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Introduction

La racine d'drnebia euchroma fait partie de la liste A des plantes médicinales de la
pharmacopée francaise publiée par 'ANSM en 2015 et y est répertoriée comme une plante
utilisée en médecine traditionnelle chinoise. Cette plante est utilisée depuis longtemps dans

différents types de médecine traditionnelle en Asie, en particulier en Chine, en Iran et en Inde.

De nombreux travaux scientifiques ont été publiés sur cette plante en raison de son usage en
médecine traditionnelle. Les recherches sur la composition chimique de la plante ont conduit
a l'isolement de plusieurs molécules a intérét thérapeutique. Le potentiel thérapeutique de
cette plante ainsi que des molécules qui en ont été isolées a conduit au dépot de plusieurs

brevets.

Dans ce travail seront présentés successivement 1'¢tude botanique d'drnebia euchroma, son
¢tude chimique et 1'é¢tude pharmacologique des métabolites secondaires les plus importants de

la plante, les dérivés de la shikonine et de l'alkannine.



1. Arnebia euchroma (Royle) 1. M. Johnst. Boraginaceae: étude botanique

1.1. Classification

Le nom actuellement accepté de la plante est Arnebia euchroma (Royle) 1. M. Johnst.
(Johnston, 1924). La classification de la plante selon la classification phylogénétique APG III
(Angiosperms Phylogeny Group) est :

-Clade : Astéridae

-Sous-clade : Lamiidaes ou Eu-Asteridae I
-Famille : Boraginaceae

-Sous-famille : Boraginoidae

-Tribu : Lithospermae

-Genre : Arnebia

-Espéce : Arnebia euchroma (Royle) .M. Johnst.



Il existe différentes sous-espéces :

-Arnebia euchroma subsp.andarabica F. Sadat

- Arnebia euchroma subsp.afghanica F. Sadat

- Arnebia euchroma subsp.caespitosa Rech.fil.& H. Riedl

-Arnebia euchroma var.grandis (Bornm.) Kazmi

Arnebia euchroma (Royle) .M. Johnst a été identifiée la premiere fois par J.Forbes Royle en
1839 sous le nom de Lithospermum euchromon et les espéces suivantes sont acceptées comme

synonymes d'Arnebia euchroma :

-Arnebia endochroma Aitch

-Arnebia perennis (Schrenk) A.DC.

-Arnebia tingens A.DC.

-Lithospermum cyanochroum Boiss.

-Macrotomia cyanochroa (Boiss.) Boiss.

-Macrotomia endochroma Hook. f. & Thomson ex G. Hend. & Hume
-Macrotomia euchroma (Royle) Paulsen

-Macrotomia onosmoides Regel et Smirnow

-Macrotomia perennis Boiss.
Arnebia euchroma var. grandis a pour synonymes Arnebia euchroma subsp. grandis (

Bornm.) H.Riedl et Macrotomia grandis Bornm. et Arnebia euchroma subsp. caespitosa a

pour synonyme Macrotomia oginoi Kitam.

1.2. Description botanique

1.2.1. Caractéres généraux de la famille des Boraginaceae

1.2.1.1. Appareil végétatif




Les Boraginaceae sont principalement composées d'herbes annuelles ou vivaces par un
rhizome. Il existe également certaines especes d'arbrisseaux, d'arbres et de lianes dans les
régions tropicales. Les feuilles ne sont pas stipulées et sont en général alternes et simples. On
observe des poils a parois souvent calcifiées ou silicifiées et renfermant un cystolithe a leur

base (Ge-ling et al., 1995).

1.2.1.2. Appareil reproducteur

L'inflorescence est en général en cyme scorpioide.

Le périanthe est formé d'un calice de 5 sépales, soudés en une corolle pouvant étre rotacée,
tubuleuse, campanulée ou zygomorphe. Le tube de la corolle peut présenter des appendices
ligulaires formant une couronne interne ou réduits a des poils.

L'androcée est isostémone, avec 5 étamines soudées au tube de la corolle. Les anthéres
s'ouvrent par des fentes longitudinales.

Le gynécée comporte 2 carpelles soudés en un ovaire supere, mais celui-ci présente 4 lobes
correspondant a 4 loges issues de la formation d'une fausse cloison. Le style est souvent
gynobasique. Chaque loge contient un ovule en placentation axile, unitégumenté et
ténuinucellé. Cependant, chez les Hydrophyllaceae, il n'y a pas de fausse cloison, l'ovaire est
uniloculaire et la placentation pariétale avec des placentas intrusifs portant de nombreux

ovules. La formule florale est 5S+5P+5E+2C.

[lustration 2: Diagramme floral
des fleurs des plantes de la famille
des Boraginaceae (Anonyme)



Le fruit est souvent un fruit schizocarpe a 4 nucules uniséminées formant un tétrakene.
Souvent, une portion de réceptacle lui reste adhérente, et forme un élaisome favorisant la
dissémination du fruit par les fourmis. Mais le fruit peut étre également une drupe qui
présente soit 1 noyau tétraséminé, soit 2 noyaux biséminés, soit 4 noyaux uniséminés (Ge-ling

et al., 1995).

1.2.2. Caractéres généraux du genre Arnebia

Le genre Arnebia comprend 40 espéces acceptées.

1.2.2.1. Appareil végétatif

La racine contient souvent un pigment pourpre. La tige peut étre dressée ou couchée. Les

feuilles sont alternes.

1.2.2.2. Appareil reproducteur

L'inflorescence est en cyme. Les fleurs sont souvent hétérostyles.

Le calice est souvent pentamere.

La corolle est de forme campanulée formant un tube droit ou courbé. Les pétales présentent
des poils sur leur face externe. La gorge de la corolle ne présente pas d'appendice. Les franges
de la corolle sont plus courtes que le tube.

L'ovaire possede 4 loges.

Le style peut comporter 2 ou 4 branches. Chaque branche se termine par un stigmate.

Le gynobase est plat.

Les fleurs a longs styles possédent des étamines incluses s'insérant au milieu du tube de la
corolle. Dans les fleurs a styles courts les étamines sont insérées a la gorge de la corolle. Les
styles arrivent jusqu'au milieu du tube.

Le fruit est une nucule ovale.



1.2.3. Caractéristiques d'Arnebia euchroma

Arnebia euchroma: A, habit x % (F Schmid 2285, E); B, long styled flower
% 2; C, short styled flower, Ls. x 2; D, corolls, Ls. x 2; E,carpel x 4;F, fruiting
calyx with 1 attached nutlet x 2 (M. A. Siddigi 27113, RAW); G, nutlet x 5.

Figure 3: Planche descriptive d’Arnebia
euchroma (1)

1.2.3.1. Appareil végétatif

Arnebia euchroma est une plante herbacée vivace mesurant entre 20 et 40 cm possédant des
fleurs dont la couleur varie du jaune au violet.

La racine a un diamétre de 2 cm environ et contient un pigment pourpre. Il y a en général une
ou deux tiges a feuilles engainantes. Les tiges sont dressées et mesurent entre 15 et 40 cm de

haut, hirsutes avec des poils blancs a jaune clair mesurant jusqu'a 2 mm.

Les feuilles sont sessiles, hirsutes, alternes, hétérophylles. Les feuilles basilaires sont linéaires
a linéaires-lancéolées avec une base engainante et mesurent de 7 a 20 cm de longueur et de

0,5 a 1,5 cm de largeur avec un apex acuming.

Les feuilles caulinaires sont plus petites et n'ont pas de base engainante. Les nervures sont

imprimées sur la face supérieure et proéminentes sur la face inférieure de la feuille.



1.2.3.2. Appareil reproducteur

L'inflorescence est en cyme terminale de 2 a 6 cm a l'anthése. Les bractées sont lancéolées. Le
calice comporte cing sépales lin¢aires mesurant de 1,2 a 1,6 cm de long et pouvant mesurer
jusqu'a 3 cm quand ils recouvrent le fruit. Ils présentent des poils jaune pale sur les deux

faces. Ils possédent un apex subaigu.

La corolle est tubulaire et campanulée, de 9 a 17 mm de longueur et de 10 a 15 mm de
diametre. Le tube droit mesure de 1 a 1,4 cm et les 5 pétales se déployant dans la partie distale
peuvent mesurer de 6 a 10 mm et sont de forme ovale. Leur couleur varie du violet au jaune,

ponctué de taches violettes avec parfois des poils sur la face externe.

Les antheres sont linéaires, de 2,4 a 3 mm de long. Elles sont situées pres de l'extrémité du

tube ou au milieu.

Le gynécée présente un style bifide a son extrémité mesurant de 8 a 12,5 mm ainsi que deux

stigmates ovales et allongés.

Le fruit est un tétrakéne ovoide d'environ 3,5 mm de long et 3mm de large. La surface du fruit
est réticulée et présente quelques excroissances. Le fruit est presque plat avec une ligne
centrale proéminente sur le dessus alors que la face inférieure est convexe. L'apex est subaigu

et la cicatrice d'attachement est triangulaire (Ge-ling et al., 1995).

1.3. Cycle d'Arnebia euchroma

Arnebia euchroma est une plante vivace. Les bourgeons apparaissent au début de la fonte des
neiges. L'ouverture de la fleur commence au mois de juillet et le processus de pollinisation
dure jusqu'a la fin du mois de septembre. Les parties aériennes commencent ensuite a
s'assécher. Il ne reste plus que les inflorescences contenant les graines matures jusqu'a la fin
du mois d'octobre et les parties aériennes sont complétement desséchées au début du mois de

novembre (Singh et al., 2012).



1.4. Répartition géographique

Figure 4: Carte de distribution d'drnebia euchroma (1)

Arnebia euchroma pousse au niveau des régions montagneuses d'Asie entre 2500 et 4500 m
d'altitude dans des zones de prairies ainsi que sur des pentes rocheuses. On retrouve Arnebia
euchroma en Chine dans la région de Xinjiang et de Xizang (région autonome du Tibet). En
Inde, la plante pousse dans les régions du Jammu-et-Cachemire, de I'Himashal Pradesh et de
'Uttarakand dans la zone-trans-himalayenne. Au Pakistan (Eberhardt et al., 2007) on retrouve
Arnebia euchroma au niveau de la chaine montagneuse du Karakoram entre 2600 et 3900
meétres d'altitude dans la vallée de Batura (zone de steppe montagneuse) ainsi qu'au niveau de
I'Hindou-Koush dans la région de Swat. En Iran, Arnebia euchroma est retrouvée dans la
chaine de montagnes de Zagros ainsi que sur la montagne d'Hezar dans les zones rocheuses
situées entre 3600 et 4000 metres d'altitude (Rajaei et al., 2011). Arnebia euchroma est
également présente au Tadjikistan et en Afghanistan dans les montagnes du Pamir. On
retrouve également la plante en Sibérie, au Kazakhstan, au Népal, au Tibet, au Turkestan, au

Kyrgyzstan et en Ouzbékistan.

Pays Zones/Régions Noms locaux Sous-espéces

Turkestan euchroma




Chine XinJiang, Xizang Xin jang zia zi cao, Ruan zi euchroma
cao, Zi Cao
Tibet 'Bri mag euchroma
Iran Hézar, Zagros Havachue, Ho’e-Cho’e, Heveh  euchroma, grandis
Ghoaeh Sorkh Giah, Sorya
Inde Himashal Pradesh, Demock, Aambokh, Khamed, euchroma
Uttarakand, Jammu et Balchari, Ratanjot, Lalmundi
Cachemire
Tadjikistan Pamir Xipexk euchroma
Népal euchroma
Kazakhstan euchroma
Ouzbékistan euchroma
Afghanistan Pamir Xipexk afghanica, andarabica,
caespitosa, euchroma, grandis
Pakistan Karakorum, Hindou Phosuk caespitosa, euchroma
Koush
Kyrgyztan euchroma

Tableau 1: Distribution des différentes sous-especes et variétés d'drnebia euchroma




2. Usages traditionnels

2.1. Usage traditionnel en médecine chinoise

En Chine, Arnebia euchroma est nommée xin zang jia zi cao et est une des sources du remede
traditionnel nommé Zi cao avec Lithospermum erythrorizon et Arnebia guttata.
Traditionnellement le Zi Cao est tiré de la racine de Lithospermum erythrorizon, cependant
dans la région de Xinjiang, une des principales régions productrices de Zi Cao, Arnebia
euchroma lui est substituée. Pour la préparation de Zi Cao, la racine d'Arnebia euchroma est
séchée au soleil puis humidifiée pour étre ensuite découpée en lamelles. Selon la théorie
chinoise, Zi Cao est de nature froide, de saveur douce et salée et affecte les méridiens du cceur
et du foie. Zi cao permet de rafraichir le sang, de dissiper la chaleur, d'humidifier les intestins
et de relacher les éruptions cutanées. Cependant la théorie chinoise contre-indique 1'usage de

71 cao en cas de diarrhée et de déficit de la rate.

En cas de rougeole accompagnée de chaleur toxique excessive dans le systéeme du xue (Sang)
ou de maladie fébrile avec arrét de 1'éruption cutanée, Zi Cao peut étre utilisé en décoction

associ¢ a periostracum Cicadae, radix Paeonia rubra et fructus Forsythiae.

Pour 1'hématémese et I'épistaxis causés par la chaleur du sang et l'infection urinaire
compliquée d'hématurie, le Zi Cao est combiné a radix Rehmanniae, herba Cirsii et rthizome

Imperatae.
En cas d'infection et d'ulcéres cutanés chroniques, de prurit vulvaire, d'eczéma, de gale ou de

brilure, Zi cao est utilisé associé a radix Angelicae sinensis, sanguis Draconis (Xue Jie) et

radix Angelica dahurica sous forme de pommade ou de creme (Chen, 2010).

2.2. Usage traditionnel en Iran

Dans son canon de la médecine, Avicenne mentionne Arnebia euchroma sous le nom de Abu
Khalsa. Il indique que le tempérament de la plante est chaud et sec selon Galien mais que
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certains médecins lui accordaient a cette époque les propriétés inverses (Aliasl et Khoshzaban,
2013). Dans 'ouvrage, il est écrit que la plante est utilisée en usage externe mélangée avec de
la cire et de I'huile d'olive comme cicatrisant, en particulier pour les brilures. De nos jours,
Arnebia euchroma est connue en Iran sous les noms de Havachue, Ho’e-Cho’e, Heveh
Ghoaeh ou Sorkh Giah selon la région. La tribu Bakhtyari, une tribu nomade du sud-ouest
iranien, utilise la racine d'Armnebia euchroma, sous l'appellation vernaculaire de Sorya,
mélangée a de la graisse de chévre comme traitement pour les brhlures. La tribu utilise
également la plante contre 1'eczéma, et les infections cutanées (Pirbalouti et al., 2011). Dans la
région montagneuse de 1'Hezar, Arnebia euchroma est utilisée par la population locale sous
forme de cataplasme pour améliorer la cicatrisation, ainsi que pour les contusions et les
fractures. Arnebia euchroma est également utilisée pour les maladies du foie et de la rate ainsi

que pour la diarrhée.

2.3. Usage traditionnel en Inde

En Inde, Arnebia euchroma est connue sous plusieurs noms selon la région. Dans la
région du Ladakh, elle est appelée Demock ou Aambokh. Les habitants de I'Himachal Pradesh
la connaissent sous le nom de Khamed. Elle est connue sous le nom de Balchari dans la
région de 1'Uttarakand. La racine de la plante peut étre trouvée sous le nom de Ratanjot, une
racine utilisée en médecine Ayurvédique contenant un pigment rouge mais dont la source

originelle n'est pas clairement définie.

