o AAYAYAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAYS
' UNIVERSITE DE YAOUNDE I THE UNIVERSITY OF YAOUNDE I ’ ‘
’ FACULTE DES SCIENCES ; FACULTY OF SCIENCE '.‘

a

a
S & S
rad DEPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE >
e DEPARIMENT OF ORGANIC CHEMISTRY e
S S
' ‘ LABORATOIRE DE CHIMIE DES SUBSTANCES 'v‘
NATURELLES
}2‘ LABORATORY OF NATURAL PRODUCTS CHEMISTRY m '2‘

\ / \ /
’.‘ (D Constituants chimiques des écorces du tronc de deux plantes '.‘
pad médicinales du Cameroun: Pauridiantha callicarpoides Hiern |Pad
.‘ (Rubiaceae) et Entandrophragma cylindricum Sprague '.
(Meliaceae) Transformations chimiques et activités anti-

'.‘ inflammatoires de quelques composés isolés. '.‘
S\ -\
(A (2
S e S
"‘ Présentée et soutenue publiquement en vue de [obtention du m

Doctorat/ Ph.D en Chimie Organique

\./

'.‘ Par ’.‘

'.‘ Matricule: 03W421 fﬁEQo '.‘
‘ N

7’1 D.E.A en Chimie Organique P.‘
'.‘ Sous la direction de %? | j"‘
y’q KOUAM F?GUJE Siméon fpviy y.q
Maitre de Conférences
Année: 2015

3 3
N N N\ N\ N\ NN\ NN\ /N/N/N/N/N\Y


hp
Tampon 


FACULTE DES SCIENCES
FACULTY OF SCIENCE

UNIVERSITE DE YAOUNDE I
THE UONIVERSITY OF YAOUNDE I

DEPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE
DEPARTMENT OF ORGANIC CHEMISTRY

ATTESTATION DE CORRECTION DE THESE DE DOCTORAT/Ph.D

Je soussigné, Dieudonné Emmanuel PEGNYEMB, Professeur, Université
de Yaoundé 1 et Président du Jury de soutenance de thése de Doctorat / Ph.D de
Monsieur. TATUEDOM KAMGUE Ostend, Matricule 03W421, atteste que le
candidat a effectivement corrigé sa theése soutenue le 12 Mai 2015 dans la Salle
S01/02 du Nouveau bloc pédagogique et intitulée «Constituants chimiques des
écorces du tronc de deux plantes médicinales du Cameroun: Pauridiantha
callicarpoides (Rubiaceae) et Entandrophragma cylindricum (Meliaceae);
Transformations chimiques et activités anti-inflammatoires de quelques

composés isolés», conformément aux observations et recommandations du Jury.

En foi de quoi la présente attestation lui est établie et délivrée pour servir et

valoir ce que de droit.

Le Président du Jury Le Rapporteur Les Membres du Jury




ECOLE NORMALE SUPERIEURE
HIGHER TEACHERS' TRAINING COLLEGE

UNIVERSITE DE YAOUNDE I
THE UNIVERSITY OF YAOUNDE I

CERTIFICATION

Je soussigné, KOUAM FOGUE Siméon, Maitre de Conférences, Directeur
de thése de Doctorat/Ph.D de M. TATUEDOM KAMGUE Ostend (Matricule
03W421), certifie qu’il a effectué ce travail au Laboratoire de Chimie des.
Substances Naturelles de I’Ecole Normale Supérieure, Université de Yaoundé I

(Cameroun) avec la collaboration:

- Du Centre International pour les Sciences Chimiques et Biologiques (ICCBS)
de I’'Université de Karachi, Pakistan.

- De I’Institut de Ia Recherche Environnementale (INFU) du Département de
Chimie et de Chimie Biologique, Chair de la Chimie Environnementale et de
la Chimie Analytique, Université Technologique de Dortmund, Allemagne.

Ce travail n’a encore fait I’objet d’aucune présentation pour I’acquisition de

quelque diplome académique que ce soit.

KOUAM FOGUE Siméon
Doctorat d’Etat
Maitre de Conférences

(Université de Yaoundé I)



LISTE PROTOCOLAIRE DES ENSEIGNANTS DE LA FACULTE DES SCIENCES

UNIVERSITE DE YAOUNDE |

Division de la Programmation et du

FACULTE DES SCIENCES

Suivi des Activités Académiques

ENSEIGNANTS PERMANENTS

THE UNIVERSITY OF YAOUNDE |

FACULTY OF SCIENCE

Division of Programming and Follow-up

of Academic Activities

PERMANENT TEACHING STAFF

ANNEE ACADEMIQUE 2014/2015
(Par Département et par Grade)

DATE D’ACTUALISATION 10 Février 2015
ADMINISTRATION

DOYEN: BILONG Paul, Professeur
VICE DOYEN / DPSAA: NJOPWOUO Daniel, Professeur
VICE DOYEN / DSSE: DONGO Etienne, Professeur
VICE DOYEN / DRC: ESSIMBI ZOBO Bernard, Professeur
Chef Division Affaires Academiques, Scolarité et Recherche: ABOSSOLO Monique,
Chargé de Cours
Chef Division Administrative et Financiere: NDOYE FOE Marie C. F., Chargé de Cours

1- DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (41)

N° NOMS ET PRENOMS GRADE OBSERVATIONS
1 | AMVAM ZOLLO Paul Henri Professeur RECTEUR UN

2 | MBACHAM Wilfried Fom Professeur En poste

3 | MOUNDIPA FEWOU PAUL Professeur Chef de Département
4 | OBEN Julius ENYONG Professeur En poste

5 | BENG née NINTCHOM PENLAP Véronique Maitre de Conférences En poste

6 | BOUDJEKO Thaddée Maitre de Conférences En poste

7 | FEKAM BOYOM Fabrice Maitre de Conférences En poste

8 | FOKOU Elie Maitre de Conférences En poste

9 | KANSCI Germain Maitre de Conférences En poste

10 | MINKA Samuel Maitre de Conférences En poste

11 | NGUEFACK Julienne Maitre de Conférences En poste

12 | ACHU Merci BIH Charg¢ de Cours En poste

13 | ATOGHO Barbara Mma Charg¢ de Cours En poste

14 | BELINGA née NDOYE FOE Marie C. Florentine Chargé de Cours Chef DAF/FS
15 | BIGOGA JUDE Daiga Chargé de Cours En poste

16 | DEMMANO Gustave Chargé de Cours En poste

17 | DJOKAM TAMO Rosine Chargé de Cours En poste




18 | DJUIDJE NGOUNOUE Marcelline Chargé de Cours En poste
19 | EFFA ONOMO Pierre Charg¢ de Cours En poste
20 | EVEHE BEBANDOUE Marie-Solange Chargé de Cours En poste
21 | EWANE CECILE Anne Charg¢ de Cours En poste
22 | MOFOR née TEUGWA Clotilde Charg¢ de Cours 144/ MINESUP
23 | NGONDI Judith Laure Chargé de Cours En poste
24 | NJAYOU Frédéric Nico Chargé de Cours En poste
25 | Palmer MASUMBE NETONGO Chargé de Cours En poste
26 | TCHANA KOUATCHOUA Anggele Chargé de Cours En poste
27 | WAKAM née NANA Louise Chargé de Cours En Poste
28 | AKINDEH MBUH NIJI Assistant En Poste
29 | BEBBE FADIMATOU Assistant En poste
30 | BEBOY EDZENGUELE Sara Nathalie Assistant En poste
31 | DAKOLE DABOY Charles Assistant En poste
32 | DJUIKWO NKONGA Ruth Viviane Assistant En poste
33 | DONGMO LEKAGNE Joseph Blaise Assistant En poste
34 | FONKOUA Martin Assistant En poste
35 | KOTUE KAPTUE Charles Assistant En poste
36 | LUNGA Paul KEILAH Assistant En poste
37 | MANANGA Marlyse Josephine Assistant En poste
38 | MBONG ANGIE MOUNGANDE Mary Ann Assistant En poste
39 | MBOUCHE FANMOE Marcelline Joelle Assistant En poste
40 | PACHANGOU NSANGOU Sylvain Assistant En poste
41 | TIENTCHEU DJOKAM Leopold Assistant En poste
2- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALE (B.P.A) (45)
1 | BILONG BILONG Charles Félix Professeur Chef de Département
2 | DIMO Théophile Professeur En Poste
3 | FOMENA Abraham Professeur En poste
4 | KAMTCHOUING Pierre Professeur En Poste
5 | MIMPFOUNDI REMY Professeur En Poste
6 | NGASSAM Pierre Professeur En Poste
7 | NJIOKOU Flobert Professeur En Poste
8 | NOLA Moise Professeur En Poste
9 | TCHUEM TCHUENTE Louis Professeur Coord. Progr. MINSANTE
10 | DJIETO Lordon Champlain Maitre de Conférences En poste
11 | DZEUFIET DJOMENI Paul Désiré Maitre de Conférences En poste
12 | ESSOMBA née NTSAMA MBALLA Maitre de Conférences Chef dépt. FMSB
13 | FOTO MENBOHAN Samuel Maitre de Conférences CT2 MIN. ENERGIE
14 | KAMGANG René Maitre de Conférences C.E. MINRESI
15 | NJAMEN Dieudonné Maitre de Conférences En poste
16 | TAN Paul Maitre de Conférences En Poste
17 | ZEBAZE TOGOUET Serge Hubert Maitre de Conférences En poste
18 | AJEAGAH Gidéon AGHAINDOUM Chargé de Cours En poste
19 | ALENE Désirée Chantal Chargé de Cours En poste
20 | BELLET EDIMO Oscar Roger Charg¢ de Cours En poste
21 | BILANDA Danielle Claude Charg¢ de Cours En poste




22 | DJIOGUE Séfirin Charg¢ de Cours En poste
23 | GOUNOUE KAMKUMO Raceline Chargé de Cours En poste
24 | JATSA MEGAPTCHE Hermine Charg¢ de Cours En poste
25 | KEKEUNOU Sévilor Chargé de Cours En poste
26 | MAHOB Raymond Joseph Chargé de Cours En poste
27 | MEGNEKOU Rosette Chargé de Cours En poste
28 | MONY NTONE Ruth Chargé de Cours En poste
29 | LEKEUFACK FOLEFACK Guy Benoit Chargé de Cours En poste
30 | NGUEGUIM TSOFACK Florence Chargé de Cours En poste
31 | NGUEMBOCK Chargé de Cours En poste
32 | TOMBI Jeannette Chargé de Cours En poste
33 | ATSAMO Albert Donatien Assistant En poste
34 | ETEME ENAMA Serge Assistant En poste
35 | KANDEDA KAVAYE Antoine Assistant En poste
36 | KOGA MANG DOBARA Assistant En poste
37 | MBENOUN MASSE Paul Serge Assistant En poste
38 | MECHI DONFACK Mireille Flore Assistant En poste
39 | MOUGANG NGAMENI Luciane Assistant En poste
40 | MVEYO NDANKEU Yves Patrick Assistant En poste
41 | NGOUATEU KENFACK Omer BEBE Assistant En poste
42 | NJUA Clarisse YAFI Assistant En poste
43 | OBI OBEN Esther Assistant En poste
44 | TADU Zéphirin Assistant En poste
45 | YEDE Assistant En poste

3- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE VEGETALE (B. P. V) (27)
1 | YOUMBI Emmanuel Professeur Chef de Département
2 | AMBANG Zachée Maitre de Conférences Vice-Doyen/FSE
3 | BELL Joseph Martin Maitre de Conférences En poste
4 | DJOCGOUE Pierre Frangois Maitre de Conférences En poste
5 | KENGNE NOUMSI Ives Magloire Maitre de Conférences En poste
6 | MOSSEBO Dominique Claude Maitre de Conférences En poste
7 | NDONGO BEKOLO Maitre de Conférences CE/MINRESI
8 | ZAPFACK Louis Maitre de Conférences En poste
9 | ANGONI Hyacinthe Chargé de Cours En poste
10 | BIYE Elvire Hortense Charg¢ de Cours En poste
11 | MALLA Armand William Charg¢ de Cours En poste
12 | MBARGA BINDZI Marie Alain Charg¢ de Cours Inspecteur académ. N°1 MINESUP
13 | MBOLO Marie Charg¢ de Cours En poste
14 | NGODO MELINGUI Jean Baptiste Chargé de Cours En poste
15 | NGONKEU MAGAPTCHE Eddy Leonard Chargé de Cours En poste
16 | NGOUO Lucas Vincent Chargé de Cours En poste
17 | NSOM ZAMO Annie Claude ép. Pial Chargé de Cours Expert national./ UNESCO
18 | TONFACK Libert Brice Charg¢ de Cours En poste
19 | TSOATA Esaie Chargé de Cours En poste
20 | DJEUANI Astride Carole Assistant En poste
21 | GONMADGE Christelle Assistant En poste




22 | MAFFO MAFFO Nicole Liliane Assistant En poste
23 | MAHBOU SOMO TOUKAM Gabriel Assistant En poste
24 | NGALLE Hermine BILLE Assistant En poste
25 | NNANGA MEBENGA Ruth Laure Assistant En poste
26 | NOUKEU KOUOKAM Armelle Assistant En poste
27 | ONANA Jean Michel Assistant En poste
4- DEPARTEMENT DE CHIMIE INORGANIQUE (C.1.) (37)
1 | KETCHA MBADCAM Joseph Professeur Chef de Département
2 | NDIFON Peter TEKE Professeur CT MINRESI
3 | NGAMENI Emmanuel Professeur Doyen / UDS
4 | NJOPWOUO Daniel Professeur Vice-Doyen / DPSAA
5 | AGWARA ONDOH Moise Maitre de Conférences Insp Geénér. MINPMEA
6 | AVOM Jérome Maitre de Conférences Directeur au IAI Gabon
7 | BABALE née DJAM DOUDOU Maitre de Conférences Chargée mission P.R.
8 | DJOUFAC WOUMFO Emmanuel Maitre de Conférences En poste
9 | ELIMBI Antoine Maitre de Conférences En poste
10 | GHOGOMU Paul MINGO Maitre de Conférences Directeur Cabinet PM
11 | LAMINSI Samuel Maitre de Conférences En poste
12 | MELO née CHINJE Uphie F. Maitre de Conférences Directeur Mipromalo
13 | NANSEU Charles Péguy Maitre de Conférences En poste
14 | NENWA Justin Maitre de Conférences En poste
15 | NDIKONTAR Maurice KOR Maitre de Conférences Vice-Doyen/UBda
16 | NGOMO Horace MANGA Maitre de Conférences S.G. MINESUP
17 | YOUNANG Elie Maitre de Conférences En poste
18 | ACAYANKA Elie Chargé de Cours En poste
19 | BAIZOUMI ZOUA Chargé de Cours Chef Cellule MINTOUR
20 | CHEUMANI YONA Arnaud Maxime Chargé de Cours En poste
21 | EMADACK Alphonse Chargé de Cours En poste
22 | GWET Simon-Pierre Chargé de Cours En poste
23 | KAMGANG YOUBI Georges Chargé de Cours En poste
24 | KEUMEGNE MBOUGUEM Jean claude Chargé de Cours En poste
25 | KONG SAKEO Chargé de Cours C. M AuP. M.
26 | NJIOMOU Chantale épouse DIANGANG Charg¢ de Cours En poste
27 | NJOYA Dayirou Charg¢ de Cours En poste
28 | NYAMEN Linda Dyorisse Charg¢ de Cours En poste
29 | PABOUDAM GBAMBIE Awawou Chargé de Cours En poste
30 | SIGNING Pierre Chargé de Cours En poste
31 | TCHAKOUTE KOUAMO Hervé Chargé de Cours En poste
32 | BELIBI BELIBI Placide Désiré Assistant En poste
33 | KENNE DEDZO Gustave Assistant En poste
34 | MBEY Jean Aimé Assistant En poste
35 | NCHIMI NONO Katia Assistant En poste
36 | NDI Julius NSAMI Assistant En poste
37 | NDOSIRI Bridget NDOYE Assistant En poste

5- DEPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (C.O.) (34)




1 | DONGO Etienne Professeur En poste
2 | GHOGOMU TIH Raphéel Professeur En poste
3 | MBAFOR Joseph Professeur En poste
4 | NGADJUI TCHALEU Bonaventure Professeur Chef de dépt FMBS
5 | NGOUELA Silvére Augustin Professeur En poste
6 | NKENGFACK Augustin Ephraim Professeur Chef de Département
7 | NYASSE Barthélemy Professeur Vice-Recteur UBda
8 | PEGNYEMB Dieudonné Emmanuel Professeur Directeur au MINESUP
9 | WANDIJI Jean Professeur En poste
10 | Alex de Théodore ATCHADE Maitre de Conférences CS Rectorat/ UYI
11 | FOLEFOC Gabriel NGOSONG Maitre de Conférences VD/UB
12 | KAPNANG Henriette Maitre de Conférences En poste
13 | KEUMEDIJIO Félix Maitre de Conférences En poste
14 | KOUAM Jacques Maitre de Conférences En poste
15 | MBAZOA née DJAMA Céline Maitre de Conférences En poste
16 | NOUNGOUE TCHAMO Didérot Maitre de Conférences En poste
17 | TCHOUANKEU Jean-Claude Maitre de Conférences D.A.A.C. UYI
18 | TIH née NGO BILONG E. Anastasie Maitre de Conférences En poste
19 | YANKEP Emmanuel Maitre de Conférences En poste
20 | AMBASSA Pantaleon Charg¢ de Cours En poste
21 | EYONG Kenneth OBEN Charg¢ de Cours En poste
22 | FOTSO WABO Ghislain Chargé de Cours En poste
23 | KENMOGNE Marguerite Charg¢ de Cours En poste
24 | MKOUNGA Pierre Charg¢ de Cours En poste
25 | NGO MBING Josephine Chargé de Cours En poste
26 | NGONO BIKOBO Dominique Serge Chargé de Cours En poste
27 | NOTE LOUGBOT Olivier Placide Chargé de Cours En poste
28 | OUAHOUO WACHE Blandine Marlyse Chargé de Cours En poste
29 | TABOPDA KUATE Turibio Chargé de Cours En poste
30 | TAGATSING FOTSING Maurice Chargé de Cours En poste
31 | ZONDENGOUMBA Ernestine Chargé de Cours En poste
32 | KAMTO Eutrophe Le Doux Assistant En poste
33 | NGNINTEDO Dominique Assistant En poste
34 | NGOMO Orléans Assistant En poste
6- DEPARTEMENT D’INFORMATIQUE (IN) (28)
TCHUENTE Maurice Professeur PCA UB
- ; Chef de Département

2 | ATSA ETOUNDI Roger Maitre de Conférences Chef Division MINFOPRA
3 | FOTSO Pauline Laure Maitre de Conférences Vice-Recteur UDs
4 | FOUDA NDJODO Marcel Maitre de Conférences 141 MINESUP/ Chef Dpt ENS
5 | NDOUNDAM René Maitre de Conférences En poste
6 | CHEDOM FOTSO Donatien Chargé de Cours En poste
7 | KOUOKAM KOUOKAM Etienne Appolin Chargé de Cours En poste
8 | MELATAGIA YONTA Paulin Charg¢ de Cours En poste
9 | MOTO PONG Serge Alain Charg¢ de Cours En poste
10 | TINDO Gilbert Charg¢ de Cours En poste




11 | TSOPZE Norbert Charg¢ de Cours En poste
12 | WAKU KOUAMOU Jules Chargé de Cours En poste
13 | ABESSOLO ALO’O Gislain Assistant En poste
14 | AMINOU Halilou Assistant En poste
15 | BAYEM Jacques Narcisse Assistant En poste
16 | DJAM Xaviera Youth KIMBI Assistant En poste
17 | DIOUWE MEFFEJA Merline Assistant En poste
18 | DOMGA KOMGUEM Rodrigue Assistant En poste
19 | EBELE Serge Assistant En poste
20 | HAMZA Adamou Assistant En poste
21 | JIOMEKONG AZANZI Fidel Assistant En poste
22 | KAMDEM KENGNE Christiane Assistant En poste
23 | KAMGUEU Patrick Olivier Assistant En poste
24 | KENFACK DONGMO Clauvice Viliane Assistant En poste
25 | MAKEMBE 8. Fritz Oswald Assistant En poste
26 | MEYEMDOU Nadége Sylvianne Assistant En poste
27 | MONTHE DJIADEU Valery Martial Assistant En poste
28 | TAPAMO KENFACK Hyppolite Assistant En poste
7- DEPARTEMENT DE MATHEMATIQUE (MA) (37)
1 | BEKOLLE David Professeur Vice-Recteur UN
2 | BITJONG NDOMBOL Professeur DIPD UYII
3 | DOSSA COSSY Marcel Professeur En poste
4 | NGUETSENG Gabriel Professeur Chef de stages IUT-Bois, UYI
5 | NOUTCHEGUEME Norbert Professeur En poste
6 | EMVUDU WONO Yves S. Maitre de Conférences Chef Cellule. MINESUP
7 | NKUIMI JUGNIA Célestin Maitre de Conférences En poste
8 | NOUNDIJEU Pierre Maitre de Conférences En poste
9 | TCHAPNDA NJABO Sophonie Blaise Maitre de Conférences En poste
10 | TONGA Marcel Maitre de Conférences En poste
11 | WAMON Frangois Maitre de Conférences Chef de Département.
12 | AGHOUKENG JIOFACK Jean Gerard Chargé de Cours En poste
13 | AYISSI Raoult Domingo Chargé de Cours En poste
14 | CHENDJOU Gilbert Charg¢ de Cours En poste
15 | FOMEKONG Christophe Chargé de Cours En poste
16 | KIANPI Maurice Chargé de Cours En poste
17 | KIKI Maxime Armand Chargé de Cours En poste
18 | MBAKOP Guy Merlin Charg¢ de Cours En poste
19 | MBANG Joseph Chargé de Cours En poste
20 | MBEHOU Mohamed Charg¢ de Cours En poste
21 | MBELE BEDIMA Martin Chargé de Cours En poste
22 | MBIANDA Gilbert Charg¢ de Cours En poste
23 | MENGUE MENGUE David Joe Chargé de Cours En poste
24 | NGUEFACK Bertrand Chargé de Cours En poste
25 | NGUIMTSA Charles Chargé de Cours En poste
26 | POLA DOUNDOU Emmanuel Chargé de Cours En poste
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27 | TAKAM SOH Patrice Charg¢ de Cours En poste
28 | TCHANGANG Roger Duclos Chargé de Cours En poste
29 | TCHOUNDIJA Edgar Landry Chargé de Cours En poste
30 | TIAYA TSAGUE N. Anne- Marie Chargé de Cours En poste
31 | BOGSO Antoine M. Assistant En poste
32 | DJIADEU NGAHA Michel Assistant En poste
33 | DOUANLA YONTA Hermann Assistant En poste
34 | MBIAKOP Hilaire George Assistant En poste
35 | NIMPA PEFOUNKEU Romain Assistant En poste
36 | TANG AHANDA Barnabé Assistant Chef Serv. MINPLAMAT
37 | TETSADJIO TCHILEPECK Mesmin Erick Assistant En poste

8- DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE (M

B) (13)

1 | ETOA Francois-Xavier Professeur Chef de Département, CT/PM
2 | ESSIA NGANG Jean Justin Maitre de Conférences | Chef de Division Recherche IMPM
3 | NWAGA Dieudonné M. Maitre de Conférences En poste
4 | BODA Maurice Chargé de Cours En poste
5 | BOUGNOM Blaise Pascal Charg¢ de Cours En poste
6 | BOYOMO ONANA Chargé de Cours En poste
7 | ENO Anna Arey Chargé de Cours En poste
8 | ESSONO ABOUGOU Germain Gabriel Chargé de Cours En poste
9 | NYEGUE Maximilienne Ascension Chargé de Cours En poste
10 | RIWOM Sara Honorine Chargé de Cours En poste
11 | SADO KAMDEM Sylvain Leroy Chargé de Cours En poste
12 | NJIKI BIKOI Jacky Assistant En poste
13 | TCHIKOUA Roger Assistant En poste
9- DEPARTEMENT DE PHYSIQUE (PH) (40)
1 | ESSIMBI ZOBO Bernard Professeur En poste
2 | KOFANE Timoléon Creépin Professeur Chef de Département
3 | NJOMO Donatien Professeur En poste
4 |NDJAKA Jean Marie Bienvenu Professeur En poste
5 | TABOD Charles TABOD Professeur Doyen/UBda
6 | WOAFO Paul Professeur En poste
7 | BEN-BOLIE Germain Hubert Maitre de Conférences En poste
8 | EKOBENA FOUDA Henri Paul Maitre de Conférences Chef Dépt. UN
9 |NJANDJOCK NOUCK Philippe Maitre de Conférences Chef Serv. MINRESI
10 | NOUAYOU Robert Maitre de Conférences En poste
11 | OUMAROU BOUBA Maitre de Conférences Recteur UYII
12 | PEMHA Elkana Maitre de Conférences En poste
13 | TCHAWOUA Clément Maitre de Conférences En poste
14 | ZEKENG Serge Sylvain Maitre de Conférences En poste
15 | BIYA MOTTO Frédéric Charg¢ de Cours Dir. Gén. B. MEKIM
16 | BODO Bernard Charg¢ de Cours En poste
17 | DJUIDJE KENMOE Germaine épse ALOYEM KAZE Charg¢ de Cours En poste
18 | EDONGUE Hervais Charg¢ de Cours En poste
19 | Eyebe fouda Jean-Sire Chargé de Cours En poste
20 | FEWO Serge Ibraid Chargé de Cours En poste
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21 | FOUEDIJIO David Chargé de Cours En poste

22 | HONA Jacques Chargé de Cours En poste

23 | MBANE BIOUELE Chargé de Cours En poste

24 | MBONO SAMBA Yves Christian U. Chargé de Cours Vice-Doyen/UDs
25 | NANA NBENDIJO Blaise Chargé de Cours En poste

26 | NDOP Joseph Chargé de Cours En poste

27 | OBONOU MARCEL Chargé de Cours En poste

28 | SAIDOU Chargé de Cours En poste

29 | SIEWE SIEWE Martin Chargé de Cours En poste

30 | SIMO Elie Charg¢ de Cours En poste

31 | TABI Conrad Bertrand Chargé de Cours En poste

32 | TCHOFFO Fidele Chargé de Cours En poste

33 | VONDOU DERBETINI Appolinaire Chargé de Cours En poste

34 | WAKATA née BEYA Annie Sylvie Chargé de Cours Chef Serv. MINESUP
35 | WOULACHE Rosalie Laure Chargé de Cours En poste

36 | ABDOURAHIMI Assistant En poste

37 | CHAMANI Roméo Assistant En poste

38 | ENYEGUE A NYAM Frangoise épouse BELINGA Assistant En poste

39 | MBINACK Clément Assistant En poste

40 | MBOUSSI NKOMIDIO Aissatou Assistant En poste

10- DEPARTEMENT DE SC

IENCES DE LA TERRE (S.T.) (44)

1 [BILONG PAUL Professeur Doyen / Chef de Département
2 | BITOM Dieudonné Lucien Professeur Doyen / UN

3 | NZENTI Jean-Paul Professeur En poste

4 | FOUATEU Rose épouse YONGUE Maitre de Conférences En poste

5 | KAMGANG Pierre Maitre de Conférences En poste

6 | MEDJO EKO Robert Maitre de Conférences D.IP.D. UYI

7 | MVONDO ONDOA Joseph Maitre de Conférences En poste

8 |NDAM NGOUPAYOU Jules-Remy Maitre de Conférences En poste

9 | NDJIGUI Paul-Désiré Maitre de Conférences CSMM

10 | NGOS II Simon Maitre de Conférences D.AAC /UM
11 | NJILAH Isaac KONFOR Maitre de Conférences En poste

12 | NKOUMBOU Charles Maitre de Conférences En poste

13 | TEMDJIM Robert Maitre de Conférences En poste

14 | YENE ATANGANA Joseph Q. Maitre de Conférences Chef Div. MINFOF
15 | ABOSSOLO née ANGUE Monique Chargé de Cours Chef DAASR
16 | BEKOA Etienne Chargé de Cours En poste

17 | BISSO Dieudonné Chargé de Cours Directeur Projet Barrage Memve’ele
18 | EKOMANE Emile Charg¢ de Cours C.S/ MINMIDT
19 | ESSONO Jean Chargé de Cours C.E.A MINMIDT
20 | GANNO Sylvestre Chargé de Cours En poste

21 | GHOGOMU Richard TANWI Chargé de Cours En poste

22 | LAMILEN BILLA Daniel Charg¢ de Cours En poste

23 | LIENOU Gaston Charg¢ de Cours En poste

24 | MBIDA AYEM Chargé de Cours CS/ LABOGENIE
25 | MINYEM Dieudonné Chargé de Cours En poste
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26 | MOUAFO Lucas Charg¢ de Cours En poste

27 | MOUNDI Amidou Chargé de Cours Inspecteur 1 MINMIDT
28 | NGO BELNOUN Rose Noél Chargé de Cours En poste

29 | NGO BIDJECK Louise Marie Chargé de Cours En poste

30 | NGUETCHOUA Gabriel Chargé de Cours En poste

31 | NJOM Bernard de Lattre Chargé de Cours En poste

32 | NYECK Bruno Charg¢ de Cours S/Directeur/ MINMIDT
33 | ONANA Vincent Chargé de Cours En poste

34 | TCHAKOUNTE Jacqueline ép. NOUMBEM Chargé de Cours C.E.A MINRESI

35 | TCHOUANKOUE Jean-Pierre Chargé de Cours En poste

36 | ZO’0O ZAME Philémon Chargé de Cours S. G. MINTP

37 | ANABA ONANA Achille Basile Assistant En poste

38 | BINELI BETSI Thierry Olivier Assistant En poste

39 | FUH Calistus Gentry Assistant Sec. d’Etat / MINMIDT
40 | METANG Victor Assistant En poste

41 | NOMO NEGUE Emmanuel Assistant En poste

42 | TCHAPTCHET TCHATO De Presquidoux Assistant En poste

43 | TEHNA Natanael Assistant CS/ MINMIDT

44 | TEMGA Jean Pierre Assistant En poste

Répartition chiffrée des enseignants permanents par Département (10 févier 2015)

Département Nombre d’enseignants
Pr MC CcC ASS TOTAL
BC 4(0) 7(2) 16 (10) 14 (6) 41 (18)
BPA 9(0) 8(0) 15 (7) 13 (5) 45 (12)
BPV 1(0) 7 (0) 11 (3) 8 (6) 27 (9)
Cl. 4(0) 13 (2) 14 (3) 6(2) 37 (7)
C.0. 9 (0) 10 (2) 12 (6) 3(0) 34 (8)
IN 1(0) 4(1) 7(0) 16 (5) 28 (6)
MA 5(0) 6 (0) 19 (1) 7(1) 37(2)
MB 1(0) 2(0) 703) 3(0) 13(3)
PH 6 (0) 8 (0) 21 (3) 5(2) 40 (5)
ST 3 (0) 11(1) 22 (4) 8 (0) 44 (5)
TOTAL 37 (0) 64 (6) 133 (38) 109 (28) 346 (75)
Soit un total de: 346 (75) dont:
- Professeurs 43 (0)
- Maitres de Conférences 76 (8)
- Chargés de Cours 144 (40)
- Assistants 82 (27)

- ( ) =Nombre de femmes.
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RESUME

Le présent travail porte sur 1’é¢tude des constituants chimiques de Pauridiantha
callicarpoides (Rubiaceae) et de Entandrophragma cylindricum (Meliaceae), deux plantes
médicinales du Cameroun. Des extraits au CH,Cl,/MeOH et au MeOH des écorces du tronc de
ces deux plantes, nous avons isolé au total 26 composés par des techniques chromatographiques
usuelles (CC, CCM, HPLC) et qui ont été regroupés ainsi qu’il suit:

- 02 alcaloides: le javaniside et le 7-épi-javaniside qui est un dérivé nouveau d’oxindole.

- 01 acide phénolique: I’acide vanillique ou acide 4-hydroxy-3-méthoxybenzoique.

- 04 coumarines: la scopolétine ou 7-hydroxy-6-méthoxycoumarine, [’hymexelsine ou
xeroboside, la 7,7'-dihydroxy-6,6'-diméthoxy-3,3'-biscoumarine ou 3,3’-biscopolétine et la
7,7'-dihydroxy-6,6'-diméthoxy-8,8'-biscoumarine.

- 02 flavonoides: la (+)-Catéchine et I’épicatéchine ou épicatéchol.

- 01 iridoide: le sweroside.

- 01 limonoide: I’andirolide G.

- 04 stéroides: un mélange de f-sitostérol et de stigmastérol; un mélange de 3-O-f-D-
glucopyranoside de f-sitostérol et de 3-O-S-D-glucopyranoside de stigmastérol.

- 01 carbohydrate: 6-O-hexopyranosylhexopyranose.

- 10 terpénoides: le sapelenine A, le (14E,18E)-2,6,10,15,19,23-hexaméthyltétracosa-
14,18,22-triene-2,3,6,7,10,11-hexaol, le sapelenine B, le sapelenine C, le sapelenine D,
I’ekeberine D, et quatre dérivés nouveaux que nous avons nommes sapelenines G—J.

Les strucutres de ces composés ont été entierement caractérisées sur la base de leurs données
physiques (point de fusion, pouvoir rotatoire) et spectroscopiques (RMN 1D et 2D, SM, IR, UV).
Certaines structures ont été¢ déterminées par comparaison, soit de leurs données spectrales avec
celles de la littérature, soit par des transformations chimiques telles que les réactions
d’hydrolyse, d’acétonidation et d’estérification. Ainsi, les réactions d’hydrolyse effectuées sur
I’hymexelsine et le sapelenine H ont conduit respectivement a la scopolétine et a 1I’ekeberine D2.
Ceux-ci sont deux composés naturels isolés respectivement de P. callicarpoides et E.
cylindricum. Les réactions d’acétonidation sur I’ekeberine D2 et sur le sapelenine I ont permis
d’obtenir I’acétonide de I’ekeberine D2 et I’acétonide du sapelenine I qui sont deux dérivés

nouveaux d’hémisynthése. Les réactions d’estérification sur ’ekeberine D2, 1’acétonide de
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I’ekeberine D2, le sapelenine H, le sapelenine I et sur I’acétonide du sapelenine I ont conduit a
I’obtention de huit dérivés nouveaux d’hémisynthése. Il s’agit du diacétylekeberine D2, du
diacétylsapelenine I, des (S) et (R)-esters de Mosher de 1’acétonide de I’ekeberine D2, des (S) et
(R)-esters de Mosher du sapelenine H et des (S) et (R)-esters de Mosher de 1’acétonide du
sapelenine I. Les structures des produits d’hémisynthéses ont été confirmées a partir des données

spectroscopiques et par comparaison de ces données avec celles des substrats.

L’étude bioguidée menée sur I’extrait des écorces du tronc de E. cylindricum a permis
d’isoler 4 triterpénes acycliques nouveaux qui ont été évalués in vitro pour leurs activités anti-
inflammatoires a travers 1’inhibition de la sécrétion des PGE2 et I’inhibition de la sécrétion de
I’IL-17 par les PBMCs humaines ainsi que pour leurs activités cytotoxiques contre les PBMCs

humaines. Il en ressort que:

- Les sapelenines G-J ont inhibé la sécrétion des PGE2 avec des CMI respectives de 0,001;
0,001; 10,0 et 0,01 ug/mL.

- Le sapelenine G possede une forte activité anti-inflammatoire a travers la réduction de la
sécrétion de I'IL-17 par les PBMCs stimulées par le PHA et ne présente aucun effet
cytotoxique sur les PBMCs.

- Le sapelenine H ne posséde ni activité anti-inflammatoire a travers la réduction de la
sécrétion de 1I’IL-17 par les PBMCs stimulées par le PHA, ni un effet cytotoxique sur les
PBMCs.

- Les sapelenines I et J présentent un effet cytotoxique de maniére dose-dépendante sur les
PBMCs, ce qui rend invalides leurs données sur la suppression de la sécrétion de I’IL-17 par

les PBMC:s a de fortes concentrations.

Mots cleés: Pauridiantha callicarpoides, Rubiaceae, Entandrophragma cylindricum, Meliaceae,
épi-javaniside, sapelenines G-J, hydrolyse, acétonidation, estérification, anti-

inflammatoire, cytotoxique, HPLC-MS.
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ABSTRACT

The present work deals with the study of chemical constituents of two Cameroonian
medicinal plants, namely Pauridiantha callicarpoides (Rubiaceae) and FEntandrophragma

cylindricum (Meliaceae).

Twenty six compounds have been isolated from the dichlromethane-methanol extracts of
these two plants using conventional chromatographic techniques (CC, TLC, HPLC). These
isolated compounds have been classified as follows:

- 02 alkaloids: javaniside and 7-epi-javaniside which is a new oxindole derivative.

- 01 phenolic acid: vanillic acid or 4-hydroxy-3-methoxybenzoic acid.

- 04 coumarins: scopoletin or 7-hydroxy-6-methoxycoumarin, hymexelsin or xeroboside, 7,7'-
dihydroxy-6,6'-dimethoxy-3,3'-biscoumarin or 3,3’-biscopoletin and 7,7'-dihydroxy-6,6'-
dimethoxy-8,8'-biscoumarin.

- 02 flavonoids: (+)-Catechin and epicatechin or epicatechol.

- 01 iridoid: sweroside.

- 01 limonoid: andirolide G.

- 04 steroids: a mixture of f-sitosterol and stigmasterol; a mixture of f-sitosterol 3-O-f-D-
glucopyranoside and stigmasterol 3-O-f-D-glucopyranoside.

- 01 carbohydrate: 6-O-hexopyranosylhexopyranose.

- 10 terpenoids: sapelenin A, (14E,18F)-2,6,10,15,19,23-hexamethyltetracosa-14,18,22-triene-
2,3,6,7,10,11-hexaol, sapelenin B, sapelenin C, sapelenin D, ekeberin D,, and four new

derivatives for which we have given the name sapelenins G-J.

The structures of these compounds were fully characterized on the basis of their physical
(melting point, optical rotation) and spectroscopic data (1D and 2D NMR, MS, IR, UV). Some of
the structures were determined by comparison, either of their spectral data with those reported in
the literature for analogues or by chemical transformations such as hydrolysis, acetonidation and
esterification. Thus, the hydrolysis reactions carried out on hymexelsin and sapelenin H led to
scopoletin and ekeberin D2 respectively, which have been already isolated from P.
callicarpoides and E. cylindricum. The acetonidation reactions on ekeberin D2 and sapelenin [
afforded acetonide of ekeberin D2 and acetonide of sapelenin I which are two new derivatives.

The esterification reactions on ekeberin D2, acetonide of ekeberin D2, sapelenin H, sapelenin I
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and acetonide of sapelenin I yielded eight new derivatives: diacetylekeberin D2,
diacetylsapelenin I, and the corresponding Mosher’s esters products. The structures of the
products were confirrmed based on the spectroscopic data and by comparison with those of the
starting materials.

The bioguided investigation carried out on the extract of the stem bark of E. cylindricum
have led to the isolation of four new acyclic triterpenes which have been evaluated in vitro for
their anti-inflammatory activities through the PGE2 secretion inhibition and the IL-17 secretion
inhibition by human PBMCs, and for their cytotoxic activities against human PBMCs. The

results obtained show that:

- Sapelenins G-J inhibite the secretion of PGE2 with the MIC of 0,001; 0,001; 10,0 and 0,01
ug/mL respectively.

- Sapelenin G possesses a strong anti-inflammatory activity through the reduction of the IL-17
secretion by PBMCs stimulated with PHA and presents no cytotoxic effect on PBMCs.

- Sapelenin H possesses neither anti-inflammatory activity through the reduction of the IL-17
secretion by PBMCs stimulated with PHA, nor cytotoxic effect against PBMCs.

- Sapelenins I and J show cytotoxic effect in dose-dependent manner on the PBMCs, hence

their data on the suppression of IL-17 secretion were invalid at higher concentrations.

Key Words: Pauridiantha callicarpoides, Rubiaceae, Entandrophragma cylindricum,
Meliaceae, epi-javaniside, sapelenins G-J, hydrolysis, acetonidation,

esterification, anti-inflammatory, cytotoxic, HPLC-MS.
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L’utilisation des ressources biologiques (RB) en général et des plantes en particulier est partie
intégrante des traditions de plusieurs cultures. L’homme a depuis son existence puisé¢ dans son
environnement c’est-a-dire, il a utilis¢ les RB pour ses besoins élémentaires comprenant sa
nutrition, son abris et sa santé. De nos jours, les plantes constituent une véritable ruche a
médicaments chez les africains et les populations des autres continents car elles sont totalement
intégrées dans la pharmacopée traditionnelle et le procédé d’utilisation s’opére sous formes
d’infusion, de macérat et de décoction. Sous ces formes, elles sont utilisées dans la lutte contre
de nombreuses maladies telles que le paludisme, les ulcéres gastriques et les maladies
rhumatismales qui, autrefois étaient considérées comme maladies des personnes du troisiéme (60
a 80 ans) et quatrieme (plus de 80 ans) ages. De nos jours, les maladies rhumatismales touchent
de plus en plus la population la moins agée de 35 a 55 ans et parfois méme les enfants. C’est
dans la recherche effrénée des solutions a ces diverses maladies inflammatoires que plusieurs
molécules a activités anti-inflammatoires furent mises sur pied (Jacquier, 2009). Elles sont
classées en 2 catégories: les Anti-Inflammatoires Stéroidiens (AIS) et les. Anti-Inflammatoires
Non Stéroidiens (AINS). Ainsi:

- La toute premiere molécule a activité anti-inflammatoire, la colchicine la fut isolée en 1820
par deux Frangais Pelletier et Caventou des colchiques, plantes du genre Colchicum
(Colchicaceae) (Fabre, 2005). L’utilisation de cette molécule entraine entre autres des cas de
paralysie neuro-musculaire progressive et de thrombopénie (Putterman et a/., 1991).

- La salicine 1b (ou salicoside) a été isolée en 1829 par Leroux de 1’écorce de Saule (Salix
alba L.). Mais ce composé¢ s’hydrolyse en saligénine 1c dans la flore intestinale, puis s’oxyde en
acide salicylique 1d au niveau du foie (Levesque et Lafont, 2000).

- L’acide salicylique 1d fut préparé en 1835 par Lowing par oxydation de 1’aldéhyde
salicylique le isolé 4 ans plutot par Pagenstecher des petites fleurs de la reine-des-pres (Spirea
ulmaria). Mais cette molécule est d’une extréme agressivité vis-a-vis des muqueuses gastriques,
d’ou sa non utilisation (Legueut et a/., 1995).

- L’intolérance gastrique de I’acide salicylique va conduire & I’hémisynthése d’un de ses
dérivés, I’acide acétylsalicylique 1f en 1853 par Gerhardt (Legueut et al., 1995; Levesque et
Lafont, 2000).

- En 1897, suite au travail de I’Anglais Hoffmann sur I’acétylation de I’acide salicylique 1d, il

parvient a fabriquer I’acide acétylsalicylique 1f. Par la suite, il invente avec son supérieur le




Professeur Dreser le nom «Aspiriny en 1899 (23 Janvier). Cette marque a été déposée le 1%
Février de la méme année par la firme BAYER en Allemagne (Legueut et al., 1995; Levesque et
Lafont, 2000). L’utilisation de ce médicament induit des syndromes hémorragiques, des troubles
digestifs et I’atteinte hépatique aigué (Levesque et Lafont, 2000).

De nombreuses classes cliniquement différentes ont ét¢ commercialisées apres 1'aspirine
(1899). A quelques exceptions pres, toutes ont les mémes effets thérapeutiques et les mémes

inconvénients (www.stmi.org.tn/docs/ainspharm.htm, 2014).

- La recherche des anti-inflammatoires s’est poursuivie jusqu’en 1948, date a laquelle I’action
anti-inflammatoire d’un glucocorticoide la cortisone 2a, a ét¢ démontrée et utilisée pour la

premiere fois par Hench (http://www.medecine.ups-tlse.ft/DCEM2/module8/item112/textell

.htm, 2014). Mais les effets secondaires tels que: I’hyperglycémie, le retard de croissance chez
I’enfant et I’immunodépression, limitent leur utilisation prolongée (Mariam, 2006).

- Par la suite, la phénylbutazone 2b a été introduite en thérapeutique en 1949 (Schmi, 1987).
Ce composé entraine la réduction de la production des globules blancs et la provocation des cas
d’anémie aplasique, d’ou Dl’arrét de la commercialisation de ce produit en France par le
laboratoire NOVARTIS depuis le 31 décembre 2011 (Dachicour, 2011).

- L'ibuproféne 2c a été développé par les chercheurs de la Compagnie Boots dans les années
1960, a la suite d'un test systématique des propriétés antipyrétiques et analgésiques de 600
molécules. Son utilisation induit des cas de stomatite, douleurs abdominales (Rainsford, 2003).

- L'indométacine 2d a été découverte en 1963 et commercialisée par MERCK (Hart et
Boardman, 1963). Son utilisation induit des cas de tachycardie, et d’insuffisance rénale,

(http://sante-az.aufeminin.com/w/sante/m3052581/medicaments/indocid .html, 2014).

- En 1974, le diclofénac 2e était commercialisé pour la premiere fois au Japon (Brune et Hinz,
2004). Sa toxicité et ses effets indésirables sont essentiellement digestifs et sont communs aux
autres AINS. (www.en-consulte.com/article/1005520, 2014; www.thérapeutique-info/rep/12137,
2014; books-google.fr/books.ISBN 28499455, 2014).

- La classe la plus récente des AINS est celle des coxibs. Les premiers, le rofécoxib 3a et le
célécoxib 3b ont été mis sur le marché en 1999 (Gettigan et Henry, 2006). Pour risque accru
d’infarctus du myocarde, le rofécoxib a été retiré du marché le 27 septembre 2004 a la demande
de la firme qui le commercialisait. Le lumiracoxib 3c a été aussi retiré du marché du Canada et

de la Nouvelle-Z¢élande pour des raisons de toxicité hépatique (Burton, 2007).
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Environ trois cent millions de personnes dans le monde consomment des anti-inflammatoires
non stéroidiens (AINS) d’ou, tenant compte de la toxicité et des effets indésirables plus ou moins
nombreux de ces produits, I’avénement de toute nouveauté dans cette classe, que ce soit au

niveau de la mise au point de nouveaux produits ou de la découverte de leur mécanisme d'action

sera d’une importance indéniable (Www.stmi.org.tn/docs/ainspharm.htm, 2014). C’est ce

qui poussera les chercheurs de part le monde plus précisément ceux des groupes NOVARTIS
(Suisse), PFIZER (USA), BAYER (Allemagne) et SANOFI (France), des Laboratoires
Pharmaceutiques SIPHAT (Tunisie), IBERMA (Maroc), OLEA (Coéte d’Ivoire) et
CINPHARM (Cameroun) a la recherche de nouveaux anti-inflammatoires trés peu toxiques et
n’ayant pas d’effets secondaires. Pour apporter leur contribution, les chercheurs camerounais ont
entrepris en collaboration avec d’autres groupes de recherche, les études des substances
naturelles pouvant conduire a la découverte des produits ayant des propriétés anti-inflammatoires

respectant ces criteres.
La littérature indique par exemple que:

- DIMO (UY 1) et al., ont travaillé sur les activités anti-oxydative et anti-inflammatoire de
quelques constituants isolés des écorces de Allanblackia monticola Staner L.C (Guttiferae)
(Nguemfo et al., 2009).

- NGUELEFACK (UDs) et al., ont travaillé sur I’effet anti-inflammatoire /n vivo d’une
saponine stéroidique nouvelle, mannioside A, et ses dérivés isolés de Dracaena mannii
(Tapondjou et al., 2008).

- NDONGMO (UDA) et al., ont travaillé sur les effets analgésique et anti-inflammatoire de
I’extrait aqueux des écorces du tronc de Allanblackia gabonensis (Guttiferae) (Ymele et al.,
2013).

Notre équipe de recherche dans le méme ¢élan d’idée s’est aussi lancée dans la recherche des
produits anti-inflammatoires et dans le cadre de nos travaux pour la préparation d’une thése de
Doctorat/PhD, nous avons entrepris ces dernieres années 1’étude des constituants chimiques des
¢écorces du tronc de deux plantes médicinales du Cameroun: Pauridiantha callicarpoides Hiern

(Rubiaceae) et Entandrophragma cylindricum Sprague (Meliaceae).

Le choix de ces 2 plantes est motivé par:




e les diverses utilisations en médecine naturelle principalement dans le traitement des douleurs
intercostales, de I’inflammation du conduit auditif, des affections intestinales et génito-
urinaires, des ulceres gastriques, de bronchite, d’affections pulmonaires et des rhumatismes
(Hall¢, 1966; Bouquet, 1969; Bouquet, 1972; Nkeoua et Boundzanga, 1999; Louppe, 2008).

e De plus, trés peu d’études chimiques ont été effectuées sur les especes du genre Pauridiantha
et les derniers travaux sur celles-ci datent de plus de deux décennies, ceci malgré leurs usages
médicinaux.

e Aussi, les composés isolés du genre Entandrophragma n’avaient pas encore fait I’objet des
tests d’activités anti-inflammatoires.

e En plus une patente indique dans la littérature que, 1’extrait d’Ortie (Urtica dioica) qui produit

des triterpenes acycliques, a une forte activité anti-inflammatoire (Alberte et al., 2010).

L’objectif principal de ce travail était la recherche des métabolites secondaires peu toxiques

ayant des propriétés anti-inflammatoires. Il était donc question:

v’ D’obtenir les différents extraits de ces plantes, d’en isoler et de caractériser leurs constituants

chimiques.

v D’évaluer le matériel obtenu (extraits ou fractions et compos€s) pour leurs activités

biologiques notamment, les activités anti-inflammatoires et cytotoxiques.

La premicére partie de ce travail est focalisée sur la revue de la littérature de P. callicarpoides
et de E. cylindricum. Dans la deuxieéme partie, nous présenterons 1’étude phytochimique de P.
callicarpoides et de E. cylindricum, les transformations chimiques et les activités biologiques
effectuées sur les fractions et quelques composés isolés. Enfin la troisiéme partie sera consacrée

aux méthodes et matériels expérimentaux, suivie de la bibliographie consultée.






I.1- LE GENRE PAURIDIANTHA

I.1.1- Apercu botanique

1.1.1.1- Caractéres généraux des plantes de la famille des Rubiaceae

La famille des Rubiaceae est la plus importante des familles qui composent 1’ordre des
Rubiales (Hall¢, 1966). Selon la classification phylogénétique, elle appartient a l'ordre des

Gentianales. Cette famille est l'une des plus complexes de la classe des dicotylédones

(http://www.afleurdepau.com/Flore/rubiaceae/f.htm, 2015). Elle est constituée d’arbres de
grande taille; cependant, elle prédomine par le nombre de ses représentants ligneux de petits
diamétres: arbustes, arbrisseaux et sous-arbrisseaux (Hallé, 1966; Troupin et al., 1985). Il

n’existe pas de latex chez les Rubiaceae, mais les entailles peuvent exsuder certaines gommes

(Hall¢, 1966).

Les plantes de cette famille sont essentiellement représentées dans les zones de foréts denses,

les régions intertropicales et subtropicales. Elles s’adaptent rarement aux climats désertiques ou

tempérés (Hallé, 1966; Troupin et al., 1985; http://erick.dronnet.pagesperso-orange.fr/rubiaceae.

htm, 2015).

La famille des Rubiaceae comprend plus de 5000 espéces réparties en 500 genres environ,
avec 140 a 150 genres africains parmi lesquels: Cinchona, Gardenia et Pauridiantha qui a fait

I’objet de notre étude (Hallé, 1966; Troupin et al., 1985).
1.1.1.2- Généralités sur le genre Pauridiantha

Le genre Pauridiantha est constitué d’arbrisseaux, d’arbustes ou petits arbres qui poussent
dans les foréts d’Afrique tropicale continentale (Hall¢, 1966; Ntore et al., 2003). Les
inflorescences sont généralement axillaires. Le calice est cupuliforme denticulé, denté ou lobé (5

a 6 petits lobes) (Hall¢, 1966; Troupin, 1982; Ntore et al., 2003).

Les anthéres a 2 loges sont plus ou moins arquées, concaves sur la face interne, avec un

connectif acuminé introrse. L’ovaire est généralement a 2 loges (Hall¢, 1966; Ntore et al., 2003).

Les fruits charnus sont des baies subglobuleuses qui renferment beaucoup de graines le plus
souvent ovoides ou ellipsoides, a tégument séminal caractéris¢ par des cellules exotestales

(Hall¢, 1966; Troupin, 1982; Ntore et al., 2003).




Pauridiantha est un genre d’Afrique réunissant environ 38 espéces distribuées de la Guinée

portugaise a I’Ouganda. Une seule espéce est présente a8 Madagascar. Le tableau suivant donne la

distribution de quelques especes de ce genre en Afrique (Hall¢, 1966; Ntore et al., 2003). De ces

especes, P. callicarpoides est celle qui a retenu notre attention.

Tableau I: Distribution géographique de quelques espéces du genre Pauridiantha en Afrique
(Hallé, 1966; Ntore et al., 2003).

Espéces

Pays

P. callicarpoides

Cameroun, Congo, Guinée, Ouganda

P. canthiiflora

Sud-Nigéria, Cameroun, Gabon

P. coalescens

Sud-Tanzanie

P. dewevrei

Cameroun, Gabon, Congo, Guinée, Centrafrique, Ouganda

P. efferata Cameroun

P. floribunda Sud-Nigéria, Cameroun, Gabon, Sdo-Tomé

P. mayumbensis Bas-Congo

P. micrantha Cameroun

P. pyramidata Sud-Cameroun, Gabon, Congo, Basse-Guinée, Centrafrique
P. rubens Cameroun, Gabon, Congo, Centrafrique

P. siderophila Gabon

P. sylvicola Ghana, Libéria, Haute-Guinée

P. udzungwaensis Sud-Tanzanie

P. venusta (Ouest africain)

P. verticillata Sud-Nigéria, Cameroun, Gabon, Centrafrique

P. viridiflora Nigéria, Ouganda, Congo, Basse-Guinée, Nord-Ouest Tanzanie

1.1.1.3- Généralités sur Pauridiantha callicarpoides

1.1.1.3.1- Position systématique

La figure 1 donne la position systématique de Pauridiantha callicarpoides, obtenue a partir

de la classification de Arthur Cronquist (1981) spécifique aux angiospermes et du systéme de

nomenclature binomiale des espéces établi par Carl Von Linné au XVIII® siécle (Cronquist,

1981).




Reégne

Végétal

A 4

Sous-Régne Trachéophytes (Tracheobionta)

Embranchement Spermaphytes ou Phanérogames

A 4

Sous- Embranchement ou Division

A 4

Angiospermes (Magnoliophyta)

Ordre Rubiales

Classe » Dicotylédones (Magnoliopsida)
Sous-Classe Asteridae

Famille » Rubiaceae

Tribu » Pauridiantheae

Genre »  Pauridiantha

Espéce » Pauridiantha callicarpoides

Figure 1: Position systématique de Pauridiantha callicarpoides

1.1.1.3.2- Description et répartition géographique de Pauridiantha callicarpoides

Pauridiantha callicarpoides (Hiern) Brem. est un arbuste ou petit arbre de 5 a 12 m de haut,
a tronc droit et aux branches harmonieusement étagées et étalées selon le modéle de Roux défini

par F. Hall¢ et R. Oldeman (1970) (Hall¢, 1966; Bouquet, 1972). Les rameaux rarement fourchus

sont velus.

Les feuilles de grandes dimensions, sont vert foncé au dessus, vert jaunatre en dessous. Les
stipules densément pubescentes, sont treés ¢largies au niveau de I’insertion et atténuées aigues au
sommet. Le limbe vert-jaunatre a sec, pubérulent scabre au dessus, pubescent en dessous, trés
longuement oblong et lancéolé. La nervure médiane est pubescente. De méme, les nervures
secondaires au nombre de 20 a 28 paires sont pubescentes et faiblement ascendantes, fermées en

arceaux. Les inflorescences sont axillaires, multiflores et corymbiformes (Hallé, 1966; Bouget,

1972).

Les fleurs sont blanches, vertes, verdatres ou bleuatres. Le calice, blanc-jaunatre, est un peu

pubescent sous la cupule glabre et presque indentée. La corolle de 5 a 7 mm de long, verte,




glabre, possede 5 lobes triangulaires a pubescence interne violette apparente. Les ovaires ont

deux loges (Hallé, 1966; Bouquet, 1972).

Les fruits sont des baies subglobuleuses (de plus ou moins 6 mm), verts avant la maturité,

contenant de nombreuses graines subovales et brunes (Hallé, 1966; Bouget, 1972).

Cette espece, la plus belle du genre, trés commune dans toute la zone forestiere de I’Ouest du
Congo, existe du Cameroun au Congo central. Le tableau suivant donne la répartition
géographique de P. callicarpoides au Cameroun (Source de 1’Herbier National du Cameroun,

2012).

Tableau I1: Distribution géographique de P. callicarpoides au Cameroun (Source de 1’Herbier
National du Cameroun, 2012).

Régions Localités
Centre -Akonolinga (Dja), -Ngoumou, -Mbalmayo
Est -Sangha-River (50 km Yokadouma-Mouloundou), -Lomié, -Goyoum, -Doumé,

-Bange (route Yokadouma-Mouloundou), -Kinsassa (Nord-Est de Mouloundou),

-Bela (3-8 km) Libongo

Littoral -Mouambon (Koupé-Manengoumba), -Mont-Manengoumba

Nord-Ouest  Boyo

Sud -Adjap (20 km Sud-Est d’Ebolowa), -Forét du Dja

Sud-Ouest -Banguem, -Kodmi (Bakossi)

Les figures 2 et 3 représentent les photos de certaines parties de la plante.



x04

(Illustrations © Rosemary Wise, 2015) (Hall¢, 1966)

Figure 2: Photo des fruits de P. callicarpoides
Figure 3: Rameau, fleur et graine de P.

callicarpoides

1.1.1.3.3- Synonyme et nom vernaculaire

Certains auteurs donnent a P. callicarpoides le nom de Urophyllum callicarpoides Hiern

(Hallé, 1966; http://www.theplantlist.org/, 2012).

Cette plante est connue sous 1’appellation «Etsileghe» chez les Fang (Hall¢, 1966).
Le genre Pauridiantha regroupe de nombreuses especes a usages culturels, industriels, ainsi

que des espéces présentant des propriétés thérapeutiques importantes et variées.

1.1.2- Usages des espéces du genre Pauridiantha

P. floribunda est un excellent bois de chauffage connu des populations de Douala-Cameroun
(Hall¢, 1966). Le bois de P. callicarpoides sert a faire des piquets de cases et de grandes pagaies.
Au Congo, on y extrait une teinture jaune ou rouge. Ses feuilles fraiches duveteuses servent de

papier hygiénique pour les nourrissons (Hall¢, 1966).
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De méme, les femmes Baka (Cameroun) utilisent une teinture extraite de P. rubens pour
colorer les paniers fabriqués a base d’une liane fendue (Oncocalamus sp.) (Motte et al., 2012).
Une teinture rouge extraite des jeunes feuilles de cette méme espece est également utilisée a
Bioko (Guinée Equatoriale), c’est la raison pour laquelle la plante y est cultivée. Mais notons que
le mode d’utilisation de cette teinture n’est pas connu. Le potentiel tinctorial de P. rubens est
renforcé par 1’action mordante de 1’aluminium présente dans les feuilles. Cette accumulation
d’aluminium dans les feuilles semble étre une caractéristique chimiotaxonomique du genre

Pauridiantha (Jansen et Cardon, 2005).

