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RESUME DE LA THESE

Véronique BRUDIEUX,
Laboratoire de Chimie des Substances Naturellesyddsité de Limoges / Société SILAB — St Viance.

Extraction, modification enzymatique et caractériséion chimique de nouvelles structures pectiques.
Application de la relation structure / activité aldermo-cosmétique.

Les phytopolysaccharides sont une classe de bicmleE dont certains présentent des propriétés
biologiques susceptibles d’étre valorisées a umelkcindustrielle. C’est déja le cas pour les stdas
papetieres et agroalimentaires. L'intérét des pamlybarides ne se limite pas a leurs propriétés
rhéologiques : le réle biologique de certains dergux les désigne comme des molécules a activités
dermocosmétologiques. C’est sur ce theme que |&@t8oBILAB - producteur d'actifs naturels pour
lindustrie cosmétique et le Laboratoire de Chimie des Substances Biggaront décidé d’engager une
étude prospective. En répondant au cahier desehargposé par la société SILAB, une chimie daraul'e
qui s’affranchit de I'utilisation de solvants ouaddifs chimiques toxiques, nous nous sommes irgéses
dans une premiére partie a I'un des domaines peigbiquitaire, le rhamnogalacturonane de typ3-(

I). La variabilité des compositions chimique duR@étectée au travers d’'un screening sur 11 nestie
premiéres, laisse espérer un large spectre dei@pidermocosmétologiques qui pourront étre agasté
par modifications enzymatiques. Les protocoles téestion d’abord développés au niveau du labortoir
ont été transférés et optimisés a une échelle pembepour trois de ces matiéres (son de chataigaec

de pomme et marc de raisin), leur industrialisatetn pour I'une d'elles (son de chataigne) leur
commercialisation. Les structures pectiques isokiesaractérisées ont été passées au crible dss tes
dermocosmétiques nous permettant d’identifier [@mopriété dans le domaine de la fonction barriére d
derme et, plus particulierement, des mécanismeggidation de la desquamation et de la différeimriat
cellulaire. Nos travaux démontrent par ailleurs tueature chimique des RG-I testés, dont la viitéb
repose essentiellement sur la nature des monosatehéentifiés, leur proportion relative ou erede
type de liaisons glycosidiques qui les associentcapable de moduler I'expression des propriétés
biologiques observées. Dans une deuxieme parties, &oons orienté notre approche vers une autrapect
plus rare, le zosteran, I'apiogalacturonane syigidtar la phanérogame aquatigiestera marinaApres
avoir défini les protocoles de laboratoire et lesditions de leurs mises en ceuvre a I'échelle gyillat
structure du zosteran a été étudiée. Cette den@pose sur une chaine principale composée exetasint
d’'acidesa-D-GalA liés en (1-4) substituée par des résidapid'se ou d'oligoapiogg-Api -(1—2),-C Api-

(1-. Une étude prospective des propriétés de Iggarturonane dans le domaine de l'oncologie ikl

et moléculaire nous a permis d’en appréhender fengiel pharmacodynamiqué&los résultats viennent
enrichir le spectre des propriétés biologiques plalgsaccharides d'origine végétale de la famills de
pectines. lls servent aussi de support et/ou dtifision a la définition d’'un concept qui demeurepsint

de vue fondamental et appliqué d’actualité : latieh structure — activité des bio-molécules.
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INTRODUCTION GENERALE

Mille milliards de tonnes de matiére vivante seeatéechaque année a la surface de la
Terre (Pérez, 1997 Une biomasse constituée en majeure partie deauiels ou de
macromolécules glucidiques : lignocellulose surtomais aussi amidon et autres
hémicelluloses. En dépit de cette domination, dongtemps considéré les sucres et leurs
deérivés comme des molécules d’'importance biologgpe®ndaire, les cantonnant a un réle de
structure (la cellulose par exemple) ou de stocklgEénergie (amidon ou saccharose). Ni la
découverte de l'intérét des molécules glucidiquassda détermination des groupes sanguins
ou des glycoconjugués dans le phénomene de caata@mis’ont modifié cette perception. Il
a fallu attendre l'intrusion de la Biologie moléaine et du génie génétique pour montrer le
réle fonctionnel de la fraction glucidique. Fort® ades nouvelles connaissances, les
chercheurs ré-évaluent actuellement I'importance gleicides et envisagent pour eux de
nombreuses applications notamment dans le secteamédical. C'est le cas des
polysaccharides déja tres largement utilisés commaéére premiére dans les industries
papetiére et agroalimentaire. Extraits majoritagai des végétaux, ces polymeres
hydrosolubles établissent des interactions spé@fcavec I'eau et peuvent épaissir, stabiliser
ou gélifier une solution, méme a faible concentratiL’intérét des polysaccharides ne se
limite pas a leurs propriétés rhéologiques : le biologique de certains d’entre eux les

désigne comme des molécules a activités pharmgoeubu dermocosmétologique.

Sur ce dernier theme, I'évolution des normes agmaddément bouleversé les pratiques
des industries cosmétiques, les faisant passer ughgques années d'une cosmétologie
d’apparat -maquillage- a une dermocosmétologie devenue Science s’appsya des faits
précis d’ordre biologique et physicochimique (Mairtiet Seiller, 1992). Les produits
cosmétiques actuels sont en effet considérés codemeritables actifs doués de propriétés
hygiéniques et capables de rendre a la peau salibégphysicochimique sans affecter les
fonctions de [l'organisme, c'est-a-dire sans intamti pharmacologique ou effets
médicamenteux. Les cibles des produits cosmétigaesles déficiences esthétiques dues a
I'accélération d’'un processus physiologique natueelvieillissement. De ce point de vue,

I'efficacité des actifs cosmétiques contemporaiesescera soit en freinant le déroulement du

* Pérez S., Les vertus cachées des suBiefytur,1997 171, 21-23.
* Martini M.C., Seiller M., Actifs et additifs enasmétologieTec et doc Lavoisiel992 pp630.
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processus de vieillissement par une protectiorvaatie la peau, soit en permettant une
stimulation du métabolisme cutané. On peut donlepdiune véritable efficacité cosmétique
qui résulte de la présence de constituants bicaatibéissant a des spécifications
physicochimiques précises. Leurs propriétés biglogg sont mises en évidence grace a des
tests fondés sur des méthodologies rigoureusésnesdit maintenant mesurer les principales
proprietés de la peau a savoir: hydratation, smgel, élasticité, stimulation de la
prolifération et de la différenciation des cellulda derme (kératinocytes, fibroblastes),
synthese de collagene... La nouvelle cosmétologiel@st une cosmeétologie scientifique et
evolutive a I'écoute permanente des acquisitiosspleis récentes dans le domaine de la

biologie cutanée et de la chimie des substanceseact

Le réservoir animal a été longtemps le seul capatde fournir les actifs
épidermocompatibles doués d’activités cosmétigiesiom du principe de précaution et des
risques épidémiologiques potentiels, de tels actiést pas survécu a la crise de la vache
folle. Le réservoir végétal reprend alors toutevakeur bien qu'il soit exploité depuis fort
longtemps. Reposant souvent sur une approche eunpiries propriétés biologiques des
plantes et des substances naturelles qu’elles rmeefd, font actuellement I'objet de
nombreux travaux. Il semble en effet que les phaopées traditionnelles soient revisitées de
facon plus systématique ouvrant par la méme la \aie développement de champs
disciplinaires nouveaux, c’est le cas pour I'éthmapnacologie et la phytocosmétologie. Les
vertus stimulantes des phytopolysaccharides sojat uldisées de facon empirique par la
pharmacopée traditionnelle (Flandroy, 1996; Sravestet Kulshreshtha, 1989). L'analyse de
la littérature met en lumiére trois groupes priacip de polysaccharides naturels d’origine

végeétale biologiqguement actifs (Bonmhal, 1997 ; Raleét al, 2002).

- leshomoglycanes neutrescomposés exclusivement d’enchainement de glydbse

s’agit essentiellement d@sl,3 glucanes linéaires.

- les pectines et leurs dérivés tel que lacide polygalacturoniqueconstitué

exclusivement d’acide galacturonique, lehamnogalacturonane constitué

* Flandroy L., Histoire stimulante des sucrBfutur, 1996 159, 35-41.

* Srivastava R., Kulshreshtha D., Bioactive polysearides from plant§hytochemistry1989 28 (11), 2877-
2883.

* Bonnin E., Renard C., Thibault J.F., Ducroo Reslenzymes de dégradation des parois végétalede mo
d’action et utilisations alimentaires. DarlSnzymes en agro-alimentajré. Larreta-Garde, Editions Lavoisier
Tec&Doc,1997 168-193.

* Ralet M.C., Bonin E., Thibault J.F., Pectins. BaBiopolymers vol. 8, Polysaccharides $teinbiichel A.
(Ed.), Wiley-VCH Verlag Gmbh, Weinheir2002 12,345-380.
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principalement de rhamnose et d’acide galacturaniteshétéroglycanes neutrdsl
gue larabinogalactane formé exclusivement d’arakénet de galactose et enfin les
structures mixtestels que les arabinogalactanes acides, composégakdetose,

d’arabinose, de rhamnose et d’acide galacturonique.

- les hémicelluloses et leurs dérivés il s’agit essentiellement du4-O-

meéthylglucuronoarabinoxylanet desxyloglucanes

L’activité biologique des phytopolysaccharides ssivent corrélée a leur acidité bien
gue cette derniere caractéristique ne soit pasétermdinant absolu (Gloaguen et Krausz,
2004). En revanche, une plus grande complexité de degucture (taux de branchement et
ramification, degré de polymérisation) semble ieflyositivement sur leur capacité a
déclencher une activité biologique. Par ailleutscanvient dans une seconde approche
d’identifier les motifs glucidiques responsables ces activités. Malheureusement, les
polysaccharides extraits de végétaux ont des @aiistiues variables, incompatibles avec la
qgualité et la pureté nécessaires aux applicatioosddicales (Perez, 1997). Les especes
sources sont, en effet, soumises a des aléas igimatet écologiques qui jouent de maniere
significative sur la quantité et la qualité desygakcharides qu’elles produisent. D’ou l'idée
de recourir d'une part a la culture contrélée dégétaux et/ou, d’autre part d’ajuster les
propriétés d’'un polysaccharide en ayant recourdractionnement par chromatographie

d’échanges d’ions ou d’exclusion stérique ou adaification chimique et/ou enzymatique.

C'est dans ce contexte que la société SILABreducteur d’actifs naturels pour
lindustrie cosmétique- et le Laboratoire de Chimie des Substances Bl&ar—spécialiste
de Chimie verte tedont une partie des activités est centrée sur faetion, I'analyse
structurale et I'évaluation des propriétés biologé&s de molécules naturelles glycosylées
ont décidé d’engager une étude prospective suhdeé : phytopolysaccharides et actifs
dermocosmeétiques, qui a servi de support a notrdeétParmi les phytopolysaccharides
cibles, les pectines se sont avérées étre un mddeathoix. En effet, elles sont une classe de
molécules naturelles et bioactives a la structomptexe dont la variabilité est susceptible
d’'induire un bouleversement de leurs comportemgfigsicochimiques en solution tout

comme de profondes modifications de I'expressiofedes propriétés biologiques (Paulsen et

* Gloaguen V., Krausz P., Barrier function and d@iin : Use of rhamnogalacturonans as a new thetiapeu
strategy,Séwf Journgl2004 130, 20-26.
* Pérez S., Les vertus cachées des suBiefytur, 1997, 171, 21-23.
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Barsett, 200%. Les pectines appartiennent par ailleurs a laselales hydrocolloides et a ce
titre sont solubilisables par I'eau et généralemsuiubles dans l'eau. Enfin, les outils
méthodologiques essentiellement enzymatiquepermettant leur étude sont disponibles y

compris a une échelle industrielle.

Quelques travaux suggérent que les pectines peétenttilisées comme actifs par
'industrie dermocosmétique. Un tel développemeéteassite des connaissances précises
d'une part sur l'origine biologique, la localisatio les structures et I'organisation
tridimensionnelle de ces molécules et, d’autre, pannise en ceuvre et la transposition a une
échelle pilote des protocoles permettant leur et sélective et leur commercialisation.
Dans un deuxieme temps, les structures pectiquéess et caractérisées seront passées au
crible des tests dermocosmeétologiques nous pemmbettangager a cette occasion une
réflexion plus large concernant l'origine des piéf@s biologiques observées afin d’étre en
mesure de corréler ces propriétés a la présencdodmines pectiques particuliers et, a
I'intérieur de ces domaines, de motifs chimiquesigl®s comme responsables de l'activité.
Dans une derniére partie, une attention partieliesera portée aux propriétés
pharmacodynamiques de fragments pectiques danentaide de I'oncologie cellulaire et

moléculaire.

L’entreprise SILAB et le Laboratoire de Chimie d&ubstances Naturelles
développent des méthodologies préparatives endmiant 'eau comme unique solvant et en
limitant le recours a [l'utilisation de solvants de réactifs chimiques toxiques. C’est en
intégrant cette contrainte et en prenant appuilawsynergie des savoir faire de ces deux
structures qu’a débuté cette these a vocation indils dont nous souhaitons qu’elle
contribue, tant sous I'angle académique que de daldéveloppement, a affiner le statut des
molécules pectiques ee polysaccharide typique des végétaugndémontrant qu’elles sont
bien des molécules naturelles douées d’activitémdeosmeétologique et thérapeutique.

* Paulsen B.S., Barsett H., Bioactive pectic polyBaddes Advances Polymers Scienc2805 186, 69-101.
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- Les molécules pectiques -
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CHAPITRE | : Travaux antérieurs

Les pectines sont une classe complexe de phytagmalgarides qui entrent dans la
composition des parois cellulaires veégétales. Cedécules sont tres utilisées par les
industries agro-alimentaires et on estime a envisbogrammes, la quantité de pectines
consommeées chaque jour dans un régime alimentagidemtal moyen (Pilnik, 1990 La
consommation annuelle mondiale de pectines eshésta 45 millions de kg avec un marché
situé aux environs de 400 millions d’euros (Sawrgl, 2003). Les pectines sont considérées
comme des additifs alimentaires et, a ce titret saregistrées sous le n° E440. Bien plus que
de simples additifs alimentaires, les propriet@éddgiques des pectines tant dans le domaine
thérapeutique en santé humaine que dans celui aldgafiisation et de I'évolution des
structures pariétales en physiologie végétale, fdiglles une classe de molécules
remarquables. La relation étroite entre leur stmacet leur fonction a motivé de nombreuses
études et explique le nombre considérable de mésebibliographiques a leur sujet - a titre
indicatif, une recherche utilisant le mot clé peetiproduit prés de 30 000 références sur
Scifinder.

Le terme pectine demeure néanmoins ambigué enewe gu’il décrit plusieurs
catégories de molécules distinctes. En fait, «ipect désigne une famille d'oligo- et
polysaccharides qui présentent des caractéristicumsnunes mais qui, si I'on s’en réfere a
leur structure fine, pourront étre tres differenf@glley et al, 2001). Néanmoins, toutes les
pectines présentent la caractéristique d’étre sigmeacide galacturoniqueensidéré comme
monosaccharide marquedice qui est aujourd’hui un critere de classifmatpuisque la FAO
et 'UE stipule que « tout composé revendiqué conpaetique doit contenir au minimum

65% de ce dernier ».

* Pilnik W., Pectin, a many spendoured thing. GRilips, P.A. Williams & D.J. Wedlock (Eds), IfGums and
stabilizers for the food industr@xford University Press,99Q 313-262.

* Savary B.J., Hotchkiss A.T., Fishman M.L., Camerd.G. & Shatters R.G., Development of a Valencia
orange pectin methyl esterase for generating nuaetin products. F. Voragen, H. Schols & R. Viggats), In :
Advances in pectin and pectinase reseakdhywer Academic Publishers2003 345-361.

* Ridley B.L., O’'Neil M.A., Mohnen D., Pectins : rsicture, biosynthesis, and oligogalacturonide-eslat

signaling,Phytochemistry2001, 57, 929-967.
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Il convient donc dans un premier temps de drdedafan des données actuellement
disponibles dans la littérature sur les pectinesagisidérant plusieurs aspects
complémentaires : leur localisation, les méthodiel®germettant leur extraction et leur
caractérisation chimique, leur structure fine, lexganisation tridimensionnelle et enfin leur

valorisation dans le domaine thérapeutique et cigoe

I.1. Localisation des pectines : la paroi cellulag végétale
1.1.1. Organisation anatomique et fonctions

Parmi les cellules eucaryotes, la paroi cellulagst I'une des caractéristiques
anatomiques qui différencie la cellule végétaldadeellule animale. Compartiment original
de la structure cellulaire végétale, la paroi essaconsidérée aujourd’hui comme un organite
a part entiere. Sa composition unique ainsi gueséeble des liens physiques et chimiques
qui la structure lui permette d’assurer un vérgajgntinuuma l'interface du symplasme et de
'apoplasme (Mollet, 20056 La paroi cellulaire fournit également a la cledlwégétale une
résistance mécanique importante et explique sousarforme caractéristique. Sa structure
varie en fonction des especes végeétales, de Itade k& nature des tissus considérés rendant
ainsi difficile son étude. C’est une structure dgimicrofibrillaire enrobée d’'une matrice
hydrosoluble et gélifiante. Différents niveaux djanisation vont lui conférer son aspect
dynamique et rigideEn effet elle doit étre modelable au rythme derl@ssance chez les
jeunes cellules, tout en restant ferme afin d’assson rble de barriere protectrice et de
permettre la cohésion des cellules. Elle doit siggp aux chocs osmotiques, a la dessication,
aux rayons ultraviolets, tout en permettant lesaggks intercellulaires et le passage des
substances nécessaires au métabolisme cellulad.e£igences, a la fois antagonistes et

complémentaires, sont a l'origine de la compledéda paroi cellulaire végétale.

Du point de vue anatomique, certaines caractémssigpermettent de définir un
modele général de la paroi végétale (figures J),ese2décomposant en trois zones distinctes,

de I'extérieur vers l'intérieur de la cellule :

* Mollet J.C.,La paroi primaire végétaleHabilitation a Diriger les Recherches, Universitrtois, 2006 pp
121.
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La lamelle moyennepartie commune située entre deux cellules voigiloes le role est

d’assurer la cohésion entre les cellules. Son gpaisvarie de 0,2 a 1 um. La lamelle

moyenne est riche en pectine et dépourvue de asdul

La paroi primaire {a plus mince (0,1-0,2 um), constituent la seubeetoppe fibrillaire

des cellules en croissance et montre une grandtigid. Elle présente une structure
biphasique, ou les microfibrilles de cellulose stispersées dans une matrice amorphe
fortement hydratée composée de substances pegtijbémicelluloses et de protéines.
La paroi cellulaire primaire est composée de 9-28& cellulose, de 25-50%
d’hémicellulose, 10-35% de pectines et 10% de presBidlack et al,, 1992).

La paroi secondaireTres épaisse (1 a 5 um) est ajoutée a la pamiape lorsque la

cellule a cessé de croitre. Elle est constituéan d&seau fibrillaire de cellulose
cristalline et d’hémicellulose. En fonction de lmtation des fibrilles de cellulose, trois
régions distinctes sont définies (S1, S2, S3). @eslles de cellulose ont une

orientation déterminée qui change rythmiquememtige d’'une strate a I'autre.

La paroi cellulaire végétale est donc formée megoement de polysaccharides dont la
structure et les relations intermoléculaires petiegpliquer cing grandes fonctions (Peetz
al., 2003): (1) elle assure I'extension du réseau intercellul&¥elle contribue a I'adhésion
des cellules dans le lamelle moyen{® elle limite la porosité de la paroi cellulai(d) elle
contribue au maintient de I'équilibre physico-chijjme du symplaste (eau et ionsj®telle
assure la transduction de signaux extracellulaiees le milieu intra-cellulaire au travers de la
libération d’'oligosaccharides bioactifs. Malgrél@ealisation extracellulaire, par dela la
membrane plasmique, la paroi cellulaire est aujbuicdtonsidérée comme un compartiment
meétabolique dynamique de la cellule la rapprochardi davantage en référence a la

cellule animale- d’'une véritable matrice extracellulaire.

Les polysaccharides sont plus accessibles et atile$ a extraire dans les parois
cellulaires peu ou pas lignifiéés, nous nous sonphesparticulierement intéresses aux

parois cellulaires non secondarisées.

* Bidlack J., Malone M., Benson R., Molecular struetand component integration of secondary cell sniall
plants,Proc. Okla. Acad. S¢i1992 72, 51-56.

* Pérez S., Rodriguez-Carjaval M.A., Doco T., A qaex plant cell wall polysaccharide : rhamnogalaatan
[1. A structure in quest of a functioBjochimig 2003 85, 109-121.
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Figure 1 : Aspect de la paroi cellulaire végétale en micrpgeeélectronique d’aprés Sjostrom et Westermark

(1999). M : lamelle moyenne ; P : paroi primaifl, S2, S3 : paroi secondaire.

18 2 Paroi
secondaire

Paroi
primaire

Lamelle
moyenne

Figure 2 : Vue perspective d’'une paroi ligneuse, d'aprés Rbid980.

* Sjostrom E., Westermark U., Chemical compositionwafod and pulps : basic constituents and their
distribution, In: Sjostrém E., Alén R. (edfnalytical Methods in wood chemistry, pulping, grapermaking
Springer series in wood scienc&999 1-19.

* Roland J.C., Visualisation des polysaccharidesnas¢au ultrastructural. DansLes Polyméres Végétaux.
Polymeéres Pariétaux et Alimentaires non azoies Gauthier-Villars, Parid,98Q 30-45.
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|.1.2. Les principaux constituants de la paroi végale
Deux principaux types de polysaccharides entrems teacomposition de la paroi cellulaire :

 Homogéneghomopolysaccharides) comportant un seul type deosaccharide. La
nomenlature systématiqgue mentionne : le type dwoliala configuration anomérique
o ou B, la forme énantiomérique de chaque glucosyl D oueLnom de l'unité
monosaccharidique, la forme furanosyl et pyrandsythaque résidu puis le suffixe —

ane. (1 4)- B-D-pyranoglucane correspond par exemple a lalosku

e Hétérogeneghétéropolysaccharides) résultant de la condensake différents types
de monosaccharides. La nomenclature systématiquationee rarement les
configurations anomeériques. Le nom est formé dedix@s énantiomeériques, des
noms des sucres classés par ordre alphabétique¢daré le nom de ['unité
monosaccharidique constituant la chaine principaleerminant par le suffixe -ane. D-
xylogalacturonane, la chaine principale est compadéacide galacturonique et la

chaine latérale est composée de xylose.

La paroi cellulaire est principalement composéeealkilose, d’hémicelluloses, de pectines et

de lignine, et dans une moindre proportion de jmmete

[.1.2.1. La cellulose

Directement issue de la photosynthése, la celluestela molécule organique la plus
abondante sur Terre ainsi que le matériau le phyporitant de la paroi des cellules végétales.
La quantité de cellulose biosynthétisée par lestptaterrestres est estimée a 100 milliards de
tonnes par an, constituant a elle seule 50% deatsenvégétale (Robert et Roland, 199&
molécule de cellulose est un homopolymére linékrené par un enchainement d’unités
cellobiose, motif composé de deux D-glucopyranaseanformation'C, liés par une liaison
glucosidique R-(3>4). Le degré de polymérisation (DP) qui représéataombre d’unités

glucosidiques par chaine de cellulose est comprise equelques centaines et plusieurs

* Robert D., Roland J.CBiologie végétalevolume 1, Organisation cellulaire, Ed. Doin, BAtD98 pp 367.
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milliers selon sa provenance et sa situation an deila paroi cellulaire. La disposition des
hydroxyles libres des glucoses permet I'établissgnde liaisons hydrogenes intra-chaines,
stabilisant la molécule dans son orientation lireéae qui lui confere une certaine rigidité, et
de liaisons inter-chaines qui relient plusieurs éooles de cellulose et les maintiennent
disposées parallelement (figure 3). Ainsi, I'asstien de nombreuses molécules de cellulose
permet la formation de micro-fibrilles, qui elle®€mes s’assemblent en fibres et favorisent
I'établissement d’'un état solide ordonné, cristallia structure fibrillaire tres condensée de la
cellulose explique sa résistance aux attaques ghamsiet enzymatiques, sa grande résistance
mécanique a la traction, ainsi que son caractéme-snluble dans l'eau. La fraction
cellulosique est considérée comme étant le residoluble apres l'extraction des autres

polysaccharides de la paroi par des agents ch&datédes bases minérales.

La cellulose est peu soluble dans les solvantsnaygas usuels du fait de son fort degré
de cristallinité. Elle peut cependant étre solgbi# dans divers systemes comme les
complexes métal/amine (solutions d'’hydroxyde deamamonium ou cupriéthylenediamine),
les oxydes d'amines tertiaires cycliques (N-métloypholine-N-oxyde ou MMNO ; Johnson,
1969) ; plus récemment, la cellulose a été solubildées le systeme chlorure de lithium /
N,N-diméthylacétamide (McCormick et Shen, 1981).

| O—H o 0 —F : 0~H

H i H

b— ! : o-H 0— ¢
GmullnH | 3 0

x\“‘g 0 0 3
HO 0 HO O
O~H: i O 0-~H
H

Figure 3: Liaisons hydrogéne intra- et intermoléculairessdarcellulose.

* Johnson D.L., Cyclic amine oxides as solvents &dural and synthetic polymerit., 1969 pp 9.
* Mc Cormick C.L., Shen T.C., A new cellulose saivéor preparing derivatives under homogenous ¢,
Organic Coatings and Plastics Chemistt@81, 45, 335-338.
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[.1.2.2. Les hémicelluloses

Les hémicelluloses représentent, apres la cellulespolysaccharide le plus abondant
dans la nature. Contrairement a la cellulose, allespeuvent pas étre décrites de facon
succincte du fait de leur importante diversité. ihes leur structure dépend de leur origine
variétale, du tissu ou du type cellulaire, de l'afges cellules et de leur localisation dans la
paroi végeétale. Elles different de la cellulose pg I'hétérogénéité de leur composition
monosaccharidique. En général elles sont conssitdéechaines moléculaires plus courtes
avec un degré de polymérisation souvent infériel@0@. A l'origine, les hémicelluloses
désignent des polysaccharides pariétaux alcalinbkes ; cependant certains polysaccharides,
tels que les arabinanes et les arabinogalactanegsmaits par I'eau. Donc, par extension, les
hémicelluloses regroupent tous les polysacchaddese sont ni cellulosiques, ni pectiques,

présents dans les parois cellulaires végétales.

A la linéarité et a la monotonie de constitutionlaecellulose, s’'opposent les multiples
facons selon lesquelles s’associent les unitesditues dans les hémicelluloses. Elles sont
formées d’'une chaine de monosaccharides liés alialsons glycosidiques résultant de la
condensation d’'un hydroxyle hémiacétaligue d’un agec un hydroxyle alcoolique d’un
autre. Cet enchainement peut étre constitué duml sgpe de monomere
(homopolysaccharide) ou de plusieurs types différéinétéropolysaccharide). Par hydrolyse
acide ou enzymatique, les hémicelluloses liberesthexoses (glucose, mannose, galactose),
des pentoses (xylose, arabinose), des désoxyhexhsmse et rhamnose) et des acides
uronigues (acide glucuronique et son dériv@-méthyle, acide galacturonique). Les liaisons
qui unissent ces motifs sont elles-mémes variées.hémicelluloses sont constituées par un
axe osidique principal, le suffixeane désignant la nature de cet axe; par exemple, les
xyloglucanes sont construits a partir d’'une chal@glucose, substitué par des unités xylose.
Cette chaine principale peut étre ramifiée par desaines latérales, qui empéchent le
rapprochement des chaines et donc I'arrangemestaltin.

1.1.2.3. Les pectines

Ce sont les constituants essentiels de la lametligerme a la base du « ciment » qui
réunit les cellules entre elles. La structure ppale des pectines est formée de chaines
linéaires faiblement polymérisées d'acides galaoigues liés em-(1—4), appelé acide
polygalacturonique, sur lesquelles s'inserent dsglus de L-rhamnose. Cette zone est aussi

gualifiée de lisse (smooth regior). Chaque unité rhamnose introduit dans la chaime
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coude et confére donc a I'ensemble une configuratio zig-zag. Des chaines latérales de
natures diverses, arabinanes, galactanes et agalbactanes sont aussi greffées sur le
squelette rhamnogalacturonique, d'ou la grandersitéede ces polymeres. Cette structure
ramifiée est aussi appelée zone chevelu®iky region»). Les fonctions acides sont souvent
estérifiées par des groupements méthyles ou sdifi@r des ions monovalents ou divalents
tels que K, Na" et C&".

La solubilité des substances pectiques dépenduderlasse moléculaire, de la présence
de chaines latérales, mais aussi et surtout dé diegméthylestérification et de la distribution
de ces groupements méthyles. Les pectines sosgemsuivant leur mode d'extraction, soit a
I'eau chaude pour les pectines hautement méthyfests, soit par des agents chélateurs de
cations divalents (EDTA, oxalate d’ammonium) poues | pectines faiblement

méthylestérifiées et a I'acide dilué a chaud paysrbtopectine (acide polygalacturonique).
1.1.2.4. Les lignines

Les lignines sont des polyphénols, macromolécuidémensionnelles hydrophobes de
haut poids moléculaire. Leur structure résulte de dopolymérisation de trois
monomeres aromatiques de type phénylpropéene : obhlccoumarylique, [I'alcool
coniféryligue et l'alcool sinapylique, que l'on dfgs® sous le terme général de
monolignols (figure 4) ; leurs précurseurs, lesdasi hydroxycinnamiques (ou alcools
phénylpropénoiques), sont produits au niveau doutéain endoplasmique des cellules en
voie de lignification, a partir de la phénylalanimd&saminée en cinnamate, hydroxylée,
méthylée et réduite en alcool au niveau de la fonctarboxyle. Au niveau de la paroi
cellulaire, les monolignols sont oxydés en radicdilxes sous linfluence d’enzymes
(laccases et peroxydases); ces radicaux polyméripdus ou moins au hasard et sans
intervention enzymatique, ce qui explique la vali@ importante dans la structure des
lignines. Cette polymérisatiom situ s’accompagne de la formation de liaisons covatente
avec les glycanes de la paroi. A la fin du dévedopent cellulaire la lignine incruste ainsi la
cellulose et les hémicelluloses, ce qui assurgldite de la paroi, mais pose des problemes

lors de I'extraction des hémicelluloses.
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La proportion des trois monomeres et les liaisaorisamoléculaires sont trés variables,

dépendantes de I'origine botanique, du tissu é4 tiecalisation dans la paroi.

Les lignines sont difficilement dégradées, tresistastes a de nombreux agents
chimiques et biochimiques ; seuls certaines bastért champignons, comme les polypores,
sont capables d’assurer la lignolyse. Elles s@# téactives, parce qu’elles contiennent entre
autres des fonctions phénoliques et hydroxylespat insolubles dans les solvants du fait
gu’elles constituent un réseau infini. Pour canmeedé les lignines, des méthodes de
dégradation douces ont été mises au point, qui gttent de dépolymériser le réseau
tridimensionnel du polymére sans dégrader ni lggmmo aromatiques, ni la chaine propane.
Cependant, du fait des opérations d’extractionligggnes isolées (lignines d’extraction) sont
différentes des lignines situ (protolignines). Le terme de « klason lignine % parfois
employé et correspond au résidu aprés avoir déds#rta paroi des extractibles hydrophiles et

lipophiles, et des polysaccharides par de I'acidiisque fort.

[.1.2.5. Les autres constituants

En marge de ses constituants polysaccharidiquesipaux, la paroi comporte d’autres
catégories de polysaccharides. C'est notammentasede la callose, ufi-(1,3) glucane
(Aspinall et Kessler, 19517 Cette derniére est souvent détectée en répodses Blessures ou
des infections par des pathogenes. Par aillewsrabinogalactanes protéines (AGP) peuvent
étre extraits d’un grand nombre de tissus. Elles somposées de 10% de protéines riches en
hydroxyproline, serine, alanine et glycine et de%9@le polysaccharides composeés
essentiellement d’Ara, Gal, Rha, Man, Gal A, GI¢TAicker et Mitchell, 1993).

La paroi ne contient pas que des polysaccharides. dubstrats lignocellulosiques
renferment également des lipides, des protéines gue des substances de faible poids
moléculaire, tels que les extraits et minérauxcifip@ies a chaque espece végétale. La paroi
contient généralement entre 3 et 6% de protéimes,ent sous forme de glycoprotéines, dont
les extensines. Les autres sont des enzymesdekels peroxydase ou diverses glycosidases.

* Aspinall G.O., Kessler G., The structure of calléreen te grape vingChem. Ind, 1957, 1296.
* Tucker G.A., Mitchell J., Cell walls, structuratilisation and manipulatiorRlant Biotechnology1993 55-
103.
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1.1.3. Organisation tridimensionnelle de la paroi des modéles d’hier a

aujourd’hui.

Il existe une relation directe entre la conformatidun polysaccharide et sa fonction a
I'intérieur de la paroi. En effet, ces polyméresgnt le réle de matériaux de construction dans
la consolidation de la paroi végétale. Ainsi ldudeke constitue 'armature de la paroi de par
sa conformation rigide, alors que les hémicellldose les pectines, matériaux tampons,
assurent une certaine flexibilité qui permet ldsgance de la cellule ; enfin la lignine cimente
I'édifice. Ces différentes macromolécules formemtréseau tridimensionnel dont la cohésion
est assurée aussi bien par des liaisons de faiblgié, comme les liaisons de Van der Waals
et des liaisons hydrogénes, que par des liaisanigues et covalentes. La proportion des
guatre grandes catégories de molécules (cellulpsetines, hémicelluloses et lignine) est
fonction de la localisation dans la paroi cellidaiegétale (figure 5).

Trés peu de revues bibliographiques comparativegtén a notre connaissance, réalisées sur
le theme de la structure et de I'organisation deelai cellulaire végétale. C’est sans doute ce
qui expliqgue le nombre limité des modeles moléceataiproposés pour elle. Trois cent
cinquante années séparent cependant la premiéevatisn microscopique d’un tissu végétal
par Robert Hooke (1635-1702) de lI'image informaticqliun modele moléculaire de paroi
cellulaire végétale par Carpita et Gibeaut (1p¥Récemment, Jean Claude Mollet (2006) a
compilé les données publiées sur ce theme au amss50 dernieres années. Les bases
historiques de la structure de la paroi végétateétd établies d’apres des résultats obtenus
essentiellement par des technigques de cytologidedbiochimie. Avant les années 50, les
premieres observations de la paroi sont réaliséesda de colorants cytochimiques (carmin
aluné, vert d’iode, rouge de ruthénium...) qui peterdtde distinguer plusieurs composeés en
fonction de leur nature chimique. En microscopiec&bnique, la paroi primaire apparait
constituée d’une structure fibrillaire baignant slam matériel matriciel ayant tous deux une
nature polysaccharidique (Bonner, 1936). D’aut@smosés de nature protéique et lipidique
(la cuticule), sont aussi mis en évidence. Au codes années 60 et 70, les outils
technologiques permettant I'étude de la composigbrdes structures des polysaccharides
pariétaux conduisent a la classification des dffés composés formant la paroi. Ces
techniques -CPG, CPG-MS, RMN- sont aujourd’hui utilisées en routine au labura.
C’est dans ce contexte, qu’'un premier modele deatai primaire végétale est proposé par
Keegstraet al (1973). Dans ce modéle (figure 6), tous les pohgméon cellulosiques sont
reliés entre eux par des liaisons covalentes poumer un réseau xyloglucane - pectines —

extensines — arabinogalactanes. Les microfibrdiesellulose sont attachées a la matrice et

* Carpita N.C., Gibeaut D.M., Structural models of priyneell walls in flowering plants : consistency oblecular
structure with the physical properties of the wallsirnly growth,Plant Journa) 1993 3(1), 1-30.

* Mollet J.C.,La paroi primaire végétaleHabilitation & Diriger les Recherches, Universitartbis, 2006 pp 121.

* Bonner J, The chemisty and physiology of the pes¢Bot. Rev,.1936 2, 475-497.
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plus particulierement aux xyloglucanes par l'intédiaire de liaisons hydrogénes. Dans ce
modele, I'extension cellulaire (acid-induced growtle nécessite pas forcément une hydrolyse
des liaisons covalentes mais une séparation tein@odas fibrilles de celluloses et des
xyloglucanes pourrait permettre un glissement dtées microfibrilles. Cette hypothése fut
abandonnée quand Valent et Albersheim (1974) mamtr&ue les liaisons hydrogenes entre
les microfibrilles de cellulose et les xyloglucarétaient renforcées plutét qu’amoindries en

condition de pH acide.

» A partir des années 90, la paroi végétale, perggejalors comme une structure inerte
extérieure a la cellule, commence a étre considéngane partie intégrante de la cellule. De
plus, étant le premier contact avec I'espace enmimat ou entre les cellules, elle est donc un
lieu de passage ou le transfert d’information méluictable (Roberts, 1994). La paroi végétale
formerait donc un réseau dans lequel les polysaicksa les protéines et les glycoprotéines
sont étroitement interconnectées. Cette vue beaydos dynamique de la paroi végétale est
maintenant bien installée. En effet, de nombreabssrvations ont montré que des
changements structuraux, pouvant étre limités ade®domaines, apparaissent au cours de
la maturation, de I'extension et de la dégradadies parois et doivent sans aucun doute étre
régulés spécifiquement. Deux types de paroi céleulgggétale primaire (paroi de type | et de
type Il) sont considérés par Carpita et Gibea@d@) - figure 7 - repris par Carpita et
McCann (2000 - Figure 8. Ces deux types de paroi sont esdientient basés sur les
différences chimiques observées entre la paropldeges a fleurs (type 1) et certaines espéces
herbacées comme les graminées (type Il). La pairogpre de type | est composée
principalement de cellulose, de xyloglucanes, dgipes et d’extensine (figure 8A). La paroi
primaire de type Il est essentiellement composémetielose, de glucuronoarabinoxylanes et

comprend des groupements phénoliques (figure 8B).

* Keegstra K, Talmadge KW, Bauer WD, AlbersheinSucture of plant cell walls. 1ll. A model of thealls
of suspension-cultured sycamore cells based omtiieconnections of the macromolecular compondemt
Physiol., 1973 51, 188-197.

* Valent BS, Albersheim P, The structure of plaell gvalls. V. On the binding of xyloglucan to cddse fibers.
Plant Physiol, 1974 54, 105-108.

* Roberts K, The plant extracellular matrix: in @mexpansive moodCurr. Opin. Cell Biol, 1994 6, 1020-
1027.

* Carpita N.C., Gibeaut D.M., Structural models oiim@ary cell walls in flowering plants : consistenoy
molecular structure with the physical propertieshaf walls during growttRlant Journa) 1993 3(1), 1-30.

* Carpita N., Mc Cann M., The cell walAmerican society of plant physiologis?§0Q 2,52-76.
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Figure 5 : Composés chimiques de la paroi des cellules d& (eaprimés en % massique) et leur
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Figure 6 : Premier modéle de la paroi primaire végétale mitésear Keegstrat al (1973).

* Keegstra K., Talmadge K.W., Bauer W.D., AlbersheP., Structure of plant cell walls .lll. A modef o

suspension-cultured sycamore cells based on tle-déohnections of macromolecular componemignt
Physiology1973 51, 188-197.

* Popa V.l., Hemicelluloses, IfRolysaccharides in Medicinal Applicatiqrik996 107-124.
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Figure 7: Représentation schématique de la paroi primairetaégy des plantes a fleurs (type 1) pendant
I'élongation cellulaire. Schéma tiré de Carpité@dieault (1993.

* Carpita N.C., Gibeaut D.M., Structural models mrimary cell walls in flowering plants : consistgnof
molecular structure with the physical propertieshef walls during growttRlant Journa) 1993 3(1), 1-30.
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Figure 8: Représentation schématique de la paroi primairétaég des plantes a fleurs (type B) (et de
certaines espéces monocotylédones herbacées ljtyBg. ISchémas tirés de Carpita et McCann (2000

* Carpita N., Mc Cann M., The cell walAmerican Society of Plant Physiologi290Q 2,52-76.
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I.2. Les pectines : une classe de polysaccharideriggal typique des végétaux

1.2.1. Sources de pectines a usages industriels

Méme si les pectines sont trés largement répandiaies les tissus végétaux ou elles
sont un ciment intercellulaire dans la lamelle nmmee et un liant intermoléculaire dans la
paroi primaire, le nombre de sources naturellespguivent étre utilisées pour des usages
industriels est limité. Les propriétés physico-cigues des pectinesbase de leur utilisation
industrielle - dépendent tres largement de leurs caractérestigtructurales qui elles-mémes
sont expliquées par la plante qui est a l'origiedalirs syntheses. C’est pourquoi, la détection
de grandes quantités de pectines dans une sougé¢al@ n’est pas un argument suffisant
pour que ces dernieres puissent étre valorisée® &chelle industrielle. Le cas des pectines
de betteraves dont I'acétylation des fonctions @ksecondaires des acides galacturoniques
s’oppose a la gélification en est une parfaitestliation. Le tableau 1, précise les sources

actuelles de pectines commerciales.
|.2.2. Extraction des pectines

1.2.2.1. Méthodes chimiques

Le probleme principal auquel est confronté I'expenmtateur est celui de la richesse
chimique de la paroi cellulaire végétale qui selurapar la grande diversité structurale des
macromolécules, essentiellement polysaccharidigggsy sont représentées. Les protocoles
a utiliser doivent donc étre suffisamment séleqiifsir permettre I'extraction privilégiée des
pectines. lls doivent également avoir le souci detémer l'intégrité des structures
moléculaires en limitant la dégradation de cesidezn.La question a laquelle doit répondre
'expérimentateur est de savoir quel type de peatixtraire, a partir de quel matériel végétal,
pour quelles propriétés, en vue de quelles apmitatet en utilisant quels protocoles.
Accessoirement, et du point de vue de l'industriest également utile de réfléchir au
devenir des résidus d’extraction, souvent compdséibres végétales, qui sont générés lors

de la mise en ceuvre des procedes.