La racine est utilisée pour le pigment qu'elle contient. Il est extrait en faisant macérer la racine
dans de I'huile de moutarde ou du ghee. Arnebia euchroma est surtout utilisée dans les régions
du nord de I'Inde, dans les zones himalayennes ou le systéme de médecine traditionnelle est
celui des Hamchi, originaires du Tibet et regroupant des influences des medecines
traditionnelles chinoise, indienne et perse. Dans le Jammu et Cachemire, la racine d'drnebia
euchroma est utilisée en association avec d'autres plantes pour les inflammations et les
saignements de l'appareil urinaire. L'extrait de racine fraiche est utilisé pour les douleurs
dorsales et les pathologies pulmonaires, pour purifier le sang, comme antiseptique ainsi que
comme stimulant intellectuel. De plus Arnebia euchroma est utilisée par les habitants de la
vallée du Paddar et par ceux de la partie désertique de I'Himashal Pradesh pour les coupures,

les maladies des yeux, les otites, les douleurs dentaires et les manifestations fébriles. L'extrait
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de racine et la poudre de feuille sont utilisés pour soigner la toux. L'extrait de racine avec

I'huile de moutarde est utilisé comme antipelliculaire (Gairola et al., 2014).
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3. Etude chimique d'Arnebia euchroma

En raison de ses propriétés, Arnebia euchroma a fait l'objet de plusieurs études
phytochimiques pour essayer de corréler les activités en médecines traditionnelles avec la

présence de certains composants. Ces études ont conduit a l'extraction de plusieurs molécules.

3.1. Les molécules extraites d'4drnebia euchroma

3.1.1. Les esters d'acides gras

En 2010, Liu et al. ont isolé a partir de 1'extrait éthanolique de racine d'dArnebia euchroma le

9-(2',5'-dihydroxyphényl)-nonanoate d'éthyle et le férulate d'octyle.

OH

@) CH-

HO N~
@)
[lustration 5: 9-(2',5'-dihydroxyphényl)-nonanoate
d'é¢thyle
0]
HsC—O
X O/\/\/\/\CH;
HO

[lustration 6: férulate d'octyle

3.1.2. Les glucides

En 2008, Deng et al. ont extrait un mélange de deux glycosaminoglycanes a partir d'Arnebia

euchroma. 1ls ont caractérisé ces deux glycosaminoglycanes, c'est a dire des polymeéres de
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dissaccharides contenant un glucide contenant une fonction amide, par leur masse moléculaire

de 27336 et 1152 mais ne les ont pas nommés.

3.1.3. Les terpénes

Les terpenes sont des composés naturels dont la structure chimique correspond a l'assemblage
de plusieurs unités isoprenes. Les terpénoides reprennent la structure de base des terpeénes a
laquelle s'ajoutent d'autres groupements.

En 1983, Yao et al. ont isolé et identifié 1'arnebinol, un monoterpénylbenzeéne de type ansa.

Arnabinal

Ilustration 7:
arnebinol

En 1992, Yang ef al. ont isolé et identifié deux acides triterpéniques, 1'acide tormentique et

l'acide 2a-hydroxyursolique a partir d'drnebia euchroma.

[Mustration 8: acide 2a- [Mustration 9: acide tormentique
hydroxyursolique

En 2012, Li et al. ont isolé un dérivé de l'arnebinol, le 9,17-époxyarnebinol.
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OH

Ilustration 10:

9,17-époxyarnebinol

3.1.4. Les lignanes

Les lignanes sont des molécules dont la formation implique la condensation d'unités
phénylpropanoiques.

En 1995, Kashiwada et al. ont isolé deux lignanes a partir de l'extrait par l'acétone aqueuse
d'drnebia euchroma, la rabdosiine et son isomére sous forme de sels de potassium et de

sodium.

HO

i

OH
Ilustration 11: rabdosiine
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O OH OH

HO

HO

HO

OH
[ustration 12: isomere de la rabdosiine isolé par

Kashiwada

3.1.5. Les alcaloides

Les alcaloides sont des molécules naturelles azotées. Ils sont classés en fonction de leur
noyaux azoté. Les alcaloides pyrrolizidiniques comportent un cycle pyrrolizidine qui est
formé par la fusion de deux cycles a 5 carbone avec un atome d'azote a la jonction entre les

deux.

N

[Mustration 13: pyrrolizidine

En 1993, Roéder et al. ont isolé deux alcaloides pyrrolizidiniques de la racine d'Arnebia

euchroma, la O-7-angéloylrétronécine et la O-9-angéloylrétronécine.
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[lustration 14: O-7-angéloylrétronécine

Ilustration 15:

0-9 angg¢loylrétronécine

3.1.6. Les polycétides

Les polycétides sont des lipides provenant de I'assemblage de groupements acétyl ou

propionyl par la polycétide synthase.

En 1991, Yao et al. ont isolé la des-O-méthyllasiodiplodine a partir d'Arnebia euchroma.
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OH O  CHs

HO

Mlustration 16: des-O-méthyllasiodiplodine

3.2. Les quinones

Les quinones sont des composés comportant un noyau benzeéne dont deux hydrogenes sont
remplacés par deux atomes d'oxygene formant des liaisons carbonyle. De nombreuses
molécules comportant cette structure ont été isolées a partir d'Arnebia euchroma. Les
quinones trouvées dans Arnebia euchroma peuvent étre divisées en trois catégories : les

benzoquinones, les hydroquinones et les naphtoquinones.

3.2.1. Les benzoquinones

Les benzoquinones sont les composés de base de la famille des quinones. Il existe deux types

de benzoquinones, les dérivés de la 1,2-benzoquinone et ceux de la 1,4-benzoquinone.

0

Ilustration 17:

1,4-benzoquinone
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En 1984, Yao et al. ont isolé l'arnébifuranone a partir de I'extrait méthanolique d'drnebia
euchroma.

En 1991, Yao et al. ont isolé¢ l'arnebinone, une monoterpénylbenzoquinone, & partir des

[lustration 18:
arnébifuranone,

Ilustration 19:
arnébinone

racines d'4rnebia euchroma.

3.2.2. Les hydroquinones

Les hydroquinones sont les dérivés du benzene-1,4-diol.

OH

OH

[lustration 20:
benzéne-1.4-diol

En 1984, Yao et al. ont isolé le shikonofurane A en procédant a plusieurs fractionnements a

partir de l'extrait méthanolique d'4Arnebia euchroma.
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Ilustration 21: shikonofurane A

En 2012, Li ef al. ont rapporté I'extraction de trois nouveaux composés possédant un squelette

de type benzogeijerene qu'ils ont nommé euchroquinols A,B et C.

OH

CHs3
“XCH,
A CH,
H
OH (@]
Ilustration 22:

euchroquinol A

OH (@]
[lustration 23:

euchroquinol B

OH @)
[Mustration 24:euchroquinol C

3.2.3. Les naphtoquinones, les métabolites secondaires majeurs d'Arnebia euchroma

Les naphtoquinones sont des quinones dérivées du naphtaléne.
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O

[lustration 25:
naphtoquinone

La naphtoquinone est la structure de base de nombreuses molécules isolées a partir d'Arnebia
euchroma. Nous verrons en particulier les molécules de la famille des shikonines et
alkannines qui sont dérivés de la 5,8-dihydroxy-1,4-naphtoquinone, également appelée

naphtazarine.

OH O

OH (@]
Illustration 26:

naphtazarine
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3.2.3.1. La structure commune des shikonines et des alkannines

0

OH
|

OH O 0 OH

S-emanticmer R-enantiomer
R = =H = alkamin R = =H = shikanin
R = =H = shikalkin =

R and 5- 5, 8-dihydroxy-2-(1"- hydrooy-4' -methylpent-3" -enyl}
-1, 4-naphthaquinone

[llustration 27: Structure de base des dérivés de
la shikonine et de 'alkannine

Le squelette de base de ces deux familles de molécules est la 5,8-dihydroxy-2-[1-hydroxy-4-

méthyl-3-pentényl]-1,4-naphtoquinone.

C'est Brockmann, en 1936, qui a déterminé la structure de ces deux molécules suite a la

correction de la structure du noyau naphtazarine qui était jusqu'alors mal identifié

(Papageorgiou et al, 1999). C'est également lui qui a déterminé l'énantiomérie des deux

molécules. Les molécules correspondant a 1'énantiomére R sont classées dans le groupe des

shikonines alors que celles correspondant a 1'énantiomere S sont dans le groupe des

alkannines. Le mélange des deux énantiomeres a €té baptis¢ shikalkine.

3.2.3.2. L'alkannine

OH O OH

alkannin

Figure 28: alkannine
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L'alkannine correspond a la  5,8-dihydroxy-2-[(1S5)-1-hydroxy-4-méthylpent-3-¢n-1-
yl]naphthaléne-1,4-dione. L'alkannine a été extraite la premiere fois par Pelletier a partir
d'dlkanna tinctoria. Pelletier avait d'abord nommé la molécule extraite acide anchusique. A
température ambiante, 1'alkannine se présente sous la forme de petits cristaux rouge brunatre
ayant un point de fusion de 149°C et un point d'¢bullition de 567°C. En milieu alcalin,
l'alkannine prend une teinte violette alors qu'en milieu lipidique elle a une couleur rouge

foncé.

3.2.3.3. La shikonine

La shikonine est le nom donné a la 5,8-dihydroxy-2-[(1R)-1-hydroxy-4-méthyl-3-pentényl]-

1,4-naphtoquinone.

g
1
o _;'_-
,fl"'o« -’“'*f’ﬂ“-“;[‘{br’j

OH O OH

Figure 29: shikonine

La shikonine a été isolée pour la premicre fois sous forme d'acétate en 1922 par Majima et
Kuroda, cependant, ceux-ci ont assigné une structure erronée a la molécule en raison d'une
mauvaise identification de la formule de la naphtazarine a 1'époque (Papageorgiou et al.,
1999). Le nom de la shikonine vient du mot japonais "shikon" qui désigne Lithospermum
erythrorizon et Arnebia euchroma au Japon et est également utilisé pour désigner le pigment

issu de ces plantes.
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Ilustration 30: Structure de la shikonine
attribuée par Majima en 1922

Elle se présente sous la forme d'une poudre cristalline rouge a brune avec un point de fusion a
147°C et un point d'ébullition a 567,4°C a 760 mmHg. Elle est peu soluble dans 1'eau. La

shikonine a un pic d'absorbance a 518 nm et absorbe la lumiere a partir de 290 nm.

3.2.3.4. Les esters de shikonine et d'alkannine

En 1991, Davydenkov ef al. ont isol¢ et identifié l'isobutylshikonine, Ia
diméthylacrylshikonine, 1'acétylshikonine, la déoxyshikonine et 1'hydroxyisovalérylshikonine

a partir de cultures cellulaires d'drnebia euchroma.

En 1995, Ko et al. ont isolé¢ la téracrylshikonine a partir d'drnebia euchroma.

En 2000, Khatoon et Mehrotra ont identifié la shikonine, l'alkannine, la B,B-diméthylacryl
alkannine, la pB,B-diméthylacrylshikonine, l'acétylalkannine, la déoxyshikonine, la ,B-
diméthylacrylhydroxyalkannine, 1'hydroxyalkannane et l'acétyl hydroxy alkannine dans

l'extrait hexanique d'Arnebia euchroma.

En 2002, Shen et al. ont extrait et identifié¢ la a-méthylbutiryl alkannine a partir d'Arnebia

euchroma.

En 2010, Liu ef al. ont isolé un dimére de naphtoquinones qu'ils ont nommé¢ 'arnebiabinone a

partir de I'extrait éthanolique d'Arnebia euchroma.
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En 2012, Damianakos et al. ont extrait et isolé¢ 1'isobutyrylalkannine, I'acétylalkannine, la -
hydroxyisovalérylalkannine, la 2"-(S)-a-méthylbutyrilalkannine, la propionnylalkannine, et la
téracrylalkannine a partir d'une culture cellulaire d'drnebia euchroma. En 2015, Wang et al.
ont extrait et identifi¢ la 5,8-O-diméthyl-11-déoxyalkannine a partir de la racine d'Arnebia

euchroma.

En 2015, Singh et al. ont isolé la butyrylalkannine a partir 'extrait hexanique de la racine

d'4rnebia euchroma.

Nom du dérivé Formule

B,p-diméthylacryl alkannine

hydroxyisovalérylalkannine

Acétylalkannine
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acétylshikonine

OH O

o
hydroxyisovalérylshikonine OH ©
Z on,
OH
OH O © CHs
O  CH,

B,p-diméthylacrylhydroxyalkannine

OH O

hydroxyalkannane

OH O
CHs
OH
H CH3
OH O

acétyl hydroxy alkannine




a-méthylbutiryl alkannine

arnebiabinone

isobutyrylalkannine

propionnylalkannine
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téracrylalkannine

5,8-O-diméthyl-11-déoxyalkannine

H3;C

S0 o0
CHs
/
CHs3
@) 0]
HaC™
butyrylalkannine OH O
OH O GWCH3
0]
téracrylshikonine OH ©
Z CHj
CH,
OH O OWC%
o} CHj

Déoxyshikonine/ déoxyalkannine
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Tableau 2: formule des dérivés d'alkannine et de shikonine isolés a partir d'Arnebia euchroma

3.3. La biosynthése de la shikonine et de ses dérivés
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[lustration 31: Schéma de la biosynthese des précurseurs de la shikonine (Singh et al., 2010)

La biosynthése des shikonines/alkannines nécessite deux précurseurs principaux, le géranyl
pyrophosphate (GPP) et le p-hydroxybenzoate (PHB). Le GPP peut étre obtenu par deux voies
métaboliques différentes, la voie du mévalonate et celle du 2-C-méthyl-D-érytrithol 4-

phosphate (MEP).

La voie du mévalonate commence par la fusion de deux molécules d'acétylCoA catalysée par
'acétylCoA kinase (1). Une troisiéme molécule est ensuite rajoutée grace a la 3-hydroxy-3-
méthylglutarylCoA synthase (2) pour obtenir le 3-hydroxy-3méthylglutaryl-CoA (HMGCoA)
qui est transformé en mévalonate par la HMGCoAréductase (3). Le mévalonate est ensuite

phosphorylé deux fois par la mévalonate kinase (4) et la phosphomévalonate kinase (5) pour
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donner le mévalonate-5-pyrophosphate. Celui-ci est transformé en isopenténylpyrophosphate

(IPPP) par la mévalonate-diphosphate- décarboxylase (6).

L'autre voie métabolique permettant 1'obtention de GPP commence par l'addition d'une
molécule de glycéraldéhyde-3-phosphate et d'une molécule de pyruvate pour obtenir le 1-
déoxy-D-xylulose-5-phosphate grace a la 1-déoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase (9). Le 1-
déoxy-D-xylulose-5-phosphate est ensuite transformé en 2-C-méthylérythritol-4-phosphate
par la 1-déoxy-D-xylulose-5-phosphate-réductoisomérase (10). Un groupement cytidyl vient
ensuite se greffer a la molécule grice a la 2-C-méthylérythritol-4-phosphate-cytidyl
transférase (11) pour obtenir le 4-diphosphocytidyl-2-C-méthyl-D-érythritol. La molécule est
ensuite phosphorylée par la 4-(cytidine-5-diphospho)-2-C-méthylérythritol kinase (12) puis
transformée en 2-C-méthylérythritol-2,4-cyclophosphate par la 2-C-méthylérythritol-2,4-
cyclophosphate synthase (13) pour étre ensuite transformée en 1-hydroxyl-2-méthyl-2 (E)-
butényl-4-diphosphate par la 1-hydroxyl-2-méthyl-2 (E)-butényl-4-diphosphate synthase (14).

La 1-hydroxyl-2-méthyl-2 (E)-butényl-4-diphosphate réductase (15) permet ensuite la
formation d'IPPP et de diméthylallylpyrophosphate qui sont deux isomeres et peuvent se

changer l'un en l'autre grace a I'I[PPP isomérase (7).