Des sources révelent que les plantes du genre Pauridiantha, surtout les espéces arborescentes
sont bien connues des Congolais qui les utilisent couramment en médecine naturelle. Les espéces
arbustives ou lianescentes ont aussi parfois été signalées comme plantes médicinales (Bouquet,
1969, 1972; Bouquet et Fournet, 1975):

P. callicarpoides est employé en application externe pour le traitement des plaies, en
particulier comme pansement apres la circoncision, et dans celui de diverses dermatoses (Hallg,
1966; Bouquet, 1972; Nkeoua et Boundzanga, 1999). Le jus des écorces est appliqué, apres
scarifications épidermiques sur la poitrine du malade souffrant de points pleuraux ou de douleurs
intercostales; en instillations nasales ou auriculaires il calmerait les migraines et les
inflammations du conduit auditif (Bouquet, 1969). Par voie orale, P. callicarpoides est prescrit
pour soigner les affections intestinales et génito-urinaires (stérilité, blennorragie, régles
douloureuses et irrégulicres). La décoction des racines est utilisée pour faciliter I’accouchement;
elle agirait aussi sur les céphalées rebelles et persistantes. Ces indications se retrouvent aussi au
Gabon (Hall¢, 1966; Bouquet, 1972; Nkeoua et Boundzanga, 1999).

Dans la région de Brazzaville, P. dewevrei et P. viridiflora sont administrés, sous forme de
tisane, pour traiter la hernie (Bouquet, 1969, 1972; Nkeoua et Boundzanga, 1999). Le décocté
des feuilles de P. pyramidata est administré en boisson contre les cedémes locaux (Bouquet,
1969; Nkeoua et Boundzanga, 1999).

P. mayumbensis est utilisé en tisane contre les névralgies (Hallé, 1966). Le décocté¢ des

¢corces de P. canthiiflora est utilisé pour traiter le rachitisme (Nkeoua et Boundzanga, 1999).

D’aprés ces différentes indications, il semblerait que ces plantes aient des propriétés
analgésiques, anti-inflammatoires, antiseptiques voire antibiotiques et éméto-purgatives

importantes (Bouquet, 1969, 1972).
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Malgré la grande utilité du genre Pauridiantha dans la médecine naturelle, trés peu d’études

chimiques ont ét¢ effectuées sur ses especes.

1.1.3- Travaux chimiques et activités biologiques antérieurs sur le genre Pauridiantha
1.1.3.1- Travaux chimiques antérieurs

Le genre Pauridiantha est une source importante de métabolites secondaires. En effet, le
screening chimique préliminaire sur les extraits chloroformiques acides et alcalins des écorces,
des racines et des feuilles a montré la présence (Bouquet, 1972):

- de tannins catéchiques dans les écorces du tronc de P. callicarpoides, dans les écorces du

tronc et dans les feuilles de P. dewevrei.

- de faible quantité de saponosides dans les écorces de racines de P. callicarpoides (indice

mousse = 166), dans les écorces de tronc et de racines de P. dewevrei (indice mousse =
150 et 250).

- de quinones libres dans les écorces de racines et, en quantité moindre, dans celles du tronc
de P. callicarpoides, P. dewevrei et de P. viridiflora. Par contre, les feuilles de ces trois
especes ne contiennent pas de quinones.

- d’alcaloides dans les écorces de racines et de tiges des trois espéces. En ce qui concerne les

feuilles, seules celles de P. dewevrei en contiennent des traces.

Il a été jusqu’ici isolés et caractérisés des espeéces du genre Pauridiantha des composés
appartenant principalement a trois classes de substances naturelles:

- les alcaloides

- les anthraquinones

- les coumarines.

1.1.3.1.1- Les alcaloides
1.1.3.1.1.1- Généralités

Introduit au début du XIX° siécle par W. Meissner pour désigner les substances naturelles
réagissant comme des bases, les alcaloides sont des substances azotées, basiques, d’origine
naturelle et de distribution restreinte. Les alcaloides ont une structure complexe. Ils peuvent étre
classés suivant leurs activités biologiques et €cologiques, leurs structures chimiques et leurs

voies de biosyntheése (Bruneton, 1993).
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Biogénétiquement, les alcaloides peuvent étre classés en fonction de leur précurseur avant
leur synthése dans une voie biologique. On distingue alors trois grandes classes selon qu'ils
possedent ou non un acide aminé comme précurseur direct, et qu'ils comportent ou non un atome
d'azote dans un hétérocycle:

- Les alcaloides vrais qui dérivent biosynthétiquement d'acides aminés (ornithine, lysine,
tyrosine, arginine, histidine, etc.) et comportent un atome d'azote dans un systéme
hétérocyclique. Ils apparaissent dans les plantes, soit sous forme libre, soit sous forme d'un
sel, soit comme N-oxide (Bruneton, 1993).

- Les proto-alcaloides qui sont des amines simples, dont 1'azote n'est pas inclus dans un systéme
hétérocyclique. Ils dérivent aussi d'acides aminés (ornithine, lysine, tyrosine, arginine,
histidine, etc.) et sont élaborés in vivo.

- Les pseudo-alcaloides qui présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides
vrais, mais ne sont pas des dérivés des acides aminés. Ils peuvent cependant Etre
indirectement liés a la voie des acides aminés par 1'intermédiaire d'un de leurs précurseurs, ou
d'un de leurs postcurseurs (dérivés). Ils peuvent aussi résulter d'amination, ou de réaction de
transamination dans une voie connectée avec les précurseurs ou les postcurseurs d'acides
aminés. Il s’agit dans la majorité des cas connus d’isoprénoides et 1’on parle alors d’alcaloides
terpéniques (Bruneton, 1993).

Tenant compte de la nature du systéme hétérocyclique présent dans le squelette de I’alcaloide,
la classification structurale fait ressortir les alcaloides de type pyrrolidine (azolidine),

pyrrolizidine, indolizidine, tropane, etc., pour ne citer que quelques exemples.

Les alcaloides isolés des especes du genre Pauridiantha appartiennent en majorité au groupe
des alcaloides indoliques 4 (alcaloides indolopyridiniques) et de noyau caractéristique type /-

carboline 5.
X
W L0
N NN
H H
4 S

Le tableau III regroupe les alcaloides isolés des plantes du genre Pauridiantha.
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Tableau I11: Alcaloides isolés des espéces du genre Pauridiantha

méthyl-f-carboline 6

Callicarpoides

Noms Structures Sources Références
Harmane ou X Ecorces des
o | _ (Pousset et
Passiflorine ou 1- _N racines de P.
N al., 1971)

Pauridianthine

7

Pauridianthinol

-COCH;

-CHOH-CHj,

Ecorces des

racines de P.

(Pousset et

al., 1971)
Callicarpoides
(Pousset et
Feuilles de P. al., 1974;
lyalii Levesque et

al., 1982)

Pauridianthinine 9

Ecorces des

racines de P.

(Pousset et

al., 1971)
Callicarpoides
Lyaline
10
) (Levesque et
Feuilles de P.
al., 1974a,
lyalii
1982)
Lyadine R
u m -CH=CH2
11 -CHOH-CH,
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Tableau I11: Alcaloides isolés des espéces du genre Pauridiantha (suite)

Feuilles de P.
lyalii (Levesque et
Lyalidine 4 1
1 Ecorces des al., 1974b,
_ racines de P. 1982)
Callicarpoides
Feuilles de P. (Levesque et
Hydroxylialidine 13
lyalii al., 1982)
-CHOH-CHj
Feuilles de P. (Levesque et
Lyaloside 14
lyalii al., 1982)
(Levesque et
Pauridianthoside
al., 19717,
15
1982)
Feuilles de P.
lyalii
Isopauridianthoside (Levesque et
16 al., 1983)
6’-(Trans)- Feuilles de P. (Levesque et
féruloyllyaloside 17 lyalii al., 1982)




Tableau I11: Alcaloides isolés des espéces du genre Pauridiantha (suite et fin)

6’-(Trans)- Feuilles de P. | (Levesque et
sinapoyllyaloside 18 -0 7 lyalii al., 1982)
o
° ki
3-vinyl-5- O | _
o \ Racines de P. | (Pousset et
méthoxycarbonylpyridine o N
19 | _ Callicarpoides | al., 1974)
i9 N

1.1.3.1.1.2- Méthodes de détermination des structures des alcaloides oxindoliques

Les réactions générales de précipitation des alcaloides sont fondées sur la capacité qu’ont
ceux-ci de se combiner avec des métaux et des métalloides: bismuth, mercure, tungsténe, iode,
etc. Dans la pratique, on emploie la solution iodo-iodurée qui est le réactif de Wagner (précipité
rouge orangé), le tetraiodomercurate de potassium connu sous le nom de réactif de Mayer (qui
donne des précipités blanc-jaunes) et le tetraiodobismuthate de potassium plus connu sous le
nom de réactif de Dragendorff (coloration rouge-orangée). Il est également possible d’utiliser le
réactif silico-tungstique (mélange d’oxydes de tungsténe et de silicium) ou des solutions d’iodo-
platinates alcalins. La spécificité de ces réactifs n’est pas absolue: des protéines, des alpha-
pyrones, certaines coumarines et des hydroxy-flavones, des lignanes et autres composés peuvent

donner des réactions faussement positives avec le réactif de Dragendorft.

D’autres réactifs peuvent étre utilisés pour mettre en évidence les alcaloides notamment ceux

qui donnent des réactions colorées caractéristiques de groupes d’alcaloides (Bruneton, 2009):

- Le para diméthylaminobenzaldéhyde (p-DMAB) pour les alcaloides de I’ergot de seigle;

- Le sulfate de cérium et d’ammonium qui différencie les indoles (jaunes), les dihydroindoles
(rouges), les béta-anilinoacrylates (bleus), les oxindoles;

- La ninhydrine pour les arylalkylamines;

- La réaction de Vitali-Morin pour les esters de 1’acide tropique;
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- Les réactifs au chlorure ferrique en milieu chlorhydrique (tropolones) ou perchlorique

(Rauwolfia).

En général, les alcaloides indoliques réagissent positivement au test de Dragendorff en
donnant une coloration orange. Ils réagissent également au test d’Ehrlich (DMAB) en donnant
une coloration rose, bleue ou violette et au test de Wasicky (p-DMAB dans H>SOj4) en donnant

une coloration qui varie du bleu violacé au rouge (http://www.refer.mg/cours/, 2013). Outre les

analyses cristallographiques, le développement rapide des méthodes d’investigation structurale a
permis de grands progres dans la détermination des structures des alcaloides spirooxindoliques.
Cette détermination fait appel a la combinaison de plusieurs techniques parmi lesquelles: ’'UV,
I’IR, la spectrométrie de masse (ESI, FAB, etc.), la RMN unidimensionnelle (‘H et "°C) et la
RMN a deux dimensions (HMBC, HSQC, COSY, NOESY).

Leurs spectres UV montrent des bandes d’absorptions a Am.x (nm): 286; 252; 207
caractéristiques d’un noyau oxindole (Kitajima et al., 2007; Xin et al., 2008; Salim et al., 2011).

Le spectre IR montre des fréquences d’absorption caractéristiques d’un alcaloide oxindole a v
(cm™): 3245 (NH); 3120 (C-H aromatique); 1678 (C=0 amide); 1621 (C=C oléfinique); 1473
(C=C aromatique) et 1189 (C-O ¢éther cyclique) (Salim et al., 2011).

Considérant le squelette ci-dessous, similaire a celui des alcaloides que nous avons:

e Pour X=H, et avec H-17, leurs spectres de RMN 'H (CDCls) présentent généralement:

- Dans la région des champs faibles, un large singulet intégrant pour un proton autour de oy
compris entre 7,52-10,03 (1H, /s, -NH), attribuable au proton de la fonction amine secondaire -
NH en position 1. On y observe également un ensemble de signaux indiquant la présence de
quatre protons aromatique du cycle A d’un systéme oxindole ((Kitajima et al., 2007; Xin et
al., 2008) autour de oy 7,37 (1H, d, J = 7,6 Hz, H-9); 7,05 (1H, ddd, J = 7,6; 7,6; 1,1 Hz, H-
10); 7,21 (1H, ddd, J = 7,6; 7,6; 1,1 Hz, H-11) et 6,85 (1H, d, J = 7,6 Hz, H-12). Un singulet
intégrant pour un proton oléfinique a oy 7,65 (1H, s, H-17).

- Dans la région des champs forts, on observe généralement un ensemble de signaux dont ceux
autour de oy 3,28 (1H, ddd, J = 8,9; 8,9; 2,6 Hz, H-56); 2,50 (1H, ddd, J = 8,9; 8.,9; 8,9 Hz, H-
S5a); 2,38 (1H, ddd, J = 12,8; 8,9; 2,6 Hz, H-6f) et 2,02 (1H, ddd, J = 12,8; 8,9; 8,9 Hz, H-6a)

sont caractéristiques des méthylénes de la séquence Cgpiro-CH2-CH,-N d’un squelette de type
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- spirooxindole, des alcaloides indoliques isolés des espeéces appartenant a la famille des
Rubiaceae. On observe également un signal intégrant pour un proton a oy 2,45 (1H, dd, J =
11,8; 2,6 Hz, H-3); 1,14 (1H, ddd, J = 11,8; 2,6; 2,6 Hz, H-14a); 0,76 (1H, ddd, /= 11,8; 11,8;
11,8 Hz, H-14p); 2,48 (1H, m, H-15); 4,20 (1H, qd, J = 7,0; 4,0 Hz, H-19); 1,65 (1H, /m, H-
20); 3,27 (1H, d, J= 12,0 Hz, H-21p) et 2.44 (1H, dd, J = 12,0; 4,0 Hz, H-21a) (Kitajima et al.,
2007; Xin et al., 2008; Salim et al., 2011).

Sur leurs spectres de RMN "°C (CDCls), on observe généralement les signaux:

- Des quatre méthylénes susmentionnés a oc 53,5 (C-5); 35,4 (C-6); 30,2 (C-14) et 53,7 (C-21)

- Des méthines apparaissant a oc 125,1 (C-9); 122,7 (C-10); 127,8 (C-11); 109,4 (C-12); 70,9
(C-3); 30,92 (C-15); 157,2 (C-17); 72,0 (C-19) et 37,9 (C-20).

- Des carbones quaternaires résonnant a oc 180,7 (C-2); 56, 3 (C-7); 133,3 (C-8); 139,8 (C-13) et
108,7 (C-16).

e Pour X=0 avec présence d’une double liaison C;o=C,y et absence de la double liaison
C16=C7, on observe sur le spectre de RMN 'Hla disparition des signaux a oy 3,27 (1H, d, J =
12,0 Hz, H-21p); 2,44 (1H, dd, J = 12,0; 4,0 Hz, H-21a) et 1,65 (1H, /m, H-20). Des signaux
intégrant chacun pour un proton apparaissent a oy 7, 38 (1H, d, J= 2,4 Hz, H-19) si C-19 porte
un proton et 1,98 (1H, dd, J=11,0; 8,3 Hz, H-16) respectivement. Le proton H-17 apparait a oy
5,05 (1H, d, J= 8,3 Hz) si C-17 porte un atome d’oxygeéne. Dans ces conditions, sur leurs
spectres de RMN °C il y a disparition du signal a & 53,7 (C-21) et apparition d’un autre signal
dans la région des champs faibles a oc 165, 8 (C=0, C-21). Les carbones C-16, C-17, C-19 et C-
20 apparaissent a oc 56,3; 90,9 (CH-O-); 148,2 et 108,9 respectivement (Van et al., 2005;
Kitajima et al., 2007).
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Cependant, des différences significatives peuvent étre notées pour les signaux des carbones du
cycle indole. En effet, les déplacements chimiques typiques a C-2 et C-7 dans les alcaloides
indolo-monoterpéniques sont de 1’ordre de 135 et 108 ppm respectivement. Donc les valeurs des
déplacements chimiques mentionnées plus haut a savoir 180,7 (C-2) et 56,3 (C-7) suggerent
fortement ’existence d’un cycle oxoindole au lieu du cycle indole dans les alcaloides indolo-
monoterpéniques tels que: I’hirsutaside A 20, la cathénamine 21, la strictosamide 22 et bien
d’autres (Bruneton, 1999; Van et al., 2005; Xin et al., 2008). Les corrélations Bc-'H longues
distances généralement observées entre C-2-H-3, C-2-H-5, C-2-H-6, C-7-H-5, C-7-H-14, C-8-H-
3 et C-8-H-6 suggerent C-7 comme un carbone spiro pour lier le cycle oxoindole et le cycle

pyrrole (Van et al., 2005).

1.1.3.1.1.3- Origine biosynthétique des alcaloides indolo-monoterpéniques

Les alcaloides indolo-monoterpéniques dérivent du tryptophane. Leur distribution se limite a
trois familles: Apocynaceae, Loganiaceae et Rubiaceae (Bruneton, 1999). Ces alcaloides
proviennent d’un précurseur unique qui est la strictosidine issue de la condensation d’une
molécule de tryptamine et d’un aldéhyde monoterpénique, le secologanoside. Cette condensation
conduit théoriquement a deux hétérosides épimeres: le vincoside (35) et la strictosidine (3a). En
réalité, I’enzyme (la stritosidine-synthase) catalyse la formation exclusive de la strictosidine,

précurseur de tous les alcaloides indolo-monoterpéniques (schéma 1) (Bruneton, 1999).
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Schéma 1: Biosynthese des alcaloides indolo-monoterpéniques (Bruneton, 1999).




1.1.3.1.2- Les anthraquinones

Les anthraquinones encore appelées émodols, sont les piments universels des végétaux. Ce
sont des métabolites secondaires de coloration jaune ou orange, et parfois rouge, répandus dans
le régne végétal, surtout dans les plantes inférieures telles que les champignons et les lichens.
Elles sont aussi présentes dans quelques familles de plantes supérieures telles que les

Gentianaceae et les Guttifereae (Ritchie et Taylor, 1964; Kouam, 2005).

Du point de vue structural, les anthraquinones sont des composés ayant un squelette de base

en Cy4 23 avec un enchainement du type Cs-C,-Cg.

La position 6 est le plus souvent occupée par un groupement méthyle, les substituants
pouvant étre ’hydroxyle, le méthoxyle, le prényloxyle, le géranyloxyle et/ou I’isoprényle fixés

sur les noyaux aromatiques A et C dans les positions 2 et/ou 3.

Jusqu’ici, une seule anthraquinone a été isolée de P. callicarpoides. 11 s’agit de la 1-
méthoxyhydroxyanthraquinone 24 pour qui la structure exacte n’avait pas pu étre déterminée. En
effet, la quantité¢ du produit obtenu étant trés faible n’avait pas permis une ¢tude chimique plus
poussée de celui-ci (Bouquet, 1972). Mais, des comparaisons avec des composés isomeres
(CisH1004) montraient que cette anthraquinone était différente des isomeres connus. De plus la
littérature ne fournissait aucune donnée se rapportant aux 1-méthoxyanthraquinones hydroxylées
en 3, 6 ou 7, ce qui permettait de suggérer que le composé en question est I’isomere hydroxylé en

I’une de ces trois positions.
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1.1.3.1.3- Les coumarines

Les coumarines tirent leur nom de «coumarou», nom vernaculaire de la féve tonka (Dipterix
ordorota Wild., Fabaceae) d’ou elles furent isolées pour la premicre fois en 1820. Ce sont des
composés naturels ou synthétiques renfermant des squelettes cycliques et comportant une
fonction ester (Bruneton, 1993, 1999). Les coumarines sont des 2H-1-benzopyran-2-one qui en
premicre approximation sont considérées comme étant des lactones des acides (Z£)-O-

hydroxycinnamique 25.

AN

OH COOH

25

Le squelette de base des coumarines 26 est constitu¢ de deux cycles accolés avec neuf
atomes de carbone (Ford et al., 2001). Toutes les coumarines sont substituées en C-7 par un

hydroxyle phénolique.

Les coumarines constituent une classe importante de produits naturels, elles donnent une
odeur caractéristique semblable a celle du foin fraichement fauché. A 1’exception des algues, ces
composés sont les constituants caractéristiques du régne végétal chlorophyllien et jusqu’ici, pres
d’un millier ont été décrites (Murray, 1989; Bruneton, 1993). Quelques familles d’angiospermes
¢laborent des structures tres variées. Il s’agit des Fabaceae, des Asteraceae, des Rubiaceae, mais
surtout des Apiaceae et Rutaceae ou on rencontre les molécules les plus complexes des

coumarines. Elles se trouvent dans toutes les parties de la plante et notamment dans les fruits et
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les huiles essentielles des graines (Deina et al., 2003; Booth et al., 2004; Bouzid, 2009; Patifo et
al., 2012).

Les coumarines ont des effets différents sur le développement des plantes suivant leur
concentration et aussi selon I’espece. Dans la cellule végétale elles sont principalement présentes
sous forme glycosylée. Cette glycosylation est une forme de stockage permettant d’éviter les
effets toxiques de ces molécules. Elles sont considérées comme des phytoalexines, c'est-a-dire
des métabolites que la plante synthétise en grande quantité pour lutter contre une infection
causée par des champignons ou par des bactéries. Les coumarines peuvent également se trouver
dans le régne animal (les glandes a sécrétion odoriférante du castor) et chez certains

microorganismes (Bouzid, 2009).

Les coumarines peuvent étre classées en cinq catégories (Deina et al., 2003; Booth et al.,

2004; Bhat et al., 2005; Bouzid, 2009; Bruneton, 2009).

e Les coumarines simples:

v" Coumarine 26;

v' Ombélliférone (7-hydroxycoumarine) 27;

v 6, 7-dihydroxycoumarine 28.

e Les coumarines prénylées:

v Subérosine 29;

v Osthol 30.

e Les furanocoumarines qui sont issues de la fusion de la coumarine et de ses dérivés
avec un hétérocycle supplémentaire a 5 atomes (hétérocycle furane):

v Furanocoumarines linéaires pour une association se faisant dans le prolongement
de la coumarine (psoraléne et ses dérivés: bergapténe, impératorine, xanthotoxine,
chalepensine):

¢ Psoraléne 31;
+» Bergapténe 32;
¢ Impératorine 33.
v Furanocoumarines angulaires pour une association se faisant sur le coté
(angélicine et ses dérivés):

*» Angélicine 34;
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% Pimpinéline 35.
e Les pyranocoumarines qui sont issues de la fusion d'un hétérocycle supplémentaire a 6
atomes (hétérocycle pyranne) avec la coumarine:
v' Pyranocoumarines linéaires pour une fusion se faisant dans le prolongement de la
coumarine:
+» Xanthylétine 36;
¢ Clausarine 37.
v Pyranocoumarines angulaires pour une fusion latérale:
+» Séseline 38;
¢ Visnadine 39.
e Les dimeres et triméres de coumarines:
v Dicoumarines (coumarines dimériques):
¢ Dicoumarol 40;
¢ Daphnorétine 41.
v" Tricoumarines:
+ Edgeworoside 42;

¢ Triumbellattine 43.

HO
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A notre connaissance, une seule coumarine a été isolée jusqu’ici du genre Pauridiantha. 11
s’agit de la scopolétine (scopolétol ou 7-hydroxy-6-méthoxycoumarine) 44, isolée de P.

callicarpoides (Bouquet, 1972; Bouquet et Fournet, 1975).

0 AN

HO 0 @)

1.1.3.2- Activités biologiques antérieures

L’étude des substances naturelles a connu une treés grande évolution ces derniéres années. Les
travaux chimiques menés sur les plantes de la famille des Rubiaceae en général et celles du genre
Pauridiantha en particulier ont été¢ dans la plupart de temps complétés par I’étude des activités
biologiques. Celle-ci a permis de confirmer certaines vertus thérapeutiques signalées en

médecine naturelle.

1.1.3.2.1- Intéréts biologiques des alcaloides

Les alcaloides ont des propriétés généralement variées et dépendant de leurs composantes

chimiques:
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e Action sur le systtme nerveux central comme anti dépresseur ou comme analgésique
(codéine, morphine, etc.) (Bruneton, 1993, 1999).

e Action sur le systtme nerveux autonome comme excitant du sympathique (hordéine,
éphédrine, etc.) ou en médecine dans le cadre de protocoles de sédation (anesthésie)
(Bruneton, 1993, 1999).

e Action antibiotique, antiparasitaire, anthelminthique a des doses variées (quinine toxique
pour I’hématozoaire du paludisme) donc comme antipaludéen, anti tumorale (agent
anticancéreux: taxol, vinblastine, vincristine, etc.) (Bruneton, 1993, 1999).

e Action sur les vaisseaux comme hypertenseur (hydrastine), sur la circulation sanguine
(vincamine qui améliore la circulation cérébrale).

En effet, 'harmane 6 ou passiflorine (1-méthyl-f-carboline), agit comme un inhibiteur
endogéne de la monoamine oxydase de type A (M.A.O-A) (Rommelspacher, 1991; Mebitil,
2006). 11 inhibe 1’acéthylcholinestérase et la N-acéthyltransférase; interfere avec la toxicité et la
génotoxicité des xénobiotiques et est considéré comme «co-mutagene» (Mebitil, 2006). On
observe également une inhibition aux fortes doses qui peut €tre totale, du métabolisme de I’AFB;
(aflatoxine B;) et de sa conversion en AFM;, (aflatoxine M;) par I’harmane (Mebitil, 2006). Les
stimulations de I’activité monooxygénasique a faibles doses sont aussi mentionnées. Comme
tous les f-carbolines, I’harmane a un effet antidopaminergique provoquant des convulsions et
des tremblements. Il inhibe fortement 1’activité de la topoisomérase I (topo I), mais son effet

inhibiteur est faible sur I’activité de la topoisomérase II (topo II) (Mebitil, 2006).

1.1.3.2.2- Intéréts biologiques des anthraquinones

Les anthraquinones sont d’une grande importance physiologique. En effet, les travaux de
Bilia et al. (2000) révelent une activité antimitotique des anthraquinones, activité étroitement liée
a la propriété cytotoxique. Les propriétés antibiotiques, antiparasitiques, anticancérigenes,
antimicrobiennes et anti-inflammatoires ont été également prouvées (Bilia et al., 2000; Lone et
al., 2009; Pellizzoni et al., 2012). Les propriétés antivirales, anti-oxydantes, antitumorales,
antidiabétiques, inhibitrices de 1’attaque auto-immunitaire et protection contre 1’ulcére gastrique

sont connues.
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Les tests réalisés sur les dérivés d’émodines et toutes les autres anthraquinones émodines
montrent que ces composés sont dotés d’activités biologiques importantes. En effet, ce sont des
anti-inflammatoires, antimicroorganismes (antimicrobiens, antifongiques, antiparasitaires et
antiviraux). Ils agissent sur les systémes vasomoteurs comme purgatifs, laxatifs, diurétiques et
immunitaires (immunostimulant et anticancéreux) (Izhaki, 2002). Notons également que ces
composés protégent les plantes contre les herbivores, les frugivores, sans oublier les agents

pathogenes (Izhaki, 2002).
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Des travaux de Schinazi et al. il ressort que, les anthraquinones substituées par différents
groupes tels que: hydroxyle, amino, halogéne, acide carboxylique, un groupe aromatique
substitué, et sulfonate ont été testées pour déterminer leur activité contre le virus de
l'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) dans des lymphocytes primaires humains. C’est
ainsi que l'hypéricine 52, un diméere d’anthraquinone qui présentait antérieurement une activité
contre les rétrovirus non humains, a aussi montré une activité anti-VIH-1 dans les lymphocytes.
Certaines des anthraquinones actives inhibent I’enzyme VIH-1 transcriptase inverse (Schinazi et

al., 1990).
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1.1.3.2.3- Intéréts biologiques des coumarines

Les coumarines sont des molécules biologiquement actives. Elles manifestent diverses
activités: anti-agrégation plaquettaire, anti-inflammatoire, anticoagulante, antitumorale,
diurétiques, antimicrobienne, antivirale et analgésique (Ochocka et al., 1995; Taguchi et al.,
2000; Ojala et al., 2000; Chen et al., 2004; Khan et al., 2005; Thati et al., 2007; Stefanova et al.,
2007).

En 1957, O’Neal et son équipe ont montré I’efficacité des coumarines pour traiter le cancer
induit chimiquement par les radiations ultraviolettes (Bouzid, 2009). Ces molécules sont
capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter les radicaux

hydroxyles, superoxyde et peroxyles (Bouzid, 2009).
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Les coumarines se révelent étre des composés thérapeutiquement promoteurs dans
I’amélioration du systéme immunitaire (action immunostimulante): 1’administration de la
coumarine 26 et de ’ombelliférone 27 sur des malades atteints de cancers ou de brucellose a
raison de 100 mg par jour a provoqué une augmentation des lymphocytes T Helper dans la

circulation sanguine (Stefanova et al., 2007; Bouzid, 2009).

Une étude, réalisée par Grawron et al. montre le potentiel carcinogene des coumarines. En
effet, leur cytotoxité a été observée vis a vis des cellules cancéreuses Héla-3, a une dose de

Sug/mL (Harkat, 2008).

Reddy et al. ont synthétisé¢ une série de composés coumariniques dérivés de la 3-(N-aryl)
carboxamide coumarine. Des ¢études de cytotoxicité menées sur des cellules tumorales, ont
clairement établi que ces composés empéchent de maniere sélective la croissance des cellules

cancéreuses (Harkat, 2008).

Une activité antifongique significative a également été reportée pour certaines coumarines.
C’est le cas de la scopolétine 44 qui est également active contre les diabétes de types 1 et 2. Dans
leurs études in vitro, Degre et son équipe ont montré que les coumarines paralysent la croissance
de Saccharomyces servisiae. Pour I’activité antibactérienne, les coumarines sont efficaces contre

les bactéries a Gram positif (Cottiglia et al., 2001; Khan et al., 2005; Bouzid, 2009).

Aprées stimulation par des rayonnements ultra-violets de grande longueur d’onde (365 nm),
certaines furanocoumarines ont la propriété de stimuler fortement la synthése de mélanine par les
mélanocytes cutanées, a travers une augmentation de leur activité mitotique. Cette propriété a été
exploitée par les égyptiens pour le traitement de la dépigmentation (Bruneton, 1993). 1l convient
d’ajouter que les furanocoumarines sont impliquées dans bien d’autres mécanismes biologiques
que nous ne pouvons décrire ici, mais qui constituent des pistes de recherches pour le traitement
de maladies comme la sclérose en plaque et la dépression (Veselovskaya et al., 2006).

C’est en raison des diverses utilisations médicales des plantes du genre Pauridiantha, d’une
part, du fait que tous les documents publiés sur les plantes de ce genre datent de plus de deux
décennies pour les plus récents, et de la rareté de 1’espece Pauridiantha callicarpoides au

Cameroun, d’autre part, que nous avons entrepris les travaux chimiques sur cette espece.
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1.2- LE GENRE ENTANDROPHRAGMA

1.2.1- Apercu botanique

1.2.1.1- Apercu botanique sur les Meliaceae.

Le nom de la famille “Meliaceae” vient du genre Melia (Berhaut, 1958). Cette famille
regroupe principalement des arbres et des arbustes ou rarement des plantes herbacées qui
appartiennent a 1’ordre des Rutales. Les plantes de cette famille se trouvent en général dans les
régions tropicale et subtropicale, précisément dans les foréts ouest-africaines (Berhaut, 1958;

Watson et Dallwitz, 1992).

La famille des Meliaceaec compte environ 1400 espéces réparties en 51 genres (Watson et
Dallwitz, 1992). Parmi les genres les plus rencontrés, nous citons: Melia, Carapa, Ekebergia,

Toona, Khaya et Entandrophragma (Watson et Dallwitz, 1992) qui a fait I’objet de notre étude.

1.2.1.2- Apercu botanique sur le genre Entandrophragma.

Le genre Entandrophragma est limité a 1'Afrique tropicale. Il est constitué¢ des especes de
grandes tailles, pouvant atteindre 40 a 50 m de haut et exceptionnellement 60 m. Le tronc a un
diameétre d’environ 2 m (Nsiama, 2008).

Les feuilles caduques sont pennées, avec 5 a 9 paires de folioles. Chaque foliole a 8 a 10 cm
de long avec une pointe acuminée. Les fleurs sont produites en inflorescences laches, chaque
petite fleur avec cinq pétales jaunatres d’environ 2 mm de long, et dix étamines. Les antheres
sont presque attachées sur le tube de 1’étamine et sont supportées par la pointe de celle-ci
(Nsiama, 2008).

Le fruit est une capsule de cinq valves contenant de nombreuses graines ailées (Nsiama,
2008).

Le genre Entandrophragma renferme 14 espéces environ parmi lesquelles 5 identifiées au
Cameroun (Aubreville, 1950; Letouzey, 1985):

e Entandrophragma angolense Welwitsch C.D.C

e FEntandrophragma candollei Harms

e Entandrophragma congolense H. Chev

o Entandrophragma utile (Dawe & Sprague) Sprague.

e Entandrophragma cylindricum Sprague.
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Cette dernicre espéce a savoir Entandrophragma cylindricum Sprague est celle sur laquelle

nous nous sommes particuliérement attardés.

1.2.1.3- Apercu botanique de Entandrophragma cylindricum
1.2.1.3.1- Position systématique

La position systématique de Entandrophragma cylindricum selon la classification classique

est donnée par la figure 4 suivante (Hawthorne, 1998; Louppe et al., 2008).

Reégne Végétal

Embranchement

A 4

Spermaphytes ou Phanérogames

Sous-Embranchement ou Division

A 4

Angiospermes (Magnoliophyta)

Ordre Sapindales

Classe Dicotylédones (Magnoliopsida)
Famille » Meliaceae

Tribu » Swietenieae

Genre » Entandrophragma

Espéce » Entandrophragma cylindricum

Figure 4: Position systématique de Entandrophragma cylindricum

1.2.1.3.2- Description et répartition géographique de Entandrophragma cylindricum

E. cylindricum est un grand arbre caducifoli¢, dioique, atteignant 55 a 65 m de haut. Le fiit
est dépourvu de branches jusqu’a une hauteur pouvant atteindre 40 m, rectiligne et cylindrique
avec jusqu’a 200 a 280 cm de diamétre; a contreforts bas, obtus, pouvant atteindre 2 m de haut et
rarement 4 m (Louppe et al., 2008). La surface de 1’écorce du gris argenté au brun grisatre ou
brun jaunatre, devient irrégulicrement écaillée. Le bois de cceur est brun rosé sur une coupe
fraiche, fongant au brun rougeatre ou au brun pourpre une fois exposé a I’air (Mensbruge, 1966;
Louppe et al., 2008).

Les jeunes rameaux a pubescence courtes sont brunatres, marqués de lenticelles (Mensbruge,

1966; Louppe et al., 2008).
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Les feuilles sont alternes, groupées a 1’extrémité des rameaux. Les pétioles de 5 a 13 cm de
long, sont aplatis ou légerement sillonnés et souvent ailés 1égérement a la base. Les pédoncules

ont 1 a 6 mm de long, les folioles opposées a alternes (Louppe et al., 2008).

Les fleurs sont unisexuées, petites et régulicres, de couleur jaune-vert. Le calice en coupe, est
lobé jusqu’a prés de la moitié. Les pétales sont libres et ovales. Les étamines sont soudées et ont
10 anthéres. Les arbres commencent a fleurir vers 1’age de 35-45 ans et peuvent atteindre 500

ans, voire plus (Louppe et al., 2008).

La production de fruits débute lorsque leur diameétre de fiit atteint environ 50 cm (Louppe et
al., 2008). Les fruits sont sous forme de capsule retombante, cylindrique de 6 a 14 cm (voire 22
cm) de long, brune a noir pourpre et contenant jusqu’a 20 graines. La graine est de couleur brun

pale et de 6 a 11cm de long (Louppe et al., 2008).

E. cylindricum est une espece des foréts tropicales humides, exploitée de fagon sélective dans
tout le bassin du Congo pour son bois rouge a tres forte valeur commerciale (Hawthorne, 1998;).
Cette espece se développe dans les foréts ouest-africaines, allant de la Cote-d’Ivoire, le long du
Golfe de Guinée, jusqu’au Cameroun et de la région de [’estuaire de la République
Démocratique du Congo (R.D.C.) a I’Ouganda. On en trouve également dans les foréts a ’Ouest

de la Sierra Léone (Chudnoff, 1984; Hawthorne, 1998; Louppe et al., 2008).

La répartition géographique de E. cylindricum est donnée par le tableau IV pour ce qui est de
I’ Afrique et la figure 5 pour le Cameroun. De méme, les figures 6 et 7 présentent les photos des

parties de la plante et de la plante entiére.

Tableau IV: Distribution de E. cylindricum en Afrique (USDA-ARS, 2015).

Région africaine Pays
Afrique Tropicale Est Ouganda
Afrique Tropicale Centrale-Ouest Cameroun, République Centrafricaine, Congo, Zaire
Afrique Tropicale Ouest Cote d'Ivoire, Ghana, Nigeria, Sierra Leone, Togo
Afrique Tropicale Sud Angola (Cabinda)
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Figure 6: Photo de quelques parties de E. cylindricum
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Figure 7: Photo de I’écorce du tronc
fraichement prélevée de E.
cylindricum

Ostend Tatuedom Kamgue © Juin 2010

1.2.1.3.3- Synonyme et nom vernaculaire

E. cylindricum Sprague selon certaines sources, est appelé Pseudocedrela cylindrica Sprague

(USDA-ARS, 2015). Il est connu sous plusieurs appellations et ceci selon les pays (Tableau V).

Tableau V: Principales appellations de E. cylinricum (Chudnoff, 1984; www.forestmaine.com,
2012; USDA-ARS, 2015).

Pays Appellations
Cameroun Sapelli, Assie
Allemagne Sapelli Mahogany

Ghana Penkwa, Sapelewood
Nigeria
Royaume Uni Sapele
Angola
Congo Undianuno
Gabon
Cote d’Ivoire Aboudikro
Ouganda Muyovu
R.C.A M’boyo
R.D.C Lifaki, Libuyu
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1.2.2- Quelques usages des espéces du genre Entandrophragma

Les especes du genre Entandrophragma sont largement utilisées sur le plan industriel et sur

le plan thérapeutique.
1.2.2.1- Intérét économique et industriel.

Les Meliaceae en général et les especes du genre Entandrophragma en particulier, sont d’une
grande importance. En effet, leurs bois sont utilisés en ébénisterie (meubles de luxe), en
menuiserie (externe et interne). Ils sont généralement commercialisés sous les noms de “sapeli”,
“sapele”, “aboudikro” ou “assié” et sont particuliérement prisés pour la parqueterie, les meubles
courants ou ¢éléments, les boiseries intérieures, les lambris, les escaliers (internes). Le bois de
Entandrophragma est aussi utilisé dans la fabrication des contreplaqués (intérieure, face ou
contre-face), les instruments de musique, la sculpture. L’utilisation pour les placages, la

construction navale, les charpentes 1égéres, la fabrication des jouets et des pirogues est aussi

mentionnée (Louppe et al., 2008; www.forestmaine.com, 2012).

1.2.2.2- Usages en pharmacopée traditionnelle.

Les espéces du genre Entandrophragma sont d’un grand usage dans la médecine naturelle

(Feuya, 2005).

En Afrique centrale, les écorces de E. cylindricum sont utilisées en pharmacopée
traditionnelle sous forme de décoctées ou de macérées. Ces décoctions ou macérations d’écorces
se prennent en cas de bronchite, d’affections pulmonaires, de rhumes, d’cedémes et comme
antalgique. La pulpe d’écorces est employée en usage externe sur les furoncles et les plaies

(Louppe et al., 2008)

Les écorces de E. angolense sont utilisées en Cote-d’Ivoire pour soigner la fievre, et au

Nigéria pour traiter les ulceres gastriques (Tchouankeu, 1999).

Les écorces de E. candollei entrent dans une infusion employée au Sud Cameroun pour
soigner la toux (Tchouankeu, 1999). Le jus de I’écorce s’emploie comme antalgique et le jus de

I’écorce des racines s’applique sur les morsures de serpent (Louppe et al., 2008).

Le jus de I’écorce de E. utile est utilisé pour traiter les maux d’estomac (ulceres gastriques) et

les douleurs aux reins. On s’en frictionne pour soulager les rhumatismes et on 1’emploie tant en
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instillation oculaire en cas d’inflammation qu’en instillation auriculaire en cas d’otite. Le
massage a base d’une macération d’écorces est réputé tonique et stimulant (Louppe et al., 2008).
L’¢corce de E. utile sert a traiter le paludisme. Les feuilles de E. utile sont utilisées au Congo

comme analgésiques et anti-inflammatoires (Tchouankeu, 1999).

La multiplicit¢ des usages susmentionnés, serait a 1’origine de la motivation de certains
chercheurs a entreprendre de nombreux travaux chimiques sur les espéces du genre

Entandrophragma.

1.2.3- Travaux chimiques et activités biologiques antérieurs sur le genre

Entandrophragma

1.2.3.1- Travaux chimiques antérieurs

Plusieurs études chimiques ont été¢ déja effectuées sur le genre Entandrophragma. Ces
travaux ont conduit a I’isolement et a la caractérisation de plusieurs métabolites secondaires
appartenant  principalement aux classes des huiles essentielles (sesquiterpénoides

principalement), des alcaloides, des flavonoides, des triterpenoides et des stérols.

1.2.3.1.1- Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes et variables de constituants appartenant
quasi exclusivement a deux groupes caractérisés par des origines biogénétiquement distinctes. 1l
s’agit du groupe des terpénoides d’une part et du groupe des composés aromatiques dérivés du
phénylpropane, beaucoup moins fréquents d’autre part. Dans le cas particulier des huiles
essentielles, seuls sont rencontrés les terpénes les plus volatils (ceux de masses moléculaires

relativement moyennes) a savoir mono et sesquiterpenes (Bruneton, 1993; Fotso, 2009).

En effet, les sesquiterpénes sont des métabolites secondaires contenant 15 atomes de
carbone. Ils dérivent de 3 unités isopréniques (Bruneton, 1999). Quelques sesquiterpeénes isolés

du genre Entandrophragma sont présentés dans le tableau VI suivant.
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Tableau VI: Quelques sesquiterpénoides isolés du genre Entandrophragma

Noms

Structures

Sources

Références

10-f-hydroxycalameénene 53

c,_OH

4-hydroxycopa-2-¢ne
24

2-a-hydroxycopa-3-éne
55

T-cadinol

56

Ledol
57

Mustakon
58

Ecorces de E.

cylindricum

(Daniewski

et al., 1996)
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Les huiles essentielles ont des propriétés pharmacologiques trés importantes:

e Antiseptiques: le pouvoir antiseptique s’exerce contre des bactéries pathogénes variées,
incluses les souches habituellement antibiorésistantes. Elles sont également actives sur

les champignons et les levures.
e Spasmolytiques et sédatives

o Irritantes qui justifient leur utilisation dans plusieurs pommades (Bruneton, 1993).

1.2.3.1.2- Les alcaloides

A notre connaissance, un seul alcaloide a été jusqu’ici isolé du genre Entandrophragma et

plus précisément de E. cylindricum. 1l s’agit du 3-hydroxypyridine 59 (Tchouankeu, 1989).

OH

1.2.3.1.3- Les flavonoides

Les flavonoides constituent une vaste classe de substances naturelles trés répandue dans le
regne végétal. Ils sont responsables de la coloration des fruits et des fleurs. Du point de vue
structural, les flavonoides sont des composés aromatiques dont le squelette carboné en C;s est
caractérisé par un enchainement C¢-C3-Cg correspondant soit a un diphénylpropane 60, soit au

phénylchromane 61 (Bruneton, 1993)
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Leur biosynthése est faite a partir d’un précurseur commun: la 4,2°,4°,6’-
tétrahydroxychalcone qui sous I’action d’enzymes est métabolisée en plusieurs classes de
flavonoides. Cependant, des réactions telles que la cyclisation, I’acylation ou la glycosylation

conduisent les flavonoides a la forme définitive dans laquelle elles se trouvent dans la plante

(Goodwin, 1976; Kapche, 2008).

Biogénétiquement, 1’étape clé de la formation des flavonoides est la condensation catalysée
par la chalcone synthétase de trois molécules de malonyl-CoA 62 avec un ester du coenzyme A
et du P-coumaroyl-CoA 63. Le produit de la réaction est une chalcone 64. Il s’en suit la
cyclisation de la chalcone catalysée par une enzyme, la chalcone isomérase, qui induit une
fermeture stéréospécifique du cycle (addition «syn» sur la double liaison E), conduisant a la
seule (2S5)-flavanone 65 (Bruneton, 1993). Le schéma suivant présente la biosyntheése des

flavonoides.

OH
o) SCoA
) o) SCoA ] J% ]
3] © —_— 0 o 0
07~ ~SCoA
o)

SCoA
o O O
) \
o OH

HO 0 ‘ HO
O oy 4 Chalcone

OH O ﬁ

Flavanone
65

Autres classes de flavonoides

Schéma 2: Biosynthése des flavonoides
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Jusqu’ici, un seul flavonoide a été isolé¢ de E. cylindricum. 11 s’agit du (+)-7°,7’-diméthyl-5-

hydroxy-2R,3S-transpubéchine 66 (Ngnokam et al., 1994a).

OH
OH

1.2.3.1.4- Les triterpénoides.

Compte tenu du fait que les triterpénes ont été isolés de E. cylindricum et aussi parce que
nous y avons isolé d’autres, il est important que nous présentions une revue de la littérature sur

cette classe de composé.

Les triterpénoides forment un vaste groupe de substances naturelles disséminées dans de
nombreuses familles botaniques (Meliaceae, Rutaceae, Euphorbiaceae, Légumineuses, etc.).
Leur squelette de base en Cs résulte de la polycondensation de six unités isopréniques. Ils sont
issus de la cyclisation du squaléne 67 ou de I’isomere 35-2,3-époxydo-2,3-dihydrosqualéne 68.
La cyclisation de ce dernier conduit aux 3/f-hydroxytriterpénoides qui par oxydation ou

réduction peuvent se transformer en 3 a-hydroxyterpénoides (Bruneton, 1993; Bruneton, 1999).

68

Il existe des triterpeénes polycycliques: il s’agit par exemple des triterpénes tétracycliques et

des triterpenes pentacycliques tels que ceux des groupes lanostane 88, ursane 87, oléanane 84,
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friedelane 85. Ceux-ci constituent les groupes les plus répandus dans les plantes. A ces deux
groupes, nous ajoutons les triterpénes acycliques tels que le squaléne 79, qui n’ont pas subi de
cyclisation au cours de leur biosynthése. Ils constituent cependant la classe de composés

majoritaires dans I’espece Entandrophragma cylindricum.

1.2.3.1.4.1- Biosynthese des triterpénoides.

La biosynthése des triterpenes se fait suivant deux étapes. La premiére étape constitue la voie
mévalonique qui débute avec I’acétyl-CoA (qui est la forme biologiquement active de 1’acide
acétique) et qui conduit a la formation du 3-hydroxy-3-méthylbutaryl-SCoA 71. Le composé 71
est successivement réduit par deux NADPH pour donner I’hémiacétal 72 puis 1’acide 3-R-
mévalonique 73. Ce dernier trait¢ avec deux molécules d’ATP, conduit a I’acide 5-
pyrophosphate mévalonique 74. La décarboxylation du composé¢ 74 conduit au pyrophosphate
d’isopentenyle 75, géranyle 77 et de farnesyle 78. La dimérisation de ce dernier conduit au

squaléne 67 (Tchouankeu, 1989; Tchuendem, 1997).

La deuxieme étape de la biosynthése est la cyclisation de I’isomere 38 du 2,3-époxy-2,3-
squaléne 68 ou du squaléne pour donner un carbocation. Ce cation peut subir plusieurs
modifications (migration 1,2 de protons et de méthyles) et selon la conformation de

I’époxysqualéne on peut avoir deux possibilités:

- Si I’époxysqualéne est maintenu dans une conformation chaise-chaise-chaise-bateau, la
cyclisation conduit a un cation de type dammarane 79. On peut ensuite assister soit a un
¢largissement du cycle D suivi de la formation d’un cycle supplémentaire, conduisant ainsi aux
triterpenes pentacycliques (oléanes, ursanes, lupanes, friedelanes, taraxastanes, etc.), soit aux
migrations concertées conduisant a 1’euphol et au tirucallol précurseurs de limonoides et
quassinoides. Le réarrangement conduit aussi aux composés tétracycliques dont le cycle D est

hexacyclique.

- Si I’époxysqualeéne est maintenu dans une conformation chaise-bateau-chaise-bateau, la
cyclisation conduit a un cation protostane précurseur immédiat, par une suite de migrations 1,2

de protons et de méthyles, des cycloartanes et des cucurbitanes (Bruneton, 1993).
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Les schémas 3 et 4 illustrent respectivement la biosynthése du squaléne et les

interconversions dans la série des triterpénes pentacycliques.

H+
0] HY
0 OHO
o) _— H SCoA
SCoA
)kSCoA o 2
) 2
acéthylCoA 69 N )J\SCOA @
AcétoacétylCoA 70
0 OH oH
7 A o M
HO)W - H SCoA
OH 12
i3
“4)
OH 6

@)OJ\}g/\ i /lk/\ - M

H~( < Opp Opp
72 Opp pyrophosphate (CS) L0
- d'1s0pentenyle
CH,Opp
Cb/ hosphate de
Pyrophosphate de PYrophosp
géranyle (Cyg) 1L

Squaléne (C59) 67 famesyle (Cys) 18
(1) = HMG. CoA synthétase (4) =2 ATP
(2) = NADPH, HMG. CoA réductase (5) = ATP, - CO,
(3) =NADPH (6) = Isomérase

Schéma 3: Biosynthése du squaléne
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oxydation

(époxydation)

époxysqualéne 68

H*

“, DAMMARANES 79

beta- amyrine
OLEANANES

(2 migrations 1,2) 86
taraxastérol
TARAXASTANES

H friedeli Ho - 87 URSANES
riedeline % _alpha- amyrine
FRIEDALANES (3 migrations 1,2)

LANOSTANE
88

Z CYCLOARTANE
89

T 35 STEROIDES

20-alpha H euphane
20-béta H tirucallane

LIMONOIDES

Schéma 4: Biosynthese des triterpénoides et des stéroides
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1.2.3.1.4.2- Les triterpénoides acycliques ou linéaires.

Les triterpénoides acycliques ou linéaires sont des dérivés linéaires du squaléne. La chaine
carbonée a subi quelques modifications. Le squelette carboné des triterpénes acycliques avec les

deux numérotations des carbones est le suivant (Bruneton, 1999):

Ic' 14 1s'

Les ¢études phytochimiques du genre Entandrophragma ont permis d’isoler quelques

triterpénoides acycliques regroupés dans le tableau suivant.
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Tableau VII: Les triterpénoides linéaires isolés du genre Entandrophragma

Noms Structures Sources | Références
Sapelenine Ho OH Ho OH
A — — —
% AcO HO
Sapelenine (Ngnokam
B etal,
91 1993)
Sapelenine OH OH Ho M
C — T T Ecorces de
92 ACO 1 a
cylindricum
Sapelenine (Ngnokam
D etal,
93 1995)
Sapelenine
E
o (Ngnokam
: etal.,
Sape;emne B B B HO OH B 2005)
95 OHHO

1.2.3.1.4.3- Les triterpenoides tétracycliques

Les ¢études phytochimiques effectuées sur le genre Entandrophragma ont permis d’isoler les
triterpenoides tétracycliques et particuliérement les limonoides. Ces derniers constituent le
groupe de métabolites secondaires le plus souvent rencontrés dans la famille des Meliaceae dont

ils sont caractéristiques, d’ou I’appellation «M¢liacines» (Feuya, 2005).
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Les limonoides constituent une vaste classe de triterpénes tétracycliques dont la chaine
latérale, amputée de quatre atomes de carbone, a été cyclisée en furane. Le nom limonoide dérive
de la limonine 96 qui en est le premier composé, isolé de Citrus limonin (Rutaceae) et dont la
structure a été déterminée en 1960 (Arigoni et al., 1960). Le premier limonoide des Meliaceae

est la gédunine 97, isolée de Entandrophragma angolense (Adesida et Taylor, 1967).

1.2.3.1.4.3.1- Biosynthése et biogenése des limonoides.

Les limonoides dérivent biogénétiquement soit de 1’euphol 98, soit du tirrucallol 99, deux
triterpénes tétracycliques, par perte de quatre atomes de carbone sur la chaine latérale, puis
cyclisation de celle-ci pour donner un cycle furanne. Le méthyle en C-14 migre en C-8 et un
atome d’oxygene se fixe en C-7 (Feuya, 2005) (schéma 4). Cet intermédiaire 100 subit des
modifications pour donner de nouveaux groupes de limonoides 101 ou des quassinoides 102

(Feuya, 2005).

Bien que cette biogenése ne soit pas encore bien établie, celle élaborée jusqu’alors est
suffisamment étayée par les intermédiaires isolés des Meliaceae, intermédiaires qui sont des
triterpenes soit en Csg appelés protolimonoides, soit en, Cas, Cos5 ou Caa, appelés furannoides ou
respectivement tétranor, pentanor et hexanortriterpénoides. Les noms précédents sont en rapport
avec le nombre d’atomes de carbone perdus par le squelette triterpénique de base en C;o (Feuya,

2005).
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Schéma 5: Biosynthése des limonoides
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Suivant leurs origines biogénétiques et le nombre d’atomes de carbone que comportent leurs
squelettes, les limonoides sont généralement classées en deux groupes: les furannoides et les non

furannoides.

1.2.3.1.4.3.2- Les non furannoides ou les protolimonoides.

Les non furannoides ou les protolimonoides sont des triterpénes tétracycliques polyoxygénés
dont le squelette comporte 30 atomes de carbone, a chaines latérales non cyclisées, ou
transformées en tout autre cycle que celui du furane. Ils comportent tous un atome d’oxygene
intracyclique. Leur particularité structurale comparée a celles des intermédiaires isolés dans les

Meliaceae permet de les considérer comme les précurseurs des limonoides (Feuya, 2005).

Les travaux chimiques effectués sur le genre Entandrophragma ont permis d’isoler en plus
du 24-méthyleéne cycloartenol 103 un triterpéne tétracyclique non limonoidique isolé des écorces
du tronc de E. angolense (Tchouankeu et al., 1992, Bickii et al., 2007), quelques

protolimonoides qui sont regroupés dans le tableau VIII suivant.
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Tableau VIII: Les protolimonoides isolés du genre Entandrophragma

Noms Structures Sources Reférences
) ) (Okorie et
Entandrolide Graines de
Taylor,
104 E. angolense
1977)
HO -
‘ I O ‘ (Okorie et
Entandrophragmatriol Graines de
Taylor,
105 E. utile
1977)
Odoratone Ecorces de | (Tchouankeu
106 E. candollei | etal., 1988)
HO
~OH
o .
Sapeline A _ Bois de E. (Chan et al.,
107 — cylindricum 1970)
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Tableau VIII: Les protolimonoides isolés du genre Entandrophragma (suite)

OH
OH
0]
Sapeline B = = Bois de E. (Chan et al.,
108 T cylindricum 1970)
. OH
Sapeline C Bois de E. (Chan et al.,
R
109 0 ’ cylindricum 1971)
Spicatine R R Graines de E. | (Connolly et
1 ”, 2
110 £ spicatum al., 1981)
109 R, =0, R,=R;=H, alpha- OH
& R1=R2=O, R3= H, alpha-OH
Sapeline D Bois de E. (Chan et al.,
11 cylindricum 1971)
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Tableau VI11: Les protolimonoides isolés du genre Entandrophragma (suite et fin)

Sapeline E 112

Bois de E.
(Chan et al.,

1971)

cylindricum

I
(o]
g
vl
o
I
o
T

Sapeline F

113

1.2.3.1.4.3.3- Les furannoides

Ils constituent le groupe le plus important des composés isolés des Meliaceae. Ils sont des
triterpeénes tétracycliques dégradés suite aux modifications des cycles A, B, C et D du squelette
triterpénique et ils contiennent un furane attaché au carbone-17. Ils sont classés suivant les
modifications observées sur les cycles A, B, C et D; mais aussi suivant le nombre d’atomes de

carbone que comporte le squelette (Feuya, 2005).

Le tableau IX regroupe quelques furannoides isolés du genre Entandrophragma.

52



Tableau IX: Les furannoides isolés du genre Entandrophragma

Noms Structures Sources Références
Bois de E.
angolense
Angolensate de méthyle (Chan et al.,
114 1970)
Bois de E.
utile
Acide angolensique Bois de E. (Bickii et al.,
115 angolense 2007)
Atomasine A
116
OAc © Ecorces de E. | (Tchouankeu
candollei etal., 1989)

Atomasine B

117
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Tableau IX: Les furannoides isolés du genre Entandrophragma (suite)

Busséine A

118

Busséine B

119

Busséine C

120

Bois de E.

bussei

(Héanni et
Tamm, 1972;
Nsiama, 2008)

(Nsiama, 2008)
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Tableau IX: Les furannoides isolés du genre Entandrophragma (suite)

Busséine D

121

Busséine E Bois de E.
(Nsiama, 2008)
bussei

122

Busséine F

123




Tableau IX: Les furannoides isolés du genre Entandrophragma (suite)

ACO/,, g
Busséine G
124
HO
/ o}
AcQ _/
Busséine H i
125

Busséine J

126

Bois de E.

bussei

(Nsiama, 2008)
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Tableau IX: Les furannoides isolés du genre Entandrophragma (suite)

Busséine K

127

Busséine L

128

Busséine M

129

Boisde E.

bussei

(Nsiama, 2008)
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Tableau IX: Les furannoides isolés du genre Entandrophragma (suite)

Candolleine Bois et écorces (Adesida et
130 de E. candollei Taylor, 1967)
Bois de E. (Chan et al.,
spicatum 1970)
Entandrophragmine
131
Bois de E. (Arndt et
caudatum Baachers, 1972)
Gédunine Bois de E. (Adesida et
97 angolense Taylor, 1967)
Phragmaline Bois de E. (Arndt et
132 caudatum Baachers, 1972)
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Tableau IX: Les furannoides isolés du genre Entandrophragma (suite)

Entiline A
133
Entiline B
134
Entiline C 133 R;=R,=H
m R1=H, R2=AC
& 13_5 R]ZCH3; RZZH
Entiline D
136
/ o
/
Utiline B MeO,C
137 )
“OCOCH(CH;),

’OAc
OH

OAc

Ecorces de E.

utile

(Tchouankeu

et al., 1990)

(Nsiama,

2008)

(Daniewski

etal., 1995)

(Daniewski

et al., 1993)
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Tableau IX: Les furannoides isolés du genre Entandrophragma (suite)

Untiline C Ecorces de | (Daniewski et
138 E. utile al., 1994)
OAc
Prieurianine
139
CHzoAC
Ecorces de
(Feuya, 2005)
E. candollei
Epoxyprieuruanine
140

60



Tableau IX: Les furannoides isolés du genre Entandrophragma (suite et fin)

Spicata-2 Graines de E. (Okorie et
141 spicatum Taylor, 1977)
Delevoyine B Ecorces de E. | (Mulholland
142 delevoyi etal., 1994)
7 a-obacunylacétate Ecorces de E. | (Bickii et al.,
143 angolense 2007)
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1.2.3.1.4.4- Les triterpénoides pentacycliques

Des constituants isolés du genre Entandrophragma, un triterpéne pentacyclique a été isolé
précisément des écorces du tronc de E. cylindricum. 11 s’agit de la 22-hydroxyhopan-3-one 144

(Ngnokam et al., 1994b).

:l[,II/

OH

1.2.3.1.5- Les stéroides

Les stéroides sont des produits naturels de structure tétracyclique synthétisés par voie de
I’acide acétique. Dans cette classe on retrouve les stérols (sous-classe) qui constituent le groupe
de métabolites secondaires les plus répandus dans les végétaux et parmi lesquels se trouvent des
composés tels que les acides biliaires, les hormones sexuelles, les glucosides cardiotoniques, et
les amines stéroidiques (Bruneton, 1999; Louppe et al., 2008). Le nom «stéroide» est donné a
tous les composés dont le squelette comporte le noyau perhydrocyclopentanophenanthréne. La
position des substituants a été déterminée dans presque tous les composés stéroidiques

disponibles et I’oxygene occupe toujours la position 3; d’ou le squelette de base des stéroides.

