence d’un hydroxyle a la place du proton

3a. Cette molécule est la trans scirpusin A (Figure 3.6)

Tableau 2.2: Données 'H et °C de la trans-scirpusin
A (HA 93), solvant acétone-ds.

No on, J (Hz) Jc

la 133.9
2a 6.83d(2.1) 113.7
3a 144.5
4a 145.0
5a 6.81d (8.0) 116.9
6a 6.70 117.1
7a 5.36d (5.1) 93.9
8a 4454 (5.1) 56.5
9a 146.7
10(14)a 6.24s 107.2
11(13)a 159.2
12a 6.24s 101.6
1b 129.5
2(6)b 7.18d (8.6) 129.1
3(5)b 6.73d (8.6) 116.6
4b 158.4
7b 6.71d (16.4) 123.8
8b 691d (164) 130.4
9b 133.9
10b 119.0
11b 161.7
12b 6.32d (2.1) 96.6
13b 159.0
14b 6.70d (2.1) 104.2

La scirpusin A, a été identifiée dans des rhizomes de Scirpus Californicus (Cyperaceae) par
Schmeda-Hirschmann et al. (Schmeda-Hirschmann, 1996) qui ont montré que la scirpusin A et
B étaient des inhibiteurs de la Xanthine oxidase (XO). Les scirpusins A et B ont aussi été
isolées a partir de Caragana rosea Turcz (Papilionaceae, Fabaceae) plante native de I’ Asie
(Chine). Des études in vitro contre des HIV-1 (IIIB), ont démontré que ces deux composés sont

actifs contre ce virus avec des IC50 de 10 umoL et 7 umoL respectivement (Yang, 2005).
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«» Dimeéres du resvératrol sans le noyau furane, avec présence de six hydroxyles

Figure 2.7: Dimeres sans noyau furane; 9 : Parthénocissine A, 10 : Cyphostemmin B,

11 : Ampelopsin D

= Parthénocissine
Formule brute : CosH2,0¢
Poids moléculaire : 454 g/mol

Masse (m/z) : 454

Le spectre de proton de la parthénocissine (Figure 3.7, 9) montre :

» Quatre doublets correspondant a deux systemes AA’BB’ représentés par les protons H2’,
H6’ et H3’, H5’ (7, 19, et 6,78 ppm) du cycle D d’une part, et H2, H6, et H3, HS (6,59 et
6,7 ppm) du cycle B d’autre part,

» Un systtme AX2, sur un cycle trisubstitué (A) en 9,11 et 13 caractérisé par deux
multiplets larges (H14 et H10) et (H12)

» Deux doublets correspondant a deux protons (H12” et H14’) couplant en méta sur un
cycle tetrasubstitué (C)en 9’, 10°,11°, et 13°,

» Deux protons aliphatiques a 4,18 et 3,69 ppm représentés par deux singulets larges,
correspondant respectivement a H7 et HS,

» enfin, un singulet large a 6,23 ppm représentant un proton éthylénique ne couplant avec
aucun autre proton,

Les corrélations HMBC permettant d’établir la structure de ce composé sont les suivantes
» Le carbone C7 a 60 ppm correle avec les protons H2 et H6 du systeme AA’BB’,

» Le carbone C8 a 69,8ppm montre un couplage longue distance non seulement avec H10 et
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H14 du systeme AX2 mais aussi avec le proton éthylénique H7’,
» Un seul couplage en J4 est observé, représenté par la corrélation entre le carbone C7’ et le
proton H7.

Ces données sont en parfait accord avec la littérature (Tanaka , 1998)

= Cyphostemmin B

Formule brute : CosH2,0¢

Poids moléculaire : 454 g/mol

A partir du spectre 'H RMN (Tableau 3.3), certaines caractéristiques communes aux dimeres
de resvératrol ont été¢ aisément identifiées : Deux cycles aromatiques disubstitués en para, un
cycle benzénique trisubstitué en méta et un cycle aromatique tetrasubstitué. Des résonances
supplémentaires ont été observées pour un proton porté par un carbone sp2 et deux protons
aromatiques faiblement couplés déplacés a de faibles valeurs du champ. Des expériences

NOESY ont été effectuées en vue de compléter I’attribution des protons.

Tableau 3.3: données 'H et '°C de la Cyphostemmin B et de I’ampelopsin D.
Solvant acétone-ds.

Cyphostemmin Ampelopsin D

No 6H, J (Hz) 8C HMBC (C [H) N° on, J (Hz) dc

la - 136.4 3(5)a, 7a, 8a la - 136.0
2(6)a 6.92d 1274 7a 2(6)a 7.12d 1274
3(5)a 6.66d 1144 2(6)a 3(5)a 6.75d 114.9
4a - 155.1 2(6)a, 3(5)a 4a - 155.3
VE 4.27 brs 56.3 2(6)a, 8a 7a 4.29 brs 58.1
8a 4.15 brs 59.3 10(14)a, 7b 8a 4.15 brs 57.3
9a - 146.7 7a, 8a 9a - 148.0
10a 6.30d 104.9 8a, 12a 10a 6.11 brs 105.1
11a - 158.4 12a, 10(14)a 11a - 159.7
12a 6.19t 101.9 10(14)a 12a 6.11 brs 99.9
13a - 158.4 12a, 10(14)a 13a - 159.7
14a 6.30d 104.9 8a, 12a 14a 6.11 brs 105.1
1b - 128.3 3(5)b 1b - 128.3
2(6)b 7.21d 129.7 7b 2(6)b 7.18d 129.7
3(5)b 6.68d 114.6 2(6)b 3(5)b 6.65d 114.6
4b - 155.9 2(6)b, 3(5)b 4b - 155.9
7b 7.04 brs 121.5 2(6)b, 8a 7b 7.04 brs 121.3
8b - 141.3 7b, 14b, 7a, 8a 8b - 141.8
9b - 145.8 7b, 7a, 8a 9b - 146.1
10b - 123.1 12b, 14b, 7a, 8a 10b - 122.5
11b - 154.6 12b, 7a 11b - 154.8
12b 6.29d 1024 14b 12b 6.31d 102.4
13b - 158.3 12b, 14b 13b - 158.4
14b 6.79d 97.0 12b 14b 6.81d 97.0
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Figure 2.8: Expérience NOESY de la cyphostemmin B

La dimérisation téte a queue a ét€ confirmée par les NOE’S suivantes (Figure 3.8)
10’—>7"—>2’—14 —8 —2. Une caractéristique unique qu’on ne trouve pas dans les autres
dimeres du resvératrol,(ex. viniférines), est I’existence d’un CH, benzylique ou les deux protons
sont magnétiquement équivalents. La structure de la cyphostemmin B (Figure 3.7, 10) proposée
est en parfait accord avec celle publiée (Ducrot, 1998) et qui fiit isolée pour la premiere fois a
partir de Cyphostemma crotalarioides (Vitaceaes) en 1998, cette derniere référence a aussi

rapporté 1’activité antifongique de la cyphostemmin B.

=  Ampelopsin D

Les données RMN (tableau 3.3) montre la similarit€é avec la cyphostemmin B, la
comparaison avec la littérature (Ducrot, 1998) a permis 1’élucidation structurale de cette

molécule comme étant I’ampelopsin D (figure 3.7, 11).

3.1.2. Polyphénols du mode descendant

o
S

* Dimeres

12

13

Figure 2.9: Dimeres du resvératrol du mode descendant ; 12 : (+)-ampelopsin A, 13 : Pallidol
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Tableau 2.4: Données 'H et '°C (+) ampelopsin A, isomere ampelopsin A (acétone dg),

pallidol (MeOD)

Ampelopsin A Isomére ampelopsin A Pallidol

No on, J (Hz) No on, J (Hz) dc No on, J (Hz)
la la 131.2 la

2(6)a 7.03d (8.6) 2(6)a 7.10d (8.6) 128.9 2a 6.87d (2)
3(5)a 6.69 d (8.6) 3(5)a 6.76 d (8.6) 116 3

4a 4a 158.8 4a 6.39d (2)
7a 5.71d (11.3) 7a 5.75d (11.5) 89.1 7a 3.77d (7)
8a 4.03d (11.3) 8a 4.15d (11.5) 49.7 8a 45s

9a 9a 143 9a

10a 10a 119.1 10a

11a 11a 159.2 11a

12a 6.32d(2.2) 12a 6.42d (2.2) 101.5 12a

13a 13a 159.9 13a

14a 6.11brs 14a 6.22brs 105 1b

1b 1b 133.1 2(6)b 6.93d (8.5)
2(6)b 6.83d (84) 2(6)b 6.884d (8.6) 128.9 3(5)b 6.66 d (8.5)
3(5)b 6.58d (8.4) 3(5)b 6.63d (8.6) 115.1 4b