L'TPPP est ensuite transformé en GPP par la géranyldiphosphate synthase (8). La voie du
mévalonate est, selon une étude Singh et al. en 2010, la voie privilégiée chez Arnebia

euchroma.

Le PHB est synthétisé a partir de la phénylalanine qui est transformée en acide cinnamique
par l'action de la phénylalanine ammonia lyase (16). L'acide cinnamique est ensuite hydroxylé
en acide p-coumarique par la cinnamic acid-4-hydroxylase (17). Une unité CoA vient ensuite
se greffer grace a la 4-coumaroyl-CoA lyase (18). Ensuite la molécule subit plusieurs

transformations aboutissant au PHB.

Le GPP et le PHB se condensent ensuite par action de la p-hydroxybenzoate-m-
géranyltransférase (19) en acide m-géranyl-p-hydroxybenzoique qui subit ensuite plusieurs
métabolisations pour obtenir la shikonine et ses dérivés. Les étapes de cette transformation ne
sont pas encore totalement connues, cependant la déoxyshikonine est connue comme étant

l'une des étapes de la synthése.
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4. La production de naphtoquinones

En 1984, Fu et al. ont comparé le contenu en pigments des racines de plusieurs racines de
Boraginaceae et parmi les plantes testées c'est Arnebia euchroma qui a permis l'extraction de
la plus grande quantité de pigments, conduisant les auteurs a envisager Arnebia euchroma

comme une source possible pour I'extraction de naphtoquinones de la famille de la shikonine.

4.1. L'extraction a partir d'Arnebia euchroma

Traditionnellement les extraits d'Arnebia euchroma utilisés étaient préparés avec des solvants
apolaires tels que le ghee ou I'huile d'olive. Les études ont montré que les pigments actifs sont
plus concentrés dans la racine que dans le reste de la plante. En 2003, Wang a déposé un
brevet pour la préparation de médicaments contenant des molécules de la famille des
shikonines. Dans ce brevet deux méthodes d'extraction a partir d'Arnebia euchroma sont
décrites. La premiere méthode consiste en une extraction par des éthers de pétrole suivie de
I'élimination du solvant pour obtenir une pate qui est ensuite chromatographiée sur une
colonne sur gel de silice en utilisant un gradient d'éthers de pétrole et d'acétate d'éthyle. Cette
étape permet d'obtenir des monomeres d'esters de shikonine qui sont ensuite purifiés par
chromatographie en phase liquide a haute performance (CLHP). L'autre méthode décrite
utilise le CO; supercritique pour l'extraction.

En 2013, Liu ef al ont travaillé sur la méthode d'extraction en milieu homogene en utilisant un
blender pendant l'extraction, et ont mesuré l'influence des différents facteurs pour les
optimiser. Ils ont également comparé¢ les résultats obtenus avec ceux obtenus grace a d'autres
méthodes d'extraction et ont conclu que la méthode d'extraction en milieu homogeéne peut étre

envisagée pour l'extraction de pigments a partir de la racine d'Arnebia euchroma.
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llustration 32: Tableau comparatif des rendements de 1'extraction de shikonine a partir
d'drnebia euchroma en utilisant différentes méthodes (Liu ef al., 2013) a:extraction en milieu
homogene b:extraction par macération, c:extraction par ultrasons, d:extraction par CO,
supercritique, e:extraction par micro-ondes, f: extraction par reflux de chaleur

4.2. La production de naphtoquinones a partir de cultures cellulaires

Arnebia euchroma est une espece menacée par la cueillette par les indigenes et difficile a
cultiver. Ceci a conduit au développement de cultures cellulaires pour l'obtention de pigments.
Ce sont Davydenkov et al. qui ont en premier testé la possibilité d'extraire des pigments a
partir de cellules d'drnebia euchroma en 1991. La culture cellulaire dans des bioréacteurs
permet la production de dérivés de la shikonine a grande échelle. La production de
naphtoquinones a partir de cultures cellulaires comprend trois étapes ; d'abord les cellules sont
cultivées en milieu solide ou liquide, ensuite les cellules sont mises a incuber dans un milieu
liquide servant a améliorer la production de métabolites et finalement on procéde a

l'extraction et la séparation des différents composés.
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4.2.1. La génération du cal et la culture cellulaire

Le cal est une amas de cellules indifférenciées obtenu a partir d'une partie de plante. Le
fragment est disposé dans un milieu de culture et exposé a des hormones végétales pour
déclencher la dédifférenciation et la croissance des cellules de la plante.

Selon la partie de plante utilisée pour la formation de cal, les cellules obtenues n'auront pas
les mémes caractéristiques. En 2005, Manjkhola et al. ont testé les possibilités d'organogenése
et d'embryogenese a partir de cals d'Arnebia euchroma. 1ls ont comparé l'efficacité de
différentes combinaisons de facteurs de croissance pour l'induction de la formation de cal.
Lors des tentatives d'embryogenése, ils ont constaté que les cals de cellules de racines n'ont
pas entrainé la formation d'organes alors qu'avec les cellules de feuilles, une organogenése
ainsi qu'une embryogenese ont €été observées. De plus, ils ont testé la production de graines
synthétiques en encapsulant 1'embryon formé et ont réussi a faire germer une partie des

graines ainsi formées.

2,4-D (uM) IBA (uM) BA (uM) Feuille (% Racine (%
d'induction de cal) | d'induction de cal)
0 0 0 0 0
1 0,5 26,2 20
1 1 39,4 26,2
1 2,5 46,6 38
1 5 53,3 60
2,5 0,5 67,1 73
2,5 1 90,7 97,6
2,5 2,5 86 90,7
2,5 5 80,6 86,1
1 0,5 46,6 32,9
1 1 66,6 53,3
1 2,5 67,1 73,8
1 5 73,8 80
2,5 0,5 90,7 97,6
2,5 1 97,2 100
2,5 2,5 100 97,6
2,5 5 100 86
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Tableau 3: Influence des facteurs de croissance sur l'induction de cal d'Arnebia euchroma
(Manjkhola et al. , 2005)
BA : benzyladénine ; IBA:acide indole-3-butyrique ;D : acide 2,4-dichlorophénoxyacétique

4.2.2. L'influence du milieu d'incubation des cellules

Plusieurs études ont été réalisées en vue d'améliorer le rendement de 1'extraction de pigments

a partir de cultures cellulaires ainsi que sur l'optimisation des cultures cellulaires.

En 1992, Yong-Hua et al. ont découvert que 'extrait aqueux de Plectonema boryamum a forte
concentration dans le milieu de culture permet d'accélérer la production de pigments et

d'augmenter la fraction de shikonines.

En 1999, Fu et al. ont découvert que I'ajout d'¢liciteur fongiques provenant d'Aspergillus niger
et Rhizopus oryzae permet d'augmenter la production de pigment par les cultures cellulaires

d'4rnebia euchroma.

En 2006, Ge et al. ont prouvé que l'addition de certains éléments chimiques au milieu de

culture augmente également la production de pigments.

En 2011, Malik ef al. ont testé l'influence des facteurs physico-chimiques sur la production de
naphtoquinones par les cultures cellulaires obtenues a partir de feuille d'Arnebia euchroma
dans un milieu supplémenté en 6-benzylaminopurine et en acide indole-3-butyrique. Ils ont
testé les effets de la lumicre, du pH, de la température et de la concentration de sucrose dans
le milieu de culture. Ils ont constaté que l'exposition a la lumiére inhibe la production de
naphtoquinones par la plante. De plus, la concentration de pigments dans les cellules
augmente avec le pH mais la croissance des cellules diminue lorsque le pH augmente. Ils ont
déterminé que les conditions optimales de culture pour la production de shikonine sont une

température de 25°C avec un pH du milieu de 8,75 et dans un mileu contenant 6% de sucrose.
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llustration 33: Effet de la température d'incubation sur la production de dérivés
de la shikonine par une culture cellulaire d'Arnebia euchroma (Malik et al. ,

2011)
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lustration 34: Effet du pH sur la croissance cellulaire et la production de shikonine par les
cellules d'Arnebia euchroma (Malik et al.,2011)

En 2011, Kumar et al. ont déterminé que l'utilisation de sel de potassium comme source de
phosphate permet un rendement supérieur aux sels de sodium ou d'ammonium. Ils ont

¢galement mesuré l'influence du type d'inoculum dans le milieu d'extraction (milieu M9) et on
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obtenu des rendements supérieurs grace a l'utilisation d'un inoculum direct. La méme année
Syklowska-Baranek ef al. ont montré que l'ajout de phénylalanine dans le milieu de culture
diminue la production de dérivés de la shikonine. Ceci entre en contradiction avec une étude
réalisée par Deqiu et al. en 1994 dans laquelle il avait été démontré que la concentration de 5
ou de 10M de phénylalanine dans le milieu permet d'améliorer le rendement de la culture

cellulaire.

En 2014, Syklowska-Baranek et al. ont test¢ un milieu liquide supplémenté en
perfluorodécaline pour une culture cellulaire d'Arnebia euchroma. La perfluorodécaline (PFD)
utilisée était soit dégazée soit saturée en éthyléne ou en air. Les cultures supplémentées en
PFD dégazée et aérée ont montré une croissance supérieure a la culture contrdle pendant les
trois premicres semaines de culture alors que dans le cas de la culture avec la PFD saturée en
¢thyleéne la quantité de masse seche obtenue est diminuée par rapport au contrdle. De plus la
quantité de pigments produite par la cultures avec la PFD dégazée et celle avec la PFD aérée
présente un rendement supérieur a celui de la culture témoin. On a également remarqué que
dans les cultures dans la PFD les pigments s'accumulent majoritairement dans la phase
extracellulaire contrairement a ce qui est observé dans la culture témoin. Cette présence de
pigments dans la phase extracellulaire permet aux auteurs d'envisager leur extraction in-situ
dans le but d'augmenter le rendement de 1'extraction. De plus les proportions des énantiomeres
sont différentes selon le milieu de culture bien que dans tous les cas les dérivés alkannines

sont majoritaires.

En 2014, Wang et al. ont découvert que la supplémentation en méthyljasmonate du milieu de

culture permet d'augmenter la production de naphtoquinones.
p g p phtoq

4.2.3. L'extraction des naphtoquinones

En 2014, lors d'expérimentations sur l'utilisation de PFD dans le milieu de culture,
Syklowska-Baranek ef al. ont extrait les dérivés de la shikonine de la phase cellulaire, de la
phase aqueuse extracellulaire et de la phase PFD. Les cellules préalablement lyophilisées ont
¢été placées dans du n-hexane pendant 15 minutes a 40°C. La phase aqueuse et celle de

perfluorodécaline ont été séparées dans un entonnoir de séparation. Les naphtoquinones de la
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phase aqueuse ont ¢été¢ extraites par du n-hexane. La phase PFD a subit deux extractions

successives avec du méthanol.

4.3. Syntheése totale

Parallelement aux recherches effectuées pour améliorer les rendements en shikonine et
alkanninepar extraction, des recherches sur la synthése totale de la shikonine et de 1'alkannine
ont été effectuées. Différentes syntheéses ont été réalisées, cependant la synthese totale n'est
pas utilisée pour la synthese de dérivés de la shikonine a grande échelle car elles ne sont pas
rentables. Pour exemple, sont présentées ci-dessous une synthése non-stéréosélective et une

synthese stéréosélective.

4.3.1 Syntheése non stéréo-sélective

En 1983, Terada ef al. ont réussi la premiere synthése de shikalkine a partir du 2-formyl-
1,4,5,8-tétraméthoxynaphtalene (89). Ils utilisent d'abord le réactif de Grignard pour obtenir le
2-[4,4-(éthylenedioxy)-1-hydroxypentyl]-1,4,5,8-tétraméthoxynaphtaléne (98) (rendement
96%). Le composé obtenu subit ensuite une hydrolyse du groupement cétal (rendement 87%)
formé précédemment ainsi que l'addition d'iodure de méthylmagnésium (rendement 86%)
pour obtenir le 2-(1,4-dihydroxy-4-méthylpentyl)-1,4,5,8-tétraméthoxynaphtaléne (99). Les
quatres groupements méthyles protégeant les fonctions cétone de la naphtoquinone sont
ensuite éliminés en deux étapes (rendements de 70% et 27% respectivement). La 5,8-
dihydroxy-2-(1,4-dihydroxy-4-méthylpentyl)-1,4-naphtoquinone (101) ainsi obtenue est
traitée avec de l'anhydride acétique pour former un triacétate (102) (rendement 88%)
subissant ensuite une ¢limination par le chlorure de thionyle et la pyridine (rendement 34%)

suivie d'une hydrolyse alcaline (rendement 37%) pour obtenir la shikalkine.
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[llustration 35. Schéma de la synthése de shikalkine
réalisée par Terada ef al. en 1983

4.3.2. Synthese stéréosélective

Des méthodes de synthése stéréosélectives ont également ét¢ mises au point. En 2012, Wang
et al. ont mis au point une nouvelle méthode de synthése de la shikonine possédant une bonne
stéréosélectivité (99,3%e) ainsi qu'un rendement de 47% a partir du 2-formyl-1,4,5,8-
tétraméthoxynaphtaléne. Le 2-formyl-1,4,5,8-tétraméthoxynaphtaléne réagit d'abord avec un
compos¢ organozincique mixte pour former un mélange d'énantiomeres de la 1,4,5,8-
tétraméthoxyshikonine (shikonine dont les atomes d'oxygene sont protégés par des
groupements méthyle). Cette molécule subit ensuite une oxydation de Dess-Martin pour
obtenir un dérivé cétonique de la shikonine qui est ensuite réduit de facon stéréo-sélective en
utilisant le RuCl, pour obtenir I'énantiomere R souhaité. Cet énantiomere réagit ensuite avec
l'anhydride acétique pour obtenir un mélange de deux dérivés acétylés différents. Chacun des

composés peut réagir a nouveau avec l'anhydrique acétique en présence de zinc pour obtenir
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une acétylation des oxygenes restés libres. Les composés obtenus subissent ensuite une

hydrolyse en trois étapes pour obtenir la shikonine.
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Scheme 3. Total synthesis of shikonin: (a) THF, 25 °C, 1 h, then HMPA, 120°C,6 h,
91%; (b) Dess-Martin periodinane, 0°C, 15 min, 80%; (¢) RuCl(PPh;)4/L-3, t-BuOK/
i-PrOH, Hz (10 atm) 0°C, 24 h, 99%; {d} Ac;0, EtyN, DMAP, dry CH;Cly, rt, 20 min,
then CAN, CH,Cl, rt, 15 min, 25% (6), 67X (7). (e) Zn, Acy0, EtyN, DMAP, 2 h, rt, 76%
(B), 86% (9): (N CAN, CHLCN, rt, 10 min, then 1 M NaOH, 6 h, then 10% HCI, 85%.

[Mlustration 36: Synthese de la shikonine par Wang
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5. Etude pharmacologique

Le pigment extrait de la racine d'Arnebia euchroma ainsi que les naphtoquinones qu'il

contient ont fait 1'objet de nombreuses études.

5.1. Propriétés anti-inflammatoires

De nombreuses études pharmacologiques ont permis de mettre en évidence l'activité anti-
inflammatoire d'drnebia euchroma et de certaines molécules en ayant été¢ extraites.

