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ADMINISTRATION DE LA FACULTE DES SCIENCES

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 Académiques, Scolarité et Recherche : ABOSSOLO Monique, Chargé de
Cours

Chef Division Administrative et Financiére : NDOYE FOE Marie C. F., Chargé de Cours

LISTE DES ENSEIGNANTS PERMANENTS PAR DEPARTEMENT ET PAR GRADE

1-DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (41)

N° NOMS ET PRENOMS GRADE OBSERVATIONS
1 ANVAM ZOLLO Paul Henri Professeur RECTEUR UN
2 MBACHAM Wilfried Professeur Coordonateur URFD/SV
3 MOUNDIPA FEWOU PAUL Professeur Chef de Département
4 OBEN Julius ENYONG Professeur Coordonateur CRFD/STG
5 BENG née NINTCHOM PENLAP Véronique Maitre de Conférences | En poste
6 BOUDJEKO Thadée 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 Chargé de Cours En poste
13 | ATOGHO Barbara Mma Chargé de Cours En poste
14 | BELINGA née NDOYE FOE Marie 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 Marceline Charge de Cours En poste
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19 | EFFA ONOMO Pierre Chargé de Cours En poste
20 | EVEHE BEBANDOUE Marie-Solange Charge de Cours Disponibilité
21 | EWANE CECILE Anne Charge de Cours En poste
22 | MOFOR née TEUGWA Clotilde Chargé de Cours 1A4/ MINESUP
23 | NGONDI Judith Laure Chargé de Cours En poste
24 | NJAYOU Frédéric Nico Charge de Cours En poste
25 | Palmer MASUMBE NETONGO Charge de Cours En poste
26 | TCHANA KOUATCHOUA Angeéle Charge de Cours En poste
27 | WAKAM née NANA Louise Chargé de Cours En Poste
28 | AKIN MBUH NJI Assistant En Poste
29 | BEBBE FADIMATOU Assistant En poste
30 | BEBOY EDZENGUELE Sara Nathalie Assistant En poste
31 | DAKOLE DABQY 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 Marceline 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) (44)
1 BILONG BILONG Charles Félix Professeur Chef de Département
2 DIMO Théophile Professeur En Poste
3 FOMENA Abraham Professeur Enposte
4 KAMTCHOUING Pierre Professeur En Poste
5 MIMPFOUNDI REMY Professeur En Poste
6 NJIOKOU Flobert Professeur En Poste
7 NOLA Moise Professeur En Poste
8 TCHUEM TCHUENTE Louis Professeur Coord. Progr. MINSANTE
9 DJIETO Lordon Champlain Maitre de Conférences | En poste
10 | DZEUFIET DJOMENI Paul Désiré Maitre de Conférences | En poste
11 | ESSOMBA née NTSAMA MBALLA Maitre de Conférences | Chef dépt FMSB
12 | FOTO MENBOHAN Samuel Maitre de Conférences | CT2 MIN. ENERGIE
13 | KAMGANG René Maitre de Conférences | C.E. MINRESI
14 | NJAMEN Dieudonné Maitre de Conférences | En poste
15 | TAN Paul Maitre de Conférences | En Poste
16 | ZEBAZE TOGOUET Serge Hubert Maitre de Conférences | En poste
17 | AJEAGAH Gidéon AGHAINDOUM Chargé de Cours En poste
18 | ALENE Désirée Chantal Chargé de Cours Chargé d’étude MinSup
19 | BELLET EDIMO Oscar Roger Chargé de Cours En poste
20 | BILANDA Danielle Claude Chargé de Cours En poste
21 | DJIOGUE Sefirin Chargé de Cours En poste
22 | GOUNOUE KAMKUMO Raceline Epse Chargé de Cours En poste
FOTSING
23 | JATSA MEGAPTCHE Hermine Chargé de Cours En poste
24 | KEKEUNOU Sévilor Chargé de Cours En poste
25 | LEKEUFACK FOLEFACK Guy Benoit Chargé de Cours En poste
26 | MAHOB Raymond Joseph Chargé de Cours En poste
27 | MEGNEKOU Rosette Chargé de Cours En poste
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28 | MONY NTONE Ruth Chargé de Cours En poste
29 | NGUEGUIM TSOFACK Florence Charge de Cours En poste
30 | NGUEMBOCK Chargé de Cours En poste
31 | TOMBI Jeannette ADU Zéphyrin Chargé de Cours En poste
32 | ATSAMO ALBERT Donatien Assistant En poste
33 | ETEME ENAMA Serge Assistant En poste
34 | KANDELA KAVAYE Antoine Assistant En poste
35 | KOGA MANG DOBARA Assistant En poste
36 | MBENOUN MASSE Paul Serge Assistant En poste
37 | MOUGANG Luciane Marlyse Assistant En poste
38 | MUH Bernice FIEN Assistant En poste
39 | MVEYO NDANKEU Yves Patrick Assistant En poste
40 | NGOUATEU KENFACK Omer BEBE Assistant En poste
41 | NJUA Clarisse YAFI Assistant En poste
42 | OBI OBEN Esther Assistant En poste
43 | TADU Zéphirin Assistant En poste
44 | 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 lves 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 Chargé de Cours En poste
11 | MALLA Armand William Chargé de Cours En poste
12 | MBARGA BINDZI Marie Alain Chargé de Cours IA N°1 MINESUP
13 | MBOLO Marie Chargé 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 Chargé de Cours Expert national./ UNESCO
18 | TONFACK Libert Brice Chargé de Cours En stage
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 Mihel 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 Génér. MINPMEA

6 | AVOM Jérome Maitre de Conférences | Directeur au 1Al 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 | NDIKONTAR Maurice KOR Maitre de Conférences | Vice-Doyen/UBda

15 | NENWA Justin Maitre de Conférences | En poste

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 DJANGANG Chargée de Cours En poste

27 | NJOYA Dayirou Chargée de Cours En poste

28 | NYAMEN Linda Dyorisse Chargé de Cours En poste

29 | PABOUDAM GBAMBIE Awawou Charge de Cours En poste

30 | SIGNING Pierre Chargé de Cours En poste

31 | TCHAKOUTE KOUAMO Hervé Chargé de Cours En stage

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 SAMI Assistant En poste

37 | NDOSIRI Bridget NDOYE Assistant En poste

5- DEPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (C.0.) (34)

1 DONGO Etienne Professeur Vice-Doyen / DSSE
2 GHOGOMU TIH Raphéel Professeur En poste
3 MBAFOR Joseph Professeur En poste
4 NGADJUI TCHALEU Bonaventure Professeur Chef de Département FMSB
5 NGOUELA Silvére Augustin Professeur CD UDs
6 NKENGFACK Augustin Ephrem Professeur Chef de Département
7 NYASSE Barthélemy Professeur Vice-Recteur UBDA
8 PEGNYEMB Dieudonné Emmanuel Professeur Directeur MINESUP
9 WANDJI Jean Professeur En poste
10 | Alex de Théodore ATCHADE Maitre de Conférences | Chef Service Rect. UYI
11 | FOLEFOC Gabriel NGOSONG Maitre de Conférences | VD/UB
12 | KAPNANG Henriette Maitre de Conférences | En poste
13 | KEUMEDJIO 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
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17 | TCHOUANKEU Jean-Claude Maitre de Conférences | DAAC UYI
18 | YANKEP Emmanuel Maitre de Conférences | En poste
19 | TIH née NGO BILONG E. Anastasie Maitre de Conférences | En poste
20 | AMBASSA Pantaleon Charge de Cours En poste
21 | EYONG Kenneth OBEN Chargé de Cours En poste
22 | FOTSO WABO Ghislain Charge de Cours En poste
23 | KEUMOGNE Marguerite Charge de Cours En poste
24 | MKOUNGA Pierre Chargé 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 Charge 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)
1 TCHUENTE Maurice Professeur PCA UB
2 ATSA ETOUNDI Roger Maitre de Conférences | Chef de Département

Chef division MINFOPRA

3 FOTSO Pauline Laure Maitre de Conférences | Vice-Recteur UDs
4 FOUDA NDJODO Marcel Maitre de Conférences | IA1 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 Chargé de Cours En poste
9 MOTO PONG Serge Alain Chargé de Cours En poste
10 | TINDO Gilbert Chargé de Cours En poste
11 | TSOPZE Norbert Chargé 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 | DJOUWE MEFFEJA Merline Flore 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 S. Fritz Oswald Assistant En poste
26 | MEYEMDOU Nadege Sylvianne Assistant En poste
27 | MONTHE DJIADEU Valery Martial Assistant En poste
28 | TAPAMO KENFACK Hyppolite Assistant En poste
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7- DEPARTEMENT DE MATHEMATIQUE (MA) (37)

1 BEKOLLE David Professeur Vice-Recteur U N
2 BITJONG NDOMBOL Professeur DIPD UYII
3 DOSSA COSSY Marcel Professeur En poste
4 NGUETSENG Gabriel Professeur Chef de stage IUT-Bois UY1
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 NOUNDJEU 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 Chargé 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 Chargé de Cours En poste
19 | MBANG Joseph Chargé de Cours En poste
20 | MBEHOU Mohamed Chargé de Cours En poste
21 | MBELE BEDIMA Martin Chargé de Cours En poste
22 | MBIANDA Gilbert Chargé 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
27 | TAKAM SOH Patrice Chargé de Cours En poste
28 | TCHANGANG Roger Duclos Chargé de Cours En poste
29 | TCHOUNDJA 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 Herman 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 (MB) (13)
1 | ETOA Francois-Xavier Professeur Chef de Département, CT/PM
2 | ESSIA NGANG Jean Justin Maitre de Conférences | En poste
3 | NWAGA Dieudonné M. Maitre de Conférences | En poste
4 | BODA Maurice Chargé de Cours En poste
5 | BOYOMO ONANA Chargé de Cours En poste
6 | ENO Anna Arey Chargé de Cours En poste
7 | ESSONO OBOUGOU Germain Gabriel Chargé de Cours En poste
8 | NYEGUE Maximilienne Charge de Cours En poste
9 | RIWOM Sara Honorine Charge de Cours En poste
10 | SADO KAMDEM Sylvain Leroy Charge de Cours En poste
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11 | BOUGNOM Blaise Pascal 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 Crépin Professeur Chef de Département
3 NJOMO Donatien Professeur En poste
4 TABOD Charles TABOD Professeur Doyen/UBda
5 WOAFO Paul Professeur En poste
6 NDJAKA Jean Marie Bienvenu Professeur En poste
7 BEN-BOLIE Germain Hubert Maitre de Conférences | En poste
8 EKOBENA FOUDA Henri Paul Maitre de Conférences | Chef Dépt. UN’Dere
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 Chargé de Cours Dir. Gén. B. MEKIM
16 | BODO Bernard Chargé de Cours En poste
17 | DJUIDJE KENMOE Germaine épse ALOYEM Chargé de Cours En poste

KAZE
18 | EDONGUE HERVAIS Chargé de Cours En poste
19 | EYEBE FOUDA Jean-Sire Chargé de Cours En poste
20 | FEWO Serge lbraid Chargé de Cours En poste
21 | FOUEDJIO 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 En poste
25 | NANA NBENDJO 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 Chargé de Cours En poste
31 | TABI Conrad Bertrand Chargé de Cours En poste
32 | TCHOFFO Fidéle 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 Epse BELINGA | Assistant En poste
39 | MBINACK Clément Assistant En poste
40 | MBOUSSI NKOMIDIO AISSATOU Assistant En poste

10- DEPARTEMENT DE SCIENCES DE LA TERRE (S.T.) (44)

1 BILONG PAUL Professeur Doyen /Chef de Département
2 NZENTI Jean-Paul Professeur En poste




3 BITOM Dieudonné Lucien Professeur Doyen / UN

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 | DIR IUT-Bois

7 MYONDO ONDOA Joseph Maitre de Conférences | En poste

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

9 NDJIGUI Paul-Désiré Maitre de Conférences | CSMM

10 NGOS Il Simon Maitre de Conférences | D.A.A.C. /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 Chargé de Cours CS/MINMIDT

19 ESSONO Jean Chargé de Cours C.E.AMINMIDT

20 GANNO Sylvestre Chargé de Cours En poste

21 GHOGOMU Richard TANWI Chargé de Cours En poste

22 LAMILEN BILLA Daniel Chargé de Cours En poste

23 LIENOU Gaston Chargé de Cours En poste

24 MBIDA YEM . Chargé de Cours CS/LABOGENIE

25 MINYEM Dieudonné-Lucien Chargé de Cours En poste

26 MOUAFO Lucas Chargé 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 Chargé de Cours S/DIRECTEUR/MINMIDT

33 ONANA Vincent Chargé de Cours En poste

34 TCHAKOUNTE Jacqueline ép. NOUMBEM Chargé de Cours CEA MINRESI

35 TCHOUANKOUE Jean-Pierre Chargé de Cours En poste

36 70’0 ZAME Philémon Chargé de Cours S. G. MINTP

37 ANABA ONANA Achille Basile Assistant En poste

38 BINELI BETSI Thierry Basile Assistant En poste

39 FUH Calistus Gentry Assistant Sec d’état/ 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 En poste

44 TEMGA Jean Pierre Assistant En poste




Répartition chiffrée des enseignants permanents par Département (10 Septembre 2014)

Département Nombre d’enseignants
Pr MC CC 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)
C.L 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) 7(3) 3(0) 13(3)
PH 6 (0) 8 (0) 21 (3) 5(2) 40 (5)
ST 3(0) 11 (1) 22 (4) 7 (0) 44 (5)
TOTAL 43 (0) 76 (8) 144 (40) 82 (27) 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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ABREVIATIONS

A.: Aframomum
ADN: Acide désoxyribonucléique

ADP: Adenosine diphosphate

AMP: Adénosine monophosphate

ATP: Adénosine triphosphate

B. s: Bacillus stearothermophillus

CCM: Chromatographie sur Couche Mince
CDCl3: Chloroforme deutére

CG: Chromatographie en phase Gaseuse

CMB: Concentration minimale bactéricide

CMI: Concentration minimale inhibitrice

COSY: Correlation spectroscopy

DDT: Dichlorodiphényltrichloroéthane

DEPT: Distortionless Enhancement by Polarization Transfer
DL in: Dose Létale minimale

E. C.: Enzymes Commission

EDs: Effective dose 50

ECsy: Effective Concentration 50

EDTA: Acide éthyléne diamine tétraacétique

IE: Impact électronique

GAP: Glycéraldéhyde-3-phosphate

GAPDH: Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase
HMBC: Heteronuclear multiple bond coherence
HPLC: high performance liquid chromatography
HSQC: Heteronuclear single quantum coherence
ICs0o: Inhibition Concentration 50

Kwm: Constante moyenne

1,3-diPG: acide 1,3-bisphospho-D-glycérique
LDH: Lactate déshydrogénase

L. infantum: Leismania infantum

L. m: Leishmania mexicana

m/z: Rapport masse/charge atomique




MTH: Module de haute technologie

NAD: Nicotinamide adénosine dinucléotide

NADPH: Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate
OMS: Organisation Mondiale de la Santé

PEP: Phosphoénolpyruvate

PFK: Phosphofructokinase

Pi: Phosphate inorganique

PGI: Phosphoglucose isomérase

PGK: Phosphoglycérate kinase

ppm: Partie par millions

PyK: Pyruvate kinase

RMN *3C: Résonance magnétique nucléaire du carbone 13
RMN 'H: Résonance magnétique nucléaire du proton
ROESY: Rotating frame nuclear overhauser and exchange spectroscopy
SM: Spectrométrie de Masse

T. brucei: Trypanosoma brucei

T. cruzi: Trypanosoma cruzi

THA: Trypanosomiase Humaine Africaine

WHO: World Health Organization
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RESUME

Le travail que nous présentons dans cette thése porte sur I’étude phytochimique de
quelques plantes des genres Entada (E.)(Mimosaceae) et Aframomum (A.)(Zingibéraceae)
comme sources potentielles de nouvelles molécules présentant des activités antiparasitaires et
antibactériennes. Certaines espéces de ces genres sont utilisées en médecine traditionnelle
pour le traitement de diverses affections telles que la fiévre, les douleurs rhumatismales et
abdominales, les inflammations, la bronchite, la blennorragie, la maladie du sommeil.

L’étude phytochimique des écorces de E. abyssinica nous a permis d’isoler un
diterpéne nouveau de la série kolavane (I’acide 15-méthylester kolavique), un stérol (le pB-
sitostérol) et un mélange de dix acides gras saturés (Cj-Cyg). Les structures ont été
déterminées grace a I’interprétation de leurs spectres RMN (1D et 2D).

L’étude phytochimique des écorces de E. africana nous a permis d’isoler quatre
composés: le 15-méthylester de 1’acide kolavique, le lupéol, le p—sitostérol, et I’octacosanoate
de 2,3-dihydroxypropyle; puis de caractériser deux mélanges dont 1’un est constitué de
I’octacosanol, d’acides gras tétracosanoique et hexacosanoique, et I’autre de trois esters de
I’acide férulique (Czs, Cog €t Cap).

L’étude phytochimique de Aframomum daniellii nous a permis d’isoler le composé
majoritaire aframodial, qui a été réduit en aframodiol. De plus, I’analyse par Chromatographie
en Phase Liquide Haute Pression couplée a la Spectroscopie de Masse (HPLC-MS) des
extraits de 7 especes d’Aframomum (A. melegueta, A. daniellii, A. citratum, A. sulcatum, A.
pruinosum, A. letestuianum et A. kayserianum ou A. latifolium) a montré la présence des
composés tels que 6-gingérol, 6-shogaol et 6-paradol uniquement dans les graines de A.
melegueta, tandis qu’on retrouve uniquement le 6-gingérol dans la pulpe des fruits de A.
melegueta et de A. daniellii. Nous avons également constaté que le 6-gingérol est plus
abondant dans I’extrait hexanique des pulpes des fruits de A. daniellii & une concentration de
3.32ng/g d’extrait.

Les tests d’inhibition sur la croissance de certaines cellules montrent que 1’acide 15-
méthylester kolavique présente une 1Csode 1.7 uM sur les cellules de Trypanosoma brucei et
une ICso > 32 UM sur celles de Leishmania infantum. Aframodial et Aframodiol ne sont pas
cytotoxiques.

Les tests d’inhibition enzymatique réalisés avec I’acide 15-méthylester kolavique
nous revélent qu’il est un inhibiteur sélectif des enzymes pyruvate kinase (PyKs) de

Leishmania mexicana et Bacillus stearothermophillus. Les résultats les plus importants sont




ceux obtenus sur la glycéraldehyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) et ’aldolase. En
effet, il est respectivement 3 et 66 fois plus actif sur la GAPDH des pararasites Trypanosoma
cruzi et Trypanosoma brucei (T. brucei) que sur celle de I’héte; il inhibe 13 fois plus
I’aldolase de T. brucei que celle de 1’hote. Aframodial quant-a lui est 2 fois plus actif sur la
phosphoglucose isomérase (PGI) de T. brucei que sur son homologue chez I’héte et 11 fois
plus actif sur I’aldolase de T. brucei que sur son homologue isolée du muscle de lapin. De
méme aframodiol active la phosphoglycérate kinase (PGK) de T brucei, la
phosphofructokinase (PFK) du muscle de lapin et I’hexokinase de la levure ; il est 2 fois plus
actif sur la GAPDH du muscle du lapin que sur celle de T. brucei.

La cinétique enzymatique montre que aframodial est un inhibiteur mixte de la PyK du
muscle de lapin (Ki =30+ 2 uM; K’i = 65 = 2 uM), et un inhibiteur incompétitif de 1’aldolase
de T. brucei (K’i =22.5 £ 2 uM).

Les tests antibactériens effectués sur les composés isolés montrent que 1’octacosanoate
de 2,3-dihydroxylpropyle est actif sur deux souches de Escherichia coli. Aframodial est
bactéricide sur la souche NAE16 de Providencia. stuartii. Aframodiol quant-a-lui inhibe la
croissance des souches NAE16 de Providencia. stuartii et KP55 de Klebsiella pneumoniae.

Les extraits a I’hexane, au chlorure de méthyléne et au mélange chlorure de
méthyléene méthanol 1:1 de Entada africana sont bactéricides de la souche AG100A de
Escherichia coli.

A la lumiére de ce qui précede, il est possible d’établir une corrélation entre 1’usage de
ces plantes dans la médecine traditionnelle et les activités trypanocides et bactéricides ainsi

mises en évidence.

Mots cles
Entada abysinica, Entada africana, Acide 15-méthylester kolavique, Aframomum daniellii,
enzymes glycolytiques, Trypanocides, bactéricides.
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ABSTRACT

The present work is focused on the phytochemical study of plants of the genus Entada
(E.) (Mimosaceae) and Aframomum (A.)(Zingiberaceae) which can be potential souces of new
molecules with antiparasitic and antibacterial activities. Some species of these genuses are
used in traditional medecine for the treatment of various ailments such as fever, rheumatic and
abdominal pain, inflammation, bronchitis, gonorrhea, sleeping sickness.

The phytochemical study of the bark of E. abyssinica led to the isolation of a new
diterpene of kolavane series (15-methylester kolavic acid), a sterol (B-sitosterol) and a
mixture of ten saturated fatty acids (C20-C29). The structures were determined by the
interpretation of their NMR spectra (1D and 2D).

From the bark of E. africana we isolate four pure compounds: 15-methylester kolavic
acid, lupeol, B-sitosterol and octacosanoate of 2,3-dihydroxypropyl, and two mixtures: the
first containing octacosanol, tetracosanoic and hexacosanoic acids and the second composed
of three isomers of alkyl ferulic acid (Czs, Cas et Cgp).

The seeds of Aframomum daniellii gave us the major component aframodial which has
been transformed into aframodiol by reduction. Analysis by Liquid Chromatography coupled
to the High Pressure Mass Spectrometry (HPLC-MS) of seven species of Aframomum (A.
melegueta, A. daniellii, A. citratum, A. sulcatum, A. pruinosum, A. letestuianum and A.
kayserianum or A. latifolium) showed the presence of compounds 6-gingerol, 6-shogaol and
6-paradol only in the seeds of A. Melegueta while we found only 6-gingerol in the fruit pulp
of A. melegueta and A. daniellii. We also found that 6-gingerol is more abundant in the
hexane extract of the fruit pulp of A. daniellii at a concentration of 3.32ug / g.

Inhibition tests carried out on the cells reveal that 15-methylester kolavic acid shows
an ICso of 1.7uM on the cells of Trypanosoma brucei and an ICso > 32 uM on those of
Leishmania infantum. Aframodial and aframodiol are non cytotoxiques.

The enzyme inhibition test carried out on glycolytic enzymes revealed to us that 15-
methylester kolavic acid inhibits pyruvate kinase (PyKs) enzyme of Leishmania Mexicana
and Bacillus stearothermophillus. The most important results are those obtained from
glyceraldehyde-3-phosphate deshydrogenase (GAPDH) and aldolase. In fact, it is 3 and 66
times more active on GAPDH of the parasites Trypanosoma brucei and Trypanosoma cruzi
than that of the host; it inhibits 13 times more the aldolase of Trypanosoma brucei than the
mammal. Aframodial is 2 times more active on the phosphoglucose isomérase (PGI) of

Trypanosoma brucei than on its homologous in the host; it is 11 times more active on the




aldolase of Trypanosoma brucei than on its homologous isolated from the muscle of a rabbit.
Aframodiol activates the phosphoglycerate kinase (PGK) of Trypanosoma brucei, the
phosphofructokinase (PFK) of rabbit muscle and the hexokinase of yeast; it is 2 times more
active on the GAPDH of the rabbit’s muscle than on Trypanosoma brucei.

The study of the enzymatic kinetic shows that aframodial is a mixt inhibitor of PyK of
the rabbit’s muscle (K; =30 + 2 uM; K’i = 65 £ 2 uM), and an uncompetitive inhibitor of the
aldolase of Trypanosoma brucei (K’i =22.5+2 uM).

The antibacterial tests carried out on isolated compounds show that octacosanoate of
2,3-dihydroxylpropyle is active on two strains of Escherichia coli. Aframodial is bactericidal
on the NAEL16 strain of Providencia stuartii. Aframodiol inhibits the growth of NAE16 P.
stuarti’s and KP55 of K. pneumonia strains.

The extracts of hexane, methylene chloride and methylene chloride/ methanol (1:1) of
Entada africana are bactericidal on the AG100A Escherichia coli’s strain.

Referred to what preceed, it is possible to establish a correlation between the use of
these plants in traditional medicine and the trypanocidal and bactericidal activities showed.

Keywords
Entada abysinica, Entada africana, 15-methylester kolavic Acid, Aframomum daniellii,

glycolytics enzymes, Trypanocides, bactericides.
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INTRODUCTION GENERALE

Les protozoaires sont des protistes (eucaryotes unicellulaires) qui se nourrissent
uniquement de constituants organiques préexistants et qui ingérent leur nourriture par
phagocytose. Ils peuvent causer des graves maladies comme le paludisme, la leishmaniose, la
maladie de chagas, la maladie du sommeil et I’amibiase. Ces pathologies font parties des
maladies tropicales essentiellement liées a la pauvreté, et connues sous 1’étiquette de
« maladies tropicales négligees ». Le traitement de ces différentes affections fait face a des
résistances multi-médicamenteuses ou multi-résistances, qui sont des conditions permettant
aux microorganismes pathogeénes (bactéries, virus, champignons ou parasites) de résister aux
antimicrobiens, antibiotiques, antiviraux et antiparasitaires. Cette situation est une
préoccupation majeure de ’OMS car les bactérioses et les parasitoses sont responsables d’une
morbidité et d’une mortalité importantes a travers le monde. Les bactérioses ayant une
incidence socio-économique incontestable, il serait important de s’y intéresser. Parmi les
parasitoses qui affectent aussi bien ’homme que les animaux, la Trypanosomiase est trés
préoccupante puisqu’il n’existe a ce jour aucun vaccin ni aucune chimiothérapie adaptée pour
la manager.

De méme, la mise au point des tests cliniques applicables sur le terrain pour
déterminer le stade de la maladie reste trés difficile (Croft, 1997 ; WHO, 2003 ; Boelaert,
2010 ; Astelbauer, 2011 ; Aksoy, 2011 ; Nounedem et al., 2013).

La Trypanosomiase Africaine, plus connue sous le nom de maladie du sommeil, est
une maladie parasitaire provoquée par un protozoaire flagellé qui est transmis par la pigdre de
la mouche tsé-tsé ou glossine du genre Glossina. Elle affecte essentiellement les populations
pauvres, marginalisées et rurales, qui vivent de leurs terres et de leur labeur.

Deux sous-espéces d’un trypanosome (Trypanosoma brucei) générent chez I’humain
des pathologies différentes : Trypanosoma brucei ssp. gambiense (T.b.g.) qui sévit en Afrique
de I’Ouest et du Centre, et Trypanosoma brucei ssp. rhodesiense (T.b.r.) qui sévit en Afrique
de I’Est. Signalée pour la premiere fois en 1374, elle est bien contrdlée dans les années 1960.
Malheureusement, un manque de ressources humaines et financiéres ainsi que des années de
guerre dans la plupart des pays affectés, ont anéanti les efforts menés pour controler et
surveiller la maladie (Sinou, 1998).

De nos jours, la maladie est endémique dans certaines régions de I’Afrique
subsaharienne, couvrant environ 36 pays et menacant 60 millions de personnes. Il est estimé

que 50 000 a 70 000 individus sont actuellement infectés par an, peu étant sous surveillance

v



http://fr.wikipedia.org/wiki/Protistes
http://fr.wikipedia.org/wiki/Eucaryotes
http://fr.wikipedia.org/wiki/Unicellulaire
http://fr.wikipedia.org/wiki/Mati%C3%A8re_organique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Phagocytose

médicale. Les pays les plus touchés sont I’Angola, la République Démocratique du Congo et
le Soudan. Au Cameroun, il existe six foyers actifs qui sont : Campo et Bipindi dans la région
du Sud, Mamfé et Fontem dans la région du Sud-Ouest, Doumé dans la région de I’Est et
Mbandjock dans la région du centre ; et quatre foyers quiescents que sont Bafia dans la région
du centre, le Wouri dans la région du Littoral, la plaine de Mbos dans la région de 1’Ouest et
Yokadouma dans la région de I’Est (Gentilini, 1993 ; Farcois Caillat, 2011 ; MINEPAT,
2010).

Les stratégies de lutte menées actuellement concernent d’une part, la lutte préventive
(utilisation des piéges a vecteurs et des insecticides), et d’autre part, la chimiothérapie.
Malheureusement, les médicaments (Pentamidine, Melarsoprol, Suramine, Eflornithine) pour
traiter la THA lorsqu’ils sont disponibles, ne sont pas toujours a la portée des populations des
zones endémiques parce que codtant chers et necessitant parfois des périodes d’hospitalisation
pour étre administré. 1ls ne sont pas toujours efficaces a tous les stades de la maladie; sont
rares, fortement toxiques et font face a de multiples phénoménes de résistances (Van
Nieuwenhove, 1992 ; Kuzoe, 1993 ; Pépin et Milord, 1994 ; Iten et al., 1995 ; Legros et al.,
1999 ; WHO, 2000 ; Stanghellini et Josenando, 2001 ; MINEPAT, 2010 ). De ce fait, la
population des zones endémiques a donc recours a I’utilisation des plantes médicinales pour
se soigner.