4b 4b 156 7b

7b 5.39d (4.8) 7b 5.44d 4.8) 43.8 8b

8b 5.37d (4.8) 8b 5.40d (4.8) 71.5 9b

9b 9b 140 10b

10b 10b 118.5 11b

11b 11b 160.7 12b

12b 6.11d (2.2) 12b 6.14d (2.2) 97.3 13b

13b 13b 158.8 14b

14b 6.53d(2.2) 14b 6.59d (2.2) 110.6

* (+)-ampelopsin A

Formule brute : Cy3H»,07, masse : 470 g/mol

Le spectre du proton nous donne les informations suivantes (tableau 3. 7):

» Un doublet a 7,03 ppm (2H, J=8,6 Hz) dont les protons sont couplés avec ceux d’un
second doublet a 6,69 ppm (2H, J= 8,6). Ceci correspond a un systeme de spins AA’BB’
d’un cycle aromatique bisubstitué en para et donc respectivement aux protons H2 et H6
couplés avec H3 et H5 du cycle B,

» De méme les protons H2’ et H6’ (d, 2H, J=8,8 Hz) sont couplés avec les protons H3’ et
HS5’ (d, 2H, J=8.,4 Hz) sur le cycle D,

» Le proton a 6,11 ppm (d, 1H, j=2,2Hz) couple avec le proton a 6,53 ppm (d, 1H,
J=2,2Hz). La faible constante de couplage indique que ces protons correspondent aux
hydrogenes aromatiques couplés en méta, soit H12’ et H14’. De méme le proton H12 a
6,32ppm (d, 1H, j= 2,2 Hz) couple avec H14 a 6,11ppm (br s, 1H)

» Les signaux a 5,71 ppm (d, 1H, j= 11,8 Hz) et 4,03 ppm (d, 1H, j= 11,8 Hz) sont
caractéristiques de protons aliphatiques appartenant a un cycle oxygéné et donc ici a H7 et
HS, respectivement,

» Les signaux a 5,39 ppm (d, 1H, j= 4,8 Hz) et 5,37 ppm (d, 1H, j= 4,8 Hz) correspondent
aux protons H7’ et H8’, respectivement.

Cette molécule est bien I’ampelopsin A (figure 3.9, 12). L’activité biologique de cette

molécule n’a pas été reportée mais son acétate a montré une activité cytotoxique importante
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(Masayoshi, 1999).
= Isomere ampelopsin A (non entierement identifié)
Le spectre du proton de ce composé est identique a celui de I’ampelopsin A mais les temps de
rétention ainsi que 1’aspect physique des 2 composés sont différents.
= Pallidol : Formule brute : C,3H» 06, Masse : 454 g/mol

Le spectre de proton du pallidol (tableau 3.7) montre quatre protons aliphatiques a & 3.77
et 4.50 ppm (deux singulets larges) et deux systemes AA’BB’ caractérisés par deux paires de
doublets de protons a & 6.66 et 6.93 ppm (j, 8.5 Hz) correspondant aux protons des cycles
aromatiques B et D, et par deux paires de doublets de protons a & 6. 39 et 6.87 ppm (j, 2 Hz)
correspondant aux cycles A et C. Ces données RMN sont identiques a ceux publiées par Khan et
al. (Khan, 1986). Le pallidol étant symétrique, on ne voit sur le spectre proton que les signaux
correspondant a la moitié de la molécule. C’est le spectre de masse qui a permis de confirmer la
structure du pallidol (3.15, 13) et a donné une masse M/Z 454 [M+H]*correspondant a un
dimere du resvératrol. Le pallidol a été isolé pour la premiere fois a partir de Cissus Pallida
(Vitaceaes) et est un composant naturel de Vitis Vinifera, Waffo-Teguo et al. ont isolé le pallidol
a partir des cultures cellulaires (Waffo-Teguo, 2001). Les activités inhibitrices de la
cyclooxygénase 1 and -2 (COX-1 and -2) ont été étudi€es pour le pallidol et ont indiqué qu’il
était inactif contre les deux isoformes de I’enzyme (IC50 > 70 mg/mL) (Waffo-Teguo and al,
2001). L’activité anticancéreuse a €té aussi étudiée mais était négligeable (Masayoshi et al,
2005).

Tétrameres Formule brute : Cs¢H4,01,, Masse: 906 g/mol

14 15

Figure 3.10: Tétrameres du resvératrol ; 14 : (+)-hopéaphénol, 15 : isohopéaphénol
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» (+)-Hopéaphénol

H3b'HSb

T T = T o I = T J T T T

Hap-Hsa
HoHe  pHay Hig
Hag-Heg

Hg, Hegp
Haa Hg,

Figure 2.11 : Spectre proton de I’hopéaphénol

Tableau 2.5: Données 'H et '°C de 1’hopéaphénol
et I’isohopéaphénol (MeOD)

Hopéaphénol Isohopéaphénol
No on, J (Hz) dc No on, J (Hz)
la 129.4 la
2(6)a 7.09 d (8.6) 130.3 2(6)a 7.52d (8.6)
3(5)a 6.72 d (8.6) 114.2 3(5)a 6.98 d (8.6)
4a 158.7 4a
7a 5.80d (12.1) 88.1 7a 5.57d (10.1)
8a 4.13d (12.1) 49.9 8a 5.37 (10.1)
9a 1419 9a
10a 121.5 10a
11a 159.3 11a
12a 6.38d (2.1) 100.3 12a 6.32d (2.3)
13a 156.3 13a
14a 6.21d (2.1) 104.8 14a 6.19d (2.3)
1b 136.1 1b
2(6)b 6.89d (8.6) 128.9 2(6)b 6.34d (8.7)
3(5)b 6.54d (8.6) 1139 3(5)b 6.30d (8.7)
4b 156.2 4b
7b 5.75brs 40.0 7b 5.04 brs
8b 3.86 brs 48.2 8b 3.35brs
9b 140.2 9b
10b 118.6 10b
11b 159.2 11b
12b 5.72d (2.1) 84.2 12b 5.80d (2.1)
13b 156.4 13b
14b 5.07d (2.1) 1104 14b 542d(2.1)

Le spectre du proton (figure 3.11, tableau 3.5) nous donne les informations suivantes (la

description ne concerne que la moitié de la molécule, le proton symétrique correspondant est
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donné entre parenthese).

>

Quatre doublets correspondant a seize protons aromatiques couplés en ortho (J=8,6Hz).
Ce sont les protons des cycles disubstitués en para (A, B),

Quatre doublets correspondant aux huit hydrogenes aromatiques couplés en méta (H12a
(H12d) a 6,38 ppm couplé a Hl4a (H14 d) a 6,21 ppm) et HI2b(H12c) a 5,72 ppm
couplée a H14b (H14c) a 5,07ppm,

Les signaux a 5,72 ppm et a 4,11 ppm sont caractéristiques des protons aliphatiques
appartenant a un cycle oxygéné ; il s’agit donc respectivement de H7a(H7d) et H8a(H8d),
Et enfin les deux singulets larges a 5,75 ppm et a 3,86 ppm représentant les deux protons

aliphatiques H7b(H7c) et H8b(HS8c) respectivement.

Les corrélations HMBC (figure 3.11 et 3.12) ont été nécessaires pour déterminer dans un

premier temps la structure de la moiti€é de la molécule puis pour déterminer ensuite

I’enchainement des deux moitiés. Les corrélations principales qui nous ont permis de

reconstituer la molécule sont les suivantes :

Le carbone 8b a 48,2 ppm correle avec un proton a 3,86 ppm qui correspond a H8b mais
aussi, puisque la molécule est symétrique a H8c. nous avons donc ainsi établi une
premiere liaison entre les deux moitiés de la molécule.

Le carbone 9b a 140,2 ppm montre une corrélation avec le proton 14 b a 5,07ppm. Celle-
ci permet de distinguer sur le spectre du proton H12b de H14 b. Le carbone 9b correle
également avec H8b et H7b.

Le carbone 8a a 49, 9 ppm permet de distinguer les protons 12 a et 14a puisque le

carbone 8a ne correle qu’avec H14 a qui se trouve donc a 6,21ppm.

La structure de 1’hopeaphénol (figure 3.10, 14) ainsi déterminée a été vérifiée en comparant

les données spectrales avec ceux publiées (Takaya 2002, Ito 1997).

Concernant ’activité biologique de I’hopéaphénol, le screening d’une série de stilbenes

contre diverses lignées cellulaire a montré que I’hopéaphénol possede une cytotoxicité

potentielle contre un ensemble de lignées cellulaire de tumeurs humaines (carcinome

épidermoide nasopharyngé) (Masayoshi, 1999; Zgoda-Pols, 2002 ; Sahidin, 2005) et contre les

cellules KB avec un EDsy de 1.2ug/ml (Masayoshi, 1999). L’hopéaphénol a aussi été reporté

avoir des activités antibactérienne (Zgoda-Pols, 2002), anti-inflammatoire (Huang,2001),

antifongique et inhibitrice d’HIV (Dai, 1998).
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Figure 3.12 : Carte HMBC de I"hopéaphénol

Figure 3.13 : Différentes corrélations visibles sur le spectre HMBC
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= (-)-isohopeaphenol

Nous représentons sur la figure (3.14) ci-dessous les corrélations HMBC de
I’isohopéaphénol.
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Figure 32.14: HMBC de I’isohopéaphénol

La figure (3. 15) montre les corrélations HMBC visibles sur le spectre.

