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LISTE DES ENSEIGNANTS PERMANENTS LIST OF PERMANENT TEACHING STAFF

LISTE PROTOCOLAIRE

ANNEE ACADEMIQUE 2020/2021
(Par Département et par Grade)

DATE D’ACTUALISATION 12 Juin 2020

ADMINISTRATION

DOYEN : TCHOUANKEU Jean- Claude, Maitre de Conférences

VICE-DOYEN / DPSAA : ATCHADE Alex de Théodore, Maitre de Conférences
VICE-DOYEN / DSSE : AJEAGAH Gideon AGHAINDUM, Professeur

VICE-DOYEN / DRC : ABOSSOLO Monique, Maitre de Conférences

Chef Division Administrative et Financiére : NDOYE FOE Marie C. F., Maitre de Conférences
Chef Division des Affaires Académiques, de la Scolarité et de la Recherche DAASR : MBAZE
MEVA’A Luc Léonard, Professeur

1- DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (38)

N°  NOMS ET PRENOMS GRADE OBSERVATIONS

1 BIGOGA DIAGA Jude Professeur En poste

2 FEKAM BOYOM Fabrice Professeur En poste

3 FOKOU Elie Professeur En poste

4 KANSCI Germain Professeur En poste

5 MBACHAM FON Wilfried Professeur En poste

6 MOUNDIPA FEWOU Paul Professeur Chef de Département
7 NINTCHOM PENLAP V. épse BENG Professeur En poste

8 OBEN Julius ENYONG Professeur En poste

9 ACHU Merci BIH

10 ATOGHO Barbara Mma

11 AZANTSA KINGUE GABIN BORIS

12 BELINGA née NDOYE FOE M. C. F.
13 BOUDJEKO Thaddée

14 DJUIDJE NGOUNOUE Marcelline
15 EFFA NNOMO Pierre

16 NANA Louise épouse WAKAM

Maitre de Conférences En poste
Maitre de Conférences En poste
Maitre de Conférences En poste
Maitre de Conférences  Chef DAF / FS
Maitre de Conférences En poste
Maitre de Conférences En poste
Maitre de Conférences En poste
Maitre de Conférences En poste

17
18

NGONDI Judith Laure
NGUEFACK Julienne

Maitre de Conférences
Maitre de Conférences

En poste
En poste
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19 NJAYOU Frédéric Nico Maitre de Conférences En poste
20 MOFOR née TEUGWA Clotilde Maitre de Conférences Inspecteur de Service
MINESUP
21 TCHANA KOUATCHOUA Angéle Maitre de Conférences En poste
22  AKINDEH MBUH NJI Chargeée de Cours En poste
23 BEBOY EDZENGUELE Sara Nathalie Chargée de Cours En poste
24 DAKOLE DABOQY Charles Chargée de Cours En poste
25 DJUIKWO NKONGA Ruth Viviane Chargée de Cours En poste
26 DONGMO LEKAGNE Joseph Blaise Chargé de Cours En poste
27 EWANE Cécile Anne Chargée de Cours En poste
28 FONKOUA Martin Chargé de Cours En poste
29 BEBEE Fadimatou Chargée de Cours En poste
30 KOTUE KAPTUE Charles Chargé de Cours En poste
31 LUNGA Paul KEILAH Chargé de Cours En poste
32  MANANGA Marlyse Joséphine Chargée de Cours En poste
33  MBONG ANGIE M. Mary Anne Chargée de Cours En poste
34 PECHANGOU NSANGOU Sylvain Chargé de Cours En poste
35 Palmer MASUMBE NETONGO Chargé de Cours En poste
36 MBOUCHE FANMOE Marceline Joélle  Assistante En poste
37 OWONA AYISSI Vincent Brice Assistant En poste
38 WILFRIED ANGIE Abia Assistante En poste

2- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALES (BPA) (48)

1  AJEAGAH Gideon AGHAINDUM Professeur VICE-DOYEN / DSSE

2 BILONG BILONG Charles-Félix Professeur Chef de Département

3 DIMO Théophile Professeur En Poste

4  DJIETO LORDON Champlain Professeur En Poste

5 ESSOMBA née NTSAMA MBALA Professeur Vice Doyen/FMSB/UYI

6 FOMENA Abraham Professeur En Poste

7  KAMTCHOUING Pierre Professeur En poste

8 NJAMEN Dieudonné Professeur En poste

9 NJIOKOU Flobert Professeur En Poste

10 NOLA Moise Professeur En poste

11 TAN Paul VERNYUY Professeur En poste

12 TCHUEM TCHUENTE Louis Albert Professeur Inspecteur de service

Coord.Progr./MINSANTE

13 ZEBAZE TOGOUET Serge Hubert Professeur En poste

14 BILANDA Danielle Claude Maitre de Conférences En poste

15 DJIOGUE Séfirin Maitre de Conférences En poste

16 DZEUFIET DJOMENI Paul Désiré Maitre de Conférences En poste

17  JATSA BOUKENG Hermine épse Maitre de Conférences En Poste
MEGAPTCHE

18 KEKEUNOU Sévilor Maitre de Conférences En poste

19 MEGNEKOU Rosette Maitre de Conférences En poste

20 MONY Ruth épse NTONE Maitre de Conférences En Poste

21 NGUEGUIM TSOFACK Florence Maitre de Conférences En poste

22  TOMBI Jeannette Maitre de Conférences En poste
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23  ALENE Désirée Chantal Chargée de Cours En poste
26  ATSAMO Albert Donatien Chargé de Cours En poste
27 BELLET EDIMO Oscar Roger Chargé de Cours En poste
28 DONFACK Mireille Chargée de Cours En poste
29 ETEME ENAMA Serge Chargé de Cours En poste
30 GOUNOUE KAMKUMO Raceline Chargée de Cours En poste
31 KANDEDA KAVAYE Antoine Chargé de Cours En poste
32 LEKEUFACK FOLEFACK Guy B. Chargé de Cours En poste
33  MAHOB Raymond Joseph Chargé de Cours En poste
34 MBENOUN MASSE Paul Serge Chargé de Cours En poste
35 MOUNGANG LucianeMarlyse Chargée de Cours En poste
36 MVEYO NDANKEU Yves Patrick Chargé de Cours En poste
37 NGOUATEU KENFACK Omer Bébé Chargé de Cours En poste
38 NGUEMBOK Chargé de Cours En poste
39 NJUA Clarisse Yafi Chargée de Cours Chef Division UBA
40 NOAH EWOTI Olive Vivien Chargée de Cours En poste
41  TADU Zephyrin Chargé de Cours En poste
42 TAMSA ARFAO Antoine Chargé de Cours En poste
43 YEDE Chargé de Cours En poste
44  BASSOCK BAYIHA Etienne Didier Assistant En poste
45 ESSAMA MBIDA Désirée Sandrine Assistante En poste
46 KOGA MANG DOBARA Assistant En poste
47 LEME BANOCK Lucie Assistante En poste
48 YOUNOUSSA LAME Assistant En poste

3- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE VEGETALES (BPV) (33)

1 AMBANG Zachée Professeur Chef Division/UYII
2 BELL Joseph Martin Professeur En poste

3 DJOCGOUE Pierre Frangois Professeur En poste

4 MOSSEBO Dominique Claude Professeur En poste

5 YOUMBI Emmanuel Professeur Chef de Département
6 ZAPFACK Louis Professeur En poste

7 ANGONI Hyacinthe Maitre de Conférences En poste

8 BIYE Elvire Hortense Maitre de Conférences En poste

9 KENGNE NOUMSI lves Magloire Maitre de Conférences En poste

10 MALA Armand William Maitre de Conférences En poste

11 MBARGA BINDZI Marie Alain Maitre de Conférences CT/ MINESUP
12 MBOLO Marie Maitre de Conférences En poste

13 NDONGO BEKOLO Maitre de Conférences CE / MINRESI
14 NGODO MELINGUI Jean Baptiste Maitre de Conférences En poste

15 NGONKEU MAGAPTCHE Eddy L. Maitre de Conférences En poste

16 TSOATA Esaie Maitre de Conférences En poste

17 TONFACK Libert Brice Maitre de Conférences En poste

18 DJEUANI Astride Carole Chargé de Cours En poste

19 GOMANDJE Christelle Chargée de Cours En poste

20 MAFFO MAFFO Nicole Liliane Chargé de Cours En poste

21  MAHBOU SOMO TOUKAM. Gabriel Chargé de Cours En poste

22  NGALLE Hermine BILLE Chargée de Cours En poste

23 NGOUO Lucas Vincent Chargé de Cours En poste
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24 NNANGA MEBENGA Ruth Laure Chargé de Cours En poste
25 NOUKEU KOUAKAM Armelle Chargé de Cours En poste
26  ONANA JEAN MICHEL Chargé de Cours En poste
27 GODSWILL NTSOMBAH NTSEFONG  Assistant En poste
28 KABELONG BANAHO Louis-Paul- Assistant

Roger En poste
29 KONO Léon Dieudonné Assistant En poste
30 LIBALAH Moses BAKONCK Assistant En poste
31 LIKENG-LI-NGUE Benoit C Assistant En poste
32 TAEDOUNG Evariste Hermann Assistant En poste
33 TEMEGNE NONO Carine Assistant En poste

4- DEPARTEMENT DE CHIMIE INORGANIQUE (CI) (34)

1 AGWARA ONDOH Moise Professeur Chef de Département,
Univ Bamenda

2 ELIMBI Antoine Professeur En poste

3 UFI CHINJE Florence épouse MELO Professeur Recteur Univ.
Ngaoundere

4 GHOGOMU Paul MINGO Professeur Ministre Chargé de
Mission PR

5 NANSEU Njiki Charles Péguy Professeur En poste

6 NDIFON Peter TEKE Professeur CT MINRESI

7 NGOMO Horace MANGA Professeur Vice Chancelor/UB

8 NDIKONTAR Maurice KOR Professeur Vice-Doyen Univ.
Bamenda

9 NENWA Justin Professeur En poste

10  NGAMENI Emmanuel Professeur DOYEN FS UDs

11 BABALE née DJAM DOUDOU Maitre de Conférences Chargée Mission P.R.

12 DJOUFAC WOUMFO Emmanuel Maitre de Conférences En poste

13 EMADACK Alphonse Maitre de Conférences En poste

14 KAMGANG YOUBI Georges Maitre de Conférences En poste

15 KEMMEGNE MBOUGUEM Jean C. Maitre de Conférences En poste

16 KONG SAKEO Maitre de Conférences En poste

17  NDI NSAMI Julius Maitre de Conférences En poste

18 NJIOMOU C. épse DJANGANG Maitre de Conférences En poste

19 NJOYA Dayirou Maitre de Conférences En poste

20 ACAYANKA Elie Chargé de Cours En poste

21 BELIBI BELIBI Placide Désiré Chargé de Cours CS/ ENS Bertoua

22 CHEUMANI YONA Arnaud M. Chargé de Cours En poste

23 KENNE DEDZO GUSTAVE Chargé de Cours En poste

24 KOUOTOU DAOUDA Chargé de Cours En poste

25 MAKON Thomas Beauregard Chargé de Cours En poste

26 MBEY Jean Aime Chargé de Cours En poste

27 NCHIMI NONO KATIA Chargé de Cours En poste

28 NEBA nee NDOSIRI Bridget NDOYE Chargée de Cours CT/ MINFEM

29 NYAMEN Linda Dyorisse Chargée de Cours En poste

30 PABOUDAM GBAMBIE A. Chargée de Cours En poste

31 TCHAKOUTE KOUAMO Hervé Chargé de Cours En poste
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32
33
34

NJANKWA NJABONG N. Eric
PATOUOSSA ISSOFA
SIEWE Jean Mermoz

Assistant
Assistant
Assistant

En poste
En poste
En Poste

5- DEPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (CO) (35)

Vice-Doyen / Sciences

DONGO Etienne Professeur , .
1 de I’Education
2 GHOGOMU TIH Robert Ralph Professeur Dir. IBAF/UDS
3 NGOUELA Silvére Augustin Professeur Srgg de Departement
4 NKENGFACK Augustin Ephrem Professeur Chef de Département
5 NYASSE Barthélemy Professeur Directeur/UN
6 PEGNYEMB Dieudonné Emmanuel Professeur Directeur/ MINESUP
7 WANDJI Jean Professeur En poste
8  Alex de Théodore ATCHADE Maitre de Conférences Vice-Doyen / DPSAA
9 AMBASSA Pantaléon Maitre de Conférences En poste
10 EYONG Kenneth OBEN Maitre de Conférences Chef Service DPER
11 FOLEFOC Gabriel NGOSONG Maitre de Conférences En poste
12 FOTSO WABO Ghislain Maitre de Conférences En poste
13 KENMOGNE Marguerite Maitre de Conférences En poste
14 KEUMEDJIO Félix Maitre de Conférences En poste
15 KOUAM Jacques Maitre de Conférences En poste
16 MBAZOA née DJAMA Céline Maitre de Conférences En poste
17 MKOUNGA Pierre Maitre de Conférences En poste
18 MVOT AKAK CARINE Maitre de Conférences En poste
19 NGO MBING Joséphine Maitre de Conférences Sous/Direct. MINRESI
20 NGONO BIKOBO Dominigue Serge Maitre de Conférences En poste
21 NOUNGOUE TCHAMO Diderot Maitre de Conférences En poste
99 NOTE LOUGBOT Olivier Placide Maitre de Conférences Chef Service/
MINESUP
23  TABOPDA KUATE Turibio Maitre de Conférences En poste
24  TAGATSING FOTSING Maurice Maitre de Conférences En poste
25 TCHOUANKEU Jean-Claude Maitre de Conférences Doyen /FS/ UYI
26 TIH née NGO BILONG E. Anastasie Maitre de Conférences En poste
27  YANKEP Emmanuel Maitre de Conférences En poste
28 ZONDENDEGOUMBA Ernestine Maitre de Conférences En poste
29 KAMTO Eutrophe Le Doux Chargé de Cours En poste
30 NGNINTEDO Dominique Chargé de Cours En poste
31 NGOMO Orléans Chargée de Cours En poste
32 OUAHOUO WACHE Blandine M. Chargée de Cours En poste
33  SIELINOU TEDJON Valérie Chargée de Cours En poste
34 MESSI Angélique Nicolas Assistant En poste
35 TSEMEUGNE Joseph Assistant En poste

6- DEPARTEMENT D’INFORMATIQUE (IN) (25)
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1 ATSA ETOUNDI Roger Professeur Chef Div.MINESUP

2 FOUDA NDJODO Marcel Laurent Professeur Chef Dpt ENS/Chef
IGA.MINESUP

3 NDOUNDAM Réné Maitre de Conférences En poste

4 AMINOU Halidou Chargé de Cours Chef de Département

5 DJAM Xaviera YOUH - KIMBI Chargé de Cours En Poste

6 EBELE Serge Alain Chargé de Cours En poste

7 KOUOKAM KOUOKAME. A. Chargé de Cours En poste

8 MELATAGIA YONTA Paulin Chargé de Cours En poste

9 MOTO MPONG Serge Alain Chargé de Cours En poste

10 TAPAMO Hyppolite Chargé de Cours En poste

11 ABESSOLO ALO’O Gislain Chargé de Cours En poste

12 MONTHE DJIADEU Valery M. Chargé de Cours En poste

13  OLLE OLLE Daniel Claude Delort Chargé de Cours C/D ENSET Ebolowa

14  TINDO Gilbert Chargé de Cours En poste

15 TSOPZE Norbert Chargé de Cours En poste

16  WAKU KOUAMOU Jules Chargé de Cours En poste

17 BAYEM Jacques Narcisse Assistant En poste

18 DOMGA KOMGUEM Rodrigue Assistant En poste

19  EKODECK Stéphane Gaél Raymond Assistant En poste

20 HAMZA Adamou Assistant En poste

21 JIOMEKONG AZANZI Fidel Assistant En poste

22 MAKEMBE. S . Oswald Assistant En poste

23 MESSI NGUELE Thomas Assistant En poste

24 MEYEMDOU Nadége Sylvianne Assistante En poste

25 NKONDOCK. MI. BAHANACK.N. Assistant En poste

7- DEPARTEMENT DE MATHEMATIQUES (MA) (30)

1 EMVUDU WONO Yves S. Professeur Inspecteur MINESUP

2 AYISSI Raoult Domingo Maitre de Conférences Chef de Département

3 NKUIMI JUGNIA Célestin Maitre de Conférences En poste

4 NOUNDJEU Pierre Maitre de Conférences En poste

5 MBEHOU Mohamed Maitre de Conférences En poste

6 TCHAPNDA NJABO Sophonie B. Maitre de Conférences Directeur/AIMS
Rwanda

7 AGHOUKENG JIOFACK Jean Gérard Chargé de Cours Chef Cellule
MINPLAMAT

8 CHENDJOU Gilbert Chargé de Cours En poste

9 DJIADEU NGAHA Michel Chargé de Cours En poste

10 DOUANLA YONTA Herman Chargé de Cours En poste

11 FOMEKONG Christophe Chargé de Cours En poste

12 KIANPI Maurice Chargé de Cours En poste

13 KIKI Maxime Armand Chargé de Cours En poste

14  MBAKOP Guy Merlin Chargé de Cours En poste

15 MBANG Joseph Chargé de Cours En poste

16 MBELE BIDIMA Martin Ledoux Chargé de Cours En poste
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17  MENGUE MENGUE David Joe Chargé de Cours En poste
18 NGUEFACK Bernard Chargé de Cours En poste
19 NIMPA PEFOUNKEU Romain Chargée de Cours En poste
20 POLA DOUNDOU Emmanuel Chargé de Cours En poste
21 TAKAM SOH Patrice Chargé de Cours En poste
22  TCHANGANG Roger Duclos Chargé de Cours En poste
23 TCHOUNDJA Edgar Landry Chargé de Cours En poste
24  TETSADJIO TCHILEPECK M. E. Chargée de Cours En poste
25 TIAYA TSAGUE N. Anne-Marie Chargée de Cours En poste
26 MBIAKOP Hilaire George Assistant En poste
27 BITYE MVONDO Esther Claudine Assistante En poste
28 MBATAKOU Salomon Joseph Assistant En poste
29 MEFENZA NOUNTU Thiery Assistant En poste
30 TCHEUTIA Daniel Duviol Assistant En poste

8- DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE (MIB) (18)

1 ESSIA NGANG Jean Justin Professeur DRV/IMPM

2 BOYOMO ONANA Maitre de Conférences En poste

3 NWAGA Dieudonné M. Maitre de Conférences En poste

4 NYEGUE Maximilienne Ascension Maitre de Conférences En poste

5 RIWOM Sara Honorine Maitre de Conférences En poste

6 SADO KAMDEM Sylvain Leroy Maitre de Conférences En poste

7 ASSAM ASSAM Jean Paul Chargé de Cours En poste

8 BODA Maurice Chargé de Cours En poste

9 BOUGNOM Blaise Pascal Chargé de Cours En poste

10 ESSONO OBOUGOU Germain G. Chargé de Cours En poste

11 NJIKI BIKOI Jacky Chargée de Cours En poste

12 TCHIKOUA Roger Chargé de Cours En poste

13 ESSONO Damien Marie Assistante En poste

14 LAMYE Glory MOH Assistant En poste

15 MEYIN A EBONG Solange Assistante En poste

16 NKOUDOU ZE Nardis Assistant En poste

17  SAKE NGANE Carole Stéphanie Assistante En poste

18 TOBOLBAI Richard Assistant En poste

9. DEPARTEMENT DE PYSIQUE(PHY) (40)

1 BEN- BOLIE Germain Hubert Professeur En poste

2 ESSIMBI ZOBO Bernard Professeur En poste

3 KOFANE Timoléon Crépin Professeur En poste

4 NANA ENGO Serge Guy Professeur En poste

5 NDJAKA Jean Marie Bienvenu Professeur Chef de Département

6 NOUAYOU Robert Professeur En poste

7 NJANDJOCK NOUCK Philippe Professeur Sous Directeur/
MINRESI

8 PEMHA Elkana Professeur En poste
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9 TABOD Charles TABOD Professeur Doyen Univ/Bda
10 TCHAWOUA Clément Professeur En poste
11  WOAFO Paul Professeur En poste
12 BIYA MOTTO Frédéric Maitre de Conférences DG/HYDRO Mekin
13 BODO Bertrand Maitre de Conférences En poste
14 DJUIDJE KENMOE épouse ALOYEM Maitre de Conférences En poste
15 EKOBENA FOUDA Henri Paul Maitre de Conférences Chef Division UN
16 EYEBE FOUDA Jean sire Maitre de Conférences En poste
17 FEWO Serge lbraid Maitre de Conférences En poste
18 HONA Jacques Maitre de Conférences En poste
19 MBANE BIOUELE César Maitre de Conférences En poste
20 NANA NBENDJO Blaise Maitre de Conférences En poste
21 NDOP Joseph Maitre de Conférences En poste
22 SAIDOU Maitre de Conférences MINRESI
23 SIEWE SIEWE Martin Maitre de Conférences En poste
24 SIMO Elie Maitre de Conférences En poste
25 VONDOU Derbetini Appolinaire Maitre de Conférences En poste
26 WAKATA née BEYA Annie Maitre de Conférences  Sous-Directeur /
MINESUP
27 ZEKENG Serge Sylvain Maitre de Conférences En poste
28 ABDOURAHIMI Chargé de Cours En poste
29 EDONGUE HERVAIS Chargé de Cours En poste
30 ENYEGUE A NYAM épse BELINGA Chargée de Cours En poste
31 FOUEDIJIO David Chargé de Cours Chef Cell. MINADER
32 MBINACK Clément Chargé de Cours En poste
33 MBONO SAMBA Yves Christian U. Chargé de Cours En poste
34 MELTII Joelle Larissa Chargée de Cours En poste
35 MVOGO ALAIN Chargé de Cours En poste
36 OBOUNOU Marcel Chargé de Cours DA/Univ Inter
Etat/Sangmalima
37 WOULACHE Rosalie Laure Chargée de Cours En poste
38 AYISSI EYEBE Guy Francois Valérie Assistant En poste
39 CHAMANI Roméo Assistant En poste
40 TEYOU NGOUPOU Ariel Assistant En poste
10- DEPARTEMENT DE SCIENCES DE LA TERRE (ST) (43)
1 BITOM Dieudonné Professeur Doyen / FASA / UDs
2 FOUATEU Rose épse YONGUE Professeur En poste
3 KAMGANG Pierre Professeur En poste
4 NDJIGUI Paul Désiré Professeur Chef de Département
5 NDAM NGOUPAYOU Jules-Remy Professeur En poste
6 NGOS Il Simon Professeur DAAC/Uma
7 NKOUMBOU Charles Professeur En poste
8 NZENTI Jean-Paul Professeur En poste
9  ABOSSOLO née ANGUE Monique Maitre de Conférences Vice-Doyen / DRC
10 GHOGOMU Richard TANWI Maitre de Conférences CD/Uma
11 MOUNDI Amidou Maitre de Conférences CT/ MINIMDT
12 NGUEUTCHOUA Gabriel Maitre de Conférences CEA/MINRESI

These de Doctorat/PhD en Chimie Organique

Rédigée et soutenue par BALEMAKEN MISSI Marius



13 NJILAH Isaac KONFOR Maitre de Conférences En poste

14 ONANA Vincent Laurent Maitre de Conférences Chef service
Maintenance & du
Matériel

15 BISSO Dieudonné Maitre de Conférences Directeur/Projet
Barrage Memve ele

16 EKOMANE Emile Maitre de Conférences En poste

17 GANNO Sylvestre Maitre de Conférences En poste

18 NYECK Bruno Maitre de Conférences En poste

19 TCHOUANKOUE Jean-Pierre Maitre de Conférences En poste

20 TEMDJIM Robert Maitre de Conférences En poste

21 YENE ATANGANA Joseph Q. Maitre de Conférences Chef Div. /IMINTP

22 70’0 ZAME Philémon Maitre de Conférences DG/ART

23 ANABA ONANA Achille Basile Chargé de Cours En poste

24  BEKOA Etienne Chargé de Cours En poste

25 ELISE SABABA Chargé de Cours En poste

26  ESSONO Jean Chargé de Cours En poste

27 EYONG JOHN TAKEM Chargé de Cours En poste

28  FUH Calistus Gentry Chargé de Cours Sec. D ’Etat/MINMIDT
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RESUME

Les travaux décrits dans cette thése visent la recherche de molécules a potentiel cytotoxique et
antimicrobien issues des plantes de la biodiversité de la flore camerounaise et appartenant aux familles
des Ochnaceae et Fabaceae, dans le but de lutter contre la résistance aux antimicrobiens et améliorer

I’index de sélectivité des médicaments cytotoxiques.

Nos investigations ont porté sur trois plantes : Cassia arereh Delile, Rhabdophyllum arnoldianum
(De Wild. & T. Durand) Tiegh et Rhabdophyllum affine (Hook. F.) Tiegh. L’étude phytochimique, a I’aide
des méthodes chromatographiques en phase liquide, des extraits de ces trois plantes, a conduit a
I’isolement et & la caractérisation de vingt (20) composés dont quatre (4) dérivés nouveaux a savoir : deux
(2) flavonoides glycosides de types flavones, I’arnoldioside A (150) et I’arnoldioside B (151), isolés de
R. arnoldianum, un (1) triterpéne de type lupane 1’acide cassiarique (161) ainsi qu’une (1) céramide la
cassiaramide (165), isolés de C. arereh. Les seize (16) composés connus sont regroupés en différentes
classes dont cing (5) flavonoides [trois (3) flavones : I’apigénine (147) ; I’isoswertisine (148) ; la 2"-O-
acétyl-7-O-méthylvitexine (149) et deux (2) flavanols : la catéchine (153) et 1’épicatéchine (152)], un (1)
isoflavonoide  [4',5-diméthoxy-6,7-methylénedioxyisoflavone  (154)], deux (2) biflavonoides
[Amentoflavone (156) et Rhusflavone (155)], cing (5) triterpenes [Lupéol (157), Bétulinal (158), Acide
Bétulinique (159), Bétuline (160), acide Ceanothique (162), un (1) phytostérol [3-O-B-D-glucopyranosyl-
B-sistostérol (164)], un (1) alcaloide [sérotobénine (166)] et un (1) benzoylglycoside [Lancéoloside A
(163)].

Les structures de ces composés ont été élucidées grace a une interprétation rigoureuse de leurs
données spectrales, RMN 1D (*H et *C) et 2D (COSY, HMBC, HSQC, NOESY) en conjonction avec la

spectrométrie de masse (ESI basse et haute résolution).

Concernant I’aspect biologique, les extraits bruts et quelques-uns des composés purs isolés ont été
évalués d’une part pour leurs activités antimicrobiennes sur neuf souches microbiennes (Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenza, Candida albicans) en culture in vitro et
d’autre part, pour leurs activités cytotoxiques vis-a-vis des cellules tumorales mammaire (MCF-7) et du
col de I'utérus (HeLa). Concernant I’activité antimicrobienne, le triterpene nouveau [acide cassiarique
(161)] a démontré, a 1’égard de la souche bactérienne Pseudomonas aeruginosa, une CMB de 15,63
pg/mL identique a celle de la 1évofloxacine, antibiotique de référence utilisé. Pour ce qui est de I’activité
cytotoxique, I’acide cassiarique (161) a présenté la meilleure activité cytotoxique contre les lignées

cellulaires HeLa, avec une Clsp de 19,0 pg/mL apres 48 heures d’exposition.

MOTS CLES: Rhabdophyllum arnoldianum, Rhabdophyllum affine, Ochnaceae, Cassia arereh,

Fabaceae, arnoldioside A et B, cassiaramide, acide cassiarique, cytotoxicité, tests antimicrobiens.
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ABSTRACT

The aim of this work was to identify components with cytotoxic and antimicrobial properties
derived from plants extracts of the Ochnaceae and Fabaceae families, belonging to the Cameroonian

flora, in order to fight antimicrobial resistance and improve selectivity index of cytotoxic drugs.

Our investigations were carried out on three plants: Cassia arereh Delile, Rhabdophyllum
arnoldianum (De Wild. & T. Durand) Tiegh et Rhabdophyllum affine (Hook. F.) Tiegh. Based on
phytochemical studies carried out using liquid chromatographic methods on extracts of these plants, we
isolated and characterized twenty (20) compounds including four (4) new compounds: two (2)
flavonoids glycosides of the flavone type [arnoldioside A (150) and arnoldioside B (151)], isolated from
R. arnoldianum, one (1) lupane-type triterpene [cassiaric acid (161)] as well as one (1) ceramide
[cassiaramide (165)], isolated from C. arereh. The sixteen (16) known compounds were grouped into
different classes including five (5) flavonoids [three (3) flavones : Apigenin (147); isoswertisin (148) ;
2"-0O-acetyl-7-O-méthylvitexin (149) and two (2) flavanols : Catechin (153) and epicatechin (152)], one
(1) isoflavone [4',5-dimethoxy-6,7-methylenedioxyisoflavone (157)], two (2) biflavonoids
[Amentoflavone (156) and Rhusflavone (155)], five (5) triterpenes [Lupeol (157), Betulinal (158),
Betulinic acid (159), Betulin (160), Ceanothic acid (162)], one (1) phytosterol (3-O-B-D-
glucopyranosyl-B-sistosterol) (164), one (1) alkaloid [serotobenin (166)] and one (1) benzoylglycoside
[Lanceoloside A (163)].

The structures of all these compounds were elucidated by a rigorous interpretation of their spectral
data, in particular NMR 1D (*H and **C) and 2D (COSY, HMBC, HSQC, NOESY) in conjunction with

mass spectrometry such as ESI.

Regarding biological analysis, the crude extracts and some of the isolated pure compounds were
evaluated for their antimicrobial susceptibility on nine microbial strains (Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenza, Candida albicans) in vitro on culture media. Also,
these plants crude extracts and the pure isolated compounds were also investigated for their cytotoxic
activities on one mammary (MCF-7) and one cervical tumor cell (HeLa). With respect to the
antibacterial susceptibility, the new triterpene [cassiaric acid (161)] demonstrated a microbial activity
against the bacterial strain Pseudomonas aeruginosa, with an MBC of 15.63 pg/mL similar to the
reference antibiotic, levofloxacin that was used. In terms of cytotoxic activity, cassiaric acid (161) also
demonstrated the best cytotoxic activity against the Hela cell lines, with an ICso concentration of 19.0

pg/mL after a period of 48 hours.

KEY WORDS: Rhabdophyllum arnoldianum, Rhabdophyllum affine, Ochnaceae, Cassia arereh,

Fabaceae, arnoldioside A and B, cassiaramide, cassiaric acid, cytotoxycity, antimicrobials assays.
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INTRODUCTION GENERALE

Le cancer est une maladie potentiellement mortelle, avec plus de 100 différents types qui
surviennent en raison de changements moléculaires sous-jacents au sein des cellules (Shahat et
al., 2019). 1l s'agit de la deuxieme cause de mortalité dans le monde avec environ 10 millions
de decés (soit un déces sur six) en 2020 (Sung et al., 2021) et environ 70% de ces déeces
surviennent dans les pays a revenu faible ou intermeédiaire (WHO, 2020). Au Cameroun,
environ 20 745 cas de cancers ont été recensés en 2020 et 13 119 déceés sur la méme période.
Parmi les différents types, les cancers du sein et du col de l'utérus restent les plus courants
(WHO, 2020) et représentent 35,7% des cas de cancers (soit 1 cas sur 3) au Cameroun
(GLOBOCAN, 2020). Le cancer du sein est une tumeur invasive qui se développe dans les
glandes mammaires et celui du col utérin quant a lui, est susceptible de se développer sous
I'influence d'agents infectieux tels que les virus, les bactéries, les champignons et les parasites
(Moradi et al., 2017). Ajoutés a cela les modifications alimentaires, le tabagisme, la
consommation croissante d’alcool et les dépistages tardifs, sont des facteurs aggravant cette
pathologie (GLOBOCAN, 2018). Il est désormais bien établi que des agents infectieux
constituent 1’'une des principales causes de cancer et qu’une infection virale, bactérienne ou
parasitaire joue un role causal dans le développement de pres de 20 % des cancers (Oh et al.,
2014). Plus de 90 % des maladies infectieuses humaines surviennent dans les pays en voie de
développement, particulierement chez les enfants (Orth et Sansonetti, 2006). En 2019, environ
12 millions de déces ont été causes par des maladies infectieuses dans le monde et parmi ceux-
ci, 1,5 million étaient liés a des maladies diarrhéiques (WHO, 2020). Au Cameroun, le
Ministere de la Santé Publique estime a 5,01% le taux de mortalité due aux maladies
diarrhéiques (Dawaye et al., 2021). Cette situation delétere est accentuée dans les régions les
plus deshéritées, ou I’hygiéne générale et individuelle est trés peu observée et ou les politiques
de prévention sont inexistantes, inadaptées ou insuffisamment financées (Orth et Sansonetti,
2006).

La maladie cancéreuse se caractérise principalement par la prolifération incontrélée ainsi
que par I’échappement a la mort programmeée (apoptose) des cellules malignes. Actuellement,
son traitement vise a I’éradication compléte de ces cellules, a travers leur ablation, en inhibant
leur prolifération et en induisant leur mort. Cette stratégie fait appel a plusieurs moyens, utilisés
seuls ou en combinaison: la chirurgie d’exérése, la radiothérapie et les traitements
médicamenteux. Parmi ces derniers, nous trouvons la chimiothérapie cytotoxique (Mishra,

2018). La chimiothérapie anticancéreuse fait appel a des médicaments qui interferent avec le
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fonctionnement cellulaire aboutissant a la mort cellulaire (médicaments cytotoxiques) ou a
I’arrét de la prolifération cellulaire (médicaments cytostatiques). Probléme, les médicaments
cytotoxiques utilisés de nos jours, ont un index thérapeutique étroit et leurs effets indésirables
sont le plus souvent la conséquence directe de leurs effets sur les cellules non tumorales. Les
tissus atteints préférentiellement sont ceux dont les cellules ont un potentiel prolifératif éleve,
tels que la moelle osseuse (en induisant anémie, thrombopénie, leucopénie, pancytopénie) ou
la muqueuse digestive (en induisant mucite, stomatite, diarrhée) (Mishra, 2018). D’autre part,
les traitements des maladies infectieuses font face au phénomene de résistance des agents
pathogenes aux antimicrobiens (RAM) conduisant a une augmentation de la morbidité et de la
mortalité, et par conséquent une majoration des colts des soins. Actuellement, la plupart des
grandes firmes pharmaceutiques ont interrompu leurs recherches sur de nouveaux antibiotiques
en raison de leur faible rentabilité, et selon I’OMS, sans antimicrobiens efficaces, le succes de
la médecine moderne dans le traitement des infections, y compris lors des actes chirurgicaux et
de la chimiothérapie contre le cancer, serait mis en péril. (WHO, 2020). Ainsi, face a une telle
problématique, comment lutter efficacement contre la résistance aux antimicrobiens et
améliorer la sélectivité des médicaments en chimiothérapie afin de diminuer les effets

secondaires et la mortalité liés a ces pathologies?

Les études ont démontré que les produits naturels issus de plantes médicinales jouent un
réle unique dans la recherche et le développement de nouveaux médicaments. A cet égard,
environ 35% des medicaments proviennent directement ou indirectement de produits naturels
(Calixto, 2019). Plus précisément, 69% de tous les médicaments antibactériens approuvés sont
issus de produits naturels et de leurs dérivés (Quave, 2016) et depuis les années 1980, 53% des
nouveaux anticancereux approuveés pour la commercialisation étaient des produits naturels ou
dérivés de ceux-ci, a I’instar du paclitaxel, isolé de Taxus brevifolia et utilisé dans le traitement
du cancer du sein (Amaral et al., 2019). Ces statistiques confortent le fait selon lequel, les
plantes constituent un vivier important pour la découverte de molécules d’intérét biologique et
spécifiqguement des molécules antimicrobiennes et cytotoxiques avec pour avantage d’avoir
effets secondaires moindres. Ainsi, notre hypothese de recherche est qu’en explorant les plantes
utilisées en médecine traditionnelle pour le traitement des maladies infectieuses et
métaboliques, au travers des techniques chromatographiques et analytiques, nous pourrions
découvrir de nouveaux agents thérapeutiques efficaces contre les pathogénes résistants et
possédant un index de sélectivité eélevé, contribuant ainsi a la dynamisation du developpement

de nouveaux antibiotiques et a la diminution des effets secondaires dus a la chimiothérapie.
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C’est en nous inscrivant dans cette mouvance, que le Laboratoire de Pharmacochimie des
Substances Naturelles (LPSN) auquel j’appartiens, a fait de la découverte de nouvelles
molécules antimicrobiennes et cytotoxiques a partir des plantes médicinales, un axe important
de sa recherche. Le présent travail de recherche souscrit entiérement a cette option et porte sur
I’étude phytochimique de trois plantes médicinales camerounaises R. arnoldianum Tiegh, R.
affine Hook. F. Tiegh et C. arereh Delile) et I’évaluation des activités antimicrobienne et
cytotoxique des extraits et quelques composes isolés. D’autant plus que, les genres étudiés sont
largement utilisées dans difféerentes communautes a travers le monde pour soulager diverses
maladies telles que : le cancer, la diarrhée, la dysenterie, la toux, la dermatite, la pneumonie, la
fievre jaune, le paludisme, les rhumatismes et maladies du foie (Arbonnier, 2004; Musa et al.,
2011; Ngulde et al., 2015).

Ce travail a pour objectif principal la recherche de composeés potentiellement antimicrobiens
et cytotoxiques émanant de la biodiversité camerounaise aux fins de lutter contre les

phénomenes de résistances et de faible sélectivité des médicaments sur le marche.
Plus spécifiquement, il s’agit:

v’ de récolter des especes R. arnoldianum (De Wild. & T. Durand) Tiegh, R. affine (Hook.
F.) Tiegh et C. arereh Delile, d’en isoler et caractériser des métabolites secondaires ;
v d’évaluer les propriétés cytotoxiques et antimicrobiennes des extraits et métabolites

secondaires isolés ;
v’ d’affiner le chimiotaxonomie du genre Rhabdophyllum.

Notre travail s’articulera autour de trois chapitres :
Le premier concerne la revue de la littérature ;
Le deuxiéme, intitulé "Reésultats et discussion™ a trait a nos travaux personnels.

Enfin, le troisieme, qui porte sur la partie expérimentale présentera le materiel, les

protocoles et les méthodes utilisées. Il est suivi d’une liste des références bibliographiques.
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CHAPITRE 1:
REVUE BIBLIOGRAPHIQUE
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1.1 Sélection des plantes
1.1.1 Introduction

De nombreuses sources naturelles (microorganismes, plantes, organismes marins...etc.) sont
a I’origine de découvertes de nouveaux principes actifs. Mais, les plantes sont historiquement les
plus utilisées dans toutes les pharmacopées du monde. Sur les 1 135 nouveaux médicaments
approuvés entre 1981 et 2010, 50% provenaient de produits naturels (naturelle, dérivée et
analogue). Parmi les exemples bien connus, citons le paclitaxel (Taxol), un médicament largement
utilisé contre le cancer du sein, isolé de I'écorce de I’if du Pacific, Taxus brevifolia et la
trabectédine (Yondelis) isolée de Ecteinascidia turbinata qui a fourni le premier médicament

anticancéreux marin a étre approuve en Europe apres la cytarabine (David et Wolfender, 2015)

La biodiversité mondiale connue est estimée a 2 millions d'especes de plantes, d'animaux, de
champignons et de micro-organismes et plus de 95% de cette biodiversité n'a pas été évaluée pour
toute activité biologique. Le défi est de savoir comment y accéder efficacement et valoriser cette

diversité chimique naturelle (David et Wolfender, 2015).

La recherche et I’élaboration des composés bioactifs dans une plante sont longues et onéreuses
du fait des multiples étapes nécessaires a ’isolement et a la détermination structurale d’un principe
actif. Pour cela, la sélection initiale des plantes a récolter pour mener ce genre d’étude est une
étape cruciale qui peut s’appuyer sur différentes approches. Celles-ci reposent le plus souvent sur
le criblage aléatoire, la littérature, la chimiotaxonomie, 1’ethnopharmacologie, I’écologie chimique
ou I’origine géographique. Dans cette optique, un certain nombre de criteres ont été pris en compte

pour sélectionner les plantes de nos travaux a savoir :

v" L’aspect botanique et chimiotaxonomique ;
v' L’usage ethnopharmacologique ;

v' La littérature.

1.1.2 Criteres de sélection des plantes
1.1.2.1 Aspects botaniques et chimiotaxonomiques

La connaissance des plantes choisies au travers des enquétes ethnobotaniques peut étre
enrichie par la connaissance botanique de ces espéces. Les plantes appartenant aux mémes familles
ou au méme genre et/ou qui poussent dans les mémes biotopes sont susceptibles de synthétiser les

molécules chimiques semblables (Grayer et al., 1999).
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La chimiotaxonomie, ou classification des plantes en fonction des leurs métabolites
secondaires, compléte les classifications botaniques basées sur des criteres morphologiques et
moléculaires (génétiques par exemple) (Grayer et al., 1999). Elle permet, si des substances sont
particulierement connues pour leur potentiel thérapeutique, de choisir des plantes

chimiotaxonomiquement proches de celles dans laquelle la substance a été détectée et étudiée.

Les genres Rhabdophyllum et Campylospermum ont longtemps fait 1’objet d’un
rapprochement phylogénique du fait de plusieurs similitudes botaniques avant d’étre reconnus
comme deux genres a part entiére (Sosef, 1997; Horandl, 2006). Une étude chimique des especes
R. affine (Hook. F.) Tiegh et R. arnoldianum (De Wild. & T. Durand) Tiegh permettrait de

confirmer ou d’infirmer cette taxonomie.

1.1.2.2 Utilisations ethnopharmacologiques

L’ethnobotanique et 1’ethnopharmacologie mettent en relation les savoirs ancestraux des
médecins traditionnels et les connaissances scientifiques actuelles. Ce sont avant tout des
domaines de recherche interdisciplinaire a l'interface des sciences humaines, comme I'ethnologie,
I'nistoire, la linguistique, et des sciences de la nature, comme la botanique, la pharmacologie, la

pharmacognosie, la médecine (Gurib-Fakim 2006).

La recherche de nouvelles molécules doit étre entreprise au sein de cette biodiversité
végétale en se servant des informations ethnopharmacologiques. Ces informations recueillies
aupres des ethnopharmacologues et des populations locales menent tres souvent a sélectionner des

plantes a fort potentiel pharmacologique.

Des travaux effectués par différents auteurs entre 1985 et 1990 et résumés par Lewis et
Elvin-Lewis (1995), ont a 1’époque permis de mettre en évidence qu’une sélection des espéces
effectuée selon des critéres basés sur 1’ethnobotanique médicale a cing fois plus de chance
d’aboutir a la découverte d’un principe actif d’intérét thérapeutique, qu’un criblage de plantes

effectué au hasard.

Dans ce contexte nous nous sommes rapprochés de quelques praticiens traditionnels dans le
but de sélectionner des plantes médicinales ayant un fort potentiel d’activité antimicrobienne du

fait de leurs usages traditionnels répandus. D’ou le choix particulier de Cassia arereh Delile.
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1.1.2.3 Apport de la littérature

Dans 1’optique de la découverte de nouvelles molécules et/ou de nouvelles voies
d’application thérapeutique, il est plus judicieux de choisir des plantes qui ont été peu ou pas
étudiées sur le plan phytochimique et qui regorgent de données ethnobotaniques,
ethnopharmacologiques et pharmacologiques. Ainsi, nous avons envisagé d’exploiter des données
de la littérature relatives a quelques plantes médicinales (Bouquet, 1969 ; Musa et al., 2011 ;
Olusola et al., 2011 ; Akanbi et al., 2012 ; Imam et al., 2013 ; Ngulde et al., 2013 et 2015 ;
Christophe et al., 2017), dans le but de sélectionner celles a fort potentiel antimicrobien et

cytotoxique.