En raison des résistances multi-médicamenteuses, 1’attention est maintenant mise sur
des produits biologiquement actifs isolés d’especes végétales couramment utilisées comme
plantes médicinales. Celles-ci peuvent offrir de nouvelles sources d’agents antiparasitaire,
antibactérienne, antivirale ou antifongique.

Notre travail, dans ce contexte, vise d’une part 1’isolement des produits naturels
trypanocides capables d’inhiber les enzymes de la glycolyse chez les Trypanosomatidae,
laguelle est établie comme source énergétique vitale chez ces parasites. D’autre part, elle
porte sur I’isolement des composés antibactériens. La découverte et le développement de
nouveaux médicaments devant satisfaire a un double objectif biologique et economique
deviennent une priorité pour la recherche scientifique. Sur le plan biologique, ces agents actifs
doivent étre plus efficaces et avoir de moindres effets toxiques et/ou secondaires. Sur le plan
économique, ils doivent permettre une plus grande accessibilité des médicaments aux
populations malades, donc un meilleur ratio qualité/prix. C’est dans le souci de satisfaire ce
double objectif et sur la base des connaissances ethnopharmacologiques que nous avons
entrepris 1’étude phytochimique des plantes des genres Entada (Mimosaceae) et Aframomum

(Zingibéraceae), puis I’évaluation de leurs activités biologiques d’une part sur quelques
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enzymes de la glycolyse (glycéraldehyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH),
phosphofructokinase (PFK), aldolase, phosphoglucose isomérase (PGI) et la pyruvate kinase
(PyK) de Trypanosoma brucei; pyruvate kinase (PyK) et Hexokinase de Leishmania
mexicana), et d’autre part sur des bactéries dites résistantes (Escherichia coli, Enterobacter
aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa et Providencia stuartii).

Dans la pharmacopée traditionnelle camerounaise et africaine, E. abyssinica est
essentiellement utilisée pour lutter contre la maladie du sommeil (Freiburghaus et al., 1996)
tandis que les plantes du genre Aframomum sont utilisées comme antifongiques,
antimicrobiens, antibiotiques et trypanocides ( Doherty, 2010 ; Okigbo, 2006 ; Enti, 1998 ;
Erukaine, 2011 ; Tane et al., 2005).

Le présent travail, dans sa premiere partie repose sur une revue de la
littérature, consistant d’abord en une breve présentation de la Trypanosomiase Humaine
Africaine (THA), de la Trypanosomiase Américaine (Maladie de Chagas), de la
Leishmaniose et de quelques bactéries. Nous donnerons ensuite les stratégies de lutte contre
les Trypanosomiases qui ont pour cibles les enzymes de la glycolyse ( glyceraldéhyde-3-
phosphate déshydrogénase (GAPDH), Phosphofructokinase (PFK), Pyruvate kinase (PyKk)
aldolase, Phosphoglycérate Kinase (PGK), Phosphoglucose isomérase (PGI) et Hexokinase);
enfin, nous présenterons les travaux antérieures sur les plantes qui font 1’objet de notre étude.

Cette description théorique débouchera sur la présentation et la discussion de nos
résultats (de I’isolement des produits naturels a leurs activités biologiques) dans la deuxiéme
partie de notre travail. Nous conclurons nos travaux et présenterons les perspectives d’avenir
sur notre sujet.

Le présent document de thése se refermera avec une partie expérimentale, la

bibliographie et les annexes.
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I.1. Généralités sur les Trypanosomatidae

Les Trypanosomatidae sont une famille unique dans 1’ordre Trypanosomatida, des
protozoaires flagellés pathogénes d’animaux et de végétaux appelés Trypanosomes et
Leishmanioses. Chez I’homme, les Trypanosoma provoquent des trypanosomiases. On
distingue les trypanosomiases africaines (maladie du sommeil) et américaine (maladie de
Chagas) dont les agents pathogenes sont Trypanosoma brucei et Trypanosoma cruzi
respectivement. Les Leishmania provoquent des leishmanioses. On distingue les

leishmanioses viscérales, cutanées et cutanéo-muqueuses.

I.1.1. La Trypanosomiase Humaine Africaine (THA)

La Trypanosomiase humaine africaine ou maladie du sommeil reste un probléme de
santé publique en Afrique subsaharienne. Le nombre réel de cas, tres souvent sous-estimé a
cause de la faible proportion de population a risque sous surveillance, oscillerait entre 300 000
et 500 000 (Jamonneau et al., 2001). 1l existe deux trypanosomes différents, tous deux agents
delaTHA:
- Trypanosoma brucei gamniense (T. b. gambiense) qui se trouve en Afrique de I'Ouest et en
Afrique Centrale,
- Trypanosoma brucei rhodesiense (T. b. rhodesiense) qui se trouve en Afrique de I'Est et en
Afrique Australe.
T. b. gambiense regroupe 95% des cas notifiés de THA et provogue une maladie chronique
pouvant atteindre plusieurs années, tandis que T. b. rhodesiense regroupe moins de 5% des
cas notifiés et provoque une maladie aigué qui dure quelques semaines (OMS, 2004 ; Odiit M,
1997 ; Checchi F, 2008).

1.1.1.1. Vecteur et répartition géographique

Le vecteur appelé glossine ou mouche tsé-tsé (Figure 1) est un diptere hématophage
qui pique surtout le jour. Les mouches tse-tsé vivent en Afrique et leur distribution est liée a
leur habitat : la végétation au bord des cours d’eaux et des lacs, des foréts-galeries et des
vastes étendues de savane arbustive. On distingue : Glossina palpalis, Glossina tachinoides
qui transmettent T. b. gambiense et Glossina morsitans qui transmet T. b. rhodesiense. La
glossine s'infeste chez I'homme ou chez un animal porteur de parasite pathogéne pour
I'homme. L’inoculation se fait par piqlre infestante. La présence des glossines dépend de
quatre facteurs : la chaleur (température entre 25 et 30°C), I’humidité, I’ombrage, la présence

de nourriture. (Gentilini, 1993 ; Wery M, 2000).
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Figure 1 : Glossine ou mouche tsé-tsé (http://upload.wikimedia.org/wikipedia) , consulté le
10 novembre 2014.
On estime que le nombre effectif de cas est actuellement de 30 000 et que la

population exposée au risque de THA est de 70 millions de personnes (aide mémoire 2013).
La THA a été découverte au Cameroun vers les années 1920, durant sa deuxieme
pandémie, grace aux travaux du Dr. Eugéne JAMOT. De nombreux foyers sont alors
découverts progressivement a travers tout le territoire national (figure 2). Ces foyers étaient
regroupés dans 4 grandes régions :
»  les foyers de 1’Ouest : Fontem, Mamfé, la plaine des Mbos ;

»  les foyers du Littoral : Wouri et Campo ;
»  les foyers du Centre et de I’Est : Bafia, bassin du Nyong (Doumé,

Abong-Bang, Lomié) ;
»  les foyers du Nord : Logone et Chari.

C’est dans la vallée du Nyong que le Dr. JAMOT mettra en ceuvre ses principes de
lutte qui marquent encore profondément les services des grandes endémies d’Afrique Centrale
et Occidentale. La maladie re-émerge dans les années 1980 (WHO, 1998).

Actuellement, compte tenu des modifications du milieu liées a la sécheresse, aux
activités humaines et au développement urbain, plusieurs foyers ont disparu. La secheresse du
climat a entrainé la disparition des glossines dans les foyers du Logone et du Chari. Le
développement urbain a favorisé le recul voire I’extinction du foyer du Wouri. Le foyer de
Bafia a disparu du fait de la lutte. Dans le foyer du Nyong, on assiste néanmoins a deux
résurgences : Bipindi et Doumé. Les foyers de I’Ouest (Fontem et Mamf¢) et celui de Campo
persistent toujours. Jusqu’a présent, six foyers de la THA sont encore actifs au
Cameroun(Gentilini, 1993 ; Farcois Caillat, 2011 ; MINEPAT, 2010). Ce sont les foyers de:

»  Bipindi et Campo dans la région du Sud ;




»  Fontem et Mamfé dans la région du Sud-Ouest ;
»  Doumé dans la région de I'Est ;
»  Mbandjock dans la région du Centre.

De 1998 a 2000, 98 nouveaux trypanosomeés ont été depistés dans I'ensemble de ces
foyers. En 2001, sur une population de 4713 personnes examinées par les techniciens de
I’OCEAC et du PNLTHA (Programme National de Lutte contre la Trypanosomiase Humaine
Africaine), 15 malades ont été dépistés et, en 2002, sur 17401 habitants examinés, 35 malades

ont été dépistés (Louis et al., 2003).
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Figure 2: La THA au Cameroun en 1930

(http://www.sleeping-sickness.ird.fr/Images_gif/carte_cameroun30.gif) ), consulté le 10
novembre 2014.
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Afin de lutter efficacement contre ce fléau, il est nécessaire de connaitre et de
comprendre le cycle de développement du parasite responsable de la maladie.
1.1.1.2. Biologie du Parasite

Les protozoaires du genre Trypanosoma sont des protozoaires flagellés de I'ordre des
Kinetoplastidae caractérises par la présence a l'intérieur de leur mitochondrie unique d'une
structure composeée essentiellement d'/ADN: le kinétoplaste. Ils possédent un cycle biologique
complexe avec changement d'hote (cycles hétéroxenes). Classiquement, leur cycle évolutif se
réfere a des étapes bien précises identifiees par la forme de la cellule, la position du complexe
corps basal-kinétoplaste par rapport au noyau et I'extension de I'appareil flagellaire (Sinou,
1998).
1.1.1.3. Les différentes formes du cycle biologique et Cycle évolutif de Trypanosoma

brucei
Les différents types morphologiques (Figure 3) adoptés par les trypanosomes au

cours de leur cycle biologique sont présentés ci-dessous :

D
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Figure 3: Représentation schématique de différents stades de développement des
trypanosomes (d'aprés Vickerman, 1976)

a: amastigote; b: épimastigote; c: trypomastigote.

a- amastigote (5 a 7 um de long): cellule ronde dépourvue de flagelle externe, représente la forme
multiplicative intracellulaire (fig. 5a). b- épimastigote (20 a 40 pum de long): kinétoplaste antérieur, la
membrane flagellaire est accolée a la membrane plasmique sur une partie de sa longueur faisant apparaitre une
membrane ondulante et laissant libre l'extrémité distale (fig. 5b). ¢ - trypomastigote (25 pm de long):
kinétoplaste postérieur, la membrane flagellaire est accolée a la membrane plasmique sur la plus grande partie de
sa longueur formant ainsi une longue membrane ondulante (fig. 5c).

Les trypanosomes ingérés par l'insecte vecteur au cours d'un repas sanguin se
développent dans I'intestin moyen sous la forme trypomastigote dite procyclique a ce stade.
IIs migrent ensuite vers les glandes salivaires ou, apres une étape épimastigote intermédiaire,
ils se transforment a nouveau en trypomastigotes. A ce stade, le parasite est qualifié de

métacyclique. Les trypanosomes sont alors susceptibles d'étre inoculés a un mammifeére ou ils




se developpent dans le sang. Le parasite envahit finalement le liquide céphalo-rachidien ou sa
présence cause les troubles caractéristiques de la maladie du sommeil. Aprés piqire d’un
homme infecté, les trypanosomes se retrouvent dans le tube digestif de la glossine. Aprés un
cycle d’environ 20 jours, ils vont se localiser dans les glandes salivaires, ce qui va rendre la

prochaine piqure infectante.
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Figure 4: Cycle de développement de T. brucei rhodesiense et T.brucei gambiense
(campus.cerimes.fr/parasitologie/enseignement/.../site/html/cours.pdf), consulté le 10
novembre 2014.

La maladie de Chagas en Amérique (homologue de la THA) et les leishmanioses sont
deux maladies parasitaires assez proches de la THA.

1.1.2. La Trypanosomiase Humaine Americaine: la maladie de Chagas

La Trypanosomiase américaine est décrite pour la premiére fois par Carlos Chagas en
1909. C’est une maladie grave qui affecte actuellement 8 a 10 millions de personnes, avec
quelque 100 millions d’autres (25 % de la population latino-americaine) potentiellement
exposées au risque de contracter la maladie. Elle tue environ 50 000 personnes chaque année
et touche essenticllement 21 pays d’Amérique latine. Les pays non endémiques (dont
I'Europe) comptent de nombreux cas d'importation (en Espagne et en suisse) (Grijalva MJ,
2005; Gascon J, 2010; WHO, 2000, Jackson Y, 2008). Elle est due au parasite Trypanosoma
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cruzi (Chagas C, 1909; Redhead et al., 2006; WHO, 2000 ; Gentilini, 1993 ; Carlier, 2003 ;

aide-mémoire, 2013).

La maladie de Chagas peut étre transmise aux humains de trois maniéres: soit par la
piqlre d'un insecte infecté appelé triatome (Figure 5), soit par la transfusion d’un sang infecté
ou la transplantation d'un organe infecté, soit de la mére a I’enfant pendant la grossesse ou

durant I'accouchement (Gentilini, 1993).

Figure 5: Un Triatome
(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/a/a5/Triatoma_infestans.jpg/350px-
Triatoma_infestans.jpg), consulté le 10 novembre 2014.

1.1.3. La Leishmaniose
La leishmaniose est une réticulo-endothéliose parasitaire transmise a I'nomme par la

pigdre de la femelle hématophage d'un insecte diptéere dénommé Phlébotome (Figure 6). Le

parasite est un protozoaire flagellé du genre Leishmania (WHO, 2007, Faure, 1999a).

Figure 6: Un phlébotome (DEDET, 2001)

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), la leishmaniose est endémique dans
88 pays du monde et répartis sur quatre continents : Afrique, Amérique, Asie et Europe ; 350
millions de personnes au total sont exposées (Institut Pasteur, 1998 ; WHO, 1996 ; WHO,
2003a ; WHO, 2006).

On distingue principalement trois formes de leishmanioses qui sont : la leishmaniose
viscérale ou Kala Azar, transmise par Leishmania donovanii, L. infantum et L. chagasi ; la
leishmaniose cutanée transmise par L. tropica, L. mexicana, L. aethiopica, L. major et L.
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guyanensis et la leishmaniose cutanéo-muqueuse due a L. braziliensis (Faure, 1999a ; WHO,
1996).

1.1.4. Stratégies de lutte contre les trypanosomiases

Les différentes méthodes de lutte deployées visent a interrompre la chaine
épidémiologique de ces maladies. Elles sont transmises a I’homme par la piqfire d’un insecte.
Le parasite ainsi inoculé va se multiplier au sein de 1’organisme de I’hote et détruire certaines
cellules vitales. Le cycle de développement implique a la fois le vecteur et 1’organisme hote.
Pour une lutte efficace, il faut agir sur toutes les composantes de ce cycle, I’hote devant étre
épargné le plus possible.

En I’absence de tout vaccin, deux stratégies sont actuellement développées: la lutte
préventive qui repose sur la lutte antivectorielle (filets, insecticides, utilisation des

moustiquaires...) et le traitement par la chimiothérapie.

1.1.4.1. Lutte antivectorielle (Laveissiére et Penchenier, 2005)

Premiere méthode de lutte et certainement la moins onéreuse, elle est pratiquement la
seule qui puisse étre considérée comme méthode préventive. La lutte contre le vecteur se fait
principalement de deux facons différentes: I’utilisation des piéges (filets) a vecteurs et

I’utilisation des insecticides et moustiquaires.

1.1.4.1.1. Les piéges a vecteurs

La lutte antivectorielle requiert qu’on aille chercher le vecteur dans son habitat. Les
premiers moyens de lutte réalisés consistaient tout simplement a éclairer les zones forestiéres
ou vivent ces parasites. L’élagage sélectif de la végétation forestiére a donc contribué en son
temps a la réduction considérable de la population parasitaire, grace a la modification des
conditions climatiques (surtout la température et ’humidité). La technique la plus utilisée au
début du siécle est la prophylaxie agronomique dont 1’objectif est de remplacer la végétation
bordant les cours d’eau par des cultures.

Au tout début du XX° si¢cle, Maldonado, colon portugais de I’ile de Principe, tenta
avec succes I’¢limination des glossines par un procédé original : faire porter par ses
manceuvres des dossards noirs enduits de colle. Depuis lors, la qualité et la forme des pieges

ont beaucoup évolué avec des résultats variables (Figure 7).

-



Figure 7 : Deux modeles de piege a vecteurs concus pour les glossines : piege de Harris a
gauche et piege biconique a droite (sleeping-sickness.ird.fr), consulté le 9 avril 2014.

Le premier modele, congu par Harris (1930) a eu un succes retentissant au Zululand.
En 1931, Harris a placé 487 piéges qui ont capturé 7 millions de glossines ; en 1937, il a placé
8 928 piéges qui n'ont plus capturé que 57 000. La densité des glossines a été reduite de
99,96%. Cette technique est abandonnée apres la seconde guerre mondiale avec 1’avénement

du DDT.

1.1.4.1.2. Utilisation des insecticides

A partir des années 1950 la lutte chimique est 1’objet de nombreuses recherches, tant
sur les insecticides que sur ’appareillage et les techniques. On passe de la nébulisation aux
pulvérisations terrestres puis aux pulvérisations aériennes. Les pulvérisations classiques, dites
rémanentes, sont ensuite remplacées par des techniques moins offensives pour le milieu
comme les “Ultra Low Volume” (U.L.V.).

Les premiers insecticides utilisés, les organochlorés (comme le DDT), sont remplacés
par les organophosphorés puis finalement par les pyréthrinoides de synthése. En réalité ces
techniques ne sont utilisées, avec un certain succés d’ailleurs, que dans la lutte contre les
trypanosomoses du bétail, au Nigeria et surtout dans toute I’ Afrique orientale. Cette méthode
de lutte finit quand méme par étre trés critiquée par tous les protecteurs de I’environnement du
fait de ses effets néfastes sur la faune non cible.

Il est recommandé aux populations vivant dans des zones endémiques de dormir sous
des moustiquaires a tissu serré ou imprégnées afin de réduire le contact avec insectes.

Une fois atteint par la maladie, il existe quelques médicaments disponibles qui ne sont

malheureusement pas toujours actifs a tous les stades.
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1.1.4.2. La chimiothérapie

Pour traiter les leishmanioses, I’OMS recommande d’utiliser des médicaments dérivés
de I’antimoine (antimoniés). La voie d’administration (intraveineuse, intramusculaire ou
intralésionnelle) et la durée du traitement varient selon la forme de la parasitose. Le traitement
par ces médicaments nécessite une hospitalisation car ils ont des effets toxiques, en particulier
pour le cceur. D’autres médicaments peuvent étre utilisés; certains sont donnés par voie
injectable ou locale (paramomycine), d’autres par voie orale (antifongiques imidazoles,
amphotéricine B).

Il existe actuellement deux médicaments disponibles contre T. cruzi : le nifurtimox et
le benznidazole, dont 1’efficacité est comparable et varie selon 1’age du sujet et le stade de la
maladie. Leur disponibilité est encore problématique ; en outre, ces substances sont trés
toxiques, ont de nombreux effets secondaires et ne peuvent pas étre administrés sans
surveillance médicale. L'agent antifongique nommé amphotéricine B a été proposé comme
traitement de deuxieme intention, mais le codt et la toxicité relativement élevée de cette
molécule limite son utilisation. Dans la phase chronigue, le traitement a pour but de controler
les manifestations cliniques car la maladie elle-méme n'est pas curable (Prata A, 2001; Barrett
M, 2003; Bern C, 2007).

Le traitement de la THA est fonction du stade de la maladie, les medicaments utilisés
au cours de la premiére phase étant moins toxiques et plus faciles a administrer. Plus le
diagnostic est précoce, plus les perspectives de guérison sont bonnes. Le succes du traitement
au cours de la seconde phase dépend de I'utilisation d’un médicament capable de franchir la
barriere hémato-encéphalique pour atteindre le parasite. De tels produits sont toxiques et plus
délicats a administrer. Les premiers médicaments utilisés sont a base d’arsénic. Les cas
d’arséno-résistance ont permis la mise sur pieds de nouveaux dérivés arsénicaux et non
arsénicaux (De Raadt, 1999).

1.1.4.2.1. Les médicaments & base d’arsénic

Le mode d'action de l'arsenic était inconnu, mais son effet sur les reéactions
provoquées par les piglres de mouche tsé-tse chez le cheval avait été remarque par
Livingstone (1858). Son efficacité contre les trypanosomes avait été confirmee par Broden,
Mesnil et Laveran au début du XX° siécle (Janssens et Burke, 1992). La solution arsenicale de
Loeffler, composée d'acide arsénieux en solution neutre, fut un des premiers composés a base

d'arsenic testé dans le traitement de la THA. Les injections (sous cutanées) étaient trés
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douloureuses et assez mal tolérées par les malades. La voie orale fut testée mais limitait la
dose journaliere d'acide arsénieux (Broden et Rodhain, 1908a).

- L’atoxyl

H2N 1

L'atoxyl 1 (acide aminophenolarsinieux ou acide arsinique), composé arsenical
organique pentavalent découvert en 1863 par Béchamp et commercialisé en 1905 par les
industries Bayer, a été le premier trypanocide utilisé a large échelle. Il était également prescrit
dans le traitement du paludisme (en adjuvant a la quinine), de la syphilis (Vassal, 1908) et des
maladies chroniques de la peau. Le traitement atoxylique avait une efficacité maximale chez
les malades en premiere période et exposait les malades, notamment ceux en deuxieme
période, a des accidents oculaires graves (rétinites, cécité dans 3 a 5% des cas) (Janssens,
1992). L'atoxyl fut assez vite utilisé dans un but prophylactique pour éliminer le portage de

trypanosomes dans le systeme lymphatico-sanguin afin de réduire la transmission de la

maladie.
. ON
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La tryparsamide 2, découverte en 1919 et expérimentée a partir de 1921, devint le
premier médicament actif sur les phases nerveuses de THA. Le col(t d'un traitement par
tryparsamide étant élevé, chaque puissance coloniale cherchait a fabriquer des produits
équivalents moins colteux (Bado, 1996). Des cas d'arseno-résistance apparurent dans le
Mayumbe (Congo Belge) au début des années 1930, et, a partir de 1934, la tryparsamide fut
utilisee en association avec d'autres molécules, notamment la suramine et lI'orsanine sodique
(Burke, 1971).

-



- L’orsanine
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L'orsanine sodique 3 (Fourneau 270), fut utilisée & partir de 1925 et pendant une

(8]

quinzaine d'années soit seule chez les patients en «période douteuse», soit en association avec

la tryparsamide chez les malades en seconde période (Dutertre et Labusquiére, 1966).

- Le mélarsoprol (Mel B, Arsobal®)

—_— BAL

4
NH NH, h
NH,
Réd.= réduction ; BAL= dimercaprol
4 3 6

Le mélarsen 4 (arsenical 4289 ou pentavalent incolore) a été introduit en 1939 avec
une indication dans les deux stades de la maladie, et tres vite abandonné en raison des taux
d'échecs importants et d'une toxicité eélevee (Jonchére et al., 1953).

Le mélarsen oxyde 5 (arsenical 2065) est un arsenical trivalent, synthétise en 1941 par
réduction du mélarsen. Il a été administré a de petites séries de malades aux deux stades de la
maladie et sur des cas de THA résistants a la tryparsamide (Jonchére et al., 1953).
L'insuffisance des résultats thérapeutiques et l'importance des effets secondaires ont
également entraine I'abandon rapide de cette molécule (Jonchére et al., 1953).

Le mélarsoprol 6 ou Mel B est découvert en 1945 et mis sur le marché en 1949. Il

associe un dérivé organique trivalent de DI’arsenic, le melarsen oxyde, a un chélateur de

.



métaux lourds, le BAL (British Anti-Lewisite ou dimercaprol). Il est actif dans les phases
tardives de THA a T. b. rhodesiense. Il permet de faire face, au moins partiellement, aux
problémes liés a 1’arséno-résistance mais est trés toxique. Administré par voie intraveineuse,
Il a de nombreux effets indésirables dont Le plus grave est 1’encéphalopathie réactive
(syndrome encéphalopathique) qui est potentiellement mortelle (dans 3 a 10 % des cas)
(Jonchére et al., 1953).

1.1.4.2.2. Les non-arsénicaux
- L’Eflornithine (Ornidyl®)

L’éflornithine 7 (DFMO ou Ornidyl), médicament synthétisé en 1979 et développé au
début des années 1980 dans le cadre de la recherche anticancéreuse s’est avéré trop toxique
pour cette prescription, mais actif sur T. brucei in vivo (Bacchi et al., 1980). L’éflornithine est
efficace aux 2 stades de I’infection a T. b. gambiense, mais décevante pour I’infection a T. b.
rhodesiense. Ce traitement est cotiteux, d’administration difficile et compliquée. Il devrait étre
réservé aux cas réfractaires au mélarsoprol.

Le nifurtimox
o
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Le nifurtimox 8 est homologué pour le traitement de la trypanosomiase américaine

o

O//

mais non pour la trypanosomiase humaine africaine. Bien que n'ayant jamais recu d'indication
officielle pour le traitement de la THA, il a été utilisé a partir des années 1980. Un traitement
associé de nifurtimox et d’éflornithine a récemment été introduit (2009). Son administration
est plus simple que I’éflornithine en monothérapie, mais malheureusement il n’est pas efficace
contre la trypanosomiase a T. b. rhodesiense. Son utilisation en association avec 1’éflornithine

a été acceptée et figure désormais sur la liste OMS des médicaments essentiels, et il est fourni

-



gratuitement a cette fin par ’OMS (Pépin et al., 1992 ; Van Nieuwenhove, 1992 ; Aide-
mémoire, 2013).

- La suramine (Moranyl®)

° “10
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La suramine 9 (Bayer 205, Fourneau 309), issue de la modification chimique d’un
colorant, le trypan violet, fut utilisée a partir du début des années 20 chez des patients en
phase lymphatico-sanguine ou en cas darseno-résistance. Une utilisation en
chimioprophylaxie, testée au Kasai (Burke, 1971), fut limitée par le mode d'administration
(intra veineuse) et les doses nécessaires trop élevées (Jonchére, 1951). La suramine est utilisée
pour le traitement de la premiere phase de la trypanosomiase a T. b. rhodesiense, malgré une
toxicité importante notamment cutanée, neurologique et rénale.

L'apparition des diamidines, bien mieux tolérées que les dérivés arsenicaux et dont
I'efficacité avait été prouvée par Lourie et Yorke en 1937 (King et al., 1937), a permis de
remettre au goQt du jour le concept de prophylaxie de masse (campagnes de pentamidisation).
Cette stratégie, combinée a la prise en charge thérapeutique des patients par la pentamidine,
permettait d'envisager I'éradication de la maladie.

- La pentamidine (Pentacarinat®)
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n
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Les diamidines étaient des dérivés de la synthaline (découverte en 1936 par Jansco).
La premiere fut la stilbamidine (10), suivie de la propamidine (11) et enfin de la pentamidine
(12). Cette derniere est utilisée pour le traitement de la premiére phase de la trypanosomiase
a T. b. gambiense. Quelques incidents ont été observés des le début des traitements par les
diamidines : nausées, hypoglycémies et hypotension (Jonchere, 1951). La pentamidine
présente notamment une toxicié rénale, pancréatique et hématologique. D'une maniére
générale, ce produit est généralement bien toléré par les patients.

Deux autres médicaments couramment utilisés sont le Diminazéne (Berenil®) 13 (en
premiére phase de la maladie) qui est une diamidine et la nitrofurazone (Furacine®) 14, un

nitrofurane en deuxieme phase.
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Devant les limites des produits de synthese dans les différents traitements, nous
sommes amenés a nous tourner vers les produits naturels dont certains montrent

d’intéressantes activités.

1.1.4.3. Quelques substances d’origine naturelle douées d’activités trypanocides

La littérature montre que beaucoup de métabolites secondaires testés comme
trypanocides le sont surtout sur les formes trypomastigotes (et un peu moins sur les formes
amastigotes) des cellules de T. brucei ou T. cruzi. Trés peu de résultats sont connus sur des
substances d’origine naturelle dont les tests ont été directement réalisés sur des cibles
enzymatiques de ces parasites. Plusieurs classes de composés organiques ont pu étre testées

sur des cellules de trypanosomes avec des activités intéressantes.

1.1.4.3.1. Les alcaloides

De nombreuses études in vitro sur diverses classes d’alcaloides ont été faites sur les
trypanosomes. Ces études montrent que les alcaloides possédant des squelettes piperidine,
pyridine, tropane, quinolizidine, indole ou purine sont tres peu actifs sur les formes sanguines
de T. brucei (Merschjohann et al., 2001). Cependant, les alcaloides de type isoquinoline,
quinoline, bisbenzylisoquinoline et crinane sont trés actifs sur les formes sanguines de T.

brucei (Merschjohann et al., 2001 ; Camacho et al., 2002). Parmi les alcaloides les plus actifs

.