Figure 2.15: Corrélations visibles sur le spectre HMBC

Le spectre du proton montre que cette molécule est symétrique et un stéréo-isomere de

I’hopéaphénol,
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» Deux doublets correspondant a huit protons aromatiques couplés en ortho (J=8,6Hz). Ce
sont les protons des cycles disubstitués en para (A et D),

» Un signal a 6,2 et 6,4 ppm intégrant pour 10 protons. Ce massif comprend un doublet a
6,33 ppm ainsi que deux singulets larges a 6,32 ppm et a 6,19 ppm. Il s’agit
respectivement des protons couplés en méra H12a (H12d) et Hl14a(H14d). Les deux
singulets larges correspondant aux huit protons aromatiques des cycles parasubstitués B
et C.

» Deux doublets correspondant a quatre protons aromatiques couplés en méta H12b (H12c)
a 5,8 ppm couplés a H14b (H14c) a 5,42 ppm

» Les signaux a 5,57 ppm et a 5,37 ppm correspondent aux protons aliphatiques
appartenant au cycle oxygéné ; il s’agit donc respectivement de H7a(H7d) et H8a(H8&d),

» Etenfin un singulet large a 5,04 ppm représentant le proton aliphatique H7b(H7c¢).

L’analyse des différents spectres nous montre une tache de corrélation entre le proton a 5,04
ppm (H7b) et un proton situé sous le signal du méthanol & 3,35 ppm correspondant ainsi au
proton H8b(HS8c).

Ces données spectrales en parfait accord avec la littérature (Takaya, 2002 ; Ito ,1997) ont permis

de confirmer la structure de cette molécule comme étant 1’isohopéaphénol (figure 3.16, 15)
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Figure 2.16: Spectre Proton de I’isohopéaphénol, attribution des protons
»  Nepalensinol B (HA 77)
Formule brute : C56H4,012
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Figure 2.17: Nepalensinol B, tétramere du resvératrol
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Tableau 2.6 : Données RMN du nepalensinol B (HA77), acétone-d

N° on, J (Hz) Jdc COSY NOE HSQC HMBC
la - 134.6 - - - 3(5)a, 8a
2a,6a 7.11,2H,d 8.6 127.0 3(5)a 7a, 8a 127.0 7a
3a,5a 6.75,2H,d 8.6 115.8 2(6)a - 1158 -
4a - 157.8 - - - 2(6)a, 3(5)a
7a 5.30,1H,d 1.7 93.6 8a 8a, 12a, 10(14)a, 2(6)a 93.6 2(6)a
8a 431,1H,d 1.7 56.8 7a 12a, 10(14)a, 2(6)a 56.8 -
9a - 148.4 - - - 7a, 8a
10a,14a 6.28, 2H, brs 106.3 12a 7a, 8a 106.3 8a, 12a
11a,13a - 160.0 - - - 12a, 10(14)a
12a 6.31,1H,t2.2 101.9 10(14)a 7a, 8a 1019 10(14)a
1b - 138.4 - - - 3(5)b, 7b, 8b
2b,6b 6.74,2H,d 8.6 128.0 3(5)b 7b, 8b 128.0 7b
3b,5b 6.56,2H,d 8.6 115.2 2(6)b - 115.2 -
4b - 155.7 - - - 2(6)b, 3(5)a
7b 4.29, 1H, brs 50.0 8b 2(6)b 50.0 8b, 2(6)b
8h 3.96, 1H, brs 60.3 7b 2(6)b 60.3 7b
9b - 144.5 - - - 7b, 8b
10b - 116.1 - - - 7a, 8a, 12b
11b - 163.1 - - - 7a, 8a, 12b
12b 6.20, s 96.5 - - 96.5 -
13b - 155.4 - - - 12b
14b - 126.4 - - 126.4 7b, 8b, 12b

Dans le tableau (3.6), ci-dessus nous représentons les données RMN completes du
nepalensinol B (figure 3.18). Les oligomeres du resvératrol, nepalensinol A, B et C, ont été
isolés des sarments de Kobresia nepalensis (Cyperaceae) (Yamada, 2006) mais sont encore
inconnus chez les Vitaceaes, donc cela représente la premicre fois que 1’on reporte le
nepalensinol B chez vitis vinifera. Les nepalensinols A, B et C ont montré un effet inhibiteur sur
la topoisomérase II plus puissant que I'étoposide (VP-16) (un inhibiteur de la topoisomérase II
utilisé comme médicament anticancéreux). Le nepalensinol B, en particulier, a montré 1'activité

la plus efficace avec un ICsp de 0.02 umol (Yamada, 2006).

= Viniferol E

HO HO
OH /4b;3b\ = oH
/ 2b &d \
12a—11a  5b // - tle—12c
HO—14 \10a \\ESb/1b\ /\\d\zd// 1({ \13C_Ho
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HO—4a/ - \2c—7a/ \10b—9b/ \9"—10"/ \7c_1c 4c—HO
\\ // A _// \\14b // \\110'—0 \\Gc___{/

14d
12b=—=13b 13d——12d

OH OH
17

Figure 3 .18: Structure du viniferol E
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Tableau 3.7: Données RMN du viniferol E, acétone-dg

N° oH, J (Hz) oC HMBC (C—H) NOE

la - 133.5 3(5)a, 7a, 8a -

2a,6a 6.69,d 8.6 128.4 7a 7a, 8a

3a,5" 6.54,d 8.6 115.6 - 7a, 8a

4* 8.2 158.0 2(6)a 3(5)a

7 5.08,d 4.8 94.7 8a, 2(6)a 2(6)a, 3(5)a, 10(14)a, 12d, 14d
8a 3.950,d 4.8 55.0 7a,10(14)a 2(6)a, 3(5)a, 10(14)a, 12a, 14d
9a - 148.1 7a, 8a -

10a,14a 6.03, brs 107.0 8a, 12a 7a, 8a

11a,13a 8.07 160.1 12a 12a

12a 6.29,t2.2 101.8 10(14)a 8a

1b - 130.2 3(5)b, 7b, 8b -

2b,6b 6.76,d 8.6 129.3 7b 7b, 8b

3b,5b 6.58,d 8.6 115.6 - 7b, 8b

4b 8.2 157.6 2(6)b 3(5)b

7b 5.00,d 10.4 85.0 8b, 2(6)b 2(6)b, 3(5)b, 14b, 8¢, 10(14)c, 14d
8b 3.60, dd 10.4, 12.0 52.9 7b, 14b, 7d, 8d 2(6)b, 3(5)b, 14b, 10(14)c, 8c, 14d
9b - 138.7 8a, 7b, 8b, 8d -

10b - 122.8 7a, 8a, 8b, 12b, 14b -

11b - 161.8 7a, 8a, 12b -

12b 6.16,d 2.1 95.9 14b -

13b 8.40 160.1 12b, 14b 14b

14b 6.67,d 2.1 105.3 8b, 12b 7b, 8b

1c - 133.5 3(5)c, 7¢, 8¢ -

2¢,6¢ 6.88,d 8.6 128.9 Tc 7c, 8¢

3c¢,5¢ 6.68,d 8.6 115.6 - 7c, 8¢

4c 8.35 158.4 2(6)c 3(5)c

Tc 5.23,d5.0 93.4 8¢, 2(6)c 2(6)c, 3(5)c, 10(14)c, 12¢, 12d
8¢ 4.09,d5.0 55.7 7e, 10(14)c gas)c, 3G, 1004, 12¢, 7b, 8b, 7d,
9¢ - 148.4 7c, 8¢ -

10c,14c 6.25,d 2.2 107.0 8¢, 12¢ 7¢, 8¢, 7b, 8b, 7d, 8d

11c,13c 8.35, brs 160.1 12¢, 10(14)c 10(14)c, 12¢

12¢ 6.32,t2.2 101.8 10(14)c 7c, 8¢, 7d

1d - 133.6 3(5)d, 7d, 8d -

2d,6d 6.79,d 8.6 129.3 7d 7d, 8d

3d,5d 6.64,d 8.6 115.1 - 7d, 8d

4d 8.03 156.7 2(6)d 3(5)d

7d 4.70,d 9.4 82.0 8d, 2(6)d 2(6)d, 3(5)d, 8¢, 10(14)c, 14d
8d 3.955,dd 9.4, 12.0 58.6 7b, 8b, 7d, 14d 2(6)d, 3(5)d, 8¢, 10(14)c, 12d, 14d
9d - 136.3 8b, 8¢, 7d, 8d -

10d - 123.3 7c, 8¢, 8d, 12d, 14d -

11d - 160.3 7c, 8¢, 12d -

12d 592,d2.1 96.4 14d 8d, 7a, 7¢

13d 7.75, brs 158.2 12d, 14d 12d, 14d

14d 5.68,d 2.1 110.2 8d, 12d 7d, 8d, 7a, 8a, 7b, 8b
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La structure de ce composé (figure 3. 19) a été déterminée par analyse des données RMN