Il n’existe pas a proprement parler de protocolansel d’extraction des pectines et
un grand nombre de pratiques reposent sur un skanar propre a chaque laboratoire.
Néanmoins, quelques-unes de ces pratiques sordroment répertoriées dans la littérature
(Thibaultet al, 1994 ; Voragemet al, 1995). Les pectines sont des hydrocolloidescettire
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sont fréquemment isolées aprés extraction en saluiqueuse (a froid ou a chaud) et
précipitation a I'alcool. Le précipité ainsi obteast dissout dans 'eau, filtré, dialysé contre
de 'eau distillée, parfois dépigmenté par passagecartouche C-18 et enfin lyophilisé pour
étre conservé. L'extraction des pectines aciddseiaient méthylestérifiees est facilitée par la
présence de chélateur de calcium tel que le CDTRDTA, I'imidazole ou l'oxalate
d’ammonium (Mc Neikt al, 1979 et 1980 ; Redgwaedt al, 1992).

A une échelle industrielle, les pectines sont éesadans I'eau chaude (généralement
90 a 100°C), en milieu acide (pH compris entreet.B) et pour des temps variables (0.5 a 6
heures) (Ralet M.Cet al, 2002). Outre une démethylestérification des ipest de tels
protocoles ont souvent pour conséquence d’indairdépolymérisation de ces dernieres et
notamment I'hydrolyse des chaines neutres d’arakimpdus fragile en conditions acides. On
note également I'hydrolyse des diméres de RG-IfinEnout comme la société SILAB, de
nombreuses entreprises ont recours aux enzymeslytegtes pour solubiliser les domaines

pectiques. Ce dernier aspect sera abordé de fagaifique dans le chapitre II.
1.2.2.2. Prétraitements physiques
[.2.2.2.a Ultrasons

Appliqué a l'extraction des pectines de marc de mpemla sonication comme préalable de
I'extraction augmente de 23 a 28 % les rendememtssigues d'extraction sans que la texture du gel

obtenue ne soit altérée (Panchev et Kirchev, 1988).

[.2.2.2.b Micro-ondes

Trés largement employée en Chimie organique cordesine, |'utilisation des micro-

ondes pour extraire les pectines diminuerait legoteet donc les codts d’extraction (Wang et

* Thibault J.F., Renard C., Guillon F., Physicaldachemical analysis of dietary fibres in sugar baed
vegetables, Jackson J.F., Linsken H.F. (Eds),Modern methods of plant analysis, Vegetables atable
products,Springer Verlag Berlin1994 16, 23-55.

* Voragen A.G.J., Pilnik W., Thibault J.F., Axelosl.AW., Renard C.M.G.C., Pectins, In Food
polysaccharide¢Stephen A.M., Dea Y., Eds), London : Marcel Dekl&95 287-339.

* Mc Neil M., Darvill A., Albersheim P., The struatal polymers of the primary cell walls of dicaols.: Cantor,
Ch(Ed.),Progress in the chemistry organic naturals produdtiena : Springer-Verlad,979 29, 191-195.

* Mc Neil M., Darvill A.G., Albersheim P., Structarof cell walls. X. Rhamnogalacturondn a structurally
complex pectic polysaccharide in the walls of saspen-cultured sycamore cellBlant. Physiol, 198Q 66,
1128-1134.

* Redgwell R.J., Melton L.D., Brasch D.J., Cell Wdissolution in ripening kiwifruit Actinidia deliciosa.
Solubilization of pectic polymer®lant Physiol. 1992 98, 71-81.

* Ralet M.C., Bonin E., Thibault J.F., Pectins. BarBiopolymers vol. 8, Polysaccharides 8teinblichel A.
(Ed.), Wiley-VCH Verlag Gmbh, Weinheir@002 12 :345-380.

* Pancheuv I., Kirchev N., Krachanov Kh., Improvipgctin technologyl. Extraction using ultrasonic treatment,
International Journal of Food Science and Techng|d®88 23(4), 337-341.
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Chen, 2007. Appliquée a l'extraction des pectines a partg khlbedo des agrumes,
I'utilisation des micro-ondes limiterait - en conngigon avec des protocoles conventionnels -
les phénomenes de dépolymérisation de ces dermeéservant par voie de conséquence

leurs propriétés physico-chimiques (Fishman et CB&00).

1.2.2.2.c Pression

L'extraction des pectines d’agrumes réalisée sa@sspon, tout en préservant le
rendement massique d’extraction, genepar-rapport a des protocoles conventionneties

extraits de masses moléculaires plus importanted @ al, 2002; Kuribayashi, 1992).

*Wang S., Chen F., Wu J., Wang Z., Liao X., Hu @ptimization of pectin extraction assisted by nmeave
from apple pomace using response surfac methodologynal of food engineerin@007,78, 693-700.

* Fishman M.L., Chau H.K., Hoagland P., Ayyad KhaEacterization of pectin, flash extracted fromngea
albedo by microwave heating, under press@@arbohydr. Res200Q 323, 126-138.

* Brat P., Olle D., Reynes M., Alter P., Low pressyrocedure for manufacture of pectin rich citexéract,
2002 brevet n° WO 2002013634.

* Kuribayashi T., Properties of pressure extradieon Satsuma mandariby pressure treatement, Colloque
INSERM, 1992 224, 337-339.
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Tableau 1: Principales sources de pectines d’intérét indeistitaprés Thakuet al. (1997).

Fruits % de pectines
(% massique)

Pomme ialus spp) 0.5-1.6
Marc de pomme 1.5-25
Banane flusa acuminata..) 0.7-1.2
Pulpe de betterav@éta vulgarid..) 1.0
Carambole Averrhoa carambold..) 0.66
Carotte Daucus carotd..) 0.2-0.5
Goyave Psidium guajavd..) 0.77-0.99
Pulpe de citronGitrus lemorL.) 2.5-4.0
Litchi (Litchi chinesisS.) 0.42
Mangue Mangifera indical.) 0.26-0.42
Zeste d’orangeditrus sinesiy 3.5-55
Papaye Carcia papaya 0.66-1.0
Fruit de la passiorP@ssiflora edulisS.) 0.5
Péricarpe de fruit de la passion 2.1-3.0
PéchesRrunus persica 0.1-0.9
Ananas Ananas sosmoslis) 0.04-0.13
Fraise Fragaria ananassp 0.6-0.7
Tamarin Tamarindus indicd..) 1.71
Mdare (Rubus rosalfolius 0.72
Tomate Lycopersicon esculentym 0.2-0.6

* Thakur B.R, Singh R.K., Handa A.K., Chemistry as&siof pectin a revievgritical reviews in food science
and nutrition 1997, 37(1), 47-73.
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1.2.3. Analyse des compositions monosaccharidiques

Le dosage et lidentification des monosaccharidesstitutifs des polysaccharides
nécessitent la rupture de toutes les liaisons glgaues. L'analyse repose d’une part sur des
techniques colorimétriques et d’autre part sur t@ebniques chromatographiques en phase

gazeuse.

1.2.3.1. Méthodes colorimétriquesdosages des oses neutres, des acides

uroniques et des sucres réducteurs

Les méthodes colorimétriques sont des techniqueesiEge simples a mettre en ceuvre et
rapides, qui s’appliquent aussi bien a des résigis des extraits et permettent de doser de
maniéere globale les sucres totaux et de maniergfspe les acides uroniques. Le principe
des dosages colorimétriques repose sur la condemspar estérification, d’'un chromogene
(figure 9) avec les produits de déshydratation prgoses, hexoses et acides uroniques. En
milieu acide fort et a chaud, ces oses se déshydraespectivement en des dérivés du
furfural, 5-hydroxyméthylfurfural et de [I'acide ®#mylfuroique (figure 10). Les
chromophores ainsi formés absorbent dans le dondaingsible proportionnellement avec la
guantité de sucres présents. Le dosage de la tfualgti sucres totaux, mesurée selon la
meéthode de Dubois (1936utilise le phénol plus sensible a la détermoratjuantitative des
oses que des chromogenes tels que le naphtol milnrge. Lemétahydroxydiphényle en
présence de tétraborate de sodium a été utiliséneoomromophore sélectif lors du dosage
des acides uroniques. Les concentrations relaéimesses neutres et en acides uroniques des
solutions polysaccharidiques ont été déterminéetapaéthode de correction développée par
Montreuil et Spick (1963). Il est alors possible dariger les interférences des acides

uroniques dans le dosage des sucres totaux etagogment.

Le dosage des oses réducteurs peut étre déteranite péthode de Nelson-Somogiyi ou
encore par celle de I'acide parahydroxybenzoiqudrdrayde (PAHBAH) de Lever (1972),
figure 11.

* Dubois M., Gilles K.A., Hamilton J.K., Rebers P.A., BmF., Colorimetric method for determination ofgsws and
related substance&nal. Chem.1956 28, 350-356.

* Montreuil J., Spik G., Chosson A., Segard E., Scleegy., Methods of study of the structure of glyampins,J.
Pharm. Belg.1963 18, 529-546.

* Lever M., New reaction for colorimetric determiraiof carbohydrategynal. Biochem.1972 47(1), 273-279.
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1.2.3.2. Méthodes chromatographiques

Afin de déterminer la composition osidique d'unysaktcharide, on procede a son
hydrolyse. Les monosaccharides libérés sont enaniysés aussi bien par HPLC que par

CPG en utilisant diverses procédures de dérivation.

[.2.3.2.a Hydrolyse des liaisons glycosidiques

Le principe consiste a hydrolyser I'échantillon aalgser par un acide. La
dépolymérisation peut étre conduite avec des adddwrces et de concentrations variables
sous diverses conditions opératoires (températareps de réaction) selon la nature et la
structure du polysaccharide. En effet, les diffe&sdgpes de liaisons osidiques présentent des
taux d’hydrolyse variables en fonction de la siébilelative des liaisons (1,6' > 1,4'> 1,3' >
1,2"). De méme, la nature des liaisons glycosidigemtre deux unités osidiques contigués
présente une différence de stabilité par rappodasuwisuel de deux unités glucosidiques liées
en 1,4' (figure 12-I). Les liaisons glycosidiquagre une unité osidique et une autre unité
portant un groupement carboxylique ou amine (fidgutdl, 11l) seront plus difficiles a
rompre que des liaisons entre un ose et un autre lsoforme furanose, anhydro ou deoxy
(figure 12-1V, V, VI), Cianciaet Cerezo(1993).Des acides minéraux forts peuvent étre par
exemple employés a chaud pour I'étude des dériedisil@siques mais, en raison des
dégradations non spécifiques inhérentes a la fdecdacide, I'acide trifluoroacétique est
préféré a I'acide sulfurique. Il présente de plasdntage d’étre simplement éliminé par co-
évaporation avec du méthanol. Le rendement d’hydeokst tres dépendant des conditions
opératoires. En effet, une température trop éledg@emilieu réactionnel provoque la
dégradation de certains oses, notamment le xRladeneyet al (1983). La force de I'acide
peut également entrainer une dégradation des acigesques par décarboxylation. La
stabilité des monosaccharides libres en solutianamt fortement d’un ose a I'autre, nécessite
la mise au point de conditions optimales d’hydrely®ur chaque type de monosaccharides.
Pour pallier aux difficultés d’'une hydrolyse aciden quantitative, la méthanolyse a été
choisie comme méthode de clivage efficace desohaisglycosidiques entrainant peu de

dégradation

* Ciancia M., Cerezo A.S., Autohydrolysis of polydaaddesCarbohydr. Res. Brazil993 45, 54-61.

* Blakeney A.B., Harris P.J., Henry R.J., Stone&.BA simple and rapid preparation of alditol atesafor
monosaccharide analysiSarbohydr.Res1983 113, 291-299.
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Figure 9: Exemples de chromogenes.
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Figure 10: Dérivés furfuriques obtenus par déshydratationpgggoses, hexoses et acides uroniques.
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Chamberset al (1971). Ne pouvant étre appliquée a I'analyse d’échamdlcristallins, la
méthanolyse présente néanmoins l'avantage d’une vecsipn quasi-totale en
méthylglycosides apres 24 heures de réaction a 8@°@résence de méthanol chlorhydrique

1M (figure 13). Les méthylglycosides présentenoetre une trés forte stabilité en solution.

1.2.3.2.b Méthodes de dérivation des sucres panallyse par CPG

La chromatographie en phase gazeuse est une taehthfignalyse rapide, qui du fait de
sa grande sensibilité, et de sa capacité a ségasemélanges complexes permet d’apprécier
qualitativement et quantitativement la compositide différents extraits glucidiques.
Contrairement a la chromatographie liquide hautfop@ance qui permet de réaliser
directement la séparation de différents monosamdsr la chromatographie en phase
gazeuse doit étre réalisée sur des composés nwdéieus plus volatils. Pour cela, les
techniques de dérivation sont nombreuses (tablpdie méthodes les plus courantes sont la
pertriméthylsilylation des monosaccharides (ou de laeéthylglycosides) et la réduction des
monosaccharides en alditols par le borohydrure atkus suivie de leur acétylation par
'anhydride acétique en présence Menéthylimidazole. Les dérivés aldonitriles acétates
trifluoroacétates ont été également courammentitdéet les méthyloximes acétates sont
parfois employés. Les produits volatils obtenust ®msuite séparés sur colonnes capillaires
puis détectés par CPG équipée d'un détecteur aatmm de flamme (FID). Les phases
stationnaires utilisées pour la séparation devéeglucidiques sont apolaires et greffées par

des dérivés siloxanes.

En fonction de la méthode d'analyse sélectionmesep$es seront observés sous la forme
d'un ou plusieurs pics. En effet, en solution,dsess existent en équilibre dynamique entre
leurs formes cycliques et ouvertes. Lors de I'éqrel mutarotationnel, deux anomerest 3
peuvent étre formés pour chacune des formes fueagtgsyranose (figure 14). Ainsi, jusqu’a
guatre isomeres peuvent étre observés par mona@saEh La méthode des alditols acétates
nécessite la réduction préalable des monosacckaatele borohydrure de sodium puis leur
acétylation en présence d'anhydride acétique daies mlyridine (figure 15 ; Michalski, 1986).

* Chambers R.E., Clamp J.R., An assessement of malifsis and other factor used in analysis of caytcdte-
cantaining materiaBiochem. J.1971, 125, 1009-1018.

* Michalski J.C., Analysis of monosaccharides by Gla@d by HPLC. In : Verbert, A., (Eds.Methods on
glycoconjugatesilarwood Academic Press, Chur, Switzerlah@B6 31-38.
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Figure 13: Préparation des méthylglycosides selon la métipodgosée par Kamerliret al, 1975.

* Kamerling J.P., Gerwig G.J., Vliegenthart J.F.Glamp J.R, Characterization by gas liquid chromatphy
mass spectroscopy of pertrimethylsilyl glycosidbtined in the methanolysis of glycoproteins and glyxids,
Biochem. J.1975 151, 491-495.
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Cette méthode est tres souvent employée du faa skabilité des composeés formés et de
leur bonne résolution chromatographique. Dans se a@teaque monosaccharide modifié sera
identifié sous la forme d'un pic. Contrairemenaaréthode précédente, la silylation d@n
meéthylgycoside conduira a la formation de plusigsosneres. Cette méthode est cependant
souvent employée puisqu'elle présente I'avantagpedmettre une identification simultanée
des hexoses, déoxyhexoses, pentoses, acides w@®nigu osamines. Les dérivés
triméthylsilylés sont obtenus selon la méthode demi&rling etal. (1975), modifiée par
Montreuil etal. (1986), par réaction de®-méthylglycosides avec du BSTFAN,O-bis-
triméthylsilyltrifluoroacétamide) 95 % stabilisérpdu TMSCI (chlorure de triméthylsilane) 5
% dans de la pyridine anhydre (figure 16).

* Kamerling J.P., Gerwig G.J., Vliegenthart J.F.Gandp J.R, Characterization by gas liquid chromatpby
mass spectroscopy of pertrimethylsilyl glycosidbgamed in the methanolysis of glycoproteins anagipids,
Biochem. J.1975 151, 491-495.

* Montreuil J., Bouquelet S., Debray H., Fournet Bpik G., Strecker G., Glycoproteins, In : ChaphhF.,
Kenedy, J.F. (Eds)carbohydrate analysis, a pratical approadiRL Press, Oxford, Washington D.CL986
143-204.
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Tableau 2 :Méthodes de dérivation des monosaccharides

Méthodes de dérivation dérivés

Pertriméthylsilylation TMS

Acétylation acétates

Trifluoroacétylation trifluoroacétates
Réduction/actéylation alditols acétates
Oximation/acétylation aldonitriles acétates
O-méthyloximation/acétylation ou| O-méthyloxime acétates ou O-
triméthylsilylation méthyloxime TMS

ot D-gluc ofuranose fB-Dr-glucofiuimana =

Figure 14 : Equilibre mutarotationnel du glucose.
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* Michalski J.C., Analysis of marsaccharides by GLC and by HPLC. In : Verbert, (&ds.) Methods on
glycoconjugated-arwood Academic Press, Chur, Switzerle1986 31-38.
* Kamerling J.P., Gerwig G.J., Vliegenthart J.F.Gan@ J.R, Characterization by gas liquid chromapby
mass spectroscopy of pertrimethylsilyl glycosidbtamed in the methanolysis of glycoproteins anagipids,

Biochem. J.1975 151,491-495
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1.2.4. Analyse structurale des polysaccharides pegties

1.2.4.1. Obtention d’oligosaccharides

La méthodologie d'analyse d'un polysaccharide reposur [I'obtention d'unités
oligosaccharidiques plus faciles a caractériserlggmtechniques de RMN et de spectrométrie de
masse. Cependant, dans le cas des polysacchaoistesn@nt des acides uroniques, la stabilité de
la liaison uronosidyle rend souvent délicate I'aggtion des méthodes classiquement utilisées en
Chimie des sucres. Les liaisons engageant un osiephs acides hexuroniques peuvent
néanmoins constituer une zone de rupture privieegi&ette propriété est souvent mise a profit
pour le développement de méthodes spécifiquescaybdis aux polysaccharides natifs contenant
des acides uroniques. Les méthodes les plus efBcdemeurent toutefois celles qui font appel
aux enzymes spécifiques qui vont permettre l'olent’unités de répétitions plus facilement
analysables. Ce mode de préparation est partieaiiént bien adapté a des polymeres tels que les

pectines qui sont composées d’enchainements homegéarcides galacturoniques.

[.2.4.1.a Hydrolyse chimique
* Hydrolyse acide ménagée

Cette méthode basée sur la résistance différantel liaisons glycosidiques permet en théorie de
libérer des fragments oligosaccharidiqgues de massdaires variables. Le mécanisme général
comprend 3 étapes successives (figure 17). Enuvaliéide, I'oxygéne anomérique est protoné. II
s’en suit la décomposition de lI'acide conjugué @m @xonium, stabilisé par résonance sous la
forme conformationnelle de demi-chaise. L'extrémmééuctrice est enfin régénérée par addition
d'eau. Dans le cas des polysaccharides acidocddmxia stabilité chimique des liaisons
impliquant les acides uroniques confére aux polgsi@mne certaine résistance aux acides forts, y
compris a température élevée. On observe alorsinédque relativement faible dans le cas de
I'hydrolyse d’'un polymére engageant des liaisonsnasidyles. La stabilité de ces liaisons a
I'hydrolyse acide s’explique par les effets inducte et conformationnels du groupement
carboxyle en C-5 (figure 1)8Timell et al (1965). Les électrons du doublet de I'oxygene dtlecy
forment une liaison hydrogéne avec le proton cayligxe diminuant par la méme la capacité du
doublet de I'oxygéne a se délocaliser sur la l@i€eC, par effet mésomere. L’état de transition

est dans ce cas peu favorisé.

* Timell T.E., Enterman W., Spencer F., Soltes ElBe acid hydrolysis of glycosides, I, effectsnbstituents
at C-5,Can. J.Chem1965 43, 2296.
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R' = unité osidique

Figure 18 Stabilité de la liaison uronosidyle a I'hydrolysgde, d’apres Timelet al, 1965.

* Bemiller J.N., Acideatalysed hydrolysis of glycosideAdv. Carbohydr. Chepi967, 22, 2!-108.
* Timell T.E., Enterman W., Spencer F., Soltes E.J., T lydrolysis of glycosides, Il, effect of subsénts

at C-5,Can. J.Chenl965 43, 229¢
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* Autohydrolyse

L’autohydrolyse des polysaccharides est une méthded#égradation extrémement douce
qui suit le méme mécanisme qu'une hydrolyse acidacidité est ici apportée par les
fonctions carboxyles et/ou sulfates du polysacdeariRapportée en 1938 par Hirst et Jones
pour I'analyse de gommes végétales, I'autohydrodysasuite largement été employée lors de
I'étude des phycocolloides et des polysacchariddatés. La sensibilité et la sélectivité du
polymére a l'autohydrolyse sont directement dépetefa de la nature des liaisons
glycosidiques (figure 12) et de la répartition adbsrges sur le polysaccharide. Des études
relatives au mécanisme de l'autohydrolyse indiquas différences majeures entre le réle
des sulfates et des groupements carboxyles sugldatisité de la réaction. En effet, les
groupements sulfatés se dissocient totalement gesirvaleurs de pH<7 contrairement aux
groupements carboxyliques qui s’ionisent en decapHe5. De plus, les groupements
carboxyliques sont stables en milieu acide a teatpg ambiante ; les acides uroniques ne se
décomposant qu’aprés une période de chauffagenu@o alors que les groupements sulfates
sont rapidement hydrolysés et convertis en acidierrsjue. Ciancia et Cerezo (1993) ont
montré une certaine sélectivité de I'autohydrolySentrairement a I'acidité apportée par les
sulfates qui n’est pas localisée en un point préaipolymere, la fonction carboxyle catalyse
la réaction d’hydrolyse au niveau des liaisorsdlprécédant un acide uronique (figure 19).

Tres facile a mettre en ceuvre, l'autohydrolyse s&ite au préalable la mise sous forme
acide des polysaccharides par simple passage simeséacides échangeuses d’ions. Les
protocoles se déroulent ensuite dans des condiiensmpérature et de pression variables qui
sont directement dépendantes de la résistance adgsapcharides a [I'hydrolyse.
Classiquement, les conditions retenues vont deefapérature ambiante sous pression
atmosphérique jusqu’'a des températures de 190°€hark dans le cas du vapocraquage du
bois. Une telle méthode conduit a la libérationligmsaccharides de DP variables. Enfin, en
raison de son caractére non agressif, 'autohydeofyrotege les substitutions non carbonées
des polysaccharides. Elle limite par exemple leenpmenes de dé-sulfatation des
phycocolloides ou dé-acétylation des xylanes cediupoint de vue de I'analyse structurale,

apporte des renseignements précieux.

* Hirst E.L., Jones J.K.N., The constitution of Damgum. Part |. Composition of Damson gum and stnect
of aldobionic acid (glycuronosido-2-mannose) datiffem it, J.Chem.Sa¢1938 1174-1180.
* Ciancia M., Cerezo A.S., Autohydrolysis of polgsharidesCarbohydr. Res. Brazill993 45, 54-61.
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Figure 19 : Catalyse intramoléculaire d’'une liaiso—4 par un groupement carboxyle précédant un acideique,
d’aprés Ciancia et Cerezo, 1993

* Ciancia M., Cerezo A.S., Autohydrolysis of polgsharidesCarbohydr. Res. Brazill99z, 45, 54-61.
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1.2.4.1.b. Hydrolyse enzymatique

Compte tenu de sa complexité et de la diversitécdagposés pectiques qui la compose,
les enzymes impliquées dans les voies de biosymtioes de dégradation des pectines
pariétales sont nombreuses. Un grand nombre d’elé® sont par ailleurs commercialisées a
une échelle industrielle pour des applications darsecteur agro-alimentaires. D’autres, plus
confidentielles, sont utilisées par les labora®ie recherche. L'identification et la mise en
ceuvre des enzymes pectolytiques au cours des aErradnées expliquent les avancées
majeures qui ont été réalisées dans le domainéualyse de leur structure mais aussi de
I'étude leur biosynthése. La classification desyames pectolytiques s’appuie sur la nature du
substrat. Ainsi, il est possible de distinguerdagymes qui interviennent au niveau des zones

lisses et des zones hérissées (figure 20) (Rakdt 2002, Kashyapet al, 2001).

* Les enzymes qui dégradent les zones lisses homogaleonanes
Trois types principaux de réaction sont catalygsedes enzymes qui dégradent la chaine
principale des pectines: saponification (estédasapolymérisation par hydrolyse

(polygalacturonases) et dépolymeérisation par tians®&tion oup-élimination (lyases).

Pectine estérase

- Les pectine-méthylhydrolasesl pectine méthylestérases (E.C. 3.1.1.11) catalys
désestérification des groupements meéthoxyles desinps pour former de l'acide

pectique et libérer du méthanol.

- Les pectine-acétylestérasesatalysent la désestérification des fonctions @fco

secondaires engagées dans une liaison avec l'acédgue.

Polyméthylgalacturonasg®MG)

Les polyméthylgalacturonashgdrolysent la liaisom 1-4 entre deux résidus d’acide
galacturonique. Ce sont des glycosyl hydrolasden3eur mode d’action, il est possible de

distinguer les endo- et les exo-poigthylgalacturonases

- Les endopolyméthylgalacturonases lqyirolysent de fagon aléatoire les liaisons

al-4 des pectines fortement estérifiées.

* Ralet M.C., Bonin E., Thibault J.F., Pectins. BarBiopolymers vol. 8, Polysaccharides 8teinbiichel A.
(Ed.), Wiley-VCH Verlag Gmbh, Weinheir@002 12 :345-380.

* Kashyap D.R., Vohra P.K., Chopra S., Tewari Rpphcations of pectinases in the commercial sectar
review, Bioressource Technologg001, 77, 215-227.
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PAL : endo-pectate lyased®’ME : pectin methyl esterasé®| : endo-pectin lyaseexo-PG :exopolygalacturonase ;
exo-PAL : exo-pectate lyasePAE : pectin acetyl esteras&R-hydrolase : rhamnogalacturonan-rhamnohydrolase ;
RG-galacturonohydrolase :rhamnogalacturonan-galacturonohydrola€dR:lyase :rhamnogalacturonan-lyase ;
RGEA : rhamnogalacturonan acetyl-esterasado-A : endo-arabinaseAF : arabinofuranosidase*FAE : feruloyl-
esterase* endo-Gal : endo-galactanase }-Gal : [1-galactosidase. * Enzymes actives sur des oligbseiues.
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Figure 20: Mode d’action des enzymes pectinolytiques seldetiRaal (2002).

* Ralet M.C., Bonin E., Thibault J.F., Pectins. BarBiopolymers vol. 8, Polysaccharides 8teinblchel A.
(Ed.), Wiley-VCH Verlag Gmbh, Weinheir@002 12 :345-380.
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- Les exopolyméthylgalacturonasgs hydrolysent a partir de I'extrémité terminale non
réductrice les liaisons 1-4 des pectines.

Polygalacturonases (PG)

Les polygalacturonasdsydrolysent de fagon aléatoire les liaisoris-4 des acides
pectiques. Ce sont des glycosyl hydrolases. Selamhode d’action, il est possible de

distinguer les endo- et les exo-polygalacturonases.

- Les endopolygalacturonasés-1,4-D-galacturonide) glycanohydrolase (E.C. 3I5]).

Leur activité libere principalement des mono-, dest des trimeres.

- Les exopolygalacturonasesttaque la chaine homogalacturonique par sorerexg
non réductrice. La présence de groupements métligd enamnose bloque leur action. II

y en existe deux types :

* Poly (1,4-0-D-galacturonide) galacturonohydrolase (EC 3.2.)1.Gii libére des

monomeres.

* Poly (1,4a-D-galacturonide) digalacturonohydrolase (EC 382}). qui libére

des dimeéres.

Les lyases
Les lyases catalysent la dépolymérisation des hataofyronanes pa-élimination
libérant des oligosaccharides insaturés en 4,%extrémité non réductrice des acides

galacturoniques formés.

Polyméthylgalacturonate Lya§eMGL) — (E.C. 4.2.2.10)

- Les endopolyméthylgalacturonate Lyases qudrolysent de facon aléatoire les

liaisonsa 1-4 des pectines.

- Les exopolyméthylgalacturonate Lyasgsi hydrolysent de facon récurrentes les
pectines par réaction de transélimination.
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Polygalacturonate Lyas@’GL)

- L’endopolygalacturonate LyasgeC 4.2.2.2) ou (poly-1,4-D-galacturonide lyase)
est spécifique des acides polygalacturoniques @upeetines faiblement méthyles
estérifiees. On distingue I'endo pectates lyasé€s 4R2.2.2) et I'exo pectates lyases
(EC 4.2.2.9).

- L’exopolygalacturonate Lyas&C 4.2.2.9) ou (poly-1,4-D-galacturonide exolyase)
est spécifique des acides polygalacturoniques @upaetines faiblement méthyles

estérifiées qu’elldydrolyse de fagon récurrente par réaction de élammation

* Les enzymes qui dégradent les zones lisses hérissée

Les zones ramifiées des pectines sont constituéessdjuelette rhamnogalacturonique
portant des groupements acétyles et des chaineslést d'oses neutres (arabinose et/ou

galactose) qui comporteront parfois de I'acide lfgue.

Les rhamnogalacturonases

- RG lyasequi catalyse I'hydrolyse de la liaisom-D-GalpA-(1,2)-a-L-Rhgp- par
réaction de transélimination.

- RG rhamnohydrolaseexo-enzyme qui libére du rhamnose a partir eetl&mité non-
réductrice.

- RG galacturonohydrolase exo-enzyme qui libére de l'acide GalA a partie d

I'extrémité non réductrice.

Les arabinanases

- L’endo-g-L-arabinanasgEC 3.2.1.99) hydrolyse les liaisoasl,5 entre deux résidus
d’'arabinoses a l'intérieur des chaines linéairesaliinanes.

- L’exo-arabinanaselibére des résidus arabinoses en partant desnétées non
réductrices des arabinanes et des arabinogalactanes

- L a-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55) hydrolyseli@sonsa(1-3) oua(l1-5)

pour libérer I'arabinofuranose terminal non réducte
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Les galactanases

Cet ensemble comprend des endo- et exoenzymeseslaydrolysent des liaisons
impliqguant des résidus galactoses au sein des tgaksx linéaires ou

d’arabinogalactanes de type | ou Il.

- Endo-(1,4)B-D-galactanase (EC 3.2.1.89) hydrolyse au hasardidesonsp (1-4)
entre deux résidus galactoses et libere des monoligomeres de galactoses avec des
DP inférieurs a 4.

- Endo-(1,6)-D-galactanase.

- Exo-galactanase spécifique des liaisgind - 4) et B (1- 3).

- B-D-galactosidase (EC 3.2.1.23) libére les résidataajoses non réducteurs de

galactanes ou arabinogalactanes de type | de fadlidls moléculaire.

* Les estérases

- La RG acétylestérasaqui libere les groupements acétyles estérifiés By
rhamnogalacturonanes.

- Les férulate estérasesont impliquées dans la libération de l'acidelli§ue

* Les protopectinases

Capable de solubiliser les protopectines. En fonctiles applications visées, les
protopectinases sont principalement de deux types protopectinases acides et les

protopectinase basiques.

[.2.4.2 Détermination structurale

Les méthodes précédemment décrites permettentefibbh d’oligosaccharides plus
faciles a analyser par spectroscopie. Néanmoirauil préalablement purifier ces mélanges
complexes par diverses techniques chromatographigiexclusion stérique en fonction de
la masse moléculaire des composeés ; la chromatografechange d’ions en fonction de la

charge des molécules.
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1.2.4.2.a Analyse infrarouge

La spectroscopie infra-rouge est une méthode djaagbhysique rapide, simple a mettre
en oeuvre et ne nécessitant que peu de quantitéatiere a analyser. Basée sur les transitions
entre les états vibrationnels et rotationnels d’'mmecule, elle peut étre employée tout aussi
facilement sur des échantillons bruts ou purif@sitains groupements ou liaisons, considéres
comme marqueurs et notamment les fonctions acidagoxyligues des acides

galacturoniques, peuvent révéler la présence dames (Kacurakvaet al, 2000).

[.2.4.2.b Analyse des liaisons glycosidiques

L’étude de la méthylation d’oligosaccharides ouypatcharides par CPG-SM permet de
déduire I'enchainement des unités osidiques es Ipaints de branchements. Cette méthode
nécessite la méthylation préalable de toutes lestifins hydroxyles par de l'iodure de
méthyle suivi de la libération, par hydrolyse acidikes monosaccharides partiellement
méthylés. lls sont ensuite réduits par du NaBbn de pourvoir différencier le C-1 du C-6
puisque seule la fonction réductrice est porteundieutérium. Les alditols partiellement
meéthylés sont acétylés afin de pourvoir détermipar, CPG-SM, les fonctions hydroxyles

engagées dans une liaison osidique (figure 21).

* Kacurakova M., Capek P., Sasinkova V., WellnerBbringerova A., FT-IR study of plant cell walbarel
compounds : pectic polysaccharides and hemice#isl@arbohydr. Pol, 200Q 43, 195-203.
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[.2.4.2.c Analyses RMN

La spectroscopie RMN est une méthode physicochienitpn destructive permettant, a
partir de quelques micromoles de polysaccharidegdkser le dosage et l'identification de
chacun des monosaccharides, d’en préciser I'enefmint, leurs points de branchement et
leurs anoméries (Strecker G., 1993 et 1995). Cétitele peut étre conduite selon deux
directions. Si les déplacements chimiques des psotie la molécule isolée correspondent a
ceux déja décrits, alors I'analyse est terminédteGechnique nommée "Finger-Print" a été
développée par Vliegenthart etl. (1983) pour la caractérisation des glycanes des
glycoprotéines. Si au contraire la comparaisond#ggacements chimiques avec la banque de
données ne permet pas d’identifier les monosaadsrileurs substitutions et/ou leurs
liaisons, il faut alors étendre I'analyse RMN a déguences bidimensionnelles. Nous nous

sommes ici particulierement intéressés aux fornyesnoses des sucres.

Le spectre RMN monodimensionnel du proton donneifesmations primaires sur la
valeur des déplacements chimiques des protonsifidbigs et permet de les comparer avec
ceux déja décrits dans les banques de donnéesndkigne également sur le nombre de
résidus monosaccharidiques par l'intégration desops anomériques qui se présentent sous
forme de doublets entre 4,4 et 5,4 ppm. Les cotesate couplage peuvent étre mesurées

discriminant 'anomérie. ou  des sucres.

L’élucidation des structures glycosidiques réseltsuite de l'utilisation de différentes
séquences d’impulsions qui dans une premiere ¢@peettent une attribution complete des
déplacements chimiques des protons et carbonea deolécule. Les expériences COSY
(COrrelation SpectroscopY) homonucléaites’H permettent notamment de mesurer toutes
les constantes de couplage entre les différent®msoqui résonnent dans la "bulk region”
entre 3,2 et 4 ppm. Cette zone renferme de nombpeatons dont les fréquences de
résonance sont voisines ce qui rend leur indeatibo délicate. Néanmoins, il est possible de
distinguer les protons portés par les carbonesidgug$ dans une liaison osidique qui sont
généralement déblindés. La nature du cycle (pyesamas furanose) et 'anomérie peuvent
également étre précisées par le coupfdgaes protons anomériques. La distinction entre un

a-pyranose et uf-pyranose sera fonction de la valeur de la constdatcouplage entre le

* Strecker G., Analyse structurale des chainesagligpiesBiofutur, 1993 125, 46-52.

* Strecker G., NMR, In : Verbert, A.(EdsMethods on glycoconjugatddarwood Academic Publishers995
137-145.

* Vliegenthart, J.F.G., Dorland, L., Van Halbeck,., HHigh resolution 1H-nuclear magnetic resonance
spectroscopy as a tool in structural analysis abaaydrate related to glycoproteinddv. Carbohydr.
Chem.Biochem1983 41, 209-374.
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proton anomérique et le H2. Une constante de cgaptamprise entre 2 et 4 Hz, dans le cas
d'un H2 axial est spécifigue d'ua-pyranose alors que la constante de couplage gFun
pyranose varie entre 7 et 9 Hz. Pour un protontégaben position 2, les variations sont
réduites. Les emplacements des liaisons sont ensditisés par les déplacements chimiques
des™®C résonnant entre 3 et 10 ppm, mais lorsqu’ils sogagés dans des liaisons A ils
sont déblindés. D’'une maniere générale, les cadamemériques des cycles sous forme
pyranose portant un substituant axial résonnerg ¥80 ppm. Les autres cycles pyranoses
résonnent vers 105 ppm tandis que les formes faemncsont caractéristiques des
déplacements chimiques autour de 110 ppm.

La séquence de la chaine oligosaccharidique peuwiterétre déterminée par différentes
méthodes. Classiquement, elle peut étre déduiteéndesactions dipolaires entre le proton
anomérique et les protons adjacents de l'unitéigqstd (NOE, ROESY). L'effet NOE
(Nuclear Overhauser Enhancement) fourni généraledesnpics de corrélation intenses entre
les protons H1 et Hx de deux sucres reliés par liamson 1-X. Au travers du ROESY
(Rotating Frame Overhauser Spectroscopy), il esssipte de visualiser les corrélations
dipolaires proton-proton entre deux voisins prooffes plus de 5 A. L’expérience TOCSY
(Total Correlation SpectroscopY) permet le trarisfierla magnétisation sur tous les protons
d’'un monosaccharide mais présente une lecture atiélidles constantes de couplage.
Dabrowski en 198% proposé de combiner les séquences ROESY et TGS Ye relier
tous les protons anomériques et ainsi déterminesélguence des unités osidiques. Les
spectres HMQC (Heteronuclear MultiQuantum Coheremmrmettent de corréler chaque
proton avec le carbone auquel il est lie. Dansase cutre I'identification des carbones et la
détermination de leurs déplacements chimiquesséplation d’'un déblindage des carbones
permet de déterminer la substitution, c'est-a-dies points de branchements des

monosaccharides.

Les spectres HMBC (Heteronuclear Multiple-Bond @€tation) donnent les couplages
'H-13C et les constanted associées. Il est alors possible de corrélendgaux distants de 3
liaisons covalentes, notamment les constafdgscx ol X est la position du carbone du
monosaccharide voisin inclus dans la liaison gligiqae (figure 22). Ainsi, on peut préciser

'enchainement des monosaccharides et donc, l&ségue I'oligosaccharide.

* Dabrowski J., Two-dimesional prton magnetic remuce spectroscopy. In Ginsburg, V. (Eddgthods in
EnzymologyAcademic Press Ind,989 179, 122-156.
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expérience HMBC. La corrélation la plus intéreseast celle qui indique la liaison glycosidique.
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1.2.5. Propriétés physico-chimiques

[.2.5.1. Masse moléculaire

La détermination de la masse moléculaire des pescist une donnée difficile a mesurer et

pour trois raisons (Ralet al 2002).

v

» Les pectines sont par définition des moléculesrbgénes ;

* Une fois extraites et purifiées, elles devienneatfgis insolubles dans I'eau qui est
pourtant le solvant qui a servi a leur extraction ;

* Molécules polyanioniques par définition, les pessinforment -a la suite
d’interactions électrostatiquesdes agrégats multimoléculaires.

La détermination de la masse moléculaire des pexctiloit donc étre effectuée par plusieurs
meéthodes physico-chimiques complémentaires, docgblevergence des résultats permettra
d’établir une valeur significative de la masse nmee des pectines. Afin d’en améliorer la
précision, les méthodes devront étre étalonnéesl’'piiiisation d’oligogalacturonides et
d’acides pectiqgues et auront recours, pour s’affiandes interactions électrostatiques
intermoléculaires, a l'utilisation de tampons cotitjas avec la méthode physico-chimique.
Récemment, Ralet et al (2002) ont développé unenigge HPLC d’exclusion stérique
couplée adaser light scatteringqui améliorerait sensiblement la caractérisationpdids

moléculaire des pectines.

En fonction des techniques utilisées pour les ertet les analyser, la masse moléculaire des

pectines peut donc varier de quelques dizainekges centaines de KDa.

1.2.5.2. Solubilité et précipitation

Les pectines sont des hydrocolloides c'est-a-diseptlysaccharides qui, par définition, sont

solubles ou solubilisables dans et par I'eau. Cpttpriété est a la base méme de leur

* Ralet M.C., Bonin E., Thibault J.F., Pectins, DarBiopolymers vol. 8, Polysaccharides 8teinbiichel A. (Ed.),
Wiley-VCH Verlag Gmbh, Weinhein002 12, 345-380.
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valorisation dans le secteur agro-alimentaire. &g, lors de la solubilisation d'un
polymere, il y a compétition entre les interactiomscromolécule / solvant et les interactions
macromolécule / macromolécule. La solubilité destipes sera donc conditionnée par un
certain nombre de facteurs liés essentiellemeruss Istructures et notamment : leur masse
moléculaire, l'importance de leur taux de ramificat la valeur de leur degré de
méthylestérification ainsi que la répartition desupements méthylester le long de la chaine
pectique. Ainsi, il est admis qu’'une pectine sefau@nt plus soluble que sa masse
moléculaire est faible, que sa structure est foetgmramifiée et que ces fonctions
carboxyligues sont engagées dans une estérificatwac le méthanol (taux de
meéthylestérification fort). Le pKa intrinséque daalA est de I'ordre de 3. Ainsi, lorsque le
pH des solutions est supérieur a 3, les pectioas sous leur forme ionique Thaket al

(1997).