18

Les stéroides dérivent du méme précurseur que les triterpénes et sont considérés comme des

triterpénes tétracycliques qui ont perdu au moins trois méthyles. Les stéroides naturels portent
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tous un 3-f-hydroxyle et au moins une double liaison carbone-carbone (Tchouankeu, 1999). Le

schéma 4 présente 1

Le tableau X regroupe quelques stérols isolés du genre Entandrophragma.

Tableau X: Quelques stéroides isolés du genre Entandrophragma

a biosynthése des stérols et des triterpenes.

Noms Structures Sources | Références
(Tchouankeu
Ergosta-5,24 (28) Ecorces | etal., 1992,
dién-7a-OMe,3 ol de E. 1996;
146 utile Daniewski et
al., 1996)
Peroxyde
d’ergostérol
147 (Tchouankeu
Ecorces | etal., 1992,
de E. 1996;
utile Daniewski et
7,20(S)-dihydroxy- al., 1996)
4,24(28)-
ergostadién-3-one
148
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Tableau X: Quelques stéroides isolés du genre Entandrophragma (suite et fin)

38, 7Ta, 205

trihydroxy-

ergosta-5,24

(24°)-diene
149

Ecorces de

E. utile

(Tchouankeu
etal., 1992,
1996;
Daniewski et

al., 1996)

Stigmastérol

10

3p-
sitostérylhepta

decanoate 151

3-0-4-D-
glucopyranosyl
- -sitostérol
152

[-sitostérol
153

Campestérol

154

151
152
153
154

CHj3(CH,)5CO,
CeH1106
OH
OH

R’

CH;CH;

CH;CH;
CH3
CH;

Ecorces et
bois de E.

cylindricum

(Ngnokam et
al., 1994b)

64



1.2.3.2- Activités biologiques antérieures

L’entandrophragmine 131 a ¢été isolée du bois de E. spicatum et de E. caudatum, elle a
démontré¢ une forte toxicité pour les tétards. L’écorce de E. cylindricum contient également
plusieurs triterpénoides acycliques, appelés sapelenines. Des extraits d’écorces ont présenté des
propriétés inhibitrices sur la reproduction du charangon du mais Sitophilus zeamais (Louppe et
al., 2008).

Certains entilines isolés de E. utile et E. candollei, notamment entiline A 133 et entiline B
134 ont montré une activité antipaludéenne modérée in vitro contre des souches résistantes a la
chloroquine de Plasmodium falciparum (Tchouya et al., 2005; Louppe et al., 2008). Les extraits
des écorces de E. utile présentent des propriétés fongicides contre Pyricularia oryzae
(Tchouankeu, 1999).

De méme, les travaux pharmacologiques ont permis de mettre en évidence 1’activité
antipaludéenne (antiplasmodiale) de certains composés du genre Entandrophragma: atomasine A
116, isolé de E. candollei et E. utile (Tchouya et al., 2005), 7a-obacunylacétate 143 et 24-
méthyleéne cycloartenol 1083 isolés de E. angolense (Bickii et al., 2007).

Compte tenu du fait que certains des composés que nous avons isolés de E. cylindricum
(principalement les triterpénes acycliques) ont présenté des propriétés anti-inflammatoires, nous

avons jugé nécessaire de présenter un apercu sur cette activité biologique.

1.3- L'INFLAMMATION ET LES ANTI-INFLAMMATOIRES

1.3.1- L’inflammation

1.3.1.1- Généralités sur I’inflammation

Le terme inflammation vient de deux mots latins «in» et «flamma» et signifie «qui brile en
dedans» (Borel et al., 1984). L’inflammation est un processus réactionnel mis en ceuvre par
I’organisme chaque fois que l’intégrité de ses constances morphologiques et biologiques est
menacée (OMS, 2002). C’est une réaction des €tres vivants a une Iésion ou une stimulation
cellulaire excessive ou normale due a une agression tissulaire d’origine: mécanique, chimique et

immunologique (Aissata, 2005). L’inflammation est un ensemble de réactions dont la finalité
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peut étre utile (réaction de défense de ’organisme pour faire face a une agression) ou nocive

(inflammation secondaire a un processus auto-immune) (Mariam, 2006).

L’inflammation se caractérise le plus souvent par la chaleur, la douleur, la rougeur et la
tumeur et comporte des manifestations vasculaires (cedéme, vasodilatation), cellulaires
(activation leucocytaire) et tissulaires (organisation et réparation) (Kerbaum et al., 1998). Deux
types d’inflammations sont connus (Kerbaum et al.,, 1998; Aissata, 2005; Amadou, 2005;
Mariam, 2006):

e 'inflammation aigué (localisée ou primaire): C’est la réponse initiale a une Iésion

tissulaire.

e [’inflammation chronique (généralisée ou secondaire): C’est une série de réactions de

longue durée pouvant aller de quelques semaines a quelques années. C’est le cas dans

I’inflammation rhumatismale.

Les facteurs étiologiques de I’inflammation sont divers (Amadou, 2005). On a:

e Agents exogenes: qui sont soit de nature physique (radiations, électricité, froid, piqre,
contusion); chimique (acides, substances minérales diverses.); ou biologique (virus,
parasites, toxines).

e Agents endogénes: Ce sont essentiellement les antigenes, les auto-antigénes, les complexes
immuns circulants, également les cristaux formés dans les liquides biologiques.

L’inflammation est induite par de multiples médiateurs chimiques provenant du plasma ou

des cellules et qui interviennent a tous les stades de 1'inflammation.

1.3.1.2- Quelques médiateurs de I’inflammation

On en distingue plusieurs dizaines dont I’histamine, la prostaglandine et les cytokines (pro-
inflammatoires, immunorégulatrices et effectrices) qui sont des médiateurs de la communication

intercellulaire.

1.3.1.2.1- Les prostaglandines (PGs)

Les prostaglandines sont des métabolites de l'acide arachidonique, obtenues a partir de
phospholipides membranaires par action de phospholipases. Ce sont des molécules liposolubles

sécrétées dans le milieu extracellulaire. Elles jouent des roles importants dans les organismes
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vivants et se trouvent dans pratiquement tous les tissus et les organes. Les prostaglandines sont
des agents de signalisation (médiateurs lipidiques) paracrine et autocrine, possédant chacune 20
atomes de carbone dont un cycle a 5 atomes de carbone. Ce sont des médiateurs chimiques qui

possédent divers effets physiologiques (www.universalis.fr, 2014).

Les prostaglandines sont synthétisées dans la cellule a partir d'acides gras essentiels
(www.universalis.fr, 2014):

e l'acide di-homo-gamma-linolénique conduit aux prostaglandines de la série indice 1;
e l'acide arachidonique (AA) donne les prostaglandines de la série indice 2;

« l'acide éicosapentaeénoique (EPA) méne aux prostaglandines de la série indice 3.

Le schéma 6 présente la biosynthése des prostaglandines de la série indice 2 a partir de
l'acide arachidonique (Narumiya, 1999).

Acide Arachidonique (AA)

Cyclooxygénase| /- 20,

Prostaglandine G2 (PGG,)

TX Synth
Prostaglandine 12 (PGL,) PG Synthase . staglandine H2 (PGH,) ynthase

Thromboxane A2
(TXA,)

PGD Synthasg, PGF Synthase
PGE Synthase

Prostaglandine D2 (PGD,) Prostaglandine F2a (PGF,q)

Prostaglandine E2 (PGE,)

Schéma 6: Voie de biosynthése des prostanoides

11 existe plusieurs types de prostaglandines parmi lesquels la PGI2, la PGH2 et la PGE2.

La prostaglandine de la série E (PGE) et précisément la PGE2, est stable contrairement a
certaines autres prostaglandines telle que la PGH; (Gross, 2006). Cette stabilité lui confere une
durée de vie tissulaire relativement longue. Mais des qu’elle atteint le flux sanguin, elle est

rapidement dégradée lors de son premier passage dans le tissu pulmonaire (Gross, 2006).
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La PGE2 exerce de nombreuses fonctions dans I’organisme, suggérant [’existence de
plusieurs récepteurs spécifiques. La PGE2 intervient dans des systémes fonctionnels aussi variés
que la digestion, 1’¢élimination des métabolites, la reproduction, le développement, le systéme
nerveux et est impliquée dans des processus physiopathologiques comme le cancer.

Au niveau du systéme nerveux, la PGE2 est impliquée dans la douleur, la transmission des
signaux nociceptifs et controle la survenue de la fievre (Gross, 2006).

La PGE2 joue un réle prépondérant dans les réponses inflammatoires. D’une part, elle
contrdle la prolifération de la moelle osseuse et donc le nombre de cellules myéloides produites.
D’autre part, la PGE2 stimule la production de chemokines par les macrophages et régule la
production de lymphokines par les cellules T. La PGE2 est un médiateur inflammatoire, produit
par les monocytes activés et elle est effectivement mise en évidence dans diverses maladies
humaines inflammatoires, liées a 1’age, ou encore cancéreuses. La PGE2 participe également a la

régulation de la fonction plaquettaire (Amano et al., 2003; Gross, 2000).

1.3.1.2.2- Les cytokines

Les cytokines représentent une trés grande famille de messagers solubles, essentielles a la
communication entre nos cellules. On peut citer entre autres: les interférons gamma, les
lymphotoxines (par exemple le TNF-alpha: Tumor Necrosis Factor-alpha), les chimiotoxines et
les interleukines qui représentent la famille de cytokine sur laquelle a porté notre attention.

Le terme «interleukine» avait été ainsi nommé car les premicres observations semblaient
montrer qu'elles étaient exprimées par les globules blancs (d’ou —leukin pour leucocytes) en
guise de moyen de communication (d’ou inter-). Il a été découvert par la suite que les
interleukines étaient produites par une large variété de tissus et cellules, et que bien que
regroupées sous cette terminologie par commodité, elles ne présentent aucune parenté
biochimique ni de fonction entre elles (Brocker et al., 2010; Khadka, 2014). Les interleukines
permettent I’activation de certaines cellules a exercer des fonctions de destruction des microbes
ou a produire a leur tour d’autres facteurs.

Il existe plusieurs types d’interleukines. Mais jusqu’en 1979, seules deux interleukines étaient
connues et dénommées IL-1 et IL-2. Cependant au début de I’année 2006, ce nombre est passé a
31 interleukines et de nos jours, nous en sommes a 36 qui sont connues et dénommées sous

l'intitulé IL-1 a IL-36 (Brocker et al., 2010; Khadka, 2014).
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Dans la famille d’IL-17, il existe six membres dénommés IL-17-A a IL-17-F. Ces six formes
d’interleukines-17 sont toutes impliquées dans I’inflammation mais sont sécrétées par différentes
cellules du systéme inné (granulocytes, des lymphocytes, NK, ...) et par certaines cellules du
systéme adaptatif (lymphocytes Th17) (Rouvier et al., 1993; Yao et al., 1995; Fossiez et al.,
1996; Mathieu et al., 2012). Nous avons focalisé notre étude sur IL-17-A, qui a été obtenu par
stimulation des cellules mononucléaires du sang périphérique humain (PBMC) par la

phytohemagglutinine (PHA).

Le processus de défense de I’organisme peut parfois évoluer de fagcon anormale et déclencher
des maladies auxquelles on oppose des médicaments anti-inflammatoires pouvant étre

conventionnels ou traditionnels.

1.3.2-Les anti-inflammatoires

Les anti-inflammatoires sont des médicaments capables d’atténuer ou de supprimer le
processus inflammatoire (Mariam, 2006). Ils peuvent agir a divers niveau. Ils peuvent inhiber la
libération des médiateurs ou diminuer la quantité de substrat disponible, ou encore peuvent agir

par immunostimulation (Safayhi et Sailer, 1997).

On distingue deux grands groupes: les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et les anti-

inflammatoires stéroidiens (AIS).

1.3.2.1- Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Ils sont définis pour le mieux comme étant la classe médicamenteuse qui possede les mémes
propriétés pharmacologiques que 1’acide acétylsalicylique (aspirine): analgésiques (antalgiques),
antipyrétiques, anti-inflammatoires. Ils ont une action symptomatique rapide. Ils n’ont pas
d’action sur les processus pathologiques chroniques. L’ arrét de I’ AINS est suivi de la reprise de
la symptomatologie inflammatoire (Mariam, 2006).

La diminution de la production tissulaire des prostaglandines et thromboxanes du fait de
I’inhibition de la cyclo-oxygénase (COX) est le mécanisme d’action commun a tous les AINS
(Chauvelot-Moachon et al., 1988). En effet, les AINS ont une similitude dans leurs effets
thérapeutiques liés a I’inhibition de la synthése des prostaglandines en bloquant la synthése de la

cyclo-oxygénase (COX) qui catalyse la formation des prostaglandines a partir de 1’acide
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arachidonique (Aissata, 2005). Ils entrainent une diminution de la migration cellulaire et des

actions des tissus conjonctifs (glycoprotéine, collagéne) (Bourin et al., 1993).

En dehors de I’action sur la cyclo-oxygénase, d’autres mécanismes d’action a 1’échelon
cellulaire et moléculaire sont proposés pour expliquer notamment les effets anti-inflammatoires

des AINS (Chauvelot-Moachon et al., 1988):

e Découplage de la phosphorylation oxydative: entrainant une diminution de 1’énergie
nécessaire au processus inflammatoire.

e Action sur les polynucléaires neutrophiles: ce qui a pour conséquence une diminution dans
la quantité des différents médiateurs de I’inflammation libérés par les cellules.

e Captation de radicaux libres réactifs: conduisant a I’inhibition de I’activation des cyclo-
oxygénases et a I’¢élimination de certaines des manifestations de la réaction inflammatoire.
Les AINS ont en commun un certain nombre d’effets secondaires qui obligent a prendre des

précautions lors de leur emploi (Chauvelot-Moachon et al., 1988).
¢ Troubles digestifs sans gravité immédiate: douleurs épigastriques, nausées, vomissements
e Oedeémes de Quincke, rétention hydro sodée
¢ Accidents cutanés: syndrome de Lyell
e Accidents gastriques: perforation, hémorragies digestives
¢ Accidents sanguins
e Toxicité hépatique: risque de survenue d’hépatite toxique
e Toxicité rénale: syndrome néphrétique, réduction de la filtration glomérulaire
¢ Poussées hypertensives: décompensation cardiaque
¢ Troubles neuropsychiques et neurosensoriels.

Ils sont répartis en huit principales classes chimiques telles que le présente le tableau suivant

(Chauvelot-Moachon et al., 1988).
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Tableau XI: Classes chimiques des principaux AINS.

Classes chimiques Dénominations communes internationales

Salicylés Acide acétylsalicylique (Aspirine™), bénorilate

Acide flufénamique, acide méfénamique (Niflugel®),

Acides fénamiques ou anthraniliques ) ) ) .
d q acide niflumique (Nifluril®)

Indoliques Indométacine (Indocid™), sulindac
Pyrazolés Phénylbutazone (Butazolidine®), oxyphenbutazone
Acides pyrrole-acétiques Tolmétin, zomépirac
Dérivés de 1’acide phénylacétique Diclofénac (Voltarene™)
Isoxicams Piroxicam (Feldene®)

. . , Acide tiaprofénique, fenbuféne, fénoproféne
Acides propioniques et apparentés

flurbiproféne, indoproféne, ibuproféne (Tabalon®),

du fenbufe
(cas du fenbuféne) kétoproféne (Ketoderme™), naproxéne, pirproféne

La figure 8 ci-apres donne les structures de quelques AINS (Aissata, 2005; Amadou, 2005;
Mariam, 2006).

COOH
(0)
Y COOH
(0]
Acide acéthylsalicylique (Aspirine) Ibuproféne (Tabalon)
COOH
E\I COOH
X
=
N H CF3 /
N N CFs
H
Acide mefenamique (Niflugel) Acide niflumique (Nifluril)

Figure 8: Exemples d’anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS).
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Figure 8: Exemples d’anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) (suite et fin).

1.3.2.2- Les anti-inflammatoires stéroidiens ou glucocorticoides (AlS).

Les anti-inflammatoires stéroidiens couramment dénommés "corticoides" sont des substances
ayant en commun une analogie structurale avec une hormone corticosurrénalienne, le cortisol

(Mariam, 2006).

Les glucocorticoides inhibent la phospholipase A2 et bloquent ainsi la libération de 1’acide
arachidonique a partir des fractions phospholipidiques des membranes cellulaires. La synthese
des prostaglandines et des leucotriénes est inhibée (Mariam, 2006). En effet, les glucocorticoides
empéchent la formation de glycéro-phospholipides membranaires en acides arachidoniques par la
production d’enzyme lipocortine. Ils diminuent la migration des polynucléaires, monocytes,
macrophages vers les sites de I’inflammation et la production de médiateurs comme la

sérotonine, 1’histamine, les cytokines (Bourin et al., 1993).
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Les effets secondaires liés a 1’utilisation des corticoides sont entre autres: désordres
hydroélectriques, troubles de régulation avec hyperglycémie, fragilité¢ cutanée, aménorrhée chez
la femme et retard de croissance chez I’enfant, ulcéres gastroduédonaux, immunodépression
(Mariam, 2006). La figure 9 ci-dessous donne les structures de quelques AIS (Aissata, 2005;
Amadou, 2005; Mariam, 2006).

Cortisone Hydrocortisone Prednisone
(CORTANCYL)

(0]
HO
OH
HO

Methylprenisolone (MEDROL)

Bethamethasone (CELESTENE)

Triamcinolone

Figure 9: Exemples d’anti-inflammatoires stéroidiens (AIS).
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1.4- LACYTOTOXICITE

Une substance est dite toxique si elle est nocive pour les cellules et donc, a la propriété de les

détruire ou de les altérer (http://www.futura-sciences.com, 2015). La cytotoxicité générale est la

recherche d’un effet toxique sur un type cellulaire le plus souvent peu différencié.

L’¢étude toxicologique d’une nouvelle molécule fait aujourd’hui appel:

e & des tests in vitro a court terme sur des modeles cellulaires et acellulaires: il s’agit alors

des études de toxicité cellulaire ou cytotoxicité.

e a des expérimentations in vivo.

Les batteries de tests in vitro offrent la potentialité de révéler et de caractériser des toxicités
de nature trés variables. La toxicité d’un agent chimique est caractérisée par des marqueurs tant
moléculaires (il s'agit de modifications de la structure des molécules biologiques par interaction
directe ou indirecte) que biologiques (il s'agit de l'altération fonctionnelle des cellules et,
secondairement, de son retentissement sur [’homéostasie des organismes ou de 1’individu)
(Orsiére et al., 2001). Suite a une toxicité, une cellule peut mourir par 2 processus distincts:

e la nécrose, qui apparait généralement aprés une lésion cellulaire, d’origine chimique ou

physique, et résulte d’un processus dégénératif,

e ’apoptose ou mort cellulaire programmée, qui est un processus actif dépendant de

I’expression des génes spécifiques conduisant a I’autodestruction cellulaire.

Trois modeles cellulaires distincts sont utilisés dans le cadre des études de cytotoxicité:

e les cellules en culture (en suspension ou en monocouche) ; il s'agit du modéle le plus utilisé
du fait de sa commodité de manipulation. Il peut s'agir de lignées cellulaires ou de cellules
en primo-culture,

e les organes isolés perfusés,

e les coupes ou tranches d’organe.

Le but de la cytotoxicité consiste en la détermination de la concentration inhibitrice 50%
(CI50) qui pourra ensuite étre comparée a la dose létale 50 % (DLS50). Il existe plusieurs
méthodes d'étude de la cytotoxicité parmi lesquelles: les méthodes fondées essentiellement sur
des perturbations de la perméabilité membranaire; les méthodes fondées sur des altérations de la

prolifération cellulaire (Orsiére et al., 2001).
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Les méthodes de perturbation de la perméabilité membranaire sont plus nombreuses et plus
employées. Ces méthodes sont fondées soit sur l'utilisation de colorants, soit sur le "relargage" de
molécules biologiques dans le milieu extérieur.

Les méthodes de cytotoxicité utilisant des colorants ont pour principe: 1’utilisation d’un
colorant qui, en fonction de ses caractéristiques, pénétre dans les cellules vivantes ou mortes. La
proportion relative des cellules colorées ou non est un reflet exact du nombre de cellules vivantes
ou mortes et donc de la viabilit¢é de I’ensemble de la population cellulaire, en relation directe
avec la concentration du toxique étudié. Il existe 3 types de colorants (Orsiére et al., 2001):

e les colorants vitaux ou d’exclusion (cellules mortes),

e les colorants supravitaux ou d’inclusion (cellules vivantes),

e les colorants nécessitant une étape de métabolisation (MTT-mesure des capacités

métaboliques).

La plupart des composés biologiquement actifs possédent une structure moléculaire chirale
avec plusieurs centres chiraux. La configuration absolue des composés pharmaceutiques est
d’une grande importance dans leur activité biologique. On trouve souvent qu’un énantiomere
présente une activité médicinale pendant que 1’autre n’en présente pas. Dans certains cas, les
énantiomeres présentent des effets opposés. Pour cette raison, il est important d’obtenir des

composés énantiopurs et de déterminer leur configuration absolue.

1.5- DETERMINATION DE LA  CONFIGURATION  ABSOLUE PAR
L INTERMEDIAIRE DES ACIDES DE MOSHER (MTPA).

L’acide de Mosher ou I’acide 2-méthoxy-2-(trifluorométhyl)-2-phénylacétique réagit avec un
alcool secondaire ou une amine de stéréochimie inconnue pour former un ester ou un amide. La
stéréochimie de I’ester ou de 1’amide est alors déterminée par la spectroscopie RMN 'H (Allen,

2008).
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MeO CF; CF,
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COOH COOR*
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Acide de Mosher (MTPA) Ester de Mosher

La forme chlorure d’acide du réactif de Mosher est la plus utilisée parce qu’elle a une
meilleure réactivité (Ward et Rhee, 1991; Fozing, 2011).
Le chlorure d’acide de Mosher existe sous deux isoméres commerciaux: le (R)- et le (S)-

MTPA-CL

v

(S)-ester + HCI

(R)-MTPA-Cl + R'OH

v

(R)-ester + HCI

(S)-MTPA-CI + R"OH

Schéma 7: Réactions des chlorures d’acide de Mosher (MTPA-CI) avec un alcool secondaire

L’utilisation de la RMN 'H permet de calculer la valeur des différences des déplacements
chimiques des protons du (S)- et (R)-ester de Mosher (Ad = ds-dr). Cette différence serait due au
champ d’anisotropie magnétique que le phényle de 1’acide de Mosher exerce dans son entourage
(Dale et Mosher, 1973). La configuration absolue de I’alcool s’obtient en placant les protons a
Ao positif sur le coté droit et ceux a Ad négatif sur le coté gauche selon le modele suivant

présenté a la figure 10 (Zhi et Yuan, 2005; Fozing, 2011).

R, R;

AS <0 |

O-MTPA

Ao> 0

Figure 10: Modg¢le pour la détermination de la configuration absolue.

Les configurations absolues des carbones C-3 et C-22 du 2,3,22,23-tétrahydroxy-
2,6,10,15,19,23-hexaméthyl-6,10,14,18-tétracosatétracne ([a]zzD = +23° (CHCl3, ¢ = 6,97)), un
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triterpéne acyclique isolé des écorces de Ekebergia capensis , ont été déterminées par cette

méthode (Nishiyama et al., 1996; Nishiyama et al., 1999).

+0,0045

Figure 11: Valeurs AJ SR obtenues de 1’ester de Mosher du 2,3,22,23-tétrahydroxy-
2,6,10,15,19,23-hexaméthyl-6,10,14,18-tétracosatétra¢ne (Nishiyama et al., 1999).

L’isolement des différentes classes de métabolites secondaires passe par plusieurs méthodes
parmi lesquelles CC, CCM, HPLC et LC-MS. Cette derniere méthode est de plus en plus
exploitée dans 1’étude préliminaire des extraits des plantes dans le but d’en esquisser leur
composition. Elle permet ¢galement de confirmer ou d’infirmer la pureté d’un échantillon. II est

important pour nous de présenter un bref apercu de cette technique.

1.6- CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE PERFORMANCE-SPECTROMETRIE
DE MASSE (HPLC-MS)

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) est une technique de séparation des
¢léments d'un mélange basée sur l'utilisation de deux phases: une phase mobile liquide qui
déplace I’échantillon, et une phase stationnaire qui est située a 1’intérieur de la colonne. Suivant
la nature des deux phases utilisées, les éléments a séparer se répartissent de fagon sélective en
fonction de leur poids moléculaire, leur taille ou leur charge. Cette technique s’applique a des
produits de hautes masses moléculaires, non volatiles ou qui sont susceptibles de se décomposer
sous ’effet de la chaleur. Elle nous renseigne sur la présence ou 'absence de certaines substances
en fournissant un chromatogramme qui présente le temps de rétention de chacun des constituants

(Idsasi, 2013).
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La spectrométrie de masse (MS) est une technique de détection trés puissante et trés sensible
qui permet de déterminer des structures moléculaires par analyse du rapport m/z. Cette technique
couplée a la chromatographie liquide a haute performance (HPLC) permet une élucidation
commode des structures des différents éléments des mélanges complexes a I'état de traces

(Idsasi, 2013).

En effet, la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse encore appelée
HPLC-MS ou simplement LC-MS dans le systéme anglo-saxon est une technique de la chimie
analytique qui combine a la fois chromatographie liquide haute performance et la spectrométrie

de masse (Ferrer et Thurman, 2009).

Les domaines d’application de la LC-MS sont trés variés et cette technique qui est un outil
tres largement répandu, est utilisée aussi bien pour la séparation et I’identification des molécules
organiques ainsi que des macromolécules (protéines,...). Cette technique permet des analyses
qualitatives et quantitatives. Elle trouve ses applications aussi bien en recherche fondamentale
que dans le contrdle de processus industriels:

e Chimie organique: applications en chimie analytique (industrie des parfums, pétrochimie,

chimie des polymeéres, etc.);

e Applications biomédicales: analyse de la structure de biomolécules, identification de
protéines; pharmacologie, toxicologie, etc.;

e Contrdle de I’environnement: mesure qualitative et quantitative des polluants toxiques et
dangereux du sol, de I’eau; suivi de la pollution par des pesticides ou des processus
industriels, etc.;

e Agroalimentaire: contrdle des fraudes alimentaires;

e Caractérisation des drogues;

e Découverte et développement de médicament étudié: le contréle de qualité des

médicaments pendant la production.

La LC-MS fournit des informations sur le poids moléculaire et les modéles de fragmentation
pour I’¢lucidation des structures. Dans la pratique, on ’utilise pour la détermination de la masse
des composés purs ainsi que les masses des différents constituants d’un extrait. Elle est tres
appliquée dans la vérification de la pureté des composés en chimie organique. C’est une méthode

de choix dans I’étude du métabolisme des composés organiques en général et des médicaments
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en particulier a cause de sa sensibilité et de sa spécificité. Elle est largement utilisée dans I’étude
in vivo et in vitro du métabolisme des médicaments, 1’analyse et I’identification des impuretés et
la dégradation des produits en pharmacie, I’analyse des impuretés chirales dans les substances
médicamenteuses et enfin D’isolement et la caractérisation de potentielles substances
médicamenteuses d’origines naturelles ou synthétiques (Chang-Kee et Gwyn, 2002).

L’analyse d’un extrait a I’aide de la LC-MS donne lieu a un spectre comportant les temps de
rétention des différents constituants du mélange. Etant donné que la chromatographie liquide
associée est en phase inverse (RP-HPLC), plus le temps de rétention est bas plus le composé est

polaire et vis-versa (Ferrer et Thurman, 2009).

Les spectrométres de masse liés a cette technique sont a mesure de détecter simultanément un
grand nombre de composés méme s’ils sont co-élués. La sélectivité est acquise par
I’identification et la quantification des masses moléculaires spécifiques de chaque composé du
mélange et les voies de fragmentation. La technique d’ionisation utilisée dépend de la structure
et de l'acidité ou la basicité du médicament étudié. En général, la méthode ESI (Electrospray
lonisation) en mode positif ou négatif est préférée pour les molécules fortement basiques ou
acides respectivement. Tandis que la méthode APCI (Atmospheric Pressure Chemical
lonisation) est plus convenable pour les molécules moins basiques ou acides ou pour les

molécules neutres (Chang-Kee et Gwyn, 2002).

Habituellement, le procédé est la chromatographie en phase inverse ou le métabolite se lie a
la colonne par des interactions hydrophobes, en présence d'un solvant hydrophile (par exemple
l'eau) et est ¢lué par un solvant plus hydrophobe (le méthanol ou I'acétonitrile). On utilise des
colonnes de tres faible dimension (300 a 75 um de diamétre) contenant un adsorbant en phase
inverse. Lors de I’élution, la vitesse d’écoulement avoisine 100 nL/min vers I’extrémité
inférieure de la colonne. A la sortie de la colonne, une partie du produit est dirigée vers le
spectrometre UV et autre vers le spectrométre de masse. Ce partage affecte la sensibilité du

spectrometre UV.
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Schéma 8: Protocole simplifié d’analyse LC-MS

Le schéma suivant montre les modes alternatives d’ionisation suivant que le composé est

moins polaire (APCI), moyennement polaire ou polaire (ESI).

Arcl, (0 BL )
e T ‘-_--——"'/
|_| p|deS —
Polarité des molécules analytes
100.000 =—=
° Echantillons moins solubles
.‘—E (Echantillons moins volatiles) ESI-2
15
= (Génération des ions polyvalents)
IS
o 10.000 =—4=
g
>
APCI (Faible/moyenne polarité)
1.000 — ESI-1 (Haute polarité)
1 1 1
T T T
Non polaire Polarité moyenne Haute Polarité
4—‘> Gamme applicable .
Gamme applicable al’analyse LC
al’analyse GC
Schéma 9: Modes alternatives d’ionisation en LC-MS et composés convenables

(http://www.shimadzu.com, 2013).
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La méthode LC-MS conduit parfois a la formation des adduits. Le tableau suivant liste

quelques adduits caractéristiques formés en LC-MS.

Tableau XII: Quelques adduits caractéristiques formés en LC-MS

lons adduits Source de I’adduit Masse de I’ion adduit
[M+CH;3;COO] Acide acétique M+59
[M+CI] Solvants chlorés M+35
[M+NH,]" M+18
_ Ammoniac

[2M+NH,] 2M+18
[M+Na]" M+23
[2M+Na]" Sel de sodium 2M+23
[M+2Na]* M+46
[M+K]" Sel de potassium M+39
[M+CH;CNH]" Acétonitrile M+42
[M+NH,+CH;CN]" M+59
[M+Na+CH3;CN]" M-+64
[M+CH;OHH]" Méthanol M+33
[M+H,OH]" Eau M+19

[M+H] M+1
[2M+H]" 2M+1

[M+2H]* M+2

Malgré de nombreux avantages liés a 1’utilisation de cette technique, grand nombre de
problémes sont cependant observés dans les protocoles LC-MS courants. Certains de ces
problémes sont liés a la séparation LC elle-méme, surtout dans le choix du systéme d’éluant
approprié pouvant conduire a une séparation des composés du mélange; d'autres sont reliés aux

détecteurs MS utilisés (Tolstikov et Fiehn, 2002; www.nestgrp.com, 2013).

Au vu de tout ce qui précede, il ressort que 1’utilisation de cette technique pourrait constituer

un grand avantage dans 1’étude préliminaire des extraits des plantes.
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CHAPITRE II:

RESULTATS ET DISCUSSION




11.1- EXTRACTION, ISOLEMENT ET ELUCIDATION DES STRUCTURES DES
COMPOSES ISOLES

11.1.1- Extraction et composés isolés
11.1.1.1- Extraction et composés isolés de Pauridiantha callicarpoides

Les ecorces du tronc de Pauridiantha callicarpoides ont été récoltées en Décembre 2010 dans
la forét du Dja (Région de I’Est Cameroun). La plante a été identifiée par M. NANA Victor,
botaniste a I’Herbier National du Cameroun, ou un specimen a été déposé sous le numéro
39807/SPDK. Ces écorces ont été découpées, séchées puis broyées. Nous avons obtenu 2,5 kg de
poudre végétale. Cette poudre a été extraite au mélange CH,CIl,/MeOH (1/1) a température
ambiante pendant 48 heures et 12 heures respectivement. Aprés évaporation totale du solvant,
345,4 g d’extrait total ont été obtenus. Une partie de cet extrait (335 g) a été fixée sur une masse
équivalente de silice puis chromatographiée sur colonne Flash. Au terme de ce processus, nous
avons obtenu 5 (cinq) fractions indexées de A a E.

La fraction A a été chromatographiée sur colonne de gel de silice. Nous avons obtenu en plus
du composé indexé PC-1, un mélange de stérols indexé PC-22.

De la fraction B, un seul composé indexé PC-14-A a été isolé.

La chromatographie de la fraction C a conduit a I’isolement de 5 (cing) composés indexés
PC-4, PC-29-1, PC-29-2, PC-A-1 et PC-A-2, en plus d’un mélange de deux glucosides de stérols
indexé PC-31.

La fraction D a conduit a 2 composes indexés PC-A-3 et PC-A-7.

Le protocole d’extraction et d’isolement des produits de cette plante est donné par le schéma

10 ci-dessous.
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Ecorces du tronc de
P. callicarpoides

Découpage

Séchage
Broyage

Y

Poudre: 2,5 kg

Extraction au CH,Cl,/MeOH (1:1) a
froid pendant 48h et 12h respectivement

\ 4 \ 4
Poudre résiduelle 335 g de I’extrait |« 345,4 g d’extrait total
Jetée Chromatographie flash au CH,Cl,/MeOH de

polarité croissante

\ 4

CH,Cl,/MeOH CH,Cl,/MeOH CH,Cl,/MeOH CH,Cl,/MeOH CH,Cl,/MeOH
0% & 2.5% 25%-125% 125%-225% 225%-30% 30 % - 50 % et MeOH
\ 4 A\ 4 Y V} A\ 4
B C D E
99 18¢ 529 519 46 g
CC, CCM
CC, CCM ’ CC,CCM CC, CCM l
‘} lSephadex LH 20 RP Cys HPLC VRP Cis HPLC
PC-14-A Fj Non étudiée
5,9 mg
PC-1 PC-22 PC-A-3 PC-A-7
2049 60,0 mg 177 mg 6.5mg
y
PC-4 PC-29-1 PC-29-2 PC-31 PC-A-1 PC-A-2
189 15,0 mg 10,0 mg 25,0 mg 46,4 mg 4,8 mg

Schéma 10: Protocole d’extraction et d’isolement des composés de P. callicarpoides
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11.1.1.2- Extraction et produits isolés de Entandrophragma cylindricum

Les écorces du tronc de Entandrophragma cylindricum ont été récoltées en Juin 2010 dans la
forét du Dja (Région de I’Est Cameroun). La plante a été identifiece par M. NANA Victor,
botaniste a I’Herbier National du Cameroun, ou un specimen a été déposé sous le numéro
54965/SFR/CAM. Ces écorces ont été découpées, séchées, puis broyées. Nous avons obtenu 7,0
kg de poudre végétale. Cette poudre a été extraite au MeOH a température ambiante pendant 48
heures et 8 heures respectivement. Apres évaporation totale du solvant, 890 g d’extrait total ont
été obtenus puis ré-extraits au mélange AE/MeOH (9:1) pour donner 390 g d’extrait. Ce dernier
(390 g) a été fixé sur une masse équivalente de silice puis chromatographié sur colonne Flash,
pour conduire a 7 (sept) fractions indexées Fry a Frg. Les fractions Fr, et Frs ont été combinées
sous la base d’une CCM analytique et au vue de leurs profils LC-MS.

La fraction Fry contenait principalement un mélange d’acide gras et de phytostérols.

Les fractions Fry, Fry, Frs et Frys ont montré de fortes activités anti-inflammatoires. Ces
fractions ont été & nouveau soumises separément aux chromatographies sur colonne Flash pour
ainsi conduire a I’obtention de quatre séries de sous-fractions: A;-As, B1-Bg, C1-C; et D1-Ds.

Chaque sous-fraction a été soumise a la HPLC semi-préparative en phase inverse.
La sous-fraction Ag a conduit a I’isolement du composé indexé EC10P3431.
La sous-fraction B4 a conduit & I’isolement du composé indexé EC20P2031.
De la sous-fraction C4, nous avons obtenu le composé indexé EC30P181.

Trois composés indexés EC30P182, EC30P183 et EC30P184 ont été isolés de la sous-

fraction Ce.
La sous-fraction C7 a conduit a I’obtention du composeé indexé EC30F5.

Les composés indexés EC100P201, EC100P202 et EC100P26 ont été isolés de la sous-

fraction Ds.

La sous-fraction Dg a conduit a I’obtention de trois composés indexés EC100P331,
EC100P332 et EC100P333.
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Le protocole d’extraction et d’obtention des composés de Entandrophragma cylindricum est
donné par le schéema 11 ci-dessous.

Ecorces du tronc de
Entandrophragma cylindricum

Découpage
Séchage
Broyage

A 4

Poudre: 7 kg

Extraction au MeOH a température
ambiante pendant 48h et 8h
respectivement.

A 4

Poudre residuelle 890 g d’extrait
l total
Jetée Extraction a I’AE/MeOH (9/1)
Y

A 4 A
390 g d’extrait 475 g de résidu
Chromatographie Flash l

Non encore étudié

A4

Hex Pur Hex/AE 10 % Hex/AE 20 % Hex/AE 30 % | Hex/AE50% | AE pur AE/MeOH 10-20 %
A v A 4 w} v
Fro Frq Fr; Frs Fra Frs Fre
55¢ 38¢g 419 369 20g 309 18¢g

Schéma 11: Protocole d’extraction et d’isolement des composés de Entandrophragma cylindricum
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Hex Pur Hex/AE 10 % Hex/AE20% | Hex/AE30% |Hex/AE50% | AE pur AE/MeOH 10-20 %
v \ 4 v v A
Fro Fry Fr, Frs Fry Frs Fre
559 38¢g 419 369 20g 30¢g 18¢g

l

Non étudiée

Chromatographie Flash

A\ 4
A1 A2 A3 A4 AS A6

849 39¢g 5049 759 53¢ 4,19

HPLC semipréparativel

EC10P3431
22 mg

Chromatographie Flash

l

ccm, Le-Ms  Non étudiée
\ 4

Fras

Chromatographie Flash

D1 Dz D3 D4 D5 D6 D7

60g | 369 | 189 | 899 | 102g| 110g| 489

HPLC s¢mipréparative

HPLC semipréparativei

I R

EC100P201 EC100P202 EC100P26 EC100P331 EC100P332 EC100P333
37 mg 92 mg 63 mg 68 mg 20 mg 21 mg

Chromatographie Flash

A A A 4 A

B B, | Bs Bs | Bs Be B; | Bg
329 259 | 649 | 539 | 699 | 60g| 719 | 17¢g

Ci| G| Cs Cs| Cs Ce| Cs
239 | 519 | 709 329 | 679 | 38g | 429

HPLC semipréparative

EC20P2031
7mg

HPLC semipréparative l l

HPLC semipréparative

l HPLC semipréparative

EC30 F-5
55 mg

EC30P181 EC30P183 EC30P184 EC30P182
76 mg 80 mg 49 mg 50 mg

Schéma 11: Protocole d’extraction et d’isolement des composés de Entandrophragma

cylindricum (suite et fin)
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11.1.2- Elucidation des structures des composes isolés

L’étude phytochimique de Pauridiantha callicarpoides et de Entandrophragma cylindricum
nous a permis d’isoler 26 composés qui ont été identifiés et caractérisés sur la base de leurs
données spectroscopiques et physiques, puis regroupés en différentes classes de composés
organiques a savoir: les alcaloides (02), les acides phénoliques et dérivés (01), les coumarines
(04), les flavonoides (02), les iridoides (01), les limonoides (01), les stéroides (04), les
carbohydrates (01) et les terpénoides (10).

11.1.2.1- Les alcaloides

Deux alcaloides isomeéres ont été isolés de P. callicarpoides puis indexés PC-A-1 et PC-A-2.
La figure 12 présente le profil chromatographique du mélange des deux isomeres (PC-A) et leur

spectre de masse HR-ESI.
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Figure 12: (a) Profil chromatographique LC-MS de PC-A: mélange de PC-A-1 (2) et PC-A-2 (1)
(b) Spectre de masse HR-ESI du javaniside (PC-A-1, 155) et du 7-épi-javaniside
(PC-A-2, 157).
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11.1.2.1.1- Javaniside (PC-A-1, 155)

PC-A-1 se présente sous forme de poudre amorphe incolore. Il est soluble dans le méthanol

et répond positivement au test de Draggendorf caractéristique d’un alcaloide.

Son spectre de masse a haute résolution HR-ESI (Fig. 12b) présente le pic de I’ion
pseudomoléculaire [M+H]" & m/z 515,2029 (calculée pour CygHz09N,, 515,2024) compatible

avec la formule brute CpsH3009N; renfermant 13 degrés d’insaturation.

L’analyse de son spectre de masse couplée a ceux de I’UV, I’'IR, RMN 1D et 2D permet

d’attribuer & PC-A-1 la structure suivante:

En effet, son spectre UV présente des bandes d’absorption a Amax: 196, 238 et 258 nm
attribuables au cycle aromatique (cycle A) et révélant un noyau oxindole (Kitajima et al., 2007;
Xin et al., 2008; Salim et al., 2011).

Sur son spectre IR, on observe des bandes de vibration & v (cm™): 3409 (NH), 1705 et 1656
(deux C=0, spiroamide et amide «, S-insaturée) (Tanahashi et a/., 1999), 1619 (C=C oléfinique),
1578 (C=C aromatique) et 1069 (C-O éther cyclique).

Sur son spectre de RMN 'H (Fig. 13), on observe quatre signaux d’un proton chacun
attribuables au cycle benzénique 1,2-disubstitué (cycle A) d’un noyau oxindole a 6,92 (1H, d, J =
7,6 Hz, H-12); 7,07 (1H, td, J = 0,8; 7,6 Hz, H-10); 7,25 (1H, td, /= 0,8; 7,6 Hz, H-11) et 7,30
(1H, d, J = 7,6 Hz, H-9). De plus, on observe un ensemble de signaux dues a la présence d’une
unité de sucre a oy 3,17 (1H, dd, J = 7,8; 8,8 Hz, H-2'); 3,26 (1H, t, J = 9,6 Hz, H-4"); 3,29 (1H,
m, H-5; 3,38 (1H, t, J = 8,8 Hz, H-3"), 3,64 (1H, dd, J = 9,6; 12,0 Hz, H-6"), 3,86 (1H, dd, J =
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1,6; 12,0 Hz, H-6") et 4,65 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-1"). Cette portion du sucre a été confirmée d’une
part sur le spectre de RMN *3C (Fig. 14) ou on observe les signaux caractéristiques du glucose
avec le signal du carbone anomérique a Jc 99,5 (C-1") et d’autre part sur le spectre de masse El
(Fig. 15) ol on observe un ion fragment [M-C¢H1106]" & m/z 335 correspondant a la perte d’une
unité de glucose. Par ailleurs, la valeur élevée de la constante de couplage du proton anomérique
aon 4,65 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-1"), suggére une configuration g (5-O-glycosylé).
De I’analyse du spectre de RMN **C couplé & ceux du DEPT 135 et 90 (Fig. 16), il ressort que
PC-A-1 possede 26 carbones répartis en:
- Cing méthylénes dont ceux a Jc 120,6 et 62,6 sont attribuables respectivement a un
methylene oléfinique (méthyléne terminal C-23) et un oxyméthylene (C-6°).
- Quinze meéthynes dont deux oléfiniques a Jc 133,8 (C-22) et 148,3 (C-19) et quatre
aromatiques a dc 124,0 (C-9); 123,8 (C-10); 130,1 (C-11) et 111,0 (C-12).
- Six carbones quaternaires dont deux carbonyles des amides a Jc 165,9 (C-21) et 180,9 (C-
2) et deux aromatiques a oc 129,5 (C-8) et 143,5 (C-13).
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Figure 13: Spectre de RMN *H (400 MHz, CDsOD) du javaniside (PC-A-1, 155)
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Figure 14: Spectre de RMN *3C (125 MHz, CD3;OD) du javaniside (PC-A-1, 155)

[M-CeH1106]"

Figure 15: Spectre de masse El du javaniside (PC-A-1, 155)
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Figure 16: Spectre DEPT 135 et 90 du javaniside (PC-A-1, 155)

Sur le spectre de RMN *H, on observe les signaux d’un vinyle terminal & dy 5,43 (1H, dt, J =
10,0; 17,2 Hz, H-22); 5,13 (1H, dd, J = 1,8; 10,0 Hz, H-23); 5,15 (1H, dd, J = 1,8; 17,2 Hz, H-
23), de méme que ceux d’un proton oléfinique a oy 7,38 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-19) et d’un proton
au pied d’un hémi-acétal a oy 5,41 (1H, d, J = 1,4 Hz, H-17).

L’analyse des spectres de RMN 2D COSY *H-'H (Fig. 17) et HSQC (Fig. 18) indique en
plus des systéemes de couplage du noyau aromatique ortho disubstitué et du glucose, deux autres
systemes de couplage indiquant la présence des fragments CH(3)-CH(14)-CH(15)-CH(16)-
CH(22)-CH5(23) puis CH(16)—-CH(17) et CH2(5)-CH2(6). Il s’agit des systémes de couplage (I):
H-3 (0 4,05)-H-14 (6 1,24; 1,33)-H-15 (0 2,96)-H-16 (0 2,50)-H-22 (6 5,43)-H-23 (6 5,13; 5,15)
puis H-16 (5 2,50)-H-17 (6 5,41) et (11): H-5 (6 3,75; 4,00)-H-6 (5 2,21; 2,40). Les
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caractéristiques spectrales des systemes de couplage (I), (I1) et le groupe carboxyle o, -insaturés
déduites a partir des taches de corrélation HMBC (Fig. 19) (Tableau XIII) indique une similarité
structurale entre PC-A-1 et le strictosamide 22, un alcaloide indolo-monoterpénique connu (Van
et al., 2005). De méme, le systeme de couplage (1) ressemble typiquement a celui que I’on trouve

dans le sweroside 156.

Cependant, nous notons des différences significatives pour les signaux des carbones du cycle
indole. En effet, les déplacements chimiques typiques a C-2 et C-7 dans les alcaloides indolo-
monoterpéniques sont de I’ordre de 135 et 108 ppm respectivement (Van et al., 2005). Donc les
valeurs des déplacements chimiques de 180,9 (C-2) et 58,0 (C-7) suggerent fortement I’existence
d’un cycle oxoindole au lieu du cycle indole comme dans les alcaloides indolo-monoterpéniques
courants (Van et al., 2005). Les corrélations **C-'H longues distances observées ici entre C-2-H-
3, C-2-H-6, C-3-H-5, C-7-H-5, C-7-H-14, C-8-H-3 et C-8-H-6 suggerent C-7 comme un carbone
spiro liant le cycle oxoindole et le cycle pyrrole (Van et al., 2005). Ce lien est confirmé par
comparaison des données de RMN 3C avec celles des alcaloides oxoindoles similaires (Van et
al., 2005) (Tableau XII1).

La stéréochimie de PC-A-1 a été déterminée grace a une analyse minutieuse de toutes les
constantes de couplage proton. En effet, les constantes de couplage entre H-16-H-17 (J = 1,4 Hz)
et H-16-H-15(J = 6,8 Hz) suggérent fortement les orientations /f/o. de H-15, H-16 et H-17. La
configuration 8 de H-3 a été soutenue par les constantes de couplage entre les protons H-3 et H-
14 (J3144 = 11,2 Hz; J3 145 = 3,2 Hz).

93



» - 3
B
j
.'E; = - 4
+
-+ 5
.o
»e
1t 7
-
9
10
0 8 8 7 2 5 3 2 v

Figure 17: Spectre COSY *H-'H du javaniside (PC-A-1, 155)
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Figure 18: Spectre HSQC du javaniside (PC-A-1, 155)
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Figure 19: Spectre HMBC du javaniside (PC-A-1, 155)

De plus, sur le spectre NOESY (Fig. 20) on observe des signaux NOE qui fournissent des
indices additionnels sur la stéréochimie de PC-A-1. En effet, on a des corrélations NOE entre les
protons Hs-Hg et Hgs-Hg, ce qui suggére fortement que le carbonyle en C-2 est au-dessous du
plan C/D/E. La corrélation entre Hz et Hs; soutient d’avantage la configuration /5 de ces deux
protons (Ma et Hecht, 2004).

Au vue de ce qui précede et tenant compte des données de la littérature, PC-A-1 serait donc
le javaniside, un alcaloide a squelette oxoindole monoterpénique (spirooxoindolomono-
terpénique) isolé en 2004 pour la premiere fois par Ma et Hecht de Alangium javanicum (Ma et

Hecht, 2004). Ce composé est isolé ici pour la premiére fois de la famille des Rubiaceae.

Le javaniside induit le clivage du brin d’ADN en présence des ions cuivre 1l (Cu®*) (Ma et
Hecht, 2004; Van et al., 2005).
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Figure 20: Spectre NOESY du javaniside (PC-A-1, 155)

N — > HMBC — COSY 1H-IH

Schéma 12: Quelques corrélations importantes observées sur les spectres HMIBC et COSY *H-
'H du javaniside (PC-A-1, 155).
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Tableau XI11: Données spectrales de RMN *H (500 MHz) et **C (125 MHz) de PC-A-1 (155)

dans le CD3;OD comparées a celles du javaniside

Position PC-A-1 Javaniside

oc & (m, Jen Hz) HMBC oc &4 (m, Jen Hz)
1-NH - 10,19 (1H, s) - - -
2 1809 - 1809 -
3 655 4,05 (1H, dd, 3,2; 11,2) C-2,C-6,C-7,C-8, C-14 655 4,09 (dd, 3,0; 11,6)
. 457 3,75 (1H, 1, 10,0; 11,6) C-3,C-6, C-7 we B 3,76 (It, 11,2; 11,4)

: 4,00 (1H, dd, 8,0; 11,6) C-6, C-21 ’ a 4,04 (ddd, 7,4; 10,5; 11,4)
6 334 2,21 (1H, dd, 8,0; 13,2) C-2,C-3,C-7 34 ° 2,23 (dd, 7,4; 13,2)

: 2,40 (1H, ddd, 10,0; 12,8; 13,2)  C-2, C-5, C-7, C-8 : B 2,40 (ddd, 10,5; 11,2; 13,2)
7 580 - - 580 -
8 1295 - - 1295 -
9 124,0 7,30 (1H, d, 7,6) C-7,C-11, C-12, C-13 123,9 7,30 (/d, 7,5)
10 1238 7,07 (1H,td, 0,8; 7,6) C-7,C-8,C-9, C-12, C-13 1238 7,07td, 1,2;7,5)
11 130,1 7,25 (1H, td, 0,8; 7,6) C-9, C-10, C-12, C-13 130,0 7,25 (td, 1,2, 7,5)
12 1110 6,92 (1H,d, 7,6) C-7,C-8,C-9, C-13 110,9 6,90 (/d, 7,5)
13 1435 - - 1436 —
14 a0 b2 (1H, g, 12,0) C-3, C-7, C-15, C-16, C-20 70 @ L2 (td, 12,2; 12,4)

‘ 1,33 (1H, dt, 4,0; 12,0) C-3, C-15, C-16, C-20 ’ £ 1,37(dt, 3,8;3,8;12,2)
15 28,8 2,96 (1H, m) C-3,C-14,C-17,C-19, C-20,C-22 28,7 2,94 (dddd, 2,4; 3,8; 5,5; 12,4)
16 446 250 (1H, ddd, 1,4; 6,8; 8,4) C-15, C-17, C-20, C-21, C-22,C-23 44,6 2,56 (ddd, 1,8; 5,5; 9,8)
17 97,4  541(1H,d, 1,4) C-15, C-16, C-19, C-20, C-22, C-1’ 97,3  5,42(d, 1,8)
19 148,3 7,38 (1H, d, 2,0 C-15, C-17, C-20, C-21 1482  7,38(d, 2,4)
20 1089 - - 1089 -
21 1659 - - 1658 —
22 133,8 5,43 (1H, dt, 10,0; 17,2) C-15, C-16, C-17 133,8 5,49 (dt, 10,0; 16,8)
23 1206 5,13 (1H, dd, 1,8; 10,0) C-15, C-16, C-17, C-22 1204 5,16 (dd, 1,8; 10,0)

5,15 (1H, dd, 1,8; 17,2) C-15, C-16, C-17, C-22 5,19 (dd, 1,8; 16,8)

1’ 99,5  4,65(1H,d, 7,8) C-17,C-%’ 99,5 4,64 (d, 8,0)
2 748 3,17 (1H, dd, 7,8; 8,8) c-1,Cc-3 748 3,14 (dd, 8,0;9,0)
3 780 3,38 (1H,t,8,8) c-2’,C-4 779 3,36 (m)
4 716 3,26 (1H, 1, 9.6) C-3’,C-6 715 3,26 (m)
5 78,3 3,29 (1H, m) C-1’,C-6 783 3,28 (m)
5 626 3,64 (1H, dd, 9,6; 12,0) C-4’,C-5 626 3,63 (dd, 5,6; 12,0)

: 3,86 (1H, dd, 1,6; 12,0) C’-4,C-5 : 3,83 (dd, 2,0; 12,0)
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11.1.2.1.2- 7-Epi-javaniside (PC-A-2, 157)

PC-A-2 se présente sous forme d’un solide incolore. Il est soluble dans le méthanol et répond
positivement au test de Draggendorf caractéristique d’un alcaloide.

Son spectre de masse a haute résolution HR-ESI (voir Fig. 12b) présente le pic de I’ion
pseudomoléculaire [M+H]" & m/z 515,2029 (calculée pour CysHz09N,, 515,2024) compatible
avec la formule brute CaH30O9N, renfermant 13 degrés d’insaturation. Donc PC-A-2 est un
isomere de PC-A-1

L’analyse minutieuse de son spectre de masse couplée a ceux de I’'UV, I’IR, RMN 1D et 2D

et comparée aux spectres de PC-A-1 permet d’attribuer a PC-A-2 la structure suivante:

12

De cette analyse comparée, il ressort que les spectres de ces deux composés sont presque
similaires. Cependant on observe sur le profil chromatographique des temps de rétention
differents (9,31 et 9,69 minutes pour PC-A-1 et PC-A-2 respectivement), indiquant deux

composeés différents (Fig. 12a).

En effet, son spectre UV présente des bandes d’absorption a Amax: 196, 206 et 248 nm
attribuables au cycle aromatique (cycle A) et révélant un noyau oxindole (Kitajima et al., 2007,
Xin et al., 2008; Salim et al., 2011).

Sur son spectre IR, on observe des bandes de vibration & » (cm™): 3184 (NH), 3086 (C-H
aromatique), 1711 et 1658 (deux C=0O, spiroamide et amide «, S-insaturée) (Tanahashi et al.,
1999), 1587 (C=C oléfinique), 1472 (C=C aromatique) et 1175 (C-O éther cyclique). Ceci est
compatible avec I’observation sur le spectre de RMN **C (Fig. 21) des signaux & d¢ 166,1 (C-21)

et 179,1 (C-2), attribuables a deux groupes carbonyles des amides.
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Figure 21: Spectre de RMN *C (125 MHz, CD30D) du 7-épi-javaniside (PC-A-2, 157)

Les spectres de RMN *H de PC-A-1 et PC-A-2 sont presque identiques. Le spectre de RMN
'H (Fig. 22) de PC-A-2 présente quatre signaux d’un proton chacun, attribuables au cycle
benzénique 1,2-disubstitué (cycle A) d’un noyau oxindole (Kitajima et al, 2007; Xin et al.,
2008) a 6,89 (1H, d, J = 7,6 Hz, H-9); 6,96 (1H, d, J = 7,6 Hz, H-12); 7,01 (1H, td, /= 1,0; 7,6
Hz, H-10) et 7,25 (1H, td, J = 1,2; 7,6 Hz, H-11). Toujours sur ce spectre, on observe un
ensemble de signaux dues & la présence d’une unité de sucre a oy 3,15 (1H, dd, J = 8,0; 9,2 Hz,
H-2": 3,25 (1H, m, H-4"); 3,27 (1H, m, H-5"); 3,35 (1H, m, H-3"), 3,63 (1H, dd, J = 5,6; 12,0 Hz,
H-6"), 3,86 (1H, dd, J = 1,6; 12,0 Hz, H-6') et 4,63 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-1"). Cette portion du
sucre a été confirmée d’une part sur le spectre de RMN *3C ol on observe les signaux

caractéristiques du glucose avec le signal du carbone anomérique a oc 99,5 (C-1’) et d’autre part
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sur le spectre de masse El (Fig. 23) ol on observe un ion fragment [M-C¢H1:06]" @ m/z 335
correspondant a la perte d’une unité de glucose. Par ailleurs, la valeur élevée de la constante de

couplage du proton anomérique a oy 4,63 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-1"), suggere une configuration S
(B-O-glycosylé).

‘J\,m il l lahlj\" A hh

Figure 22: Spectre de RMN *H (400 MHz, CD3;0D) du 7-épi-javaniside (PC-A-2, 157)
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[M 'C6H1106]+

Figure 23: Spectre de masse El du 7-épi-javaniside (PC-A-2, 157)

L analyse du spectre de RMN *3C couplé & ceux du DEPT 135 et 90 (Fig. 24), montre que
PC-A-2 posséde en plus des 6 carbones du fragment sucre, 20 autres carbones répartis ainsi qu’il
suit:
- Quatre méthylénes dont celui a Joc 120,4 est attribuable a un méthyléne oléfinique
(méthylene terminal C-23).

- Dix méthynes dont deux oléfiniques a oc 133,4 (C-22) et 148,55 (C-19) et quatre
aromatiques a dc 124,8 (C-9); 123,7 (C-10); 129,8 (C-11) et 111,5 (C-12).

- Six carbones quaternaires dont deux carbonyles des amides a Jc 166,1 (C-21) et 179,1 (C-
2) et deux aromatiques a oc 131,2 (C-8) et 142,5 (C-13).

De plus sur son spectre de RMN *H, on observe outre les signaux susmentionnés, ceux d’un
vinyle terminal a oy 5,28 (1H, dt, J = 10,2; 17,2 Hz, H-22); 4,98 (1H, dd, J = 1,8; 10,2 Hz, H-
23); 5,06 (1H, dd, J = 1,8; 17,2 Hz, H-23), de méme que ceux d’un proton oléfinique a Jy 7,40
(1H, d, J = 2,4 Hz, H-19) et d’un proton au pied d’un hémi-acétal a oy 5,41 (1H, d, J = 1,4 Hz,
H-17).
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Figure 24: Spectre DEPT 135 et 90 du 7-épi-javaniside (PC-A-2, 157)

Lanalyse des spectres COSY *H-'H (Fig. 25) et HSQC (Fig. 26) de PC-A-2 fait ressortir les
mémes types de couplage que ceux obtenus sur les spectres de PC-A-1. Elle indique en effet, en
plus des systemes de couplage du noyau aromatique ortho disubstitué et du glucose, deux autres
systemes de couplage indiquant la présence des fragments CH(3)-CH,(14)-CH(15)-CH(16)-
CH(22)-CH3(23) puis CH(16)-CH(17) et CH,(5)-CH.(6). Il s’agit des systémes de couplage (1):
H-3 (¢ 4,07)-H-14 (¢ 0,87; 1,38)-H-15 (0 3,05)-H-16 (0 2,53)-H-22 (6 5,28)-H-23 (6 4,98; 5,06)
puis H-16 (0 2,53)-H-17 (0 5,41) et (I1): H-5 (6 3,82; 3,93)-H-6 (6 2,02; 2,47). Les

caractéristiques spectrales des systemes de couplage (I), (I1) et le groupe carboxyle ,-insaturés
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déduites a partir des taches de corrélation HMBC (Fig. 27) (voir Tableau XIV) indique une
similarité structurale entre PC-A-2 et PC-A-1.