(tableau 3.11) qui ont été comparées a celles publiées par Fujii et al (Fujii, 2005).

s Dihydroflavanols

OH
e
Ho | ﬁ/n f
i
| Ha
aH ] HO HH

18

19

Figure 2.19 : Dihydroflavanols isolés a partir du mode
descandant : 18 : Astilbin, 19 : Engeletin

Tableau 3.8: données 'H et '°C de I’engeletin (acétone-dy) et de ’astilbin (DMSO d-6)

Engeletin Astilbin
No 8H, J (Hz) 8C No 8H, J (Hz)
2a 5.25d (11.1) 824 2a 5.23 (d, 9.8 Hz,)
3a 476 d (11.1) 76.6 3a 4,63 (d, 9.8Hz),
4a 1954
Sa 164.5 S5a 11,8 (OH),
6a 5.99d (2.1) 96.1 6a 5.87 (d, 2.0 Hz),
7a 166.3
8a 5.96d (2.1) 95.0 8a 5.89 (d, 2.0 Hz),
9a 162.8
10a 101.4
1b 127.3
2b(6b) 7.44 d (8.6) 128.9 2b 6.88 (s)
3b(5b) 6.91d (8.6) 115.3 5h, 6b 6.74 (s),
4b 158.0
1c 4.06 br s 100.4 1c 4.04 (br,s)
2¢ 3.54 m 70.5
3¢ 2.57m 71.3
4c 331 m 72.5
5c 422 m 68.7
CH3 1.14d (6.2) 16.9 6¢ dd, 59 Hz) 3.09-

3.91(m,H,sucre)

= Astilbin (dihydroquercetin 3- a -L-rhamnopyranoside)

Formule brute : C,1H»Oq;
Masse : 450 g/mol

Le spectre '"H RMN (tableau 3.12) montre un signal correspondant a un rhamnose avec un

68



déplacement typique 61.18 ppm (J 6.2 Hz). Le large singulet a 4.04 ppm (J 1.5 Hz) indique une
configuration R du proton anomérique du sucre (H-1"). L'identification de la structure de
I’astilbin (figure 3.25, 18) (dihydroquercetin 3-O-a-rhamnoside) a été confirmée par les données
de FAB+MS (m/z 451) et par comparaison des données RMN avec la littérature (Lu, 1999). Des
activités biologiques diverses ont été cernées pour 1’astilbin: elle diminue la concentration totale
du cholestérol dans le foie, chez les rats (Igarashi, 1996, Closa 1997) et protege les cellules des
globules rouges contre le stress oxydatif in vitro (Haraguchi, 1996 ).
» Engeletin (dihydrokaempferol 3 -a-L-rhamnopyranoside)
Formule brute : C,1H» 01

Masse : 434 g/mol

L’engeletin (3.19, 19) et I’astilbin, ont été isolés a partir de feuilles du Cauliflorus R. de
Stelechocarpus. (Annonaceae). L'activité inhibitrice de l'engeletin contre l'aldose réductase
humaine (ICsp de 1.16uM) était deux fois plus importante que celle de la quercétine (t€émoin)
(2.48uM) et 23 fois plus importante que 1’astilbin (26.7uM). Ces flavonoides ont montré un effet
thérapeutique important dans la prévention et le traitement des complications diabétiques

(Wirasathien, 2006)

69



3.2. POLYPHENOLS EXTRAITS DU VIN MERLOT

L’extrait polyphénolique du vin de la variété Merlot a été soumis au fractionnement par CPC
(chapitre 2) les fractions ont été par la suite repurifiées par HPLC semi-préparative, les composés
isolés sont les suivants :

De la fraction B on a extrait la trans-g-viniférine. L’hopéaphénol et le pallidol ont été isolés
a partir de la fraction 8. L’astilbin est le constituant majoritaire de la fraction B. Le picéide a été
isolé de la fraction C (systeme 1). La structure de ces composés a été élucidée en comparant leur
RMN du proton 1H et leur corrélations 2D avec celles que nous avons obtenues pour les
sarments. Ces composés ont par la suite été utilisés comme standards et ont été dosés dans 10
échantillons de vins de I’ Afrique du nord.

Remarque: Dans tout ce qui suit, quand il est question de la viniférine, il s’agira de

I’isomere (+) trans e-viniférine.

3.2.1. Données chromatographiques des standards :

Les figures (3.26) a (3.35) représentent les spectres UV et les courbes étalons des différents
composés a doser et les tableaux (3.13) a (3.18) montent les données pour construire les courbes
d’étalonnage.
¢ Courbes étalons, temps de rétention et maximum d’absorption :
»  Trans-resveratrol

Le spectre UV du resvératrol est le méme que celui du picéide (Figure 3.28)

Tableau 2.9: Données HPLC analytique pour le trans-resveratrol

Concentrations Aires Moyenne | Ecart type | ug injectés
pug/ml 1 2 3
2,5 270,8 | 271 | 2709 270,9 0,1 0,125
5 539 | 541 540 540,0 1,0 0,25
10 1070 | 1071 | 1070,5 | 1070,5 0,4 0,5
15 1590 | 1591 | 1590 1590,3 0,6 0,75
20 2137 | 2138 | 2139 2138,0 1,0 1
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= Trans picéide

Figure 2.20: Courbe étalon du resvératrol

Tableau 3.10: Données HPLC analytique pour le Trans picéide

Concentrations Aires Moyenne | Ecart type | pg injectés
pg/ml 1 ]2 3
2,5 127 128 | 129,1 128,0 1,1 0,125
5 256,4 | 256,9 | 257 256,8 0,3 0,25
10 520 521 522 521,0 0,8 0,5
15 770 771 772 771,0 1,0 0,75
20 1040 | 1041 | 1042 1041,0 1,0 1
Trans piceide
800
y=725,98x + 1,4402
700 - R’ = 0,9999 /
600
500 A 7
Aires

400 |

300

200 A /

100 >

(0] T T T T T
(0] 0.2 0.4 0,6 0.8 1 1.2
unginjectés

Figure 3.2.4 : Courbe étalon du picéide
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mAU

DAD1 D, Sig=306,8 Ref=off (VINAFR~1\VIN\STANDA~1\TP22.D)

.433

DAD1, 12.387 (9.9 mAU, - ) of TP22.D

R AR R R R S A RARRNRAE
200 226 250 275 300 3256 350 375 ni

Figure 3.22: Temps de rétention et profil UV du piceid,
Tr=12.133 mn, A pax = (225nm, 310nm)

= Trans-¢ Viniférine

Tableau 3.11: Données HPLC analytique pour la trans g-viniférine

Concentrations Aires Moyenne | Ecart type | pug injectés
ug/ml 1 ]2 3
2,5 127 128 | 129,1 128,0 1,1 0,125
5 256,4 | 256,9 | 257 256,8 0,3 0,25
10 520 521 522 521,0 0.8 0,5
15 770 771 772 771,0 1,0 0,75
20 1040 | 1041 | 1042 1041,0 1,0 1
Trans e-viniferine
1200
y = 1040,2x - 2,5476
R=0
1000 0,9999 /
800
!
400 1
200 |
o . ; ‘ ‘
o 0,2 0.4 0,6 0,8 1 1,2
ug injectés

Figure 3.23: Courbe étalon de I’e-viniférine
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DAD1 D, Sig=306,8 Ref=off (VINAFR~1IVINISTANDA~1IEVIN32.D)

mAU =
DADT, 31.768 (90.6 mAU, - ) of EVIN32.D

47 mAU
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0 L B e e s e s e
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Figure 3.24: Temps de rétention et profil UV de la trans e-viniférine
Tr=31.191 mn, A nax =330

= Pallidol
Tableau 3.12 : Données HPLC analytique pour le pallidol

Concentrations Aires Moyenne | Ecart type | pg injectés
ug/ml 1 2 3
2,5 71,2 | 71,3 | 71,1 71,2 0,1 0,125
5 142,2 | 142,1 | 1423 142,2 0,1 0,25
10 283,6 | 283,5 | 2834 283,5 0,1 0,5
15 426,6 | 426,5 | 426,4 426,5 0,1 0,75
20 566,1 | 566,2 | 566,3 566,2 0,1 1
Pallidol
600
y = 566,31x + 0,6061
R =1
500 1
400
§ o
200
100 1 /
o T T T T
o 0.2 0.4 0.6 0,8 1 1,2
upginjectés

Figure 3.25: Courbe étalon du pallidol
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DAD1 D, Sig=286,4 Ref =of f

(VINAFR~1\VIN\STANDA~1\PALLID32.D)
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Figure 3.26 : Temps de rétention et profil UV du pallidol,

Hopéaphénol

Tr=20.351 mn, A max = 210nm, 286nm

Tableau 3.13: Données HPLC analytique de I’hopéaphénol

Concentrations Aires Moyenne | Ecart type | pg injectés
ug/ml 1 2 3
2.5 102 | 102,2 | 102,1 102,1 0,1 0,125
5 204 | 204,4 | 204,2 204,2 0,2 0,25
10 408 | 408,8 | 408,4 408,4 0,3 0,5
15 608 | 608.,4 | 608,5 608,3 0,3 0,75
20 812,1 | 812,2 | 812 812,1 0,1 1
Hopeaphenol