Ainsi, dans cette étude, a notre connaissance aucune donnée phytochimique n’est disponible
dans la littérature pour Rhabdophyllum affine (Hook. F.) Tiegh, Rhabdophyllum arnoldianum (De
Wild. & T. Durand) Tiegh et Cassia arereh Delile.

Dans I’optique de réaliser un travail intéressant et scientifiquement porteur, et tenant compte
des considérations que nous avons évoquées précédemment, trois espéces, n’ayant pas encore fait
I’objet d’études phytochimiques aussi bien au Cameroun que ailleurs dans le monde et qui revétent
une importance tant sur le plan biologique que par leurs usages thérapeutiques, ont retenu notre
attention (R. affine, R. arnoldianum, C. arereh) et ont donc été choisies comme matériel biologique

pour cette étude.

1.2 Etudes antérieures sur la famille des Ochnaceae et la famille des Fabaceae
1.2.1 Lafamille des Ochnaceae
1.2.1.1 Classification systématique et description botanique
a) Taxonomie et phylogénie

D’aprés Chase et collaborateurs (2002), la famille des Ochnaceae appartient a 1’ordre des
Malpighiales, constituant un petit groupe monophylétique avec les Medusagynaceae (famille
monotypique des Tles Seychelles) et les Quiinaceae (Amerique tropicale). Une étude sur la
structure phylogénétique de la famille des Ochnaceae et des groupes apparentés, confirme
I’inclusion des Luxemburgiaceae dans les Ochnaceae (Amaral, 2005), tel que suggéré par Gilg
(1925), Kanis (1968), Amaral (1991) et autres.
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Embranchement: Spermatophytes
Sous embranchement: Angiospermes
Classe: Dicotylédones
Ordres: Malpighiales
Famille: Ochnaceae

Figure 1 : Systématique de la famille des Ochnaceae selon Chase et al. (2002)

Selon Amaral et Bittrich (2005) la famille est divisée en trois sous-familles, les
Luxemburgioideae, les Sauvagesioideae et les Ochnoideae, alors que Kanis (1968) puis Amaral
(1991) ne reconnaissent que deux sous-familles. Dans les Ochnoideae, deux tribus peuvent étre
identifiées : les Ochneae et les Elvasieae. Finalement, la tribu des Ochneae est encore subdivisée
en deux sous-tribus: les Ochninae et les Ouratinae. Le genre Rhabdophyllum Tiegh. appartient a
cette derniere, comportant aussi le genre néotropical Ouratea Aubl. (Sastre, 1988; 1995) et les

genres africains Campylospermum Tiegh. et Idertia Farron (Kanis, 1968; Farron, 1985).

Au début du XX®siécle, la famille des Ochnaceae a été étudiée intensivement par van Tieghem
(1902a, d ; 1903 ; 1907). En méme temps, mais indépendamment, Gilg travaillait sur la méme
famille a Berlin (Gilg 1893 ; 1903 ; 1913; 1925). Les deux auteurs ont décrit, presque
simultanément, beaucoup de nouvelles espéces, parfois méme sur des duplicata du méme
spécimen. En plus de leur rivalité apparente, van Tieghem avait une notion du genre (et des
especes) beaucoup plus étroite que Gilg. Tandis que ce dernier ne reconnaissait que le genre
Ouratea et décrivait des nouvelles especes d’Ouratinae africaines dans ce genre, van Tieghem
décrivait neuf nouveaux genres: Campylospermum Tiegh., Rhabdophyllum Tiegh., Monelasmum
Tiegh., Exomicrum Tiegh., Spongopyrena Tiegh., Diphyllopodium Tiegh., Bisetaria Tiegh.,
Notocampylum Tiegh. et Cercanthemum Tiegh., dans lesquels il a intégré ses nouvelles especes.

Plus récemment, les Ouratinae africaines ont été étudiées, parfois en grand détail, par Farron
(1963 ; 1965 ; 1968 ; 1985). Bien qu’il ait publié¢ divers €léments d’une révision des Ouratinae
africaines, incluant des clés d’identification et des cartes de distribution (mais sans descriptions
d’espéces), ainsi que le traitement pour la Flore d’ Afrique Centrale (Bamps, 1967), il n’a jamais
réussi a ’achever. La liste trés utile des noms acceptés et synonymes dans Rhabdophyllum et
Campylospermum, publiée en 1965, n’est malheureusement pas compléte, nous laissant avec

quelques noms au statut incertain.
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La polémique entre Gilg et van Tieghem, portant sur la délimitation générique, demeure
encore aujourd’hui. Ceci est étonnant au regard des travaux détaillés de Farron (1963, 1965, 1985)
qui ont prouvé que, tout en étant moins nombreux que ceux reconnus par van Tieghem, les genres
suivants peuvent étre facilement distingués: Ouratea strictement néotropical, Campylospermum,

Idertia et Rhabdophyllum, paléotropicaux.

Farron, distingua trois genres d’Ouratinae : Campylospermum Tiegh. le plus riche en espéces
et trés répandu; Idertia Farron et Rhabdophyllum Tiegh., strictement africains et moins riches.
Cette opinion est également suivie par Amaral et Bittrich (2005) et Sosef (2008).

Famille: Ochnaceae
Sous-famille: Luxemburgioideae
Sous-famille: Sauvagesioideae
Sous-famille: Ochnoideae
Tribu: Elvasieae
Tribu: Ochneae
Sous-tribu: Ochninae
Sous-tribu: Ouratinae

Genres: Rhabdophyllum, Ouratea, Campylospermum, Idertia

Figure 2 : Systématique de la famille des Ochnaceae d’aprés Amara & Brittrich (2005)

b) Description botanique

Cette famille est définie par des feuilles alternes avec des stipules parfois lancinées, I’ovaire
est intérieurement lobé, les fruits sont souvent séparés par le réceptacle. On dénombre environ 40
genres et 600 especes (Heywood, 1978), bien que certains auteurs n’en répertorient qu’une
trentaine (Mabberley, 2008).

Les nervures secondaires de Campylospermum se courbent vers le haut longtemps avant
d’atteindre la marge, les dents marginales sont caduques et les cotylédons incurvés.
Rhabdophyllum partage les deux derniers caracteres avec Campylospermum, mais la distinction
entre les deux est évidente: le premier a des nervures secondaires trés denses, fines et paralleles,
et des pétales aussi longs que les sépales, tandis que le second posséde une nervation secondaire
plus lache et non-paralléle, ainsi que des pétales beaucoup plus longs que les sépales. En examinant

les espéces C. lecomtei (Tiegh.) Farron et C. paucinervatum Sosef (Sosef, 2007), il est remarquable
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de constater que les nervures secondaires sont peu visibles ou absentes et que les nervures tertiaires
ressemblent a celles observées chez Rhabdophyllum. Ceci permet de suggérer que la nervation
secondaire chez Rhabdophyllum est complétement absente, et qu’il s’agit en fait d’une nervation

tertiaire, mais ceci reste a confirmer.

Une autre distinction entre les deux genres, moins évidente a premiére vue, est que les
glomérules de fleurs disposés le long de I’axe de I’inflorescence sont constitués par des cymes
bipares dans Campylospermum, tandis que dans Rhabdophyllum ce sont des cymes unipares
(Farron, 1968). Il serait trés intéressant de vérifier si les données moléculaires peuvent confirmer
la délimitation de ces genres tels que présentés ici. L hypothése basée sur les études de Farron
(1963, 1968), est que Rhabdophyllum serait dérivé a I’intérieur de Campylospermum, laissant alors
ce dernier comme genre paraphylétique parfaitement acceptable (Sosef, 1997; Horandl, 2006).

c) Distribution géographique

Les Ochnaceae constituent une famille de plantes dicotylédones largement répandues dans les
régions sub-tropicales et tropicales de I’Amérique du sud, de I’Afrique au sud du Sahara et de
1’ Asie du Sud-Est ainsi que Madagascar. Ce sont des arbrisseaux et des arbustes (Adam, 1971).

¥ ettt

Figure 3 : Distribution géographique de la famille des Ochnaceae

(https://www.plantes-botanique.org/famille_ochnaceae, consulté le 25 Mai 2021)

1.2.1.2 Importance économique

Assez ornementales avec leurs grappes de fleurs jaunes et leurs fruits rouges, les Ochnaceae
arbustives sont tres souvent employées dans la production de matériaux de construction et d’objets
ornementaux. En Afrique, le bois de Lophira alata encore appelé azobé ou Bongossi, tres résistant,

est utilisé pour la production des matériaux de construction (Bolza, 1972), ses feuilles sont utilisées
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dans le tatouage. Certaines especes sud-américaines du genre Ouratea sont utilisées en culture
ornementale d’intérieur a I’instar de Ouratea floribunda et Ouratea castanaefolia (Suzart, 2007).
Certaines espéces africaines du genre Ouratea sont utilisées comme poison de chasse a I’instar de
Ouratea calophylla (Bouquet, 1969; Dieter, 1996).

1.2.1.3 Utilisations ethnomédicinales

Les médecines traditionnelles d’un grand nombre de régions utilisent la famille des
Ochnaceae pour la préparation de traitements d’une gamme trés étendue de pathologies telles que
les problemes intestinaux, les douleurs intercostales, les débuts de hernies, les dysménorrhées, la

blennorragie, les gingivites etc (Bouquet, 1969).

Les usages comme émétique, purgatif, vésicant et pour le traitement de maladies de la peau,
sont des exemples de 1’utilisation des effets toxiques de ces remedes traditionnels (Bouquet, 1969).
Dans ces applications, les doses sont cependant faibles, afin de favoriser 1’effet bénéfique par

rapport aux effets secondaires.

Les utilisations médicinales des Ochnaceae sont trés nombreuses. Le tableau 1 ci-apres

résume les emplois traditionnels répertoriés dans certaines régions du monde.
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Tableau 1 : Quelques utilisations ethnomédicinales répertoriées de la famille des Ochnaceae
(Bouquet, 1969; Dieter, 1996; Fidelis et al., 2014; DeFilipps et al., 2004 ).

Plantes Parties Utilisations Pays
Campylospermum  écorces Le décocté est donné a boire, le matin a jeun, comme Congo-Brazzaville
sulcatum traitement de l'impuissance sénile et comme
aphrodisiaque.
Campylospermum Racines mélangées a Drypetes agelaea, elles sont employées Congo-Brazzaville
elongatum (Oliv.) pour soigner la blennorragie.
van Tiegh.
Campylospermum Feuilles et En décoction, elles traitent le paludisme, l'ictere, les Cameroun
densiflorum racines maux d'estomac et contre la fiévre.
Campylospermum Ecorces La décoction additionnée au lait et a la teinture Congo-Brazzaville
descoingsii Farron d’iode permet de soigner le goitre
Campylospermum Racines Associées aux graines de maniguette, elles servent Congo-Brazzaville
dybovskii van pour traiter I'impuissance sénile.
Tiegh.
Campylospermum Ecorces et Le décocté sert a calmer les nausées et les Congo-Brazzaville
lecomtei (van racines vomissements (en boisson).
Tiegh.) Farron
Lophira alata Ecorces La poudre d’écorces, mélangée a de I'huile de palme Cameroun, Congo
Banks ex Gaertn. f. et du sel gemme est utilisée contre les maux de cceur,
les crachements de sang et les douleurs intercostales.
Lophira lancéolata  Racines Elles traitent les dermatoses rebelles, les plaies, les Congo, Cote
van Tiegh. icteres, les conjonctivites et les cedémes. d’ivoire, Sénégal et
Nigéria
Ochna afzelii Racines Elles soignent la toux et la dysenterie. Congo-Brazzaville
R. Br. ex Oliv ) ] _ ) et RDC
Feuilles Elles sont employeées pour soigner le déchaussement
des dents ou les gingivites.
Ochna calodendron  Ecorces Elles servent au traitement des plaies par application Cameroun, Congo-
Gl|g & Mildbr. de la poudre des écorces. Brazzaville
Ouratea Feuilles Elles sont utilisées comme vermifuge, ainsi que pour Brésil
spectabilis le traitement de la détresse gastrique.
Ouratea parviflora  Feuilles les infusions sont prescrites pour le traitement de Brésil
maladies liées a l'inflammation telles que les
rhumatismes, les entorses, les troubles arthritiques et
d'autres maladies de la peau.
Sauvagesia erecta  Plante Elle est utilisée pour I'ophtalmie et la diarrhée, pour Guyane
entiere les infections du tube digestif et pour traiter les
rhumes et la toux. Diurétique et anti-inflammatoire.
Feuille Son infusion est utilisée pour traiter la diarrhée. Guyane

Pectorale, mucilagineuse.
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1.2.1.4 Principaux métabolites secondaires isolés de la famille des Ochnaceae

Cette partie a pour but de donner un apercu de la variété des métabolites secondaires
produits par la famille des Ochnaceae, ainsi que de leurs activités biologiques. Il ne s’agit donc
pas d’une liste exhaustive, car seuls les composés les plus représentatifs sont répertoriés. Un accent
particulier a été mis sur les classes de composés issus du genre Campylospermum (flavonoides,
biflavonoides, terpenoides, alcaloides, cyanoglycosides et stéroides) afin d’établir aisément le lien
chimiotaxonomique éventuel entre ce dernier et le genre Rhabdophyllum qui a fait I’objet d’une

partie de notre travail.

a) Flavonoides

Les flavonoides sont des composés phénoliques tres répandus dans la famille des
Ochnaceae (Tang et al., 2003). lls sont présents dans presque tous les organes de la plante et jouent
un réle important dans le systeme de défense comme antioxydants (Furusawa et al., 2005). Ces
métabolites secondaires sont connus pour leurs diverses propriétés biologiques telles que
antioxydante, anti-inflammatoire,  antithrombique, antibactérienne, antihépatotoxique,
antitumorale, antihypertensive, antivirale et antiallergique (Andersson et al., 1996). L’activité
oestrogénique de certaines isoflavones a également été mise en évidence (Harborne et Williams,
2000).

Flavonoide, est un terme générique pour des composés basés sur un squelette a 15 atomes de
carbone formé de deux cycles phényles C6, les cycles A et B, connectés par un pont a trois
carbones (structure en C6-C3-C6). Ce dernier, situé entre les cycles A et B est communément
cyclisé pour former le cycle C (cycle central). Les atomes de carbone dans les cycles C et A sont
numérotés de 2 a 10, et dans le cycle B de 1'a 6' (Figure 5) (Bruneton, 1999). La Distinction des

sous-classes se fait sur la conformation de la structure centrale (cycle C).

Figure 4 : Structure de base des flavonoides (Dacosta, 2003)
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Les composes de chaque sous-classe se distinguent par le nombre, la position et la nature des
substituants (groupements hydroxyles libres, méthylés ou glycosylés) sur les deux cycles
aromatiques A et B et le cycle central C.

Le genre Ochna, genre type de la famille des Ochnaceae, a donné son nom aux flavonoides
4'-hydroxy-3'-methoxyfurano [4",5",6,7] flavone (1) et 3',4'-dihydroxyfurano[4",5",6,7] flavone
(2), qui furent isolés de I’espéce Ochna squarrosa L. et qui ont montré une activité anti-
inflammatoire et analgésique significative (Anuradha et al., 2006). Du méme genre Messanga et
al., (2002) ont isolé et identifié la prunétine (3). Des écorces de Campylospermum flavum Ndongo
et al. (2010) ont isolé la 2"-O-acetyl-7-O-methylvitexine (4) et I’épicatéchine (5)

La présence de flavonols hydroxylés, comme le kaempférol (6), la quercétine (7) ou la
myricétine (8), ainsi que les flavonol O-glycosylés tels que la rutine (9) et la 6-y,y-
dimethylallylkaempferol-7-O-4-D-glucopyranoside (10) chez quelques espéces du genre Ouratea
a été mise en évidence (Moreira et al., 1994 ; Carvalho et al., 2008). Ces flavonols, en plus des
caroténoides, sont responsables de la coloration jaune des fleurs chez certaines variétés

d’angiospermes.

OH OH O OH O o
““1oH 6:R,=R,=H; HO o
OH 7:R;=H R,=OH; HO L
14

Thése de Doctorat/PhD en Chimie Organique Rédigée et soutenue par BALEMAKEN MISSI Marius



b) Biflavonoides

Les biflavonoides constituent une classe de métabolites secondaires obtenus par
condensation d’unités flavonoides identiques (dimeéres homogeénes) ou d’unités flavonoides
differentes (dimeres mixtes) (Robinson, 1955). Les jonctions entre les unités flavonoides peuvent
étre de type C—C, ou de type C—O—C formée a partir du couplage oxydatif de deux radicaux
libres issus d’unités chalcones suivi d’une modification de I’unité centrale en C3 (Jackson et al.,
1971).

Les biflavonoides sont trés répandus dans la famille des Ochnaceae particulierement dans

les genres Lophira, Ochna, Ouratea et Campylospermum.

e Les Biflavones

Des feuilles de Campylospermum glaucum, Campylospermum calanthum
Campylospermum flavum, et Campylospermum mannii, Ngono et al. (2015), Bayiha et al. (2013),
Ndongo et al. (2010) et Elo et al. (2009), ont isolé 1’amentoflavone (11), la Sequoiaflavone (12),
’agathisflavone (13) et la robustaflavone (14).

OH O
11 R=H,R;=H,R,=H
12R=CH;,R;=H,R,=H 13

. - . s . 15
These de Doctorat/PhD en Chimie Organique Rédigée et soutenue par BALEMAKEN MISSI Marius



Le travail de Felicio et al. (1995) effectué sur des feuilles de Ouratea spectabilis, a fourni
la 6,6"-bigenkwanine (15) possédant une activité inhibitrice sur la production de ’aflatoxine par
les cultures de Aspergillus flavus (Gonzalez et al., 2001).

De I’extrait au MeOH des feuilles d’Ouratea nigroviolaceae qui a montré une activité
restreinte vis-a-vis des souches microbiennes, Mbing et al. (2007) ont isolé en plus de
I’agathisflavone (13), deux biflavonoides dérivés mono et diméthylés de 1’agasthisflavone, les
ouratines A (16) et B (17).

16 :R;=Me R,=H
17:R; =R, =Me

e Les Biflavanones

Les recherches entreprises sur les feuilles et racines de Campylospermum manii par Elo et al.
(2009) ont conduit a I’isolement de trois biflavanones dont deux dérivés nouveaux [les

campylospermones A (18) et B (19)] et un connu a savoir la chamaesjasmine (20).

OH

18: R=R,=H
19: R=OH,R,=H
20: R=R,= OH

e Les Bichalcones

Les chalcones sont structurellement un des groupes les plus variés des flavonoides, comme
en témoigne la formation d’un grand nombre de diméres, d’oligoméres, d’adduits Diels—Alder et
les composés de toutes sortes. Dans le méme temps, ils sont d’une grande importance dans la
biosynthése des flavonoides et agissent comme précurseurs immédiats de toutes les autres classes
de flavonoide. Les bichalcones résultent de la condensation de deux unités chalcones.
Généralement présentes dans la famille des Ochnaceae, ils sont trés répandus dans les genres

Ochna et Lophira.
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Ghogomu et collaborateurs (1989, 1994) ont isolé des racines de Lophira lanceolata
plusieurs dérivés chalcones; I’isombamichalcone (21) et les lophirones F (22), G (23) et H (24),
Les lophirones F et G étant des isoméres, qui different au niveau de la configuration du carbone

(B

Les travaux effectués par Tih et collaborateurs (1988) sur les racines de Lophira alata ont
permis d’isoler la mbamichalcone (25), isomeére de I’isombamichalcone (21) et differe de celui-ci

au niveau de la configuration d’un seul atome de carbone.

Des racines de Ochna calodendron, Messanga et collaborateurs (1994) ont isolé les
lophirones C (26) et K (27) et les calodenines A (28) et B (29).

OH

26: R=H
27 : R=0H

OH
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Les travaux menés par Abouem et collaborateurs (2008) ont permis d’isoler, des feuilles
de Campylospermum glaucum, la lophirone A (30a) et plus tard, Nkot et collaborateurs (2018) ont
isolé un mélange de biflavonoides dont une nouvelle, la dihydrolophirone A (30b) associé a la
lophirone A (30a) des racines de Lophira lanceolata. Une étude phytochimique des racines
d'Ochna schweinfurthiana a conduit a I'isolement de deux nouveaux composés, la 4"-
méthoxylophirone A (31), la 4,4'-4"-triméthoxylophirone A (32) (Messi et al., 2016).

31: R,= OCH3, R,= R;= OH

30a: Al?
30b : Al,z—dihydro

e Les flavanone et flavone—chalcones

Toujours sur les racines de Lophira lanceolata, Ghogomu et collaborateurs (1994), ont
isolé les lophirones | (33) et J (34).
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Les travaux sur I’extrait au MeOH des racines d’Ochna afzeli ont conduit a I’isolement des
afzélones A (35) et B (36) (Pegnyemb et al., 2003).

c) Terpenoides

Les terpenes sont des dérivés de 1’isopréne CsHg et ont pour formule de base des multiples
de celle-ci, c'est-a-dire (CsHg)n. On peut considérer I’isopréne comme 1’un des éléments de
construction préférés de la nature.

Quelques triterpénes ont été mis en évidence dans certains représentants de la famille des
Ochnaceae. Velandia et collaborateurs (2002) ont isolé la friedeline (37), le lupéol (38), la 6,8-
dihydroxymegastigma-3,7-dién-3-one (39) et I’acide ent-160, 17-dihydroxykauran-19-oique (40)

des feuilles d’Ouratea semiserrata.

A partir des feuilles de Ouratea nitida, Dutra et collaborateurs (1992) ont isolé un triterpéne

de type oléanane, la B-amyrine (41) et I’acide 3,4-seco-friedelan-3-oique (42).
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d) Stéroides

Ce sont des lipides dérivant des triterpénoides. Généralement, les carbones C1o, C13 sont liés
a un groupe méthyl -CHs et le carbone C17 a un groupe alkyl. Nous pouvons citer entre autre le -
sistostérol (43) isolé des feuilles d’Ouratea semiserrata (Velandia et al., 2002) qui est ubiquitaire
dans le régne végétal (Borris et al., 1988). De la méme espece ont été isolés le stigmagstérol (44),
le 7-oxostigmat-5-en-3p3-ol (45), le7-oxostigmata-5,22-dien-3p-ol (46) et le 3B-O-D-
glucopyranosyl-p-sistosterol (47).

En 2011, Ngono et collaborateurs ont isolé pour la premiere fois, des feuilles de
Campylospermum densiflorum, deux acylstéryl glycosides nommés densiflosides A (48) et B (49).
Des feuilles de Campylospermum oliverianum, Ngono et collaborateurs (2015) ont isolé le 3-O-f-
D-glucopyranoside de campestérol (50) le 3-O-p-D-glucopyranoside du p-sitostérol (47), le 3-O-
B-D-glucopyranoside de stigmastérol (51).

43:Z=H.H R=H A22,23-dihydro
44:7Z=H,H R=H, A%?

45 : 7 = O R=H A22,23-dihydro
46:7Z=0 R=H, A??
47:Z=H,H R=Glc A?223dihydro

48: R= CH3CH,, R1= 2-(palmitelaidoyloxy)-p-Glu-, A?223-dihydro

R0
(0]
HQ& 49: R= CHsCH,, Ri= 2-(palmitelaidoyloxy)--Glu-, A%

ofo 50: R= CHs, Ri= H, A2223-dihydro
51: R= CH3CH,, Ri= H, A2
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e) Cyanoglycosides

Les cyanoglycosides peuvent étre définis comme des composés résultant de 1’hydrolyse et
de la glycosylation des nitriles correspondants. Ce sont généralement des f—glycosides, des a-, -

et y—hydroxynitriles dont certains sont cyanogénes (Bjarnholt et al., 2008).

Quelques cyanoglycosides ont été mis en évidence dans la famille des Ochnaceae. Ainsi,
Ghogomu et collaborateurs (1994) ont isolé des écorces et racines de Lophira lanceolata: les
lancéolines A (52) et B (53). Tandis que la lancéoline C (54) fut isolée des Feuilles de

Campylospermum dybowskii et Campylospermum glaucum par Ngono et collaborateurs (2015).

Abouem et collaborateurs (2008) ont décrit, des feuilles de Campylospermum glaucum,
deux nouveaux cyanoglycosides a savoir les campylosides A (55) et B (56). Zintchem et al. (2014)
isolérent deux cyanoglucosides nommeés dhurrine (57) et menisdaurine (58), des feuilles de
Campylospermum sulcatum, qui ont montré de bonnes activités cytotoxiques contre le

microcrustacé Artemia salina.

H H CN
OR
\‘OR GlU'O/,I’ ‘\\\OH
H OR
H H OR1
OR,
54: Ry= Bz, R,=H (Enantiomeére de 53, (4R, 5R))
52 :R:RIZH RZZBZ 55: Rl: BZ, RZZH(4S, SS)
53:R=R,=H R;=Bz 56: R = pyrrole-2-ylcarbonyl, R,= Bz
NC
OGlu Gluo
/©/\CN
HO OH
57 58

f) Alcaloides

Le terme d’alcaloide (de “al Kaly’’ = base en arabe) est introduit par le pharmacien allemand
Wilhelm MEISSNER pour la premiére fois en 1819. Un alcaloide est défini comme étant un
composé organique d’origine naturelle (le plus souvent végetale), azoté, plus ou moins basique,

de distribution restreinte et doue, a faible dose, de propriétés pharmacologiques (Bruneton, 1987).
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Les alcaloides sont des principes actifs de nombreuses plantes médicinales ou toxiques connus
depuis I’antiquité. Ils sont a I’origine de nombreux médicaments utilisés en thérapeutique moderne
telles que la morphine, la quinine, la cocaine, la chloroquine et I’hydroxychloroquine (Poisson,
2021).

Les travaux effectués par Abouem et collaborateurs (2008) sur Ouratea turnerea, ont
permis d’isoler pour la premicre fois d’une plante de la famille des Ochnaceae, un alcaloide
indolique, la sérotobénine (59) reconnue pour ses propriétés antibactériennes et antioxydantes

intéressantes (Kumarasamy et al., 2002).

Plusieurs alcaloides ont été isolés du genre Campylospermum entre autres la décursivine
(60), la flavumindole (61) et la campylospermine (62) des écorces de Campylospermum flavum
(Ngono et al.,, 2011; Ndongo et al., 2010), la calanthumindole (63) des feuilles de
Campylospermum calanthum (Njock et al., 2013).

59: R=H, R,=CH;, Z=H, H; A14,15-dihydro
60: R=R,= CH,, Z= H, H; A14,15-dihydro
61: R=H, R,= CH;, Z= O; A14,15-dihydro

63: R=H, R,= CH;, Z= 0; A'4"15 O)\/\N/CHs

1.2.2 Le genre Rhabdophyllum
1.2.2.1 Description botanique et distribution

Ce sont de petits arbres aux feuilles a pétiole court, stipules intra-axillaires, soudées a la
base; les nervures secondaires sont nombreuses, serrees, paralléles et plus ou moins droites
jusqu’au bord. Les inflorescences axillaires sont souvent groupées sur une tige comprimée et
munies a leur base de petites écailles imbriquées (composées de deux stipules soudées a la base et
portant entre elles la feuille réduite a une épine courte), persistantes ou caduques, genéralement
pluriflores, avec des fleurs groupées en cymes unipares réduites selon le rachis principal (alors en
fausse grappe), lequel est parfois trés court. Les fleurs, sont actinomorphes et longuement
pédicellées ; les sépales sont persistants et accrescents, quelques-uns avec leur bord dédoublé en
deux lames qui engrenent les bords simples des sépales voisins; les pétales jaunes, rapidement
caducs, elliptiques-obovés, ne dépassant guere les seépales en longueur, avec des bords internes

s’insinuant dans le bouton entre les étamines ; les étamines 10, forment un manchon autour du
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style, anthéres presque sessiles, ridées transversalement ; le gynécée a 5 carpelles libres, uniovulés;
style unique, gynobasique, vert. Les fruits a pédicelle et réceptacle accrescents, sont rouges ou
roses comme les sépales persistants; les drupéoles sphériques ou réniformes, sont brunes ou noires

; les cotylédons sont incombants, iso- ou hétérocotylés.

Le genre comprend huit espéces, connu de 1’ Afrique tropicale, depuis la Guinée-Conakry et

la Sierra Leone a 1’Ouest jusqu’a la République Démocratique du Congo, I’ Angola et la Zambie,

a I’Est (Sosef, 2008).

1.2.2.2 Utilisations ethnomédicinales

Rhabdophyllum calophyllum (Oliv.) van Tiegh

Au Congo les feuilles, prises avec des fruits d’Aframomum melegueta K. Schum., sont
considérées comme aphrodisiaque (Lemmens, 2012). Les Mbaamba mangent les feuilles avec des
graines de maniguette, accompagneées d'un bon verre de vin rouge pour stimuler I’appetit sexuell.

Les Téke en font boire la décoction aux malades atteints de coxalgie (Bouquet, 1969).
Rhabdophyllum welwitschii van Tiegh.

Utilisé contre le mal des cotes, ou lorsqu'on se sent fatigué, affaibli, ou apres une maladie, un
verre d'une tisane préparée avec les racines est bu comme reconstituant, tous les jours. Dans la

Likouala (Congo) la plante est assez prisée comme aphrodisiaque (Bouquet, 1969)

1.2.2.3 Principaux métabolites secondaires isolés du genre Rhabdophyllum

Le genre Rhabdophyllum demeure trés peu exploré et la seule étude antérieure est celle de
Baleba et collaborateurs (2016) qui, de I’extrait a 1’acétate d'éthyle des feuilles de Rhabdophyllum
calophyllum, ont isolé quatre biflavonoides nommées : agathisflavone (13), amentoflavone (11),
7-O-méthylamentoflavone (64) et campylospermone B (65).
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1.2.3 Rhabdophyllum arnoldianum (De Wild. & T. Durand) Tiegh
1.2.3.1 Présentation

C’est un arbre atteignant 15 m de hauteur, a tiges gréles avec des feuilles a stipules
rapidement caduques et un pétiole de 2-5 mm de longueur ; le limbe étroitement elliptique-obovale,
est cunéé a la base, acuminé a caudé au sommet, de 6,5-14(-18) x 24(-5) cm, papyraceé ; la marge
est entiere ou légérement denticulée ; les nervures secondaires sont denses, non hiérarchisées, peu
saillantes en dessous. Les inflorescences (3-)7-13(-17) cm de longueur, ont au moins 10 fleurs ;
les cymules portant (2-)3-7 fleurs, ont des axes de moins de 1 mm de longueur ; les écailles a la
base de I’inflorescence sont peu ou non persistantes. Les fleurs ont des pédicelles de 6-11 mm avec
des sépales de 4-6 x 2-3 mm et des pétales de 4-6 mm de longueur. Les fruits a pédicelle, réceptacle
et sépales rouges ou rose saumon avec des méricarpes réniformes, d’abord jaunes, puis noirs a
maturité (Sosef, 2008).

Il est localisé du Nigéria jusqu’au Soudan et a I’est de la République Démocratique du

Congo, au Cameroun, en Guinée Equatoriale, au Gabon, & Sao Tomé et au Congo (Sosef, 2008).

Figure 5 : Photo d’une branche de Rhabdophyllum arnoldianum (De Wild. & T. Durand)
Tiegh

(https://www.gbif.org/fr/species/5552793, consulté le 27 Mars 2019)
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Figure 6 : Distribution des 81 échantillons de Rhabdophyllum arnoldianum (De Wild. & T.
Durand) Tiegh. au Cameroun et au Gabon. (Sosef, 2008)

1.2.3.2 Utilisations ethnomédicinales

Au Congo, les Mbosi utilisent Rhabdophyllum arnoldianum (De Wild. & T. Durand) Tiegh
pour traiter les maux de cceur et de ventre en faisant manger les feuilles accommodées en légumes

avec de la viande ou du poisson (Bouquet, 1969)

1.2.4 Rhabdophyllum affine (Hook. F.) Tiegh
1.2.4.1 Présentation

Rhabdophyllum affine (Hook. F.) Tiegh est une espéce trés variable. En particulier, la largeur
des feuilles, la proéminence de la nervation, la longueur de I’inflorescence, la longueur du
pédicelle et la cymule, montrent une variation extréme. C’est un arbuste a tiges gréles. Les feuilles
sont a stipules persistantes, le pétiole mesure 2-4(-5) mm de longueur, le limbe elliptique a
étroitement elliptique, cuné a la base, aigu a acuminé ou rarement acuminé-caudé au sommet, 4,5-
16,5(-18,5) x (1,0-) 1,5-5,5(-6,5) cm, papyracé; la marge est entiere ou ondulée, parfois denticulée
et les nervures secondaires sont denses, non hiérarchisées, peu saillantes en dessous. Les
inflorescences de 2-13(-16) cm de longueur, sont parfois trés réduites, avec (1-) 3-+ fleurs, les
cymules portant 1-3 fleurs, & axes de 1-5 mm de longueur et les écailles a la base de 1’inflorescence

sont faiblement persistantes. Les fleurs a pédicelle de 4-15 mm ont des sépales de 5-7 x 2-3 mm
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et des pétales de 4-5 mm de longueur. Les fruits a pédicelle ont des sépales et réceptacle rouges et

des méricarpes sphériques, noirs (Sosef, 2008).

Il est réparti de la Guinée-Conakry jusqu’au Gabon, 1’ouest du Congo (Brazzaville) et au nord-
est de la Republique Démocratique du Congo (Fig. 7) (Sosef, 2008)

Figure 7 : Photo d’une branche de Rhabdophyllum affine (Hook.f.) Van Tiegh

(https://www.gbif.org/fr/occurrence/1934860517, consulté le 27 Mars 2019)
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Figure 8 : Distribution des 67 échantillons de Rhabdophyllum affine (Hook.f.) Tiegh. au
Cameroun et au Gabon (Sosef, 2008)

A notre connaissance, aucune étude biologique ou chimique antérieure n’a été faite sur les

espéces R. arnoldianum (De Wild. & T. Durand) Tiegh. et R. affine (Hook.f.) Van Tiegh.
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1.2.5 Lafamille des Fabaceae
1.2.5.1 Classification systématique et aspects botaniques
a) Taxonomie et phylogénie

Avec presque 19500 especes reparties en plus de 751 genres (LPWG, 2013), la famille des
Fabaceae constitue par ordre d’importance le troisiéme ensemble des Phanérogames (aprées les
Asteraceae et les Orchidaceae) (Botineau, 2010). Son nom est tiré du mot latin (Faba, féve).
L’ordre des Fabales renferme uniquement quatre familles: Fabaceae, Surianaceae, Quillajaceae et
Polygaceae. Les plantes de cet ordre, se caractérisent par leur gynécée qui est formé soit d’un seul
carpelle, soit de plusieurs carpelles mais généralement libres entres eux, et de fleurs souvent

zygomorphes (Botineau, 2010).

En classification phylogénétique APG 11 (2003), la famille des Fabaceae ou Leguminosae a
été divisée en trois sous-familles :

v Caesalpinioideae

v Mimosoideae

v Faboideae ou Papilionoideae.

Si les deux dernieres sont monophylétiques, les Caesalpinioideae étaient largement
polyphylétiques. Une nouvelle classification (LPWG, 2017) reconnait 6 sous-familles :

v Duparquetioideae (LPWG, stat. nov.) : 1 genre, 1 espéce
Cercidoideae (LPWG, stat. nov.) : 12 genres, 335 espéces
Detarioideae Burmeist. : 84 genres, 760 especes

Dialioideae (LPWG, stat. nov.) : 17 genres, 85 espéeces

AN NN

Caesalpinioideae DC. (y compris le clade des mimosoides) : 148 genres, 4400 especes :
par exemple Caesalpinia, Cassia, Ceratonia, Delonix, Leucaena, Senna plus les
mimosoides.
v Papilionoideae DC. : 503 genres, 14 000 especes
La position systematique de la famille des Fabaceae est présentée dans le tableau 2 (Engler
et Prantl, 1889; Cronquist, 1981; Thorne, 1992; Haston et al., 2009).
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Tableau 2 : Classifications évolutives de la famille des Fabaceae jusqu’en 2009.

Engler (1889-1921)  Cronquist (1981) Thorne (1992) APG 11 (2003)*  APG 111 (2009)*
Régne Plantae Plantae Plantae Plantae Plantae
Embrachement  Embryophyta Magnoliophyta Spermatophytae  Spermatophytae  Spermatophytae
Sous- Angiospermae Angiospermae Angiospermae Angiospermae
embranchement
Classe Dicotyledonae Magnaliopsida Magnoliidae Eudicotyledonae  Aquisetopsida
Sous-classe Archichlamydeae Rosidae Rutanae Rosidae Magnoliidae
Ordre Rosales Fabales Rutales Fabales Fabales
Sous-ordre Leguminosinae Fabinae Eurosidae |
Famille Leguminosae Fabacea Fabaceae Fabaceae Fabaceae
(= Papilionaceae) (=Leguminosae)  (=Leguminosae)
Mimosaceae
Caesalpiniaceae
Sous-famille Faboideae Faboideae Faboideae Faboideae

Caesalpiniaceae

Mimosaceae

Caesalpiniaceae

Mimosaceae

Caesalpiniaceae

Mimosaceae

Caesalpiniaceae

Mimosaceae

Swartzioideae

*Angiosperm Phylogeny Group (APG) : est un groupe de botanistes travaillant sur la phylogénétique végétale, en
utilisant les techniques moléculaires, génétiques et I’analyse des clades (= branches)

En 2017, la classification phylogénétique et sous-familiale des Leguminosae, basée sur
I'analyse de séquences peptidiques de 81 protéines codées par des plastes a permis de faire ressortir
six sous-familles a savoir: les Cercidodeae, les Detarioideae, les Duparquetioideae, les

Dialioideae, les Caesalpinioideae, et les Papilionoideae (LPWG, 2017).

b) Description botanique

La famille des Fabaceae est généralement constituée de plantes herbacées, arbustes, arbres
ou plantes grimpantes a lianes volubiles ou a vrilles. Elles possédent un métabolisme azoté élevé
et renferment des acides aminés non protéogéniques. Ces plantes sont souvent constituées de
nodules racinaires contenant des bactéries fixatrices d’azote (Rhizobium). Dans de nombreux cas,
elles sont constituées d’alcaloides, parfois de composés cyanogénétiques (Spichiger et al., 2002).
La longueur des poils est variable et les feuilles sont généralement alternes, composées pennées
(ou bipennees) a composés palmés, trifoliolés, ou unifoliolés. Elles sont entieres a parfois dentées
serrées, a nervation pennee. Les folioles sont parfois transformées en vrilles. Ces plantes sont

constituées de renflements moteurs a la base de la feuille et des folioles bien développées,
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produisant généralement des mouvements de veille et de sommeil. Les stipules sont présentes,
minuscules a foliacées, parfois transformées en épines (Spichiger et al., 2002). Les Inflorescences
sont presque toujours indéterminées, parfois réduites a une fleur solitaire, terminales ou axillaires.
Les fleurs sont généralement hermaphrodites, actinomorphes a zygomorphes, a hypanthium court,
géneralement cupuliforme. Les sépales sont généralement au nombre de 5, libres ou soudés,
valvaires ou imbriqués, tous semblables, ou le pétale postérieur différent par la forme, la taille et
la couleur, disposé intérieurement ou extérieurement dans le bouton, les deux pétales inférieurs
étant souvent soudés ou adhérents et formant une carene, ou largement étalés (Spichiger et al.,
2002). Les etamines sont parfois nombreuses, mais généralement au nombre de 10, abritées dans
le périanthe ou longuement exsertes, parfois bien évidentes. Les grains de pollen sont tricolporés,
tricolpés, ou triporés, généralement en monades, mais parfois en tétrades ou en polyades. Le
carpelle est souvent unique, libre, généralement allongé, au sommet d’un court gynophore.
L’ovaire est supere, a placentation pariétale. Le fruit est généralement une gousse, parfois une
samare, un fruit lomentacé, une gousse indéhiscente, un akéne, une drupe ou une baie (Spichiger
et al., 2002).

Les caracteres floraux permettent de distinguer les six sous-familles récemment mises en
évidence dans la famille des Fabaceae (LPWG, 2017).

c) Distribution géographique

La famille des Fabaceae constitue la troisieme famille des angiospermes de par le nombre
de ses représentants. Elles ont une distribution quasi cosmopolite et se trouvent dans les zones
tropicales, subtropicales ou tempérées (figure 10). Cette famille s’accommode d’une trés large
gamme d’habitats, et inclut autant de plantes herbacées, aquatiques ou xérophytes, que des

arbustes, des arbres ou des plantes grimpantes a lianes volubiles ou a vrilles (Heywood, 1996).

r
-7

Figure 9 : Distribution de la famille Fabaceae (Heywood, 1996).
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1.2.5.2 Importance économique

C'est une famille qui a une grande importance économique. Les légumineuses riches en
graines (jusqu’a 70% du poids sec) représentent, d’une part, une source de protéines Végétales pour
I'alimentation humaine : Phaseolus (haricots), Pisum sativum (pois), Lens culinaris (lentilles),
Vicia faba (féve), Cicer arietinum (pois chiche), Glycine max (soja). Par ailleurs, un certain
nombre d’espéces a graines oléagineuses comme 1’Arachis hypogaea L., une herbe qui permet
d’obtenir I’huile d’arachide; on consomme aussi les graines, qui sont les cacahuétes. De méme, le
Glycine max (L.) Merr. (Soja), dont I’huile est de plus en plus consommée. D’autre part, beaucoup
de Fabacae sont cultivées comme plantes fourragéres, destinées a 1’alimentation animale, sous
forme de prairies « naturelles » a Trifolium repens (tréfles) et Lotus ou « artificielles » a
Onobrychis viciifolia Scop. (Sainfoin), et surtout a Medicago sativa (luzernes) (Spichiger et al.,
2004; Botineau, 2010).

Certains Dalbergia spp. d'Afrique, de Madagascar, d'Asie, produisent des bois précieux
(ébene d'Afrique, palissandres, bois de rose). Alors que, certaines especes (Spartium junceum,
Crotalaria juncea ou chanvre du Bengale) fournissent des fibres textiles. D’autre part, les copals
(résines) provenant en particulier du Hymenaea courbaril L., source du copal du Brésil, et de H.
verrucosa Gaertn, de I’Est de I’Afrique, source du copal de Madagascar, sont utilisés dans

I’industrie des vernis (Botineau, 2010).

Par ailleurs, il a été mentionné que la gomme arabique (= hétéroglycane), obtenue a partir de
Acacia senegal (L.) Willd. est utilisee comme stabilisant et émulsionnant [E414], alors que, la
gomme adragante issue d’un sous-arbrisseau trés épineux, Astragalus gummifer Labillardiére, est

utilisée comme épaississant [E413] (Botineau, 2010).

De plus, I’agriculture utilise trés largement la famille des Fabaceae dans la rotation culturale
du fait de leur capacité a fixer I'azote atmosphérique grace a leurs nodules racinaires contenant des
bactéries fixatrices d’azotes (rhizobiums) (Judd et al., 2002). 1l s’ensuit une symbiose entre la
plante infestée et la bactérie : celle-ci fixe ’azote atmosphérique en empruntant 1’énergie
nécessaire dans les sucres fournis par la plante, et en retour, la plante utilise I’ammoniac synthétisé

par la bactérie (Botineau, 2010).
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1.2.5.3 Utilisations ethnomédicinales

Certaines especes appartenant a la famille des Fabaceae font 1’objet d’usages médicinaux
traditionnels a travers le monde. Le tableau 3 suivant répertorie quelques-uns de ces usages.