En 1996, des extraits d'Arnebia euchroma ont été testés sur le modele d'oedéme de la patte de
rat par Kaith et son équipe. Quatre solvants ont été utilisés pour préparer les extraits, 1'éther de
pétrole, le chloroforme, 1'alcool et 1'eau. Les résultats ont montré une inhibition de 1'oedéme
de 61,2% pour l'extrait par I'é¢ther de pétrole, 45% pour 1'extrait chloroformique, 27,5% pour
l'extrait alcoolique et 60% pour l'extrait aqueux. Les extraits par 1'éther de pétrole et I'eau ont
démontré une efficacité similaire a celle de I'ibuprofene utilis¢é comme référence. De plus, le
fait que ces deux extraits aient montré¢ une activité anti-inflammatoire laisse supposer que

différentes familles de molécules sont responsables de ces propriétés.

En 1996, Kawakami et al. ont rapport¢ que l'acétylshikonine diminue la production de
radicaux libres par les polynucléaires de cochon d'Inde. Ils avaient également remarqué que
l'acétylshikonine inhibe I'activation de la NADPH oxydase mais n'a pas d'effet sur la NADPH
oxydase déja activée. De plus ils ont noté que l'inhibition de la génération de radicaux est

irréversible.

En 1997, Wang et al. ont testé 'effet de 1'acétylshikonine sur le relargage de radicaux libres
dans les polynucléaires neutrophiles du rat induit par le fMLP/CB et par le PMA. IIs ont
observé une diminution de la consommation d'oxygene ainsi que de la génération de radicaux
libres induite par les deux molécules dans les cellules exposées a l'acétylshikonine avec des
CI50 de 0,48+-0,03 et 0,39+-0,03 uM respectivement. Ils ont également mesuré l'effet de
l'acétylshikonine sur la production d'inositol diphosphate et d'inositol triphosphate.
L'acétylshikonine a diminué la production d'inositol triphosphate de 39% a 10uM et de 70% a
30uM. Ils ont ensuite testé 1'effet de 1'acétylshikonine sur la phosphorylation des tyrosines. Le
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mécanisme d'action n'a pas €té entierement ¢lucidé mais les auteurs ont conclu que l'inhibition

d'une tyrosine kinase devait jouer un role dans l'action pharmacologique de l'acétylshikonine.

En 2001, Subbaramaiah ef al. ont testé 1'effet de 1'extrait éthanolique d'Arnebia euchroma sur
I'expression de la cyclooxygénase de type 2 sur la lignée cellulaire de chondrosarcome
SW1353. L'extrait a diminué l'activité de la COX2 stimulée par l'alliance de PMA et IL1J3
ainsi que celle induite par NF-«xB. Cette diminution d'activité est attribuée par les auteurs a la

diminution de la transcription de la COX2.

En 2010, Andujar ef al. ont testé sur la souris l'utilisation de la shikonine sur le modele de I'
cedéme de l'oreille induit par le TPA. Une diminution de 1'cedéme a été observée. La shikonine
a inhibé¢ 1'activité de iNOS et la cyclooxygénase de type 2. L'application topique de shikonine
inhibe la translocation de protéine kinase C induite par le TPA ainsi que phosphorylation et
l'activation de ERK1/2, la translocation nucléaire et la liaison a I'ADN de NF-kB ainsi que la
translocation de p65, une sous-unité¢ de NF-kB via un mécanisme entrainant une diminution
de la phosphorylation de IkB, un inhibiteur de NF-kB. Ils ont également découvert que la

shikonine et ses dérivés diminuent 1'expression de leukotrienes B4.

En 2011, Lu et al. ont testé la shikonine sur 1' cedéme auriculaire induit par le xyléne et
I'augmentation de la perméabilit¢ vasculaire induite par l'acide acétique. Ils ont mesuré que
4mg/kg de shikonine entraine une inhibition de 1' cedéme similaire a celle obtenue avec la

dose de 2,5mg/kg de dexaméthasone™'

. In vitro, ils ont découvert que la shikonine inhibe la
production de TNFa induite par la stimulation des macrophages par le LPS. De plus, a 1 uM
la shikonine inhibe la translocation nucléaire de NF-kB via l'inhibition de la dégradation de

IxB par le protéasome et induit la mort cellulaire des macrophages.

5.1.1. L'arthrite

En 2009, Dai et al. ont testé les propriétés anti-inflammatoires de la shikonine dans le cadre
des inflammations d'origine auto-immune. Entre autres, dans le cadre d'une expérimentation
sur le modele de l'arthrite, ils ont enregistré la diminution de certains marqueurs de
l'inflammation dans le liquide sinovial. Ces marqueurs sont les cytokines pro-inflammatoires

Thl, TNFa et IL-12 jouant un rdle dans 1'immunité cellulaire. Le facteur de transcription Tbet
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semble jouer un réle dans cette diminution. Cependant ils ont observé une augmentation de la
protéine de liaison au GATA3 indiquant l'absence d'effet de la shikonine sur les cytokines

Th2, IL-10 ni IL-4, jouant un rdle dans I'immunité humorale.

En 2010, Kim et al. ont publié¢ un article sur l'efficacité de la shikonine comme
chondroprotecteur chez la souris présentant une arthrite rhumatoide. Ils ont relevé une
augmentation de l'inhibiteur de la métalloprotéinase de la matrice 1, diminuant ainsi la
dégradation du collageéne au niveau articulaire et limitant la dégradation de l'articulation due a

I'inflammation.

En 2012, Fan et al. ont testé I'effet de 1'extrait d’Arnebia euchroma contre l'arthrite. L'extrait
par 1'éther de pétrole d'drnebia euchroma, contenant des naphtoquinones identifiées comme
é¢tant de Il'alkannine, de Il'acétylalkannine, de la [-acétoxyisovalérylalkannine, de la
déoxyalkannine, de la B-B-diméthylacrylalkannine, de I'a-méthylacrylalkannine et de
l'isovalérylalkannine, a été testé sur un modele d'arthrite induite par le collageéne chez le rat.
Le mélange d'hydroxynaphtoquinones a permis de diminuer le gonflement des articulations
di a l'arthrite. De plus la diminution de poids due a la maladie est atténuée par
'administration de naphtoquinones. L'aspect histologique des articulations a été amélioré par
le mélange de naphtoquinones par rapport au sujet témoin. Les résultats obtenus ont été
comparés avec ceux obtenus grice a l'étanercept™’ et les naphtoquinones a 10mg/kg ont
montré une efficacité similaire a celle de I'é¢tanercept a 0,8mg/kg. Les auteurs ont également
testé l'extrait d'Arnebia euchroma avec le test de la plaque chaude et celui de l'injection
d'acide acétique dans le péritoine. Dans les deux expériences les résultats obtenus avec la dose
de 14,4mg/kg sont comparables a ceux obtenus avec l'aspirine. L'analyse du sérum de rat a

montré une diminution des taux de TNFa et d'IL-1p dans le sérum des rats traités.

5.1.2. Les maladies inflammatoires chroniques de 1'intestin

En 2013, Fan et al. ont administré I'extrait d'Arnebia euchroma a diftérentes doses (2,5 ,5 et
10 mg/kg) a des rats présentant une colite induite par TNBS (2,4,6-trinitrobenzene sulfonic

acid). L'aspect histologique des cellules a été amélioré ainsi que les symptomes de la colite.
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De plus on a noté une diminution du taux de TNFa dans le sérum. La dose de 10mg/kg a un

effet significatif et comparable a celui de la mésalazine”“' 4 100mg/kg.

En 2014, Zhang et al. ont testé¢ l'effet des naphtoquinones extraites a partir d'Arnebia
euchroma sur des souris Balb/C auxquelles on a administré du dextrane sodium sulfate a 5%
pour induire une colite ulcérative. La shikonine prévient le raccourcissement du tube digestif
et diminue la perte de poids. De plus, ils ont observé une diminution de l'activité¢ de la

my¢éloperoxydase.

5.1.3. Shikonine et lupus néphritique

En 2009, Wang et al. ont administré oralement de la shikonine (24 et 40 mg/kg/jour) a des
souris NZB/W F1 agées de 28 semaines et présentant toutes une protéinurie pendant 14
semaines et ont rapporté¢ que la protéinurie est diminuée de fagon dose-dépendante. Ils ont
¢galement observé la diminution des protéines d'adhésion circulantes. Le dosage des anticorps
anti ADN a permis de constater que le traitement par la shikonine diminue 'augmentation de
leurs production par rapport au groupe témoin. De plus ils ont observé une diminution de
l'expression des ARNm des molécules d'adhésion intercellulaire-1 et des molécules d'adhésion
vasculaire-1 au niveau des reins des souris traitées. L'examen optique des tissus a démontré
que la shikonine permet de préserver les organes des 1ésions glomérulaires, interstitielles et

périphériques dues au lupus néphritique.

5.2. Propriétées anti-oxydantes

En 2008, Chang et al. ont mesuré les propriétés anti-oxydantes des extraits aqueux et
méthanoliques d'Arnebia euchroma. Les deux extraits ont démontré une activité anti oxydante
significative. Ils ont également mesuré les propriétés de capture de radicaux libre en utilisant
le DPPH. L'extrait aqueux s'est montré significativement plus actif dans ce test. Ils ont
également mesuré la capacité des extraits a réduire les ions ferriques.

Les propriétés de capture de radicaux libres de la shikonine ont été testées sur les radicaux
du 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH), de 'acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-

sulfonique) (ABTS), le mélange Fe2+/ascorbate/cerveau de rat, de la xanthine oxydase et de
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la superoxyde oxydase. Les tests avec la xanthine oxydase et la superoxyde oxydase n'ont pas
montré d'activité de la shikonine. Par contre, la shikonine a démontré une activité anti

radicalaire sur les autres tests.

En 2014, Yoshida et al. ont testé les propriétés de la shikonine et de l'alkannine sur les

radicaux générés par la NADPH oxydase. Une diminution des radicaux a été constatée quand

la shikonine est introduite avant l'activation de la NADPH oxydase mais pas aprés celle-ci.

L'auteur a donc conclu que la shikonine inhibe I'activité de la NADPH oxydase. De plus, les

propriétés anti-radicalaires de la shikonine et de 1'alkannine ont été mesurées sur les radicaux
DCI

alkyloxy et l'anion O,-. Les résultats ont été rapportés a ceux obtenus avec le trolox ', un

analogue hydrosoluble de la vitamine E a activité anti-oxydante comparable.

5.3. Propriétés anti-bactériennes

En 1992, Fujii et al. ont déterminé que les effets bactéricides de la shikonine et ses dérivés

sont liés a la capacité de la shikonine de bloquer la topoisomérase de type II.

En 2002, Shen et al. ont testé 'activité anti-bactérienne de différentes naphtoquinones issues
d'drnebia euchroma sur Staphylococcus aureus méthicilline résistant, et Enterococcus
faecium et E. faecalis vancomycine résistants. Les dérivés de la shikonine et de l'alkannine

testés ont montré une activité bactéricide contre les différentes souches testées.

En 2004, Kuo et al. ont montré que la shikonine inhibe la croissance d'Helicobacter pylori de
fagon dose dépendante (CI50:18uM). Selon les auteurs, cette activité antibactérienne pourrait

étre due a la capacité de la shikonine a inhiber l'activité de la N-acétyltransférase.

En 2010, Kumar et al. ont testé les propriétés antibactériennes de l'extrait éthanolique
d'drnebia euchroma ainsi que d'autres plantes trans himalayennes. Les résultats pour Arnebia
euchroma sont les suivants:

-Bacillus subtilis:concentration minimale inhibitrice(CMI)=32 pgrammes/ml

-Staphylococcus aureus: CMI>1 mg/ml

-Escherishia coli: CMI = 64 ng/ml

-Pseudomonas aeruginosa: CMI = 8 ng/ml
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En 2011, Hagbeen ef al. ont découvert que l'extrait par le tétrahydrofurane (THF) d'Arnebia

euchroma inhibe de fagon significative la croissance de Micrococcus luteus.

En 2011, Ding et al. ont montré que la shikonine, a la dose de 200 uM, inhibe la formation de

biofilm par Pseudomonas aeruginosa et Stenotrophomonas maltophilia.

En 2012, Damianakos et al. ont extrait et isolé plusieurs dérivés de I'alkannine a partir d'une
culture cellulaire d'Arnebia euchroma pour ensuite mesurer leur activité antimicrobienne sur
Staphylococcus aureus, Staphylococuss epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Escherishia cloacae et Escherishia coli. Les extraits de cal et de culture
cellulaire d'Arnebia euchroma ont également été testés. Les différents composés ont montré
une activité antibactérienne significative bien que moins ¢élevée que les molécules de

références utilisées, la métilmycine et I'amoxicilline accompagnée de 1'acide clavulanique.

Composé/bactérie S.aureus | S.epidermidis | Paeruginosa | K.pneumonia E.cloacae |E.coli
e
Extrait hexanique de cal 15 15 12 11 11 11
d'drnebia euchroma
Extrait de culture cellulaire | 16 16 13 12 12 12
deoxyalkannine 12 12 11 10 11 12
alkannine 15 14 12 11 11 12
acétylalkannine 10 11 10 10 10 9
isobutirylalkannine 14 13 13 11 11 12
B—hydroxyisovalérylalkanni | 15 15 13 13 12 14
ne
2"-(S)-0- 13 12 12 11 11 12
methylbutyrylalkannine
propionylalkannine 12 13 11 12 12 11
teracrylalkannine 12 11 12 10 10 11
acétylshikonnine 15 14 12 12 11 11
métylmycine 22 24 20 25 23 22
Amoxicilline/ acide 21 21 25 23 22 24
clavulanique

Tableau 4: zone d'inhibition de croissance (cm) de naphtoquinones isolées d'Arnebia
euchroma sur différents types de bactéries
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En 2014, Ohen-Agyeie et al. ont réalisé une recherche de molécules naturelles pouvant se lier
a la protéine AcrB en utilisant le logiciel AutoDock 4.2 et ont découvert que la shikonine peut
se lier au site Asn-274 de la protéine. Ils ont également mesuré les CMI de différents
antibiotiques sur E.coli en présence des différentes molécules ayant présenté une affinité
potentielle avec AcrB et ont constaté que la shikonine augmente la sensibilité de E.Coli au
tétraphénylphosphonium et ont confirmé que la shikonine inhibe les protéines de reflux en

utilisant une méthode de fluorescence.

En 2015, Singh et al. ont testé l'efficacité antibactérienne de la butirylalkannine isolée a partir
de I'extrait hexanique d'drnebia euchroma sur des souches d'Enterococcus faecalis résistantes
a la vancomycine et ont mesuré les CMI qui varient selon les souches entre 3,13 et
6,26pg/mL. Ils ont également test¢ le composé sur des souches de Staphylococcus a
sensibilité intermédiaire (VISA) et résistante (MRSA) a la vancomycine. Sur les deux souches

la CMI de la butirylalkannine a été¢ mesurée a 1,56pug/L.

5.4. Propriétés anti-fongiques

En 2002, Sasaki et al ont testé 'activité antifongique de la shikonine, de 'acétylshikonine et
de la déoxyshikonine sur Candida albicans, C.glabrata, C.krusei, C.tropicalis,
C.parapsilosis, Saccharomyces cerevisiae, Cryptococcus neoformans, Trichosporon cutaneum
et Aspergillus fumigatus. Les différents composés ont montré une activité antifongique
intéressante bien qu'inférieure a celle du fluconazole sur la majorité des souches. Par contre,
la déoxyshikonine a démontré une activité supérieure au fluconazole sur Candida krusei et
Saccharomyces cerevisiae. Cependant l'auteur considére qu'aucun des dérivés n'a démontré

d'efficacité significative sur Candida albicans.