900 y=81 1,423x +0.,8505

800 R =1 -~

700

600 /

g 500
2 400 A / :

300

200 / :

100 A

0 T T T T T
0,2 0.4 0,6 0.8 1 1,2
g injectés

Figure 3.27: Courbe étalon de 1’hopéaphénol
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DAD1 D, Sig=286,4 Ref=off (VINAFR~1\VIN\STANDA~1\HOPC32.D)

mAU 8
] ' DAD1, 26.902 (93.9 mAU, - ) of HOPC32.D
17.54 mAU ]
15 80
] 60+
125 ]
] 40-|
10—: i
20
7.5 i
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5 200 225 250 275 300 325 350 375 nm
2.5—:
o]
22 24 26 28 30 32 34 3 38mi

Figure 3.28: Temps de rétention et profil UV de I’hopéaphénol
Tr=29.068 mn, A max = 286nm

Astilbin
Tableau 3.14: Données HPLC analytique de 1I’astilbin
Concentrations Aires Moyenne | Ecart type | pg injectés
ug/ml 1 |2 3
2,5 127 128 | 129,1 128,0 1,1 0,125
5 256,4 | 256,9 | 257 256,8 0,3 0,25
10 520 | 521 522 521,0 0,8 0,5
15 770 | 771 772 771,0 1,0 0,75
20 1040 | 1041 | 1042 | 1041,0 1,0 1
Astilbin
1200
y = 1171,5x - 85,866
R? = 0,9299 L
1000 -
*

800
§ o

400

*
200 |
*
[0} * T T T T
[0} 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
ug injectés

Figure 3.29: Courbe étalon de I’astilbin
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DADT G, Sig=286,8 Ref=400,10 (VINAFR~1\VINISTANDA-1\ASTILB32.D)

T3.292

DAD1, 14.296 (101 mAU Apx) of ASTILB32.0
mAU
80
60
40

20 20

Ve
0 20 40 %0 8 30 m

Figure3.30: Temps de rétention et profil UV de I’astilbin
Tr=14.292 mn, A max =296 nm

3.3. CONCENTRATIONS DES POLYPHENOLS DANS LE VIN.

Comme nous I’avons vu dans la section précédente, les courbes d’étalonnage étaient
linéaires et un facteur de régression, (r2>0,95) a été obtenu pour toutes les solutions des
composés standards. La quantification des polyphenols a été achevée par chromatographie
liquide a haute performance couplée a un détecteur a barrettes de diode. La ligne de base pour
tous les échantillons était linéaire et la séparation et la résolution des pics qui nous intéressaient

étaient bonnes. Nous représentons dans la figure (3.34) le chromatogramme HPLC de la variété

Merlot alors que ceux des autres variétés seront présentés en annexe (C).

DADT T, Sig=286,5 Reroff (VINAF Re TWINT O T URTU~ 0/ T D)

350 4 l
300 4
250 4
200 4

150

100

04

T T T T T
10 20 a0 a0 mi

Figure 3.31:

Chromatogramme HPLC du Merlot (apres Dowex) ; 1 : trans picéide, 2 : astilbin,3 :

Pallidol, 4 : trans resvératrol, 5 : hopéaphénol, 6 : frans e-viniférine



Tableau 3.15: Concentrations des polyphénols dans 10 variétés
de vins de I’ Afrique du Nord

Trans Trans - Trans- Hopéa-  Astilbin Pallidol  Stilbenes
Variété resvératrol viniférine picéide  phénol Totaux "
Merlot 34 1.2 14 2.1 10.8 4.1 27.20
Cabernet 2.2 0.69 9.37 1.48 11.8 3.54 17.63
Sauvignon
Sidi-Brahim  3.45 ND? 17.6 0.61 ND 5.34 27.00
Cuvée du 3.2 ND 45 ND 10.82 0.2 48.62
président
Gris 0.77 ND 31.3 0.3 ND ND 32.47
d’ Algérie
Muscat 0.72 ND 4.6 3.06 114 9.2 17.96
Ksar 0.66 0.49 8.5 3.8 214 34 17.23
Amjad 2.5 0.2 38.6 0.34 10.82 0.35 42.19
Guerouane ND ND 15 2.68 24.22 4.63 21.48
Terrad ND ND 10 ND ND 7 17.13

*ND : Non Détecté, " Somme des concentrations en stilbénes de chaque composé.

Les concentrations des composés dans les divers échantillons de vins étudiés (tableau 3.19)

sont calculées a partir des aires des pics des chromatogrammes de I’HPLC analytique.

Comme il est montré dans le tableau (3.15), On peut remarquer que certains composés ne
sont pas présents dans certains types de vins. L hopeaphénol est présent dans 8 variétés de vins
analysés a des concentrations importantes et absent chez ‘cuvée du président et ‘Terale’. La
variété ‘Ksar’, un vin rouge Marocain, contient la quantité la plus importante d’hopéaphénol
(3.8mg/L), suivie du Muscat (3.06mg/L), Guerouane (2.68 mg/L), Merlot (2.1mg/L.), Cabernet
Sauvignon (1.48mg/L), Sidi-Brahim (0.61mg/L), Amjad (0.34mg/L) et Gris d’Algérie
(0.3mg/L).

La concentration moyenne du trans resveratrol était de 2.11mg/L, cette valeur est similaire a
celle reportée pour les vins rouges frangais (Landrault, 2002) mais supérieure a la valeur reportée
pour les vins grecs (0.895 mg/L) (Soleas, 1997). Toutefois, pour le trans resvératrol des valeurs
encore plus importantes (5.13, 3.99 et 2.43 mg/L) ont été enregistrées pour des vins espagnols

faits a partir de Pinot noir et de Merlot (Lamuela-Raventos, 1995).

La concentration moyenne en picéide était de 19.4 mg/L, avec une valeur maximale pour le
vin “Cuvée du Président” de 45 mg/L, cette valeur est cinq fois supérieure a celle trouvée pour

le Cabernet-Sauvignon. La valeur minimale étant de 4.6 mg/L (Terrale).

Les concentrations en pallidol s’étendent de 0.2 mg/L (Cuvée du président) a 9.2 mg/L
(Muscat), cette derniere étant trois fois plus importante que celle trouvée pour le Cabernet-

Sauvignon. La valeur mentionnée dans la littérature pour les vins rouges était de 3.45 g/L
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(Vitrac, 2002) alors que la valeur reportée pour les vins Riesling était de 0.05 mg/L
(Baderschneider, 2000).

trans e¢-viniférine était présente seulement dans quatre variétés de vins rouges (Merlot,
Cabernet-sauvignon, Ksar et Amjad), sa concentration s’étalait de 0.2 a 1.2 (mg/L). Il a été
montré que les viniférines et certains autres dimeres de resveratrol sont des métabolites
fongiques du resveratrol (Pezet, 2003). Ainsi, ’occurrence de ce composé dans le vin est
probablement due a I’oxydation du resveratrol par les champignons dans des baies infectées

utilisées pour la vinification.

Concernant I’astilbin, la valeur maximale détectée était de 24.2 mg/L, avec une moyenne de
9.17 mg/L, alors que la valeur reportée dans la littérature jusqu’a maintenant est de 15 mg/L
(Landrault, 2002). L’astilbin a été précédemment trouvée dans la pellicule du raisin blanc, dans

le vin blanc et dans les rafles.

Jusqu’a nos jours, les vins blancs ont été considérés comme pauvres en composés
phénoliques (Soleas, 1997 ; Quineya,2004) par rapport aux vins rouges car, ces derniers sont
enrichis en composés phénoliques par une technique de vinification consistant a laisser macérer
les baies avec les pépins, mofit et pellicules. Imprévisiblement, dans I’échantillon de vin blanc
(Muscat) étudié les concentrations des composés phénoliques recherchés étaient trés importantes
et valaient en mg/L, 0.72 (trans-resveratrol), 4.6 (trans-picéide), 11.4 (astilbin), 3.06
(hopéaphénol) (concentration presque égale a celle détectée pour le merlot), et la concentration

maximale en pallidol 9.2mg/L.

Ces résultats aussi surprenants soient ils sont intéressantes car jusqu’a présent, le trans-
resveratrol est le seul stilbene trouvé et dosé dans les vins blancs.

Dans la figure (3.38), nous montrons les moyennes de concentration en hopéaphénol,
tétramere de resvératrol dans dix variétés de vins du Maghreb, accompagnée de la valeur des
stilbénes totaux exprimée comme étant la somme des concentrations de chaque stilbéne pour
chaque variété de vin.

Cette figure montre que la concentration la plus élevée en polyphénols (mg/L) est trouvée
dans la variété Cuvée du président, vin rouge Algérien de renommée (48.62), et la plus faible
dans la variété Terrale (17.13), vin rouge Tunisien.