(ICso < 5 uM), on peut citer 1’émétine (15), la berbérine (16), la quinidine (17), la
thalisopidine (18), la cinchonine (19), la sanguinarine (20), la berbamine (21),
I’haemanthidine (22) et la quinine (23), dont les ICsq respectives sont de 0.039, 0.5, 0.8, 1.1,
1.2,1.9, 2.6, 3.5 et 4.9 uM sur les formes sanguines de T. brucei (Merschjohann et al., 2001 ;
Herrera et al., 2001a et 2001b ; Camacho et al., 2002).
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Plusieurs alcaloides isolés d’organismes marins (€ponges, ascidies et tuniciers) ont

1Cs0=26 UM

également été évalues pour leurs activites trypanocides ; parmi les plus significatifs, on a la
fascaphysine (24) qui a une ICsy de 0.6 UM sur T. b. rhodesiense in vitro, et deux
diastéréoisomers (24 et 25) qui ont une ICsq inférieure a 1 UM sur le méme parasite (Kirsch et
al., 2000).
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1.1.4.3.2. Les quinones

Les travaux de Salmon-Chemin et al. (2001) montrent que les quinones, en particulier
les 1,4-naphthoquinones comme la plumbagine 27 peuvent induire le stress oxidatif chez T.
cruzi. Ceci peut s’expliquer par leur réduction en radicaux semi-quinones par des enzymes
comme celles impliquées dans la chaine de transport des électrons de la mitochondrie et la
trypanothione réductase, une enzyme clé du métabolisme antioxidant des trypanosomes. La
plumbagine a une ICsy comprise entre 1.5 et 6.5 uM sur T. brucei (Salmon-Chemin et al.,
2001). Des études bioguidées réalisées sur Kigelia pinnata (Bignoniaceae) par Moideen et al.
en 1999 montrent que la 2-(1-hydroxyméthyl) naphtho-2,3-furan-4,9-dione 28 et I’isopinnatal
29 sont tres actives sur les formes sanguines de T. brucei brucei et T. brucei rhodesiense avec
des ICso respectives de 0.12 et 0.045 uM pour le composé 28 et 0.37 et 0.73 uM pour le

composé 29.
0]
0]
\\\\\
1 988
/ OH
OH O
ICs0 =012 UM (Thb) ICs0=037 UM (Tbb)
1.5 <IC5< 6.5 uM 50=0.12
27 50 H 28 ICs0 = 0.045 UM (Thr) 29 I1Cs0=0.73 UM (Tbr)

1.1.4.3.3. Les composeés phenoliques

Les travaux d’Asres et al. (2001) réalisés sur Combretum molle (Combretaceae) ont
permis d’isoler entre autres composés, la punicalagine 30 qui a une 1Cso = 1.75 uM sur T. b.
rhodesiense ; de méme leurs travaux sur les graines de Aframomum letestuianum ont permis
d’isoler la letestuianine C 31 et le (4Z,6E)-5-hydroxy-1,7-bis(4-hydroxyphenyl)hepta-4,6-
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dien-3-one 32, composes actifs sur la forme sanguine de differentes especes de T. brucei avec
des valeurs de ICsp variant de 4 a 9 uM . De nombreux composés phénoliques ont également
été évalués pour leur activité trypanocide. Les travaux de thése de B. Raz (1998) ont été
réalisés sur 132 flavonoides, et leurs activités antitrypanosomales in vitro ont été évaluées.
Parmi les composes phéenoliques les plus actifs qui ont été étudiés, la 7,8-dihydroxyflavone
33, la quercetagetin 34, la justicidin B 35, la cissampeloflavone 36, la chrysospletine 37 et le
chrysosphenol D 38 ont respectivement des 1Csy de 0.16, 0.8, 0.55, 1, 2.9 et 4.7 uM sur la
forme sanguine de T. brucei rhodesiense (Asres, 2001 ; Ramirez et al., 2003 ; Gertsch et al.,
2003).

4 <ICg<9 uM

: R', R2, R3, R4=H 6, 7-dihydro
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1.1.4.3.4. Les terpénes et autres composés

Dans leur programme visant a trouver de nouvelles molécules antiparasitaires, Tchinda
et al., en 2002 ont isolé la vernoguinosterol (39) et la vernoguinoside (40) a partir des écorces
de Vernonia guineensis (Asteraceac). Ces composés ont montré d’intéressantes activités
trypanocidales sur quatre souches de la forme sanguine de T. brucei rhodesiense avec des 1Cs
comprises entre 3-5 pg/ml. De plus, les travaux de Mikus et al., (2000) ont permis de mettre
en évidence ’activité antitrypanosomale (ICso = 0.13 uM) d’un alcool monoterpénique, le
terpinen-4-ol (41).

Les travaux de Schmidt et al., (2002) ont montré 1’activité antitrypanosomale de
I’hélenaline (42) et de la mexicanine | (43) sur les trypomastigotes sanguins de T. brucei
rhodesiense avec des valeurs de ICs, égales a 0.03 et 0.32 uM respectivement . Cette activité
serait due a la présence des fonctions a,B-insaturées (cyclopentenone et a-méthyléne-y-
lactone) qui sont des centres d’alkylations pouvant réagir avec le groupe sulthydryl de
plusieurs enzymes. Freiburghaus et al., (1998) ont déterminé 1’activité trypanocide (IC50=8.6

uM) d’un diastéréoisomer du diterpéne kolavénol (44) isolé des écorces des racines de Entada

abyssinica (Mimosaceae) sur T. b. rhodesiense.
HO,
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1C5= 8.6 HM

IC5=0.03 UM 42: 4S, 9Ar

IC=0.32pM  43: 4R, 9aS
Les dérivés de labdanes, en I’occurrence 1’acide ent-kaur-16a-ol-9-oique (45) isolé de

Mikania obusta, 1’acide ent-kauran-16-en-oique (46), isolé de Wedelia paludosa et 1’acide (-)
trachyloban-19-oique (47), isolé de Vaspillioides (Asreraceae) montrent des activités

significatives contre T. brucei (Richome et al., 1991 ; Batista et al.,1999).

“COOH

Par ailleurs, plusieurs autres classes de composés ont été testées sur diverses souches

de trypanosomes dont les plus significatifs sont I’aculéatine D (48), la manumycine A (49) et
la sinéfungine (50), les ICs étant respectivement 0.5, 1.5 et 0.0004 uM sur T. brucei (Ali et

al., 1999, Kamisky et al., 1996, Heilmann et al., 2000 et 2001).
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Des acides organiques, des lipides, des acétogénines, des polyenes et des ajoenes ont
également été testés pour leurs activités biologiques sur des cellules de trypanosomes.
L’ajoéne (51) constitue un bel exemple de ces composés soufrés d’origine naturelle (Allium
sativum, Liliaceae) qui sont dotés d’activité antitrypanosomale importante. Le composé 51
inhibe la croissance in vivo des trypanosomes a des doses journaliéres de 50 mg/kg pendant
12 jours (Perez et al., 1994).

0
|

/\/5\/\/5\5/\/

DJ= 50 mg/k
51 g/kg

Uchiyana et al.,(2004) ont évalué I’activité trypanocide de la komarospirone(52) sur
I’épismastigote de T. cruzi et ont obtenu comme dose létale minimale la valeur de 23 puM. Les
travaux de Schinor et al., ont montré que le cynaropicrin (53) a une activité trypanocide
(IC50=0.26 uM) sur les trypomastigotes de T. cruzi in vitro. Mendes et al., ont montré que
I’acide  ent-9a-hydroxy-15B-E-cinnamoyloxy-16-kauren-19-oique(54) et le 8-

hydroxyzaluzinine (55) ont des activités trypanocides sur T. cruzi.

HO ge
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Reduction de 61.73% a 100 pg/ml (lyse)

Reduction de 56.6% a 250 pg/ml (lyse) 55

o

1.1.4.4. Quelques substances d’origine naturelle douées d’activités leishmanicides

Pour lutter contre les leishmanioses, les populations des zones endémiques utilisent
principalement leurs plantes médicinales compte tenu du fait que les médicaments disponibles
sont d’un coft élevé pour leur bourse. Dans le souci de justifier le succes et I’utilisation de ces
plantes en médecine traditionnelle, plusieurs scientifiques ont mené des études bioguidées qui
leur ont permis d’isoler plusieurs métabolites secondaires qui seraient responsables des
activités biologiques connues a ces plantes. Parmi ces métabolites, on rencontre surtout les
alcaloides, les quinones, les composés phénoliques et les terpenes, dont quelques uns sont

présentés ci-dessous.

1.1.4.4.1. Les alcaloides
Les alcaloides constituent la classe de composés la plus étudiée parmi ceux qui ont été

testés contre les parasites du genre Leishmania. Comme pour la plupart des composés testés
contre les trypanosomes, les métabolites secondaires isolés sont testés sur des cellules
parasitaires et non sur des cibles enzymatiques de Leishmanies.

Parmi les alcaloides qui ont été testés pour leurs activités antileishmaniales, on peut
citer la camphotécine (56) et certains de ses deérivés (10,11-méthylénedioxy) qui ont de
bonnes activittés avec des ICs qui varient de 32 a 160 nM sur des souches de L. donovani in

vitro (Werbovetz, 2000). La coronarinie (57) et la N-méthylliriodendrinone (58) ont

.



également des activités intéressantes avec des ICsy respectives de 10 et 36.1 pg/ml sur L.

amazonensis et L. donovani respectivement (Delorenzi et al., 2001 ; Del Rayo et al., 2000).

1C5,=10 pg/ml
32<1C5y<160 nM 56 57

1Cso= 36.1 pug/ml

1.1.4.4.2. Les quinones

Parmi les quinones qui ont été le plus étudiées pour leurs activités antileishmaniales, le
lapachol (59) et ses dérivés occupent une place importante (Teixeira et al., 2001 ; Croft et al.,
1985 ; Fournet et al., 1994). Le lapachol a été testé in vitro et in vivo respectivement sur L.
braziliensis et sur des hamsters infectés par L. braziliensis (Teixeira et al., 2001). Ces travaux
montrent que le lapachol a un effet antiamastigote in vitro ; cependant, in vivo, il n’a pas pu
atténuer le développement des Iésions apres une dose orale de 300 mg/kg/jr pendant 42 jours.
Cette différence d’activité in vitro et in vivo peut s’expliquer par la transformation du lapachol
en des métabolites inactifs.

De plus, les travaux de Sairafianpour et al. (2001) réalises sur les racines de Perovskia
abrotanoides, une Lamiaceae traditionnellement utilisée en Iran pour soigner les
Leishmanioses, ont permis d’isoler la cryptotanshinone (60) et la 1B-hydroxycryptanshinone
(61). Ces composés sont doues de propriéetés leishmanicides avec des ICs, variant entre 18-47

MM sur L. major.
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ICs0-11.9+ 6.9 HQ/MI

18<1C5,<47 UM

1.1.4.4.3. Les composeés phenoliques

De nombreuses études ont été menées sur des composés comportant des untités
phénoliques. Ces composés se recencent essentiellement dans les classes telles que les
lignanes et les flavonoides.

En effet, les travaux de Barata et al., (2000) sur Virola surinamensis et V. pavonis
(Myristicaceae) ont permis d’évaluer [’activité antileishmaniale d’une trentaine de
néolignanes in vitro sur les amastigotes et les promastigotes de Leishmania donovani. La
meilleure activité a été celle de la (3,4-diméthoxy)-2-(4-méthylthiophénoxy) propiophénone
(62) qui a réduit in vivo, 42% de la croissance des amastigotes de L. donovani a une dose de
100 mg/kg/jr pendant 5 jours. Oketch-Rabah et al. (1997) ont montré dans leurs travaux que
I’epoxide 2’-epicycloisobrachycoumarinone (63) et ses stéreoisomeéres isolés de Vernonia
brachycalyx (Asteraceae) ont des ICso comprises entre 37.1 et 39.2 pg/ml sur L. major.
Ankisetty et al. (2006) ont trouvé que la grandiuvarone A (64) a une 1Csq de 0.7 pg/ml sur L.

donovani.
s
H5CO.
o
H3CO DJ = 100mg/kg
62 63 37.1<1C5<39.2ug/ml
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64 I1Cs0= 0.7pg/ml

Parmi les composés qui sont testes comme leishmanicides, nombreux sont ceux qui
appartiennent a la classe des flavonoides. Le plus prometteur d’entre eux est la licochalcone A
(65) qui a initialement été isolée de Glycyrrhiza glabra (Fabaceae). Une vingtaine de
chalcones isolées de plantes médicinales ont été testées et se sont révélées antileishmaniales
avec les meilleurs résultats entre 0.39 et 0.41 pg/ml sur L. donovani, et une cytotoxicité qui
varie entre 0.19 et 2.06 pg/ml (Kayser et Kiderlen, 2001 ; Zhai et al., 1995).

1.1.4.4.4. Les terpénoides

Les métabolites secondaires appartenant a la classe des terpénoides se sont révélés étre
de bons leishmanicides. Ainsi les travaux de Kenedey et al. (2001) étudient le pouvoir
leishmanicide de 17 sesquiterpénes sur L. tropica; ceux de Gallwtiz et al. (1999) et de
Picman et al. (1979) montrent que la parthénine (66) est capable de bloquer des sites
spécifiques du parasite responsables de la synthése de la glutathionylspermidine et du
trypanothion a partir des précurseurs cystéine et glutathion de Leishmania et Trypanosoma.
D’autres sesquiterpénes intéressantes sont les neurolines A (67) et B (68) qui inhibent la
croissance des leishmanies avec des ECsy respectives de 0.92 et 0.62 uM (Francois et al.,
1996).

.



66 |Coo= 25ug/ml 67:R=H  ECs=092uM
68 :R=0AC ECs=0.62uM

De nombreux autres terpénoides (diterpénes, triterpenes,...) ont également fait 1’objet
d’études afin de déterminer leur activité antileishmaniale. Parmi ces composes, on a les
exemples de la jatrogrossidione (69) et la muzanzagénine (70) qui ont des ECsg respectives de
0.75 pg/ml et 70 uM (Schmeda-Hirschman et al., 1996 ; Oketch-Rabah et al., 1997a).

ECso= 70uM

69  ECy=0.75uM 70

Afin de mieux comprendre les mécanismes d’action des médicaments disponibles ou
potentiels, ’OMS a validé un certain nombre de cibles permettant de développer de nouveaux

agents trypanocides. Ces cibles sont entre autres:

e I’inhibition de la croissance parasitaire ;
¢ [’inhibition des enzymes du parasite :
o les enzymes glycolytiques ;
o laprotéine farnésyl transférase ;
o latrypanothione réductase ;

o ladihydrofolate réductase.

Les cibles choisies dans notre travail sont : I’inhibition de la croissance de T. brucei et

I’inhibition des enzymes de sa glycolyse.
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1.1.4.5. La glycolyse comme cible pour la conception de nouveaux Trypanocides

Un ensemble de travaux menés sur les trypanosomes révéle que leurs formes
sanguines sont entierement dépendantes de la glycolyse jusqu’au stade de pyruvate comme
seule source d’approvisionnement en énergic nécessaire a leur survie (Bakker et al., 1999 ;
Wilson et al., 1994 ; Perié et al., 1993).

En effet, une fois qu’il a pénétré le flux sanguin d’'un mammifére, le trypanosome
africain T. brucei est totalement dépendant du glucose présent dans le sang de son héte pour
subvenir a ses besoins énergétiques. Comme le parasite ne posséde qu’une mitochondrie
fortement réprimée (absence de cycle de Krebs fonctionnel et de systeme de phosphorylation
oxydative), tout I’ATP synthétisé par ce parasite résulte de la conversion du glucose en
pyruvate (Ladame, 2001). Etant donné qu’il est incapable de stocker les métabolites
énergétiques, un manque significatif de réserves en polysaccharides et en phosphates
hautement énergétiques (phosphagénes) le contraint a utiliser des sources exogénes de
glucose. Chaque parasite consomme ainsi en une heure 1’équivalent de son propre poids sec
en glucose (Fairlamb et al., 1986). Par contre, au cours de son développement dans 1’intestin
de la mouche tsé-tsé, T. brucei n’utilise pas le glucose comme principale source d’énergie
mais la proline, acide aminé abondant chez son nouvel hote, et a ce stade, la mitochondrie
devient alors active (Ladame, 2001).

Le role essentiel de la glycolyse pour la survie du parasite fait des enzymes de ce
métabolisme une cible clairement identifiée pour la recherche de nouveaux trypanocides
(Michels, 1988). Ci-apres, nous présentons un schéma simplifié de la glycolyse présentant nos
principales cibles (Schéma 1).
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Schéma 1 : Cascade glycolytique et enzymes impliquées chez les Trypanosomatidae

1. Hexokinase 2. Phosphoglucose isomérase 3. Phosphofructokinase (PFK) 4. Aldolase 5.

Triosephosphate isomérase 6. Glycérol-3-phosphate déshydrogénase 7. Glycérol kinase 8.

Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) 9. Phosphoglycérate kinaselO.

Phosphoglycérate mutasell. Enolase 12. Pyruvate kinase (PyK) 13. Glycérol-3-phosphate
oxydase (Michels, 1988; Faouzi et al., 2002).

1.1.4.5.1. L’hexokinase

L’hexokinase est la premiere enzyme de la chaine glycolytique qui transforme le

glucose en glucose-6-phosphate en présence d’ATP-Mg. Le glucose-6-phosphate est ensuite

F



transformé en 6-phosphogluconate par I’enzyme auxiliaire glucose-6-phosphate
déshydrogénase mise en grand excés en utilisant le NADP™ qui se réduit en NADPH. Le suivi

de la réaction est effectué¢ a 340 nm ou 1’on suit I’apparition du NADPH.

OH ©

0
H OH  hexokinase H © OH
OH H > H
H OH H
H OH
ATP H OH
Glucose ADP  Glucose-6-Phosphate

1
()= —o o
)

Schéma 2: Equation de conversion du glucose en glucose-6-phosphate catalysée par
I’hexokinase
1.1.4.5.2. la Glucose Phosphate isomérase (PGI)

C’est la deuxiéme enzyme de la cascade glycolytique qui transforme le Fructose-6-
phosphate en Glucose-6-phosphate, lequel est transformé en 6-phosphogluconate par
I’enzyme auxiliaire Glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH) avec 1’aide du cofacteur

NADP qui se transforme en NADPH. On suit I’apparition du NADPH a 340 nm.

\j

H
H OH OH

Glucose-6-phosphate Fructose-6-phosphate

Schéma 3: Equation de conversion du glucose-6-phosphate en Fructose-6-phosphate
catalysée par la PGI
1.1.4.5.3. La phosphofructokinase

C’est la 3°™ enzyme de la chaine glycolitique qui catalyse la conversion du fructose-6-

phosphate en fructose-1,6-diphosphate. Cette réaction nécessite la présence d’ATP




(Adénosine Triphosphate) et de Mg®*. L’ADP (Adénosine diphosphate) formé est utilisé
comme substrat dans une deuxiéme réaction qui utilise la PyK pour déphosphoryler le PEP en
pyruvate. Celui-ci est transformé en acide lactique gréace a la lactate déshydrogéenase. Cette
troisiéme réaction nécessite un cofacteur, le NADH, qui est oxydé en NAD®. On suit sa

disparition en fonction du temps au spectrophotometre a 340 nm.

N 0 _OH
P H
WOH + aTp PEK App + @O o®

F-6-P F-1,6-DiP
COO- COO-
=0 G O(P)
I M g2+’ K+ ”
CH3 P yK CHZ
Pyruvate Phosphoénolpyruvate
NADH , 0
l
LDH @ =
NAD" Q
Acide Lactique

Schéma 4 : Equation catalysée impliquant la PFK

1.1.4.5.4. L’aldolase ou fructose-bis-phosphate aldolase.

C’est la 4°™ enzyme de la glycolyse qui catalyse une condensation aldolique
(I’addition d’un groupement méthyleéne activé sur la double liaison d’un carbonyle) ou la
réaction inverse (ce qui est le cas en 1’occurrence dans la glycolyse). Le fructose 1,6-bis-
phosphate est ainsi scindé en deux molécules de trioses phosphates, la glycéraldéhyde-3-
phosphate et la dihydroxyacétone-phosphate (DHAP) qui sont des isoméres inter-convertibles

sous I’action d’une triose phosphate isomérase.
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Schéma 5 : Equation catalysée par ’aldolase

1.1.4.5.5. la Triose Phosphate Isomérase (TIM)

La Triose Phosphate isomérase est la cinquieme enzyme de la chaine glycolytique qui
transforme le glycéraldéhyde-3-phosphate (GAP) en dihydroxyacétonephosphate (DHAP). Le
DHAP formé est ensuite transformé en glycérol-3-phosphate par la GDH en large exces, en

présence du cofacteur NADH qui est oxydé en NAD". Le suivi de la réaction est effectué a

340 nm ou ’on suit la disparition du NADH.

CHO CH,OH

Triose phosphate isomérase
CHOH > C=0

CH,0—(P) leo—@)

D-glycéraldéhyde-3-phosphate

Dihydroxyacétonephosphate

Schéma 6 : Transformation du glycéraldéhyde-3-phosphate
dihydroxyacétonephosphate par la triose phosphate isomérase

en
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1.1.4.5.6. La GAPDH

La GAPDH (glycéraldehyde-3-phosphate déshydrogénase) est la huitieme enzyme de
la chaine glycolytique. Elle est la premiére enzyme de la voie des trioses catalysant
réversiblement la réaction de phosphorylation oxydante du D-glyceraldehyde-3-phosphate
(GAP) en acide 1,3-disphosphoglycerate (1,3-di-PG) en présence d’un phosphate inorganique
(P;) et de son cofacteur NAD™ (nicotinamide adénine dinucléotide).

NAD+ NADH

O O O
0O O O 4 il
i [ N o = i
H8¥P 0o~y +  mowsp , OV -0~ o Pug
H HO OH GARRh Su
OH
Glycéraldhyde-3-phosphate Pi 1,3-diphosphoglycérate

Schéma 7 : Equation réactionnelle catalysée par la GAPDH

Les GAPDHs sont des enzymes constituées de quatre sous-unités identiques, dont
seule la forme tétramérique est active et les quatre sites sont simultanément actifs. Le schéma

8 nous présente des illustrations de ces sites (Seydoux, 1973 ; Peczon, 1972).

"HsN——Lys191

Schéma 8 : Modéle de site actif de GAPDH illustrant I’hémithioacétal entre la 3-
phosphoglycerate et la cystéine-149 et montrant les liaisons hydrogénes ainsi que les
interactions ioniques avec les acides aminés terminaux et le cofacteur NAD+ (Cane et
Sohng, 1994)

Chague sous unité comporte deux domaines ayant chacun une fonction spécifique. Le

domaine N-terminal, comprenant environ 150 résidus, est impliqué dans la fixation du
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cofacteur NAD". Le domaine C-terminal, comprenant entre 150 et 180 acides aminés,
contient les résidus responsables de la fixation du substrat, de la catalyse et des contacts entre
les sous unités. Le site actif est situé dans le sillon formé entre ces deux domaines (Ladame,
2001 ; Cane, 1994).

Les structures tridimensionnelles d’un grand nombre de GAPDHs sont aujourd’hui
disponibles (Lin, 1993 ; Skarzynski, 1987 ; Mercer, 1976) plus précisément celles de
Trypanosoma brucei (3.2A°) (Velieux, 1993) et Trypanosoma cruzi (2.8A°) (Souza, 1998).
L’ensemble de ces structures a permis de préciser la nature des sites de fixation spécifiques du
GAP, du Pi et du cofacteur dans le site actif. En effet, les sites de fixation du phosphate du
GAP (noté Ps) et du phosphate inorganique (noté Pi) ont été définis sur la base des travaux de
modé¢lisation de I’intermédiaire thiohémiacétal et identifiés a deux poles cationiques (Cane et
Sohng, 1994 ; Moras et al., 1975).

Dans le cas particulier du site Ps, pour toutes les GAPDHs, 1’ion sulfate (ou phosphate
pour la GAPDH de Leishmania mexicana) est lié a la protéine par interaction avec des résidus
Arginine et Thréonine ainsi que par liaison hydrogéne avec 1’hydroxyle en position 2’ du
ribose portant la nicotinamide. Le cofacteur apparait donc comme élément de construction de
ce site de fixation Ps (Ladame, 2001 ; Cane et Sohng, 1994).

Pour le site Pi, les interactions par liaisons hydrogénes du sulfate (ou phosphate)
occupant ce site impliquent des résidus Sérine, Thréonine et Glycine. Une Arginine contribue
¢galement a la stabilisation de 1’anion dans ce site par I’intermédiaire de deux molécules
d’eau (Ladame, 2001).

Alors que ces deux sites furent d’abord considérés comme points d’encrage
spécifiques a chacun des substrats, les travaux de Branlant, depuis 1990, ont permis d’établir
un mécanisme enzymatique plus complexe faisant intervenir un possible basculement du

phosphate du GAP d’un site a 1’autre au cours du cycle catalytique (Ladame, 2001).

Les inhibiteurs de la GAPDH

Les inhibiteurs sont des composés qui peuvent ralentir 1’activité des enzymes en
influencant la formation (ou la destruction) des complexes enzyme-substrat ou enzyme-
produit. 1ls ont depuis été utilisés pour élucider le métabolisme enzymatique par
I’accumulation des intermédiaires réactionnels (Gelpi et al., 1993). Les inhibiteurs des
réactions enzymatiques ont acquis une place importante dans la recherche médicale et
pharmaceutique pour le traitement d’un grand nombre de maladies et parmi elles la

trypanosomiase humaine africaine. On distingue deux types d’inhibiteurs : les inhibiteurs
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irréversibles qui dénaturent complétement ’enzyme en formant un complexe totalement
indissociable par des liaisons covalentes et les inhibiteurs réversibles qui se lient a I’enzyme
par des liaisons non covalentes.

L’inhhibition de la GAPDH du parasite est une cible clairement identifiée grace aux
différences structurales et fonctionnelles de la GAPDH glycosomale du parasite d’une part, et
aux caractéristiques de comportement de celle-ci dans le métabolisme telles qu’une navette
spéciale pour la régénération de son cofacteur NADH et un coefficient de contréle du flux trés
élevé dans la cascade glycolytique d’autre part. Cette inhibition permet d’interrompre le flux
des métabolites de la glycolyse et conduit a la mort du parasite (Bakker et al., 1999 ; Eisenthal
et Cornish-Bowden, 1998 ; Schuster et Holzhitter, 1995). C’est avec cet objectif que
plusieurs équipes développent des analogues soit du cofacteur soit des substrats pour inhiber
sélectivement la GAPDH de T. brucei.
= Inhibition de la GAPDH par des analogues de son cofacteur NAD*

En prenant pour cible les poches hydrophobes spécifiques de la GAPDH glycosomale
de T. brucei, il a été possible de synthétiser des inhibiteurs sélectifs de I’enzyme du parasite
(71, 72, 73) sans affecter I’enzyme humaine (Van Calenberg et al., 1994 et 1995 ; Aronov et
al., 1999).
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Ces inhibiteurs sélectifs possédent un groupement benzamide en position C-2° du
ribose afin de mettre a profit la cavité hydrophobe présente uniquement chez I’enzyme de T.
brucei (Aronov et al., 1999).
* Inhibition de la GAPDH par des sesquiterpénoides époxidés

Dans les années 1990, deux antibiotiques naturels possédant des groupements époxyde

et/ou a-énone tres réactifs, la Pentalenolactone (74) et I’acide koningique (75) ont été étudiés
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comme inhibiteurs de la GAPDH. Ces deux sesquiterpenes hydrophobes inhibent les
GAPDHs de différents organismes (parasite, bactérie, levure...). Il a ét¢ démontré que la
Pentalenolactone, isolée de Streptomyces areae, inhibe de maniére irréversible I’enzyme du
muscle du lapin, par réaction sur la cystéine 149 essentielle du site actif (Cane et Sohng,
1989 ; Lambeir et al., 1991) alors que 1’acide koningique, isolé de Trichoderma koningii, est
un meilleur inhibiteur de la GAPDH des eucaryotes que de celle des bactéries (Kato et al.,
1992).
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Consécutivement a la mise en évidence de cette forte réactivité d’époxydes et d’o-
énone sur la GAPDH, des travaux ont permis de développer une famille d’analogues du
glycéraldehyde-3-phosphate (76) contenant soit un époxyde, soit une a-énone capable de se
lier de facon covalente et irréversible a la GAPDH (Willson et al., 1994 ; Lauth, 1991).
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Par des études de RMN, par des cinétiques enzymatiques et titration des cystéines
libres, il a été¢ démontré que ces époxydes et a-énones phosphorylées se lient au site actif de
I’enzyme par formation d’un lien covalent entre le résidu cystéine du site actif et le carbone
du carbonyle de I’inhibiteur. Des études comparatives d’inhibitions réalisées parallélement sur
les protéines de parasite et de mammifere ont également montré une affinité plus importante
pour I’enzyme glycosomale de T. brucei. De plus, 1’étude de I’effet de ces analogues du GAP
sur la multiplication des trypanosomes in vitro a mis en évidence que certains de ces
composés ont une activité significative pour des concentrations plus faibles que les drogues
trypanocides (pentamidine, difluorométhyl-ornithine) couramment utilisées dans le traitement
de la maladie du sommeil, puisqu’ils présentent des ICsy de I"ordre de 0.3 uM. Cependant,

leur trop faible sélectivité d’inhibition rend les molécules inexploitables pour des projets
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d’utilisation thérapeutique (Ladame, 2001). Cette stratégie sera accessoirement utilisée pour
les cibles secondaires PFK et PyK.
+ Inhibition de la GAPDH par des analogues bisubstrats NAD*-GAP

La conception d’une nouvelle classe d’inhibiteurs bi-substrats comportant la partie
nicotinamide du cofacteur NAD+ et un groupement phosphonylemimant le phosphate du
GAP a montré que ces derniers pouvaient étre des inhibiteurs potentiellement plus efficaces
car ils peuvent interagir aux deux sites d’intercation Pi et Ps du site actif (Ladame, 2001 ;
Ladame et al., 2005).
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= |nhibition de la GAPDH par des inhibiteurs naturels : la Pentalenolactone et I’acide

koningique.