Les substances pectiques sont par ailleurs solulales les solvants organiques tels que le
formamide, le diméthylformamide, le DMSO (Thibaul©80). Elles peuvent étre aisément

précipitées en présence de solvants organiques&séthanol, isopropanol), de détergents
guaternaires (cetavlon ou CTAB — bromure de cétyithylammonium), de cations mono- et

multivalents (N& C&*, H', AI** ) et de polyméres basiques (protéines et polyashide

Brillouet et al (1990).

1.2.5.3. Les propriétés gélifiantes et stabilisasite

Les substances pectiques peuvent former des getscsstaines conditions, ces propriétés
sont tres largement utilisées en industrie agraaltaire ou les pectines sont utilisées comme
épaississant des solutions et stabilisant des @nalsLa formation d’'un gel nécessite la

constitution d’'un réseau tri-dimensionnel retenantre ses mailles la phase liquide, les
macromolécules doivent donc fortement s’associéreeglles. Dans le cas des substances

pectiques, les groupes hydroxyles et les fonctamides peuvent permettre I'établissement de

* Thakur B.R, Singh R.K., Handa A.K., Chemistry argksl of pectin a revievGritical reviews in food science and
nutrition, 1997, 37(1), 47-73.

* Brillouet J.M., Bosso C., Moutonet M., Isolatigoyrification and characterization of an arabinagtn from a red
wine, American journal of Enology and viticultyr&99Q 41, 29-36.

* Thibault J.F., Les pectines, Dandes polymeéres végétaux, polymeres pariétaux et ditines non azotégd
Gauthier-Villars, Paris]98Q 232-251.
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liaisons hydrogénes ou de liaisons de type ionigues substances pectiques hautement et
faiblement méthylées donnent des gels dans destiomsddifférentes (Thibault, 1980).

* Gels de pectines hautement méthylestérifiées (pEsctiM)

Ces pectines ont un DM compris entre 60 a 75%s eidifient en milieu acide (pH=2.5 - 3)
en présence de sucre (masse de subt). En solution aqueuse diluée, les macromadscul
pectiques sont fortement hydratées et chargéedivemant du fait de la dissociation des
acides carboxyliques. Pour qu’elles puissent spraaher et former un gel, il faut donc que
I'hydratation diminue et que la répulsion entre ggsupes ioniques soit rendue aussi faible
gue possible (diminution du pH). La diminution deytiratation est réalisée par addition de
saccharose, qui joue le role d’'un fixateur d’eaisgant et détruit I'enveloppe d’hydratation
des pectines (Rees, 1972). Ce comportement deisgettM est utilisé dans I'industrie des

confitures et gelées.

» Gels de pectines faiblement méthylestérifiees (FM)

Ces pectines de faible DM, obtenues par déesitic contrélée des pectines HM, gélifient
en présence de cations alcalino-terreux (le calgnour les gels alimentaires). Le pH de
gélification est large et compris entre 2 et 6l¢Rat al 2002). L’'ion C&* prendrait part & 9
liaisons de coordination (consulter le paragraphécifique consacré aux liaisons entre les
pectines page 63) formant une structure origindéeah « boite a ceufs » (Axelos et Thibault,
1991 ; Morriset al, 1978). Une telle structure ne peut se former gaeipteraction entre
régions homogalacturoniques suffisamment longues m@cromolécules pectiques (au
minimum 15 a 20 résidus de Gal A). La présenceuthstgutions méthylester et/ou acétyle
géneront la formation de cette association et doniteront la gélification des solutions.
Enfin, pour obtenir un gel plutdt qu’'un précipité,réaction entre le Gaet les pectines FM
doit étre lente (Thibault, 1980 Ce comportement des pectines FM est utilisé tiaasistrie

des produits lactés.

* Rees D.A,, Polysaccharide gel. A molecular vi€hgem. Ind 1972 16, 630-636.

* Ralet M.C., Bonin E., Thibault J.F., Pectins, BarBiopolymers vol. 8, Polysaccharides 8teinbiichel A.
(Ed.), Wiley-VCH Verlag Gmbh, Weinheir@002 12 :345-380.

* Axelos M.A., Thibault J.F., The chemistry of lawethoxyl pectin gelation, In : The chemistry ancht@logy
of pectin, Walter R.H(Ed.), Academic Press New Yp1©91, pp 109.

* Morris E.R., Rees D.A., Thom D., Boyd J., Chirgpt and stoichiometric evidence of a specific @gn
dimerisation process in alginate gelati@arbohydr. Re$1978 66, 145-154.

* Thibault J.F., Les pectines, Dandes polymeéres végétaux, polymeres pariétaux et ditines non azotéd
Gauthier-Villars, Paris]98Q 232-251.
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|.2.6. Structures chimiques fines des pectines

1.2.6.1. Les différents domaines pectiques

Le terme de pectines désigne un groupe d’hétérepobharides acides qui comporte
des domaines structuraux distincts. Chez les vagé&tapérieurs, les pectines représentent
environ 30% de la masse des parois primaires dayticdones. Elles sont soumises a des
voies de biosyntheses complexes et leurs structpesvent évoluer au cours du
développement cellulaire. L'étude de la structugs pectines a fait I'objet d’'un grand nombre
de travaux. La composition des pectines varie l@eidemment en fonction de I'espece
végeétale qui est a l'origine de leur synthese, mtesédés d’extraction et de purification mis
en ceuvre pour les extraire ainsi que d'un certadmbre de facteurs édaphiques de
'environnement. En dépit de cette grande diversitéis familles de polysaccharides
pectigues ont été isolées des parois primairesambgalacturonane, les galacturonanes
substitués, les rhamnogalacturonanes (O'Neill al, 1990). Les motifs structuraux

caractéristiques sont présentés dans le tableau 3.
[.2.6.1.a L’homogalacturonane ou acide homogatanique (HGA)

L’homogalacturonane est une chaine linéaire d'aaide-galacturoniques liés en 1-4
dont certains sont méthylestérifiés ou acétylégu(é 23). En fonction de son taux de
méthylestérification, 'THGA pourra étre désigné pgaectine (taux de méthylesterification
élevé) ou acide pectique (taux de méthylesteribioafaible). L'HGA peut représenter jusqu’a
60% des pectines de la paroi primaire. Ses pr@srigt ses fonctions biologiques sont souvent
corrélées a sa capacité a établir des interacét@wdrostatiques. La présence de HGA pur a
été rarement mise en évidence. Cela a été le easléa capitules de tournesol, le sisal, le

fruit de Jacquier, I'écorce de sapin et 'ail (Téuiiit, 1980)

1.2.6.1.b Les galacturonanes substitués

Par substitution de 'hnomogalacturonane par dadugsle D-Xy} ou de D-Api, deux
polysaccharides pectiques ont été isolés et darmeht caractérisés. Il s’agit respectivement
du xylogalacturonane et de I'apiogalacturonanecdisstituent la famille des galacturonanes
substitués (figure 24). Les xylogalacturonanes gsabtenus par substitution de la chaine

principale de galacturonane par des résidug-@eXylp liés en C-3 des résidus de GalA

* O'Neill M., Albersheim P., Darvill A.G., The pectic paaccharides of primary cell walllethods Plant
Biochem.,academic press londd®9qQ 2, 415-441.

* Thibault J.F., Les pectines, Danses polyméres végétaux, polymeéres pariétaux et alaimes non azotékd
Gauthier-Villars, Paris} 98Q 232-251.
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(Scholset al, 1995). Les xylogalacturonanes ont été principal@nobtenus a partir de tissus
reproducteurs (graines de soja, pépins de pomntlenpte pin). Plus récemment, des motifs
xylooligogalacturonides ont été isolés et carasésria partir de différents tissus et organes
d’Arabidopsis thaliangZandlevenet al, 2007). Leur fonction biologique n’est pas connue.
Les apiogalacturonanes ont été décrits uniquemans des parois de monocotylédones
aquatiques des genreemnaet Zostera(Golovchenkoeet al, 2002). La chaine principale de
type galacturonane est substituée par des chaitéales d@-D-Apif et dep-D-Apif-(1,3')-

B-D-Apif-(1,. La fonction biologique des apiogalacturonamest pas connue.

[.2.6.1.c Les rhamnogalacturonanes

Ce groupe comporte deux représentants : les rhaatawigronanes de type | (RG-I) et
de type Il (RG-II).

Les rhamnogalacturonanes lont été décrits pour la premiére fois par le geoup
d’Albersheim (Talmadget al., 1973) et sont associés a un groupe de polyaedels
pectiques qui contiennent une chaine principalenéar de la répétition du motif
disaccharidique-4)-a-D-GalpA-(1,2)-a-L-Rhap-(1- . Entre 20 et 80 % des résidus de
Rhg, sont substitués sur leur C-4 par des oligosaatbsiracides ou neutres. Ces
oligosaccharides contiennent des chaines linéairdganchées de résidud -Ara; et
B-D-Gal,. Il s’agit notamment d’arabinanes et/ou de gataedaet d’arabinogalactanes
de type | (arabino - 4 - galactane) ou de typadaljino - 3,6 - galactane) - (figures 25
et 26 ; Ridleyet al, 2001, Paulsen & Barsett, 2005 ; Ralkt 2002). Quelques unes de
ces chaines latérales pourront étre substituéedesurextrémité terminale par des
résidus o-L-Fuc,, B-D-GlcA, et 4-O-methyl B-D-Glc,A. Peu d'information sont

disponibles sur les fonctions biologiques des R®sitefois, des données convergentes

* Schols H.A., Bakx E.J., Schipper D., Voragen A.G.J.,yogalacturonan subunit present in the modifiedyhai
regions of apple pectiGarbohydr. Res1995 279, 265-279.

* Zandleven J, Sorensen SO, Harholt J, Beldman GIS¢hA, Scheller HV, Voragen AJ, Xylogalacturonan exists
cell walls from various tissues of Arabidopsis thadigdPhytochemistry 2007, 68(8), 1219-26.

* Golovchenko V.V., Ovodova R.G., Shashkov A.S., Ovodov.,YSructural studies of the pectic polysaccharide
from duckweed.emna minoLL., Phytochemistry2002 60, 89-97.

* Talmadge KW, Keegstra K, Bauer WD, Albersheim P, Strce of plant cell walld.. Macromolecular components
of the walls of suspension-cultured sycamore celib widetailed analysis of the pectic polysaccharigant

Physiol, 1973 51(1),158-173.

* Ridley B.L., O'Neill M., Mohnen D., Pectins: structy biosynthesis and oligogalacturonide-relateahaling,
Phytochemistry2001, 57, 929-967.

* Paulsen B.S., Barsett H., Bioactive pectic polgbaridesAdvances Polymers Scienc2805 186, 69-101.

* Ralet M.C., Bonin E., Thibault J.F., Pectins, DarBiopolymers vol. 8, Polysaccharides 8teinblchel A. (Ed.),
Wiley-VCH Verlag Gmbh, Weinhein002 12 :345-380.
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semblent indiquer que I'évolution de la structues @haines latérales d’arabinanes et

de galactanes est corrélée a différents stadeswiappement cellulaire et tissulaire.

Le rhamnogalacturonane lla été décrit pour la premiere fois en 1978 (Dhetikl, 1978).
La masse moléculaire du RG-Il est faible (5 a 10aK[Ba structure qui repose sur
I'association de 11 résidus monosaccharidiquegrdifits est proposée en figure 27. La
chaine principale du RG-Il est constituée par ainm8 résidus d’acide galacturonique
liés en a 1,4. La chaine principale d’acide galacturonigstesebstituée en C-3 par deux
disaccharides distincts (C et D) et en C-2 par daigosaccharides distincts (A et B)
(Vidal et al, 2000).

Le type et la taille des substitutions des RG-k samiables chez les especes
monocotylédones et dicotylédones (Daretlial, 1985 ; York et al, 1986 ;Thomaset al,
1989). En revanche, méme si quelques différencetrdetures ont été signalées par
Rodriguez-Carvajadt al (2003), la structure du RG-Il apparait formidabéetnconservée a
travers I'évolution, ce qui laisse supposer gpdsrraient avoir une fonction capitale
(McNeil et al, 1984).

* Darvill A.G., Mc Neil M., Albersheim P., Structarof plant cell wall. 8. A new pectic polysacchasdPlant
physiol, 1978 62, 418-422.

* Vidal S., Doco T., Williams P., Pellerin P., YoW.S., O'Neill M., Gluska J., Darvill A.G., Structa
characterization of pectic polysaccharide rhamrexgalonan| : evidence for the backbone location of aceric
acid-containing oligoglycosyl side chaibarbohydr. Res200Q 326, 277-294.

* Darvill A.G., Albersheim P., Mc Neil M., Lau J.MYork W.S., Stevenson T.T., Thomas J., Doare&8lljin

D.J., Chelf P., Davis K., Structure and functiorptent cell wall polysaccharide$, Cell. Sci. (Suppl.)1985 2,
203-217.

*York W.S., Darvill A.G., MC Neil M., StevensonT.TAlbersheim P., Isolation and characterizatioplaht

cell walls and cell componentgleth. Enzymo] 1986 118, 3-40.

* Thomas J.R., Darvill A.G., Albersheim P., Rhamalagturonan I, a pectic polysaccharide that israpgment

of monocot cell wallsCarbohydr. Res1989 185, 279-306.

* Rodriguez-Carjaval M.A., Du Penhoat C.H., Mazé&auDoco T., Perez S., The three dimensional stirgcof
mega-oligosaccharide rhamnogalacturondn monomer : a combined molecular modeling and NMR
investigationCarbohydrate researgl2003 338, 651-671.

* Mc Neil M., Darvill A.G., Fry S.C., Albersheim FStructure and function of the primary cell wallstbe
primary cell walls of plantsAnnu.Rev.Biochenl984 53,625-664.
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Tableau 3: Structure chimique des différentes régions pectiquiale leurs substitutions d’aprés Mollet, 2006.

Possibilité de trouver des groupements QERC6,
—» Possibilité de trouver des groupements QERC2,
—» Lieu d’encrage des substitutions A, B, C, et D ®gslhture homogalacturonane dans les RG2 et des

arabinanes, galactanes et/ou arabinogalactanéessature rhamnogalacturonane dans les RG1 (l&émes résidus
Rha peuvent étre substitués).

¥ v u v + ¥

4 O-Gal A 134 e D- Gal A 1 e D- Gal 4014 ) @ D- Gal A 124 - O- Gal A 14 ] @ 0-Gal A 1
Homogalacturonane

{oe1 -0
{oe1 )i -0-m
{oe L -0-o

+ ¥
—3d e O Gal e[ 1-3d e O Gal A 134 Ja- - Gzl A 134 | @ D- Gal A 1-3d Ja- O Gal A 1-d ) @ D-Gal A 13
¥ylogalacturonane

A (128 Kdo-[1—=23]—= (B] B (128 m-Dha-[133] —»
2-0-pde-m-Fuc-[1—=2]
Cl = 122 -[1-:4];-5;-[1—:2@&@-[1—:3]3- (123 P-fpi-[1a2) ™
{31—1]-Galﬂ-ﬁ
(0] u.-L-Gal-[‘l—}E]i-GIcﬂ-[1—14]u.—l|=uc-[1—}-'1]i-I 112 B-Api 12—
2-0-Mew iyl [ 1—=23] Pe1pGalfe
(0] 4 [E]Jr [C]J, [ﬁ]Jr

4 10- Gal A 1= - O- Gal A 1= - O Gal - 1=d e - Gal 41— - 0- Gal A 1=d - D- Gal A 1= ) - 0- Gal A
Rhamnogalacturonane 2 |RG2)

—5 - [1-25] @ [125]x- [1—25]x- 135 {135 Arabinanes
A
& Arabinane
—0 - -[1=26) (15
i Galactanes

1

—4)8-0-Gal-{1-34] B-0- Gzl 1-34) B-0-Gal{ 1-4] B-0- Gl {134 B-0-Gal{1>4] — Arabinogalactane

& &

Arabinogalactane

E E Type 1
—d B-0-Gal-[1—4 ] B-0- 051 [1—d | B-0-C51 [ 1=4 ] B-0- Gal-[ -4 -0- Gzl 1) —*
' ! ' ' ' ! }
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Figure 23 Structure de 'homogalacturonane (HG) d’aprés &idt al, 2001

* Ridley B.L., O’'Neill M., Mohnen D., Pectins: strture, biosynthesis and oligogalacturonide-related
signalling,Phytochemistry2001, 57, 929-967.
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Figure 24: Structure des galacturonanes substitués d'aprasiset al(1995) et Golovchenket al
(2002).

* Schols H.A., Bakx E.J., Schipper D., Voragen AL.GA xylogalacturonan subunit present in the medi
hairy regions of apple pecti@arbohydr. Re;, 1995 279, 265-279.

* Golovchenko V.V., Ovodova R.G., Shashkov A.S.,0@ev Y.S., Structural studies of the pes
polysaccharide from duckweé&mna minc L., Phytochemistry2002 60, 89-97.
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d’aprés Ridleyet al,, 2001.

p-p-galactan

p-p-Galp

3- and 3,6-linked 4- and 4,6-linked
p-D-galactan

4-GalA(1-2)-Rha-1
backbone

3 and 3,5-linked «-L-arabinan

o-L-Araf

p-pD-GlepA

d’aprés Paulsen & Barsett, 2005
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Figure 25: Structure du rhamnogalacturonane |

* Ridley B.L., O’'Neill M., Mohnen D., Pectins: strture, biosynthesis and oligogalacturonide-related

signalling,Phytochemistry2001, 57, 829-967.

* Paulsen B.S., Barsett H., Bioactive pectic potgsemridesAdvances Polymers Scienc2805 186, 69-101.
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Figure 26: Structures des arabinanes et arabinogalactangpel¢ ¢t |1, d’aprés Raleet al, 2002..

* Ralet M.C., Bonin E., Thibault J.F., Pectins, Ba Biopolymers vol. 8, Polysaccharides Steinbiichel A.
(Ed.), WileyVCH Verlag Gmbh, Weinhein2002 12,345-380.
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Figure 27: Structure du rhamnogalacturonane Il, schéma $edaitigues-Carvajadt al, 2003.

* Rodriguez-Carjaval M.A., Du Penhoat C.H., Mazeauxco T., Perez S., The three dimensional stracbfir
mega-oligosaccharide rhamnogalacturondn monomer : a combined molecular modeling and NMR
investigationCarbohydrate researgl2003 338, 651-671.
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1.2.6.2. Organisation tridimensionnelle des domsipectiques

Si la structure fine des domaines pectiques estargement documentée, en revanche
guelques questions restent a ce jour sans répdaées concernent essentiellement
'assemblage macromoléculaire des domaines pestiguaein de la paroi cellulaire végétale.
En s’appuyant sur une analyse détaillée de laditiée, Willatset al (2001) et Perezt al
(2003) proposent deux modeles de la structureqex(ffigures 28 et 29). Similaires dans leur
conception, chacune de ces représentations metezgue les limites des modéles proposés
jusqu’alors. Comme l'indiquent les auteurs, si dis tmodéeles permettent de donner une
bonne lisibilité de la structure et de l'organieatides différents domaines pectiques ou
alterne des zones lisses dmooth regiom) de type HGA et hérissées Hairy region»)
principalement de type RG-I et RG-Il, ils ne témmagt pas de facon absolue des relations
entre les domaines pectiques. Ces deux représergatbnt en effet proposées en considérant
que les domaines HGA, RG-I et RG-Il sont liés dmfacovalente ce qui, du point de vue de
'analyse, n’est pas formellement établi. Il a aegent été démontré que les domaines HGA
et RG-Il présentent une chaine principale d’acpu@ggalacturoniques. Dans le cas des RG-I,
aucune preuve n'a étéa-notre connaissance obtenue qui démontrerait I'existence d’'une
telle liaison covalente ; cependant les RG-I sosté&natiquement solubilisés a partir des
parois cellulaires par utilisation d’endopolygailachases. De plus, un fragment RG-I like a
éte détecté au cours de I'étude d’'un fragment Ri@difuant a cette occasion la proximité de

ces fragments Rodriguez-Carvagalal,(2003).

1.2.6.3. Liaisons chimiques des pectines dansHai pa

Différents types de liaisons peuvent stabiliserdeshaines pectiques en solution mais
aussiin situ, c'est-a-dire dans la paroi végétale. Dans caatetas, les molécules pectiques y
sont stabilisées ce qui s’oppose a leur extradt@bil

* Willats W.G.T., Mc Cartney L., Mackie W., KnoxHRl., Pectin : cell biology and prospects for funatio
analysisPlant Molecular Biology2001, 47, 9-27.

* Perez.S, Rodriguez-Carjaval M.A., Doco T., A cdexpplant cell wall polysaccharide : rhamnogalachan

I1. A structure in quest of a functioBjochimig 2003 85, 109-121.

* Rodriguez-Carjaval M.A., Du Penhoat C.H., Maz&auDoco T., Pérez S., The three dimensional sinecof
mega-oligosaccharide rhamnogalacturondn monomer : a combined molecular modeling and NMR
investigationCarbohydrate ResearcB003 338, 651-671.

78



D Gan @ Gal
(Jrna A Am

Oha B oo

[ Glea A Api
£ Mextyl

@ Fuc 1"*"1 xﬁ"

) AcMeFuc M Methyl
A nchce A Acelyl

Figure 28: Modéle moléculaire de la structure primaire dedipes (d'aprés Perez al, 2003).

* Pérez.S, Rodriguez-Carjaval M.A., Doco T., A cdexpplant cell wall polysaccharide : rhamnogalachan
I1. A structure in quest of a functioBjochimig 2003 85, 109-121.
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* Willats W.G.T., Mc Cartney L., Mackie W., Knox J,Pectin : cell biology and prospects for functiloaaalysis Plant Molecular Biolog, 2001, 47, 9-27.



[.2.6.3.a La structure en « eggs box »

Les chaines HGA de DP suffisamment importants (@minsnl5 a 20 résidus de GalA)
peuvent interagir avec des ions divalents, le galanotamment (Axelos et Thibault, 1991). Dans
ce cas, linteraction implique 9 atomes d'oxygemisne méme chaine ou de deux chaines
d’'HGA contigues -deux oxygenes des liaisons glycosidiques, deuxénrggdes cycles, deux
oxygenes des fonctions acides carboxyliques et tooictions alcools secondairepar liaison de
coordination (figure 31A). La propagation de catiteraction explique I'apparition de gels de
bonne tenue en solution ou la mise en place daoteams intermoléculaires au sein de la paroi

cellulaire contribuant ainsi a la stabiliser.

[.2.6.3.b La liaison covalente Bore / RG-II

Le RG-Il est resté un polysaccharide énigmatiqueartude trés nombreuses années. En
2000, Matohet al ont démontré I'existence d’'un dimére RG-1I / RGalsocié au travers d’une
liaison 1 : 2 borate-diol diester. L’'ester estgppuécisément formé entre les résidus apiosyl de la
chaine latérale A (Figure 30 et 31Be RG-Il est I'un des polysaccharides les plusinagx
identifié & ce jour dans la nature. Il suscite eldtuent un intérét grandissant de la part de la
communauté scientifique en raison d’'une part decapacités a interagir avec le bore et, d’autre
part, de son rble supposé dans la structuratida paroi des cellules végétales. Pezeal (2003)
ont, par couplage d'études structurale et de dygaenimoléculaire, proposé un modele
d’organisation tridimensionnelle d’'une telle intetian (figure 32). La compilation des données
disponibles dans la littérature sur le sujet, stggrie la fonction élémentaire du bore est de
ponter de facon covalente les pectines de la mathilaire. Un tel pontage apparait par ailleurs
nécessaire pour permettre 'expansion du réseagétalaaiu cours de la croissance cellulaire et, de

facon plus générale, au cours du développementalégé

* Axelos M.A., Thibault J.F., The chemistry of lowethoxyl pectin gelation, InThe chemistry and technology
of pectin,Walter R.H. (Ed.), Academic Press New YatR91, pp 109.

* Matoh T., Takasaki M., Takabe K., Boron nutritiohonltured tobacco BY-2-celldll. Characterization of
boron rhamnogalacturonahcomplex in cells acclimated to low levels of bar&tant Cell Physial 2000 41,
363-366.

* Pérez.S, Rodriguez-Carjaval M.A., Doco T., A cdexpplant cell wall polysaccharide : rhamnogalagham
I1. A structure in quest of a functioBjochimig 2003 85, 109-121.
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1.2.6.3.c Liaisons entre les groupements carbquels des GalA

Environ 2% des résidus GalA peut s’associer parsasterification (figure 31 C). Une telle
réaction peut étre catalysée par certaines cat&sgde pectines méthyles estérases (PME) (Fry,
1986 ; Ridleyet al, 2001 ; Vinckeret al, 2003).

[.2.6.3.d Liaisons entre pectines par I'intermédiaes acides féruliques

Wallace et Fry (199%ont isolé et caractérisé des liaisons covaleatde chaines pectiques
impliquant l'interaction d’acides féruliqgues et désidus arabinosyl et galactosyl des chaines

latérales des RG-I.

I.2.6.3.e Les liaisons entre les macromoléculediguess et les autres

constituants de la paroi

* avec les protéines par interactions ioniques (Tucker et Mitchell939 ou par liaison
covalente (Qet al en 1995) avec I'extensine.

» avec les hémicellulosesThompson et Fry (2000ont démontré la liaison covalente des
xyloglucanes avec les chaines latérales d’arabineinge galactanes des RG-I.

» avec la cellulose les pectines sont liées de fagon covalente agexyleglucanes qui eux
méme sont liés de facon covalente avec la celluf@bakuret al., 1997). Des études
RMN montrent par ailleurs des associations foressghlactanes caractéristiques du RG-I
avec des résidus cellulosiques recueillis par siidabion poussée des hémicelluloses par
les alcalis (Willatet al, 2001).

* Fry S.C., Cross-linking of matrix polymers in tgeowing cell walls of angiosperm&nnu. Rev. Plant Physio
1986 37, 165-186.

* Ridley B.L., O'Neil M.A., Mohnen D., Pectins : rsicture, biosynthesis, and oligogalacturonide-eelat
signaling,Phytochemistry2001, 57, 929-967.

* Vincken J.P, Schols H.A., Oomen R.J.F.J., Mc Cahe&., Ulvskov P., Voragen A.G.J., Visser R.G.K., |
homogalacturonan were a side chain of rhamnoglactur|. Implications for cell wall architecture?lant
physiology 2003 132, 1781-1789.

* Wallace G., Fry S.C., Phenolic components ofpitaat cell wall,Int. Rev. Cyto0].1994 151,229-267.

* Tucker G.A., Mitchell J., Cell walls, structuratilisation and manipulatiorRlant Biotechnology1993 55-
103.

* Qi X.Y., Behrens B.X., West P.R., Mort A.J., Sbilization and partial characterization of extemsin
fragments from cell-walls of cotton suspensionunés : evidence for a covalent cross-link betweeersin and
pectin,Plant physiology1995 108, 1691-1701.

* Thompson J.E., Fry S.C., Evidence for covalemkdige between xyloglucan and acidic pectin in susipe-
cultured rose cell®lanta, 200Q 211, 275-286.

* Thakur B.R, Singh R.K., Handa A.K., Chemistry amks of pectin a reviewgritical reviews in food science
and nutrition 1997, 37(1), 47-73.

* Willats W.G.T., Mc Cartney L., Mackie W., KnoxHR., Pectin : cell biology and prospects for funutio
analysisPlant molecular biology2001, 47, 9-27.
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Figure 31: Liaisons chimiques des pectines au sein de la pathilaire végétale, schéma tiré de Vinclet al
(2003). (A) interaction avec le calcii; (B) liaison borate-diol ester entre deux RGC) transestérification ¢

fonctions uronyl-ester.

* Ridley B.L., O’'Neil M.A., Mohnen D., Pectins : rsicture, biosynthesis, and oligogalacturo-related
signaling,Phytochemistry2001, 57, 92-967

* Vincken J.P, Schols H.A., Oomen R.J.F.J., Mc C&h&., Ulvskov P., Voragen A.G.J., Visser R.G.R.
homogalacturonan were a side chain of rhamnoglacturd. Implications for cell wall architecturePlant
physiology2003 132, 1781-1789.
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Figure 32: Représentation tridimensionnelle du dimére déIRGaprés Pereet al, 2003).

L’atome de bore est encadré.

* Pérez.S, Rodriguez-Carjaval M.A., Doco T., A ctewplant cell wall polysaccharide : rhamnogalagham
I1. A structure in quest of a functioBjochimig 2003 85, 109-121.
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[.2.7. Vers un nouveau modele structural des pectas : I'HG est-il en fait une

chaine latérale du RG-I ?

«If Homogalacturonan were a side chain of rhamnogaleonan |. Implication for cell wall
architecturé. Vincken et al, 2003, Plant Physiology, 132, 1-A37B9.

Jusqu’'a présent, il était communément admis qu&AHormait la chaine principale des
polymeres pectiques comme le montre les figurestZ® (Pereet al (2003) et Willatset al 2001).
Cependant, une structure alternative a été récetnpneposée par Vinckeet al (2003) (figure 34)
dans laquelle 'HGA est désormais considéré comnme des chaines latérales du RG-I. Le modéle
pariétal de Vinckeret al. repose sur une structure cellulose/xyloglucand&ssee dans une matrice
de pectines interconnectées. Jusqu’'a présentmella moyenne était représentée comme un gel de
pectate de calcium (HG de faible DM) séparant dmilles voisines. La question de savoir pourquoi
ces polyméres s’accumulent & cet endroit et comrteniamelles moyennes riches en HG sont
associées a la paroi primaire n'a cependant pasrernmuvé de réponse. Selon Vincken, les HG
meéthylestérifiés (potentiellement sans arabinangaktctane) seraient les premiers a étre déposés au
niveau de la plaque cellulaire d’'une cellule enrsale division. lls pourraient ensuite étre dedwér
par les PME devenant par la méme occasion seraibbalcium et pouvant des lors, former des gels.
De tels HG seraient alors extraits de la plupast digétaux par utilisation de chélateurs de calcium
L'instant a partir duquel la synthése de la lamsiteyenne est considérée comme achevée ne préceéde
pas forcément la formation de la paroi primaire. éfet, il est admis aujourd’hui que la lamelle
moyenne apparait progressivement avec la parogpeniMatar et Catesson, 1988/incken suppose
par ailleurs que les molécules pectiques dépos#edefa la lamelle moyenne seraient stabilisées dan

la paroi selon deux mécanismes :

- Des contraintes physiques travers desquelles les RG-I seraient pressdedes fibrilles de
cellulose induisant une géne stérique qui abaitdarkberté de mouvement de leurs chaines
latérales. Une telle hypothése est corrélée pard&de mutants déficients en arabinose chez
lesquels les composés pectiques sont faiblemesmtugtdans la paroi. Les arabinanes sont

alors considérés comme des points d’ancrage dammarai cellulaire. Au contraire, les

* Vincken J.P, Schols H.A., Oomen R.J.F.J., Mc Cann MWyvskov P., Voragen A.G.J., Visser R.G.F., If
homogalacturonan were a side chain of rhamnoglatturio Implications for cell wall architectur@lant physiology
2003 132, 1781-1789.

* Pérez.S, Rodriguez-Carjaval M.A., Doco T., A comptdant cell wall polysaccharide : rhamnogalacturohHa A
structure in quest of a functioBjochimie 2003 85, 109-121.

* Willats W.G.T., Mc Cartney L., Mackie W., Knox J,RPectin : cell biology and prospects for funcéibanalysis,
Plant molecular biology2001, 47, 9-27.

* Matar D., Catesson A.M., Protoplasm®88 146, 10-17.
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galactanes pourraient jouer un réle prédominans tanégulation et le contréle de la porosité

des parois.

- Des liaisons entre les différentes couches pediqué augmenteraient la cohésion de
I'édifice. Il semble que les liaisons covalentesr@ihes domaines RG-llia un atome de bore
soient les acteurs principaux d'un tel phénoméms. harois des cellules déficientes en bore
apparaissent en effet épaissies. L'ajolt de bora aour conséquence de rétracter les parois

qui apparaitront des lors plus condensées, domscsplucturées.

La répartition des différents domaines pectiquegravers de la lamelle moyenne et de la
paroi primaire est présentée en figure 34. Vingkepose que les chaines principales des RG-I soient
disposées parallelement & la membrane cellulaire.c@séquence, les chaines latérales qui la
substituent présenteraient une orientation perpataiie a celle-ci. Par ailleurs, les chaines d'HG
seraient plus longues que les autres et présesnierdés zones de recouvrement partielle ou totale
avec les couches pectiques adjacentes afin notantdadiavoriser la dimérisation des RG-Il dans la
paroi primaire. Enfin, les domaines pectiques remipar les arabinogalactanes seraient déposés plus
tardivement au cours du développement cellulairedet facon préférentielle, a proximité de la
membrane plasmique et donc des fibres de celldoseours de synthése. Un tel phénomene, outre
gu'il permettrait d’expliquer I'établissement d'eractions privilégiées entre les pectines et leeé
de cellulose dans la paroi primaire, explique alissiraordinaire stabilité chimique et physiquelde

paroi cellulaire végétale.

L'analyse comparative des différents modeéles paesglisponibles dans la littérature met en
lumiere les pistes restant & explorer en matienaedpart d’analyse structurale des pectines attréda
part, de compréhension de I'organisation tridimemselle de la paroi cellulaire. C’est notamment le
cas pour le mode d’association entre le RG-I eGl't& nature ordonnée ou aléatoire de la distduti
des chaines latérales sur le RG-l ou encore le reoetlda distribution des RG-II sur 'HG. Quoigu'il
en soit, et quel que soit le modele retenu, unesehest admise : les pectines sont une famille de
polysaccharides extrémement complexes dont la teteicest trés variable. Cette derniére est
dépendante de l'espece végétale, des tissus cosidé dans ces tissus, des groupes cellulaires
étudiés. La longueur des chaines des différentsaoi@m® est aussi variable, tout comme la
composition monosaccharidique des RG-I. Au corgraia structure des RG-Il semble étre tres
conservée. De plus, les acides galacturoniquedH@s pourront étre méthylestérifiés ou acétylés.
Chacun des degrés de méthylestérification ou d/eté&in aura d’ailleurs un réle majeur dans les

propriétés fonctionnelles des pectines.

89



e s e |
Homogalacturonan

5

Fihamnﬂgala{;iuronan il

-

Acetyl ester ¥ Methyl ester

Galacturonic acid (Gala)
Rhamnose (Rha)
Apiose (Api)

Fucose (Fuc)

Aceric acid (Aceh)
Galactose (Gal)

Arabinose (Ara)

Aylose (Kyl)
Glucuronic acid [(GlcA)

® 0O O © @ o @ @ O @

© Deoxylyxo-
heptulopyranosylaric acid (Dha)  octulopyranosylonic acid (KDO)

Ketodeoxymanno-

Figure 33: Les modéles pectiqué¢s) conventionnel eB) alternatif, schéma selon Willags al (2006).

* Willats G.T.W., Knox J.P., Mikkelsen J.D., Pettiew insights into an old polymer are startingéd Trends
Food Sci. Technqgl2006 17, 97-104.
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Figure 34: Le modéle pectique de Vincketnal (2003).

2A : vue latérale de deux parois cellulaires séparéesmne lamelle moyenne et associant deux celldesnes.
1 - plaque cellulaire formée par I'associatiorf GaHG déméthylestirifées de cellules oppos@esstabilisation
des couches pectiques supérieures par dimérisagioiRG-11 (liaisons bore-diol ester§)- le RG-I est pressé
contre les microfibrilles de cellulose. Les ramafions des mémes RG-I enrobent les microfibrilleescacomme

double conséquence de stabiliser a la fois lesdide celluloses et de limiter I'extractabilité eR&3-1.

2B : vue de dessus de la paroi orientée de la membtasmigue vers la lamelle moyenre- la dimérisation
des RG-II peut s’établir dans une méme couche gueetou entre deux couches pectiques différebtesles

AG-I et les arabinanes comblent les intersticesdamparoi et régulent ainsi sa porosité.

1 - Notes :les régions déméthylestérifiées des domaines HiE ggisées. Les barres grises correspondent aux
microfibrilles de cellulose. * microfibrilles de kb&lose. cm : membrane plasmique. pcw : paroi tale

primaire. ml : lamelle moyenne. Pour les autrestsyles, consulter la figure 1.

* Vincken J.P, Schols H.A., Oomen R.J.F.J., Mc Cah&., Ulvskov P., Voragen A.G.J., Visser R.G.K., |
homogalacturonan were a side chain of rhamnoglawctur|. Implications for cell wall architectureRlant
physiology 2003 132, 1781-1789.
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|.3. Phytopolysaccharides, pectines et valorisation

Reposant souvent sur une approche empirique, tasi@tés biologiques des plantes
et des substances naturelles quelles renferment, dctuellement I'objet de nombreux
travaux. Sur la base d’'une synthese bibliographifaulsen (2002, 20Q5orécise, tout en
expliquant leur origine, les propriétés biologiquiss polysaccharides en général et des
pectines en particulier. Une telle démarche n'est igolée et il semble aujourd’hui que les
pharmacopées traditionnelles soient revisitées agenf plus systématique ouvrant par la
méme la voie au développement de champs discigmanouveaux, c'est le cas pour
I'éthnopharmacologie et la phytocosmétologie. Urédet stratégie requiert, d’'une part,
I'identification des espéces végétales sourcesd'eytre part, I'isolement puis l'analyse
structurale des molécules biologiquement activascampilation des données permettra dans
un dernier temps de corréler les propriétés biglogg observées a la présence de familles de
molécules et, a l'intérieur de ces familles, deifaathimiques désignés comme responsables

de l'activité.

[.3.1. Valorisation des polysaccharides en cosynéti

Dans le domaine de l'industrie cosmétique, les sagharides sont principalement
utilisés comme agent de textMartini et Seiller, 1992). Ces macromolécules aegtant
considérablement la viscosité des phases aquellsaivent par ailleurs contribuer a la
stabilité de la formule et donner une consistancell@-ci. Comme l'indique le tableau 4, les
agents de texture sont classés - selon leur origeretrois catégories : les agents de texture
naturels, les agents de texture semi-synthétiques agents de texture synthétiques.

lIs sont épaississants lorsque les polyméres neepéypas s’associer fortement en

raison : d’'un taux de ramification éleve, de stnoes trop irrégulieres, de la présence de

* Paulsen B.S., Biologically active polysaccharidsspossible lead compoun&ytochemistry Rewiew2002
1,379-3809.

* Paulsen B.S., Barsett H., Bioactive pectic potyseamridesAdvances Polymers Scienc2805 186, 69-101.
* Martini M.C., Seiller M., Actifs et additifs en cogtologie,Tec et doc Lavoisiefl992,pp 630.
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Tableau4 : Les principaux agents texturants utilisés en ctispne d’apres Martiniet Seiller, 1992.

Origine

Dénomination

Les agents de texture naturels

Origine végétale

Origine microbienne

Origine animale

Origine minérale

Extraits de graines

Exsudats de plantes

Extraits de fruits

Extraits d’algues

Dérivés exocellulaires

Protéines de lait
Peaux-os
Carapaces

Argiles

Dioxydes de silicium
amorphes

Gomme de caroube
Gomme de Guar
Gomme arabique
Gomme Adragante
Gomme de Karaya
pectines
Agar-agar ou gélose
Alginates
Carraghénanes
Xanthane
Dextrane
Gellane
Caséine
Gélatine
Chitosane
Silicates d’aluminium
Silicates de magnésium

Silices hydratées

Agents de texture semi-synthétiques

Cellulose

Carboxyméthyicellulose
Hydroxypropylcellulose
Hydroéthylcellulose
Hydroéthylpropycellulose

Hydropropylméthylcellulose

Agents de texture synthétiques

Polymeres acryliques

Polyacrylamides

* Martini M.C., Seiller M., Actifs et additifs en cogtologie,Tec et doc Lavoisiefl992,pp 630.




substituants non hydrocarbonées (MeOH, acétylegeapyruviques). lls
présenteront en revanche des propriétés gélifiaritesont capables de s’associer
étroitement pour former un réseau tridimensionoeépx au sein duquel le liquide de
dispersion est immobilisé. De telles associatiamg favorisées lorsque les polyméres sont
peu ramifiés et présentent un taux de substitut@nhydrocarbonée faible. Les principaux

épaississants utilisés par lI'industrie cosmétiaure s

* Les galactomannaneffigure 35) obtenus par broyage de l'albumen daings
Ceratonia siliquaet deCyanaposis tetragonolibu€es extraits sont respectivement la
gomme de caroube et la gomme de guar. La chaineigale est constituée
d’enchainement de mof-D-(1 - 4)-Man sur lesquels sont greffés des résidas¥

galactose (Martinet Seiller, 1992).

» La gomme de Karayast un exsudat naturel @&erculia urenset d’autres espéces de
la famille desSterculiacéesarbres originaires d’'Inde et de I'Afrique de I'€si. Ce
polysaccharide acétylé de trés haut poids molareanstitué de galactose, rhamnose
et d’acides galacturoniques et glucuronique. Lesrattions entre les chaines sont
rendues difficiles a cause du désordre importamtagionné par le mélange trés
complexe de polysaccharide et de I'encombremeniqgee® di a la présence de

substitution par des fonctions acétyles (MargnhiSeiller, 1992).