Dans cette partie nous allons présenter les différents tests biologiques réalisés en utilisant

certains composés que nous avons isolés et que nous avons présentés dans la partie précédente.

78



Les tests effectués sont des tests anti-inflammatoires (immuno-enzymatique et production du
NO) ainsi que le test de viabilité cellulaire en utilisant des cellules cancéreuses de colon ou

Caco?2.
3.4. ACTIVITES ANTI-INFLAMMATOIRES

Les maladies inflammatoires chroniques constituent un des problemes de santé majeur. En
effet, I'inflammation est un phénoméne impliqué dans le développement de nombreuses

maladies telles que 1’athérosclérose, les maladies neurodégénératives et le cancer.

Jang et al ( Jang, 1997) ont montré que le resvératrol pouvait empécher la promotion de
tumeurs de la peau chez la souris par sa capacité d’inhiber 1’activité enzymatique de COX-1 et
COX-2. De plus, les prostaglandines ayant une action stimulante sur la croissance cellulaire,
I’inhibition de leur biosyntheése empéche ainsi la prolifération de certaines lignées cancéreuses
(Savouret at al, 2001). En conséquence, il est nécessaire de développer de nouvelles molécules

anti-inflammatoires possédant un minimum d’effets indésirables.
3.5. TESTS ANTI-INFLAMMATOIRES

3.5.1. Test immuno-enzymatique

L’objectif de cette partie est de rechercher, puis de mettre en ceuvre un test biologique
permettant de tester I’activité anti-inflammatoire des polyphénols isolés. Pour cela, nous devons
dans un premier temps valider la technique en testant un polyphénol connu, le trans-resvératrol,

puis nous testerons les polyphénols d’intérét isolés a partir des sarments de vigne.

Nous avons de prime abord testé 1’efficacité du test immuno-enzymatique en utilisant le trans
resvératrol dont les valeurs de 1’ic50 sur les deux COX sont connues. On définit I'IC50 comme
étant la concentration de I’échantillon entrainant I’inhibition de 50% de I’activité enzymatique de

la cyclooxygénase.

L’IC50 de I’'Hopeaphénol étant totalement inconnue, nous avons dans un premier temps testé
une gamme de concentration tres large allant de 1 a 100 ug/mol. Nous avons ensuite affiné

cette gamme de concentrations autour de la zone de I'IC50.

Les mé&€mes concentrations exprimées en pg/mol pour les deux produits ont été testées. Afin
de pouvoir les comparer, les résultats de I’IC50 sont exprimés en concentration molaire, les
masses moléculaires des deux composés étant en effet tres différentes (228 et 906 g/mol pour le
trans resvératrol et I’hopeaphénol respectivement). L’obtention des pourcentages d’inhibition est

décrite figures (3.39 A et B) et les résultats obtenus sont résumés dans le tableau (3.20).
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L’IC50 obtenue du resvératrol est de 4 uM sur la COX -1 et de 25 uM sur la COX-2. Nos

résultats sont en accord avec ceux décrits dans la littérature ( waffo-Tuéguo et al, 2001 a)

Tableau 3.16: IC50 du trans resveratrol et de 1’hopéaphénol

Composé COX-1 COX-2
Trans resveratrol 4 uM 25 um
Hopéaphénol 23 uM > 100uM

L’IC50 de I’hopeaphénol est de 23 uM vis a vis de la COX-1. Par contre, une concentration
de ce composé de 100 pg/mol (soit 110,4 pM) donne un pourcentage d’inhibition de 43,3%
seulement envers la COX-2. Une IC50 supérieure a 100 uM n’est pas intéressante et montre que
le composé d’intérét a un faible pouvoir inhibiteur. Au vu de ces premicres estimations, la
détermination précise de 'ic50 de 1’hopeaphénol vis-a-vis de la COX-2 n’a pas été réalisée.
Ainsi, ’hopeaphénol posseéde un potentiel anti-inflammatoire non négligeable mais il reste
toutefois cinq fois moins actif que le resvératrol. Par contre 1’hopeaphénol inhibe plus
efficacement 1’activité de la COX-1 que d’autres stilbénes tel que le pallidol qui possede une
valeur de I'IC50 de 50um (Waffo-Tuego et al, 2001a), ce composé possede donc une activité

intermédiaire.

En revanche, comme la plupart des polyphénols connus, il n’a pas montré le résultat attendu,

a savoir une inhibition sélective de la COX-2.

Au vu des résultats, il semblerait que les tétrameres soient moins actifs que les monomeres
comme le resvératrol. Varache-Lembege et al. (Varache-Lembege, 2000) ont montré que le
resvératrol possede une conformation qui s’integre bien avec le site actif de la COX ce qui
expliquerait sa forte activité. Par contre, ’hopeaphénol en vu de sa structure, il présente un
encombrement stérique important pour se lier au site actif de la COX. Quoique les mécanismes

de liaison a la COX méritent d’étre plus approfondis.
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Figure 3.32: En A, courbe d’étalonnage. En B, inhibition de la cyclooxygénase-1 par
I’hopéaphénol

3.5.2. Test de production du No

Le monoxyde d'azote (NO") est un radical inorganique qui, produit sous l'action d'une NO
synthase, intervient en tant que médiateur pro-inflammatoire et dans les réactions immunes. Il
peut se fixer aux groupements thiols des protéines pour former des nitrosothiols, molécules
biologiquement actives, ou étre métabolisé en nitrites et nitrates. Le NO entraine une
vasodilatation et exerce également une grande variété de fonctions comme la régulation
immunitaire, la cytotoxicité, la neutralisation des radicaux libres de I'oxygene (Liaudet L. et al,
2000). Le NO est le principal agent d'apoptose (mort cellulaire programmée des chondrocytes).
Le nombre de cellules apoptotiques est corrélé a la production de NO. Le NO lui-méme peut

exercer un rdle positif sur I’expression d’iNOS lorsque sa concentration est faible et un rdle
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négatif lorsqu’elle est élevée (en activant et inactivant NF-xB) (Connelly et al., 2001; Umansky

et al., 1998).

% Production du No dans des macrophages péritonéaux des rats

Les macrophages jouent un réle important dans la modulation de la réponse inflammatoire,
via la production de médiateurs biologiques tels que les prostaglandines (PGEs) et 1’oxyde
nitrique (NO). La syntheése de prostaglandines dépend essentiellement des deux isoformes de la
cyclooxygénase, la COX-1 et la COX-2. La premiere est exprimée de maniere constitutive,
tandis que la COX-2 est inductible et est exprimée lors de diverses situations
physiopathologiques telles que le choc septique et I’inflammation. Le NO est synthétisé par
I’oxyde nitrique synthase dont il existe également une forme inductible (iNOS). De nombreuses
cellules, dont les macrophages et les cellules endothéliales, expriment les enzymes inductibles
COX-2 et iNOS, et produisent ainsi de grandes quantités de prostaglandine E2 (PGE2) et de NO,
en réponse a une stimulation par le lipopolysaccharide bactérien. La modulation sélective de la
surproduction des ces médiateurs pourrait représenter une cible thérapeutique dans différentes

maladies inflammatoires (de las Heras., 2001).

L’activité anti-inflammatoire des composés: engeletin , hopéaphénol, isohopéaphénol,
daphnin, ampelopsin A et isoampelopsin A , a été évaluée par I'inhibition de la production
d’oxyde nitrique NO et de la prostaglandine E2 (PGE2) dans des macrophages activés par le
lipopolysaccharide (LPS). Les macrophages de souris ont été préparés selon la procédure décrite
par Lopez-Collazo et al. (Lopez-Collazo, 1998). Les cellules ont été incubées a 37°C pendant 24
heures avec du LPS bactérien d’Escherichia coli (0.5 pg/ml).

Les produits testés ont été ajoutés aux cellules 30 min avant le LPS. La production de NO et de
PGE2 a été mesurée dans les surnageant des cultures. La concentration de PGE2 a été
déterminée par un kit ELISA selon les instructions du fabricant. Apres conversion de 1’oxyde
nitrique en nitrite, celui-ci a été mesuré par spectrophotométrie a I’aide du réactif de Griess
(Green, 1982).L’effet cytotoxique des composés sur les macrophages a été évalué selon la
procédure décrite par Pang et al. (Pang, 1996). La respiration mitochondriale, en tant
qu’indicateur de la viabilité des cellules, a été mesurée par la réduction du MTT (3-(4,5-
diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium bromure) en formazan. Les cellules ont été
exposées aux composés dans des microplaques a 96 puits pendant 24 heures et incubées a 37°C
avec le MTT (0.2 mg/ml) pendant 60 min. Le milieu de culture a été enlevé par aspiration, les
cellules solubilisées dans du DMSO (100 pl) et la réduction du MTT évaluée par mesure de

I’absorbance a 550 nm dans un lecteur de microplaques.
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Figure 2.33: diminution de la production de [NO2-] utilisant les composés : Hopea;
Hopeaphenol, HA63; Ampelopsin A, HA69 isoampelopsin, Isoho: Isohopeaphenol, pallid:
Pallidol, Daph; daphnin
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Figure 3.34: Cytotoxicité de la daphnin sur des PBL (Peripheral Blood Leucocytes),
PHA (phytohaemagglutinin) humains

Comme le montre la figure (3.33), le composé le plus actif vis-a-vis de la production du NO*
était 1’isohopéaphénol suivi de son isomere hopéaphénol ,ces deux composés ont montré une
inhibition puissante de la biosynthese de leukotriene B[4] (LTB[4]) (Kai-Sheng, 2001)qui est un
produit du métabolisme de I’acide arachidonique via la voie synthétique 5-lipoxygénase qui est
considéré comme la cause de plusieurs pathologies entre autre 1’inflammation. La cytotoxicité de

ces composés a été testée et les résultats sont montrés sur les figures (3.34) et (3.35) qui montrent
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que les composés actifs (ici, daphnin) ne sont pas toxiques sur des PBL. PHA humains et PBL.