Molécule/germe déoxyshikonine shikonine acétylshikonine fluconazole
Candida albicans >64ug/mL 8ug/mL 16pg/mL 0,13pug/mL
C.albicans(résistant | >64 pg/mL >64 pg/mL 32ug/mL 32ug/mL
au fluconazole)

C.glabrata 16pg/mL 8ug/mL 16pg/mL 8ug/mL
C.krusei 4ug/mL 4pg/mL 16pg/mL 64pg/mL
C.tropicalis 32ug/mL 8ug/mL 16pg/mL 2ug/mL
C.parapsilosi 32ug/mL 16pug/mL 16pg/mL 2ug/mL
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Saccharomyces 2ug/mL 4pug/mL 8ug/mL 8ug/mL
cerevisiae

Cryptococcus 8pg/mL 8ug/mL 16pg/mL 4ug/mL
neoformans

Trychosporon 8pg/mL 8ug/mL 16pg/mL 4ug/mL
cutaneum

Aspergillus >64ug/mL >64ug/mL 32pg/mL 64pg/mL
fumigatus

Tableau 5: Activité antifongique (CMI) de la shikonine et de différents dérivés de la shikonine
(Sasaki et al. , 2002)

En 2012, Miao et al. ont testé 1'effet de la shikonine sur la croissance de Candida albicans.
Les doses de 2, 4 et 8ug/mL ont été¢ introduites dans le milieu de culture. La MIC80
(minimum inhibitory concentration) a été calculée sur plusieurs souches de C.albicans et
comparée a celle de différents antifongiques, le fluconazole, le kétoconazole et le miconazole.
La shikonine c'est alors montrée efficace sur les souches résistantes au fluconazole. Ils ont
ensuite mesuré l'activité fungicide de la shikonine en fonction du temps. Une diminution du
nombre de germes a €té constatée pour les concentrations de 4 et 8ug/mL. Les auteurs ont
alors exploré le mécanisme d'action de la shikonine et on constaté une augmentation du taux
de radicaux libres dans les souches traitées. De plus, l'effet fongicide de la shikonine est
fortement diminué par l'ajout d'anti-oxydants dans le milieu de culture. Ils ont donc déduit que
la shikonine a un effet fongicide via un mécanisme impliquant la production de radicaux

libres.

En 2015, Yang et al. ont testé les propriétés antifongiques de plusieurs plantes utilisées en
médecine traditionnelle chinoise parmis lesquelles figure Arnebia euchroma. A. euchroma a
montré avoir une activité antifongique sur Trychophyton rubrum (CMI:500pg/mL),
Microsporum canis (CMIL:200pug/mL), T. tonsurans (CMI:350pug/mL) et 7. violaceum
(CMI:150pg/mL).

5.5. Propriétés anti-parasitaires

En 2008, Michaelakis et al. ont testé la toxicité de la shikonine, de l'alkannine et de la
shikalkine racémique sur les larves de Culex pipiens, le vecteur du virus du Nil occidental. La

shikonine a montré 1'effet larvicide le plus élevé parmi les composés testés avec une LC50 de
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3,9mg/L alors que l'alkannine et la shikalkine ont des LC50 de 12,35 et 8,73 mg/L
respectivement. Les auteurs ont conclu que les naphtoquinones testées pourraient étre utilisées
dans la lutte contre les moustiques mais qu'il faudrait tester leur efficacité sur d'autres especes

de moustiques.

En 2011, Ali et al. ont testé différentes naphtoquinones sur les formes promastigotes et
amastigotes de Leishmania major. Parmi celles-ci, les dérivés de la shikonine et de 1'alkannine
ont montré une toxicité sur les formes intracellulaires amastigotes avec des CIS0 situées entre

1 et 3uM avec une CI50 de 1,9uM pour la shikonine.

5.6. Propriétés anti virales

En 2003, Chen et al. ont étudié les effets de la shikonine contre le VIH-1 et ont découvert une
activité antagoniste des récepteurs de chimiokines. A des concentrations de 1'ordre du pM, la
shikonine inhibe le chimiotactisme des monocytes et le flux de calcium en réponse a une
variété de chimiokines. Il régule a la baisse l'expression de 'ARNm de CCRS, un co-
récepteur primaire du VIH, dans les macrophages a un degré plus élevé que les autres
récepteurs. En outre, la shikonine inhibe la réplication de souches multirésistantes du VIH
dans les cellules mononucléaires périphériques, avec une IC 50 allant de 96 a 366 nM. La
shikonine a également inhibé efficacement la réplication du VIH Ba-L dans l'isolat les
monocytes / macrophages (IC50 = 470 uM). Ces résultats suggerent qu'a la fois I'anticorps
anti-VIH et les activités anti-inflammatoires de la shikonine peuvent étre liés a son
interférence avec l'expression et la fonction des récepteurs de chimiokine. Les auteurs
estiment donc que la shikonine, un inhibiteur du récepteur de chimiokine naturelle, est une
molécule potentielle pour la conception et le développement d'agents thérapeutiques contre le
VIH.

En 2011, Gao et al. ont rapporté les effets antiviraux de shikonine contre AdV3. Ces auteurs
ont constaté que la shikonine inhibe la croissance de AdV3 d'une maniére dose-dépendante
(de 0,0156 a 1 uM), avec un taux d'inhibition de virus de 24 a 69%. Plus précisément,
'expression de la protéine hexon dans AdV3 était plus élevée dans le groupe de contréle du
virus que dans les groupes traités par la shikonine, tandis que le taux d'apoptose des cellules
HeLa traitées par la shikonine diminue de manicre significative quand on augmente la

concentration. Les auteurs ont conclu que la shikonine posséde des capacités anti-AdV3 et
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que le mécanisme antiviral potentiel implique a la fois l'inhibition de l'apoptose et de la
protéine hexon d'expression Adv.

Plus récemment, plusieurs composés phytochimiques d'Arnebia euchroma, y compris la
shikonine, ont été¢ évalués pour leur activité contre le VHC. Parmi les composés testés, la
shikonine a présenté une activité¢ anti-VHC plus puissante, avec une concentration efficace
(CE) 50 de 25 ng / ml, bien inférieure a celle de la ribavirine témoin positif (CE 50= 2,6 ng /
mL), et CC 50 de 1,1 ug / mL. La shikonine semble étre un inhibiteur de la réplication du
VHC et peut donc étre un bon candidat pour une meilleure optimisation et le développement

de médicaments.

5.7. Cicatrisation

En 1993, Ozaki et al. ont testé l'effet de l'extrait d'éther d'Arnebia euchroma sur la
prolifération de tissu de granulation induite par une boule de coton implantée en sous-cutané a
un rat. La boule est enduite de l'extrait d'Arnebia dilué. L'extrait dilué a 1,93% a accéléré la
prolifération de tissu de granulation de manicre significative par rapport au controle.

En 1994, Ozaki et al. ont testé les facultés d'accélération de la prolifération du tissu de
granulation de la shikonine, de l'alkannine et du mélange d'énantiomeéres d'acétylshikonine et
d'acétylalkannine extraits d'drnebia euchroma et Lithospermum erythrorizon. Les différents
dérivés ont tous permis d'accélérer la prolifération. De plus, la comparaison des mélanges
d'acétylshikonine et d'acétylalkannine d'Arnebia euchroma et de Litrospermum erythrorizon a
montré que la configuration S ou R ne joue pas un role significatif sur l'activité¢ de la
molécule. Ils ont également constaté une augmentation de la quantité de récepteurs CD11b+
au niveau de la zone traitée. L'augmentation de ce récepteur indique l'augmentation du
nombre de leucocytes. En examinant le tissu cellulaire au niveau de la cicatrice, ils constatent

¢galement l'apparition de nouveaux vaisseaux sanguins.

En 2012, Ashkani-Esfahani et al. ont testé les propriétés de 'extrait d'Arnebia euchroma sous
la forme d'un gel a 10% et un a 20% sur des brilures au second degré chez des rats. Ils ont
remarqué une accélération de la prolifération du tissu de granulation et des fibroblastes ainsi
qu'une amélioration de la revascularisation. On note cependant que le gel a 20% entraine une

cicatrisation légerement plus lente que celle obtenue avec la sulfadiazine et le gel a 10% et
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lI'induction de la revascularisation induite par les deux extraits est supérieure a celle induite

par la sulfadiazine.

En 2012, Hsiao et al. ont testé 'effet de la shikonine a 100nM sur des fibroblastes humains.
Ils ont constaté que la shikonine augmente la prolifération de fibroblastes de 25% par rapport
au témoin. IIs ont également constaté la modification de l'expression de 32 protéines chez les
fibroblastes traités. Ces protéines sont principalement impliquées dans la mobilité cellulaire,
le controle de l'apoptose, la régulation du stress oxydatif, la prolifération cellulaire, la

sécrétion de collagene et le métabolisme des protéines anormales.

En 2013, Yin et al. ont mesuré les changements dans 1'expression de plusieurs geénes chez des
souris ayant recu une lésion provoquée par l'acétone mélangée a de la shikonine, avec
I'acétone seule faisant office de contrdle négatif. Ils ont d'abord comparé 1'aspect histologique
des Iésions et ont constaté que la shikonine accélére la cicatrisation a un stade précoce apres 4
heures de traitement. Ils ont ensuite mesuré l'expression de différents microARN et ont
remarqué que les modifications d'expression des genes induites par la shikonine, en particulier
l'activation des genes Zebl (Tcf8) et Zeb2 (Sipl), favorisent la transition éphitélio-
mésenchymateuse (TEM). Ils ont ensuite utilis¢ une méthode de coloration pour observer les
cellules en marge de blessure et ont observé que la shikonine augmente la migration cellulaire
par rapport au controle et que les cellules traitées par la shikonine montrent des signes de

TEM.

En 2013, Prangsaengtong et al. ont testé¢ in vitro l'effet de la déoxyshikonine sur la
prolifération des cellules de 1'endothélium microvasculaire lymphatique (HMVEC-dLy) et des
cellules de l'endothélium microvasculaire (HMVEC-d) pour déterminer l'effet de la
déoxyshikonine sur la lymphangiogenése. A la concentration de 0,8uM, la deoxyshikonine
active la prolifération des deux lignées cellulaires testées, en particulier celle de HMVEC-
dLy. Ils ont ensuite procédé a une PCR pour détecter les génes affectés par la déoxyshikonine,
et ont noté une augmentation des ARNm des VEGF (vascular endothelial growth factor) A et
C, en particulier celui du VEGF-C, qui joue un rdle sur la croissance des endothéliums des
voies lymphatiques, via un mécanisme impliquant I'HIF-1a. IIs ont ensuite testé l'effet de la
déoxyshikonine dans le test de cicatrisation in vitro. La déoxyshikonine a permis de refermer

le trou formé entre les cellules HMVEC-dLy aux doses de 1,6 et 3uM.
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En 2013, Andujar et al. ont testé les effets de la shikonine sur des cellules de I'épithélium
intestinal. Ils ont conclu que la shikonine améliore la cicatrisation en induisant le TGFf1 et en

augmentant la migration cellulaire sans influer sur la prolifération cellulaire.

5.8. Métabolisme du glucose

En 2002, Kamei et al. ont rapporté que le traitement avec 10—50 uM de shikonine stimule
I'absorption de glucose dans les cellules 3 T3-L1, ni par le récepteur a l'insuline, ni par des
protéines substrats du récepteur a l'insuline, ou la phosphatidylinositol 3-kinase, mais par un
mécanisme impliquant une tyrosine kinase inconnue, résultant en l'activation de 1'Akt kinase
et la stimulation de l'absorption de glucose avec l'augmentation de la translocation de GLUTA4.
De plus, dans une cellule ovarienne de hamster chinois transfectée avec un récepteur a
l'insuline, la shikonine (30 uM) inhibe les homologues de la phosphatase et de la tensine, ce
qui peut expliquer son action similaire a l'insuline, en particulier l'augmentation de
l'absorption de glucose. En comparant les résultats obtenus lors de cette expérience a ceux de
Nigorikawa et al. en 2006 et ceux publiés par Lee et al. en 2010, au moins deux cibles de la
shikonine sont probables: une cible activant I'absorption de glucose et une cible pour

l'inhibition de I'accumulation de graisse (Andujar et al. , 2013).

En 2011, Oberg et al. ont démontré que la shikonine (1 uM) augmente 1'absorption de glucose
dans les myocytes L6 de fagon comparable a l'insuline sans affecter la phosphorylation Akt.
Ces résultats semblent indiquer que la shikonine augmente l'absorption de glucose, et les
concentration intracellulaires de calcium via un mécanisme indépendant de l'insuline. Ces
auteurs ont conclu que la shikonine augmente la translocation de GLUT4 des vésicules
intracellulaires a la surface de la membrane cellulaire, ce qui est le méme effet que celui de
l'insuline, mais avec un autre déclencheur (phosphorylation Akt).

De plus, Oberg et al. ont démontré l'effet bénéfique de la shikonine in vivo sur des rats
diabétiques Goto-Kakizaki. Quand les rats ont été traités par 10 mg/kg de shikonine (1 fois
par jour pendant 4 jours) leur niveau de glucose plasmatique a diminué significativement. De
plus, un test de sensibilité a I'insuline (0,5 U/kg insuline, s.c.) a montré des taux de glucose
diminués dans le groupe traité par shikonine. Les auteurs ont conclu que la shikonine pourrait

avoir un effet sur le métabolisme du glucose.
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5.9. Effet sur 1'adipogenése

En 2010, Lee et al. ont tenté¢ d'élucider le mécanisme d'action de la shikonine a 1'égard de
I'adipogenese de 3 cellules T3-L1. La shikonine (IC 50= 1,1 uM) a montré qu'elle inhibe la
formation de gouttelettes de graisse et I'accumulation de triglycérides dans les adipocytes 3
T3-L1 par un mécanisme impliquant l'inhibition de génes impliqués dans le métabolisme des
lipides, tels que FABP4 et LPL. La shikonine inhibe également la capacit¢ de PPARyet C /
EBPa, les principaux facteurs de transcription de I'adipogenése, a se lier a leurs séquences
d'ADN cibles. Parmi les régulateurs en amont de 1'adipogenese, le SREBP1c¢ (sterol regulatory
element binding protein) qui régule l'adipogenese, est régulé a la baisse par la shikonine, ce
qui suggere que la shikonine inhibe d'abord l'expression de SREBPIc et par la suite
I'expression de PPARy et C / EBPa, ce qui entraine la suppression des enzymes de
métabolisation des lipides et la réduction de I'accumulation de graisse. Dans un article plus
récent, ces mémes auteurs ont démontré que la shikonine inhibe l'adipogenése in vitro par
l'activation de la voie WNT / S caténine, voie pour maintenir les niveaux nucléaires
de f caténine, supprimant ainsi l'expression de PPAR y, C / EBP a, et l'accumulation de

graisse intracellulaire (Andujar et al., 2013).

5.10. Effets sur l'agrégation plaguétaire

Ko et al. ont testé en 1995 l'effet de la shikonine, de 1'acétylshikonine, de la téracrylshikonine
,et de la B,B-diméthylacrylshikonine sur l'agrégation plaquétaire induite par le collagéne sur
les plaquettes de lapin. Ils ont découvert que ces dérivés inhibent de fagon dose dépendante

l'agrégation plaquétaire.

Molécule Concentration inhibitrice S0(uM)
acétylshikonine 2,1

téracrylshikonine 2,8

B,p-diméthylacrylshikonine 4,2

shikonine 10,7

Tableau 6: Inhibition de 'agrégation plaquettaire par la shikonine et ses dérivés ( Ko et al.,
1995)
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IIs ont ensuite étudié les mécanismes d'action possibles de l'acétylshikonine. Ils ont testé
l'activité de l'acétylshikonine (AS) sur l'agrégation et le relargage d'ATP provoqués par la
thrombine, le U46619, le PAF et l'acide arachidonique et ont constaté que l'acétylshikonine

inhibe l'agrégation et le relargage d'ATP de manicre concentration-dépendante.