« La gomme de Xanthane (figure 36) (Ciullo et Andars2000) est obtenue par
fermentation aérobie de sucres panthomonas campestrisne bactérie isolée du
chou La chaine principale est constituée de résidys-Deglucose qui sont substitués
une fois sur deux par une chaine latérale trisaitigpe composée d'une unité
mannose, d'un acide glucuronique Ilui-méme lié a umdté mannose. Ce
polysaccharide a un trés haut poids moléculairs.résidus de mannose pourront étre
substitués par du pyruvate lorsqu’ils sont en pmsiterminale ou des acétyles
lorsqu’ils sont associés a la chaine principalerdison d’un fort degré de substitution

et de leur caractére polyanionique (groupementsvayes et carboxylates qui donnent

* Martini M.C., Seiller M., Actifs et additifs en cogtologie,Tec et doc Lavoisied992,pp 630.
* Ciullo P.A., Anderson M., Xanthan gum, a clearlytbestabilizer S6fw journal 200Q 126(6),34-36 .
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au xanthane un caractére anionique trés marqus),pclymeres ne peuvent pas

s’associer fortement.

Les principaux gélifiants sont essentiellementagtdra partir d'algues marines :

Les acides alginiques et les alginates sont extdagtigues brunes. lls sont composés
d’acides mannuronique et guluronique. Comme ckesiak pour les pectines, les gels
se forment par association de zones polygulurosicaxec un cation divalent, le
Ca*(Martini et Seiller, 1992).

Les carraghénanes (figure 37) sont des polysaddsasulfatés extraits de certaines
algues rouges. Ces macromolécules sont constipagéese chaine de D-galactose, les
différences entre les carraghénanes sont dues awbrep a la position des
groupements sulfates et a la présence ou non da18i6-anhydro galactose. Il existe
cing types de carraghénanes. La solubilité desmghénanes est fonction de la teneur
en groupement sulfate (hydrophiles) et en groupént® anhydrogalactose
(hydrophobes). La force du gel peut étre accrueajmdit d’'une solution électrolytique
de potassium. Le potassium est un cation de fadille a I'état hydraté, ce qui lui
permet de s'imbriquer facilement dans les hélicesaraghénanes pour neutraliser
les charges négatives des groupements sulfatese @Getitralisation favorise le
rapprochement et I'association des chaines et doada formation d’'un gel rigide
(Martini et Seiller, 1992 .

S’il est aujourd’hui incontestable que les molésulaturelles en général et les

polysaccharides en particulier, bénéficient d’'utériét toujours grandissant de la part de

nombreuses industried’industrie cosmétiqgue en particulieril n’en demeure pas moins que

le principal frein a la valorisation est souvent rizssource biologique elle-méme. Les

polysaccharides extraits de végétaux ont en effetcdractéristiques variables car les espéces

sources sont soumises a des aléas climatiques odbgiEpies qui jouent de maniére

significative sur la qualité et la quantité des @soles qu’elles produisent. Il en résulte un

mangue de reproductibilité des formulations qupp@se a leur mise sur le marché.

* Martini M.C., Seiller M., Actifs et additifs en co®tologie,Tec et doc Lavoisied992,pp 630.
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Longtemps, la notion de glucides est restée liéella de substances de réserves, de
composeés énergétiques et de structures de solgsereléguant a une place d’agent texturant.
Leurs fonctions biologiques aujourd’hui reconnues fa communauté scientifique sont
multiples et les polysaccharides sont désormaiségi en tant qu'actifs par l'industrie
cosmétiquéMartini et Seiller, 1992 . Les recherches sur les actifs polysaccharidiglans
le domaine de la cosmétique restent encore peudahtes et confidentielles. De facon
globale, I'activité biologique des polysaccharidest souvent corrélée a leur acidité. Mais
'acidité n'est pas un déterminant absolu. En reh&n une plus grande complexité de la
structure des polysaccharides (taux de brancheetgamification, degré de polymeérisation)
semble influencer positivement leur capacité aet@tier une activité biologigu&loaguen
et Krausz, 200 Quelques phytopolysaccharides sont déja courammdigtés, c'est par

exemple le cas pour:

» Le phytoglycogéne d’origine marine ou produit par voie biotechnatpg : c’est un
homopolymere de Glc lié en-1,4 eta-1,6. Sa structure est similaire a celle de
I'amidon mais ces chaines sont plus ramifiées. Ssssmoléculaire est estimée & 10
Da. Son utilisation est justifiée par sa capacitérdorcer les mécanismes de défense

et de réparation des cellules de I'’épiderme Pausi 1998 .

* Les galactomannanesxtraits de graines déassia angustifoliavahl, légumineuse
(Caesalpiniacedeexotique originaire d’Inde (Paubt al, 1999). La chaine principale
est constituée d’enchainement de mtid-(1 - 4)-Man sur lesquels sont greffées des
unitésa-D-Gal. Les propriétés de ce polymére sont compesad celles de I'acide
hyaluronique et ses revendications sont les swegaftaulyet al, 1998) :

Sensation de velouté, de douceur et d’émollienoa {rasse et non occlusive)

de la peau.

* Gloaguen V., Krausz P., Barrier function and drinskUse of rhamnogalacturonans as a new therapeuti
strategy,Séwf Journgl2004 130, 20-26.

* Pauly M., Freis O., Pauly G., Les polysaccharidascosmétologie de soirRarfums cosmétiques actualités
1998 140, 41-47.

* Pauly M., Freis O., Pauly G., Galactomannan ayldgducan : Bio-active polysaccharid€3psmetics and
toiletries 1999 114, 7, 65-78.

* Martini M.C., Seiller M., Actifs et additifs en co®tologie,Tec et doc Lavoisied992,pp 630.
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Hydratation a long terme, il améliore la capacitestratum corneuna fixer

I'eau.

Amélioration des propriétés sensorielles tactileslal peau : douceur souplesse,
hydratation.

Correction-réparation des peaux réches et séches ;

Propriétés filmogeénes.

* Le Xyloglucane (figure 38) extrait deTamarin indica(Pauly et Freis, 1998 La
chaine principale est constituée d’enchainememat# 3-D-(1 - 4)-Glc sur laquelle
se greffent en C6 de courtes chaines latératedDdkylopyrannose, parfois porteuses
d’extrémités non réductrices de résiuB-galactopyranose (12). Le xyloglucane a
une activité sur la régénération et la croissarefibbroblastes, son activité est dose
dépendante. Une activité anti-radicalaire libreéarépportée. Ce polysaccharide a des

propriétés immunostimulantes (Martini et Seille392).

* LesB-D-(1- 3)-glucanes extraits de I'avoine et de I'orge (Mansell, 199¢Qnt tres
importants dans les phénoménes de cicatrisatian, adtivent les cellules de
Langerhans, celles-ci produisent des cytokinesegtiune substance qui prévient et

combat les infections. Ces polyméres sont desatetivs de macrophages.

* Pauly M., Freis O., Pauly G., Les polysaccharidascosmétologie de soirRarfums cosmétiques actualités
1998 140, 41-47.

* Martini M.C., Seiller M., Actifs et additifs enasmétologieTec et doc Lavoisie992

* Mansell M.A., Polysaccharides in skin ca@gsmetics & Toiletriesl994 109, 67-72.
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Figure 35: Les Galactomanannes d'aprés Paailgl (1999).

M =Na' K-, Cal

Figure 36: Le Xanthane d'aprés Martini et Seiller (1992

* Pauly M., Freis O., Pauly G., Galactomannan ayldgducan : Bio-active polysaccharid€3psmetics and

toiletries 1999 114, 7, 65-78.
* Martini M.C., Seiller M., Actifs et additifs enosmétologieTec et doc Lavoisie992,pp 630.
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Figure 38 Les xyloglucanes, d'aprés Pauwlyal, 1999.

* Martini M.C., Seiller M., Actifs et additifs enasmétologieTec et doc Lavoisie992,pp .630

* Pauly M., Freis O., Pauly G., Galactomannan aglbglucan :

toiletries, 1999 114, 7, 65-78.

Bio-active polysaccharidgspsmetics and
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I.3.2. Les Pectines d'intérét thérapeutiques

Malgré le développement de la pharmacie de synthiéstee arsenal thérapeutique repose
encore largement sur les propriétés médicinalesodebreuses plantes, souvent reconnues de facon
empirique depuis des temps immémoriaux par divansdsations. Depuis pres de vingt années, avec
la prise de conscience de la biodiversité et dechasse en molécules, I'industrie pharmaceutigue s
tourne de nouveau vers le monde végétal, en expltaszones tropicales, mais aussi en revisitmnt |
pharmacopées traditionnelles. L'étude des plamiadicinales a permis de bien comprendre l'activité
pharmacologique de composés de faibles poids maiées, tels que les alcaloides, mais ces petites
molécules ne peuvent rendre compte a elles saldemus les effets cliniques des extraits végétaux
des molécules de poids moléculaires éleveés, legsaotharides, y ont aussi leur part. Plusieurs
activités biologiques ont été découvertes cheam@maux et chez 'lhomme : stimulation des défenses
immunitaires, activité anti-ulcéreuse, anti-métsigtiae.... On compte également les utiliser pour
encapsuler les médicaments et leur permettre hdtee leur cible. Parmi ces polysaccharides des
plantes médicinales, les pectines se distinguemtddcouverte tardive de I'action des pectines n’est
pas surprenante. Bien que plusieurs polysacchaviglgstaux et microbiens soient utilisés de longue
date comme gélifiants et épaississants dans lestimes du papier, du textile et de I'agro-aliméeta
la réévaluation de I'importance de ces molécules
ne date que d’'une trentaine d’années. Les polysades étaient jusque-la éclipsés par les protéines
avec lesquels ils ont en commun une structure dgmgoe. Pourtant, les oligosaccharides et les
polysaccharides possédent la diversité requise pevir de signaux moléculaires spécifiques dans

divers processus biologiques.

Quelques laboratoires se sont spécialisés surereethc’est le cas pour les équipes du Pr
Yamada au Japon et du Pr Wagner en Allemaié&emment, Paulsen et Barsett (20@&ns leur
revue bibliographique, dressent un bilan remarquael I'état de I'art dans le domaine des pectines
d’intérét biologique. Ils appuient notamment leuguamentaire sur la complémentarité de la relation
structure - fonction de cette catégorie de molécudmactives. Parmi les classes de molécules
pectiques biologiquement actives étudiées, se @dgdes rhamnogalactronanes de type | et Il (RGI et
II) ainsi que les arabinogalactanes de tymd 1l (AG-I et 4l). Le tableau 5 présente la synthése de
cette étude ou ont été répertoriées, en fonctiom steuctures pectiques testées, les propriétés

biologigues observées.

* Paulsen B.S., Barsett H., Bioactive pectic potyseamridesAdvances Polymers Scienc2805 186, 69-101.
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Tableau 5: Plantes et structures pectiques a activités immunostimulantes (d’aprés Paulsen

et Barsett, 2005).

Plantes Structures pectiques Activités observées
AG I AG I RGI | RG I

Acanthus ebracteatu / Effet sur le systéme complément

Angelica acutilob / / Activité antitumoral

Angelica acutilob / / / Effet sur le systéme complém

Atractylodes lance / / / Activité sur le systeme immunitaire intesti

Bupleurum falcatu / / / Anti-ulcel

Bupleurum falcatu / / / Effet sur le systéme complém

Cisatnche desertico / / / Activité mitogen:

Cuscuta chinens / / Immunostimular

Cuscuta chinens / / Antioxydan

Diospyrus kal / / Immunostimular

Entada african. / / Effet sur le systéme complém

Glinus oppositifoliu / / / Effet sur le systéme complém

Glinus oppositifoliu / / / Propriété chimiotactique envers les macrophagest NK-
cellules

Glycyrrhiza uralensi / Effet sur le systéme complém

Glycyrrhiza uralensi / Activité mitogéne

Glycyrrhiza uralensi / Augmente la toxicité des cellules NK contre les éun

Glycyrrhiza uralensi / Prolifération des cellules de la moelle oss

Larix spg / Effets variés sur le systéme immunitaire et fibnésstinale

Lycium barbirium / Module le systeme immunita

Melocactus depress / Stimule la phagocyto:

Panax ginser / / Stimulation de la production d'interleukine-8

Panax ginseng / Activité sur le systéme immunitaire intestinal

Panax ginser / Augmentel’expression des récepteurs Fc des macroph
augmentation de la production IL-6 augmente la&iexr de
NGF

Panax ginser / / Effet sur le systéme complém

Piper nigrum / Effet sur le systéme complément

Plantago majo / / Effet sur le sysime complémel

Plantago majo / Protection contre l'infection des pneumococ

Salvia officinali: / Effet mitogen

Tinospora cordifolii / Activation des cellules

Tinospora cordifolii / antioxydan

Vernonia Kostchyar / / / Effet sur le ysteme compléme
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De fagon générale, les polysaccharides pectiquestifis présentent une chaine principale de type
RG-I. La plupart d’entre eux présente, en positiatérale, un arabinogalactane de type Il. Tres peu
d’exemples décrivant les propriétés d’AG-Il et d&-R pures sont disponibles. Comme le remarquent
Paulsen et Barsett (20D5I semble que I'activité des pectines soit ags®@ la présence de leurs zones
ramifiées («hairy region»). Plus précisément, les 1,3 / 1,6 galactanesdssignés comme groupements
actifs. C'est le cas cheAngelica acutiloba(Kiyohara et al, 1989, 1997),Glinus oppositifolius
(Inngjerdingeret al, 2003),Glycyrrhiza uralensigHiranoet al, 1994 ; Kiyoharat al, 1996 ; Hwanget al,
2003) etVeronia kotschyandNergardet al 2004, 2005). Cependant, tout les RG-I qui pré&sdntne
substitution de type AG-Il ne déclenchent pas @aés biologiques. C'est le cas de I'AG-Il extraie
Larix (Yamadaet al 1999). D’'autres facteurs doivent donc étre priscempte : dimension moléculaire
mais aussi hombre de sites actifs présents sumatécule. C'est le cas pour I'arabinogalactaneigeet
complexe extrait dingelica acutilobaqui est capable d’activer le complément. De facon sungmte, la
molécule native n'active que la voie classique,snsail’on élimine les chaines latérales arabinafasgle
par voie enzymatique, la molécule résultante actileefois la voie classique et la voie alternes thaines
arabinofuranosyle semblent donc bloquer I'actiorladeoie alterne (Yamadet al, 1999). On voit donc,
par cet exemple, que les différentes parties d’'udmen polysaccharide peuvent exercer des effets
activateurs ou inhibiteurs. Un autre cas remarquast celui du RG-Il extrait des feuilles Banax

ginsengqui ne présente d’'activité que sous la forme dedé (Shiret al, 1998).

* Paulsen B.S., Barsett H., Bioactive pectic potyseamridesAdvances Polymers Scienc2805 186, 69-101.

* Kiyohara H., Yamada H., Structure of an anti-cdenpentary arabinogalactan from rootArigelica acutiloba
kitagawa, Carbohydr. Res1989 193, 173-192.

* Kiyohara H., Zhang Y., Yamada H., Effect eReD-(1- 3)-galactanase digestion on complement activating
activity of neutral arabinogalactan unit in a pectrabinogalactan from roots Ahgelica acutilobaKitagawa,
Carbohydrates Polymerd 997, 32, 249-253.

* Inngjerdingen K., Michaelsen T.E., Diallo D., Psen B.S.,In: Perez S. (ed) Abstracts, 12th European
Carbohydrate Symposiyr2003 pp 210.

* HiranoM., Kiyohara H., Yamada H., Existence ofimhnogalacturonang- like region bioactive pectin from
medicinal herbsPlanta Med, 1994 60(5), 450-454.

* Kioyahara H., Takemoto N., Zhao J.F., Kawamura ¥amada H., Pectic polysaccharides from roots of
Glycyrrhiza uralensispossible contribution of neutral oligosaccharidethe galacturonase-resistant reion anti-
complementary and mitogenic activiti®anta Med 1996 62 (1), 14.

* Hwang J.H., Lee K.H., Yu K.W., Characterzation the immunologically active oGlycyrhiza uralensis
prepared as herbal KinciNleutraceutical Food003 8 (1), 29-35.

* Nergard C.S., Diallo D., Michaelsen T.E., Maltdrid.E., Kiyohara H., Matsumoto T., Yamada H., Pani8.,
Isolation partial characterisation and immuno-matinf activities of polysaccharides frordernonia
KotschyanaSch. Bip. Ex WalpJournal of ethnopharmacolog2004 91,141-152.

* Nergard C.S., Matsumoto T., Inngjerdingen M.ndferdingen K., Hokputsa S.; Harding S.E., Micharls
T.E., Diallo D., Kioyhara H., Paulsen S.P., Yam&tauctural and immunological studies of pectin angectic
arabinogalactaivernonia kostchyan&ch. Bip. Ex Walp Asteraceg Carbohydrate researct2005 340, 115-
130.

* Yamada H., Kiyohara H., Complement-activatingysaiccharides from medicinal herbs, In: Wagner Hl)(E
Immunomodulatory Agents from PlanBasel, Switzerland: Birkhauser Verld99 161-202.

* Shin K.S., Kiyohara H., Matsumoto T., Yamada Rhamnogalacturonan Il dimers cross-linked by borate
diesters from the leaves Bfanax ginsendC.A. Meyer are responsible for expression of thiei6é production
enhancing activitie€Carbohydr. Res1998 307, 97.

* Leung M.Y.K. , Liu C. , Koon J.C.M. , Fung K.PPplysaccharide biological response modifigmenunology
Letters 2006 105, 101-104.
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Les données scientifigues définitives manquent mencafin d’identifier les motifs
structuraux bioactifs des pectines. Classiquemssba@ées a la pharmacopée traditionnelle, les
pectines sont considérées aujourd’hui comme ddabdes Biological response modifiess
(Leung et liu, 2006). Il apparait cependant clagamque la variabilité des structures peut
moduler les activités ou les fonctions. Cette dgmiremarque n’est pas sans conséquence
puisqu’elle renforce I'intérét d’'une analyse systdique des structures et des fonctions sur un
nombre croissant de sources végétales afin d’asecries résultats ; elle ouvre aussi la voie a des
stratégies de modifications enzymatiques ou chigsgqules structures pectiques afin de
réguler/moduler leurs propriétés. Une analyse égsstres des brevets utilisant les mots clés
cosmétiques et pectines conduit encore une foissaréférences peu nombreuses et totalement
empiriques qui renforcent le positionnement deeétude située a la croisée des glycosciences

(glycochimie et glycobiologie) et de leur applicatien dermocosmétologie.

* Shin K.S., Kiyohara H., Matsumoto T., Yamada Rhamnogalacturonan Il dimers cross-linked by borate
diesters from the leaves Bfanax ginsendC.A. Meyer are responsible for expression of thiei6é production
enhancing activitie€Carbohydr. Res1998 307, 97.

* Leung M.Y.K., Liu C. , Koon J.C.M. , Fung K.PPplysaccharide biological response modifigmenunology
Letters 2006 105, 101-104.
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CHAPITRE Il : 1 ®® partie

Extraction, analyse structurale et propriétés dermaosmeétiques
des rhamnogalacturonanes de type |

[I.1. Recoverin€ : un rhamnogalacturonane extrait de son de chataig

commercialisé par SILAB

II.1.1. Extraction et caractérisation chimique

Débutée en amont de notre travail de these, lagraiique ghytopolysaccharides et
actifs cosmétiques était le support d'un partenariat scientifiquee-pxistant entre le
Laboratoire de Chimie des Substances NaturellEsseiciété SILAB. Le son de chataigne est
'une des matieres premieres qui a servi de mobigegique pour le démarrage de notre
étude. La matiére premiére déshydratée a été sewuiprotocole d’extraction présentée en
figure 39 au sein du laboratoire R&D de la sociBtEAB (protocole expérimental B) et
transposé -en I'adaptant aux matériels et aux conditions deilisation de ces matérielsa
une échelle pilote (protocole expérimental C). Delmscun de ces cas, I'extraction a lieu dans
'eau et requiert la mise en ceuvre de cocktail zZjemes de grade industriel favorisant la
solubilisation et la purification des polysacchasdles parois cellulaires végétales.

Dans les conditions expérimentales utilisées, demtifés significatives de fractions
glucidiques sont isolées. Elles représentent ume ipgortante de la matieére premiére
compris entre 40 a 47% de la masse initiale (tab&ala bonne corrélation des données
recueillies par utilisation de I'un ou l'autre de®tocoles d’extraction est un indice qui assure
par ailleurs de la bonne transposition de la méitogile a I'échelle industrielle. De plus, des
teneurs en acides uroniques de I'ordre de 7 a &%%dnt suspecter la présenoainoritaire -
de composeés pectiques dont les sucres marqueuls Biad, Ara et Gal ont été caractérisés
aprés méthanolyse et silylation par Chromatographi€®hase gazeuse dans I'extrait brut B
(tableau 7). Compte tenu de la nature de la mapiemmiere, des teneurs élevées de 'ordre de
96% de Glc peuvent étre expliquées par la contdimoimaes extraits bruts par de I'amidon

co-extrait au cours de la mise en ceuvre des prig®eagpartir du son de chataigne.

* Paufique J., Procédé d’obtention d’un principefauiur des traitements de la peau séche, actionéréés et
actif obtenu2004 brevet n°wW02004100915.
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100g.L* de matiére premiére dans I'eau distillée (1L)

Ajustementdu pH a5
T=55¢C

ajout de 5% de carbohydrase
(/MS), 2h

centrifugation sans refroidissementl

résidu

|

surnageant

Inactivation des enzymes
30 min &4 80C

filtre presse

Dialyse

+5% (/MS) de carbohydrase
2ha 35T

Concentration de I'échantillon
Extrait brut

purification sur biogel P6

A/
A/

Fraction polymérique

i

Type d’analyses réalisées

Fraction oligomérique

1

—} Dosages des oses neutres et des acides uroniques

_> Analyse de la composition monosaccharidique par CPG

Fraction monomérique

Figure 39: Protocole B -extraction, purification et analyses du rhamnodal@nane de son de chéataigne
(Recoverine, Brevet Silab WO 2004100915) en comdlitie laboratoire R&D de la société SILAB (protacol

B).
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Tableau 6: Caractérisation des extraits bruts isolés du sarhégaigne.

Extraits bruts % AU Rendement matiere Quantités extraites(en kg)

% ST/matiére premiére

B 7,0 39,9 0.04

C 8,4 46,4 4.6

Protocole B :laboratoire R&D de la société SILAB ;

Protocole C :protocole B transposé a une échelle pilote.

Tableau 7: Caractérisation des extraits bruts par Chromatdgeagn Phase gazeuse aprés méthanolyse et sitylatio
Valeurs exprimées en % molaire des constituantgifaden

Extraits bruts Ara Rha Fuc Xyl Man Gal Gal A Glc | Glc A

B 0,8 0,5 0 0,6 02| 33 1,9 92,8 3,3

C T T 0 0 0 4 T 96 0

Protocole B :laboratoire R&D de la société SILAB ;
Protocole C :protocole B transposé a une échelle pilote ;

T : traces.
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C’est la raison pour laquelle nous avons souh#fitgea nos protocoles en procédant a
une seéparation des extraits bruts par chromatogragibxclusion stérique sur Biogel P6
(figure 40). Elués par I'eau, les extraits brutsséparent en trois fractions principales : F1
(macromoléculaire — éluée avec le volume mort ded@nne), F2 (oligosacchardique —
inclue dans la colonne) et F3 (monosaccharidigékiée avec le volume total de la colonne)
qui, séparées par Chromatographie sur Couche Mimeee un profil caractéristique présenté
en figure 41. Un résultat similaire est produit p#tisation de la Chromatographie Liquide

Haute Performance sur colonne d’exclusion stéragugype Aquagel-OH (figure 42).

Comme le démontrent les données présentées deddau 8, les extraits bruts de
son de chéataigne issus des protocoles B et C adisfent en trois fractions hétérogenes. Les
fractions 1 et 2 macro et oligosaccharidiquese représentent qu’une part minoritaire du
mélange (environ 1% massique de l'extrait) ; gllessentent en revanche des teneurs élevées
en acides uroniques (de 25 a 81,4%, tableau 8)fraetsons F1 macromoléculaires,
composés d'acide galacturonique, de rhamnose,ldferse et de galactose (tableau 9)
présentent par ailleurs la composition attendusatiiaogalactanes acides de la famille des
rhamnogalacturonanes de type I. C’'est aussi Ip@asles fractions F2aligosaccharidiques
- qui dérivent probablement de la dégradation eraigue de fragments RG-I de degrés de
polymérisation plus importants. Enfin, les frac8df8 -monosaccharidiquessont

composées de glucose libéré par dégradation enyraate I'amidon co-extrait.

108



Volume d’élution

Figure 40: Profil de séparation par chromatographie d’exolustérique sur Biogel P6

de I'extrait brut de son de chataigne.
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Te B/C F1 F2 F3 Te

Te :témoin (de bas en haut) GalA, Saccharose, Glc, Xyl
B/C : extraits bruts issus des protocoles B et C

F1, F2, F3 :fractions séparées par chromatographie d'exclust@riques

Figure 41 : Profil de séparation par Chromatographie sur Ceudhince des fractions séparées par
chromatographie d’exclusion stérique sur BiogedE& extrait brut de son de chéataigne.
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Figure 42 : Profil de séparation par Chromatographie Liquideutd Performance sur colonne d’exclusion
stérique de I'extrait de son de chataigng. Yolume mort ; V: Volume total. La courbe rouge représente le
profil d’'une pectine commerciale a 4 mg/ml.
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Tableau 8: Caractérisation des fractions séparées par chrgnagioie d’exclusion stérique sur Biogel P6 a

partir de I'extrait brut de son de chéataigne.

Rendement matiére
Extraits % AU
% ST/matiére premiére
Protocole B
Fraction 1
50.5 0.5
Fraction 2
23.2 0.3
Fraction 3
0 39,1
Protocole C
Fraction 1
50.4 0.6
Fraction 2
81,4 1.3
Fraction 3
0 445

Tableau 9: Caractérisation des fractions séparées par chrgnagubie d’exclusion stérique sur Biogel
P6 par Chromatographie en Phase gazeuse aprésoigtaet silylation. Valeurs exprimées en % melaes
constituants identifiés.

Extraits Ara Rha Fuc Xyl Man Gal Gal A Glc | GIcA
Protocole B
Fraction 1| 23.1 13.7 0.8 11.5 3.9 24.0 17.9 15 3.6
Fraction 2| 8.6 4.8 0 16.6 15 111 18.2 39.3 0
Fraction 3 0 0 0 0 0 0 0 100 0
Protocole C
Fraction 1| 14.6 16.6 0 9.4 14 15.0 38.2 2.2 25
Fraction 2| 6.4 3.6 0 10.2 0.8 1.7 65.9 11.3 0
Fraction 3 0 0 0 0 0 0 0 100 0
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I1.1.2. Evaluation des propriétés dermo-cosméiglogs de Recoverine

I1.1.2.1. Quels actifs pectiques pour SILAB ?

L’évaluation des propriétés dermo-cosmétiques a&aiiésée par I'entreprise Silab (Jouandeaud,
2004). La fonction barriére de la peau est prifeipant assurée par $&ratum corneungjui grace a sa
position stratégique, en contact direct avec l'eaté, lui permet de jouer un réle protecteur desus
sous-jacents vis-a-vis des agressions de typeqig/$UV, brilures), chimique (solvants, détergeats)
encore mécanique (forces de friction). Exposersdaggessions constantes, I'épiderme est contraiséd
renouveler en continu. La desquamation des celudasies est compensée par les divisions cellaldigs
couches profondes (Hafteck, 2002). Grace a ce gsasade différenciation, I'épiderme est capable de
maintenir une épaisseur constante et surtout driveter & sa surface une couche protectrice famotite
et efficace (Haftek, 2002 ; Molés, 2001). Cependaumtcours du vieillissement ou encore lors d’aftes
cutanées, une dérégulation des différents procgsstisipant au maintien d’'une fonction barriércatce
peut survenir et étre a I'origine d’un état de sfebse cutanée (Alias et Ghadially, 2002). Plusieur

facteurs sont impliqués dans ce phénomeéne :

* Une dérégulation de la desquamation liée prideipant a une dégradation inappropriée des
cornéodesmosomes, éléments essentiels dans lsguecermal de desquamation (Rawliegs
al., 1995).

* Un défaut de fixation de I'eau d0 généralemenna altération des processus de synthése et de
dégradation de la profilaggrine entrainant un défic NMF (Natural Moisturizing Factor) dont la
présence est essentielle pour maintenir les qeaglhgsiques des cornéocytes (Martini, 2002).

* Une réduction du taux de céramides, lipides jowsmréle primordial dans le maintien de la
barriére épidermique en association avec d'autesses de lipides. Cette réduction de la synthése
lipidique dustratum corneundiminue avec I'age, notamment celle des cérametiesut

également étre réduite (quel que soit I'age) dueapériode hivernale (Caro, 2000).

* Jouandeaud M., Moreau L., Chauprade Ch., Guichir&loss B.,Gloaguen V., Barrier function and drinskuse
of rhamnogalacturonans as a new therapeutic streg®édw-Journgl2004 4, 130.

* Haftek M., Stratum corneugrAnn Dermatol VenerepP002 129, 117-122.

* Molés J.P., Proliferation et communication kératytaire. Role des protéines WNT dans le contéi@otentiel
prolifératif des kératinocyteS&éminaire d’enseignement CORBE®O01, 13-16.

* Elias P.M., Ghadially R., The aged epidermal peahikty barrier: basis for functional abnormaliti€lin Geriatr
Med, 2002 18, 103-120.

* Rawlings A., Harding C., Watkinson A., Banks J. AckamC., Sabin R., The effect of glycerol and hurgidi
desmosomes degradationsinatum corneumArch Dermatol Resl995 287, 457-464.

* Martini M.C. : La riche palette des actifs hydrats en dermocosmétiqueedc 2002 10, 8, 245-250.

* Caro D.,Stratum corneurrune barriére protectrice a ménageosmeétologig200Q 28, 10-12.
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La formation et la dégradation de la barriere qpm@sente Istratumcorneum.sont donc
des processus dynamiques influencables par lesufgogxtrinseques et intrinséques. La
gualité de la couche cornée sera a chaque instantsultante de I'équilibre intervenant

entre les phénomenes différenciation et desquamétgure 43).
II.1.2.1.a Le processus de desquamation

Dans un épiderme sain, il existe un équilibre eptodifération, différenciation et
desquamation afin d’assurer le renouvellement legliet de maintenir une épaisseur constante
du stratum corneumLa desquamation correspond au phénomeéne pat legurnéocytes sont
détachés de la surface. Ce processus est essiamtgela préservation du tissu barriére qu'est le
stratum corneunet participe ainsi a I'hydratation de la peaucb&ésion entre les cornéocytes est
assurée par I'intermédiaire d’entités protéiqugsesges cornéodesmosomes. Les
cornéodesmosomes sont particulierement importantslp maintien de 'intégrité dstratum
corneum lls sont constitués par I'association de glyctdires : les desmogléines et les
desmocollines. On retrouve principalement au nivaesicouches superficielles la desmogléine-1
(DSG-1) (Wanneet al, 1999).La dégradation des jonctions intercornéocytaisggpotéolyse
aboutit a I'élimination des cornéocytes par desph&nes de friction. Le phénomene de
protéolyse est un événement central de la desqian{&awlingset al, 1995 ; Egelrud, 2000 ;
Watkinsonet al, 2000). Plusieurs enzymes protéolytiques sonligu@es dans ce phénomeéne : la
SCCE étratum corneunchymotryptic enzyme), la SCTEt(atumcorneumtryptic enzyme) et la
SCTP étratum corneunthiol protease). D’autres enzymes intervienneatergent dans le
phénomene de desquamation telles que des glycesidages actions synergiques entre les
protéases et les glycosidases ont pu étre obse@Bez les peaux seches, la desquamation n’est
pas efficace, les cornéodesmosomes ne sont pasdésget les cornéocytes s’accumulent a la
surface de I'épiderme (Haftek, 2002). lls peuveotsaétre a I'origine de I'apparition de
problémes plus du moins importants tels que sésbereutanée, xérose, et dans des cas plus

grave, psoriasis ou ichtyose.

* Wanner R., Wolff B., Glowacki F., Kolde G., Wittig.BThe loss of desmosomes after retinoic acidrireat results
in an apparent inhibition of HaCat keratinocyte @iéntiation Arch Dermatol Rgsl999 291, 346-353.

* Rawlings A., Harding C., Watkinson A., Banks J. AckamC., Sabin R., The effect of glycerol and hurgidi
desmosomes degradationstnatum corneurmArch Dermatol Resl995 287, 457-464.

* Egelrud T., Desquamation in tils¢ratum corneurmAct Derm VenerepR00Q 208, 44-45.

* Watkinson A., Smith C., Coan P., Wiedow O., The mil@ro-SCCE in desquamation, Proceedings of the IXXIt
IFSCC Int. Congress, Berli200Q 16-25.

* Haftek M., Stratum corneumAnn Dermatol Venerep002 129, 117-122.
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Figure 43: Processus de régulation de la desquamation.
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[1.1.2.1.b Défaut de fixation de I'eau

Au niveau de I'épiderme, I'eau se présente soug tlames : un systeme dynamique ou
I'eau est libre et dans laquelle sont dissoutesamebreuses molécules ionisées ou non
(sels métalliques, acides aminés, urée) et unragsstatique ou I'eau est liée aux
molécules dstratum corneungue sont les protéines et les lipides. Dans l&Bys
dynamique, I'eau « en mouvement » se déplace o ficgguliere et continue des couches
basales vers la surface ou elle participera adagovation de la fonction barriere
(Gougerot-Schwartet al, 2000).A c6té de cette eau en mouvement se trouve I'eau

« statigue » au niveau des kératinocytes et sudiegitornéocytes ou elle favorise la
plastification de la kératine et lui confére segppiétés par I'intermédiaire des NMF
(Natural Moisturizing Factor). Les NMF sont issugrneé molécule particuliere : la
filaggrine élaborée a partir d’'un précurseur ldipaggrine. La filaggrine a pour réle
principal d’assurer I'agrégation des filaments éeakine (Haftek, 2002) et la
transformation du kératinocytes en cornéocytese@ebtéine sera dégradée par la suite
dans la partie supérieure de la couche cornéeiabant ainsi a la production des NMF,
capteur d’humidité maintenant un minimum d’hydrataides couches moyennes et
supérieures dstratum corneunfAgache, 2000). Une altération des processus mtbése
ou de dégradation de la filaggrine peut aboutin@réduction en NMF et ainsi a une

réduction de I'hydratation des couches supérieures.
[1.1.2.1.c RGle du ciment lipidique

Le stratum corneunest constitué de cornéocytes, cellules richeseatike, entourées
par des lipides intercellulaires. Les principaysdes constitutifs dgtratum corneunsont les
céramides, le cholestérol et les acides gras liagrouve aussi d’autres classes de lipides
telles que les glycosylcéramides et le choleswilfate. L’espace intercellulaire enrichi de
lipides constitue le premier barrage pour limitgs pertes en eau et est essentiel a
l'instauration d’'une barriére cutanée compétentéesiwcéramides jouent un roéle primordial en
tant que principaux constituants du ciment intéutake (Caro, 2000). Cependant divers

facteurs peuvent étre a 'origine de perturbatidasa synthése des lipides épidermiques

* Gougerot-Schwartz A., Hydratation et produits hydras, Encycl Méd ChitCosmétologie et dermatologie
esthétiquekditions scientifiques et médicales Elseykaris 2000 50-160-B-10, pp 7.

* Haftek M, Stratum corneumAnn Dermatol Venerep2002 129, 117-122.

* Agache P. Physiologie de la peau et explorations fonctioresettutanéesHistopathologie du stratum corneym
Editions EM inter200Q 101-106.

* Caro D.,Stratum corneurrune barriére protectrice a ménageosmeétologig200Q 28, 10-12.
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comme une affection dermatologique ou un changedesaison. En effet, une déplétion en
lipides peut étre observée lors d’'une affectiormiée. Le taux de lipides cutanés peut
également varier au cours des saisons et partieal@nt en hiver ou la synthése des lipides
est réduite (Wannegat al, 1999).Enfin, avec I'dge, on observe une diminution sigative

des différents lipides dstratum corneunet tout particulierement des céramides.

De nombreuses recherches au cours de ces deraigréss ont permis une meilleure
compréhension en termes de structure, composfoamation et fonction dstratum

corneumet ainsi une meilleure approche des peaux séches.

[1.1.2.2. Propriétés dermo-cosmétologiques de Rertio®, I'extrait de
Castanea sativéECS)

11.1.2.2. a ECS et différenciation kératinocytaire

Le processus de différenciation est particulieranmaportant pour aboutir & wstratum
corneumfonctionnel. Deux molécules qui participent aatnesnt & ce processus et sont

€galement marqueurs de cette étape de formati@aaieiche cornée ont été étudiées :

- La cadhérine-E qui intervient dans la régulatiera prolifération et de la
différenciation (Kees & Steinert, 2001) ;

- La profilaggrine, précurseur de la filaggrinegat participe a la formation de

'enveloppe cornée.

Les kératinocytes humains ont été traités avec$EIué dans le milieu de culture a
différentes concentrations (0,5%, 1% et 2%). Ldisiles ont ensuite été incubées pendant 2
jours dans une étuve a 37°C en atmosphére humigede de la synthése de cadhérine-E a
éte réalisée par la technique de western blotutl&te I'expression des ARNm codant pour
la profilaggrine a, quant a elle, été réaliseel@@echnique de RT-PCR (Reverse
Transcription Polymerase Chain reaction). Les tawilllustrés sur la figure 44 montrent que
incubation des kératinocytes humains avec 'EC®/@stimule la synthése de la cadhérine-E
de 36%. Cet effet est dose-dépendant. De plusS'Bjouté a 2 % dans le milieu de culture

conduit a une nette augmentation de I'expressigndRINm codant pour la profilaggrine.

* Wanner R., Wolff B., Glowacki F., Kolde G., Wittig.BThe loss of desmosomes after retinoic acidrireat results
in an apparent inhibition of HaCat keratinocyte eliéintiation Arch. Dermato.| Res1999 291, 346-353.

* Kee S.H., Steinert P.M., Microtubule disruption keratinocytes induces cell-cell adhesion througtivation of
endogenous E-cadherido.| Biol. Cell, 2001, 12, 1983-1993.
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L’expression de la cadhérine-E a également étéradsaprés marquage immunologique
sur explants de peau non-traités ou traités a#€¢S’ formulé a 1,5% en émulsion ou avec
le placebo, 2 jours consécutifs. Les explants @i ®nt ensuite récupérés puis congelés
dans I'azote liquide. Des sections de 4 um d’épaissont ensuite réalisées a I'aide d'un
microtope sur lesquelles 'immunomarquage de lehédde-E est réalisée. Les résultats
obtenus aprés traitement ou non des explants sésémtés sur les photos 1a, 1b et 1c
(figure 45). L'immunomarquage de la cadhérine-E tromue les explants non-traités
présentent un taux basal de cadhérine-E qui nastnpodifié lorsque les explants sont
traités avec I'émulsion placebo. Le traitement aVEE€S formulé a 1,5% pendant 48
heures augmente I'expression de la cadhérine-E amngux deux autres explants.
En jouant sur les deux molécules essentielles @aeepsus de différenciation, 'lECS
stimule la différenciation kératinocytaire et pafe ainsi au développement et au maintien

d’une barriére efficace.

[1.1.2.2. b ECS et synthese de lipides épidermiques

La composition lipidique de I'espace intercelluta@st un parametre essentiel dans le
bon fonctionnement dstratumcorneumet constitue la premiere barriere pour limiter les
pertes en eau. Les céramides en particulier, i constituants du ciment intercellulaire,

sont essentiels a I'organisation lipidique de laibee cutanée (Rawlings, 2003).

L’effet de 'ECS, formulé a 4% en émulsion, susjathése des céramides a été testé
sur neuf volontaires avant et aprés sept joursaitement biguotidien et comparé a une
émulsion placebo. Les lipides épidermiques onpgtteves directement au niveau des jambes
a l'aide d’'un solvant approprié mis en contactci@evec la peau. Les lipides prélevés sur les
zones traitées ou non ont ensuite été analysé&hpamnatographie sur couche mince couplée
a l'ionisation de flamme. D’apres les résultatsspréés figure 46, 'ECS a permis
d’augmenter significativement de 8% la synthésecéeamides par rapport a la formule
placebo, et ce apres sept jours de traitementeG@&on action régulatrice sur la synthese des

lipides, 'ECS restaure et préserve la barrierglidue.

* Rawlings A.V., Advances in stratum corneum biolognd understanding of dry skiGosmet. and Toilet.
2003 118, 8, 26-44.