Tableau 3 : Quelques usages ethnomédicinaux répertoriés dans la famille des Fabaceae

Plantes Partie Utilisation Références
Acacia albida Ecorce de  Elle est utilisée pour traiter les infections, les (Zerbo et al., 2011)
Del. laracine,  troubles nerveux et les troubles respiratoires.
et du tronc
Ecorce du  Le décocté est utilisé pour traiter la toux longue (Zerbo et al., 2007)
tronc « cogueluche ».
Acacia seyal Ecorce du  Elle est utilisée pour traiter colique, dysenterie, (Zerbo et al., 2007)
Del. tronc conjonctivite.
Astringente et hémostatique. (Baba-Aissa, 2011)
Colutea Feuilleset  Elles possedent une action laxative et purgative. (Baba-Aissa, 2011)
arborescens L. gousses
Galega Plante Elle est préconisée notamment comme stimulant Baba-Aissa, 2011
officinalis L. entiére des sécrétions lactées, et a une action diurétique,
galactagogue, hypoglycémiant.
Mimosa Ecorce Elle est utilisée depuis la civilisation des Mayas Spichiger et al.,
tenuiflora au Mexique dans le traitement des affections 5404 Botineau
dermatologiques, en particulier dans le cas de
bralures. 2010
Melilotus indica  Plante Connue pour ses activités ethnomédicinales Dildar et Hira,
(L) AlL telles que: antibactériennes, anticoagulant, 2012
astringent, émollient, laxatif et narcotique. La
plante est également utilisée dans la diarrhée
infantile et est appliquée de I'extérieur comme
cataplasme ou platre sur les gonflements.
Ononis spinosa  plante Elle a des actions antiseptiques urinaires, Baba-Aissa, 2011
L. astringentes,  dépuratives, diurétiques et
sudorifiques, l'infusion de racine accroit la
sécrétion de I'urine et agit contre la goutte.
Retama Tige Le décocte est utilisé pour traiter les maladies de  Bouayyadi et El
monosperma la gencive. Hafian, 2015
(L.) Boiss.
Tamarindus Gomme Riche en pectine, sucres simples ainsi qu’en Spichiger et al.,
indica acides organiques (tartrique, malique, citrique), 2004; Botineau,

elle est utilisée comme laxatif doux.

2010
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1.2.5.4 Principaux métabolites secondaires isolés de la famille des Fabaceae

La famille des Fabaceae produit une grande diversité de métabolites secondaires qui servent
de composés de defense contre les herbivores et les microbes, mais aussi comme composés de
signal pour attirer les animaux pollinisateurs. En tant qu'organismes fixateurs d'azote, les
légumineuses produisent plus de métabolites secondaires contenant de I'azote que les autres
familles de plantes. Les composés contenant de I'azote incluent les alcaloides et les amines, les
acides aminés non protéiques, les glucosides cyanogéniques et les peptides. Les métabolites
secondaires sans azote sont les phénoliques (phénylpropanoides, flavonoides, isoflavones,
catéchines, anthocyanes, tanins, lignanes, coumarines et furanocoumarines), les polycétides
(anthraquinones) et les terpénoides (en particulier les triterpénoides, les saponines stéroidiennes,
les tetraterpenes). Si certains métabolites secondaires ont une large distribution (flavonoides,
triterpenes, pinitol), d'autres se retrouvent cependant dans un nombre limité de taxons, c’est le cas
des anthraguinones (Wink, 2013).

a) Flavonoides

Des flavonoides ont été identifiés comme principaux constituants dans la famille des
Fabaceae. Les ériosémaones A (66), B (67), C (68) et D (69) et la flémichine D (70), isolées de
I'extrait au dichlorométhane des racines d'Eriosema Tuberosum, ont été les premiers flavonoides
isolés du genre et présentant une activité antifongique, cytotoxique et antimycobactérienne pour
I’ériosémone A (66) et la flémichine D (70). Une recherche plus approfondie sur la méme espece

a permis d’isoler la lupinifoline (71) (Awouafack et al., 2015).

Deux dihydrochalcones, les erioschalcones A (72) et B (73) ont été isolées pour la premiere fois
de I'extrait dichlorométhane / méthanol (1:1) de la plante entiére d'Eriosema glomerata, ainsi qu'un
flavonol, la quercétine (7) et une isoflavone, l'isolutéoline (74), tous démontrant des propriétés

antimicrobiennes (Awouafack et al., 2015).
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72 : R = OMe; 73:R=H

De I’écorce de Detarium microcarpum, la catéchine (75), 1’épicatéchine (5), la catéchine-7-
O-galloylester (76) et I’épicatéchine-3-O-galloylester (77) ont été isolés tandis que le kaempférol-
3-O-R-glucopyranoside (78) a été isolé de ses feuilles. L activité anti-HIV-1 de ces composés a été
évaluée sur une lignée cellulaire infectée par la souche HIV-1ig (exception faite du composé 78),

et le composé 77 a montré une forte toxicité (Cavin, 2007).

OH
OH oH
R,O @]
2 W HO o O
R O HO o
1
OH o\m%w

75: Ri=(S)OH; R,=H
76: Ri1=(S)OH; R:=0-galloyester
77: Ri=(R)O-galloyester; R.=H

b) Anthraquinones

Les anthraquinones sont I'un des plus grands groupes de quinones naturelles, comprenant
plus de 170 composeés naturels (Thomson, 1997; Harborne et al., 1999). Les benzoquinones et les
naphthoquinones font également partie de ce groupe. (Simpson et Amos, 2017). La moitié des
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anthraquinones naturelles se trouve dans les champignons inférieurs, en particulier chez les
espéces Penicillium et Aspergillus et chez les Lichens. D'autres se trouvent dans les plantes
supérieures et, dans certains cas, montrent leur présence dans les insectes (Evans, 1996).

Les anthraquinones sont structurellement apparentées a lI'anthracéne et possedent le noyau
9,10-anthracenedione (figure 11). Ills sont parfois appelés 9,10-dioxoanthracene. Les

anthraquinones se produisent généralement sous leurs formes glycosidiques.

Figure 10 : Squelette de base des anthraquinones

La présence d'anthraquinones semble étre étroitement liée aux processus physiologiques de la
plante, et le schéma de substitution le plus fréequent est celui de I'émodine (79) (Fairbairn, 1967;
Trease, 1989).

OH O OH

posol

o]
79
Les anthraquinones sont également utilisées comme laxatifs et possedent des activités

antifongiques et antivirales (Simpson et Amos, 2017).

De D’extrait éthanolique des racines de Acacia leucophloea, deux nouveaux glycosides
d'anthraquinones ont été isolés et caractérisés : 1,3-dihydroxy-5-methoxy-2-methylanthraquinone-
8-O-a-L-rhamnopyranoside (80) et le I-hydroxy-8-methoxy-2-methylanthraquinone-3-O-a-L-
rhamnopyranoside (81), ainsi qu'un glycoside d'anthraquinone connu le 1,5-dihydroxy-8-
methoxy-2-methylanthraquinone-3-O-a-L-rhanopyranoside (82) (Saxena et Srivastava, 1986).

OCH; 0  OH
HaC

CH
(o) 3
Ham O‘O

OH O OH

CHj;

H
O‘O LT
OH R = HO

OCH; O 82: R = OH
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L’analyse par chromatographie gazeuse couplée a un spectromeétre de masse (CG-SM) de
I’extrait a 1’acétate d’éthyle des écorces d’Amburana cearensis a revélé la présence du
chrysophanol (83), une anthraquinone reconnue pour ses propriétés antioxydante, antiplasmodiale

et laxative entre autres (Negri et al., 2004).

OH (@] OH
HLC O‘O
83 ©

Une nouvelle anthraquinone phytotoxique, appelée lentisone (84), a été isolée et caractérisée
d’Ascochyta lentis comme la (1S*, 2S*, 3S*)-1,2,3,8-tétrahydroxy-1,2,3,4-tétrahydro-6-
méthylanthraquinone avec la pachybasine (85) bien connue (1-hydroxy-3-méthylanthraquinone)
et la 1-O-acétylpachybasine (86). La lentisone a démontré une activité phytotoxique sur les
lentilles (Andolfi et al., 2013).

(o) OR
OH o OH
o D
400
HsC OH 0]
0] 8 R=H
84 86 R=Ac

c) Terpenoides

Ils constituent 1'une des classes de composés les plus abondants dans la famille, (en
particulier les triterpénoides, les saponines stéroidiennes, les tétraterpenes).

Un diterpéne de type labdane, ’acide copalique (ou acide ent-8(17),13E-labdadien-15-
oique) (87) a été isolé de 1’écorce (Ikhiri et Ilagouma, 1995) et a montré in vitro une forte inhibition
de la croissance de certaines bactéries : Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et S. epidermis
(Tincusi et al., 2002).
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Des travaux de Hosoe et al. deux tétranorditerpénes ont été isolés de I’extrait chloroformique
de D’écorce : I’acide 7-oxo0-1,2,3,4,4a,7,8,8a-octahydro-1,2,4a,5-tétraméthyl-1-naphtaléne-
acétique (88) et I’acide 5-carboxy-1,2,3,4,4a,7,8,8a-octahydro-1,2,4a-trimethyl-1-naphtaléne-
acetique (89) (Aquino et al., 1992). Cette classe de composés est peu commune dans les plantes,
et a ce jour, seules des activités inhibitrices de la croissance des levures Candida albicans et
Cryptococcus neoformans ont été reportées (Hosoe et al., 1999).

COOH

W
\\‘

88

Des recherches entreprises sur les feuilles, les fleurs et les graines d'Acacia dealbata, quatre
triterpénes de type lupéne : la lupénone (90), le lupéol (38), le palpimate de lupényle (91) et le
cinnamate de lupényle (92) ont été isolés (Pereira et al., 1996).

90 =0

91 O G~CHy(CH2)14C
o Hs

/—< >—OH
92 0O-C /

Deux autres triterpenes pentacycliques, la bétuline (93) et I'a-amyrine (94) ont été identifiés

dans l'extrait benzenique de I'écorce de tige d’Acacia modesta (Sarwar, 2016).

CH,OH

HO HO

93 94
d) Alcaloides

Du fait de leur facilité a fixer I'azote atmosphérique, les [égumineuses peuvent produire plus

de métabolites secondaires contenant de I'azote que les autres plantes qui n’en fixent pas. Ces
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composés ont démontré des propriétés pharmacologiques importantes telles que anxiolytique,
antimicrobienne,  antioxydante,  anticancéreuse, hypoglycémiante,  hépatoprotectrices,
anticonvulsante, analgésique et anti-inflammatoire (Rambo et al., 2019). Depuis I'identification du
premier alcaloide en 1806, plus de dix mille alcaloides ont été isolés des plantes (Bruneton, 1999).

L’investigation phytochimique de la plante Genista ephedroides (Pistelli et al., 2001) a
conduit a I’isolement de cinq alcaloides quinolizidine : retamine (95), anagyrine (96), lupanine
(97), 17-oxoretamine (98), 12-a-hydroxylupanine (99). Leurs structures ont été identifiées par la

chromatographie en phase gazeuse couplée a la masse GC/MS.

Le travail réalisé par Rensen et ses colaborateurs en 1993, sur I’espéce Genista cinerea, a
permis de caractériser deux esters d’alcaloides: la cineverine (100), la cineroctine (101), et un 13
a-hydroxylupanine (102).

“'OH

L'étude phytochimique de I'extrait méthanolique de I'écorce des racines de Dichostachys
cinerea a conduit a l'isolement et a la caractérisation de 3 nouveaux composés dérivés de la
pyrrolidine possedant une chaine latérale a 12 carbones et leurs glycosides : Dichrostamine A
(103), B (104) et C (105) (Dade et al., 2016).
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1.2.6 Le genre Cassia
1.2.6.1 Description botanique et distribution

Le genre Cassia Linn., qui appartient & la famille des Fabaceae et & la sous-famille des
Caesalpiniaceae, est un grand genre tropical avec environ 600 especes d'herbes, d'arbustes et
d'arbres (Hemen et Lalita, 2012) et certaines de ces especes donnent des colorants (Hutchinson,
1958 ; Hutchinson, 1973 ; Ghanzanfar, 1989). Toutes les especes de Cassia ont des fleurs jaune
vif de forme caractéristique. La fleur typique se compose de cing sépales et pétales similaires. Les
Caesalpinioideae ont généralement de tres petites bractéoles, ne ressemblant ni ne prenant la place
du calice, qui est normalement développé et plus ou moins apparent. Les étamines polymorphes
sont au nombre de dix, les 2 a 3 supérieures étant souvent réduites. Les gousses peuvent étre
cylindriques ou aplaties, déhiscentes ou indéhiscentes, avec ou sans septa entre les graines,
rétrécies ou non entre les graines. Les feuilles sont paripennées (Hutchinson, 1973 ; Ghanzanfar,
1989).

Les especes de Cassia sont des plantes sauvages et sont cultivées dans la plupart des régions
de I'Inde. C'est une plante annuelle fétide, de 30-90 cm de haut. Les feuilles sont de couleur verte,
pennées, atteignant 6-8cm de long, les folioles sont en 3 paires, nettement pétiolées, opposées,
coniques a une extrémité, ovales, oblongues et obliques de base (Pawar, 2011). Les fleurs sont de
couleur jaune pale, généralement en paires presque sessiles a l'aisselle des feuilles a cing pétales,
la partie supérieure est trés serrée. Les cosses sont sous-coudées ou a 4 angles, 6-12 pouces de
long, incomplétement cloisonnées, membraneuses avec de nombreuses graines rhomboédriques

oblongues brunes (Maitya et al., 1997).
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Les especes de Cassia poussent dans les pays tropicaux, dans les zones cotiéres basses, les
berges des riviéres, et sont abondantes dans les zones de déchets et d'autres endroits humides
comme les champs non cultivées (Mondal, 2014).

Regne: Plantae
Division:  Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida

Sous-classe : Rosidae

Ordre: Fabales
Famille: Fabaceae/Leguminoceae
Sous-famille: Caesalpinaceae
Tribu : Cassieae

Sous-tribu : Cassiinae
Genre: Cassia L.
Figure 11 : Classification taxonomique du genre Cassia (Neelam et al., 2011)

1.2.6.2 Utilisations ethnomédicinales

Les espéces de Cassia ont montré un vif intérét pour la recherche phytochimique et
pharmacologique en raison de leurs excellentes valeurs médicinales. Elles sont bien connues en
médecine populaire pour leurs utilisations laxatives et purgatives (Dalziel, 1948 ; Abo et Lasaki,
1999 ; Hennebelle et al., 2009). Elles sont également largement utilisés pour le traitement des
plaies (Bhakta et al., 1998), des maladies cutanées telles que la teigne, la gale et I'eczéma, les
troubles gastro-intestinaux comme les ulcéres (Benjamin, 1980; Abo et Lasaki, 1999; Elujoba
et Abere, 1999; Jacob et Odeh, 2002) et la jaunisse (Pieme et al., 2006).

La décoction de racines de C. abbreviata ou ses racines séchées réduites en poudre dans
de l'eau se boivent pour traiter les troubles gastro-intestinaux, les maux d'estomac, la
bilharziose, les maladies vénériennes, la pneumonie, les hystéralgies, les regles abondantes, et
les morsures de serpent ; on les prend en outre pour leurs vertus purgatives, stomachiques,
aphrodisiaques, abortives et vermifuges. Le paludisme (y compris la fievre biliaire
hémoglobinurique) est également traité avec des extraits de racines. Un extrait a I'eau des

racines s'utilise en collyre pour soigner I'ophtalmie (Schmelzer et al., 2008).
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Une infusion des feuilles de C. nigricans Vahl est administrée en purgatif et vermifuge
au Sénégal et en Guinée-Conakry (Irvine, 1961; Dalziel, 1948). Une pincée de ses feuilles
broyées est prise avec de I'eau pour le traitement des ulcéres peptiques (Akah et al., 1998).

En Tanzanie, la décoction de racine de C. angolensis Welw. se boit comme reméde aux
maladies véneériennes et les feuilles fraiches se consomment contre la toux (Schmelzer et al.,
2008).

Cassia nodosa Buch.-Ham. est utilisé pour le traitement de différentes affections comme

les vers annulaires, les pigdres d'insectes et les rhumatismes (Wealth, 1963)

En Tanzanie, au Zimbabwe et au Mozambique, les gousses de C. fistula servent de remede
contre le paludisme, I'empoisonnement du sang, I'anthrax et la dysenterie. A I'ile Maurice, la
pulpe du fruit en décoction se prend comme reméde contre les calculs rénaux, comme
vermifuge et comme laxatif. En Papouasie-Nouvelle-Guinée, on fait des bandages contenant
des copeaux d'écorce et de jus de feuille sur les fractures et les ulceres tropicaux. En Thailande,
I'écorce ou les feuilles s'emploient couramment pour traiter les problémes de peau. En Inde, les
racines servent a traiter la fievre. En Amérique tropicale, les gousses sont utilisées pour traiter
le diabéte (Schmelzer et al., 2008).

La plante entiére de C. Alata est utilisée comme anthelminthique et dans les infections et
troubles de I'utérus (Herman et al., 1978; Igoli et al., 2005). Ses feuilles sont anti-parasitaires et
sont utilisées contre I'eczéma, la bronchite, I'asthme, la teigne et dans les pigdres d'insectes
toxiques. Son écorce est utilisée comme diurétique, anti-inflammatoire et pour traiter les
maladies de la peau. (Chopra 1958; Bejoy, 2002)

Au Sénégal, l'infusion de la plante entiére de C. sieberiana se donne contre toutes les
maladies infantiles. En Ouganda, la poudre de différentes parties végétales s'applique sur les
dents pour soigner les douleurs dentaires ; mélangée a du beurre, elle sert a traiter les maladies
de la peau. Au Sénégal et au Burkina Faso, on prescrit un bain de vapeur de rameaux feuilles
bouillis dans I'eau pour aider a lutter contre les crises de paludisme et la fiévre. L'infusion de
feuilles sucrée avec du miel se prend contre les maux d'estomac, les ulceres et la diarrhée. Les
feuilles fraiches bouillies et pressées s'appliquent en emplatre pour soigner la pleurésie ou les
brhlures. Les femmes atteintes de gonorrhée sont traitées a la poudre de feuille mélangée a la
nourriture. Au Bénin, les rameaux sont utilisés pour traiter la maladie du sommeil (Schmelzer
et al., 2008).
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1.2.6.3 Etudes biologiques et pharmacologiques antérieures

En outre, les especes de Cassia ont montré des propriétés anti-inflammatoires (Chidume
et al., 2001), antioxydantes (Yen et Chen, 1998; Yen, 2000), hypoglycémiantes (Bhakta et al.,
1997), antiplasmodiales (Iwalewa et al., 1990; 1997), larvicides (Yang et al., 2003),
antimutagenes (Silva et al., 2008; Yadav et al., 2010) et anticancereuses (Prasanna et al., 2009;
Yadav et al., 2010).

Les extraits des racines et des feuilles de C. abbreviata Oliv. ont montré une forte activiteé
antiplasmodiale in vitro. L'injection chez des rats d'un extrait brut de I'écorce de tige a provoqueé
une baisse de la pression sanguine liée a la dose. Des extraits au méthanol, a I'acétone et a I'eau
de I'écorce de la tige ont montré une inhibition significative contre un certain nombre de

bactéries gram-positives et gram-négatives (Schmelzer et al., 2008).

L'extrait de feuille de C. alata (L.) Roxb. a démontré des activités anti-inflammatoires
(Palanichamy et al., 1990a) analgésiques et antimutagenes (Palanichamy et al., 1990b) Divers
extraits organiques de feuilles et d'écorce de tige ont présenté des activités antibactériennes
(Palanichamy et al., 1991 ; Pukumpuang et al., 2012), antifongiques (Sakharkar et al., 1998),
en particulier contre les champignons dermatophytiques (Villasenor et al., 2002) et des activités

antioxydantes (Pukumpuang et al., 2012).

L'extrait alcoolique de C. angustifolia Vahl a présenté une activité hypotensive
significative et inactivé le virus Herpes simplex de type I. (Sydiskis et al., 1991)

L'extrait éthanolique de fleurs de C. auriculata (L.) Roxb. a montré un effet antihyper-
lipidémique et antioxydant sur les rats hyperlipidémiques (Panneerselvam et al., 2013) tandis
que les extraits aqueux de fleurs et de graines ont montré une activité hypoglycémiante
(Satyavati et al., 1976). L'extrait alcoolique de racines a présenté une activité antivirale
(Satyavati et al., 1976). L'extrait a l'acétate d'éthyle des feuilles a montré une activité
antioxydante significative (Jain et al., 2009) tandis que son extrait aqueux de feuille a montré

une activité antidiabétique contre les rats diabétiques (Gupta et al., 2010).

Les extraits méthanoliques et aqueux de feuilles, d'écorces et de graines de C. fistula L.
ont montré des activités antimicrobiennes (Samy et al., 2013) et cytotoxiques (Satyal et al.,
2013) significatives. L'extrait méthanolique de I'écorce a montré une activité antioxydante
élevée (Kumar et al., 2012) tandis que I'extrait alcoolique et aqueux a démontré des activités

hypoglycémiantes et antidiabétiques (Vijayalakshmi et al., 2009).
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L'extrait de C. nigricans Vahl a présenté des propriétés antiulcérogenes ainsi que des

effets anti-inflammatoires et analgésiques (Akah et al., 1998).

Les extraits aqueux et éthanoliques de C. tora L. se sont avérés présenter une activité
antimicrobienne significative (Jayasutha et al., 2011). Les fractions d'éther diéthylique et de
chloroforme de I'extrait méthanolique de graines avaient une forte activité de promotion
antitumorale (Park et al., 2011). L'extrait méthanolique de feuilles de cette plante a présenté des
activités purgatives (Maity et al., 2003), hépatoprotectrices (Maity et al., 1997).

1.2.6.4 Principaux métabolites secondaires isolés du genre Cassia

La recherche phytochimique et pharmacologique a montré un vif intérét pour les espéces
de Cassia en raison de leurs excellentes valeurs medicinales. Elles sont riches en polyphénols,
dérivés d'anthraquinone, flavonoides et polysaccharides. Les propriétés médicinales de ces

especes sont dues a leur contenu en dérivés d'hydroxyanthraquinone (Ayo, 2010).

a) Flavonoides

IIs constituent I'une des classes de composés les plus caractéristiques des plantes
supérieures. Les flavonoides peuvent étre extraits de différentes parties des plantes, telles que
les graines, les feuilles, les tiges et les gousses. La recherche sur la structure chimique de ces
flavonoides isolés du genre Cassia a révélé de nombreuses classes de composeés différentes, en
particulier les flavones, ce qui traduit la complexité du métabolisme du genre Cassia (Zhao et
al., 2016).

Deux nouvelles flavones, la torosaflavone C (106) et D (107), furent isolées des feuilles
de C. torosa Cav. par Kitanaka et al., (1991) et la premiére démontra une activité cytoxique in

vitro sur des souches de cellules KB du cancer épidermoide de la cavité buccale.

106

Il a été reporté que les feuilles de C. nigricans Vahl contiennent un flavonoide

pharmacologiquement actif (activité antimicrobienne), la lutéoline (108) (Ayo, 2010).
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Les travaux entrepris par Durgesh et al. en 2013 sur I'extrait des feuilles de C. tora, ont
conduit a I’isolement et la caractérisation de la quercétine (7) tandis que Vijayalakshmi et
Madhira 2014 isolérent trois flavonoides, a savoir la lutéoline-7-O-B-glucopyranoside (109), la
quercétine-3-O-p-D-glucuronide (110) et la formononétine-7-O-R-D-glucoside (111) qui a

démontré une activité antipsoriasique.

109

111 ©H O

Le criblage bio-guidé des extraits de C. angustifolia a conduit & l'isolement et a
I'identification de trois flavonoides, la querciméritrine (112), la scutellaréine (113) et la rutine
(9) qui ont montré une activité anticancéreuse et antioxydante significative (Ahmed et al.,
2016).

OH

112

La chromatographie sur colonne de différentes fractions de feuilles, fleurs, écorces et tiges

de C. nodosa Buch.-Ham. ex Roxb. a permis d’isoler des composés purs comprenant une
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homoisoflavanone qui a été identifiée comme la 5,3',4'-triméthoxy-7-methyl-3-benzyl
chromanone (114) ; et deux flavonoides qui ont été identifiés comme: le kaempférol-3-O-a-L-
rhamnoside (115) et la quercétine-3-O-a-L-rhamnoside (116) (Suzy et al., 2016).

115: R=H
116: R=OH

b) Anthraquinones

Les especes de Cassia sont une riche source d'anthraquinones connues comme colorants
naturels, et qui prennent de lI'importance ces dernieres années en raison de la pollution de
I'environnement causée par les colorants synthétiques. En plus des propriétés de production de
colorants, ils sont utilisés dans les cosmétiques et les produits pharmaceutiques. Ainsi, les
especes de plantes Cassia peuvent servir de source commerciale d'anthraquinones naturelles
(Hemen et Lalita, 2012).

Il a été découvert que dans le semis de C. senna, le chrysophanol (83) était la premiere
anthraquinone formée, puis l'aloe-émodine (117) apparaissait, et enfin la rhéine (118) qui a
démontré une bonne activité purgative (Ganapaty et al., 2002). Au cours du développement du
fruit, les quantités de glycoside d'aloe-émodine et de glycoside de rhéine diminuent nettement
et les sennosides A (119) et B (120) s'accumulent dans le péricarpe (Fairbairn, 1967; Trease,
1989).

OH OH

O OH o OH
CH,OH COOH
o} 0

119 : R;= R, =COOH; 10-10" = Trans
117 118 120 : R;= R, =COOH; 10-10' = Meso
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Au cours d’une étude détaillée sur les extraits de feuilles de C. nigricans Vahl, un
constituant actif, le 1,6,8-trihydroxy-3-méthylanthraquinone (émodine) (79) a été isolé
(Obodozie et al., 2004; Ayo et Amupitan, 2007) de méme qu’a partir de tissus in vivo (feuilles)
et in vitro (callus) de C. tora L. (Durgesh, 2013). En 2008, I'isolement bio-guidé effectué par
Georges et al. sur I'extrait de feuilles de C. nigricans Vahl a conduit a des anthraquinones :

I'acide émodique (121) et la citréoroseine (122).

OH O OH OH O OH
HO ‘ ‘ COOH HO ‘ ‘ CH,OH
0) (0]
121 122

Des feuilles de C. alata des quinones telles que I'émodine (79), I'aloe-émodine (117), le
chrysophanol (83), I'isochrysophanol (123), la rhéine (118) (Saito et al., 2012) et la 1,3,5-
trihydroxy-7-methylanthracene-9,10-dione (124) ont été isolés (Mitra et al., 2016).

OH O OH OH O OH
OO 20®
H5C OH
o) 0
123 124

De I'extrait au méthanol des écorces de tige de Cassia siamea, deux anthraquinones ont
été isolés, le chrysophanol (83) et le physcion (125), et ce dernier a démontré une bonne capacité
a inhiber I'effet cytopathique du poliovirus en culture tissulaire (Ogbole et al., 2014). Une
pléthore d’études a montré diverses propriétés pharmacologiques du chrysophanol, incluant les
activités  anticancéreuses, hépatoprotectrices, neuroprotectrices, anti-inflammatoires,

antiulcéreuses, antidiabétiques et antimicrobiennes (Prateeksha et al., 2019).

OH O OH

Joos

0]
125

OCH;
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c) Terpénoides

Les terpénoides constituent une autre grande famille de métabolites secondaires,
composée de plus de 40 000 composeés différents. Ceux issus du genre Cassia ont démontré une
grande biodiversité de classes et des propriétés pharmacologiques importantes. Les
monoterpenes, sesquiterpénes et diterpenes se sont révélés posséder une activité antioxydante
notable dans différents tests in vitro. Il a été démontré que les tétraterpenes et les caroténoides
possedent une puissante activité antioxydante dans les études in vivo et in vitro, cependant,
certains caroténoides precieux tels que le béta-carotene ont montré des effets prooxydants a

haute concentration et pression d'oxygéne (Savarinayagam et Shanmugavadivelu, 2019).

Des huiles essentielles des feuilles de C. alata, ont été isolés une variété de composés
actifs tels que le 1,8-cinéole (126), le B-caryophylléne (127), I'oxyde de caryophylléne (128),
la limonéne (129), le germacréne D (130) et I’a-selinene (131) (Ogunwande et al., 2010).

128

O >E[} ;_
d/\&l >
126 127
129 130

Au cours de la méme année 2010, Sob et al. isolérent trois triterpénes de I'extrait a

131

I’acétate d’éthyle des brindilles de C. obtusifolia : Lupéol (38), I’a-amyrine (94) et I’acide
butilinique (132) qui furent précedemment isoles respectivement de C. siamea, C. italica et C.

greggii.
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La chromatographie sur colonne de différentes fractions de feuilles, de fleurs et d'écorce
de tige de C. nodosa Buch.-Ham. ex Roxb. a donné un triterpénoide identifié comme le lupéol
(38), ainsi qu’un diterpene, le 2-méthoxy-3-ene-15-0-(4'-chlorobenzoyl) clérodane (133) (Suzy
etal., 2016).

Cl

133

d) Alcaloides

Depuis I'identification du premier alcaloide en 1806, plus de dix mille alcaloides ont été
isolés des plantes (Bruneton, 1999). En fait, les alcaloides forment un groupe hétérogene, du
point de vue de la structure et des propriétés chimiques que des effets biologiques qu'ils

manifestent.

L’investigation phytochimique des feuilles et des racines de la plante de C. absus par
Krishna et al. (1979) a conduit a I’isolement d’un alcaloide imidazole, la chaksine (134) qui
inhibe 1’activité musculaire et le sens de 1’équilibre. Elle a également des effets hypotenseurs

et antibactériens (Schmelzer et al., 2008).

NH,
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Les fleurs de Cassia spectabilis ont produit trois nouveaux alcaloides de pipéridine, (-) -
3-O-acetylspectaline (135), (-)-7-hydroxyspectaline (136) et iso-6-spectaline (137), ainsi qu’un
alcaloide connu, la (-)-spectaline (138) (Viegas et al., 2004).

R,0,,,, 135 Ry = CHg; Ry = Ac
R1““‘©""’/\H§\n/ 136 R, =CH,0H; R,=H
' 138 R, = CHg; R, = H

H 0
HO,,,

SN 9

137

La cassiaindoline (139), un nouveau dimeére d’alcaloide indolique isolé des feuilles de C.
alata L., a montré une activité analgésique et anti-inflammatoire sur des souris (Villasefior,

2009).
OH

OH O

139
OH

L’étude chimique des constituants bioactifs des graines de C. alata Linn. a conduit a
Iisolement d'un nouvel alcaloide cannabinoide: le 4-butylamino-6-hydroxy-10-
méthyldronabinol cannabinoide (140) (Okwu, 2011).

‘ OH

09
(0) H/\/\

4

140

Trois nouveaux alcaloides tricycliques, les siamalcaloides A — C (141-143), ainsi que
trois alcaloides connus (144-146) ont été isolés des rameaux de Cassia siamea. Ces composés
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ont été testés pour leur activité antivirale de la mosaique du tabac (anti-VMT), et le composé
143 a présenté une activité anti-VMT élevée avec un taux d'inhibition de 34,5%, supérieur a
celui du contrdle positif (Wu, et al., 2016).

R4
N 141: R{=0OMe R,=H R; = OH
N
R; = 142: Ry=OH R,=H R3 = OH
O = 143: R1 =H R2 = OMe R3 = OH
144: R;,=0OH R,=H R3=H
Rs
HO
AN 0 S o
N OMe
OH (o) o
145 146

1.2.7 Cassia arereh Delile

1.2.7.1 Présentation

Cassia arereh Delile est un arbre pouvant atteindre 10 m de hauteur, avec un fat droit de
30 cm de diametre possédant des inflorescences terminales simples et des gousses marron-
déhiscentes de 30-60 cm de long. Son écorce gris foncée, est écailleuse et d’une coupe brun

clair. Ses feuilles vert clair pourprates, ses pétales jaunes et son fruit brun foncé (Arbonnier,
2004).

C'est une plante ligneuse a feuilles cadugues qui se rencontre souvent dans les endroits
rocheux ou dans les habitats riverains. Elle est largement répandue en Inde et en Afrique dans

le nord du Nigeria, au Cameroun, en Ethiopie, au Soudan et en Erythrée (Arbonnier, 2004;
Olusola et al., 2011).

Figure 12 : Ecorces du tronc de Cassia arereh Delile (Botanica, 2019)
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1.2.7.2 Utilisations ethnomédicinales

Presque toutes les parties de la plante sont utilisées localement comme médicament. La
décoction de la racine et de I'écorce de tige est utilisée contre des maladies telles que la diarrhée,
la dysenterie, les maux d'estomac, 1’ascite, les maux de téte, la toux, les rhumatismes, le mal de
dos, la cicatrisation, la faiblesse sexuelle, la peste aviaire, la fievre jaune et le paludisme
(Arbonnier, 2004; Musa et al., 2011).

Les racines sont utilisées comme agent anticancéreux dans I'état de Borno, au Nigeria
(Ngulde et al., 2015).

Les feuilles sont utilisées comme diurétique, antipyrétique, analgésique et dans le
traitement de la pleurésie, des bralures, de la diarrhée, de la dysenterie, de la dermatite, du
paludisme, des infections cutanées et des maladies du foie (Arbonnier, 2004; Musa et al., 2011).

La pulpe du fruit est utilisée comme laxatif tandis que la graine est utilisée pour le
traitement de la pneumonie et a des fins magico-religieuses (Arbonnier, 2004; Musa et al.,
2011).

1.2.7.3 Propriétés biologiques et pharmacologiques

La plante présente différentes activités biologiques telles que des propriétés
antimicrobiennes, antitrypanosomiales in vitro, larvicides, antiplasmodiales et cytotoxiques.
Les etudes affirment que C. arereh Delile contient des alcaloides, des anthraquinones, des
hydrates de carbone, des glycosides cardiaques, des flavonoides, des phénols, des saponines,
des stéroides, des tanins et des terpenoides (Olusola et al., 2011; De et Maori, 2009; Ngulde et
al., 2010; Akanbi et Nnakaogu, 2012; Ngulde, 2013; Imam et Abd Alla, 2013; Ado et Garba,
2014).

Les activités antioxydante et anti-hémolytique (Laure et al., 2015) des feuilles de C. arereh
Delile ont été démontrées tandis que Abbas et al. en 2017 ont montré leur activité

hépatoprotectrice sur des rats.

Les racines de C. arereh Delile ont montré sur des rats albinos un potentiel anti-
trypanosomial (Ngulde, 2013) et des propriétés gastroprotectrices, antioxydantes et

antibactériennes sur un modele de rats Wistar (Mezui et al., 2017).
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1.3 Biosynthese de quelques classes de composés
1.3.1 Biosynthése des flavonoides

Les flavonoides sont synthétisés dans les plantes au niveau des chloroplastes. Ces
métabolites secondaires ont pour composés de départ la malonyl-CoA et les dérivés-CoA de
I’acide cinnamique (cinnamoyl-CoA) : ces derniers se forment avec l’intervention de
cinnamoyl-CoA ligase. C’est ’acétyl-CoA carboxylase qui prépare le malonyl-CoA ou trois
molécules de cette derniere et la cinnamoyl-CoA produisent a 1’aide de la chalcone synthase, la
structure de base en C-15 sous forme d’une chalcone soit la 4,2°,4°,6’-tetrahydroxychalcone
(Kupchan et Bauerschmidt, 1971). Cette chalcone est 1’intermédiaire caractéristique de la
biosynthese des divers flavonoides. Elle est en équilibre avec les flavanoides. Cet équilibre
étant contr6lé par une enzyme la chalcone isomérase, cette derniére induit une fermeture
stéréospécifique du cycle (addition syn. sur la double liaison) conduisant a la seule (2S)-
flavanone (Herz et al., 1972).

* Les aurones dérivent directement des chalcones;

* L’oxydation des flavanones suivi de réarrangement, c¢’est-a-dire le déplacement d’un
groupement aryle de C-2 & C-3 en présence d’enzyme isoflavone synthase conduit a la
formation d’isoflavone ; elle est considérée comme une réaction spécifique pour la
biogenése des isoflavonoides (Gottlieb et Mors, 1980) ou le compose 2-hydroxy isoflavone
est considéré comme un intermédiaire (Rajbhandari et Roberts, 1983);

 L’introduction d’une double liaison entre C-2 et C-3 dans les flavanones conduit a la
formation des flavones. Cette réaction est catalysée par deux types d’enzymes différentes:
la flavone synthase | et la flavone synthase II ;

» L’hydroxylation des flavanones en position 3 conduit aux dihydroflavonols, cette
réaction est catalysée par 1’enzyme flavanone 3-hydroxylase;

* Le dihydroflavonol est considéré comme un intermédiaire direct pour la synthése des
flavonols et des flavan-3,4-diols. Ce dernier est un intermédiaire biosynthétique dans la
formation des proanthocyanidines des anthocyanidines et catéchines (flavanols);

* Les flavonols sont formés par 1’introduction d’une double liaison entre C-2 et C-3 dans

les dihydroflavonols en présence d’enzyme flavonol synthase (Winkel-Shirley, 2001).

Toutes ces étapes sont illustrées dans la figure 13 suivante.
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Figure 13 : Voie de biosynthése des flavonoides (Winkel-Shirley, 2001 ; Weston et
Mathesius, 2013)
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1.3.2 Biosynthese des terpenoides

A partir de I'acétyl-CoA, la biosynthése des composés terpéniques (Fig. 14) débute par

une unité structurale commune : I'unité isopréne (Sell, 2003).

L’existence des motifs isopréniques est suggérée pour la premiéere fois par Wallach en
1887. 1l fut le premier a proposer 1’hypothése que des condensations successives d’unités
isoprénes de maniére « téte-a-queue » donnent des composés chimiques a n fois cing atomes de
carbone (Wallach, 1887). Quelques dizaines d’années plus tard (1953), le chimiste Léopold
Ruzicka, transformait cette hypothése en une régle générale dite « la régle isoprénique » dont

le principe a été, depuis confirmé expérimentalement (Bruneton, 1999).

Plus précisément, les terpenes peuvent étre biosynthétisés par deux voies principales
soit a partir du 3-isopentényle pyrophosphate (IPP) et du 3,3-diméthylallyle pyrophosphate
(DMAPP), eux-mémes formés a partir de I’acétyl-CoA (Bohlmann et al., 1999; Sell, 2003). Par
la suite, a I'aide d'enzymes situes dans différents compartiments de la cellule végétale, I'IPP et
le DMAPP peuvent se lier et former le géranyle pyrophosphate (GPP), qui est le précurseur et
la base de tous les monoterpenes. Ainsi, le géranylgéranyle pyrophosphate (GGPP) et le
géranylfarnésyle pyrophosphate (GFPP) sont synthétisés en ajoutant un a un les unités d'IPP
nécessaires sur les molécules d'IPP ou de DMAPP selon la molécule finale voulue (Bohlmann
etal., 1999). Donc, a partir de ces différentes unités, la plupart des terpénes peuvent étre générés
et ainsi contribuer au métabolisme de la plante. Dans son ensemble, les composés terpéniques
se biosynthétisent grace a la présence d'enzymes qui sont nécessaires a leur production
(Gershenzon et al., 1989; Wang et al., 2008).

Une classe d’enzymes dénommeées prényltransférases entre en jeu dans la syntheése des
monoterpénoides, sesquiterpénoides et diterpénoides. Ces enzymes catalysent le transfert des
unités IPP a des accepteurs allyliques diphosphate (Akhtar et al., 2013). Parmi celles-ci, la
géranyl diphosphate synthase catalyse la formation de géranyl diphosphate (IPP + diméthylallyl
diphosphate), la farnésyl diphosphate synthase, la formation de farnésyl diphosphate (géranyl
diphosphate + 1 unité de IPP) et la géranylgéranyl diphosphate synthase, la formation de
géranylgéranyl diphosphate (farnésyl diphosphate + 1 unit¢ IPP). D’autres enzymes
interviennent pour la synthese des triterpenoides et des tétraterpenoides. La squaléne synthase
catalyse la formation du squaléne résultant de 1’association de deux farnésyl diphosphates
(Liang et al., 2002). De méme la conversion de géranylgéranyl diphosphate en phytoéne est
catalysée par la phytoene synthase et constitue la premiére étape dans la biosynthese des

caroténoides (Fraser et al., 2002)
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Figure 14 : Voie de biosynthése simplifiée des terpenoides
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e Biosynthese des triterpenes pentacycliques

Dans les plantes supérieures, I’oxydosqualéne est I’intermédiaire biosynthétique commun
des stéroides et des triterpenes. Le squaléne formé est oxydé par le squalene oxydase (Fig. 15).
La cyclisation enzymatique du 2, 3-oxydosqualéne peut se faire selon des conformations
«Chaise-bateau-chaise» pour donner le cation protostenyle, lui-méme converti ensuite en
cycloartenol ou lanostérol. Ces cyclisations sont catalysées respectivement par les 2,3-
oxydosqualéne cyclase (OSCS), le cyclosynthase (CS) et le lanostérol synthase (LS) (Goodwin,
1979). La synthése des triterpenes peut se faire également selon des conformations «chaise-
chaise-chaise» pour donner le cation dammarenyle tétracyclique. Ce dernier peut subir
ultérieurement des réarrangements conduisant a la formation des triterpénes pentacycliques
(Fig. 15) (Manitto, 1980).
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Figure 15 : Biosynthése de triterpénes pentacycliques (Goodwin, 1979; Manitto, 1980)
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1.3.3 Biosynthese des céramides

Les céramides sont largement distribués dans les membranes cellulaires ou ils jouent un role
structurel important. lls participent également a la signalisation intracellulaire et a la régulation
de la croissance, de la migration, de I’apoptose et de la différenciation cellulaires (Hannun et
Obeid, 2008). Les céramides sont constitués d’une base sphingoide a longue chaine qui est liée
a un acide gras par une liaison amide.

Les céramides sont principalement issus de la voie de synthese de novo, a partir d’acides
gras saturés (en particulier le palmitate) (figure..). Cette synthése, qui s’effectue dans le
réticulum endoplasmique, est le résultat de différentes réactions qui commencent par la
condensation de la sérine avec le palmitoyl-CoA. Cette réaction est catalysée par la sérine
palmitoyl-transférase et génere le 3-keto-dihydrosphingosine, qui sera réduit en
dihydrosphingosine par la 3-keto-dihydrosphingosine réductase. La dihydrosphingosine est
ensuite N-acylée par différentes enzymes isoformes de céramide synthases (CerS) pour former
des dihydrocéramides de différentes longueurs de chaine. Ces enzymes catalysent la méme
réaction chimique, mais elles présentent des caractéristiques spécifiques quant a la longueur des
chaines d’acyl-CoA qu’elles utilisent pour la N-acylation. C’est donc de la nature des isoformes
de CerS que dépend la composition en acides gras des céramides. La chaine carbonée de la
partie sphingoide, constituant la dihydrocéramide, sera finalement désaturée par la

dihydrocéramide désaturase pour former un céramide (Hannun et Obeid, 2018) (fig. 16).