Tr‘ﬁ - 0]
B&Qf.)l‘g:*
(]

Figure 25: Spectre COSY *H-'H du 7-épi-javaniside (PC-A-2, 157)
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Figure 26: Spectre HSQC du 7-épi-javaniside (PC-A-2, 157)
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Figure 27: Spectre HMBC du 7-épi-javaniside (PC-A-2, 157)

Par ailleurs, les déplacements chimiques caractéristiques a C-2 et C-7 dans les alcaloides
indolo-monoterpéniques sont de I’ordre de 135 et 108 ppm respectivement (Van et al., 2005).
Donc les valeurs des déplacements chimiques de 179,1 (C-2) et 58,8 (C-7) suggérent fortement
I’existence d’un cycle oxoindole au lieu du cycle indole comme dans les alcaloides indolo-
monoterpéniques courants (Van et al, 2005). Les corrélations *C-'H longues distances
observées ici entre C-2-H-3, C-2-H-6, C-7-H-5, C-7-H-14, C-8-H-3 et C-8-H-6 suggérent C-7
comme un carbone spiro liant le cycle oxoindole et le cycle pyrrole (Van et al., 2005). Ce lien est
confirmé par comparaison des données de RMN **C avec celles des alcaloides oxoindoles

similaires tels que le javaniside 155 (Tableau XIV).

La stéréochimie de PC-A-2 a été déterminée grace a une analyse minutieuse de toutes les
constantes de couplage. En effet, les constantes de couplage entre H-16-H-17 (J = 1,4 Hz) et H-
16-H-15(J = 6,8 Hz) suggerent fortement les orientations f/f/a. de H-15, H-16 et H-17 (Van et
al., 2005). La configuration f de H-3 a été soutenue par les constantes de couplage entre les
protons H-3 et H-14 (J3 14, = 11,2 Hz; J3145 = 3,4 Hz) (Van et al., 2005).
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Une petite différence conséquente a été observée par comparaison entre le composé PC-A-2
et le javaniside (PC-A-1). Contrairement au javaniside, I’absence de toute tache de corrélation
NOE sur le spectre NOESY (Fig. 28) de PC-A-2 entre les protons Hz-Hg et Hes-Ho, fournit des
indices additionnels sur la stéréochimie de PC-A-2. En effet, elle suggére fortement que le
carbonyle en C-2 est au-dessus du plan C/D/E. Cette information est soutenue par la tache de
corrélation NOE observee entre les protons Hg et Hs,. La corrélation entre Hs et Hsz soutient
d’avantage la configuration /8 de ces deux protons (Ma et Hecht, 2004). 1l en est de méme pour
les corrélations entre Hs et Hjs puis Hs et Hie. Ainsi, les signaux des atomes autour du carbone

asymétrique C-7 suggerent que PC-A-2 est I’épimere en C-7 du javaniside.

AVANGE 77500]
- yaioy
: ‘l. |I| [l ‘ l.a‘ | m A T ppm :
1
|
6,89 i
H-9 ]
l T P ;
iu e ;
I : : 3 4
e % 5
3,93
4 H-5a
-8
8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figure 28: Spectre NOESY du 7-épi-javaniside (PC-A-2, 157)
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La combinaison de toutes ces données spectrales comparée a celles du javaniside permet de
confirmer pour PC-A-2, la structure 157 qui est celle d’un isomére du javaniside. Cet alcaloide
spirooxoindolomonoterpénique est isolé ici pour la premiére fois d’une source naturelle, mais a
été synthétisé en 2005 et le nom de (3R, 7R)-7-épi-javaniside lui fut proposé (Van et al., 2005).

— COSY 'H-'H

Schéma 13: Quelques corrélations importantes observées sur les spectres HMIBC et COSY *H-

'H du (3R, 7R)-7-épi-javaniside (PC-A-2, 157)
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Tableau XIV: Données spectrales de RMN *H (400 MHz) et *C (125 MHz) du 7-épi-javaniside

(PC-A-2, 157) dans le CD30D comparées a celles du javaniside (PC-A-1, 155).

B PC-A-2 PC-A-1
Position
o4 (m, Jen Hz) & HMBC &4 (m, Jen Hz) &
1-NH - - - 10,19 (1H, s) -
2 - 1791 - - 180,9
3 4,07 (1H, dd, 3,2; 11,2) 64,8 C-2,C-7,C-8, C-15 4,05 (1H, dd, 3,2; 11,2) 65,5
e B 3,82 (1H, [d, 12,4) s C7 3,75 (1H, it, 10,0; 11,6) 457
a 3,93 (1H,td, 7,3; 12,4) ' C-6 4,00 (1H, dd, 8,0; 11,6) '
6 a 2,02 (1H, dd, 7,3; 12,8) 343 C-3,C-7,C-8 2,21 (1H, dd, 8,0; 13,2) 33.4
p 2,47 (1H, dd, 10,4; 12,8) C-2,C-5,C-7,C-8 2,40 (1H, ddd, 10,0; 12,8; 13,2)
7 - 58,8 - - 58,0
8 - 1312 - - 129,5
9 6,89 (1H, d, 7,6) 1248 C-7,C-11,C-13 7,30 (1H, d, 7,6) 124,0
10 7,01 (1H, td, 1,0; 7,6) 123,7 C-8,C-12 7,07 (1H, td, 0,8; 7,6) 123,8
11 7,25 (1H, td, 1,0; 7,6) 129,8 C-9,C-13 7,25 (1H, td, 0,8; 7,6) 130,1
12 6,96 (1H, d, 7,6) 1115 C-8,C-10 6,92 (1H, d, 7,6) 111,0
13 - 1425 - - 143,5
14 a 0,87 (1H, g, 12,6) 272 C-3, C-7, C-15, C-20 1,24 (1H, g, 12,0) 270
£ 1,38 (1H, dt, 3,6; 12,6) C-3, C-15, C-20 1,33 (1H, dt, 4,0; 12,0)
15 3,05 (1H, m) 28,2 C-20, C-22 2,96 (1H, m) 28,8
16 2,53 (1H, ddd, 1,4; 6,8;9,6) 445 C-14, C-17, C-20, C-22, C-23 2,50 (1H, ddd, 1,4; 6,8; 8,4) 44,6
17 5,41 (1H,d, 1,4) 97,2 C-15, C-19, C-22, C-1’ 5,41 (1H, d, 1,4) 97,4
19 7,40 (1H, d, 2,4) 148,5 C-15,C-17,C-20, C-21 7,38 (1H, d, 2,0) 148,3
20 - 108,7 - - 108,9
21 - 166,1 - - 165,9
22 5,28 (1H, dt, 10,2; 17,2) 1334 C-15, C-16, C-17 5,43 (1H, dt, 10,0; 17,2) 133,8
3 swumaisns P4 Cecs e
1’ 4,63 (1H, d, 8,0) 99,5 C-17,C-5’ 4,65 (1H, d, 7,8) 99,5
2' 3,15 (1H, dd, 8,0; 9,2) 74,7 c-1",C-3 3,17 (1H, dd, 7,8; 8,8) 74,8
3’ 3,35 (1H, m) 778  C-2,C-4 3,38 (1H, t, 8,8) 78,0
4’ 3,25 (1H, m) 71,5 C-3’,C-5’, C-6’ 3,26 (1H, t, 9,6) 71,6
5 3,27 (1H, m) 783 C-4 3,29 (1H, m) 78,3
6 3,63 (1H, dd, 5,6; 12,0) 626 C-4’,C-5 3,64 (1H, dd, 9,6; 12,0) 626
3,86 (1H, dd, 1,6; 12,0) ' c-4 3,86 (1H, dd, 1,6; 12,0) '
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11.1.2.2- Les acides phénoliques et dérives: I’acide vanillique ou acide 4-hydroxy-3-

méthoxybenzoique (PC-14-A, 158)

PC-14-A se présente sous forme de fibres jaunes. Il est soluble dans le méthanol et fond entre

210-213°C. 1l répond positivement au test au chlorure ferrique caractéristique des composeés

phénoligues.

Son spectre de masse en El (Fig. 29) présente le pic de I’ion moléculaire [M]" & m/z 168

compatible avec la formule brute CgHgO4 renfermant 5 degrés d’insaturation.

..................
..............

Figure 29: Spectre de masse en EI de I’acide 4-hydroxy-3-méthoxybenzoique (PC-14A, 158)

Sur son spectre de RMN *H (Fig. 30) on observe outre le singulet & 5y 3,88 (3H, s)
attribuable a un groupement méthoxyle, un ensemble de trois signaux a ¢y 6,82 (1H, d, J = 8,4
Hz); oy 7,53 (1H, dd, J = 8,4; 1,6 Hz); o4 7,55 (1H, d, J = 1,6 Hz) attribuables a un noyau

aromatique substitue (systeme ABX).
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Figure 30: Spectre de RMN *H (400 MHz, CDsOD) de I’acide 4-hydroxy-3-méthoxybenzoique
(PC-14A, 158)

Son spectre de RMN *3C (Fig. 31) présente huit signaux de carbone. L’analyse de ce spectre
couplée a ceux du DEPT 90 et 135 (Fig. 32) et du HSQC (voir Tableau XV) fait ressortir:
- Un signal de méthyle a Jc 56,3, confirmant ainsi la présence du groupement méthoxyle (-
OCHsy).
- Trois signaux de méthynes a dc 115,7; dc 125,2 et oc 113,7.
- Quatre signaux de carbones quaternaires a dc 123,7; oc 148,6; dc 152,4; oc 170,6. Ceux a
oc 148,6 et oc 152,4 sont attribuables aux carbones aromatiques oxygénés et celui a dc

170,6 attribuable a un carbonyle.
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Figure 31: Spectre de RMN **C (150 MHz, CD;0D) de I’acide 4-hydroxy-3-méthoxybenzoique
(PC-14A, 158)
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Figure 32: Spectres DEPT 90 et DEPT 135 de I’acide 4-hydroxy-3-méthoxybenzoique (PC-14A,

158).

110



La position des substituants carboxyle, hydroxyle et méthoxyle sur le noyau aromatique a été
confirmée par la présence sur le spectre HMBC (schéma 14) des taches de corrélation entre
protons et carbones a oy 3,88/ dc 148,6, dc 113,7; ou 6,82/ oc 123,7, oc 148,6; oy 7,53/ oc 152,4,
oc 170,6 et oy 7,55/ 6c 125,2.

L’ensemble de toutes ces données spectrales comparées a celles décrites dans la littérature
(Tableau XV) permet d’attribuer a PC-14A la structure 158 qui est celle de I’acide 4-hydroxy-3-
méthoxybenzoique ou acide vanillique, déja isolé de Vangueria edulis par Daoud et al. (2012). A
notre connaissance, cet acide est isolé ici pour la premiére fois d’une espéce du genre

Pauridiantha.

En général, les acides phénoliques possédent de nombreuses fonctions physiologiques et
pharmacologiques. L'acide vanillique en particulier a été évalué pour ses propriétés de
suppression du venin de serpent, I'apoptose cellulaire dans les cellules Neuro-2A, I'inflammation
hépatique auto-immune chez la souris et la carcinogenese. En tant qu’un additif alimentaire
autorisé avec une odeur tres agréable, cet acide phénolique spécifique combine les propriétés
idéales pour fonctionner comme une molécule d'inducteur physiologiquement inerte dans I'avenir

des thérapies basées sur les genes et les cellules (Gitzinger et al., 2012).

Schéma 14: Quelques correlations observées sur le spectre HMBC de I’acide 4-hydroxy-3-

méthoxybenzoique ou acide vanillique (PC-14A, 158)
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Tableau XV: Données spectrales de RMN *H (400 MHz) et **C (150 MHz) de PC-14A (158)
dans le CD3;OD comparées aux données de la littérature (Daoud et al., 2012).

. PC-14A Acide vanillique
Position
on (M, Jen Hz) oc on (M, Jen Hz) dc

1 - 123,7 - 121,7
2 7,55 (1H, d, 1,6) 113,7 7,55 (1H, Is) 114,4
3 - 1486 - 147,2
4 - 1524 - 151,2
5 6,82 (1H, d, 8,4) 115,7 6,83 (1H, d, 8,0) 112,4
6 7,53 (1H, dd, 1,6; 8,4) 1252 7,56 (1H,dd, 2,0;8,0) 123,8
-COOH - 170,6 - 168,7
-OCH; 3,88 (3H, ) 56,3 3,80 (3H,5s) 55,0
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11.1.2.3- Les coumarines

Nous avons isolé de P. callicarpoides trois coumarines indexées PC-1, PC-4, PC-29-1 et un

mélange de deux autres que nous avons indexé PC-29-2 constitué de PC-29-1 et son isomere.

11.1.2.3.1- La scopolétine ou scopolétol ou 7-hydroxy-6-méthoxycoumarine (PC-1, 44)

PC-1 se présente sous forme d’aiguilles jaunes dans le systeme CH,Cl,/MeOH (97,5/2,5). Il
est soluble dans I’acétone et fond entre 200 et 207°C. Il répond positivement au test au chlorure

ferrique caractéristique des composés phénoliques.

Son spectre de masse HR-ESI (Fig. 33) présente le pic de I’ion moléculaire [M+Na]® & m/z
215,0318 (calculée pour CioHgO4Na: 215,0315) compatible avec la formule brute CioHgO4

renfermant 7 degrés d’insaturation.

Pc-01 #456 RT:8.55 AW 1 NL: 182E7
T: FTMS +cESI Full ms[200.00-1000.00] + +
2150313 - [M+Na] [2M+Na] i J07.0740
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Figure 33: Spectre de masse HR-ESI de la scopolétine (PC-1, 44)

Sur le spectre de RMN *H (Fig. 34), on observe des signaux a dy 6,18 (1H, d, /= 9,2 Hz) et &
on 7,87 (1H, d, J = 9,2 Hz) attribuables a un systeme AX des protons oléfiniques en position cis.
Par ailleurs, le spectre de RMN **C (Fig. 35) montre un signal & dc 159,4 attribuable au
carbonyle d’un ester. Les valeurs des déplacements chimiques de ces protons sus énumérés
montrent qu’ils seraient localisés en a et £ du carbonyle. Ceci est confirmé sur son spectre
HMBC (schéma 15) ou on observe des taches de corrélation entre les signaux du proton résonant
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a oy 7,87; 6,18 et le signal du carbone & dc 159,4. Ces informations permettent de proposer le

fragment A.
(?2/0 0)
G u
6,18
H
7,87
A

Sur le spectre HMQC (Tableau XV1), on observe des taches de corrélation hétéronucléaire
entre les signaux des protons et des carbones a Jy 6,18 et oc 109,2; o 7,87 et ¢ 142,3; oy 3,86 et
oc 53,3; 0n 6,79 et oc 100,2; oy 7,15 et 5c 106,6.

Toujours sur le spectre de RMN *H, on observe également deux signaux a dy 6,79 (1H, s) et
7,15 (1H, s) attribuables aux protons d’un noyau aromatique. Sur le spectre HMBC, on observe
des taches de corrélation entre les signaux des protons a dy 6,79; 7,15 et les signaux des carbones
aromatiques oxygénés a oc 147,2 et 148,7 Ceci nous permet de déduire que les deux protons sont
en position para et de proposer le fragment B.

=

Sur le spectre HMBC, on observe également des taches de corrélation entre le signal du
proton a oy 7,87 et les signaux des carbones a Jc 106,6; 147,2 et 159,4. L’ensemble de ces

informations permet d’illustrer la sous structure C obtenue en reliant les fragments A et B.

114



De plus, le spectre de RMN *H révéle un signal & 54 3,86 (3H, s) attribuable & un groupement
méthoxyle qui est confirmé par le spectre de RMN **C ou on observe un signal & ¢ 53,3. Par
ailleurs, sur le spectre HMBC on observe une tache de corrélation entre les signaux a Jn 3,86 et
oc 143,1 (C-6). Ce qui permet de positionner le groupement méthoxyle sur C-6. Compte tenu de

la formule brute (C10HgQO4), nous avons fixé le groupement hydroxyle sur C-7.
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Figure 34: Spectre de RMN *H (500 MHz, CD;COCDs) de la scopolétine (PC-1, 44)
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Figure 35: Spectre de RMN *3C (100 MHz, CD3COCD:3) de la scopolétine (PC-1, 44)

La comparaison de toutes ces données spectrales avec celles décrites dans la littérature
(Nikoletta et al, 2000) nous a permis d’attribuer a PC-1, la structure 44 qui est celle de la 7-
hydroxy-6-méthoxy-2H-1-benzopyran-2-one encore appelée scopolétine ou scopolétol

précédemment isolée des fruits de Melia azedarach L (Nikoletta et a/, 2000).

679
H
HO ( \ O O
ol
386 0 N\C F
(@) H
6.18
H
7,15 7,87

Schéma 15: Quelques corrélations observées sur le spectre
HMBC de la scopolétine (PC-1, 44).

La scopolétine possede une large gamme d’activités biologiques. Nous pouvons citer entre
autre:
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- L’activité inhibitrice modérée contre Micrococcus luteus (Li et al., 2013).
L activité inhibitrice de a-glucosidase comparée au contrdle positive de I’acarbose (Nurul et
al., 2013).

- L'inhibition de la germination de Panicum miliaceum (Del Corral et al., 2012).

- Les effets inhibiteurs sur les bactéries et les champignons (Gnonlonfin et al., 2012).

La scopolétine a montré la plus forte activité acaricide contre Tetranychus cinnabarinus,

I'activité acaricide optimale étant obtenue a 23,2 et 25,3 °C (Yang et al., 2012).

- La scopolétine a montré des activités hypo-uricémiantes, anti-angiogéniques et pro-
apoptotiques (Yao et al., 2012; Beh et al., 2012).

- La scopolétine est un antioxydant, un antidépresseur et un hypotenseur. Elle exerce des
activités anti-inflammatoires, anti-allergiques, anti-diabétiques, antimicrobiennes et
anticonvulsives. Elle inhibe la peroxydation lipidique hépatique et augmente l'activité des
antioxydants endogénes. La propriété anticancéreuse de la scopolétine est due a I'inhibition
de la prolifération de certaines cellules cancéreuses en induisant I'apoptose (Habbu et al.,
2012; Cheng et al., 2012).

- Les activités anti-arthritiques in vivo en partie en empéchant I'angiogénése synoviale (Pan et

al., 2011) et gastrocinétique (Nima et al., 2012) ont été mentionnées.

Tableau XVI: Données spectrales de RMN *H (500 MHz) et *C (100 MHz) de la scopolétine
(PC-1, 44) dans I’acétone.

. PC-1
Position 51 (M, Jen H2) oc
1 - -
2 - 1594
3 6,18 (1H, d, 9,2) 109,
4 7,87 (1H, d, 9,2) 142,3
5 7,15 (1H, s) 106,6
6 - 143,1
7 - 148,7
8 6,79 (1H, s) 100,2
da - 108,6
8a - 147,2
-OCHj3 3,86 (3H, s) 53,3
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11.1.2.3.2- Hymexelsine ou xeroboside (PC-4, 159)

PC-4 se présente sous forme de fibres blanchatres dans le mélange CH,Cl,/MeOH
(77,5/22,5). 1l est soluble dans la pyridine et fond a 206 °C. Il répond positivement au test de
Molish caractéristique des glycosides. Son spectre de masse en haute résolution (HR-ESI) (Fig.
36) présente le pic de I’ion pseudomoléculaire [M+H]" & m/z 487,1443 (calculée pour Cy;H27013:
487,1446) compatible avec la formule brute C,;H;6013 renfermant 9 insaturations.

L analyse des spectres de RMN *C et *H (Fig. 37 et Fig. 38) de PC-4 comparée & I’analyse
de ceux de PC-1 (Fig. 34 et Fig. 35) permet de relever certaines similitudes dans leurs structures.
En effet, sur son spectre de RMN *3C on observe un ensemble de signaux a dc 104,8; 109,7;
113,2; 114,0; 144,1; 147,1; 148,6; 151,4 et 161,8 attribuables au noyau coumarinique observé
dans PC-1. De méme, on observe un signal a Jc 56,3 ppm attribuable a un groupement

méthoxyle. PC-1 serait donc la partie aglycone de PC-4. D’ou la sous structure D suivante:

Sur ce méme spectre de RMN *3C, on observe deux signaux caractéristiques a dc 102,3 et
111,6 ppm attribuables aux carbones anomériques du glucose et de I’apiose respectivement. En

plus, on y observe entre Jc 65,0 et 81,0 ppm, 9 signaux attribuables aux carbones des sucres.

118



[M+H]* || [M+Na]*

[M+H-CsHy0,4]*

pco4 837 RT: 066 AV 1 ML 28867
T:FTMS +cES Full mleDUM
355.1024 2874443 5091256
Cz2iHx ONa

CirHirds CaHx On

59

58

57

56

]
& @

Relative Abundance
@
a

i

50

49

LN Ny [ O T [ [ O T
340 350 360 3T 380 390 400 410 420 430 o 450 460 410 480 490 500 510

INFUPC&E&&&%@S%&Egpggggﬁr‘gg N AN~ N AT~ OWL O
dd o0 00 0N O WW 00m <00 F o n © < Ww MmN oo~ o
ehESSIEIe88 888333588 ¢ soerwicgs g
[y s A I e e I S B AL

INFU-PC-4 &arigbrie.85p & & 5 8 © Q

gEer B3 & g8 g %

TS 00T T i i

85 80 75 70 65 60 55

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
Chemical Shift (ppm)

Figure 37: Spectre de RMN *3C (100 MHz, Pyridine) de I’hymexelsine (PC-4, 159)

Sur le spectre RMN *H (Fig. 38), on observe outre les signaux des protons de I’aglycone, des
signaux a oy 5,69 (1H, d, J = 7,3 Hz) et 5,71 (1H, d, J = 2,6 Hz) attribuables aux protons

anomeériques du glucose et de I’apiose.

119



On observe également un ensemble de signaux entre Jy 4,10 et 4,90 ppm attribuables aux
protons des sucres. Ceci montre que la partie osidique serait formée d’un sucre en Cs (apiose) et

d’un autre en Cg (glucose), d’ou les fragments E et F.
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Figure 38: Spectre de RMN *H (500 MHz, Pyridine) de I’hymexelsine (PC-4, 159)

Sur son spectre HMBC (schéma 16) on observe:
-Une tache de corrélation entre le proton anomérique de I’apiose a dy 5,71 et le carbone a oc

69,3 ppm, d’ou la jonction suivante obtenue de F et G.
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-Une tache de corrélation entre le proton anomérique du glucose a oy 5,69 et le carbone de
I’aglycone a dc 151,4 ppm (C-7), donc la partie osidique est liée a I’aglycone par le glucose.
Ceci est confirme sur le spectre de masse ou on observe un pic a m/z 355,1024 correspondant

a la perte d’un fragment CsHyO,4 (apiose).

L’interprétation de toutes ces données spectrales comparées a celles décrites dans la
littérature (Tableau XVII) nous a permis d’attribuer a PC-4 la structure 159 qui est celle de
I’lhymexelsine ou xeroboside déja isolé par Rao et al. des écorces de Hymenodictyon excelsum
(Rao et al, 1988). A notre connaissance, ce composé est isolé ici d’une espéce du genre

Pauridiantha pour la premiére fois.

L’hymexelsine a montré une activité inhibitrice modérée contre Micrococcus luteus (Li et al.,
2013). L’hymexelsine a montré une activité anti-appétant des insectes a I’égard de Spodaptera

litura au quatriéme stade larvaire (Nagaiah et al., 1992).

3,71

Schéma 16: Quelques corrélations importantes observees sur le spectre HMBC de I’hymexelsine
(PC-41 @)

La comparaison des données de RMN *3C de PC-1 (100 MHz, CD3COCD3), PC-4 (100 MHz,
Pyridine) et hymexelsine (25 MHz, DMSO-d) est consignée dans le tableau XVII suivant.
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Tableau XVII: Données comparées de RMN **C de PC-1 (100 MHz, CD3COCD3), PC-4 (100
MHz, Pyridine) et hymexelsine (25 MHz, DMSO-ds) (Rao et a/, 1988).

Position PC-1 PC-4 Hymexelsine
oc oc Joc

1 - - -

2 159,4 161,8 160,9
3 109,2 113,2 113,3
4 142,3 1441 1442
5 106,6 104,8 109,8
6 143,1 1471 145,9
7 148,8 1514 149,6
8 100,2 109,7 103,1
4a 108,6 1140 1125
8a 147,2 148,6 148,8
-OCH3 53,3 56,3 56,1
r - 102,3 99,7
2’ - 74,7 72,9
3’ - 78,8 76,4
e - 71,7 69,7
5 - 78,2 76,1
6’ - 69,3 67,5
1 - 111,6 109,2
2" - 77,5 75,4
3 - 80,6 78,7
4 - 75,3 73,4
5 - 65,8 63,4
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11.1.2.3.3- 7,7'-dihydroxy-6,6'-diméthoxy-3,3'-biscoumarine ou 3,3’-biscopolétine (PC-
29-1, 160)

PC-29-1 se présente sous forme de poudre cristalline jaune-orangé dans le systeme
CH,Cl,/MeOH (96/4). 1l est soluble dans le DMSO (ou la pyridine) et fond entre 253-255 °C. Il

répond positivement au test au chlorure ferrique caractéristique des composés phénoliques.

Son spectre de masse a haute résolution HR-ESI (Fig.39b) présente le pic de I’ion
pseudomoléculaire [M+H]" & m/z 383,0769 (calculée pour CyoH150g: 383,0761) compatible avec

la formule brute C;oH140g renfermant 14 degrés d’insaturation.
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Figure 39: Profil chromatographique LC-MS (a) et Spectre de masse HR-ESI (b) de la 7,7'-
dihydroxy-6,6'-diméthoxy-3,3'-biscoumarine (PC-29-1, 160).
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L’analyse de son spectre de masse couplée a ceux de RMN 1D et 2D permet d’attribuer a
PC-29-1 la structure suivante:

En effet, I’analyse de son spectre de RMN *C (Fig. 40) associée & ceux du DEPT 90 et 135
(Tableau XVIII) et du HSQC (Tableau XVIII) fait ressortir dix signaux de carbone dont six

quaternaires, trois méthynes et un méthyle.

Figure 40: Spectre de RMN *C (125 MHz, DMSO-ds) de la 7,7-dihydroxy-6,6'-diméthoxy-
3,3"-biscoumarine (PC-29-1, 160)
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La superposition des spectres de RMN *H de PC-29-1 (Fig. 41) et de PC-1 (voir Fig. 34)
montre pour PC-29-1 des signaux caractéristiques d’un noyau coumarinique. En effet, nous
avons deux singulets d’un proton chacun a Jy 6,83 et oy 7,30 attribuables aux protons d’un
noyau aromatique tétrasubstitué (H-8 et H-5 respectivement), un signal de méthoxyle (-OCHs3) a
on 3,83 (3H, s) et un autre a oy 8,30 (1H, s) attribuable a un proton oléfinique trisubstitué. Le
singulet a o4 10,45 (1H, s) est attribuable a un hydroxyle phénolique. La présence de deux
signaux de protons oléfiniques a dy 6,18 (d, J = 9,2 Hz) et 6y 7,87 (d, J = 9,2 Hz) sur le spectre

RMN *H de PC-1 montre que pour PC-29-1, nous avons une substitution soit en C-3 soit en C-4.

Figure 41: Spectre de RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) de la 7,7-dihydroxy-6,6'-diméthoxy-3,3'-
biscoumarine (PC-29-1, 160)

Compte tenu de la formule brute C,0H140g et du nombre de signaux (dix) de carbone observé
sur le spectre de RMN 3C, on conclut que PC-29-1 est une molécule symétrique et serait un
dimere de PC-1.

Les jonctions possibles pour PC-29-1 sont les jonctions C-3/C-3’ et C-4/C-4’. La jonction C-
3/C-3’ a été retenue par I’observation sur le spectre HMBC (schéma 17) des taches de corrélation
intenses entre le proton a Jy 8,30 (H-4) et les carbones a oc 117,0 (C-3’) et oc 109,7 (C-5).

PC-29-1 serait donc la 7,7-dihydroxy-6,6'-diméthoxy-3,3'-biscoumarine ou 3,3’-
biscopolétine ou 3,3’-discopolétine, une biscoumarine a structure symeétrique rare, couplée a

travers une liaison carbone-carbone. Elle a été isolée pour la premiere fois de Erycibe
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obtusifolia par Liu et al. (2007) et est & notre connaissance isolée du genre Pauridiantha pour la

premiére fois.

Schéma 17: Quelques corrélations importantes observées sur le spectre HMBC de la 7,7'-
dihydroxy-6,6'-diméthoxy-3,3'-biscoumarine (PC-29-1, 160)

Tableau XVIII: Données spectrales de RMN *H (400 MHz) et *C (125 MHz) de la 7,7
dihydroxy-6,6'-diméthoxy-3,3'-biscoumarine (PC-29-1, 160) dans le DMSO-dj.

Position on (M) oc
2-2’ - 159,7
3-3’ - 117,0
4-4’ 8,30 (1H, s) 143,0
4a-4’a - 110,6
5-5’ 7,30 (1H, s) 109,7
6-6’ - 145,6
7-7 - 151,6
8-8’ 6,83 (1H, s) 102,4
8a-8’a - 149,0
6-6’-OCHs 3,83 (3H, s) 56,1
7-7’-OH 10,45 (1H, s) -

126



11.1.2.3.4- Melange de la 7,7'-dihydroxy-6,6'-dimethoxy-8,8'-biscoumarine et 7,7'-
dihydroxy-6,6'-diméthoxy-3,3'-biscoumarine (PC-29-2, 161 et 160)

PC-29-2 se préesente sous forme de poudre jaune-orangé dans le systtme CH,Cl,/MeOH
(96/4). 1l est soluble dans le DMSO (ou la pyridine) et répond positivement au test au chlorure

ferrique caractéristique des composés phénoligues.

L’analyse au moyen de la technique LC-MS (Fig. 42a) montre que PC-29-2 serait un
mélange de deux composés de méme poids moléculaire dont PC-29-1 (i) et son isomeére (ii).

Son spectre de masse a haute résolution HR-ESI (Fig. 42b) présente le pic de I’ion
pseudomoléculaire [M+H]" & m/z 383,0769 (calculée C,oH150g: 383,0761) pour compatible avec

la formule brute CyoH140g renfermant 14 degrés d’insaturation.
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Figure 42: Profil chromatographique LC-MS (a) et spectre de masse HR-ESI (b) de la 7,7'-
dihydroxy-6,6'-diméthoxy-8,8'-biscoumarine et 7,7'-dihydroxy-6,6'-diméthoxy-3,3'-
biscoumarine (PC-29-2, 161 et 160).

L’analyse de son spectre de masse couplée a ceux de RMN 1D et 2D permet d’attribuer a

PC-29-2 les structures suivantes:
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161 160

En effet, la superposition des spectres de RMN 'H de PC-29-1 et PC-29-2 (Fig 43) montre
les signaux caractéristiques d’un mélange de deux composes pour PC-29-2. Les signaux a Jy
3,83 (3H, s), oy 6,83 (1H, s), on 7,30 (1H, s), on 8,30 (1H, s) et oy 10,46 (1H, s) correspondent
exactement a ceux des protons de PC-29-1.

Nous observons en plus des signaux sus-cités, trois singulets a oy 3,91 (3H, s) attribuables a
un groupement méthoxyle, oy 7,35 (1H, s) attribuable au proton d’un noyau aromatique
pentasubstitué et oy 9,80 (1H, s) attribuable a un hydroxyle phénolique. Toujours sur ce spectre,
on observe deux doublets a oy 6,22 (1H, d, J = 9,2 Hz), 4 7,99 (1H, d, J = 9,2 Hz) attribuables
aux protons oléfiniques en «cis», probablement ceux en C-3 et C-4 respectivement. Ces signaux
correspondent a ceux des protons d’un isomere de PC-29-1 (161). La taille des signaux nous

permet de déduire que PC-29-1 est le produit majoritaire dans le mélange.

Figure 43: Spectre de RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) de PC-29-2 (161 et 160).
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L’isomeére de PC-29-1 (161) possédant un noyau aromatique pentasubstitué et sa molécule
étant symétrique, les jonctions possibles sont C-5/C-5’ et C-8/C-8’.

La jonction C-8/C-8’ a éte retenue par I’observation sur le spectre HMBC (schéma 18) des
taches de corrélation entre le proton a oy 7,35 (H-5) et les carbones a oc 144,9 (C-4); oc 147,8
(C-8a) et oc 149,0 (C-6).

PC-29-2 serait donc un mélange de la 7,7'-dihydroxy-6,6'-diméthoxy-8,8'-biscoumarine (161)
et de la 7,7'-dihydroxy-6,6'-diméthoxy-3,3'-biscoumarine (160), deux biscoumarines a structures
symeétriques rares couplées a travers une liaison carbone-carbone. Toutes les deux ont été isolées
pour la premiere fois de Erycibe obtusifolia par Liu et al. (2007). Elles sont isolées ici pour la

premiére fois d’une espece du genre Pauridiantha.

Schéma 18: Quelques corrélations importantes observées sur le spectre HMBC de PC-29-2

Les attributions complétes des protons et carbones ont été effectuées sur la base de ses
spectres de RMN *H et *C (Fig.44), DEPT (Tableau XI1X), HSQC (Tableau XI1X) et HMBC
(voir schéma 18).
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Figure 44: Spectre de RMN **C (75 MHz, DMSO-d) de PC-29-2 (161 et 160).

Les données spectrales de PC-29-2 ainsi que les données de la littérature de la 7,7'-
dihydroxy-6,6'-dimethoxy-8,8'-biscoumarine et de la 7,7'-dihydroxy-6,6'-diméthoxy-3,3'-
biscoumarine sont consignées dans les tableaux XIX et XX respectivement.

Tableau X1X: Données spectrales de RMN *H (400 MHz) et *C (75 MHz) de PC-29-2 (161 et
160) dans le DMSO-d.

PC-29-2

Position 161 160

on (M, Jen Hz) oc on(m,JenHz) dc
2-2 - 160,6 - 159,7
3-3’ 6,22 (1H, d, 9,2) 111,5 - 117,0
4-4 7,99 (1H, d, 9,2) 1449 8,30 (1H, s) 143,0
4a-4’a - 110,2 - 110,6
5-5’ 7,35 (1H, s) 108,7 7,30 (1H, s) 109,8
6-6 - 1449 - 145,6
7-7 - 149,0 - 151,6
8-8’ - 107,5 6,83 (1H, s) 102,4
8a-8’a - 1478 - 149,0
6-6’-OCHj; 3,91 (3H, s) 56,1 3,83 (3H, s) 56,1
7-7’-OH 9,80 (1H, s) - 10,46 (1H, s) -
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Tableau XX: Données de la littérature RMN *H (500 MHz) et **C (125 MHz), de la 7,7
dihydroxy-6,6'-diméthoxy-8,8'-biscoumarine et de la 7,7-dihydroxy-6,6'-
diméthoxy-3,3'-biscoumarine dans le DMSO-ds (Liu et al., 2007).

- 7,7'-dihydroxy-6,6'-diméthoxy-  7,7'-dihydroxy-6,6'-diméthoxy-
Position

8,8'-biscoumarine 3,3'-biscoumarine
oy (m, Jen Hz) oc on (M, Jen Hz) oc

2-2 - 160,6 - 159,7
3-3’ 6,21 (1H, d, 9,5) 1114 - 117,0
4-4 7,99 (1H, d, 9,5) 144,9 8,30 (1H, s) 143,0
4a-4’a - 110,2 - 110,6
5-5’ 7,34 (1H, s) 108,7 7,29 (1H, s) 109,7
6-6 - 1449 - 145,6
7-7 - 149,4 - 151,6
8-8’ - 107,7 6,83 (1H, s) 102,4
8a-8’a - 147,8 - 149,0
6-6"-OCH3; 3,90 (3H, s) 56,1 3,83 (3H, s) 56,1
7-7" -OH 9,80 (1H,s) - 10,46 (1H, s) -
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11.1.2.4- Les flavonoides

Deux flavonoides indexés EC100P331/321 et EC100P332/322 ont été isolés des écorces du
tronc de E. cylindricum.

11.1.2.4.1- (+)-Catéchine (EC100P331/321, 162)

EC100P331/321 se présente sous forme de poudre cristalline orange. Il est soluble dans le
méthanol et fond entre 172-174 °C. Il répond positivement au test au chlorure ferrique et a celui
de Shinoda, indiquant ainsi sa nature phénolique et flavonoique.

Sur son spectre de masse HR-ESI (Fig. 45), on observe le pic de I’ion pseudo-moléculaire
[M+H]" & m/z 291,0861 (calculée pour CisH1506: 291,0863) compatible avec la formule brute
C15H1406 renfermant 09 degrés d’insaturation.

EC100F32-1 #61 RT: 088 AV 1 ML 7.50E6
T: FTMS + cESI Full ms[200.00-1000.00)

291.0861 [M+H]+
100 CisHiz0s

90

80

70

60

[M+H-H,07"

50

Relative Abundance

2731630
10 CisHi3 O3

Figure 45: Spectre de masse HR-ESI de la catéchine (EC100P331/321, 162)

Son spectre de RMN *H (Fig. 46) présente:

- deux doublets dedoublés d’un proton chacun a oy 2,53 (1H, dd, Jy-4a, H-3a) = 8,4; J(H-4a, H-4¢) =
16,1 Hz) et 2,87 (1H, dd, JiH-ge, H-33) = 5,8; J(H-4a, H-4e) = 16,4 HZ) (Hye et al., 2009);

- un signal a oy 4,00 (1H, ddd, J-3a, H-4e) = 5,8; J(H-3a, H-2a) = 7,75 JH-3a, H-4) = 8,0 HZ)
attribuable au proton d’un oxyméthyne;

- un signal & 0w 4,59 (1H, d, Jn-2a, H-3a) = 7,7 Hz) attribuable au proton d’un autre oxyméthyne;
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- deux signaux a dy 5,88 (1H, d, J= 2,3 Hz) et 5.95 (1H, d, J= 2,3 Hz) attribuables aux
protons d’un noyau aromatique tétrasubstitué;

- trois autres signaux de trois protons aromatiques a oy 6,74 (1H, dd, J=1,9; 8,4 Hz); 6,78
(1H, d, /= 8,0 Hz) et 6,86 (1H, d, J= 1,9 Hz), suggérant la presence d’un systeme ABC.
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Figure 46: Spectre de RMN *H (500 MHz, CD50D) de la catéchine (EC100P331/321, 162).

L’analyse de son spectre de RMN *C (Fig. 47) fait ressortir la présence des carbones
centraux d’une flavane hydroxylée en C-3 a J¢c 27,8 (C-4), 67,8 (C-3) et 81,9 (C-2) (Markam,

1982). On note également la présence de deux carbones aromatiques oxygenés en ortho a oc

145,2 et 145,3 ppm.
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Figure 47: Spectre de RMN *3C (125 MHz, CDsOD) de la catéchine (EC100P331/321, 162)

La combinaison de toutes ces données en comparaison avec celles décrites dans la littérature,
nous a permis d’identifier EC100P331/321 au (2R, 3S)- 2-(3’,4’-dihydroxyphényl)chromane-
3,5,7-triol communément appelé catéchine ou catéchol de structure 162. Ce composé a été déja

isolé de plusieurs especes végétales parmi lesquelles Acacia catechu Willd (Hye et al., 2009).
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Notons que la (+)-catéchine posséde une activité anti-oxydante, antitumorale et
antibactérienne. C’est un potentiel herbicide (Harsh et a/., 2002). La catéchine posséde
également une activité antihormonale, car elle est capable de diminuer ou d’arréter I’action de

certaines hormones (Hye et al., 2009).

Tableau XXI: Données comparées de RMN *3C (125 MHz, CDs0D) de EC100P331/321 (162)
avec celles de la littérature (Hye et al., 2009).

EC100P331/321 Littérature

Position

on (M, Jen Hz) oc HMBC oc
1 - - -
2 4,59 (1H, d, 7,7) 81,9 C-2’,C-3,C-4,C-6’,C-9 80,9
3 4,00 (1H, ddd, 5,8; 7,7; 8,0) 67,8 C-1’,C-2,C-10 66,3
©  omanassis 70 cacscscw 27
5 - 156,6 - 156,1
6 5,88 (1H, d, 2,3) 94,5 C-5, C-8, C-10 93,9
7 - 156,8 - 156,4
8 5,95 (1H, d, 2,3) 95,3 C-6, C-7,C-10 95,1
9 - 1559 - 155,3
10 - 99,9 - 99,1
1’ - 1312 - 130,6
2’ 6,86 (1H, d, 1,9) 1143 C-2,C-4’,C-6’ 114,5
3’ - 1453 - 144.8
4 - 1452 - 144,6
5’ 6,78 (1H, d, 8,0) 1151 C-1’,C-3 115,1
6’ 6,74 (1H, dd, 1,9; 8,4) 119,1 C-2,C-2’,C-4’ 118,4
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11.1.2.4.2- Epicatéchine ou épicatéchol (EC100P332/322, 163)

EC100P332/322 se presente sous forme de poudre cristalline blanche. 1l est soluble dans le
méthanol et fond entre 239-241 °C. Il répond positivement au test au chlorure ferrique et a celui

de Shinoda, indiquant ainsi sa nature phénolique et flavonoique.

Sur son spectre de masse HR-ESI (Fig. 48), on observe le pic de I’ion pseudo-moléculaire
[M+H]" & m/z 291,0862 (calculée pour CisH1506: 291,0863) compatible avec la formule brute

C15H1406 renfermant 09 degrés d’insaturation.

EC100F32-2 #50 RT:1.26 AV 1 NL 1.65E7

T-FTMS +GES! Full ms[200.00-1000.00]
201,086 g [B.I—FH]*'
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Figure 48: Spectre de masse HR-ESI de I’épicatéchine (EC100P332/322, 163)

Nous pouvons donc déduire que EC100P332/322 est un isomere de EC100P331/321.

L analyse comparée des spectres de RMN *3C (Fig. 49) et 'H (Fig. 50) de EC100P332/322
avec ceux de EC100P331/321 (voir Fig. 47 et Fig. 46) nous permet de proposer pour
EC100P332/322 la structure 163 suivante:

136



En effet, le spectre de RMN *3C (Fig. 49) de EC100P332/322 est totalement similaire & celui
de EC100P331/321 et presente 15 signaux de carbone dont ceux des carbones centraux d’une
flavane hydroxylée en C-3 a dc 28,2 (C-4), 66,5 (C-3) et 78,9 (C-2) (Markam, 1982). On note

également la présence de deux carbones aromatiques 0xXygéneés en ortho a oc 144,7 et 144,9 ppm.
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Figure 49: Spectre de RMN *3C (125 MHz, CD3;0D) de I’épicatéchine (EC100P332/322, 163).

De méme, les spectres de RMN *H (Fig. 46 et Fig. 50) des 2 composés sont similaires avec

pour EC100P332/322, des signaux de protons oxyméthynes a oy 4,20 (1H, m, H-3) et 4,84 (1H,

[s, H-2). On y observe aussi deux doublets dédoublés d’un proton chacun a oy 2,76 (1H, dd, J =
2,7; 16,8 Hz, H-4) et 2,88 (1H, dd, J = 4,6; 16,8 Hz, H-4).
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Figure 50: Spectre de RMN *H (500 MHz, CDs;OD) de I’épicatéchine (EC100P332/322, 163).
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La différence significative entre les deux composés se trouve au niveau du proton H-2. Pour
la catéchine (EC100P331/321), il se présente sous forme de doublet a oy 4,59 ceci est di a un
couplage trans entre H-2-H-3 (J = 7,7 Hz). Alors que pour EC100P332/322, H-2 est un large
singulet (/s) a on 4,84; ce qui montre I’absence de couplage entre les protons H-2-H-3 et

indiquant que H-2 et H-3 sont de configuration cis.

L’ensemble de toutes ces données comparé a celles de la catéchine (EC100P331/321) et aux
données de la littérature (Kazuo et al., 1999) permet de confirmer pour EC100P332/322 la
structure 163 qui est celle du (2R, 3R)-2-(3’,4’-dihydroxyphényl)chromane-3,5,7-triol,

communément appelé épicatéchine ou épicatéchol.

L’épicatéchine est un antioxydant puissant. Elle imite I’action de I’insuline et améliore la
santé du cceur. En effet, des études montrent que I'épicatéchine exerce un role protecteur sur la
fragilité osmotique des cellules, similaire a celui de Il'insuline. Son mécanisme d'action est
différent de celle de l'insuline et demeure spéculative. Dans les globules rouges diabétiques
I’épicatéchine provoque une augmentation de I'activité de I'acétylcholinestérase. Cette activité est
significativement plus faible chez les patients diabéetiques de type 2. L’épicatéchine réduit la
peroxydation des lipides et inhibe l'agrégation plaquettaire. Elle provoque la dilatation des
vaisseaux sanguins par le contrdle de l'oxyde nitrique, une molécule sécrétée par I'endothélium
du vaisseau sanguin pour signaler I’environnant musculaire pour se détendre. Les catéchines sont
également connues pour leur action a inhiber l'alpha-amylase, empéchant ainsi la digestion et
I'absorption des hydrates de carbone qui autrement contribueraient a lI'augmentation des niveaux

de sucre dans le sang (www.diabeticbar.com, 2015).
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Tableau XXII: Données comparées de RMN *'H (500 MHz) et *C (125 MHz) de

EC100P332/322 (163) avec celles de EC100P331/321 (162) dans le CD30D.

Position EC100P332/322 EC100P331/321
oy (M, Jen Hz) oc HMBC on (M, Jen Hz) oc

1 - - - - -
2 4,84 (1H, Is) 789 C-2°,C-3,C-4,C-6° 459(1H,d,7,7) 81,9
3 4,20 (1H, m) 66,5 C-10 4,00 (1H, ddd, 5,8; 7,7;8,0) 67,8
4 2,76 (1H, dd, 2,7; 16,8) 28 3 C-2,C-3,C-5,C-10 2,53 (1H, dd, 8,4; 16,1) )78

2,88 (1H, dd, 4,6; 16,8) ' C-2,C-3,C-5,C-10 2,87 (1H,dd, 5,8; 16,4) '
5 - 156,6 - - 156,6
6 5,95 (1H, d, 2,3) 949 C-8,C-10 5,88 (1H, d, 2,3) 94,5
7 - 1570 - - 156,8
8 5,97 (1H, d, 2,3) 955 C-6,C-10 5,95 (1H, d, 2,3) 95,3
9 - 156,4 - - 155,9
10 - 99,1 - - 99,9
1 - 131,3 - - 131,2
2’ 7,00 (1H,d, 1,5) 1144 C-2,C-4’,C-6’ 6,86 (1H, d, 1,9) 114,3
3’ - 1449 - - 145,3
4 - 1447 - - 145,2
5’ 6,78 (1H, d, 8,4) 1149 C-1’,C-3’ 6,78 (1H, d, 8,0) 115,1
6’ 6,82 (1H, dd, 1,5; 8,0) 1184 C-2,C-2’,C-4’ 6,74 (1H, dd, 1,9; 8,4) 119,1

Tableau XXI11: Données comparées de RMN *H (500 MHz, CDs;0OD) de EC100P332/322 (163)
avec celles de la littérature (épicatéchine) (Kazuo et al., 1999).

Position EC100P332/322 Epicatéchine
oy (M, Jen Hz) oy (M, Jen Hz)
1 - -
2 4,84 (1H, Is) 4,86 (1H, s)
3 4,20 (1H, m) 4,20 (1H, m)
4 2,76 (1H, dd, 2,7; 16,8) 2,73 (1H,, dd, 4,1; 17,1)
2,88 (1H, dd, 4,6; 16,8) 2,85 (1H,, dd, 4,0; 17,1)
5 - -
6 5,95 (1H, d, 2,3) 6,02 (1H, d, 2,3)
7 - -
8 5,97 (1H, d, 2,3) 5,92 (1H, d, 2,3)
9 - -
10 - -
1’ - -
2’ 7,00 (1H, d, 1,5) 7,04 (1H, d, 1,8)
3’ - -
4’ - -
5 6,78 (1H, d, 8,4) 6,79 (1H, d, 8,3)
6’ 6,82 (1H, dd, 1,5; 8,0) 6,83 (1H, dd, 1,8; 8,3)
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11.1.2.5- Les iridoides: sweroside (PC-A-3, 156)

PC-A-3 se présente sous forme de solide incolore aprés évaporation du systeme MeOH/H,0O
(4:6). 1l est soluble dans le méthanol et fond entre 106-109 °C. Il répond positivement au test de
Molish caractéristique des glycosides.

Son spectre de masse en haute résolution (HR-ESI) (Fig. 51) présente le pic de I’ion
pseudomoléculaire [M+H]" a m/z 359,1341 (calculée pour C15H2300: 359,1337) compatible avec

la formule brute C16H,,04 renfermant 6 insaturations.

pc-a3#472 RT: 863 AV 1 NL 143E8
T: FTMS +cESI Full ms[150.00-1000.00]

[I\_H’H] + —-Casséﬂu
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Figure 51: Spectre de masse HR-ESI du sweroside (PC-A-3, 156)

L’analyse de son spectre de masse couplée a ceux de RMN 1D et 2D permet d’attribuer a

PC-A-3 la structure suivante:

En effet, son spectre de RMN *3C (Fig. 52) montre 16 signaux de carbones indiquant que PC-
A-3 est un composeé en Cyg, donc pas de symeétrie dans la molécule vu la formule brute Ci6H2,0s.
L’analyse de ce spectre couplée a ceux du DEPT 135 et 90 (Tableau XXIV) fait ressortir:
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- Quatre méthylenes a oc 25,9 (C-6); oc 62,6 (C-6’) et 69,7 (C-7) attribuables aux
méthylénoxy (-CH,O-) et dc 120,8 (C-10) attribuable & un méthylene oléfinique. Ceci
corrobore avec les taches de corréelation observees sur le spectre HSQC (Tableau XXIV) a
oc 25,9/ oy 1,70 et 1,77; oc 62,6/ oy 3,66 et 3,89; oc 69,7/ oy 4,37 et 4,45 ; 6c 120,8/ oy
5,30 et 5,27.

- Dix méthynes dont ceux a dc 133,3 (C-8) et 154,0 (C-3) attribuables au méthyne oléfinique
et méthyne oléfinique déblinde respectivement.

- Deux carbones quaternaires a dc 106,0 (C-4) et oc 168,5 (C-11). Celui a Jc 168,5 est
attribuable au carbonyle d’un ester cyclique (lactone).

Sur son spectre de RMN *H (Fig. 53) on observe outre les signaux des protons oléfiniques a
04 5,27 (1H, dd, J = 2,0, 10,5 Hz, H-10a); 5,30 (1H, dd, J = 1,5, 17,0 Hz, H-10b); 5,53 (1H, dt, J
= 10,0, 17,0 Hz, H-8) et oy 7,59 (1H, d, J = 2,5 Hz, H-3), un ensemble de signaux entre 3,16-
4,75 ppm dont certains sont caractéristiques d’un sucre. En effet, le signal a éy4 4,68 (1H, d, J =
8,0 Hz, H-1") est attribuable a un proton anomérique. Ce qui est confirmé par I’observation sur le
spectre HSQC d’une tache de corrélation entre ce proton et le carbone anomérique a oc 99,7 (C-

17). La valeur de la constante de couplage (J = 8,0 Hz) montre qu’il s’agit d’un anomere beéta.

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figure 52: Spectre de RMN *3C (150 MHz, CD3;0D) du sweroside (PC-A-3, 156)
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Figure 53: Spectre de RMN *H (500 MHz, CD;0D) du sweroside (PC-A-3, 156)

Par ailleurs, on observe sur son spectre de masse un pic a m/z 197,0784 correspondant a la
partie aglycone et a la perte d’un fragment en Cs, donc le sucre serait en Cg (glucose). La
position du sucre a été déterminée par I’observation sur le spectre HMBC (schéma 19) des taches
de correélation a oy 4,68 (H-1")/ ¢ 97,9 (C-1) et 6y 5,54 (H-1)/ 6c 99,7 (C-1°).
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Compte tenu de ce qui précéde et par comparaison avec les données de la littérature, PC-A-3
serait le sweroside 156. Ce compose a été déja isolé de Tabernaemontana psorocarpa (Van et

al., 1982) et est a notre connaissance isolé d’une espece du genre Pauridiantha pour la premiere

fois.

/L> HMBC == COSY 'H-'H

Schéma 19: Quelques corrélations importantes observées sur les spectres HMBC et COSY H-

'H de PC-A-3 (156)
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Tableau XXIV: Données de RMN *H (500 MHz) et **C (150 MHz) de PC-A-3 (156) dans le
CD3OD comparées aux données de RMN **C (25 MHz, D,0O) de la littérature

(sweroside) (Van et al., 1982).

- PC-A-3 Sweroside
Position
oH (m, Jen HZ) oc oc
1 5,54 (1H, d, 2,0) 97,9 97,5
2 - - -
3 7,59 (1H, d, 2,5) 154,0 153,2
4 - 106,0 104,6-
5 3,15 (1H, m) 28,4 26,4
1,70 (1H, qd, 4,5; 12,5)
6 25,9 23,8
1,77 (1H, dq, 2,5; 11,5)
4,37 (1H, td, 2,5; 12,0)
7 69,7 69,4
4,45 (1H, dq, 2,0; 11,0)
8 5,53 (1H, dt, 10,0; 17,0) 133,3 131,3
9 2,70 (1H, ddd, 1,5; 5,5; 9,5) 43,8 41,6
5,27 (1H, dd, 1,5; 10,5)
10 120,8 120,5
5,30 (1H, dd, 1,5; 17,0)
11 - 168,5 169,5
1 4,68 (1H, d, 8,0) 99,7 98,2
2’ 3,18 (1H, dd, 8,0; 9,0) 74,7 75,4
3’ 3,37 (1H, t, 9,0) 77,9 76,2
4’ 3,26 (1H, dd, 9,0; 9,5) 71,5 69,4
5’ 3,32 (1H, m) 78,4 72,5
3,66 (1H, dd, 5,5; 12,0)
6’ 62,6 60,6

3,89 (1H, dd, 2,0; 12,0)
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11.1.2.6- Les limonoides:

EC30F-5 a été isolé de Entandrophragma cylindricum et se présente sous forme d’aiguilles
incolores. Il est soluble dans le chloroforme et fond entre 145-147 °C. Il répond positivement au
test de Erlich (para-N,N-diméthylaminobenzaldéhyde) en donnant une coloration rose aprés

pulvérisation sur une plaque de CCM suivie du chauffage a I’étuve. EC30F-5 serait un

limonoide.

Sur son spectre de masse HR-ESI (Fig. 54), on observe le pic de I’ion pseudo-moléculaire
[M+H]" & m/z 673,2502 (calculée pour Cz4H41014: 673,2491) compatible avec la formule brute

andirolide G (EC30F-5, 164)

C34H40014 renfermant quinze degrés d’insaturation.

EC30F5-D# 517RT:8.44 AV:1 NL 2 16E6
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Figure 54: Spectre de masse

L’analyse de ce spectre couplée a ceux de RMN 1D et 2D permet d’attribuer a EC30F-5 la

structure 164 suivante.

HR-ESI de I’andirolide G (EC30F-5, 164)
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En effet, le spectre de RMN 'H (Fig. 55) de EC30F-5 a I’allure générale des phragmalines
ortoester (Tan et Luo, 2011). L analyse de ce spectre couplé & ceux de RMN **C (Fig. 56) et du
HMQC (Tableau XXV) fait ressortir les signaux du cycle furanique a on/oc 7,67 (1H, Is, H-
21)/142,8 (C-21); 7,55 (1H, Id, J = 1,5 Hz, H-23)/145,2 (C-23) et 6,64 (1H, Is, H-22)/110,0 (C-
22) (Tanaka et al., 2011). On observe les signaux de sept méthyles dont deux méthyles
angulaires a op/oc 1,35 (3H, s, H-19)/15,8 (C-19) et 1,50 (3H, s, H-18)/13,4 (C-18); un groupe
acetyle a oploc 2,11 (3H, s, H-377)/22,1 (C-3"’) et d¢c 169,5 (C-3’); un groupe propanoyle a ou/dc
1,18 (3H, t, J = 7,6 Hz, H-2""")/9,3 (C-2"""), 2,47 (2H, m, H-2"")/28,5 (C-2""), dc 174,2 (C-2’);
un groupe méthyle ester a ouloc 3,74 (3H, s, H-7")/52,7 (C-7°), oc 174,2 (C-2’). Nous avons
également les signaux d’un groupe lactone a,f-insaturée a ouloc 6,64 (1H, Is, H-15)/124,1 (C-
15), dc 154,2 (C-14), 163,9 (C-16); d’un ortho ester a op/dc 1,72 (3H, s, H-32)/16,9 (C-32), Jc
120,1 (C-31). On observe les signaux de quatre oxyméthynes sp* a du/dc 3,89 (1H, dt, J = 2,7;
13,4, H-12)/67,0 (C-12); 5,25 (1H, s, H-3)/85,4 (C-3); 5,38 (1H, s, H-30)/74,7 (C-30) et 5,92
(1H, s, H-17)/79,2 (C-17), ainsi que quatre autres signaux de carbones quaternaires sp® oxygénés
aoc 83,9 (C-2); 84,1 (C-8); 84,6 (C-1) et 86,5 (C-9).

Les positions des groupements acétoxyle, propanoyle, carbométhoxyle, furane et
orthoacétyle ont été localisées en C-3, C-2, C-5, C-17 et C-8-C-9-C-30 respectivement sur la
base des corrélations observées sur les spectres HMBC et COSY (schéma 20).
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La comparaison de ces données spectrales avec celles de la littérature (Tableau XXV) nous

permet de confirmer pour EC30F-5 la structure 164 qui est celle de I’andirolide G, un limonoide

de type phragmaline orthoester isolé pour la premiere fois de Carapa guianensis (Meliaceae)

(Tanaka et al., 2011).
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Figure 55: Spectre de RMN *H (500 MHz, CDCls) de I’andirolide G (EC30F-5, 164)
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Figure 56: Spectre de RMN *3C (125 MHz, CDCls) de I’andirolide G (EC30F-5, 164)
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Schéma 20: Quelques corrélations importantes observées sur les spectres HMIBC et COSY *H-

'H de I’andirolide G (EC30F-5, 164).
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Tableau XXV: Données spectrales de RMN *H (500 MHz) et **C (125 MHz) de EC30F-5 (164) dans le
CDClI; comparées a celles de I’andirolide G (Takana et /., 2011).

. EC30F-5 Andirolide G
Position
oy (m, Jen Hz) & &4 (m, Jen Hz) &
1 - 84,6 - 84,1
2 - 83,9 - 83,5
3 5,25 (1H, s) 85,4 5,22 (1H, s) 85,0
4 - 45,0 - 44.6
5 2,14 (1H, id, 8,8) 40,3 2,12 (1H, Id, 10,5) 39,9
6 2,39 (2H, d, 10,7) 34,1 2,35 (2H, m) 33,7
7 - 174,2 - 173,8
8 - 84,1 - 83,7
9 - 86,5 - 86,1
10 - 48,5 - 48,1
2,00 (1H, d, 4,2 1,98 (1H, dd, 13,0; 17,0
1 2,25 ElH, dd, 4,)2; 14,5) 3.0 2,22 ElH, dd, 4,5; 17,0)) 34,6
12 3,89 (1H, dt, 2,7;13,4) 67,0 3,87 (1H, ddd, 2,0; 4,5; 13,0) 66,6
13 - 45,2 - 44,8
14 - 154,2 - 153,8
15 6,64 (1H, Is) 124,1 6,62 (1H, s) 123,7
16 - 163,9 - 163,5
17 5,92 (1H, s) 79,2 5,90 (1H, s) 78,8
18 1,50 (3H, s) 13,4 1,48 (3H, s) 13,0
19 1,35 (3H, s) 15,8 1,32 (3H, s) 15,4
20 - 121,8 - 121,4
21 7,67 (1H, Is) 1428 7,64 (1H, Is) 142,4
22 6,63 (1H, /d, 1,2) 110,0 6,61 (1H, dd, 0,7; 1,6) 109,6
23 7,55 (1H, id, 1,5) 145,2 7,53 (1H, t, 1,6) 144.8
28 0,76 (3H, s) 14,8 0,74 (3H, s) 14,4
1,74 (1H, Is 1,72 (1H, d, 10,7
29 1,08 ElH, d,)11,5) 402 1,96 ElH, d, 10,7; 398
30 5,38 (1H, 9) 74,7 5,35 (1H, s) 74,3
31 - 120,1 - 119,7
32 1,72 (3H, s) 16,9 1,70 (3H, s) 16,5
2’ - 174,2 - 173,9
2,44 (1H, dq, 7,6; 13,8
2" 2 47 (2H, m) 28,5 225 ElH’dg’ 7o 13’8; 28,1
2" 1,18 (3H, t, 7,6) 9,8 1,16 (3H, t, 7,6) 8,9
3’ - 169,5 - 169,1
3" 2,11 (3H, 9) 22,1 2,09 (3H, 9) 21,7
7 3,74 (3H, s) 52,7 3,71 (3H, 9) 52,3
12-OH  1,25(1H, d, 2,7) - 1,23 (1H, d, 2,0)
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11.1.2.7- Les stéroides
11.1.2.7.1- Mélange de g-sitostérol et stigmastérol (PC-22, 153 et 150)

Soluble dans le chloroforme, le composé PC-22 se présente sous forme d’aiguilles blanches
dans le mélange Hex/AE (92,5/7,5). Le test de Libermann Burchard donne une coloration bleu-
verdatre caractéristique des stérols. Sur une plaque de CCM on observe une tache violette apres
pulvérisation a I’acide sulfurique dilué et calcination, ce qui laisse a confirmer que PC-22 serait

un stérol.