La Pentalenolactone (74) et I’acide koningique (75) sont deux antibiotiques naturels
sesquiterpéniques isolés respectivement de Streptomyces areae et Trichoderma koningii. Ces
deux sesquiterpénes hydrophobes sont des inhibiteurs de la GAPDH de différents organismes
(parasite, bactérie, levure...).

La Pentalenolactone inhibe de maniere irréversible la GAPDH du muscle de lapin et
inhibe de maniére réversible la GAPDH de Trypanosoma brucei (Cane et Sohng 1989,
Lambeir et al., 1991). Dans le cas de I’inhibition du muscle de lapin, il inhibe la cystéine 149
(supposee étre le site réactionnel) par la formation d’une liaison covalente. Dans le cas de T.
brucei, le composé se lierait sur le site du substrat ; cependant, la nature du complexe
inhibiteur-enzyme n’est pas encore bien établie (Willson et al., 1994). L’acide koningique
inhibe mieux la GAPDH des eucaryotes que celle des bactéries mais les raisons de cette
différence restent a etablir (Kato et al., 1992).

L’inhibition de ces antibiotiques serait due a la présence dans leurs structures

respectives des fonctions époxydes et a-énone, considérées comme accepteurs de Michael.
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Ces fonctions permettraient a ces inhibiteurs de se lier aux sites actifs de I’enzyme en formant

des liaisons de covalence qui conduisent & une inhibition irréversible.
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1.1.4.5.7. La phosphoglycérate kinase (PGK)

La Phosphoglycérate kinase est la 9™ enzyme de la chaine glycolytique qui catalyse
la conversion du 1,3 diphosphoglycérate (1,3-diPG) en 3-phosphoglycérate (3-PG) de maniere
réversible. Cette catalyse se fait en présence d’une molécule d’ADP (Adénosine diphosphate)
avec production d’une molécule d’ATP (Adénosine Triphosphate) suivant le schéma 9 ci-

dessous. Cette réaction de phosphorylation requiert un cation, le Mg?".

O\(O-@ ADP\ ATP N

CH-OH CH-OH
CH0~(p) PGK > cH0~(p)
Mg++
Acide 1,3-bis-phosphate-glycerique Acide 3-phosphoglycerique.

Schéma 9 : Transformation de D’acide 1,3-bis-phosphate-glycerique en acide 3-
phosphoglycerique

L’anhydride mixte (ou acyl-phosphate) transfére son groupement phosphate a I’ADP
pour former I’ATP grace a la 3-phosphoglycérate kinase. Il s’agit 1a d’une phosphorylation de
I’ADP en ATP couplée avec une oxydation.

La PGK de T. brucei intervient en créant un schunt qui génere I’ATP dans le cytosol,
ce qui empéche la production importante d’ATP dans le glycosome. Cet ATP inhibe la

premiére étape de consommation d’énergie de la glycolyse (Blattener et al., 1998).




1.1.4.5.8. La pyruvate kinase
C’est la 12° enzyme de la chaine glycolytique. La pyruvate kinase (PyK) catalyse la
conversion du phosphoénolpyruvate (PEP) en pyruvate par addition d’un proton et synthése

d’une molécule d’adénosine triphosphate (Rose et Kuo, 1989).
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Schéma 10 : Equation réactionnelle impliquant la PyK

Les especes du genre Entada et Aframomum sont utilisées en ethnopharmacologie
dans le traitement des maladies parasitaires, infectueuses, virales..., d’ou I’intérét de notre

étude (Cos et al., 2002; Erukainure, 2011) .

I.2. Généralités sur les bactéries
Les bactéries sont des organismes cellulaires simples appelés Procaryotes qui ne

contiennent pas de noyaux et qui sont d’habitude trouvées en trés grand nombre parce qu’elles
peuvent se multiplier rapidement. La bactérie E. Coli est un exemple d’une cellule bactérienne

typique (Figure 8).

The E-Coli Bacterium

C2001 HowSins fwonas
S

-

Figure 8: Bactérie Escherichia coli (escherichiacoli.fr), consulté le 10 Avril 2013.

Bien que les bactéries soient microscopiques, elles ont beaucoup de formes et tailles
differentes. Les formes les plus communes sont les tiges, les coccidies (circulaire) et la

spirale. L’homme vit avec les bactéries de plusieurs manieres : commensale (la bactérie est
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avantagée alors que I’homme n’est ni 1ésé ni aidé), mutualiste (toutes les parties sont
avantagées) ou parasitisque (la bactérie porte atteinte ou vit aux dépens de 1’héte). Le
commensalisme et le mutualisme sont contrdlés par I’immunité ; cependant, un déséquilibre
peut survenir conduisant a ’infection. Les bactéries qui causent des maladies sont appelées
bactéries pathogeénes. Elles peuvent causer la maladie chez les hommes, les animaux ou les
plantes. Pami les bactéries pathogenes, nous pouvons citer: les bactéries pathogénes
obligatoires qui causent toujours les maladies, et les bactéries pathogenes opportunistes
habituellement peu pathogenes. Les bactéries opportunistes peuvent devenir pathogenes lors
du déséquilibre de la flore normale de leur habitat (antibiothérapie), lors de 1’affaiblisssement
des défenses immunitaires de I’hote (immunidépression, age...), ou lors de la migration dans

un autre territoire (infection urinaire, endicardites).

1.2.1. Voies de pénétration des bactéries
Les bactéries ont plusieurs voies de pénétration dans 1’organisme qui sont : digestives,
génitales, respiratoires ou cutanées.

e Les bactéries digestives provoquent les diarrhées. Exemple : Salmonella shigella,
Campylobacter, Yersinia, E. coli, vibrio cholervibrio cholerae.

e Les bactéries génitales provoquent des ulcérations génitales, des urétrites, des
cervicites, etc... Exemple : Treponema pallidum, Haemophilus ducreyi, Neisseria
gonorrhoeae, Chlamidia trachomatis.

e Les bactéries respiratoires provoquent les diphtéries, des angines, des pneumonies, des
méningites, des tuberculoses, etc.... Ces bactéries sont: Corynebacterium,
Diphtheriae, Streptococcus pneumonia, Mycobacterium tubercuelosis.

e Les bactéries cutanées passent généralement par les peaux lésées et causent des
furoncles, le tétanos, les impétigos, etc.... Exemple: Staphylococcus aureus,
Clostridium tetani.

1.2.2. Bactéries multirésistantes (BMR )

Les bactéries sont dites multirésistantes aux antibiotiques lorsque, du fait de
I'accumulation des résistances naturelles et / ou acquises, elles ne sont plus sensibles qu'a un
petit nombre d'antibiotiques habituellement actifs en thérapeutie (les BMR ne sont pas plus

virulentes que les bactéries non-résistantes de la méme espéce).

1.2.2.1. Escherichia coli
Escherichia coli (E. coli) est une bactérie qui compose 80 % de la flore intestinale, elle

y est donc naturellement présente. Elle empéche d'autres souches de bactéries pathogénes (a
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l'origine de maladies) de coloniser la flore intestinale et participe a la production de la
vitamine k, qui aide a la coagulation sanguine. Si la plupart des souches de E.coli sont
inoffensives, certaines sont pathogenes. Dans la plupart des cas, la transmission s'effectue par
ingestion d'aliments souillés (boeuf crd ou insuffisamment cuit, fruits et Iégumes frais lors du
lavage avec de I'eau contaminée, jus de fruits non pasteurisés ou lait cru). Les autres modes de
transmission sont notamment des mains souillées portées a la bouche ou une eau de baignade
contaminée par les égouts (ex : lac, riviére). Les pathologies généralement associées aux
souches E.Coli pathogénes sont des infections urinaires, des diarrhées, des gastro-entérites,

des meningites ou encore des septicémies (santé-médecine, 2014).

1.2.2.2. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) du genre Klebsiella (klebsielles), de la
famille des entérobactéries, est I’espéce la plus fréquente des bactéries a Gram-négatif
impliquée dans les cas de pneumonies nosocomiales (dont le taux de mortalité atteint souvent
environ 50 %). K. pneumoniae est présente dans le tube digestif et dans I'appareil respiratoire
des Hommes et des animaux en tant que bactéries commensales. Klebsiella pneumoniae
détermine des infections respiratoires (pneumonies, abcés pulmonaires, pleurésies),

intestinales et urinaires (Lawlor et al., 2005).

1.2.2.3. Enterobacter aerogenes

Enterobacter aerogenes (E. aerogenes) est associée a des épidémies nosocomiales et
est considérée comme pathogéne opportuniste. La transmission se fait par contact direct ou
indirect des surfaces muqueuses avec l'agent infectieux (ex. la bactérie peut étre transmise par
des mains contaminées dans les unités néonatales ou dans des urinoirs contaminés) ou dans le
cas de la flore endogéne, par le transfert a des régions du corps adjacentes prédisposées et
stériles. Elles peuvent causer de nombreux types d'infections, y compris abces cérébraux,
pneumonie, méningite, septicémie et infection de plaies, infection des voies urinaires et de la

cavité abdominale ou des intestins (Pagotto et al., 2003; Hart, 2006).

1.2.2.4. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), autrement connu sous le nom de bacille
pyocyanique, bacille du pus bleu ou pyo, est une bactérie gram-négatif du genre
Pseudomonas. Dans certaines conditions, elle peut étre pathogene. Trés résistante, elle est
avec d'autres bactéries a gram-négatif de plus en plus responsable d'infections nosocomiales.

C'est I'une des bactéries les plus difficiles a traiter cliniquement. Le taux de mortalité atteint
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50 % chez les patients vulnérables (immunodéprimés). Elle vit dans les sols et en milieu

humide (nuages, robinets, bouchons) (Mans, 2008).

1.2.2.5. Providencia stuartii

Providencia stuartii (P. stuartii) est une bactérie gram-négatif de la famille des
Enterobacteriaceae. C’est une bactérie habitueclement rencontrée dans le sol et dans 1’eau. P.
stuartii peut étre responsable d’infections urinaires et autres infections chez 1’homme
(http://en.wikipedia.org/wiki/Providencia_stuartii, consulté le12 octobre 2013).

L'émergence généralisée de la résistance bactérienne acquise aux antibiotiques est un
grave probleme de santé publique, non seulement sous la forme des épidémies, mais aussi
sous la forme des pandémies. Cette résistance aux antibiotiques a conduit a I’apparition des
superbactéries ou multi-drogues bactéries résistantes. De ce fait, I'attention est maintenant
décalée vers des composants biologiquement actifs isolés d'especes végétales couramment
utilisees comme plantes médicinales, car ils peuvent offrir une nouvelle source de

médicaments a activités antibactérienne, antifongique et antivirale (Djeussi et al., 2013).

1.3. Etudes antérieures sur les Mimosaceae et les Zingibéraceae
1.3.1. Etudes antérieures sur les Mimosaceae

1.3.1.1. Apercu botanique sur les Mimosaceae

Ce groupe de Légumineuses tire son nom d’un de ses genres: le Mimosa. Il ne
contient guére que des arbres, des arbustes et rarement des plantes herbacées. Elles sont
abondamment représentées sous les climats a saison séche (Aubreville, 1950). Leurs fleurs
sont trés petites et regroupées soit en boule sphérique soit en épidense (Berhaut, 1975). Les
pétales sont valvaires, ordinairement soudés entre eux a la base. Elles sont jaunatres,

blanchatres ou rosaceées et le fruit est une gousse pouvant étre déhiscente ou non.

1.3.1.2. Apercu botanique sur le genre Entada

Le genre Entada est représenté par des arbustes a f(t tortueux, noueux et rarement
droit (Aubreville, 1950). Leurs fleurs sont en épis de couleur verdatre ou jaunatre. Elles sont
solitaires ou fasciculées, supraaxillaires et situées a 1’aisselle des feuilles terminales. Les fruits
sont de grandes gousses plates, brunatres, a forte suture et possédant des valves
membranaires. Les feuilles présentent a la base des rachis secondaires une paire de
minuscules appendices apiculés, placés a I’insertion de la premiére paire de folioles. Le rachis

est régulierement coudé au niveau de ses appendices (Aubreville, 1950).

.


http://fr.wikipedia.org/wiki/Immunod%C3%A9prim%C3%A9
http://fr.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9rie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Gram-n%C3%A9gative
http://en.wikipedia.org/wiki/Providencia_stuartii

1.3.1.3. Apercu botanique sur Entada abyssinica et Entada africana, répartition
géographique

Entada abyssinica est un arbuste de 2 a 5 m de hauteur qui peut, suivant les régions,
atteindre 10 a 12 m de haut (Figure 9). Ses feuilles possédent de petites et nombreuses folioles
avec une nervure principale transversale (Abreville, 1950). Les fleurs, solitaires ou groupées
en panicule, ont une longueur d’environ 2 mm, elles sont odorantes et de couleur blanc-créme
devenant jaune. Les fruits sont des gousses de 15 a 39 cm de long et 5 a 7 cm de large, a
sutures ondulées (Troupin, 1982). Cette plante se rencontre en Afrique occidentale, orientale
et centrale (Olajide et Alada, 2001 ; Debella et al., 2000 ; Aubreville, 1950). Au Cameroun,
cette espece se trouve dans les villes de Ngaoundéré, Banyo, Tibati, Betaré-Oya, Bertoua,
Ngorin, Bamenda, Santa, Dschang, Yoko et Bangangté (Herbier National du Cameroun,
Yaoundé).

Entada africana est un petit arbre de 4-5 m de haut a cime étroite et ouverte avec des
écorces crevassées fibreuses de couleur gris-brun (Figure 10). Ses feuilles alternées sont
bipennées (3 a 7 paires de pinnules). Entada africana a des fleurs en racémes blanc creme ou
jaunatre. Les fruits sont des gousses aplaties de plus de 20 cm sur 5 cm de large et articulées,
restant assez longtemps sur ’arbre. Les fruits sont renflés légeérement de chaque coté sur
I’emplacement des graines. Chaque graine ovoide tombe séparément en restant entourée du
mésocarpe membraneux (Kerharo et Adam, 1974 ; Adjanohoun et coll., 1981, Malgras,
1992). ). Au Cameroun, cette espece se trouve dans les régions du Nord, Extréme-Nord,
Adamaoua et Ouest (Herbier National du Cameroun,

.
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Figure 10 : Entada africana (www.tanisiaina.com), consulté le 10 Avril 2013.
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Les espéces du genre Entada sont utilisées en médecine traditionnelle et moderne, et

elles constituent également un bien économique.

1.3.1.4. Quelques utilisations des espéces du genre Entada
- Valeur économique

L’écorce de E. abyssinica sert a la réalisation de liens et de cordages. La cendre du
bois est utilisée dans la fabrication des savons et détergents aux Phillipines. La mousse
obtenue aprés macération de la racine dans I’eau est consommée sous forme de boisson
(Okada et al., 1987 ; Aubreville, 1950).
L’extrait de la graine de E. africana est utilisé comme poison de péche (Bouquet et Debray,
1974). Ses écorces servent a faire de la tannerie (Berhaut, 1975).
Le feuillage de E. sudanica est un bon fourrage pour le bétail. L’extrait des feuilles est
également utilisé comme poison de péche. On utilise les fibres provenant des écorces du tronc
et des racines pour tresser les cordes (Berhaut, 1975).
- Valeur thérapeutique
E. abyssinica est utilisée en médecine traditionnelle africaine pour traiter de nombreuses
maladies, principalement la bronchite, la fievre, la toux et les douleurs rhumatismales et
abdominales. Cette plante est utilisée en instillation pour soigner les inflammations des yeux
(Olajide et Alada, 2001 ; Cos et al., 2002). L’écorce de E. abyssinica consommée crue
provoque des vomissements dans le but de réduire les effets induits par la morsure de serpent
(Aubreville, 1950). Elle est utilisée en Ouganda par des tradi-praticiens pour soigner la
maladie du sommeil (Freiburghaus et al., 1996). Les feuilles de E. africana donnent une
infusion tonique et stomachique, elles empéchent aussi la suppuration des plaies (Diallo et al.,
2001 ; Berhaut, 1975). On peut également utiliser son écorce comme abortif. La décoction de
ses racines est donnée en boisson comme stimulant et reconstituant. La plante est employée
comme contre-poison dans diverses intoxications grace a ses proprietés émetiques (Berhaut,
1975). Les extraits des écorses de E. africana ont montré leurs activités anti-virale contre les
virus des hépatite B et C (Galani et al., 2014). E. phaseoloides est utilisé en Indonésie pour
ses propriétés émétiques et contre les maux d’estomac. Au Burma et en Chine, elle est
respectivement utilisée comme fébrifuge et pour traiter les hémorroides (Dai et al., 1991).
L’infusion des feuilles ou de 1’écorce de E. sudanica est administrée aux patients comme
tonique et stomachique. Les feuilles permettent de réaliser un bon pansement des blessures
afin d’éviter leur suppuration. La séve de ses écorces est appliquée sur les plaies comme

hémostatique, antiseptique et cicatrisant. En traitement interne, le macéré des écorces est

.



administré pour le traitement de la bronchite et de la toux et, en traitement externe, ce macéré
est appliqué comme antiseptique sur les plaies. Pour traiter 1’angine, on frotte le fond de la
gorge a I’aide d’un batonnet sur lequel on a enroulé des laniéres d’écorce puis, on boit une
décoction d’écorce et on s’en gargarise. Le macéré des écorces du tronc est une boisson
antiblennorragique et son extrait avec du natron naturel serait abortif (Berhaut, 1975).
Quelques travaux effectués sur E. abyssinica montrent ses propriétés antifongique, antivirale,
antibactérienne (Cos et al., 2002 ; Fabry et al., 1998) et anti-inflammatoire (Olajide et Alada,
2001).

Tres peu d’études visant a évaluer une quelconque activité biologique ont été faites sur
des composes isolés des especes du genre Entada. Les travaux de Dai et al. (1991) présentent
les résultats de I’étude de la cytotoxité de I’acide 2-hydroxy-5-butoxyphenylacétique (79) et
du méthylester de I’acide 2,5-dihydroxyphénylacétique (80) sur les cellules P-388 (DEsy=1,0
et 1,7 pug/ml respectivement). Les travaux de Freiburghaus et al . (1991) montrent que le
Kolavenol (44) a une activité trypanocide intéressante : 1Cso = 2,5 pg/ml sur Trypanosoma
brucei rhodesiense. Les travaux de lkegami et al. (1989) montrent que les entadamides A et B
(81 et 82) ont une activité inhibitrice de la 5-lipogénase des cellules RBL-1 & 10 g/ml.
L’acide (5S, 6R, 8aR)-5-(carboxyméthyl)-3, 4, 4a, 5, 6, 7, 8, 8a-octahydro-5, 6, 8a-
triméthylnaphtalenecarboxylique (83), le 3, 4, 5-trihydroxybenzoate de méthyle (84), le
benzéne-1, 2, 3-triol (85) et le triacontanoate de 2, 3-dihydroxypropyle (86) présentent une
activité antibactérienne ; les composés 84, 85 et 86 présentent eégalement une activité
antioxydante (Teke et al., 2011). Les composés 83 et 84 présentent une activité
antidiarrhéique (Teke et al., 2012).
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.



COOCH;

WCHZCOOH

‘.\\\\\\\

HO OH HO oH
COOH OH OH
83 84 85
CHz-OH
|4%'-CN4
CH;—0—C—CH;—(CHy)z7~CHjs
g

86

1.3.1.5. Travaux chimiques antérieurs effectués sur le genre Entada
Le genre Entada n’a pas suffisamment été étudié sur le plan chimique. Seuls quelques
composés ont déja été isolés des espéces de ce genre. La littérature en notre possession nous
donne :
»  Des saponines : entada-saponine Il isolée de E. phaseoloides par Okada et al.
(1987), cing composés isolés de E. pursaetha par Tapondjou et al., (2005), neuf autres
composés isolés de E. africana par cioffi et al., (2006), rheediinosides A et B isolés de E.
rheedii par Nzowa et al., (2010), et des ginsenosides isolés de E. leptostachya par Kareru et

al., (2008). Toutes ces structures ont pour squelette de base les structures 87 ou 88 ci apres :

S

COOsucre

“__0Sucre

87 88

»  Quatre amides soufrées : entadamide A (81), entadamide B (82), entadamide C
(89) et entadamide A-B-D-glucopyranoside (90), tous isolés de E. phaseoloides (Ikegami et
al., 1989 et 1987 ; Dai et al., 1991).
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» Quatre dérivés de

butoxyphénylacétique (79), la 2,5-dihydroxyphénylacétate de méthyle (80) et 1’acide 2-p-D-

phénylacétique: 2-hydroxy-5-
glucopyranosyl-5-butoxyphénylacétique (91) isolés de E. phaseoloides par Dai et al. (1991),
et le phaseoloidin (92) isolé de E. phaseoloides par Yugiong D. et al., (2010). Plusieurs
polysaccharides isolés de E. africana par Diallo et al. (2001) et Anderson et al. (1987).
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»  Trois diterpénes : le kolavenol (44), I’acide trans-communique (93) et I’acide
15-méthylester kolavique (94) isolés de E. abyssinica (Freiburghaus et al., 1998 ; Debella et
al., 2000 ; Nyasse et al., 2004).
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» Deux polyphénols : le 3, 4, 5-trihydroxybenzoate de méthyle (84), le benzéne-
1, 2, 3-triol (85) isolés de Entada abyssinica (Teke et al., 2011).

COOCH3
HO OH HO OH
OH OH
84 85

» Un dérivé du naphtaléne, L’acide (5S, 6R, 8aR)-5-(carboxyméthyl)-3, 4, 4a, 5,
6, 7, 8, 8a-octahydro-5, 6, 8a-triméthylnaphtalénecarboxylique (83) obtenu de Entada
abyssinica (Teke et al., 2011).

WCHZCOOH
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» Un ester d’acide gras, le triacontanoate de 2, 3-dihydroxypropyle (86) isolé de
Entada abyssinica (Teke et al., 2011).
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L’ensemble de ces travaux présente des structures ayant des activités biologiques

inétressantes (Trypanocides, bactéricides...), d’ou notre intérét pour ce genre.

1.3.2. Etudes antérieures sur les Zingibéraceae
1.3.2.1. Apercu botanique sur les Zingiberaceae

Les zingiberaceae sont constitués d’une cinquantaine de genres avec plus de 1000
espéces. Ce sont des plantes tropicales, principalement importantes en Asie tropicale et dans
I’ Archipel malais ; il n’y a que 6 genres en Afrique dont 1’un, Aframomum, est propre au
continent Africain. Au Cameroun, 5 genres sont indigénes: Aframomum, Aulotandra, Costus,
Kaempferia et Renalmia; 3 autres ont été introduits: Phaeomeria, comme plante
ornementale, Zingiber et Curcuma comme plantes a condiments. Les zingiberaceae sont des
herbes rhizomateuses terrestres, rarement épiphytes, dressées et souvent de grandes tailles,
rarement rampantes ou acaules. Les tiges sont feuillées simples, souvent distinctes des tiges
floriferes. Ce sont des plantes souvent aromatiques. Les feuilles sont engainantes a la base, a
gaine fendue ou ouverte. Les fleurs sont zygomorphes, parfois de grande taille, souvent
vivement colorées, hermaphrodites. Les fruits sont capsulaires, a déhiscence loculicide plus
ou moins nette, parfois charnus et a pulpe acidulée. Les graines sont de forme variables,

arillées, arille entier ou découpé, souvent coloré (Koechlin, 1965).

1.3.2.2. Apercu botanique sur le genre Aframomum et répartition géographique

Les Aframomum sont des herbes pérennes, genéralement de grande taille,
rhizomateuses, aromatiques lorsque 1’on en écrase les différentes parties. Ce sont les plantes
des sous-bois, rarement en savane et formant parfois des peuplements denses. Les tiges sont
feuillées, pouvant atteindre plusieurs metres de haut et portant vers le bas des gaines aphylles,
puis des feuilles distiques, le plus souvent subsessiles. Les inflorescences naissent a la base
des tiges ou sur les rhizomes en épis simples ou capituliformes plus ou moins longuement
pédonculés, ou en grappes d’épis unis ou pluriflores. Les fleurs sont grandes, fragiles,
vivement colorées, le plus souvent en mauve ou en rouge, parfois en jaune ou en blanc. Les

fruits sont en baie allongée, ovoides, généralement rouges et surmontes des restes persistants




du calice. Les graines sont nombreuses, souvent trés aromatiques, enrobées dans une pulpe
acidulée. Les graines de certaines especes sont utilisées comme condiment. Il existe environ
40 especes, toutes d’Afrique intertropicale, dont une vingtaine au Cameroun (Koechlin,
1965).

Ces 40 especes sont réparties en quatre variétés d’Aframomum au Cameroun. La forme
et le godt déterminent la différence entre les uns et les autres (Lekane, Yaoundé I). C’est ainsi
que I’on distingue :

- la premiére variété qui présente a maturité les fruits de couleur rouge, une forme
arrondie et une taille supérieure aux autres. Cette variété présente a I’intérieur de son
péricarde, une mousse blanche mélangée aux petites graines noires ayant un godt
sucre ;

- la deuxiéme variété a des fruits de couleur marron, avec une forme arrondie et une
taille plus petite par rapport a la premiere variété. Les graines de cette variété sont
noires et ont une taille plus grande que celle de la premiére variété ;

- latroisiéeme variété a aussi des fruits de couleur marron et la taille de son péricarde est
petite. Les graines des fruits sont marron ayant cependant une saveur piquante (godt
pimenté) ;

- la derniére variété présente a maturité des fruits de couleur marron, en forme de

batonnet ou de croissant, de longueur variable.

Figure 12 : Aframomum daniellii: fruits verts et matures, fleurs (prota4u.info)




1.3.2.3. Quelques utilisations des espéces du genre Aframomum

- Valeur culinaire
A. daniellii et A. sulcatum sont utilisés comme ingrédients dans la préparation de la

sauce jaune (NAH-POH) chez les bamilékés. A. citratum et A. sulcatum sont utilisés comme
épices dans la sauce du MBONGO chez les Bassa (Noumi, 1987). A. tsa-ko Crevost est utilisé
en Asie comme condiment (Starkenman et al, 2007).

- Valeur thérapeutique

A. melegueta (rocoe) K. Schum. est utilisé dans la lutte contre la faiblesse sexuelle,
I’impuissance érectile ainsi que pour stimuler I’appétit sexuel (Noumi et al, 1998; Betti,
2002 ; Noumi, 1987 ; Noumi, 2004). Les extraits des graines de A. melegueta sont utilisés
pour le traitement des maladies infectieuses; ils sont également antifongiques, antimicrobiens,
et antibiotiques (Doherty, 2010; Okigbo, 2006; Enti, 1988). Les graines de A. melegueta sont
machées pour soigner la dysenterie; elles sont utilisées comme sédatif pour les douleurs
dentaires, préventif de la migraine, curatif de la fievre et dans le traitement du diabéte
(Neboja, 2010). Ces graines sont également utilisées comme pesticides naturels (Escoubas,
1995). Elles possedent une activité membrano-stabilisante empéchant la lyse des cellules
rouges (Umokoro, 2008). Les extraits aqueux des graines de A. melegueta ont un potentiel
anti-stress. Les rhizomes de A. melegueta sont également utilisés dans le traitement de la
dysenterie et de la diarrhée (Dokossi, 1998; Umukoro, 2005). Les extraits des feuilles de A.
melegueta ont une activité antifongique (Okigbo, 2006).

Les graines de A. corrorima (braun) sont utilisées contre les convulsions toniques, les
maux de téte et d’estomac. Elles ont des propriétés carminatives et purgatives (Eyob, 2008).

Les graines de A. daniellii ont une activité anti-oxydante (Fasoyiro, 2006); leurs
racines sont purgatives. Les graines de A. daniellii auraient un effet facilitateur de la
déglutition chez les serpents (Kimbu et al., 1979; Kimbu et al., 1987); ces graines sont
égalememt utilisées comme antiinflammatoires (Odukoya et al., 1999).

Les extraits des rhizomes de A. sceptrum sont utilisés dans le traitement d’infections a
Trypanosoma spp. Ces extraits ont montrés également une activité intéressante sur
Trypanosoma brucei (champy et roblot). Les fruits de A. sceptrum ont des activites
antioxidantes (Erukainure, 2011).