IIs ont mesuré les taux de thromboxaneB2 et de prostaglandine D2 dans les cellules traitées.
L'acétylshikonine inhibe la formation de thromboxaneB2 induite par le collagene, le PAF et
la thrombine mais pas celle induite par l'acide arachidonique. Quant a la production de
prostaglandine D2 formée en présence d'acide arachidonique, elle est légerement augmentée
par l'ajout d'acétylshikonine. Ils ont également mesuré l'activité des cyclooxygénases en
mesurant le taux de prostaglandine E2. L'activité de la cyclooxygénase ne semble pas étre
affectée par l'acétylshikonine. L'acétylshikonine inhibe les augmentations de phosphoinositol
et de calcium induites par les différents inducteurs de la coagulation cités précédemment et n'a

pas d'effet sur le taux d'AMPc dans la cellule.

5.11. Propriétés cardio-vasculaires

En 2009, Takano-Ohmuro ef al. ont testé 1'effet de la shikonine et de 1'alkannine aux doses de
0,03, 0,1, 0,3 et 1uM sur la relaxation de 'aorte de rat en réponse a l'acétylcholine suite a une
stimulation par la phényléphrine. Les deux composés ont diminué la relaxation induite par
I'acétylcholine de fagcon dose dépendante avec des CIS0 de 0,51 et 0,26 uM respectivement.
Ensuite, dans le but d'éclaircir le mécanisme d'action de la shikonine, ils ont testé I'effet de la
shikonine aux doses de 0,1, 1, 10 et 100uM sur différentes isoformes de NO synthase (eNOS,
iNOS et nNOS) dans un milieu dépourvu de cellules. La shikonine inhibe 1'activité de eNOS
avec une IC50 de 7,1uM, celle de iNOS avec une IC50 de 7uM et celle de nNOS avec une
IC50 de 4uM lorsque la shikonnine est ajoutée avant la phase d'incubation de la NOS.
Cependant, quand la shikonine est ajoutée aprés le NAPH et l'arginine on ne constate pas
d'inhibition de l'activité de 1'enzyme.

Ces auteurs ont ensuite testé I'effet de la shikonine sur la synthése de NO dans des cellules
RAW?264.7 stimulées par LPS. La shikonine aux doses de 0,1, 0,3 et IuM a été comparée a
l'inhibiteur de Syk (kinase de la rate) OXSI-2 aux mémes concentrations pour déterminer si

l'effet de la shikonine provient de l'inhibition de cette enzyme. La shikonine diminue la
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production de NO de fagon dose dépendante. OXSI-2 a également entrainé une diminution de
la production de NO mais de facon plus faible que la shikonine laissant supposer aux auteurs
que si l'inhibition Syk contribue a I'action de la shikonine sur la production de NO ce n'est pas
le seul mécanisme impliqué.

Ils ont également testé 1'activité de la shikonine sur différentes kinases, PKA, Aktl, PKCa,
PKCPB1, PKCy, ainsi que sur 3 protéines kinases activées par le mitogéne (MAPK), MEK1
(mitogen activated protein kinase 2), ERK1 (extracellular-regulated kinasel) et l'isoforme o
de p38. La shikonine n'a pas inhibé les kinases PKC ni Aktl. MEK1, qui régule les kinases
ERKI1 et p38, a été inhibé. PKA a également été inhibé. PKA régule 1'enzyme eNOS, ceci
conduit les chercheurs a penser que PKA peut étre impliqué dans 1'effet de la shikonine sur la
contraction aortique.

Cette expérience confirme celle de Hu er al. qui avaient testé en 2004 l'effet de 1'extrait
d'drnebia euchroma sur la contraction aortique qui avait conclu que les dérivés de la
shikonine extraits agissaient en inhibant la production de NO au niveau de l'endothélium. De
plus, ceux-ci avaient trouvé que l'extrait d'Arnebia euchroma pouvait induire une contraction
de l'aorte a des concentrations supérieures a 10uM et que cette contraction peut étre inhibée

par l'indométacine.

En 2015, Huang et al. ont démontré que la shikonine inhibe I'effet des LDL oxydés sur les
cellules endothéliales in vitro. Ainsi ils ont observé une diminution de l'expression des
molécules d'adhésion intercellulaire permettant aux monocytes d'adhérer a 1'endothélium, de
la production de radicaux libres et de la translocation de NfkB. IIs ont observé 1'augmentation
de l'expression de I'heme oxygénase 1, la glutamate-cystéine ligase, la catalase, la superoxyde
dismutase 1, la glutathion peroxydase, et la glutathion réductase. L'inhibition de I'expression
de Nrf2 diminue I'activité protectrice de la shikonine, ce qui permet aux auteurs de conclure

que l'activité de la shikonine dépend de l'activation de la voie de la phophastidylinositol-3-

kinase/Akt/Nrf2.

5.12. Propriétés anti-tumorales

En 1974, Driscoll et al. ont test¢ de nombreuses naphtoquinones pour identifier celles
possédant une activité anti-tumorale potentielle. Parmi les quinones testées, l'alkannine et

certains de ses esters ont démontré une cytotoxicité in vitro. Des recherches similaires
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effectuées au Japon par Sankawa et al. en 1977 ont démontré que la shikonine et ses dérivés
possédaient également des propriétés cytotoxiques (Papageorgiou et al., 1999). Suite a ces
découvertes, de nombreuses recherches ont été effectuées sur les propriétés cytotoxiques et

anti-tumorales de ces molécules.

En 1992, Fujii et al. ont testé¢ l'effet de la shikonine sur le clivage de 'ADN par la
topoisomérase de type II. Ils ont mesuré que la shikonine favorise la formation d'ADN
linéaire de fagon dose dépendante. Le clivage induit par la shikonine disparait lors du
chauffage du milieu de réaction, suggérant aux chercheurs que le clivage de I' ADN se fait via
la formation d'un complexe. Ils ont ensuite testé la cytotoxicité de la shikonine sur des cellules
BALBc/3T3 H-ras. La shikonine a montré une CI50 de 0,063uM. Cependant, la shikonine a
été comparée a d'autres molécules dont la plumbalgine lors de cette étude et la cytotoxicité
des composés ne semble pas proportionnelle a l'induction du clivage de I'ADN qu'elles

induisent.

En 2004, Wu et al. ont testé 1'effet de la shikonine sur les cellules de mélanome A375-S2. Ils
ont trouvé que la shikonine inhibe la croissance des cellules de facon dose et temps
dépendante avec une CI50 a 48h de 7,1+-0,9uM. IIs ont ensuite testé 1'effet de la shikonine sur
le cycle cellulaire et ont remarquée que la shikonine bloque le passage de la phase Gl a la
phase S du cycle de facon dose dépendante. Ils ont ensuite réalis€¢ un western blot pour
évaluer l'expression de p53, cdk4, Bcl2 et Bax. Le taux de p53 diminue lors de I'exposition a
la shikonine, ce qui provoque l'arrét du cycle cellulaire. De plus, le taux de Bcl2 diminue alors
que celui de Bax augmente favorisant ainsi 'apoptose. Ils ont également voulu savoir si la
shikonine induit principalement l'apoptose ou la nécrose des cellules. Ils ont alors remarqué
que les doses ¢élevées de shikonine provoquent I'apoptose de fagon plus rapide que les doses
plus faibles et également qu'avec des doses élevées la shikonine induit également la mort
cellulaire par nécrose. Ils ont ensuite découvert que 1'apoptose déclenchée par la shikonine est

bloquée par l'inhibition des caspases 9, 3 et 8.

En 2008, Mao et al. ont observé que la shikonine induit l'apoptose par la voie mitochondriale
et par voie caspase dépendante chez les cellules de la lignée de leucémie myéloide chronique
K562. Ils ont ensuite étudié la chronologie des différentes modifications conduisant a

I'apoptose des cellules et ont déduit que chez les cellules de la lignée K562 c'est une
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augmentation de la production de radicaux libres qui déclenche la phosphorylation de JNK,

une modification du potentiel de membrane mitochondriale et 1'activation des caspases.

En 2008, Lee ef al. ont rapporté que la shikonine et I'acétylshikonine inhibent la croissance
des cellules endothéliales de la veine ombilicale (HUVEC) induite par le VEGF. Ils ont
¢galement noté que la shikonine, l'acétylshikonine et I'isobutiroylshikonine inhibent la
migration cellulaire induite par le VEGF chez les cellules HUVEC. Ils ont mesuré que les
dérivés de la shikonine diminuent la production de VEGF chez les cellules stimulées par le
VEGEF. IIs ont également testé les dérivés sur les cellules A549 et ont mesuré leur effet sur
I'expression de uPA et uPAR et ont trouvé que les dérivés de la shikonine diminuent
l'expression de uPA. IIs ont ensuite testé les 3 dérivés in vivo sur des souris auxquelles ont été
injectées de cellules de la lignée LLC. Les trois dérivés ont diminué la croissance de la
tumeur. La shikonine a donné le taux d'inhibition de la croissance le plus élevé parmi les

dérivés mais a également entrainé plus d'effets secondaires.

En 2009, suite a une ¢étude de la configuration spatiale de la shikonine, Yang et al. ont testé
l'intéraction de la shikonine avec le protéasome 20S de lapin et ont constaté que la shikonine
inhibe la fonction chimiotripsine du protéasome. Ils ont ensuite testé I'activité de la shikonine
sur la lignée cellulaire PC-3 (cancer de la prostate) et y ont mesuré l'activité du protéasome
26S. La shikonine inhibe l'activité de ce protéasome avec une CIS0 de 16,5uM. Ils ont
constaté que les cellules traitées présentent une accumulation de protéines IxB-a30
ubiquitinées ainsi qu'une augmentation des protéines pro-apoptotiques Bax et p27 ainsi que de
la protéine Hsp70 et ont constaté la présence de cellules apoptotiques.

Ces auteurs ont alors testé la cytotoxicité de la shikonine sur les lignées cellulaires H22
(hépatome de souris) et P388 (leucémie murine) et ont confirmé la cytotoxicité de la
shikonine sur ces lignées. IlIs ont également vérifié la cinétique des modifications entrainées
par la shikonine et ont confirmé que l'inhibition du protéasome précede l'induction de
I'apoptose.

IIs ont ensuite testé in vivo 1'effet de la shikonine en injectant des cellules de la lignée P388 a
des souris males KMF et en leur administrant quotidiennement pendant 7 jours la dose de
4mg/kg de shikonine en injection intra péritonéale. IlIs ont constaté une augmentation de la
survie dans le groupe traité par rapport au groupe témoin. Ils ont ensuite confirmé la cible de
la shikonine iz vivo en injectant des cellules H22 a des souris et en les traitant pendant 7 jours

avec de la shikonine aux doses de 4 et 8 mg/kg/jour et en les sacrifiant deux jours apres la fin
56



du traitement. Ils ont constaté une diminution significative de la taille de la tumeur chez les
souris traitées ainsi que des signes d'inhibition du protéasome dans les cellules de la tumeur.
IIs ont alors vérifi¢ que le mécanisme s'applique également avec les cellules PC-3 et ont
constaté que l'inhibition de la croissance de la tumeur semble correspondre avec le taux
d'inhibition du protéasome, ce qui amene les auteurs a conclure que la cytotoxicité de la

shikonine est liée a I'inhibition du proétasome in vitro et in vivo.

En 2009, Xiong et al. ont testé¢ l'effet de l'acétylshikonine isolée d'une culture cellulaire
d'drnebia euchroma sur la croissance des lignées cellulaires de 1'adénocarcinome du poumon
humain A549, du carcinome hépatocellulaire humain Bel-7402, de 'adénocarcinome du sein
humain MCF-7 et du carcinome pulmonaire de Lewis de la souris (LLC). L'acétylshikonine a
provoqué une inhibition de la croissance dose dépendante sur les 4 lignées cellulaires avec des
IC50 a 48h de 5,6+-0,6pg/mL sur la lignée A549, 6,82+-1,5ug/mL sur la lignée Bel-7402,
3,4+-0,44pg/mL sur la lignée MCF-7 et de 2,72+-0,38ug/mL sur la lignée LLC. De plus, la
lignée A549 a été utilisée pour établir une courbe de croissance en présence d'acétylshikonine.
Celle-ci a démontré qu'elle inhibe également la croissance de la lignée de fagon temps-
dépendante.

IIs ont ensuite implanté des cellules de la lignée LLC sur des souris C57BL/6 pour évaluer
l'effet anti-tumoral de I'acétylshikonine. Ils ont séparé les souris en 5 groupes ; un groupe
témoin, un groupe recevant du cyclophosphamide® a la dose de 60mg/kg et trois groupes
recevant l'acétylshikonine aux doses de 0,5, 1 et 2mg/kg. Les souris du groupe
cyclophosphamide n'ont recu qu'une injection au jourl alors que les autres groupes ont recu
une injection intrapéritonéale tous les deux jours pendant 12 jours. La taille de la tumeur a été
mesurée régulierement. Le groupe recevant l'acétylshikonine a montré un volume de tumeur
significativement inférieur au témoin mais cependant supérieur au groupe ayant recu le
cyclophosphamide. De plus, la mesure des taux de Bax, de caspase-3 et de Bcl-2 dans les
tumeurs ont montré que l'acétylshikonine augmente les taux de Bax et de caspase-3 et
diminue celui de Bcl-2 de mani¢re dose dépendante. Les auteurs en ont conclu que
l'acétylshikonine provoque l'apoptose en activant des protéines pro-apoptotique et active ainsi
la voie des caspases menant a I'apoptose chez les cellules de la lignée LLC.

La méme année, Zeng et al. ont testé l'acétylshikonine sur la lignée SGC-7901 (cellule de
cancer gastrique humain). L'acétylshikonine inhibe la croissance des cellules in vitro et in
vivo. De plus ils remarquent que l'acétylshikonine régule la production des ARNm des

protéines de la famille Bcl-2.
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En 2010, Chang et al. ont découvert que la shikonine induit I'apoptose chez les cellules de
l'ostéosarcome 143B. Ils ont noté une augmentation de la phosphorylation des kinases

activées par signal extracellulaire (ERK) ainsi que la génération de radicaux libres.

En 2011, Chen ef al. ont rapporté que la shikonine et l'alkannine inhibent la pyruvate kinase
M2(PKM?2) spécifique a la tumeur chez les cellules de la lignées MCF7 et A549. Ceci a
entrainé chez ces cellules une diminution de la glycolyse et I'accumulation d'acide lactique. Ils
ont ensuite testé les composés sur des cellules de la lignée HeLa auxquelles ont été transfecté
le géne PKM1 et ont noté une sensibilité réduite de ces cellules aux naphtoquinones testées.
Ceci améne les auteurs a conclure que la shikonine, l'alkannine et leurs dérivés inhibent

spécifiquement PKM?2 qui est spécifique des cellules cancéreuses.

En 2011, Cheng ef al. ont montré que la shikonine entraine une dégradation de I'ADN due a
l'augmentation du taux de radicaux libres dans la cellule en présence d'ions Cull dans les

cellules de la lignée HeLa.