Lanalyse du spectre RMN *H (Fig. 57) montre des signaux caractéristiques d’un phytostérol.

En effet, on observe:

- deux singulets de 3 protons chacun a Jy 0,78 et 0,99 ppm attribuables aux protons des

méthyles angulaires.

- trois doublets de 3 protons chacun 6y 0,66 (3H, d, J = 7,6 Hz); 0,80 (3H, d, J = 2,4 Hz) et
0,90 ppm (3H, d, J = 6,4 Hz), ce qui suggere la présence des fragments CH;-CH-. Un doublet
d’un proton a oy 5,33 ppm (1H, d, J = 5,2 Hz) attribuable a un proton oléfinique,

probablement celui du proton porté par le carbone C-6.

- Un multiplet d’un proton a o4 3,50 ppm attribuable a un proton géminé a un groupement

hydroxyle porté par le carbone C-3 des stérols.

Cependant, la présence sur ce méme spectre de RMN 'H de deux doublets dédoublés
d’intensités moyennement réduites a oy 4,99 (dd, J = 8,8 et 15,2) et 5,13 ppm (dd, J = 8,8 et
15,2) nous fait penser qu’on aurait a faire a un mélange de stérols. Cette hypothése a été
confirmée par comparaison de PC-22 avec un échantillon de référence (constitué de g-sitostérol
et stigmastérol observé en CPG) disponible dans notre laboratoire. Ainsi, PC-22 serait un
mélange du p-sitostérol (153) et du stigmastérol (150) avec le pg-sitostérol en proportion

majoritaire.

Le p-Sitostérol est utilisé comme préventif de I’hypercholestérolémie (Carpenter et al.,
1980). En effet, ce composé formerait avec le cholestérol alimentaire dans I’intestin un complexe
physique éliminé par les selles. 1l est aussi hypotensif, antiulcéreux et anticancéreux (Pegel,

1997). Le p-Sitosterol demeure indispensable pour couvrir les besoins de [I’industrie
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pharmaceutique en médicaments stéroidiques (contraceptifs, anabolisants) (Carpenter et al.,
1980; Bruneton, 1993).

Figure 57: Spectre de RMN *H (400 MHz, CDCls) du mélange S-sitostérol et stigmastérol (PC-
22, 153 et 150)

151



11.L1.2.7.2- Mélange de 3-0-p-D-glucopyranoside de p-sitostérol et 3-0-p-D-
glucopyranoside de stigmastérol (PC-31, 152 et 165)

Soluble dans le mélange chloroforme/méthanol, le composé PC-31 se présente sous forme
d’une poudre beige dans le mélange CH,Cl,/MeOH (92,5/7,5). Le test de Libermann Burchard
donne une coloration bleu-verdatre caractéristique des stérols. Le test de Molish est également

positif, donc PC-31 serait un glycoside stéroidique.

L analyse du spectre RMN *H (Fig. 58) montre des signaux caractéristiques d’un glycoside
de phytostérol. En effet, I’analyse comparée de ce spectre a celui de PC-22 montre outre les
signaux caractéristiques des composés PC-22, un ensemble de signaux a Jy 3,19 - 4,37 typiques
d’un fragment de sucre. Le doublet & oy 4,36 (1H, d, J = 7,6 Hz) est attribuable au proton
anomérique du sucre et la valeur de sa constante de couplage permet de déduire qu’il s’agit d’un
S-glucoside.

Nous avons entre autre:
- deux singulets de 3 protons chacun a Jy 0,78 et 0,95 ppm attribuables aux protons des

méthyles angulaires.

- trois doublets de 3 protons chacun oy 0,63 (3H, d, J = 7,2 Hz); 0,76 (3H, d, J = 1,6 Hz) et
0,86 ppm (3H, d, J = 6,4 Hz), ce qui suggeére la présence des fragments CH3;-CH-. Un doublet
d’un proton a oy 5,31 ppm (1H, d, J = 5,2 Hz) attribuable a un proton oléfinique,
probablement celui du proton porté par le carbone C-6.

- Un multiplet d’un proton a Jdy 3,51 ppm attribuable a un proton géminé a un groupement
hydroxyle porté par le carbone C-3 des stérols.

Cependant, la présence sur ce méme spectre de RMN *H de deux doublets dédoublés
d’intensités moyennement réduites a oy 4,95 (H-23, dd, J = 8,8 et 15,2) et 5,09 ppm (H-22, dd, J
= 8,8 et 15,2) nous fait penser qu’on aurait a faire a un mélange de glycoside de stérols. Cette
information est corroborée par I’observation sur le spectre de masse HR-ESI (Fig. 59) de deux
pics d’ions pseudo-moléculaires [Mi+Na]® et [Mx+Na]® & m/z 599,4283 (calculée pour
CasHeoOsNa: 599,4282) et m/z 597,4124 (calculée pour CzsHsgOgNa: 597,4126) compatibles
avec les formules brutes CssHgoOs et CssHsgOg renfermant respectivement six et sept

insaturations. Toujours sur ce spectre, nous observons des pics d’ions fragments [(M;+H)-
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CeH100s5]" et [(M2+H)-CsH100s]" & m/z 415 et m/z 413, correspondant respectivement a la perte

d’une unité de sucre.

Ainsi, PC-31 serait un mélange du 3-O-p-D-glucopyranoside de f-sitostérol (152) et du 3-O-
S-D-glucopyranoside de stigmastérol (165) avec le 3-O-f-D-glucopyranoside de S-sitostérol en
grande proportion.

Le 3-O-p-D-glucopyranoside de sitostérol encore appelé sitostéroline présente des activités
antigastro-ulcératives, anti-inflammatoires et anti-hyperglycémiques. Par ailleurs, il a été
démontré qu’il a un effet protecteur sur le cancer du colon chimiquement induit chez le rat. Il
stimule chez I’Homme la prolifération des lymphocytes T et peut ainsi étre utilisé dans les
combinaisons vitaminiques immunomodulatoires (Bouic et a/., 1996).
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Figure 58: Spectre de RMN 'H (400 MHz, CDCl; + CDs;OD) du mélange 3-O-g-D-
glucopyranoside de g-sitostérol et du 3-O-p-D-glucopyranoside de stigmastérol (PC-
31, 152 et 169).
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Figure 59: Spectre de masse HR-ESI du mélange 3-O-$-D-glucopyranoside de S-sitostérol et du
3-0-f-D-glucopyranoside de stigmastérol (PC-31, 152 et 165).

154



11.1.2.8- Les carbohydrates (disaccharides): 6-0-hexopyranosylhexopyranose (PC-A-7,
166).

PC-A-7 se présente sous forme d’un solide incolore aprés évaporation du systeme
MeOH/H,0 (1:9). Il est soluble dans le méthanol et fond a 84°C. Il répond positivement au test
de Molisch caractéristique d’un hydrate de carbone (glycoside).

L’analyse de ses spectres de RMN 1D et 2D a permis de lui attribuer la formule brute
C12H2201; renfermant deux insaturations.

En effet, sur son spectre de RMN *H (Fig. 60), on observe les signaux caractérisques de deux
sucres a oy 4,46 (1H, d, J = 7,6 Hz) et 5,09 (1H, d, J = 3,6 Hz) attribuables aux protons
anomériques; ce qui nous fait penser a un disaccharide. Les valeurs de leurs constantes de

couplage indiquent qu’ils sont béta et alpha respectivement (De Bruyn et al., 1975).

Figure 60: Spectre de RMN *H (400 MHz, CD;0D) du 6-O-hexopyranosylhexopyranose (PC-
A-71 m)'
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Son spectre de RMN *3C (Fig. 61) présente douze signaux de carbone, ce qui nous permet de
suggérer que PC-A-7 serait un dihexose. L’analyse de ce spectre couplée a ceux du DEPT 135 et
DEPT 90 (Fig. 62) fait ressortir:

- Deux méthylénes a oc 62,9 (C-7) et 62,7 ppm (C-77), attribuables aux oxyméthylénes (CH,-

O) des deux monosaccharides.

- Dix méthynes a oc 71,7; 71,8; 72,9; 73,9; 74,9; 76,3; 2x78,1; 93,9 et 98,2, attribuables aux
oxymethynes (CH-O). Ceux a oc 93,9 (C-2) et 98,2 (C-2°) sont propres a deux carbones

anomériques.

100 -1 a0 a5 80 75 70

Figure 61: Spectre de RMN **C (150 MHz, CD3;0D) du 6-O-hexopyranosylhexopyranose (PC-
A-7, 166).
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Figure 62: Spectres DEPT 135 et DEPT 90 du 6-O-hexopyranosylhexopyranose (PC-A-7, 166)

La liaison osidique a été établie entre C-7 et C-2’ par le biais du spectre HMBC (schéma 21)
sur lequel on observe une tache de corrélation entre le proton a Jy 3,65 (H-7) et le carbone a dc
98,2 (C-27).

La combinaison de toutes ces données spectrales nous permet d’attribuer a PC-A-7 la
structure 166 qui est celle d’un composé connu: le 6-O-hexopyranosylhexopyranose ou D-
melibiose (De Bruyn et al, 1975) de nom systématique 6-((3’,4’,5’-trihydroxy-6’-
(hydroxyméthyl)tétrahydro-2H-pyran-2’-yloxy)méthyl)tétrahydro-2H -pyran-2,3,4,5-tétraol.

Les attributions complétes des protons et carbones ont été effectuées sur la base de ses
spectres de RMN *H et *C, HSQC (Tableau XXVI) et HMBC.
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Schéma 21: Quelques corrélations importantes observées sur le spectre HMBC du 6-O-
hexopyranosylhexopyranose (PC-A-7, 166)

Tableau XXVI: Données de RMN 'H (400 MHz) et “®°C (150 MHz) du 6-O-
hexopyranosylhexopyranose (PC-A-7, 166) dans le CD3;0D.

PC-A-7
Position oy (M, Jen Hz) oc Position oy (M, Jen Hz) oc
1 - - 1’ - -
2 5,09 (1H, d, 3,6) 93,9 2’ 4,46 (1H, d, 7,6) 98,2
3 3,77 (1H, m) 72,9 3’ 3,65 (1H, m) 74,9
4 3,35 (1H, d, 4,0) 73,9 4’ 3,11 (1H, dd, 8,0; 8,8) 76,3
5 3,27 (1H, d, 1,2) 71,8 5’ 3,27 (1H, d, 1,2) 71,7
6 3,26 (1H, d, 0,8) 78,1 6’ 3,33 (1H, m) 78,1
3,65 (1H, m) 3,69 (1H, d, 5,6)
7 62,9 7 62,7
3,84 (1H, dd, 1,6; 11,6) 3,77 (1H, m)
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11.1.2.9-Terpenoides
11.1.2.9.1- Sapelenine A (EC100P20/201, 90)

EC100P20/201 se presente sous forme d’une poudre cristalline fine blanche. Il est soluble
dans le chloroforme et fond entre 111-112 °C. Il répond positivement au test de Liebermann-

Burchard caractéristique des triterpénes.

Sur son spectre de masse HR-ESI (Fig. 63), on observe le pic de I’ion pseudo-moléculaire
[M+H]" & m/z 555,4264 (calculée pour CsHseO7: 555,4261) compatible avec la formule brute
Cs2Hs50; renfermant quatre degrés d’insaturation.

ec100-p20-esi #1562-1608 RT: 18.58-19.03 AW, 11 NL: 1.52E7

T: FTMS + ¢ES! Full ms [200,00-1000,00]
+ 555.4264
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Figure 63: Spectre de masse HR-ESI du sapelenine A (EC100P20/201, 90)

Tenant compte de cette formule brute et du fait qu’aucune classe spécifique qui soit connue
n’ait un squelette de base en Cs,, nous ne pouvons pas a priori proposer une classe de composé a
EC100P20/201.

Sur son spectre de RMN *H (Fig. 64), on observe un signal & dy 2,12 (3H, s) ce qui permet de
suggeérer la présence d’un groupe acétyle (CH3-CO-). Cette hypothese est confirmée plus loin sur
son spectre de RMN *3C (Fig. 65) ol I’on observe un signal dans la région des champs faibles a
oc 172,0 attribuable au carbonyle des esters. Ainsi, EC100P20/201 pourrait étre un triterpéne.
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De plus, sur son spectre de RMN *H proton, on observe outre le signal & oy 2,12 (3H, s), huit
autres signaux de méthyles dont ceux a Jy 1,62 (3H, s); 1,66 (6H, s) et 1,70 (3H, s) sont
attribuables aux méthyles oléfiniques. Ceux a oy 1,14 (3H, s); 1,19 (6H, s) et 1,23 (3H, s)
correspondent aux méthyles liés aux carbones hybridés sp* déblindés (portant des oxygénes). On

peut alors confirmer sans risque de se tromper que EC100P20/201 est un triterpéne.

Par ailleurs, on observe sur le méme spectre de RMN *H proton, des signaux caractéristiques
de 3 groupements oxyméthynes a oy 3,33 (1H, d, J = 10 Hz); 3,39 (1H, d, J = 10 Hz) et 4,86
(1H, d, J = 5 Hz), ce qui permet de suggérer que 3 doubles liaisons sont oxydées. Cette
information est corroborée par la présence sur le spectre de RMN *3C des signaux de carbones
quaternaires oxygénes a oc 73,5; 74,3 et 75,0. On observe également un signal de protons
oléfiniques a Jy 5,15 (3H, m); ce qui confirme la présence de 3 autres doubles liaisons dans la

molécule, soit 3 insaturations.
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Figure 64: Spectre de RMN *H (500 MHz, CDCls) du sapelenine A (EC100P20/201, 90)

160



INFU-EC100P201.011 (CMR).esp

INBU-EC100PRED11 (CMR)esh SR 3 88 EHF I 5 3
n N

i 79 R

77
09
66
38
96
52
39
57
61
18.08
16.53
16.41

. L h“L Ut IL |

36 34 32 30 28 26 24 22 20 18
Chemical Shift (ppm)

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 -20
Chemical Shift (ppm)

Figure 65: Spectre de RMN °C (125 MHz, CDCl;) du sapelenine A (EC100P20/201, 90)

Compte tenu du nombre d’insaturations (n; = 4) et du fait que la derniere insaturation
provient du carbonyle de 1’ester, on peut conclure aisément que EC100P20/201 est un triterpene

acyclique acétylé.

L’analyse du spectre de HMBC (schéma 22) a permis de fixer le groupement acétyle sur la
chaine acyclique. En effet, on y observe des taches de corrélation entre le proton a oy 4,86 (1H,
d, J = 5 Hz) et les carbones a oc 172,0; 74,3; 35,6; 32,4 et 23,5; ce qui permet de fixer ce

groupement en C-7.

De méme, d’autres taches de corrélation proton/carbone sont observées d’une part & dn/ ¢
3,33 /25,4 (CH3); 23,9 (CHz); 26,7(CHz); 35,6 (CH,); 73,5 (C) et d’autre part a on/ oc 3,39 /23,4
(CHa); 25,7 (CH,); 31,8 (CH») et 75,0 (C).

L’interprétation de toutes ces données spectrales comparées a celles décrites dans la
littérature (Tableau XXVII), nous a permis d’attribuer a EC100P20/201 la structure 90 qui est
celle du sapelenine A déja isolé des écorces du tronc de Entandrophragma cylindricum par

Ngnokam et al. (1993).
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Schéma 22: Quelques corrélations observées sur le spectre HMBC du sapelenine A
(EC100P20/201, 90)

Tableau XXVI1I: Données spectrales de RMN °C (125 MHz, CDCls) de EC100P20/201 (90)

comparées a celles de la littérature (sapelenine A) (Ngnokam et al., 1993).

. EC100P20/201 Sapelenine A . EC100P20/201  Sapelenine A

Position Position
5(; 5(: 5C JC

1 23,9 23,5 17 27,1 26,8
2 73,5 73,0 18 124,5 123.9
3 79,3 78,7 19 135,5 135,1
4 25,4 23,0 20 40,1 39,9
5 35,6 35,3 21 27,2 26,9
6 74,3 73,7 22 124,8 124,5
7 80,9 80,5 23 131,7 1314
8 23,5 24,8 24 26,1 25,8
9 32,4 39,6 25 26,8 26,2
10 75,1 74,6 26 22,8 21,6
11 79,1 78,6 27 23,4 24,8
12 31,8 32,3 28 16,5 16,3
13 25,7 25,4 29 16,4 16,1
14 124,2 1243 30 18,1 17,8
15 136,6 136,2 1 172,0 -
16 40,2 39,8 2’ 21,6 -
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11.1.2.9.2- (14E, 18E)-2,6,10,15,19,23-hexaméthyltétracosa-14,18,22-triéne-2,3,6,7,10,11-
hexaol (EC100P26, 167)

EC100P26 se présente sous forme d’une huile incolore. Il est soluble dans le chloroforme et

répond positivement au test de Liebermann-Burchard caractéristique des triterpenes.

Son spectre de masse HR-ESI (Fig. 66), présente le pic de 1’ion pseudo-moléculaire [M+Na]"
a m/z 535,3967 (calculée pour CsoHssOgNa: 535,3969) compatible avec la formule brute

C30Hs606 renfermant trois degrés d’insaturation.

EC100F26#895 RT:15.44 AV:1 NL1.11E7

T. FTMS + ¢ ESI Full ms[200.00-1000.00]
535.3967 [NI—i—Na]+
Cx Ha 0s Na

100

[M+H]+ 5134155

CxoHs Og

90

80

-
=]

=
=]

Relative Abundance
= 5]
= =

- [ (%]
=} > =}

423.3625 4413728 4593835  477.3941 4954049
CxoHr O CxmHi 0z CuHnO: CoxHnOr CxHsO0s
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Figure 66: Spectre de masse HR-ESI de EC100P26 (167)

L’analyse comparée des spectres de masse EC100P20/201 et EC100P26, couplée a celle de
RMN 1D et 2D permet de déduire que EC100P26 est la forme non acétylée de EC100P20/201 et

de proposer pour EC100P26 la structure suivante:
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En effet, leur différence de masses moléculaires de 42 unités fait penser a 1’absence du

fragment acétyle sur EC100P26.

Sur son spectre de RMN °C (Fig. 67), on observe les signaux de 30 atomes de carbones au
lieu de 32 comme dans le cas de EC100P20/201. EC100P26 pourrait étre un triterpene. On note

I’absence des 2 signaux caractéristiques du groupement acétyle a oc 172,0 et 21,6.
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Figure 67: Spectre de RMN °C (125 MHz, CDCls) de EC100P26 (167)

L’analyse minutieuse de ce spectre fait ressortir:

- 8 méthyles a oc 16,4; 16,6; 18,1; 23,5; 23,9; 24,2; 26,1 et 26,9.

- 10 méthylénes a oc 25,3; 25,4; 25,8; 27,1; 27,2; 32,0; 33,2; 33,7; 40,1 et 40,2.

- 6 méthynes dont 3 oxyméthynes a Jdc 79,1; 79,6 et 79,7. Les 3 autres méthynes sont
oléfiniques et apparaissent a oc 124,2; 124,5 et 124,8.

- 6 carbones quaternaires a Joc 73,6; 75,0; 75,1 attribuables aux carbones sp3 oxygénés et d¢c

131,7; 135,5 et 136,5 attribuables aux carbones sp2 oléfiniques.

Sur son spectre de RMN 'H (Fig. 68), on observe:
- 8 signaux de méthyles a oy 1,16 (3H, s); 1,18 (3H, s); 1,19 (3H, s); 1,23 (3H, s); ceux a du
1,62 (6H, s); 1,66 (3H, s) et 1,71 (3H, s) sont attribuables aux méthyles oléfiniques.
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- 6 larges singulets d’un proton chacun a Jy 2,8; 2,95; 3,34; 3,80; 3,94 et 4,24 attribuables
aux protons des groupes hydroxyles.

- 3 signaux de protons oléfiniques a oy 5,12 (1H, t, J =5 Hz); 5,13 (1H, t, J= 5 Hz) et 5,18
(1H, t, J = 5 Hz).

Sur son spectre de HMBC (schéma 23), on observe des taches de corrélation proton/carbone a:
- 0w/ oc 1,62/ 135,5; 131,7; 124,8; 124,5; 40,1 et 26,1.
- on/ oc 1,71/ 131,7; 124,8 et 18,1.
- on/ dc 1,66/ 136,5; 124,2 et 40,2.
- on/ dc 1,23/ 79,6; 73,6 et 23.9.
- on/ oc 1,16/ 79,1; 75,0 et 33,7.
- on/ oc 1,18/ 79,7; 75,1 et 33,2.
- on/ oc 1,19/ 79,6; 73,6 et 26,9.
- on/ 0C 3,36/ 75,0; 33,7; 33,2 et 24,2.
- on/ oc 3,44/ 75,0; 33,7; 25,8 et 23,5.
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Figure 68: Spectre de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) de EC100P26 (167)
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Au vue de ce qui précéde, EC100P26 serait le (14E,18F)-2,6,10,15,19,23-hexaméthyl
tétracosa-14,18,22-triene-2,3,6,7,10,11-hexaol de structure 167. Ce composé a été¢ déja identifié
dans I’extrait de Urtica dioica par la méthode DART-TOF-MS (Direct Analysis in Real Time-
Time Of Flight-Mass Spectrometry) et pourrait étre I’un des responsables des activités anti-

inflammatoire et anti-allergie connues de cet extrait (Alberte et al., 2010).

1,62
18,1 16,4 16,5
OH OH OH

25,8 33,2 33,7 23.9

Q ) 5 ,

26,1 124,8
1,71 j 40,1 40’?\/}, \ OH H OH H OH
H-
5,13

344735 3,36 3,44
5,18

242
/—\» HMBC

5,12

Schéma 23: Quelques corrélations observées sur le spectre HMBC de EC100P26 (167)

Tableau XXVIII: Données comparées de RMN °C (125 MHz, CDCls) de EC100P26 (167)
avec EC100P20/201 (90) (sapelenine A).

.. EC100P26 EC100P20/201 . EC100P26 EC100P20/201
Position Position
oc oc oc oc

1 23,9 23,9 17 27,2 27,1
2 73,6 73,5 18 124,5 124,5
3 79,6 79,3 19 135,5 135,5
4 25,4 25,4 20 40,1 40,1
5 33,7 35,6 21 27,1 27,2
6 75,0 74,3 22 124,8 124,8
7 79,7 80,9 23 131,7 131,7
8 253 23,5 24 26,1 26,1
9 33,2 32,4 25 26,9 26,8
10 75,1 75,1 26 24,2 22,8
11 79,1 79,1 27 23,5 234
12 32,0 31,8 28 16,6 16,5
13 25,8 25,7 29 16,4 16,4
14 1242 1242 30 18,1 18,1
15 136,5 136,6 r - 172,0
16 40,2 40,2 2’ - 21,6
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11.1.2.9.3- Sapelenine B (EC30P183, 91)

EC30P183 se présente sous forme d’une huile visqueuse. 11 est soluble dans le chloroforme et

répond positivement au test de Liebermann-Burchard caractéristique des triterpenes.

Son spectre de masse HR-ESI (Fig. 69), présente le pic de I’ion pseudo-moléculaire [M+Na]"
a m/z 501,3917 (calculée pour Cs;oHs4O4Na: 501,3914) compatible avec la formule brute

C30Hs5404 renfermant quatre degrés d’insaturation.

EC30F18-3 #1251 RT: 2142 A&V 1 NL: 358E7
T: FTMS + cESI Full ms [200.00-1000.00] +
501.3916 [M+Na]
CxwHnuOiNa

100
90
30
= +
3 [M+H]
L -
-
Z60 443.3893
£ CxHs Oz
2
250
s
=40 4
T
0 3 479.4104
E 4613997 CaoH=04
20 CxoHn0s
10; 4253784
B 073669 CxpHwoO
] CxpHg i |
L e e e i et e i B g K e e e i e A Ml e i
380 00 120 140 460 430 500 520 540 560 580 600 620

mz

Figure 69: Spectre de masse HR-ESI du sapelenine B (EC30P183, 91)

Son spectre de RMN °C (Fig. 70) présente 30 signaux de carbone, ce qui fait penser a un
triterpéne. L’analyse minutieuse de ce spectre indique:
- 8 signaux de méthyle a dc 16,4 (2 CHs); 16,5; 18,1; 23,7; 23.8; 26,1 et 27,0;
- 10 signaux de métyléne a o¢c 25,7; 27,1; 27,2; 28,6; 28,7; 29,8; 33,4; 37,4 et 40,1 (2 CHy);
- 6 signaux de méthynes dont ceux dc 124,5; 124,6 et 124,8 sont attribuables aux méthynes
oléfiniques. Les deux autres sont des oxyméthynes et apparaissent a oc 79,0 et 79,3 ppm.
- 6 carbones quaternaires a Joc 131,6; 135,3; 135,4 et 135,7 attribuables aux carbones sp2

oléfiniques et d¢ 73,7 et 74,9 attribuables aux carbones sp> oxygénés.

Des informations susmentionnées, on peut déduire que EC30P183 posséde quatre doubles
liaisons, ce qui correspond aux 4 insaturations de la molécule. EC30P183 serait le squaléne avec

deux doubles liaisons oxydées, c¢’est donc un triterpéne acyclique.
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Figure 70: Spectre de RMN °C (125 MHz, CDCl;) du sapelenine B (EC30P183, 91)

Son spectre de RMN 'H (Fig. 71), montre:

- 8 signaux de méthyles a oy 1,17 (3H, s); 1,19 (3H, s); 1,24 (3H, s); 1,62 (9H, s); 1,64 (3H, s)
et 1,70 (3H, s). Ceux a 1,62 (9H, s); 1,64 (3H, s) et 1,70 (3H, s) sont attribuables aux
méthyles oléfiniques;

- 4 larges singulets d’un proton chacun a oy 2,36; 2,50; 2,83 et 3,05 attribuables aux protons
des groupes hydroxyles;

- Un signal a oy 3,42 (2H, d, J = 9,9 Hz) attribuables a 2 protons oxyméthynes;

- 4 signaux de protons oléfiniques a oy 5,12 (1H, m); 5,14 (1H, m); 5,15 (1H, m) et 5,25 (1H,
[s).
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Figure 71: Spectre de RMN 'H (500 MHz, CDCls) du sapelenine B (EC30P183, 91)
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Sur son spectre de HMBC (schéma 24), on observe des taches de corrélation proton/carbone a:
- on/ oc 1,17/ 79,0; 74,9 et 33.4.
- 0w/ 0c 1,19/ 79,3; 73,7 et 27,0.
- ou/ oc 1,24/ 79,3; 73,7 et 23,7.
- on/ oc 1,62/ 131,6; 124,8; 124,6; 124,5; 40,1 et 26,1.
- on/ oc 1,64/ 135,4; 125,6; 37,4 et 28,6.
- on/ 0c 1,70/ 131,6; 124,8 et 18,1.
- ou/ oc 3,42/ 74,9; 73,7; 37,4; 33,4; 29,8, 27,0; 23,7 et 23,8.
- 0w/ oc 5,12/ 18,1; 27,1 et 40,1.
- 0w/ 0c 5,14/ 16,4; 27,2 et 40,1.
- on/ oc 5,15/ 16,4; 28,6 et 40,1.
- 0w/ 0c 5,25/ 16,5; 28,7 et 37,4.

La combinaison de toutes ces données spectrales comparées a celles décrites dans la
littérature (Tableau XXIX), nous permet d’attribuer a EC30P183 la structure 91 qui est celle du
sapelenine B déja isolé des écorces du tronc de Entandrophragma cylindricum par Ngnokam et

al. (1993).

30 29 28

Schéma 24: Quelques corrélations observées sur le spectre HMBC du sapelenine B (EC30P183,
1)
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Tableau XXIX: Données comparées de RMN 13C (125 MHz, CDCls) de EC30P183 (91) avec

celles du sapelenine B (Ngnokam et al., 1993).

Position EC30P183 Sapelenine B

EC30P183 Sapelenine B

Sc Sc Position - oc
1 23,7 233 16 40,1 38,6
2 73,7 74,5 17 27,2 26,5
3 79,3 78,7 18 124.,6 124,0
4 25,7 25,2 19 135,7° 135,1
5 334 32,8 20 40,1 38,6
6 74,9 73,2 21 27,1 26,6
7 79,0 78,6 22 124,8 1243
8 29,8 28,4 23 131,6 131,1
9 37,4 36,8 24 26,1 26,6
10 135.4 134,8 25 27,0 26,4
11 125,6 124,8 26 23,8 23,2
12 28,6 28,2 27 16,5 15,8
13 28,7 28,1 28 16,4 15,8
14 124,5 124,1 29 16,4 15,8
15 135,3* 135,1 30 18,1 17,8

NB: ® Les résonances avec les mémes indices dans la méme colonne peuvent étre permutées
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11.1.2.9.4- Sapelenine D (EC30P184, 93)

EC30P184 est une huile. Il est soluble dans le chloroforme et répond positivement au test de

Liebermann-Burchard caractéristique des triterpenes.

Son spectre de masse HR-ESI (Fig. 72), présente le pic de I’ion pseudo-moléculaire [M+Na]"
a m/z 543,4026 (calculée pour Cs,HssOsNa: 543,4020) compatible avec la formule brute

Cs,Hs60s renfermant cing degrés d’insaturation.

EC3I0F18-4 #1305 RT:2219 AV 1 ML: 3.53E7
T: FTMS +cESI Full ms [200.00-1000.00]
543.4026 [M-+Na]*
CxHs OsNa

100
20 3
E 503.4105
80 CxHz0,
oi’ll—
H
560 485.4002 [M+H]
g CxHm O3
S50
5
w0 J
2
30 o 521.4210
CoHz Os
20 425.3786
CaHiO 4433889
10 07.3674 CauHsn02 4673804
CoHg | CxHs 02 | ”1| } |
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Figure 72: Spectre de masse HR-ESI du sapelenine D (EC30P184, 93)

L’analyse des spectres de RMN 1D et 2D de EC30P184 comparée a celle du sapelenine B
(voir Fig. 70 et Fig. 71) nous permet de dire que EC30P184 est la forme monoacétylée du

sapelenine B et de lui proposer la structure suivante:

En effet, leur différence de masse de I’ordre de 42 unités indique la présence d’un fragment

acétyle (CH3-CO-). Ceci est confirmé d’une part, sur spectre de RMN "C (Fig. 73) ou I’on
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observe deux signaux supplémentaires a dc 171,9 (C-1°, carbonyle des esters) et 21,5 (C-2°,

méthyle); et d’autre part sur le spectre de RMN 'H (Fig. 74) ou I’on observe un signal d’un

méthyle supplémentaire a oy 2,12 (3H, s, H-2’).
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Figure 73: Spectre de RMN B¢ (125 MHz, CDCl3) du sapelenine D (EC30P184, 93)
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Figure 74: Spectre de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) du sapelenine D (EC30P184, 93)
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De plus, son spectre de RMN 'H présente outre le signal a dy 2,12 (3H, s), huit autres
signaux de méthyles dont ceux a dy 1,18 (6H, s, H-1, H-26) et 1,23 (3H, s, H-25) sont
attribuables aux méthyles liés aux carbones hybridés sp® oxygénés. Ceux a oy 1,62 (12H, s, H-

27, H-28, H-29, H-30) et 1,70 (3H, s, H-24) correspondent aux méthyles oléfiniques.

Nous observons sur le méme spectre des signaux caractéristiques de 2 groupements
oxyméthynes a oy 3,33 (1H, d, /=10 Hz, H-3) et 4,84 (1H, dd, /= 5; 10 Hz, H-7), ce qui permet
de confirmer que 2 doubles liaisons sont oxydées. Cette information est corroborée par la
présence sur le spectre de RMN °C de 2 signaux de carbones quaternaires oxygénés a ¢ 73,5
(C-2) et 74,4 (C-6) en plus de 2 signaux d’oxyméthynes a oc 79,5 (C-3) et 80,1 (C-7). Par
ailleurs, on observe un signal de protons oléfiniques entre 5,10-5,15 (4H, m, H-11, H-14, H-18,
H-22), ce qui confirme la présence de 4 doubles liaisons dans la molécule. Ceci est justifi¢ par
les signaux de carbones oléfiniques observés sur le spectre de RMN °C & d¢ 124,6 (C-14); 1247
(C-18); 124,8 (C-22); 125,5 (C-11); 131,6 (C-23); 134,5 (C-10); 135,3 (C-19) et 135,6 (C-15).

L’ensemble de toutes ces données spectrales comparé a celles décrites dans la littérature
(Tableau XXX) permet de confirmer pour EC30P184 la structure 93 qui est celle du (3R, 6R,
78)-2,3,6-trihydroxy-7-acétoxy-2,3,6,7-tétrahydrosqualéne communément appelé sapelenine D.
Ce composé a été isolé pour la premicre fois des écorces du tronc de Entandrophragma

cylindricum par Ngnokam et al. (1995).

Schéma 25: Quelques corrélations observées sur le spectre HMBC du sapelenine D (EC30P184,
23)

173



Tableau XXX: Données comparées de RMN 3C (125 MHz, CDCl;) de EC30P184 (93) avec

celles de EC30P183 (91) et du sapelenine D (Ngnokam et al., 1995).

Position EC30P184 EC30P183 Sapelenine D
dc oc oc

1 23,8 23,7 23,4
2 73,5 73,7 73,0
3 79,5 79,3 79,6
4 25,5 25,7 25,0
5 34,8 334 34,4
6 74,4 74,9 73,9
7 80,1 79,0 80,0
8 28,1 29,8 27,6
9 36,7 37,4 36,2
10 134,5 1354 134,0
11 125,5 125,6 124.9
12 28,6 28,6 28,2
13 28,7 28,7 28,2
14 124,6 124,5 124,2
15 135,6 135,3° 135,1
16 40,1 40,1 39,7
17 27,2 27,2 26,6
18 124,7 124,6 124,2
19 135,3 135,7% 134,8
20 40,1 40,1 39,7
21 27,1 27,1 26,7
22 124,8 124,8 124,9
23 131,6 131,6 131,2
24 26,1 26,1 25,6
25 26,8 27,0 25,6
26 23,6 23,8 21,1
27 16,5 16,5 15,9
28 16,4 16,4 16,0
29 16,4 16,4 16,0
30 18,1 18,1 17,8
1 171,9 - 171,1
2’ 21,5 - 21,1
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11.1.2.9.5- Sapelenine C (EC100P202, 92)

EC100P202 est une huile. II est soluble dans le chloroforme et répond positivement au test de

Liebermann-Burchard caractéristique des triterpénes.

Son spectre de masse HR-ESI (Fig. 75), présente le pic de 1’ion pseudo-moléculaire [M+Na]"
a m/z 577,4077 (calculée pour Cs,HssO;Na: 577,4075) compatible avec la formule brute

Cs,Hs307 renfermant quatre degrés d’insaturation.

EC1D0F20-281115-1163 RT: 18.52-19.28 AV: 48 NL: 5.88E6
T: FTMS + ¢ ESI Full ms[200.00-1000.00) +
A 5774077 <e===ed [M+Nal|
Cx Hs 07 Na
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Cx Hs O
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Figure 75: Spectre de masse HR-ESI du sapelenine C (EC100P202, 92)

La superposition de son spectre de masse a celui du sapelenine A (EC100P20/201, 90)
permet de déduire que les deux sont des isomeres et de proposer pour EC100P202 la structure

suivante:

En effet, le spectre de RMN °C (Fig. 76) de EC100P202 tout comme celui du sapelenine A
(voir Fig. 65) présente en plus de trois signaux de carbones quaternaires sp” a dc 135,3; 135,1 et

134,5; trois autres signaux de méthynes oléfiniques a d¢c 125,1; 124,9 et 124,6. Ces informations
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permettent de confirmer la présence de trois doubles liaisons dans la molécule. Ceci est en
accord avec son spectre de RMN 'H (Fig. 77) ot ’on observe des signaux de protons oléfiniques
entre 5,04 - 5,08 (3H, m). Cependant, I’absence sur le spectre de RMN °C d’un signal de
carbone quaternaire sp” & dc 131,7 indique ’absence d’une double liaison terminale. Les signaux
de carbones quaternaires oxygénés a dc 73,5 (C-23); 73,6 (C-2) et d’oxyméthynes a Jc 78,5 (C-
22); 79,1 (C-3) confirment que la double liaison Cy,-Cy3 a été oxydée.

La combinaison de toutes ces données spectrales comparée a celles décrites dans la littérature
(Tableau XXXI) nous permet de confirmer pour EC100P202, la structure 92 qui est celle du
sapelenine C. Ce composé a ¢été isolé pour la premicre fois des écorces du tronc de

Entandrophragma cylindricum par Ngokam et al. (1993).
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Figure 76: Spectre de RMN "°C (125 MHz, CDCls) du sapelenine C (EC100P202, 92)
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Figure 77: Spectre de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) du sapelenine C (EC100P202, 92)

Tableau XXXI: Données spectrales de RMN C (125 MHz, CDCl;) de EC100P202 (92)
comparées a celles de EC100P20/201 (90) et de la littérature (sapelenine C)
(Ngokam et al., 1993).

EC100P EC100P  Sapelenine EC100P EC100P Sapelenine

Position 202 20/201 C Position 202 20/201 C

dc dc dc dc dc dc
1 23,8 23,9 23,0 17 26,4 27,1 26,3
2 73,6 73,5 73,0 18 1249 124,5 124,7
3 79,1 79,3 78,7 19 134,5 135,5 134,0
4 25,1 25,4 24,7 20 37,1 40,1 36,6
5 34,9 35,6 344 21 30,4 27,2 29,0
6 73,9 74,3 73,5 22 78,5 124,8 78,0
7 80,2 80,9 79,6 23 73,5 131,7 73,0
8 28,0 23,5 27,5 24 26,6 26,1 26,2
9 36,7 324 36,2 25 26,9 26,8 26,2
10 135,3 75,1 134,8 26 22,3 22,8 223
11 125,1 79,1 124,2 27 16,3 23,4 15,8
12 284 31,8 28,0 28 16,3 16,5 15,8
13 28,6 25,7 27,9 29 16,3 16,4 15,8
14 124,6 124,2 124,6 30 23,3° 18,1 23,3
15 135,1 136,6 134,6 1 172,1 172,0 -
16 40,0 40,2 39,0 2’ 21,5 21,6 -

N.B: ®Les résonances avec les mémes indices dans la méme colonne peuvent étre permutées.
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11.1.2.9.6- Ekeberine D2 (EC30P181, 168)

EC30P181 se présente sous forme d’une huile visqueuse incolore. Il est soluble dans le
chloroforme et répond positivement au test de Liebermann-Burchard caractéristique des
triterpénes.

Son spectre de masse HR-ESI (Fig. 78) présente le pic de ’ion pseudo-moléculaire [M+H]" a
m/z 495,4055 (calculée pour C30HssOs: 495,4044) dont 1’analyse nous permet de lui attribuer la
formule brute C;9Hs4O5 renfermant quatre degrés d’insaturation. Ceci est confirmé sur le spectre
de RMN °C (Fig. 79) ou I’on observe 30 signaux de carbones. Nous pouvons donc suggérer

pour EC30P181 une structure triterpénique.
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Figure 79: Spectre de RMN °C (125 MHz, CDCls) du de I’ekeberine D, (EC30P181, 168)
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L’analyse de son spectre de RMN 'H (Fig. 80) couplée a ceux de RMN *C et HMQC
(Tableau XXXII) montre les signaux de huit méthyles a dy/ dc 1,14/24,2 et 24,3 (6H); 1,15/23,7
(3H); 1,19/26,9 (3H); 1,21/27,9 (3H); 1,60/16,4 (3H); 1,62/16,3 et 16,3 (6H). Ces informations
permettent de confirmer que EC30P181 est un triterpéne. Les signaux a dc 16,3 et 16,4

correspondent aux méthyles oléfiniques.

wwwwwww 0 M
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231 1.38 1.00 0.93 2.02 1.31 1.81 0.72 4.17 15.66 2.93 12.11 4.00 3.08 1.00 7.49 12.00
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Figure 80: Spectre de RMN 'H (500 MHz, CDCls) de I’ekeberine D, (EC30P181, 168)

De plus sur son spectre de RMN 'H, on observe des signaux de trois protons oléfiniques a dy
5,14 (1H, m); 5,19 (1H, m) et 5,20 (1H, m). Ces protons ont été fixés sur les carbones a ¢ 124,8;
125,2 et 125,3 respectivement, ceci sur la base des taches de corrélation observées sur le spectre

HMQC (Tableau XXXII).

Sur son spectre HMBC (schéma 26), on observe d’une part des taches de corrélation
proton/carbone a dy/ dc 1,60/40,0; 124,8; 135,3 et 1,62/37,0; 37,2; 125,2; 125,3; 135,2;135,2
d’autre part. De méme, on observe des taches de corrélation a dy/ d¢c 5,14/16,4; 28,5; 28,6; 40,0;
5,19/26,7; 37,2; 40,0 et 5,20/28,5; 28,6; 37,0.

De ce qui précede, nous pouvons proposer le fragment A suivant:
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16,3

Un ensemble de signaux correspondant a un cycle furanique (tétrahydrofurane) est également
observé sur son spectre de RMN BC a dc 88,0; 86,6; 31,8 et 27,1. Ceci est confirmé sur le
spectre de RMN 'H ou I’on observe outre le signal du proton oxyméthyne du cycle furanique a
ou 3,78 (1H, dd, J=5; 10 Hz); ceux a Jy 1,83 (2H, m); 1,57(1H, m); 2,09 (1H, m). On y observe
¢galement deux autres signaux de deux autres protons oxyméthynes a oy 3,34 (1H, d, /=10 Hz)

et 3,50 (1H, d, J= 10 Hz).

Ces informations associées aux taches de corrélation observées sur le spectre HMBC a dn/ dc¢
3,78/24,2; 27,9; 71,2; 86,6; ou/ oc 3,50/24,3; 30,1; 31,8; 37,0 et 86,6 et ou/ oc 3,34/23,7; 26,9;
30,3; 37,2 et 73,4 permettent de proposer les fragments B et C suivants, puis de relier les

fragments A, B et C.

27,9

L’interprétation de toutes ces données spectrales comparées a celles décrites dans la
littérature (Tableau XXXII), nous a permis d’attribuer 8 EC30P181 la structure 168 qui est celle
de I’ekeberine D, déja isolé des écorces du tronc de Ekebergia capensis Sparm par Murata et al.

(2008).
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/\" HMBC

Schéma 26: Quelques corrélations observées sur le spectre HMBC de I’ekeberine D2
(EC30P181, 168)
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Tableau XXXII: Données spectrales de RMN 'H (500 MHz) et *C (125 MHz) de EC30P181
(168) dans le CDCIl; comparées a celles de la littérature (ekeberine D,) (Murata et

al., 2008).
Position EC30P181 Ekeberine D,
oy (m, Jen Hz) oc oy (m, Jen Hz) oc
1 1,14 (3H, s) 24,2 1,13 (3H, s) 24,0
2 - 71,2 - 70,5
3 3,78 (1H, dd, 5; 10) 88,0 3,76 (1H, dd, 10;6) 87,7
4 1,83 (2H, m) 27,1 1,85 (2H, m) 26,6
1,57 (1H, m) 1,56 (1H, m)
S 2.09 (1H, m) 38 500 (1H. m) 31,5
6 - 86,5 - 86,1
7 3,50 (1H, d, 10) 76,6 3,50 (1H, dd, 10; 1,5) 76,2
1,40 (1H, m) 1,40 (1H, m)
8 1,57 (1H, m) 30,2 1,60 (1H, m) 29,9
2,03 (1H, m) 2,03 (1H, m)
; 2,26 (1H, m) 37,0 2,26 (1H, m) 36,6
10 - 135,2 - 135,0
11 5,20 (1H, m) 1253 5,20 (1H, m) 124,9
12 2,03 (2H, m) 28,6 2,03 (2H, m) 28,2
13 2,03 (2H, m) 28,5 2,03 (2H, m) 28,2
14 5,14 (1H, m) 124,8 5,14 (1H, m) 124,5
15 - 135,4 - 134,9
2,03 (1H, m) 2,03 (1H, m)
16 2.09 (1H, m) 40.0° 500 (1H, m) 40,0
17 2,09 (2H, m) 26,7 2,09 (2H, m) 26,4
18 5,19 (1H, m) 125,2 5,20 (1H, m) 125,1
19 - 135.,2 - 1349
2,06 (1H, m) 2,05 (1H, m)
20 2,25 (1H, m) 372 2,25 (1H, m) 36,8
1,40 (1H, m) 1,40 (1H, m)
21 1,57 (1H, m) 30,3 1,56 (1H, m) 29,7
22 3,34(1H, d, 10) 78,6 3,34 (1H, dd, 10,5;2) 78,3
23 - 73,4 - 73,0
24 1,15 (3H, s) 23,7 1,15 (3H, s) 23,4
25 1,21 (3H, s) 27,9 1,22 (3H, s) 27,7
26 1,14 (3H, s) 24,3 1,14 (3H, s) 23,8
27 1,62 (3H, s) 16,3 1,60 (3H, Is) 16,0
28 1,60 (3H, s) 16,4 1,60 (3H, ls) 16,0
29 1,62 (3H, s) 16,4 1,62 (3H, Is) 15,9
30 1,19 (3H, s) 26,9 1,20 (3H, s) 26,5
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11.1.2.9.7- Sapelenine G (EC100P333/3231, 169)

Isolé des écorces du tronc de Entandrophragma cylindricum, EC100P333 se présente sous
forme d’une huile incolore. I1 est soluble dans le chloroforme et répond positivement au test de

Liebermann-Burchard caractéristique des triterpenes.

Son spectre de masse HR-ESI (Fig. 81) présente le pic de I’ion pseudo-moléculaire [M+H]" a
m/z 513,4152 (calculée pour CsoHs706: 513,4150) compatible avec la formule brute C;oHs¢Og

renfermant trois insaturations.
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Figure 81: Spectre de masse HR-ESI du sapelenine G (EC100P333, 169)

Son spectre de RMN "°C (Fig. 82) présente 30 signaux de carbone répartis ainsi qu’il suit:

- 8 méthyles a dc 16,3 (3CHs) attribuables aux méthyles oléfiniques; 23,4 (2CHs); 23,9 et 26,7
(2CHs) attribuables aux méthyles portés par des carbones sp> oxygénés.

- 10 méthylénes a oc 25,5; 26,4; 28,4; 28,5; 30,1; 30,4; 33,4; 37,2; 37,4 et 40,0.

- 6 méthynes dont trois oxyméthynes a dc 78,6; 78,9; 79,3 et trois méthynes sp2 aoc 124,8 et
125,1 (2CH).

- 6 carbones quaternaires dont trois carbones sp® a d¢ 135,1; 135,3 (2C) et trois carbones

oxygénés a oc 73,6; 73,7 et 75,1.
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Figure 82: Spectre de RMN B¢ (125 MHz, CDCl3) du sapelenine G (EC100P333, 169)

Le spectre de RMN 'H (Fig. 83) présente les singulets de 8 groupes méthyles dont cing a &y
1,10; 1,11; 1,14; 1,15 et 1,17 attribuables aux méthyles liés aux carbones sp3 et trois autres a oy

1,57 et 1,59 (2CH3;) attribuables aux méthyles vinyliques.

De ce qui précede et par comparaison de ces données avec celles décrites dans la littérature
(Ngnokam et al., 1993, 1995; Miller et Tinto, 1995; Murata et al., 2008), EC100P333 serait un
dérivé du squaléne avec une structure treés proche de celle du sapelenine C 92 (Ngnokam et al.,
1993). La présence dans les champs faibles de trois groupes méthyles autour de oy 1,50 - 1,80
ppm et I’absence dans le spectre HMBC (Fig. 84) de toute tache de corrélation entre deux de ces
méthyles oléfiniques indiquent clairement ’absence de deux méthyles vinyliques terminaux. Ces
informations permettent de suggérer 1’oxydation des doubles liaisons terminales sur le squelette

du squaléne assigné au compos¢ EC100P333.

Sur son spectre HMBC (Fig. 84), on observe des taches de corrélation proton/carbone d’une
part a oy 3,28 (1H, m)/&: 23,9; 37,4; 73,7 et oy 3,32 (1H, m)/ & 23,4; 33,4 d’autre part. Plus loin,
on observe d’autres taches de corrélation entre les protons du méthyle a oy 1,10 et les deux

carbones a & 33,4; 75,1 et 78,9.
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Figure 83: Spectre de RMN 'H (500 MHz, CDCls) du sapelenine G (EC100P333, 169)
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Figure 84: Spectre HMBC du sapelenine G (EC100P333, 169)

Sur le spectre COSY (Fig. 85), on observe des corrélations homonucléaires caractérisant la

connectivité entre les protons a oy 3,32 (H-3); 1,64 (H-4a); 1,36 (H-4b) et 1,62 (H-5)

respectivement, indiquant 1’oxydation de deux doubles liaisons successives dans le composé

EC100P333.
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Les configurations absolues des carbones C-3, C-6, C-7 et C-22 n’ont pas pu étre assignées

compte tenu de la flexibilité de la molécule.

Sur la base de toutes ces données, nous avons attribu¢ a EC100P333, la structure 169.
EC100P333 est un dérivé nouveau de triterpene acyclique de nom systématique (10E, 14E, 18E)-
2,6,10,15,19,23-hexaméthyltétracosa-10,14,18-triene-2,3,6,7,22,23-hexaol, auquel nous avons

propos¢ le nom de sapelenine G.

Son isomére EC100P26 167 a été décrit comme un des constituants a activité anti-

inflammatoire et anti-allergie de I’extrait d’Ortie (Urtica dioica) (Alberte et al., 2010).