Les populations des grassfields et sawa du sud Cameroun utilisent les fruits des
Aframomum dans les rites d’initiation dans les sociétés secrétes, d’intronisation des chefs
traditionnels, d’anoblissement et de succession. Elles les utilisent également lors des

céerémonies de valorisation des jumeaux (Lekane, 2009).

.



1.3.2.4. Metabolites secondaires isolés du genre Aframomum et activités biologiques

* Classe des diterpénes
Les difféerents diterpenes isolés du genre Aframomum sont présentés dans le tableau 1.

Tableau I : Diterpenes isolés des Aframomum

A. arundinaceum

Noms Structures ACt'V.'tes Réferences
biologiques
Kimbu et al.
(1979).
Kimbu et al.
(1987).
Antimicrobienne Tanabe et al.
Antifongique (1993).
(E)-8B,17- Inhibiteur du Marlier et al.
époxylabda-12-éne- HMG-CoA (1993).
15,16-dial réductase Avyafor et al.
(aframodial) Cytotoxique (1994).
95 A. daniellii Antileucémique Nyasse et al.
A. alboviolaceum (2000).
A. zambesiacum Kenmogne et al.
A. arundinaceum (2006).
Wabo et al.
(2006).
CHO .
8(17),12E- X Klmltété;et al.
labdadiene-15,16- (1987).
dial o Marli
arlier et al.
(1993).
96 A. daniellii
A. alboviolaceum
N C02CHs
Méthyl14 ¢,15- 7 K'Eg‘;;’)t al.
époxy8(17),12 E- Wabo et él
labdadiene-16-oate '
(2006).
97 A. daniellii




126,17-époxy-3p-
hydroxy-8(9),13-

labdadien-16,15- Ayafor et al.
. (1994).
olide

(aulacocarpinolide)

Methyl3B-hydroxy- Avyafor et al.
86,17 :14,15- (1994). Ayimele
diepoxy-12 E- et al. (2004).
labden-16-oate Kenmogne et al.

(aulacocarpin A) 99 A aulacocarpos (2006).
A. escapum
Methyl3p,6p-
dihydrtoxy- Avyafor et al.
86,17 :14,15- (1994). Ayimele
diépoxy-12E-labden- et al. (2004).
16-oate Kenmogne et al.
(aulacocarpin B) 100 A. aulacocarpos (2006).
A. escapum
0
X
0 Nyasse et al.
(2000).
Galanolactone h KenTZOOgg(g etal
Wabo et al.
101 A. daniellii (2006).
A. zambesiacum
A. arundinaceum
CHO
Galanal B OH Ny(azsggoe)t al.

CHO

102 A. daniellii

-



CHO

Tsopmo et al.
8B,17-époxy-11,15- (2002).
époxy-15-hydroxy-
12-labden-16-al \ '/
A. sulcatum
CHO
Tsopmo et al.
8p,17-époxy-11,15- (2002).
époxy-15-hydroxy-
12-labden-16-al 7
104 A. sulcatum
Sulcanal Tsopmo et al.
(2002).
105 A. sulcatum
8P,17-époxy-3p, 7p- Tomla et al.
dihydroxy-12(E) — (2002).
labden-16,15-olide
106 A. sceptrum
(@)
OMe
Methyl8f3,17-époxy- CH,OH
3B,7B,15-trihydroxy- A\ ’ To(r;(l)%g; al
12(E)—labden-16- 0 '
oate oH
HO
107  A.sceptrum




3B, 7B, 8P, 12C,17-
pentahydroxylabdan-
15,16-olide

Tomla et al.
(2002).

3-deoxyaulacocarpin

109 A. zambesiacum

Antiplasmodiale

Kenmogne et al.
(2006).

Methyl-14(,15-
époxy-3pB-hydroxy-
8(17),12E-
labdadien-16-oate

COOCH;§

HO

110

Kenmogne et al.
(2006).

8B,17-epoxy-12E-
labdene-14{,15,16-
triol

d ,,,//

111 A. zambesiacum

Kenmogne et al.
(2006).

Zambesiacolactone
A

112

A. zambesiacum

Kenmogne et al.
(2006).




Zambesiacolactone
B

OH
113  A. zambesiacum

Kenmogne et al.

(2006).

Aulacocarpin C

114 A. aulacocarpos

Trypanocide

Sob et al. (2007).

Aulacocarpin D

OMe

X
@)

OMe

d ,I,//

115 A aulacocarpos

Sob et al. (2007).

15 16 epoxy-12-
methoxylabda-8(17)-
13(16),14-triene

OMe

/ O

=

g "I//

116 A. aulacocarpos

Sob et al. (2007).

15 16 epoxy-124d-
hydroxylabda-8(17)-
13(16),14-triene

HO,, gH

.u,,///

117 A aulacocarpos

Sob et al. (2007).




15 16 epoxy-12p-
hydroxylabda-8(17)-
13(16),14-triene

"
118 A. aulacocarpos

Sob et al. (2007).

= Classe des aryldécanones

Les différents aryldécanones isolés du genre Aframomum sont présentés dans le

tableau 2.

Tableau Il : Aryldécanones isolés des Aframomum

Noms Structures Activités Références
biologiques
1-(4-hydroxy-3- 0 FecouDas
methoxyphenyl)decan- Meoj@/\)w Anti-apétante (1995')
3-one HO Antiinflamatoires e
([6]-paradol) 119 A. melegueta Nebojsa et
222 - Meleg al. (2010).
5-0x0-1-(4-hydroxy-3- OO0
methoxtyphenyl)decan- MeO Anti-ang Escoulb %
3-one HO nti-apétante et al.
(gingerdione) 120  A. melegueta (1995).
1-(4-hydroxy-3- y O Escoubas
e0 N L et al.
methoxyphenyl)dec-5- D/\)W\/\ Anti-apétante (1095)
en-3-one HO Antiinflamatoires e
([6]-shogaol) Nebojsa et
9 A. melegueta al. (2010).
s 2 o oot
-3- MeO ., :
methoxyphenyl)decan- A_r!tl-apetant_e (1995).
3-one HO Antiinflamatoires Nebojsa et
([6]-gingerol) 122 A melegueta al. (2010).

* Classe des quinones

Les différentes quinones isolées du genre Aframomum sont présentés dans le tableau 3.




Tableau I11 : Quinones isolés des Aframomum

Noms Structures ACt'V.'tes Références
biologiques
O
HsC Odukoya et al.
Plastoquinone-7 Anti inflammatoire (1999).
HsC A B
o) CHy
123 A. daniellii
o)
HsC Odukoya et al.
phytylplatoquinone HaC N f Anti inflammatoire (1999).
o) CHg CHg
124 A. daniellii

* Classe des diarylheptanoides

Les différents diarylheptanoides isolés du genre Aframomum sont présentes dans le

tableau 4.

Tableau 1V: Diarylheptanoides isolés des Aframomum

Noms Structures Activites Références
biologiques
OH O O OH
A i
Letestuianin A O OMe | Antitrypano- Kam(r;a&r)\g)et al.
HO somale '
125 A. letestuianum
OH O O OH
NS i
Letestuianin B O OMe |  Antitrypano- Kam(r;aggg)et al
HO somale '
OMe
126 A. letestuianum
OH
O O i
Letestuianin C O Antitrypano- Kam(r;aggg)et al
O somale '
HO
127 A. letestuianum

S



(42 ,6E)-5-hydroy-1,7-
bis(4-
hydroxyphenyl)hepta-
4,6-dien-3-one

128 A. letestuianum

Antitrypano-
somale

Kamnaing et al.
(2003).

= Classe des sesquiterpenes

Les différents sesquiterpenes isolés du genre Aframomum sont présentés dans le

tableau 5.

Tableau V : Sesquiterpenes isolés des Aframomum

Noms Structures ACt'V.'teS Références
biologiques
HO
NN AN = K tal
. enmogne et al.
nerolidol 129 A. escapum (2006).

A. zambesiacum

6,7-epoxy-3(15)
caryophylene

130 A. arundinaceum

Wabo et al. (2006).

(-)-a-bisabolol

H

131 A. arundinaceum

Wabo et al. (2006).

.
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11.1. Etude de Entada abyssinica
11.1.1. Extraction et isolement des produits de Entada abyssinica

Les écorces du tronc de E. abyssinica récoltées a Dschang (région de 1’Ouest,
Cameroun) en décembre 2001, découpées en petits morceaux, sechées et pulvérisées, ont
donné 6227g de poudre. 5000g de cette poudre ont été macérés a froid dans du
dichlorométhane. La solution obtenue, évaporée sous pression réduite a 45°C, a fourni 91g
d’extrait brut. La partition de cet extrait a I’hexane a donné 73g d’extrait hexanique. Des
chromatographies successives effectuées sur I’extrait a I’hexane nous ont permis d’isoler deux
composés purs dont un nouveau : le 15-méthylester de I’acide kolavique (94) et le B-sitostérol
(132) ; et un mélange de dix acides gras saturés (133-142).

Entada abyssinica
(écorces)

Pulvérisation

5Kg de poudre

Macération a froid dans CH,Cl,
Concentration de la solution

A 4 \ 4
Poudre résiduelle 91g d’extrait

Partition a ’hexane

A 4 A 4

73g d’extrait hexanique 18g d’extrait résiduel

C.C. successives

A 4 \ 4 A 4

EAL 94 EA2, 132 EA3, 133-142
200mg 80ma 1g

Schéma 11: Protocole d’extraction et d’isolement des produits de Entada abyssinica

.



11.1.2. Caractérisation des composes isolés
11.1.2.1. Caractérisation du composé EA1
Le composé EAL est un solide qui cristallise sous forme de paillettes blanches. Il est

soluble dans le dichlorométhane et fond entre 162 et 163°C. Il réagit négativement aux tests
caractéristiques des triterpénes, stérols, flavonoides et alcaloides, et décolore 1’ecau de brome ;
ce qui suggere la présence de liaisons multiples (double ou triple liaison C-C).

L’analyse des spectres 1D et 2D (RMN*C, RMN-'H, APT, DEPT, HMBC) nous ont
permis d’identifier ce composé comme étant un dérivé de 1’acide kolavique, son dérivé 15-
méthylester (94) tel que décrit dans notre publication de pharmazie (B. Nyasse, I. Ngantchou,
E.M. Tchana, B. Sonke, C. Denier et C. Fontaine).

94: Acide cléroda-15-méthylcarboxylate-3,13-dién-19-oique
ou Acide 15-méthylester kolavique

.




Tableau VI : Données spectroscopiques de RMN **C et RMN *H du composé EA1

N°Carbone | 8-°C (ppm) | 8-'H (ppm) HMBC (N° de NOESY (8-'H, ppm)
carbone)
1 17,4
2 27,8 2,30 et 2,15 2,15et 2,30
3 140,3 6,80 1,2,4,6,18
4 142,1 /
5 38,0 /
6 38,1
7 25,8 1,40
8 35,3 1,60 0,93etl,6
9 37,9 /
10 45,5 1,45 1,45et 2,20
11 29,6 2,20
12 34,7 2,08
13 162,0 /
14 115,2 5,68 12,14 2,18 et 3,68
15 167,6 /
16 21,7 2,18 Me 12,13, 14,15
17 15,1 0,93 Me 7 5,68
18 19,6 0,95 Me
19 172,8 / 6, 8,10
20 20,7 1,30 Me 4,6,10,11
21 51,2 3,69 OMe 14, 15

11.1.2.2. Caractérisation du composé EA2

Le composé EA2 se présente sous forme de cristaux blancs. Il est soluble dans le
chlorure de méthyléne et fond entre 137.5 et 139.0°C. Il réagit négativement aux tests
caractéristiques des flavonoides et des alcaloides. Il répond positivement au test de Libermann
Buchard et donne une coloration bleue caractéristique des stérols. Il décolore 1’eau de brome,
ce qui suggere la présence de liaisons éthyléniques. Il a été identifié au p—sitostérol gréce a
une comparaison par CCM avec un échantillon présent dans notre laboratoire ; en effet, le

composé EA2 et le B-sitostérol (132) ont le méme rapport frontal.

HO
132

11.1.2.3. Caractérisation du composé EA3
Le composé EA3 se présente sous forme de poudre blanche. Il est soluble dans le

chlorure de méthyléne et fond entre 79.8 et 80.3°C. Il réagit négativement aux tests

.



caractéristiques des triterpenes, stérols, flavonoides et des alcaloides. Les analyses RMN nous
revélent que le composé EA3 est un mélange d’acides gras saturés. Son identification a été
faite en estérifiant le mélange afin d’obtenir le mélange d’esters méthylés correspondant par le
diazométhane dans 1’éther. L’ensemble a ensuite été analysé par le couplage de la
chromatographie en phase gazeuse (GC) et de la spectroscopie de masse (MS). Le mélange de
composés est d’abord séparé par chromatographie puis chaque composé est identifié grace
aux fragments qu’il génére dans le spectre de masse.

Sur le spectre proton (Figure 13), on observe le signal d’un méthyle qui apparait sous
forme de triplet dans les champs forts a 0.88 ppm, ce qui signifie que ce méthyle terminal
couple avec un méthyléne. Sur ce méme spectre, on observe un triplet & 2.34 ppm, un
multiplet a 1.63 ppm et un grand pic correspondant a plusieurs méthylenes. Ces informations

laissent supposer gue nous avons soit un acide gras, soit un alcool gras.

nCH,

/

CHs-

N

Figure 13: Spectre *H du composé EA3

L’analyse du spectre carbone (Figure 14) nous reveéle la présence d’un carbonyle des
acides a 179 ppm et d’un méthyle a 14.1 ppm, ce qui confirme que notre composé est bel et
bien un acide gras. Sur le spectre DEPT (Figure 15), on constate qu’en dehors du carbonyle

des acides et du méthyle terminal, tous les autres carbones sont des méthylenes.

.
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Figure 14: Spectre *C du composé EA3
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Figure 15: Spectre DEPT du composé EA3

Les informations ci-dessus sont corroborées par les spectres COSY et HMBC. Sur le
spectre COSY (Figure 16), on observe des corrélations entre les protons du méthyle et les
protons du grand pic de méthyléene. De méme, on observe des corrélations entre les protons du
méthyléne C3 avec ceux du méthylene C, et du grand pic de méthyléne.

Sur le spectre HMBC (Figure 17), on observe des taches de corrélation des protons du
méthyle avec les méthylenes résonnant a 22.7 ppm et a 31.9 ppm. Nous avons également des

taches de corrélation entre les protons du carbone C; et le carbonyle des acides d’une part, et




entre les protons du méme

d’autre part.
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Figure 17: Spectre HMBC du composé EA3

carbone C; et les methylénes résonant a 24.7 ppm et 29 ppm
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Sur le spectre de masse (Figure 18) on voit le pic de I’ion moléculaire a m/z 326,
compatible avec la formule CyH4,0,. On observe également le pic de base a m/z 74, pic
caractéristique des acides gras non ramifiés en a. Parmis les ions fragments, nous avons des
ions de formule générale C,H,,.10," tels que Ci1gHz50,", CgH150,", C7H130," qui sont obtenus
suivant le schéma 12. Les ions de formule générale C,H»,0," proviennent des ruptures

simultanées des liaisons C-C et ester.

H , +

+/‘\,(, o
:ﬁ' "THR3 - CHR,=CHR; |

> —cC )
CH30 \CHRl

C .
Y \({/7\\,\CH R,

HCO ’H S

Ry

Schéma 12: Réarrangement de McLafferty et ions provenant du clivage de la liaison
voisine de C=0

-
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Figure 18: Spectre de masse de I’ester du composé EA3
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L’analyse de la figure 19 montre les pics des différents esters d’acides gras constituant

Le composé EA3 obtenus par le couplage de la Chromatographie en phase Gazeuse (GC) et

de la Spectroscopie de Masse (MS). Ce composé se revele étre un mélange de dix acides gras.

Les structures des autres esters sont déduites de celle-ci-dessus et elles sont contenues dans le

tableau 7.
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Figure 19: Spectre de masse du mélange d’acides gras
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133 - 142 (16 <n<25)

Tableau V11 : Données spectroscopiques de masse des composés 133 a 142.

Numéro | m/z | Formuledu | Abondance relative dans | Formule de ’acide
méthylester le mélange (%) correspondant
133 326 C1H40; 07,58 CooH005
134 340 CxHu10; 08,09 CxH40,
135 354 C3H4s0; 42,63 Cx»Hu.0,
136 368 C24H450, 40,07 Ca3H50,
137 382 CasH500; 100,00 C24H450,
138 396 CH5,0, 85,62 CasH500;
139 410 C7Hs40, 85,54 CaH5,0,
m 424 C28H5602 20,19 C27H5402
141 438 CaoH550; 13,42 CosHz605
142 452 C3o0Heo0s 03,25 CaoHs50,

11.2. Etude de Entada africana
11.2.1. Extraction et isolement des produits de Entada africana

Les écorces du tronc de E. africana récoltées a I’Extréme-Nord en février 2011,
découpées en petits morceaux, séchées et pulvérisées ont donné 6 kg de poudre. 5kg de cette
poudre ont été macérés a froid dans le mélange dichlorométhane/Méthanol (1:1). Aprés
filtration et évaporation sous pression réduite, nous avons obtenu 200g d’extrait brut. Des
chromatographies successives effectuées sur cet extrait nous ont permis d’isoler quatre
composés purs : le 15-méthylester de ’acide kolavique (94), le lupéol (144), le B-sitostérol
(132), un monoester du glycérol et de I’acide octacosanoique CigHs60, (146); puis de
caractériser deux mélanges dont I’un est constitué¢ de deux acides gras saturés (137, 139) et

d’un alcool gras saturé (143), et ’autre des isoméres cis et trans de trois esters de I’acide

.



férulique (145a, 145b, 145c) indexés TEA3, TEA2, TEA5, TEAG®,

respectivement.

africana(écorces)

Entada

Pulvérisation

A 4

5Kg de poudre

Macération a froid dans
CH,Cl,/MeOH(1:1)

Poudre résiduelle

200g d’extrait

Chromatographie flash

TEAl et TEA4

A v v \ 4 v A 4 v v
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
Hex/AE Hex/AE Hex/AE Hex/AE Hex/AE Hex/AE Hex/AE AE pur
10% , 20.7g 15%, 15¢ 20%, 10g 25%, 9g 30%, 8g 50%, 15g 75%, 13g AE/MeOH
+ 10%, 50g
C.C. successives | TEAB, 146 1q
| v —
J.GC-MS COMS
v \ 4
TEAL(137, || TEA2, TEA3, TEA4, TEAS, 132
139 ,143) 144 94 145 ab.c 120mg
19 49mg 67.9mg 30mg

Schéma 13: Protocole d’isolement des produits de Entada africana
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11.2.2. Caractérisation des composes isolés
11.2.2.1. Caractérisation de TEA1

TEAL1 est une poudre blanche soluble dans le chloroforme. Il réagit négativement aux
tests caractéristiques des triterpénes, stérols, flavonoides et des alcaloides.

L’analyse de cette poudre au moyen de la technique CG-SM (Figure 24) montre
qu’elle est constituée d’un mélange de plusieurs composés dont trois ont été identifiés. Le
spectre de masse a haute résolution de TEAL nous donne en plus de deux ions moléculaires
dont I'un a m/z 368.3661 correspondant a la formule brute CysHss0, renfermant une
insaturation et ’autre a m/z 396.3976 correspondant a la formule brute C,6Hs,0, renfermant
également une insaturation, un troisiéme ion moléculaire a m/z 392.4382 attribuable a [M+H
— H,0]" associé a la formule brute C,gHsgO ne renfermant aucune insaturation.

L’analyse du spectre RMN “*C (Figure 20) nous montre le pic du carbonyl d’un acide
a 176.98 ppm et celui d’un oxyméthyléne a 63.0 ppm. Sur ce méme spectre on observe le pic
d’un méthyle a 14.4 ppm ainsi que les pics de plusieurs méthylénes résonnant entre 22 et 35
ppm.

Sur le spectre RMN'H (Figure 21), on constate que les protons de I’oxyméthyléne
résonnant a 3.6 ppm apparaissent sous forme de triplet d’ou la proximité d’un méthyléne. De
méme, les protons en alpha de la fonction acide et résonnant a 2.27 ppm apparaissent sous
forme de triplet.

L’analyse du spectre HMBC (Figure 23) nous montre que les protons résonnant a
2.27 et 1.59 ppm corrélent avec le carbone résonnant a 176.98 ppm, tandis que les protons
résonant a 3.6 ppm corrélent avec les carbones résonnant a 32.9 et 25.9ppm.

Des informations qui précédent, nous pouvons déduire que nous avons un mélange d’alcool et
d’acide gras. Nous avons pu identifier ’alcool gras a 1’octacosan-1-0l (143) et les acides gras
aux acides tétracosanoique (137) et hexacosanoique (139).

HO
HO
” v
o 25
137 n=21 Mélange formant TEAL 143
139 n=23

.
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Figure 20: Spectre *C du composé TEA1
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Figure 21: Spectre *H du composé TEA1
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Figure 22: Spectre HSQC du composé TEAL
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Figure 23: Spectre HMBC du composé TEAL acide
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Figure 24: Spectre CG-SM du composé TEA1




11.2.2.2. Caractérisation du compose TEA2

Le composé TEAZ est une poudre blanche qui précipite dans le mélange Hex/ EtOAc
2.5%. Il est soluble dans le chlorure de méthyléne et fond entre 190 et 192°C. Il donne une
coloration rouge violacée au test de Libermann Buchard caracteéristique des triterpenes.

On observe sur les spectres de RMN *H (Figure 25), RMN *C (Figure 26) et DEPT
135 (Figure 27) des signaux a 6(H)/o(C) 4.68 (1H, singulet large)/109.3, 4.54 (1H, singulet
large)/109.3, 2.97 (1H, m)/76.7 correspondant aux déplacements chimiques des protons et
carbones du méthyléne terminal 29 et de I’oxyméthyne en position 3 des composés de la
classe de lup-20(29)-en-3-ol. Sur le spectre découplé large bande (Figure 26), on observe un
signal a 150.2 ppm correspondant au carbone 20 du lupéol. Sept singulets apparaissent sur le
spectre *H & 0.65 ppm ; 0.76 ppm ; 0.77 ppm ; 0.87 ppm ; 0.91 ppm ; 0.99 ppm et 1.64 ppm
correspondant aux méthyles angulaires. Toutes ces données nous ont permis, en accord avec
la littérature (Gallo et Sarachine, 2009; Mahato et Kundu, 1994), d’identifier TEA2 au lupéol
(144).
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Figure 25: Spectre *H du composé TEA?
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Figure 27: Spectre DEPT 135 du composé TEA2
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11.2.2.3. Caractérisation du composé TEA3

Le composé TEAS est un solide qui cristallise sous forme de paillettes blanches. Il est
soluble dans le dichlorométhane et fond entre 162-163°C. Il réagit négativement aux tests
caractéristiques des triterpénes, stérols, flavonoides et alcaloides. Il décolore 1’eau de brome:
ce qui suggere la présence de liaisons multiples (double ou triple liaisons C-C).

Sur son spectre RMN *3C complétement découplé (Figure 30), on dénombre les signaux de 21
atomes de carbone dont le carbonyl d’un acide a 171.9ppm et celui d’un ester a167.5ppm. Son
spectre DEPT 135 (Figure 31) nous montre les signaux de 6 méthylenes, 4 méthynes et 5
méthyles dont un carbométhoxy résonnant a 51.07ppm. Les informations ci-dessus ainsi que
la comparaison des données spectrales de TEA3 a celles de EAL isolé de Entada abyssinica
nous ont permis de I’identifier a I’acide cléroda-15-méthylcarboxylate-3,13-dién-19-oique

(94). Ce composé est obtenu ici pour la premiére fois de Entada africana.

Co
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Figure 30: Spectre *C du composé TEA3
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TEA3 (~3mg) dissolved in 600 pL of chloroform-d1 and acquire&in 5 mm tube.
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Figure 31: Spectre DEPT 135 du composé TEA3
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TEA3 (~3mg) dissolved in 600 pL of chloroform-d1 and acquired in 5 mm tube. "
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Figure 33: Spectre HSQC du composé TEA3
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TEA3
TEA3 (~3mg) dissolved in 600 WL of chioroig m-d1 and acquired in 5 mm tube.
Measured 14th and 15th of August 2012
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Figure 35: Spectre COSY du composé TEA3

11.2.2.4. Caractérisation de TEA4

TEAA4 est une poudre blanche soluble dans le chloroforme. Il réagit négativement aux
tests caractéristiques des triterpenes, stérols, flavonoides et des alcaloides. 1l décolore 1’eau de
brome indiquant la présence des liaisons multiples. 1l répond positivement au test au chlorure
ferrique caractéristique des phénols.

Sur le spectre RMN *3C (Figure 36), on observe & 167.6 ppm un signal correspondant
au carbonyle d’un ester. Entre 109 et 148 ppm on observe 8 signaux de carbones hybridés sp?
dont 6 appartenant au noyau aromatique (résonnant a 109.4, 114.8, 123.2, 127.2, 146.9 et
148.0 ppm) et deux appartenant a une double liaison (résonnant a 115.8 et 144.8 ppm). Sur ce
méme spectre, on observe a 64.8ppm, 56.2 ppm et 14.3 ppm trois pics correspondant
respectivement a un oxymeéthyléne, un oxyméthyle et a un methyle terminal. On constate
qu’au pied des pics des carbones résonnant a 109.4, 114.8, 115.8, 123.2, 144.8 et 167.6 ppm
on observe des pics de faible intensité suggérant la présence d’un isomere géométrique
résultant de la présence d’une double liaison.

Sur le spectre DEPT 135 (Figure 37), on observe entre 22.8 et 32.1ppm plusieurs
signaux correspondant aux méthylenes dont un intense autour de 29ppm attribuable & une

longue chaine carbonée. Ce spectre confirme la présence de I’oxyméthyléne, de 1’oxyméthyle

.



et du méthyle terminal respectivement a 64.8, 56.2 et 14.3 ppm. Il confirme également la
présence des méthylénes entre 22.8 et 32.1 ppm.

L’analyse du spectre RMN *H (Figure 38) nous montre deux doublets & 6.30 et 7.61
ppm correspondant aux deux protons éthyléniques de constante de couplage Jtrans=16.0Hz,
induisant une isomérie géométrique trans.

L’analyse du spectre élargiec RMN *H (Figure 39) présente deux doublets & 6.92 et
7.04ppm de constante de couplage respective Jo=8.0 Hz et Jm=2.0 Hz. On observe sur le
méme spectre un doublet dédoublé résonnant a 7.07 ppm et de constante de couplage Jo=8.0
Hz et JIm=2.0 Hz. Ces informations nous permettent d’affirmer que TEA4 posséde un noyau

aromatique trisubstitué ayant au moins un hydroxyle: d’ou la sous-structrure 1 (Ssl).
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Sur le spectre HMBC (Figure 40), on observe des corrélations entre le proton
éthylénique résonnant a 7.61 ppm et les carbones aromatiques résonnant a 123.2 et 109.4
ppm, ainsi qu’avec le carbonyl de I’ester résonnant a 167.6 ppm; le proton éthylénique
résonnant a 6.30 ppm quant a lui corréle avec le carbone aromatique résonnant a 127.2 ppm
et le cabonyl a 167.6 ppm. Les protons de I’oxyméthyle résonnant a 3.93 ppm corrélent avec
le carbone aromatique résonnant a 146.9 ppm. De ce qui précéde nous en déduisons que les
trois substituants du noyau aromatique sont: un groupement hydroxyle, un oxyméthyle et une
chaine latérale comportant une double liaison conjuguée a une fonction ester. Les corrélations
observées entre le proton aromatique résonnant a 6.92 ppm et les carbones résonnant a 146.9,
127.2 et 123.2 ppm nous permettent, en accord avec les informations ci-dessus de fixer les

substituants sur le noyau aromatique d’ou la sous-structure 2.
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HO
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La longueur du groupement R’ est déterminée par les informations contenues dans le
spectre de masse a haute résolution (Figure 41) enregistré a la suite des analyses couplées
GC-MS, qui nous montre des pics des ions moléculaires a m/z 558.4270, 586.4775 et
614.5391: nous avons donc trois groupements alkyles possédant respectivement 26, 28 et 30
atomes de carbones.

Il ressort de ce qui précede et en accord avec la littérature (Addae-Mensah et al.,1992)
que TEA4 est un mélange de trois esters d’acide ferulique 145 (a, b, ¢), I’isomére trans étant
majoritaire. De ces trois esters, le composé majoritaire est 145b car le pic de I’ion moléculaire

apparaissant a m/z 586.4775 est le plus intense.

145¢ n=28

Isomeére Trans

Données RMN *H (8, ppm; multiplicité; J, Hz): 0.88 (3H, t, J = 7.0, MeCH,);1.25 (m,
(CH2)n);1.38 (2H, m, OCH,CH,CH,); 1.69 (2H, m, OCH,CH,); 3.93 (3H, s, OCHjs); 4.19
(2H, t, J = 7.0, OCH,CH,); 6.30 (d, J = 16.0, H-2); 6.92 (d, J = 8.0, H-8); 7.04 (d, J =2.0, H-
5); 7.07 (dd, J = 8.0, 2.0, H-9); 7.61 (d, J = 16.0, H-3).