En 2012, Long ef al. ont testé l'effet d'un extrait d'Arnebia euchroma dont le composant
majoritaire a été identifié comme étant l'acétylshikonine sur des souris ayant subit
I'implantation de cellules cancéreuses des lignées HepA22, S180, YAC-1 et CTLL-2. L'extrait
a été administré aux souris par voie orale aux doses de 10, 5 et 2,5 mg/kg/jour a partir du
quatrieéme jour apres l'injection des cellules tumorales et les souris ont été sacrifiées apres 10
jours de traitement. Les temps de survis des souris traitées par le mélange de dérivés de la
shikonine s'est montré comparable a celui des souris traitées par du 5-fluoro-uracile. De plus,
la shikonine a montré qu'elle diminue la croissance de la tumeur de maniére dose dépendante.
Les souris auxquelles ont été injectées les cellules tumorales non traitées ou traitées par le 5-
fluoro-uracile présentent une diminution des marqueurs CD3- et CD19-. Les souris traitées
par l'extrait ont montré des concentrations de ces marqueurs supérieures a celles des autres
souris porteuses de tumeur. Il a été¢ également remarqué que le thymus et la rate présentent des
dommages chez les souris porteuses de tumeur et que ce rétrécissement est accentué par le
traitement par le 5-fluoro-uracile alors que les souris traitées par I'extrait présentent moins de
dommages des organes impliqués dans les réactions immunitaires, le groupe traité par I'extrait
a 10mg/kg/jour présentant un aspect normal et permet un maintient des cellules immunitaires

NK et lymphocytes T. Ceci conduit les auteurs a conclure qu'en plus d'avoir une activité
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cytotoxique, les dérivés de la shikonine ont un effet protecteur sur les organes impliqués dans

les réactions immunitaires.

En 2012, Wiench ef al. ont testé l'effet de la shikonine sur les lignées cellulaires U937
(cellules de lymphome humain), 789-O, MCF-7, SK-BR-3, SW1116, HCT-116, SW680,
Capanl CCRF-CEM, CEM/ADRS5000, MDAMB231 pcDNA3, MDAMB?2 1BCRP, U20S,
RPE-1let SUIT-2. La shikonine a inhib¢ la prolifération de toutes les lignées cellulaires testées
avec une CI50 inférieure a 10uM a 24h de traitement sauf pour la lignée SUIT-2 qui a une
CI50 a 24h de 12,9uM. IIs ont également observé que les lignées de cellules de leucémie
étaient particuliérement sensibles a la shikonine. La lignée U937 est celle qui a montré la plus
grande sensibilité a la shikonine et a été utilisée pour les essais suivants. IlIs ont ensuite fait
une PCR pour déterminer l'effet de la shikonine sur l'expression des genes. Ils ont ensuite
utilis€ une méthode de coloration pour visualiser les zones ou s'accumule la shikonine dans
les cellules des lignées U937 et SK-BR-3 et ont découvert que la shikonine s'accumule au
niveau de la membrane des mitochondries et diminue le potentiel de membrane, ce qui
provoque l'augmentation de la production de radicaux libres dans la cellule et entraine des
dommages sur 'ADN. Les auteurs ont ensuite mesuré l'effet de la shikonine sur le flux de
calcium dans la cellule. Peu apreés l'administration il y a une faible diminution de la
concentration de Ca2+ libre dans la cellule qui se transforme en une augmentation longue et
continue de la concentration d'ions Ca2+ dans la cellule. Ils ont ensuite fait un test de
fermeture de plaie les cellules de la lignée SKBR-3 et ont mesuré que la shikonine diminue la
vitesse de fermeture et ont conclu que la shikonine diminue la migration des cellules. Ils ont
ensuite testé¢ la shikonine a la dose de 25uM sur des cellules U20S sur lesquelles a été
transfecté un géne codant pour l'a tubuline pour déterminer si l'inhibition de la migration est
liée a la tubuline et ont constaté que la shikonine empéche la formation de microtubules mais
ne s'accumule pas directement autour des filaments, ce qui laisse les auteurs penser que
l'inhibition de la formation des filaments est une conséquence du stress oxydatif généré par la

shikonine.

En 2013, Wu et al. ont testé¢ la shikonine sur les cellules des lignées K562 (cellules de
leucémie myéloide chronique humaine) et MCF-7 pour étudier l'apparition de résistances lors
du traitement. Les cellules ont été exposées réguliérement a la shikonine pendant 18 mois. Au
bout des 18 mois, les cellules des lignées MCF-7 et K562 ont développé une résistance a la

shikonine obligeant a doubler les doses mais pas de résistance aux analogues de la shikonine
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testés. Les cellules MCF-7 ont également développé une faible résistance au paclitaxel® et
au cisplatine” et les cellules K562 ont développé une faible résistance au cisplatine. Ils ont
découvert que la résistance a la shikonine est liée a la tubuline BII. Cependant cela n'explique
pas entierement l'absence de résistances croisées avec les analogues de la shikonine. Ils ont
¢galement testé la shikonine sur la lignée cellulaire multirésistante K562/Adr et n'ont pas
mesuré de différences majeures avec la lignée K562 dans l'induction de résistances par la
shikonine. Ils ont ensuite répété leur expérience mais en exposant alternativement les cellules
a la shikonine et la doxorubicine”' pendant 18 mois. Les cellules ainsi traitées ont développé
des résistances 4 la doxorubicine, a la vincristine”“' et au paclitaxel mais pas a la shikonine et
a ses dérivés. Les auteurs ont conclu que la shikonine n'est pas un puissant inducteur de
résistances des cellules des lignées testées et qu'une des raisons pourrait étre la multiplicité

des cibles de la shikonine.

En 2013, Huang ef al. ont testé in vitro la cytotoxicité de la shikonine sur les cellules de
gliome des lignées U87 et C6. Ils ont constaté un effet cytotoxique de la shikonine sur les
deux lignées cellulaires avec une IC50 au bout de 3h de 5,85umol/L pour C6 et de 10umol/L
chez U87. Ils ont constaté que les cellules traitées présentent un taux de radicaux libres €élevé
ainsi que des signes de nécrose et que l'effet cytotoxique de la shikonine sur les cellules C6 est
inhibé par l'inhibiteur de nécroptose Nec-1. Nec-1 inhibe également I'augmentation du taux de
radicaux libres. Les auteurs ont ensuite mesuré I'expression de la protéine RIP-1 qui agit dans
I'induction de la nécroptose et constatent que la shikonine augmente I'expression de RIP-1
dans la cellule. Les chercheurs concluent que Il'activation de RIP-1 peut provoquer

l'augmentation du stress oxydatif entrainé par la shikonine.

En 2013, Zhang et al. ont testé la shikonine ainsi que le topotécan™' sur les lignées U251 et
US87 et en particulier sur la portion de cellules souches dans les cultures de ces lignées. La
shikonine a montré qu'elle inhibe la croissance des cultures et ont aussi observé l'induction de
I'apoptose chez les cellules souches par des mécanisme impliquant l'inhibition de Bcl2 et
l'induction de l'activité des caspases 3et 9. L'année précédente, Zhang et al. avaient testé
l'effet de la shikonine sur les cellules de la lignée H-60. Ils ont montré que la shikonine inhibe
la prolifération des cellules H-60 avec une CI50 avoisinant les 100ng/mL a 72h. Ils ont
remarqué que les concentrations inférieures a 100ng/mL inhibent la prolifération des cellules
mais ne provoquent que faiblement 1'apoptose des cellules et pas du tout la nécrose. De plus,

ils ont observé chez les cellules traitées des signes de différenciation cellulaire et ont mesuré
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I'expression des marqueurs CD11b et CD14 qui s'est révélée augmentée dans les cellules
traitées, ce qui leur a permis de conclure que la shikonine favorise la différenciation des
cellules de la lignée H-60. Ils ont ensuite mesuré I'expression de différentes enzymes régulées
par la voie du Nrf2/ARE, ils ont découvert que I'expression des ARNm de la catalase et de la
glutathion-peroxydase est augmentée par la shikonine alors que celle des ARNm de la
quinine-oxydoréductase, la glutathion S-transférase, la superoxide dismutase et et la
glutamate cystéine ligase est inhibée par la shikonine. Les auteurs ont conclu que la
différenciation des cellules H-60 est provoquée par une modification de I'homéostasie redox

en faveur de 1'oxydation.

En 2014, Jang et al. ont testé 1'effet de la shikonine sur les lignées de cellules de cancer de la
prostate LNCaP et 22RV 1. Ils ont mesuré que la shikonine diminue la quantité des récepteurs
aux androgénes dans le cytoplasme et dans le noyau de maniére dose et temps dépendante et
ont constaté que la shikonine bloque la transcription des geénes codant pour ces récepteurs. Ils
ont également constaté que la shikonine bloque la croissance des cellules de deux lignées et

provoque l'apoptose dans ces cellules.

En 2013, Tung et al. ont testé I'alkannine sur les cellules des lignées de cancer colorectal
HCT-116 et SW-480. L'alkannine inhibe la prolifération des deux lignées cellulaires avec une
CI50 de 2,38uM sur les cellules HCT-116 et de 4,53uM sur les cellules SW-480. Ils ont
également testé l'alkannine sur des cellules épithéliales de rat IEC-6 et n'ont pas constaté
d'activité anti-proliférative significative. Ils ont également constat¢é que les cellules

cancéreuses traitées sont bloquées en phase G1.

En 2014, Chen et al. ont cherché a élucider le mécanisme d'action de la shikonine sur les
cellules des lignées de cancer prostatique PC-3 et DU145. La shikonine a inhibé la croissance
des deux lignées cellulaires en provoquant I'apoptose des cellules. Contrairement a ce qui a
¢té observé dans d'autres expériences avec la shikonine sur des lignées de cellules
cancéreuses, ils ont observé une augmentation des cellules en phase G2 ainsi qu'une
diminution des cellules en phase G1. Ils ont également constaté que la shikonine diminue la
mobilité des cellules et en particulier ils ont noté que la shikonine diminue l'invasion des
cellules a travers un filtre enduit de collagéne de type 1. Pour expliquer la diminution de la
capacité d'invasion des cellules, ils ont mesuré 1'expression des métalloprotéinases de la

matrice 2 et 9 (MMP-2 et MMP-9). Ils ont également montré que la shikonine supprime la
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phosphorylation de Akt et mTOR et augmente la phosphorylation de ERK1/2, JNK1/2 et p38
et conclu que la diminution des métalloprotéases est due a la génération de radicaux libres

entrainant I'augmentation de la phosphorylation d'ERK.

En 2014, Wenjing et al. ont testé I'effet de la shikonine sur les cellules de la souche A549. La
shikonine a inhibé la prolifération des cellules de fagon dose dépendante. Ils ont ensuite
mesuré la quantité de cellules en état d'apoptose et ont remarqué que la shikonine entraine
I'apoptose des cellules A549. Ils ont également remarqué que le taux de cellules en phase G1
de leur cycle augmente de facon dose dépendante avec la shikonine, la PCR indique une
diminution de CCND1, codant pour la cycline D1 qui permet normalement le passage de la
phase G1 a la phase S du cycle cellulaire. La shikonine entraine également une augmentation
de la transcription et de la production de caspases 3 et 7 dans la cellule, favorisant ainsi
I'apoptose. Les auteurs concluent donc que la shikonine exerce sa cytotoxicité sur les cellules

A549 par le blocage du cycle cellulaire et I'induction de 'apoptose.

La méme année, Yang ef al. a testé 1'effet de la shikonine sur les cellules des lignées US7TMG
et Hs683. Ils ont incubé les cellules avec la shikonine et divers inhibiteurs d'enzymes
intervenant dans la production de radicaux libres pour déterminer la source de l'augmentation
du stress oxydatif due a la shikonine. Ils ont conclu que les 3 principaux producteurs de
radicaux libres induits par la shikonine sont le complexe II de la mitochondrie, la
lipooxygénase et la NADPH oxydase. IIs ont ensuite identifi¢ les composés oxydants produits
comme étant l'ion superoxyde, le radical OH et 'oxyde nitrique dans les cellules de la lignée
US87MG alors que dans la lignée Hs683 I'espece principalement produite est I'ion superoxyde.
IlIs ont mesuré l'expression de Nrf2 dans les cellules traitées et ont mesuré une faible
augmentation apres 6h de traitement et une inhibition aprés 24h de traitement. De plus, apres
6h de traitement, le potentiel de la membrane mitochondriale est diminué, ce qui conduit
apres 12h de traitement au relargage de cytochrome c dans le cytosol. Ils ont ensuite vérifié la
voie d'apoptose induite par la shikonine et ont trouvé que la shikonine induit I'expression des
caspases 3, 8 et 9, indiquant que la shikonine induit I'apoptose par la voie intrinséque et la

voie extrinseque.

En 2014, Shi et al. ont testé la shikonine sur des cellules de la lignée de cancer pancréatique
BXPC-3. Ils ont noté que la shikonine augmente le rapport LC3-II/LC3-1. L'augmentation du

rapport LC3-II/LC3-I indique la transformation de la membrane cytoplasmique en membrane
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d'autophagie. Une diminution de l'expression de p62 vient renforcer I'hypothése de l'auteur

selon laquelle la shikonine peut induire 1'autophagie chez des cellules cancéreuses.

En 2015, Hao et al. ont testé la shikonine sur les cellules de carcinome ovarien de la lignée
SKOV-3. IIs ont observé que la shikonine entraine l'apoptose des cellules cancéreuses et
qu'elle empéche la migration des cellules cancéreuses en diminuant l'expression de FAK et de

Src.

En 2015, Zhao et al. ont testé 'activité de différents dérivés de la shikonine et de 1'alkannine
sur les cellules de la lignée de glioblastome humain U§7MG dont une souche U§7MGAEGFR
(AEGFR est une forme d'EGFR ne possédant pas de domaine extracellulaire et ayant une
activité tyrosine kinase indépendante de la liaison d'un ligand et représente un facteur de
mauvais pronostic). Parmis les dérivés testés, la shikonine, 1'acétylshikonine,
l'acétylalkannine, la déoxyshikonine, l'isobutyrylshikonine, la téracrylalkannine, la (-
hydroxyvalérylshikonine, la ,B-diméthylacrylshikonine, l'isovaltryshikonine et la 2-méthyl-
butyrylalkannine ont inhibé la croissance des cellules. Il est a not¢ que l'alkannine n'a pas
démontré d'activité cytotoxique sur les souches testées. Les auteurs ont également noté que les
dérivés de la shikonine sont plus efficaces sur la souche U87MGAEGFR que sur la souche
US7MG. Les chercheurs ont également testé I'effet de I'erlotinib™' sur les deux souches et les
deux se sont montrées résistantes a l'erlotinib.

L'effet de la shikonine combinée a l'erlotinib a ensuite été testé et il a ¢té constaté un léger
antagonisme entre les deux molécules sur les cellules de la souche US7MG sauvages alors
qu'elles présentent une synergie d'action sur les cellules US7MGAEGFR. Les auteurs ont
ensuite vérifié si la synergie se produit également sur d'autres lignées possédant une variation
de EGFR avec la lignée cellulaire BS153 sur laquelle la combinaison a montré un effet
similaire a celui observé sur U87MGAEGFR. Pour confirmer la synergie entre la shikonine et
l'erlotinib, ils ont utilisé le modele d'analyse d'additivité de Loewe en utilisant les lignées
cellulaires A431 et DK-MG qui sont sensibles a 1'erlotinib pour pouvoir calculer une CI5O0.
L'association a montré une simple additivité d'effet sur la souche DK-MG et une synergie sur
la souche A431. Ils ont ensuite vérifié si les analogues de la shikonine présentent également
une relation synergistique avec l'erlotinib et ont confirmé la présence d'une synergie pour la
déoxyshikonine, l'acétylalkannine, la [,B-diméthylacrylshikonine, I'acétylshikonin et

l'isobutyrylshikonine.
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En 2015, Wada et al. ont testé la shikonine sur les lignées cellulaires de myélome multiple
KMS-12-PE, KMS-12-BM, RPMI-8226, KMM1, U266, KMSI11 ainsi que des cellules de la

D€ 1.3 shikonine a démontré

lignée KMSI11 résistantes au bortézomib"“" et au 1énalidomide
un effet cytotoxique sur toutes les lignées testées. Ils ont ensuite testé I'effet de la shikonine en
présence d'un inhibiteur de caspases sur les lignées U266, KMS-12-PE et RPMI-8226 et ont
constaté que la cytotoxicité est diminuée, indiquant que 1'apoptose est caspase dépendante. Ils
ont remarqué que sur les cellules de la lignée KMS-12-PE, la shikonine a un effet synergique
avec le bortézomib. De plus la shikonine s'est montrée plus efficace sur les cellules KMS11
résistantes au bortézomib que sur celles qui y sont sensibles et elle sensibilise les cellules
résistantes au bortézomib. Les chercheurs ont testé la shikonine sur des mononucléaires de
donneur sain et n'ont pas remarqué de cytotoxicité significative. Ils ont constaté que la
shikonine induit les protéines de choc thermique 70 et 72 et que la combinaison de shikonine
et de l'inhibiteur des protéines de choc thermique 70 et 72 VER-155008 semble présenter une
synergie sur la cytotoxicit¢ des deux composés. De plus, ils ont remarqué qu'a des
concentrations supérieures a 10uM, la shikonine induit la nécroptose et ont constaté que la
quantit¢ de RIP-1 non clivée dans la cellule augmente de facon dose dépendante avec la

shikonine.