. - . s .57
These de Doctorat/PhD en Chimie Organique Rédigée et soutenue par BALEMAKEN MISSI Marius



Réticulum endoplasmique

Golgi

Serine + palmitoyl-CoA

serine palmitoyltransferase
3-cetodihydrosphingosine (KDS)

3-KDS reductase
NH,

o LI

OH

. o (A)
dihydrospingosinehydroxylase

NH, OH W
HO
\)\/K/\/\/\/\/\/\/ (e} (C)
OH Dihydrosphingosine ou sphinganine HO\)\/K/\/\/\/\/\/\/

Ceramide synthase (A)
Dihydroceramide desaturase

OW OM
HO\)\/K/\/\/\/\/\/\/ HOM/\/\/\/\/\/\/
Ceramide (C)

OH OH

. Glycoceramide synthase (B)
Ceramide hydroxylase (A)

HO
I\/\/\/\/\/\/\/\ ® ‘ | o
o (©) »  Glycoceramide, glycosphingolipid ou encore

NH OH cérébroside

oA A A

OH

Figure 16 : Biosynthese des céramides (Beckmann et al., 2003 ; Hanada, 2005 ; Guan et
wenk, 2006)
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1.4 Généralites spectroscopiques (RMN 1D) pour la détermination de quelques classes

de composés

La résonance magnétique nucléaire ou RMN est une technique utilisée pour I’analyse des
structures de nombreuses molécules chimiques. Elle sert principalement a la détermination
structurale des composés organiques. Les principaux noyaux étudiés sont le proton 'H, le

carbone °C, le phosphore 3P, et I’azote °N.

Cette méthode repose essentiellement sur le phénomeéne de magnétisme. En effet, les
noyaux de certains atomes (*H, 3C, etc....) possédent un moment magnétique nucléaire, c'est -
a-dire qu’ils se comportent comme des aimants microscopiques caractérisés par une grandeur
quantique appelée «le spin». La technique de RMN étudie le comportement des noyaux
atomiques en présence d'un champ magnétique externe. Le champ magnétique appliqué aux
produits entraine un dédoublement des niveaux d'énergie du spin nucléaire, de sorte qu'on
puisse induire des transitions entre eux, suite a I'absorption d'une radiation électromagnétique
adéquate. Les échantillons sont dissous dans un solvant deutéré qui peut étre du méthanol, du
chloroforme, de la pyridine etc. Ces solvants possédent des déplacements chimiques
spécifiques. Le tube contenant 1’échantillon est soumis au champ magnétique permettant

I’obtention des spectres utiles a la I’¢lucidation structurale (Wilson et al., 1968).

Nous nous attarderons dans la suite sur la RMN monodimensionnelle (RMN — 1D) proton
'H et carbone 3C.

Le spectre RMN du proton est une méthode puissante utilisée dans la détermination
structurale des composés organiques inconnus. Il fournit de nombreuses informations telles que,
les différents types d’hydrogénes présents dans la molécule analysée, les différents types
d’hydrogenes présents dans I'environnement électronique, le nombre d'hydrogénes "voisins"
d’un hydrogene donné et le déplacement chimique caractéristique de chaque proton (Gunther,
1994).

Dans I’expérience RMN *3C, chaque atome de carbone qui est dans un environnement
unique provoque une créte distincte sur un spectre. Généralement, cette technique permet de
mettre en évidence tous les carbones de la molécule. L'analyse se base sur les déplacements
chimiques observés en fonction de I'environnement de chacun des atomes de carbone. Cette
expérience permet la mise en évidence des carbones primaires (CH3), secondaires (CH2),

tertiaires (CH) et dans une moindre mesure les carbones quaternaires (Ginther, 1994).
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1.4.1 Analyse par résonance magnétique nucléaire (RMN) des flavonoides

Concernant I’analyse des flavonoides, la spectroscopie de résonance magnétique
nucléaire de proton (RMN H) permet de visualiser les relations existant entre les protons des
différents noyaux et déduire leur degré de substitution. Elle permet également de repérer les
groupements méthoxylés, de dénombrer les sucres et d’envisager leur mode de liaison a la
génine.

Les positions relatives des protons sur les noyaux A et B sont facilement déductibles grace

aux valeurs des constantes de couplage.

Lorsque le noyau A est disubstitué par des OH en 5 et 7, les protons H-6 et H-8 présentent
deux doublets, respectivement entre 6,16 et 6,25 ppm avec une constante de couplage J = 2,5
Hz et entre 6,39 et 6,56 ppm avec la méme constante de couplage. La substitution des OH en

positions 5 et/ou 7 conduit au déblindage des deux protons voisins (Markham et Geiger, 1994).

Le déplacement chimique des protons du noyau B se trouve entre 6,7-7,9 ppm. Ce
déplacement chimique est basé sur les substituants dans le noyau B et le degré d’oxydation du
noyau C. Quand le noyau B est monosubstitué en 4', les quatre protons H-2', H-3', H-5' et H-6'
présentent deux doublets dont les constantes de couplages sont identiques (8,5 Hz). Les protons
H-2' et H-6' résonnent toujours a des champs inférieurs a ceux des protons H-3' et H-5'
(Markham et Geiger, 1994).

Le proton H-3 d’une structure flavone résonne entre 6 et 7 ppm sous forme d’un singulet

(Markham et Geiger, 1994), pouvant étre confondu avec les protons H-6 et H-8.

Concernant 1I’analyse des signaux provenant des protons de la partie osidique, le proton
anomérique apparait sur le spectre sous forme d’un doublet déblindé par rapport aux autres
protons osidiques. La valeur de la constante de couplage permet de distinguer les anomeres S
(J =7-8 Hz) des anomeéres o (J = 2,5-4 Hz) (Markham et Mabry, 1975). Le proton anomeérique
lié a un autre ose, devient relativement loin de I’influence du noyau flavonique, et résonne a
champ plus fort que le proton anomérique lié a la génine. A titre d’exemple dans le cas de
Kampférol 3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)--D-glucopyranoside, le proton H-1" du
rhamnose résonne a 4,54 ppm dans le méthanol deutérié (Sang et al., 2002) alors que dans le
cas du Kampférol-3-O-rhamnoside le proton anomérique H-1" résonne a 5,43 ppm avec une

constante de couplage J = 2,1 Hz (Bilia et al., 1996).

La RMN carbone *C quant & elle donne des informations utiles et nécessaires pour

identifier la molécule, telles que le nombre total d’atomes de carbone du composé flavonique
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ainsi que leur environnement. Egalement, elle nous renseigne sur le type des liaisons —C et / ou
—O sucres. Les carbones présentant de faible densité électronique, de nature carbonyle ou
aromatique, résonnent aux champs faibles (dc 130-185 ppm) alors que les autres carbones
(aliphatiques par exemple) ont des signaux RMN qui se situent dans la gamme dc 0-110 ppm
(Aramendia et al., 1995 ; Markham, 1976).

1.4.2 Analyse par résonance magnétique nucléaire (RMN) des triterpénes

Les triterpénes ont fait I’objet de plusieurs études consacrées a leur analyse structurale

(Kuo et al., 2000; Thanakijicharoenpath et al., 2007; Andras et al., 2008; Chiy et al., 2008).

Le spectre RMN H des triterpénes est peu spécifique. Il présente néanmoins une série de
pics caractéristiques dans 1’intervalle dn 0,5 - 2 ppm, correspondant aux groupements méthyles.
Le profil (nombre, multiplicité, déplacement) permet une orientation concernant le type et la
série du noyau triterpénique (Hans et al., 1973; Marcia et al., 1999; Yu et al., 2006; Mario et
al., 1999; Andras et al., 2008; Chiy et al., 2008;). L’examen de la région dx 2 & 6 ppm indique

I’environnement auquel sont soumis les protons fonctionnels (hydroxyle, double liaison,...).

Le spectre RMN 3C est trés précieux dans la détermination structurale des noyaux
triterpéniques. 11 nous permet de bien mettre en évidence les 30 atomes de carbone qui
constituent le squelette des triterpenes, et en particulier les groupements carbonyles, acide
carboxylique et alcool, par leurs déplacements chimiques spécifiques (environ éc 210 ppm pour
un carbonyle, oc 170 ppm pour un acide carboxylique et oc 70 ppm pour un alcool) (Marcia et
al., 1999; Mario et al., 1999).

1.4.3 Analyse par résonance magnétique nucléaire (RMN) des céramides

Le spectre de RMN du proton présente géneralement un doublet intégrant pour un proton
vers o 8,70 ppm ayant une constante de couplage J = 8,8 Hz, ceci lorsque le solvant de
dissolution ne contient pas de trace d’eau deutérée. Celui-ci est échangeable a 1’eau lourde et
correspond au proton porté par 1’azote de ’amide. Ce spectre de RMN H présente également
le triplet vers Jn 0,8 ppm intégrant pour 6 protons qui sont attribuables aux méthyles terminaux
ainsi qu’un singulet large entre on 1,20-1,40 ppm qui est la séquence successive des
methylénes, un multiplet entre o1 2.20 et 2.00 ppm représentant les protons en position allylique
au cas ou la molécule a des doubles liaisons ou en position B du carbonyle. Dans le cas ou le

composé a une double liaison de configuration cis, deux multiplets presque confondus sont
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observés autour de 5,40ppm et trés distincts autour on 5,70 et 5,45 ppm si elle est de

configuration trans (Ishii et al., 2006).

Le spectre de RMN 3C exhibe deux pics trés voisins ou chevauchants vers éc 130,0 ;
134,0 et 136,0 ppm pour la double liaison. Ce méme spectre montre deux carbones
caractéristiques autour de Jdc 54,0 et 175,5 ppm correspondant au carbone aliphatique lié a
I’azote et au carbonyle de la fonction amide. On observe aussi le signal caractéristique de la
succession de méthylénes entre dc 29,0 et 33,0 ainsi qu’un signal & dc 14,4 ppm attribuable aux

méthyles terminal (Ishii et al., 2006).

Toutefois, des analyses complémentaires sont necessaires pour déterminer la longueur
des chaines sphingosine et acide grace a une réaction de méthanolyse du céramide, suivie d’une
analyse en spectrométrie de masse. Et pour le positionnement des insaturations sur les longues
chaines carbonées (si la molécule en posseéde) cela est rendu possible au travers d’une réaction

du céramide avec le diméthyldisulfure (DMDS), suivi d’une analyse en spectrométrie de masse.
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1.5 Généralités sur les pathologies ciblées
1.5.1 Infections microbiennes

Les maladies infectieuses sont les maladies les plus fréquentes ; plus d’un tiers des
malades hospitalisés recoivent au moins un antibiotique. Au début du 21°™ siécle, les maladies
infectieuses ont été responsables d’environ un quart des décés dans le monde, causant au moins
10 millions de déces par ans, principalement dans les pays tropicaux (Dye, 2014). Au Cameroun
par exemple, ils ont été responsables d’environ 54% de décés en 2016 (CDC, 2019). Parmi les
maladies infectieuses, on distingue les maladies bactériennes, les maladies fongiques, les

maladies parasitaires et virales (Labayle, 2001).

1.5.1.1 Les bactéries

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires classés parmi les procaryotes, car
ils ne possedent pas de membrane nucléaire. Ce caractére les distingue des autres organismes
unicellulaires classés parmi les eucaryotes (champignons, algues, protozoaires) (Nauciel et
Vildé, 2005).

Paroi cellulaire
Membrane plasmioye

Cytoplasmg

Flagelle

Nucleoide

Figure 17: Cellule bactérienne (Futura-Science, 2019)

1.5.1.2 Leschampignons

Ce sont des microorganismes pourvus de noyaux (eucaryotes). Plusieurs especes de
champignons sont pathogénes chez I’lhomme. En effet, certains Candida sont responsables de
mycoses et les dermatophytes sont responsables de plusieurs variétés de teignes. Les
champignons peuvent envahir les organes internes (poumons) et provoquer une infection
pulmonaire. Ces infections surviennent chez des personnes qui ont subi une dépression du

systeme immunitaire (Nielsen et Heitman, 2007).
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1.5.1.3 Mode d’action des antibiotiques

Une substance antibiotique est un médicament ayant la propriété de tuer de fagon ciblée
des microbes (bactéries, champignons) ou d’empécher leur prolifération.

Le mode d'action des antibiotiques consiste a bloquer les processus métaboliques vitaux
spécifiques des bactéries et des champignons sensibles et arrétent ainsi leur développement, le
plus souvent seulement temporairement (effet bactériostatique ou fongistatique selon le cas)
mais parfois définitivement (effet bactéricide ou fongicide selon le cas). Cet effet ne se
manifeste qu’a partir d’une certaine concentration de 1’antibiotique, la concentration minimale
inhibitrice (CMI). Si la concentration descend en-dessous de la CMI, la croissance microbienne
reprend le plus souvent (Walsh, 2003).

Chaque antibiotique posséde un spectre d'action, qui est la flore microbienne sur laquelle
il exerce son activité bactéricide ou bactériostatique, il est d'autant plus large, ou étendu, que le
nombre des espéces microbiennes sensibles est grand. Le spectre d'action varie d'un antibiotique
a l'autre.

Ainsi, les antibiotiques ont été classés (Dupont, 1987; Cos et al., 2006) selon leur mode
d’action en:

v Antibiotiques inhibiteurs des synthéses du peptidoglycane : ils affectent la paroi de la
bactérie en inhibant sa synthése. C’est ’exemple de I’inhibition du peptidoglycane par
la pénicilline ou par les polyphénols.

v" Antibiotiques actifs sur les enveloppes membranaires : lls altérent la membrane
plasmique pour inhiber la croissance de la bactérie ou conduire a sa mort. La membrane
plasmique agit comme une barriere sélective. Elle régularise I’entrée et la sortie des
substances chez les microbes.

v' Antibiotiques inhibiteurs des synthéses protéiques: Ils agissent en inhibant
I’incorporation des acides aminés dans les chaines polypeptidiques ou en inhibant la
combinaison aminoacide : ARN de transfert (ARNt) avec le ribosome ou encore
inhibant méme la formation de la liaison peptidique par les peptidyltransferases dans la
bactérie.

v Antibiotiques inhibiteurs des acides nucléiques : les métabolites secondaires de plantes
peuvent bloquer la synthése de I’ADN ou de I’ARN. La vie de la bactérie peut étre

compromise par toute perturbation du fonctionnement de I’ARN et de ’ADN.
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Figure 18 : Cibles antibiotiques (Cheesman et al., 2017)

1.5.1.4 Résistance bactérienne et mécanismes

L'émergence rapide de bactéries résistantes se produit dans le monde entier, mettant en
danger l'efficacité des antibiotiques, qui ont sauvé des millions de vies. La crise de cette
résistance aux antibiotiques a été attribuée a la surconsommation et a la mauvaise utilisation de
ces médicaments, ainsi qu'au manque de développement de nouveaux médicaments par
I'industrie pharmaceutique en raison de la réduction des incitations économiques et des
exigences réglementaires difficiles (Ventola, 2015).

Le spectre d’activité d’un antibiotique (ATB) ou d’un extrait de plante recense les especes
bactériennes sensibles a cet ATB, mais lorsqu’une expérience est dite "non sensible", il n’entre
pas dans ce spectre et par conséquent posséde une résistance dite naturelle liée aux caractéres
génétiques propres a 1’espece. L utilisation des ATB depuis de nombreuses années a contribué
a sélectionner des souches résistances au sein d’espece normalement sensibles : c’est la
résistance acquise.

Au laboratoire, on définit une bactérie résistante a un ATB lorsque cette bactérie supporte
des concentrations inhibitrices de cet ATB (supérieures aux concentrations que I’on peut obtenir
dans ’organisme) sans étre affectée. La résistance est toujours exprimée par rapport a une
valeur de référence qui est la CMI (concentration minimale inhibitrice). On distingue la :

v Résistance naturelle : elle est programmée sur le génome bactérien. Elle est fixe et
constante a I’intérieur du taxon ; elle est transmissible & la descendance naturelle et
constitue un critére d’identification.

v’ Résistance acquise : Une souche bactérienne devient résistante lorsqu’elle peut croitre

en présence d’une concentration d’ATB plus ¢élevée que la concentration qui inhibe les
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souches normalement sensibles. Les mécanismes de résistance acquise sont nombreux

et ont un support génetique, chromosomique ou plasmidique. Ce sont respectivement

(Lietal., 2007):

e [’absence de pénétration de I’ATB ou de I’extrait par diminution ou suppression de
la perméabilité pariétale ou membranaire.

e |altération de la cible moléculaire par modification ou dégradation enzymatique de
lacible.

e la sortie excessive de I’ATB ou de I’extrait hors de la bactérie ce qui entraine une
diminution de la concentration.

¢ [l'inactivation enzymatique de I’ATB (I’hydrolyse par les pénicillinases comme les
B-lactamases que produisent certaines bactéries ou par modification méme de la

structure chimique de I’ATB (cas des acétylases et les amilosides).

Antibiotic
modification

Target alterations

antibiotic uptake

@
e®

Figure 19 : Mécanismes de résistance bactérienne (Cheesman et al., 2017)
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Tableau 4 : Développement d'une résistance aux antibiotiques clés: chronologie des
événements (Wenzler et Rodvold, 2015; Cheesman et al., 2017)

Classe Source Annéede  Année Premier rapport sur la
d'antibiotiques; découverte d'introduction résistance observée
Exemple (Année)
Sulfamide; prontosil Synthétique 1932 1936 Balantidium coli (1942)
B-lactamase; Naturelle 1928 1938 Staphylococci (1940)
pénicilline
Amino glycoside; Naturelle 1943 1946 Mycobacterium
streptomycine tuberculosis (1946)
Chloramphenicol; Naturelle 1946 1948 Escherichia coli (1950)
chloramphenicol
Macrolide; Naturelle 1948 1951 Staphylococci (1955)
érythromycine
Tétracycline; Naturelle 1944 1952 Shigella dysenteriae (1950)
chlortétracycline
Rifamycine; Naturelle 1957 1958 M.tuberculosis (1962)
rifampicine
Glycopeptide; Naturelle 1953 1958 Enterococci (1980)
vancomycine
Fluoroquinolone; Synthétique 1976 1986 Enterobacteriaceae (1990)
ciprofloxacine
Streptogramine; Naturelle 1963 1998 Staphylococci (1980)
streptogramine B
Oxazolidinone; Synthétique 1955 2000 Staphylococcus
linezolide Enterococcus

faecium (1999)
daptomycine Naturelle 1986 2003 Staphylococcus aureus and

Enterococcus spp. (2005)
Fidaxomicine (ciblant  Naturelle 1948 2011 Clostridium difficile (1977)
Clostridium difficile)
Lipoglycopeptide; Sémi- 2000 2009 Staphylococcus aureus
Télavancine synthétique (2013)
Diarylquinoline; Naturelle 1997 2012 M.tuberculosis (2006)
bédaquiline
B-lactamase ; Sémi- / 2014 Klebsiella pneumoniae
Zebraxa synthétique (2017)

Thése de Doctorat/PhD en Chimie Organique

Rédigée et soutenue par BALEMAKEN MISSI Marius o7



1.5.1.5 Produits naturels antimicrobiens

Depuis une soixantaine d'années, la chimiothérapie des infections bactériennes est
dominée par les produits naturels et leurs variantes semi-synthétiques (Dougherty et Pucci,
2012). Les années 40 ont révolutionné la pratique médicale en diminuant radicalement les taux
de mortalité associés aux infections bactériennes (Newman et al. 2000; Sneader, 2005). Ces
découvertes ont conduit & une recherche concertée de nouveaux médicaments antibactériens au
cours des 30 années suivantes et ont abouti a la découverte de la plupart des classes de
médicaments antibactériens connues aujourd'hui, dont beaucoup dérivaient de produits naturels
(Sneader, 2005; Walsh et Wright, 2005 ; Finch et al., 2003). Grace a ce succes, l'antibiotique
topique mupirocine en 1985, I'oxazolidinone linézolide en 2000 et le lipopeptide daptomycine
en 2003, sont entrés sur le marché depuis 1970. Au cours des 30 derniéres années, 99 nouveaux
médicaments antibactériens ont été lancés qui sont obtenus a partir de produits naturels (tableau
5).

Tableau 5 : Médicaments antibactériens dérivés de produits naturels (PN) lancés depuis
1995, par an en référence a leurs principaux composeés et a leur classification
(Diganta, 2015).

Année  Nom générigue (nom commercial) Composé de base Classification
1995 Céfozoprane (Firstcin) Cephalosporine Dérivé-PN
1997 Cefcapéne pivoxil (Flomox) Cephalosporine Dérivé-PN
1997 Faropénéme (Farom) Carbapéneme Dérivé-PN
1997 Flurithromycine (Ritro) Erythromycine Dérivé-PN
1998 Cefosélis (Wincef) Céphalosporine Dérivé-PN
1999 Dalfopristine et quinupristine (70:30  Streptogramine B et Dérivé-PN
mélange) (Synergique) streptogramine A
2001 Ertapénem (InvanzTM) Thienamycine Dérivé-PN
2001 Télithromycine (Ketek) Erythromycine Dérivé-PN
2002 Biapénem (Omegacin) Thienamycine Dérivé-PN
2003 Daptomycine (Cubicin) Daptomycine PN
2005 Doripénem (Finibax/Doribax) Thienamycine Dérivé-PN
2005 Tigecycline (Tygacil) Tétracycline Dérivé-PN
2007 Retapamulin (Altabax/Altargo) Pleuromutiline Dérivé-PN
2008 Ceftobiprole médocarile Céphalosporine PN Sémisynthétique
(Zeftera, Zevtera)
2009 Tébipénem pivoxil Vancomycine Dérivé-PN
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Année  Nom générique (nom commercial) Composé de base Classification

(Orapenem)
2009 Tebipénem pivoxile (Orapénem) Thienamycine PN Sémisynthétique
2010 Monobactam aztreonam (Cayston) Aztreonam Dérivé-PN
2010 Céftaroline fosamile (Teflaro) Céphalosporine PN Sémisynthétique
2011 Fidaxomicine (Dificid) Fidaxomicine PN

PN: Produit Naturel

N’O
H
e

>=N /::\N
(0] N N~ ~N
H,oN 0 \

~

(@) O

Céfozoprane Tebipenem pivoxil
OH O OH O O
H OH
N N NH
000G
O
OH
H H
7~ N\ 7 N\
Tigecycline

fidaxomicine

Figure 20 : Structures de quelques principes actifs de médicaments antibactériens issus
des produits naturels
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1.5.2 Cancer
1.5.2.1 Définition

Le terme «cancer» désigne la prolifération des cellules de fagon incontrblée et qui
envahissent le tissu sain.

Il existe plus de deux cents types de cancers différents. On distingue les tumeurs solides,
qui se développent a partir des cellules d’un organe et qui forment une masse ou un nodule (le
cancer du sein), et les cancers qui prennent naissance dans le systeme sanguin ou lymphatique
(les leucémies, par exemple) (LSC, 2016).

Au Cameroun, les formes les plus répandues de cette maladie sont le cancer du sein
(20,8%), le cancer du col de I’utérus (14,9%), le cancer de la prostate (14%), le cancer du foie
(6,1%) et le cancer colorectal (5,5%) (GLOBOCAN, 2018) (Fig. 21).

Breast
3 273 (20.8%)

Other cancers

6101 (38.7%)
Cervix uteri
Colorectum 2 356 (14.9%)
871 (5.5%)

Liver Prostate
955 (6.1%) 2 213 (14%)

Total: 15 769

Figure 21 : Répartition des formes de cancer au Cameroun (GLOBOCAN, 2018).

1.5.2.2 Causes du cancer

Principalement avec le vieillissement de la population et I'industrialisation, I'incidence du
cancer a fortement augmenté. Il est difficile de cibler les causes exactes d'un cancer. Il s'agit
d'un ensemble variant d'un individu a l'autre. Il existe plusieurs facteurs environnementaux bien
connus et certains facteurs génétiques. Toutefois, I'importance de la génétique dans le
développement du cancer ne fait pas consensus. Elle semble varier d'un cancer a l'autre et en
fonction des génes mutés. Beaucoup de variations génétiques constitueraient plutét une
prédisposition (Joncas, 2017).

Parmi les facteurs environnementaux, on retrouve plusieurs éléments reliés a notre mode

de vie tels que la qualité de I'alimentation ainsi que le niveau d'activité physique. En effet,
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I'embonpoint est responsable de prés de 4% des cancers mondialement, mais son implication
peut atteindre jusqu' & 50 % dans certains cancers. La consommation d'alcool et le tabagisme
sont aussi d'importants facteurs. Certaines infections chroniques, causees surtout par des virus
affectant un organe spécifique, peuvent favoriser I'apparition d'une tumeur dans l'organe en
question. On connait, par exemple, le virus de papillome humain qui cause le cancer du col de
I'utérus et les virus hépatiques qui favorisent le cancer du foie et la bactérie Helicobacter
pylori est a l'origine du développement du cancer de I'estomac. Enfin, certaines substances
chimiques industrielles ainsi que des radiations, telles que les rayons ultra-violets, peuvent aussi
causer un cancer en fonction du degré d'exposition. Certains de ces facteurs environnementaux
induisent des modifications directement dans notre ADN qui s'accumulent avec I'age, et qui
sont trés similaires aux modifications retrouvées dans les tumeurs. 1l semble donc que nous
ayons chacun un certain contréle sur nos risques de développer un cancer a long terme (Joncas,
2017).

1.5.2.3 Traitements anticancéreux

Dés le diagnostic d'un cancer, un plan de traitement adapté est mis sur pied. Il existe
différentes modalités de traitement conventionnelles qui sont disponibles pour traiter et gérer
le cancer. Cependant, de nouvelles options de traitement sont explorées en continu car plus de
60% de tous les essais expérimentaux actuels dans le monde se concentrent sur la guérison des
tumeurs. Le succes du traitement dépend du type de cancer, de la localisation de la tumeur et
de son stade de progression (Abbas et Rehman, 2018).

La chirurgie, la radiochirurgie (Gamma knife), la radiothérapie et la chimiothérapie sont
quelques-unes des options traditionnelles de traitement et les plus utilisées. Parmi d’autres
méthodes modernes on peut citer la thérapie hormonale, les traitements anti-angiogéniques, les
thérapies a base de cellules souches et I'immunothérapie a base de cellules dendritiques (Abbas
et Rehman, 2018).

La chirurgie permet d'enlever physiquement la tumeur si elle est accessible sans
endommager les tissus sains. Dans ce cas, on parle de résection d'une tumeur. Sinon, la chirurgie
peut servir a réduire la taille de la tumeur. Cela améliore I'efficacité des thérapies subséquentes
(Castinetti et Brue, 2009).

La radiothérapie est un traitement qui cible la tumeur et ses environs. Elle consiste a
irradier la tumeur a l'aide de rayons X pour provoquer des dommages a I'ADN des cellules.

Cela provoque l'arrét du cycle cellulaire et la mort des cellules ciblées par des mécanismes
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variables en fonction de la dose de radiations ionisantes. Cette deuxiéeme méthode est un peu
plus efficace et provoque moins d'effets secondaires (Castinetti et Brue, 2009). Si elle est
effectuée avant la chirurgie, une radiothérapie est administrée avec l'intention de réduire la
tumeur. Si cela est fait apres la chirurgie, les radiations vont détruire les cellules tumorales
laissées derriére et réduire la rechute du cancer (Abbas et Rehman, 2018).

La radiochirurgie quant a elle utilise des rayons gamma, beaucoup plus puissants que les
rayons X et est plus précise que la radiothérapie. Elle permet d’utiliser une dose théoriquement

inférieure a celle utilisée dans la radiothérapie conventionnelle (Castinetti et Brue, 2009).

Comme la radiothérapie agit de maniere localisée pour traiter les cancers systémiques, la
chimiothérapie est utilisée seule ou en combinaison avec la radiothérapie. La chimiothérapie
est considérée comme la méthode la plus efficace et la plus utilisée dans la plupart des types de
cancers. Les médicaments de chimiothérapie ciblent les cellules tumorales et produisent
principalement des espéces réactives de I'oxygene (ERO) qui détruisent largement les cellules
tumorales par génotoxicité. Cependant, la chimiothérapie nuit également aux cellules
ordinaires, ce qui entraine diverses conséquences secondaires liées a la dose, telles que la
fatigue, les nausées, la perte de cheveux et les vomissements ou méme la mort dans les cas
extrémes (Abbas et Rehman, 2018).

Parmi les techniques avancées de traitement du cancer, l'immunothérapie a base de
cellules dendritiques est considérée comme le traitement le plus efficace car elle manipule le
systéeme immunitaire de maniére a détruire les tumeurs sans aucun effet secondaire (Abbas et
Rehman, 2018).

1.5.2.4 Produits naturels utilisés dans le traitement du cancer

Récemment, l'identification, la caractérisation et le développement de molécules
naturelles possédant des propriétés anticancéreuses est devenu un domaine majeur de la
recherche sur le cancer (Johnson et Mukhtar, 2007) du fait de la cytotoxicité élevée des
médicaments anticancéreux existants tant sur les cellules tumorales que celles normales
(Lichota et Gwozdzinski, 2018). Cette recherche est menée aussi bien sur les plantes terrestres
et marines, que sur des microorganismes. Ces substances d'origine naturelle qui présentent des
propriétés antitumorales appartiennent a divers groupes de composes, tels que les alcaloides,
les diterpenes, la diterpénoquinone, les composeés a base de purine, le sesquiterpene lactonique,

les peptides, les protéines, les polyéthers macrocycliques, etc (Lichota et Gwozdzinski, 2018).
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Le tableau 6 ci-dessous recense quelques composés naturels importants utilisés en

clinique et leurs usages thérapeutiques.

Tableau 6 : Composés anticancéreux naturels connus, leur source et usage thérapeutique
(Ashraf, 2020; Lichota et Gwozdzinski, 2018)

Composé

Source

Usages thérapeutiques

5-Fluorouracil
Vindesine
Vincristine
Vinblastine
Colchicine
Larotaxel
Cabazitaxel
Paclitaxel
Acide gallique
Bryophylline A

Cannabinoide

Artémisinine
Theabrownine
Solamargine
Psoralidine
Thymoquinone
Kaempferol galactoside
Ginger

Actéine

Lutéoline
Skimmianine
Acide boswellique
Resveratrol

Curcumine

Acide bétulinique
Panaxadiol

Acide ursolique
Punarnavine
Apigénine

Resveratrol

Withania somnifera
Catharanthus roseus
Catharanthus roseus
Catharanthus roseus
Colchicum autumnale
Taxus baccata

Taxus baccata

Taxus brevifolia

Leea indica
Bryophyllum pinnatum

Cannabis sativa

Artemisia annua
Camellia sinensis
Solanum nigrum
Psoralea corylifolia
Nigella sativa
Bauhinia variegata
Zingiber officinale
Actaea racemosa
Capsicum annuum
Aegle marmelos
Boswellia serrata
Polygonum cuspidatum

Curcuma longa

Betula utilis
Panax ginseng
Oldenlandia di ffisa

Boerrhavia diffusa
Matricaria chamomilla

Polygonum cuspidatum

Cancer du col utérin

Leucémies, cancer des testicules, du sein et du poumon
Leucémie lymphocytaire

Leucémie lymphocytaire

Tumeurs solides multiples

Cancer du sein, de la vessie et du pancréas

cancer de la Prostate

Cancer du sein et de I'ovaire

Carcinome d'ascite d'Ehrlich

Cervical cancer

Cancer du poumon, du pancréas, du sein, de la prostate et
colorectal

Cancer du foie, du sein et du pancréas

Cancer du poumon

Cancer du sein, du foie, du poumon et de la peau
Cancer de I'estomac et de la prostate

Cancer du cblon, de la prostate, du sein et du pancréas
Cancer du sein, du poumon et du foie

Ovaire, col de l'utérus, colon, foie et chancre urinaire
Cancer du foie et du sein

Cancer colorectal

Cancer du foie

Cancer de la prostate

Cancer colorectal, cutané et hépatique

Cancer du sein, du poumon, du célon, de I'cesophage de la
prostate, du foie et de la peau

Mélanomes
Cancer du c6lon humain

Cancer des poumons, des ovaires, de l'utérus, de I'estomac,
du foie, du cblon, du rectum et du cerveau

Cancer du mélanome malin
Cancer colorectal

Cancer colorectal, cutané et hépatique
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Artémisinine Vincristine

0
>—o O OH

Curcumine

Vinblastine N OH  Trans-Resveratrol

Figure 22 : Structures de quelques principes actifs de médicaments cytotoxiques issus
des produits naturels

1.5.3 Agents infectieux et cancers

1.5.3.1 Historique

Les suspicions autour de I’implication d’agents infectieux dans des cancers
commencerent des la fin du XIXe siecle et concernerent alors des parasites, notamment 1’agent
de la bilharzioze, qui sévit dans les régions tropicales et subtropicales. L’infection chronique
par ce parasite peut conduire au cancer de la vessie, mais il fallut 50 ans pour que les preuves

de son implication émergent. Aujourd’hui, il est établi que trois parasites peuvent étre a
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I’origine de cancers : celui de la bilharzioze donc, et deux autres vers parasites, I’'un endémique
dans certains pays d’Asie du Sud-Est (Thailande, Laos, Vietnam, Cambodge...) et I’autre en
Extréme-Orient, tous deux associés a des cancers de la vésicule et des voies biliaires (de Martel,
2012).

La deuxiéme grande étape dans I’histoire des cancers d’origine infectieuse débute en
1958 : un chirurgien britannique, Denis Burkitt, décrit un lymphome touchant les enfants en
Afrique Equatoriale (nommé depuis « lymphome de Burkitt ») et émet ’hypothése d’une
origine infectieuse de ce cancer. En 1964, son compatriote Michael Epstein découvre des
particules virales dans des cellules cultivées a partir de ces lymphomes. 1l fut démontré au début
des années 70 que le virus « d’Epstein-Barr » était bien a 1’origine du lymphome de
Burkitt. Présent chez la majorité des individus, heureusement le plus souvent sans
conséquences, ce virus est également associé a un cancer du nasopharynx. C’est le tout premier

virus qui fut formellement impliqué dans la survenue de cancers humains (de Martel, 2012).

1.5.3.2 Les principaux agents infectieux

Les agents infectieux seraient responsables d’environ 20 % des cancers dans le monde, la

plupart se produisant dans les pays en développement (Oh et al., 2014).
Les principaux agents en cause sont (Parkin 2011) :

- les papillomavirus humains (HPV), associés au développement de cancers de la zone
anogénitale : cancers du col de I'utérus, de I'anus, du pénis et de la cavité orale (en particulier

de loropharynx) ;

- les virus des hépatites B et C, (VHB-VHC), associés a la survenue de cancers du foie (hépato-

carcinome) et de lymphomes non hodgkiniens ;

- la bactérie Helicobacter pylori , responsable d'au moins 80% des cancers de I'estomac et des
lymphomes gastriques non hodgkiniens (MALT et DLBC). Toutefois, elle n'induit un cancer
que dans environ 1% des cas. Mais le risque de cancer est majoré chez les proches (enfants,

fréres/sceurs, parents) d'un patient ayant eu un cancer de I'estomac ;

- le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) , augmente fortement les risques de sarcome

de Kaposi et de cancer du col de l'utérus. L'infection par le VIH apparait aujourd'hui également
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https://www.e-cancer.fr/Patients-et-proches/Les-cancers/Tumeurs-du-cerveau/Facteurs-de-risque/Virus

associée a un accroissement du risque de plusieurs autres cancers: lymphomes malins

hodgkiniens et non-hodgkiniens, cancers de I'anus, de la peau, du poumon, du foie...

- le virus d'Epstein-Barr (EBV), a l'origine de lymphomes de Burkitt, de lymphomes
hodgkiniens et non-hodgkiniens, de cancers du nasopharynx.
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CHAPITRE 2 :
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RESULTATS ET DISCUSSION

)




2.1 Extraction, isolement et détermination structurale des composés isolés
2.1.1 Extraction et isolement des composés

2.1.1.1 Extraction et isolement des composes des feuilles de Rhabdophyllum
arnoldianum (De Wild. & T. Durand) Tiegh

Les feuilles R. arnoldianum (De Wild. & T. Durand) Tiegh ont été récoltées a Fifinda,
Département de 1’Océan, Région du Sud Cameroun, en Ao(t 2009 et identifiées par M. Victor
Nana (botaniste). Un échantillon de référence au N° HNC 31403 se trouve a I’Herbier National
du Cameroun. Le matériel végétal a été ensuite séché a 1’air libre et a ’abri de la lumiére du

soleil pendant 2 semaines puis broyé.

La poudre des feuilles de R. arnoldianum (De Wild. & T. Durand) Tiegh (462,0 g) a subi
une extraction au méthanol a température ambiante pendant 72 heures. Apreés filtration, le filtrat
a été concentré et un extrait brut de 90,5 g a été obtenu. 50 g de cet extrait a été mis en
suspension dans le mélange MeOH-H-O (8:2). Cette solution hydro-méthanolique a subit une
délipidation avec du n-hexane (300ml x 8), puis a été soumise a une extraction liquide-liquide
avec EtOAc (300ml x 8). La fraction a I'acétate d’éthyle obtenue (17,6 g) a été soumise a une
chromatographie sur colonne (CC) de gel de silice en phase normale et éluée avec des mélanges
CH.Cl>-MeOH de polarité croissante (30:1 a 5:1, MeOH). Les sous-fractions obtenues ont été
combinées en sept fractions principales (Frs 1-7) sur la base de leur profil chromatographique
CCM.

La purification des fractions par différentes méthodes chromatographiques a permis
d’isoler onze composés. Le schéma 1 ci-aprés présente les différentes étapes d’isolement des

composés de R. arnoldianum (De Wild. & T. Durand) Tiegh.
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Feuilles de R. arnoldianum
(962,0g)

Découpage, séchage, broyage

Extraction (MeOH

Extrait brut de R.
arnoldianum (90,50)

\

Extrait brut excédentaire
(40,50) A 4

Extrait brut de R.
arnoldianum (50g)

MeOH'Hzo 8:2 \,
Hexane 2,4L
[ Fraction a I’hexane (3,82) ] Phase aqueuse
AcOEt 2,4L
Fraction AcOEt (17,69) Phase aqueuse ]
CC gel de Silice
CH,CIly/ MeOH 30:1a5:1, MeOH
\ 4 \ 4 A\ 4 A\ 4 \ 4
Fr.1 Fr. 4 Fr.5 Fr. 6 Fr.7
52 mg 1000 mg 827 mg 114 mg 1000 mg
CC gel de Silice CC gel de Silice 1) LH-20 Sephadex
CH,Cl,/ MeOH CH.Cl,/ MeOH MeOH LH-20 Sephadex
LH-20 Sephadex MeOH
2) CC gel de Silice MeOH
CHzClz/ MeOH
0-4% MeOH
Filtration
CHACL: v v v
( ( \
V \ 4 RAF4 ] RAF9 [ RAF10 ]
7m
l Filtrat RAF5 \ 11 mg \ 8 mg y ’
5mg
LH-20 Sephadex l/ \Z \/;
MeOH A N
Y RAF3 RAF1 RAF11 v Y __ A2
RAF7 67 mg 61 mg 15 mg RAF1 RAF2 RAF8
10 mg o o 42,4 mg 20,3 mg 5 mg
J

Schéma 1 : Protocole d’extraction et d’isolement des composés des feuilles de R. arnoldianum
(De Wild. & T. Durand) Tiegh
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2.1.1.2 Extraction et isolement des composes des racines de Rhabdophyllum
affine (Hook. F.) Tiegh

Les racines de R. affine (Hook. F.) Tiegh ont été identifiées et collectées au sommet du
Mont Kala, dans le Département de la Méfou-et-Akono, Région du Centre Cameroun en
décembre 2016 par M. Victor Nana (botaniste). L’identité du matériel végétal a été confirmée

a I’Herbier National du Cameroun ou un échantillon de référence s’y trouve au N°® HNC 27869

Les racines de R. affine (Hook. F.) Tiegh ont été découpées, séchées puis broyées. La
poudre obtenue (412,0 g) a subi une extraction par macération au méthanol, a température
ambiante pendant 48 heures. Cette opération a été répéetée deux fois nous permettant d’obtenir,
apres filtration et évaporation du solvant, un extrait brut de 33,5 g. Cet extrait a été mis en
solution dans 500 ml d’un mélange eau — méthanol (8 : 2) et a par la suite subi une extraction
liquide —liquide a I’aide de I’acétate d’éthyle (250 ml x 4). La fraction a 1’acétate obtenue (7,19)
a été soumise a une CC flash de gel de silice avec un gradient de CH2Cl>-MeOH. Cing fractions
principales ont été obtenues et indexées Fr.1 a 5. La purification des fractions 2 (1,29), 3 (1,69)
et 4 (1,39) par différentes méthodes chromatographiques a permis d’isoler quatre composés. Le

schéma 2 ci-dessous présente les différentes étapes d’isolement des composés de R. affine.
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Racines de R. affine
(412,09)

Découpage, séchage, broyage
Extraction (MeOH)

A4
Extrait brut de R. affine
(33,50)
Extrait brut pour tests
biologiques (3,50)
MeOH-H,0 2 :8 N7
AcOEt (250ml x 4)
[ Phase aqueuse ] Fraction AcOEt (7,19)
CC flash gel de Silice
CH,Cl,/ MeOH 100:1a5:1
N A4 \ 2 A4
Fr.1 Fr.2 Fr.3 Fr.4 Fr.5
0,35¢g 12g 169 13g 0,159

CC gel de Silice
CH,Cl,/ MeOH 30 : 1 N

RAR4 L

21,2 mg \
ss Fr. 3a ss Fr. 3b ]

CC gel de Silice
CH,Cl/ MeOH 10 : 1

T~

350 mg 850 mg
CC gel de Silice 4 CC gel de Silice
CH,Cly/ MeOH 20 : 1 V_\ ,—V H,Cl,/ MeOH 15 : 1
RAR3 RAR2
1,9 mg 4,5mg

Schéma 2 : Protocole d’extraction et d’isolement des composés des racines de R. affine
(Hook. F.) Tiegh
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2.1.1.3 Extraction et isolement des composes des écorces du tronc de Cassia

arereh Delile

Les écorces de C. arereh Delile ont été prélevées a Yagoua dans Région du Nord

Cameroun. L’identité¢ du matériel végétal a ét€¢ confirmée a I’Herbier National du Cameroun ou

un échantillon de référence s’y trouve au N° 24093 SFRCAM

Aprés avoir été séchées a I’air libre, les écorces du tronc de C. arereh Delile ont finement
été broyées et la poudre obtenue (685,0 g) a été extraite au méthanol a froid pendant 48h. Apres
filtration et évaporation du solvant, nous avons obtenu un extrait brut de 52,1g qui a été mis en
suspension dans un mélange hydro-méthanolique (H.O-MeOH, ratio 8:2) et partitionné par
extraction liquide-liquide avec EtOAc (250 ml x 8). La fraction a I'acétate obtenue (19,5 g) a
été soumise a une séparation sur colonne de gel de silice en phase normale et élué avec des
mélanges CH.Cl>-MeOH de polarité croissante (100:1 a 5: 1), permettant I'isolement de six
composeés. Les autres sous-fractions ont été combinées en trois fractions principales (Frs 1 a 3)
sur la base de leurs profils CCM. Les fractions 2 (2,2 g) et 3 (250 mg) ont été purifiées a
répétition a I’aide du Sephadex LH-20 et du MeOH pur comme solvant, pour donner trois autres
COMpOSsés.