Données RMN 3C, §: 167.6 (C-1), 115.8 (C-2), 144.8 (C-3), 127.2 (C-4), 109.4 (C-5), 146.9
(C-6), 148.0 (C-7), 114.8 (C-8), 123.2 (C-9), 56.0 (OCH3), 64.8 (OCH,CH,), 28.9
(OCH,CH,), 26.1 (OCH,CH,CH,), 32.1 (MeCH,CH,), 22.9 (MeCH,), 14.3 (MeCH,), 29.46,
29.52, 29.70, 29.76, 29.81, 29.85 (CH,)n.

Isomere Cis

Données RMN *H (3, ppm; multiplicité; J, Hz): 0.88 (3H, t, J = 7.0, MeCH,); 1.25 (m,
(CH2)n); 1.64 (2H, m, OCH,CH,); 3.93 (3H, s, OCHs); 4.12 (2H, t, J = 7.0, OCH,CH),); 5.81
(d, J = 13.0, H-2); 6.88 (d, J = 8.0, H-8); 7.77 (d, J =2.0, H-5); 7.10 (dd, J = 8.0, 2.0, H-9);
6.80 (d, J = 13.0, H-3).




Données RMN C, 5: 166.8 (C-1), 117.0 (C-2), 143.8 (C-3), 127.4 (C-4), 112.8 (C-5), 146.9
(C-6), 1480 (C-7), 1139 (C-8), 125.7 (C-9), 56.1 (OCHs), 64.6 (OCH,CH,), 28.8
(OCH,CHy), 14.3 (MeCH,).
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Figure 36: Spectre *C du composé TEA4
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Figure 41: Spectre de Masse du composé TEA4

11.2.2.5. Caractérisation du composé TEAS
Le composé TEAS se présente sous forme de cristaux blancs. Il est soluble dans le

chlorure de méthyléne et fond entre 137.5 et 139.0°C. Il réagit négativement aux tests
caractéristiques des flavonoides et des alcaloides. Il répond positivement au test de Libermann
Buchard et donne une coloration bleue caractéristique des stérols. Il décolore I’eau de brome,
ce qui suggere la présence de liaisons multiples C-C. 1l a été identifié au p—sitostérol grace a
une comparaison par CCM avec un échantillon présent dans notre laboratoire ; en effet, le

composé TEADS et le B-sitostérol (132) ont le méme rapport frontal.
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11.2.2.6. Caractérisation du compose TEA6

Le composé TEAG se présente sous forme d’une poudre blanche. 11 est soluble dans le
dichlorométhane et fond entre 89 et 90°C .11 réagit négativement aux tests caractéristiques des
triterpenes, stérols, flavonoides et des alcaloides.

L’analyse de TEA6 par la technique CG-SM (Figure 47) montre un composé
majoritaire ayant un temps de retention de 1.47 s. Le spectre de masse a haute résolution de
ce composé nous donne 1’ion moléculaire a m/z 498.4652, compatible avec la formule brute
C31Hg204 renfermant une insaturation

Sur le spectre RMN **C (Figure 42), on observe a 174.5 ppm le signal du carbonyl
d’un acide ou d’un ester ; sur le méme spectre, on observe les signaux de deux oxyméthylenes
résonnant & 62.9 et 64.8 ppm, ainsi que le signal d’un oxyméthyne résonnant a 70.4 ppm. Sur
ce spectre, on observe également un pic trés intense entre 29.3 et 29.8 ppm, ce qui nous laisse
supposer que TAE6 comporte une longue chaine aliphatique. Ces informations sont
confirmées par le spectre DEPT 135 (Figure 43) sur lequel on observe d’une part le signal du
méthyle terminal résonnant a 14.8 ppm, et d’autre part le signal de I’oxyméthyne ainsi que les
signaux de plusieurs méthylénes. L’existence de la longue chaine carbonée est confirmée sur
le spectre RMN *H (Figure 44) par la présence d’un pic intense 4 1.25 ppm. Sur ce méme
spectre, on constate que les protons des deux oxyméthylénes sont diastéréotopiques, ce qui
nous permet d’affirmer que ces oxyméthylénes sont situés de part et d’autre de I’oxyméthyne.
Sur le spectre HMBC (Figure 46), on constate que les protons résonnant entre 3.5 et 4.25 ppm
ne corrélent pas avec les méthylénes résonnant entre 22 et 34 ppm. Des informations
précédentes, nous pouvons déduire que TEAG est un ester du glycerol et d’un acide gras.
Nous avons attribué au composé TEAG la structure 146 qui est celle de 1’octacosanoate de
2,3-dihydroxypropyle.

OH

HO O
25

146 ©

.



TEA6

174.54

Cy
C

—~-70.40

6531
- 63.44

o ik "

nCHz

Cas

16000

15000

14000

13000

12000

11000

10000

9000

8000

7000

6000

5000

4000

3000

2000

1000

r-1000

r-2000

220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100
(ppm)

Figure 42: Spectre *C du composé TEA6
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11.3. Etude de quelques Aframomum (Zingiberaceae)
11.3.1. Extraction et isolement des produits de Aframomum daniellii

Les fruits d’Aframomum daniellii on été récoltés a Sonbegué, localité situé a Edéa en
mars 2008 par M. Nana de I’Herbier National. Ces fruits ont éte respectivement identifiés par
le Pr. Bonaventure Sonké et M. Koufani Anaclet de I’Herbier National du Cameroun ou des
échantillons sont deposes.

Les graines de Aframomum daniellii pulvérisées ont donné une péate de 503g. La pate
obtenue a été extraite a chaud dans 1’hexane a 1’aide d’un soxhlet. Aprés évaporation sous
pression réduite & 70°C, nous avons obtenu 40g d’extrait brut. Cet extrait a été filtré afin de
séparer le dépdt solide [S;] de masse 5g du filtrat. Une deuxiéme filtration nous a permis
d’obtenir un dépot solide [S,] de masse 1g. La purification de [S;] par chromatographie sur

colonne ouverte nous a permis d’isoler le composé majoritaire Aframodial (95).

.




Aframomum daniellii
(Graines)

5039 de pate

A 4

A

y

Pulvérisation

Extraction a chaud dans
I’hexane

Poudre résiduelle

40g d’extrait a I’hexane

Filtration du dépot

\ 4

A 4

Filtrat 1 S1 (509)
Filtration du dépot
C.C.
A 4 -
S2 (1g) Aframodial, 95 (49)
A 4
Filtrat 2 (30g) 1ec
C.C. successives F1(0.59)
A 4 \ 4 v v
Fs(1.69) F4(89) Fs (80) Fe (70)

Schéma 14: Protocole d’isolement des produits de Aframomum daniellii



11.3.2.Caractérisation du composé AD1

Le composé ADL1 est un solide qui cristallise sous forme d’aiguilles blanches. 1l est
soluble au dichlorométhane, a I’acétate d’éthyle et au méthanol. Il fond entre 90 et 92°C. Il
réagit négativement aux tests caractéristiques des triterpénes, des stérols, des flavonoides et
des alcaloides. Il décolore 1’eau de brome, ce qui suggere la présence de liaisons oléfiniques
(double ou triple), et il réagit positivement au test a la 2,4-dinitrophénylhydrazine
caractéristique des carbonyles.

L’analyse du spectre IR (Figure 48) du composé AD1 nous montre des bandes
d’absorption caractéristiques : des doubles liaisons & 1645.64 cm™, des aldéhydes simples et
conjuguées respectivement & 1725.25 et 1674.82 cm™, et enfin des liaisons Cqps-H & 2925.52
cm™.

Sur le spectre RMN *C complétement découplé (Figure 49) du composé AD1, on
dénombre les signaux de 20 atomes de carbone. Le spectre DEPT (Figure 50) nous permet de
constater d’une part qu’entre 15 et 50 ppm, nous avons 3 méthyles et 8 méthylénes, d’autre
part nous avons entre 50 et 197 ppm 5 méthynes dont 3 hybridés sp? et 2 hybridés sp>. Les
informations ci-dessus nous permettent de proposer la formule brute CyH3,Ox ayant 6
insaturations. La présence des oxygenes est confortée d’une part, par la présence du signal a
49.84 ppm attribuable au méthyléne d’un époxyde, et d’autre part, grace aux signaux a 196.71
et 196.74 ppm attribuables a deux carbonyles.
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Figure 48: Spectre IR du composé AD1
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Figure 50: Spectre DEPT du composé AD1

Sur le spectre RMN *H (Figure 51), nous observons la présence & 6.63 ppm d’un
signal attribuable a 1 proton éthylénique ; le signal a 9.30 ppm serait celui des 2 protons des
aldéhydes dont les carbones résonnent a 196.71 et 196.74 ppm. Sur ce méme spectre, nous

observons les signaux de 3 méthyles résonnant entre 0.85-1.1 ppm




103

o o o o o o o o o o o o o o o o o (=] o o o o o o o (=] o o
o wn o n o n o wn o wn o n o o n o wn o n o n o wn o wn o n o o n
N © © 0 n < ¥ [l @ ~ ~ — - n o d NS © © 0 n < ¥ Ll @ ~ I — = i} o g
Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il
0607
€60
960
ST
STT
€T
o1 ]
Ak
19T . <
€974k = 060 — +
T\ = €60 —
oAt - 960 — /A <
8T~
08’1 W /
181 P~ 20T
oz — T 0T
elr 3 01"
82T —2 (@] ETT~_ Ly
627 u ‘n ™ STT~ T
0eT O
1574
sz o
ssz ST —
omi
5T .
‘ =i
5
85
65 o
4. =
e i 60T —
85T
65T /
19Tt
L o 6T —
€917
299 23 — v9'T \
wm.mW — <3 e——) o001 a 91
599 O 8 0o wiy
FnNe A (751
11 = 0T —
O N 817
T g mJ
181 \
L o o 8T
86
m 66T /
b=t S.NM
o 20T~
o] r b0z —
266 — — ool F ot |w s0z/
01T~
4 e —
I 5
L2 —
seT
> B
o (S [nd ot/
" I3
8eT—
\C s
frar}
\ ~ O x|
N T r— [<5) EIEANY
o 15T~
175) S5T
ST~
.. 957
[ — e va
Lo
(B}
~— r —
o LS > a
5 ()] 5
> - — >
=z F =

1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8 0.7

1.7

f1 (ppm)
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Sur le spectre HSQC (Figure 53), nous observons la corrélation entre le proton
résonnant a 6.63 ppm et le carbone apparaissant a 162.18ppm. De méme nous observons des
corrélations entre les protons résonnant a 2.35 et 2.46 ppm avec le carbone C,; apparaissant a
49.84 ppm.

Sur le spectre HMBC (Figure 54), nous observons d’une part les corrélations entre le
proton aldehydique résonnant a 9.32 ppm et les carbones Ci,, Ci3 et Cy4, €t d’autre part la

corrélation entre le proton résonnant a 9.31 ppm et le carbone Cis.
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Figure 53: Spectre HSQC du composé AD1
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Figure 54: Spectre HMBC du composé AD1

Les travaux de Kimbu et al. (1979 et 1987) nous montrent qu’Aframodial, composé
carbonylé et ayant une double liaison, est le composé majoritaire de cette espece ; la
comparaison de nos données spectrales (RMN *3C et *H) du composé indexé AD; & celles se
trouvant dans la littérature (Kimbu et al.,1979 ; Kimbu et al.,1987 ; Nyasse et Ndjakou, 2000)
nous a permis d’identifier le composé AD1 au (E)-8béta(17)-époxylabd-12-éne-15,16-dial

connu sous le nom d’aframodial (95).
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Tableau VII1: Données spectroscopiques de RMN **C et RMN *H du composé AD1

Ne°Carbone | 8-"°C (ppm) 3-'H (ppm) 3-°C (ppm) (Kimbu et
al.,1979)

1 40.30 / 39.6
2 19.66 / 18.4
3 36.85 / 42.0
4 33.40 / 33.6
5 56.10 / 52.8
6 21.17 / 20.0
7 43.08 / 39.6
8 59.13 / 57.6
9 53.89 / 55.2
10 40.91 / 40.0
11 23.32 / 224
12 162.18 6.63 161.2
13 139.97 / 136.0
14 34.0 2.51 36.0
15 196.74 9.32 198.0
16 196.71 9.31 194.0
17 49.84 2.35/2.46 48.8
18 33.48 0.93 33.6
19 22.18 0.90 21.6
20 15.21 0.96 14.8

11.3.3. Réduction du compose 95 (AD1) et caractérisation du composé réduit
11.3.3.1. Réduction du composé 95 par le NaBH,4

Le composé 95 (100mg, 0.314mmol) est dissout dans 30 ml de méthanol et agité a
température ambiante avec un exces de NaBH,4 pendant 2h. La réaction est arrétée par ajout
de 50ml d’eau et le milieu réactionnel est extrait avec le dichlorométhane. La phase organique

est séchée avec le Na,SO, (Rosselli et al., 2007). Le residu obtenu a été purifié par
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chromatographie sur colonne en utilisant comme systéme d’élution des portions croissantes
d’acétate d’éthyle dans I’hexane, et une masse de 90mg du composé ADIR (147) a été
obtenue.

NaBHy ¢
88.88%

95 147

Schéma 15: Réaction de réduction de aframodial par le NaBH,4

11.3.3.2. Caractérisation du composé 147 (AD1R)

Le composé 147 est un solide qui cristallise sous forme d’aiguilles blanches. Il est
soluble au dichlorométhane et fond entre 86-88°C. Il répond négativement au test a la 2,4-
dinitrofhénylhydrazine caractéristique des carbonyles, ce qui suggére la disparition des
fonctions carbonyles initialement présentes dans le composé 95. 11 décolore I’eau de brome,
ce qui suggere la présence de la double liaison contenue dans le composé 95.

Le spectre IR (Figure 55) confirme la présence des hydroxyles (3242, 1041.60,
1000.84-970 cm™), de I’époxyde (2995, 1202.75, 900-800 cm™) et des groupements méthyles
(1472.42-1432.78 cm™).
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Figure 55: Spectre IR du composé 147

Sur le spectre élargi du carbone (Figure 56), on constate la disparition des pics du
composé 95 apparaissant a 196.71 et 196.74 ppm au profit de 1’apparition des pics a 61.7 et
68.8 ppm, preuve de la réduction des carbonyles en alcool ; cette réduction est confirmée sur
le spectre proton (Figure 58) par le déplacement des pics résonnant a 9.17 et 9.18 ppm vers
des champs plus forts (3.48 et 3.86 ppm). On constate également sur le spectre carbone que le
carbone résonnant a 34.0 ppm a migré dans des champs légerememt forts (33.5 ppm); cette
information suggere la disparition de I’effet de déblindage du cone d’anisotropie du carbonyle
en position 14, ce qui est confirmé sur le spectre proton par 1’apparition d’un multiplet a 2.2
ppm (Figure 59). Les pics des carbones éthyléniques apparaissent a 133.0 et 137.0 ppm
(Figure 57) tandis que le proton du carbone 12 résonne a 5.28 ppm. Le carbone 17 conserve
sensiblement la méme valeur de déplacement chimique, impliquant la conservation de la
fonction époxyde. Toutes ces informations ainsi que celles contenues dans la littérature (Sob
et al. 2007, Zhou et al. 1997 et Kenmogné et al. 2006) nous ont permis d’identifier le composé
ADIR au (E)-8béta (17) époxylabd-12-éne-15,16-diol (Aframodiol 147). Les données

spectrales du composé 147 sont contenues dans le tableau 9.
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Figure 57: Spectre élargi RMN **C du composé 147
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Figure 58: Spectre RMN *H du composé 147
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147

Tableau 1X: Données spectroscopiques de RMN **C et RMN ‘H du composé 147

N° Carbone 3 *C (ppm) 8 'H (ppm)
1 39.74 1.68/0.81
2 194 1.36/1.53
3 42.7 1.37/1.13
4 34.0 /

5 55.6 0.86

6 20.9 1.55/1.68
7 36.8 1.26/1.68
8 57.6 /

9 53.9 1.31
10 40.4 /

11 20.6 1.77/1.91
12 133.0 5.28
13 137.0 /

14 33.5 2.20
15 61.7 3.48
16 68.8 3.86
17 49.3 2.03/2.53
18 34.1 0.87
19 22.4 0.84
20 154 1.05
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11.3.3.3. Mécanisme de la réaction du composé AD1 avec le NaBH,

\s".

o
S
18

19
+ 2 NaBH3(OH)

Schéma 16: Mécanisme de la réaction de réduction de aframodial par le NaBH,4
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11.3.4. Analyses comparatives des extraits de quelques Aframomum

La présence de Aframodial dans A. daniellii comme composé majoritaire nous a
amené a rechercher ce composé dans d’autres Aframomum. C’est ainsi que nous avons extrait
les graines de A. melegueta, A. citratum, A. sulcatum, A. pruinosum, A. letestuianum et A.
kayserianum ou A. latifolium, puis la pulpe des fruits de A. melegueta, et enfin les feuilles,
tiges et racines de A. melegueta et A. sulcatum afin de les comparer aux extraits correspondant
de A daniellii par CCM ; par ailleurs, nous avons effectué des analyses HPLC dans le but de
rechercher d’autres métabolites secondaires des espéces du genre Aframomum dont

I’obtention est souvent difficile par chromatographie sur colonne.

11.3.4.1. Analyses comparatives des extraits de quelques Aframomum par CCM

Une étude comparée des extraits de plusieurs espéces du genre Aframomum a été faite
afin de détecter la présence éventuelle de Aframodial, composé majoritaire des graines de
Afamomum daniellii. A cet effet, différentes parties de plusieurs espéces de Aframomum a
savoir A. melegueta, A. danielii, A. citratum, A. sulcatum, A. pruinosum, A. letestuianum et A.
kayserianum ou A. latifolium indexés respectivement A; a A7, ont subi des essais d’extraction
dans différents solvants organiques et leurs CCM comparées sont présentées dans les

chromatogrammes ci-apres :

113



Aframodial

Al A

Ehex Ehex ECHZCIZ EAE EMeOH EMeOH
Eluant hex/AE 10%

AL Al A Ay A A Ay A A A,

I?hex Ehex ECHZCIZ EAE EMeOH EMeOH
Eluant hex/AE 20%

A;= A. melegueta; A= A. daniellii

melegueta daniellii citratum

sulcatum fuinosum letestuianum latifolium
Hex,AE, Hex,AE, Hex, AE, Hex,AE,  HexAE, Hex,AE, Hex, AE,
CH.CI,, CH,Cl,, CH,Cl,, CH,Cl,, CH.Cl, CHCly, CH,Cl,,
MeOH \ MeOH /\ MeOH /\ MeOH /\MeOH ) MeOH MeOH

Eluant: hex /AE 30%

Figure 60: Chromatogrammes des extraits des graines des différents Aframomum

Aframodial
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Aframodial

Ay; tige, Ay; tige, Ay; tige,
feuille, feuille, feuille,

\ racine ’ racine racine

Figure 61: Chromatogramme des extraits méthanoliques des feuilles, tiges et racines de
A. melegueta (A1), A. daniellii (A2) et A.sulcatum(A4)

'
:

Il ressort des Figures 60 et 61 que les graines de A. daniellii sont la partie la plus riche
en Aframodial ; ce composé se retrouve également dans les graines des espéces A. pruinosum
et A. kaserianum ; il est en trace dans A. sulcatum. Aframodial serait présent en faible
proportion dans les racines de A. danielli et de A. sulcatum. L’absence d’Aframodial dans les
autres especes rend donc impossible son utilisation comme marqueur taxonomique.

Afin de compléter notre étude phytochimique, nous avons entrepris des analyses
HPLC-MS de quelques extraits d’Aframomum en notre possession.

11.3.4.2. Analyse HPLC-MS comparatives des extraits de quelques Aframomum du
Cameroun

Les analyses par Chromatographie en phase liquide couplée a la Spectroscopie
de Masse (HPLC-MS) des extraits de 7 espéces d’Aframomum du Cameroun indexés de A; a
A7 ont été faites dans le but de rechercher d’autres métabolites secondaires contenus dans
leurs différentes parties : il s’agit des graines pour les 7 espéces a savoir A. melegueta (Az), A.
danielii (A2), A. citratum (As), A. sulcatum (A4), A. pruinosum (As), A. letestuianum (Asg) et
A. kayserianum ou A. latifolium (A7), de la pulpe, des feuilles, des racines et des tiges pour
A, A, et A, Lextrait de référence est un extrait de A. melegueta déja caractérisé par les
analyses couplées HPLC-MS.
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11.3.4.2.1. Analyse HPLC-MS comparatives des extraits de graines de quelques
Aframomum du Cameroun

Les chromatogrammes HPLC-MS des extraits des graines des difféerents Aframomum
en notre possession sont représentes par les figures 62 a 66 ci-dessous.
L’analyse de la figure 62 nous montre plusieurs pics pami lesquels trois ayant pour temps de
retention les valeurs 28.452 min, 33.723 min et 35.452 min, appartenant aux extraits des
graines de A. melegueta. Les ions moléculaires obtenus en mode ESI (-) des composés ayant
pour temps de retention les valeurs 28.452 min, 33.723 min et 35.452 min apparaissent & m/z
293, 275 et 277 respectivement. Une comparaison de nos valeurs avec celles de notre
échantillon de référence (A. melegueta) nous revele que les pics dont les temps de retention
sont 28.452 min, 33.723 min et 35.452 min correspondent au 6-gingérol (122), 6-shogaol
(121) et au 6-paradol (119) respectivement.
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Figure 66: Chromatogrammes HPLC-MS 3 des extraits de graines A. melegueta, A.
daniellii, A. citratum, A. sulcatum, A. letestuianum et de A. melegueta de référence

11.3.4.2.2.Analyse HPLC-MS des extraits de la pulpe des fruits de Aframomum
melegueta (A;) et de Aframomum daniellii (Ay)

Les chromatogrammes HPLC-MS des extraits de la pulpe des fruits de A. melegueta et

de A. danielli sont représentés par les figures 67 et 68 ci-dessous.




L’analyse de ces chromatogrammes nous révele par comparaison de nos valeurs a celles de
I’extrait de A. melegueta utilisé comme référence, la présence du 6-gingérol (122) dans les
extraits hexaniques et méthanoliques de la pulpe de ces deux éspéces d’Aframomum (Figures
67 et 68), alors que le 6-shogaol et le 6-paradol en sont absents.

Les extraits hexaniques de A; et A, contiennent respectivement 1.57ug et 3.32 ug de
6-gingérol par gramme d’extrait tandis que leurs extraits méthanoliques en contiennent
respectivement 1.26 ug et 0.91 pg. Il s’avére donc que ’extrait hexanique de la pulpe des

fruits de A est une source importante de 6-gingérol.
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Figure 68: Chromatogrammes HPLC des extraits méthanoliques de la pulpe des fruits
de A. melegueta, A. daniellii et de A. melegueta de référence




11.3.4.2.3. Analyse HPLC-MS des extraits des feuilles, tiges et racines de Aframomum
daniellii, Aframomum melegueta et Aframomum sulcatum

L’analyse des spectres HPLC-MS des extraits des feuilles, tiges et racines de ces trois
¢spéces montre qu’aucun de ces extraits ne contient le 6-gingérol, le 6-paradol ou le 6-
shogaol. D’aprés nos conditions expérimentales, le gingérol est détectable dés la
concentration de 1ng/ml d’extrait tandis que le paradol 1’est dés la concentration de 2ng/ml

d’extrait.

Une interprétation des résultats des analyses HPLC-MS des différents extraits

d’ Aframomum ci-dessus est résumée dans le tableau 10.

Tableau X : Donnees des analyses HPLC/MS des extraits de quelques Aframomums

Pulpe
. Extrait
Aframomum | interprétation graine Extrait Méthanoli- | tige | feuille | racine
Hexanique
que
Nombre de
composes dans 21 11 13 13 19 2
I’extrait
Nombre de
COMpOSEs 5 2 3 3 3 1
A. melegueta majoritaires
(A) Gingerol
(122) Gingerol Gingerol
Composés déja | Paradol (122) (122)
identifiés (119) i i i
Shogaol
(121)
Nombre de
composés dans 16 13 12 3 33 2
I’extrait
Nombre de
A. Daniellii COMPOsés 2 4 2 1 - 1
(A2 majoritaires
Composés déja Gingérol
identifiés (122) Gingérol
) (122) i i i
Nombre de
composés dans 5 - - - -
A. citratum I’extrait
(As) Nombre de
COMPOsEés 2 - - - -
majoritaires
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Composés déja
identifiés

A. sulcatum
(As)

Nombre de
COMPOsés
dans ’extrait

Nbre de
COMpPOSEs
majoritaires

Composés déja
identifiés

A. pruinosum
(As)

Nbre de
composés dans
I’extrait

16

Nbre de
COMpOSsEs
majoritaires

Composés déja
identifiés

A.
letestuianum
(Ae)

Nbre de
composés dans
I’extrait

Nbre de
COMpOSEs
majoritaires

Composés déja
identifiés

A.
kayserianum
ou latifolium

(A7)

Nbre de
composés dans
I’extrait

Nbre de
COMPOsEés
majoritaires

Composés déja
identifiés

Il ressort du tableau 10 que I’extrait méthanolique des graines de A. melegueta
comporte 21 composés parmi lesquels 5 peuvent étre considérés comme majoritaires ; 3 des
21 composes ont été identifiés au gingérol (122), paradol (119) et shogaol (121). L’analyse de
I’extrait hexanique de la pulpe des fruits de A. melegueta nous montre qu’elle contient 11

composés dont 2 majoritaires, tandis que 1’extrait méthanolique en contient 13 dont 3
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majoritaires. Un des composés de la pulpe a été identifié au gingérol. L’analyse des tiges,
feuilles et racines de cette plante nous montre 13, 19, et 2 composés respectivement, parmi
lesquels 3 sont majoritaires dans les tiges et les feuilles, et 1 dans les racines. Il ressort de ce

qui précede que les graines sont plus riches en composés et les racines minoritaires.

L’extrait méthanolique des graines de A. Daniellii comporte 16 composes parmi
lesquels 2 sont majoritaires. Les extraits hexanique et méthanolique de la pulpe de ses fruits
comportent 13 et 12 composés respectivement dont 4 majoritaires dans le premier cas et 2
dans le second ; 1 de ces composés a été identifié au gingérol. Les extraits des tiges, feuilles et
racines contiennent respectivement 3, 33 et 2 produits parmi lesquels 1 seul est majoritaire
dans les tiges et les racines. Nous constatons que les feuilles sont plus riches que toutes les
autres parties de la plante bien que n’ayant pas de composé majoritaire tandis que les racines
demeurent les plus pauvres.

L’extrait méthanolique des graines de A. citratum comporte 5 composés parmi
lesquels 2 sont majoritaires.

L’extrait méthanolique des graines de A. sulcatum comporte 6 produits dont 2
majoritaires. Les extraits méthanoliques des feuilles, tiges et racines contiennent 3, 8 et 3
composés respectivement. La tige et la racine ont chacune 1 composé majoritaire tandis que
la feuille en a 3. Ces résultats montrent que les feuilles de A. sulcatum sont plus riches en
composés que toute autre partie de cette plante.

Les extraits méthanoliques des graines de A. pruinosum, A. letestuianum et A.
kayserianum ou latifolium comportent respectivement 16, 8 et 8 composés ; 2 composés sont
majoritaires dans A. pruinosum et A. latifolium tandis qu’on en a 1 seul dans A. letestuianum.

En somme, les fruits de A. melegueta et la pulpe de A. daniellii sont des sources de

gingérol, tandis-que les graines de A; ont plus de produits majoritaires que les autres graines.

11.4. Activités biologiques de quelques composés obtenus
11.4.1. Activité antitrypanosomale

11.4.1.1. Activité  antitrypanosomale du compose 94 (Acide cléroda-15
meéthylcarboxylate-3,13-dién-19-oique)

Comparé a la Suramine (ICso = 0.044 uM) et le Mélarsoprol (ICso = 0.0068 puM)
respectivement, le composé 94 présente une activité (ICso=1.7 uM et >32 uM) sur les cellules
de T. brucei et L. infantum respectivement. Afin de comprendre son mode d’action, le

composé 94 a éteé testé sur quelques enzymes de la glycolyse (tableau 11).
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Tableau XI : Résultats des tests d’inhibition du composé 94 sur quelques enzymes de la
chaine glycolytique

ICso (MM) sur les enzymes

GAPDHs PFKs
T. brucei T. cruzi Muscle de lapin T. brucei Muscle de lapin
0.012 £ 0.020 0.25+0.02 0.80 £ 0.02 1.20 £ 0.04 2.7+0.1
PyKs Aldolases
L. mexicana B.s. Muscle de lapin T. brucei Muscle de lapin
0.62+0.04 0.90+0.01 Pla3 mM 0.030 £ 0.005 0.40 £ 0.03

B.s. = Bacillus stearothermophillus, PI = Pas d’inhibition

Ces resultats montrent que le composeé 94 est un inhibiteur des enzymes PyKs de L.
mexicana et B. stearothermophillus avec des I1Csy respectives de 0.62 + 0.04 mM et 0.90 +
0.01 mM. Il est deux fois plus actif sur la PFK de T. brucei que sur son homologue isolé du
muscle de lapin. Les résultats les plus importants sont ceux sur la GAPDH et ’aldolase. En
effet, il est respectivement 3 et 66 fois plus actif sur la GAPDH des pararasites T. cruzi et T.
brucei que sur celle de I’hote et il inhibe 13 fois plus 1’aldolase de T. brucei que celle de
I’h6te mammifére ; ceci montre que le composé 94 est un inhibiteur trés sélectif du GAPDH
de T. brucei sans effet a 0.080mM sur I’hote.