CT méme a des concentrations de 100 umol.

Cytotoxicité de la daphnin sur des PBL CT humains
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Figure 3.35 : Cytotoxicité de la daphnin sur des PBL CT (cancer testis) humains
3.6. Test de viabilité cellulaire

3.6.1. Détermination de l’effet des polyphénols sur les cellules caco-2

Afin de déterminer I’effet des polyphénols sur la croissance des cellules caco-2, nous avons
utilisé le test MTT qui consiste a mesurer I’activité de la succinate déshydrogénase
mitochondriale des cellules vivantes. L’effet cytotoxique d’un composé est évalué par le nombre
de cellules vivantes, par rapport aux cellules traitées avec le solvant seul. Une lecture
spectrophotométrique est réalisée, et 1’absorbance obtenue est directement proportionnelle au

nombre de cellules vivantes.

3.6.2. Les différents polyphénols
= Effet des polyphénols au cours du temps :

Nous avons étudié 1’effet de 6 polyphénols a 200 uM sur la croissance cellulaire au cours du
temps : le trans resvératrol, trans e-viniférine, pallidol, isoampelopsin, isohopéaphénol, engeletin
et daphnin. La figure (3.36) représente 1’absorbance a 595 nm, proportionnelle au nombre de

cellules vivantes, en fonction du temps.

Les résultats montrent que, pour une concentration de 200 uM, seul I’isohopéaphénol ne
présente qu’'une tres faible cytotoxicité apres 24 heures de contact (7,3 %). Tous les autres
polyphénols présentent une inhibition de la croissance cellulaire plus importante variant de 19,5
% pour le pallidol a 27,2 % pour la viniférine (le resvératrol nous sert de témoin: 45,9 %

d’inhibition). Par contre aprés 48 heures de contact, les pourcentages d’inhibition de la
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croissance cellulaire sont compris entre 19,3% pour l’isohopéaphénol et 40,5 % pour la

viniférine.

= Effet de la concentration

La viabilité cellulaire a été déterminée a différentes concentrations de polyphénols variant de

25 2200 uM, apres 48 d’incubation (figure 3.37).

Les résultats montrent que la viabilité cellulaire diminue en fonction de la concentration, et
ceci pour tous les polyphénols étudiés. Pour le trans resvératrol, un pourcentage d’inhibition de
46,4 % est déja atteint pour une concentration de 50 uM et augmente jusqu’a la concentration de
200 uM (63,6 %). Pour la trans e-viniférine, une inhibition d’environ 40 % est atteinte a la
concentration 200 uM. Par contre pour les autres polyphénols, les pourcentages d’inhibition

augmentent de facon plus lente et régulicre en fonction des concentrations croissantes.

—&— Trans resveratrol —#— daphnin — — Engeletin is0z lopsin —%— isohor h | —@— pallidol —+— trans g-viniferin

3,5 4

2,5 4

0 24 48
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Figure 3.36: Effet des polyphénols (200uM) sur la viabilité cellulaire au cours du temps

(n=4,F+écart-type)
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Figure 3.37: Effet des différentes concentrations sur la croissance cellulaire
apres 48 heures de contact (n=4,+écart-type).

L’effet antiprolifératif du trans-resveratrol a été étudié sur d’autres lignées cellulaires
cancéreuses, montrant que ce composé présente une IC50 (concentration en trans-resvératrol
inhibant la croissance cellulaire de 50 %) comprise entre 20 et 100 uM selon les lignées, apres
48 heures de contact (Sgambato, 2001, Sun, 2002). Nos résultats obtenus avec le trans-

resvératrol sont en accord avec ceux des auteurs Cités.
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4. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
Le travail entrepris dans cette theése a été divisé en trois parties :
4.1. POLYPHENOLS IDENTIFIES DANS LES SARMENTS DE VITIS VINIFERA

Les méthodes d’extraction et de fractionnement nous ont permis de séparer une vingtaine de
molécules dont la structure a été élucidée au moyen de méthodes spectroscopiques, |H RMN,

corrélations 2D, spectrométrie de masse et pouvoir rotatoire :
Les molécules peuvent étre classées en trois catégories :

s Des monomeres de stilbénes :

Le trans resvératrol (trans (3-5-4’ trihydroxystilbéne)) qui est trés fortement majoritaire dans
la fraction A de la CPC (riche en stilbénes) des sarments, mais il I’est moins dans les rafles. Ce
composé est de loin le plus étudié parmi les stilbeénes et a montré des effets bénéfiques pour la
santé humaine surtout dans le domaine cardiovasculaire, cancer et maladies neurodégénératives
suivi du trans picéatannol, (3-5, 3’-5’tetrahydroxystilbéne) ces deux composés ont été isolés de
la fraction (33-60) du mode ascendant et le picéide (5-4’-dihydroxystilbéne-3-beta-D-

glucopyranoside) a été isolé a partir de la fraction 9-13 du mode descendant.

% Des diméres du resvératrol (viniférines):

La (+) trans e-viniférin, la cis e-viniférin, la (-) trans e-viniférin, la §-viniférine, la
parthénocissine A, la cyphostemmin B, I’ampelopsin D, la trans scirpusin A ont été isolés a
partir du mode ascendant de la CPC (fraction 33-60). Le pallidol, I’ampelopsin A et un isomere
de I’ampelopsin A (structure non entierement élucidée) ont été isolés a partir de la fraction (3-4)
du mode descendant. Des études ont montré que les dimeres tels que 1’e-viniférine sont le

résultat d’une oxydation enzymatique du resvératrol.

7

¢ Des tétrameres du resvératrol:

A partir du mode descendant de la CPC du systeme 2, nous avons isolé quatre tétrameres du
resvératrol : I’hopéaphénol, I’isohopéaphénol (dimeres de I’ampelopsin A), le nepalensinol B et
le viniferol E et trois autres tétrameres dont la structure n’est pas encore établie avec certitude et
des analyses RMN et/ou méthodes chimiques sont encore nécessaires. Concernant la biosynthese

des tétrameres, ils semblent provenir de 1’oxydation des dimeres en présence de peroxydases.

% Deux dihydroflavanols :

L’astilbin et I’engeletin isolées du mode descendant, fraction (9-13).
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Tous ces composés ont aussi été présents dans les rafles avec des concentrations *

importantes.

4.2. DOSAGE DE POLYPHENOLS DANS LES VINS DE L’AFRIQUE DU NORD :

Le vin Merlot d’Algérie a été soumis au fractionnement et cinq stilbenes (trans-resveratrol,
trans-picéide, trans e-viniférine, pallidol, hopéaphénol) et un dihydroflavanol (astilbin) ont été
purifiés.

Par ailleurs, les composés isolés ont été quantifiés dans dix échantillons de vins de 1’ Afrique
du Nord (Algérie, Maroc, Tunisie).

L’occurrence de 1I’hopéaphénol comme constituant naturel du vin est reporté dans cette
étude, pour la premiere fois (Amira-Guebailia, 2006). La valeur maximale d’hopéaphénol
détectée dans les échantillons étudiés était de 3.8 mg/L dans la variété Ksar (vin rouge
Marocain). Une concentration considérable en hopéaphénol (3.06mg/L) a été trouvée dans le vin
blanc Muscat.

La comparaison des résultats a montré des différences en concentration variant en mg/L de :
4.6 a 45 trans-picéide, 0.66 a 3.45 trans-resveratrol, 0.2 a 1.2 trans e-viniférine, 0.2 a 9.2
pallidol, 0.3 a 3.8 hopéaphénol, 10.8 a 24.22 (astilbin).

Nos résultats montrent aussi que les vins Africains contiennent des quantités élevées de
dérivés du trans-resveratrol notamment trans-picé€ide, ainsi que les flavonoides notamment
astilbin. Les concentrations de 24.22 mg/L. (Guerouane) et 45 mg/L (Cuvée de président) ont été
trouvées pour ’astilbin et le frans-piceid, respectivement alors que les valeurs maximales
cernées dans la littérature jusque la sont 15 mg/L pour I’astilbin et 30 mg/L pour le trans piceid.