117



Variation / témoin (%)

50 +36
45 A
40 A
35
30 1
25 4
20 A
15 4
10 ~

Taux de Cadhérine-E ARNm Profilaggrine

ECS0,5% ®ECS1% ®ECS2%

Figure 44: Influence de I'ECS sur la différenciation kératgtaire. Etude de la synthése de

cadhérine-E et de I'expression des ARNm codant [@oprofilaggrine (Jouandeaud, 2004

Photo 1a :témoin non-traité Photo 1b :Emulsion placebo Photo 1c :Extrait deC. sativa
formulé a 1,5%

Figure 45: Photographie réalisé apres immunomarquage dedlzédae-E sur explants de peau traité ou non

avec Recoverine (Jouandeaud, 2D04

* Jouandeaud M., Moreau L., Chauprade Ch., Guichar@ss B.,Gloaguen V., Barrier function and dry
skin : use of rhamnogalacturonans as a new thetiattategy S6fw-Journal2004 4, 130.
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Figure 46: Effet de 'ECS sur la synthése de céramidedvo (Jouandeaud, 2004

* Jouandeaud M., Moreau L., Chauprade Ch., Guichar@ss B.,Gloaguen V., Barrier function and dry
skin : use of rhamnogalacturonans as a new thetiattategy S6fw-Journal2004 4, 130.
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[1.1.2.2. ¢ ECS et desquamation

» Synthése de desmogléine-1

L’un des phénomenes essentiels du processus deathestion est la dégradation de la
desmogléine-1 qui favorise les ruptures des li@sotercornéocytaires et ainsi I'élimination
des cornéocytes. Les kératinocytes humains ontadtés avec 'ECS a 0,5%, 1% et 2% dilué
dans le milieu de culture. Les cellules ont enséliéeincubées pendant deux jours dans une
étuve a 37°C en atmosphere humide. Le taux de dgéme-1 a été évalué par western blot.
Les résultats présentés figure 47 montrent quedandgléine-1 diminue de facon dose-
dépendante apres traitement avec I'ECS. Ajouté aa8s le milieu de culture, le taux de
desmogléine-1 est réduit de 21%.

» Activité enzymatique de la SCCE
L’étude de I'influence de 'ECS sur l'activité de ECCE a été réalisée sur 18

volontaires. La SCCE a été récupérée par strippuagt et apres sept jours de traitement
biquotidien avec I'ECS ou le placebo. L'activitédnglytique de la SCCE des échantillons de
stratum corneuna été mesurée par spectrophotométrie a 405 nrtilisant comme substrat
le peptide synthétique suivant : Meo-Suc-Arg-Pro-pyitroanilide hydrochloride selon le
protocole décrit par Suzukt al (1996).Testé directement sur volontaires, I'ECS, formulé a
4% en émulsion, augmente significativement paroepgu placebo (+82%) I'activité de la
SCCE, enzyme-clé de la desquamation qui participre @utre a la dégradation de la DSG-1
(figure 48).

Parallelement a cette étude, une mesure de laipsdesible en eau (PIE) a été
réalisée afin de s’assurer gu’amélioration du peae de desquamation pouvait étre relié a
restructuration et renforcement slwatum corneumL’ECS formulé a 4% en émulsion
favorise la récupération de la fonction barrier@dg) apres seulement sept jours de traitement
biguotidien. De plus, une mesure de la PIE a égateié réalisée sur des peaux
préalablement agressées par une solution de sddiuyh sulfate (SLS) a 10% de facon
guotidienne et traitées avec I'ECS formulé 4% emlémon. Aprés 15 jours de traitement
biquotidien, 'ECS favorise de facon significati@e<0,05) la récupération de la fonction

barriére de 17% en comparaison au placebo.

* Suzuki Y., Koyama J., Moro O., Horii ., Kikuchi KTanida K., Tagami H., The role of two endogenousgases
of the stratum corneum in degradation of desmogleamd their reduced activity in the skin of ichikig patientsBr.
J. Dermatol, 1996 134, 3, 460-464.
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Figure 47: Effet de 'ECS sur le taux de desmogléine-1 (Jdeand, 2004
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Figure 48: Comparaison de I'activité de la SCCE et de la &)Ees traitement avec 'ECS (Jouandeaud, 2004

* Jouandeaud M., Moreau L., Chauprade Ch., Guichar@iss B.,Gloaguen V., Barrier function and dry
skin : use of rhamnogalacturonans as a new thetiapsttategy S6fw-Journal2004 4, 130.

121



Pour conclure, 'ECS participe au phénoméne deémdffciation en stimulant la
synthése de la cadhérine-E et en favorisant I'esgipe des ARNmM codant pour la
profilaggrine (respectivement +36% et +21%). lhatle également la synthese des lipides
épidermiques directemeirt vivo: formulé a 4%, il permet d’augmenter de 8% lextan
céramides dwstratum corneunpar rapport au placebo. Enfin, il participe augessus de
desquamation, testé a 2% sur kératinocytes, il rdimile taux de desmogléine-1 (-21%),
protéines dont la dégradation est essentielle acepsus de desquamation, et formulé a 4%
en émulsion appliqué sur volontaires, il augmergaeifscativement par rapport au placebo
(+82%) I'activité de la SCCE, enzyme-clé de la desgation.

11.1.2.3. Origine moléculaire des propriétés biddpees de Recoverine,
I'extrait de Castanea sativiieCS)

Comme le démontre I'étude d’efficacité dermo-cosquet précédente, les propriétés de
I'actif Recoverine peuvent étre appréciées au teagte la mesure du taux de E-cadhérines produit
par une suspension cellulaire de kératinocytesyinshese de ces protéines joue en effet un réle
primordial dans la formation des tissus épithéliainsi que dans le maintien de leur intégrité. La
mesure du taux de E-cadhérines produit par la sggpecellulaire de kératinocytes en réponse a
la présence de cet actif biologique est donc un emogbjectif d’évaluer d’une part, les
potentialités de cet extrait et, d’autre part, denprendre le déterminisme moléculaire de leurs
expressions. C'est ce qulillustre la figure 49 guésente I'évolution du taux d’E-cadhérines
produits par une culture cellulaire de kératinosya réponse a la présence de 2% (V/V) d’extrait
brut ou des fractions poly-, oligo et monosacchques séparées par chromatographie
d’exclusion stérique sur Biogel P6. La fraction Fnacromoléculaire- qui ne représentent
pourtant que 0.5% des sucres totaux présents tadmit brut, présente un niveau d’activité
biologique similaire a celui de Tlactif RecoverindMajoritairement composée d’'acide
galacturonique, de rhamnose, d’arabinose et dectgals la fraction F1 présente les
caractéristiques attendues d’un arabinogalactade de la famille des rhamnogalacturonanes de
type I. La fraction oligosaccharidique F2 présember sa part un niveau d’activité biologique
élevé qui reste cependant en deca de celui dadtidn macromoléculaire dont il est issu. Une
telle observation suggere l'importance du degrépdemérisation des molécules pectiques
bioactives dans I'expression des proprietés bigogs observées. Enfin, essentiellement
composée de glucose, la fraction F3 ne présentes s conditions expérimentales utilisées,

aucune activité.
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Figure 49: Evolution du taux d’E-Cadhérine en réponse a lasgnmée de 2% (V/V) d'extrait de
Recoverine brut ou de ses fractions F1, F2 et Fi8igms par chromatographie d’exclusion stériquimgg@uen et

al 2004).

* Gloaguen V., Krausz P., Barrier function and dayns Use of rhamnogalacturonans as a new therapeut
strategy S6éwf Journgl2004 130, 20-26.
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Grace a sa fraction polysaccharidique riche en nogalacturonane de type I, 'ECS en
régulant le mécanisme desquamation / différenciateprésente donc une stratégie nouvelle
dans le traitement des peaux séches. Ainsi quartéep<Etat de la questiom en témoigne,
aucune donnée bibliographique n’existe, a notreamsance, qui permettrait d’expliquer les
propriétés biologiques du rhamnogalacturonane dedsochataigne. Toutefois, Paulsen et
Barsett (2009, dans leur étude sur les propriétés biologiques pectines, soulignent
'importance des zones chevelues de ces derniéssentiellement composées d’arabinanes et
d’arabinogalactanes de type | ou Il. A ce stadeatee étude, il nous a donc paru opportun
d’engager une étude prospective dont I'objectiit é@entifier, puis de sélectionner diverses
matieres premieres sur la base de la variabilitd demposition des chaines latérales de leurs
rhamnogalacturonanes. Il s’agira enfin, dans uneiéi® phase, d’éprouver I'importance du
couple structure / activité biologique des pectidass le domaine de la dermo-cosmétique.

II.2. Screening de matiéres végétalesselection de rhamnogalacturonanes de

type |

I1.2.1. Extraction et caractérisation chimique

Sur la base d'une étude de la littérature, maissiaga fonction de leur liberté
d’exploitation (étude des brevets) ou de leur efiveé (études marketing), onze matiéres
premieres ont été sélectionnées pour servir decsuppl’étude prospective consacrée aux
rhamnogalacturonanes de type | (tableau 10). Cleades onze matieres a été soumise au
protocole d’extraction et d’analyses présenté guaré 50 au sein du laboratoire R&D de la
société SILAB (adaptation du protocole expérimeBfalL’extraction a donc lieu dans 'eau
et requiert la mise en ceuvre de cocktail de carth@se de grade industriel.

Les extraits bruts seront enfin déposeés sur urannel de chromatographie d’exclusion
stérique de Biogel P6 afin d’en isoler, puis d’anactériser la fraction macromoléculaire de

type rhamnogalacturonique.

* Paulsen B.S., Barsett H., Bioactive pectic polghaddesAdvances Polymers Scienc2805 186, 69-101.
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Tableau 10: Liste des matiéres premiéres utilisées dans leechdscreening.

Matieres premiéres (poudres)

Pomme Maluspp.
Raisin Vitis vinifera
Péche Prunus persica
Igname Dioscorea villosa
Peau de pomme Malusspp.
Marc de pomme Malusspp.
Pépins de raisin Vitis vinifera
Marc de raisin Vitis vinifera

Datte

Phaenix dactylifera

Fruit de la passion

Passiflora eduls

Rhubarbe

Rheum rhaponticum
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100g/I de matiére premiére dans l'eau distillée

Matiére brute

10 min 4 90<C

centrifugation

> résidu t
Résidu d’extraction surnagean

Ajout de 0.5% de carbohydrase
55<C, 1h

dialyse
Extrait brut

Ajout de 0.1% de carbohydrase
377C, 2h

concentration de I'échantillon
purification sur Biogel P6

Fraction polymérique | | Fraction oligomérique | |fraction monomérique
F1 F2

f !

1

Type d’analyses réalisées

—> Dosages des oses neutres et des acides uroniques

_> Analyse de la composition monosaccharidique par CPG

Figure 50: Protocole d’extraction, de purification et d’'anaggles rhamnogalacturonanes issus du screening de

matiere végétale (adaptation du protocole A).
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Ainsi que l'indique le tableau 11, la compositicgsdmatiéres premieres sélectionnées
est trés hétérogene ce qui est tout a fait carsiitgre de la matiere végétale qui présente une
tres grande diversité de molécules polysacchamdigue glucose y est souvent le
monosaccharide majoritaire, ce qui du point de bonique n’est pas surprenant compte
tenu de l'origine des poudres végétales utiliséms fextraction - amidon, saccharose et
glucose circulant formant souvent une part non igégble de la matiéere végétale. Le
tableau 12 est pour sa part plus informatif. Ilsprée pour chacune des matieres, les
rendements massiques d’extraction dont les vakanmscomprises entre 0.3 % (cas du raisin)
et 38 % (cas du fruit de la passion). Les tenemrsa@des uroniques des extraits sont
également trés variables. Estimées par dosagesnaétdques, les valeurs oscillent entre 0 %
(fruit de la passion) et 83 % (peau de pomme) mesgent tres dépendantes d’éventuelles
interactions avec des pigments ou colorants caistrUne analyse rapide des ces résultats
préliminaires met en valeur quelques unes des reatgremieres sur la base d’un compromis
liant le rendement d’extraction a la teneur en exidroniques de I'extrait : pomme et ses
dérivés (peau de pomme et marc de pomme), dérevéaigin (marc et pépins), dattes.

L’'analyse de la composition monosaccharidiqueedesaits bruts (tableau 13)
complete l'analyse précédente en la précisant. fiat, ¢ehacune des matieres premieres
présélectionnées présentent les monosaccharidegsieuas de dérivés pectiques de la famille
des rhamnogalacturonanes (Ara, Gal, Rha, GalA)stCée que confirme l'analyse des
compositions monosaccharidiques des fractions maaexulaires F1 purifiees a partir des
extraits bruts (tableau 14). La variabilité despaps GalA/Rha est un autre indicateur de la
gualité des extraits pectiques. Ce rappocompris entre 0.5 (cas de marc de pomme) et 3
(cas des pépins de raisins) est relativement stable ce qui témoigne de laneo
reproductibilité des protocoles de dégradation sratique préparative qui conduisent a la
production de fractions rhamnogalacturoniques hamesg. Enfin, la valeur du rapport
Ara/Gal, comprise entre 0(8as des dattesgt 13.7(cas du marc de pommegst nettement
plus hétérogéne. Elle apparait donc, avec la valeuiendement matiere, comme un critere de
choix pour sélectionner celles des matiéeres quirest - avec le son de chataignede
modele pour la suite de notre étude dédiée a latiorl structure / fonction des
rhamnogalacturonanes en dermo-cosmétique (tabBau ’Litilisation de ces critéres nous
permet de choisir :

- le marc de pomme :rendement matiére = 1.28 rapport Ara/gal 7 13,

- le marc de raisin : rendement matiere = 0.44 rapport Ara/gal9= 0,
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Tableau 11: Caractérisation des matieres brutes par Chromaibigraen Phase gazeuse aprés

méthanolyse et silylation (TMIp. Valeurs exprimées en % molaire des constitudetstifiés.

Matiere Ara Rha Fuc Xyl Man Gal |GalA| Glc | GIcA
premiere

Pomme 59 1,9 0,7 3,8 0,4 2,3 4,1 81 0
Raisin 0,1 0,1 0 0,1 0 0 0 99,7 0
Péche 0,7 0,2 0,1 0,4 T T T 98,7 0
Peau de pomme | 14,1 3,4 0,8 9,6 1,2 3,6 8,5 58,7 0
Marc de pomme | 26,3 7,1 1,3 15 2,1 8,9 22,9 15,6 1
Pépins de raisins| 7,4 3,3 0,4 47,3 5,8 4,1 11,2 193 1,8
Marc de raisin 8,7 3,9 1 35,5 3,7 3,7 8,9 34,4 0,2
Igname 1,6 17 T 54 19 5,8 4,3 63,9 0,4
Datte 0,5 0,2 0 1,4 0,2 0 0 97,6 0
Fruit de la 0 0 0 0 0 0 0 100 0
passion

Rhubarbe 0 0 0 0 0 0 0 100 0

Tableau 12: Caractérisation des extraits bruts isolés a pdesrmatieres brutes.

Matiere premiere % AU Rendement matiere
% ST/matiére premiére

Pomme 73 4

Raisin 31 0,3

Péche 32 3,2

Peau de pomme 82,8 1,4

Marc de pomme 67,3 11,7
Pépins de raisins 39,4 2,1

Marc de raisin 31 1,9
Igname 2,3 1,6

Datte 49,3 0,5

Fruit de la passion 0 38
Rhubarbe 11,7 0,4
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Tableau 13: Caractérisation des extraits brutes (TMS) et desidué d'extraction (TM&) par
Chromatographie en Phase gazeuse aprés métharilyslylation. Valeurs exprimées en % molaire des
constituants identifiés

Matiere premiere Ara | Rha | Fuc | Xyl | Man | Gal | Gal | Glc | Glc A
A
Pomme Résidu 79| 26| 16| 69 08 4, 6,9 694 0
Extrait brut 21,1 | 63 | 04 | 53| 28| 59 | 544 3,7 | traces
Raisin Résidu Pas de résidu
Extrait brut 42 | 62| 08| 32 34 648 84 671
Péche Résidu 87 1] 22| 11| 6,0/ 0,6 3,6 9,1 68,6
Extrait brut 19,5 6 0,8 4,7 1,8 7,1 27,9 28,5 3,2
Peau de pomme | Résidu 145 41| 2,2, 125 0,8 59 127 47,4 0
Extrait brut 322 | 73| 0,7 | 56 19| 70| 438| 1,4 | traces
Marc de pomme | Résidu 20,7 7 3,1 18 2,7, 11,y 18,1 18 0,6
Extrait brut 30,1 (67|03 36| 11| 55 45 | 6,7 0,9
Pépins de raisins | Résidu 16,4, 66| 07| 16,9 115 8,1 19,2 189 13
Extrait brut 189 | 54 | 0,4 | 81| 29,3 10,8| 18,8| 4,6 3,9
Marc de raisin Résidu 119 47| 12| 343 44 53 1783 205 04
Extrait brut 29,3| 10,6/ 0,5 | 56| 14,4 10,1| 18,9| 10,2 0,5
Poudre d’'igname | Résidu 2,2 19 0 9,1 2,1 6,1 6,2 55|3 0
Extrait brut 6 32 1 2 15 12 6 25
Datte Résidu 0 0 0 2,5 0 0 0 97,6 0
Extrait brut 87| 51| O 99| 08| 89 | 396|227 4,2
Fruit de la Résidu 0,8 0 0 13| 06| 15 0 95,9 0
passion
Extrait brut 0 0 0 0 0 0 0 100 0
Rhubarbe Résidu 0 0 0 0 0 100 0
Extrait brut 9,0 | 12,3] 0,5 3 1 8,1 50 2,3 13B
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Tableau 14: Caractérisation des extraits purifiés par chronmafoigie d’exclusion stérique sur Biogel P6 par Chatmgraphie en Phase gazeuse aprés méthanolyse
et silylation. Valeurs exprimées en % molaire dasstituants identifiés

Matiere premiere Ara Rha Fuc Xyl Man Gal Gal A Glc Glc A Rendement matiére en g/g
Pomme F1 30,3 16,4 1,4 6,7 8,7 18,2 17,4 0,8 0 0,1
F2 31,1 17,9 1,1 5,0 6,5 6,3 31,1 1 0 0,15
Raisin F1 9,3 9,6 2,7 7,8 17 19,4 18,1 12,6 3.4 0,15
F2 4,1 9,6 T 16,6 8,1 4,4 36,2 21 0 0,3
Péche F1 18,7 6,9 0,6 7,1 51 23,4 54 30,1 2,7 0,2
F2 10,8 16 1,7 1,8 6,7 6,7 22,8 30,3 3,2 0,2
Peau de pomme F1 17 19 4,8 4.4 6,5 17,7 24,3 3,5 2,8 0,19
F2 4,9 38,4 3,5 5,5 5,6 8,0 14,3 187 1,1 0,05
Marc de pomme F1 68.5 8.5 0.2 1.6 8.0 5.0 4.6 3.2 0.3 1,28
F2 56,1 | 13,5 0,6 4,5 3,0 3,4 15,8 1,0 2,2 0,79
Pépins de raisins F1 19,5 3,9 0,4 8,5 26,5 17,3 11,6 1,2 11 14
F2 12,8 7,2 0,6 6,9 35,8 13,1 16,4 17 54 1,1
Marc de raisin F1 17.1 11.7] 2.0 6.1 19.6 | 18.1 14.9 3.6 7.1 0,44
F2 14,1 | 16,5 0 6,1 27,2 8,6 18,9 2,9 5,6 0,23
Igname F1 6,7 15,1 1,2 1,4 38 15,3 3,7 16,2 2,5 0,16
F2 7,9 27,7 1,1 31 22,5 6,3 16,5 12,8 2 0,23
Datte F1 13,5 11,1 0 6,8 24,5 28,5 15,5 0 0 0,11
F2 5,5 7,4 0 6 46,2 5,8 17,5 5,4 6,3 0,13
Fruit de la passion F1 0 0 0 0 0,2 0 0 99,8 0 14,06
F2 0 0 0 0 1,6 0 0 98,4 0 2,4
Rhubarbe F1 9,5 11,9 2,2 5,6 6,1 12,6 43,1 0,8 8,2 0,2
F2 6,7 8,7 1,2 16,6 5,3 16,3 18,7 14)6 11,y 0,25
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Tableau 15: Synthése des analyses issues du screening deses@tiémiéeres. Les matieres sélectionnées pour la
suite de I'étude apparaissent en bleues.

Matiere premiere Rendement matiére| Rapport Ara/Gal Rapport GalA/Rha
(fraction F1)

Pomme 0.1 1.7 11
Peau de pomme 0.19 1.0 1.3
Marc de pomme 1.28 13.7 0.5
Pépins de raisins 1.4 1.1 3.0
Marc de raisins 0.44 0.9 1.3
Datte 0.11 0.5 14

Son de chataigne 0.54 1.0 1.3
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I1.2.2. Développement pilote sur marc de pomme aftcrde raisin

Sur la base de la variabilité de leur compositieimique (rapports Ara/Gal et
GalA/Rha) mais aussi des rendements liés a lewaatidn, les marcs de pomme et de raisin
ont été choisis comme modéle pour la suite de mbtrde. L'extraction sélective des
rhamnogalacturonanes a été renouvelée en condiidaboratoire LCSN (protocole A —
figure 51), transférée en condition de laboratBi€D (protocole B — figure 52) puis
transposée en condition pilote dans le hall teagique de I'entreprise (protocole C). Le
protocole pilote est une transposition du proto&dtont il reprend les méthodologies en les
adaptant aux matériels. Dans ce cas, les quaatités volumes initiaux sont multipliées par
25-30. Une synthese des principaux résultats obtarugtte occasion permet de suivieut
en les comparant la transposition d'un protocole de I'échelleldboratoire universitaire
(quelgues grammes de matiere végétale) a la priodygitote (plusieurs dizaines de kg de

matiére végétale).

[1.2.2.1 Marc de pomme

Le tableau 16 présente pour chacun des trois mig®al’extraction, la valeurs des
rendements massiques. Ces derniéres sont varigthtesnprises entre 3.7 (cas du protocole
B) et 11.5 % (cas du protocole A). Les teneurs@aes uroniques des extraits bruts sont en
revanche trés stables et comprises entre 67 (cpsotliocole A) et 73 % (cas du protocole C)
mais restent trés dépendantes d’éventuelles ini@nacavec des pigments ou colorants co-
extraits. Ces résultats préliminaires d’ordre datfi et quantitatif s’ils peuvent étre pour
partie expliqués par la variabilité des méthodepasatives employées (filtre presse
notamment), témoignent également d’'une extractaldifférentielle des pectines en fonction
des conditions opératoires mises en oeuvre. L'aealles compositions monosaccharidiques
des extraits bruts obtenus selon les protocoleB At C (tableau 17) complete les résultats
précédents en les précisant. Chacun des extraiits lprésente les monosaccharides
marqueurs de dérivés pectiques de la famille dasinlegalacturonanes et notamment : Ara,
Gal, Rha, GalA. Les proportions relatives des maodsarides identifiés dans ces extraits —
exprimées en % molaire des constituants ident#i&®ont similaires ce qui traduit la bonne
transposition des protocoles d’extraction a traikefles différentes. Enfin, la présence de

guantités significatives de GalA dans les résidastohction peut, d’'une part, étre expliqguée
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100g/l de matiere premiére dans l'eau distillée

Matiére brute

10 min a 90C

centrifugation

> résidu t
Résidu d’extraction surnagean

Ajout de 0.5% de carbohydrase
55T, 1h

dialyse
Extrait brut

Ajout de 0.1% de carbohydrase
377C, 2h

concentration de 'échantillon
purification sur Biogel P6

il

Fraction polymérique | | Fraction oligomérique | |fraction monomérique
F1 F2

1 "

Type d’analyses réalisées

—> Dosages des oses neutres et des acides uroniques

_> Analyse de la composition monosaccharidique par CPG

Figure 51 Protocole d’extraction, de purification et d’anagsles rhamnogalacturonanes issus du screening de

matiere végétale (protocole A).
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—)p | 100g.L de matiére premiére dans I'eau distillée (1L)

Ajustementdu pH a5
T=55¢C

ajout de 5% de carbohydrase
(/MS), 2h

centrifugation sans refroidissement|
|

[ |
—> Résidu d’extraction | | surnageant

Inactivation des enzymes
30 min 480C

filtre presse |

Dialyse
Extrait brut

+5% (/MS) de carbohydrase
2ha35¢C

Concentration de I'échantillon

"

A/
A/

Extrait pectique

purification sur biogel P6
I

Fraction polymérique Fraction oligomérique Fraction monomérique
F1 F2

il i

Type d’analyses réalisées

—} Dosages des oses neutres et des acides uroniques

_> Analyse de la composition monosaccharidique par CPG

Figure 52: Protocole d’extraction, de purification et d’anaygsles rhamnogalacturonanes issus du screening de
matiere végétale (protocole B).
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Tableau 16: Caractérisation des extraits bruts isolés du mangainme.

Extraits bruts

AU (% massique)

Rendement matiére
% ST/matiére premiére

Protocole A 67,2 11,5
Protocole B 69 3,7
Protocole C 73 6,8

Tableau 17: Caractérisation des extraits brutes (TMS) et desdué d’extraction (TM&) par
Chromatographie en Phase gazeuse aprés métharailysitylation. Valeurs exprimées en % molaire des

constituants identifiés.

Ara | Rha | Fuc Xyl Man | Gal | GalA| Glc | GlcA

Protocole A
Extraitbrut | 307 | 67 | 03 | 36 | 11 | 55 | 450 | 6.7 | 0.9
Reésidu d'extraction 557 | 70 | 31 | 180 | 2.7 | 1.7 | 181 | 180 | 06

Protocole B
Extraitbrut | 307 | 71 | 04 | 42 | 21 | 56 | 300 | 6.7 | 48
Residu d'extraction 195 | 67 | 16 | 21.8| 30 | 101 | 17 | 199 | ©

Protocole C
Extraitbrut | 534 | 74 | 03 | 41 | 20 | 59 | 446 | 22 | ©
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par une extraction non quantitative des pectiness @uassi, d’autre part, par la présence de
protopectines peu ou pas extractibles (ThibauB0).9

Ainsi gu’en attestent les résultats précédentgaint de vue qualitatif et dans une moindre
mesure, du point de vue quantitatif mise en ceuvre des protocoles A, B et C sordec de
pomme conduit a I'extraction d'une méme classe @aposés pectiques. L'extrait brut issu
du protocole d’extraction C est celui qui a étdiséi pour poursuivre le protocole de
purification. Il a été soumis a une dégradatiornyaratique en présence de 1, 5 ou 7% (g/g) de
carbohydrase dont les produits de la réaction peudtee analysés par Chromatographie sur
Couche Mince (figure 53). Sur la base de 'analiseette derniere, une concentration de 5%
d’enzyme est retenue pour la suite du protocolesas conditions, un extrait pectique C est
obtenu. Il est principalement composé de sucreteaau neutres et renferme des quantités
mineures de protéines, polyphénols et sels (taldl8aul’extrait pectique C est enfin purifié
par chromatographie d’exclusion stérique sur Bidgél (figure 54). Elué par l'eau, il se
sépare en trois fractions principales : F1 (mactémuaire — éluée avec le volume mort de la
colonne), F2 (oligosacchardique — inclue dans lart®) et F3 (monosaccharidique — éluée
avec le volume total de la colonne) qui, analyggasChromatographie sur Couche Mince
donne un profil caractéristique présenté en figitreUn résultat similaire est produit par
utilisation de la Chromatographie Liquide Haute fef®@nance sur colonne d’exclusion
stérique de type Aquagel-OH (figure 56). Les frarcsi 1 et 2 macro et oligosaccharidiques
représentent une part significative du mélanges(pi€ 90 % massique de I'extrait) ; elles
présentent aussi des teneurs élevées en acideguesiide 47 a 87 %, tableau 19). L’extrait
pectique et la fraction F1 macromoléculaire, compatacide galacturonique, de rhamnose,
d’arabinose et de galactose (tableau 20) présepgerailleurs la composition attendue d’un
arabinogalactane acide de la famille des rhamnogmtmanes de type I. Ce résultat est
conforme a ceux obtenus dans le cadre du scredesmgnatieres végétales. La fraction F2 -
oligosaccharidique— est majoritairement composée de GalA dérivanbablement de la
dégradation par I'endopolygalacturonase de la gahltomogalacturonique de [Iextrait
pectique. Enfin, la fraction F3 monosaccharidique est composée de monosaccharides
neutres issus de la dégradation enzymatique descéléroses, de I'amidon ou de la

présence dans le marc de pomme de glucose cirauate saccharose.

" Thibault J.F., Les pectines, Darlses polyméres végétaux, polyméres pariétaux eeatmires non azotégd
Gauthier-Villars, Paris198Q pp 345.
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T: Témoin avec de bas en haut, GalA, Saccharose AG.
i, i, i : Témoins de la solution d’enzyme a 1, 5 et 7%)(g#spectivement.

1,2,3: Dégradation enzymatique de I'extrait pectiquet rpar une carbohydrase a la concentration

de 1, 5, 7 %(g/g) respectivement.

Figure 53: Profil de séparation par Chromatographie sur Celdimce de la dégradation enzymatique de

I'extrait brut C du marc de pomme par une carboayer
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Tableau 18: Composition chimique globale de I'extrait pectiqhielu marc de pomme. Toutes valeurs en*g.L

Protéines [olyphénols]
MS | [ON] | [AU] | kjedhal | POYP [cendres] | [NaCl]
Extrait
pectique C | 36.6 | 12 27.3 0.3 0.2 4.6 2.9
uv
y
' A2 /b
N
! \ !
l/j ‘ ﬂ
| K/f N{W
&
Fl FZ F3

Volume d’élution

Figure 54: Profil de séparation par chromatographie d’exolustérique sur Biogel P6

de I'extrait pectique C du marc de pomme.
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Te :témoin (de bas en haut) GalA, Saccharose, Glc, Xyl
C : extrait pectique du marc de pomme
F1, F2, F3 : fractions séparées par chromatographie d'exclusitiique

Figure 55 : Profil de séparation par Chromatographie sur Ceudhince des fractions séparées par
chromatographie d’exclusion stérique sur Biogelde6l'extrait pectique C du marc de pomme. Eluagdu
distillé, débit = 12,5 ml/h.
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Figure 56: Profil de séparation par Chromatographie Liquidetel@erformance sur colonne d’exclusion stérique
(type Aquagel-OH) de I'extrait pectique C du margdenme. \§ : Volume mort ; V: Volume total. Eluant NaNQ
50 mM ; détecteur IR ; débit 1ml.mirLa courbe rouge représente le profil d’une peatimamerciale Sigma,
[C]=4mg/ml.
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Tableau 19: Caractérisation de I'extrait pectique isolé du nd&@@omme.

%[AU] ;eggfr;n;?gr??)trieérﬁére %/ extrait pectique
Extrait pectique C 69,5 6,8 -
Fraction polymérique —F1 471 3,3 493
Fraction oligomérique —F2 86,8 2,7 40,3
Fraction monomérique —-F3 | 8,5 0,7 10,4

Tableau 20: Caractérisation des extraits purifiés par chromaigigie d’exclusion stérique sur Biogel
Ps par Chromatographie en Phase gazeuse aprées miggenbsilylation. Valeurs exprimées en % molaies
constituants identifiés.

Gal
Ara | Rha | Fuc | Xyl | Man | Gal A Glc | GIcA
Extrait pectique C 36,4163 | 0 0 0 6,8| 50,50 0

Fraction polymérique -F1 | 2916 0 25| 23| 39| 53| 14 17

Fraction oligomérique -=F2 |10 |19 | 0 12| O 0,5/ 81,60 4,8

Fraction monomerique —-F3 | 348/59 | 0 97| 07| 20,735 | 24,7/ 0
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[1.2.2.2 Marc de raisin

La mise en ceuvre des protocoles d’extraction Af B sur le marc de raisin produit
les valeurs de rendement massique présentées datableau 21. Ces derniéres sont
comprises entre 0.5 (cas du protocole C) et 2.@8&% {u protocole A). Les teneurs en acides
uroniques des extraits bruts sont une nouvelletfés stables et comprises entre 30.9 (cas du
protocole A) et 36.9 % (cas du protocole C) maistamt tres dépendantes d’éventuelles
interactions avec des pigments ou colorants ca#xir L'analyse des compositions
monosaccharidiques des extraits bruts obtenus $etoprotocoles A, B et C (tableau 22)
complete les résultats précédents en les préci€drdcun des extraits bruts présente les
monosaccharides marqueurs de dérivés pectiques fdenllle des rhamnogalacturonanes et
notamment : Ara, Gal, Rha, GalA. Les proportionatiees des monosaccharides identifiés
dans ces extraitsexprimées en % molaire des constituants identHigent similaires ce qui
traduit la bonne transposition des protocoles d&etion a trois échelles difféerentes. Comme
cela était le cas pour le marc de pomme, des daardignificatives de GalA sont identifiees
dans les résidus d’extraction, ce qui peut étrdiggx¢ d’'une part par une extraction non
quantitative des pectines mais aussi, d’autre partja présence de protopectines pas ou pas
extractibles (Thibault, 1980).

Ainsi qu’en attestent les résultats précédentsyis® en ceuvre des protocoles A, B et C sur le
marc de raisin conduit, tant du point de vue gatdilque quantitatif, a I'extraction d’'une
méme classe de composés pectiques. L'extrait ssutdu protocole d’extraction C est celui
qui a été utilisé pour poursuivre le protocole deffzation. Il a été soumis a une dégradation
enzymatique par une carbohydrase utilisée a la erdration de 5% (g/g). Dans ces
conditions, un extrait pectique C est obtenu. tlpemcipalement composé de sucres acides et
neutres et renferme des quantités mineures deimestepolyphénols et sels (tableau 23).
L’extrait pectique C est enfin purifié par chrongaphie d’exclusion stérique sur Biogel P6
(figure 57). Elué par I'eau, il se sépare en tfstions principales : F1 (macromoléculaire —
eluée avec le volume mort de la colonne), F2 (skgohardique — inclue dans la colonne) et
F3 (monosaccharidique — éluée avec le volume td¢alla colonne) qui, analysées par
Chromatographie sur Couche Mince donne un profdataristique présenté en figure 58. Un
résultat similaire est produit par utilisation deChromatographie Liquide Haute Performance

sur colonne d’exclusion stérique de type Aquagel{@dgtire 59).

" Thibault J.F., Les pectines, Darlses polyméres végétaux, polyméres pariétaux eeafmires non azotégd
Gauthier-Villars, Paris198Q pp 345.

141



Tableau 21: Caractérisation des extraits bruts isolés du mamaisin.

Extraits bruts

AU (% massique)

Rendement matiére
% ST/matiére premiére

Protocole A 30.9 2.0
Protocole B 36.0 0.9
Protocole C 36.9 0.5

Tableau 22: Caractérisation des extraits brutes (TMS) et desdué d’extraction (TM&) par
Chromatographie en Phase gazeuse aprés métharailysiylation. Valeurs exprimées en % molaire des

constituants identifiés.

Ara | Rha | Fuc Xyl Man | Gal | GalA| Glc | GlcA
Protocole A
Extraitbrut | 593 | 106 | 05 | 56 | 144 | 101 | 189 | 102 | 05
Résidu d'extraction 199 | 47 | 12 | 343 | 44 | 53 | 173 | 205 | ©
Protocole B
Extraitbrut | 559 | 98 | 06 | 43 | 120 | 124 | 185 | 11.1 | 54
Résidudextraction 119 | 50 | 0 | 293 | 54 | 82 | 111 | 291 | O
Protocole C
Extraitbrut | 554 | 86 | 0 | 55 | 174 | 124 | 248 | 58 | 3.1
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Tableau 23: Composition chimique globale de I'extrait pectiqhielu marc de raisin. Toutes valeurs en'g.L

Protéines [polyphénols]
MS | [ON] |[AU] | kjedhal polyp [cendres] | [NaCl]
Extrait
pectique C 405 | 234 |13.7 |14 0.04 5.8 3.0
\
% 1
|
| |
\ I
\/\Q {
p\‘*——_/’\*_—_’___
F1 F2 F3

Volume d'élution

Figure 57 : Profil de séparation par chromatographie d’exolustérique sur Biogel P6

de I'extrait pectique C du marc de raisin.
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Te C F1 F2 F3 Te

Te :témoin (de bas en haut) GalA, Saccharose, Glc, Xyl
C : extrait pectique du marc de raisin
F1, F2, F3 :fractions séparées par chromatographie d'exclusgtiénque

Figure 58 : Profil de séparation par Chromatographie sur Ceushince des fractions séparées par
chromatographie d’exclusion stérique sur Biogelde@’extrait pectique C du marc de raisin.
Eluant : eau distillé, débit = 12,5 mi/h.
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Figure 59 : Profil de séparation par Chromatographie Liquideutd Performance sur colonne d’exclusion
stérique (type Aquagel-OH) de I'extrait pectiquad marc de raisin. : Volume mort; V: Volume total.
Eluant NaNQ 50 mM ; détecteur IR ; débit 1ml.minLa courbe rouge représente le profil d’'une pectin
commerciale a 4 mg/ml.
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Les fractions 1 et 2 macro et oligosaccharidiquesreprésentent une part significative du
mélange (prés de 75 % massique de I'extrait) sgll€@sentent aussi des teneurs élevées en
acides uroniques (de 43 a 55 %, tableau 24). ladxtpectique et la fraction F1
macromoléculaire, composés d’acide galacturoniqie, rhamnose, d’arabinose et de
galactose (tableau 25) présentent par ailleuromaposition attendue d’'un arabinogalactane
acide de la famille des rhamnogalacturonanes de LyfCe résultat est conforme a ceux
obtenus dans le cadre du screening des matiéregtaleéy La fraction F2 -
oligosaccharidique— est riche en GalA dérivant probablement de Igratéation par
'endopolygalacturonase de I'extrait pectique Cfilzrla fraction F3 -monosaccharidique
est composée de monosaccharides neutres issus aEgladation enzymatique des
hémicelluloses, de I'amidon ou de la présence tlansarc de raisin de glucose circulant ou

de saccharose

[1.2.3. Bilan et validation du transfert technolgge

Trois matieres premiéres ont été sélectionnées ldacadre de notre travail : le son de
chataigne, le marc de pomme et le marc de raidiache de ces matieres a fait I'objet d’'une
extraction en conditions de laboratoire (protoc@est/ou B) ou pilote dans le hall technologique
de l'entreprise SILAB (protocole C). Avant de came cette partie dédiée a I'extraction des
rhamnogalacturonanes, nous avons souhaité faireyumiése des informations recueillies. L'une
des questions posées au démarrage de la thesdi@daa la possibilité d’adapter, puis de
transférer les protocoles expérimentaux utilisésreuatine au Laboratoire de Chimie des
Substances Naturelles aux conditions de productdern®ntreprise SILAB. En quelques sortes, il
s’agissait de passer de I'échelle du gramme a dellla dizaine a la centaine de kg de matiere.
Plusieurs critéres objectifs doivent étre utilipésir répondre a cette question. Ceux-ci reposent
essentiellement sur des criteres quantitatifsgeésles valeurs de rendements d’extraction ou les
teneurs en acides uroniques des extraits mais quakiatifs comme c’est le cas pour le rapport
Ara/Gal ou GalA/Rha. Le tableau 26 est une syntlieserésultats obtenus dans ce domaine sur
les trois matieres végeétales modeles. L'ensembie dbmnées qui y sont présentées met en
lumiere la bonne reproductibilité des extractiord’dchelle du laboratoire a I'échelle pilote. En
effet, les teneurs en acides uroniques des exttaits comme les rapports Ara/Gal et GalA/Rha
obtenus selon I'une ou l'autre des méthodologiest similaires ce qui témoigne qu’'une méme
qualité de pectine est bien générée dans l'un aftre des cas. Les valeurs de rendement

d’extraction sont quant a elles généralement @ildds en conditions pilote sans

145



Tableau 24: Caractérisation de I'extrait pectique isolé du ndgaaisin.

%[AU] ;)eg%enTaet?ér?zESrrr?iére %/ extrait pectique
Extrait pectique C 36.9 234 -
Fraction polymérique —F1 42.9 8.0 36.3
Fraction oligomérique —F2 54.6 6.9 394
Fraction monomérique —F3 34.0 9.1 24.4

Tableau 25: Caractérisation des extraits purifiés du marc d@rr@ar chromatographie d’exclusion stérique sur
Biogel P6 par Chromatographie en Phase gazeuse apfthanolyse et silylation. Valeurs exprimées en %
molaire des constituants identifiés.

Gal
Ara | Rha | Fuc | Xyl | Man | Gal A Glc | GIc A
Extrait pectique C 26.219.1 | 0 57| 20.2 13.021.2|45 |0

Fraction polymérique —F1 | 245|11.2|0 55| 94 | 15629.0/1.3 | 3.4

Fraction oligomérique —-F2 | 189|7.8 | 0 71| 7.0 | 89| 41.90 8.4

Fraction monomeérique -F3 | 12939 | 0 4.1 | 44.2| 14.10 20.8| 0
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Tableau 26: Caractéristiques structurales des rhamnogalactnesniaolés selon les protocoles A, B et C a

partir du son de chataigne, du marc de pomme gtata de raisin.

Rendement matiere | AU (%) | Rapport | Rapport
Matiére premiere | % ST/matiere premiére Ara/Gal | GalA/Rha
Protocole A
Marc de pomme 11.7 67.3 5.5 6.7
Marc de raisin 1.9 31.0 29 1.8
Protocole B
Son de chataigne 0.54 50.5 1.0 1.3
Protocole C
Marc de pomme 6.8 69,6 5.3 8.0
Marc de raisin 0.5 36.9 1.8 2.9
Son de chataigne 0.61 50.0 1.0 2.3
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gue cette derniére remarque ne constitue un fi@im fentreprise dans le cadre de sa volonté
de développement de son activité phytopolysacchatith dernier aspect mérite sans doute
d’étre commente, celui de la variabilité de la @&t végétale. L'ensemble des résultats
produits au cours de cette étude sont issus ded®tsnatieres premieres identiques et
homogenes afin d’assurer une bonne comparaisonratestats issus de nos différents
protocoles. Toutefois, il convient de garder agdhidsque les polysaccharides extraits de
végétaux ont des caractéristiques variables, souweompatibles avec la production d’actifs
aux propriétés stables. Les especes sources soeffe¢, soumises a des aléas climatiques et
ecologiques qui jouent de maniere significative dar quantité et la qualité des
polysaccharides gu’elles produisent. Il est néanmgiossible d’ajuster les protocoley -
compris a une échelle pilote en jouant sur des parameétres physicochimiqués (p
concentrations, températures, étapes de présshitimin) et/ou en ayant recours a I'outil
enzymatique (carbohydrase). Ce dernier aspect tal'ddijet d'une étude technologique

spécifique qui n’est pas présentée dans ce mémoire.