Le schéma 3 ci-apres présente les différentes étapes d’isolement des composés de C.

arereh Delile.
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Extrait brut pour analyse Bio <

(1,19g)

Ecorces de C. arereh
(685,0g)

<

y

Découpage, séchage, broyage

Extraction (MeOH)

Extrait brut de C. arereh
(52,19)

[ Phase aqueuse ]

MeOH-H,0 2 :8
AcOEt (200ml x 8)

Y

Fraction AcOEt (19,59)

CC flash gel de Silice
CH,Cl,/ MeOH 100:0a5:1

Schéma 3 : Protocole d’extraction et d’isolement des composés des écorces du tronc de

C. arereh Delile

Au terme des différents processus de séparation et de purification, il en ressort que 20

composés distincts ont été isolés des trois plantes : 7 flavonoides (5 flavones et 2 flavanols), 1

isoflavonoide, 2 biflavonoides, 6 triterpenes, 1 phytostérol, 1 alcaloide, 1 céramide, 1

benzoylglycoside (Tableau 7).
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124 mg 229 250 mg 12,1 mg 6,2 mg 8,5 mg 11,5 mg 40 mg 8,2 mg
LH-20 Sephadex LH-20 Sephadex
MeOH MeOH
Vv
\ 4 A4
CAES8
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Tableau 7 : Récapitulatif des composés isolés des trois plantes

Sources _Corpposes Masses (mg) | Sources _Corpposes Masses
isolés isolés
Feuilles de R. RAF1 61 Racines de RARA4 21,2
arnoldianum RAF2 20,3 R. affine RAR1 2,2
RAF3 67 RAR2 45
RAF4 11 RAR3 1,9
RAF5 5
RAF6 11 Ecorcesde  CAE1l 12,1
RAF7 10 C. arereh CAE2 8,2
RAF8 5 CAE3 4,6
RAF9 8 CAE4 40
RAF10 7 CAE5 11,5
RAF11 15 CAE®6 8,5
CAE7 6,2
CAES 11,5
CAE9 18,4

2.1.2 Détermination structurale des composés isolés

Afin de faciliter la présentation des composés isolés de nos trois extraits de plantes (R.
arnoldianum, R. affine et C. arereh), nous avons entrepris de les regrouper par classes de

métabolites secondaires auxquels ils appartiennent.

2.1.2.1 Détermination structurale des composés de type flavone
a) ldentification du composé RAF5

Le composé RAFS5, isolé des feuilles de R. arnoldianum (De Wild. & T. Durand) Tiegh,
a été obtenu sous forme de poudre jaune, soluble dans I’acétone et il répond positivement au
test de Shinoda caractéristique des flavonoides. Sa formule moléculaire C1sH100s a €été établie
a partir de ses données spectrales de masse qui ont montré un ion pseudo-moléculaire [M + H]*
am/z =271,0601.

Son spectre RMN *H met en évidence la présence d’un singulet a du 12,94 correspondant
a un groupement hydroxyle chélaté en position 5. Il présente également deux doublets
aromatiques méta couplés a on 6,25 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-6) et on 6,52 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-
8) correspondant aux protons H-6 et H-8 du cycle A, un systeme A;B: de deux doublets a on
7,14 (2H, d, J = 9,0 Hz, H-3'/5") et o1 8,05 (2H, d, J = 9,0 Hz, H-2'/6") attribuables aux protons
du cycle B, et un singulet a Jn 6,71 ppm correspondant au proton H-3, caractéristique d'un
flavone 5,7,4'-trisubstitué (Geiger, 1994).
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Figure 23 : Spectre RMN 'H (500 MHz, Acetone-ds) du composé RAF5

Les spectres RMN 3C ont mis en évidence treize signaux de carbone, dont sept carbones
quaternaires, cing carbones méthines et un carbone carbonyle insaturé. Les signaux a oc 129,2
(C-21/6" et a oc 117,4 (C-3'/5") représentant deux carbones chacun et correspondant aux
carbones du noyau B des flavonoides (Markham, 1994). Les valeurs RMN *H et 3C ont été
attribuées sur la base des corrélations HSQC et HMBC. Une recherche dans la littérature a
suggéré que les données spectrales de RAF5 étaient cohérentes avec la 4'5,7-
trihydroxyflavone, également connue sous le nom d'apigénine (Markham, 1994; Virinder et al.,
1994; Da Silva et al., 2015).
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Figure 24 : Spectre RMN 3C (125 MHz, Acetone-ds) du composé RAF5
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Apigénine

Tableau 8 : Comparaison des données RMN *H et $3C du composé RAF5 avec celles de
la littérature (Da Silva et al., 2015)

N° Expérimental Littérature
(500-125 MHz, Acetone-d6)  (500-125 MHz, MeOD-d4)
on(JenHz) Jc on(JenHz) dc

2 - 164,3 - 166,3

3 6,715 105,1 6,60 s 102,9

4 - 183,0 - 183,9

5 - 163,5 - 163,2

6 6,25d (2.0) 99,8 6,21d(2.1)  100,2

7 - 165,0 - 166,1

8 6,52 d (2.0) 94,8 6,46d(21) 950

9 - 163,3 - 159,5

10 - 105,4 - 105.3

1 - 1258 - 123,3

2'/6’ 8,05d (9.0) 129,2 7,85d(8,9) 1296

3'/5' 7,14d (9.0) 117,4 6,93d(89) 1171

4' - 161,9 - 162,7

5(0H) 12,945 - 12,49 s -

b) Identification du composé RAR2

Le composé RAR2, isolé des racines de R. affine (Hook. F.) Tiegh, a également été

identifié a I’apigénine 147 (voir tableau 8).

Thése de Doctorat/PhD en Chimie Organique Rédigée et soutenue par BALEMAKEN MISSI Marius



c) Identification du composé RAF4

Le composé RAF4 isolé des feuilles de R. arnoldianum (De Wild. & T. Durand) Tiegh,
possede des données physico-chimiques et spectrales qui se rapprochent de celles du compose
RAF5. Isolé sous forme de poudre jaune, soluble dans 1’acétone, il répond positivement au test
de Shinoda caractéristique des flavonoides. Son spectre IR, présente des groupes hydroxyle
(3230 cm™), carbonyle (1654 cm™), de cycles aromatiques (1561 et 1446 cm™) et d'un cycle
benzénique p-disubstitué (830 cm™). Sa formule brute C22H22010 ayant 12 insaturations a été
déduite de son spectre de masse HR-ESIMS en mode positif qui présente le pic de 1’ion pseudo-
moléculaire [M+H]" a m/z 447,12848 (masse calculée 447,12857).

75
1

8 L2\ ol
\ oy
P
\ e '
2 7 |
Ty \ s |
8 \ //~ \ 1 i
g v | \ / -
§ @ \ / I
2= i 7 | !
= \ / o
@ % J / PN
N i
T 9 Nl i
- i A <A |
=@ fv C=0 |
]
I
:"':
/ il
Y

70
|
(@)
1]
O
b4
o

3230.79
1654.80 ——
1561.62
1446.41
893.34
830.11

1243.91
*|1180i68 =~

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber cm-1

Figure 25 : Spectre IRTF du composé RAF4

L’étude du spectre RMN *H du composé RAF4 (Fig. 26) montre un profil relativement
simple qui permet de mettre en évidence la présence d’un singulet a o 13,40 correspondant a
un groupement hydroxyle chélaté en position 5, un groupement méthoxyle a on 3,85; un
singulet a 0w 6,83 attribuable au proton en position 3 du noyau C de la flavone (Geiger, 1994),
un autre a 6,51 attribuable a un proton benzénique pentasubstitué. Un systéme A>B> d’un noyau
benzénique 1,4-disubstitué a on 8,02 (2H, d, J = 8,8 Hz, H-2'/6") et 6+ 6,91 (2H, d, J = 8,8 Hz,
H-3'/5") attribuable aux protons du noyau B d’une unité apigénine.

L’analyse du spectre COSY, conjointement avec celle des spectres HMBC et HSQC du
composé RAF4 permet de caractériser un C-glucosyle dont le proton glucosidique résonne a

on 4,99 (1H, d, J = 9,9 Hz). La constante de couplage J obtenue (J > 7 Hz) suggére un couplage
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trans-diaxial entre les protons H-1" et H-2" de la fraction de sucre, lui conférant une

configuration .
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Figure 26 : Spectre RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) du composé RAF4

La comparaison des spectres RMN *H et *C du composé RAF4 avec ceux du composé
RAFS5 indique que les seules différences entre ces deux composés sont dues a 1’apparition du
signal a Jdc 54,6 ppm correspondant a un groupement methoxyle, ainsi que cing signaux
d’oxyméthines a oc 70,4 ; 70,7 ; 73,1 ; 78,6 ; 81,9 ppm et un signal d’oxymethyléne a dc 61,2
ppm correspondant & un fragment hexosyle caractéristique d’une unité de sucre glucosidique et
confirmé par le HMBC. Une corrélation hétéronucléaire HMBC sans ambiguité entre le proton

glucosidique a dc 4,71 ppm de I’'unité S-glucose et le carbone C-8 du squelette flavone a permis

de confirmer la position d’attache du sucre.
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Figure 27 : Spectre RMN 3C (125 MHz, DMSO-ds) du composé RAF4

Les valeurs RMN H et 3C pour tous les carbones ont été attribuées sur la base des
corrélations HSQC et HMBC. L’ensemble des données précédentes nous permet d’identifier le
composé RAF4 a la 7-O-méthylvitexine (isoswertisine), composé connu, précédemment isolé

des feuilles de Swertia japonica par Komatsu et al. (1967), et des fleurs de Trollius chinensis par

Wang et al. (2004).

7-O-méthylvitexine

89
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Tableau 9 : Comparaison des données RMN *H et $3C du composé RAF4 avec celles de
la littérature (Wang et al., 2004)

N° Expérimental Littérature
(500-125 MHz, DMSO-d6)  (500-125 MHz, DMSO-ds)
on(Jen Hz) oc on(denHz) dc

2 - 164,1 - 164,4

3 6,83 s 102,4 6,82s 102,4

4 - 182,3 - 182,3

5 - 161,2 - 161,3

6 6,51s 94,9 6,52's 95,0

7 - 163,3 - 163,3

8 - 105,7 - 105,7

9 - 155,1 - 155,1

10 - 104,4 - 104,4

1’ - 1214 - 121,5

2'/6' 8,02d(88) 1291 8,05d(8,4) 1291

3'/5 6,91d(88) 1158 6,90d(8,7) 1158

4’ - 161,3 - 161,4

1" 471d(9,9 731 4,73d(10,2) 73,1

2" 3,12m 70,7 - 70,8

3" 3,24 m 78,6 - 78,6

4" 3,17m 70,4 - 70,5

5" 3,45m 81,9 - 81,9

6" 3,70 m 61,2 - 61,2
3,40m - -

5(0H) 13,40s - -

OCHs 3,85 54,6 3,87s 54,6
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d) Identification du composé RAF3

Le compose RAF3, isolé des feuilles de R. arnoldianum (De Wild. & T. Durand) Tiegh,
se présente sous forme de cristaux jaunes, solubles dans I’acétone et il répond positivement au
test de Shinoda caractéristique des flavonoides. Son spectre IR, similaire a celui de RAF4, a
révélé la présence de groupes hydroxyle (3335 cm™), de deux groupes carbonyle (1724 et 1650
cm™), des cycles aromatiques (1591, 1442 et 1364 cm™) et d'un cycle benzénique p-disubstitué
(835 cm™). Son spectre de masse HRESI montre le pic de 1’ion pseudo-moléculaire [M+H]* a
m/z 489,1364 suggérant la formule moléculaire C24H24011 (masse calculée 489,1397 pour
C24H25011).
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Figure 29 : Spectre IRTF du composé RAF3
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L’analyse de son spectre RMN *H, superposable a celui du composé RAF4 précédent,
nous a permis de mettre en évidence la présence d’un singulet a on 13,45 correspondant a un
groupement hydroxyle chélaté en position 5, un groupement méthoxyle a on 3,97 ; un singulet
a 0w 6,67 attribuable au proton en position 3 du noyau C de la flavone (Geiger, 1994), un autre
singulet a on 6,43 attribuable & un proton benzénique pentasubstitué. Un systeme A2B> d’un
noyau benzénique 1,4-disubstitué a on 8,15 (2H, d, J = 8,9 Hz, H-2'/6") et on 7,02 (2H, d, J =
8,9 Hz, H-3'/5") attribuable aux protons du noyau B d’une unité apigénine. On note la présence

d’un proton osidique qui résonne a o+ 5,05 (1H, d, J = 10,1 Hz).
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Figure 30 : Spectre RMN 'H (500 MHz, Acetone-ds) du composé RAF3

Son spectre RMN 3C montre 22 signaux de carbone, parmi lesquels cing méthines a Jc
72,0;72,2 ;73,4 ;77,5 et 82,6 correspondant a un fragment hexosyle et confirmé par le HMBC.
Tous les carbones protonés ont été attribués a partir du spectre HSQC. Les positions des
groupements meéthoxyle et acétoxyle ont été assignées a partir du spectre NOESY ou les
corrélations observées entre les protons a Jn 8,15 (H-2") et on 7,02 (H-3"), o1 6,67 (H-3) et on
8,15 (H-2) et on 6,43 (H-6) et on 3,97 (MeO-7) indiquent que le groupement méthoxyle est lié
a C-7 de I’unité flavone. Pour 1’unité de sucre, les corrélations observées entre on 5,52 (H-2")
et 3,84 (H-4") et on 3,73 (H-3") et on 1,67 (MeCOO-2") indiquent que le groupement acétoxyle

est lié au carbone C-2".
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Figure 31 : Spectre RMN 3C (125 MHz, Acetone-ds) du composé RAF3

Sur la base de ces données RMN, la structure du composé RAF3 a été identifiée comme
étant la 2"-O-acétyl-7-O-méthylvitexine, composé isolé précédemment de Brackenridgea

zanguebarica (Bombardelli et al., 1974) et de Ouratea zenkeri (Ngo Mbing et al., 2009).

HO 4"

2"-0O-acétyl-7-O-méthylvitexine
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Tableau 10 : Comparaison des données RMN H et 2*C du composé RAF3 avec celles de
la littérature (Ngo Mbing et al., 2009)

N° Expérimental Littérature
(500-125 MHz Acetone-d6) (500-125 MHz DM SO-ds)

on(J en Hz) dc on(Jen Hz) Jc

- 165,7 164,0
3 6,67 s 103,5 6,855 102,4
4 - 183,5 182,2
5 - 163,5 161,7
6 6,43s 95,3 6,50 s 94,8
7 - 164,0 162,7
8 - 104,5 103,4
9 - 157,1 155,5
10 - 105,8 104,3
1’ - 123,5 1214
2'/6’ 8,15dd (8,9 ; 2,0) 130,0 8,10dd (9,0;3,0) 129,1
3'/5' 7,02 (8,7 ; 2,0) 116,7 6,92dd (9,0;3,00 1159
4’ - 161,9 - 161,4
1" 5,05d (10,1) 72,2 4,88 d (10,0) 70,7
2" 5,521 (10,0) 73,4 5,38t (10,0) 72,5
3 3,73 m 77,5 3,59 m 75,6
4" 3,84m 72,0 3,58 m 70,4
5" 3,49 m 82,6 3,40 m 82,1
6" 3,92 m 62,7 3,8lm 60,9
5-OH 13,45 - - -
OCHs 3,97s 56,9 3,90s 56,7
CO-CHs - 169,8 - 169,2
CO-CHs  1,67s 20,4 1,68s 20,3
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e) Détermination du composé RAF1

Le compose RAFL, isolé des feuilles de R. arnoldianum (De Wild. & T. Durand) Tiegh, a
été obtenu sous forme de cristaux jaunes pales. Soluble dans 1’acétone, il répond positivement
au test de Shinoda caractéristique des flavonoides. Sa formule moléculaire CosH24011 a été
déterminée a partir de son spectre de masse haute résolution qui a montré un ion pseudo-
moléculaire [M + H]™ & m/z 489,1408. Son spectre IR a révélé la présence de groupes
hydroxyles (3246 cm™), de deux groupes carbonyles (1716 et 1651 cm™), de cycles aromatiques
(1572, 1442 et 1232 cm™) et d'un cycle benzénique p-disubstitué (831 cm™).
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Figure 32 : Spectre IRTF du composé RAF1

Les spectres RMN H et 3C du composé RAF1, superposés & ceux du composé RAF3
précédent, se sont révélés quasi-similaires.

Le spectre RMN *H du composé RAF1 met en évidence la présence d’un singulet dans les
champs faibles a on 13,63 correspondant a un proton hydroxyle chélaté en position 5. 1l présente
également un systeme A2B2 de deux doublets a on 8,14 (2H, d, J = 8,8 Hz, H-2'/6") et on 7,06
(2H, d, J = 8,8 Hz, H-3'/5") attribuables aux protons du cycle B d’un noyau benzénique 1,4-
disubstitué et un singulet oléfinique & on 6,65 correspondant au proton H-3, caractéristique de
la structure des flavones (Markham, 1994). On observe également les signaux d’un singulet
aromatique a o 6,46 attribuable a un proton benzénique pentasubstitué, un méthoxyle a on 3,94
(3H, s) et un groupe méthyl acétoxyle a on 1,95 (3H, s). Le reste des signaux du spectre RMN
H sont ceux d'une unité de sucre ol on observe un proton osidique sous forme d’un doublet &
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on 5,07 (1H, d, J = 9,7 Hz). Les protons de l'unité de sucre ont par la suite été attribués en
utilisant les spectres COSY, HSQC et HMBC.

ESediieded 7 7 . :‘77?‘::'.::‘:.:..2.";::,::,.::;";':‘::;::::::.:::: b e b i e e : ‘\N l !N/'/H_(}‘u*u

P

Figure 33 : Spectre RMN 'H (500 MHz, Acetone-ds) du composé RAF1

Les spectres RMN du 3C présentent 22 signaux de carbone, ce qui suggére la présence
d'une fraction flavonoide, d'un résidu de sucre, d'un méthoxyle a oc 56,9 et d'un groupe
acétoxyle a oc 170,9 et 21,1 dans le composé RAFL1. Les six signaux carbonés de la fraction du
sucre apparaissent a oc 74,8 ; 70,5; 80,9 ; 70,0 ; 82,5 et 62,4, suggérant que le composé RAF1

est un C-glycoside de flavone (Markham, 1994). La fraction sucre a été déterminee comme
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étant le f-glucose a partir des analyses des données de RMN *H et 13C. La constante de couplage
J obtenue (J > 7 Hz) suggére une relation trans-diaxiale entre tous les protons de la fraction de
sucre avec la configuration g (J = 9,7 Hz, H-1"). En comparaison avec les signaux du composé
RAF3, les données suggerent également la présence du fragment de squelette de la vitexine
dans le composé RAF1 (Bombardelli et al., 1974). A la différence que dans le composé RAF1,
les signaux des carbones C-1" (dc 74,8), C-3" (dc 80,9) de la fraction de sucre subissent un
déplacement vers les champs faibles de 2,5 et 3,4 ppm respectivement et celui du carbone C-2"
(oc 70,5), un déplacement vers les champs forts de 2,9 ppm en comparaison avec les

déplacements chimiques de ces mémes carbones dans le composé RAF3.
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Figure 34 : Spectre RMN *3C (125 MHz, Acetone-ds) du composé RAF1

Le spectre HSQC qui montre les corrélations en 1J entre proton et carbone, a permis de

corréler chaque hydrogéne a son carbone respectif.

L’expérience COSY nous révéle entre autres couplages homonucléaires en 3J, celles entre
le proton a on 5,07 (H-1", 9,7Hz) et celui a on 4,25 (H-2", 9,5Hz), de méme entre le proton a
on 3,93 (H-4") et ceux a on 5,09 (H-3") et on 3,54 (H-5"). Ceci permet de constituer aisément

la chaine carbonée de I’unité glucosidique (Schéma 4).
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Figure 35 : Spectre RMN HSQC (500 MHz, Acetone-ds) du composé RAF1
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Figure 36 : Spectre RMN COSY (500 MHz, Acetone-ds) du composé RAF1
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L’expérience HMBC a permis de fixer le groupement méthoxyle et la fraction osidique sur
I’unité de flavone. On observe une corrélation entre les protons du méthoxyle a oc 3,94 et le
carbone a oc 164,8 (C-7), établissant la position du groupement méthoxyle en C-7 de I'unité de
flavone. On note également des corrélations entre le proton osidique a on 5,07 et les signaux de
carbone a oc 105,8 (C-8), 156,7 (C-9) et 164,8 (C-7), indiquant que la fraction de sucre est

attachée au C-8 de ’unité de flavone.

Les corrélations longue distance entre le signal du proton osidique du glucose a on 5,07
(H-1") et les signaux de carbone a Jc 105,8 (C-8), 80,9 (C-3") et 82,5 (C-5"), ont été observés.
Les données du spectre HMBC ont également révélé une corrélation entre le proton a Jn 5,09
(H-3") et I'ester carbonyle a oc 170,9 établissant que le groupe acétyle est lié a la position C-3"

de I’unité osidique.
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Figure 37 : Spectre RMN HMBC (500 MHz, Acetone-ds) du composé RAF1
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Schéma 4 : Corrélations cles HMBC (— ) et COSY (—) du composé RAF1

Sur la base de I’ensemble des données précédentes et en comparaison avec la littérature, la
structure de RAF1 a été déterminée comme étant la 3"-O-acétyl-7-O-méthylvitexine, composé
nouvellement isolé appelé arnoldioside A.

3"-O-acetyl-7-O-méthylvitexine
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Tableau 11 : Données RMN *H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) du composé RAF1 dans
I’Acetone-ds (6 en ppm; J en Hz).

Position oc OH HMBC (C — H)
2 165,7 - H-3; H-2'; H-6'
3 103,7 6,65s

4 183,5 -

5 163,4 - OH-5

6 95,7 6,46 s

7 164,8 - OCHs; H-1"
8 105,8 - H-1"

9 156,7 - H-1"

10 105,7 - H-3; H-6

1 123,5 - H-3'; H-5'
2'/6’' 130,1 8,14 d (8,8)

3'/5' 117,0 7,06 d (8,8)

4’ 162,0 - H-2'"; H-6

1" 74,8 5,07.d (9,7)

2" 70,5 4,251(9,5) H-1"

3" 80,9 5,09 m H-1"; H-4"
4" 70,0 3,93m

5" 82,5 3,54 m H-4"

6" 62,4 3,87 m

OCHjs 56,9 3,94s

COCHg3 170,9 - H-3"; COCHs
COCHjs 21,1 1,955

f) Identification du composé RAR1

Le composé RAR1, isolé des racines de R. affine (Hook. F.) Tiegh, a été identifié a la 3"-

O-acétyl-7-O-méthylvitexine 150 (voir tableau 11).
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g) Détermination du composé RAF2

Le composé RAF2 isolé des feuilles de R. arnoldianum (De Wild. & T. Durand) Tiegh,
a été obtenu sous forme d'un solide jaune péle. Soluble dans I’acétone, il répond positivement
au test de Shinoda caractéristique des flavonoides. Son spectre de masse HR-ESI présente le
pic de I'ion pseudo-moléculaire [M + H]™ a m/z 593,1868 (calculé pour C2gH33014 593,1870),

suggérant la formule moléculaire C2gH32014.

L’analyse de son spectre RMN H permet de mettre en évidence un systéme A;B, d’un
noyau benzénique 1,4-disubstitué a on 7,91 (2H, d, J = 8,9 Hz, H-2'/6") et o 6,92 (2H, d, J =
8,9 Hz, H-3'/5") attribuable aux protons du noyau B d’une unité apigénine. On note la présence
d’un singulet a on 6,62 attribuable au proton en position 3 du noyau C de la flavone (Geiger,
1994), un autre singulet a on 6,49 attribuable a un proton benzénique pentasubstitué et d’un
groupement méthoxyle a on 3,93. On observe également deux signaux a on 4,97 (d, J = 7,1 Hz)
et on 4,70 (s) suggérant deux protons osidiques du glucose et du rhamnose, respectivement. Un
doublet a o 1,23 (d, J = 6,3 Hz) a été observé, confortant la présence d'un groupe méthyle

rhamnose.

OCH;

He

T T T T T T T T T T
10.5 10.0 8.5 9.0 8.5 B ] 7 5 7. 0 6 5 6. .5 5 1] 4 5 4.0 3.5 3.0 25 2.0
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Figure 38 : Spectre RMN 'H (500 MHz, CD30D) du composé RAF2
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En considérant les données spectroscopiques RMN du 3C et les 13 degrés d'insaturation
calculés a partir de la formule empirique du composé RAF2, il a été suggéré qu’il contient un
motif de vitexine en plus d'un fragment de rhamnose. La constante de couplage du proton H-1"
(d, J=7,1 Hz) aindiqué que la fraction glucosyle était impliquée dans la s-glycosylation avec
le noyau flavone. En outre, le déplacement vers les champs faibles du carbone méthylene (C-
6") du glucose a dc 69,4 a indiqué I'effet de glycosylation et suggére que le proton anomérique
de I’unité de rhamnose Jn 4,70 (s) serait lié au groupe hydroxyle C-6" du fragment glucosyle

avec une liaison a (Markham 1994; Kumar et al., 2010).

W

Figure 39 : Spectre RMN 3C (125 MHz, CD30D) du composé RAF2

La position des substituants et les assignations des données spectrales de RMN *3C ont été
confirmées par I'analyse des spectres HSQC et HMBC.

Dans le HMBC (Fig. 41), le signal du proton anomérique du rhamnose a Ju 4,70 corréle
avec le signal carbone du glucose a dc 69,4 (C-6"), et le signal du proton osidique a Jn 4,97 du
glucose correle avec le carbone C-8 de I'aglycone a oc 106,1. Ce qui confirme que le fragment
rhamnosyle est lié au carbone C-6" du glucosyle, et I’'unité glucosyle liée au carbone C-8 de

I'aglycone.
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Figure 40 : Spectre RMN HSQC (500 MHz, CD3OD) du composé RAF2

HMBC CD30D
Hs
H Hsys Hs e CH
16’ rent Data Parsmeters
* Hi- BT
| | , P
e T
; 15| G W | S— MNJ.‘JUU k_ . - s
S S L i - A T 1 T | 1 1 1 Bovee e
1 [ [ 1 | u 1
: Vol . ! ML emann
= : - |: ’il : = 1: A —t 1 20
1 (B} 1 1
4 : | : :I ‘wl : 1 ’ ° K
| | I I I | oo
I e [ T T f T 40
— ol et
—— I 1 1 oo
. L i | }
T H—t T T T T
C6” _____ __bo | __:__:_l:_______ [ 1 |
3 .68 |
Cy = __‘____J-:__ __j_l_\l_____'__r{-g 1 g] ‘
- ll i R 1 oty - 4 - 80
‘ [ Lo | o 1 | |
IR |
Co G ; |- — S K 1 ' — - 100
8 Ci10o r-r----"r-T--p-¢g-—-7--1--na [ | [ | f
1 | o | 1 | 1 |
il ol 1 | ]
o [ e ’ e e T
| 1 1 [
1 9 | ! ll 1
1 1 1
\ ‘: T = T L = A — T Jr 140
1 | | | [
| ! ! ! \ 72 - processing persmeters
C g N ISR W AP Sy PN G R ) ] ! - 160 o 100.1303538 o
WA B S L S S | L
—d-zxzczff=z|==3 = 0 [ i 0.0 ue
C2 ﬁ;_ | ke | | ‘ | % 140
| | B i~ Pencassiioe aceceists
i T 7 L .
| T "
| | | |
990 S [ N N S " ,,,,, SN N (U N N (O S A | ||

90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 -05 ppm

Figure 41 : Spectre RMN HMBC (500 MHz, CD3OD) du composé RAF2
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Figure 42 : Corrélations HMBC clés (—>) du composé RAF2

Sur la base des données spectrales précédentes, le composé RAF2 a été identifié comme

étant I'arnoldioside B ou la 6"-a-rhamnopyranosyl-7-O-méthylvitexine, un dérivé nouveau.

4"|
HO M oH
HSC 3”'
2'"
5"' O

6"-a-rhamnopyranosyl-7-O-méthylvitexine
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Tableau 12 : Données RMN *H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) du composé RAF2 dans
le MeOD-d4 (6 en ppm; J en Hz)

Position oc OH HMBC (C — H)
2 166,7 - H-2'; H-6'; H-3
3 103,7 6,62 s -

4 184,3 - -

5 163,6 - OH-5

6 96,1 6,49 s -

7 165,5 - OCHjs ; H-1"
8 106,1 - H-1"

9 157,3 - H-1"

10 106,2 - H-3; H-6

1 1235 - H-3'

2'/6’ 129,9 791d (8,9 -

3'/5' 117,1 6,92 d (8,9) -

4’ 162,9 - H-2'; H-6'
1” 75,1 4,97d(7,1) H-2"

2" 72,8 4,08 m H-1"

3" 80,2 3,50m -

4" 72,9 3,58 m -

5" 81,8 3,63 m -

6" 69,4 4,13 m H-1"

1" 102,6 4,70 s H-6"

2" 71,9 3,78m -

3" 72,0 341 m -

4 74,0 3,28 m -

5" 69,8 3,57m -

6" 17,9 1,23 d (6.3) -

OCHjs 56,9 3,93s -
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2.1.2.2 Détermination structurale des composés de type flavanol
a) ldentification du composé RAF8

Le compose RAFS8, isolé des feuilles de R. arnoldianum (De Wild. & T. Durand) Tiegh,
se présente sous forme d’une poudre jaune soluble dans le méthanol et répond positivement au
test de Shinoda caractéristique des flavonoides. La détermination de sa structure a été rendue

possible grace a ’analyse des spectres de masse a haute résolution et RMN (*H et *C).

L'analyse de son spectre de masse a haute résolution en mode positif nous a donné la
formule moléculaire C1sH1406 sur la base de 1’ion pseudo-moléculaire [M+H]* a m/z 291,0859

(masse calculée 291,0869 pour C1sH1506) renfermant neuf degrés d’insaturations.

2010859 1.228+01

«— [M+H]+

2920892 338.3411
139.0384

313.0677 339.3444

123.0420 Jo5ead 2030012 3403508 3021
89.5061 101109 1151222 | || 1470421 | 1790350 14 0541 226177554 9130247 1658 2730744 " ‘ 321.0057 ‘/ 367.1433 | 485.9112491.292
n

70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490

4443603 457
3750372 j002404 4271112 H

Figure 43 : Spectre HR-ESIMS du composé RAF8

L’analyse de la région aromatique du spectre RMN 'H (Fig. 44) a permis de mettre en
évidence la présence de deux protons aromatiques a o+ 6,70 (dd, J = 8,2 ; 2,0 Hz, H-6") et & on
6,65 (d, J = 8,2 Hz, H-5') dans la région des champs faibles, dont les constantes de couplage
indiquent qu’ils ont une position relative ortho, ainsi qu’un doublet a o+ 6,87 (d, J = 2,0 Hz, H-
2"), confirmant la présence d’un systéme ABX sur le cycle B.

On note également les signaux de deux doublets, intégrant chacun pour un proton a Ju
5,84 (d, J = 2,3 Hz, H-6) et 4 5,81 (d, J = 2,3 Hz, H-8), dont les constantes de couplage
indiquent qu’ils ont une position relative méta sur le cycle A du flavonoide.

Par ailleurs, des signaux a ou 4,71 (1H, s, H-2), 4,07 (1H, m, H-3), 2,76 (1H, dd, J = 16,7
et 4,6 Hz, H-4a) et 2,63 (1H, dd, J = 16,7 ; 3,0 Hz, H-4b) ont aussi été observés et sont

caractéristiques d’un squelette de type flavan-3-ol (Davis et al., 1996).
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Figure 44 : Spectre RMN 'H (400 MHz, méthanol-ds) du composé RAF8

L’analyse du spectre RMN 3C (Fig. 45) a fourni plus d’indications. Ce spectre a ainsi
montré cing signaux a Jdc 158,0 ; 157,56 ; 157,4 ; 146,0 et 145,7 caractéristiques des carbones

quaternaires, un méthylene a dc 29,3 ppm et deux méthines a oc 67,5 et 79,9.
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Figure 45 : Spectre RMN *3C (100 MHz, méthanol-ds) du composé RAF8

—

L’attribution compléte des signaux a ¢été¢ réalisée par 1’analyse des spectres de
corrélations homonucléaires COSY et hétéronucléaires HSQC et HMBC.
Les constantes de couplages des protons H-4a et H-4b avec le H-3 respectivement 4,6 et
3,0 Hz, en accord avec la littérature (Davis et al., 1996), de méme que Jc du C-2 a 79,9 ppm
confortent la structure du composé RAF8 comme étant celle de 1’épicatéchine, précédemment
isolé par Spek et al. (1984) et Usman et al. (2016).
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Epicatéchine

Tableau 13 : Comparaison des données RMN *H et $3C du composé RAF8 avec celles de
la littérature (Usman et al., 2016)

Expérimental Littérature
NG (400-100 MHz MeOD-d,) (400-100 MHz MeOD-dy)
on(JenHz) Jc on(JenHz) oc
2 4,71s 79,9 4835 79,9
3 4,07 m 67,5 4,19 m 67,5
4 2,76dd (4,6; 16,7) 29,3 2,86dd (4,8; 29,3
16,80)
2,63dd (3,0; 16,7) 2,73dd (2,7 ;
16,80)

5 - 157,6 - 157,4
6 5,84d (2,3) 96,3 5,93d (2,3) 96,4
7 - 158,0 - 157,9
8 5,81d (2,3) 95,8 5,96d (2,3) 95,9
9 - 157,4 - 157,7
10 - 100,0 - 100,1
1’ - 132,3 - 132,3
2’ 6,87 d (1,2) 115,3 6,99 (1,7) 115,3
3 - 145,8 - 1459
4’ - 146,0 - 145,8
5 6,65 d (8,2) 115,9 6,77d (8,2) 1159
6’ 6,70dd (2,0;8,2) 1194 6,81dd (1,7;8,2) 1194
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b) Identification du compose CAE9

Le composé CAEDY, isolé des écorces du tronc de C. arereh Delile, a été obtenu sous
forme d'une huile orange et répond positivement au test de Shinoda, suggérant qu'il s'agissait
d'un dérivé de flavonoide. L’analyse de son spectre IR (KBr, vmax) affiche de fortes bandes
d'absorption pour le groupe hydroxyle (3417 cm™), les carbones sp® (2926, 1465, 827cm™);
cycles aromatiques (1623, 1521 cm™); carbones oxygénés sp? et sp? (1273, 1197, 1106 cm'L).

La formule moléculaire, C1sH1406 du composé CAE9 a été déterminée grace a I’analyse
des spectres de masse a basse résolution (mode positif) et haute résolution FAB-MS (mode
positif) dans lesquelles les ions moléculaires sont apparus a m/z 291,1 [M+H]" et 291,0855
[M+H]" (masse calculée pour C15sH150s: 291,0869), respectivement (Fig. 46).
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Figure 46 : Spectre de masse FAB du composé CAE9

Le spectre RMN *H de CAE9 (Fig. 47) présente un profil similaire a celui de RAFS8
précédent. Il indique la présence de trois protons aromatiques a on 7,95 (d, 2,0 H-2"); on 7,37
(dd, 2,0; 8,7 H-6") et 7,30 (d ; 8,7 ; H-5'), caractéristiques du benzene 1,3,4-trisubstitué sur le
cycle B. De plus, le cycle C du flavan-3-ol a été caractérisé par la présence de deux protons de
méthine sp® & on 5,39 (d, 7,8 H-2) et 4,74 (m, H-3); et un proton diastéréotopique sp® & on 3,44
(dd, 12,0; 5,6 H-4a) et 3,57 (dd, 12,0; 8,1 H-4b) (Hye et al., 2009). Les signaux de protons
aromatiques meta-couplés a on 6,68 (1H, d, J = 1,6 Hz, H-6) et o1 6,70 (1H, d, J = 1,6 Hz, H-

8) établissent la présence du cycle aromatique tétra-substitué A.
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Figure 48 : Spectre RMN 3C (150 MHz, CsDsN) du composé CAE9

Sur la base des données spectrales RMN qui précédent et en comparaison avec la
littérature, la structure de CAE9 a été déduite comme la catéchine (Jin et Tu, 2005; Jung et al.,
2006; Yu et al., 2007).

153

Catéchine

Thése de Doctorat/PhD en Chimie Organique Rédigée et soutenue par BALEMAKEN MISSI Marius



Tableau 14 : Comparaison des données RMN H et 13C du composé CAE9 avec celles de
la littérature (Ryota et al., 1996)

N° Expérimental Littérature
(600-150 MHz, pyridine-ds) (500-125 MHz, MeOD-dy)
on(JenHz) Jc on(JenHz) oc
2 5,39d (7,8) 80,5 4,56 82,7
3 4,74 m 67,3 3,99d (8,3) 68,4
4 3,44 dd (12,0;5,6) 30,1 2,91dd(16,1;54) 28,8
3,57dd (12,0 ; 8,1) 2,53 (16,1} 8,3)
5 - 159,0 - 157,2
6 6,68 d (1,6) 97,0 6,02 d (2,3) 96,2
7 - 159,1 - 157,8
8 6,70 d (1,6) 96,2 5,88d (2,3) 95,5
9 - 159,0 - 157,0
10 - 100,6 - 100,7
1 - 132,5 - 132,3
2" 7,95d(2,0) 116,7 6,89 1153
3y - 147,2 - 145,7
4" - 147,3 - 145,7
5 7,30d(8,7) 116,5 6,79 115,7
6’ 7,37dd(8,7;20) 119,8 6,75 120,1

Thése de Doctorat/PhD en Chimie Organique Rédigée et soutenue par BALEMAKEN MISSI Marius 112



2.1.2.3 Détermination structurale du compose de type isoflavonoide
a) ldentification du composé RAF6

Le compose RAF®6, isolé des feuilles de R. arnoldianum (De Wild. & T. Durand) Tiegh,
posseéde un point de fusion compris entre 180 et 182 °C, et sa formule brute C1gH1406 a €té
déduite de son spectre de masse ESI-TOF. Son spectre UV présente une absorption a 270 et

330 nm caractéristique d'un isoflavonoide (EL-Emary et al., 1980).

Son spectre IR montre des bandes d'absorption a 1660 (C = O), 1610 (C = C) et 940cm’?
traduisant un méthylénedioxy, soutenu par le singulet fin de deux protons a on 6,08 et par le
test de Labat (couleur verte). On observe également deux singulets a o4 8,00 (H-2)
caractéristique d’un squelette de type isoflavone (Mabry et al., 1970; Al-Khlil et Al-Eisawi,
1994) et 6w 6,78 (H-8) dans le spectre RMN H du composé RAF6 et les ions de fragments m/e
132 (du cycle B) et 194 (du cycle A), produites par le clivage rétro-Diels-Alder, dans le spectre

de masse.

L’ensemble de ces données comparées avec celle de la littérature nous permet d’attribuer
la structure du composé RAF6 comme étant celle de la 4',5-dimethoxy-6,7-
méthylénedioxyisoflavone, précédemment isolé des bulbes fraiches d’lris tingitana par El-
Emary et al. (1980).

4',5-dimethoxy-6,7-methylenedioxyisoflavone
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2.1.2.4 Détermination structurale des biflavonoides isolés
a) ldentification du composé RAF10

Le composé RAF10, isolé des feuilles de R. arnoldianum (De Wild. & T. Durand) Tiegh,
se présente sous forme de poudre jaune. Son spectre ESI-MS (mode ion positif) présente un pic
ionique pseudo-moléculaire a m/z 554,96 [M + H]*, qui suggere la formule moléculaire
CaoH20010 renfermant 21 insaturations. Le spectre IR de RAF10 a montré une large bande
d'absorption du groupement OH a 3020 cm™ et une bande de carbonyle chélaté a 1648 cm™.

Le spectre RMN *H du composé RAF10 montre six groupes OH a dn 13,27 (s), 12,68 (s),
10,78 (2H), 10,47 (s) et 9,77 (s) dont deux signaux dans le champ faible o4 13,27 (s) et 12,68
(s) indiguant deux groupes OH chélatés en positions 5” et 5. On observe un singulet de proton
a on 6,90 (1H, s, H-3") et un doublet dédoublé a 615,68 (dd, J = 12 et 3 Hz, H-2) assignables
aux protons caractéristiques des unités flavone et flavanone (Chen et Lin, 1974). Un multiplet

a on 2,8 et 3,3 attribuables aux deux protons H-3 (trans) et H-3 (Cis) de I’unité flavanone.

Huit des 11 protons aromatiques sont apparus sous la forme de deux ensembles de doublets
de type A2B2 a dn 7,54 (2H, d, J = 8 Hz, H-2'/6"), & 61 6,98 (2H, d, J = 8 Hz, H-3'/5") du cycle
Betaoun 7,73 (2H, d, J =9 Hz, H-2""/6"") et on 7,02 (2H, d, J = 9 Hz, H-3""/5"") du cycle E.
Les trois protons aromatiques restants ont montré des singulets a on 6,90 (1H, s, H-3") ; on 6,50
(1H, s, H-6") et 6n 6,28 (1H, s, H-8).

Le spectre RMN 3C de RAF10 a montré 26 signaux de carbones de la molécule,
comprenant deux carbones sp® et 24 carbones sp?, qui incluent des signaux pour deux groupes

carbonyle a 196,5 et 182,3 ppm.

La comparaison des données spectrales RMN C de RAF10 avec la naringénine et
I'apigénine a montreé que C-6 du cycle A et C-8"” du cycle D sont impliqués dans la liaison
interflavonoide; car les résonances de ces carbones se sont déplacées vers le bas de 4,3 et 5,4
ppm, respectivement, par rapport aux résonances de carbone correspondantes de la naringénine
et de I'apigénine. Le spectre HMBC de RAF10 a en outre confirmé I'implication de ces carbones
dans la liaison interflavonoide car ces carbones montraient des corrélations avec H-8" Jn 6,28

et H-6 Jn 6,50 respectivement.

La comparaison des valeurs des déplacements chimiques des *H et **C du composé RAF10
avec celles de la littérature a permis d’identifier ce composé a la rhusflavone, composé connu,

précédemment isolé de Rhus succedanae par Chen et al. (1974).
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b) Identification du composé RAF11

Le composé RAF11, isolé des feuilles de R. arnoldianum (De Wild. & T. Durand) Tiegh,
est un solide jaune amorphe soluble dans le méthanol. Son spectre de masse en impact
électronique (IE) présente 1’ion moléculaire a m/z 538,2 correspondant a une masse moléculaire

de 538 g/mol et suggérant une formule brute C3oH1sO10. 1l répond positivement au test de Neu
caractéristique des biflavonoides.
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T Boan Buat) . Entrss {18 1007, Tnne 14558 B3E.2

s 89.0 s

2 Z AR 3434 SR
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Figure 49 : Spectre de masse IE du composé RAF11

Le spectre RMN *H (figure 50) de RAF11 présente dix protons aromatiques et deux
protons oléfiniques. L’analyse de ce spectre couplé au spectre COSY montre la présence de :
- Un noyau benzénique para-substitué formant un systeme A2B: : on 7,50 (2H, d, J = 7,7 Hz,
H-2""/6"") et on 6,72 (2H, d, J = 7,7 Hz, H-3""/5"").
- Un noyau benzénique ortho, para-trisubstitué formant un systeme ABX : 61 7,11 (1H, dd, J
=7,8et1,8Hz, H-6") puis o1 7,88 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-5") et 61 7,92 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-2').
- Un noyau benzénique tétra-substitué formant un systéme AB : on 6,38 (1H, d ; J= 2,0 Hz, H-
8) et 0w 6,18 (1H, d ; J = 2,0 Hz, H-6").
- Un noyau benzénique penta-substitué portant un proton a o+ 6,40 (1H, s, H-6").

Par ailleurs, nous notons aussi la présence de deux singulets a on 6,58 et 6,56 ppm
caractéristiques des H-3 des flavones.
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Figure 50 : Spectre RMN 'H (500 MHz, MeOD-ds) du composé RAF11

Son spectre RMN *3C totalement découplé présente 30 signaux correspondant a 30 atomes
de carbone répartis comme suit :

- 2 carbonyles a 6c 183,1 et 183,4 ppm respectivement.