Nous avons trouvé dans le vin blanc étudié (Muscat) la concentration maximale de pallidol
(9.2 mg/L), cette valeur est supérieure a la valeur maximale reportée dans la littérature pour les
vins rouges (7 mg/l). La concentration en hopéaphénol du muscat est proche de celle de la
variété Merlot alors que son niveau de stilbénes totaux est comparable a celui des trois vins
rouges ; Cabernet-Sauvignon, Ksar et Terrale. Ces trouvailles aussi surprenantes soient elles sont

trés intéressantes vue que, jusqu’a maintenant, le trans resvératrol est le seul stilbene quantifié

dans le vin blanc.
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4.3. TESTS BIOLOGIQUES

L’hopéaphénol a été testé pour son effet anti-inflammatoire, une IC50 de 23 puM a été
trouvé vis-a-vis de la COX-1. L’inhibition de la COX 2 était de 43.3% (concentration > 100
pumol) donc, I'IC50 n’a pas été calculée. L’hopéaphénol possede donc un potentiel anti-
inflammatoire non négligeable mais il reste toutefois cinq fois inférieur a celui du trans

resvératrol.

Sept molécules ont été testées contre la production de monoxyde d’azote (médiateur
inflammatoire) dans des macrophages péritonéaux de rats et 1I’isohopéaphénol (tétramere du
resvératrol) était le plus actif suivi de I’hopéaphénol et du pallidol. La daphnin, (glucoside de

coumarine) I’ampelopsin A et I’iso-ampelopsin A ont montré une inhibition presque comparable.

Concernant les tests de viabilité cellulaire le trans resvératrol, a montré une inhibition de 46,4
% pour une concentration d’environ 50 puM, suivi de la trans e-viniférine qui a montré une

inhibition de 40% mais a 200 uM, I’activité des autres polyphénols était moindre.

4.4. PERSPECTIVES

Nous avons travaillé que sur la phase organique, il reste la phase aqueuse des sarments a
explorer, des tests de fractionnement ont été entamés montrant I’existence de glucosides et c’est

tres possible qu’il s’agit de stilbénes glycosilés.

Plusieurs molécules sont en cours d’identification et sont prometteuses, en 1’occurrence, des

tétrameres de resvératrol.

Dans la fraction 1-2 du mode descendant du systeme 2, la spectroscopie de masse a montré
I’existence d’octameres de resvératrol, des méthodes chromatographiques peuvent étre mises au
point pour la purification de ce type de molécules, et ce serait trés original, car dans la vigne, le

plus haut degré de polymérisation atteint pour les stilbenes est 4.

Le travail présenté dans cette these concernant les vins de 1’ Afrique du nord représente tres
peu de ce qu’il reste a faire, car plusieurs molécules sont isolées et ne sont encore pas identifiées
et bien d’autres restent a purifier, d’autres cépages non présentés dans cette these méritent aussi

d’étre explorés.

Pour les tests biologiques, 1’isohopéaphénol a donné un résultat tres intéressant concernant la
production de NO, ce qui incite a aller plus loin et tester cette molécule contre diverses lignées
cellulaires cancéreuses. Les autres molécules ayant donné une activité intermédiaire sont en
cours d’utilisation pour d’autres types de tests, telle que I’induction de 1’apoptose et 1'activité

anti-amyloidogénese (maladie d’ Alzheimer).
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A. ANNEXE SPECTRES RMN ET DE MASSE

Trans-resveratrol

ppm

I\ L

T T T T T T T T T T T T T T
75 7.0 65 6.0 55 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 ppm

Current Data Parameters
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PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20051220

Time 15.11
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PULPROG 2930

T 16384

D
SOLVENT MeOD
NS 16

DS 2

SWH 4496.403 Hz

FIDRES 0.274439 Hz

AQ 1.8219508 sec

RG )

DwW 111.200 usec

DE 6.00 usec

TE 300.0 K

D1 1.00000000 sec
CHANNEL f1

NUC1 1H

P1 5.70 usec

PL1 -1.00 dB
SFO1 300.1318008 MHz
F2 - Processing parameters

| 32768

SF 300.1300049 MHz
DwW EM

SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00

Figure A.1: Spectre 1H du resvératrol
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Sviniférin
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l

7.4

72 70 68 6.6 64

ppm

Figure A. 2: Spectre 1H de la § -viniferin
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"
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Figure 0.3 : Spectre 1H de la (+) trans ¢ -viniferin
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Figure 0.4:Spectre 1H de la (-) trans ¢ -viniferin
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6.2

ppm

Figure 0.5 : Spectre 1H de la (+) cis € -viniferin
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Figure A.6 : Spectre 1H du pallidol
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Parthénocissine A
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Figure 0.7 : Spectre 1H de la parthénocissine
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Cyphostemmin B
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Figure A.8: Spectre 1H de la (+) cyphostemmin
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Figure A.9: Spectre 1H de la (+) trans scirpusin A
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(+)-Ampelopsin A
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Figure 0.10 : Spectre 1H de I’ampelopsin A
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(+)-Hopéaphénol
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SOLVENT MeOD
NS 64
Ds 2

WH 4496.403 Hz

S

FIDRES 0.274439 Hz

AQ 1.8219508 sec
12.7

RG

bw 111.200 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K

D1 1.00000000 sec

NUCT
P1

5.70 usec

PL1 -1.00 dB

SFO1 300.1318008 MHz
F2 - Processing parameters
SI 32768

SF 300.1300049 MHz
WDW EM

SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00

T T T T T T T T T T T T T T
75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0

ppm

7.0 6.8 6.6 6.4

I T

6.2 ppm

Figure A.11 : Spectre 1H de ’hopéaphénol
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(-)-isohopeaphenol

Current Data Parameters

NAME  isohopeaphenol
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20051012
Time 13.36
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPRO 2930

4
SOLVENT MeOD
NS
DS 2
SWH 4496.403 Hz
FIDRES 0.274439 Hz
AQ 1.8219508 sec
RG 812.7
DW 111.200 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec
======== CHANNEL f1
NUC1 1H
P1 5.70 usec
PL1 -1.00 dB
SFO1 300.1318008 MHz

F2 - Processing parameters
S| 32768

SF
WDW
SSB

LB
GB
PC

300.1300049 MHz
EM

0
0.30 Hz
0

1.00

5.5 ppm

Figure A.12: Spectre 1H de I’isohopéaphénol
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Nepalensinol B
1H - HA_77 (HABIBA HA 77)
Acetone d6- 300K - 25 janvier 2006

Current Data Parameters
NAME HA_77

EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 2006012
Time 14.56
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG 2g30
16384
SOLVENT Acetone
T T T T T T 1 NS 16

DS 2

7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 ppm SWH 5995204 Hz
FIDRES 0.365918 Hz
AQ 1.3664756 sec
RG 1024
bW 83.400 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0
D1 1.00000000 sec

P1 5.70 usec

PL1 -1.00

SFO1 300.1327012 MHz
F2 - Processing parameters
S| 32768

SF 300.1300049 MHz
WDW EM

SSB 0

LB

0.30 Hz

0
PC 1.00

Figure A.13: Spectre 1H du nepalensinol

Viniferol E
a)

1H - HA_74 (HABIBA HA 74)
Acetone d6- 300K - 25 janvier 2006

Current Data Parameters
NAME HA_74
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 0060207

19.
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1H-BB

PULPROG 2930
TD 16384
SOLVENT Acetone
NS 64
DS 2

[ T T T T T SWH 2997.602 Hz
FIDRES 0.182959 Hz

6.9 6.8 6.7 6.6 ppm AQ 2.7329011 sec

RG 7241
DW 166.800 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec

CHANNEL f1 =:
1H

P1 5.70 usec

PL1 -1.00 dB

SFO1 300.1313506 MHz

F2 - Processing parameters
SI 32768

SF 300.1300040 MHz
WDW no
A SSB 0
L el LB 0.00 Hz
GB 0
PC 1.00

T T T T T T T T T T T T T
70 65 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 ppm
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Engeletin

ot e ey

75 7.0 65 6.0 55 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0

ppm

Current Data Parameters
NAM i

engeletin
EXPNO
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20051018
Time 15.45
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG 2930
TD 16384
SOLVENT MeOD
NS 16
DS 2
SWH 4496.403 Hz
FIDRES 0.274439 Hz
AQ 1.8219508 sec
RG 1149.4
DW 111.200 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec
== CHANNEL f1 =
1H
5.70 usec

-1.00 dB
300.1318008 MHz

PL1
SFO1

F2 - Processing parameters
S| 32768

SF 300.1300049 MHz
WDW EM

SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00

T T T 1
74 72 7.0 6.8 6.6

T 1
6.4 6.2 6.0

ppm

Figure A.15: Spectre 1H de ’engeletin

115




SPECTRES DE MASSE
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Figure 0.16 : Spectre de masse du composé HA74

Composé HA69 (isomere ampelopsin A)
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Ampelopsin A( HA63)
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Figure A.21: Spectre de masse du composé HA61 bis (Engeletin)
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