30 29 28 OH OH

~~~ HMBC =—— COSY 'H-'H

Schéma 27: Quelques corrélations observées sur les spectres HMBC et COSY du sapelenine G
(EC100P333, 169)
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Figure 85: Spectre COSY 'H-"H du sapelenine G (EC100P333, 169)
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L’attribution compléte des déplacements chimiques aux protons et aux carbones a été faite

sur la base des spectres de RMN °C, 'H, HMBC, COSY 'H-'H et HMQC (Fig. 86).
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Figure 86: Spectre HMQC du sapelenine G (EC100P333, 169)
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Tableau XXXI11: Données spectrales de RMN 'H (500 MHz) et *C (125 MHz) du sapelenine

G (EC100P333, 169) dans le CDCls.

EC100P333
Position o (M) & Position o (M) &
1 1,11 GH, s)° 23,4 16 1,98 (2H, m) 39,9
2 - 73,6 17 2,08 (2H, m) 26,4
3 3,32 (1H, m) 79,3 18 5,11 (1H, m) 125,1
1,36 (1H, m)
4 25,6 19 - 1353
1,64 (1H, m)
2,08 (1H, m)
5 1,62 (2H, m) 33,4 20 37,4°
2,23 (1H, m)
1,36 (1H, m) .
6 - 75,1 21 30,4
1,53 (1H, m)
7 3,34 (1H, m) 78,9° 22 3,28 (1H, m) 78,6
1,36 (1IH, m
8 ( ) 30,1° 23 - 73,7
1,53 (1H, m)
2,08 (1H, m) . |
9 37,2°¢ 24 1,14 3H, s) 23,9
2,23 (1H, m)
10 - 135,3 25 1,17 (3H, s)* 26,7
11 5,18 (1H, m) 125,1 26 1,10 (3H, s) 23,4
12 2,00 (2H, m) 28,5 27 1,59 (3H, s) 16,3
13 2,00 (2H, m) 28,5 28 1,57 (3H, s) 16,3
14 5,14 (1H, m) 124,8 29 1,59 (3H, s) 16,3
15 - 135,1 30 1,15 3H, s)* 26,7°

N.B: P91 es résonances avec les mémes indices dans la méme colonne peuvent étre permutées.
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11.1.2.9.8- Sapelenine | (EC30P182, 170)

EC30P182 a été isolé des écorces du tronc de Entandrophragma cylindricum et se présente
sous forme d’une huile incolore optiquement active, [a]*’p = +194° [¢ 0,01; CH;0H]. 11 est
soluble dans le chloroforme et répond positivement au test de Liebermann-Burchard

caractéristique des triterpénes.

Son spectre de masse HR-ESI (Fig. 87) présente le pic de I’ion pseudo-moléculaire [M+Na]"
a m/z 517,3865 (calculée pour CsoHssOsNa: 517,3863) compatible avec la formule brute

C30Hs405 renfermant quatre insaturations.

EC30F18-2#164 RT:19.77 AV:1 NL:4.28ET7
T: FTMS + ¢ ESIFull ms[200.00-1000.00] A +
[MANa]"  |mmm—gee517.3865

100 Cx Hsi Os Na

90

0 [M+H]
o 70
=2
E60 495.4052
& C: Hss Os
Z 50
:
= 40 459.3840
E 441.3735 Cx Hsi O3

30 Cao Hie O2 477.3947

Cax Hs: 04
20
K I ‘ |
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Figure 87: Spectre de masse HR-ESI du sapelenine I (EC30P182, 170)

Des fragments importants ont été obtenus dans son spectre de masse a m/z 477 [(M+H)-
H,0]", 459 [(M+H)-2xH,0]" et 441 [(M+H)-3xH,0]", indiquant trois groupes hydroxyles dans
la structure de EC30P182.

De plus, son spectre de RMN 'H (Fig. 88) indique les signaux de huit groupes méthyles a
1,16 (6H, s); 1,18 (3H, s); 1, 23 (3H, s) pour les méthyles fixés sur les carbones sp3 et 1,62 (6H,
s); 1,65 (3H, s); 1, 70 (3H, s) pour les méthyles oléfiniques. Ce méme spectre indique les
résonances de trois protons oléfiniques a oy 5,18 (1H, t, J = 6,9 Hz); 5,13 (1H, t, J = 6,5 Hz) et
5,11 (1H, t, J= 6,9 Hz).

Sur son spectre HMQC (Fig. 89), on observe des taches de corrélation 'H/°C a &y
3,80/88,2; 3,56/77,7 et 3,44/78,9 correspondant a trois groupes oxyméthynes.
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Figure 89: Spectre HMQC du sapelenine I (EC30P182, 170)

Sur son spectre de RMN "*C (Fig. 90), 30 signaux de carbones ont été observés. EC30P182

est donc un triterpéne acyclique renfermant au moins trois groupes hydroxyles.

Toujours sur ce spectre, on peut distinguer les signaux caractéristiques d’une sous-structure
de type 2-hydroxypropanyl-2-méthyltétrahydrofuran-2-yl (A) a Jc 86,7; 31,6; 27,1; 88,2; 71,1;
23,9; 24,5 et 27.9.
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Sur son spectre HMQC, les résonances a oy 5,11/124,8 (carbone oléfinique); 2,09/27,2
(protons méthyléniques); 1,62/18,1 et 1,70/26,1 (deux méthyles oléfiniques) sont typiques a
celles d’un groupe prényle (B) (Kouam et al., 2007).

Cependant, nous observons sur son spectre HMBC (Fig. 91) des taches de corrélation d’une
part entre les protons résonant a oy 1,62 (CH3-30) et 1,70 (CH3-24) avec le signal du carbone a
oc 124,8 (C-22) et d’autre part entre ce méme carbone et le proton a oy 2,01(H-20). De plus, la
tache de corrélation observée entre le signal a oy 2,01 et le carbone a dyc 1,62/16,4 (CH3-29)
permet de suggérer la présence d’un fragment géranyle (C) dans la structure de EC30P182.

1,62 1,62
18,1 16,4

Toujours sur ce spectre, on observe des taches de corrélation "H/"C a e 1, 66/40,1; 1243 et
136,5; ouc 5,13/16,4; 27,2; 40,1 et oy 5,18/16,5; 25,7; 31,8 et 40,1 suggérant la présence d’un
fragment farnésyle (D).
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Les deux groupes hydroxyles restants ont été fixés sur les carbones C-10 et C-11 apres

analyse minutieuse des données du spectre HMBC. En fait, les protons du méthyléne a oy 1,42 et

1,58 (CH»-8) indiquent des corrélations avec deux carbones quaternaires oxygénés a oc 74,6 (C-
10) et 86,7 (C-6) et 'un des méthyles a oy 1,16 (CH3-27) correle avec les carbones a o¢ 78,9 (C-
11); 74,6 (C-10) et 33,6 (C-9). Ainsi, EC30P182 est un isomére de 1’ekeberine D2 (Murata et al.,

2008), ayant une double liaison terminale. Cette information est corroborée d’une part par la

présence sur le spectre de RMN °C, d’un signal de carbone sp” terminale a & 131,7 (C-23) et

d’autre part par les taches de corrélation observées sur le spectre HMBC entre deux méthyles

oléfiniques a Siyc 1,62 (H-30)/26,1(C-24) et 1,70(H-24) /18,1(C-30).

o QWO NN~ YO
o34 © o9 © K~ o3 d40d
® Y ® B NN NN T o

RKNRKRKRKRR

-E€30P182.G1& (CMR).esp
L=l < <
b
L

136 128 120 112 104 96 88 80 72 64 56
Chemical Shift (ppm)

wwwwwwwwwwwwww

mmmmmmmmm

© 9 @ o d I~ N © WY ® O © ©

40 32 24

Figure 90: Spectre de RMN C (125 MHz, CDCl3) du sapelenine [ (EC30P182, 170)
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Figure 91: Spectre HMBC du sapelenine I (EC30P182, 170)
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L’ensemble de ces données nous a permis d’attribuer 8 EC30P182 la structure 170 qui est
celle du (8E,12E)-1-(5-(2-hydroxypropan-2-yl)-2-méthyltétrahydrofuran-2-yl)-4,9,13,17-
tétraméthyl-octa-deca-8,12,16-triene-1,4,5-triol. Ce composé est décrit ici pour la premicre fois

et nous lui avons proposé le nom de sapelenine I.

L’attribution compléte des déplacements chimiques aux protons et aux carbones a été faite sur

la base des spectres de RMN °C, 'H, HMBC, HMQC et COSY 'H-'H (Fig. 92).

3,56 d
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Figure 92: Spectre COSY 'H-'H du sapelenine I (EC30P182, 170)
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Tableau XXXIV: Données spectrales de RMN 'H (400 MHz) et '*C (125 MHz) du sapelenine I
(EC30P182, 170) dans le CDCls.

EC30P182

Position &4 (m,JenHz) & Position ow(Mm JenHz) &

1 1,16 (3H, s) 23,9 16 2,01 (2H, m) 40,2

2 - 71,1 17 2,09 (2H, m) 27,2

3 3,80 (1H, t, 8,8) 88,2 18 5,13 (1H, t, 6,5) 124,5

4 1,86 (2H, m) 27,1 19 - 135,5
1,58 (1H, m)

5 31,6 20 2,01 (2H, m) 40,1
2,12 (1H, m)

6 - 86,7 21 2,09 (2H, m) 27,2

7 3,56 (1H, d, 10,3) 77,7 22 511 (1H,t,6,9)  124,8
1,42 (1H, m)

8 31,8 23 - 131,7
1,58 (1H, m)

9 1,68 (2H, m) 33,6 24 (proE) 1,70 (3H, s) 26,1

10 - 74,6 25 1,23 (3H, s) 27,9

11 3,44 (1H,d, 10,3) 789 26 1,18 (3H, s) 24,5°

12 1,44 (2H, m) 31,8 27 1,16 (3H, s) 24.0°
1,42 (1H, m)

13 25,7 28 1,66 (3H, s) 16,5
2,26 (1H, m)

14 518 (1H,t,6,9) 1243 29 1,62 (3H, s) 16,4

15 - 136,5 30 (proZ) 1,62 (3H,s) 18,1

N.B: # Les résonances avec les mémes indices dans la méme colonne peuvent étre permutées.

Deux groupes d’hydroxyles secondaires sont présents dans la structure du sapelenine I, ce qui
rend les déterminations de leurs configurations absolues difficiles. Toutefois, étant donné que les
deux groupes hydroxyles (C-10 et C-11) sont proches 1'un de I’autre, nous avons préparé
I’acétonide du sapelenine 1. Pour cela, ce composé a été traité¢ avec du 2,2-diméthoxypropane,

l'acide p-toluéne sulfonique dans l'acétone pour donner l'acétonide EC30P182ACO (170a)
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correspondant (Ngnokam et al., 1995; Huang et al., 2009). Les configurations absolues du

fragment tétrahydrofurane ont été¢ élucidées par les deux expériences NOESY et Mosher.

En effet, les corrélations NOESY ont été observées entre 1-CHj; et H-3; H-3 et 26-CHj3; H-7
et 26-CHs.

Par ailleurs, la méthode modifiée de Mosher a été utilisée pour déterminer la configuration
absolue du carbone C-7 (Ohtani et al., 1991; Lamshoft et al., 2003). Ainsi, EC30P182 réagit
avec le (R) et le (S) chlorure d’acide de Mosher (MTPA-CI) dans le diméthylaminopyridine
(DMAP) auquel on ajoute quelques gouttes de pyridine pour donner respectivement le (S) (170b)

et le (R) (170c) ester de Mosher. Les deux réactions sont effectuées en paralleles.

O Cl O Cl
Meo\\\\“" N F3C\\\\"“ .
F;C MeO
(R)-MTPA-CI (S)-MTPA-CI1
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(b) ou(c) | 74%

170b (S)-MTPA ester, avec R = (S)-MTPA

170¢c (R)-MTPA ester, avec R = (S)-MTPA

Schéma 28: Synthése de 1’acétonide du sapelenine I et des esters de Mosher de ’acétonide du
sapelenine [
(@): 2,2-diméthoxypropane, acide p-toluéne sulfonique, acétone, a température
ambiante, 30 mn
(b): (R)-MTPA-C1, DMAP, a température ambiante, durant une nuit
(©): (S)-MTPA-C1, DMAP, a température ambiante, durant une nuit

Les milieux réactionnels ont ét¢ soumis a la HPLC préparative pour conduire respectivement
a ’acétonide du sapelenine I (170a), aux (S)-MTPA ester (170b) et (R)-MTPA ester (170c). Les
produits obtenus ont été transférés dans les tubes de RMN et les spectres de RMN 'H de

I’acétonide et des esters de Mosher ont été enregistrés.
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Figure 93
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Les données enregistrées sur ces spectres nous ont permis de calculer les valeurs des
différences des déplacements chimiques entre le (S)- et le (R)- ester de Mosher [Ad = ds—dr], de
positionner les groupements autour du carbone asymétrique (C-7) et de lire les configurations
absolues autour de celui-ci (schéma 29). Ainsi, la configuration absolue autour du carbone C-7 a
¢té déterminée comme (S). Compte tenu des corrélations NOESY susmentionnées, les
configurations absolues des carbones C-3 et C-6 ont conséquemment été déterminées comme 3.5
et 6R respectivement. Cependant, il n’a pas été possible de déterminer les configurations

absolues des carbones C-10 et C-11.

-0,021 +0,037 +0,110
+0.055

A5 = 55-511

Schéma 29: Valeurs AS"® obtenues des esters de Mosher de I’acétonide du sapelenine I

(EC30P182ACO)

De cette étude, il ressort que le sapelenine I serait le (1S,8E,12F)-1-((2R,55)-5-(2-
hydroxypropan-2-yl)-2-méthyltétrahydrofuran-2-yl)-4,9,13,17-tétraméthyloctadeca-8,12,16-

triéne-1,4,5-triol.
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OH

AR,
\j T e

= COSY 'H-'H

Schéma 30: Quelques corrélations observées sur les spectres HMBC, COSY 'H-'H et NOESY

du sapelenine I (EC100P182, 170)
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11.1.2.9.9- Sapelenine J (EC20P2031, 171)

Isolé des écorces du tronc de Entandrophragma cylindricum, EC20P2031 se présente sous
forme d’une huile incolore optiquement active, [a]*’p = +36° [c 0,01; CH;0H]. Il est soluble
dans le chloroforme et répond positivement au test de Liebermann-Burchard caractéristique des

triterpenes.

Son spectre de masse HR-ESI (Fig. 94) présente le pic de I’ion pseudo-moléculaire [M+Na]"
a m/z 559,3968 (calculée pour Cs;HscO¢Na: 559,3969) compatible avec la formule brute

C3,Hs606 renfermant cinq insaturations.

ec20i20-31#M167 RT: 2078 AV 1 ML 1ATET

T: FTMS+cESI Full ms [200,00-1000 00] [ ]+ ‘
M+Na Hsgg_ugs
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80
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3 60 501.3934 [M+H]
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2 50
3
2
R 459.3837 519.4045
& 44,3732 CxnHs 03 CxHgO0s
30 3 CxHi 02 477.3943
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20 3 537.4152
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Figure 94: Spectre de masse HR-ESI du sapelenine J (EC20P2031, 171)

La comparaison de son spectre de masse a celui de EC30P182 (Fig. 87) montre une
différence de 42 unités entre les pics d’ions pseudo-moléculaires [M+Na]® de ces deux
composés, ce qui nous permet de suggérer que EC20P2031 peut €tre un dérivé acétylé de
EC30P182. Cette hypothése est soutenue par la présence sur son spectre de masse des ions
fragments a m/z 519 [(M+H)-H,0]", m/z 501 [(M+H)-2H,0]", m/z 495 [(M+H)-C,H,0]", 477
[(M+H)-C,H,0-H,0]", 459 [(M+H)-C,H,0-2xH,0]" et 441 [(M+H)-C,H,0-3xH,0]", indiquant
un groupe acétyle et trois groupes hydroxyle dans la structure de EC20P2031.

Son spectre IR indique des fréquences caractéristiques a 3430 et 3360 cm™ pour les groupes

hydroxyles; 1730 cm™ pour le carbonyle des esters.
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Les valeurs des déplacements chimiques de RMN 'H et °C de EC20P2031 sont quasi
identiques 4 celles du sapelenine I (EC30P182, 170). Cependant, sur le spectre de RMN 'H (Fig.
95) du composé EC20P2031, la résonance est observée pour un groupe acétyle a oy 2,09 et le
signal a oy 3,56 (H-7, oxyméthyne) dans le sapelenine I (170) est déplacé vers les champs faibles
a oy 4,95 confirmant la présence d'un groupe acétyle. Cette information est corroborée par les
résonances a dc 171,5 et 21,6 observées sur le spectre RMN °C (Fig. 96) et propres a un groupe
acétyle. De ce qui préceéde, il est clair que le groupement hydroxyle a ét¢ remplacé dans

EC30P182 par un groupe acétoxyle.
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Figure 95: Spectre de RMN 'H (500 MHz, CDCl;5) du sapelenine J (EC20P2031, 171)
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Figure 96: Spectre de RMN "°C (125 MHz, CDCls) du sapelenine J (EC20P2031, 171)
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Sur la base de la formation des sapelenines G-I dans le méme extrait de plante, nous nous
sommes dits qu’ils possédent la méme origine biogénétique. En plus des corrélations chimiques
importantes observées (schéma 31), nous avons suppos¢ les configurations absolues des trois
centres stéréogéniques C-3, C-6 et C-7 de EC20P2031 identiques a ceux du sapelenine I
(EC30P182, 170). Les configurations absolues de C-10 et C-11 n’ont pas pu étre déterminées.

L’ensemble de toutes ces données nous permet d’attribuer a EC20P2031, la structure 171 qui
est celle du sapelenine J ou acétate de (1S,8E,12F)-4,5-dihydroxy-1-((2R,55)-5-(2-
hydroxypropan-2-yl)-2-méthyltétrahydrofuran-2-yl)-4,9,13,17-tétraméthyloctadeca-8,12,16-

trienyle, un triterpéne acyclique nouveau, décrit ici pour la premiére fois.

L’attribution compléte des déplacements chimiques aux protons et aux carbones a été faite
sur la base des spectres de RMN 'H et *C, HMQC (Fig. 97), HMBC (Fig. 98) et COSY 'H-'H
(Fig. 99).

~ > HMBC

= COSY 'H-'H

o
<\ C N [\/:7 ot

Schéma 31: Quelques corrélations observées sur les spectres HMBC, COSY 'H-'H du
sapelenine J (EC20P2031, 171).
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Schéma 32: Corrélations NOE de la portion tétrahydrofurane observées sur le spectre NOESY
(500 MHz, CDCls) du sapelenine J (EC20P2031, 171)
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Figure 97: Spectre HMQC du sapelenine J (EC20P2031, 171)

203



T
a
o

N
o
o
F1 Chemical Shift (bpm)

4,95 2.09
23,5 H-7 -OC-CHs=~>
Cc-26 o~ }L i VST SR | R
c-9 T oy -:e :
32,4 = = :
C-5 E
35,1 B o2 g
C-6 = — e
84.6
T3 g -;
O=C = E
H\\\H‘\H\UH\‘\H\U\\\‘\\\\\H\\‘\\H\\\H‘\H\\\\H‘H\\U\\\‘H\\\\\H‘\\\\U\H‘\H\\
171,5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
F2 Chemical Shift (ppm)

Figure 98: Spectre HMBC du sapelenine J (EC20P2031, 171)
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Figure 99: Spectre COSY 'H-'H du sapelenine J (EC20P2031, 171)
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Tableau XXXV: Données spectrales de RMN 'H (500 MHz) et °C (125 MHz) du sapelenine J
(EC20P2031, 171) comparées a celles de RMN 'H (400 MHz) et °C (125 MHz)
du sapelenine I (EC30P182, 170) dans le CDCls.

. EC20P2031 Sapelenine |
Position
o4 (m, Jen Hz) & ou (m, Jen Hz) &
1 1,13 (3H, s) 243 1,16 (3H, s) 23,9
2 - 70,9 - 71,1
3 3,74 (1H, t, 6,7) 87,5 3,80 (1H, t, 8,8) 88,2
4 1,84 (2H, m) 26,6 1,86 (2H, m) 27,1
1,68 (1H, m) 1,58 (1H, m)
> 1,97 (1H, m) 35,1 2,12 (1H, m) 31,6
6 - 84,6 - 86,7
7 4,95 (1H, dd, 2,7; 9,6) 79,1 3,56 (1H, d, 10,3) 77,7
1,42 (1H, m)
8 1,53 (2H, m) 31,7 1.58 (1. m) 31,8
9 1,64 (2H, m) 32,4 1,68 (2H, m) 33,6
10 - 74,7 - 74,6
11 3,39 (1H, d, 10,3) 78,9 3,44 (1H, d, 10,3) 78,9
12 1,37 (2H, m) 31,7 1,44 (2H, m) 31,8
1,42 (1H, m)
13 2,26 (2H, m) 25,6 226 (1H. m) 25,7
14 5,17 (1H, t, 7,2) 124,1 5,18 (1H, t, 6,9) 1243
15 - 136,7 - 136,5
16 2,02 (2H, m) 40,1 2,01 (2H, m) 40,2
17 2,08 (2H, m) 27,1° 2,09 (2H, m) 27,2
18 5,12 (1H, t, 6,1) 1244 5,13 (1H, t, 6,5) 124,5
19 - 135,5 - 135,5
20 2,02 (2H, m) 40,1 2,01 (2H, m) 40,1
21 2,07 (2H, m) 27,0° 2,09 (2H, m) 27,2
22 5,11 (1H, t, 6,9) 124,7 5,11 (1H, t, 6,9) 124,8
23 - 131,7 - 131,7
24 (prokE) 1,69 (3H, s) 26,1 1,70 (3H, s) 26,1
25 1,20 (3H, s) 27,8 1,23 (3H, s) 27,9
26 1,22 (3H, s) 23,5 1,18 (3H, s) 24,5°
27 1,14 (3H, s) 23,5 1,16 (3H, s) 24,2°
28 1,65 (3H, s) 16,5 1,66 (3H, s) 16,5
29 1,62 (3H, s) 16,4 1,62 (3H, s) 16,4
30 (proZ) 1,62 (3H, s) 18,1 1,62 (3H, s) 18,1
CH5-CO- 2,09 (3H, s) 21,6 - -
CH;-CO- - 171,5 - -

.ab . n .. A A ,
N.B: *° Les résonances avec les mémes indices dans la méme colonne peuvent étre permutées.

205



11.1.2.9.10- Sapelenine H (EC10P3431, 172)

EC10P3431 a été isolé des écorces du tronc de Entandrophragma cylindricum et se présente
sous forme d’une huile incolore. Il est soluble dans le chloroforme et répond positivement au test

de Liebermann-Burchard caractéristique des triterpénes.

Son spectre de masse HR-ESI (Fig. 100) présente le pic de I’ion pseudo-moléculaire
[MJrNa]+ a m/z 499,3755 (calculée pour CsoHs,0O4Na: 499,3758) compatible avec la formule

brute C3pHs,O4 renfermant cinq insaturations.

ecl0f3431 #1206RT; 20.71AV; 1 NL:7.23E7 .
T: FTMS + ¢ ESI Full ms[200.00-1000.00]
[M+Na] T 499.3755
CxHs O4Na
100 o Hs O4
E +
3 + 494.4207
% [M+NH,] Lok
80 +
E [M+H]
B \
2
Z60 3 '477.3946
SR CxHs O
Z50 4 459.3841
g E Cao Hzi O3
E
@ 3
%30 3
3 441.3735
20? Cax Hia Oz
10 3 |
0 | s I | |
T T T T r T I T rr [ rrrr 1y r ryrrrrry1rrrr {7 rrr 7Ty rrrr7rrrryr7r 7y rrrr7 rrryr 7 rre e rr ey r e T
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mz

Figure 100: Spectre de masse HR-ESI du sapelenine H (EC10P3431, 172)

Deux fragments importants ont ét¢ obtenus dans son spectre de masse a m/z 459 [(M+H)-
H,0]" et 441 [(M+H)-2xH,0]", indiquant deux groupes hydroxyles dans la structure de
EC10P3431.

Sur son spectre IR, des bandes d’absorption ont été observées a 3430 cm™ (OH) et 1660 cm™
(C=C).

Son spectre de RMN °C (Fig. 101) présente 30 signaux typiques d’un squelette de triterpéne
acyclique avec 8 groupes méthyles et 10 méthylénes (Ngnokam et al., 1993, 1995; Murata et al.,
2008). Un fragment 2-hydroxypropanyl-2-méthyl-tetrahydrofuranyle a été établi sur la base des

données spectrales. En effet, sur ce spectre on observe un oxyméthyne a dc 87,6; un carbone
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quaternaire oxygéné a Jc 86,1; deux carbones méthyléniques a dc 26,6 et 31,4 et trois groupes

méthyles a d¢ 23,9; 23,8 et 27,7 (Tableau XXXVI).

On observe sur son spectre HMBC (Fig. 102) des taches de corrélation proton/carbone entre
le signal du proton a dy 3,77 (oxyméthyne) et les signaux de carbone a d¢ 70,5; 27,7; 26,6 et
23.9. Les corrélations entre les signaux des protons du méthyle a oy 1,16 (d¢ 23,8) et les signaux
de carbone a d¢c 76,2 (oxyméthyne), oc 86,1 et oc 31,4 montrent que le fragment tétrahydrofurane

est 1ié¢ a un groupe oxyméthyne (dy 3,51), d’ou la sous-structure suivante:

OH

|NFQ'S{C8_O3£_3$(CMR)ESP TN INENEC ) ~ 0 © H M MOMONOOWOWO
[T RS s S A e+ RESEEED I o @ © M aaNNNTORRONC
SEEEEE Eg RESES 2@ g 3 SHRBENNEIFSES
(B Ay 70 WO T 9 e
NRUEG1EPB431 B-BR).esp 2 83
® OIS~ G ST O < © ©
NN NN N NN NN - -
LR | g
|
ll l ] | 1
‘,l { “ rewrstih [ |
R LRl LR R R LR R AR R RN LR RN R R RRRR R L
28 26 24 22 20 18 16 |
Chemical Shift (ppm) |
|
|
|
, |
II |
136 128 120 112 104 96 88 80 72 64 56 48 40 32 24 16
Chemical Shift (ppm)

Figure 101: Spectre de RMN C (125 MHz, CDCl3) du sapelenine H (EC10P3431, 172)
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Figure 102: Spectre HMBC du sapelenine H (EC10P3431, 172)

De plus, le couplage des spectres de RMN 'H (Fig. 103) ou BC et HMQC (Fig. 104) nous
permet de distinguer des résonances distinctes d’une fonction époxy a Jdyc 2,72/64,2
(oxyméthyne, CH-O) et dc 58,3 (carbone quaternaire oxygéné). Des taches de corrélation
importantes ont été observées sur le spectre HMBC a oy 1,27/0¢ 24,9; 64,2 et on 1,32/0¢ 18,7;
64,2, indiquant que le groupe époxy est fixé a C-22, C-23. Ceci suggere que la structure de
EC10P3431 peut étre un précurseur de 1’ekeberine D2 (168), un triterpéne acyclique isolé pour la
premicre fois de Ekebergia capensis (Murata et al., 2008). L’hydrolyse acide (H2SO4, 10%) de
EC10P3431 donne I’ekeberine D2, ce qui est confirmée par comparaison des données spectrales
avec celles décrites dans la littérature (Murata et al., 2008) (Tableau XXXVI). Ces informations
ont été fortement soutenues par les résultats des spectres COSY 'H-'H (Fig. 105) et HMBC
(schéma 35).
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A T A T T T R - W S S § T S R g G
i [ S R SV IR e LMLk W TS L Ry B g Ny i B
IRFU-ECBOP3431 (PMI¥).e§pl 9 3 § 3 3 8 3 3 3 8383838 <K 383333588 88K8889879
§ & NN NN NN NN NN NN Nddd Ao dddd O doddoddoaaoad g
S0 B A e N S s e Y N s s T TR S S Wy Ry P T Sy R
|
i !
R . 1 | | AW |
—_— . = el =
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L 1 ) L 1 | (- I Ll Ll ] [ ] — uoy
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' 25 1 15
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Figure 103: Spectre de RMN 'H (500 MHz, CDCls) du sapelenine H (EC10P3431, 172)
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Figure 105: Spectre COSY 'H-'H du sapelenine H (EC10P3431, 172)

La combinaison de ces données nous a permis d’attribuer 8 EC10P3431 la structure 172 qui
du  (4E,8E,12F)-15-(3,3-diméthyloxiran-2-yl)-1-(5-(2-hydroxypropan-2-yl)-2-
méthyltétrahydrofuran-2-yl)-4,9,13-triméthylpentadeca-4,8,12-trien-1-ol. Ce composé est un

est celle

dérivé nouveau de triterpene acyclique décrit ici pour la premiére fois et nous lui avons proposé
le nom de sapelenine H.

30 29

28 OH 1

172 27 5
Les déplacements chimiques des protons et des carbones ont été complétement attribués sur la

base des spectres de RMN BC, lH, HMBC, HMQC et COSY 'H-"H.
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Tableau XXXVI: Données spectrales de RMN '"H (500 MHz) et "*C (125 MHz) du sapelenine
H (EC10P3431, 172) comparées a celles de RMN 'H (400 MHz) et "°C (125

MHz) de I’ekeberine D2 (168) dans le CDCl; (Murata et al., 2008).

. EC10P3431 Ekeberine D2
Position &4 (m, Jen Hz) o &4 (m, Jen Hz) oc
1 1,14 (3H, s) 23,9 1,13 (3H, s) 24,0
2 - 70,5 - 70,5
3 3,77 (1H, dd, 5,9; 10,1) 87,6 3,76 (1H, dd, 10,0; 6,0) 87,7
4 1,85 (2H, m) 26,6 1,85 (2H, m) 26,6
1,58 (1H, m) 1,56 (1H, m
> 2,12 (1H, m) 314 2,09E1H, m; 31,3
6 - 86,1 - 86,1
7 3,51 (1H, d, 10,2) 76,2 3,50 (1H, dd, 10,0; 1,5) 76,2
1,38 (1H, m) 1,40 (1H, m
8 1,58 (1H, m) 29,9 1,60 EIH, m; 229
2,03 (1H, m
9 2,28 (2H, m) 36,6 226 ng, m; 36,6
10 - 135,0 - 135,0
11 5,22 (1H, Is) 124,7 5,20 (1H, m) 124,9
12 2,10 (2H, m) 28,2 2,03 (2H, m) 28,2
13 2,03 (2H, m) 28,2 2,03 (2H, m) 28,2
14 5,16 (1H, Is) 124,3 5,14 (1H, m) 124,5
15 - 134,9 - 134,9
2,03 (1H, m
16 2,00 (2H, m) 396 205 E . m; 40,0
17 2,10 (2H, m) 26,6 2,09 (2H, m) 26,4
18 5,18 (1H, Is) 124,9 5,20 (1H, m) 125,1
19 - 134,0 - 134,9
2,05 (IH, m
20 2,16 (2H, m) 36,3 225 g H, m; 36,8
1,40 (1H, m
21 1,64 (2H, m) 275 oo EIH m; 29,7
22 2,72 (1H, t, 6,2) 64,2 3,34 (1H, dd, 10,5; 2,0) 78,3
23 - 58,3 - 73,0
24 1,32 3H, s) 24,9 1,15 (3H, s) 23,4
25 1,23 (3H, s) 27,7 1,22 (3H, s) 27,7
26 1,16 (3H, s) 23,8 1,14 (3H, s) 23,8
27 1,63 3H, s) 16,0 1,60 (3H, Is) 16,0
28 1,62 3H, s) 16,0 1,60 (3H, Is) 16,0
29 1,63 (3H, s) 16,0 1,62 (3H, Is) 15,9
30 1,27 3H, s) 18,7 1,20 (3H, s) 26,5
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La présence d’un hydroxyle secondaire (alcool secondaire) en C-7 du sapelenine H nous a
permis de déterminer sa configuration absolue via la méthode modifiée de Mosher (Ohtani et al.,
1991; Lamshoft et al., 2003). Ainsi, les esters de (R)- et (§)-MTPA du sapelenine H ont été
préparés par traitement avec le chlorure de (R)- et (S)-a-méthoxy-a-trifluorométhylphénylacétyle
(MTPA-CI) dans le diméthylaminopyridine (DMAP) suivi de quelques gouttes de pyridine pour
donner respectivement le (S) (172a) et le (R) (172b) ester de Mosher.

Les milieux réactionnels ont été soumis a la HPLC préparative pour conduire aux ester de
(S)-MTPA (172a) et (R)-MTPA (172b) respectivement. Les produits obtenus ont été transférés
dans les tubes de RMN et les spectres de RMN 'H des esters de Mosher ont été enregistrés.

Ekeberine D2
10% HySO, | 973096 o oome

(@)ou(b) | 74 %

172a (S)-MTPA ester, avec R = (R)-MTPA

172b (R)-MTPA ester, avec R = (S)-MTPA

Schéma 33: Synthese des esters de Mosher et hydrolyse acide du sapelenine H
(a): (R)-MTPA-CIl, DMAP, a température ambiante, durant une nuit
(b): (S)-MTPA-CIl, DMAP, a température ambiante, durant une nuit
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Les différences significatives des déplacements chimiques entre le (S)- et le (R)- ester de
Mosher [Ad = ds—or] ont été observées pour les protons proches du centre chiral C-7, ce qui nous
a permis de positionner les groupements autour dudit carbone et de lire les configurations
absolues autour de celui-ci (schéma 34). Ainsi, la configuration absolue autour du carbone C-7 a

¢té déterminée sur la base de la régle de Mosher comme (S).

A5 = 58_5]{

Schéma 34: Valeurs A8 ® obtenues des esters de Mosher du sapelenine H (EC10P3431)

Les configurations absolues des deux autres centres stéréogéniques du fragment
tétrahydrofurane du sapelenine H a savoir C-3 et C-6, ont été déduites et déterminées comme 3.5
et 6R respectivement, ceci sur la base de son spectre NOESY. En effet, des corrélations NOE
importantes ont été observées entre H-3, CH3-6 et H-7. La configuration absolue du carbone C-

22 n’a pas été déterminée.

Il ressort alors de ce qui précéde que le sapelenine H est le (1S4E,8E,12F)-15-(3,3-
diméthyloxiran-2-yl)-1-((2R,55)-5-(2-hydroxypropan-2-yl)-2-méthyltétrahydrofuran-2-yl)-
4,9,13-triméthylpentadeca-4,8,12-trien-1-ol.
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HMBC

(a)
==  COSY H-H

Schéma 35: (a) Quelques corrélations importantes observées sur les spectres HMBC, COSY "H-
'H du sapelenine H (EC10P3431, 172)

(b) Corrélations NOE de la portion tétrahydrofurane observées sur le spectre

NOESY (500 MHz, CDCI3) du sapelenine H (EC10P3431, 172)
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11.1.3- Conclusion partielle

L’¢étude des constituants chimiques que nous avons entreprise sur les écorces des troncs de P.
callicarpoides et de E. cylindricum a conduit a I’isolement de 26 composés. Les structures de ces
composés ont été¢ ¢lucidées grace aux différentes techniques spectroscopiques (UV, IR, SM,
RMN 1D et 2D) et parfois par comparaison avec des €chantillons authentiques disponibles au
laboratoire. Il s’agit de quatre triterpénes nouveaux décrits ici pour la premicre fois et d’un
alcaloide isolé pour la premicre fois d’une source naturelle: Sapelenine G, H, I et J et 7-Epi-
javaniside. Les 21 autres sont des composés connus et en dehors de la scopolétine, des
sapelenines A, B, C, et D, du mélange de fS-sitostérol et de stigmastérol ainsi le mélange 3-O-4-
D-glucopyranoside de f-sitostérol et 3-O-f-D-glucopyranoside de stigmastérol, tous les autres
composés a savoir: Javaniside, Acide 4-hydroxy-3-méthoxybenzoique, Hymexelsine, 7,7'-
dihydroxy-6,6'-diméthoxy-3,3'-biscoumarine, 7,7'-dihydroxy-6,6'-diméthoxy-8,8'-biscoumarine,
(+)-Catéchine, Epicatéchine, Sweroside, Andirolide G, Hexopyranosylhexopyranose, (14E,18E)-
2,6,10,15,19,23-hexaméthyltétracosa-14,18,22-triene-2,3,6,7,10,11-hexaol et Ekeberine D, ont

cependant été isolés de ces plantes pour la premicre fois.
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11.2- TRANSFORMATIONS CHIMIQUES SUR QUELQUES COMPOSES ISOLES

11.2.1- Introduction

L’¢lucidation des structures des composés isolés de Pauridiantha callicarpoides et de
Entandrophragma cylindricum a été faite et certaines structures se sont révélées intéressantes de
par leurs structures et les groupements fonctionnels qui y sont attachés. Nous avons ainsi jugé
nécessaire d’effectuer les transformations chimiques sur ceux isolés en quantité suffisante. Il
s’agit de la coumarine PC-4 et des trois triterpenes acycliques EC10P3431, EC30P181 et
EC30P182. Les réactions effectuées sont diverses. Alors que les réactions d’hydrolyse et
d’acétonidation permettent de confirmer les structures de certains composés isolés, la réaction
d’estérification quant a elle a servi de déterminer des configurations absolues de certains centres
asymétriques. A part ’hymexelsine, une coumarine glycosylée, ces réactions ont €té faites

essentiellement sur les triterpénes acycliques isolés tous de E. cylindricum.

11.2.2- Réactions d’hydrolyse

Les réactions d’hydrolyse acide ont été effectuées sur deux composés a savoir I’hymexelsine

(159) isolée de P. callicarpoides et le sapelenine H (172) isol¢ de E. cylindricum.

11.2.2.1- Hydrolyse acide de I’hymexelsine (PC-4, 159)

Nous avons effectué¢ 1’hydrolyse de PC-4 en présence de H,SO4 10 %. La réaction s’est
effectuée a reflux pendant environ 3h30 min. Apres refroidissement, le milieu réactionnel a été
ensuite extrait a I’acétate d’éthyle pour conduire apres évaporation du solvant aux cristaux jaunes
indexés PHPC-4. Les spectres de masse (Fig. 107) et de RMN du 'H de PHPC-4 sont identiques
a ceux de PC-1.
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N F

PHPC-4 = PC-1, 44

Schéma 36: Hydrolyse de I’hymexelsine (PC-4, 159)

— MJ’

Figure 107: Spectre de masse EI de PHPC-4 (scopolétine, 44, PHPC-4 = PC-1)
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11.2.2.2- Hydrolyse du sapelenine H (EC10P3431, 172)

La réaction d’hydrolyse a été effectuée sur le sapelenine H en présence de I’acide sulfurique
10%. La réaction a été effectuée sous agitation magnétique a température ambiante pendant 10 h.
Le milieu réactionnel a été ensuite extrait avec du dichlorométhane et aprés évaporation du

solvant, I’extrait obtenu a été soumis a une HPLC préparative pour conduire a I’ekeberine D2.

Sapelenine H ( EC10P3431, 172)

H,80, 10% |Température ambiante/10h
973 %

Ekeberine D2 (PH-EC10P3431 = EC30P181, 168)

Schéma 37: Hydrolyse du sapelenine H (EC10P3431, 172)

PH-EC10P3431#1098 RT: 18.561 AV. NL-1.12E8

T: FTMS + ¢ ESI Full ms[200.00-1000.00] 105.4054 [BI+H]+
100 Cx Hss Os
90
80
517,387 e [R'H‘NEI]-F
70 Cx Hs Oz Na
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=
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Figure 108: Spectre de masse ESI du PH-EC10P3431.

218



INF&PH-EC10P3431.010 (PMR).esp Q 3 5
~ 666

| N

5.14

| y

2.31 1.38
[~

7.0 6.5 6.0 55 5.0

4.5

[

—— — =/ S
1.00 0.93 2.02 1.31 1.81 0.72 4.17 15.66 2.93 12.11 4.00 3.08 1.00 7.49 12.00
=] S e = = 4 4

4.0 3.5 3.0 25 2.0
Chemical Shift (ppm)

15 1.0 0.5

0

Figure 109: Spectre de RMN 'H (500 MHz, CDCls) du PH-EC10P3431.

11.2.3- Réactions d’acetonidation
Les réactions d’acétonidation ont été effectuées dans le but de protéger les deux fonctions

hydroxyles fixées sur deux carbones consécutifs afin de déterminer la configuration absolue du

carbone de I’hydroxyméthyne par la méthode modifiée de Mosher.

11.2.3.1- Acétonidation du sapelenine I (EC30P182, 170)

Nous avons fait réagir sur EC30P182, le 2,2-diméthoxypropane et 1’acide p-toluene
sulfonique. La réaction a été arrétée avec de I’eau et le milieu réactionnel a été extrait avec de
I’hexane puis lavé avec du NaHCO; et séché avec du Na,COs. Apres évaporation du solvant,

I’extrait est soumis a une HPLC préparative pour conduire & une huile incolore qui est

I’acétonide de EC30P182 (170a).
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Sapelenine I (EC30P182, 170)
2,2-Diméthoxypropane | 20 °C/30min.
Acide p-toluéne sulfonique| 99,0 %

Acétonide du sapelenine I (EC30P182ACO, 170a)

Schéma 38: Acétonidation du sapelenine I (EC30P182, 170)

Le spectre de masse HR-ESI de EC30P182ACO (Fig. 110), présente le pic de 1’ion pseudo-
moléculaire [M+Na]" a m/z 557,4164 (calculée pour C33Hs30sNa: 557,4176), compatible avec la
formule brute C;3HssOs renfermant cinq insaturations. I y a donc une insaturation
supplémentaire par rapport au substrat qui est le sapelenine I (EC30P182, 170). Celle-ci
proviendrait du greffage de 1’acétal (2,2-diméthoxypropane) en positions C-10-C11 avec

formation d’un cycle a 5 atomes.

Son spectre de RMN 'H (Fig. 111) montre les signaux de deux méthyles supplémentaires a
ou 1,27 (3H, s) et 1,33 (3H, s) attribuables aux méthyles du groupement acétal. Ceci est confirmé
sur le spectre de RMN °C ou on observe 3 signaux de carbone en plus avec celui du carbone

doublement oxygéné a oc 105,5 ppm.

220



EC-30-182ACO®B68RT: 1687 AV: 1 NL 1.57E8
T:FTMS + ¢ ESI Full ms[200.00-1000.00]
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Figure 110: Spectre de masse ESI de EC30P182ACO (170a)
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Figure 111: Spectre de RMN *H (500 MHz, CDCl3) de EC30P182ACO (170a)

11.2.3.2- Acétonidation de I’ekeberine D2 (EC30P181, 168)

Tout comme le sapelenine |, I’ekeberine D2 posseédant deux groupes hydroxyles portés par
des carbones consecutivement liés (C-22-C-23), une réaction d’acétonidation similaire a la
précédente a été également effectuée sur I’ekeberine D2 (EC30P181, 168) pour conduire a la

formation du groupement acétal correspondant.

221



Ekeberine D2 (EC30P181, 168)

2,2-Diméthoxypropane | 20 °C/30min.

Acide p-toluene sulfonique| 99 1 o,

{ e
Acétonide de I'ekeberine D2 (EC30P181ACO, 173)

Schéma 39: Acétonidation de I’ekeberine D2 (EC30P181, 168)

Le spectre de masse HR-ESI de EC30P181ACO (Fig. 112), présente le pic de I’ion
pseudomoléculaire [M+Na]" & m/z 557,4177 (calculée pour Ca3HsgOsNa: 557,4176), compatible
avec la formule brute Cs3HsgOs renfermant cing insaturations. Il y a donc une insaturation
supplémentaire par rapport au substrat qui est I’ekeberine D2 (EC30P181, 168). Celle-ci
proviendrait du greffage du groupement acétal (2,2-diméthoxypropane) en positions C-22-C23

avec formation d’un cycle a 5 atomes.

Son spectre de RMN *H (Fig. 113) montre les signaux de deux méthyles supplémentaires &
on 1,34 (3H, s) et 1,44 (3H, s) attribuables aux méthyles du groupement acétal. Ceci est confirmé
sur le spectre de RMN 3C ol on observe 3 signaux de carbone en plus & dc 26,7 et 26,9 ppm

avec celui du carbone doublement oxygéné a oc 106,4 ppm.
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Figure 112: Spectre de masse ESI de EC30P181ACO (173)
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Figure 113: Spectre de RMN *H (500 MHz, CDCl;) de EC30P181ACO (173)

11.2.4- Réactions d’estérification
Les réactions d’estérification effectuées ici nous ont conduit & la détermination des

configurations de quelques centres stéreochimiques.
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11.2.4.1- Acétylation du sapelenine | (EC30P182, 170)

Au sapelenine | (EC30P182, 170), nous avons ajouté de la pyridine anhydre et de I’anhydride
acetique, puis le mélange réactionnel a été soumis a une agitation magnétique pendant 12h.
Apres traitement du milieu réactionnel, I’extrait obtenu a été soumis a une HPLC préparative

pour conduire au diacétylsapelenine 1 (EC30P182Ac, 174) de couleur incolore.

OH

0
Z

Sapelenine 1 (EC30P182, 170)
Ac,0, Pyridine Agitation magnétique/12h.
48,7 %

\ OAc

AcO,//
~

Diacétylsapelenine [ (EC30P182Ac, 174)

Schéma 40: Acétylation du sapelenine | (EC30P182, 170)

Son spectre de masse HR-ESI (Fig. 114) présente le pic de I’ion pseudomoléculaire a
[M+Na]* & m/z 601,4073 (calculée pour Cz4HsgO;Na: 601,4075), compatible avec la formule
brute Cs4sHsgO7 renfermant six insaturations. Les deux insaturations en plus proviendraient
probablement de deux groupements acétyles, ce qui se confirme par une différence de masse de
84 unités entre les deux composes correspondant a deux fragments acétyles. Cette information
est corroborée sur le spectre de RMN 'H (Fig. 115) ol on observe outre les signaux du

sapelenine I, deux signaux de méthyles acétyliques a oy 2,09 (3H, s) et 2,12 (3H, s).
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Figure 114: Spectre de masse ESI de EC30P182Ac (174)
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Figure 115: Spectre de RMN *H (500 MHz, CDCl3) de EC30P182Ac (174)

11.2.4.2- Acétylation de I’ekeberine D2 (EC30P181, 168)

Une méme réaction que la précédente a été effectuée sur I’ekeberine D2 (EC30P181, 168)

pour conduire au diacétylekeberine D2 (EC30P181Ac, 175) comme huile incolore majoritaire.
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Y

Ekeberine D2 (EC30P181, 168)

ALO_,a
=z

Agitation magnetique/12h.
48,7 %

Diacétylekeberine D2 (EC30P181Ac, 175)

Schéma 41: Acétylation de I’ekeberine D2 (EC30P181, 168)

Le spectre de masse HR-ESI (Fig. 116) de EC30P181Ac est identique a celui de
EC30P182Ac (Fig. 114), ce qui nous permet de conclure que EC30P181Ac est bien le produit
diacétylé de I’ekeberine D2. Cette information est soutenue par le spectre de RMN *H (Fig. 117)

ou on observe en plus des signaux de I’ekeberine D2, deux signaux de méthyles acétyliques a oy

2,00 (3H, s) et 2,04 (3H, s).
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[M+Na]"
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Figure 116: Spectre de masse ESI de EC30P181Ac (175)
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Figure 117: Spectre de RMN *H (500 MHz, CDCls) de EC30P181Ac (175)

11.2.4.3- Estérification du sapelenine H (EC10P3431, 172) avec les chlorures de (R) et de
(S)-acide de Mosher.

L’estérification du sapelenine H avec les chlorures de (R) et de (S)-acide de Mosher a été
faite dans le but de déterminer la configuration absolue du carbone C-7. Pour cela, deux portions
du sapelenine H ont été traitées avec les chlorures de (R) et de (S)-MTPA dans le DMAP et avec
agitation magnétique a température ambiante durant une nuit. Les deux réactions ont été
effectuées en parallele et leurs progressions étaient suivies par la HPLC analytique. Aprés
consommation totale du sapelenine H, le solvant a été évaporé et le mélange réactionnel soumis a

une HPLC prépérative. Nous avons ainsi obtenu le (S) et le (R)-MTPA ester respectivement.
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(R)-MTPA-Cl/ DMAP (S)-EC10P3431-MTPA ester (172a)
Agitation magnétique | 74%
a température ambiante

(S)-MTPA-C1/ DMAP EC10P3431 (172)
Agitation magnétique | 74% Ph
a température ambiante ) (R)aOMe

(R)-EC10P3431-MTPA ester (172b)

Schéma 42: Estérification avec les chlorures de (R) et de (S)-MTPA du sapelenine H
(EC10P3431, 172).

Son spectre de masse HR-ESI (Fig. 118) présente le pic de I’ion pseudomoléculaire a
[M+Na]* & m/z 715,4171 (calculée pour C4oHsoOsF3Na: 715,4156), compatible avec la formule
brute CgoHs9OgF3 renfermant dix insaturations. Les cing insaturations suppléméntaires
proviendraient du fragment de I’acide de Mosher qui posséde un noyau aromatique et un
carbonyle. La différence de masse de 216 unites entre EC10P3431-MTPA-ester et EC10P3431

confirme la présence de ce fragment.
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Figure 118: Spectre de masse ESI de EC10P3431-MTPA ester (172a et 172b)
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Figure 119: Spectre de RMN *H (500 MHz, CDCls) du (R)-EC10P3431-MTPA ester (172b)
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Figure 120: Spectre de RMN *H (500 MHz, CDCls) du (S)-EC10P3431-MTPA ester (172a)

11.2.4.4- Estérification de I’acétonide du sapelenine | (EC30P182ACO, 170a) avec les
chlorures de (R) et de (S)-acide de Mosher

L’acétonide du sapelenine | (EC30P182ACO, 170a) a subi les mémes réactions
susmentionnées avec les chlorures de (R) et de (S)-acide de Mosher. Ces réactions ont été faites
dans le but de déterminer la configuration absolue du carbone C-7. Par la méme procédure, nous

avons obtenu le (S) et le (R)-MTPA ester respectivement.
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(R)-MTPA-Cl/ DMAP (S)-EC30P182ACO-MTPA ester (170b)

Agitation magnétique 74%
a température ambiante
0) OH

(S)-MTPA-C1/ DMAP EC30P182ACO (1702a)
74% Ph

Agitation magnétique

N . O (RaOMe
a température ambiante “,
O

(R)-EC30P182ACO-MTPA ester (170c)

Schéma 43: Estérification de I’acétonide du sapelenine | (EC30P182ACO, 170a) avec les
chlorures de (R) et de (S)-acide de Mosher.

Le spectre de masse HR-ESI (Fig. 121) de EC30P182ACO-MTPA ester présente le pic de
I’ion pseudomoléculaire & [M+Na]" & m/z 773,4582 (calculée pour C43HesO7FsNa: 773,4575),
compatible avec la formule brute C43Hgs07F3 renfermant dix insaturations. Les cing insaturations
suppléméntaires proviendraient probablement du fragment de I’acide de Mosher qui posséde un
noyau aromatique et un carbonyle. La différence de masse de 216 unités entre EC30P182ACO-
MTPA ester et EC30P182ACO confirme la présence de ce fragment.
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Figure 121: Spectre de masse ESI de EC30P182ACO-MTPA ester (170b et 170c)
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Figure 122: Spectre de RMN *H (500 MHz, CDCls) du (R)-EC30P182ACO-MTPA ester (170c)
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Figure 123: Spectre de RMN *H (500 MHz, CDCls) du (S)-EC30P182ACO-MTPA ester (170b).
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11.2.4.5- Estérification de I’acétonide de I’ekeberine D2 (EC30P181ACO, 173) avec les
chlorures de (R) et de (S)-acide de Mosher

Tout comme le sapelenine H (EC10P3431, 172) et [I’acétonide du sapelenine |
(EC30P182ACO, 170a), I’acétonide de I’ekeberine D2 (EC30P181ACO, 173) a subi des
réactions d’estérification avec les chlorures de (R) et de (S)-acide de Mosher. Ces réactions ont été
faites toujours dans le but de déterminer la configuration absolue du carbone C-7. La méme

procédure nous a permis d’obtenir le (S) et le (R)-MTPA ester respectivement.

0
‘ (R)-MTPA-C1/ DMAP (S)-EC30P181ACO-MTPA ester (173a)

Agitation magnétique 74%

a température ambiante
OH

(0]
(S)-MTPA-C1/ DMAP EC30P181ACO (173)
74% Ph

Agitation magnétique

a température ambiante

/ —O
(R)-EC30P181ACO-MTPA ester (173b)

Schéma 44: Estérification de I’acétonide de I’ekeberine D2 (EC30P181ACO, 173) avec les
chlorures de (R) et de (S)-acide de Mosher.

Le spectre de masse HR-ESI (Fig. 124) de EC30P181ACO-MTPA ester est identique a celui
de EC30P182ACO-MTPA et présente le pic de I’ion pseudomoléculaire & [M+Na]® a m/z
773,4561 (calculée pour Cy3HgsO7F3Na: 773,4575), compatible avec la formule brute
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C43HesO7F3 renfermant dix insaturations. De méme, les cing insaturations suppléméntaires
proviennent du fragment de I’acide de Mosher qui posseéde un noyau aromatique et un carbonyle.
La différence de masse entre EC30P181ACO-MTPA ester et EC30P181ACO est également de

216 unités, confirmant ainsi la présence de ce fragment.
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Figure 125: Spectre de RMN *H (500 MHz, CDCl5) du (R)-EC30P181ACO-MTPA ester (173b)
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Figure 126: Spectre de RMN *H (500 MHz, CDCls) du (S)-EC30P181ACO-MTPA ester (173a).

11.2.5- Conclusion partielle

Dans cette partie de notre travail, nous avons présenté trois types de réaction effectués. Il
s’agit des réactions d’hydrolyse et d’acétonidation qui ont permis de confirmer les structures de
certains composés isolés; les réactions d’estérification qui ont servi de déterminer les
configurations absolues de certains centres chiraux. Ainsi, les réactions d’hydrolyse faites sur
I’hymexelsine (PC-4, 159) et le sapelenine H (EC10P3431, 172) ont conduit respectivement a la
scopolétine (PC-1, 44) avec un rendement de 91 % et a I’ekeberine D2 (EC30P181, 168) avec un
rendement de 97,3 %. Nous avons ensuite procédé aux acétonidations du sapelenine |
(EC30P182, 170) et de I’ekeberine D2 (EC30P181, 168) qui ont donné respectivement
I’acétonide du sapelenine |1 (EC30P182ACO, 170a, 99 %) et I’acétonide de I’ekeberine D2
(EC30P181ACO, 173, 99,1 %).

Les réactions d’estérification ont bouclé cette partie par les acétylations du sapelenine |
(EC30P182, 170) et de I’ekeberine D2 (EC30P181, 168) qui ont conduit a I’obtention du
diacétylsapelenine |1 (EC30P182Ac, 174) et du diacétylekeberine D2 (EC30P181Ac, 175) avec
des rendements de 48,7 %. Puis les estérifications du sapelenine H (EC10P3431, 172), de
I’acétonide du sapelenine | (EC30P182ACO, 170a) et de I’acétonide de I’ekeberine D2
(EC30P181ACO, 173) avec les chlorures de (R) et (S)-acide de Mosher qui ont permis d’obtenir
les (S) et (R)-esters de Mosher du sapelenine H ((S)-EC10P3431-MTPA ester, 172a; (R)-
EC10P3431-MTPA ester, 172b), les (S) et (R)-esters de Mosher de I’acétonide du sapelenine |
((S)-EC30P182ACO-MTPA ester, 170b; (R)-EC30P182ACO-MTPA ester, 170c) et enfin les (S)
et (R)-esters de Mosher de I’acétonide de I’ekeberine D2 ((S)-EC30P181ACO-MTPA ester,
173a; (R)-EC30P181ACO-MTPA ester, 173b) avec des rendements de 74 %.
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11.3- ACTIVITES BIOLOGIQUES DE QUELQUES COMPOSES ISOLES

11.3.1- Introduction

Les composés connus que nous avons isolés de P. callicarpoides et de E. cylindricum ont
déja pour la plupart fait I’objet des tests d’activités biologiques. C’est ainsi que, le javaniside 155
induit le clivage du brin d’ADN en présence des ions Cu®* (Ma et Hecht, 2004; Van et al., 2005).
La scopolétine 44 possede un large spectre d’activités dont I’activité inhibitrice contre
Micrococcus luteus, de a-glucosidase, sur la germination de Panicum miliaceum, sur les
bactéries, les champignons (Del Corral et al., 2012; Gnonlonfin et al., 2012; Li et al., 2013;
Nurul et al., 2013) et sur les acariens (Yang et al., 2012). C’est aussi un antioxydant, un
antidépresseur et un hypotenseur. Elle possede des activités anti-inflammatoires, anti-allergiques,
anti-diabétiques, antimicrobiennes, anticancéreuses et anticonvulsives (Pan et al., 2011; Habbu et
al., 2012; Cheng et al., 2012); la liste est loin d’étre exhaustive. L’hymexelsine 159 posséde une
activité inhibitrice ainsi qu’une activité anti-appétant (anorexigene) (Nagaiah et al., 1992; Li et
al., 2013). L'acide vanillique 158 présente une activité antivenimeuse (contre le venin du
serpent), inhibe I'apoptose cellulaire, [l'inflammation hépatique auto-immune et la
carcinogeneése.(Gitzinger et al., 2012). La (+)-catéchine 162 posséde une activité anti-oxydante,
antitumorale, antihormonale et antibactérienne. (Harsh et al, 2002; Hye et al., 2009).
L’épicatéchine 163 est un antioxydant puissant, elle a une action similaire a celle de I’insuline et

améliore la santé du cceur (www.diabeticbar.com, 2013). Le g-Sitostérol 153 est utilisé comme

préventif de I’hypercholestérolémie, c’est un hypotensif, un antiulcéreux et un anticancéreux
(Carpenter et al., 1980; Pegel, 1997). Le 3-O--D-glucopyranoside de sitostérol encore appelé
sitostéroline 152 présente des activités antigastro-ulcérative, anti-inflammatoire anticancéreuse et

anti-hyperglycémique (Bouic et al., 1996).

Nous présentons dans cette partie de notre travail, les activités biologiques des fractions et des
CoOmMposés nouveaux isolés de E. cylindricum. En effet, sur la base des informations recueillies
sur le terrain au moment de la récolte de ces deux plantes, il ressort qu’elles sont utilisées pour
soigner le rhumatisme ou tout au mieux, pour soulager les douleurs rhumatismales. En plus une
patente (brevet) indique dans la littérature que, I’extrait d’Ortie (Urtica dioica) qui produit des
triterpenes acycliques, a une forte activité anti-inflammatoire (Alberte et «l., 2010). C’est dans

cette optique que nous avons orienté nos tests essentiellement vers les activités anti-
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inflammatoires et la cytotoxicité. Une autre motivation vient du fait que, dans un fractionnement
bio-guidé, les fractions Fry, Fra, Frs, Frss avaient montré de fortes activités anti-inflammatoires

sur la sécretion des PGE2. Ainsi, nous avons soumis les sapelenines G 169, H 172, 1 170 et J 171

qui sont quatre triterpenes acycliques nouveaux isolés des écorces du tronc de E. cylindricum a
ces deux tests. Notons par ailleurs qu’aucun des composés isolés de P. callicarpoides n’a été
soumis a ces tests et ceci pour trois raisons fondamentales:

- Les composés isolés de cette plante sont de faibles quantités en dehors de la scopolétine et
de I’hymexelsine qui étaient les composés majoritaires et que nous avons obtenu a plus de
2,0 g et 1,8 g respectivement.

- La littérature sur les activités biologiques des composés connus indiquait que la scopolétine
possede entre autres activités, une activité anti-inflammatoire. A cet effet, ce composeé étant
majoritaire dans la plante, nous avons supposé qu’il serait en majorité responsable de
I’activité signalée par les villageois.

- En plus, en raison du co(t éleve des tests anti-inflammatoires, seuls les composés nouveaux

étaient soumis a ce test.

11.3.2- Résultats
11.3.2.1- Activité des fractions de E. cylindricum sur la sécrétion des prostaglandines E2

Le tableau XXXVII montre qu’aucune des fractions Fro-Frg et le résidu Res 1 n’a présenté
une densité optique (D.O) inférieure a 1,5924 a la fois aux doses de 100 et 1 ug/mL.

Les fractions Fry (1,5799), Fr, (1,5692), Frs5 (1,5908) et le résidu Res 1 (1,5777) ont présenté
une D.O inférieure & 1,5924 a 100 ug/mL avec Fr; la plus active a cette concentration; alors que
Frs est la seule fraction a avoir présenté une D.O de 1,5687 (D.O < 1,5924) a 1 ug/mL. Les
fractions Frp a 100 ug/mL et Frys a 1 ug/mL ont présenté une D.O inférieure a zéro.

Quant aux standards indométhacine et diclofénac, ils ont tous deux présenté une D.O
inférieure a 1,5924 aux concentrations de 500; 100 et 10 wg/mL. L’indométhacine aux

concentrations de 1; 0,1 et 0,01 xg/mL a présenté une D.O inférieure a zéro.
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Tableau XXXVII: Densités optiques des fractions de la chromatographie flash et du résidu
Res.1 de E. cylindricum aux doses de 100 et 1 xg/mL.

Code Concentrations (ug/mL) Valeurs finales calculées de D.O. /
Fractions/standards corrigees
Fro C, 100 LNS
C, 1 1,6160
Fn 1,6027
Fr2 C, 1 1,6078
Fra C; 100 1,6556
Fras 1 LNS
Fre 100 1,5997
1 1,6174
G 100 15777
Res.1 C, 1 1,6337
Standard Diclofénac
DF;
DF,
DF3
DF,
DFs Cs 0,1 1,7618
DF¢ C; 0,01 LNS
Standard Indométhacine
1My
M-
M3
1M, Cy 1 LNS
1Ms Cs 0,1 LNS
M6 C, 0,01 LNS

- D.O < 1,5924 signifie activité anti-inflammatoire
|:| D.O > 1,5924 signifie absence d’activité anti-inflammatoire
|:| LNS signifie Liaison Non Spécifique (D.O <0)

11.3.2.2- Activité des sapelenines G-J sur la sécrétion des prostaglandines E2

Le tableau XXXVIII présente I’effet des sapelenines G-J sur la sécrétion des PGE2. Il ressort
de ce tableau que tous les quatre sapelenines nouvellement isolés ont inhibé la sécrétion des
PGE2 a certaines concentrations testées. Les Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI)
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permettent de dire que le sapelenine H utilisé a la dose de 0,001 xg/mL était le plus actif. Ainsi,
les CMI et les concentrations en PGE2 (pg/mL) dans le milieu pour chaque sapelenine testé
étaient comme suit: sapelenine G (0,001; 26,05), sapelenine H (0,001; 18,59), sapelenine I (10,0;
32,63) et sapelenine J (0,01; 23,88); ou le premier nombre est la CMI et le second la
concentration en PGE2.

Tableau XXXVIII: Concentration Minimale Inhibitrice («g/mL) des sapelenines G, H, | et J

Composés  Concentrations des échantillons Concentrations des PGE2 (pg/mL)
(ug/mL)
10,0 11,43
1,0 12,68
01 13,16
Sapelenine G 0,01 14,23
0,001 26,05 (CMI)
0,0001 X
0,00001 X
10,0 7,99
1,0 6,26
0,1 7,08
Sapelenine H 0,01 8,45
0,001 18,59 (CMI)
0,0001 X
0,00001 X
10,0 32,63 (CMI)
1,0 X
0,1 X
Sapelenine | 0,01 X
0,001 X
0,0001 X
0,00001 X
10,0 8,36
1,0 18,19
0,1 20,65
Sapelenine J 0,01 23,88 (CMI)
0,001 X
0,0001 X
0,00001 X
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11.3.2.3- Activité des sapelenines G-J sur la sécrétion de I’IL-17 par les PBMCs

Les figures 127 ci-dessous représentent I’effet des composés (sapelenines G-J) testés sur la
sécrétion de I’1L-17 par les PBMCs stimulées par la PHA.

Les sapelenines G 169 (Fig. 127a), | 170 (Fig. 127c), et J 171 (Fig. 127d), ont
significativement inhibé la sécrétion de I’lL-17 a la concentration de 11,11 uM par rapport au
contrle positif (PBMCs+PHA). Cette inhibition a été faite de maniere dose-dépendante.
L activité de ces composés a de fortes concentrations (33,33 et 100,00 xM), a été comparable a