- 14 atomes de carbone sp? quaternaires dont huit sont porteurs d’un atome d’oxygéne
entre oc 103,8 et 162,5 ppm.

- 10 atomes de carbone aromatiques sp? tertiaires entre dc = 94,8 et 6c = 132,6 ppm.

- 4 atomes de carbone sp? oléfiniques dont deux sont liés a un atome d’oxygéne entre dc
163,3 et 164,9 ppm.

De cette analyse il ressort que le composé RAF11 est constitué de deux unités

flavonoidiques dont la jonction a été effectuée grace aux spectres 2D en occurrence le HMBC.

Le spectre HMBC a permis de ressortir la corrélation inter-flavonoidique entre le proton

a on 7,92 (H-2") et le carbone a oc 103,8 ppm (C-8") porté par le noyau A: et de relier les deux
principales sous-structures.

Sur la base de toutes ces données et par comparaison directe avec les données de la

littérature (Bais et Abrol, 2016), le composé RAF11 a été identifié a 1I’amentoflavone

précédemment isolé de Campylospermum calanthum (Njock et al., 2013).
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Tableau 15 : Comparaison des données RMN H et 2*C du composé RAF11 avec celles
de la littérature (Bais et Abrol, 2016)

N° Expérimental Littérature
(500-125 MHz Acetone-d6) (500-125 MHz MeOH-d4)
on(Jen H2) Jdc on(Jen Hz) Jc

2 - 164,9 - 166,0
3 6,58 s 104,3 6,60 s 102,3
4 - 183,4 - 184,6
5 - 163,3 - 163,4
6 6,18d 99,9 6,18 br s 98,4
7 - 162,7 - 166,4
8 6,38d 94,8 6,40 br s 93,5
9 - 161,8 - 159,8
10 - 104,2 - 105,6
1’ - 120,9 - 123,5
2' 7,92d (1,8) 132,6 7,95d (1,5) 131,0
3’ - 116,7 - 122,0
4’ - 160,4 - 161,6
5 7,88d (7,8) 117,6 7,89 d (8,0) 127,9
6’ 7,11dd (7,8 ; 1,8) 128,7 7,12dd (8,0; 1,5 116,6
2" - 164,9 - 166,6
3" 6,56 s 103,8 6,59 s 101,8
4" - 183,1 - 185,0
5 - 163,3 - 163,8
6" 6,40 s 99,8 6,38 s 98,6
7" - 162,5 - 162,8
8" - 103,8 - 106.0
9" - 156,1 - 159,6
10"’ - 104,5 - 105,3
1 - 123,3 - 123,5
26"’ 7,50d (7,7) 129,1 7,54 d (8,0) 128,2
35 6,72d (7,7) 116,1 6,72 d (8,0) 115,4
4 - 160,4 - 163,0
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2.1.2,5 Détermination structurale des triterpenes de type lupane isolés

a) ldentification du composé CAE5

Le composé CAES, isolé des écorces de C. arereh Delile, se présente sous forme de solide

de couleur blanche soluble dans le chloroforme et répond positivement au test de Liebermann-

Burchard caractéristique des triterpénes. Ses données spectrales de masse suggerent pour ce

dernier la formule moléculaire C3oHs00.

Son spectre RMN *H montre sept singulets de méthyle tertiaire a 54 0,78 ; 0,82 ; 0,83 ;

0,96 ; 1,02 ; 1,03 ; 1,68 ppm et un groupe hydroxyle secondaire apparaissant sous forme d’un
doublet de doublets a o4 3,18 (1H, dd, J = 11,2 et 5,0 Hz). 1l a également montré deux protons
oléfiniques a on 4,56 et 4,69 en C-29 (2H, d, J = 1,9 Hz, H-29a, 29b) représentant la double

liaison exocyclique ainsi qu’un signal méthyle a on 1,68 (H-30) suggérant que le composé isolé

CAES était un triterpénoide de type lupane (Prakash et Prakash, 2012).
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Figure 51 : Spectre RMN 'H (400 MHz, CDCIls) du composé CAE5

25000

{20000

15000

10000

5000

Thése de Doctorat/PhD en Chimie Organique

Rédigée et soutenue par BALEMAKEN MISSI Marius



Le spectre RMN *3C du composé CAE5 a montré 30 signaux comprenant un signal de
carbone lié au groupe hydroxyle en position C-3 a dc 79,1 tandis que les carbones oléfiniques

de la double liaison exocyclique sont apparus a dc 151,2 et 109,4 ppm.
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Figure 52 : Spectre RMN *3C (100 MHz, CDCIz) du composé CAE5

Les données spectrales qui précedent (RMN et masse) confirme que le composé CAES
est bien un triterpéne de type lupane. Sur la base de ces données et en comparaison avec celles
de la littérature (Prakash et Prakash, 2012; Shwe et al., 2019), le composé CAES5 a été identifié

a une structure connue 3p-Lup-20(29)-en-3-ol, plus communément connu sous le nom de
lupéol.
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Tableau 16 : Comparaison des données RMN H et 3*C du composé CAES5 avec celles de
la littérature (Shwe et al., 2019)

N° Expérimental Littérature N° Expérimental Littérature
(400-100 MHz CDCl3) (600-150 MHz CDCls) (400-100 MHz CDCls)  (600-150 MHz CDCls)
on(Jen Hz) oc on(JenHz) dc on(JenHz) oc on(JenHz) oc
1 0,92 m 38,8 0,90 m 38,8 16 1,39 m 35,7 1,35m 35,5
1,69 m 1,65m 1,50 m 1,45m
2 1,24 m 25,2 1,52 m 27,4 17 - 43,1 - 42,9
1,70 m 1,67 m 18 - 48,4 1,36 m 48,2
3 3,18 dd 79,1 3,20 dd 78,9 - 1,37 m
(11,2 ; 5,0)
4 - 39,0 - 38,7 19 2.37td 48,1 2,40 m 47,9
(11,0;5,8)
5 0,70 m 55,4 0,67 m 55,2 1,45m
1,40 m 18,4 1,37m 18,3 20 - 151,23 - 150,9
1,52 m 1,52 m 21 1,35m 29,9 1,3m 28,8
141m 34,4 1,39 m 34,2 1,94 191 m
40,9 40,8 22 1,21m 40,1 1,18 m 39,9
9 1,29 m 50,5 1,25m 50,4 1,40 m 1,37 m
10 37,3 37,1 23 1,02 m 28,1 0,90s 27,9
11 1,28m 21,0 1,20 m 20,9 24 0,78 s 15,5 0,76 s 15,3
1,43 m 1,40 m 25 0,835 16,2 0,83s 16,1
12 1,06 m 27,5 1,06 m 25,1 26 1,03 s 16,1 1,03s 15,9
1,62 m 1,62 m 27 0,96 s 14,6 0,94s 14,6
13 1,70m 38,1 1,66 m 38,0 28 0,825 18,1 0,79 s 17,9
14 - 42,9 42,8 29 456d (19 1094 4,57d(1,9) 109,3
15 1,06 m 27,5 1,05 m 27,4 4,69d (1,9 4,69d (1,9)
1,62 m 1,60 m 30 1,68s 194 1,67s 19.2
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b) Identification du composé CAE3

Le composé CAES, isolé des écorces de C. arereh Delile, se présente sous forme de solide
blanc soluble dans le chloroforme et répond positivement au test de Liebermann-Burchard
caractéristique des triterpénes. Sa formule brute, CaoHsO2, a été déduite de son spectre de
masse HR-ESIMS (Fig. 53) qui a montré un adduit de 1’ion pseudo-moléculaire a m/z 441.3156
[M+H]" (masse calculée 441.3133 pour C3oH290>).
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Figure 53 : Spectre HR-ESIMS du composé CAE3

Le spectre RMN *H du composé CAES3, superposé a celui de CAES5 (lupéol) précédent
se révéle quasi-similaire. Il differe de ce dernier par la présence d’un signal de proton aldéhyde
a on 9,67 ppm (1H, s) et six singulets de méthyles au lieu de sept. Les autres signaux sont

similaires a ceux reportés pour le composé CAEDS.
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Figure 54 : Spectre RMN 'H (400 MHz, CDCIs3) du composé CAE3
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Son spectre RMN 3C montre un triplet a 6c 33,3 ppm attribué au C-16 par son
déplacement vers les champs forts (-2,4 ppm) di au groupement aldéhyde substitué en C-28 et
un triplet a oc 33,4 blindé pour le C-22. Le singulet a dc 43,1 ppm dans le composé CAES a été
déplacé vers des champs faibles de +16,3 ppm en CAE3. Ceci confirme la substitution du
groupe aldéhyde en position C-28. Les autres signaux de carbone furent identifiés par analogie
et attribués par correspondance avec ceux du lupéol précédent, exception du carbone C-28 du
groupe aldéhyde qui apparait a oc 206,8 ppm.
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Figure 55 : Spectre RMN *3C (100 MHz, CDClz) du composé CAE3
Sur la base de ces données spectrales RMN et par comparaison avec celles de la littérature,
le composé CAE3 s'est avére étre le (34)-3-hydroxyLup-20(29)-én-28-al, composé connu,
communément appelée bétulinal (Zhong et al., 1984).
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Tableau 17 : Comparaison des données RMN H et 3*C du composé CAE3 avec celles de

la littérature (Zhong et al., 1984)

N° Expérimental Littérature N° Expérimental Littérature
(400-100 MHz CDCl») (500-125 MHz CDCls) (400-100 MHz CDCl3)  (500-125 MHz CDCls)
on(Jen Hz) Jc on(JenHz) oc on(JenHz) dc on(JenHz) dc
1 0,92m 38,8 0,90 m 38,7 16 1,37m 33,3 1,35m 32,2
1,68 m 1,65m 1,42 m 1,45 m
2 0,97 m 27,5 1,52 m 27,4 17 - 59,4 - 56,3
1,61 m 1,67 m 18 1,49 m 48,2 1,36 m 49,6
3 3,18 dd, 79,1 3,15dd, (11) 79,0 1,37 m
(11,3;4,9)
4 - 39,0 - 38,9 19 2,87 td, 47,6 2,80 m 49,3
(11,1;5,8)
5 0,67 m 55,4 0,67 m 55,4 1,44 m 1,45m
6 1,39 m 18,4 1,37 m 18,3 20 - 149,8 - 150,4
1,53 m 1,52 m 21 1,35m 29,4 1,30 m 29,8
7 1,40 m 34,4 1,39 m 34,3 1,90 m 1,91 m
8 - 40,9 - 40,7 22 1,28 m 33,4 1,18 m 37,0
9 1,25m 50,6 1,25 m 50,5 1,37m 1,37 m
10 - 37,3 - 37,2 23 0,97s 28,1 0,95s 28,0
11 0,83 m 20,9 1,20 m 20,9 24 0,75s 15,5 0,95s 15,3
1,40 m 25 0,81s 16,2 0,80s 16,1
12 1,03 m 25,6 1,06 m 25,5 26 091s 16,0 0,90s 16,0
1,68 m 1,62 m 27 0,96 s 14,4 0.73s 14,7
13 1,60 m 38,8 1,66 m 38,4 28 9,67s 206,8 9,655 197,2
14 - 42,7 - 42,4 29 4,62 110,3 4,60 109,3
15 1,24 m 30,1 1,05 m 30,6 4,76 d, (2.2) 4,72 br.s
1,42 m 1,60 m 30 1,69s 19,1 1,68s 19,4
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c) ldentification du composé CAE4

Le composé CAE4, isolé des écorces de C. arereh Delile, se présente sous forme de solide
blanc soluble dans le méthanol et répond positivement au test de Liebermann-Burchard
caractéristique des triterpénes. Il a été identifié par une analyse détaillée des données des
spectres RMN *3C, 'H et HR-ESIMS et toutes ces données ont été comparées a celles de la
littérature. La formule brute du composé CAE4, C3oH1g03, a été déduite de son spectre de masse
HR-ESIMS. Le pic de I'ion moléculaire [M-H]" a été obtenu & m/z 455,3531 ce qui confirme le
poids moléculaire du composé isolé a 455,3525 masse calculée pour CzoH4703 (Karan et al.,
2018; Cichewicz et Kouzi, 2004).

LC-MIS (Synapt} Facility UP, Chemietry Dept 20190502_NatashaO_CAE3_n 38 (0.445) Al2 (Ar18000.0,554.26,0.00 LS 10); ABS
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1724005
1004 4553531
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456.3559
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457.3581
b

458 3506 5233415 5403303
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Figure 56 : Spectre HR-ESIMS du composé CAE4

Le spectre RMN *H du composé CAE4 présente des signaux identiques a ceux du
composé CAE3 (betulinal) précédent, excepté le signal de proton du groupe aldéhyde a 6+ 9,67
qui n’apparait plus. Il a montré six singulets de méthyle tertiaire a on 0,64 ; 0,76 ; 0,86 ; 0,87 ;
0,93 ; 1,64 un groupe hydroxyle secondaire a on 2,95 et deux protons oléfiniques a on 4,56 et
4,69 représentant une double liaison exocyclique.
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Figure 57 : Spectre RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) du composé CAE4

Le spectre RMN *3C a confirmé la présence de signaux de vinyle a du 150,3 et 109,7

(double liaison) et I'alcool secondaire a o+ 76,8 ppm. L'apparition d'un groupe carbonyle a oc

177,8 dans le spectre RMN 3C suggére la présence du groupe acide dans sa structure

(Cichewicz et Kouzi, 2004; Karan et al., 2018).
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Figure 58 : Spectre RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds) du composé CAE4
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Sur la base des données spectrales qui précedent, le composé CAE4 a éte identifié comme
étant de l'acide bétulinique, ce qui a été corroboré par les données physiques et spectrales
rapportées dans la littérature (Jamila et al., 2014; Jung et al., 2014).

29

%19 21

159

Acide Bétulinique

Tableau 18 : Comparaison des données RMN *H et *C du composé CAE4 avec celles de
la littérature (Jamila et al., 2014)

N° Expérimental Littérature N° Expérimental Littérature
(400-100 MHz DMSO-ds) (500-125 MHz pyridine-ds) (400-100 MHz DMSO-ds)  (500-125 MHz pyridine-ds)
on(Jen Hz) Jc on(JenHz) dc on(JenHz) oc on(JenHz) oc

1 0,86 m 38,2 0,99 m 39,3 16 1,37m 31,7 1,55 m 32,8
1,54 br 1,67 d (12,9) 2,12 m 2,63 m

2 1,43 m 27,1 1,85m 28,3 17 - 55,4 - 56,6

3 296br 76,8 3,451 (8.0) 78,1 18 152m 48,5 1.77t(115) 498

4 - 38,5 - 39,5 19 295m 46,6 3,52m 47,7

5 062m 54,9 0,82m 55,1 1,45m

6 1,44 m 17,9 1,38 m 18,8 20 - 150,3 - 151,3
1,32m 1,56 m 21 1,09m 29,2 1,53 m 31,2

7 1,32m 33,9 1,56 m 34,8 1,38 m 2,24 m

1,38 m

8 - 40,2 - 41,1 22 1,42 m 36,3 157m 37,5

9 1,24 m 49,9 1,38 m 50,9 1,79 m 2,25 m

10 - 36,7 - 37,5 23 0,87s 28,1 1,22s 28,6

11 1,20m 20,4 121m 21,6 24 0,865 15,7 1,00s 16,3
1,36 m 1,43 m 25 0,765 15,9 0,83s 16,4

12 0,96 m 25,1 121m 26,1 26 0,645 15,8 1,06 16,4
1,62m 1,94 m 27 0,93s 14,4 1,07 s 14,9

13 2,21td(12,3; 37,6 2,74 m 38,6 28 - 177,8 - 178,8
3,6)

14 - 42,0 - 42,8 29  4,69d(25)  109,7 494d(2,4)  109,9

15 1,31m 30,1 1,26 m 30,2 4,56 brd 4,77d (2,4)

1,80 m 1,88 m 30 1,64 18,9 1,80s 19,5
127
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d) Identification du composé CAE2

Le composé CAE?2, isolé des écorces du tronc de C. arereh Delile, a été obtenu sous
forme de poudre blanche. Soluble dans le chloroforme, il répond positivement au test de
Liebermann-Burchard caractéristique des triterpénes. Son spectre HR-ESIMS en mode positif
révéle le pic majoritaire comme étant un ion pseudo-moléculaire [M+H]* a m/z 443,3166 qui

correspond & la formule moléculaire C3oHs102 (masse calculée 443,3189 pour C3oHs105).
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Figure 59 : Spectre HR-ESIMS du composé CAE2

La comparaison des données spectrales de RMN H avec celles du composé 1’acide
bétulinique, révele de nombreuses similitudes mais également quelques différences. Comme
éléments de similitude, on note sur ce spectre, la présence de 5 méthyles angulaires et d’un
groupement isopropényl dont les signaux résonnent a on 4,66(1H, s, H-29a) et 4,56(1H, s, H-
29b) et le méthyl a on 1,64 (3H, s, H-30). On observe également un proton hydroxyméthine a
on 3,17 (1H, dd, J = 11,0 et 5,2 Hz, H-3). L’ensemble de ces données plaide en faveur de
I’existence au sein de ce composé d’un squelette de type lupane.

La différence entre les deux composés, réside en la présence sur le spectre de RMN H
d’un systéeme AB caractéristique des protons de 1’hydroxyméthyléne apparaissant a on 3,78
(1H, d, J = 10,8 Hz, H-28a) et on 3,31 (1H, d, J = 10,8 Hz, H-28b) attribuable aux protons en
position C-28. Ce qui montre que la fonction acide de I’acide bétulinique a été remplacée par

un hydroxyméthyléne sur le composé CAE2.
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Figure 60 : Spectre RMN 'H (400 MHz, CDCls3) du composé CAE2

Sur le spectre RMN *3C on note la disparition du signal & éc 117,8 et I’apparition d’un

signal & oc 60,8 ppm caractéristique de I’hydroxyméthyléne.
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Figure 61 : Spectre RMN 3C, DEPT (100 MHz, CDCls) du composé CAE2
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Sur la base de toutes ces données spectroscopiques, et en comparaison avec celles de la
littérature (Ayatollahi et al., 2009), la structure 160 a été attribuée au composé CAE2 qui est
celle de lup-20(29)-én-3R,28-diol (bétuline).

160

Bétuline

Tableau 19 : Comparaison des données RMN H et 3*C du composé CAE2 avec celles de
la littérature (Ayatollahi et al., 2009)

N° Expérimental Littérature N° Expérimental Littérature
(400-100 MHz CDCls)  (500-125 MHz CDCls) (400-100 MHz CDCls) (500-125 MHz CDCls)
on(JenHz) dc on(JenHz) dc on(JenHz) oc on(JenHz) dc
1 083m 38,9 0,88 m 38,7 16 1,37m 29,4 1,92 m 29,2
1,54 m 1,63 m 2,13m 1,19 m
2 143m 27,6 1,57 m 27,4 17 - 48,0 - 47,8
2,96 br 1,52 m 18 152m 48,9 1,56 m 48,8
3 317dd(50; 792 3,18 dd 79,0 2,95m
11,2) (11,1;5,58)
4 - 391 - 38,9 19 48,0 2,37 ddd, 47,8
(5,7,11,0)
5 144m 55,5 0,67 m 55,3 20 - 150,6 - 150,5
6 1,32m 18,5 1,51 m 18,3 21 1,09m 30,0 19m 29,7
1,32 m 1,37 m 1,38 m 1,42 m
7 34,5 1,38 m 34,2 22 142m 34,2 1,02 m 34,0
8 - 41,1 - 40,9 1,79 m 1,82m
9 124m 50,6 1,26 m 50,3 23 0,865 28,2 0,95s 28,0
10 - 37,4 - 37,1 24 0,865 15,6 0,74 s 15,3
11 1,20m 21,0 1,42 m 20,8 25 0,765 16,3 08s 16,1
1,36 m 1,24 m 26 0,64s 16,2 1,00s 16,0
12 0,96m 25,4 1,01 m 25,2 27 0,93s 15,0 0,96 s 14,7
1,62m 1.63m 28 3,78d(10,8) 60,8 3,79dd 60,5
3,31d (10,8) (10,7 ; 4.3)
3,31dd
(10,7;3,7)
13 2,21td(12,3; 37,5 1,62 m 37,3 29 4,665 109,9 4,66 s 109,7
3,6)
14 - 429 - 42,73 4,56s 4,56 s
15 131m 27,2 1,67 m 27,03 30 164s 19,3 1,66s 19,1
1,80 m 1,03 m
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e) Détermination du composé CAE8

Le composé CAES, obtenu sous forme d'un solide blanc soluble dans le méthanol, a été
isolé des écorces du tronc de C. arereh Delile et répond positivement au test de Liebermann-
Burchard caractéristique des triterpénes. Sa formule brute C3oHs004 a été obtenue a partir du
pic de I’ion pseudo-moléculaire a m/z 473,3649 [M-H] (calculé pour CaoHa904: 473,3631)
observé sur le spectre HR-ESIMS mode négatif (figure 62) et renferme six degrés

d'insaturations.

[M-H] —»

Figure 62 : Spectre HR-ESIMS du compose CAES

Une analyse détaillée du spectre RMN 'H de CAES8 a confirmé les signaux
caractéristiques d'un squelette triterpénique de type lupane. Il est caractérisé par six signaux de
groupes méthyles tertiaires a on 0,70 ; 0,75; 0,81 ; 0,85 ; 0,86 et 0,97 (3H chacun, s, Me-28,
Me-24, Me-26, Me-23, Me-27 et Me-25), un méthyle secondaire a on 1,00 (3H, d, J = 6,9 Hz,
Me-28), deux protons carbinoliques a o+ 3,14 et 3,75 (1H chacun, d, H-3 et H-2). De plus, on
note l'absence de dérivé de protons de type lupényle Hg-19 a on 2,38 comme décrit pour les
composés dérivés du lupéol (Pereira et al., 1996). Pour le composé CAES, a la place du
groupement isoprényle, on note la présence d'un groupement isopropyloique caractérisé par un
déplacement du methine H-20 a on 2,57 (1H, m) vers les champs faibles et le déplacement vers
les champs forts du signal du méthyle en position 28.
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Figure 63 : Spectre RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) du composé CAES

Les spectres RMN *3C et DEPT ont révélé 30 signaux de carbone. Le squelette de CAES
a été confirmé comme celui d’un triterpénoide de type lupane par analyse couplée RMN H et
13C (tableau 20), mais sans les carbones isoprényliques typiques a éc 151,9 (C-20) et 110,3 (C-
29) (Pereira et al., 1996; Prakash et Prakash, 2012). On dénombre sept carbones de méthyles a
oc145;16,0;17,1;17,5;17,9;21,9; 29,1 ; deux carbones oxyméthines a oc 65,2 et 78,2 et
un signal carboxyle a 6c 177,1.
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Figure 64 : Spectre RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds) du composé CAES
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Figure 65 : Spectre RMN *C DEPT135 (100 MHz, DMSO-ds) du composé CAES

La configuration des groupes hydroxyles, 2/ et 3a, a été établie sur la base de I'absence
d'interactions entre H-2 et H-3 dans I'expérience NOESY dans un premier temps et d'autre part,
I'absence de couplage spin-spin diaxial illustré par la faible valeur J de H-3 (J = 2,5 Hz) (qui
indique une position équatoriale des deux protons H-2 et H-3) (Culioli et al., 2003) (Fig. 63).
Ceci est en accord avec les valeurs des données spectrales de la littérature (Schmidt et al., 1995;

Adnyana et al., 2000; Rungsimakan et Rowan, 2014).
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Figure 66 : Spectre NOESY (400 MHz, DMSO-ds) du composé CAES8
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Schéma 5 : Principales corrélations NOESY observées du composé CAES

Dans le spectre HMBC, le signal du proton H-1 & on 1,46 corréle avec les carbones C-2
(0 65,2), C-3 (6 78,2), C-5 (0 47,8) et C-10 (0 38,2); le proton H-2 a o1 3,75 (1H, m) est en
corrélation avec le carbone C-1 (0 42,0) confirmant la position de ces protons de méthine

alcoolique. La localisation de la fonction acide carboxylique en C-29 a été réalisée grace a

I'observation sur le spectre HMBC des corrélations 23Jc.q entre H-19 & 6w 1,70 et H-20 & on
2,57 et les carbones C-29 (0 177,1) et C-30 (6 17,5); le proton H-30 a on 1,00 étant en corrélation

avec le carbone C-29 (0 177,1) (figure 64).
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Figure 67 : Spectre HMBC (400 MHz, DMSO-dg) du composé CAE8
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De plus, le spectre COSY de CAE8 a montré les corrélations entre les protons H-18 et
H-19, H-19 et H-20, H-20 et H-30 confirmant la liaison C-19 / C-20 entre le groupe

isopropyloique et le squelette de lupane.
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Figure 68 : Spectre COSY (400 MHz, DMSO-ds) du composé CAES8

Schéma 6 : Principales corrélations COSY (Rouge) et HMBC (Bleue) observées du
composé CAES8
Sur la base de ces données spectrales, et par comparaison avec la littérature, le composé
CAES a eté caracterise comme l'acide 24,3a-dihydroxylupan-29-oique, pour lequel le nom

trivial acide cassiarique a été proposé. A notre connaissance, c’est la premiére fois que ce

composeé est isolé.
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23 24

Acide cassiarique

161

le DMSO-ds (6 en ppm; J en Hz).

Tableau 20 : Données RMN 'H (400 MHz) et RMN *3C (100 MHz) du composé CAES8 dans

Position dc ?Heéal—?zn) PPM: HMBC (C—H) Position dJc ?Herﬁ_f;) PP UMBC (C—H)
1 42,0 1,08 m - 16 35,4 1,22 m H-28
1,46 m - 1,41m -
2 65,2 3,75m H-1; H-3 17 429 - H-18 ; H-28
3 78,2 3,14brd (2,5 H-23;H-24 18 48,2 1,37 m H-13; H-21;
H-22 ; H-28
4 38,3 - H-3 19 43,0 1,70 m H-18
5 47,8 1,09 m H-1; H-23 20 41,6 2,57m -
6 17,8 1,09 m - 21 27,1 091 m -
1,32 m - 1,61m -
7 34,1 1,31 m - 22 39,6 1,00 m -
8 40,8 - H-25 1,25m -
9 49,6 1,30 m H-25 23 29,1 0,85s -
10 38,2 - H-1 24 21,9 0,75s -
11 23,5 1,69 m - 25 16,0 0,97 s -
- - 26 17,1 0,81s -
12 26,6 1,33 m - 27 14,5 0,86s -
1,52m - 28 17,9 0,70s -
13 37,4 1,62m - 29 1771 - H-19 ; H-20 ;
H-30
14 429 - i 30 175  1,00d(69)  H-19:H-20
15 20,6 1,31m H-27
1,45 m -
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f) Identification du composé CAE6

Le composé CAES, isolé des écorces du tronc de C. arereh Delile, a été obtenu sous
forme d'aiguilles incolores. Soluble dans I’acétone, il répond positivement au test de
Liebermann-Burchard caractéristique des triterpenes. Son spectre HR-ESIMS (Fig. 69) a
montré un adduit de I’ion pseudo-moléculaire a m/z 487,3427 [M+H]" (masse calculée
487,3423 pour C3oH4705) correspondant a la formule brute C3oHssOs et renfermant 8 degrés

d’insaturations.
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Figure 69 : Spectre HR-ESIMS du composé CAE6

Le spectre RMN H de CAEG (fig. 70) révéle la présence de six groupes méthyles a o
0,92 (3H, s, H-26), 0,97 (2 x 3H, s, H-23/27), 1,06 (3H, s, H-24), 1,11 (3H, s, H-25) et 1,69
(3H, s, H-30), un proton de carbinol méthine a on 4,14 (1H, s, H-3) et deux protons oléfiniques
aon 4,58 (1H,d, J=2,4Hz, 29a) et 4,72 (1H, d, J = 2,4 Hz, 29b). Il differe du composé CAE4
(acide bétulinique) par un déplacement vers les champs faibles des signaux de protons a ox 4,14
et 2,53 ppm des protons 2 et 3, traduisant la présence dans leur environnement d’un groupement

supplémentaire attracteur d’électrons.
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Figure 70 : Spectre RMN 'H (400 MHz, Acetone-ds) du composé CAE6

Son spectre RMN *3C (DEPT) (fig. 71) affiche 30 signaux de carbone (6 x CHz; 9 X CHz;
7 x CH; 8 x C). Le spectre RMN °C a également indiqué la présence de deux groupes
carboxyliques a dc 176,4 (s) et 177,5 (s), un groupe isopropényle a dc 151,5 (s), 110,0 (t) et un
carbinol méthine a dc 85,0 confirmant ainsi que la structure de CAE6 possédait les
caractéristiques du triterpénoide de type lupane. La position du groupement carboxyle (COOH-
1) 6c 176,4 a été confortée par les corrélations HMBC en 23Jc. avec les protons H-2 et H-3

on 2,53 et 4,14 respectivement.

Thése de Doctorat/PhD en Chimie Organique Rédigée et soutenue par BALEMAKEN MISSI Marius 138



CAES.{1.fid 5% g g S mNneonoonnanahonollkyomo oo
N = S < NN 0RO NG N M0N0 K mNKh0©nm~S A 5000
13C Adgetone INEN i 2 " CRNCABNUBNENONT N Ol €3 aaoN
NS B o 8 B R PP PP ARSNARR[RI222QNYE
\/ IR an Ry R el P
~ - 3000
O
5 X g 9 2000
@) (@) @) o O [
© @ O i | “
O O ‘ T L 1000
|
i Lo
Wiy o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
f1 (ppm)
S = © = < oo w = =
88 b ] b 3 E R 3 IS
ge % = B geas 4w I-4000
N \ NI/ \
3
O S o 3000
=1 O ON ~
— i © N 2000
o o O O o5 O
! ! H | 1000
l J U 70
™ o e b A A Wikl Lo,
Mgy 4 s i e AL ¥ o ol

LI s B B B B e e . s s B s s s s s B B B B B B B
52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14
f1 (ppm)

Figure 71 : Spectre RMN 3C (100 MHz, Acetone-ds) du composé CAE6
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Figure 72 : Spectre RMN 3C DEPT (100 MHz, Acetone-ds) du composé CAE6

Sur la base des données spectrales qui précedent, la structure du composé CAEG6 a été
identifiée comme étant de I'acide ceanothique, ce qui a été corroboré par les donnees physiques
et spectrales rapportées dans la littérature (Rambabu et al., 2011; Jagadeesh et al., 2000).
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Acide ceanothique

Tableau 21 : Comparaison des données RMN H et 13C du composé CAEG avec celles de
la littérature (Rambabu et al., 2011).

N° Expérimental Littérature N° Expérimental Littérature
(400-100 MHz Acetone-d6)  (500-125 MHz pyridine-ds) (400-100 MHz Acetone-d6)  (500-125 MHz pyridine-ds)
Jon(J en H2) Jc on(JenHz) dc on(JenHz) oc on(JenHz) dc
1 176,4 - 178,4 16 1,44 m; 32,8 150;2,61d 333
2,23 m (11,4)
2 2,53s 66,2 3,22m 67,4 17 56,7 - 57,0
3 4,14 s 85,0 4,84 m 85,1 18 1,61m 49,9 1,71 m 50,1
4 43,9 - 44,2 19 3,02m 47,9 3.51d (2,3) 48,0
5 1,72 57,3 2,23d,(28) 574
6 1,36 m 19,3 1,45 m 19,5 20 - 151,5 -
- - 21 1,36m 31,3 1,50 m 31,7
7 1,36 m 34,9 1,54 m 351 1,90 m 2,23
8 - 43,2 - 42,5 22 147m 37,5 1,50 m 38,0
9 - 45,2 2,23d (2,8) 45,5 191m 2,23
10 - 49,8 - 50,0 23 097s 17,0 1,09s 17,4
11 1,60m 24,3 1,60 m 24,6 24 1,065 31,2 141s 31,9
142m 2,11d (11,4) 25 111s 18,7 1,29 s 19,2
12 1,03m 26,3 1,34 m 26,6 26 092s 19,8 1,17 s 20,7
1,65m 1,98 d (10,5) 27 097s 15,2 1,68 s 15,5
13 2,32ddd 39,3 2,79dd (2,8; 395 28 - 177,5 - 179,3
(13,0;115; 8,5; 1H)
3,6)
14 - 43,7 - 439 29 458m 110,0 4,68 s 110,1
15 1,16m 30,7 1,25 m 30,9 4,72d(2,4) 4,87 d (10,0)
1,56 m 1,92dd (2,8; 30 1,69s 19,5 1,44 s 20,0
10,5)
140
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2.1.2.6 Détermination structurale d’autres classes de composés isolés
a) ldentification du composé RAF7

Le composé RAF7, isolé des feuilles de R. arnoldianum (De Wild. & T. Durand) Tiegh,
se présente sous forme d'un solide amorphe jaune pale. Sa formule brute, C19H2009, a été
déduite de son spectre de masse haute résolution, et son spectre IR présente des bandes
d'absorption caractéristiques a 3325 cm™ (hydroxyle), 1632 cm™ (carbonyle conjugué) et 1540

cm (aromatique).

Sur le spectre RMN *H du composé RAF7, le proton anomérique du sucre apparait sous
forme d'un doublet a 01 4,80 (1H, d, J =7,3 Hz, H-1), tandis que les signaux des autres protons
du sucre ont été trouvés entre on 3,56 et 4,85. Comme autres substituants on observe un groupe
p-hydroxybenzoyle [6n 6,66 (2H, m, H-2'/6"); 6,95 (2H, m, H-3/5")] et un groupe p-
hydroxyphénoxy [on 7,92 (2H, m, H-2"/6"); 6,94 (2H, m, H-3"/5")]. Une confirmation
supplémentaire de ces données est venue de I'nydrolyse acide de RAF7, qui a donné de l'acide

p-hydroxybenzoique, du p-hydroxyphénol et un sucre identifié comme glucose.

Son spectre RMN 13C présente des signaux pour 19 atomes de carbone, parmi lesquels une
cétone carbonyle, huit méthines aromatiques, quatre carbones sp? quaternaires (trois portant un

oxygene) et six méthines sp® (portant chacun un substituant oxygéne).

Dans le spectre HMBC du composé RAF7, des corrélations ont été observées entre le
proton H-1 du glucose et le carbone C-1' du résidu para-hydroxyphénol, établissant que la
liaison glucosidique est entre C-1 et C-1'. Il a également montré des corrélations entre le

benzoyle carbonyle et les protons méthylene du résidu de glucose.

Sur la base des données spectrales ci-dessus, la structure du composé RAF7 a été identifiée
comme étant la lancéoloside A, isolé pour la premiére fois par Pegnyemb et al. en 1998.
OH

163 5'
lancéoloside A
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b) Identification du composé RAF9

Le composé RAF9, isolé des feuilles de R. arnoldianum (De Wild. & T. Durand) Tiegh,
se présente sous forme d’une poudre blanche. Soluble dans le méthanol, et répond positivement
au test de Liebermann-Burchard caractéristique des stérols. Sa formule brute CzsHeoOs a été
déduite de son spectre de masse HR-ESIMS (Fig. 73) qui a montré un adduit de I’ion pseudo-
moléculaire a m/z 577,4469 [M+H]* (masse calculée 577,4468 pour C3sHe10s).

Son spectre IR a montré la présence d’un hydroxyle (3430 cm™) et d’une liaison C-O
(1100, 1055 cm™?), d’une double liaison C=C (1629, 883 cm™) et des groupements CH; et CH3
(2931, 2865, 1465, 1375 cm™).

|| [M+H] |
|

138 2420 o5,
103,260
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309,38 e 5318010
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Figure 73 : Spectre HR-ESIMS du compose RAF9

Son spectre RMN *H révéle la présence de trois signaux méthyles apparaissant sous
forme de doublets a o4 0,79 (3H, d, J = 7,6 Hz, H-27); 0,80 (3H, d, J = 7,5 Hz, H-26) et
0,90 (3H, d, J = 7,5 Hz, H-21) ; deux signaux de méthyles sous forme de singulets résonant a
on 0,64 (3H, s, H-18) et 0,95 (3H, s, H-19) , et le signal d’un méthyle terminal Jn 0,82 (3H, m,
H-29) apparaissant sous forme d’un muliplet, un méthine portant un atome d’oxygene a Jn
3,06 (1H, m, H-3) et un proton oléfinique Jn 5,32 (1H, Id, H-6) suggérant la présence d’une
double liaison sur un squelette stigmastane ou poriférastane (Gupta et Lal, 1981), qui sont des
stéreoisomeres en C-24.

Le spectre RMN !H du composé RAF9 (Fig. 74) montre la présence d’un proton
anomérique H-1' d’une unité glycosidique apparaissant sous forme de doublet a on 4,22 ; sa
liaison S suivie d’une constante de couplage J a 7,9 Hz, et les protons H-6" méthyléenes ont été

observés sous forme de deux doublets dédoublés large a o 3,64 et 3,40 ppm.
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Les protons du S glucose apparaissent clairement a on 2,89 pour H-2', o 3,12 pour H-
3', on 3,02 pour H-4' et 5n 3,45 pour H-5' dans le spectre RMN *H du composé RAF9, et leur
attribution a été rendue aisée grace au spectre HSQC.

CAE11 1H DMSO.10.fids 2L IR 83 5 i P N 5 xal 3
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Figure 74 : Spectre RMN H (400 MHz, DMSO-ds) de RAF9

Le spectre RMN *3C du composé RAF9 indique 35 signaux de carbone, dont six pour
le fragment sucre et 29 attribuables au fragment aglycone. Le carbone anomérique de 1’unité
D-glucose apparait a dc 100,8 (C-1") et les autres signaux carbones résonnent a oc 77,1 (C-5),
76,8 (C-3"), 73,5 (C-2"), 70,2 (C-4") et 61,1 (C-6") dans le spectre RMN 3C et ceci a été confirmé
par le spectre HSQC. La position de la double liaison entre C-5 et C-6 plutét qu’entre C-9 et C-
11 ou C-7 et C-8 a été établie sur la base des déplacements chimiques des carbones C-5, C-6 et
C-19.
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Figure 75 : Spectre RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds) de RAF9

La comparaison des valeurs des déplacements chimiques des *H et *C du composé RAF9 avec
celles de la littérature a permis d’identifier le composé RAF9 a la 3-O-4-D-glucopyranosyl-

sistostérol, composé connu, précédemment isolé par Peshin et Kar (2017).

¢ o)

HOH,C_., N 4 6
4 27 OH

HOHO™: 164

3-0O-p-D-glucopyranosyl-sistostérol
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Tableau 22 : Comparaison des données RMN *H et $3C du composé RAF9 avec ceux de
la littérature (Peshin et Kar, 2017)

N° Expérimental Littérature N° Expérimental Littérature
(400-100 MHz, DMSO-ds)  (400-100 MHz, CDsOD) (400-100 MHz, DMSO-ds) (400-100 MHz, CD30OD)
on(JenHz) dc on(JenHz) dc on(JenHz) dc on(Jen Hz) Jc

1 1,00 m 36,9 1,0m 36,79 17 1,10 m 55,5 1,20 m 55,38
1,80m 1,40 m 18 0,64 s 11,7 0,70s 11,64

2 1,82m 29,3 1,58 m 29,23 19 0,95s 191 0,94 s 19,07
1,48 m 1,26 m 20 1,34 m 35,6 1,40 m 35,45

3 3,06 m 76,8 2,98 m 76,85 21 090d(7,5) 187 0,95d (6,5) 18,58

4 1,96 m 39,4 2,26 dt, 39,28 22 1,52 m 31,5 1,20 m 33,29

(4,69 8,10)
1,14 m 1,98 23 1,40, m 20,7 1,25 m 25,36
ddd (1,98 ; 1,48, m
12,94
12,94)

5 - 140,5 - 140,41 24 0,91 m 45,2 0,94 m 45,09

6 5,32 (br) 121,3 5,35t (3,6) 121,20 25 1,63 m 28,8 1,68 m 28,64

7 1,06m 33,5 1,73 ddd, 31,38 26 0,80d(7,5) 19,8 0,87d (7,0) 19,69

(25;7,0;
16,0)
1,30 m 1,95 ddd, 27 0,79d(7,6) 189 0,88d (7,0) 18,89
(16,0;2,5;
7,0)

8 1,39 m 31,5 1,36 m 31,26 28 1,15m 25,5 1,30 m 22,06

9 0,89 m 49,7 0,85m 49,55 29 0,82m 11,9 0,97 t (7,5) 11,75

10 - 36,3 - 36,18 1 4,22d(7,9) 100,8 4,20d (7,9) 100,73

11 1,23m 22,7 1,42 m 20,56 2! 2,891 (8,0) 73,5 2,89dt(4,5; 73.42

8,0)
1,21m 1,42 m 3’ 3,12m 76,8 3,27 dt; 76,86
8,0(4,5;8,0)

12 2,36 dd 38,4 1,52 dd, 38,26 4' 3,02 m 70,2 3,00dt(4,5; 70,04
(4;12) (4,3;12,37) 8,0)
2,12m 1,20 m 5! 3,45m 77,1 3,06dt(4,5; 76,72

8,0)

13 - 419 - 41,82 6’ 3,64 m; 61,1 455dd, (2,5; 62,82
11,77)

14 0,98 56,3 0,95m 56,13 3,40m 4,40dd (5,2;
11,77)

15 0,81m 23,9 1,05 m 23,83 2’(OH) - - 3,56 d (4,5) -
1,19m 1,57 m 3’(0OH) - - 3,56 d (4,5) -

16 1,23m 27,9 1,25 m 27,76 4(OH) - - 3,40d (4,5) -
1,79 m 1,85 m 5’(OH) - - 3,60t ((4,5) -

glucopyranosyl-sistostérol 164 (voir tableau 22).

identifié a la 3-O-$-D-glucopyranosyl-sistostérol 164 (voir tableau 22).

Le composé CAEL, isolé des écorces de C. arereh Delile a été identifié a la 3-O-p-D-

Le composé RAR3, isolé des racines de R. affine (Hook. F.) Tiegh, a également été

c) ldentification du composé CAE1

d) Identification du composé RAR3
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e) Détermination du composé CAE7

Le composé CAE?7, isolé des écorces de C. arereh Delile, se présente sous forme d'une
poudre amorphe blanche, isolé au systeme d’élution CH2Cl2/MeOH 30/1. L'analyse de son
spectre HR-ESIMS en mode négatif (Fig. 76) montre un ion pseudo-moléculaire am/z 718,6014
([M-H]"), conforme a la formule brute Cs4HgoNOe (calculée pour CasHsoNOs : 718,6017) et
renfermant cing degrés d'insaturations. Son spectre IR révele la présence d’un groupe amino N-
H (3350 cm™), de groupes hydroxyle (3331 cm™), amide (1622 et 1544 cm™) et méthyléne (722
cm™) dans la molécule. On observe également une épaule (1067 et 1022 cm™) & une fréquence
plus élevée traduisant les vibrations de déformation d’un carbonyle suivie d’une bande a 964

cm, qui caractérise une double liaison trans carbone-carbone (Natori et al., 1994).