L’importante activité inhibitrice que présente le composé 94 sur les GAPDH des
parasites, peut s’expliquer par la présence de deux unités a-énones dans sa structure. En effet,
il a été démontré que les a-énones sont de bons agents pour les additions de Michaél, surtout
en présence de groupement nucléophile telle que la fonction thiol de la cystéine 149 de
I’enzyme glycolytique. Les molécules possédant de telles fonctions imitent donc le
comportement de la GAP (substrat naturel de la GAPDH) au niveau du site actif de la
GAPDH (Cane et Song, 1989, 1994; Lambier et al., 1991). Du fait de ce leurre, I’enzyme ne
fonctionne plus correctement et est ainsi plus ou moins inhibée en fonction du type
d’interaction établie entre I’inhibiteur et I’enzyme.

Les résultats obtenus de I’action du compose 94 sur la GAPDH de T. cruzi sont
d’autant plus importants qu’il n’existe pas encore de médicament efficace, d’origine naturelle,
sur ce parasite responsable de la maladie de Chagas en Amérique du Sud.

En comparant nos résultats a ceux déja publiés sur des substances d’origine naturelle
(Ambrozin et al., 2005 ; Araya et al., 2003 ; Martins et al., 2003 ; De Moura et al., 2001)
ayant une activité intéressante essentiellement sur les épimastigotes et les trypomastigotes, le
composé 94 isolé de E. abyssinica et E. aficana peut aussi étre considéré comme un inhibiteur
prometteur de la GAPDH de T. brucei.
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La faible activité inhibitrice de ce composé sur la GAPDH du mammifere hote est
intéressante dans la mesure ou cette enzyme joue un role crucial dans plusieurs pathologies
humaines importantes telles 1’apoptose (Dastoor et Dreyer, 2001 ; Sunaga et al., 1995), le
cancer (Epner et al., 1993) et la dégénérescence neuronale (Schulze et al., 1993) et cela ouvre

la voie a des médicaments d’origine naturelle pour ces maladies.

11.4.1.2. Activités antitrypanosomale du composé 95 (Aframodial)

Aframodial présente une EDso de 62 et 194 uM sur les cellules de T. brucei et MRC-5 du
mammifere respectivement.

Les tests d’inhibition du composé 95 sur quelques enzymes sélectionnées de
Trypanosoma brucei et Leishmania mexicana a savoir aldolase, PGK, PFK, PGI, GAPDH,
TIM et PyK en comparaison avec les enzymes du mammifére (muscle de lapin), ont été

effectués. Les résultats des tests sont présentés dans le tableau 12.

Tableau XI1: Résultats des tests d’inhibition du composé 95 sur les enzymes

ICso (UM) sur les enzymes

TIMg PGKs
T. brucei Muscle de lapin T. brucei Muscle de lapin
23 % a 100 uM 32% a100 uM 50 + 0.05 27% a100 uM
PFKs PGls
T. brucei Muscle de lapin T. brucei Muscle de lapin
29% a50 uM Pl1a50 uM 50+8 110 £12
GAPDHs Aldolases
T .brucei Muscle de lapin T. brucei Muscle de lapin
nd 44%d’activation 10 +3 110 £10
PyKs Hexokinase
L. mexicana B.s. Muscle de lapin Levure
60+ 6 nd 75 £12 7% a 100uM

B.s. = Bacillus stearothermophillus, nd =non déterminé

Ces résultats montrent que aframodial 95 inhibe sélectivement la PFK de T.brucei. Il
est 11 fois plus actif sur 1’aldolase de T. brucei que sur son homologue isolée du muscle de
lapin. Trés peu d’inhibiteurs d’origine naturelle sont connus comme étant actifs sur les
différentes classes de 1’aldolase de T. brucei; de ce fait, ces résultats intéressants sur
I’aldolase du parasite peuvent ouvrir un chemin pour de nouveaux medicaments contre la

THA, ayant comme précurseur Aframodial.

11.4.1.3. Activité antitrypanosomale du composé 147

Aframodiol (147) présente des EDso de 54 et 73 uM sur les cellules de T. brucei, et

MRC-5 du mammifeére respectivement. Ce résultat est inférieur a celui obtenu avec le composé
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95 (62 et 194 uM). Ceci nous montre que ce composé 147 est plus actif que 95, cependant il

n’est pas sélectif car il n’y a pas un grand écart entre son activité sur le parasite et sur 1’hote.

Les résultats des tests d’inhibition enzymatique sont consignés dans le tableau 13.

Tableau XI11: Résultats des tests d’inhibition enzymatique du composé 147

ICso (UM) sur les enzymes

TIMs PGKs
T. brucei Muscle de lapin T. brucei Muscle de lapin
Pla50 uM Pla50 uM 44%d’activation a Pl1a50 uM
50 uM
PFKs PGls
T. brucei Muscle de lapin T. brucei Muscle de lapin
Pla50 uM 8%d’activation a 50 pM Pla50 uM Pl1a50 uM
GAPDHs Aldolases
T .brucei Muscle de lapin T. brucei Muscle de lapin
13% a 50 uM 26% a 50 uM Pla50 uM 10% a 50 uM
PyKs Hexokinase
L. mexicana B.s. Muscle de lapin Levure
17% a 50 uM 13% a 50 uM 17% a 50 uM 33%d’activation a 50 uM

B.s. = Bacillus stearothermophillus, PI= pas d’inibition;

Ces résultats montrent que aframodiol (147) active sélectivement la PGK de T. brucei
et la PFK du muscle de lapin. Il inhibe 2 fois plus la GAPDH du muscle de lapin que celle de
T. brucei.

Une comparaison des activités de aframodial et de aframodiol nous montre des
différences importantes. En effet, aframodial inhibe 1’aldolase du parasite alors qu’avec
aframodiol, on n’observe aucune activité. Aframodial inhibe la PFK du parasite en restant
inactif sur I’hdte alors que aframodiol active celle du muscle de lapin en étant inactif sur le
parasite. Aframodial active la GAPDH du muscle de lapin tandis que aframodiol 1’inhibe.
Aframodial inhibe I’hexokinase de levure tandis que aframodiol I’active. Ces differences
seraient dues a la disparition des fonctions a-énones suites a la transformation des fonctions

carbonyles en alcools.

11.4.2. Cinétique enzymatique du composé AD1(95)
Les cinétiques enzymatiques d’inhibition impliquent la comparaison du substrat naturel

ou du cofacteur des enzymes avec I’inhibiteur potentiel qui est mis a incuber avec I’enzyme
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seule, en 1’absence de ce substrat. Pour 1’adolase de T. brucei, le substrat naturel est le
Fructose-1-6-biphosphate. La PyK du muscle de lapin quant a elle a été comparé a L’ADP
(Adénoside diphosphate).

Pour décrire 1’é¢tendue de 1’inhibition, plusieurs paramétres ont été évalués
dans les études d’inhibiteurs réversibles. Les plus communs sont :
e la constante de dissociation des espéces enzymatiques auxquelles
I’inhibiteur se lie (constante de Michaélis-Menten): Ky .
e la capacité inhibitrice relative (constante de I’inhibiteur) : Ki ;
e la concentration en inhibiteur nécessaire pour réduire de moitié [’activité

de I’enzyme a laquelle il se lie : 1Csy.

11.4.2.1. Courbes cinétiques d’inhibition du Composé AD1 (95) sur I’aldolase de
Trypanosoma brucei

Avant de réaliser les cinétiques d’inhibition, il est nécessaire de connaitre I’activité de
I’enzyme et d’en connaitre les paramétres cinétiques : Vm (vitesse ou activité maximale) et
Kwu (constante de Michaélis-Menten). Les graphes suivants (Figures 69 et 70) montrent les
deux maniéres d’étudier le comportement cinétique de 1’enzyme Aldolase vis a vis de son
substrat Fructose-1-6-biphosphate (F1-6P). La relation entre la vitesse observée et la
concentration du substrat dans la figure 69 est hyperbolique. Ceci signifie qu’aux basses
concentrations de substrat, la vitesse augmente de facon linéaire alors que pour de grandes
concentrations, elle croit moins rapidement jusqu’a tendre vers une valeur limitante appelée

vitesse maximale.
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Figure 69: Courbe hyperbolique traduisant le comportement michaélien de I’aldolase de
T. brucei: v =f ([F16BP]

La représentation de la figure 70 est une transformation double réciproque dont
I’ordonnée a 1’origine nous donne la valeur de 1/Vyax tandis que I’abscisse a ’origine nous

donne la valeur de -1/Kyy.

Tracé en double inverse
Détermination de Vm et Km de l'aldolase de Tb ~
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Figure 70: Représentation graphique de lineweaver- burk en double inverse de
I’aldolase de T. bruceli

Pour les cinétiques d’inhibition réversibles, I’inhibiteur potentiel est mis a incuber cinq
minutes en présence de I’enzyme seule, a différentes concentrations, dans un tampon au pH

optimal avant de rajouter le substrat (a différentes concentrations autour du Ky,) et autres
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produits nécessaires au fonctionnement de ’enzyme et au suivi de la réaction enzymatique.
Les résultats sont traités graphiquement afin de préciser d’une part le type d’inhibition et
d’autre part la valeur des constantes d’inhibition (K; et K’;).

La figure 71 ci-dessous révele par le parallélisme des droites obtenues que le composé
95 (ou AD1) est inhibiteur incompétitif de 1’aldolase du parasite ; pour des concentrations
différentes en inhibiteur, la valeur de la vitesse maximale ainsi que celle du Ky diminuent. Le
tracé de la figure 72 permet de déterminer la constante K’; = 22.5 uM. Ce dernier tracé
présente la variation des ordonnées a 1’origine relevées sur le tracé 76 par rapport a la
concentration en inhibiteur AD1. Le composé 95 se lie au complexe enzyme-substrat et non a

I’enzyme libre.

AD1: inhibiteur incompeétitif de lI'aldolase de T.b I

0,08 —
[AD1] : 20 puM
0,06 —
- G [AD1]=0
| [AD1]=10uM
= 0,04 -
—
0,02
I T T 6-86 T T T T T T T T
-0,02 -0,01 0,00 0,01 0,02 0,03 0,04

1/[F16BP] pM-1 27/05/10

Figure 71: Tracé 1/v=1f (1/[F16BP]) Inhibition incompétitive de I’aldolase de T. brucei
par le composé 95
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ADL1: inhibiteur incompétitif de I'aldolase de Trypanosoma brucei
Ki=225+-2.0uM
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Figure 72 : Tracé secondaire : Détermination de K’i du composé 95

La valeur de la constante d’inhibition (K’; = 22.5 uM) montre que le composé 95 est
intéressant comme trypanocide potentiel. En effet, depuis plus d’une décennie, la glycolyse a
été avérée cible potentielle pour la lutte contre les trypanosomiases et en conséquence, tout
blocage de ce métabolisme via I’inhibition d’une enzyme qui y est impliquée peut Etre
considéré comme positif dans la lutte contre ces maladies parasitaires.
11.4.2.2. Courbes cinétiques d’inhibition du Composé 95 (ou AD1) sur la pyruvate
Kinase de muscle de lapin

De la méme fagon qu’avec I’Aldolase, il a été procédé tout d’abord a des tests d’activité
de I’enzyme seule permettant de déterminer les valeurs de Ky et Vm de I’enzyme en présence
de I’ADP. Puis des cinétiques d’inhibition ont été effectuées par rapport a I’ADP, en faisant
varier sa concentration autour du Ky de la PyK du muscle de lapin pour I’ADP (Ky = 263

uM) et en mettant en présence de I’enzyme des quantités variables d’inhibiteur.
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Figure 73 : Courbe hyperbolique traduisant le comportement michaélien de la PyK de
lapin : Détermination de Vm et Km
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Figure 74 : Détermination de Vm et Km du composé 95

Le tracé en double inverse de Lineweaver-Burk : 1/v = f (1/[ADP] de la figure 75
présente graphiquement les résultats de ces expériences. Les droites concourantes en un point

hors de I’axe des ordonnées et des abscisses sont la preuve d’une inhibition mixte.
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Figure 75 : Représentation graphique de lineweaver-burk du composé 95 comme étant
un inhibiteur mixte de la PyK de muscle de lapin

A partir de ce tracé, en particulier la valeur des pentes et des ordonnées a 1’origine (ou
intercept), on réalise des tracés secondaires : pente = f ({[AD1]) et ordonnée a I’origine = f
([AD1]) permettant de préciser la valeur des constantes d’inhibition K;j et K’; (Figures 76 et
77).
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Figure 76 : Détermination du Ki
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Figure 77 : Détermination du K’i

Ces résultats montrent que le composé 95, inhibiteur mixte de la PyK du muscle de
lapin par rapport a I’ADP, se lie a la fois a I’enzyme seule et au complexe enzyme-ADP avec
une préférence (2 fois plus grande) pour I’enzyme seule (K’; = 2 Kj). K’ étant suppérieur a K;,
la vitesse maximale diminue tandis que le Ky s’accroit lorsqu’on fait varier la concentration
de I’inhibiteur.

Un mécanisme général d’inhibition décrivant I’interaction du substrat (S) et de
I’inhibiteur reversible (I) sur une enzyme (E) lorsqu’il n’y a pas d’inhibition du substrat est

présenté par le schéma 21 ci-dessous :

Ks kp
E+S ES —  » E+P
+ +
I I
Ki Ki'
Ks' kp'
El+S —m/—— ESI —> EI+P

Schéma 17 : Mécanisme genéral d’inhibition d’une enzyme E par un inhibiteur I

Les résultats présentés dans le tableau 15 montrent de facon globale que le composé
95 est un inhibiteur incompétitif de I’aldolase de T. brucei (K’; = 22.5 +2 uM), de méme ce
composeé est un inhibiteur mixte par rapport a PyK du muscle du lapin (K; =30 £ 2M, K’; =65
1+ 2 uM).
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Tableau XIV: Résultats de la cinétique enzymatique du composé 95 sur I’aldolase et la
PyK

Composé Enzymes Inhibition réversible et constante Rapport : KilKy
d’inhibition
Aldolase de T. brucei comparé Incompétitif . _
ES au Fructosel-6-biphosphate K’ =225 +2uM K7i/Kw =029

avec Ky=78+ 12 uM

Mixte

PyK du muscle de lapin Ki=302 uM

comparé a I’ADP avec K’ =65+ 2 uM
Ku=263uM

KilKy =0.11
K’i/Ku = 0.25

11.4.3. Activité antimicrobienne

Certains des composés isolés, certaines fractions obtenues ainsi que les extraits en
notre possession ont subi des tests antimicrobiens sur dix souches de bactéries Gram-négatif
dites bactéries multi-résistantes (tableaux 15 et 16). Les bactéries utilisés étaient constituées
de : Escherichia coli (ATCC8739, AG100A), Enterobacter aerogenes (ATCC13048, CM64),
Klebsiella pneumoniae (ATCC11296, KP55), Pseudomonas aeruginosa (PA124, PAO01) et
Providencia stuartii (NAE16, ATCC29916). L’antibiotique pris comme référence dans notre
étude est le Chloramphenicol.

Les composés TEA1, TEA2, TEA3 et TEA4 n’ont présenté aucune activité vis-a-Vis
de ces souches bactériennes. Le composé TAE6 quant a lui a été actif sur deux souches de
Escherichia coli avec des concentrations minimales inhibitrices (CMI) de 256 et 512ug/ml.
Les fractions F2, F6 et F8 ont principalement été actives sur les souches de Escherichia coli
avec des CMI comprises entre 256 et 512 pg/ml. La fraction F7 est la plus active avec une
CMI< 256 pg/ml ; elle a inhibé la croissance de toutes les souches bactériennes avec, dans
certains cas, une activité meilleure que celle du Chloramphenicol utilisé ici comme
antibiotique de référence. Les différents extraits de Entada abyssinica et de Entada africana
ont été actifs sur au moins une souche de Escherichia coli avec des valeurs de CMI < 1024
pg/ml. Les extraits a I’hexane, au chlorure de méthyléne et au mélange chlorure de méthylene
méthanol 1:1 de Entada africana se sont revélés bactéricides de la souche AG100A avec des
CMB <512 pg/ml.

L’extrait hexanique de Aframomum daniellii n’a présenté aucune activité vis-a-vis des
bactéries testées. AD1 est actif sur les souches NAE16 et AG100A avec une CMI < 128

ug/ml, et est bactéricide de la souche NAE16 de Providencia stuartii avec une CMB égale a
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64 nug/ml. ADIR quant-a-lui inhibe la croissance de NAE16 et KP55 avec une CMI < 256
ug/ml. La réduction des fonctions carbonyles de AD1 induirait une résistance vis-a-vis de la
souche NAE16 et une augmentation de I’inhibition de la souche KP55.

Ces résultats pourraient justifier en partie 1’utilisation ethnobotanique de ces plantes

comme substances antibactériennes.
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Tableau XV: Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) et Concentration Minimale Bactéricide (CMB) des extraits des plantes et du
chloramphénicol (pg/mil)

Espéces ™1 TM1 TM1 ™1 ™1 TM1 TM1 ™M1 ™M1 TM1 T™™1 T™™1 ™1 ™1’ T™2 T™2 TM2 TM2 AD CHL
De bactérie | Racine | Racine | Racine | Racine | Ecorces | Ecorces | Ecorces | Ecorces | Ecorces | feuilles | feuilles | feuilles | feuilles | feuilles | Ecorces | Ecorces | Ecorces | Ecorces HEX
HEX CH.CI, | AE résidu | brut HEX CH.CIl, | AE résidu HEX résidu | dépdt brut brut HEX CH.CI, | AE CH,Cl,/MeOH
Beli ] ] ] ] T s ] ] ] ~ 8(128)
(512)
AG100A 256 512 64 16(128)
256 - - - - 128 1024 - - 32 1024 - - - (256) (512) 1024 (256) -
E. aerogenes
ATCC13048 - - 256 1024 5(1)2 - - 1?_§4 - - - - - - 1024 - - - . 8(128)
CM64 y256
)
K. _ - - 512 1024 1024 - - 1024 - - 1024 - - 1024 - - - - - 16(256)
preumontz () () () ()
ATCC11296
KP55 ] ] ] ] 512 ] ] 128 ] P ] ) ) ] ) _32(1024)
(1024) (512) -

P.aeruginosa _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ y256
PA124
PAO1 - - _ - - _ _ - - - - - - - _ _ _ _ - -
P. stuartii
NAE16 - - - - - - - - - - - - - - - 1024 - 1024 - 32(1024)
ATCC29916 1024 32

- - - - O 024 - - - - 1024 - 1024 - - - 1024 1024 - (1024)

(-):> 1024 pg/mL pour les extraits; (entre parentheése): CMB en pg/mL; TM2: E. Africana; T M1°: jeune E. abyssinica, TM1: vieux E. abyssinica, AD: A. daniellii; CHL: Chloramphenicol




Tableau XVI: Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) et Concentration Minimale
Bactéricide (CMB) des produits, fractions de E. africana, et du chloramphénicol (ug/ml)

Espéces AD1 ADI1R TEA6 F2 F5 F6 F7 F8 CHL
De bactérie
E. coli - - 256 512 256 512 32 256 8(128)
ATCC8739
AG100A 128 - 512 512 512 16 512 16(128)
E. aerogenes - - - 1024 128 8(128)
ATCC13048
Cme4 - - - 128 256(-)
K. pneumonia - - - 64 16(256)
ATCC11296
KP55 - 256 - 128 32
(1024)
P.aeruginosa - - - 256 »256
PA124
PAO1 - - - 128 -
PNi%Téii (64) 128 - 32 32
(1024)
ATCC29916 - - - 1024 64 32
(1024)

(entre parenthése): CMB en pg/mL; F:

fraction; CHL: Chloramphenicol
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES
L’¢tude phytochimique des écorces de E. abyssinica nous a permis d’obtenir deux

composes et un mélange dont les structures ont été déterminées grace a I’interprétation de
leurs spectres RMN (1D et 2D). Nous avons ainsi isolé un diterpene nouveau de la série
kolavane (I’acide 15-méthylester kolavigque), un stérol (le B-sitostérol) et un mélange de dix
acides gras saturés (Cz-Cao).

L’¢tude phytochimique des écorces de E. africana nous a permis d’isoler quatre
composés purs : le 15-méthylester de I’acide kolavique, le lupéol, le B-sitostérol et
I’octacosanoate de 2,3-dihydroxypropyl ; puis de caractériser deux mélanges dont I’un est
constitué de deux acides gras saturés (Cp4 et Cyg) et d’un alcool gras saturé(Csg), et I’autre des
isoméres cis et trans de trois esters d’acide férulique (Cys, Czs, Ca0).

L’étude phytochimique de Aframomum daniellii nous a permis d’isoler le composé
majoritaire aframodial; ce composé a été transformé en aframodiol par action du NaBH,. Les
analyses par Chromatographie en Phase Liquide Haute Pression couplée de la Spectroscopie
de Masse (HPLC-MS) des extraits de 7 espéces d’Aframomum du Cameroun a savoir : A.
melegueta, A. danielii, A. citratum, A. sulcatum, A. pruinosum, A. letestuianum et A.
kayserianum ou A. latifolium indexés respectivement A; a A; ont montré la présence des
composés 6-gingérol, 6-shogaol et 6-paradol uniquement dans les graines de A. melegueta,
tandis qu’on retrouve uniquement le 6-gingérol dans la pulpe des fruits de A. melegueta et de
A. daniellii. Nous avons également constaté que le 6-gingérol est plus abondant dans 1’extrait
hexanique des pulpes des fruits de A. daniellii.

Certains des composés isolés, certaines fractions obtenues et les extraits des plantes
étudiées ont subi des tests biologoques et enzymatiques.

Les tests d’inhibition sur les cellules montrent que I’acide 15-méthylester kolavique
présente une activité (ICsode 1.7 uM et > 32 uM) respectivement sur les cellules de T. brucei
et de L. infantum.

Les tests d’inhibition enzymatique réalisés sur 1’acide 15-méthylester kolavique nous
revelent qu’il est un inhibiteur sélectif des enzymes PyKs de L. mexicana et B.
stearothermophillus avec des ICs respectives de 0.62 £ 0.04 mM et 0.90 £ 0.01 mM. Il est
deux fois plus actif sur la PFK de T. brucei que sur son homologue isolé du muscle de lapin.
Les résultats les plus importants sont ceux sur la GAPDH et I’aldolase ; en effet, il est
respectivement 3 et 66 fois plus actif sur la GAPDH des pararasites T. cruzi et T. brucei que

sur celle de I’héte, et il inhibe 13 fois plus 1’aldolase de T. brucei que celle de 1’hote
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mammifere. De plus, il est un inhibiteur trés selectif du GAPDH de T. brucei sans effet
jusqu’a 0.080mM sur I’héte.

Les tests d’inhibition enzymatique réalisés sur aframodial montrent qu’il est plus actif
sur la PGK de T brucei (ICso =50 + 0.05 uM) que sur celle isolée du muscle de lapin (27% a
100 uM). 1l est 2 fois plus actif sur la PGI de T. brucei que sur son homologue chez I’héte. I
est 11 fois plus actif sur 1’aldolase de T. brucei que sur son homologue isolée du muscle de
lapin.

Les études d’inhibition enzymatique d’aframodiol montrent qu’il active la PGK de T
brucei, la PFK du muscle de lapin et 1’hexokinase de la levure. 1l est 2 fois plus actif sur
GAPDH du muscle du lapin que sur T. brucei.

La transformation des carbonyles en alcool a créé des modifications importantes au
niveau des activités enzymatiques ; en effet, aframodial inhibe 1’aldolase du parasite alors
qu’avec aframodiol, on n’observe aucune activité. Aframodial inhibe la PFK du parasite en
restant inactif sur 1’h6te alors que aframodiol active celle du muscle de lapin en étant inactif
sur le parasite. Aframodial active la GAPDH du muscle de lapin tandis que aframodiol
I’inhibe. Aframodial inhibe I’hexokinase de levure tandis que aframodiol I’active. Ces
differences seraient dues a la disparition des fonctions a-énones suite a la transformation des
fonctions carbonyles en alcools.

L’étude de la cinétique enzymatique montre qu’aframodial est un inhibiteur mixte de

la PyK du muscle de lapin (Ki = 30 £ 2 uM ; K’i = 65 = 2 uM); il est un inhibiteur
incompétitif de I’aldolase de T. brucei (K’i =22.5 £ 2 uM).
Deux résultats qui retiennent I’attention sont d’une part celui de 1’acide 15-méthylester
kolavique qui est 66 fois plus actif sur la GAPDH de T. brucei que sur celle de I’hote, et
d’autre part celui d’aframodial qui est 11 fois plus actif sur I’aldolase de T.brucei que sur celle
du muscle de lapin. Ces résultats sont d’autant plus importants que les médicaments
actuellement disponibles sur le marché sont soit toxiques, soit chers, soit rares et ils ont des
effets secondaires souvent fatals. Nos résultats sont en accord avec les théses selon lesquelles
les unités a-énones qui se prétent aisement aux réactions de Michaél, constituent de potentiels
agents trypanocides, ou antiparasitaires d’une maniere générale.

Les tests antibactériens effectués sur les composés isolés de Entada africana montrent
que seul I’octacosanoate de -2,3-dihydroxylpropyle a été actif sur deux souches de
Escherichia coli avec des concentrations minimales inhibitrices (CMI) de 256 et 512pug/ml.
Les fractions TEA7, TEA8, TEA10 et TEAL2 sont principalement actives sur les souches de
Escherichia coli avec des CMI comprises entre 256 et 1024 pg/ml. La fraction TEAS est la
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plus active avec une CMI< 256 pg/ml ; elle inhibe toutes les souches bactériennes avec dans
certains cas une activitt meilleure que celle du Chloramphenicol utilisé ici comme
antibiotique de référence. Les différents extraits de Entada abyssinica et de Entada africana
ont été actifs sur au moins une souche de Escherichia coli avec des valeurs de CMI < 1024
ug/ml. Les extraits a I’hexane, au chlorure de méthyléne et au mélange chlorure de méthyléne
méthanol 1:1 de Entada africana sont bactéricides de la souche AG100A avec des CMB <
512 pg/ml.

L’extrait hexanique de Aframomum daniellii ne présente aucune activité vis-a-vis des
bactéries testées. Aframodial est actif sur les souches NE16 et AG100A avec une CMI < 128
ug/ml, et est bactéricide de la souche NAE16 de Providencia stuartii avec une CMB égale a
64 pg/ml. Aframodiol quant a lui inhibe la croissance de NAE16 et KP55 avec une CMI <
256 pg/ml. La réduction des fonctions carbonyles de Aframodial induirait une résistance vis-
a-vis de la souche NAE16 et une augmentation de 1’inhibition de la souche KP55.

Ces résultats pourraient justifier en partie I’utilisation ethnobotanique de ces plantes
dans le traitement de la maladie du sommeil et des infections bactériennes.

Dans la suite, nous comptons poursuivre avec I’isolement des autres composés revélés
par HPLC-MS. L’importance de nos résultats nous impose d’étendre egalement nos
recherches sur d’autres plantes médicinales camerounaises potentiellement riches en
composés trypanocides et bactéricides, qui pourraient nous permettre de synthétiser et de
tester des analogues plus actifs et plus utiles dans la lutte contre les maladies parasitaires et

bactériennes.
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CHAPITRE Il :PARTIE EXPERIMENTALE
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I11.1. Matériels
111.1.1. Matériels d’études chimiques

Les points de fusion des composés isolés ont été pris sur deux appareils dont un
électronique de marque « Buchi Melting Point B-540 » et I’autre non électronique de marque
Gallenkamp, et ne sont pas corrigés. Les CCMs ont été réalisées sur des plaques de silice
préfabriquées et destinées a cet effet de 0,25 mm d’épaisseur, de marque « Merck
Fertigplatten Kieselgel 60 F,s4 » avec différents systemes d’élution : hexane/acétate d’éthyle,
hexane/dichlorométhane, acétate d’éthyle/méthanol et dichlorométhane/méthanol. Les spots
en CCM ont eté visualisés soit sous lumiére UV (254 ou 365 nm), soit en immergeant les
plaques CCMs dans des vapeurs d’iode, ou bien en les aspergeant d’acide sulfurique dilué a
50% et en les chauffant ensuite (spots noirs). Les colonnes de chromatographie ont été
réalisées avec de la silice Merck 60 (70-230 um de diametre). Les spectres de RMN ont été
enregistrés a 25°C soit sur un spectrometre Bruker 300MHz grace a la collaboration de
Catherine Fontaine de 1’Universit¢ Joseph Fourier de Grenoble (France), soit sur un
spectromeétre Bruker 500MHz ou 600 MHz gréce a la collaboration de Bernd Schneider de la
Max Planck Institute For Chemical Ecology de Jena (Allemagne). Les spectres GC-MS ont
été realisés avec le concours de Bernd Schneider de la Max Planck Institute For Chemical
Ecology de Jena (Allemagne). Les spectres IR ont €tés enregistrés sur un spectrometre de
marque Bruker Alpha n° 100949. Les spectres HPLC-MS ont été enregistrés a 1’aide d’un
systéme d’intégration de type Waters (Milford, MA) utilisant un spectrométre de type ESI (-)
grace a la collaboration du Dr. Ilya de I'université Rutgers du New Brunswick (USA). Le
matériel de laboratoire ainsi que les réactifs ont été achetés chez Sigma-Aldrich, Merck et Co

Inc, Buchi et les solvants organiques chez Cherwood International.