I1.3. Rhamnogalacturonanes de type | et valorisatio biologique en dermocosmétique
11.3.1. Caractéristiqgues chimiques des rhamnogalananes testés

Trois matieres premieressen de chataigne, marc de pomme, marc de raisimt été
retenues afin d’en évaluer les propriétés dermoétigues selon les protocoles développés et
mis en ceuvre par le laboratoire de culture celelde I'entreprise SILAB. Pour chacune
d’elles, les effets des fractions pectiques braetqaurifiées (macro-, oligo- et monomériques)
issues du protocole pilote C seront testées surculiare cellulaire de kératinocytes. Une
synthese des caractéristiques chimiques de ceofracest proposée dans les tableaux 27
et 28. De facon globale, les extraits bruts renéindes proportions variables de pectines
dépendantes d’éventuelles contaminations par da®sule réserve ou circulant (amidon,
glucose ou saccharose). Les fractions macromoléesi/gplus homogenes parce que purifiées
par chromatographie d’exclusion stérique, présénteour leur part, les caractéristiques
attendues de rhamnogalacturonanes de type |. Hefinfractions oligo- et monomériques
sont souvent des mélanges d’hydrolysats pectiqueaiminés par des sucres neutres issus de
la dégradation enzymatique de I'amidon, ou de és@mce dans les matiéres de glucose ou de

saccharose.
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Tableau 27: Caractérisation des rhamnogalacturonanes isolés Eeprotocole pilote C a partir du son de
chataigne, du marc de pomme et du marc de raisin.

%[AU] Rendement matiere
% ST/matieére premiére

Son de chataigne

Fraction pectique brute 8.4 46.4
Fraction polymériqu¢ 50,4 0.6
Fraction oligomérique 81,4 1.3
Fraction monosaccharidique 0 445

Marc de pomme

Fraction pectique brute 69.5 6.8

Fraction polymérique 47.1 3.3

Fraction oligomérique 86.8 2.7

Fraction monosaccharidique 8.5 0.7

Marc de raisin

Fraction pectique brute 36.9 23.4

Fraction polymérique 42.9 8.0

Fraction oligomérique 54.6 6.9

Fraction monosaccharidique 34.0 9.1

Tableau 28: Caractérisation des rhamnogalacturonanes isolés $elprotocole pilote C & partir du son de
chataigne, du marc de pomme et du marc de raisiCipematographie en Phase gazeuse aprés métharedlys
silylation. Valeurs exprimées en % molaire des titremnts identifiés ; t = traces.

Ara Rha Fuc Xyl Man Gal GalA Glc GIcA
Son de chéataigne
Fraction pectique brute t t - - - 4.0 t 96.0 -
Fraction polymérique 14.6 16.6 0 9.4 1.4 150 382 2.2 2.5
Fraction oligomérique 6.4 3.6 0 10.2 0.8 1.7 659 113
Fraction monosaccharidique 0 0 0 0 0 0 0 100
Marc de pomme
Fraction pectique brute 36.4 6.3 0 0 0 6.8 50.5 0 0
Fraction polymérique 29.1 6.0 0 25 2.3 3.9 53 1.4 1.7
Fraction oligomérique 10.0 1.9 0 1.2 0 0.5 816 0 4.8
Fraction monosaccharidique34.8 5.9 0 9.7 0.7 20.7 35 247 0
Marc de raisin
Fraction pectique brute 26.2 9.1 0 5.7 202 13.0 212 45 0
Fraction polymérique 24.5 11.2 0 55 94 156 290 1.3 3.4
Fraction oligomérique 18.9 7.8 0 7.1 7.0 8.9 419 0 8.4
Fraction monosaccharidique 12.9 3.9 0 41 442 141 0 20.8 0
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11.3.2. Propriétés dermocosmétiques des rhamnadgataanes

Les résultats biologiques ont été réalisés patierhatoire de culture cellulaire de
I'entreprise SILAB. Dans notre étude préliminaivg Recoverine, I'extrait de son de
chataigne, nous avons démontré que le rhamnogedaeite de type | stimulait la synthese de
cadhérine-E, une protéine qui intervient dans knpimene de régulation de la prolifération et
de la différenciation kératinocytaire (Kee & Steir2001). HSP-27 est un autre marqueur de
la différenciation kératinocytaire dont I'évolutigermet de mesurer les effets des molécules
exogenes apporter a la culture cellulaire. C’eshaequeur qui a été choisi pour évaluer les
propriétés dermocosmétiques des fractions pectiouess et purifiées (macro-, oligo- et
monomériques) isolées a partir du son de chataang, que des marcs de pomme et de

raisin sur une culture cellulaire de kératinocytes.

Avant d’étre utilisée sur des cultures cellulaideskératinocytes, une étude de
cytotoxicité préalable des rhamnogalacturonaneifiges par chromatographie d’exclusion
stérique (fractions macromoléculaires) a été réalEour des concentrations variables
comprises entre 0.1 et 10 % (V/V). Les résultatemls révelent que I'extrait de son de
chataigne (Recoverine) est non cytotoxique pourcameentration inférieure ou égale a 2%.
Les extraits purifiés a partir des marcs de pomnue eaisin sont, pour leur part, non
cytotoxiques pour des concentrations inférieureggales a 0.5% (V/V) (tableau 29). Une

concentration de 0.5% a été retenue pour pourslasrests.

Testés a des concentrations équivalentes de 0,59, (¢és trois extraits pectiques
bruts induisent une augmentation du taux d’expoassu marqueur HSP27 qui traduit une
stimulation de la différentiation kératinocytaitatfleau 30 ; figure 60). Cette augmentation
est variable en fonction des extraits utiliséssétemprise entre 125 et 156 %. La méme
analyse, reproduit cette fois avec les rhamnogalacanes purifiés par chromatographie
d’exclusion stérique (fraction F1 macromoléculafesd) apparaitre des différences sensibles.
Avec un taux d’expression d’'HSP27 égal a 109%tHasmnogalacturonanes extraits des
marcs de pomme et de raisin n’induisent aucunensgpsignificative. Le

rhamnogalacturonane de son de chataigne confiriaet @uui sa capacité a stimuler la

* Kee S.H., Steinert P.M., Microtubule disruptimnkeratinocytes induces cell-cell adhesion throagtivation
of endogenous E-cadheridpl. Biol. Cell, 2001, 12, 1983-1993.

150



Tableau 29: Evaluation du potentiel cytotoxique des fractiorecnoamoléculaires de Recoverine, du marc de

pomme et du marc de raisin. La viabilité celli@adst exprimée en %(V/V).

Concentration des fractions | 0,1% | 0,25% | 0,5% | 1% 25% | 5% 10%
macromoléculaires

Recoverin& 99 98 100 117 92 78 60

Marc de Pomme 123 130 121 84 13 10 10

Marc de raisin 103 99 100 50 35 20 15
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Tableau 30: Expression du taux d’HSP27 (moyenne de 2 espaisiine culture de kératinocytes en réponse au
contact des extraits pectiques bruts ou purifiésatede chataigne, marcs de pomme et de raisin a la
concentration de 0,5% (V/V).

Fractions Moyenne (%)
Témoin 100.0
Son de clataigne
Extrait pectique 156,6
Fraction polymérique| 1445
Fraction oligomérique 144.0
Fraction di et monomérique 108.5
Marc de pomme
Extrait pectique 125.0
Fraction polymérique| 109.0
Fraction oligomérique 103.0
Fraction di et monomériquée 110.0
Marc de raisin
Extrait pectique 134,5
Fraction polymérique| 109.5
Fraction oligomérique 101.0
Fraction di et monomérique 109.0

180

140 + j

120 A

Expression des HSP27 (%)

100

HH

80

Son de chataigne Marc de raisin Marc de pomme

Figure 60: Expression du taux d’HSPZmoyenne de 2 essajsar une culture de kératinocytes en réponse au
contact des extraits pectiques bruts et purifiésahede chataigne, marcs de pomme et de raisin a la
concentration de 0,5% (V/VY.e : Témoin ; Ep : extrait pectique brut ; F1, I3 : fraction macro-, oligo- et
monomeériques isolées par chromatographie d’excitustérique a partir de Ep.
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différenciation kératinocytaire. Le taux d’expressd’HSP27, dans ce cas, atteint une
valeur de 144% tres proche de celle provoqué€gardit pectique brut. Enfin, si I'on
excepte la fraction F2 oligomérique du son de ¢hata les fractions oligo- et monomeériques
F2 et F3, n’induisent aucune réponse significatareconclusion, la différenciation des
cultures kératinocytaires est bien influencée earflactions rhamnogalacturoniques ; le taux
d’expression du marqueur de différenciation celtalelSP27 est par ailleurs modulé par la
nature chimique, et donc 'origine des rhamnogalactanes testés.

Tres peu d’études son&-notre connaissanceaccessibles dans la littérature
concernant les propriétés biologiques de pectinedess modéles cellulaires du derme
(kératinocytes et fibroblastes). Seuls Detdral (2005 a et b), ont démontré les effets positifs
de pectines de kiwi et de kaki sur la prolifératoatiulaire, I'activité mitochondriale et la
synthése de collagéne, sur des cultures celluldad®ratinocytes et de fibroblastes, mais
aussi sur peau reconstituée. Aux concentratiotisags, aucun effet cytotoxique ou
nécrotique des polysaccharides pectiques test@tdé@onstaté par les auteurs. Les extraits
pectiques bruts stimulent par ailleurddenovermitochondrial et augmente la production
d’ATP cellulaire. Un effet significatif est aussiregistré sur la synthése du collagéne. Les
auteurs soulignent par ailleurs que les extraitsignges seraient capables de stimuler la
prolifération des kératinocytes et des fibroblasieterset al suggerent que bien plus que la
masse moléculaire des pectines, la composition@rsaccharides neutres influencerait les
activités biologiques enregistrées. Plus préciséniepourcentage de rhamnose dans le RG-I
pourrait jouer un réle primordial. Les mémes aweamarquent que les fractions neutres ou
acides purifiees a partir des extraits bruts préseres propriétés similaires sur les lignées
de kératinocytes et de fibroblastes. Un tel corstagipose a I'idée généralement établie que
les polysaccharides anioniques stimuleraient dagania prolifération cellulaire et seraient
capables d’influencer leur activité physiologig@&agaweet al, 2002 ; Gloaguen et

Krausz, 2004. Afin de préciser le mode d’action des fractioesitres, Deterst al (2005) ont

* Deters A.M., Schroder K.R., Hensel A., Kiwi frypblysaccharides exert stimulating effects on cell
proliferation via enhanced growth factors, energydpiction, and collagen synthesis of human keratites,
fibroblasts and skin equivalents,Cell. Physial 2005 202, 717-722.

* Deters A.M., Lengsfeld C., Hensel A., Oligo- apalysaccharides exhibit a structure dependent bidycon
human keratinocytes in vitrd, Ethnopharmacaol2005 102, 391-399.

* Sagawa H., Sakai T., Kobayashi E., Li T.P., Ohrég Nishimura K., Nishiyama E., Wu H.K., Mizuta8i,
Kato 1.,2002 European Patent application, EP 1175907A1.

* Gloaguen V., Krausz P., Barrier function and dkjn : Use of rhamnogalacturonans as a new thetiapeu
strategy Soéwf Journgl2004 130, 20-26.
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choisi de mettre en ceuvre une exb-arabinase. Cette derniére, en éliminant I'araban

situé en position terminale des chaines latérakeS-dl, réduit de fagon significative la
prolifération des fibroblastes et des kératinocytése telle démonstration indique une
nouvelle fois, tout comme cela était déja le cag jarabinogalactane &ngelica acutiloba
(Yamada & Kiyohara, 1999jjue du point de vue structural, I'arabinose teahpourrait étre
considéré comme un pré requis nécessaire a I'esiprede I'activité biologique. Elle peut
également expliquer que les fractions neutresidea@résentent, sur de mémes modeles
cellulaires, des propriétés biologiques similapasque chacune de ces fractions comportent,

a des teneurs variables, des AG-II.

La variabilité des propriétés observées sur mokiiatinocytaire dans le cas des
rhamnogalacturonanes testés dans notre étude herqerer d’explication que dans la nature
chimique de ces derniers. Le rhamnogalacturonameatle de pomme, dont la zone hérissée
est exclusivement constituée d’arabinanes (Red@&B), ne stimule pas la différenciation
kératinocytaire. Il serait alors tentant de sugggue seules les zones hérissées composees
d’arabinogalactanes puissent déclencher une répmolsgique. Malheureusement, avec des
zones hérissées dont la composition chimique eatiEistiqgue d’arabinogalactanes, les
rhamnogalacturonanes de marc de raisin et de sohaaigne présentent pourtant des
propriétés tres difféerentes. Toutefois, le rhamtexgaronane de son de chataigne comporte 2
a 3 fois plus de rhamnose ce qui, ainsi que leénegd Detergt al. (2005), pourrait avoir
une influence positive. La nature des arabinogares (type | ou Il) rejetés en position
latérale des rhamnogalacturonanes est un autretaspensidérer. Paulsen et Barsett (2005)
dans leur revue bibliographique sur les pectinggérent en effet que les RG-I bioactifs sont

souvent associées a des arabinogalactanes de type Il

* Yamada H., Kiyohara H., Complement-activatingysalccharides from medicinal herbs, In: Wagner H)(E
Immunomodulatory Agents from PlanBasel, Switzerland: Birkhauser Verld99 161-202.

* Renard C., Etudes des polysaccharides pariétalaxmiEmme extraction et caractérisation par de$foaiéts
chimiques et enzymatiques, thése de l'universitBlaetes, 1989 pp 152.

* Deters A.M., Schroder K.R., Hensel A., Kiwi frypblysaccharides exert stimulating effects on cell
proliferation via enhanced growth factors, energydpiction, and collagen synthesis of human keratites,
fibroblasts and skin equivalents,Cell. Physial 2005 202, 717-722.

* Deters A.M., Lengsfeld C., Hensel A., Oligo- apolysaccharides exhibit a structure dependent bidggcon
human keratinocytes in vitrd, Ethnopharmacaol2005 102, 391-399.
* Paulsen B.S., Barsett H., Bioactive pectic potyseridesAdvances Polymers Scienc2805 186, 69-101.
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Cette orientation récente de notre étude nousii@&ia@ngager une démarche
d’analyse structurale plus fine de la structurerti@snnogalacturonanes afin d’obtenir des
informations complémentaires concernant notamnaenature AG-1 ou AG-Il des zones
hérissées des RG-I mais aussi la proportion distabution des arabinoses périphériques.
Chacune des fractions macromoléculaires pé&r@ethylée, hydrolysée et acétylée afin de
pouvoir étre analysée par GC-MS en mode impactréld@que. Les analyses sont
actuellement en cours au laboratoire de Glycobiel&gructurale et Fonctionnelle (UMR
CNRS 8576) de I'Université des Sciences et Teclgredale Lille. Les résultats seront
prochainement disponibles. Ils viendront complétire argumentaire et enrichir la
discussion sur I'origine moléculaire des propridiEdogiques des dérivés pectiques sur les

cellules du derme.
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CHAPITRE Il : 2 ®*™partie
Extraction et analyse structurale du zosteran,

I'apiogalacturonan@thétisé paZostera marina

156



CHAPITRE Il : 2 ®*™partie

Extraction et analyse structurale du zosteran,idgglacturonane
synthétisé paZostera marina

Comme I'a démontré la partie précédente consacreefagon spécifique au
rhamnogalacturonane de type |, les pectines regrduprois grandes catégories
d’hétéropolysaccharides acides organisées endmisines moléculaires principaux. Si les
références sont nombreuses concernant les stra@tites roles biologiques de I'HG, du RG-
| et du RG-II, les données relatives aux galactanes substitués sont, pour leur part, plus
rares. C’est notamment le cas pour l'apiogalactamen A notre connaissance, un tel
galacturonane substitué n’a été isolé que d’'un mertr@s limité de plantes. Lelemnane»
est I'un d’entre eux, il est extrait deemna minor L, la lentille d’eau. Les méthodes qui
conduisent a son extraction et a sa compositiomigbie sont bien documentées dans la
littérature (Kindelet al, 1995 ; Cheng et Kindel, 1997 ; Golovchen&b al, 2002). Les
applications proposées pour lui sont nombreusdss [Ebncernent les domaines médicaux,
pharmaceutiques et cosmétiques (Ovodetval, 2000 ; Khasinat al, 2003 ; Popo\et al,
2006 ; Popowt al, 2006 ; Dal Farrat al, 2003). Cette derniére remarque constitue bien
evidemment un frein pour la poursuite de notre &tld structure dlemnanerepose sur une
chaine principale d’acides1,4-D-galacturoniques substitués par des cha@ésales courtes
de résidus d’apiose (figure 62, Golovchem#al, 2002) donnant a cette molécule un aspect

chevelu (« hairy region ») caractéristique aux mualés pectiques.

* Kindel P. K., Cheng L., Ade, BPhytochem1995 41, 719-723.

* Cheng, L., Kindel P. K., Detection and homogeypaeif cell wall pectic polysaccharides bémna minorL.,
Carbohydr. Res1997, 301(3-4), 205-212.

* Golovchenko V.V., Ovodova R.G., Shashkov A.S.,0@ev Y.S., Structural studies of the pectic
polysaccharide from duckweé@mna minoi., Phytochemistry2002 60, 89-97.

* Ovodova R. G., Golovchenko V. V., Shashkov A. Bgpov S., Ovodov Y. S., Structural studies and
physiological activity of lemnan, a pectin frdremna minor L, Russ. J. Bioorg. Cher200Q 26, 669-676.

* Khasina E. I., Sgrebneva M., Ovodova R. G., Golmnko V. V., Ovodov Y. S., Gastroprotective effett
lemnan, a pectic polysaccharide friedmna minor L, Doklady Biol. Sci2003 390, 204-206.

* Popov S. V., Golovchenko V. V., Ovodova R. G.,iBrav V. V., Khramova D. S., Popova G. Y., Ovodov Y
S., Characterization of the oral adjuvant effedieafinan, a pectic polysaccharide lofmna minor L, Vaccine
2006 24, 5413-5419.

* Popov S. V., Ovodova R. G., Ovodov Y. S., EffeE_Lemnan, pectin fronhemna minoi.., and its fragment
on inflammatory reactiorRhytother. Res2006 20, 403-407

* Dal Farra C., Domloge N., Peyronnel RQ03 brevet n°FR2838962.
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A la fin des années soixante, une autre plantetagiegZostera marind.., la zostere marine,

a attiré I' attention d’Ovodovat al, 1968 ; Ovodovat al, 1969 ; Ovodowt al, 1971 ;
Ovodovet al, 1971. Sur la base des informations bibliograpésgdisponibles, cette plante
produit un dérivé pectique riche en apiose, le steran ». Au début de notre étude cette

source naturelle était libre d’exploitation et assele modele pour la suite de nos recherches.

II.4. Extraction, purification et caractérisation chimique du zosteran,

I'apiogalacturonane deZostera marinal.

Le protocole employé pour extraire le galacturonaoke en apiose produit par.
marina est présenté en figure 61. Il a été adapté desqmies proposés par Ovodoghal
(2000) et Popowet al. (2006). L'approche utilisée pour notre étude sgpsur une extraction
dans I'eau en présence d’'un chélateur de calciuiviesde I'utilisation d’'une carbohydrase et
d’'une précipitation éthanolique. Extrait par I'ox@ d’ammonium, un chélateur de calcium,
I'extrait brut (Z) représente une proportion significative de lariagse atteignant 11 % de la
matiere seche. L'analyse de la composition mondsamtique de Zpar chromatographie en
phase gazeuse des méthylglycosides triméthylsilyld&jue la présence caractéristique et
significative, d’apiose (21 % molaire) et d’acidalarturonique (26.3% molaire) soit pres de
la moitié de la composition monosaccharidique dwsteran (tableau 31). Une telle
composition est typique d'un galactane substituélaldamille de I'apiogalacturonane.
L’apiose ou le 3=-(hydroxymethyl)-Dglycerotetrose est un monosaccharide rare chez les
veégetaux (figure 63) et a ce titre n'est pas difgerdans le commerce. Il présente, dans nos

conditions opératoires, deux temps de rétentioract@ristiques a 19.03 et 19.74 min

(figure 64). Malheureusement, comme l'indiquent ®et al. (2001) dans leur étude sur le

"Ovodova R. G., Vas’Kovskii V. E., Ovodov Y. S., Thectic substances @bsteraceagCarbohydr. Res

1968 6, 328-332.

* Ovodova R. G., Ovodov Y. S1969,Pectic substances ZosteracHa€arbohydr. Res 10, 387-390.

* Ovodov Y. S., Mikheiskaya L. V., Ovodova R. G.rasikova I. N., Pectic substances of zosteracea. IV
Pectinase digestion of zosterid®,71, Carbohydr. Res 18,311-318.

* Ovodov Y. S., Mikheiskaya L. V., Ovodova R. G.rdsikova I. N., Pectic substances of zosteraceaSmith
degradation of zosterin&971, Carbohydr. Res 18, 319-322.

* Ovodova R. G., Golovchenko V. V., Shashkov A. Bgpov S., Ovodov Y. S., Structural studies and
physiological activity of lemnan, a pectin frdremna minor L, Russ. J. Bioorg. Cher200Q 26, 669-676.

* Popov S. V., Ovodova R. G., Ovodov Y. S., EffeE_Lemnan, pectin fronhemna minoi.., and its fragment
on inflammatory reactiorPhytother. Res2006 20, 403-407.

* Doco T., O'Neill M.A., Pellerin P., Determinatioof the neutral and acidic glycosyl residue compmss of
plant polysaccharides by GC-EI-MS analysis of ttimgésilyl methyl glycoside derivativesCarbohydrates
Polymers 2001, 46, 249-259.
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RG-Il, les spectres de masse générés en mode imgactronique a partir des
méthylglycosides triméthylsilylés issus de compopéstiques ne présentent pas d’ions
caractéristiques qui permettraient de distinguapiise des autres pentoses, l'arabinose en
particulier. De plus, si qualitativement lidentfition de l'apiose est possible par cette
analyse, les conditions chromatographiques emptoyse laboratoire conduisent a un
recouvrement partiel d'un des pics caractéristigaes I'apiose avec l'un des pics
caractéristiques de I'arabinose, rendant délicataluation quantitative de la représentativité
de lI'apiose dans un extrait pectigue. Comparée, daZcomposition de I'extrait Z isolé en
conditions pilotes selon les méthodologies propiesa société SILAB, est elle aussi
caractéristique d’'un apiogalacturonane comme emwitgrant les teneurs élevées en apiose et

en acide galacturonique (tableau 31).
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Zostera marina

l Dépigmentation par le méthanol

Zostera marina

* Extraction par I'oxalate d’ammonium
1% a 70 durant 2h filtration
* Carbohydrase (5%/MS), 2h a 55C

* Dialyse
Zosteran brut - ZC K Résidu
eCarbohydrase (5%/MS), 2h a 37C
*Précipitation par 3 V EtOH
«Centrifugation * *
Culot K Surnageant

Apiogalacturonane - AGU K

eAutohydrolyse 1h a 80C

DOWEX 1x2
v K v K
Fraction Retenue - FR Fraction Non Retenue - FNR K

‘ SEC - Biogel P2
XV v ¥
\ FNR1 FNR2 K

Type d’analyses réalisées

Dosages des oses neutres, des acides uroniques et des sucres réducteurs
Analyse de la composition monosaccharidique par CPG

Analyse par SEC-HPLC

Analyse par RMN

222

Figure 61: Protocole d’extraction du zosteran, adapté d’Ovadial (2000) & de Popoet al. (2006).

"ovedovap G., Golovchenko V.V., Shashkov A.S., Popov SGkodov Y.S., Structural studies and physiological
activity of lemnan, apectin from Lemna minor Russian J. Bioorgan. Chen200Q 26, 669-676.

* Popov S. V., Ovodova R. G., Ovodov Y. S., EffeE_Lemnan, pectin fronhemna minoi.., and its fragment
on inflammatory reactiorPhytother. Res2006 20, 403-407.
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Figure 62 Modéle structural hypothétique de I'apiogalacturamaschémadapté de Golovchenlet al, 2002

H.OH
D-apiose (3-C-(hydroxymethyl)-D-glycero-tetrose)

OoH CH

Figure 63: Structure chimique du D-apiose.

" Golovchenko V.V., Ovodova R.G., Shashkov A.S., GwodY.S., Structural studies of the pec
polysaccharide from duckweé&mna minc L., Phytochemistry2002 60, 89-97.
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Figure 64 Analyse en chromatographie en phase gazeuse diegsdénéthylglycosides triméthylsilylés du
zosteran. Les temps de rétention caractéristiqeefagiose, en comparaison avec le méso-inositiisédit
comme étalon interne, sont indiqués par des fleches
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Tableau 31: Composition monosaccharidique du zosteran et defrsetions purifiées. Les valeurs sont

exprimées en % molaire des constituants. T : traces

Z : zosteran issu des chaines de production de latgo8i¢€AB; Zc : zosteran brut AGU : apiogalacturonane
purifié ; FNR : fraction neutre non retenue par chromatographiéatftange d’anions FR : fraction acide
retenue par chromatographie d’échange d’anions.

Me-Xyl Api Ara Rha Fuc Xyl  GalA Man Gal Glc GlcA

Z T 21.3 6.7 6.7 1.5 14.5 35.5 0.2 3.8 5.8 4.0

Z; T 21.0 3.4 9.4 4.6 17.4 26.3 1.0 5.8 7.2 3.9
AGU T 53.5 1.9 3.6 1 54 30.5 0.2 1.9 0.8 1.2
FNR T 100 0 0 0 T 0 0 0 0 0

FR 0 T 0 0.8 0 4.2 92.3 0 0.9 1.8 0
FNR1 T 100 0 0 0 T 0 0 0 0 0
FNR2 T 100 0 0 0 T 0 0 0 0 0
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L'utilisation d’'une carbohydrase suivi d’'une prétagion éthanolique permet de
recueillir une fraction enrichie en apiose (AGUntnant 53.5% d’apiose et 30.5% d’acide
galacturonique (Tableau 31). La présence de géantitapiose supérieure a celles d’acide
galacturonique ne peut étre expliquée par ailleus par la présence de chaines latérales
d’'oligoapiose ou une disubstitution des acides aataniques. L’homogénéité de cette
fraction a par ailleurs été controlée par HPLC solonne d’exclusion stérique de type
Aquagel-OH (figure 65). Enfin, le rapport de la gti#® de sucres réducteurs sur la quantité
de sucres totaux obtenus par dosages colorimésrisjuggere que le degré de polymérisation
de la fraction AGU est égale a 25 ce qui produiindooint de vue théorique, une masse

moléculaire d’environ 4100 Da.

La fraction AGU présente une tres faible résistaac&€autohydrolyse comme en
témoigne la cinétique réalisée a 100°C aprés passag résine échangeuses de cations
Amberlite IR-120. La chromatographie couche mingésentée en figure 66 suggere la
libération rapide de monosaccharides dont la valeug est supérieure a celle de I'arabinose,
suivie, pour des temps supérieurs, d'une fragmientade la chaine principale de nature
homogalacturonique produisant des oligogalactuemida la couleur bleu-violacé
caractéristique. Sur la base de cette cinétiques mwons sélectionné la durée d’'une heure
comme condition standard pour reproduire de facoanttative I'autohydrolyse afin de
séparer par chromatographie d’échange d’anion®QWEX 1x2 une fraction neutre, non
retenue, exclusivement composée d’'apiose (FNRledal81), d’'une fraction acide, retenue
par la résine et riche en GalA (FR, tableau 31)pd3ée sur chromatographie d’exclusion
stérique basse pression de type Biogel P2, laidradENR produit deux sous fractions
homogenes FNR1 et FNR2, composées majoritairemapiode (tableau 31). Ces deux

derniéres fractions ont fait I'objet d’'une étude ppectroscopie RMN.
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Figure 65: Séparation de la fraction AGU par HPLC sur colodigxclusion stérique de type Aquagel-OH.

Eluant NaNQ 50 mM ; détecteur IR ; débit 1ml.rfin

Figure 66: Cinétique d’autohydrolyse du zosteran purifié (AGlg)30 minutes a 7 heures.

Solvant :BuOH/Acide acétique/tD dans les rapports 2/1/1 V/V/V.: témoin (de bas en haut) : GalA et Ara.
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Il .4.1. Analyse structurale du zosteran

Les fractions FNR1 et FNR2 recueillies par chromgedphie d’exclusion stérique sur
biogel P2 ont été analysées, dans 46 & 300°K, par RMN homonucléair8d mono- et bi-
dimensionnelles ainsi que par RMN hétéro-nucléaltésC HSQC découplées et non-
découplées. La realisation et l'interprétation dpsctres RMN ont été effectuées par le
Docteur Yann Guerardel du Laboratoire de Glycolgm@dtructurale et Fonctionnelle (UMR
CNRS 8576) de I'Université des Sciences et Teclgndade Lille.

Le spectreH-RMN de la fraction FNR2 (figure 67) contient gueasignaux majeurs
dans la zone des protons anomériques directeméribuables a des anomeres de
monosaccharides. Les paramétres RMN des carbonestédudéterminés paH-*C HSQC
(figure 67), tandis que les constantes de coupldgen; ont été déterminées paH-=C
HSQC non découplés (tableau 32). Les données strnégg sont conformes avec la présence
d’apiose libre majoritaire. Par ailleurs, ce peatss caractérise par sa capacité a générer en
solution quatre formes furanosiques différentesuxdformes de configuration D (figure 68 :
molécules 1 et 2) et deux formes de configuration(figure 68 : molécules 3 et 4).
L’abondance relative de ces quatre composes sssitrélaire a celle observée préecédemment
(Snyder et Serianni 1987). L'’ensemble des données prouve que l'apmesent dans
I'échantillon est uniguement sous forme monoméridgaas le mélange. D’autres signaux
minoritaires sont attribuables a des résifiusyl et a-Xyl, laissant présager la présence de
résidus de xylose libres dans I'échantillon. Enfim signal intense correspondant a un
groupementO-Me a également été identifie, pouvant partiellemexpliquer la multiplicité
des signaux anomériques attribués aux Xyl : X@-€&-Me-Xyl se différencieraient dans ces

conditions.

Le spectre'H-RMN de la fraction FNR1 (figure 69) se caracténzmr la présence de
trois massifs de signaux hétérogenes a 5.3 (a),(H.6et 5.8 (c) ppm. Leurs carbones
correspondants sont tous observés entre 103 epfdi¥ (a) est composé d’au moins trois
doublets distincts dont les parametres sont siregaia la forme majoritaire G-
(hydroxymethyl)p -erythrofuranose?) de I'apiofuranose. L’absence des trois autresés
minoritaires suggere que l'apiofuranose en positeminale réductrice d’'un oligo-apiose se

stabilise sous sa forme@{hydroxymethyl)g -erythrofuranose. La multiplicité des signaux

* Snyder JR, Serianni AS., DL-apiose substitutethvgtable isotopes: synthesis, n.m.r.-spectralyaisaland
furanose anomerizatio@arbohydr Res1987 166(1), 85-99.
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Figure 67 : Spectre'H-*C HSQC de la fraction FNR2.
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Tableau 32: Déplacements chimiques des protons et des carli@nggpm) des quatre formes furanosiques de

I'apiose.

Composés | Rapport 'H H *Juime c e
1 1 5.34 4.8 97.6 172
2 2 5.27 45 103.1 171
3 0.5 5.55 3.8 99.1 173
4 1 5.24 1.32 104.7 171

1 2
0 0 OH
ChooH CH20H
OH
OH OH OH OH
3 4
(0] 0 OH
OH OH
OH
CH20H  OH CH20H  OH

Figure 68: Lesquatre formes furanosiques de I'apiose en solution.
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Figure 69: Spectre’H-*C HSQC de la fraction FNR1.
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dans le massif laisse de plus présager la préstaganélange d’oligo-apioses de longueurs

différentes qui induiraient une multiplication dsignaux anomériques du monosaccharide
réducteur. Les deux massifs (b) et (c), trés ddbBn seraient attribués dans ces conditions
aux apiofuranoses en positions interne et terminaferéductrice, en accord avec la présence
de chaines d'oligo-apioses. Enfin, deux signawenks & 4.05/83.5 et 4.15/82 ppm’eh

3¢ HSQC indiquent la présence de substitutions eitipo C-2, suggérant que les chaines

d’'oligo-apioses sont substituées en position 2.

L’absence de données bibliographiques relativeseatelle structure ne nous permet
pas, en |'état, d’attribuer de facon définitive kgnaux observés. Des purifications et des
analyses supplémentaires sont encore nécessaiaspaiticulier, les connectivitég, c des
signaux qui pourront étre observées par des exmésehétéronucléaire$l/*°C de type
HMBC et complétées par des expériences homonuetal’'H NOESY. Enfin, tout en la
complétant, une étude de la fragmentation spé@fpar spectrométrie de masse en tandem

devrait permettre I'établissement de conclusiorimiiges.

Pour conclure, la digestion par une endopolygatano@se du zosteran produit une
fraction résistante (AGU) dont la composition mamzharidique est caractéristique d’un
apiogalacturonane ainsi qu'un mélange d’acidescgalaniques et d’oligogalacturonides
révélant la présence d'un homogalacturonane typidg® chaines principales pectiques.
L’autohydrolyse du zosteran suggére que les réesitipsose ou d'oligoapiose sont rejetés en
position latérale de I’'homogalacturonane, probakl@nen C-2 ou C-3 qui seraient devenus
les seuls carbones substituables. Nous proposams ldostructure hypothétique suivante
comme base de I'architecture de I'apiogalacturortei®ostera marina

... —»4-a-D-GalA-(1,4)-a-D-GalA-(1,4)-a-D-GalA-1 —>

teeas 1o 2o
Api Api

teao
(Ap),

te@2)
Api
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Des résultats similaires ont été obtenus par Ovadaal. (1971) avec ldemnane
I'apiogalacturonane produit par les lentilles d’e&ependant, dans ce cas, la structure
proposée par Golovchenko pour les chaines laté(@elmvchenkoet al, 2002) repose sur
I'apiodisaccharide p Api - (1—5) - B Api -(1—... dont la structure est tres différente de
'oligoapiose B Api - (1—2),- B Api - (1—... proposé pour le zosteran confirmant par
la méme occasion l'originalité de cette structuexrde, a notre connaissance, pour la
premiere fois. Enfin, il est intéressant de notempiésence de xylose et de méthyl-xylose
obtenu avec l'apiose libre dans les mémes conditiopératoires pouvant suggérer une
relation étroite des deux classes de galacturorseutesitués - apio et xylogalacturnonane. Un

certain nombre de questions restent toutefois isgpmse, elles concernent :

- La nature des branchements sur le galacturonane ;

- La proportion de mono-substitutions par I'apiose ;

- La nature du degré de polymérisation des chainedigd:apiose et leur
variabilité ;

- La distribution des chaines latérales sur le gatacane.

* Ovodov Y. S., Mikheiskaya L. V., Ovodova R. G.rasikova I. N., Pectic substances of zosteracea. IV
Pectinase digestion of zosterid®,71, Carbohydr. Res 18, 311-318.

* Golovchenko V.V., Ovodova R.G., Shashkov A.S.,0@eov Y.S., Structural studies of the pectic
polysaccharide from duckweé&mna minoi., Phytochemistry2002 60, 89-97.
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[I.5. Evaluation des propriétés pharmacodynamiques du zosteran :

application en oncologie cellulaire et moléculaire

Ainsi qu’en témoigne le tableau5 présenté danschepitre |, les propriétés
thérapeutiques des pectines ont été signalées earochbreux auteurs. Bénéficiant d'un
partenariat privilégié avec le Laboratoire d’'OngioCellulaire et Moléculaire (EA 3410) de
I'Université de Paris 13, nous avons souhaité emgame étude prospective des effets
pharmacodynamiques des fractions AGU et FR dérdésl’apiogalacturonane sur la
prolifération de lignées de cellules cancéreuses.tests biologiques ont été realisés par Mr
Kraemer et Mme Sainte-Catherine, Laboratoire d’@ogie Cellulaire et Moléculaire. Parmi
les lignées cellulaires disponibles, la lignée A434sue d’'un épiderme vulvairea retenu
notre attention. Les cellules A431 représentengféet un bon modele de tumeur agressive,
angiogénique et métastasique (Di benedettal, 2003 ; Gueniret al, 2005 ; Hamma-
Kourbalyet al, 2003). Elles sont caractérisées par ailleursupaaux élevé de récepteurs de
facteurs de croissance (EGFR) et produisent destitgg importantes de facteur de
croissance endothélial vasculaire (VEGF) (Myokeh al, 1991) qui favorisent la
neovascularisation et 'angiogénese (Meleylal, 1996). L’augmentation de I'expression des
EGFR rend les cellules A431 moins dépendantes dsm@&ce exogene de facteur de
croissance épidermique (EGF) et favorise leur fina@tion contribuant ainsi a la migration

des cellules malignes (Malliet al 1998).

* Di Benedetto M., Starzec A., Vassy R., Perret @fepin M., Kraemer M., Inhibition of epidermoid
carcinoma A 431 cell growth and angiogenesis irermite by early and late treatement with a nouegtrdn
derivative,Br J Cancer, 2003 88,1987-1994.

* Guenin E., Ledoux D., Oudar O., Lecouvey M., Kra M., Structure-activity relationships of newsdgaf
aromatic bisphosphonates that inhibit tumor celiffration in vitro,Anticancer Res2005 25,1139-1145.

* Hamma-Kourbali Y., Di Benedetto M., Ledoux D., @ar O., Leroux Y., Lecouvey M., Kraemer M., A novel
non containing-nitrogen bisphosphonate inhibithhntvitro and in vivo angiogenesi&iochem Biophys Res
Commun2003 310, 816-23.

* Myoken Y., Kayada Y., Okamoto T., Kan M., Satoi&, Sato J. D., Vascular endothelial cell grovabtér
(VEGF) produced by A 431 human epidermoid carcinggis and identification of VEGF menbrane binding
sites,Proc. Natl. Acad. Sci. U S AL991], 88, 5819-5823.

* Melnyk O., Shuman M.A., Kim K.J., Vascular entelial growth factor promotes tumor disseminatignab
mechanism distinct from its effect on primary tungoowth,Cancer Res1996 56, 921-924.

* Malliri A., Symons M., Hennigan R.F., HurlstoreF., Lamb R.F., Wheeler T., Ozanne B.W., The
transcription factor AP-1 is required for EGF-inddcactivation of Rho-like GTPases, cytoskeletal
rearrangements, mobility , and in vitro invasionfo431 cellsJ. Cell Biol, 1998 143, 1087-1099.
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Dans un premier temps, les cellules A 431 ont Etéées en présence de doses croissantes -
0.8 & 50 pg.mt - de chacune des fractions. En inhibant de facose diépendante la
prolifération des cellules A 431, la fraction AGlEpente un réel effet cytotoxique dont E§C
—la concentration induisant 50 % d’inhibition est située & une valeur de 3 pg’nsbit 0.7
KM. Dans les mémes conditions expérimentales,réesidns FR ou une solution de pectine
commerciale utilisée comme témoin, avec des valdimkibitions (figure 70) maximales de
44 et 39 % & 5Qg.mL?, respectivement, ne permettent pas d'atteind@sd’ICe résultat
préliminaire confirme la bonne efficacité du zoatedont les propriétés s’averent supérieures
a celles enregistrées dans des conditions expéafesn identiques avec le 4-O-
meéthylglucuronoxylane extrait du bois de chataigiidoine et al., 2007). Dans ce dernier
cas, I'lGy était atteinte pour une concentration de glucuxglame égale a 5QM 70 fois
supérieure a celle d’AGU. Enfin, un tel résultaimdé@tre clairement que I'autohydrolyse, en
éliminant les chaines latérales du zosteran, adrgisensiblement son efficacité. La fraction
FR, cet homogalacturonane obtenu apres déramificatiu zosteran, présente alors a
concentrations équivalentes, des propriétés simda celles de la pectine commerciale elle-
méme de nature homogalacturonique. Tout en leasaljadtette étude de cytotoxicité confirme
importance du concept structure-fonction danspiession des propriétés biologiques des

apiogalacturonanes.

* Moine C., Krausz P., Chaleix V., Kraemer M., Gyo@n V., Structural characterization and cytotoxic
properties of a ©-Methylglucuronoxylan fronCastanea satival. Nat Prod, 2007, 70 (1), 60-66.
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Figure 70 effets doses - dépendant des fractions AGU eeBRées a des concentrations comprises entre 0.8 et
50 pg.mL*sur la viabilité des cellules A 431. Témoin : peetcommerciale (Sigma).
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Nous avons donc sélectionné la fraction AGU powurpuivre notre étude
pharmacodynamique et tenté d'identifier les mécaaes moléculaires qui expliquent
lactivité de l'apiogalacturonane. En présence dgum de veau foetal, un stimulus
chimiotactique, dans la partie inférieure de lanchige de migration de Boyden, les cellules A
431 présentent la capacité de migrer au traverspdess vers la surface inférieure de la
membrane. Ainsi gu’en témoigne la figure 71, laspriee d’AGU réduit de fagcon sensible la
capacité de migration des cellules A 431. En effemparé a un témoin, la migration des
cellules A 431 décroit de 80 et 60% avec des cdrat@mns d’AGU égales a 25 et 6 pg.ihL

respectivement.