celle de la référence (CsA) qui a complétement inhibé la sécrétion de I’lL-17 (Fig. 127c¢ et Fig.
127d).

Par contre, la figure 127b montre que le sapelenine H 172 n’a pas empéché la sécrétion de
I’IL-17. D’ailleurs, a de fortes concentrations telle que 100,00 uM, la sécrétion de I’'lL-17 a
atteint 1300,00 pg/mL, valeur supérieure & 1100,00 pg/mL chez le contrdle positif.
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Figure 127: Effet des composés testés sur la sécrétion de I’1L-17 par les PBMCs stimulées par la
PHA. (a) Sapelenine G 169; (b) Sapelenine H 172; (c) Sapelenine | 170; (d)
Sapelenine J 171. (Concentrations utilisées: 0,41; 1,23; 3,70; 11,11;33,33 et 100
HM).

11.3.2.4- Effet cytotoxique des sapelenines G-J

Les figures 128 ci-dessous permettent de déterminer la viabilité des PBMCs exposées aux
différents composes (sapelenines G-J) a des concentrations croissantes. Les figures 128a et 128b,
128c et 128d montrent que la viabilité cellulaire a des concentrations inférieures ou égales a 10
MM était relativement élevée. Cette viabilité cellulaire reste élevée méme a la concentration de
100 puM pour les sapelenines G et H (Fig. 128a et 128b). Mais pour les sapelenines | et J, dés que
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la concentration devenait supérieure & 10 uM, la viabilité cellulaire commencait a baisser. Ainsi
pour les sapelenines | et J a 100 uM, la viabilité cellulaire était de 0 % PHA.
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Figure 128: Effet des composés testés sur la viabilité des PBMCs. (a) Sapelenine G 169; (b)
Sapelenine H 172; (c) Sapelenine 1 170; (d) Sapelenine J 171. (Concentrations
utilisées: 0,41; 1,23; 3,70; 11,1; 33,33 et 100 uM).

11.3.3- Discussion

Les prostaglandines (PG) sont des dérivés de I’acide arachidonique provenant du métabolisme
des phospholipides membranaires sous I’action des phospholipases (Narumiya, 1999;

www.universalis.fr, 2014). Ces médiateurs (PG) sont impliqués dans de nombreux processus

physiologiques et physiopathologiques entre autres, la filtration glomérulaire, le travail
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obstétrical, l'inflammation et la douleur (Amado@005; Gross, 2006.). L'utilisation des
fractions et des composeés isolésEeylindricum a montré une activité antiprostaglandinique
pour nombreuses fractions et les sapelenines @&-&ffet, ces fractions et composés agiraient
comme les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINSlinstar de I'indométhacine et du
diclofénac. Ces deux médicaments ont une activitiéiflammatoire connue par leur capacité a
inhiber la cyclo-oxygénase (COX) qui catalyse lanfation des prostaglandines a partir de
'acide arachidonique (Chauvelot-Moachon att, 1988; Aissata, 2005). lls entrainent une
diminution de la migration cellulaire et des actiodes tissus conjonctifs (glycoprotéine,
collagene) (Bourin edl, 1993). Des résultats similaires ont été obtermusHanda et Sharma en
1992, Thioune et Pousset (1997-1998) qui respengwé ont démontré que l'activité anti-
inflammatoire deAzadirachta indica et Khaya senegalensis deux plantes de la famille des
Meliaceaeserait due aux dérivés triterpéniques. De mémeapmcité delrichilia Drageana
(Meliaceae) a inhiber la synthése des prostaglasdgerait due a la présence des triterpenes

modifiés dans cette plante (Mariam, 2006).

L'inflammation se caractérise aussi par la lib&mtid'autres médiateurs tels que les

bradykinines, les thromboxanes et les interleukines

Parmi les interleukines, linterleukine-17 (IL-18st une cytokine impliquée dans de
nombreuses régulations immunitaires parmi lesgsiédle processus inflammatoires (lwakura et
al.,, 2011; Angkasekwinai et Dong, 2011). Ce médiateduit I'expression des genes codants
pour la synthese des cytokines pro-inflammatoietes que TNFx, IL-15, IL-6 et G-CSF
(Kolls et Linden, 2004; Iwakura at., 2008).

Les sapelenines G-J exclu le sapelenine H, onifisigtivement supprimé la sécrétion de
lIL-17 (Fig. 127), tout de méme comme la CsA. Hfekela CsA est un immunosuppresseur
restreint aux cellules lymphoides et notammentylegphocytes T et B. Son activité passe par
l'inhibition de la transcription de nombeux genéstérleukines parmi lesquelles I'lL-2 et I'lL-
17 (Miroux, 2011). Le sapelenine G agirait par |énme mécanisme que la cyclosporine A.
Quant aux sapelenines | et J, I'étude de la vigbitellulaire indique que ces composés
n'auraient pas véritablement une activité antianfinatoire, mais plut6t leur cytotoxicité a fortes
doses serait responsable de l'inhibition de laé&#mnr de I'lL-17 par les PBMCs. Ces résultats

corroborent ceux de Tullayakorn at. (2012), qui ont montré que l'extrait ethanoliqgde
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Zingiber officinale inhibait de facon dose-dépendante la viabilité des cholangiocarcinomes

humains.

La cytotoxicité des sapelenines | et J serait due a la présence du cycle furanique dans leurs
structures. L’inocuité du sapelenine H portant le méme cycle furanique serait due a la présence
d’un groupement époxyl situé a I’autre extrémité de sa chaine et qui inhiberait I’activité

cytotoxique du cycle furanique.

Les sapelenines G, | et J en supprimant la sécrétion de I’IL-17 possedent des propriétés anti-
inflammatoires. Cependant, I’activité anti-inflammatoire des sapelenines | et J n’est exprimée

qu’a faibles doses.

11.3.4- Conclusion partielle

Dans cette partie de nos travaux, il était question de soumettre certains des composés isolés
aux tests d’activités anti-inflammatoire et cytotoxique. C’est ainsi que, les sapelenines G-J ont
fait I’objet des tests d’inhibition respectivement de la sécrétion des PGE2 et de la sécrétion de
I’IL-17 par les PBMCs stimulées par la PHA. Ces tests ont été couplés aux tests de viabilité des
PBMCs. De cette analyse, il ressort que, les sapelenines G-J ont inhibé la sécrétion des PGE2
avec des CMI respectives de 0,001; 0,001; 10,0 et 0,01 ug/mL; le sapelenine H 172 n’a aucun
effet inhibiteur sur la sécrétion de I’IL-17 contrairement aux sapelenines G 169, | 170 et J 171

qui suppriment fortement la sécrétion de I’'IL-17 & la concentration de 11,11uM, cette
suppression s’intensifiant de maniere dose-dépendante. Cependant, la suppression de la sécrétion
de I’IL-17 par les sapelenines | et J étant couplée a une mort cellulaire, ne saurait permettre de
leur attribuer un effet anti-inflammatoire mais plutdt cytotoxique.

L’activité anti-inflammatoire et I’inocuité du sapelenine G pourraient contribuer a enrichir la
pharmacie des anti-inflammatoires a forte tolérance cellulaire. Quant aux sapelenines | et J, parce
qu’ayant inhibé la viabilité cellulaire, ils pourraient étre utilisés contre la prolifération des

cellules cancéreuses.

244






L’¢tude des constituants chimiques que nous avons entreprise sur les écorces du tronc de
Pauridiantha callicarpoides et de Entandrophragma cylindricum a conduit a I’isolement de 26
composés dont les structures ont été élucidées sur la base de leurs données spectroscopiques et
physiques, puis par comparaison avec des données de la littérature. Ces composés regroupés en
grandes familles comprennent:

- 02 alcaloides: le javaniside 155 et le 7-épi-javaniside 157.

- 01 acide phénolique: I’acide vanillique ou acide 4-hydroxy-3-méthoxybenzoique 158.

- 04 coumarines: la scopolétine ou scopolétol ou 7-hydroxy-6-méthoxycoumarine 44,
I’hymexelsine ou xeroboside 159, la 7,7'-dihydroxy-6,6'-diméthoxy-3,3'-biscoumarine ou
3,3’-biscopolétine 160 et la 7,7'-dihydroxy-6,6'-diméthoxy-8,8'-biscoumarine 161.

- 02 flavonoides: la (+)-Catéchine 162 et I’épicatéchine ou épicatéchol 163.

- 01 iridoide: le sweroside 156.

- 01 limonoide: I’andirolide G 164.

- 04 stéroides: un mélange de f-sitostérol 153 et stigmastérol 150, un mélange de 3-O-f-D-
glucopyranoside de f-sitostérol 152 et 3-O-f-D-glucopyranoside de stigmastérol 165.

- 01 carbohydrate: 6-O-hexopyranosylhexopyranose 166.

- 10 terpénoides: le sapelenine A 90, le (14E,18F)-2,6,10,15,19,23-hexaméthyltétracosa-
14,18,22-triene-2,3,6,7,10,11-hexaol 167, le sapelenine B 91, le sapelenine D 93, le
sapelenine C 92, I’ekeberine D, 168, le sapelenine G 169, le sapelenine I 170, le sapelenine
J 171 et le sapelenine H 172.

L’épi-javaniside 157 est un dérivé nouveau d’oxindole. En dehors de la scopolétine 44, tous

les autres composés sont isolés pour la premiére fois de P. callicarpoides.

Les sapelenines G 169, H 172, 1 170 et J 171 sont des triterpenes acycliques décrits ici pour
la premiere fois. La (+)-catéchine 162, 1’épicatéchine 163, I’andiloride G 164, le (14E,18E)-
2,6,10,15,19,23-hexaméthyltétracosa-14,18,22-tri¢ne-2,3,6,7,10,11-hexaol 167 et 1’ekeberine D,

168 sont isolés du genre Entandrophragma pour la premiére fois.

Quelques transformations chimiques ont été effectuées dans 1’optique de confirmer les
structures proposées pour certains composés et de former les intermédiaires réactionnels devant
conduire a la détermination des configurations absolues de certains centres asymétriques. Ainsi,

I’hydrolyse acide de I’hymexelsine et du sapelenine H a conduit a 1’obtention de la scopolétine et
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de I’ekeberine D2, ce qui a permis de confirmer leurs structures. Le sapelenine I et I’ekeberine
D2 deux triterpénes acycliques, ont subi des réactions d’acétonidation pour conduire aux
acétonides du sapelenine I 170a et de I’ekeberine D2 173 respectivement. Ces réactions nous ont
permis de protéger les hydroxyles vicinaux afin de procéder a la détermination des
configurations absolues de certains centres asymétriques. Le sapelenine I et I’ekeberine D2 ont
¢galement ¢été acétylés par [’anhydride acétique en milieu basique pour donner le
diacétylsapelenine 1 174 et le diacétylekeberine D2 175 respectivement. Le sapelenine H, le
sapelenine I acétonidé et I’ekeberine D2 acétonidé ont subi des réactions d’estérification avec les
réactifs de Mosher que sont les chlorures de (R) et (S)-acide de Mosher. Nous avons obtenu les
(S) et (R)-esters de Mosher du sapelenine H (172a et 172b), les (S) et (R)-esters de Mosher de
’acétonide du sapelenine I (170b et 170c) et enfin les (S) et (R)-esters de Mosher de 1’acétonide
de I’ekeberine D2 (173a et 173b) respectivement.

Il est a noter que: 1’acétonide du sapelenine I 170a, I’acétonide de I’ekeberine D2 173, le
diacétylsapelenine 1 174, le diacétylekeberine D2 175, les (S) et (R)-esters de Mosher du
sapelenine H (172a et 172Db), les (S) et (R)-esters de Mosher de 1’acétonide du sapelenine I (170b
et 170c), les (S) et (R)-esters de Mosher de I’acétonide de 1’ekeberine D2 (173a et 173b) obtenus

apres certaines des réactions ci-dessus, sont des dérivés nouveaux d’hémisynthése.

L’étude des activités biologiques des fractions et certains composés isolés en quantité
suffisante de E. cylindricum nous a permis de mettre en évidence leurs activités anti-
inflammatoires et cytotoxiques. En effet, il ressort que:

- Les fractions Fry, Fry, Fr3, Fras, et le résidu Res.1 en inhibant la sécrétion des PGE2 (D.O <

1,5924), posseédent des activités anti-inflammatoires.

- Les sapelenines G-J ont inhibé la sécrétion des PGE2 avec des CMI respectives de 0,001;
0,001; 10,0 et 0,01 ug/mL.

- Le sapelenine G 169 en inhibant fortement la sécrétion de I’IL-17 par les PBMCs stimulées
par le PHA, poss¢de un fort potentiel anti-inflammatoire. Ce composé ne présente aucun
effet cytotoxique sur les PBMCs.

- Le sapelenine H 172 qui n’a aucun effet inhibiteur sur la sécrétion de I’IL-17 par les
PBMC:s stimulées par le PHA, ne posséde aucune activité anti-inflammatoire ni un effet

cytotoxique sur les PBMCs.
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- Les sapelenines I 170 et J 171 ont montré un effet cytotoxique de maniere dose-dépendante
sur les PBMCs. Ainsi, leurs données de la suppression de I’IL-17 ont été considérées
invalides a de fortes concentrations.

En somme, les résultats des tests anti-inflammatoires et la bibliographie sur les activités

biologiques des composés isolés peuvent justifier 1’utilisation de P.callicarpoides et de E.
cylindricum en médecine naturelle dans le traitement de diverses maladies inflammatoires dont

les maladies rhumatismales.

Tenant compte de ces résultats fort intéressants obtenus, nous pouvons estimer que les

objectifs ont été globalement atteints.

Pour la suite de nos travaux, nous envisageons:

- De réétudier P. callicarpoides atin d’augmenter les quantités des composés isolés, puis
d’évaluer leurs activités anti-inflammatoires et cytotoxiques

- De rechercher de nouvelles activités pour les composés majoritaires

- D’effectuer des tests anti-inflammatoires sur les autres cytokines impliquées dans les
réactions inflammatoires.

- D’étudier les interactions synergiques existantes entre les composés isolés et les
médicaments de références.

- D’étudier le profil toxicologique des composés isolés: toxicité aigue, subaigue, chronique,
(hépatotoxicité a long terme, dommages, ...).

- D’¢étendre nos investigations sur les autres parties des deux plantes et sur d’autres especes

des genres Pauridiantha et Entandrophragma.
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CHAPITRE III:

MATERIEL ET METHODES




I11.1- GENERALITES
111.1.1- Appareillage

Les balances utilisées sont de marque COBOS précision, modele D-6000-SX et
SARTORIUS précision 1/10000.

Les points de fusion ont été mesurés sur un appareil de type Gallenkamp modele MFB.595.010
m et sur un appareil de type MPM-H,.

L’activité optique (pouvoir rotatoire) des composés a été mesurée sur un polarimetre JASCO
Digital (modele P-2000) utilisant un prisme Glan-Taylor comme polariseur, en solubilisant les
produits dans le méthanol.

Les spectres IR ont été enregistrés sur un spectromeétre de type VECTOR22, aprés pastillage
dans KBr.

Les spectres UV ont été enregistrés a 1’aide d’un spectrophotomeétre de type Thermo
Electron—Vision pro sofware V4.10. Le méthanol a été utilis¢ comme solvant.

Les spectres de masse en impact €lectronique (énergie d’ionisation: 70 eV) ont été obtenus sur
un spectrometre de type JOEL JMS 600-H.

Les spectres de masse en «ElectroSpray lonisation» ont été enregistrés avec un spectrometre
de masse Esquire 3000, utilisant comme source d’ions, le Nano ESI, Off-line.

La haute résolution (HRESIMS) a été réalisée sur un spectrométre de type LTQ Orbitrap
(Thermo Fisher, USA) équipé d’une source HESI-II.

Le spectrometre de masse était couplé a un systeme HPLC de type Agilent 1200 (Santa
Clara, USA) utilisant une colonne de gravité Nucléodur C18 de Macherey-Nagel (50*2 mm,
dimension des particules de 1,9um) constitu¢ d’une pompe de chromatographie liquide (LC),
d’un détecteur PDA (A = 205 nm), d’un auto-injecteur (volume d’injection 10 pL) et d’un four a
colonne (30 °C). Le systéme de solvant utilisé était méthanol/H,O ou acétonitrile/H,O de
différentes polarités.

Les spectres de RMN 1D et 2D ont été enregistrés a la température ambiante sur les
spectrometres Bruker Avance Av-300, Bruker Avance Av-400, Bruker Avance Av-500 et Bruker
Avance Av-600 opérant aux fréquences de 300, 400, 500 et 600 MHz pour le proton, et 75, 100,
125 et 150 MHz pour le carbone 13. Les solutions utilisées étaient dans I’acétone deuteriée
(CD3COCDs3), le chloroforme deutérié (CDCl3), le méthanol deutérié (CD;OD), Ie
diméthylsulfoxide deutérié (DMSO-dj) et la pyridine deutériée (CsDsN). Pour toutes les mesures

248



effectuées, les déplacements chimiques J sont exprimés en ppm en prenant comme référence
interne dans tous les cas le tétraméthylsilane (TMS, d = 0). Les constantes de couplage (J) sont
exprimées en Hertz (Hz).

Le fractionnement des extraits et la purification des composés ont ¢été essentiellement faits
par chromatographie. Ainsi, nous avons effectu¢ des chromatographies flash sous vide, des
chromatographies sur colonne, des chromatographies d’exclusion, des chromatographies sur
couche mince (analytique et préparative) et des chromatographies liquides hautes performances
(analytique et préparative).

Le gel de silice de fabrication Merck (70-230 mesh) de granulométries 0,025-0,040 mm,
0,040-0,063 mm et 0,063-0,200 mm a ¢été utilisé comme phase stationnaire. Pour Ia
chromatographie d’exclusion, nous avons utilis¢ le Séphadex LH-20. Les dimensions des
colonnes ont été choisies en fonction de la quantité de soluté a séparer.

Les CCM analytiques ont été effectuées en utilisant des plaques d’aluminium recouvertes de
gel de silice 60 Fps4 (Merck, 20 x 20 cm) d’épaisseur 0,2 mm. Les CCM analytiques en phase
inverse ont également été effectuées en utilisant des plaques d’aluminium recouvertes de gel de
silice en phase inverse C;3 de dimensions 5 x 20 cm et d’épaisseur 0,25 mm. Les révélateurs
utilisés pour visualiser les taches en CCM étaient soit la lampe UV (254 et 366 nm), soit la
vapeur d’iode, soit la pulvérisation a 1’acide sulfurique dilué a 50% ou pulvérisation a la solution
de nynhidrine suivi du chauffage a 1’étuve a 100 °C.

Les CCM préparatives ont ¢€té effectuées en utilisant des plaques obtenues en déposant une
couche de gel de silice 60 HF»s4: 366 d’épaisseurs 0,5-1 mm sur des lames de verre de dimensions
5x20cm, 10 x 20 cm et 20 x 20 cm.

Les différents éluants utilisés ont été adaptés aux phases stationnaires en fonction de la
polarité des composés a séparer ou a analyser. La masse absorbante était fonction de celle de
I’échantillon a séparer.

Dans le cas de la chromatographie liquide haute performance (analytique et préparative),
nous avons essentiellement travaillé en phase inverse, utilisant soit le systéme méthanol/H,O soit
acétonitrile /H,O. Nous nous sommes servis d’un systéeme Gilson constitu¢ d’une pompe 322
avec un détecteur UV 152 (A= 205nm) et utilisant une colonne de gravit¢ Nucléodur de
Macherey-Nagel (Diiren, Germany) (250 x 16 mm ou 250 x 4,6 mm, dimension des particules de

5 um). Les conditions chromatographiques sont présentées ci-dessous:
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HPLC analytique

Pompe: VARIAN 9010
Injecteur: VARIAN 9100
Détecteur monochrome: VARIAN 9065
Colonne: Symmetry C18, 5 um,
4,6 x 250 mm
Débit: 1 mL/ min
Volume d’injection: 30 uL
Longueur d’onde: 205 nm

Concentration de I’échantillon: 1 mg/mL

I11.1.2- Tests de caractérisation chimique

111.1.2.1- Test de Liebermann-Burchard

Dissoudre quelques milligrammes de produit dans le chloroforme (1 mL). Ajouter a la
solution obtenue quelques gouttes d’anhydride acétique, puis d’acide sulfurique concentré. Les
terpénoides donnent avec ce réactif une coloration rouge brique, puis violette, puis bleue et

finalement vert foncé. Les stérols donnent une coloration bleue qui vire rapidement au vert

foncée.

111.1.2.2- Test de Molish

Dans un tube a essai, dissoudre quelques milligrammes de produit a 1’aide d’une solution
d’éthanol-a-naphtol 1 %. Laisser ensuite couler sur les parois du tube quelques gouttes d’acide

sulfurique concentré. La présence des sucres se manifeste par I’apparition d’un anneau rouge

violacé a I’interphase.

HPLC préparative
Pompe programmable: Gilson 322
Module Manométrique: Gilson 806
M¢élangeur Dynamique: Gilson 811B
Détecteur: Gilson L200E
Pré Colonne: VP 50/21, Nucléodur 100-10
C18 ec (Macherey-Nagel)

Colonne: VP 250/21, Nucléodur 100-10

C18 ec (Macherey-Nagel)
Débit: 4 mL/ min
Volume d’injection: 250 — 500 pL
Longueur d’onde: 205 nm
Sensibilité: 0.2; 0.5; 1

Concentration échantillon: 35-40 mg/ mL
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111.1.2.3- Test au chlorure ferrique

A une solution méthanolique de produit, ajouter quelques gouttes d’une solution de chlorure
ferrique. La présence des phénols se manifeste par un changement de coloration suite a la
formation d’un ion complexe [Fe(ArO)s]’ de couleur violette ou bleue.

I11.1.2.4- Test de Shinoda

A une solution alcoolique du composé, ajouter quelques gouttes d’acide chlorhydrique

concentré, puis quelques copeaux de magnésium. La présence des flavonoides se manifeste par

une effervescence, suivie d’un changement de coloration qui peut étre violette ou rouge brique.
111.1.2.5- Test de Draggendorf
Le test de Draggendorf consiste a pulvériser le mélange de nitrate de bismuth dissous dans

une solution d’acide acétique et d’iodure de potassium sur une plaque de CCM sur laquelle est

préalablement fix¢ le produit a révéler. Le test est positif lorsque le produit devient orange.
111.1.2.6- Test de Erlich
Le test de Erlich pour les limonoides consiste a déposer les taches du produit sur la plaque de

CCM, de pulvériser celle-ci a I’aide du p-N,N-diméthylaminobenzaldéhyde et la porter a I’étuve.

La coloration rose indique la présence des limonoides.

111.2- MATERIEL

111.2.1- Matériel végétal

Les écorces du tronc de Entandrophragma cylindricum et de Pauridiantha callicarpoides ont
été récoltées dans la forét du Dja (vers Lomié) Région de I’Est Cameroun respectivement en Juin
et en Décembre 2010. L’identification de ces especes a été faite par Monsieur NANA Victor,

botaniste a I’Herbier National du Cameroun ou des spécimens ont été conservés sous les

références N° 39807/SPDK (P. callicarpoides) et N° 54965/SFR/CAM (E. cylindricum).

111.2.2- Matériel pour I’activité biologique
Le matériel utilisé était constitué:

- Des PGE2 contenues dans un kit de test des PGE2 (R & D Systems ®). Ce kit contient en
plus des PGE2, le diluant RD5-56 et le NBS (Normal Binding Substrate), les anticorps

primaires, les anticorps conjugués PGE2 (anticorps secondaires) et le tampon.
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- Des cellules mononucléaires du sang périphérique humain (PBMCs) qui ont été isolées du
sang des donneurs volontaires sains a Dortmund, en Allemagne et d’un kit ELISA IL-17
humain (Ray Biotech, Inc.).

- Du milieu de culture RPMI-1640 (Pan Biotech) supplémenté avec 1% de L-glutamine (200
mM) et 10% de sérum feetal de veau (FCS) inactivé ou décomplémenté, pénicilline, 0,1
mg/mL de streptomycine et 2mM de L-glutamine dans une atmosphére humidifiée contenant
5 % de CO,.

- Des réactifs: résazurine (Sigma), CellTiter Blue (Promega), tampon phosphate salin (PBS:
10 mM de phosphate de potassium pH 7,4 et 150 mM de chlorure sodium) contenant ImM
d’EDTA.

111.3- EXTRACTION ET ISOLEMENT DES COMPOSES

111.3.1- Extraction

111.3.1.1- Extraction des écorces du tronc de P. callicarpoides

Les écorces du tronc de P. callicarpoides ont été¢ découpées, séchées puis broyées. La poudre
obtenue (2,5 kg) a été extraite au mélange chlorure de méthyléne-méthanol (1:1) a température

ambiante pendant 48 heures, puis 12 heures respectivement. L’évaporation du solvant a

I’évaporateur rotatif sous pression réduite a conduit a I’obtention de 345,4 g d’extrait brut.

111.3.1.2- Extraction des écorces du tronc de E. cylindricum

Les écorces du tronc de E. cylindricum ont été découpées, séchées puis broyées. La poudre
obtenue (7,0 Kg) a ét¢ extraite au méthanol a température ambiante pendant 48 heures, puis 8
heures respectivement. Apres évaporation totale du solvant a 1’évaporateur rotatif sous pression
réduite, 890 g d’extrait total a été obtenu puis ré-extrait au mélange acétate d’éthyle/méthanol

(9:1) pour donner 390 g d’extrait.
111.3.2- Isolement des composés

111.3.2.1- Isolement des composés des écorces du tronc de P. callicarpoides

Une partie de I’extrait au chlorure de méthyléne-méthanol (335 g) des écorces du tronc de P.
callicarpoides a ¢ét¢ fixée sur une masse équivalente de silice, puis fractionnée par

chromatographie flash de gel de silice. L’¢lution a été faite au chlorure de méthyléne, puis au
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mélange chlorure de méthyléne -méthanol de polarité croissante et enfin au méthanol. Des
fractions de 500 mL ont été collectées, évaporées sous pression réduite et regroupées sur la base
de la CCM analytique. Nous avons ainsi obtenu cinq séries principales A, B, C, D et E (Tableau

XXXIX).

Tableau XXXIX: Chromatogramme de I’extrait brut des écorces du tronc de Pauridiantha

callicarpoides
Eluant Fractions Series Remarques
(masses en g)
CH,Cl,/MeOH 1-11 A ©9) Me¢élange de produits dont un cristallise
0% a2,5% sous forme d’aiguilles jaunes PC-1
CH,Cly/MeOH , .

(2.5% 4 12.5%) 12-33 B (18) Me¢lange de produits
CH,Cl,/MeOH 34-49 C (52) Me¢élange de produits dont un cristallise
(12,5% a 22,5%) sous forme de fibres blanchatres PC-4

CHzClz/MCOH , . _
(22.5 4 30%) 50-58 D (51) Me¢lange de produits contenant PC-4
CH,Cly/MeOH
(30% a 50%)- 59-71 E (46) Me¢lange de produits + trainées
MeOH pur

Les fractions 2-11 ont été filtrées individuellement avant le regroupement des filtrats avec la
fraction 1 sur la base de la CCM pour constituer la serie A (9 g). Les produits solides (aiguilles
jaunes) obtenus ont été essorés et se sont révélés identiques apreés une CCM comparative. Nous
avons indexé ce produit PC-1 (1,3 g).

Les fractions 40-51 ont ét¢ filtrées individuellement avant le regroupement des filtrats 40-49
et 50-51 respectivement aux fractions 34-39 et 52-58 pour constituer les séries C et D. Les
produits solides obtenus (fibres blanchatres) se sont révélés identiques apres une CCM et ont été

indexés PC-4 (1,5 g).

111.3.2.1.1- Chromatographie de la série A

La série A (9,0 g) a été fixée sur une masse équivalente de silice et chromatographiée sur
colonne de gel de silice. L’¢lution s’est faite au mélange hexane—acétate d’éthyle de polarité
croissante. Les fractions de 50 mL ont été recueillies et regroupées sur la base de la CCM

analytique (Tableau XL).
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Tableau XL: Chromatogramme de la série A

Eluant Fractions Series Observations
1-17 Me¢élange huileux
Hex/AE (5%) 1-19
Hex/AE (7,5%) 20-50 18-68 Me¢élange de produits dont PC-22
Hex/AE (10%) 51-81
Hex/AE (12,5%) 82-90 69-91 Me¢élange de produits
Hex/AE (15%) 91-103
Hex/AE (17,5%) 104-113 92-126 Mélange de produits dont PC-1
Hex/AE (20%) 114-126
Hex/AE (22,5%) 127-138
M¢élange d’au moins 6 produits dont
Hex/AE (25%) 139-151 127-154
PC-1
Hex/AE (27,5%) 152-160
Hex/AE (32,5%) 161-166 155168 Meélange de plus de 5 produits +
Hex/AE (50%) 167-168 trainées

Les fractions de 22 a 29 ont été filtrées individuellement avant leur regroupement avec les
fractions 18-21 et 30-68 sur la base de la CCM. Les produits solides obtenus (fibres blanches)
ont été essorés et mélangés apres une CCM analytique pour donner le produit PC-22 (60,0 mg).

Les fractions de 104 a 154 ont été filtrées individuellement avant les différents
regroupements (Tableau XL). Les produits solides obtenus (aiguilles jaunes) se sont révélés

identiques a PC-1 (700 mg) apres une CCM analytique.
111.3.2.1.2- Chromatographie de la série B

La série B (18,0 g) a été fixée sur une masse €quivalente de silice et chromatographiée sur
colonne de gel de silice. L ¢lution s’est faite au mélange chlorure de méthyléne—méthanol de
polarité croissante. Les fractions de 100 mL ont été recueillies et regroupées sur la base de la

CCM analytique (Tableau XLI).
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Tableau XLI: Chromatogramme de la sériec B

Eluant Fractions | Séries Remarques

CH,Cl, pur 1-6 By 1-11 regroupées: mélange de produits en trace

CH,Cl1,/MeOH (1%) 7-17 B (1,5) 12-17 regroupées: mélange de produits

CH,Cl,/MeOH (2%) 18-24 B> (1,8) 18-26 regroupées: mélange de produits
CH,Cl,/MeOH (3,5%) 25-32
CH,Cl,/MeOH (5%) 33-40 B3 (5,9) 27-45 regroupées: mélange de produits
CH,Cl,/MeOH (7%) 41-46
CH,Cl,/MeOH (9%) 47-55
CH,Cl,/MeOH (11%) | 56-62
CH,Cl,/MeOH (13%) | 63-66
CH,Cl,/MeOH (20%) | 67-70

B4 (6,1) 46-61 regroupées: mélange de produits

B; Trainées

La série By (1,5 g) a été fixée sur la silice, puis rechromagraphiée sur colonne de gel de
silice. L’¢lution s’est faite au chlorure de méthylene, puis au chlorure de méthyléne-méthanol (1
a 3%). Nous avons collecté 35 fractions de 25 mL. Les fractions de 14 a 23 présentaient des
précipités et ont été filtrées. Les produits solides obtenus ont été comparés et regroupés sur la
base de la CCM analytique, puis indexés PC-14 (9,2 mg). Ce produit impur a été dissout dans le
méthanol, rechromatographié¢ sur colonne de séphadex LH-20 et élué au méthanol pur. 12
fractions de 10 mL chacune ont été recueillies. Sur la base de la CCM, les fractions 4 a 10 ont été
regroupées et ont laiss¢ apparaitre apres évaporation du solvant, des paillettes jaunatres que nous

avons filtrées et indexées PC-14A (5,9 mg).

111.3.2.1.3- Chromatographie de la série C

La série C (52,0 g) a été fixée sur une masse €quivalente de silice et chromatographiée sur
colonne de gel de silice. L ¢lution s’est faite au mélange chlorure de méthyléne—méthanol de
polarité croissante. Les fractions de 200 mL ont été recueillies et regroupées sur la base de la

CCM analytique (Tableau XLII).
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Tableau XLII: Chromatogramme de la série C

. Séries
Eluant Fractions I Remarques
(masse en Q)
CH,CIl,/MeOH (2%) 1-13 Co (0,5 2) 2-7 regroupées: mélange de produits.
8-23 regroupées: mélange de produits
0 -
CH,CIl,/MeOH (4%) 14-24 C(1,5g) dont PC-29-1 et PC-29-2.
24-31 ses: mél it t
CH,Cly/MeOH (7.5%) § 437 ,(2.0g) 31 regroupées ;ng_;rige de produits don
2-41 ses: mél ’envi
CH,Cly/MeOH (10%) 31860 C; (95 g) 3 regroupées: mélange d’environ 6

produits.

CH,Cl,/MeOH (12,5%) 61-70
CH,Cl,/MeOH (15%) 71-78 Cs(29.7 g)
CH,Cl,/MeOH (20%) 79-86
CH,Cl,/MeOH (25%) 87-94 84-96 regroupées: mélange de produits +

Cs (3.2 9) .
CH,Cl,/MeOH (50%) 95-96 trainées.

[1A-83 regroupées: mélange d’au moins 5
produits dont PC-4.

Purification des composés PC-29-1, PC-29-2, PC-31 et PC-4

Les fractions de 8 a 23 ont été filtrées avant le regroupement des eaux meres. La CCM des
précipités obtenus montre qu’ils présentent les mémes caractéristiques a savoir: mémes Ry,
mémes couleurs a I’'UV 366 nm. Ces précipités ont été regroupés en deux sous la base de leurs
couleurs et indexés PC-29-1 (15,0 mg) poudre jaune et PC-29-2 (10,0 mg) poudre rougeatre.

Les fractions de 27 a 28 ont été filtrées avant le regroupement des filtrats aux fractions 24-26
et 29-31 sur la base de la CCM. Les produits solides obtenus (poudre blanche) ont été essorés et
mis ensembles aprés une CCM. Nous avons indexé ce produit PC-31 (25,0 mg).

Les fractions de 42 a 55 ont été filtrées avant le regroupement des eaux meres aux fractions
56-83 sur la base de la CCM. Les produits solides obtenus (fibres blanchatres) ont été essorés et

regroupés sur la base d’une CCM puis indexés PC-4 (300 mg) apres une CCM analytique.

Purification des composés PC-A-1 et PC-A-2

La série C4 (29,7 g) a été fixée sur une masse équivalente de silice et rechromatographiée sur
colonne de gel de silice. L’¢lution s’est faite au mélange chlorure de méthyléne—méthanol de
polarité croissante. Les fractions de 150 mL ont été recueillies et regroupées sur la base de la

CCM analytique (Tableau XLIII).
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Tableau XLI1I: Chromatogramme de la série C4

Séries
Eluant Fractions | (masse en g) Remarques
1-10 (0,1) mélange de produits
CH,CIl»/MeOH (7,5% 1-53
2LL/MeOH (7.5%) 11-30 (1,2) mélange de produits
1- 1 i PC-4
CH,Cly/MeOH (10%) 54.64 31-65 (8,5) mélange de proglgisAdont C-4et
CH,Cl,/MeOH (12,5%) 65-71 66-71 (14,0) mélange de produits dont PC-A
CH,Cl,/MeOH (50%) 72-73 72-73 (2,1) mélange de produits

Les fractions de 42 a 43 ont été filtrées, la CCM montre que le produit solide obtenu (fibres
blanchatres) est identique a PC-4.

Les fractions de 45 a 65 ont été¢ également filtrées et les produits obtenus sont identiques et
indiquent une seule tache aprés une CCM en phase normale. Nous les avons regroupés et indexés
PC-A (3,5 g). Cependant, I’analyse HPLC-MS permet de voir qu’il s’agit d’un mélange de deux
isomeres. Ce qui est confirmé aprés une CCM en phase inverse qui montre deux taches apres
révélation a ’'UV (254 et 366 nm) et a I’acide sulfurique dilué (50%). Il s’agit donc d’un

mélange de deux produits.

Une partie de PC-A (60 mg) a été¢ purifiée sur une HPLC préparative en phase inverse.
L’¢lution a été faite avec un systeéme isocratique MeOH/H,O (1:1), lampe UV 254 nm et vitesse
d’écoulement 5 mL/min. Aprés des temps de rétention de 20 et 22 minutes, nous avons obtenu
deux produits, qui apreés évaporation du solvant ont donné respectivement PC-A-1 (46,4 mg) et

PC-A-2 (4,8 mg).

111.3.2.1.4- Chromatographie de la série D

La série D (51,0 g) a été fixée sur une masse équivalente de silice et chromatographiée sur
colonne de gel de silice. L’¢lution s’est faite a 1’acétate d’éthyle, puis au mélange acétate
d’éthyle—méthanol de polarité¢ croissante. Les fractions de 200 mL ont été recueillies et

regroupées sur la base de la CCM analytique (Tableau XLIV).
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Tableau XLIV: Chromatogramme de la série D

: eri
Eluant Fractions Series Remarques
(masse en g)
AE pur 1-11 D, (0,2) 1-3 regroupées: mélange de produits.
4-22 ses: mél ’ i
AE/MeOH (5%) 1236 D, (0.8) regroupées: mélange d’au moins 5
produits.
AE/MeOH (10%) 37-52 D3 (0,6) 23-37 regroupées: mélange de produits.
38-93 ses: mél d’environ 6
AEMeOH (15%) |  53-78 D, (31,9) fegroupees: metange ¢ environ
produits.

AE/MeOH (20%) | 79-98 Ds (7.3) 94-125 regroupées: mélange d’au moins
AE/MeOH (25%) | 99-120 2D 5 produits.

AE/MeOH (30%) | 121-140
AE/MeOH (35%) | 141-152
AE/MeOH (50%) | 153-155 Trainées

D6 (2,1) 126-155 regroupées: mélange de produits.

Purification des composés PC-A-3 et PC-A-7

La série D4 (31,9 g) a été fixée sur une masse équivalente de silice et rechromatographiée sur
colonne de gel de silice. L’¢lution s’est faite avec un systéme isocratique
CH,Cl,/AE/MeOH/H,0 (8:8:6:1). Les fractions de 150 mL ont été recueillies et regroupées sur
la base de la CCM analytique (Tableau XLV).

Tableau XLV: Chromatogramme de la fraction Dy

Eluant Fractions Séries (masse en Q) Remarques
3-5(0,2922) mélange d’environ 4 produits.
6-8 (0,6452) mélange d’environ 5 produits.
CH,Cl,/AE/MeOH/ S0 9-15 (2,0) mélange d’environ 5 produits.
H,0O (8:8:6:1) ) 16-20 (1,4) mélange d’environ 5 produits.
21-37 (12,0) mélange d’environ 5 produits.
38-50 (9,1) mélange d’environ 5 produits.
MeOH. 51-53 Trainées

Une partie de la série 3-5 (50 mg) a été traitée par la HPLC préparative en phase inverse.
L’¢élution s’est faite au systéme isocratique MeOH/H,0 (4:6), lampe UV 254 nm et vitesse

d’¢lution 4 mL/min. Nous avons obtenu en plus de PC-A-2, un solide incolore aprés un temps de
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rétention de 25 minutes. De méme, une partie de la série 6-8 (66 mg) a été soumise au méme
traitement et a conduit en plus de PC-A-1 et PC-A-2 au méme solide incolore apres un TR de 25

minutes. Ce produit a été indexé¢ PC-A-3 (17,7 mg).

Une partie de la série 21-37 (50 mg) a été également traitée par la HPLC préparative en
phase inverse. L’¢lution s’est faite au systéme isocratique MeOH/H,0 (1:9), lampe UV 254 nm
et vitesse d’¢élution 4 mL/min. Nous avons obtenu aprés un TR de 14 minutes, un produit solide

incolore et I’avons indexé PC-A-7 (6,5 mg).

111.3.2.2- Isolement des composés des écorces du tronc de E. cylindricum

L’extrait au méthanol des écorces du tronc de E. cylindricum a été réextrait a ’acétate
d’éthyle-méthanol (9:1). L’extrait obtenu (390 g) a été fixé sur une masse équivalente de silice,
puis fractionné par chromatographie flash de gel de silice. L’¢élution a été faite a I’hexane, puis
au mélange hexane-acétate d’éthyle de polarité croissante, et enfin au mélange acétate d’éthyle-
méthanol (10-20%). Les fractions de méme polarité ont été recueillies, évaporées sous pression
réduite et regroupées en sept grandes fractions principales Fry, Fri, Fr,, Frs, Frs, Frs et Frg

(Tableau XLVI).

La fraction Fro sur la base de la GC-MS s’est révélée étre constituée principalement des
acides gras et de phytostérols. Cette fraction ainsi que la fraction Frs n’ont pas été étudiées. Les
fractions Fr4 et Frs ont été combinées sur la base de leurs profiles LC-MS pour donner la fraction

FI‘4_5.

Tableau XLVI: Chromatogramme de 1’extrait a ’AE/MeOH (9:1) des écorces du tronc de E

cylindricum
Eluant Fractions Masses () Remarques
Hex. Pur Fro 55 M¢élange de produits huileux
Hex/AE (9:1) Fr; 38 M¢élange de produits
Hex/AE (8:2) Fr, 41 Me¢lange de produits
Hex/AE (7:3) Fr; 36 M¢élange de produits
Hex/AE (1:1) Fry 20 M¢lange de produits
AE pur Frs 30 M¢lange de produits
AE/MeOH (9:1) , .
AE/MeOH (8:2) Fre 18 Me¢lange de produits
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Les 4 fractions Fry, Fr2, Fr3 et Fras ont été a nouveau fractionnées par chromatographie flash
de gel de silice. L ¢élution a été faite au mélange hexane-acétate d’éthyle soit 5-25 % pour Fr; ou
20-37,5 % pour Fr; et au mélange chlorure de méthyléne-méthanol 0-10 % pour les fractions Fr3
et Frss. Nous avons obtenu quatre séries de six (A;j-Ag), huit (B;-Bg), sept (C;-Cy) et sept (D;-
D7) sous-fractions (Tableaux XLVII et XLVIII).

Tableau XLVII: Chromatogrammes des fractions Fr; et Fr,

Eluant Fractions | Sous-fractions (masses) Remarques
Fry
Hex/AE (95:5 1-10 A1 (84g) Meélange de produits
Hex/AE (92,5:7.,5) 11-14 A, (39 ¢) M¢lange de produits
Hex/AE (90:10) 15-18 A3 (5,0 g) M¢lange de produits
Hex/AE (85:15) 19-29 A4(7,5g) Meélange de produits
Hex/AE (80:20) 30-36 As (5,3 g) Meélange de produits
Hex/AE (75:25) 37-39 As (4,1 2) Meélange de produits
Fr,
Hex/AE (80:20) 1-6 B1(3,2¢) Meélange de produits
Hex/AE (78,5:22,5) 7-9 B> (2,5¢) Meélange de produits
Hex/AE (75:25) 10-14 B3 (6,4 g) Meélange de produits
Hex/AE (72,5:27,5) 15-20 Bs(53 ¢) Meélange de produits
Hex/AE (70:30) 21-25 Bs (6,9 g) Meélange de produits
Hex/AE (67,5:32,5) 26-29 Bs (6,0 g) Meélange de produits
Hex/AE (65:35) 30-35 B; (7,1 g) Meélange de produits
Hex/AE (62,5:37,5) 36-38 Bs (1,7 g) Meélange de produits
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Tableau XLVIII: Chromatogrammes des fractions Fr; et Fry.s

Eluant Fractions | Sous-fractions (masses) Remarques
Frs
CH,Cl,/MeOH (99:1) 1-7 Ci (239 M¢élange de produits
CH,Cl,/MeOH (98:2) 8-12 C (5,19 M¢lange de produits
CH,Cl,/MeOH (96,5:3,5) 13-22 C;(7,09) M¢élange de produits
CH,CI,/MeOH (95:5) 23-27 Cs(32¢g) Me¢élange de produits
CH,Cl,/MeOH (93,5:6,5) | 28-35 Cs (6,7 g) Me¢élange de produits
CH,Cl,/MeOH (92:8) 36-38 Cs(3,8g) Me¢élange de produits
CH,Cl,/MeOH (90:10) 39-41 C:42¢) Me¢élange de produits
Fris
CH,Cl,/MeOH (99:1) 1-7 D, (6,0 g) Me¢élange de produits
CH,Cl,/MeOH (98:2) 8-12 D, (3,6 g) Me¢élange de produits
CH,Cl1,/MeOH (96,5:3,5) 13-14 D; (1,8 g) Me¢élange de produits
CH,Cl,/MeOH (95:5) 15-19 D4 (8,9 g) Me¢élange de produits
CH,Cl,/MeOH (93,5:6,5) | 21-27 Ds (10,2 g) M¢élange de produits
CH,Cl,/MeOH (92:8) 28-37 D6 (11,0 g) Me¢élange de produits
CH,Cl,/MeOH (90:10) 38-40 D; (4,8 g) Me¢élange de produits

Les sous-fractions Ag, B4, C4, Cg, C7, Ds et D¢ ont été soumises a la HPLC préparative en
phase inverse a une longueur d’onde de 205 nm et une vitesse d’écoulement de 4 mL/min., avec

le systéme de solvant HO (A)-MeOH (B) de gradient programmé.

Méthode d’élution

Temps (min) % A (H,0) % B (MeOH)
00-15 70 30
15-28 20 80
28-30 00 100
30-37 00 100

Ensuite, le systéme est retourné aux conditions initiales (70 % de A) en 1 min., puis s’est

stabilisé en 5 min.
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Ainsi:

- Le composé¢ EC10P3431 (22 mg) a été obtenu de la sous-fraction Ag avec un temps de
rétention de 20 min 42 s.

- Le composé EC20P2031 (7 mg) a été obtenu de la sous-fraction B4 avec un temps de rétention
de 20 min 47 s.

- Le composé EC30P181 (76 mg) a été obtenu de la sous-fraction C4 avec un temps de rétention
de 18 min 30 s.

- Les composés EC30P182 (50 mg), EC30P183 (80 mg) et EC30P184 (49 mg) ont été obtenus
de la sous-fraction Cg avec des temps de rétention respectifs de 19 min 48 s, 21 min 28 s et 22
min 12 s.

- Le composé EC30F5 (55 mg) a été obtenu de la sous-fraction C; avec un temps de rétention de
08 min 26 s.

- De la sous-fraction Ds, nous avons obtenu les composés EC100P20/201 (37 mg), EC100P202
(92 mg) et EC100P26 (63 mg) avec des temps de rétention respectifs de 18 min 56 s, 18 min
54set19min 12 s.

- Enfin, la sous-fraction D¢, a conduit a 1’obtention des composés EC100P331/321 (68 mg),
EC100P332/322 (20 mg) et EC100P333/3231 (21 mg) avec des temps de rétention respectifs
de 01 min 00 s, 01 min 25 s et 15 min 36 s.

111.4- TRANSFORMATIONS CHIMIQUES SUR QUELQUES COMPOSES ISOLES
111.4.1.- Réactions d’hydrolyse
111.4.1.1- Réaction d’hydrolyse de I’hymexelsine (PC-4)

PC-4 (50 mg, 0,103 mmol) a été chauffé a reflux pendant 03 h 30 min dans le mélange
méthanol-acide sulfurique 10 % (1/1) a la température de 60 °C. Le mélange réactionnel a été
ensuite extrait a I’acétate d’éthyle pour conduire aprés évaporation du solvant sous pression
réduite aux cristaux jaunes, composé que nous avons indexé PHPC-4 (18 mg, 91 %). Ce
composé a ¢été identifié sur la base de ses données spectrales et par CCM comparative a la

scopolétine 44 (Page 217).
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111.4.1.2- Réaction d’hydrolyse du sapelenine H (EC10P3431)

A une solution de EC10P3431 (10 mg, 0,021 mmol) ont été ajoutés 5 mL d’une solution
d’acide sulfurique (H>SOs4, 10%). Le mélange réactionnel a été soumis a une agitation
magnétique a température ambiante pendant 10 h. Le milieu réactionnel a été ensuite extrait avec
du dichlorométhane et apreés évaporation du solvant sous pression réduite, 1’extrait obtenu a été
soumis a une HPLC préparative pour conduire au composé indexé PH-EC10P3431 (10,1 mg;
97,3 %). Ce composé¢ a été identifié sur la base de ses données spectrales et par CCM

comparative a I’ekeberine D2 168 (Page 218).
I11.4.2- Réactions d’acétonidation

111.4.2.1- Réaction d’acétonidation du sapelenine | (EC30P182)

A une solution de EC30P182 (20 mg, 0,040 mmol) dans 1’acétone (5 mL), ont été ajoutés 1
mL de 2,2-diméthoxypropane et 4 mg d’acide p-toluene sulfonique. Aprés 30 minutes a 20 °C, la
réaction a été arrétée avec de 1’eau et le milieu réactionnel a été extrait avec de 1’hexane puis lavé
avec du NaHCOs et séché avec du Na,CO;. Aprés évaporation du solvant, I’extrait est soumis a
une HPLC pour conduire a une huile incolore que nous avons indexé EC30P182ACO (21,4 mg;
99 %). Ce composé a été identifié sur la base de ses données spectrales a I’acétonide du

sapelenine I 170a (Page 220).
111.4.2.2- Réaction d’acétonidation de I’ekeberine D2 (EC30P181)

Une réaction similaire a la précédente a été effectué¢e sur EC30P181 (7 mg, 0,014 mmol)
pour conduire a une huile incolore que avons indexé EC30P181ACO (7,5 mg; 99,1 %). Le
compos¢ a ¢été identifié sur la base de ses données spectrales a 1’acétonide de 1’ekeberine D2 173

(Page 222).
111.4.3- Réactions d’estérification

111.4.3.1- Réaction d’acétylation du sapelenine | (EC30P182)

0,5 ml de la pyridine anhydre et 1 ml de I’anhydride acétique ont été ajoutés a 10 mg de
EC30P182 (0,020 mmol) et le mélange réactionnel a été soumis a une agitation magnétique
pendant 12 h. Apres traitement du milieu réactionnel, I’extrait obtenu a été¢ soumis a une HPLC
pour conduire a une huile incolore majoritaire indexée EC30P182Ac (5,7 mg; 48,7 %) et qui a

¢ét¢ identifiée sur la base de ses données spectrales au diacétylsapelenine I 174 (Page 224).
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111.4.3.2- Réaction d’acétylation de I’ekeberine D2 (EC30P181)

Une réaction similaire a la précédente a été effectuée sur EC30P181 (10 mg, 0,020 mmol)
pour conduire & une huile incolore majoritaire indexée EC30P181Ac (5,7 mg; 48,7 %), qui a été

identifiée sur la base de ses données spectrales au diacétylekeberine D2 175 (Page 226).

111.4.3.3- Réaction d’estérification du sapelenine H (EC10P3431) avec les chlorures de
(R) et de (S)-acide de Mosher.

Deux portions de EC10P3431 (7 mg, 0,014 mmol chacune) ont été traitées avec les chlorures
de (R) et de (S)-MTPA dans le DMAP et avec agitation magnétique a température ambiante
durant une nuit. Les deux réactions ont été effectuées en parallele et leurs progressions étaient
suivies par la HPLC analytique. Aprés consommation totale de EC10P3431, le solvant a été
évaporé et le mélange réactionnel soumis a une HPLC préparative pour conduire aux composés
indexés (S)-EC10P3431-MTPA et (R)-EC10P3431-MTPA ester respectivement (7,5 mg chacun;
74 %). Ces composés ont été identifiés aux (S) et (R)-MTPA ester de sapelenine H (172a et

172b, Page 228) sur la base de leurs données spectrales.

111.4.3.4- Réaction d’estérification de I’acétonide du sapelenine | (EC30P182ACO) avec
les chlorures de (R) et de (S)-acide de Mosher

EC30P182ACO (5 mg, 0,009 mmol) a subi les mémes réactions susmentionnées avec les
chlorures de (R) et de (S)-acide de Mosher. Par la méme procédure, nous avons obtenu les
composés indexés (S)-EC30P182ACO-MTPA et (R)-EC30P182ACO-MTPA  ester
respectivement (5,2 mg chacun; 74 %). Ces composés ont été identifiés aux (S) et (R)-MTPA
ester de 1’acétonide du sapelenine I (170b et 170c, Page 231) sur la base de leurs données

spectrales.

111.4.3.5- Réaction d’estérification de I’acétonide de I’ekeberine D2 (EC30P181ACO)

avec les chlorures de (R) et de (S)-acide de Mosher

EC30P181ACO (10 mg, 0,019 mmol) a subi les mémes réactions que EC10P3431 et
EC30P182ACO avec les chlorures de (R) et de (S)-acide de Mosher, ce qui a permis via la méme
procédure d’obtenir les composés indexés (S)-EC30P181ACO-MTPA et (R)-EC30P181ACO-
MTPA ester respectivement (10,2 mg chacun; 74 %). Ceux-ci ont été identifiés aux (S) et (R)-
MTPA ester de ’acétonide de I’ekeberine D2 (173a et 173b, Page 233) sur la base de leurs

données spectrales.
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I11.5- ACTIVITES BIOLOGIQUES
111.5.1- Activités anti-inflammatoires

111.5.1.1- Tests des fractions et composés nouveaux isolés de Entandrophragma
cylindricum sur la sécrétion des PGE2.

Un kit de test des PGE2 contenant tout le matériel nécessaire (R&D Systems®) a été utilisé
pour mesurer respectivement les densités optiques et les concentrations minimales inhibitrices
des fractions et des composés nouveaux isolés. Les fractions ou composés a tester ont été dissous
dans le DMSO (0,2 % v/v) et dilués trois fois dans le diluant RD5-56. Les fractions Fro; Fry; Fr;
Fr; Frys; Fre et le résidu (Res 1) ont été testées chacun aux concentrations de 100 et 1 ug/mL.
Quant aux composés nouveaux (sapelenines G-J), ils ont été testés chacun aux concentrations de
10,0; 1,0; 0,1; 0,01; 0,001; 0,0001 et 0,00001 ug/mL. Toutes les substances étaient maintenues a
température ambiante avant utilisation. Les standards indométhacine (500; 100; 10; 1; 0,1; 0,01)
et diclofénac (500; 100; 10; 1; 0,1 ug/mL) ont été utilisés simultanément et en paralléle. On a des
puits dans lesquels les substances ont été¢ introduites comme suit:

- Dans certains puits NBS (Normal Binding Substrate), 200 uL de diluant RD5-56 ont été
introduits

- Dans les puits standards, 150 4L de diluant RD5-56 ont été introduits

- Dans les puits restants, 150 L de standard, de contréles (indométhacine ou diclofénac) ou
d’échantillons (fractions ou composés purs), ont ét¢ introduits.

Par la suite, 50 uLL d’anticorps primaires ont été ajoutés dans chacun des puits a I’exception
des puits NBS (la couleur bleue apparaissait dans tous les puits sauf les puits NBS). Les puits ont
¢été ensuite recouverts et incubés a température ambiante pendant une heure sur un shaker (0,12’
orbit) & une vitesse de 500 rpm. Sans laver les puits, 50 uL. de d’anticorps conjugués PGE2
(anticorps secondaires) ont été ajoutés dans chaque puits (la couleur virait au violet dans tous les
puits sauf les puits NBS). Les puits ont été couverts avec une plaque adhésive et incubés pendant
2 heures a température ambiante sur le shaker a 500 rpm.

Le contenu de chaque puits a été aspiré et lavé quatre fois. Pour cela, chaque puits était rempli
avec 400 uL de tampon de lavage en utilisant une pissette et en s’assurant de bien aspirer le reste
de liquide a chaque lavage. Apres le dernier lavage, on s’assurait que tout le tampon a été enlevé

et la plaque était bien essorée sur une serviette propre.
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Ensuite 200 L de solution de substrat ont été ajoutés dans chaque puits et I’incubation s’était
faite pendant 30 minutes a 1’abri de la lumiere. L’arrét de la réaction s’était fait en ajoutant 100
uL de la solution d’arrét dans chaque puits et les couleurs dans les puits viraient du bleu au

jaune.

Par lecture spectrophotométrique a 540 nm, les densités optiques (D.O) pour les différentes
fractions ont été déterminées, tout comme les concentrations minimales inhibitrices (CMI) pour
chacun des sapelenines G-J. En effet, les CMI des sapelenines G-J ont été déterminées a partir
d’une courbe standard D.Ogangard = f (10g Cstandard). Pour compenser 1’effet de la dilution, chaque
concentration lue a partir de la courbe standard était multipliée par le facteur de dilution (FD =

3).

111.5.1.2- Tests des composés nouveaux isolés de Entandrophragma cylindricum sur la

sécrétion de I’IL-17 par les PBMCs stimulées avec la PHA.
111.5.1.2.1- Isolement des cellules mononucléaires du sang périphérique humain

La technique utilisée est celle décrite en 2001 par Zvetkova et al. (Zvetkova et al., 2001). Les
cellules mononucléaires du sang périphérique humain (PBMCs) sont composées des globules
blancs ou leucocytes principalement les monocytes et les lymphocytes. Elles ont été isolées du
sang des donneurs volontaires sains a Dortmund, en Allemagne. La séparation des cellules du
sang a €té réalisée par centrifugation sur gradient de densité. En effet, aprés centrifugation du
sang a la vitesse de 500 rpm, les érythrocytes et granulocytes sédimentent au fond du tube. Les
lymphocytes et monocytes sont isolés sous la forme d’un anneau blanc au dessus du gradient de
densité et seuls les lymphocytes T ont été utilisés pour la production de I’IL-17. Aprés isolement,
les PBMCs ont ét¢ lavées 3 fois dans le tampon phosphate salin (PBS: 10 mM de phosphate de
potassium pH 7,4 et 150 mM de chlorure sodium) contenant ImM d’EDTA. Les cellules ont été
maintenues dans le milieu RMPI-1640 (Pan Biotech) supplémenté avec 10 % du sérum fcetal de
veau (FCS) inactivé ou décomplémenté par chauffage pendant 30 min a 56 °C. Dans le méme
milieu ont été ajoutés 100 unités/mL de pénicilline; 0,1 mg/mL de streptomycine et 2mM de L-

glutamine dans une atmosphere humidifiée contenant 5 % de CO,.
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111.5.1.2.2- Stimulation des cellules mononucléaires du sang périphérique humain et

mesure de la concentration de I’ L-17.

Les PBMCs humain ont été stimulées avec la phytohemagglutinine (PHA). Une plaque de 96
puits (Costar) associée a un kit ELISA IL-17 humain (Ray Biotech, Inc.) a été utilisée pour
mesurer la concentration de 1I’IL-17. Pour chacune des expérimentations effectuées, les PBMCs
ont été fraichement préparées. Les composés a tester ont été dissouts dans le DMSO a 0,2 % v/v.

L’incubation a été faite a 37 °C pendant 48 heures.

Les PBMCs isolées ont été introduites dans les puits a une densit¢ de 3,72 E + 06
cellules/mL, dans le milieu de culture RPMI-1640 en présence ou en absence (contrdle négatif)
de la phytohémagglutinine (PHA, Sigma). Dans un certain nombre de puits contenant le
stimulant PHA, ont été ajoutés la Cyclosporine A (CsA) a la concentration de 0,41 4M (contrdle
de référence) et les composés a tester a des concentrations non cummulatives de 0,41; 1,21; 3,70;
11,11; 33,33 et 100 uM (Chax: 100uM avec un facteur de dilution de 3). Les puits restants
contenant les PBMCs et la PHA ont ¢été utilisés comme contrdles positifs. Pour chacune des six

concentrations, I’expérimentation a été faite en duplicata dans deux puits.

La lecture des réactions colorées a nécessité I’arrét des réactions. Pour cela, un volume de 50
uL d’acide phosphorique 3M a été ajouté dans chaque puits. L’intensité de la couleur orangée
dans les puits était proportionnelle a la concentration de 1’IL-17 dans les puits. Ainsi les densités
optiques ont été lues a 450 nm avec un lecteur de plaque de marque Spectramax (Molecular
Devices), en commengant par le blanc, puis le standard, ensuite les étalons et enfin les
¢chantillons. La courbe d’étalonnage nous a permis de déterminer les concentrations de I’IL-17

dans les échantillons, le contrdle de référence, le contrdle positif et le contrdle négatif.
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Figure 129: Présentation générale de la plaque pour le test ELISA IL-17

Pour confirmer que les données obtenues pour la sécrétion de I’IL-17 n’ont pas été affectées
par la cytotoxicité des sapelenines G-J vis-a-vis des PBMCs, nous avons évalué la viabilité des
PBMCs traitées avec ces compos€s respectivement a travers un test de viabilité cellulaire

(CellTiter-Blue®, Promega) en parall¢le.

111.5.2- Test de viabilité des cellules mononucléaires du sang périphérique humain.

La cytotoxicité des composés isolés a été évaluée selon la méthode de Pagé et al. (1993),
modifiée par Ahmed et al. (1994). Les cellules mononucléaires du sang périphérique humain
(PBMCs) ont été cultivées dans des plaques de culture cellulaire Costar de 96 puits, chaque puits
contenant 100 L. du milieu RPMI-1640 (Pan Biotech) supplémenté avec 1% de L-glutamine
(200 mM) et 10% de sérum fcetal de veau (FCS) inactivé et les PBMCs. Les composés a tester