En 2015, Qu et al. ont déterminé que la shikonine exerce une cytotoxicité sur les cellules de la
lignée NCI-H460. Ils ont montré que la concentration de Cbl-b, un inhibiteur des ERK,
augmente dans la cellule. L'utilisation de Ps341, un inhibiteur de Cbl-b, leur a permis de
confirmer que l'effet de la shikonine est li¢ a I'augmentation de la concentration de Cbl-b. La
diminution de l'activation de ERK entre en contradiction avec l'augmentation constatée par
Chen et al. en 2014, cette différence pourrait cependant étre due a la différence des lignées

cellulaires utilisées.
En 2015,Wang et al. ont testé 'activité cytotoxique de la 5,8-O-diméthyl-11-déoxyalkannine

(5,80DM11DA) sur des cellules des lignées MG-63 et SNU387 et ont mesuré des CIS0 de
2,69uM et 6,08uM respectivement.
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5.13. Propriétés neuro-protectrices

En 2013, Esmaeilzadeh et al. ont testé la shikonine sur les cellules de phéochromocytome du
rat PC12 pour mesurer l'efficacité de la shikonine contre l'effet de la 6-hydroxydopamine.
10MM de shikonine augmente le taux de survie des cellules exposées a la 6-
hydroxydopamine de 54 a 69%. La shikonine diminue le taux intracellulaire de H,O,. L'étude
des ARNm a montré que la shikonine stimule la production de protéines anti-oxydantes dont
la glutathion-peroxydase et la manganese superoxyde dismutase (MnSOD). Ils ont également
quantifié¢ les ARNm de la Bax et de Bcl2 et ont constaté une augmentation de Bcl2 et une
diminution de Bax, protégeant la cellule contre l'apoptose. Ce résultat est cependant
contradictoire avec les recherches effectuées sur les propriétés cytotoxiques de la shikonine.
Les auteurs concluent que la shikonine protége les neurones dopaminergiques en diminuant le
stress oxydatif et en protégeant la cellule contre I'apoptose. Ils expliquent les différences de
résultats obtenus avec les expériences faites sur la cytotoxicit¢é de la shikonine par la

différence des lignées cellulaires utilisées.

En 2013, Wang et al. ont utilisé la modélisation 3D pour déterminer plusieurs inhibiteurs
d'acétylcholine estérase potentiels. Parmis les molécules possédant potentiellement une
affinité avec l'acétylcholine estérase figurent I'acétylshikonine, la ,-diméthylacrylshikonine,
l'isovalérylshikonine et la shikonine. L'acétylshikonine a montré la meilleure activité parmi
les dérivés de la shikonine testés avec une CIS0 de 34,6uM. Ils ont ensuite voulu tester si
l'acétylshikonine protege les cellules des lignées SH-SYSY et PC12 de la toxicité de H,O,. Ils
ont mesuré que l'acétylshikonine diminue la génération de radicaux libres ainsi que la
diminution du potentiel de membrane mitochondriale induite par H,O, et diminue ainsi
l'apoptose induite par HO, en stimulant l'activation de 1'héme oxygénase 1. En se rapportant
aux recherches faites sur la shikonine ils évoquent la possibilité que la stimulation de 1'héme
oxygénase 1 résulte de l'induction du systtme Nrf2-ARE. Ils concluent également que
l'acétylshikonine pourrait potentiellement étre utilisée dans le traitement de la maladie

d'Alzheimer.
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5.14. Propriétés abortives

En 2004, Liu ef al. ont testé l'utilisation d'Arnebia euchroma sous forme de granulés ou de
décoction en complément de la mifépristone®” et du misoprostol>“’. Les groupes traités avec
Arnebia euchroma ont obtenu des taux d'avortements incomplets inférieur au taux obtenu
avec la mifépristone et le misoprostol seuls. De plus, Arnebia euchroma diminue la durée des

saignements suivant l'avortement.

En 2011, Ren et al. ont testé 'activité¢ anti-implantation d'drnebia euchroma sur des souris.
L'extrait aqueux d'Arnebia euchroma a été administré a des souris du jour 1 a 4 post-coitum
aux concentrations de 7, 10.5 et 14 mg/g. Les souris ont ensuite été sacrifiées au jour 8 pour
compter le nombre de sites d'implantation au niveau des cornes utérines ainsi que le nombre
de corps jaunes au niveau des ovocytes. On a découvert que l'extrait d'Arnebia euchroma
diminue le nombre de sites d'implantation de fagon dose dépendante. Cependant il n'y a pas
d'influence du traitement sur le nombre de corps jaunes.

Sur d'autres souris, l'extrait d'drnebia euchroma a été administré du jour 11 a 14 post-coitum
aux méme concentrations que précédemment. Les souris ont ensuite ét¢ sacrifiées au jour 18
pour étudier 1'état du feetus. Le nombre de feetus viables est diminué de fagon dose dépendante
par l'extrait d'Arnebia euchroma.

Des souris auxquelles on a administré 'extrait d'Arnebia euchroma pendant les jours 1 a 4
post-coitum ont été sacrifiées le jour 5 pour quantifier l'expression de la protéine Mucl
(Mucinel) possédant des propriétés anti-implantatoires. L'extrait d'drnebia euchroma
augmente de fagon dose dépendante l'expression de cette protéine.

D'autres souris ayant subit le traitement pendant 4 jours post-coitum ont été accouplées 30
jours plus tard, le taux de grossesses du groupe traité était le méme que celui du groupe

témoin. Ceci montre que les effets contraceptifs d'Arnebia euchroma sont réversibles.

5.15. Propriétés diverses

En 2009, Yuan et al. ont testé l'effet de la shikonine sur des souris auxquelles ont été
implantés des fragments d'endometre humains prélevés sur des femmes souffrant
d'endométriose. Les souris ont été divisées en 5 groupes, un groupe témoin recevant un

traitement oral par DMSO, un groupe recevant une injection sous cutanée de 30ug/kg de
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tryptoréline, et 3 groupes recevant de la shikonine par voie orale aux doses de 2,5, 5 et
10mg/kg pendant 28 jours. Ils ont trouvé que la shikonine réduisait la taille des l1ésions de
I'endometre et que le tissu présentait des traces d'atrophie. Ils ont également mesuré une
augmentation de la concentration de mRANTES dans le liquide péritonéal des souris traitées
par la shikonine.

Ils ont ensuite utilisé les cellules de la lignée U937, des cellules humaines mésothéliales du
péritoine et des cellules stromales de I'endometre (ESC) pour identifier le mécanisme d'action
de la shikonine. En mesurant la concentration de mRANTES, ils ont confirmé que la
shikonine inhibe la sécrétion de mRANTES. De plus, ils ont mesuré que la shikonine inhibe
le chimiotactisme des cellules U937 provoqué par RANTES de facon dose dépendante. De
plus, l'inhibition de mRANTES est éliminée par 'addition d'immunoglobuline mRANTES

dans le milieu.

En 2010, Lee ef al. ont démontré que la shikonine diminue l'expression de marqueurs de
surface des cellules dendritiques de la moelle osseuse induite par l'ovalbumine et la
lymphopoiétine de stroma thymique et les cellules ainsi traitées stimulent moins les
lymphocytes T CD4 et que ceux stimulés ont une production de cytokines inférieure a celle
des lymphocytes stimulés par des cellules non traitées. Ils ont ensuite testé la shikonine sur un
modele murin d'asthme. Ils ont constaté que la shikonine diminue l'inflammation trachéale

provoquée par allergeéne.

En 2012, Yoshihisa ef al. ont testé 1'effet protecteur de l'alkannine et la shikonine sur les
cellules HaCaT (kératinocytes humains) exposées aux UVB. Les deux molécules ont
augmenté la concentration de protéines de choc thermique HSP70 dans les cellules et ont
diminué le taux d'apoptose chez les cellules exposées de fagon significative. De plus les
auteurs ont détecté que les UVB augmentent 'activité des caspases dans les cellules exposées
et que les naphtoquinones testées ont pour effet de diminuer l'activation des caspases. Ils ont
ensuite confirmé que l'augmentation de la viabilité¢ des cellules est due a I'augmentation de
I'expression des protéines de choc thermique en utilisant un inhibiteur qui a annulé 1'effet
protecteur des molécules testées. De plus ils ont observé que l'alkannine empéche la
translocation nucléaire de NfkBa. Les auteurs ont conclu que 1'alkannine protege les cellules
des rayons UVB en augmentant l'expression de HSP70 par des mécanismes n'étant pas encore

définis.
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En 2013, Li et al. ont testé la shikonine sur des lymphocytes T humains. Ils ont constaté que
la shikonine inhibe la prolifération des lymphocytes engendrée par OKT/CD28 et
PMA/ionomycine sans altérer la viabilit¢ des cellules. Le traitement par la shikonine
s'accompagne d'une diminution de la stimulation de la sécrétion d'IL-2 et de IFNy et du
passage des cellules en phase S. L'expression des marqueurs CD69, CD71 et CD25 qui sont
exprimés lors du passage de la phase GI a la phase S a également ét¢ diminuée par le
traitement par la shikonine. Ils remarquent que l'expression de NFkB est diminuée par la
shikonine en raison de l'inhibition de la phosphorylation de IxBa. IKKJ, 1'enzyme responsable
de la phosphorylation de IkBa, est inhibée par la shikonine.

IIs ont ensuite observé l'effet de la shikonine sur les MAP kinases ERK, JNK et p38 et ont
découvert que la shikonine inhibe la phosphorylation réalisée par JNK, ce qui peut avoir des
effets sur la réponse immunitaire impliquant les lymphocytes T. Les auteurs concluent

cependant que 1'effet de la shikonine est principalement liée a 1'inhibition de IKKf.

En 2014, Wang et al. ont testé le potentiel de la shikonine a inhiber la dégranulation
mastocytaire induite par les IgE ou les ionophores de calcium chez les cellules de la lignées
2H3. IIs ont mesuré lors de cette inhibition la diminution de la production de TNFa ainsi que
la diminution des ARNm codant pour les récepteurs nucléaires de la famille 4a (Nrdal et
Nr4a2 jouent un role dans la régulation du TNFa par les IgE). De plus, par modélisation
informatique, ils ont découvert que les sites de liaison de la shikonine aux immunophilines
sont proches de ceux de la cyclosporine A et que la shikonine inhibe l'expression de la
calcineurine de facon comparable a la cyclosporine A. Ceci amene les auteurs a envisager

l'utilisation de la shikonine dans les pathologies allergiques.

5.16. Toxicité

En 1975, Ames et al. ont testé la mutagénicité de 'alkannine et de ses esters et ont conclu que
ces molécules ne sont pas mutagenes (Papageorgiou et al. 1999).

En 2014, Su et al. ont administré l'extrait éthanolique d'drnebia euchroma a des rats Wistar
aux doses de 200, 400 et 800 mg/kg par jour pendant 180 jours. Ils ont procédé¢ a des analyses
biologiques et hématologiques pendant cette période et on ensuite examiné les organes des
rats a la fin de la période et n'ont constaté aucune toxicité. En 1971, une expérience similaire a

été réalisée par Majlathova et al. en incluant 1% d'alkannine dans l'alimentation de souris
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pendant 15 semaines. Ceux-ci n'avaient pas non plus observé de signes de toxicité a 1'issu de
cette expérience. Une expérience similaire a été réalisée par Hayashi et al. en 1977 avec la
shikonine et l'acétylshikonine et les résultats de l'expérience ont été similaires. Cependant,
Hayashi ef al. ont montré la méme année que la shikonine et 'acétylshikonine sont toxiques

quand elles sont administrées par voie intra-péritonéale.

Composé Voie d'administration DL50 (mg/kg)
Shikonine intra-péritonéale 20

Alkannine orale 3000
Acétylshikonine intra-péritonéale 41

Tableau 7: DL50 de différents dérivés de la shikonine/alkannine chez les souris (
Papageorgiou et al. , 1999)

Par ailleurs, Arnebia euchroma contient deux alcaloides pyrrolizidiniques, la O-7-
angeloylrétronécine et de la O-9-angéloylrétronécine. Les alcaloides pyrrolizidiniques sont
connu pour entrainer l'apparition de tumeurs hépatiques. Cependant ces alcaloides sont en
faible quantité dans Arnebia euchroma (0,0006% de la masse), et aucune toxicité n'a été mise

en évidence avec cette plante.
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Conclusion

Les propriétés pour lesquelles Arnebia euchroma est traditionnellement utilisée ont été
¢tudiées et confirmées par la recherche moderne. Cette plante récemment inscrite a la
pharmacopée francaise pourrait donc étre utilisée en phytothérapie, notamment comme
cicatrisant. Cependant, 1'existence de plantes locales répondant déja a cette indication laisse

s'interroger sur l'intérét de 1'usage d'Arnebia euchroma dans le cadre de la cicatrisation.

Malgré cette compétition avec les plantes frangaises dans le cadre de I'usage en phytothérapie,
Arnebia euchroma présente un intérét dans le cadre de la production de certaines molécules,
notamment les naphtoquinones de la famille des shikonines présentant un intérét dans la
recherche contre le cancer. Cet intérét pour la production de molécules a but thérapeutique a

provoqué le dépot de plusieurs brevets concernant cette plante.
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TRANCART Clément

Arnebia euchroma (Royle) I. M. Johnston, une plante a naphtoquinones : de la médecine
traditionnelle a la recherche .

Th. D. Pharm., Rouen, 2015, 98 p.

RESUME

Arnebia euchroma (Royle) I.M. Johnston est une plante utilisée en médecine traditionnelle
dans la région Himalayenne de 1'Asie, principalement en raison de ses propriétés cicatrisantes.
Ces propriétés ont entrainé l'inscription d'drnebia euchroma dans la liste A des plantes
médicinales de la pharmacopée francgaise.

Les recherches sur les différentes propriétés de cette plante ont conduit a 1'isolement de
plusieurs molécules, en particulier des molécules de type shikonine et alkannine de la famille
des naphtoquinones dont Arnebia euchroma semble étre une source exploitable.

La shikonine et I'alkannine ont fait 'objet de nombreuses études en raison de leur cytotoxicité,
laquelle en fait des molécules d'intérét dans la recherche de nouvelles molécules actives
contre les tumeurs. Cependant le mécanisme d'action de ces molécules n'est pas completement
¢lucidé et semble faire intervenir plusieurs mécanismes.

De plus les propriétés cicatrisantes d'Arnebia euchroma et de la shikonine paraissent en
contradiction avec les propriétés cytotoxiques de la shikonine et de ses dérivés. L'étude des
mécanismes d'action impliqués dans ces différentes propriétés doit étre poursuivie.

MOTS CLES : Arnebia euchroma, shikonine, alkannine, médecine traditionnelle, extraction
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