Une expérience d’invasion sur Matrigel a ensuit® alisée afin d’étudier, aux
mémes concentrations d’AGU (25 et 6 pg-lles propriétés invasives des cellules A 431.
Ces derniéres sont considérablement affectées paésence d’AGU (figure 72). Comparée a
un témoin, l'invasion des cellules A 431 décroit 9® et 65 % avec des concentrations

d’AGU égales a 25 et 6 pg.nflrespectivement.

La migration cellulaire caractéristique de 'angiogse requiert la dégradation de la
matrice extracellulaire par des protéases speedidelles que les métalloprotéinases (MMP)
(Heissiget al, 2003). Nous avons démontré précédemment que 'AGU aihibe facon
significative la migration et I'invasion des ceblsl A 431. Une telle propriété est parfois
corrélée a linhibition de I'expression des gélatas MMP9 et MMP2 par les lignées
cancéreuses modeles, la lignée A 431 en particullast ce que nous avons étudié par
zymographie apres que les cellules A 431 aienpktéées en contact avec la fraction AGU
durant une période de 72 heures (figure 73). Cogngam témoin, un traitement réalisé avec
une concentration d’AGU de 6 pg.mLabaisse I'expression des ProMMP9, MMP9 et
ProMMP2 & 20, 45 et 25 % respectivement. TestéagmL, 'TAGU comparé & un témoin,
abaisse I'expression des ProMMP9, MMP9 et ProMMRD,265 et 45 % respectivement. Un
tel résultat suggére donc que I'inhibition des pits invasives des cellules A 431 mise en
évidence dans la chambre de Boyden est, d'un pmentvue moléculaire, expliquée par
I'inhibition de I'expression des métalloprotéinasesréponse a la présence de I'AGU dans le

milieu de culture.

* Heissig B., Hattori K., Friedrich M., Rafii S, W Z., Angiogenesis: vascular remodeling of theaodllular
matrix involves metalloproteinaseBurr. Opin. Hematal2003 10, 136-141.
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Contrdle AGU 6 pg. mL™ AGU 25pg. mL™

Figure 71: Effets de la fraction AGU sur les capacités deratign des cellules A431. Grossissement x200

Contréle AGU 6 pg. mL™ AGU 25ug. mL™*

Figure 72: Effets de la fraction AGU sur les capacités invasides cellules A431. Grossissement x200.
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Pour conclure, 'AGU isolé du zosteran présente ansvité cytotoxique dose-
dépendante sur les cellules A 431. La fraction 8fienue par auto-hydrolyse d’AGU et
totalement dépourvue d’apiose, présente pour sadesr propriétés cytotoxiques limitées
similaires a celles recueillies a partir d’'une peetommerciale de méme nature chimique. |l
est alors légitime de considérer que les chainésalas d’apiose constituent un prérequis
nécessaire a I'expression de I'activité cytotoxigieel’apiogalacturnonane. Nos résultats en
mettant en évidence cette relation structure/foncétroite, complétenten les améliorant
les résultats obtenus par Popetval. (2006 a et b sur les propriétés inflammatoires du
lemnane. Dans ce dernier cas, I'hydrolyse acid¢igilar du lemnane, si elle conduit a sa
déramification, produit également un abaissemepbmant du degré de polymérisation de la
chaine principale. Les raisons pour lesquelles hgdrolysats de lemnane voient leurs
propriétés inflammatoires modulées peuvent alagsde cas, étre expliqué par I'une et/ou
l'autre de ces observations. Nos résultats démminpreur leur part que les chaines latérales
d’apiose constituant la zone hérissée de ce gatacine substitué, jouent un réle
prépondérant dans I'expression de l'activité cytaoe. Cette conclusion expérimentale est
un argument supplémentaire qui, comme le sugg&auisen et Barsett (2005) ou comme en
atteste nos travaux sur le rhamnogalacturonange If confirme I'importance des zones

chevelues des pectines bioactives.

* Popov S. V., Golovchenko V. V., Ovodova R. G.,iBrav V. V., Khramova D. S., Popova G. Y., Ovodov Y
S., Characterization of the oral adjuvant effedeafinan, a pectic polysaccharide lofmna minor L, Vaccine
2006 24, 5413-5419.

* Popov S. V., Ovodova R. G., Ovodov Y. S., EffeELemnan, pectin frothemna minolL., and its fragment
on inflammatory reactiorRhytother. Res2006 20, 403-407.

* Paulsen B.S., Barsett H., Bioactive pectic polybaddes Advances Polymers Scienc2805 186, 69-101
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92 kDa ProMMP9 E—

MMP9 E— {

72 kDa ProMMP2

Figure 73: Effets de la fraction AGU sur I'expression des atiéprotéinases ProMMP9, MMP9 et ProMMP2
par les cellules A 431.

1 = témoin positif (cellules HT 1080%;= cellules A431 non traitées ;

3 = cellules A431 traitées par AGU 6 pugml4 = cellules A431 traitées par AGU 25 pgml
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11.6 CONCLUSION GENERALE

La question qui était posée a l'origine de ce titade Thése portait d’'une part sur la
ressource biologique et plus particulierement sutérét de ['utilisation des molécules
pectiqgues en dermocosmétique et, d’autre part|'existence et les possibilités de mise en
oeuvre de méthodologies d’extraction, de séparatbnde modification enzymatique
spécifiques a des codts économiquement acceptadtd®ntreprise pour un développement
industriel. L’étude bibliographique prospective ghespriétés biologiques des pectines, si elle
fait état d’'un grand nombre de références dan®meaihe thérapeutique, met néanmoins en
exergue l'absence de données spécifiques aux exlldu derme (kératinocytes et
fibroblastes). Par ailleurs, tous les composésiguezt ne sont pas biologiguement actifs.
L’activité biologique des pectines pourrait étre@sée a la présence sur la chaine principale,
de ramification (« hairy region »). C'est ce queg@drent nos travaux sur le RGI et

I'apiogalacturonane, en effet :

- Dans le premier ca®n stimulant la synthése de E-Cadhérine et esrif@ant I'expression
des ARNm codant pour la profilaggrine, le RGI papi au phénomene de différenciation
des cellules du derme. Il est par ailleurs capdbleéguler le processus de desquamation
et de modifier le contenu en céramidesthatum corneumDe plus, une étude réalisée sur
trois RGI (son de chataigne, marc de pomme et manaisin) montre que la variabilité
des masses moléculaires et de la nature chimigsiehBines latérales arabinanes et
arabinogalactanes- induit une modulation de I'état de différenaatides kératinocytes.
D’autres facteurs doivent également étre pris enpte. C’est par exemple le cas pour les
teneurs en oses neutres tel que le rhamnose dahailze principale ou I'arabinose situé
en position latérale terminale. C’est aussi lefmas le nombre et la répartition des sites

actifs ;

- Dans le second cagélimination des chaines latérales d’apiose deus forme mono- et
oligosaccharidique induit une diminution sensibkes gropriétés cytotoxiques sur une

lignée de carcinome épidermoide vulvaire humaitiuleeA431). Ce deuxiéme aspect de
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notre étude a par ailleurs permis de préciserrlectsire du zosteran, pour lequel nous

proposons la structure hypothétique suivante :

... » 4-a-D-GalA-(1,4)-a-D-GalA-(1,4)-a-D-GalA-1  —p...

+B (1, 20u3) ﬁs (1. 20u3)
Api Api

s
(Api)n

452
Api

La variabilité des structures pectiques expliquecda variabilité de leur propriété sur
des cultures cellulaires du derme (keratinocytesjies lignées cancéreuses (cellules A431)
toutes deux d’origine animale. Chez les plantesdlie de signal moléculaire a été démontré
pour des oligosaccharides issus de la dégradatagnmatique de phytopolysaccharides
pariétaux. Historiqguement, le terme d’oligosacaara été proposé par le groupe de Peter
Albersheim a I'Université de Geéorgie (Athens, US#ur désigner de tels oligosaccharides
bioactifs. C’est le cas du nonasaccharide issadgradation du xyloglucane ou encore des
oligogalacturonides issus de la dégradation desingsccapables d’induire la croissance
cellulaire, la formation des fleurs et des racioesncore la synthese de phytoalexine. Faut-il
opposer ces oligosaccharines aux polysaccharidggjpes, plus gros, qui ont une activité
pharmacodynamique chez les animaux ? En fait, inertaligosaccharides dérivés de ces
polysaccharides présentent eux aussi une activitdes cellules animales. Les voies par
lesquelles les oligo- et polysaccharides pectiguieactifs régulent les cellules animales
pourraient donc avoir une parenté évolutive. Ulle teypothése, développée par le groupe du
Professeur Yamada du Centre de Recherche en Méd@dientale de I'Université de Tokyo

reste, a I'heure actuelle, purement spéculative.

L’ensemble des données recueillies au cours dee ré@trde confirme, s'il en était
besoin, que la matiére végétale est une sourcelisspe de polysaccharides dont certains
présentent des propriétés biologigues remarquabéssnombreuses propriétés des oligo- et

polysaccharides, tant biologiques qu’applicative®t associées a une diversité structurale
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guasi-illimitée. Dépendantes de la structure chimigle la molécule, ces propriétés sont
intimement liées a leur comportement conformatibmmais aussi a leur capacité a interagir
avec d’autres bio-molécules. La connaissance dsrileture de ces derniéres est donc un
préalable nécessaire pour mieux comprendre, prédineodifier éventuellement le réle joué
par ces macromolécules dans de nombreux phénordénesconnaissance et d’interaction,
ainsi que leur comportement et propriétés dan®rdifts états. La difficulté a purifier et
décrypter la structure exacte de ces composés egstndant le principal frein a leur
introduction dans la pharmacopée européenne ets dame moindre mesure, en
dermocosmétique, ou s’impose progressivement lam@alu monocomposant. Un tel constat
ouvre alors la voie a des stratégies de modifinatienzymatiques ou chimiques des
phytopolysaccharides en général, et des pectingsasditulier. Cette derniere, outre le fait
gu’elle permette au manipulateur de se soustraréadvariabilité biologique inhérente au
monde végétal, permet d’envisager de réguler etioduler les propriétés des biomolécules
(figure 74). Appliquée au contexte expérimentalladhese, la mise en ceuvre synergique
d’endopolygalacturonase puis d’arabinofuranosidgdbgdrolyse) ou d’arabinofuranose
transférase (greffage) permettrait d’isoler des RM® caractéristiques structurales choisies
pour des activités biologiques ciblées. Le dévetopgnt de nouvelles gammes d’actifs a base
de phytopolysaccharides doit donc permettre a kiésb SILAB d’affiner sa démarche
notammenten amont en sélectionnant les plantes sourceseat,aval] en améliorant)
'extractabilité des polysaccharides en recourantdes techniques préparatives non
dénaturantes (prétraitements physiques : broyagisdge, ultra son)ii) leur pureté par
fractionnement chromatographique ou ultrafiltratedmi) leur forme active par modification
enzymatique ou chimique. Une telle démarche esti alesnature a garantir la stabilité des

préparations et la bonne reproductibilité des @ésuevendiquées.
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PLANTE :
Sélection variétale
Conditions de culture

|

PRETRAITEMENT :
Enzymatique
Broyage/tamisage
Ultra son

1 Polysaccharide natif

EXTRACTION ET FRACTIONNEMENT :
Ultrafiltration
Chromatographie d'échange d'ions (en fonction deHarge)
ou d’exclusion stérique (en fonction de la massemdaire)

Modifications de la
chaine elle méme

Modifications des
groupements latéraux

- . ¥
METHODES CHIMIQUES : COUPURE :
Estérification, éthérification, Chimigue enzymatique
mOSIfICE}tIO;‘IS d_es/for1tct|on§’ o (hydrolase lyase.enzyme de
ga}r 0X3/1 eshagmne au rest, TR débranchemeptthermique,
hZToOXgnZTioﬁ FO/ORLINSEUILES, ultrasons, radiations
suE J
ou ou
N
METHODES ENZYMATIQUES :
Epimérase, Estérase, Sulfatase, Oxydo- BRANCHEMENT :
réductase, Glycosyl-transférase, Greffage, réticulation, couplage
\enzymes de branchement Y

Figure 74: Comment modifier les propriétés des polysaccharfddapté de Pérez, 1997

A la fois constat et perspective immédiate de patesde notre travail, cette stratégie
impose le maintien d’un équilibre raisonnable emé&eherche académique et finalisée ; elle
requiert également la mise en ceuvre de savoir ¢aimgplémentaires situés a l'interface de la
Physiologie, de la Chimie et d’'une politique deovislation et de transfert de Technologies
spécifigue aux substances naturelles d’origine tabgé Cette derniere remarque, tout en
favorisant le développement dtontinuum recherche-innovation propre au financement
CIFRE, expliqgue mon recrutement au sein du service Rebkest Développement de

'entreprise SILAB.

* Pérez S., Les vertus cachées des suBiefitur, 1997, 171, 21-23.
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CHAPITRE III : Partie expérimentale
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CHAPITRE 11l : Partie expérimentale
[11.1. Matériel biologique

L’ensemble des matieres premieres utilisées dawadee de la these a vocation a étre
utilisé a une échelle industrielle. C’est pourgeldés sont disponibles en quantité aupres
des fournisseurs de la société SILAB (tableau B8% matieres premieres sont livrées
déshydratées, broyées et tamisées en conditionheatient de quelques kilogrammes

a plusieurs centaines de kilogrammes, selon lelicafipns.

Tableau 33: liste des matiéres premiéeres utilisées et desifesgurs.

Matieres premiéres (poudres)
Fournisseur

Pomme Diana végétal
Raisin Diana végétal
Péche Diana végétal
Igname Martin Bauer
Peau de pomme Diana végétal
Marc de pomme Les tisaniers
Pépins de raisin Les tisaniers
Marc de raisin Les tisaniers
Datte Diana végétal
Fruit de la passion Diana végétal
Rhubarbe Diana végétal
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[11.2 Produits chimiques utilisés

L’ensemble des produits chimiques, solvants ettiféadatilisés dans le cadre de ces travaux

sont stockés a I'abri de la lumiere et en atmosphearte. L'origine et la pureté des réactifs et

solvants utilisés au cours de ce travail sont tEcdans le tableau 34

Tableau 34: Produits chimiques, solvants et réactifs.

Réactifs et solvants CAS[Reg.Num.] Pureté M (g/mol) Fournisseur
Acide chlorhydrique [7647-01-0] 37% 34,46 Fischer Labosi
Hydroxyde de sodium [1310-73-2] 40,00 Acros
Méthanol [67-56-1] 99,99% 32,04 Fisher
Pyridine [110-86-1] 99,8% 79,1 Aldrich
Acide sulfurique [7664-93-9] 95-98% Acros
Phénol [108-95-2] 99% 94,11 Sigma
Butanol [71-36-3] 74,12 Acros
BSTFA+1%TMCS (99:1) Alltech
Méthanol chlorydrique 3N Supelco
Méthanol anhydre >99% 32,04

Fisher

Heptane [142-82-5] >99% 100,2 Sigma
Ethanol [64-17-5] 46,07 Sigma

[11.3 Extraction des pectines

[11.3.1. Rhamnogalacturonanes

[11.3.1.1. Protocole Aprotocole laboratoire LCSN)

Dix grammes de matieres premieres sont placés warmllon d’extraction ; 100 ml d’eau

distillée sont alors ajoutés. Le systéeme, préatabid surmonté d'un réfrigérant, est porté a

90°C durant 10 minutes a lI'aide d’'un chauffe ball&pres refroidissement, le mélange est
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centrifugé a 2300 g (centrifugeuse Sigma 5-2) dut&rminutes a température ambiante. Le
surnageant, séparé du culot, est placé au coritactdcktail enzymatique de carbohydrase a
la concentration finale de 1% (V/V). La dégradatiten’amidon se poursuit a 55°C pendant 1
heure avant d’étre stoppée par inactivation themmity minute a 100°C. Apres filtration, le
surnageant est placé en dialyse (membrane Spegttdptecular Weight Cut Off, 6-8000
Da) contre de I'eau distillée durant 2 jours a 4°C.

[11.3.1.2. Protocole Rprotocole laboratoire R&D SILAB)

Le protocole B est une adaptation du protocole Atdb reprend, en les adaptant au
laboratoire R&D de la société SILAB, les grandegndis directrices. Cent grammes de
matieres premiéres sont placés dans 1000 ml d’estilléet. L’extraction se déroule & 90°C
durant 10 minutes. Le mélange est refroidi a 504(S [@ pH ajusté a 5 par ajolt de HCl ou de
NaOH selon la matiere. Un cocktail de carbohydmstealors introduit a la concentration
finale de 5% (V/V) et la dégradation se dérouleOdCodurant 2 heures. Le surnageant est
alors séparé sans refroidissementdu culot par centrifugation a 1760 g (Heltichixa rp)
durant 5 minutes puis porté a 80°C durant 30 mgaf d’inactiver les enzymes. Il est enfin

passeé sur filtre presse.

[11.3.1.3. Protocole pilot¢hall de développement technologique et commercial
de la sociéeté SILAB)

Le protocole pilote est une transposition du prol®®& dont il reprend les méthodologies en
les adaptant aux matériels et aux conditions @atibn de ces matériels par la société

SILAB. Dans ce cas, les quantités et les volumigisiirx par 250-300.
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[11.3.2. Apiogalacturonane
Il .3.2.1. Protocole LCSN

Le protocole d’extraction de I'apiogalacturonane Atestera marinaest une adaptation de
celui décrit par Ovodovat al. (1968) et transposé au Laboratoire de Chimie déstances
Naturelles. Dix grammes de matiéres premiéres @acts au contact de 100 ml de méthanol
afin d’en éliminer les pigments. Apres filtratioars/erre fritté (porosité 3), le résidu est rincé
abondamment par de I'eau distillée. Le résidu kstépdans un ballon d’extraction et 200 ml
d’'une solution d’oxalate d’ammonium 1% (M/V) sorjbw@és. Le systeme, préalablement
surmonté d’un réfrigérant, est porté a 70°C duBahtures a I'aide d’'un chauffe ballon. La
solution est alors filtré sur verre fritté (por@sB) et le surnageant est soumis a I'action du
cocktail de carbohydrase (5%/MS) puis placé enyg@almembrane Spectrapor, Molecular
Weight Cut Off 6-8000 Da) contre de l'eau distilldarant 2 jours a 4°C pour donner le

zoteran brut (4. La solution est alors congelée et lyophiliséargire conservée.

La purification de l'extrait brut se déroule seltm protocole publié par Popogt al
(2006).Un gramme de zosteran brut est ensuite idiskildans 100 ml d’eau distillée. Une
carbohydrase a la concentration de 1%(V/V) esita@m et le mélange est placé a 37°c durant
1 heure. A la fin de cette période, le mélangepesté a ébullition durant une minute afin
d’'inactiver I'enzyme. Le précipité formé est élifdinpar centrifugation a 2300 ¢
(centrifugeuse Sigma 5-2) durant 15 minutes a teatpee ambiante. Le surnageant, séparé
du culot, est précipité par ajolt de 3 volumeshdiabl absolu. Le précipité préalablement
solubilisé dans l'eau est placé en dialyse (menh&pectrapor, Molecular Weight Cut Off 6-
8000 Da) contre de €au distillée durant 2 jours a 4°C pour donnerdieran brut purifié

(AGU). La solution est alors congelée et lyoph#éig®ur étre conservée.

[l .3.2.2. Protocole pilot@all de développement technologique et commercial
de la sociéeté SILAB)

Le protocole pilote est une transposition du prol®¢.CSN dont il reprend les lignes

directrices en les adaptant aux matériels et angitions d’utilisation de ces matériels de la

* Ovodova R. G., Vas’Kovskii V. E., Ovodov Y. S.h& pectic substances o6steraceagCarbohydr. Res
1968 6, 328-332.

* Popov S. V., Ovodova R. G., Ovodov Y. S., EffeE_Lemnan, pectin fronhemna minoi., and its fragment
on inflammatory reactiorRhytother. Res2006 20, 403-407.
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société SILAB. Dans ce cas, la quantité initialevdgiere premiere est portée a 28 kg et

I'extraction se déroule dans 230 litres d’eau.

I11.4 Obtentions des extraits purifiés ou modifiés
[11.4.1. Purification des rhamnogalacturonanes

Le pH des extraits pectiques issus des protocolet gilote est ajusté a 5.5. Chacun des
extraits est alors placé au contact d’une solutiercarbohydrase a la concentration finale de
5% (V/V). La dégradation se déroule a 35°C duratie@res. A la fin de cette période, le
mélange est portée a ébullition durant une mindite diinactiver 'enzyme. Le précipité
formé est éliminé par centrifugation a 2300 g (dRrgeuse Sigma 5-2) durant 15 minutes a

température ambiante.

Chacun des extraits est ensuite purifié par chrognaphie d’exclusion stérique sur colonne
de gel de polyacrylamide Biogel P6 (Biorad - selglséparation 1000-6000 Da ; dimension
de la colonne : @ 2,5 cm x 50 cm) équilibrée d&eul sous un débit constant de 12.5 thl.h
assuré par une pompe péristaltique (Pump P-1 ; stmaer Biosciences). L’élution est suivie
grace a un détecteur UV (Biorad, model EM1 econo ki@nitor). Les fractions sont
recueillies en sortie de colonne a l'aide d'unectiéur (Redifrac ; Pharmacia-Biotech) et leur
homogénéité contrélée par Chromatographie sur Goudince (éluant: butanol, acide
acétique, eau ; 2/1/1) apres révélation par pudaéan d’'une solution d’'t80, 20 % a 0,1 %

d’orcinol et passage a I'étuve a 110°C.

[11.4.2. Autohydrolyse du zosteran, I'apiogalcturondaZostera marina

Le protocole d’autohydrolyse utilisé a été adaméCihncia et Cerez§1993). Une solution

aqueuse de zosteran purifié - AGU - & la concéatratl mg.mL* est convertie en sa forme
acide par passage sur résine Amberlite IR-120. (Mprés filtration sur verre fritté (porosité
3), la solution est placée a l'étuve a 110°C dufiameure. L’hydrolysat ainsi obtenu est
ensuite déposé sur une colonne de résines basiqheageuse d’'ions DOWEX 1x2 - forme

* Ciancia M., Cerezo A.S., Autohydrolysis of polgsharidesCarbohydr. Res. Brazill993 45, 54-61.
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CI" (mesh 200-400 ; Fluka; colonne : @ 1 cm x 50 ddr).gradient d’élution linéaire de
formiate d’'ammonium de 0,05 M a 0,5 M est appligoér séparer une fraction neutre non
retenue (FNR), d’'une fraction chargée retenue (ER)fraction neutre non retenue (FR) est
finalement purifiée par chromatographie d’exclusietérique sur colonne de gel de
polyacrylamide Biogel P2 (Biorad - seuil de séparatl80 a 2000 Da ; dimension de la
colonne : @ 2,5 cm x 70 cm) équilibrée dans I'eaussun débit constant de 10 rfl.assuré
par une pompe péristaltigue (Pump P-1; AmershamsdBinces). Les fractions sont
recueillies en sortie de colonne a l'aide d’'uneciéur (Redifrac ; Pharmacia-Biotech) et leur
homogénéité contrélée par Chromatographie sur Goudince (€luant: butanol, acide
acétigue, eau ; 2/1/1) apres révélation par pudaéan d’'une solution d't80, 20 % a 0,1 %

d’orcinol et passage a I'étuve a 110°C.

I11.5 Analyses des extraits
[11.5.1. Caractérisation des composés non sacchaegliqu

[11.5.1.1. Détermination des matieres seches

Dix grammes de sable sont déposés dans des caupellaluminium, 'ensemble est pesé
pour donner une masse PV. Dans chaque coupelleprr8/ml d’échantillon sont ajoutés. Le
poids est noté (PP). Les prises d’essais sont pfdgées au four a 110°C durant une période
de 48 heures. A la fin de cette période, les cdepealont sorties du four et pesées (PS). La

quantité de matiére séche exprimée eh et alors obtenue selon la formule :

(PS-PV)/(PP-PV)* 1000

[11.5.1.2. Teneurs en cendres

Dans un premier temps les coupelles en porcelditeuss couvercles sont séchés a 600°C
pendant 30 minutes dans un four a moufles éledridorsque leur température est
redescendue a 40°C, les coupelles et leurs coegesont pesés (M1). Cing ml d’échantillon
sont alors déposés dans chaque coupelle qui samivéeau pesés avec leurs couvercles (M2).

Les prises d'essais sont placées dans le four.ebgpérature du four s’éleve selon le
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programme suivant : 5°C.mijusqu’a 110°C avec un palier de 3 heures, pui 1B
jusqu'a 550°C avec un palier de 9 heures. La testyrér redescend alors jusqu’a la valeur de
température ambiante. Les coupelles sont alorgesaitl four et pesées immédiatement. La

teneur en cendres, exprimées eft gdt alors obtenue selon la formule :

(M3-M1)/(M2-M1) *1000.
[11.5.1.3. Dosage des protéines totales (Kjeldahl)

L’échantillon est introduit dans un matra ; 1 géstle catalyseur SeCu et 15ml d’acide
sulfurique concentré sont alors ajoutés. Les matas chauffés a 440°C pendant une période
d’au moins une heure sous une hotte aspiranteidéaulfurique a chaud, transforme 'azote
liée en ion ammonium. Cette étape de minéralisasinerminée lorsque la solution prend
une teinte vert clair. Les teneurs en protéineddstsont évaluées par l'intermédiaire du
lecteur Kjeltec 2300 Foss. Cet appareil ajouteraat@guement a chaque échantillon une
solution de soude qui induit un dégagement d’amaupre proportionnelle a la quantité
d’azote protéique. L'ammoniaque est ensuite distiit recueillie dans une solution d’acide
borigue. Les ions borates formés au cours de éttfme sont enfin dosés par une solution
titrée d’acide chlorhydrique.

Le bilan réactionnel de ce dosage est le suivant :

Minéralisation (440°C) :protéines + t5Q; ——» n((NB.SOy)

Action de NaOH: (NH,).SO, + 2NaOH—  2NH+ NaSO, + 2H,0
Réaction avec BO;: 2NH; + 2H;BO; ——» 2BHBO; + 2NH4 "
Dosage par HCI: 2H,BO; + 2H,O" ——» 2KHBO; + 2H,0

La teneur en protéine totale, exprimée en g poQrgl@échantillon est obtenue selon la formule :
N (%) = ((V H2sos OM azote OM 12504 OF)/ (P echaniiion 01000))0100
Ou

N : taux de protéines présent dans I'échantillon (%)
V Hosos: Volume de solution d’acide sulfurique (ml).

M azte . Masse molaire de I'azote (g.rtpl

M H2504 . molarité de la solution d’acide sulfurique (mét)L
P echanilion pesée de I'échantillon (g).
F: facteur permettant de passer de la quantitétéaz la quantité de protéines (F= 6,25).
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111.5.1.4. Dosage de protéines selon la méthodeadery (1951)

La solution alcaline A est composée de 4'gde soude, 20 g:tde carbonate de sodium et
0,2 g.L* de tartrate double de sodium et de potassiumolidisn cuivrique B est composée
de sulfate de cuivre & 5 g'LLa solution C est préparée extemporanément a¥enlSle la
solution A et 1 ml de solution B. La gamme étalshune solution d’unitrol de 15 pg.tha

75 pg.ml*. Dans des tubes & hémolyse en plastique, 1mlatéition puis 3 ml de solution C
sont déposés. Les tubes sont mélangés par retoemheeh laissés au repos 15 min a
température ambiante et a la lumiére. 0,3 ml dgtiféde Folin est ajouté, les tubes sont
agités par retournement, placés a I'obscurité pen8@ min. L'absorbance est lue a 750nm
contre le blanc.

[11.5.1.5. Dosage des polyphénols

Les dérivés phénoliques forment avec le chlorunggige des complexes de coordination plus
ou moins stables. La sensibilité de la réactiorpkst grande en présence de ferrocyanure de
potassium (Wesp et Brode 1938ingh et Sanwal 1978). Une solution de chlorerédue a

3 g.L* dans une solution HCl & 0,4 N et une solutiorietiécyanure de potassium a 3 g.L
sont préparées. Le réactif est composé de 1 vollenehaque solution et 2 volumes d’eau
distillée. La gamme étalon est une solution d’agjdiique de 40 pg.ritla 120 pg.mt. Dans

des tubes a hémolyse en plastique, 100 pl de solatdoser et 4 ml de réactif sont introduits.
Les échantillons sont homogénéisés, ces tubesptards a I'abri de la lumiére pendant 30
minutes. L’absorbance est lue a 715nm contre umcblaa teneur en dérivés phénoliques est

exprimée en équivalent d’acide gallique.

* Lowry O.H., Rosebrough N.J., Farr L., Randall RRrotein measurement with the folin phenol reggen
J.Biol.Chem.1951 193, 265-275.

* Wesp E.F., Brode W.R., The absorption spectraewnfd compounds. I. The ferric chloride-phenol teat
Journal of the American Chemical Socjet934 56, pp 1037.

* Singh M., Singh S.S., Sanwal G.G., 1978. A nedodmetric method for determination of phenolitsdian
Journal of Experimental Biology978 16, 712-714.
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[11.5.2. Caractérisation des contenus saccharidiques

[11.5.2.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Des plaques de silice Kieselgel 6gfde 0.2mm d’épaisseur (Merck) ont été employéees pou
la chromatographie sur couche mince en phase nerrfdale double migration est effectuée
dans le solvant n-butanol/acide acétique/eau 2N/¥/V). La révélation des plaques est
réalisée par pulvérisation d’'une solution d’orcisalfurique (0,1% d’orcinol dans de l'acide

sulfurique a 20%) et passage 5 minutes a I'étuweestempérature de 110°C.

111.5.2.2. Dosages des sucres par colorimétrie

La quantification des sucres est réalisée par khodé au phénol sulfurique (Dubois, 1956)
pour les oses neutres, la méthode au méta-hydmxéayl (m-HDP) pour les acides
uroniques (Blumenkrantz et Asboe-Hansen, 1973 etdthode au PAHBAH pour les sucres
réducteurs (Lever, 1972Fn raison des interférences liées a la préseacalds uroniques, il
est nécessaire d’appliquer la méthode de corregtioposée par Montreudt al. (1963) qui
permet d’établir les quantités relatives d’osesmsuet d'acides uroniques.

[11.5.2.2.a Dosage de Dubois

A 200 pul de solution a doser, on ajoute 200 pl d'solution aqueuse de phénol a 5%. Le
mélange est homogénéisé au vortex, puis 1ml d’asidieirigue concentré est rapidement
introduit dans le milieu réactionnel. Apres homagjéation, le mélange est porté au bain-
marie & 100°C durant 5 minutes. Les tubes sonbidir et placés a I'obscurité pendant 30

minutes. Une coloration orange apparait. La lectie® densités optiques est réalisée a 492

* Dubois M., Gilles K.A., Hamilton J.K., Rebers B,ASmith F., Colorimetric method for determinatioh
sugars and related substandesal. Chem.1956 28, 350-356.

* Blumenkrantz N., Asboe-Hansen G., New method doantitative determination of uronics acidsal.
Biochem, 1973 54, 484-489.

* Lever M., New reaction for colorimetric determtitn of carbohydratesinal. Biochem.1972 47(1), 273-
279.

* Montreuil J., Spik G., Chosson A., Segard E., &xiler N., Methods of study of the structure ofcglgroteins,
J. Pharm. Belg.1963 18, 529-546.
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nm. Les quantités de sucres en solution peuvenééblies en comparaison avec une gamme

étalon de glucose de concentration de 25, 50, H0® I
[11.5.2.2.b Dosage de Blumenkrantz-Asboe

A 200 ul de solution a doser, on ajoute 1.2 ml d'wolution de tétraborate de sodium a
0,125M dans I'acide sulfurique concentré. Le métaagt homogénéisé au vortex, et réfrigére
dans la glace. Les tubes sont ensuite portés &l0°bain-marie durant 5 minutes. Aprés
refroidissement dans un bain de glace, on ajoutgil2@’'une solution de m-HDP (méta-
hydroxydiphényle) a 0,15% dans une solution de saud,5%. Les tubes sont agités. Une
coloration rose se développe pendant 5 minutetedtare des densités optiques est réalisée a
520 nm. Les quantités de sucres en solution peldtemtétablies en comparaison avec une
gamme étalon d’acide galacturonique de concenir&%o 50, 100 et 200 pg.thl

111.5.2.2.c Dosages des sucres réducteurs

A 250ul de solution a doser, on ajoute 750 pL d'sokeition de PAHBAH (acide hydrazide
para-hydroxybenzoique) a 5% dans HCI 0,5M, fraidmndiluée au 1/5 par NaOH 0,5M. Le
mélange est homogénéisé au vortex et porté a 1@0°®ain-marie durant 5 min, puis
refroidi. La lecture des densités optiques estisg@éala 410 nm. Les quantités de sucres
réducteurs en solution peuvent étre établies enpamaison avec une gamme étalon de

glucose de concentrations 10, 20, 30 et 40 ig.ml

[11.5.2.2.d Identification et dosage des monosaccearppar CPG selon la

meéthode des méthylglycosides O-triméthylsilylés

Le principe de cette méthode repose sur I'obtentierméthylglycosides triméthylsilés par
meéthanolyse suivie d’ungerriméthylsilylation des monosaccharides libérésoseles

méthodologies proposées par Kamerkgl. (1975) modifiées par Montreuit al (1986).

e Méthanolyse

*  Kamerling J.P., Gerwig G.J., Vliegenthart J.F@amp J.R., Characterization by gas liquid chromiatphy
mass spectroscopy of pertrimethylsilyl glycosidbtamed in the methanolysis of glycoproteins anagipids,
Journal of Biochemistry1975151,491-495.

* Montreuil J., Bouquelet S., Debray H., Fournef Bpik G., Strecker G., Glycoproteins, In : ChaphhF.,
Kenedy, J.F. (Eds)Carbohydrate analysis a pratical approachiRL Press, Oxford, Washington D.C.986
143-204.
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Les monosaccharides sont libérés sous forme deylgitosides par ajolt de 1 mL d’une
solution de chlorure d’acétyle 1 M dans du méthardiydre sur 100 pg d’'un échantillon
polysaccharidiqgue anhydre contenant 10 pug d'urogtaiterne, le méso-inositol (Ml). La
meéthanolyse est stoppée aprés 24 h de réaction°@ glr évaporation du meéthanol

chlorhydrique sous un flux d’argon.

» Triméthylsilylation

Les méthylglycosides sont triméthylsilylés pendant a température ambiante par 80 pL
d’'un mélange V/V pyridine/BSTFAN,O-bis-triméthylsilyl-trifluoroacétamide) a 1 % de
triméthylchlorosilane (TMCS).

* Analyses des derivés méthylglycosides O-triméthylgiés par CPG

Les méthylglycosides triméthylsilylés sont ensuitientifiés et dosés par CPG sur un
chromatographe Perichrom PR-2100 en comparaisort aes témoins authentiques.
L'élévation de la température du four est programoe 130 & 210°C a raison de 2°C.hin
avec un palier de 5 min & 190°C, puis de 210 aQ&0faison de 5°C.miih Les résultats sont
exprimés en pourcentage molaire aprés correctisrates des pics chromatographiques par
des facteurs de correction.

Cette analyse, qui a été adaptée a l'analyse ddr@eul’origine végétale par Marga adt
(1995), a été également utilisée pour I'étude decdenposition monosaccharidique des
matieres premieres. Dans ce cas, la méthanolyssugée d’'une étape de délipidation par

trois lavages successifs a I'heptane.
[11.5.3. Analyses structurales

111.5.3.1. HPLC

* Marga F., Freyssac V., Morvan H., Rapid gas liljchromatography microanalysisof carbohydratesandy
plant tissues]. Trace and Microprobe Techniqué®95 13(4), 473-478.
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Les profils HPLC des masses moléculaires sont teiésca l'aide d’'un systeme HPLC
(Dionex P-680), équipé de deux colonnes d’exclusitgmique PL-aquagel-OH mixed 8um
(Polymers Laboratories-300*7,5mm). Débit =1ml.thirtluant 50 mM NaN@ Ce systéme

est complété par un détecteur a indice de réfra&lmdex (RI-101).
[11.5.3.2. Spectroscopie de Résonance Magnétique &ireclé

Les mono- et oligosaccharides obtenus ont été sémlyar RMN homo et hétéronucléaire au
laboratoire de Glycobiologie Structurale et Fonutielle (UMR 8576 CNRS) de I'Université
des Sciences et Technologies de Lille. L'analysteldecomposés repose sur ['utilisation de

différentes techniques.
111.5.3.2.a COSY homonucléaite-'H

Cette technique permet de corréler des protonssomi couplés scalairement. En d’autres
termes, elle permet de transférer la magnétisafiom proton voisin et donc de visualiser les

constantes de couplage J entre les protons.

111.5.3.2.b COSY hétéronucléaire

HMQC : Heteronuclear MultiQuantum Coherence. Cettéthode permet de cokeé

chaque proton avec le carbone sur lequel il emstladt

HMBC : Heteronuclear Multiple-Bond Correlation. @eméthode permet d’obtenir des
corrélations de couplag@ entre un proton et le carbone voisin. Les infdiona obtenues
permettent de déterminer la séquence d'oligosaittthares couplaged) permettent de

corréler les noyaux distants de trois liaisons tuas.

ROESY : Roating Frame Overhauser Effect Spectroéc@jette technique permet de

visualiser les corrélations dipolaires proton-proémtre deux voisins proches d’au plus 5

A
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Les analyses RMN ont été réaliseées sur un spedtrenBeuker ASX 400-US NB. Les
échantillons ont été échangés pasODgrace a trois lyophilisations successives. Les
déplacements chimigues sont exprimés en ppm pporaau 4,4'-dimethyl-4-silapentane-1-
sulfonate de sodium, mais ont été en réalité mesped rapport a un standard interne
d’acétone §H=2,225 et5**C=31,55 dans ED & 27°C). Les spectres de corrélatith’H
COSY, COSY relayé, TOCSY et ROESY, ainsi que lescsps hétéronucléairési-1°C
(HMQC) ont été réalisés avec les séquences d'ingrultandard de la librairie Bruker. Pour

les expériences ROESY, les temps de mélange étieetOms.

111.6 Evaluation des propriétés biologiques des extrsi
[11.6.1. Efficacité des rhamnogalacturonanes en devsmétologie
111.6.1. 1.Etude de cytotoxicité :

* Principe du test MTT

Les sels de tétrazolium, comme le MTT (Sigma), petnétre réduits en milieu alcalin et
donner un composé coloré : le bleu de formazanniigzchondries sont capables de réaliser
cette réduction grace a leurs déshydrogénases rapaitwas. Ainsi, le nombre de
mitochondries fonctionnelles, proportionnel au noenlwle cellules vivantes, peut étre

guantifié en fonction de l'intensité de la colooati

» Protocole opératoire de la cytotoxicité :

Les cellules sont ensemencées dans des plaque6 gait8 (Falcon) a raison de 45°10

cellules /ml dans un milieu complet KSFM (Invitrageet contenant des antibiotiques, 0,2 mi
de suspension cellulaire a été répartis par péipes 24h a I'étuve a 37°C avec une
atmosphére humide contenant 5% de,d© milieu est enlevé puis 200ul de produits par
puits « produits » et 200ul de milieu de culturenptet KSFM dans les puits « témoins »
sont distribués. Apres 24h d’incubation, le miliest enlevé et les cellules sont rincées au
PBS puis incubées avec 200ul de solution MTT pend@anLe milieu colorant est éliminé

puis on ajoute 200ul de PBS (Sigma). Ce dernieemstvé puis 200ul de DMSO (Sigma) est
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ajouté. Pendant 15 min, les plagues sont agitéegijiu homogénéisation. La densité optique
(DO) est mesurée a 540 nm au lecteur IEMS (labsysteLe pourcentage de viabilité

cellulaire (%V) est déterminé selon la formule sunite :

%V = [DO cellules traitéeé(DOcellules non traitéea]-loo

La moyenne (n=4) de ces pourcentages pour chaqueration du produit nous donne la

teneur maximale du produit non cytotoxique.

[11.6.1.2. Etude sur la synthese de HSP 27 :

+ Traitement des cellules

Les kératinocytes humains sont ensemencés dammiles de diametre 100 mm, a raison de
1. 10 cellules par boite. Aprés 96h, les kératinocytes waités avec les actifs et les fractions
a 0,5 % (V/V) dilués dans le milieu de culture. lceflules sont incubées pendant 5 jours dans
une étuve a 37°C en atmosphere humide contenandé& @&). Les cellules sont récupérées

et un extrait cellulaire est réalisé par pottersatCes extraits cellulaires sont stockés a -

80°C en attente des dosages.

» Dosage des protéines totales

Le dosage des protéines totales est réalisé pa¢tlaode BCA (Ref. BCA-1, SIGMA).

Réalisation du western blot

- Les extraits cellulaires (10 pg de protéines)t smités par électrophorése sur un gel
Tris-Glycine polyacrylamide a 15%. lls sont ensurensférés sur membrane Immobilon
P (IPVH15150, MILLIPORE).

» Réalisation de I'immunomarquage :
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* Anticorps primaire = anticorps anti-HSP-27 de s®u

(Ref. NCL-HSP27 /Novocastra ).

* Anticorps secondaire = anticorps anti-lgG de sooouplé au HRP

(horse radish peroxydase) (ref P0447, DAKO — France

* Systéme de révélation : substrat peroxydaseletisn chromogéene

(Kit OPTI-4CN, BIORAD).