ont été dissous dans du DMSO et une série de six dilutions avec pour facteur de dilution 3

couvrant une gamme de 0,41 a 100 uM a été préparée en double, puis redissout dans le milieu de
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culture. Apreés 7h30 min d’incubation, les plaques ont été¢ examinées sous un microscope inversé
afin de s’assurer de la croissance des controles et des conditions stériles. Un volume de 10 uL de
la résazurine (Sigma) qui est I’indicateur de viabilité, a été ensuite ajouté dans chaque puits et les
plaques ont été incubées durant 2 heures supplémentaires. La viabilité des cellules a été mesurée
avec le réactif CellTiter Blue (Promega). Ce réactif mesure 1’activité métabolique des cellules
vivantes qui réduisent la résazurine en résorufine (un produit fluorescent) et dont la quantité est
proportionnelle au nombre de cellules vivantes. Il suffit de mesurer le signal fluorescent par un
fluorimetre et de calibrer la mesure par une gamme. C’est ainsi que la densité optique des puits a
¢été évaluée par un scanner a fluorescence en utilisant une longueur d’onde excitatrice de 536 nm
et une longueur d’onde d’émission de 588 nm (Victor plate reader, PerkinElmer, Inc.). La

fluorescence est mesurée et exprimée en pourcentage de PHA (% PHA).

111.6- CARACTERISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES ET SPECTROSCOPIQUES DES
COMPOSES ISOLES

111.6.1- Les alcaloides
111.6.1.1- Javaniside (PC-A-1) 155

Etat physique: Poudre amorphe incolore

Formule brute: C26H3009N2
OH

Test de Draggendorf: Positif Ho OH

Test de Molish: Positif

[a]”b —141,1° (¢ 0,0014, MeOH)

UV (MeOH) Aay nm: 196, 238 et 258
IR (CH30H) Vinay cm1™': 3409, 1705, 1656, 1619, 1578, 1467, 1069.

HR-ESIMS: [M+H]" m/z 515,2029; Fig. 12

RMN 'H (500 MHz) et °C (125 MHz) dans le CD;0D: Tableau.XIII; Fig. 13 et 14

OH
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111.6.1.2- 7-Epi-javaniside (PC-A-2) 157

Etat physique: solide incolore

OH
HO OH

Formule brute: CycH3009N,

Test de Draggendorf: Positif

Test de Molish: Positif

[a]*p —115,9° (¢ 0,001, MeOH)

UV (MeOH) Aiax nm: 196, 206 et 248
IR (CH30H) vinay cm™': 3184, 3086, 1711, 1658, 1587, 1472, 1336, 1175, 1073.
HRESI-MS: [M+H]" m/z 515,2029; Fig. 12

RMN 'H (500 MHz) et '*C (125 MHz) dans le CD;0D: Tableau.XIV; Fig. 22 et 21

OH

111.6.2- Les acides phénoliques et dérivés
Acide vanillique ou acide 4-hydroxy-3-méthoxybenzoique (PC-14-A) 158
Etat physique: fibres jaunes

OH
Formule brute: CgHgO4
Test au FeCls: Positif O
EI-MS: [M]" m/z 168; Fig. 29
RMN 'H (400 MHz) et *C (150 MHz) dans le CD;0D: ~ HO

NG

Tableau.XV; Fig. 30 et 31

111.6.3- Les coumarines

111.6.3.1- Scopolétine ou scopolétol ou 7-hydroxy-6-méthoxycoumarine (PC-1) 44

H
Etat physique: aiguilles j
at physique: aiguilles jaunes HO o o
Ps: 200 et 207 °C
Formule brute: C;oHgO4
iy o 7 H
Test au FeCls: Positif
H H

HRESI-MS: [M+Na]" m/z 215,0318; Fig. 33
RMN 'H (500 MHz, Acétone-dq) et >C (100 MHz, Acétone-ds): Tableau XVI; Fig. 34 et 35.
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111.6.3.2- Hymexelsine ou xeroboside (PC-4) 159

Etat physique: fibres blanchatres

CH
Py 206 °C H o— 17
Formule brute: C,;Hy6013
Test au FeCls: Négatif

Test de Molish: Positif
HRESI-MS: [M+H]" m/z 487,1443; Fig. 36
RMN 'H (500 MHz) et *C (100 MHz) dans la Pyridine: Tableau XVII; Fig. 38 et 37.

111.6.3.3- 7,7'-dihydroxy-6,6'-diméthoxy-3,3'-biscoumarine ou 3,3’-biscopolétine (PC-29-
1) 160
Etat physique: poudre cristalline jaune-orangé
Ps: 253-255°C
Formule brute: CooH;405

Test au FeCls: Positif
HRESI-MS: [M+H]" m/z 383,0787; Fig. 39b
RMN 'H (400 MHz) et *C (125 MHz) dans le DMSO-d: Tableau X VIII; Fig. 41 et 40.

111.6.3.4- Mélange de la 7,7'-dihydroxy-6,6'-diméthoxy-8,8'-biscoumarine et 7,7'-
dihydroxy-6,6'-diméthoxy-3,3'-biscoumarine (PC-29-2) 161 et 160

Etat physique: poudre jaune-orangé
Formule brute: Cy0H ;405

Test au FeCls: Positif

HRESI-MS: [M+H]" m/z 383,0769; Fig. 42b 161

RMN 'H (400 MHz) et *C (75 MHz) dans le DMSO-d: Tableau XIX; Fig. 43 et 44.
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111.6.4- Les flavonoides Ol

111.6.4.1- (+)-Catéchine (EC100P331/321) 162 OH
Etat physique: poudre cristalline orange
Pg 172-174 °C
Formule brute: C;5H140¢
Test au FeCls: Positif
Test de Shinoda: Positif
HRESI-MS: [M+H]" m/z 291,0861; Fig. 45
RMN 'H (500 MHz) et *C (125 MHz) dans le CD;0D: Tableau XXI; Fig. 46 et 47

OH

111.6.4.2- Epicatéchine ou épicatéchol (EC100P332/322) 163 OH

Etat physique: poudre cristalline blanche OH
Pg: 239-241 °C

Formule brute: C;sH40¢ HO o =
Test au FeCls: Positif

Test de Shinoda: Positif ""”//OH
HRESI-MS: [M+H]" m/z 291,0862; Fig. 48 o

RMN 'H (500 MHz) et '*C (125 MHz) dans le CD;0D: Tableau XXII; Fig. 50 et 49

111.6.5- Les iridoides
Sweroside (PC-A-3) 156

Etat physique: solide incolore

(0)
P 106-109 °C
Formule brute: C;¢H2,09 Q =70 OH
Test de Molish: Positif N on
[0]p -156,1° (¢ 0,0024, MeOH) S OH

HRESI-MS: [M+H]" m/z 359,1341; Fig. 51
RMN 'H (500 MHz) et °C (150 MHz) dans le CD;0D: Tableau XXIV; Fig. 53 et 52.
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111.6.6- Les limonoides
Andirolide G (EC30F-5) 164

Etat physique: aiguilles incolores

Pg: 145-147 °C

Formule brute: C16H2,09

Test de Erlich: Positif

HRESI-MS: [M+H]" m/z 673,2502; Fig. 54

RMN 'H (500 MHz) et °C (125 MHz) dans le CDCls:
Tableau XXV; Fig. 55 et 56

111.6.7- Les stéroides
111.6.7.1- Mélange de g-sitostérol et de stigmastérol (PC-22) 153 et 150

Etat physique: aiguilles blanches
Formules brutes: CooHs00 et Co9Hss0
Test de Libermann Burchard: Positif

RMN 'H (400 MHz, CDCl;): Fig. 57

Z,
/,’

HO 153 150

111.6.7.2- Mélange de 3-0-#-D-glucopyranoside de g-sitostérol et 3-0--D-glucopyranoside
de stigmastérol (PC-31) 152 et 165

Etat physique: Poudre beige

Formules brutes: C3sHgO¢ et C35Hs3Og

Test de Libermann Burchard: Positif

Test de Molish: Positif

HRESI-MS: [M+Na]" m/z 599,4283 et 597,4124 ; Fig. 59
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RMN 'H (400 MHz) dans le mélange CDCls+ CD;OD): Fig. 58

7
Z,

by
n

OH H -

111.6.8- Les carbohydrates
6-0-hexopyranosylhexopyranose (PC-A-7) 166.

Etat physique: solide incolore

OH
Py 84°C HO OH o
Formule brute: C1,H»,01; 0 me{
Test de Molish: Positif Ol OH
RMN 'H (400 MHz) et °C (150 MHz) dans le CD;0D): Tableau XXVT; Fig. 60 et 61

111.6.9- Les terpénoides

111.6.9.1- Sapelenine A (EC100P20/201) 90
Etat physique: poudre cristalline fine blanche )K
Pg 111-112 °C OH o
Formule brute: C3,Hs5304

OH

Test de Libermann Burchard: positif
HRESI-MS: [M+H]" m/z 555,4264; Fig. 63
RMN 'H (500 MHz) et °C (125 MHz) dans le CDCls: Tableau XXVII; Fig. 64 et 65

111.6.9.2- (14E,18E)-2,6,10,15,19,23-hexaméthyltétracosa-14,18,22-triene-2,3,6,7,10,11-
hexaol (EC100P26) 167
Etat physique: huile incolore

Formule brute: C30Hs5¢0¢

Test de Libermann Burchard: positif
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HRESI-MS: [M+Na]" m/z 535,3967; Fig. 66
RMN 'H (500 MHz) et °C (125 MHz) dans le CDCls: Tableau XXVIII; Fig. 68 et 67.
OH OH OH

OH

111.6.9.3- Sapelenine B (EC30P183) 91

Etat physique: huile visqueuse

Formule brute: C30Hs5404

Test de Libermann Burchard: positif

HRESI-MS: [M+Na]" m/z 501,3917; Fig. 69

RMN 'H (500 MHz) et '*C (125 MHz) dans le CDCls: Tableau XXIX; Fig. 71 et 70

111.6.9.4- Sapelenine D (EC30P184) 93

Etat physique: huileux

Formule brute: C3,Hs5605

Test de Libermann Burchard: positif

HRESI-MS: [M+Na]" m/z 543,4024; Fig. 72

RMN 'H (500 MHz) et °C (125 MHz) dans le CDCls: Tableau XXX; Fig. 74 et 73

111.6.9.5- Sapelenine C (EC100P202) 92

Etat physique: huileux
Formule brute: C5,Hs5304

Test de Libermann Burchard: positif
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HRESI-MS: [M+Na]" m/z 577,4077; Fig. 75
RMN 'H (500 MHz) et °C (125 MHz) dans le CDCls: Tableau XXXI; Fig. 77 et 76.

o)k OH

HO

OH

111.6.9.6- Ekeberine D2 (EC30P181) 168

Etat physique: huile visqueuse incolore

Formule brute: C30Hs405

Test de Libermann Burchard: positif

HRESI-MS: [M+H]" m/z 495,4055; Fig. 78

RMN 'H (500 MHz) et °C (125 MHz) dans le CDCls: Tableau XXXII; Fig. 80 et 79

HO

OH

OH

111.6.9.7- Sapelenine G (EC100P333/3231) 169

Etat physique: huile incolore

Formule brute: C30Hs5¢0¢

Test de Libermann Burchard: positif

[a]*p = +260° (¢ 0,01; CH;0H)

IR (KBr) Vinax cm™': 3386, 1660, 1447, 1373, 1160, 1069, 1008
HRESI-MS: [M+H]" m/z 513,4152; Fig. 81

RMN 'H (500 MHz) et "*C (125 MHz) dans le CDCl;: Tableau XXXIII; Fig. 83 et 82
OH OH

HO

OH
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111.6.9.8- Sapelenine I (EC30P182) 170
Etat physique: huile incolore
Formule brute: C30Hs405
Test de Libermann Burchard: positif
[a]*b = +194° (¢ 0,01; CH;0H)
IR (KBr) Vinax cm™': 3430, 1660, 1447, 1378, 1173, 1078, 1026
HRESI-MS: [M+Na]" m/z 517,3865; Fig. 87

RMN 'H (400 MHz) et °C (125 MHz) dans le CDCls: Tableau XXXIV; Fig. 88 et 90
OH OH

111.6.9.9- Sapelenine J (EC20P2031) 171
Etat physique: huile incolore
Formule brute: C;,Hs560¢
Test de Libermann Burchard: positif
[a]*b = +36° (¢ 0,01; CH;0H)
IR (KBr) Vinax cm™': 3430, 3360, 1730, 1660, 1443, 1373, 1243, 1082, 1021
HRESI-MS: [M+Na]" m/z 559,3968; Fig. 94
RMN 'H (500 MHz) et °C (125 MHz) dans le CDCls: Tableau XXXV; Fig. 95 et 96

111.6.9.10- Sapelenine H (EC10P3431) 172
Etat physique: huile incolore
Formule brute: C30H5,04
Test de Libermann Burchard: positif
[a]*’p = +58° (¢ 0,01; CH;0H)
IR (KBr); Vinax cem™: 3430, 1660, 1447, 1378, 1173, 1078, 1026.
HRESI-MS: [M+Na]" m/z 499,3755; Fig. 100
RMN 'H (500 MHz) et "°C (125 MHz) dans le CDCl;: Tableau XXXVTI; Fig. 103 et 101
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0

111.6.9.11- Diacétylsapelenine | (EC30P182Ac) 174.

Etat physique: huile incolore

Formule brute: C34Hs5304

Test de Libermann Burchard: positif

[a]*p = +192° (¢ 0,005; CH;0H)

HRESI-MS: [M+Na]" m/z 601.4073; Fig. 114

RMN 'H (500 MHz, CDCls): 5,11 (1H, t,J = 5,5; H-22), 5,12 (2H, t, J = 6,5; H-14, H-18), 4,85
(1H, dd, J=2,8;9,7), 4,72 (1H, dd, J = 2,1; 10,2), 3,78 (1H, t, J = 5,7); 2,23 (1H, m, H-13), 2,12
(1H, m, H-5), 2,11 (3H, s, CH3CO), 2,09 (3H, s, CH3CO), 2,07 (4H, m, H-17,H-19), 2,00 (m, H-
20), 1,85 (2H, m, H-4), 1,69 (3H, s, CH3-24), 1,65 (2H, m, H-9), 1,61 (3H, s, CH3-30), 1,58 (6H,
s, CH3-28, CH3-29), 1,54 (1H, m,), 1,53 (3H, m), 1,38 (1H, m), 1,23 (3H, s, CH3-25), 1,17 (3H,
s, CH3-26), 1,15 (3H, s, CHs-1); Fig. 115.

OAc ACO/// H

111.6.9.12- Diacétylekeberine D2 (EC30P181Ac) 175

Etat physique: huile incolore

Formule brute: C34Hs5307

Test de Libermann Burchard: positif

[a]*b = +10° (¢ 0,005; CH;0H)

HRESI-MS: [M+Na]" m/z 601,4073; Fig. 116

RMN 'H (500 MHz, CDCls): 5,06 (m, 3H), 4,85 (dd, J=2,2; 10,2), 4,72 (dd, J = 2.6; 10,2), 3,63
(t, J=38,0), 2,03 (s, 3H), 1,99 (s, 3H), 1,52 (m, 9H), 1,13 (s, 3H), 1,12 (s, 3H), 1,11 (s, 6H), 1,03

(s, 3H); Fig. 117.

AcO,/
HO 2

OAc
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Four acyclic triterpene derivatives named sapelenins G-] (1-4), along with eight known compounds, sap-
elenins A-D, ekeberin D2 (5), (+)-catechin and epicatechin, and anderolide G, were isolated from the stem
bark of the Cameroonian medicinal plant, Entandrophragma cylindricum Sprague, on the basis of bioassay-
guided fractionation. Their structures were determined by means of high-resolution mass spectrometry
and NMR spectroscopic data, as well as by comparison with the literature values of their analogs. The
absolute configurations of the compounds (1-4) were assigned by the modified Mosher’s method in con-
junction with NOESY experiments and chemical modifications. The anti-inflammatory activities of the
sapelenins were evaluated by assessing their ability to suppress or inhibit the secretion of cytokine inter-

Keywords:
Entandrophragma cylindricum
Cameroonian medicinal plant

Sapelenin
Anl:;i—inﬂammatory leukin-17 (IL-17) by human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) stimulated with phytohemagglu-
Cytotoxic tinin (PHA). The cytotoxicity of these compounds on PMBCs was further assessed for correctly

interpreting their anti-inflammatory responses. The tested compounds demonstrated moderate to signif-
icant anti-inflammatory activities by suppressing the secretion of IL-17 by PHA-stimulated human
PBMCs. One of them, sapelenin G (1), showed high potency in suppressing the secretion of IL-17 by
PBMCs comparable to reference cyclosporine A, without causing any cytotoxic effects (negligible), and

deserves further considerations towards developing an effective anti-inflammatory drug.

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

In our search for bioactive metabolites from Cameroonian
medicinal plants, we recently encountered a plant in the Dja rain-
forest, locally known in Cameroon as ‘Sapele’. This plant is botan-
ically known as Entandrophragma cylindricum  Sprague
(Meliaceae). The genus Entandrophragma contains ten species
which are generally recognized as distinct, together with some four
varieties that probably do not rank in any species (Adesida and
Taylor, 1967). E. cylindricum is one of the only five species that have
been discovered so far in Cameroon (Letouzey, 1985). It is a very
bulky and tall forest tree, up to 45 m in height and native to trop-
ical Africa. The bark of this timber has been extensively exploited
by the ‘Bantu’ and ‘Baka’ tribes in the eastern region of Cameroon,
for the treatment of rheumatism in the traditional medicine sub-
sector. Although phytochemical studies on this plant genus have
been reported earlier with the most prominent classes of com-

* Corresponding author. Tel.: +49 231 755 4080; fax: +49 231 755 4085.
E-mail addresses: m.spiteller@infu.tu-dortmund.de, m.spiteller@infu.
uni-dortmund.de (M. Spiteller).
! These authors contributed equally.

0031-9422/$ - see front matter © 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.phytochem.2012.06.004

pounds isolated being complex limonoids (Taylor and Wragg,
1967; Chan et al.,, 1970; Baxter et al., 1998; Nsiama et al., 2011)
and highly oxygenated acyclic triterpenes (Ngnokam et al., 1993,
1995, 2005), little pharmacological investigation has so far been
performed (Huang et al., 2009).

Here, we report the isolation and the characterization of four
new acyclic triterpene derivatives named sapelenins G-] (1-4), to-
gether with eight known compounds, sapelenins A-D (Ngnokam
et al,, 1993, 1995), ekeberin D2 (5) (Murata et al., 2008), (+)-cate-
chin and epicatechin (Kashiwada et al., 1990a,b), and anderolide
G (Tanaka et al., 2011). We also report the anti-inflammatory activ-
ities of the novel sapelenins by evaluating their ability to suppress/
inhibit secretion of cytokine IL-17 (interleukin-17) by human
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) stimulated with phy-
tohemagglutinin (PHA). We further evaluated the cytotoxicity of
the tested compounds (1-4) on PMBCs in order to correctly inter-
pret their anti-inflammatory responses.

2. Results and discussion

Compound 1, named sapelenin G (Fig. 1), was isolated as a col-
orless oil. Its molecular formula (C3gHs606) was determined from
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Fig. 1. Structures of sapelenins G-] (1-4) and compounds 5-7.

the pseudomolecular ion peak at m/z=513.4152 (calcd. for
C30Hs706, 513.4155), obtained by high-resolution mass spectrom-
etry (HR-MS) and is consistent with three degrees of unsaturation.
The IR spectrum exhibited bands for a hydroxyl functional group at
Vmax = 3386 cm L. The '3C NMR (see Supplementary data, Table S1)
displays 30 carbon signals which can be sorted into eight methyls,
ten methylenes, three oxymethines, three sp? methines and six
quaternary carbons including three sp? carbons, and three bearing
oxygen. The 'H NMR (see Supplementary data, Table S1) spectrum
showed resonances for eight methyl groups including three vinylic
ones (dy 1.57, 2 x dy 1.59), and five attached to sp> carbon.

From the above evidence and by comparing these data with
those described in the literature (Ngnokam et al., 1993, 1995; Mill-
er and Tinto, 1995; Murata et al., 2008), sapelenin G (1) was con-
firmed as a derivative of squalene with a structure similar to that
of sapelenin C (6) (Ngnokam et al., 1993). The presence of three
low field methyl groups around ~éy 1.5-1.8 and the lack of any
correlation peaks from two of these olefinic methyl groups in the
HMBC spectrum indicated clearly the absence of the two terminal
vinylic methyl groups and consequently, suggested the oxidation
of the terminal double bonds of the squalene skeleton assigned
to compound 1. In the HMBC experiment (Fig. 3a,), the proton sig-
nal at 5y 3.28 (H-22) showed correlation peaks with carbon signals
at éc 23.4 (CH3-24), 26.7 (CH3-30) and 37.4 (CH,-20), and cross
peaks were also observed between the proton signal at éy 3.32
(H-3) and the carbon signals at ¢ 23.4 (CHs-1), 26.7 (CH3-25)
and 33.4 (CH,-5), respectively. Furthermore, the methyl signal at
éy 1.10 (H-26) showed cross peaks with two carbon signals at é¢
33.4 (C-5) and 78.9 (C-7). In the COSY spectrum, connectivity

was observed between the protons at éy 3.32 (H-3), 1.64 (H-4a),
1.36 (H-4b), and 1.62 (H-5), respectively, indicating the oxidation
of two contiguous double bonds in 1. The relative configurations
of C-3, C-6, C-7 and C-22 could not be assigned. The compound
was assigned the structure (10E,14E,18E)-2,6,10,15,19,23-hexam-
ethyltetracosa-10,14,18-triene-2,3,6,7,22,23-hexaol and named
sapelenin G (1). Its isomer (7) has been described as one of the con-
stituents of the anti-inflammatory and anti-allergy extract of nettle
(Alberte et al., 2010).

Compound 2 (Fig. 1) was obtained as a colorless oil. Its molec-
ular formula was determined as CszgHs;04 by HR-MS (m/z
477.3945 [M+H]"). IR absorption bands were observed at
3430 nm (OH) and 1660 nm (C=C). The >C NMR spectroscopic
data of 2 (see Supplementary data, Table S1) exhibited 30 typical
resonances for an acyclic triterpene skeleton including eight
methyl and ten methylene groups (Ngnokam et al., 1993, 1995;
Murata et al., 2008). A 2-hydroxypropanyl-2-methyltetrahydrof-
uranyl sub-structure was established from spectral data evidence.
An oxymethine (Jc 87.6), an oxygenated tertiary carbon (éc 86.1),
two methylene carbons (dc 26.6 and 31.4) and two methyl groups
(3¢ 23.8 and 27.7) were observed in the >C NMR spectrum (see
Supplementary data, Table S1). The HMBC experiment (Fig. 3a;)
showed cross peaks with proton signal at dy 3.77 (oxymethine)
and carbon signals at §c 86.1, 23.8 and 27.7. The long-range corre-
lation between the methyl protons at éy 1.15 (5¢c 23.8) and the car-
bon signals at 6¢c 76.2 (oxymethine), 5c 87.1 and é¢ 31.4 established
that the dihydrofuran moiety resided next to an oxymethine group
(3u 3.51). Furthermore, in the 'H/*>C NMR spectrum, we could dis-
tinguish distinctive resonances for an epoxy function (dy,c 2.71/
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64.2, CH and é¢ 58.3, qC). In the HMBC experiment, important cross
peaks from H-30 (dy 1.27) to C-24 (5. 24.9); from H-30 (5y 1.27) to
C-22 (6. 64.2); H-24 (64 1.31) to C-30 (5. 27.4) and H-24 (5y 1.31)
to C-22 (J. 64.2) were observed, indicating that the epoxy group
was located at C-22, C-23. This suggests that the structure of 2
may be a precursor of ekeberin D2 (5), isolated for the first time
from this plant (Murata et al., 2008). Compound 2, on hydrolysis
using aqueous acid (10% H,SO,) yielded ekeberin D2 (5), which
was confirmed by comparison of the spectral data with that re-
ported (Murata et al., 2008). This finding was strongly supported
by the "H-"H COSY and HMBC results. The presence of a secondary
alcohol at C-7 of 2 allowed us to determine its absolute stereo-
chemistry by utilizing the modified Mosher’s method (Ohtani
et al., 1991; Lamshoéft et al., 2003). (R)- and (S)-MTPA esters of
sapelenin H (2) were prepared by treatment with (R)- and (S)-o-
methoxy-o-trifluoromethylphenylacetyl (MTPA) chloride in DMAP
followed by drops of pyridine. Compound 2 was converted to the
corresponding MTPA esters S and R, respectively. Significant As
values (Ad = ds.mtpa-ester — OR-MTPA-ester) Were observed for the pro-
tons near the chiral center C-7 as shown in Fig. 2. According to
Mosher’s rule, the absolute configuration at C-7 was determined
as S. As a consequence, the absolute configurations of the other
two stereogenic centers in the dihydrofuran portion of 2 were de-
duced to be 3S, 6R, on the basis of the established relative stereo-
chemistry from the significant NOE effect between H-3, CHs-6 and
H-7 (Fig. 3b). The absolute configuration at C-22 could not be
determined. Thus, compound 2 is accordingly (1S,4E,8E,12E)-15-
(3,3-dimethyloxiran-2-yl)-1-((2R,55)-5-(2-hydroxypropan-2-yl)-
2-methyltetrahydrofuran-2-yl)-4,9,13-trimethylpentadeca-4,8,12-
trien-1-ol.

Compound 3 (Fig. 1) was isolated as an optically active colorless
oil, [% = +194° [c 0.01, CH30H]. Its HR-MS mass spectrum
showed a quasi-molecular ion peak [M+H]" at m/z = 495.4054 cor-
responding to the molecular formula C3gHs50s. The IR spectrum
contained hydroxyl group absorption at 3430 cm™'. Important
fragments were obtained at m/z 477 [[M+H]" —H,0]", 459
[[M+H]* — 2 x H,0]" and 441 [[M+H]" —3 x H,0]" in its mass
spectrum, indicating three hydroxyl groups in the structure of 3.
Its 'H/™C NMR spectra showed resonances at dy;c 3.79/88.1,
3.56/77.7 and 3.44/78.9, corresponding to three oxymethine
groups (see Supplementary data, Table S1). Furthermore, the 'H
NMR spectrum indicated resonances for eight methyl groups [dy
1.17, 1.22, 1.65, 1.69 (each 3H), 1.15 (6H), 1.61 (6H)] and reso-
nances of three olefinic protons at éy 5.18 (J=6.9), 5.11 (J=6.5),
5.12 (J=6.8). In the '>C NMR spectrum, a total of 30 resonances
were observed. Compound 3 is, thus, an acyclic triterpene contain-
ing at least three hydroxyl groups. In the >C NMR spectrum, one
can distinguish resonances for a 2-hydroxypropanyl-2-methyl-tet-
rahydrofuran-2-yl moiety at ¢ 86.6, 31.5, 27.0, 88.1, 71.1, 23.9, and

2aor3a R=(S) MTPA
2b or 3b R=(R) MTPA

27.1. Resonances at dy;c 5.11/124.7 (olefinic carbon), 2.09/27.0
(methylene protons), 1.61/18.0 and 1.69/25.7 (two methyl groups)
in the H/'C NMR spectra were typical for those of a prenyl group
(Kouam et al., 2007). However, in the HMBC experiment (Fig. 3as),
we observed correlations of proton resonances at 6y 1.61 (CH3-30)
and 1.69 (CH3-24) with the carbon signal at 6¢ 124.7 (C-22) which
in turn showed a cross peak with a proton signal at éy 2.01 (H-20).
In addition, a cross peak was observed between signal at 6y 2.01
and a carbon resonating at 6y 1.61 (CH3-29) suggesting a geranyl
moiety in the structure of 3. The remaining two hydroxyl groups
were located at C-10 and C-11, based on the careful examination
of the HMBC data. In fact, the methylene protons (dy 1.42 and
1.58 (CH,-8)) indicated correlations with two quaternary oxygen-
ated carbons (6¢c 74.6 (C-10), and 86.6 (C-6)) and the methyl group
at oy 1.15 (CH3-27) showed cross peaks with carbon signals at é¢
78.9 (C-11), 74.6 (C-10) and 33.6 (C-9). Sapelenin I (3) is, thus, an
isomer of ekeberin D2 (5) (Murata et al., 2008). Because two sec-
ondary hydroxyl groups are present in the structure of sapelenin
[(3), the determinations of their absolute configurations is difficult.
However, treatment of 3 with 2,2-dimethoxypropane and p-tolu-
ene sulfonic acid in acetone afforded the corresponding acetonide
(3a). The absolute configurations of the dihydrofuran moiety were
elucidated by both NOESY and Mosher’s experiments (Figs. 2 and
3b). NOESY correlations were observed between 1-CHs, H-3 and
26-CH;, and H-7 and 26-CH;. The modified Mosher’s method
(Fig. 2) was applied to determine the absolute configuration of C-
7 to be the same as in 2 (7S) and consequently, those of C-3 and
C-6 were found to be respectively, 3S and 6R. However, it was
not possible to determine the absolute configurations at C-10
and C-11. On the basis of the above evidence, the structure of com-
pound 3 was assigned to be (1S, 8E,12E)-1-((2S,5R)-5-(2-hydroxy-
propan-2-yl)-2-methyltetrahydrofuran-2-yl)-4,9,13,17-tetra-
methyl octadeca-8,12,16-triene-1,4,5-triol.

Compound 4 (Fig. 1) was obtained as an optically active color-
less oil {[0f2° +36 (c 0.01, CH;0H)} with the molecular formula
C3,Hs606, established by HR-MS in conjunction with the NMR
spectra. The IR spectrum of 4 indicated the presence of hydroxyl
(3430 and 3360cm™!) and ester carbonyl (1730 cm™') groups.
The chemical shift values of the 'H and 3C NMR spectra of 4 in
CDCl; (see Supplementary data, Table S1) were almost identical
with those of compound 3. However, in the '"H NMR spectrum of
compound 4, a resonance was observed for an acetyl group at oy
2.09 and the signal at 6y 3.56 (H-7) in 3 shifted downfield to dJy
4.95, confirming the presence of an acetyl group. This was corrob-
orated by the resonances at éc 171.1 in the '3C NMR spectrum.
From this evidence, it was clear that the hydroxy moiety was re-
placed in 3 by an acetoxyl group. Based on the formation of the
sapelenins G-I (1-3) in the same plant extract, we speculate that
they possess the same biogenetic origin. In addition to the consis-

OR +0.022 +0.031

Fig. 2. AJ(ds — dg) values (in ppm) for the MTPA esters of 2 and 3.
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4 (R = COCH,)

Fig. 3. (a) 'TH-H COSY (bold bonds) and selected HMBC (curved arrows) correlations for 1-4. (b) Key NOE correlation (curved arrows) observed for the dihydrofuran portion

for 2-5 NOESY spectrum (in CDCl;, 500 MHz).

o)
5b R = (R)-MTPA

5¢ R = (S)-MTPA

2a R = (R)-MTPA
2b R = (S)-MTPA
OH H

OH 10% H,S0,
100%

86% | AcO, Py

AcQ

HO

OAc

OH

3b R = (R)-MTPA
3¢ R =(S)-MTPA

Fig. 4. Schematic representation of the chemical conversion of sapelenin derivatives. (a) 2,2-dimethoxypropane, p-toluenesulfonic acid, acetone at rt, 30 mn, 98%; (b) (+) or

(—)- MTPA chloride, DMAP, at RT, overnight, 74%.

tent chemical correlations (Fig. 4), we assume identical absolute
configurations of the three stereogenic centers C-3, C-6 and C-7
of the derivatives presented in Fig. 4. The absolute configurations
at C-10 and C-11 could not be determined. The structure of 4
was, thus, determined as a (1S,8E,12E)-4,5-dihydroxy-1-((2S,5R)-
5-(2-hydroxypropan-2-yl)-2-methyltetrahydrofuran-2-yl1)-4,9,13,
17-tetramethyloctadeca-8,12,16-trienyl acetate.

The IL-17 (or IL-17A), originally called cytotoxic T-lymphocyte
antigen-8, is the signature cytokine of the recently identified T

helper 17 (Th17) cell subset of CD,* T cells, and is associated with
several immune regulatory functions, including the inflammatory
process during infection and in autoimmune diseases (Iwakura
et al,, 2011; Angkasekwinai and Dong, 2011). In fact, the IL-17 fam-
ily of cytokines is involved in the development of inflammation
and host defense against infection by inducing the expression of
genes encoding proinflammatory cytokines (such as TNF, IL-1, IL-
6, G-CSF, and GM-CSF), chemokines (such as CXCL1,CXCL5, IL-8,
CCL2, and CCL7), antimicrobial peptides (such as defensins and
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S100 proteins), and matrix metalloproteinases (such as MMP1,
MMP3, and MMP13) from fibroblasts, endothelial cells, and epithe-
lial cells (Kolls and Linden, 2004; Iwakura et al., 2008, 2011;
Reynolds et al., 2010). Furthermore, IL-17 also promotes SCF- and
G-CSF-mediated granulopoiesis and recruits neutrophils to the
inflammatory sites (Iwakura et al., 2011). Therefore, we employed
the 96 well-plate format of measurement of IL-17 secretion by hu-
man PBMCs stimulated with PHA using the human IL-17 ELISA kit
(Ray Biotech, Inc.). Sapelenins G-] (1-4) demonstrated moderate to
significant anti-inflammatory activities by suppressing the secre-
tion of IL-17 by human PBMCs stimulated with PHA (Fig. 5). We
used cyclosporine A (CsA) as an additional control (reference). Sap-
elenins G (1),1(3), and ] (4) significantly suppressed IL-17 secretion
at the concentration of 11.1 pM, which became pronounced in a
concentration-dependent manner. Their activity was comparable
to that of the reference (CsA) at higher concentrations. Sapelenin
H (2) was not potent in suppressing the secretion of IL-17 even
at the highest concentration tested (100.0 ptM). However, to con-
firm that the data obtained for IL-17 secretion was not affected
by the cytotoxicity of the sapelenins towards PBMCs, we evaluated
the viability of the PBMCs treated with the respective compounds
by a cell viability assay (CellTiter-Blue®, Promega) in parallel
(Fig. 6).

The cytotoxicity assay (Fig. 6) revealed that sapelenin G (1) had
only negligible cytotoxic effects against the PBMCs even at higher
concentrations. Sapelenin H (2) did not show any cytotoxic effect
at any tested concentration. Sapelenins I (3) and ] (4) started dem-
onstrating cytotoxicity against the PBMCs at 33.3 uM and 11.1 pM,
respectively, that increased in a concentration-dependent expo-
nential manner at higher concentrations; that is, at 100 uM for
both the sapelenins. This assay, thus, allowed us to discriminate
the real anti-inflammatory responses of the tested compounds
from the false positives.

Taken together, the anti-inflammatory and cytotoxicity assays
revealed that sapelenin G (1) is highly potent in suppressing the
secretion of IL-17 by PBMCs without causing any cytotoxic effects,
and deserves further consideration for development as an anti-
inflammatory drug. Sapelenin H (2) neither possessed the potency
to suppress IL-17 secretion by the PBMCs nor had any cytotoxic
activity towards them. However, since sapelenins I (3) and ] (4)
showed a concentration-dependent cytotoxic effect on the PBMCs,
their IL-17 suppression data were considered invalid at the higher
concentrations.

3. Experimental
3.1. General experimental procedures

3.1.1. NMR

The NMR spectra were recorded on a Bruker DRX-500 NMR.
Chemical shifts (§) were quoted in parts per million (ppm) from
internal standard tetramethylsilane (TMS). The 3Jcy couplings
were measured by means of pulsed field gradient HMBC spectra re-
corded by varying the J-refocusing time between t=0.04 and
0.14s.

3.1.2. Column chromatography and preparative HPLC

Flash column chromatography was performed using silica-gel
60 (Merck, 0.040-0.063 mm). Preparative reversed-phase HPLC
was carried out with a Gilson system consisting of pump 322 with
a UV detector 152 (/4 =205 nm) using a Nucleodur Gravity column
from Macherey-Nagel (Diiren, Germany) (250 x 16 mm, 5 ptm par-
ticle size). Separation was achieved by using a H,O (A)-MeOH (B)
gradient program as follows (flow rate 4 mL min~'): 70% A linear
to 75% B for 15 min, linear gradient to 20% A over 13 min, linear

gradient to 0% A over 2 min, after 100% B isocratic for 7 min. After-
wards, the system returned to its initial condition (70% A) within
1 min, and was equilibrated for 5 min.

3.2. Plant material

The stem bark of E. cylindricum was collected from the Dja rain-
forest, east region, Cameroon, in June 2010. The botanical identifi-
cation was made at the National Herbarium of Cameroon in
Yaoundé by Mr. Victor Nana (botanist) and a voucher specimen
(No. 54965/SFR/CAM) was deposited.

3.3. Extraction and isolation

The air-dried stem bark of E. cylindricum (7 kg) was powdered
and extracted twice with MeOH at room temperature for 48 and
8 h, respectively. The organic solvent was concentrated to afford
a crude extract (890 g) which was re-extracted with ethyl ace-
tate/methanol (90/10) to obtain a 390 g extract, which was further
subjected to flash silica gel column chromatography, using a gradi-
ent of ethyl acetate in hexane, to give seven fractions named frq
(pure hexane); fr; (hexane/ethyl acetate, 9/1); fr, (hexane/ethyl
acetate, 4/1); fr; (hexane/ethyl acetate, 7/3); fr4 (hexane/ethyl ace-
tate, 1/1); frs (pure ethyl acetate) and frg (ethyl acetate/methanol,
4/1). Fry and frs were combined based on their LC-MS profiles.
Fraction fro was found to contain mainly mixtures of hydrocarbons
and phytosterols. Fractions fr; (38 g), fr, (41 g), fr3 (36 g), fr4 (20 g)
and frs (30 g) which showed strong anti-inflammatory activities,
were again subjected separately to flash silica gel column chroma-
tography, using the same gradient of solvent, to afford four series
of six (A;-Ag); eight (B;-Bg), seven (C;-C) and seven (D;-D7) sub-
fractions. Each subfraction was submitted to the semipreparative
HPLC at wavelength 205 nm with the solvent system H,O (B)-
MeOH (A) with gradient program as described above. Fractions
As and B, gave, respectively, sapelenins H (2, 22 mg) and ] (4,
7 mg); fractions C4 and Cg yielded ekeberin D, (5, 76 mg) and sap-
elenins B (80 mg), D (49 mg) and I (3, 50 mg); Fractions Ds gave
sapelenins A (37 mg) and C (92 mg); and Fraction Dg afforded
(+)-catechin (68 mg), epicatechin (20 mg) and sapelenin G (1,
21 mg).

3.4. Accurate mass measurement

The high-resolution mass spectra were obtained with an LTQ-
Orbitrap Spectrometer (Thermo Fisher, USA) equipped with a
HESI-II source. The spectrometer was operated in positive mode
(1 spectrum s~'; mass range: 200-1000) with nominal mass
resolving power of 60000 at m/z 400 with a scan rate of 1 Hz with
automatic gain control to provide high-accuracy mass measure-
ments within 2 ppm deviation using an internal standard; Bis(2-
ethylhexyl)phthalate: m/z=391.284286. The spectrometer was
attached with an Agilent 1200 HPLC system (Santa Clara, USA)
consisting of LC-pump, PDA detector (4=205nm), auto sampler
(injection volume 10 pl) and column oven (30 °C). MS/MS experi-
ments were performed by CID (collision induced decay, 35 eV)
mode. Following parameters were used for experiments: spray
voltage 5 kV, capillary temperature 260 °C, tube lens 70 V. Nitro-
gen was used as sheath gas (50 arbitrary units) and auxiliary gas
(five arbitrary units). Helium served as the collision gas. The sepa-
rations were performed by using a Nucleodur Gravity column
(50 x 2 mm, 1.8 um particle size) from Macherey-Nagel (Diiren,
Germany) with a H,0 (+0.1% HCOOH, +10 mM NH4Ac) (A)/acetoni-
trile (+0.1% HCOOH) (B) gradient (flow rate 300 ul min~!). Samples
were analyzed by using a gradient program as follows: 90% A iso-
cratic for 2 min, linear gradient to 100% B over 13 min, after 100% B
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Fig. 5. Effect of the tested compounds on the secretion of IL-17 by PHA-stimulated PBMCs. (a) Sapelenin G (1); (b) Sapelenin H (2); (c) Sapelenin I (3); (d) Sapelenin ] (4). As
negative control, IL-17 secretion in unstimulated PBMCs was determined. As positive control, IL-17 secretion in PHA-stimulated PBMCs without adding any tested compound
was determined. An additional control (reference) of CsA was used to determine the comparative efficacy of the tested drugs. (Concentrations used: 0.41, 1.23, 3.70, 11.11,
33.33, and 100 puM).
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Fig. 6. Effect of the tested compounds on the viability of PBMCs. (a) Sapelenin G (1);
(b) Sapelenin H (2); (c) Sapelenin I (3); (d) Sapelenin ] (4). (Concentrations used:
041, 1.23, 3.70, 11.11, 33.33, and 100 uM).

isocratic for 5 min, the system returned to its initial condition (90%
A) within 0.5 min, and was equilibrated for 4.5 min.

3.5. Physico-chemical constants of 1-4

Sapelenin G (1): oil, [02’ + 260 (c 0.01, MeOH); IR (KBr); Viax
3386 (OH), 1660 (C=C), 1447, 1373, 1160, 1069, 1008 cm™'; 'H
NMR (500 MHz, CDCl3) and '3C NMR (125 MHz, CDCls) are shown
in Table S1 (Supplementary data); HR-MS [M+H]"m/z 513.4152
(Calcd. for C30H5706, 5134155)

Sapelenin H (2): oil, [)3’ + 58 (c 0.01, MeOH); IR (KBr); Vinax
3430 (OH), 1660 (C=C), 1447, 1378, 1173, 1078, 1026 cm™'; 'H
NMR (500 MHz, CDCl3) and '*C NMR (125 MHz, CDCl5) are shown
in Table S1 (Supplementary data); HR-MS [M+H]'m/z 477.3945
(calcd. for C30H5304, 4773944)

Sapelenin I (3): oil, [o2° + 194 (c 0.01, MeOH); IR (KBr); Vinax
3430 (OH), 1660 (C=C), 1447, 1378, 1173, 1078, 1026 cm™'; 'H
NMR (500 MHz, CDCl3) and '3C NMR (125 MHz, CDCls) are shown
in Table S1 (Supplementary data); HR-MS [M+H]"m/z 495.4054
(Calcd. for C309H5505, 4954049)

Sapelenin | (4): oil, [0]% + 36 (c 0.01, MeOH); IR (KBr); Viax
3430 (OH), 3360 (OH), 1730 (C=0), 1660 (C=C), 1443, 1373,
1243, 1082, 1021 cm™'; "H NMR (500 MHz, CDCl5) and '*C NMR
(125 MHz, CDCl3) are shown in Table S1 (Supplementary data);
HR-MS [M+H]"m/z 537.4150 (calcd. for C3;Hs,06, 537.4155).

3.6. Chemical conversion of sapelenin derivatives

3.6.1. Acetonidation of sapelenin I (3)

To a solution of sapelenin I (3) (20.0 mg, 0.040 mmol) in acetone
(5 ml) was added 1 ml of 2,2-dimethoxypropane and 4 mg of p-tol-
uene sulfonic acid. After 30 min at 20°C, the solution was
quenched with water and the reaction mixture was extracted with
hexane and washed with NaHCOs, and then dried over Na,COs. The
solvent was evaporated at reduced pressure and the extract was
subjected to the HPLC to afford the acetonide (3a) (21.4 mg, 99%)
as a colorless oil. HR-MS [M+Na]" m/z 557.4166 (calcd. for
C33Hs305Na, 557.4182).

3.6.2. Acetonidation of ekeberin D2 (5)

The same reaction was performed with 5 (7.0 mg, 0.014 mmol)
to afford the expected acetonide (5a) (7.5 mg, 99.1%) as a colorless
oil. HR-MS [M+Na]® m/z 557.4171 (calcd. for Cs3Hsg0sNa,
557.4182).

3.6.3. Acetylation of sapelenin I (3)

Dry pyridine (0.5 ml) and Ac,0 (1.0 ml) were added to sapelenin
(3, 10 mg, 0.020 mmol) and stirred for 12 h. After the usual work-
up, the extract was subjected to the HPLC to afford sapelenin I diac-
etate (3d) (5.7mg, 48.7%) as a major colorless oil;
diacetylsapelenin 1, [0]%” = +192° (c 0.005, MeOH); 'H NMR
(500 MHz, CDCl3): 5.11 (1H, t, J=5.5, H-22), 5.12 (2H, t, J]=6.5,
H-14,18), 4.85 (1H, dd, J=2.8, 9.7), 4.72 (1H, dd, J=2.1, 10.2),
3.78 (1H, t, J=5.7), 2.23 (1H, m, H-13), 2.12 (1H, m, H-5), 2.11
(3H, s, H3CCO), 2.09 (3H, s, H3CCO), 2.07 (4H, m, H-17,H-19), 2.00
(m, H-20), 1.85 (2H, m, H-4), 1.69 (3H, s, CH3-24), 1.65 (2H, m,
H-9), 1.61 (3H, s, CH3-30), 1.58 (6H, s, CH3-28,29), 1.54 (1H, m,),
1.53 (3H, m), 1.38 (1H, m), 1.23 (3H, s, CH3-25), 1.17 (3H, s, CHs-
26), 1.15 (3H, s, CH3-1); HR-MS [M+Na]* m/z 601.4073 (calcd. for
C34H5507Na, 6014080)

3.6.4. Acetylation of ekeberin D2 (5)

The same reaction was performed with 5 (10 mg, 0.020 mmol)
to afford the expected ekeberin D2 diacetate (5b) (5.7 mg, 48.7%)
of ekeberin D2 (5) as a major colorless oil; ekeberin D2 diacetate
(5b), [0 = +10° (c 0.005, MeOH); 'H NMR (500 MHz, CDCls):
5.06 (m, 3H), 4.85 (dd, J=2.2, 10.2), 4.72 (dd, J=2.6, 10.2), 3.63
(t, J=8.0), 2.03 (s, 3H), 1.99 (s, 3H), 1.52 (m, 9H), 1.13 (s, 3H),
1.12 (s, 3H), 1.11 (s, 6H), 1.03 (s, 3H); HR-MS [M+Na]* m/z
601.4073 (calcd. for C34Hs30,Na, 601.4080).

3.6.5. Hydrolysis of sapelenin H (2)

To a solution of sapelenin H (2, 10 mg, 0.021 mmol), 1 N H,SO4
(5 ml) was added in one portion. The mixture was stirred at room
temperature until the HPLC analysis revealed the disappearance of
the starting epoxide (10 h). The reaction medium was then ex-
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tracted with dichloromethane (5 x 3 ml), and the organic solution
was decanted. The solvent was evaporated at reduced pressure and
the extract subjected to the preparative HPLC to afford the natural
product ekeberin D, (5, 10.1 mg, 97.3%).

3.6.6. Esterification of sapelenin H (2) with (R) and (S)-MTPA chloride

Two portions of sapelenin H (2, 7 mg, 0.014 mmol each) were
treated with (R) and (S)-MTPA chloride in 4-(dimethylamino)pyri-
dine (DMAP), stirring at room temperature. The two reactions were
conducted in parallel and the progress was monitored by the ana-
lytical HPLC. After complete consumption of the sapelenin H (2),
the solvent was evaporated and the reaction mixture submitted
to the preparative HPLC to afford the (S) and (R)-MTPA ester of 2
(7.5 mg each, 74%).

3.6.7. Esterification of compounds 3a and 5a with MTPA chloride

The same reaction of 3a (5 mg, 0.009 mmol) and 5a (10 mg,
0.019 mmol) with (R) and (S)-MTPA chloride afforded the (S) and
(R)-MTPA ester of 3a (5.2mg, 74%) and 5a (10.2mg, 74%)
respectively.

3.7. Biological activities

3.7.1. Anti-inflammatory assay

The suppression of anti-inflammatory response assay (IL-17
ELISA) was performed according to Zvetkova et al. (2001). The de-
tailed assay parameters are elaborated in the Supplementary data
(Table S2 for assay conditions, instrumentations and parameters;
Fig. S1 represents the general plate layout for the assay; Fig. S2
shows the viability of PBMC controls).

3.7.2. Viability of PBMCs assay (cytotoxicity assay)

The cytotoxicity of the tested compounds on PBMCs was per-
formed using the Resazurin-based CellTiter-Blue® cell viability as-
say kit (Promega) strictly following the manufacturer’s guidelines
(Anonymous, 2009). The detailed assay parameters are elaborated
in the Supplementary data (Table S3 for assay conditions, instru-
mentations and parameters).
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A new spiroalkaloid, 7-epi-javaniside (1), was isolated from the Cameroonian plant Pauridi-
antha callicarpoides, along with seven known compounds viz., javaniside (2), sweroside (3), hymex-
elsin (4), scopoletin (5), 7,7’ -dihydroxy-6,6’-dimethoxy-8,8’-biscoumarin (6), 7,7’-dihydroxy-6,6'-
dimethoxy-3,3’-biscoumarin (7), and 4-hydroxy-3-methoxybenzoic acid (8). The structures of the
new alkaloid, as well as those of the known compounds, were elucidated by detailed spectro-
scopic analysis including 1D and 2D NMR and by comparison with the literature data for related

compounds.

Key words: Pauridiantha callicarpoides, Rubiaceae, Coumarins, Javaniside, epi-Javaniside,

Spiroalkaloids

Introduction

Natural products are known to be more efficient and
inherently better tolerated in the body as compared
to synthetic compounds [1]. In the literature, several
reviews have described the importance of genetic re-
sources in drug discovery, and some of them described
efficacy of natural and synthetic products [1—4]. Al-
though natural and synthetic compounds usually have
similarities in their chemical structures, the natural

compounds significantly outperform their synthetic
counterparts for several reasons. For example, syn-
thetic vitamin E has a lower biological activity than
natural vitamin E since it is a racemic mixture [5]. Ja-
vaniside isolated from Alangium javanicum, can bet-
ter mediate DNA strand scission than the synthetic
one [6]. It is thus far more effective and impor-
tant to use chirally pure natural compounds for the
treatment of human ailments. Consequently, a com-
prehensive knowledge of the available genetic re-

© 2014 Verlag der Zeitschrift fiir Naturforschung, Tiibingen - http://znaturforsch.com
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sources, capable of producing bioactive compounds
is both important and vital. Pauridiantha callicar-
poides of the Rubiaceae family is a small tree na-
tive to Africa [7, 8]. Previous phytochemical studies
on this plant led to the isolation of two new alka-
loids [9]. As part of our continuing search for com-
pounds from Cameroonian medicinal plants [10, 11],
a dichloromethane/methanol extract of the stem bark
of P. callicarpoides was investigated, and herewith we
describe the isolation, structure elucidation of the new
spiroalkaloid.

Results and Discussion

The HPLC profile of a fraction obtained after sil-
ica gel flash column chromatography (see Experimen-
tal Section) showed what turned out to be two isomers
in the ratios shown in Fig. 1. These were successfully
separated by using a semi-preparative HPLC to afford
epi-javaniside (1) and javaniside (2) (Fig. 2).

Compound 1, named epi-javaniside was obtained
as an optically active colorless powder ([a]3 =
—115.9°). Its molecular formula C,cH39N,Og was de-
termined from its HRESI-MS which showed a quasi-
molecular ion peak [M+H]*t at m/z = 515.2029
(caled. 515.2024), requiring 13 degrees of unsatura-
tion. UV absorption bands were observed at 206 and
248 nm characteristic of an aromatic ring. IR absorp-
tions at 3184, 3086, 1711, and 1658 cm™~! revealed the
presence of hydroxyl, spiroamide and o, §-unsaturated
amide groups, respectively, which was consistent with
NMR observations at éc = 166.1 (C-21) and 179.1 (C-
2) ppm for two amide carbonyl groups [12]. In the 'H
NMR spectrum, signals for a 1,2-disubstituted benzene
ring were observed at oy = 6.89 (d, J = 7.6 Hz, H-9),
6.96 (d, J = 7.6 Hz, H-12), 7.01 (td, J = 7.6, 1.0 Hz,
H-10), and 7.25 (td, J = 7.6, 1.2Hz, H-11) ppm. In
addition, a set of signals due to a sugar moiety were
observed at &y = 3.15 (dd, J = 9.2, 8.0 Hz, H-2)),
3.25 (m, H-4"), 3.27 (m, H-5'), 3.35 (m, H-3'), 4.63
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Fig. 1. HPLC chromatogram (a) and high-resolution mass spectrum (b) of the two isomers 1 and 2.
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Fig. 2. Chemical structures of compounds 1-8.

(d, J = 8.0Hz, H-1"), 3.63 (dd, J = 12.0, 5.6 Hz, H-
6'), and 3.86 (dd, J = 12.0, 1.6 Hz, H-6') ppm. The
presence of the sugar unit was further supported by
the 1*C NMR spectrum with characteristic signals for
a glucose moiety. The anomeric carbon was observed
at 6c = 99.5 (C-1’) ppm. The large coupling constant
of the anomeric proton at oy = 4.63 (d, / = 8.0 Hz)
ppm indicated its B configuration. Additionnally, the
13C NMR and DEPT spectra showed signals for 20
carbons including four methylenes, ten methines (two
olefinic and four aromatic ones) and six quaternary car-
bons, of which two are amide carbonyl groups and two
are aromatic carbons at ¢ = 131.2 (C-8) and 142.5
(C-13) ppm. Analysis of the 2D 'H-'H COSY and
HMQC spectra of compound 1 further indicated the
presence of the fragments CH(3)-CH,(14)-CH(15)-
CH(16)-CH(22)-CH2(23) and CH(16)-CH(17) which
typically resembled the systems found in sweroside
and secologanin [13, 14]. Comparison of the NMR
data of compound 1 and sweroside (3) indicated the
presence of a partial sub-structure of 1 [13]. In the
HMBC spectrum, a signal characteristic of a hemi-

Fig. 3. Key HMBC correlations for compound 1.

acetal group at oy = 5.41 (d, J = 1.4 Hz, H-17) ppm
showed a strong correlation with the anomeric carbon
at 8¢ = 99.5 ppm (Fig. 3). Compound 1 showed UV,
IR, MS, and NMR spectral features closely resembling
those of 2 (see Table 1). A small difference between
the two compounds was observed, and the signals of
the atoms around the asymmetric C-7 suggest that 1
is the C-7 epimer of javaniside (2), which was synthe-
sized in 2005 [6]. Thus, compound 1, based also on
the HPLC and the above spectral evidences, was iden-
tified to be isomeric with javaniside (2) isolated from
Alangium javanicum in 2004 [15], and the trivial name
7-epi-javaniside was assigned.

Seven known compounds (Fig.2) were also iso-
lated from the plant extract and were identified as
javaniside (2) [6], sweroside (3) [13], hymexelsin
(4) [16], scopoletin (5) [17], 7,7’-dihydroxy-6,6'-
dimethoxy-8,8'-biscoumarin (6) [17], 7,7’ -dihydroxy-
6,6'-dimethoxy-3,3’-biscoumarin (7) [17], and 4-
hydroxy-3-methoxybenzoic acid (8) [18], by compari-
son of their spectroscopic data with those reported.

Experimental Section
General experimental procedures

The 'H and '3C NMR spectra were recorded on Avance
AV-500 and AV-600 spectrometers at v = 500.130 and
600.233 MHz ('H); 125.757 and 150.927 MHz (13C), re-
spectively. Chemical shifts () are given in parts per mil-
lion (ppm) with tetramethylsilane (TMS) as internal stan-
dard. UV spectra were recorded in methanol on a Thermo
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Position 1 2 Tablel. 'H and 3C NMR
Ou oc oy oc spectroscopic data for com-
1-NH - 10.19 pounds 1 and 2 (CD3;OD,
2 - 179.1 - 180.9 500/125.75 MHz)*.
3 4.07 (dd, 3.2, 11.2) 64.8 4.05(dd, 3.2,11.2) 65.4
5 3.82 (brd, 12.4) 45.5 3.75 (brt, 10.0, 11.6) 45.6
3.93 (td, 7.3, 12.4) 4.00 (dd, 8.0, 11.6)
6 2.02 (dd, 7.3, 12.8) 343 2.21 (dd, 8.0, 13.2) 33.4
2.47 (dd, 10.4, 12.8) 2.40 (ddd, 10.0, 12.8, 13.2)
7 - 58.8 - 58.0
8 - 131.2 - 129.5
9 6.89 (d, 7.6) 124.8 7.30 (d, 7.6) 124.0
10 7.01 (td, 1.0, 7.6) 123.7 7.07 td, 0.8, 7.6) 123.7
11 7.25 (td, 1.0, 7.6) 129.8 7.25 (td, 0.8, 7.6) 130.1
12 6.96 (d, 7.6) 111.5 6.92 (d, 7.6) 111.0
13 142.5 143.5
14 0.87 (q, 12.6) 27.2 1.24 (q, 12.0) 27.0
1.38 (dt, 3.6, 12.6) 1.33 (dt, 4.0, 12.0)
15 3.05 (m) 28.2 2.96 (m) 28.7
16 2.53 (ddd, 1.4, 6.8, 9.6) 44.5 2.50 (ddd, 1.4, 6.8, 8.4) 44.6
17 541, 1.4) 97.2 541, 1.4) 97.3
19 7.40 (d, 2.4) 148.5 7.38 (d, 2.0) 148.3
20 - 108.7 - 108.9
21 - 166.1 — 165.8
22 5.28 (dt, 10.2, 17.2) 1334 5.43 (dt, 10.0, 17.2) 133.8
23 4.98 (dd, 1.8, 10.2) 120.4 5.13 (dd, 1.8, 10.0) 120.6
5.06 (dd, 1.8, 17.2) 5.15(dd, 1.8, 17.2)
1 4.63 (d, 8.0) 99.5 4.65(d, 7.8) 99.5
2 3.15(dd, 8.0,9.2) 74.7 3.17 (dd, 7.8, 8.8) 74.8
3/ 3.35 (m) 77.8 3.38 (t, 8.8) 77.9
Y 3.25 (m) 715 3.26 (t,9.6) 71.6
5! 3.27 (m) 78.3 3.29 (m) 78.3
6 3.63 (dd, 5.6, 12.0) 62.6 3.64 (dd, 9.6, 12.0) 62.6

3.86 (dd, 1.6, 12.0)

3.86 (dd, 1.6, 12.0)

2 The coupling constants (J) are in parentheses and reported in Hz; chemical shifts (8) are given in

Electron, VISION PRO software V4.10, and IR spectra on
a VECTOR22 instrument. For optical rotation measure-
ments, a Polarimeter P-2000 was used. EI-MS was per-
formed at 70eV, and the data were recorded on a Jeol
JMS 600-H Instrument. The high-resolution mass spectra
were reordered with an LTQ Orbitrap spectrometer (Thermo
Fisher, USA) equipped with an HESI-II source. The mass
spectrometer was coupled to an Agilent 1200 HPLC sys-
tem using a Macherey-Nagel Nucleodur Gravity C18 column
(50 x 2 mm, 1.9 um particle size) and an acetonitrile/H,O
gradient. Normal-phase TLC and reverse-phase TLC were
carried out using pre-coated aluminum-backed supported sil-
ica gel 60 Fps4 (Merck, 0.2 mm thickness) and RP C;g sil-
ica gel (0.25 mm thickness), respectively. Spots for com-
pounds on TLC were detected using UV light (254 and
366 nm) and/or by spraying with a 50% aqueous solution
of H>SOy, (or ninhydrin), followed by heating. Silica gel
(Merck, 0.040-0.063 mm) was used for flash chromatogra-
phy, and column chromatography was carried out over sil-

ica gel 60 (Merck, 70—230 mesh). Reverse-phase C;g3 HPLC
and Sephadex LH-20 were also used for purification.

Plant material

The stem bark of P. callicarpoides was collected from
the Dja rain forest in the eastern region of Cameroon in
December of 2010. The plant was identified by Mr. Victor
Nana, botanist at the National Herbarium of Cameroon in
Yaoundé, where a voucher specimen (no. 39807 /SPDK) was
deposited.

Extraction and isolation

The air-dried stem bark of P. callicarpoides (2.8 kg)
was powdered and extracted with CH,Cl,-MeOH (1 : 1,
10L) twice at room temperature for 48 h and 12 h, respec-
tively. The solvent was evaporated under reduced pressure
to afford a crude extract (345.4g) which was subjected
to flash silica gel column chromatography with CH,Cl,-
MeOH using a gradual increase of solvent polarity to
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give 5 fractions: A (CH,Clp, 9.3 g); B [CH,Cl,-MeOH
(2.5-12.5%), 17.97 g]; C [CHCl,-MeOH (12.5-22.5 %),
52.2g]; D [CH;Cl,-MeOH (22.5-30%), 50.92 g], and E
[CH;Cl,-MeOH (30-50%), 45.5 g]. Repeated silica gel
column chromatography of fraction A eluted with a gra-
dient of hexane-EtOAc yielded scopoletin (5) (2.0 g) and
a mixture of sterols (60 mg). Column chromatography of
fraction B over silica gel followed by Sephadex LH-
20 and eluting with a gradient of CH,Cl,-MeOH and
then pure MeOH afforded again compound 5 and 4-
hydroxy-3-methoxybenzoic acid (8) (5.92 mg). Compounds
7 (15.0 mg), 6 (10.0 mg), glycoside of B-sitosterol (25.0 mg),
hymexelsin (4) (1.8 g) and a mixture of two other com-
pounds named PC-A were obtained after further purifica-
tion of fraction C over a silica gel column eluting with
CH,Cl,-MeOH (1.5-30%). The mixture of PC-A was sub-
jected to RP C;g HPLC eluting with MeOH-H,O (1 : 1),
UV lamp 254nm, flow rate 5mLmin~! to yield com-
pound 2 (46.4 mg) with RT of 20 min and compound 1
(4.8 mg) with RT of 22 min. Column chromatography of
fraction D over silica gel, eluting with an EtOAc-MeOH
gradient, afforded six sub-fractions D1-D6. D4 was again
subjected separately to column chromatography over sil-
ica gel and then to the semi-preparative HPLC at wave-
length 254 nm with the gradient solvent system H,O (B)-
MeOH (A). Sub-fractions 68 were resubmitted to semi-
preparative HPLC with the isocratic solvent system MeOH-
H,O (4 : 6) to yield sweroside (3) (17.74 mg) with RT of
25 min.

7-Epi-javaniside (1), colorless solid. — [a]5 = —115.9°
(¢ =0.001, MeOH). — HRMS ((+)-ESI): m/z = 515.2029
(caled. 515.2024 for CyH31N»Oo, [M+H]+). - UV
(MeOH): Amax = 196, 206 and 248 nm. — IR (CH30H):
v = 3184, 3086, 1711, 1658, 1587, 1472, 1336, 1175,
1073cm~!. — '"H NMR (500.13 MHz, CD;0OD, 25°C,
TMS): see Table 1. — '3C NMR (125.75 MHz, CD30D,
25°C, TMS): see Table 1.

Javaniside (2), colorless amorphous powder. — [oc]zD3 =
—141.1° (¢ = 0.0014, MeOH). — HRMS ((+)-ESI): m/z =
515.2029 (caled. 515.2024 for CycH31N2Og, [M+H]T). —
IR (CH30H): v = 3409, 1705, 1656, 1619, 1578, 1467,
1069 cm—L. — UV (MeOH): Amax = 196, 238, 258 nm. —
'"H NMR (500.13 MHz, CD;0D, 25°C, TMS): see Ta-
ble 1. — 13C NMR (125.75 MHz, CD30D, 25 °C, TMS): see
Table 1.
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