075 1100 1125 1150 1175 1200

Figure 76 : Spectre HR-ESIMS du composé CAE7

Le spectre RMN *H (Fig. 77) de CAE7 indique un large signal dans I’intervalle de dn
1,28-2,17 (m, groupes CH>) et un triplet & on 0,89 (6H; J = 6,7 Hz) de deux groupes méthyles
terminaux (Me-26 et Me-18') attribué a deux longues chaines aliphatiques. Un signal a dn 5,40
(8H, m) suggére une double liaison de protons oléfiniques. Ainsi, des cing insaturations que
possede le composé CAE?7, quatre d'entre elles pourraient étre attribuées aux doubles liaisons
oléfiniques et la derniere au carbonyle du groupement amide. Enfin, la présence de quatre
méthines oxygeénes a on 3,52 ; 3,54 ; 3,56 et 4,04 nous a permis de déduire que la structure du
composé CAE7 est cohérente avec celle d'un céramide (Natori et al., 1994; Rho et Kim, 2005;
Sharma et al., 2014).
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Figure 77 : Spectre RMN 'H (400 MHz, MeOD-ds + CDCIl3) de CAE7

Le spectre RMN 3C révéle un signal carbonyle a éc 175,7 ppm et un signal a Jc 51,4

ppm (C-N) confortant la présence d'un groupe amide. On observe également des signaux a dc

130,1 et 130,4 attribuables aux protons oléfiniques localisables sur les chaines latérales

insaturées et des signaux a oc 74,9 ; 72,0; 72,1 et 71,6 attribuables aux quatre méthines

0XYygeénés suscités et confortant le squelette d’un céramide (Natori et al., 1994; Rho et Kim,

2005; Sharma et al., 2014).
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Figure 78 : Spectre RMN 1°C (100 MHz, MeOD-d, + CDCl3) de CAE7
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Sur le spectre HSQC nous observons plusieurs signaux, entre autres un signal
caractéristique d'un oxyméthylene a on 3,77 ppm (H-1) qui corréle avec le carbone a Jc 60,8
ainsi que quatre signaux d’oxyméthynes a o 3,56 (H-3); 3,52 (H-4) ; 3,54 (H-5) et 4,04 (H-2")

ppm qui corrélent respectivement avec les carbones a oc 74,9 ; 72,0 ; 72,1 et 71,6 ppm.
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Figure 79 : Spectre RMN HSQC (400 MHz, MeOD-ds + CDCI3) de CAE7

Les assignations de divers protons et carbones dans les spectres RMN ont été faites sur la
base d'expériences *H — *H COSY (Fig. 80) et HMBC (Fig. 84). Le spectre COSY réveéle entre
autres couplages 23Ju.1, celui du méthine lié a I'azote a on 4,12 (H-2) avec l'oxyméthyléne & Jn
3,77 (H-1) et ’oxyméthine a on 3,56 (H-3) d’une part, mais également d’autre part avec le
proton de l'azote a on 7,38 (NH). Les positions des groupes hydroxyles ont été confirmées grace
au spectre HMBC dans lequel le signal du proton de I'oxymeéthine a on 3,56 (H-3) montre des
corrélations avec les signaux de carbone a dc 72,0 (C-4) et 72,1 (C-5). Le signal du méthine a
on 4,12 (H-2) presente des corrélations avec le carbonyle a dc 175,7 (C-1'). De plus, la
corrélation HMBC entre le signal protonique a on 4,04 (H-2') et le carbonyle a dc 175,7 (C-1")

a confirmé la présence d'une longue chaine latérale d'acide gras a-hydroxylé.
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Figure 80 : Spectre RMN COSY (400 MHz, MeOD-d, + CDClz) de CAE7

Le spectre de masse, effectué a 1’issue de la méthanolyse de CAE7, a montré le pic de
I'ion pseudo-moléculaire [M + H]" a m/z 311,1715 (calculé 311,1884) reconnu comme 1’unité
d’ester de méthyl d’acide gras (EMAG) : le 2-hydroxy-octadéca-7,12-diénoate de méthyle.
Ceci permet de conclure que la longue chaine d’acide gras (LCAG) du céramide CAE7 est
constituée de 18 atomes de carbones tandis que celle basique de 1’unité sphingosine renferme

26 atomes de carbones avec chacune deux liaisons oliféniques.
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Figure 81 : Spectre LC-MS apres méthanolyse de CAE7
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Le positionnement des liaisons oléfiniques dans la chaine latérale a été déduit de I'analyse
du spectre de masse des dérivés a, S-bis-méthylthiolés correspondants, apres réaction de la
ceramide avec le diméthyldisulfure (DMDS), qui fournissent des fragments facilement
reconnaissables aprés bombardement électronique (Figure 83). La réaction de dérivatisation a
conduit a des derives méthylthiolés, dont le spectre de masse a montré deux fragments a m/z
131 (clivage C-12' et C-13’, ainsi qu'entre C-20 et C-21, respectivement) et m/z 199 (C-7' et C-
8), indiquant la présence de doubles liaisons séparées par trois ou plusieurs groupes

méthylénes.

m/z279<€-----;

m/z 252 <-----

m/z 440<----- 4

Figure 82 : Schéma de fragmentation possible de CAE7, ions méthylthiolés m/z = 199 et
131 inclus

De plus, la formule moléculaire a été confirmée par les pics d'ions de fragments a m/z =
166, 252, 279, 382, 440 et 649 dans son spectre UPLC (Fig. 83). La longue chaine basique
1,3,4,5 tétrahydroxylée a été confirmée par la présence de 1’ion m/z 440 (C16H33NO:3).
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Figure 83 : Pics d’ions fragments issus du clivage de CAE7 (UPLC)

Les observations précédentes ont été renforcées par 1’analyse du spectre HMBC (Fig.
84) : des pics croisés des protons oléfiniques a o 5,40 avec les atomes de carbone a dc 32,3 et
32,4 (C-10, C-13, C-19 et C-22) d'une part, et d'autre part entre des protons méthylénes
adjacents insaturés a on 1,97 et 2,02 avec des carbones oléfiniques a dc 130,4 et 129,9. Les
doubles liaisons ont été déterminées comme étant trans, selon les déplacements chimiques des
carbones allyliques a oc 32,3 et 32,4 (Ngono et al. 2011; Dos santos et al. 2012). Bien que la
double liaison en position 11 de la fraction sphingosine ne soit pas caractérisée dans le test
précédent (DMDS), I'apparition de la double liaison trans oléfinique prédomine a cette position
pour la longue chaine alkyle (Hay et Morrison 1973). Cela a été confirme par le spectre HMBC,
dans lequel le proton H-8 (on 1,31) corréle avec les carbones C-6 (dc 31,9) et C-10 (oc 32,4),
confortant ainsi I'affirmation susmentionnée. Les déplacements chimiques de CAE7, comparés
aux données déja rapportées des sphingolipides naturels (Khedr et al., 2018) ont montré des

similitudes qui confirment que CAE7 est une céramide.
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Figure 84 : Spectre RMN HMBC (400 MHz, MeOD-d4 + CDCI3) de CAE7
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Schéma 7 : Principales corrélations COSY et HMBC du composé CAE?7.

Quant a la stéréochimie des centres chiraux, elle a déja été établie dans ce type de
molécules (Honda et al., 1991) et apres comparaison avec des composes analogues (Khedr et
al., 2018; Ramos et al., 2006; Christophe et al., 2008; Sandjo et al., 2008; Dos Santos et al.,
2012). Les corrélations NOESY (Fig. 85) observées entre H-2' (on 4,04) et H-2 (o 4,12) et
aussi entre ce dernier et H-4 (on 3,52) indiquent que ces protons sont orientés du méme cote de
la molécule. Ainsi, la stéréochimie relative déduite pour les stéréocentres C-2, C-2 ', C-3, C-4
et C-5 est présumée étre respectivement 2S*, 2'R*, 3S*, 4R* et SR* et cela justifie ainsi la

présence d'une base longue chaine et d'un acide gras a longue chaine a-hydroxylé dans le
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composé CAE7. De plus, I’activité optique [a]3° =+ 16,9 (c 0,1 CHCI3/MeOH) corrobore cette

stéréochimie.
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Figure 85 : Spectre RMN NOESY (400 MHz, MeOD-ds + CDCls) de CAE7
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Schéma 8 : Principales corrélations NOESY observées du composé CAE7

En conclusion, le composé CAE7 a été établi comme étant
(2S*,2'R* 3S* 4R* 5R* 7'E,11E,12'E,20E)-N-[2"-hydroxyoctadeca-7,12-diénoyl]-2-
aminohexacosa-11,20-diene-1,3,4,5-tétraol (165), pour lequel le nom trivial cassiaramide a été

proposé. A notre connaissance, ce dérivé de céramide nouveau est isolé pour la premiére fois
du genre Cassia.

.
HOu, NGZAN Y
3 5 g 12 18'
IY
° NH  OH
HO L A~ A — X 26
4 6 8 12 20
11 21
OH OH
165

Cassiaramide
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Tableau 23 : Données RMN 'H (400 MHz) et RMN 3C (100 MHz) du composé CAE7 dans
le MeOD-d4 + CDCls (6 en ppm; J en Hz)

Position  oc on(J en Hz) HMBC (C — H)

1 60,8 3,77 dd (4,6; 9,9)

2 51,4 412 m H-1

3 74,9 3,56 H-1; H-2

4 72,0 3,62

5 72,1 3,54 H-3

6 31,9 1,67 m
1,40 m

7 249 1,42 m

8 29,2 1,11m

9 29,3 1,27 m

10 32,4 2,02 m

11 130,4 5,40 m

12 130,1 5,40 m H-10

13 32,3 1,97 m

14 29,3 1,27 m

15-18 29,3 1,27 m

19 32,4 2,02 m

20 130,1 5,40 H-22

21 130,4 5,40

22 32,3 1,97

23 29,2 1,11

24 314 1,28 H-26

25 22,4 1,27 H-26
0,90

26 13,4 0,891 (6.7)

NH - 7,38 d (8.0)

1 175,6 - H-1'; H-2

2! 71,6 4,04 m

3’ 34,4 1,77 m H-2'
161m

4’ 249 1,44 m

5! 29,3 1,28 H-6'

6’ 29,8 2,17

7' 130,4 5,40 m

8 130,1 5,40 m

9’ 29,8 2,17

10’ 29,4 1,76

11’ 29,8 2,17

12’ 130,4 540m

13’ 130,1 540 m

14’ 29,8 2,17

15' 29,3 1,27 m

16’ 315 1,27 m

17 22,5 1,29 m

18’ 13,4 0,891 (6,7)
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f) Identification du composé RAR4

Le composé RAR4, isolé des racines de R. affine (Hook. F.) Tiegh, se présente sous forme
de solide cristallin blanc soluble dans le DMSO (PF: 282-284°C). Il répond positivement au
test de Ehrlich's révélant ainsi la présence d’un dérivé indole dans la molécule. Sa formule brute
C20H18N204 a été déduite de son spectre de masse HR-ESIMS en mode positif (Fig. 86) qui
présente le pic de I’ion pseudo-moléculaire [M+H]* & m/z 351,1345 (masse calculée 351,1334
pour C20H19N204).

2.24e+005

3333333

3333333
7777777
22222222222222

409.1866 [7:
sssssss 10513018 107968522
3333333 5531595 e
R PWW“” A 6009121 0672801 % _h 7777777 o L oue 7901 0482813 10135785 | 1412869
bbbt by R P e 1 T Y A A
B 6! 51 1000 1050 1100 1150

““““““ 145955 2099630 2420375
L

Figure 86 : Spectre HR-ESIMS du composé RAR4

Le spectre RMN H (Fig. 87) indique la présence des systémes suivants: Un noyau
benzénique 1,3,4-trisubstitué formant un systeme ABX dont les signaux apparaissent a on 6,84
(1H,d, J=8,6 et 1,9 Hz, H-21); 6,99 (1H, d, J = 1,9 Hz, H-17) et 6,77 (1H, d, J = 8,6 Hz, H-
20), un noyau aromatique tétrasubstitué formant un systeme AB dont les signaux sont observés
aon 7,21 (1H, d, J = 8,6 Hz, H-7) et 6,67 (1H, d, J = 8,6 Hz, H-6) et portant un noyau
dihydrofuranique.

Un systeme aliphatique de quatre protons méthylénes a on 4,06 et 3,35 (1H, m, H-11)
d’une part et a on 3,04 (1H, m, H-10a) et 2,92 (1H, m, H-10b) attribuable a la portion —CHa-
CH2-NH- de la tryptamine d’autre part. Nous notons également la présence d’un proton
indolique observé a dn 9,08 et d’un singulet fin de trois protons du groupement méthoxyle a o
3,76 ppm. Les déplacements chimiques de tous les carbones protonés ont été assignés grace au
spectre HSQC.
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Figure 87 : Spectre RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) du composé RAR4

Les spectres RMN 3C (Fig. 88) et DEPT 135 (Fig. 89) montrent les signaux d’un
carbonyle conjugué a dc 170,5 de 12 carbones aromatiques, de deux méthines aliphatiques
(parmi lesquels un oxyméthine) et 53,2 ; d’un méthine oléfinique & dc 125,1 de deux méthylenes
aoc 29,4 et 40,5 et d’un méthoxyle a dc 55,5.
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Figure 88 : Spectre RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds) du composé RAR4
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Figure 89 : Spectre RMN 3C DEPT 135 (100 MHz, DMSO-ds) du composé RAR4

De I’analyse précédente, nous sommes arrivés a la conclusion que le composé RAR4 est
un alcaloide indolique et par comparaison avec les données de la littérature, ce composé a été
identifié a la sérotobénine, précédemment isolé de Centaurea moshata par Sarker et al. (1997)
et de Rhaphidophora decursiva par Zhang et al. (2002).

166
Sérotobenine
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Tableau 24 : Comparaison des données RMN *H et 1*C du composé RAR4 avec celles de
la littérature (Zhang et al., 2002).

N° Expérimental Littérature N° Expérimental Littérature
(400-100 MHz DMSO-ds)  (500-125 MHz pyridine-ds) (400-100 MHz DMSO-ds)  (500-125 MHz pyridine-ds)
on(JenHz) éc on(JenHz) oc on(JenHz) dc on(JenHz) oc

1 10,96d (2,6) - 11,97 m - 12 9,08s - 8,73 dd -

(10,9;4,4)

2 7,17m 125,1 7,26 m 125,7 13 - 170,5 - 171,8

3 - 110,6 - 111,8 14 4,77d(9,8) 53,2 5,14d(9,6) 55,7

4 - 114,0 - 1149 15 6,13d (9,7) 843 7,14d (9,70 855

5 - 151,8 - 153,5 16 - 132,0 - 133,9

6 6,67 d (8,6) 104,1 7,09 d (8,5) 105,2 17 6,99d(1,9) 1105 7,52m 110,9

7 7,21d (8,6) 111,3 7,48 d (8,2) 112,1 18 - 147.,6 - 148,8

8 - 132,5 134,0 19 - 146,4 - 148,1

9 - 122,5 123,8 20 6,77d (8,6) 115,2 7,30d(8,1) 116,6

10 3,04m 29,4 3,17 m 30,5 21 6,84 dd 119,3 7,43d(8,1) 1200
2,92m (8,6;1,9)

11 335m 40,5 3,57 dq 411 OCHs 3,76 55,5 3,70s 55,6

(15,94,1)
4,06 m 4,15m
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2.2 Activités biologiques des extraits et de quelques composés isolés
2.2.1 Introduction

Afin de conforter notre hypothése de recherche de départ, qui suggere que les plantes
sont une source importante pour la découverte de nouveaux médicaments et d’atteindre notre
objectif principal qui vise la recherche de composés potentiellement antimicrobiens et
cytotoxiques émanant de la biodiversité camerounaise aux fins de lutter contre les phénomeénes
de résistances et de faible sélectivité des médicaments cytotoxiques, nous avons entrepris
soumettre les extraits bruts, ainsi que quelques composes isolés des especes R. arnoldianum
(De Wild. & T. Durand) Tiegh, R. affine (Hook. F.) Tiegh et C. arereh Delile, a des tests
antimicrobiens et cytotoxiques. De plus, il est ressorti de la revue de la revue de la littérature
précédente que, plusieurs parties (racines, écorces, feuilles) des especes appartenant aux
genres Cassia et Rhabdophyllum, sont utilisées dans la pharmacopée traditionnelle, pour le
traitement de diverses pathologies parmi lesquelles les infections microbiennes et les maladies
cancéreuses (Bouquet, 1969; Prasanna et al., 2009; Yadav et al., 2010; Ngulde et al., 2015).
Ainsi, les résultats issus de ces tests pourraient nous permettre également de confirmer ou

infirmer ces utilisations en médecine traditionnelle.

2.2.2 Evaluation de ’activité antimicrobienne
2.2.2.1 Résultats

Les activités antimicrobiennes des extraits et de sept composés issus des feuilles R.
arnoldianum (De Wild. & T. Durand) Tiegh ont été réalisées sur six souches microbiennes de
la Collection de I’Institut Pasteur et d’isolats cliniques (Staphylococcus aureus CIP 4.83,
Enterococcus faecalis CIP 58.55, Escherichia coli CIP 54.127, Bacillus cereus, Bacillus
subtilis, Candida albicans) en utilisant la méthode de disque ou diffusion en gelose (Murray et
al., 1995 ; NCCLS, 2002) et avec la gentamicine et la nystatine comme agents antimicrobiens

de référence.

L’activité antimicrobienne des extraits bruts de racines (R. affine) et des écorces du tronc
(C. arereh), ainsi que celle de trois métabolites secondaires isolés isolés de C. arereh, a été
évaluée a I’égard d’isolats cliniques de bactéries a Gram négative (Escherichia coli, Klebsiella
pneumonia, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenza) en exploitant la méthode de

microdilution en milieu liquide (CLSI, 2013) et la lIévofloxacine comme contrdle positif.
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Les reésultats obtenus de ces différents tests sont présentés dans les tableaux 25 et 26 ci-

apres.

Tableau 25 : Screening antibactérien et antifongique in vitro des différents extraits de
feuilles de R. arnoldianum (De Wild. & T. Durand) Tiegh

Test antimicrobien (zone d’inhibition, mm)

S. aureus E. faecalis E.coli CIP B.cereus® B.subtilis® C. albicans?
CIP 4.83 CIP 58.55 54.127

Extrait Cyclohexane - - - - - -

Extrait Ethyl acetate 16 12 - 13 11 -
Extrait Methanol 14 10 - 11 9 -
Gentamicine 50 g 25 23 26 24 26

Nystatine 50 ug 28

- - Aucune inhibition observée. Le contrdle négatif (DMSO) n’a montré aucune activité contre toutes les souches testées.
2: isolats cliniques Concentration des extraits : 1 mg/mL

Tableau 26 : Paramétres d’inhibition (CMI et CMB) (ug/mL) des composés purs et des
extraits bruts de C. arereh Delile et R. affine (Hook. F.) Tiegh sur des isolats
cliniques de bacteéries

Composés Souches Bactériennes

Elj(rtia/its Escherichia coli Klebsiella pneumoniae Pseudomonas aeruginosa Haemophilus influenza
bruts CMI CMB CMB/CMI CMI CMB CMB/CMI CMI CMB CMB/CMI CMI CMB CMBJ/CMI
161 6250 625 1.00 6250 125 2.00 15.63 15.63 1.00 6250 125 2.00
158 31.25 125 4.00 3125 625 2.00 15.63 62.50 4.00 125 125 1.00
159 62.50 125 2.00 3125 625 2.00 125 125 1.00 6250 125 2.00
Extrait 3125 12500 4.00 3125 6250 2.00 1563 6250 4.00 6250 12500 2.00
CAE

Extrait 25000 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
RAR

Lévofloxa- 3.91 7.81 2.00 781 625 8.00 7.81 15.63 2.00 781 15.63 2.00

cine

161 : acide cassiarique ; 158 : bétulinal ; 159 : acide bétulinique ; Extrait CAE : Extrait brut des écorces de C. arereh ; Extrait
RAR: Extrait brut des racines de R. affine ; ND : Non défini

2.2.2.2 Discussion

Les activités antimicrobiennes des extraits au cyclohexane, a l'acétate d'éthyle, au
méthanol des feuilles de R. arnoldianum (De Wild. & T. Durand) Tiegh et de sept composés
[Arnoldioside A (150), Arnoldioside B (151), 2"-O-acétyl-7-O-méthylvitexine (149),
Apigénine (147), 7-O-méthylvitexine (148), 4',5-dimethoxy-6,7-methylenedioxyisoflavone
(154) et amentoflavone (156)] ont été évaluéees sur une large gamme de bactéries et champignon
avec pour agents antimicrobiens de référence la gentamicine et la nystatine. La gentamicine est

un antibiotiqgue couramment utilisé pour traiter les infections bactériennes. Son activité
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bactéricide est basée principalement sur I’inhibition de la synthése des protéines, altérant ainsi
la perméabilité de la membrane cellulaire et entrainant la rupture progressive de I'enveloppe
cellulaire puis éventuellement la mort de la cellule (Dobias et Hazen, 1961). La nystatine, quant
a elle, est un antifongique utilisé dans le traitement des infections fongiques du tube digestif,
du vagin et de la peau. C’est un inhibiteur de la synthése d’ergostérol, un constituant essentiel
de la membrane des champignons. Son action in vivo s'exerce essentiellement sur les genres
Candida et Geotrichum (carvalho et al., 2018).

Le diamétre d’inhibition des sept composés de R. arnoldianum testés étant quasi nul, cela
révéle qu’aucune activité antimicrobienne n’a été observée et que les souches se sont montréees
résistantes vis-a-vis des composés de type flavone testés. Ces résultats sont en accord avec les
travaux menés par Adamczak et collaborateurs et publiés en 2020, qui ont montré la trés faible
activité antibactérienne des flavones (apigenine, lutéoline) et leurs dérivés C-glucosides
(vitexine, 2"-O-rhamnoside vitexine, isovitexine, orientine et isoorienting) sur quatre isolats
cliniques (S. aureus, E. faecalis, E. coli, P. aeruginosa) avec des CMI comprises entre 500 et
1000 pg/mL. Cette étude a montré que la présence ou la position du groupement osidique sur

le squelette de la flavone, n’affectait pas les valeurs des CML

Pour ce qui concerne les extraits des feuilles de R. arnoldianum testés, ceux a l'acétate
d'éthyle et au méthanol ont montré une activité antibactérienne prometteuse contre les bactéries
a Gram positif (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus cereus et Bacillus
subtilis) avec un diamétre d’inhibition compris entre 9 et 16 mm. Les critéres d’interprétation
des diamétres d’inhibition établis par Lee et collaborateurs en 2004, sont les suivants : diamétre
= 30 mm (activité trés forte); diametre compris 21-29 mm (activité forte); diamétre compris
16-20 mm (activité moderée); diamétre compris 11-15 mm (faible activité); diametre de la
zone <10 mm (peu ou pas d’activité). Ainsi, I’activité antibactérienne optimale a été obtenue
de I’extrait a I’acétate d’éthyle sur S. aureus avec un diamétre d’inhibition de 16mm, lui
conférant une activité inhibitrice modérée sur cette souche. Alors que dans le méme temps,
toutes les souches bactériennes testées n’ont montré aucune sensibilité vis-a-vis de I’extrait au
cyclohexane. Ce qui démontre que I’action antibactérienne de cette plante réside dans ses
métabolites secondaires polaires contenus dans les extraits au méthanol et a 1’acétate d’éthyle.
De I’analyse des résultats qui précédent, on pourrait donc suggeérer comme hypothése que,
compte tenu du fait que les composes isolés des feuilles de R. arnoldianum sont ceux
majoritaires dans la plante, 1’activité antibactérienne des extraits au méthanol et a I’acétate

d’éthyle, pourrait étre due a I’action synergique de plusieurs de ces composés, qui testés
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individuellement se sont révélés inactifs (Fontanay et al., 2008). Ces agents pathogenes (S.
aureus, E. faecalis, B. subtilis, B. cereus) étant connus pour étre en partie responsable
d’intoxication alimentaire ou d’infections intra-abdominales, I’action antibactérienne des
extraits de R. arnoldianum sur ces souches justifie son usage en médecine traditionnelle,

notamment contre les maux de ventre.

Concomitamment, aucun extrait testé, y compris ceux polaires (au méthanol et a I’acétate
d’éthyle), n’a monté une inhibition sur E. coli, la seule bactérie a Gram négatif parmi les
souches testées. Cette observation est corroborée par des études antérieures qui montrent que
les bactéries a Gram négatif, sont plus résistantes aux antibiotiques que ceux a Gram positif
(Epand et al., 2016 ; Chelkeba et al., 2021). L’une des explications a cela réside dans leur
différence morphologique membranaire. En effet, les bactéries & Gram négatif possédent, en
plus de la membrane cytoplasmique d’une bactérie a Gram positif, une membrane externe
additionnelle qui renferme un lipopolysaccharide complexe (LPS) dont la partie lipidique agit
comme une endotoxine (Epand et al., 2016). D’ou I’hypothése suivant laquelle, la résistance
d’E coli vis-a-vis des extraits polaires de R. arnoldianum, serait liée a la nature de sa membrane
externe. Toutefois, seule une étude approfondie permettra de comprendre le mécanisme de

résistance d’E. coli vis-a-vis des extraits des feuilles de R. arnoldianum.

L’activité antibactérienne de trois composés isolés des écorces du tronc de C. arereh
Delile [acide cassiarique (161), bétulinal (158) et acide bétulinique (159)] et de son extrait brut
au meéthanol, a été testée sur quatre bactéries a Gram négatif (tableau 26) en utilisant la
Iévofloxacine comme contréle positif. C’est un antibiotique a large spectre qui s'utilise dans un
traitement contre certaines infections bactériennes telles que les infections de la vessie, des

reins, de la prostate, des sinus, de la peau et des poumons (Podder et Sadiq, 2019).

L’extrait au méthanol de C. arereh Delile a montré une faible action sur les souches
bactériennes utilisées, avec des valeurs de CMI comprises entre 1563 et 6250 pg/mL, tandis
que ces souches se sont montrées presque toutes résistantes vis-a-vis de 1’extrait de R. affine.
Selon Kuete (2010), qui considére que I’activité antibactérienne d’un extrait de plante est
significative lorsque la CMI < 100 pg/mL, moderée lorsque 100 < CMI < 625 pg/mL et faible
lorsque CMI > 625 pug/mL, on peut dire que I’extrait brut de C. arereh Delile a une faible
activité antibactérienne, car toutes les souches bactériennes se sont montrées peu sensibles a
son action. Ces resultats sont en accord avec des études antérieures qui ont démontré une

activité antibactérienne faible ou modérée des extraits des écorces de C. arereh, a différents

Thése de Doctorat/PhD en Chimie Organique Rédigée et soutenue par BALEMAKEN MISSI Marius 163



solvants (méthanol, acétate d’éthyle, chloroforme, éther de pétrole) (De et al., 2009 ; Ngulde et
al., 2010 ; Akanbi et al., 2012). Concernant les trois triterpenes testés, ils ont présenté une
activité antibactérienne modérée dans I’ensemble, en se référant a la classification faite par
Kuété (2010) qui considere, pour un compose pur, les valeurs suivantes : activité significative
(CMI < 10 pg/mL), modérée (10 < CMI< 100 pg/mL) et faible ou négligeable (MIC > 100
pg/mL). De ces trois composes, le bétulinal (158) s’est montré 1égérement plus actif avec une
CMI moyenne de 31,25 pg/mL. La présence de substituants polaires aux positions 2, 17 et 20
conduit a une perte de pouvoir inhibiteur comme illustré dans I’acide cassiarique (161) (qui est
le triterpene le plus polaire) et ’acide bétulinique (159) (qui est le deuxiéme le plus polaire)
avec les valeurs CMI moyennes de ces composés compris entre 31,25 et 62,50 pg/mL. Les deux
ont présenté une activité modérée contre tous les micro-organismes et ces résultats sont en
accord avec ceux publiés par Vazquez et al. (2012), qui ont testé I'activité antimicrobienne des
triterpenes pentacycliques avec une plage de CMI comprise entre 64 a 1088 pg/mL. Il est
intéressant de noter que la présence d'un substituant aldéhyde en position C-17 (moins polaire
que le substituant acide) sur le bétulinal peut conduire a une 1égére augmentation de 1’activité,
corroborant des études antérieures qui ont démontré les bons effets inhibiteurs des substituants
moins polaires sur les triterpénes de ce type contre les mémes microorganismes (Selm et
Litinas, 2015; Gossan et al., 2016). Toutefois, I’on note que le triterpéne nouveau [acide
cassiarique (161)] a démontré, a I’égard de la souche bactérienne Pseudomonas aeruginosa
(une bactérie nosocomiale opportuniste, qui peut s’averer redoutable chez les sujets
immunodéprimés, a I’instar de ceux ayant subies une intervention chirurgicale), une CMB de
15,63 pg/mL identique a celle de la 1évofloxacine, antibiotique de référence utilisée, et une CMI
de 15,63 pg/mL, faisant de ce composé un bon candidat pour la recherche et le développement
d’un potentiel médicament antibactérien. Une modification de sa structure pourrait accroitre
son activé et élargir son spectre d’action. Concernant les valeurs du rapport MBC / MIC et selon
la classification faite par Fauchére et Avril (2002), on peut dire que 1’acide cassiarique (161) et
I’acide bétulinique (159) ont présenté un effet bactéricide (1 < CMB/CMI < 4) sur toutes les
souches testées, tandis que le bétulinal (158) a montré un effet bactéricide ou bactériostatique
(4 < CMB/CMI < 16) selon les cas. Sur la base des résultats qui précedent, il est difficile de
justifier les utilisations traditionnelles de cette plante pour le traitement des infections

bactériennes telles que la diarrhée et la dysenterie entre autres.

Il est & noter que la principale différence entre les antibiotiques bactéricides et

bactériostatiques est leur mode d'action. Les antibiotiques bactéricides tuent directement les
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bactéries en inhibant la formation de la paroi cellulaire bactérienne. En revanche, les
antibiotiques bactériostatiques inhibent la réplication de I'ADN et la synthese protéique des
bactéries et travaillent avec le systéme immunitaire de 1’h6te pour afin d’éliminer les agents
pathogenes. Des concentrations élevées d'antibiotiques bactériostatiques peuvent avoir une
action bactéricide (Ullah et Ali, 2017).

Cependant, sur la base des données précedentes, nous ne pouvons pas expliquer
succinctement le mode d'action de l'activité antibactérienne de ces triterpenes. Pour les
triterpénoides contenant une fonction aldehyde, I'activité pharmacologique a été étudiée,
démontrant leur effet hautement toxique (O’Brien et al., 2005), mais on en sait peu sur leur

mécanisme d'action moléculaire.

2.2.3 Evaluation de ’activité anticancéreuse
2.2.3.1 Résultats

L'activité cytotoxique de I’acide cassiarique (161), du lupéol (157), de I’acide bétulinique
(159), de I’acide ceanothique (162), de la catéchine (152) et de la sérotobénine (166) a été
évaluée in vitro sur des lignées cellulaires du cancer du col de 1’utérus HeLa et du cancer du
sein MCF-7 a différentes concentrations en utilisant la méthode MTT (Mosmann, 1983), avec
la camptothécine comme contrdle positif. La camptothécine est agent antitumoral cytotoxique
qui inhibe la topoisomérase de type | en formant un complexe stable avec I'enzyme et le brin

d'’ADN avec lequel cette derniere s'est fixée (Joon-Hyung, 2015).

Le pourcentage de cellules vivantes (viabilité cellulaire), aprés traitement en présence de
composes testés a différentes concentrations, est donné a la figure 90. La viabilité cellulaire a
été obtenue a partir des absorbances du formazan formé apreés le traitement au MTT.
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Figure 90 : Viabilité cellulaire moyenne (%) de la lignée cellulaire HelLa en réponse a 48
heures de traitement avec les composés testés a différentes concentrations.

Tableau 27 : Activité cytotoxique (Clso en pug/mL) et indice de sélectivité (1S) de quelques
composés contre les cellules cancéreuses du col de I’uterus HeLa.

Concentrations (ug/mL)

Composés Vero HelLa 1S
Clso Clso
Acide Cassiarique 17,8 19,0 0,9
Lupéol 42,6 32,8 1,3
Sérotobénine >100 249 nd
Acide bétulinique 45,6 41,5 1,1
Catéchine >100 >100 nd
Acide ceanothique >100 >100 nd
Camptothécine 6,97 8,71 0,8

Les données sont présentées sous forme de moyennes de trois répétitions + écart type ; nd: non déterminé;
Clso: concentration requise pour inhiber la croissance cellulaire de 50% par rapport aux témoins non traités.
IS: indice de sélectivité contre les lignées cellulaires Vero. Campthotécine : controle positif

Les résultats des tests préliminaires, effectués sur les cellules cancéreuses du sein MCF-
7 et évaluant I’effet cytotoxique a différentes concentrations de six composes isolés, sont

représentés dans la figure 91 ci-apres.
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La campthotécine est utilisée comme contrdle positif avec % de viabilité de 2,3 a une concentration de 1uM. Les
données représentent la moyenne + écart-type de trois expériences indépendantes.

Figure 91: Viabilité cellulaire moyenne (%) de la lignée cellulaire MCF-7 en réponse a 48
heures de traitement avec les composés testés a différentes concentrations.

2.2.3.2 Discussion

De I’analyse des résultats cytotoxiques précédents (tableau 27), il ressort qu’aucun des
composés testés sur la lignée cellulaire HeLa n’a présenté une forte activité cytotoxique in vitro,
sur la base du critére établi par I’Institut National de Cancer (INC) USA, selon lequel la
concentration inhibitrice médiane (Clso) doit étre inférieure ou égale a 4 ug/mL (aprés un temps
d’incubation compris entre 48 et 72 heures) (Alabsi et al., 2016). Toutefois, I’acide cassiarique
(161), la sérotobenine (166), le lupéol (157) et I’acide bétulinique (159) ont montré une activité
modérée avec des concentrations inhibitrices médianes (Clso) a 19,0 pg/mL ; 24,9 ug/mL ; 32,8
pg/mL et 41,5 pg/mL respectivement. En tenant compte des index de sélectivité, la quasi-
totalité n’a montré un index de sélectivité (IS) suffisamment élevé, car la valeur IS est
considérée comme suffisamment sélective des cellules cancéreuses si IS > 2 (Badisa et al,
2009), c'est-a-dire lorsque Clso du composé dans les cellules normales (Vero) est deux fois plus
élevée que Clso des cellules cancéreuses HelLa. Les composés testés présentant une valeur IS
inférieure a 2, cela indique une toxicité générale de ces derniers, réduisant ainsi leur utilisation
potentielle dans le traitement du cancer du col de 1’utérus. Seule la sérotobénine, qui présente
un IS > 4 et une CI50 de 24,9 possede la plus faible toxicité vis-a-vis des cellules saines et

révele ainsi le meilleur potentiel cytotoxique.
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Concernant les résultats préliminaires sur les cellules cancéreuses du sein MCF-7 (Figure
93), I’acide cassiarique (161), composé nouveau, a présenté une bonne activité antiproliférative
avec 99% des cellules cancéreuses éliminées & une concentration de 75 pM apres 48 heures
d’exposition, tandis que 1’acide bétulinique (159) inhibait 58% de ces cellules dans les mémes
conditions. Cependant, le lupéol (157), I’acide céanothique (162), la catéchine (152) et la
sérotobénine (166) n’ont presque pas montré d’effet cytotoxique contre les lignées cellulaires
MCF-7 a une concentration inférieure a 100 pM.

Bien que des études antérieures rapportées sur les triterpénes de type lupane tels que la
bétuline, l'acide bétulinique et le lupéol aient démontré de multiples bioactivités contre
différentes lignées cellulaires cancéreuses (cancers du poumon, du foie, de I'estomac, colorectal
et du sein) (Chéairez-Ramirez et al. 2016), notre étude démontrent qu'au-dela des valeurs
trouvées pour les triterpénes isolés (acide cassiarique, lupéol et acide bétulinique), ils pourraient
perturber le cycle cellulaire et induire la mort cellulaire par apoptose dans les cellules
cancéreuses (Rajavel et al. 2017). Une modification structurale ou une substitution de ce
certains groupement pourrait étre envisagée afin de réduire cette toxicité et d’optimiser leur

potentiel comme alternative de traitement des cancers du col de 1’utérus et du sein.

2.3 Contribution a I’étude chimiotaxonomique du genre Rhabdophyllum

Le genre Rhabdophyllum Tiegh. issu de la famille des Ochnaceae, appartient a la sous-
tribu des Ouratinae, qui comporte aussi le genre néotropical Ouratea Aubl. (Sastre, 1988; 1995)
et les genres africains Campylospermum Tiegh. et Idertia Farron (Kanis, 1968; Farron, 1985).
Suite & de nombreuses études réalisées sur la famille des Ochnaceae, Gilg et Van Tieghem ont
permis de mettre en exergue les similitudes et différences phylogéniques entre les genres
Rhabdophyllum et Campylospermum. Ces deux genres présentent des dents marginales
caduques, des cotylédons incurvés et des nervures secondaires qui se courbent vers le haut
longtemps avant d’atteindre la marge. Mais la distinction entre les deux est évidente :
Rhabdophyllum a des nervures secondaires trés denses, fines et paralleles, et des pétales aussi
longs que les sépales, tandis que le genre Campylospermum posséde une nervation secondaire
plus lache et non-parallele, ainsi que des pétales beaucoup plus longs que les sépales (Sosef,
2008).

Seulement la polémique entre Gilg et Tieghem engagée au début du XX siecle, sur la
délimitation générique de ces deux genres, demeure encore aujourd’hui. D’aprés 1’hypothése

de Farron, basée sur ses travaux réalisées en 1963 et 1968, Rhabdophyllum serait dérivé a
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I’intérieur de Campylospermum, laissant alors ce dernier comme genre paraphylétique
parfaitement acceptable (Sosef, 1997; Horandl, 2006). D’ou I’intérét de vérifier si les données
moléculaires peuvent confirmer la délimitation de ces genres.

En date, les études phytochimiques réalisées sur dix especes du genre Campylospermum
(C. calanthum, C. densiflorum, C. dybowskii, C. excavatum, C. flavum, C. glaucum, C. mannii,
C. oliverianum, C. vogelii, C. zenkeri), renseignent sur la présence de plusieurs classes de
composés polaires tels que les flavonoides, les biflavonoides, les cyanoglycosides, les
alcaloides et les stéroides glycosylés, avec comme principaux marqueurs chimiques
I’amentoflavone (156) (biflavonoide) et la sérotobénine (166) (alcaloide indolique) isolés
respectivement de six et sept espéces de Campylospermum (Elo et al., 2009 ; Ndongo et al.,
2010 ; Ngono et al., 2015 ; Bikobo et al., 2011 ; 2015 ; Bayiha et al., 2017 ; Mbabi et al., 2018).
Les cyanoglycosides quant a eux, sont tres spécifiques au genre Campylospermum dans la
famille des Ochnaceae et les tous premiers (campyloside A et B) furent isolés des racines de C.
glaucum par Abouem et al., (2008). Depuis lors, ces composés se sont révéles étre une classe
tres abondante dans ce genre, isolés dans sept des dix especes étudiées jusqu’a ce jour (Abouem
et al., 2008 ; Ndongo et al., 2010 ; Ngono et al., 2011 ; 2015 ; Bayiha et al., 2017).

A coté de cela, des études plus récentes, menées sur quelques especes du genre
Rhabdophyllum (R. calophyllum; R. arnoldianum; R. affine) ont permis d’isoler des
flavonoides, biflavonoides, stéroides glycosylés et un alcaloide. On y retrouve également
I’amentoflavone et la sérotobénine qui sont des marqueurs chimiques du genre
Campylospermum et qui laissent entrevoir un lien phylogénique entre ces deux genres.
Cependant, I’absence de composés cyanoglycosylés, marqueurs chimiques prépondérant du
genre Campylospermum dans la famille des Ochnaceae, laisserait penser & une démarcation
phylogénique entre ces deux genres, faisant du genre Rhabdophyllum un genre paraphylétique
parfaitement acceptable selon 1’hypothése formulée par Farron (Sosef, 1997; Horandl, 2006).
Cette hypothése se voit renforcée par la présence de la lancéoloside A (163), un
benzoylglucoside isolé de R. arnoldianum, alors méme qu’aucun compose de cette classe n’a

pu étre identifié dans le genre campylospermum jusqu’en date.

Toutefois, le genre Rhabdophyllum Tiegh. comprenant huit espéces connues de I’ Afrique
tropicale (Sosef, 2008), et le genre Campylospermum quarante-huit (Bayiha et al., 2017), cette
étude chimiotaxonomique, basée sur 1’appréciation de quelques-unes de leurs especes, ne suffit

pas a distinguer de maniere irréfutable les genres Rhabdophyllum et Campylospermum.
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Tableau 28 : Similitudes et différences phylogéniques entre les genres Campylospermum
Tiegh et Rhabdophyllum Tiegh

Genre Campylospermum Tiegh Genre Rhabdopyllum Tiegh

Similitudes

v nervures secondaires courbes
v’ des cotylédons incurvés.
v des dents marginales caduques

Différences

v Nervures secondaires plus lache et non-
paralléle
v’ Pétales beaucoup plus longs que les sépales

v" Nervures secondaires trés denses, fines et
paralléles,
v’ Pétales aussi longs que les sépales

Tableau 29 : Etude phytochimique comparée des genres Campylospermum Tiegh et
Rhabdophyllum Tiegh

Genre Campylospermum Tiegh

Genre Rhabdopyllum Tiegh

Nombre d’espéces étudiées

10 especes

03 espéces

Flavonoides

+ (amentoflavone*)

+ (amentoflavone*)

biflavonoides

+

+

alcaloides

+ (sérotobénine*)

+ (sérotobénine*)

stéroides glycosylés + +
cyanoglycosides + -
benzoylglucoside - +

+ : Présents

- 1 Absents

*: Marqueurs chimiotaxonomiques
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CONCLUSION GENERALE

Nos travaux avaient pour but de rechercher des molécules a potentiels cytotoxique et
antibactérien, aux fins de palier au faible index de sélectivité et de lutter contre le phénoméne
de multirésistance aux antimicrobiens, aussi de valider les usages traditionnels de plantes
émanant de la biodiversité camerounaise et d’affiner la chimiotaxonomie du genre
Rhabdophyllum. Ainsi, 1’étude phytochimique des trois espéces sélectionnées, a savoir
Rhabdophyllum arnoldianum (De Wild. & T. Durand), Rhabdophyllum affine (Hook. F.) et
Cassia arereh Delile, a conduit a I’isolement et la caractérisation, au moyen de méthodes
physico-chimiques et spectroscopiques, de 20 composés dont 4 nouvellement décrits a savoir :
deux flavonoides de type flavone [Arnoldioside A (150) et B (151)], un triterpéne de type
lupane [acide cassiarique (161)] et une céramide [cassiaramide (165)]. A notre connaissance,

les triterpénes acides en C-29 et les céramides n'avaient jamais été isolés du genre Cassia.

Au plan biologique, les extraits et quelques composes isolés ont été évalués in vitro pour
leurs activités cytotoxique et/ou antimicrobienne.

Les extraits de C. arereh Delile, R. arnoldianum et R. affine ainsi que quelques composés
purs isolés de ces plantes ont été testés pour leurs activités antimicrobiennes sur neuf souches
microbiennes en culture in vitro et les extraits des feuilles de R. arnoldianum (De Wild. & T.
Durand) Tiegh ont montré une activité antibactérienne modérée allant jusqu’a un diametre
d’inhibition de 16mm, tendant a justifier son usage en médecine traditionnelle, notamment
contre les maux de ventre. L’extrait brut des écorces de C. arereh Delile a démontré quant a
lui, une faible activité sur les souches testées, rendant ainsi difficile la confirmation de son
usage en pharmacopée traditionnelle pour le traitement de maladies bactériennes telle que la
diarrhée et la dysenterie. Quant aux composés purs testés, ils ont montré dans I’ensemble une
activité modérée, notamment le triterpéne nouveau [acide cassiarique (161)] qui a démontré, a
I’égard de la souche bactérienne Pseudomonas aeruginosa, une CMB de 15,63 pg/mL
identique a celle de la Iévofloxacine, antibiotique de reférence utilisée.