* Visualisation :

Les bandes sont semi-quantifiées par densitonagiries analyse d'images a
I'aide du logiciel (systéme BIO-PROFILogiciel BIO-1D) (VILBERT-
LOURMAT - France).

[11.6.2 Efficacité des apiogalacturonanes en oncologjielaire et moléculaire
111.6.2.1. Lignée cellulaire

Les études ont été menées sur des cellules dgnkelitumorale A431 provenant de 'ATCC
(American Type Collection Culture). Cette lignéeurd’ carcinome épidermoide vulvaire
humain se caractérise par une morphologie de esllépithéliales et un grand nombre de
récepteurs a 'EGF (Malliret al, 1998). Par ailleurs, ces cellules sécrétent une quantit

importante de VEGF, favorisant I'angiogenese (Mklayal, 1996).

* Malliri A., Symons M., Hennigan R.F., Hurlstone, Lamb R.F., Wheeler T., Ozanne B.W., The
transcription factor AP-1 is required for EGF-inddcactivation of Rho-like GTPases, cytoskeletal
rearrangements, mobility , and in vitro invasionfo431 cellsJ. Cell Biol, 1998 143, 1087-1099.

* Melnyk O., Shuman M.A., Kim K.J., Vascular endelifal growth factor promotes tumor disseminationaby
mechanism distinct from its effect on primary tungoowth,Cancer Res1996 56, 921-924.
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[11.6.2.2. Entretien cellulaire

La lignée cellulaire est cultivée dans un milieucdéture DMEM (4500mg/mL de glucose,
pyruvate de sodium et glutaMAX), enrichi de 10% sé&um de veau foetal (SVF)
décomplémenté et contenant un mélange d’antibiesid60UI/mL de pénicilline, 50pg/mL
de streptomycine) (Invitrogen). Les cellules samesmencées dans des T75 (Falcon) a raison
de 5.16a 1@ cellules/10mL de milieu de culture et maintenues@ture dans un incubateur

a 37 °C et 5 % de CCen atmosphére humide. A confluence, les cellubes 8ncées avec
une solution saline de phosphate tamponnée (PBI&cpi5puis détachées par une solution de
trypsine-EDTA (0,025 % de trypsine, 0,01 % d’EDTAnyitrogen) et ré-ensemenceées au
1/1™ de la confluence dans de nouvelles boites dereul@haque trypsination correspond

a un passage numeéroté.

[11.6.2.3. Etude de la viabilité cellulaire

111.6.2.3.a Tests MTT
L’effet des différents composés sur la viabilitdludaire a été étudié grace a un test MTT

(bromure  de  3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diplyéigtrazolium ;  Sigma-Aldrich)
(Mosmann, 1983

[11.6.2.3.b Etude des effets de doses et du temps

Les cellules sont ensemencées dans des plaque$ @eit8 (Falcon) a raison de 5°10
cellules/100uL dans du milieu complet (10% de S\Af)rés 24h de culture, le milieu est
enlevé et remplacé par du milieu a 2% de SVF camtedes concentrations croissantes de
produits. Apres 72h de traitement, les celluled simeées au PBS puis incubées avec 100uL
de MTT (0,2mg/mL de PBS) pendant 4h a 37 °C et 86&2£Q. Le MTT, réduit en bleu de
formazan, est solubilisé par I'addition de 100ulipde DMSO (diméthylsulfoxide ; Sigma-
Aldrich). La densité optigue (DO) est mesurée ani®5grace a un lecteur de plaque

* Mosmann T., Rapid colorimetric assay for cellugnowth and survival : application to proliferati@md
cytotoxic assays]. Immunol. Method4.983 65, 55-63.
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Labsystem Multiskan MS. Le pourcentage de viabdagéulaire (%V) est déterminé selon la

formule suivante :

%V = [DO cellules traitéeéMoy(DO cellules non traitéea]-loo

[11.6.2.3.c Etude de la migration et de l'invasioriudelre

Nous avons étudié les effets de I’'AGU sur la migraket I'invasion des cellules A431. Pour
cela, nous avons utilisé des chambres de cultuse ciambre de migration) appelées
chambres de Boyden (Becton Dickinson). Ces chamgmescomposées d’inserts constitués
d’une membrane poreuse (membrane de 0°3pores de 8um), placés dans des plaques de

24 puits (plaques compagnions ; Falcon ; BectokiBson).

* Préparation des inserts pour la migration
Pour I'étude de la migration cellulaire, l'intériredes inserts (déposés dans les puits de la
plaque compagnon) est recouvert de 100uL de filotoree (& 100ug/mL dans du PBS) par
insert. Aprés une nuit a 4 °C, I'excédent de filecine est enlevé, les membranes sont
rincées deux fois au PBS puis saturées 1 heurela®ede BSA (albumine bovine ; Sigma-

Aldrich). Le milieu avec 1 % BSA est enlevé.

» Préparation des inserts pour l'invasion
Pour I'étude de l'invasion cellulaire, I'intériedes inserts (déposés dans les puits de la
plague compagnion) est recouvert par 100uL de NHtra (10mg/mL PBS; Becton
Dickinson). La plaque de culture est alors placgéesd’incubateur & 37 °C pendant 3 heures,
puis sous une hotte a flux laminaire (12 a 24 gupeur permettre la polymérisation du
Matrigel. Les inserts sont stockés a 4 °C puis dédigs 24 heures avant I'expérience avec

500ul de milieu.
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» Préparation des cellules pour la migration
Les cellules A431 sont ensemencées dans des TélSah de 1,7.192.1CF cellules/5mL/T25 dans du
milieu de culture a 10 % de SVF. Aprés 24h, lekutad sont rincées au PBS puis traitées par 6 pg/ml
et 25 pg/ml d’AGU (dilution dans du milieu a 10% 8%¥F) pendant 24h. Des cellules, servant de
témoins, ne sont pas traitées (milieu 10 % SVF)xeéagdes traitements par les différents composés
pectiques, les cellules sont rincées au PBS, détach la trypsine, puis comptées. Elles sont alors

diluées dans du milieu dépourvu de sérum maisiaddi de 0,1 % de BSA.

» Préparation des cellules pour l'invasion

Les cellules ne sont pas pré-traitées mais sontsas en méme temps que I'’AGU a 6ug/ml et25ug/ml dans

les inserts.

* Migration cellulaire

Les cellules pré-traitées et non traitées (témaps} déposées dans les inserts recouverts de
fibronectine & raison de 10:16ellules/500pL/insert dans du milieu 0,1 % de BBA.milieu

a 10 % de SVF est placé comme chémoattractant ldansuits de la plaque compagnion
(500uL/puits), afin de permettre la formation dgimdient chimiotactique de part et d’autre
de la membrane poreuse (Figure 75). Apres 24h deation dans l'incubateur a 37 °C, le
surnageant est enleveé et les inserts sont rinc&B&usur chaque face. Les cellules nayant
pas migré au travers des pores (face interne desté) sont éliminées par grattage avec un
coton-tige, celles qui ont migré sur la fibroneeti(face externe des inserts) sont fixées
pendant 10min au méthanol, puis colorées au crystdt. Les cellules sont comptées au
microscope (Zeiss Axiophot). L’'ensemble des ceflidst compté (grossissement X200) et les
pourcentages de migration sont déterminés en c@mpér nombre de cellules pré-traitées

qui ont migré (Naitsed au nombre de cellules non traitées qui ont MiGn traitse). AiNSi :

%Migration = (N yaitées/Nnon traitees). 100
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- incubation 20 h a 37°C

- grattage des inserts au
coton tige

100 ul Fibronectine (100 - Fixation 5 minutes

Hg/ml) pendant 24 h a 4°C) Insert paraformaldéhyde 4 %
- = - Ringageal’ eau
3 Ringages PBS - Coloration al’Hemalun
Blocage 1 % BSA pendant 5 minutes
dans 1 H

=\ T L ] CellulesA 431 (30 000 dans

~ 250 pl de milieu avec 0,1 % BSA)

|

T

500 pul milieu

Membrane PET 8 um :
310 % SVF Plaque compagnon (24 puits)

Figure 75 : Principe de la migration et de I'invasion cedlines en chambre de Boyden.

[11.6.2.3.d Zymographie

Les cellules non traitées sont déposées dansdedsmrecouverts par le Matrigel a raison de
10.10 cellules/500pL/insert dans du milieu 0,1 % de BRAntenant différentes
concentrations d’AGU. Comme précédemment, du miiel0 % de SVF est placé dans les
puits de la plague compagnion (500uL/puits). A@ék d’invasion dans l'incubateur a 37
°C, les inserts sont récupéres et les cellulestayawerse le Matrigel sont lavées, fixées,
colorées et comptées comme décrit pour I'étudeadeigration. Des pourcentages d’invasion

cellulaire sont calculés de la méme maniere qupdescentages de migration.

* Principe

L’activité gélatinolytique des métalloprotéases t29econtenues dans les surnageants de
culture ainsi que celle de leurs formes zymogésestadiée par zymographie. Il s’agit d’une
électrophorése SDS-PAGE effectuée en conditongéunurctrices. Le substrat de la protéase

étudiée (gélatine) est copolymérisé avec I'acrytimi
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Les cellules sont ensemencées dans des plaquespdés6(Falcon) & raison de 50%10
cellules/2mL dans du milieu complet (10 % de SMEgxpérience comporte des temps de
traitement des cellules de 24h, 48h et 72 h. Apds de culture, le milieu est enlevé et
remplacé par du milieu sans SVF pour les cellu@straitées, et par ’AGU pour les cellules
traitées pour la premiere plaque. Les autres pkgqaet maintenues avec 10 % de SVF pour
24h et 48 h supplémentaires. Les surnageants dateseA431 (sans sérum) sont récoltés
toutes les 24 heures de traitement. Les surnagsantsoncentrés avec des centricons 1000g
pendant 1h30 (Millipore) puis dilués dans un tamg@chantillon non réducteur SDS 4X, 30
minutes a température ambiante avant le dép6t sugal de polyacrylamide 10 % co-
polymérisés avec 1 mg/mL de Gélatine (Gélatine type Sigma-Aldrich) ; substrat
préférentiel des MMP-2 et MMP-9. L'électrophoresbdte a 60V pendant 20 minutes puis
continue a 160V a 4 °C. Aprés migration, le SDSédistiné par des lavages successifs dans
une solution de Triton sous agitation a températumbiante pour permettre la renaturation
des protéines, puis a I'eau distillée. Les gels smubés dans un tampon de digestion (50mM
Tris-HCI pH 7,4; 0,2M NaCl; 5 mM Cagj 0,05 % Brij 35) contenant les éléments
nécessaires a l'activité enzymatique des MMPs dut@rheures a 37 °C. Le gel est enfin
coloré pendant 1 heure dans une solution a 30 Bbé&dleanol, 10 % d’acide acétique et 0,5 %
de Bleu de Coomassie R.250 puis décoloré dansaies & 30 % de méthanol, 10 % d’acide
acétigue. Les gélatinases sont révélées par urtelwdaire sur un fond bleu, correspondant a

la protéolyse locale de la gélatine dans le gel.

Sur chacun des zymogrammes réalisés, une fracdosurhageant issue de la culture de la
lignée HT1080 (Fibrosarcome humain, ATCC) et sérteles pro-MMP2 et pro-MMP9 en
guantité importante est déposée en paralléle demng@llons analysés. La quantification des
plages de lyse est effectuée par analyse semi-atitpm. La surface (7)) ainsi que la
densité grise des plages de lyse sont mesuréescpague dépbt effectué, les activités pro-
MMP2 sont alors exprimées en teinte grisfubes activités ainsi mesurées sont ramenées au
nombre de cellules déterminées dans chaque puitssdmt issus les échantillons analysés
(dosage de protéines). De fagcon a pouvoir nornralisesemble des valeurs obtenues et
effectuer une comparaison des activités mesurépartir des différents gels, la valeur
d’'activité mesurée pour la plage de lyse corresponad I'activité pro-MMP2 sécrétée par

HT1080 est prise pour référence et chacune deargdlé est comparée.

204



Bibliographie :

205



Bibliographie :
A

Agache P.Physiologie de la peau et explorations fonctioreeltutanées : Histopathologie
du stratum corneumkeditions EM inter200Q 101-106.

Aspinall G.O., Kessler G., The structure of callésen te grape vingChemistry and Industy
1957, 1296.

Axelos M.A., Thibault J.F., The chemistry of low thexyl pectin gelation, In The chemistry
and technology of pectifyalter R.H. (Ed.), Academic Press New YatR91, pp 109.

BeMiller J.N., Acid-catalysed hydrolysis of glycdss.Advances in Carbohydrate Chemistry
1967 22, 25-108.

Bidlack J., Malone M., Benson R., Molecular struettand component integration of
secondary cell walls in plantBroceedings of the Oklahoma Academy of Scjelf@2 72,
51-56.

Blakeney A.B., Harris P.J., Henry R.J., Stones BAAsimple and rapid preparation of alditol
acetates for monosaccharide analySebohydrate Researcth983 113, 291-299.

Blumenkrantz N., Asboe-Hansen G., New method fangtative determination of uronic
acids,Analytical Biochemistryl973 54(2), 484-489.

Bonner J, The chemisty and physiology of the psclihe Botanical RevieviL936 2,
475-497.

Bonnin E., Renard C., Thibault J.F., Ducroo P., eegymes de dégradation des parois
végetales : mode d’action et utilisations alimaeti Dans Enzymes en agro-alimentaité,
Larreta-Garde, Editions Lavoisier Tec&Dd®&97, pp. 168-193.

206



Brillouet J.M., Bosso C., Moutonet M., Isolationyrgication and characterization of an
arabinogalactan from a red wiremerican Journal of Enology and Viticultyr99Q 41,
29-36.

Caro D.,Stratum corneurrune barriere protectrice a ménagassmeétologie200Q 28,
10-12.

Carpita, N.C., Gibeaut,D..M., Structural modelspoimary cell walls in flowering plants:
consistency of molecular structure with the phyispraperties of the walls during growth,
Plant Journa) 1993 3(1), 1-30.

Carpita N., Mc Cann M., The cell walmerican society of plant physiologis260Q 2,
52-76.

Cescutti P., Toffanin R., Pollesello P., Sutherldl., Structural determination of acidic
exopolysaccharide produced Bgeudomonas sfdtrain 1.15.Carbohydrate Research999
315, 159-168.

Chambers R.E., Clamp J.R., An assessement of nadylseand other factor used in analysis
of carbohydrate-containing materidgurnal of Biochemistry1971, 125, 1009-1018.

Cheng, L., Kindel P. K., Detection and homogeneitycell wall pectic polysaccharides of
Lemna minolL., Carbohydrate Researcth997 301(3-4), 205-212.

Ciancia M., Cerezo A.S., Autohydrolysis of polyda&cedes,Carbohydrate Research Brazil
1993 45, 54-61.

Ciullo P.A., Anderson M., Xanthan gum, a clearlyttee stabilizer,S6fw Journal 200Q
126(6), 34-36 .

207



Dabrowski J., Two-dimesional proton magnetic resaeaspectroscopy, In Ginsburg, V.
(Eds),Methods in Enzymologycademic Press In@989 179, 122-156.

Darvill A.G., Mc Neil M., Albersheim P., Structuref plant cell wall. 8. A new pectic
polysaccharide®?lant physiology1978 62, 418-422.

Darvill A.G., Albersheim P., Mc Neil M., Lau J..MY,ork W.S., Stevenson T.T., Thomas J.,
Doares S., Gollin D.J., Chelf P., Davis K., Struetuand function of plant cell wall
polysaccharideslournal of Cell Science (Suppl)@85 2, 203-217.

Deters A.M., Schroder K.R., Hensel A., Kiwi fruiblysaccharides exert stimulating effects
on cell proliferation via enhanced growth facta@eergy production, and collagen synthesis
of human keratinocytes, fibroblasts and skin edeis, Journal of Cellular Physiology
2005 202, 717-722.

Deters A.M., Lengsfeld C., Hensel A., Oligo- andlysaccharides exhibit a structure
dependent bioactivity on human keratinocytes iroyilournal of Ethnopharmacolog2005
102, 391-399.

Di Benedetto M., Starzec A., Vassy R., Perret Gifgpin M., Kraemer M., Inhibition of
epidermoid carcinoma A 431 cell growth and angi@$en in nude mice by early and late
treatement with a novel dextran derivatiBeitish Journal of Cancer2003 88,1987-1994.

Doco T., O'Neill M.A., Pellerin P., Determinatiorf the neutral and acidic glycosyl residue
compositions of plant polysaccharides by GC-EI-M&algsis of trimethylsilyl methyl
glycoside derivativesCarbohydrates Polymer2001, 46, 249-259.

Dubois M., Gilles K.A., Hamilton J.K., Rebers P.ASmith F., Colorimetric method for
determination of sugars and related substaagsytical Chemistryl956 28, 350-356.

Egelrud T., Desquamation in tls&ratum corneumActa Dermato-Venereologic200Q 208,
44-45.

208



Elias P.M., Ghadially R., The aged epidermal pebi#a barrier: basis for functional
abnormalitiesClinics in Geriatric Medecing2002 18, 103-120.

Fishman M.L., Chau H.K., Hoagland P., Ayyad K., Glwderization of pectin, flash extracted
from orange albedo by microwave heating, undergmwasCarbohydrate Researci200Q
323, 126-138.

Flandroy L., Histoire stimulante des suci@mfutur, 1996 159, 35-41.

Fry S.C., Cross-linking of matrix polymers in theging cell walls of angiosperménnual
Revue of Plant Physiolog¥986 37, 165-186.

G

Gloaguen V., Krausz P., Barrier function and drinskJse of rhamnogalacturonans as a new
therapeutic strateg®owf Journgl2004 130, 20-26.

Golovchenko V.V., Ovodova R.G., Shashkov A.S., xod&.S., Structural studies of the
pectic polysaccharide from duckweleeimna minoiL., Phytochemistry2002 60, 89-97.

Gougerot-Schwartz A., Hydratation et produits hyaings, Encycl Méd ChjrtCosmétologie et
dermatologie esthétiqu&ditions scientifiques et médicales Elsevier, R&@HQ 50-160-B-
10, pp 7.

Guenin E., Ledoux D., Oudar O., Lecouvey M., KraeiMe Structure-activity relationships
of new class of aromatic bisphosphonates that inhibnor cell prolifération in vitro,
Anticancer Resear¢l2005 25,1139-1145.

Haftek M., Stratum corneurmnnales de Dermatologie et de Vénérolpga02 129,

209



117-122.

Hamma-Kourbali Y., Di Benedetto M., Ledoux D., Ouda., Leroux Y., Lecouvey M.,
Kraemer M., A novel non containing-nitrogen bispblosnate inhibits both in vitro and in
vivo angiogenesisBiochemical and Biophysical Research Communicati®®83 310,
816-23.

Heissig B., Hattori K., Friedrich M., Rafii S., WeEZ., Angiogenesis: vascular remodeling of
the extracellular matrix involves metalloproteirggeurrent Opinion in Hematology2003
10, 136-141.

HiranoM., Kiyohara H., Yamada H., Existence of rmamgalacturonandl- like region
bioactive pectin from medicinal hert®@lanta Medical1994 60(5), 450-454.

Hirst E.L., Jones J.K.N., The constitution of Damgmum. Part I. Composition of Damson
gum and structure of aldobionic acid (glycuronos2dmannose) derived from ipurnal of

Chemistry Society1938 1174-1180.

Hwang J.H., Lee K.H., Yu K.W., Characterzation dfetimmunologically active of

Glycyrhiza uralensiprepared as herbal KinciNeutraceutical Food2003 8 (1), 29-35.

Ishii T., O-acethylated oligosaccharides from pectiof potato tuber cell wallPlant
Physiology 1997, 113, 1265-1272.

Inngjerdingen K., Michaelsen T.E., Diallo D., ParisB.S., In: Perez S. (ed) Abstracts, 12th
European Carbohydrate Symposilz@03 pp 210.

Johnson D.L., Cyclic amine oxides as solvents &ural and synthetic polymemrit., 1969

pp 9.

210



Jouandeaud M., Moreau L., Chauprade Ch., GuichardChss B.,Gloaguen V., Barrier
function and dry skin : use of rhamnogalacturoresa new therapeutic strategy,
So6fw-Journagl2004 4, 130.

Kacurakova M., Capek P., Sasinkova V., Wellner Bbringerova A., FT-IR study of plant
cell wall model compounds: pectic polysaccharidesl demicelluloses,Carbohydrate
Polymers200Q 43, 195-203.

Kashyap D.R., Vohra P.K., Chopra S., Tewari R., ligapions of pectinases in the

commercial sector : a revieBjoressource Technolog®001, 77, 215-227.

Kamerling J.P., Gerwig G.J., Vliegenthart J.F.dan@p J.R., Characterization by gas liquid
chromatography mass spectroscopy of pertrimetlyl/isdlycosides obtained in the

methanolysis of glycoproteins and glycolipideurnal of Biochemistry1975151,491-495.

Kee S.H., Steinert P.M., Microtubule disruptionkeratinocytes induces cell-cell adhesion
through activation of endogenous E-cadhévinlecular Biology of the CelR001, 12,
1983-1993.

Keegstra K., Talmadge K.W., Bauer W.D., Albersh&mStructure of plant cell walls .Ill. A
model of suspension-cultured sycamore cells based tle inter-connections of

macromolecular componenlant Physiology1973 51, 188-197.

Khasina E.l., Sgrebneva M., Ovodova R.G., GolovkbenV.V., Ovodov Y.S,,
Gastroprotective effect of lemnan, a pectic polghacde fromLemna minor L, Doklady
Biological Science2003 390, 204-206.

Kindel P. K., Cheng L., Ade BBhytochemistryl995 41, 719-723.

Kiyohara H., Yamada H., Structure of an anti-commatary arabinogalactan from root of
Angelica acutiloba kitagawaCarbohydrate Researcth989 193, 173-192.

211



Kioyahara H., Takemoto N., Zhao J.F., Kawamura Yamada H., Pectic polysaccharides
from roots ofGlycyrrhiza uralensispossible contribution of neutral oligosaccharideshe
galacturonase-resistant reion anti-complementary mitogenic activitiesPlanta Medica
1996 62 (1), 14.

Kiyohara H., Zhang Y., Yamada H., Effect eRd>-(1- 3)-galactanase digestion on
complement activating activity of neutral arabinlegéan unit in a pectic arabinogalactan

from roots ofAngelica acutilob&Kitagawa,Carbohydrates Polymerd997 32, 249-253.

Kuribayashi T., Properties of pressure extractesmfrSatsuma mandarirby pressure
treatement, Colloque INSERM992 224, 337-339.
L

Leung M.Y.K., Liu C., Koon J.C.M., Fung K.P. olsaccharide biological response
modifiers,Immunology Letter2006 105, 101-104.

Lever M., New reaction for colorimetric determimati of carbohydratesAnalytical
Biochemistry1972 47(1), 273-279.

Lowry O.H., Rosebrough N.J., Farr L., Randall RRBxotein measurement with the folin
phenol reagentlournal of Biological Chemistry1951, 193, 265-275.
M

Malliri A., Symons M., Hennigan R.F., Hurlstone A.RLamb R.F., Wheeler T., Ozanne
B.W., The transcription factor AP-1 is required faGF-induced activation of Rho-like
GTPases, cytoskeletal rearrangements, mobilityd, ianvitro invasion of A 431 cellsThe
Journal of Cell Biology1998 143, 1087-1099.

Mansell P.W.A., Polysaccharides in skin c&esmetics and Toiletrie$994 109, 67-72.

Marga F., Freyssac V., Morvan H., Rapid gas ligaltomatography microanalysis of
carbohydrates in woody plant tissudsurnal of Trace and Microprobe Techniqué995
13(4), 473-478.

212



Martini M.C., Seiller M. Actifs et additifs en cosmétologieec et doc Lavoisief,992
pp 630.

Martini M.C., La riche palette des actifs hydrataeh dermocosmétiqubedcg 2002 10, 8,
245-250.

Matar D., Catesson A.MRrotoplasma1988 146, 10-17.

Matoh T., Takasaki M., Takabe K., Boron nutritioh @ultured tobacco BY-2-cellsli|.

Characterization of boron rhamnogalacturotlacomplex in cells acclimated to low levels of
boron,Plant and Cellular Physiagy, 200Q 41, 363-366.

Mc Cormick C.L., Shen T.C., A new cellulose solvdot preparing derivatives under

homogenous condition§rganic Coatings and Plastics Chemistip81, 45, 335-338.

Mc Neil M., Darvill A., Albersheim P., The structilrpolymers of the primary cell walls of
dicots. In : Cantor, Ch(Ed.Progress in the chemistry organic naturals produdfgena:
Springer-Verlagl1979 29, 191-195.

Mc Neil M., Darvill A.G., Albersheim P., Structucg cell walls. X. Rhamnogalacturondna
structurally complex pectic polysaccharide in thalsvof suspension-cultured sycamore cells,
Plant Physiobgy, 198Q 66, 1128-1134.

Mc Neil M., Darvill A.G., Fry S.C., Albersheim Ptr8cture and function of the primary cell
walls of the primary cell walls of plantdnnual Review of Biochemis}rd084 53, 625-664.

Melnyk O., Shuman M.A., Kim K.J., Vascular endothklgrowth factor promotes tumor
dissemination by a mechanism distinct from its @ffen primary tumor growthCancer
Researchl1996 56, 921-924.

Michalski J.C., Analysis of monosaccharides by Git@ by HPLC. In : Verbert, A., (Eds.),
Methods on glycoconjugatedarwood Academic Press, Chur, Switzerlat®@Bg 31-38.

213



Moles J.P. , Prolifération et communication kératiytaire, Role des protéines WNT dans le
contréle du potentiel prolifératif des kératinogjt&éminaire d’enseignement COBEBQY,
13-16.

Mollet J.C.,La paroi primaire végétaleHabilitation a Diriger les Recherches, Université
d’Artois, 2006 pp 121.

Moine C., Krausz P., Chaleix V., Kraemer M., Gloagw ., Structural characterization and
cytotoxic properties of a @-Methylglucuronoxylan fromCastanea sativaJournal of
Natural Product 2007, 70 (1), 60-66.

Montreuil J., Spik G., Chosson A., Segard E., SpleedN., Methods of study of the structure
of glycoproteinsJournal de Pharmacie de Belgique®63 18, 529-546.

Montreuil J., Bouquelet S., Debray H., Fournet 8ojk G., Strecker G., Glycoproteins, In :
Chaplin, M.F., Kenedy, J.F. (EdsJarbohydrate analysis a pratical approacliRL Press,
Oxford, Washington D.C1986 143-204.

Morris E.R., Rees D.A., Thom D., Boyd J., Chiropti@and stoichiometric evidence of a
specific primary dimerisation process in alginagdagon,Carbohydrate Research978 66,
145-154.

Mosmann T., Rapid colorimetric assay for cellulanvgh and survival: application to
proliferation and cytotoxic assaykurnal of Immunological Method$983 65, 55-63.

Myoken Y., Kayada Y., Okamoto T., Kan M., Sato G, &ato J. D., Vascular endothelial cell
growth factor (VEGF) produced by A 431 human epw@d carcinoma cells and
identification of VEGF menbrane binding sitd&oceedings of the National Academy of
Sciences, U S A991 88, 5819-5823.

Nergard C.S., Diallo D., Michaelsen T.E., MalterdE., Kiyohara H., Matsumoto T.,

Yamada H., Paulsen B., Isolation partial charasé#ion and immuno-modulating activities

214



of polysaccharides fromVernonia KotschyanaSch. Bip. Ex Walp, Journal of
Ethnopharmacology2004 91,141-152.

Nergard C.S., Matsumoto T., Inngjerdingen M., flendingen K., Hokputsa S.; Harding
S.E., Michaelsen T.E., Diallo D., Kioyhara H., Psar S.P., Yamada Structural and
immunological studies of pectin and a pectic araggatactanvVernonia kostchyan&ch. Bip.
Ex Walp Asteracey Carbohydrate resear¢t2005 340, 115-130.

O

O’Neill M., Albersheim P., Darvill A., The pecticopysaccharides of primary cell walls,
Methods in plant biochemistrgcademic press londoh99Q 415-441.

Ovodova R. G., Vas’Kovskii V. E., Ovodov Y. S., Tipectic substances dosteraceage
Carbohydrate Remrch, 1968 6, 328-332.

Ovodova R. G., Ovodov Y. S., Pectic substancesefastad|, Carbohydrate Research
1969 10, 387-390.

Ovodova R. G., Golovchenko V. V., Shashkov A. Spé¥ S., Ovodov Y. S., Structural
studies and physiological activity of lemnan, atpetrom Lemna minor L, Russian Journal
of Bioorganic Chemistry200Q 26, 669-676.

Ovodov Y. S., Mikheiskaya L. V., Ovodova R. G., Kikeova |. N., Pectic substances of
zosteracea. IV. Pectinase digestion of zoste@aebohydrate Re=arch, 1971 18, 311-318.

Ovodov Y. S., Mikheiskaya L. V., Ovodova R. G., Kikeova |. N., Pectic substances of
zosteraceae. V. Smith degradation of zostefaebohydrate Resirch, 1971, 18, 319-322.

Panchev 1., Kirchev N., Krachanov Kh., Improvingcpie technologyll. Extraction using
ultrasonic treatmentinternational Journal of Food Science and Techng|dP88 23(4),
337-341.

215



Paulsen B.S., Biologically active polysaccharides @ossible lead compounds,
Phytochemistry Rewiew2002 1,379-389.

Paulsen B.S., Barsett H., Bioactive pectic polysaddes,Advances Polymers Sciengces
2005 186, 69-101.

Pauly M., Freis O., Pauly G., Les polysaccharidascesmeétologie de soin®arfums
Cosmeétiques Actualitg$998 140, 41-47.

Pauly M., Freis O., Pauly G., Galactomannan anagtykcan: Bio-active polysaccharides,
Cosmetics and Toiletrie$999 114, 7, 65-78.

Pérez S., Les vertus cachées des suBiefjtur, 1997 171, 21-23.

Pérez.S, Rodriguez-Carjaval M.A., Doco T., A complgant cell wall polysaccharide:

rhamnogalacturonalh. A structure in quest of a functioBiochimie 2003 85, 109-121.

Pilnik W., Pectin, a many spendoured thing. G.Qlipd P.A. Williams & D.J. Wedlock
(Eds), In:Gums and stabilizers for the food indus®@xford University Pres4,99Q 313-262.

Popa V.I., Hemicelluloses, IRolysaccharides in Medicinal Applicatiori996 107-124.
Popov S. V., Golovchenko V. V., Ovodova R. G., Sov V. V., Khramova D. S., Popova
G. Y., Ovodov Y. S., Characterization of the orajuaant effect of lemnan, a pectic

polysaccharide ol.emna minolL., Vaccine 2006 24, 5413-54109.

Popov S. V., Ovodova R. G., Ovodov Y. S., EffecLefmnan, pectin fronhemna minorL.,
and its fragment on inflammatory reactiéhytotherapy Resarch, 2006 20, 403-407.

Q

216



Qi X.Y., Behrens B.X., West P.R., Mort A.J., Soligation and partial characterization of
extensine fragments from cell-walls of cotton sunsp@n cultures : evidence for a covalent
cross-link between extensin and pecditant physiology1995 108, 1691-1701.

Ralet M.C., Bonin E., Thibault J.F., Pectins. Dam&opolymers vol. 8, Polysaccharides II,
Steinblchel A. (Ed.), Wiley-VCH Verlag Gmbh, Weinine2002 12,345-380.

Rawlings A., Harding C., Watkinson A., Banks J. Aokan C., Sabin R., The effect of
glycerol and humidity on desmosomes degradationstratum corneum Archives of

Dermatolological Resear¢cii995 287, 457-464.

Rawlings A.V., Advances in stratum corneum biologgd understanding of dry skin,
Cosmetics and ToiletrieR003 118, 8, 26-44.

Redgwell R.J., Melton L.D., Brasch D.J., Cell wdisolution in ripening kiwifruit Actinidia
deliciosg. Solubilization of pectic polymer®lant Physiology1992 98, 71-81.

Rees D.A., Polysaccharide gel. A molecular vi€kemistry and Industry1972 16, 630-
636.

Reiter W.D., Biosynthesis and properties of plait wall, Current Opinion in Plant Biology
2002 5, 536-542.

Renard C.Etudes des polysaccharides pariétaux de la pomrract®n et caractérisation
par des méthodes chimiques et enzymatjghese 1989 pp 152.

Ridley B.L., O'Neil M.A., Mohnen D., Pectins: striuce, biosynthesis, and
oligogalacturonide-related signalifghytochemistry2001, 57, 929-967.

Robert D., Roland J.CBiologie végétalevolume 1, Organisation cellulaire, Ed. Doin, Bari
1998 pp 367.

217



Roberts K, The plant extracellular matrix: in a nexpansive mood;urrent Opinion in Cell
Biology, 1994 6, 1020-1027.

Roland J.C., Visualisation des polysaccharides atean ultrastructural. Dans Les
Polymeres Végétaux. Polymeéres Pariétaux et Alinreistanon azotésEd. Gauthier-Villars,
Paris,198Q 30-45.

Rodriguez-Carjaval M.A., Du Penhoat C.H., Mazeay Boco T., Pérez S., The three
dimensional structure of mega-oligosaccharide rlegalacturonaml monomer : a combined
molecular modeling and NMR investigatidbarbohydrate researt2003 338, 651-671.

Savary B.J., Hotchkiss A.T., Fishman M.L., CameRo. & Shatters R.G., Development of
a Valencia orange pectin methyl esterase for géngraovel pectin products, F. Voragen, H.
Schols & R. Visser (Eds), IrAdvances in pectin and pectinase reseaklawer Academic
Publishers 2003 345-361.

Schols H.A., Bakx E.J., Schipper D., Voragen A.GAJxylogalacturonan subunit present in
the modified hairy regions of apple pect@arbohydrate Researcth995 279, 265-279.

Schols H.A., Vierhus E., Bakx E.J., Voragen A.GLifferent populations of hairy regions
occur in apple cell wallsZarbohydrate ResearcR75,1995 343-360.

Shin K.S., Kiyohara H., Matsumoto T., Yamada H, Rhagalacturonan Il dimers cross-
linked by borate diesters from the leavesPahax ginsendC.A. Meyer are responsible for
expression of their IL-6 production enhancing atiég, Carbohydrate Resrch, 1998 307,
97

Singh M., Singh S.S., Sanwal G.G., 1978. A new mwletric method for determination of
phenolics)ndian Journal of Experimental Biolog¥978 16, 712-714.

218



Sjostrom E., Westermark U., Chemical compositiorwobd and pulps : basic constituents
and their distribution, In: Sjostrom E., Alén Rdé),Analytical Methods in wood chemistry,
pulping, and papermakingpringer series in wood scienc&999 1-19.

Snyder J.R., Serianni A.S., DL-apiose substitutath stable isotopes: synthesis, n.m.r.-

spectral analysis, and furanose anomerizaG@anbohydrate Researcth987 166(1), 85-99.

Srivastava R., Kulshreshtha D., Bioactive polysacictkes from plant?hytochemistry1989
28(11), 2877-2883.

Strecker G., Analyse structurale des chaines gigaas,Biofutur, 1993 125, 46-52.

Strecker G., NMR, In: Verbert, A.(EdsMethods on glycoconjugateslarwood Academic
Publishers1995 137-145.

Suzuki Y., Koyama J., Moro O., Horii I., Kikuchi KTanida K., Tagami H., The role of two
endogenous proteases of the stratum corneum iradigwn of desmoglein-1 and their
reduced activity in the skin of ichthyotic patignBsitish Journal of Dermatologyl996
134, 3, 460-464.

Talmadge KW, Keegstra K, Bauer WD, Albersheim Pu&ure of plant cell wallsl.
Macromolecular components of the walls of suspemsidtured sycamore cells with a
detailed analysis of the pectic polysacchariédsnt Physiology1973 51(1), 158-173.

Thakur B.R, Singh R.K., Handa A.K., Chemistry as@si0f pectin a revievgritical reviews
in food science and nutritioi997, 37(1), 47-73.

Thibault J.F., Les pectines, Dand es polymeres végétaux, polymeres pariétaux et
alimentaires non azotgegd Gauthier-Villars, Parid,98Q 232-251.

219



Thibault J.F., Renard C., Guillon F., Physical ahdmical analysis of dietary fibres in sugar
beet and vegetables, Jackson J.F., Linsken H.E)(Ed: Modern methods of plant analysis,
Vegetables and vegetable produ@pringer Verlag Berlinl994 16, 23-55.

Thomas J.R., Darvill A.G., Albersheim P., Rhamnagaironan I, a pectic polysaccharide

that is a component of monocot cell wallsrbohydrate Researcth989 185, 279-306.

Thompson J.E., Fry S.C., Evidence for covalentdge&between xyloglucan and acidic pectin
in suspension-cultured rose ceManta, 200Q 211, 275-286.

Timell T.E., Enterman W., Spencer F., Soltes Elhe acid hydrolysis of glycosides, I,
effect of substituents at C-6anadian Journal of Chemistr§965 43, 2296.

Tucker G.A., Mitchell J., Cell walls, structure, iligation and manipulation,Plant
Biotechnology1993 55-103.

\Y,

Valent BS, Albersheim P, The structure of plant edllls. V. On the binding of xyloglucan
to cellulose fibersPlant Physiology1974 54, 105-108.

Vidal S., Doco T., Williams P., Pellerin P., York.®B/, O’'Neill M., Gluska J., Darvill A.G.,
Structural characterization of pectic polysaccharikdamnogalacturondm : evidence for the
backbone location of aceric acid-containing oligogkyl side chainCarbohydrate Research
200Q 326, 277-294.

Vidal S., Williams P., Doco T., Moutounet M., PeifeP., The polysaccharides of red wine:
total fractionation and characterizati@arbohydrate Polymer2003 54, 439-447.

Vincken J.P, Schols H.A., Oomen R.J.F.J., Mc Can&.MUlvskov P., Voragen A.G.J.,
Visser R.G.F., If homogalacturonan were a siderclodirhamnoglacturonah Implications
for cell wall architectureRlant Physiology2003 132, 1781-17389.

220



Vliegenthart, J.F.G., Dorland, L., Van Halbeck, High resolution’H-nuclear magnetic
resonance spectroscopy as a tool in structural ysisalof carbohydrate related to
glycoproteinsAdvances in Carbohydrate Chemistry and Bioalséy) 1983 41, 209-374.

Voragen A.G.J., Pilnik W., Thibault J.F., Axelos,NRenard C., Pectins, Stephen A.M., Dea
Y., (Eds), In :Food polysaccharidesviarcel Decker Londori,991, 16, 265-270.

w

Wallace G., Fry S.C., Phenolic components of trenfptell wall, International Review of
Cytology 1994 151, 229-267.

Wang S., Chen F., Wu J., Wang Z., Liao X., Hu Xpti@ization of pectin extraction
assisted by microwave from apple pomace using respsurfac methodologyournal of
Food Engineering2007,78, 693-700.

Wanner R., Wolff B., Glowacki F., Kolde G., WittiB., The loss of desmosomes after
retinoic acid treatment results in an apparentomion of HaCat keratinocyte differentiation,

Archives of Dermatological Researd®99 291, 346-353.

Watkinson A., Smith C., Coan P., Wiedow O., Theerof pro-SCCE in desquamation,
Proceedings of the XXIth IFSCC Int. Congress, BefD0Q 16-25.

Wesp E.F., Brode W.R., The absorption spectra wicfeompounds. |. The ferric chloride-
phenol reactionjournal of the American Chemical Socjet934 56, pp 1037.

Willats W.G.T., Mc Cartney L., Mackie W., Knox J,PPectin: cell biology and prospects for
functional analysisPlant Molecular Biology2001, 47, 9-27.

Willats G.T.W., Knox J.P., Mikkelsen J.D., Pectimew insights into an old polymer are
starting to gelTrends in Food Science and Technolol®306 17, 97-104.

221



Yamada H., Kiyohara H., Complement-activating pabcharides from medicinal herbs, In:
Wagner H. (Ed),mmunomodulatory Agents from PlanBasel, Switzerland: Birkhauser
Verlag,1999 161-202.

York W.S., Darvill A.G., MC Neil M., StevensonT.TAlbersheim P., Isolation and

characterization of plant cell walls and cell comeots,Methods in Enzymology986 118,
3-40.

Zandleven J., Sorensen S.O., Harholt J., BeldmarsS&hols H.A., Scheller H.V., Voragen
A.J., Xylogalacturonan exists in cell walls fromrieaus tissues of Arabidopsis thaliana,
Phytochemistry2007, 68(8), 1219-26.

Site internet :

http://www.snv.jussieu.fr/lbmedia/paroi/autres.htm

www.ccrc.uga.edu/~mam2/intro.htm

Brevet :

Brat P., Olle D., Reynes M., Alter P., Low pressprecedure for manufacture of pectin rich
citrus extract,2002 brevet n® WO 2002013634.

Dal Farra C., Domloge N., Peyronnel OCpsmetic composition for use for a range of
cosmetic purposes, e.g. treatment of the signggimiga comprises an extract of duckweed

(Lemna minoy rich in apiose2003 brevet n°FR2838962.

Paufique J., Procédé d’obtention d’'un principefagmbur des traitements de la peau séche,
actions générées et actif obteB004 brevet n°W02004100915.

222



Sagawa H., Sakai T., Kobayashi E., Li T.P., OhndgiNishimura K., Nishiyama E., Wu
H.K., Mizutani S., Kato 1.2002 European Patent application, EP 1175907A1.

223