111.1.2. Matériels d’études biologiques
111.1.2.1. Cellules de trypanosomes et cellules de mammiferes

Les souches de parasite utilisées sont Trypanosoma brucei brucei (souche 421) (forme
sanguicole) et pour les cellules mammiferes, la souche de fibroblastes humains MRC-5. Les

différents milieux et réactifs ont été achetés chez GIBCO BRL, Sigma-Aldrich, Roche....

111.1.2.2. Enzymes glycolytiques

Les enzymes de parasites ont été surexprimées dans Escherichia coli et purifiées selon
le protocole décrit par Hannaert et al (1995). Les enzymes de référence, les substrats, les
cofacteurs et les enzymes auxiliaires ont été achetés chez Sigma-Aldrich. Les enzymes

étudiées dans notre cas sont : la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH : EC :
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1.2.1.12), la phosphofructokinase (PFK: EC 2.7.1.11), la pyruvate kinase (PyK: EC:
2.7.1.40), la phosphoglycérate kinase (PGK : EC : 2.7.2.3), I’aldolase (EC : 4.1.2.13), et la
phosphoglucose isomérase (PGl : EC : 5.3.1.9).

111.1.2.3. Souches bactériennes et milieu de culture

Les souches bactériennes proviennent de la collection de culture de type Américaine et
des souches cliniques obtenues des laboratoires “Transporteurs membranaires,
Chimiorésistance et Drug Design, UMR-MD1, IFR 88, UFRs de Médecine et de Pharmacie,
Marseille, France”.

Toutes les souches ont été maintenues dans un bouillon de nutriment & 4°C et activées
sur les géloses Mueller Hinton pendant 24h. Le bouillon Mueller Hinton (MHB) a été utilisé

pour tous les essais antibactériens.

111.2. Méthodes
111.2.1. Matieres végétales : récoltes

Selon les bonnes pratiques de terrain qui respectent les droits des détenteurs des
savoirs traditionnels et protégent I’environnement, sur la base des connaissances
ethnopharmacologiques et ethnosociologiques, les écorces de Entada abyssinica (Mimosacée)
ont été récoltées a Dschang (Région de 1’Ouest, Cameroun) en décembre 2001, les écorces du
tronc de E. africana ont été récoltées a I’Extréme-Nord en février 2011 et les fruits de
Aframomum daniellii on été récoltés a Sonbegué, localité situé a Edéa en mars 2008 par M.
Nana de I’Herbier National. Les plants de A. melegueta, A. daniellii et A. sulcatum ont éte
récoltés en juin 2008 au mont Eloumden. Les fruits des autres espéces d’Aframomum ont été
achetés au Marché du Mfoundi en 2009. Ces plantes ont été identifiées par le Pr. Bonaventure
Sonké, le Dr. Tchiengue Barthélemy, M. Nana, M. Koufani Anaclet et M. Mezili
respectivement de I’Ecole Normale Supérieure de 1’Université de Yaoundé I et de I’Herbier

National du Cameroun ou des échantillons sont déposés.

111.2.1.1. Extractions et isolements
111.2.1.1.1. Entada abyssinica (Mimosaceae)
Les écorces d’Entada abyssinica ont été découpées, séchées et pulvérisees pour

donner 6 Kg de poudre. Divers essais d’extraction sont ensuite faits sur environ 200 mg de
poudre avec les solvants organiques disponibles au laboratoire (hexane, AcOEt, CH,Cl, et
MeOH) et de nombreuses CCMs sont réalisées dans des systemes de solvants différents afin
de choisir selon la meilleure résolution et le nombre de composés, le meilleur solvant

d’extraction et le meilleur systéme d’isolement des produits que contient 1’extrait. C’est ainsi
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que 5 kg de cette poudre ont été macérés a froid dans le dichlorométhane pendant 24h.
L’évaporation sous pression réduite de la solution obtenue a donné 91 g d’extrait brut. Apres
avoir dissout notre extrait dans du méthanol, il a ensuite été dégraissé a I’hexane ; nous avons
obtenu 73 g d’extrait hexanique. De cet extrait, nous avons pu isoler 200 mg de 1’acide 15-
méthylester kolavique (94), 80 mg de B-sitostérol (132) et 1g d’un mélange d’acides gras
saturés (133-142) aprés plusieurs chromatographies successives utilisant comme systéme

d’¢lution des portions croissantes d’acétate d’éthyle dans I’hexane.

111.2.1.1.2. Entada africana (Mimosaceae)

Les écorces du tronc de Entada africana ont été découpées en petits morceaux,
séchées puis pulvérisées. 5kg de cette poudre ont été macérés a froid dans le mélange
CHCl,/MeOH (1 :1) pendant 24h. Apres filtration et évaporation sous pression réduite nous
avons obtenu 200g d’extrait brut. La chromatographie flash de cet extrait s’est faite avec les
solvants Hex /EtOAc, puis EtOAc/MeOH de gradiant décroissant. Des chromatographies
successives effectuées sur cet extrait nous ont permis d’isoler quatre composés purs : le 15-
méthylester de 1’acide kolavique (94), le lupéol (144), le B-sitostérol (132), un monoester du
glycérol et de 1’acide octacosanoique CpgHs60, (146); puis de caractériser deux mélanges dont
I’un est constitué de deux acides gras saturés (137 ,139) et d’un alcool gras saturé (143), et

I’autre des isomeéres cis et trans de trois esters d’alkyle férulates (145a, 145b, 145c).

111.2.1.1.3. Aframomum danielli (Zingiberaceae)

Les graines d’Aframomum danielli ont été broyées et nous avons obtenu une péate de
503g. Selon la méme approche décrite précédemment, 500 g de cette pate ont été extraits a
chaud dans I’hexane a 1’aide d’un soxhlet. L’évaporation sous pression réduite de la solution

obtenue a donné 40 g d’extrait brut. De cet extrait, nous avons pu isoler 4 g d’aframodial (95).

111.2.1.2.Réaction d’estérification par le diazométhane du mélange des composés 133-142
Notre mélange est dissout dans de I'ether, puis on ajoute a O°C un exces d'une
solution de diazomethane. La solution est agitée pendant 4 h a cette temperature puis ramenée
a la température ambiante. Le solvant est évaporé sous pression réduite et le résidu
chromatographie est ensuite analysé par le couplage de la chromatographie en phase gazeuse
(GC) et de la spectroscopie de masse (MS). Le mélange de composés est d’abord séparé par
chromatographie puis chaque composé est identifié grace aux fragments qu’il géneére dans le
spectre de masse. On obtient, par ordre d'élution, les composés de masse moléculaire

croissante.
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111.2.1.3. Réaction de réduction du composé AD1 (95) avec le NaBH,

Le composé 95 (100mg, 0.314mmol) est dissout dans 30 ml de méthanol et agité a
température ambiante avec un exces de NaBH, pendant 2h. La réaction est arrétée par ajout
de 50ml d’cau et la phase organique est extraite avec le dichloreméthane, puis séchée avec le
Na,SO, Le résidu obtenu a été purifié par chromatographie sur colonne utilisant comme

systéme d’élution des portions croissantes d’acétate d’éthyle dans 1’hexane.

111.2.1.4. Données physiques et spectrales du composé nouveau isolé

Composé 94: Acide 15-méthylester kolavique

RMN *H : (CDCls), & (ppm) : 0.93 (s, 3H, H-17), 0.95 (s, 3H, H-19), 1.30 (s, 3H, H-20), 1.40
(m, 2H, H-7), 1.45 (m, 1H, H-10), 1.60 (m, 1H, H-8), 2.08 (m, 2H, H-12), 2.15 (m, 1H, H-2a),
2.18 (s, 3H, H-16), 2.20 (m, 1H, H-11), 2.30 (m, 1H, H-2b), 3.68 (s, 3H, OMe), 5.68 (s, 1H,
H-14), 6.80 (t, 1H, J=3 Hz, H-3).

RMN *3C : (CDCls), & (ppm) : 15.12 (C-17), 17.45 (C-1), 19.56 (C-16), 20.69 (C-19), 21.70
(C-20), 25.77 (C-7), 27.84 (C-2), 29.57 (C-11), 34.80 (C-12), 35.20 (C-8), 37.96 (C-9), 37.99
(C-5), 38.06 (C-6), 45.50 (C-10), 51.19 (OMe), 115.20 (C-14), 140.33 (C-3), 142.06 (C-4),
161.99 (C-13), 167.62 (C-15), 172.80 (C-18).

111.2.2.Activités biologiques
111.2.2.1. Principe sur lequel repose les méthodes biologiques utilisées

Les tests d’inhibition de la croissance des trypanosomes et des cellules mammiféres
reposent essentiellement sur le fait que les composés organiques qu’on retrouve dans les
plantes médicinales (organismes vivants) sont capables d’imiter les substrats naturels des
enzymes clés du développement du parasite. lls constituent ainsi de potentiels inhibiteurs de

Ces enzymes.

111.2.2.2. Origine des enzymes

Les enzymes GAPDH, PFK et PyK sont exprimées a partir du muscle de lapin, la
LDH a partir du coeur de cheévre ; tous les substrats et cofacteurs ont été acquis chez Sigma-
Aldrich Chemicals Co. Les enzymes glycolytiques exprimées de T. brucei 1’ont été apres
surproduction dans Escherichia coli et purification selon la procédure décrite par Hannaert et
al. (1995), soit au Laboratoire de Recherche sur les Maladies Tropicales de 1’Université de
Louvain a Bruxelles (Belgique), soit au Module de Haute Technologie (MHT) de 1’Université

Paul Sabatier de Toulouse (France).
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111.2.2.3. Tests d’inhibition de la croissance des trypanosomes et des cellules
mammiferes en culture

Le test LILIT (“Long Incubation Low Inoculation Test”) (Brun et Lun 1994) et
modifié par R&z et al (1997) est utilisé pour les essais sur la forme sanguicole de
Trypanosome brucei (souche 421) et les cellules mammiferes afin de faciliter la comparaison
des résultats.

Pour évaluer la sélectivité de l'activité antitrypanosomale in vitro, des tests de
cytotoxicité in vitro ont également été réalisés. La méme méthode générale a été utilisée afin
de faciliter la comparaison des composeés.

Les composes ont été d'abord dissous dans du DMSO a une concentration de 20 mg / ml
et dilué avec le milieu.

Pour chaque composé, des dilutions en série sont réalisées dans des plaques 96 puits,
chaque dilution étant testée en double. Les cellules en suspension sont ensuite ajoutées dans
chaque puit a une densité telle que, aprés 72 h d’incubation, dans les puits contrdles la culture
ait atteint la fin de la phase de croissance logarithmique (T. brucei), ou que les cellules
adhérentes aient formé une couche monocellulaire confluente (cellules mammiféres MRC-5).
Apres 72 h d’incubation, chaque plaque est examinée avec un microscope inversé afin de
déterminer la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI), qui est la concentration a laquelle
aucune cellule avec une morphologie et/ou une mobilité n’est trouvée en comparaison des
cultures controles. Ensuite, I’ Alamar Blue, un marqueur de viabilité cellulaire, est ajouté dans
chaque puits et la fluorescence est quantifiée aprés un temps total d’incubation de 76 h a une
longueur d’onde d’excitation de 530 nm et a une longueur d’onde d’émission de 590 nm.
L’intensité de la fluorescence est exprimée en pourcentage par rapport aux cellules controles,
considérées comme 100 %, et les valeurs d’EDsp (la concentration d’un composé a laquelle
I’intensité de la fluorescence est réduite a 50 %) sont calculées par interpolation linéaire. Des
essais avec des medicaments commerciaux sont également réalises afin d’avoir des valeurs de
référence. Tous les résultats représentent des valeurs moyennes obtenues dans au moins trois

experiences indépendantes, chaque expérience comprenant un double jeu de tests.

111.2.2.4. Inhibition enzymatique et étude du mode d’action des inhibiteurs

Les produits isolés ont subi des tests d’inhibition différentiels sur les enzymes (TIM,
PGK, PGI, GAPDH, PyK, aldolase et PFK) de parasite (Trypanosoma brucei ou Leishmania
mexicana) et leurs équivalents chez le mammifére en I’occurrence le lapin, en raison de la
trés forte similitude de ses enzymes avec celles de ’homme. Les enzymes de parasite ont été

surexprimees dans Escherichia coli et purifiées selon le protocole de Hannaert et al. [107,110]

150



et les enzymes de référence, les substrats, les cofacteurs et les enzymes auxiliaires ont éte
achetés chez Sigma—Aldrich. Deux types de cinétique enzymatique ont été réalisés : des tests
d’inhibition (mesure d’IC50) et des cinétiques d’inhibition réversibles (type d’inhibition et
mesure de Ki ou K’i). Les enzymes étudiées dans notre cas sont : la TIM (E.C. 5.3.1.1), la
GAPDH (E.C.1.2.1.12), laPFK (E.C. 2.7.1.11), la PyK (E.C. 2.7.1.40), la PGI (E.C. 5.3.1.9),
la PGK (E.C. 2.7.2.3), ’hexokinase (E.C. 2.7.1.1.) et I’aldolase (E.C. 4.1.2.13).

111.2.2.5. Bioguidage

L’activité inhibitrice sur enzymes isolées des différents produits est déterminée soit
par mesure d’ICsp dans des conditions saturantes en substrat (10 Ky en général), soit plus
simplement par détermination du pourcentage d’inhibition a une quantité de composé isolé.

Dans le cas de ’aldolase, 1’utilisation d’enzymes auxiliaires peut étre contournée par
un test direct d’activité basé sur la modification des trioses phosphates formés par I’hydrazine
selon Boyer (Jagannathan et al., 1956) et la lecture directe de 1’absorbance a 240 nm due a
I’hydrazine modifiée. Une approche similaire peut é&tre développée avec la 2.4-
dinitrophénylhydrazone avec une lecture a 540 nm pour I’hydrazone formée.

Dans le cas de la PFK, les enzymes auxiliaires (pyruvate kinase et lactate
déshydrogénase) sont mises en grand exces afin de pallier leur éventuelle inhibition par les
composés testés. L’activité est alors mesurée a 340 nm en suivant la disparition du NADH
oxydé en NAD®. Les quantités d’enzyme utilisées devront correspondre a une vitesse
maximale d’environ 30 nmol.min™.L™.

Les enzymes et les produits isolés sont incubés en quantités variables durant 5 minutes
avant I’addition du substrat et la mesure de 1’activité restante de 1’enzyme est effectuée apres
I’ajout des cofacteurs et enzymes auxiliaires. Le milieu réactionnel est constitué de tampon
TEA (triéthanolamine, HCI) 0.05 mol.L™ ou 0.1 mol.L™ & pH = 7.2, de force ionique 0.15,
ajustée avec du NaCl.

Le pourcentage d’activité restante est évalué par comparaison avec une référence ne
contenant pas de composé inhibiteur mais le solvant dans lequel ce dernier est solubilisé :
DMSO, méthanol ou eau. Les effets possibles des produits sur les enzymes auxiliaires et sur
I’absorbance a 340 nm sans enzyme sont effectues préalablement aux tests. La concentration
en composé inhibiteur permettant de réduire de 50% 1’activité de I’enzyme (ICs) est
déterminée a partir de 4 concentrations différentes et les expériences sont réalisées en

duplicate et si possible en triplicata.
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111.2.2.6. Etude cinétique d’inhibition des composés actifs isolés

Les études des différents types d’inhibition : réversible (compétitive, non compétitive,
incompétitive, mixte) sont réalisées sur les enzymes de parasite et de mammifére. La
détermination des parameétres cinétiques d’inhibition (Ki, K’i,...) est effectuée selon les
protocoles connus et établis. Les expériences sont réalisées en présence de quantités variables

de substrat et d’inhibiteurs (produit pur isolé) en duplication.

111.2.2.6.1. Préparations des divers réactifs

La concentration en inhibiteur nécessaire pour inhiber 50% de 1’activité de I’enzyme
(ICsp) est calculée pour chaque enzyme a des concentrations saturantes (>10Ky) en substrat et
cofacteur afin que la moindre activit¢ de I’inhibiteur se fasse rapidement ressentir. Dans
chaque cas, il y a une pré-incubation de I’enzyme avec différentes concentrations d’inhibiteur
pendant 5 minutes dans la solution tampon correspondante, suivie de I’ajout du mélange
réactionnel (Mix), du cofacteur et du substrat afin d’amorcer la réaction. Le pourcentage de
I’activité restante de 1’enzyme est calculé en comparaison a une expérience faite
simultanément, sans inhibiteur, mais avec le méme volume de solvant. En effet, les enzymes
sont sensibles aux solvants organiques qui peuvent les inhiber partiellement en déformant leur
site actif ou en changeant leur structure tridimensionnelle. Le taux d’inhibition est alors déduit
de lactivit¢ résiduelle de D’enzyme. Cette activité est controlée a I’aide d’un

spectrophotometre SAFAS UV-mc2 en suivant soit 1’apparition, soit la disparition du NADH,
cofacteur que 1’on peut suivre en spectrophotométrie UV & 340 nm (€340 = 6,25 mM™ .cm™).

La composition du milieu de culture est différente pour chaque enzyme :

Pour la GAPDH : Tampon triéthanolamine (TEA) (100 mM ; pH 7,6 ; force ionique
0,15). Le cofacteur est NAD" (2 mM), le substrat est le GAP (0,8 mM). Les sels sont
composés d’EDTA (1 mM), de KC1 (100 mM) et de KoHPO,4 ou KH,PO,4 (100 mM).

Pour la PyK : Tampon triéthanolamine (TEA) (50 mM ; pH 7,2 ; force ionique 0,15).
Le cofacteur est NADH (0,42 mM), le substrat est le phosphoenol pyruvate PEP (2,2 mM).
Les sels sont composés de MgSO,4.7H,0 (12,6 mM), KHCO3 (5 mM), KCI (50,3 mM), ADP
(2,12 mM). L’enzyme auxiliaire : LDH (12,5 pg).

Pour la PFK : Tampon triéthanolamine (TEA) (100 mM ; pH 7,8 ; force ionique 0,15).
Le cofacteur : NADH (0,42 mM). Les substrats : PEP (2,2 mM) et Fru-6-P (2 mM). Les sels :
MgS0,4.7H,0 (2,5 mM), NaHCOs (10,7 mM), KCI (10 mM), ATP (0,5 mM) et AMP (1,6
mM). Les enzymes auxiliaires : PyK/LDH (1/1) 5 pl.

Pour la PGK : Tampon triéthanolamine (TEA) (100 mM ; pH 7,6 ; force ionique 0,15).
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Le cofacteur : NADH (0,42 mM). Les sels: NaHCO; (4.76 mM), KCI (50 mM) et
MgCl,.7H,O (10 mM). Les substrats PEP (2.5 mM) et ATP (0.5 mM). Les enzymes
auxiliaires : LDH (25 pL) et pyK (25 pL)

Pour I’aldolase : Tampon triéthanolamine (TEA) (100 mM ; pH 7,6 ; force ionique
0,15). Substrats : PEP (2.5 mM) et F-1,6-diP (2 mM). Sels: EDTA (2 mM) et NaHCO3 (7.2
mM). Cofacteur : NADH (0.84 mM). Enzymes auxiliaires : 20 pL d’un mélange GDH/TIM
(10/2).

Pour la PGI : Tampon triethanolamine (TEA) (50 mM ; pH 7,6 ; force ionique 0,15).
Substrat : F6P (1.3 mM). Cofacteur : NADP (0.4 mM). Sels : MgCl,.7H,0 (7 mM). Enzyme
auxiliaire : G6PDH (20 pL).

111.2.2.6.2. Cinétiques enzymatiques : composition des mélanges et des sels

Pour les différents tests de cinétique enzymatique il est nécessaire de préparer par
avance des solutions communément appelées Mix. Ce sont des milieux dans lesquels
I’enzyme peut fonctionner de fagon optimale : soit des sels de phosphates dans le tampon dans
le cas le plus simple de la GAPDH, soit un ensemble de substrats et cofacteurs pour la plupart.
Les enzymes auxilaires, fragiles, sont rajoutées uniquement avant chaque série de mesures

cinétiques pour activer le mélange réactionnel.
111.2.2.6.2.1. Préparation du mélange de PFK

Tableau XVII : Composition du mélange de PFK

Réactant Concentration (mM) dans : Masse molaire Quantité (mg)
Test Mélange (g.mol™) Pour 20ml de mélange
MgSQO,.7H,0 2.5 50 246.5 246.5

KCI 10 200 74.6 298
Fructose-6-P 2 40 304.1 244
ATP 0.5 10 605.2 120
PEP 2.2 43 208 180
AMP 1.6 32 499.2 319
NADH 0.42 8.4 709.4 120
NaHCO; 10.7 214 84 360

e Aliquoter les 20ml de mélange en 1ml et les congeler a -20°C
e Pour 20 tests : Iml de mélange activé avec 25 pug de PyK + 12.5 pg de LDH et si
nécessaire, 100 ul de Triton X-100 (20% en solution aqueuse)
NB : Le Fructose-6-Phosphate est le substrat naturel de la PFK (voir schéma
réactionnel). Le Triton X-100 joue un réle de détergent. MgSO, apporte les ions Mg** pour

stabiliser ’ADP et I’ATP. Les différentes masses sont pesées et dissoutes dans 20ml de
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solution Tampon (TEA pH=8, 100 mM, FI=0.15). Il est nécessaire de faire fonctionner la

PFK en présence d’effecteur AMP car c’est une enzyme régulée et son fonctionnement n’est

Michagélien qu’en présence d’AMP, sinon elle est sigmoidale.
Conditions d’expériences : NADH (0,42 mM), PEP (2,2 mM) et Fru-6-P (2 mM). Les sels :
MgS0O,.7H,0 (2,5 mM), NaHCO3; (10,7 mM), KCI (10 mM), ATP (0,5 mM) et AMP (1,6
mM). Enzymes auxiliaires : PyK/LDH (1/1) 25 pl.

111.2.2.6.2.2. Préparation du mélange de PyK

Tableau XVIII: Composition du mélange de PyK

Réactant Concentration (mM) dans : Masse molaire Quantité (mg)
Test Mélange (g.mol™) Pour 10ml de
mélange
MgSO,.7H,0 12.6 251.5 246.5 620
KCI 50.3 1005.4 74.6 750
ADP 2.12 42.4 471.2 200
KHCO; 5 100 100.1 100

e Aliquoter les 10ml en 1ml et les congeler a -20°C

e Pour 10 tests : 1ml de mélange activé avec 5mg de NADH et 12.5ug de LDH

e Une solution du substrat naturel de PyK, le PEP (M=267.2 g.mol™, 100 mM) est
préparée et conservée a 4°C. Elle est introduite (22 pl) dans chaque cuve lors du test.
La solution Tampon ici est TEA pH=7.2, 50mM, FI=0.15.

111.2.2.6.2.3. Préparation des sels (Pi)

Tableau XIX: Composition des sels de GAPDH

Réactant Concentration (mM) dans : Masse molaire Quantité (mg)
Test Mélange (g.mol™) Pour 10mL de mélange
K,HPO, 100 1000 174 1740
KCI 99.8 998.6 74.6 745
EDTA 1 10 372.2 37

e [’ensemble est dissout dans 10 ml de solution Tampon (TEA, pH=7.6, 0.1M, FI=0.15),

aliquoter en 1ml et congeler a -20°C.

111.2.2.6.2.4. Préparation du NAD+ 80mM
Pour 1mL, peser 53 mg de NAD" (663.4 g.mol™) & dissoudre dans 1 mL de Tampon
(TEA, pH=7.6, 0.1M, FI=0.15). Ajouter 20 mg de NaHCO;3; pour avoir un pH neutre

(pH=6.8).
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111.2.2.6.2.5. Synthese du GAP par hydrolyse du diacétal correspondant
Le schéma réactionnel est le suivant :

o FEtoy OEt . ol
Il s H.O* HOu.
HOI"P /\>\ 3 P. /\)J\
—_— ~ 2
o ~o - H tsine) Ho'! O Y q + 2EtOH
= résine OH
Diacétal GAP

Schéma 18: Synthese du GAP

Dans un erlenmeyer de 10 mL, peser 1.5 g de résine acide DOWEX-50
(poids sec), dissoudre dans 6 mL d’eau distillée (ou millipure) puis ajouter 100 mg
d’acétal. Protéger D’erlenmeyer de la lumiére avec du papier aluminium. Lorsque la
réaction se produit, 1’acétal se solubilise progressivement et disparait sous agitation.
Laisser 1’ensemble sous agitation dans un bain d’huile de silicone a 60°C pendant
une heure (au-dela de 60°C, le produit s’abime). Filtrer ensuite, laver a [I’eau
distillée, ajuster a 16.6mlL, aliquoter en 1mL et congeler a -20°C. On obtient ainsi
200 pmoL de GAP (=34mg). La solution est a 12 mM ou 2,04 pg/mL. Le GAP est

activé avec de la soude avant son utilisation pour les tests enzymatiques.

111.2.2.7. Composition des tampons
111.2.2.7.1. Préparation du tampon EDB (Enzyme Dilution Buffer)

Pour 1L de solution : Dithiothréitol (DTT : M=154.3 g.mol™) : 0.5mM soit 77mg &
peser. Sérum Albumine Bovine (SAB): 100mg. EDTA (M=372.2 g.mol™): 0.2mM soit
74.4mg a peser. On ajuste a 1L avec du Tampon TEA. Le pH et la concentration de ce tampon

varient avec le type d’enzyme étudiée.

111.2.2.7.2. Préparation du tampon TEA (Tris Ethanol Amine)

Pour 500ml, TEA, HCI (M=185.65 g.mol™): 4.64g (50 mM), FI = 0.15. NaOH 1M
afin d’ajuster le pH 4 la valeur voulue (7.2, 7.6 ou 8). NaCl (M=58.5 g.mol™) : 2.92 g (0.1 M)
pour ajuster la force ionique a 0.15. Compléter avec de 1’eau distillée dans une fiole jaugée de

500ml.
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Tableau XX: pH et concentration des tampons TEA en fonction des enzymes

Enzyme pH Concentration (mM)
GAPDH, PGK, PGI, GDH, aldolase 7.6 0.1

PFK 8 0.05

PyK 7.2 0.1

111.2.2.8. Tests de sensibilité bactérienne

Les CMI ont été déterminés en utilisant le test de colorimétrie rapide INT (Eloff,
1998; Mativandlela et al., 2006). Les échantillons sont d’abord émultionnés dans Ie
DMSO/MHB (50:50 V/V) ; la solution obtenue est ensuite ajoutée a MHB et diluée en série
deux fois (dans les microplaques de 96 puits). 100ul de I’inoculum (1.5 X 10° CFU/mI)
préparé dans le MHB est ensuite ajouté. La plaque est recouverte d’un scellant stérile pour
plaque, puis agitée afin de mélanger le contenu des puits a I’aide d’un agitateur et enfin
incubée & 37°C pendant 18h. La concentration finale de DMSO a été de 2.5% et n’a pas
affecté la croissance microbienne. Les puits contenant le MHB, 100 pl de I’inoculum et le
DMSO a la concentration finale de 2.5% ont servi de témoins négatifs.

Les CMI des échantillons ont été déterminées aprés 18h d’incubation & 37°C suivi de
I’ajout de 40p1 d’INT & 0.2 mg/ml puis d’une incubation & 37°C pendant 30 min. Les bactéries
vivantes font virer ce colorant jaune au rose.

La CMI est définie comme étant la concentration minimale de 1’échantillon qui
présente une inhibition complete de la croissance microbienne et empéche le changement de
coloration (Kuete et al., 2008).

La CMB a été déterminée par ajout de 50 pl des suspensions des puits n’ayant
présenté aucune croissance durant la mesure de la CMI a 150ml de bouillon frais. Ces
suspensions ont été réincubées a 37°C pendant 48h. La CMB est définie comme étant la
concentration minimale de I’extrait qui inhibe complétement la croissance de la bactérie
(Cohen et al., 1998).

Le chloramphénicol, utilisé comme antibiotique de référence, a été testé également en
présesce du Phénylalanine-Arginine p-Naphtylamide a une concentration finale de 30 ml/I

afin de confirmer la résistance des souches bactériennes.
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