Concernant 1’activité cytotoxique €valuée sur les souches cancéreuses du col de I'utérus
HelLa, I’acide cassiarique (161), triterpene nouveau, a présenté la meilleure cytotoxicité contre
la lignée cellulaire Hela avec une Clso de 19,0 pg/mL apres 48 heures. Cependant, son index de
sélectivite (IS) inférieure a 2, traduit une toxicité de ce dernier, réduisant ainsi son utilisation
potentielle dans le traitement du cancer du col de 1’utérus.

Sur le plan chimiotaxonomique, 1I’étude comparative des classes de composés et des

marqueurs chimiques isolés des genres Campylospermum et Rhabdophyllum, a permis
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d’entrevoir une démarcation chimique entre ces genres, notamment par 1’absence de
benzoylglucoside dans le genre Campylospermum, alors qu’il est trouvé présent dans celui de
Rhabdophyllum.

Ces travaux confortent ainsi notre hypothese de départ, selon laquelle les plantes
ethnomedicinales sont une source pour la découverte de nouveaux agents thérapeutiques, a
I’instar du dérivé nouveau, l’acide cassiarique (161), qui a démontré des propriétés
antibactériennes et cytotoxiques prometteuses, et dont une modification structurale permettrait
d’élargir son spectre d’action, d’améliorer son efficacité et son index de sélectivité. Cette
découverte a contribué a I’atteinte partielle de notre objectif principal, qui était de rechercher
des composés potentiellement antimicrobiens et cytotoxiques émanant de la biodiversité
camerounaise aux fins de lutter contre les phénomenes de résistances et de faible sélectivité des
médicaments sur le marché. Quant aux objectifs spécifiques, les métabolites secondaires ont
été isolés et caractérisés, leurs propriétés cytotoxiques et antimicrobiennes ont été évaluées et
les bases d’une démarcation chimique éventuelle entre les genres Rhabdophyllum et

Campylospermum, ont été posees.

Comme perspectives envisagées a I’issue de ce travail, NOUS NOUS Proposons :
v d’effectuer des modifications structurales sur I’acide cassiarique dans 1’optique
d’améliorer non seulement son activité mais aussi son indice de selectivité ;
v’ d’étendre 1’élucidation structurale aux composés restants, isolés de R. affine (Hook. F.)
Tiegh et de parachever 1’étude chimique des fractions restantes ;
v"enfin, d’étendre nos travaux sur d’autres espéces du genre Rhabdophyllum afin d’affiner

davantage leur chimiotaxonomie.

Thése de Doctorat/PhD en Chimie Organique Rédigée et soutenue par BALEMAKEN MISSI Marius 172



o

CHAPITRE 3:
PARTIE EXPERIMENTALE

)




3.1 Matériel végétal, extraction et purification des composes
3.1.1 Récolte, sechage, broyage et extraction

Les feuilles R. arnoldianum (De Wild. & T. Durand) Tiegh ont été récoltées a Fifinda,
Département de 1’Océan, Région du Sud Cameroun, en Aodt 2009 et identifiées par M. Victor
Nana (botaniste). Un échantillon de référence au N° HNC 31403 se trouve a I’Herbier National

du Cameroun.

Les racines de R. affine (Hook. F.) Tiegh ont été identifiées et collectées au sommet du
Mont Kala, dans le Département de la Méfou-et-Akono, Région du Centre Cameroun en
décembre 2016 par M. Victor Nana (botaniste). L’identité du matériel végétal a été confirmée

a ’Herbier National du Cameroun ou un échantillon de référence s’y trouve au N° HNC 27869.

Les écorces de C. arereh Delile ont été prélevées a Yagoua dans Région du Nord
Cameroun. L’identité du matériel végétal a été confirmée a I’Herbier National du Cameroun ou

un échantillon de référence s’y trouve au N° 24093 SFRCAM

Le matériel végétal a été découpé, séché a I’air libre pendant 2 a 3 semaines, ensuite broyé.
Les plantes ont ensuite été extraites trois fois par le méthanol (MeOH). Chaque extraction a été
effectuée avec au minimum 24 heures d’agitation a température ambiante dans une proportion
d’a peu pres 1 litre de solvant pour 200 g de plante. Les solvants ont été évaporés a basse

pression et les extraits finalement séchés (Tableau 28).

Tableau 30 : Lieux de récolte et rendements d’extraction des plantes étudiées

Espéce Lieu de récolte N° de référence  Poidssec  Poids sec de I’extrait
(Partie) (Date) (HNC) [a] MeOH [g] (rdt)

R. arnoldianum Fifinda (08.2009) 31403 462,0 90,5 (19,6%)
(feuilles)

R. affine Mont Kala (12.2016) 27869 412,0 33,5 (8,13%)
(racines)

C. arereh Yagoua (04.2015) 24093 685,0 52,1 (7,61%)
(écorces)
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3.1.2 Partition, purification et isolement des composés de I’extrait brut des feuilles
de Rhabdophyllum arnoldianum (De Wild. & T. Durand) Tiegh

De I’extrait au méthanol obtenu des feuilles de R. arnoldianum, 50 g ont été mis en
suspension dans le mélange MeOH-H.0 (8:2) et soumis a une partition liquide-liquide
successivement avec le n-hexane (total de 3 L) et I’acétate d’éthyle (total de 3 L) conduisant

respectivement a 1’obtention de 3,8 g et 17,6 g de fractions a I’hexane et a 1’acétate d’éthyle.

3.1.2.1 Traitement de la fraction a I’acétate d’éthyle

La fraction a l'acétate (17,6 g) a été soumise a une colonne de gel de silice en phase
normale, éluée avec des mélanges CH.>Cl>-MeOH de polarité croissante (30: 1 a5: 1) puis lavée
au MeOH pur. Des sous-fractions de 250 mL ont été recueillies, concentrées puis combinées en
sept fractions principales (F1-7) sur la base de la composition de la CCM analytique comme le
montre le tableau 29.

Tableau 31 : Chromatogramme issu de la fraction a EtOAc des feuilles de R. arnoldianum

Eluant Séries Fractions Observations

CH,CIz/MeOH 30 :1 1-15 F1 (52 mg) Mélange huileux de plusieurs composés
CHCl,/MeOH 20 :1 16-36 F2 (86 mg) Mélange de plusieurs composés
CH,CIz/MeOH 15 :1 37-69 F3 (117 mg) Mélange de plusieurs composés
CH.CIy/MeOH 12 :1 70-95 F4 (1000 mg) Mélange de plusieurs composés
CH,CIz/MeOH 10 :1 96-109 F5 (827 mg) Mélange de plusieurs composés
CH,CI2/MeOH 8 :1 110-129 F6 (114 mg) Mélange complexe de plusieurs composés

CH2Cl,/MeOH 5 :1 130-142 F7 (1000 mg) Mélange de plusieurs composés

a) Purification de la fraction F2

La fraction 2 (86 mg) a été soumise a des chromatographies sur colonne (CC) sur gel de
silice répétées avec un gradient CH2Cl,-MeOH pour donner la 4',5-dimethoxy-6,7-

methylenedioxyisoflavone (RAF6 : 11 mg).

b) Traitement de la fraction F3

La fraction 3 (117 mg) a été également soumise a une CC sur gel de silice, éluée avec un

gradient CH.Cl>-MeOH pour donner un précipité. Ce dernier a éte filtré et lavé a 1’aide du
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CH.C1, conduisant a I’apigénine (RAF5 : 5 mg). Le filtrat de la fraction 3 a été appliqué a une
colonne Sephadex LH-20 avec du MeOH pour donner la lancéoloside A (RAF7 : 10 mg).

c) Purification de la fraction F4

La fraction 4 (1,0 g) a été soumise a une CC sur Sephadex LH-20 avec MeOH comme
éluant, pour donner les sous-fractions 1-4, qui ont été purifiées par chromatographie flash avec
un mélange CH2Cl,-MeOH (0-4% MeOH) pour donner la 2"-O-acetyl-7-O-methylvitexine
(RAF3: 67 mg), la 3"-O-acetyl-7-O-methylvitexine (RAF1: 61 mg) et I’amentoflavone
(RAF11: 15 mg).

d) Purification de la fraction F5

La purification de la fraction 5 (827 mg) sur gel de silice, puis par chromatographie sur
colonne sur Sephadex LH-20 et chromatographie flash, a donné la 7-O-methylvitexine (RAF4 :
11 mg), la 3-B-O-D-glucopyranosyl-p-sitostérol (RAF9 : 8 mg) et la rhusflavone (RAF10: 7

mg).

e) Purification de la fraction F7

La purification de la fraction 7 (1,0 g) s’est faite sur Sephadex LH-20 en utilisant du MeOH
comme éluant, suivi d’une chromatographie flash éluée avec un gradient CH2Cl>-MeOH, pour
donner a nouveau la 3"-O-acetyl-7-O-methylvitexine (RAF1: 424 mg), la 6"-a-
rhamnopyranosyl-7-O-methylvitexine (RAF2 : 20,3 mg) et I’épicatéchine (RAF8 : 5 mg).

3.1.3 Partition, purification et isolement des composés de I’extrait brut des écorces

de Cassia arereh Delile

L’extrait brut (52,1g) obtenu des écorces de C. arereh Delile, a été mis en suspension dans
un mélange hydro-méthanolique (MeOH - H20O, ratio 2:8) et soumis a une partition liquide-
liquide avec EtOAc (250 ml x 8) comme solvant organique, conduisant a une masse d’extrait
de 195¢.
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3.1.3.1 Traitement de la fraction a I’acétate d’éthyle

La fraction a I'acétate d’éthyle obtenu (19,5 g) a fait I’objet d’une chromatographie sur
colonne de gel de silice en phase normale éluée au CH-Cl, pur, suivi des mélanges CH2Cl-
MeOH de polarité croissante (100:1 a 5: 1). Au systéme d’élution CH2Cl>-MeOH 50 : 1, apres
évaporation du solvant, il précipite dans les fractions 8-11, 15-18 et 22-25, des solides sous
forme de poudre blanche, qui, apreés filtration et lavage au n-pentane donnent respectivement
trois composeés : le lupéol (CAES : 11,5 mg), le bétulinal (CAE3 : 8,2mg) et I’acide bétulinique
(CAE4 : 40 mg). Aux systemes d’élution CH2Cl,-MeOH 40 : 1, 30 : 1 et 20 : 1, ils se forment
respectivement un solide sous forme d’aiguille de couleur blanche, 1’acide céanothique
(CAE®6 : 8,5 mg), un solide amorphe blanc la cassiaramide (CAE7 : 6,2 mg) et un solide de
couleur blanche le 3-O-B-D-glucopyranosyl-p-sistostérol (CAE1L : 12,1 mg) qui ont été lavés et

purifiés individuellement a I'acétone.

Les autres sous-fractions ont été combinées en cinq fractions principales (F1-5) sur la

base de leurs profils CCM tel que présenté dans le tableau 30 ci-apreés.

Tableau 32 : Chromatogramme issu de la fraction a EtOAc des écorces de C. arereh Delile

Eluant Seéries Fractions Observations

CHCl; pur 1-15 F1 (124 mg) Mélange huileux de plusieurs composés
CH,CI2/MeOH 100 :1

CHCl>/MeOH 50 :1 16-38 F2 (220 g) CAE3 (8,2 mg) solide blanc

, CAE4 (40 mg) solide blanc
CH:Clo/MeOH 40 :1 CAES (11,5 mg) solide blanc
CH,CI2/MeOH 30 :1 CAESG (8,5 mg) aiguilles incolores

CAE?7 (6,2 mg) solide amorphe blanc
Meélange complexe de plusieurs composés

CH2Cl2/MeOH 20 :
CH2Cl>/MeOH 15 :

39-77 F3(229) CAEL1 (12,1 mg) solide blanc

Mélange complexe de plusieurs composés

CH2Cl>/MeOH 12 :
CH2Cl>/MeOH 10 :

78-106 F4 (250 mg) Mélange complexe de plusieurs composés

CH2Cl,/MeOH 8 :1 106-189 F5 (2,7 mg) Mélange complexe de plusieurs composés
CH.Cl,/MeOH 5 :1

175
Thése de Doctorat/PhD en Chimie Organique Rédigée et soutenue par BALEMAKEN MISSI Marius



a) Purification de la fraction F3

La fraction F3 (2,2 g) a été purifiée a répétition sur Sephadex LH-20 a 1’aide du MeOH
pur comme solvant, pour donner des précipités qui ont été lave a l'acétone puis filtrés et
correspondants a la catéchine (CAE9 : 18,4 mg) et la bétuline (CAE2 : 4,6 mg).

b) Purification de la fraction F4

La fraction 4 (250 mg) a également été soumise a une chromatographie sur colonne de
Sephadex LH-20, éluée au MeOH, pour donner 1’acide cassiarique (CAES8: 11,5 mg), un
triterpene nouveau de type lupane.

3.1.4 Partition, purification et isolement des composés de I’extrait brut des racines
de Rhabdophyllum affine (Hook. F.) Tiegh

L’extrait brut (33,5 g) a été mis en solution dans 500ml d’un mélange MeOH : H>O (2 :
8) et a par la suite subit une extraction liquide — liquide a 1’aide de I’acétate d’éthyle (250 ml x

4), pour aboutir a une masse de 7,1 g apres évaporation du solvant.
3.1.4.1 Traitement de la fraction a I’acétate d’éthyle

La fraction a I’acétate d’éthyle (7,1 g) a été soumise a une chromatographie sur colonne
flash de gel de silice avec un gradient d’¢lution CH2Cl>-MeOH. Des sous-fractions de 150 mL
ont été collectées a chaque fois, concentrées et regroupées pour donner 5 fractions principales

indexées F1 a 5 comme I’indique le tableau 31 ci-dessous.

Tableau 33: Chromatogramme issu de la fraction a EtOAc des racines de R. affine

Eluant Seéries Fractions Observations

CHyCl,/MeOH 100:1  1-15 F1 (350 mg) Mélange huileux de plusieurs composés
CH.CIy/MeOH 50 :1

CH,CI,/MeOH 30 :1 16-36 F2(1,29) Mélange complexe de plusieurs composés
CH.CIy/MeOH 20 :1

CH,CI2/MeOH 15 :1 96-109 F3 (600 mg) Mélange complexe de plusieurs composés
CH2Cl,/MeOH 12 :1

CH,CI2/MeOH 10 :1 110-129 F4 (300 mg) Mélange complexe de plusieurs composés
CH2Cl,/MeOH 8 :1

CH2Cl,/MeOH 5 :1 130-142 F5 (150 mg) Mélange complexe de plusieurs composés
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a) Purification de la fraction F2

La fraction F2 (1,2 g) a été soumise a une CC sur gel de silice et éluée en systéme
isocratique a 1’aide du systéme de solvant CH>Cl2/MeOH 30/1 pour donner un précipité de

couleur blanche, qui filtré et lavé a I’acétone, a permis d’obtenir la sérotobénine (RAR4 : 21,2

mg).

b) Purification de la fraction F3

La fraction F3 (600 mg) a été soumise a une CC sur gel de silice a I’aide du systéme de
solvant CH2Cl2/MeOH (20/1 a 12/1) pour donner deux sous-fractions (F3a et F3b). La sous-
fraction F3a (350 mg) a été purifiée par CC sur gel de silice avec le systeme isocratique
CHCl2/MeOH (20/1) pour donner le 3-O-B-D-glucopyranosyl-B-sistostérol (RAR3 : 1,9 mg).
De méme, la sous-fraction F3b (150 mg) a donné 1’apigénine (RARZ2 : 4,5 mg), un solide de

couleur jaune.
c) Traitement de la fraction F4

La fraction F4 (150 mg), également soumise a une CC sur gel de silice, nous a permis

d’obtenir un solide jaune, la 3"-O-acétyl-7-O-méthylvitexine (RARL : 2,2 mg).

3.2 Meéthodes préparatives et chromatographiques
3.2.1 Partage liquide-liquide

Les extraits bruts ont d’abord été fractionnés par un partage liquide-liquide selon une
procedure proposée par Karioti et al. (2009). L’extrait brut a été mis en suspension dans un
volume de MeOH aqueux (MeOH : H20 20:80) et dégraissé a température ambiante avec du n-
hexane trois fois. 10 ml de H20 ont été ajoutes a la phase aqueuse restante et elle a été extraite
par la suite avec I’EtOAC (trois fois). Aprés évaporation des solvants, ce partage a donc permis

d’obtenir trois fractions de polarité croissante : n-hexane, AcOEt et MeOHag.

3.2.2 Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les analyses par chromatographie sur couche mince ont été effectuées avec des plaques
fines (0,20 mm) de gel de silice Silicagel 60 F254. Aprés développement dans des cuves en
verre (Canmag), les plaques ont été observées a la lumiere du jour, et sous lampe UV a 254 et
366 nm. Selon les cas, elles ont ensuite été révélées par un réactif de détection relativement
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polyvalent, celui de la vanilline. La solution de vanilline utilisée comme révélateur est préparée
en pesant 1g de vanilline en poudre qui est placé ensuite dans une fiole jaugé de 100ml.
Quelques millilitres (environ 20 ml) d'éthanol sont ajoutés pour la dissolution et portés au
volume avec de I'éthanol. Enfin est ajouté, goutte a goutte 2 ml d'acide sulfurique concentré. La
solution ainsi obtenue ne peut étre utilisée que dans les 48 heures qui suivent sa préparation.
Les plaques sont pulveérisées avec ce réactif, puis chauffées a 1’étuve ou avec un seéche-cheveux

jusqu’a apparition de taches de diverses couleurs.

3.2.3 Chromatographie sur colonne (CC) ouverte

Les chromatographies sur colonnes ont été réalisées avec plusieurs types de phases
stationnaires dans des colonnes en verre. La taille et le diamétre de la colonne sont choisis en

fonction de la quantité d’échantillon a purifier et de la résolution souhaitée.

3.2.3.1 Chromatographie d’adsorption

Des colonnes ouvertes sur gel de silice 60 (0,063 — 0,2 mm E. Merck, Darmstadt,
Allemagne) ont été utilisées dans la premiere ou seconde étape de fractionnement des extraits
AcOEt. La taille des colonnes, la granulométrie de la phase solide, le débit de la phase mobile
et la taille des fractions ont été adaptés a la quantité et a la nature (extrait, fraction) des
échantillons a séparer. Le choix des conditions d’¢lution, le suivi de la séparation et le
rassemblement final des fractions ont été effectués sur la base d’analyses par CCM. Les
échantillons ont été introduits sous forme solide en les mélangeant avec de 2,5 a 3 fois leur
poids de phase. Des gradients en plateaux de mélanges dichlorométhane : méthanol ont été
utilisés comme systémes d’élution, et les fractions ont été récoltées soit manuellement soit par

un collecteur automatique de fractions Bio-Rad model 2110.

3.2.3.2 Chromatographie d’exclusion

Les chromatographies d’exclusion ou filtration sur gel ont été réalisées dans quelques
étapes de purification. Elles ont été effectuées sur Sephadex LH-20 (25-100 pm Sigma Aldrich,
South Africa) avec du MeOH comme phase mobile a un débit de 0,3 a 1,0 ml. Les échantillons
a séparer ont été introduits sous forme liquide aprés dissolution dans un volume de méthanol

(le plus petit possible) et éventuellement filtration. Le suivi des séparations et le rassemblement
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final des fractions ont été faits sur la base d’analyses par CCM. Les fractions ont été récoltées
par un collecteur automatique Bio-Rad model 2110.

3.2.4 Chromatographie flash (CF)

Cette technique utilise des particules de silice de 35 & 70 um et le solvant s’écoule sous

mL/min.

pression d’air comprimé. Le fractionnement a été réalisé par une chromatographie flash sur une
colonne de silice (40 um) avec un gradient d’élution CH2Clo,/MeOH a une vitesse de 18

3.3 Meéthodes de synthése
3.3.1 Reéaction de méthanolyse du composé CAE7

Le compose CAE7 (4 mg) a été soumis a une méthanolyse avec 5% de HCI dans MeOH
(3ml) a 70°C pendant 18 h (Yamada et al., 2001). Le mélange réactionnel a été extrait avec de

I'nexane (3 x 5 mL) et concentré sous vide pour obtenir les mélanges d'esters méthyliques
d'acides gras (EMAG) qui furent analyses par CG et FABMS.

e 4mg de CAE7, chauffage a reflux avec MeOH-HCI (IN3 mL) 70 °C /18 h
e Extraction avec n-hexane (3 x 5 mL) et concentration

0 WHy O
= AN + HO . - = X
H3CO 4 3 4 5 7 4
OH OH OH

Schéma 9 : Réaction de la méthanolyse de la céramide CAE7
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3.3.2 Reéaction de fragmentation du composé CAE7 par le diméthyldisulfure

Le composé CAE7 (2,0 mg) a été dissous dans du DMDS (1 ml) et de I'iode (1,5 mg) a
été ajouté a la solution. Le mélange obtenu a été conservé a 60 °C pendant 40 h dans un flacon
de petit volume scellé. La réaction a ensuite été introduite dans une solution aqueuse du Na>S20s3
a 5 %. Le mélange a été extrait avec du n-hexane (3 x 5 ml). L'extrait a été concentré pour
donner les dérivés de DMDS. Le spectre de masse a impact électronique a été mesuré pour
chaque dérivé

P
SCHy -
i Na2S;03 5 % SCH3 (6\
CH;SSCH,, I, N,
" \'m > n/ m Extraction \(\% SCH3
~--- SCHj n-hexane

Figure 92 : Réaction de fragmentation des chaines alcényles de la céramide CAE7 par le
diméthyldisulfure (DMDS)

3.4 Meéthodes physico-chimiques

Une fois les composés purs isolés, plusieurs appareils et méthodes physico-chimiques ont

été utilisés dans le but de les caractériser.

3.4.1 Point de fusion (P.F.)

L'appareil de point de fusion Gallenkamp a été utilisé pour la détermination du point de
fusion dans des tubes capillaires ouverts.

3.4.2 Spectres Infra-rouge (IR)

Les données infra-rouges des composés isolés ont été recueillies a 1’aide d’un

spectrophotomeétre Bruker Alpha Platinum-ATR.

3.4.3 Spectres de masse (SM)

Les analyses de masse ont été effectuées sur le systéme de spectrométrie de masse haute
définition (HDMS) Waters® Synapt G2 avec analyse par injection de flux (FIA) en utilisant
une sonde d'ionisation par électrospray (ESI).

Les données MS ont été acquises et traitées sur le logiciel MassLynx ™ (version 4.1).

180
Thése de Doctorat/PhD en Chimie Organique Rédigée et soutenue par BALEMAKEN MISSI Marius



3.4.4 Spectres de résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Les spectres RMN ont été mesurés a 400 MHz (*H) et 100 MHz (**C) avec des
spectrométres Bruker Avance |11 400, Bruker DRX500 (500 MHz pour *H et 125 MHz pour
13C) et la Bruker DRX600 (600 MHz pour *H et 150 MHz pour *3C). Les spectres DEPT-135,
ainsi que les expériences bidimensionnelles NOESY, COSY, HSQC et HMBC, ont été
enregistrés a 1’aide de séquences impulsionnelles spécifiques. Les échantillons ont été dissous
dans des solvants deutérés CDCl3, CD3COCDs, CD30OD ou DMSO-de. Les déplacements
chimiques J ont été exprimes en ppm par rapport au signal du tétraméthylsilane (TMS), utilisé

comme référence interne.

3.5 Meéthodes biologiques

Les tests biologiques sont nécessaires pour guider le processus de fractionnement,
d’isolement des substances actives et pour évaluer 1’activité des composés purs isolés. Ces tests
doivent étre simples, peu codteux et rapides afin de pouvoir analyser un grand nombre
d’échantillons. Par ailleurs, ils doivent étre suffisamment sensibles car les principes actifs sont

généralement de faible concentration.

Dans la phase biologique de notre recherche, nous avons effectué des tests antimicrobiens
sur plusieurs souches antimicrobiennes en culture in vitro dont certaines étaient des souches
référencées (Staphylococcus aureus CIP 4.83, Enterococcus faecalis CIP 58.55, Escherichia
coli CIP 54.127) et d’autres, des isolats cliniques (B. cereus, B. subtilis, K. pneumoniae, P.
aeruginosa, H. influenza, C. albicans). Des tests cytotoxiques ont été pratiquées sur des lignées

de cellules tumorales mammaires (MCF-7) et du col de I’utérus (HeLa).

Les activités antimicrobiennes des composés purs et extraits ont été réalisées a l'aide de la
méthode de microdilution en milieu liquide du CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute)
(CLSI, 2013) et la méthode de disque ou diffusion en gélose (Murray et al., 1995 ; NCCLS,
2002). Pour I’évaluation de ’activité cytotoxique, nous avons utilisé le test colorimétrique au
3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltétrazolium (MTT) (Mosmann, 1983).

Ces tests biologiques ont été effectués dans différents laboratoires :

Au laboratoire de Génétiques du Département de Biochimie, Génétiques et Microbiologie

de I’Université de Pretoria (Afrique du Sud), pour les tests cytotoxiques ;
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Au Laboratoire de Microbiologie de 1’Université de Yaoundé I (Cameroun) et au
Département de Microbiologie (Faculté de Pharmacie) de 1’Université de Tours (France) pour

les tests antimicrobiens.

3.5.1 Activité antimicrobienne
3.5.1.1 Principes des méthodes utilisées
a) Meéthode de microdilution en milieu liquide

Cette méthode colorimétrique est basée sur la capacité qu’ont les cellules viables a
métaboliser la résazurine, forme oxydée du Bleu Alamar, par réduction en résorufine forme

réduite du Bleu Alamar. Le mécanisme réactionnel de réduction est présenté par le schéma 10

ci-apres.
o
,L Réduction dans les N
X cellules viables N
| -
5 o o 67 o o
Na+ Na .
Sel de résazurine Sel de résorufine
Rose
Bleu

Schéma 10 : Mécanisme de réduction du Blue Alamar (Lancaster et Fields, 1996).

L’indicateur redox Blue Alamar, sous forme oxydée (résazurine) de couleur bleue, est
réduit en présence des cellules fongiques/bactériennes en croissance, en forme réduite
(résorufine) de coloration rose ou rouge. Lorsque la croissance des cellules
fongiques/bactériennes est complétement inhibée par un extrait ou un composé pur, la

coloration bleue est maintenue (Lancaster et Fields, 1996).

b) Meéthode de diffusion en milieu gélosé (méthode de disque)

Cette methode est basée sur le principe que le disque imprégné d'antibiotique, placé sur
de la gélose préalablement inoculée avec la bactérie test, capte I'humidité et I'antibiotique
diffuse radialement vers l'extérieur a travers le milieu gélose produisant un gradient de
concentration d'antibiotique. La concentration de I'antibiotique au bord du disque est élevee et
diminue progressivement a mesure que I'éloignement du disque augmente jusqu'a un point ou

elle n'est plus inhibitrice pour I'organisme, qui se développe alors librement. Une zone ou un
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anneau clair se forme autour d'un disque antibiotique aprés l'incubation, si I'agent inhibe la
croissance bactérienne (NCCLS, 2002).

3.5.1.2 Protocole de la méthode par microdilution en milieu liquide :
a) Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

Dans chaque puits d’une microplaque contenant 96 puits, un volume de 100 uL. du milieu
liquide a été introduit. Puis 100 pL de solution mére d’un extrait/composé pur a tester ou de la
levofloxacine ont été introduits dans les 03 premiers puits de la premiere colonne (lignes A, B
et C). Ensuite dans les colonnes 1 a 11, des dilutions successives suivant une progression
géométrique de raison 2 ont été réalisées (a partir des puits A, B et C) jusqu’au onziéme puits,
ce qui a fait varier la gamme de concentration de 50 000 pg/mL a 48,8 pg/mL pour les extraits
et de 500 pg/mL a 0,48 ug/mL pour les composés purs et la l1évofloxacine. Enfin, 100 puL
d’inoculum bactérien ont été introduits dans chaque puits faisant varier les concentrations
finales de 25000 a 24,4 pug/mL pour les extraits et de 250 pug/mL a 0,24 ug/mL pour les
composés purs et la Iévofloxacine. Ainsi, le volume final était de 200 pL par puits et tous les
essais négatifs ont été effectués en triplicate. La quatrieme ligne de la microplaque a été utilisee
comme témoin négatif de I’activité des extraits/composés purs renfermant uniquement le milieu
de culture et les extraits/composés purs tandis que les puits de la colonne 12 eux ont été utilisés

comme témoins positifs de croissance microbienne.

La microplaque ainsi réalisee a eté recouverte avec son couvercle et scellée d’un papier

film puis incubée a 27°C pendant 24 H.

Apres incubation, la croissance bactérienne a été mise en évidence par ajout de 20 puL
d’une solution de Bleu Alamar dans deux ou trois puits des lignes tests, suivi d’une incubation
pendant 30 minutes. Les puits de la troisieme ligne ont servi pour la détermination de la CMB.
La CMI était définie comme la plus petite concentration en extrait ou composé pur ou
levofloxacine pour laquelle il n’y a pas eu de croissance microbienne visible a I’ceil nu (CLSI,

2013).

b) Détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB)

Pour la détermination de la CMB, 50 pL de chaque puits de concentration supérieure ou
¢gale a la CMI ont été prélevés puis ajoutés dans 150 pL. de bouillon. L’ensemble a été incubé

dans les mémes conditions que les CMI puis révélé au Blue Alamar. La CMB est considérée
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comme le puits de plus petite concentration d’extrait, composé pur ou de lévofloxacine ne

présentant pas de changement de coloration (CLSI, 2013).

c) Détermination des rapports CMB/CMI

Ce rapport est utilisé pour distinguer les composes/extraits bactéricides (1 < CMB/CMI
< 4), des composés/extraits bactériostatiques (4 < CMB/CMI < 16) et tolérantes (CMB/CMI >
16) (Fauchére & Awvril, 2002).

3.5.1.3 Protocole de la méthode de disque ou diffusion en gélose

A la surface d’une grande plaque de gélose Mueller-Hinton (150 mm de diamétre), un
inoculum bactérien d’environ 1,5 x 108 UFC/mL a été appliqué. Les composés et extraits bruts
ont été dissouts dans le DMSO. La concentration des extraits était de 1 mg/mL et de 250 pg/mL
pour les composés. Les disques des antimicrobiens de référence (gentamycine pour les bactéries
et nystatine pour les champignons) ont été préparés en utilisant les concentrations appropriées
pour obtenir des disques contenant 50 pg de médicament. Les plaques ont été incubées pendant
24 h a 37 °C pour les bactéries et 48 h a 27 °C pour les champignons et 1’activité
antimicrobienne a été¢ déterminée par la présence d’une zone claire d’inhibition autour des
références/extraits testés. Les zones d'inhibition ont été mesurées en millimétres et I'expérience
a été repétée deux fois (Murray et al., 1995 ; NCCLS, 2002).

3.5.2 Activité cytotoxique
3.5.2.1 Culture des cellules

Les lignées de cellules cancéreuses HeLa et MCF-7 ont été obtenues de Cellonex et
Highveld Biological (Afrique du Sud) respectivement. Ces cellules ont été cultivées a 37°C
avec 5% de CO> dans un milieu DMEM riche en glucose (4,5 g/L) dans un environnement
humidifié, contenant la L-glutamine (4 mM) et le pyruvate de sodium (Hyclone) complété avec
10% (v/v) de sérum foetal bovin (Capricorn Scientific Gmbh, South America). Les lignées
cellulaires African Vero Monkey ont été maintenues a 37°C et 5% de CO: dans un milieu
DMEM riche en glucose (4,5 g/L) a I’environnement humidifié, contenant la L-glutamine
(Lonzia, Belgique) complété avec 5% (v/v) de serum foetal bovin (Capricorn Scientific Gmbh,

South America et 1% de gentamycine (Vibrac ; USA).
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3.5.2.2 Principe de la méthode

Pour I’évaluation de I’activité cytotoxique de nos COmposés, nous avons utilisé le test
colorimétrique au 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium (MTT). 1l s’agit d’un
test de détection colorimétrique permettant d’évaluer la viabilité des cellules en présence d’un
composé ou de déterminer par extension la mortalité cellulaire induite par le composé testé.

Ce test est base sur l'activité d'une enzyme mitochondriale, la succinate déshydrogénase.
En présence du substrat MTT de couleur jaune, les sels de tétrazolium du substrat sont
transformés en cristaux insolubles de formazan de couleur violette grace a l'activité de la
succinate déshydrogénase. L’intensité de cette coloration est proportionnelle au nombre de
cellules vivantes. La quantité de sel formazan produite par les cellules a partir du MTT est
mesurée par la spectrophotométrie (Mosmann, 1983).

3.5.2.3 Traitement des cellules, test de cytotoxicité

Les cellules ont été ensemencées a une densité de 10* cellules par puits sur une plaque de
microtitrage a 96 puits, par la suite elles ont été laissées au repos toute la nuit. Plus tard, les
cellules ont été traitées avec différentes concentrations (200 ; 150 ; 125 ;100 ; 75;50; 25 et 5
MM) des composés dissouts dans le DMSO puis dilués dans le milieu de culture frais. Dans
chaque expérience, la concentration maximale du DMSO (contréle négatif) dans le milieu était
de 0,5%. Apres incubation pendant 48h a 37°C avec 5% de CO., le milieu de culture a été
renouvelé par un milieu frais (200 uL) avec 30 uL de bromure de thiazolyle tetrazolium bleu
(5 mg/ mL) dissouts dans une solution saline tamponnée au phosphate. Apres incubation
pendant 4h, le milieu a été lentement aspiré et les cristaux de formazan ont été dissouts dans 50
ML de DMSO et laissé dans le noir pendant 15 min a température ambiante. L’absorbance a été
mesurée au spectrophotometre a 570 nm sur un lecteur de microplaque (SpectraMax Paradigm
Microplate). Le nombre de cellules vivantes, aprés 24 et 48 h d’incubation en présence ou non
des composés a tester ou de produits de référence, est directement proportionnel a I’intensité de

la coloration violette mesurée.
3.5.2.4 Analyse des données

Le pourcentage de viabilité cellulaire (pourcentage de cellules restantes apres le
traitement) a été calculé a I'aide de Microsoft Excel en utilisant la formule suivante :
Absorbance (échantillons traités) — Absorbance (blanc)

% Viabilité cellulaire = x 100
% Viabilité cellulaire Absorbance (échantillons non traités) — Absorbance (blanc)
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La concentration d’inhibition de la croissance de 50% (Clso) des cellules cancereuses et

cellules normales ont été déterminées par le tracé du graphe du pourcentage des cellules

survivantes en fonction de la concentration.

Les valeurs de I’indice de sélectivité (IS) ont été calculées pour chaque composé en divisant

la Clso de chaque cellule normale par la Clso des cellules cancéreuses dans la méme unité.

Toutes les expériences ont été réalisees 3 fois et les résultats sont présentés comme des

valeurs moyennes (z écart-type).

3.6 Constantes physiques et données spectrales des composés isolés

3"-O-acétyl-7-O-méthylvitexine

Aspect physique : Cristal jaune pale

Solubilité: Acétone

Formule Brute : C2H24011, PM : 488

PF: 160-161°C (CH.Cl,/MeOH)

IR (KBr): vmax 3246, 1717, 1651, 1572, 1442, 1232, 1176,
1018, 831, 568 cm™.

HRESIMS: m/z 489,1408 [M+H]* (calculée pour C24H25011:
m/z 489,1397)

RMN *H (500 MHz, Acetone-ds) et *C (125 MHz, Acetone-

ds): Voir tableau 11

6"-a-rhamnopyranosyl-7-O-méthylvitexine

Aspect physique : Cristal jaune péle

Solubilité: MeOH

Formule Brute : C28H33014, PM : 592

IR (KBr): vmax 3270, 1640, 1592, 1178 cm'™
HRESIMS: m/z 593,1868 [M+H]* (calculée pour
Ca8H35014: m/z 593,1870)

RMN *H (500 MHz, Acetone-ds) et *C (125 MHz,
Acetone-dg) : Voir tableau 12

H3C
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2"-0O-acétyl-7-O-méthylvitexine

Aspect physique : Cristal jaune

Solubilité: Acétone

Formule Brute : C24H24011, PM : 488

PF: 180-181°C (AcOEt) ; [a]3® :-63°

IR (KBr): vmax 3400, 1745, 1655 cm™

HRESIMS: m/z 489,1395 [M + H]* (calculée pour
C24H25011 'm/z 489,1397)

RMN *H (500 MHz, Acetone-ds) et **C (125 MHz,
Acetone-de) : Voir tableau 10

7-O-méthylvitexine

Aspect physique : solide jaune amorphe

Solubilité: DMSO

Formule Brute : C22H22010, PM : 446

PF : 285-286°C

IR (KBr): vmax 3230, 1654, 1561, 1180 cm'*
HRESIMS: m/z 447,12848 [M+H]" (calculée pour: m/z
447,12857)

RMN H (500 MHz, DMSO-dg) et 13C

(125 MHz, DMSO-ds) : Voir tableau 9

Apigénine

Aspect physique : solide jaune amorphe
Solubilité: Acetone

Formule Brute : C15H100s, PM : 270

PF : 335-338°C

IR (KBr): vmax 3297-3095, 2922-2617, 1654, 1608-1500,
1445, 1354, 1298, 1267 cm*

HRESIMS: m/z 271,0601 [M+H]* (calculée pour
Ci5H110s : m/z 271,0606)

RMN H (500 MHz, Acetone-ds) et °C

(125 MHz, Acetone-ds) : Voir tableau 8

Catéchine
Aspect physique : Solide incolore

Solubilité: Acetone

Formule Brute : CisH1405, PM : 290
PF:175-187°C; [a]% : +14°

IR (KBr): vmax 3313, 1621, 1514, 1285, 1243, 1180,
1145, 1112, 1073

RMN H (600 MHz, CsDsN) et 3C
(150 MHz, CsDsN) : Voir tableau 14
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Epicatéchine OH

Aspect physique : solide jaune amorphe OH
Solubilité: Méthanol

Formule Brute : C1sH140s, PM : 290

PF:238-239°C; [a]%®:-56.9

IR (KBr): vimax 3293, 2910, 1607 cm'?

HRESIMS: m/z 291.0859 [M+H]* (calculée: m/z 291,0869)
RMN H (500 MHz, MeOD-d;) et **C

(125 MHz, MeOH-d,) : Voir tableau 13

4',5-dimethoxy-6,7 methylenedioxyisoflavone

Aspect physique :

Solubilité:

Formule Brute : C1gH140s, PM 326

PF: 180-183 °C;

IR (KBI): vmax

HRESIMS: m/z

RMN H (500 MHz, DMSO-dg) et *3C
(125 MHz, DMSO-ds) : Voir tableau 20

Rhusflavone

Aspect physigue : solide jaune

Solubilité : Méthanol

Formule Brute : C1gH1406, PM : 540
PF:230-232°C; [a]?® :-113

IR (KBr): vmax 3300, 3178, 1640, 1621, 1578, 1225

Amentoflavone

Aspect physique : solide jaune
Solubilité: Méthanol

Formule Brute : C31H2009, PM : 536

PF : 254-256 °C

RMN H (500 MHz, MeOD-ds) et *C
(125 MHz, MeOD-d,) : Voir tableau 15
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Lupéol

Aspect physigue : Solide blanc
Solubilité: Chloroforme

Formule Brute : CsoHs00, PM : 426
PF : 212-214°C;

IR (KBr): vmax 3311, 2946, 2870, 1638, 1464, 1189,

1035, 996, 680 cm™*

RMN *H (400 MHz, CDCl5) et 3C (100 MHz, CDCls)

: Voir tableau 16

Bétulinal

Aspect physique : solide blanc

Solubilité: Chloroforme

Formule Brute : C3Has02, PM : 440

PF: 182-185°C;

HRESIMS: m/z 441.3156 [M+H]* (calculée
441.3733 pour CzoH1902)

RMN *H (400 MHz, CDCls) et **C (100 MHz,
CDClIs) : Voir tableau 17

Acide Betulinique

Aspect physique : Cristal blanc

Solubilité: MeOH

Formule Brute : CsgH4s0s, PM : 456
PF:275-278°C  [a]®®:+7,9°

HRESIMS: m/z

455,3531 [M-H] (calculée 455,3525 pour
C30H4703)

RMN H (400 MHz, CDCls) et 3C (100 MHz,
CDClIs) : Voir tableau 18

Bétuline

Aspect physique : cristal blanc
Solubilité:

Formule Brute : C3oHs002

PF : 246-248°C

Test de Liebermann-Burchard positif

IR (KBr): vmax 3400, 2950, 1650, 1460, 1350,
1020 cm

HRESIMS: m/z 443,3166 [M+H]*

RMN H (400 MHz, CDCls) et 3C (100 MHz,
CDClIs) : Voir tableau 19

PM : 442
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Acide cassiarique

Aspect physigue : Solide blanc

Solubilité: MeOH

Formule Brute : C3oHs004, PM : 474
PF:230-232°C; [a]%°:-113

IR (KBFr): vmax 3467, 2942, 1672, 1457, 1376, 1239,
1035, 885, 722 cm*

HRESIMS: m/z 473,3649 [M-H]" (calculé pour
CaoH4904: 473,3631)

RMN H (400 MHz, DMSO-dg) et 3C (100 MHz,
DMSO-ds): voir tableau 20

Acide ceanothique

Aspect physique : Solide blanc

Solubilité: Méthanol

Formule Brute : C3H40s, PM 486

PF : 324-327°C; [a]2®: -16,3° (MeOH)

IR (KBFr): vmax 3432, 2925, 2854, 1710, 1641, 1462,
1377, 1271, 1124, 1072, 883, 741 cm'*

HRESIMS: m/z 487.3427 [M+H]* (calculée
487.3423 pour C30H4705)

RMN *H (500 MHz, Acetone-dg) et °C

(125 MHz, Acetone-ds) : Voir tableau 21

OH

Lancéoloside A

Aspect physique : Solide amorphe jaune
Solubilité: Méthanol
Formule Brute : C1sHz00s, PM : 392 o~ 0

IR (KBr): vmax 3325, 1632, 1560, 1540, 940, and 860 &/
cm?
H% o

3-O-B-D-glucopyranosyl-g-sistostérol

Aspect physique : Cristal incolore
Solubilité: Méthanol
Formule Brute : CssHgoOs, PM 576

PF:203-205°C ; [a]3*':-33,6°

(CsHsN)

IR (KBr): vmax 3430, 2931, 2865, 1629,

1465, 1375, 1100, 1055, 883 cm'* 0. 0
HRESIMS: m/z 577,4469 [M+H]* HOH,C

(calculée 577.4468 pour CasHe10s) OH
RMN H (400 MHz, DMSO-ds) et 2*C HOHO

(100 MHz, DMSO-ds) : Voir tableau 22
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Cassiaramide

Aspect physique : Solide
blanc

Solubilité : Méthanol+CH.Cl,
Formule Brute ;: C44HgiNOeg,
PM: 719 PF:123-125°C

IR (KBr): vmax 3331, 1622,
1544, 1067, 1022, 964, 722
cmt

HRESIMS: m/z 718,6014
(IM-H] (calculée pour
C44H30NOGZ 718,6017)

RMN *H (400 MHz, MeOD-
ds + CDCls) et 13C (100 MHz,
MeOD-ds + CDCls) : Voir
tableau 23

Sérotobenine

Aspect physigue : Solide blanc

Solubilité: DMSO

Formule Brute : C2oHi1sN204, PM 719

PF : 282-284,5°C

IR (KBI): vimex 3400, 2950, 1655, 1520. cm.
HRESIMS: m/z 351,1345 [M+H]* (calculée 351,1334

pour Con19N204)

RMN *H (400 MHz, DMSO-dg) et **C (100 MHz,

DMSO-ds) : Voir tableau 24
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