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INTRODUCTION



Les plantes ont été depuis la nuit des temps,Udeceade nombreux médicaments et elles
continueront dans l'avenir a fournir de nouvellesléoules aux propriétés thérapeutiques
diverses [1].

Malgré les progrés spectaculaires de la rechemmebiotechnologie, en biologie
moléculaire, en génétique et en génomique, domairla mode en ce début du troisieme
millénaire, il ne faut pas oublier que 10% seulehdgs quelques 400.000 espéces végétales
connues ont été investiguées sur les plans photamphés et pharmacologique [2].

Sachant qu’une plante peut contenir jusqu’a plusi milliers de constituants différents,
on peut se rendre compte du potentiel thérapeuiigugense que représente le regne végeétal.
Ces derniéres années, quelgques molécules impatastéées des plantes sont devenues
d’efficaces médicaments. Citons I'exemple du Taiesu deTaxus brevifolia Nutt pour sa
propriété anticancéreuse [3], I'Artémisinine isoEnsArtémisia annuaqui est antimalarique
[4-7].

L'utilisation traditionnelle des plantes souseises formes, joue un role primordial dans
le traitement de nombreuses affections, particeiemt chez la population proche de la nature,
tels les guérisseurs ou/et les tradipraticiensstGiepres de ces détenteurs des savoirs ancestraux
que tout chercheur se tourne pour connaitre «deets des plantes qui guérissent » faisant un
recueil des traditions et de l'utilisation empueg des plantes. Les pratiques et les organes
utilisés sont indiqués par les guérisseurs quifgeoe de partager leur savoir avec les chercheurs
qui entreprendront des recherches scientifiques ghprofondies afin d’affirmer ou d’infirmer
[8-9].

Le type de préparation et d'utilisation empirique peut pas s’appliquer a des maladies
graves comme le cancer, I'on ne peut seulemenvgu’des renseignements sur les éventuelles
activités cytotoxiques des plantes.

Le cancer est un probleme public croissant damtestime, la nouvelle incidence
mondiale, a environ de 6 million de cas par an.[Qgst la deuxiéeme cause principale de déces
apres la maladie cardiovasculaire [11]. Il providiune altération cellulaire, il évolue et est lié
avec la prolifération des cellules anormales qui échappé au mécanisme régulateur de
I'organisme vivant. Ces cellules ont la capaci@ngahir les tissus voisins et peuvent migrer vers
les territoires les plus éloignés pour qu ‘ellesrfent un cancer métastase. Ces migrations sont

leurs moyens pour échapper au contrdle cellulareodganisme.
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Depuis les années 28, la recherche des molécytesoxiques antitumorales fait un
progres important grace a la collaboration entrge deeux meédecines dont la médecine
traditionnelle et la médecine moderne [12].

En effet, dans un pays comme Madagascar ou ldgaments disponibles codtent assez
cher, alors les recours aux plantes jouent des gles importants aux traitements des maladies
et particulierement dans les endroits reculés auyila presque aucune structure de centre de
sante.

Les renseignements donnés par les tradithérapembes ont guidé a choisir et
entreprendre I'étude approfondie de la plantdkaba quercina (Baillon H.Perr) »connue
localement sous le nom vernaculdtemeloky ou Maintifototseappartenant a la famille des
EBENACEAE.

La famille desEBENACEAE est classée comme la 165éme dans la flore de Madag
et de Comores selon Perrier de la BATHIE; elle asistituée de quatre genreetraclis,
Euclea, Maba et Diospyro®armi ces quatre genres, le geWtaba comprend 21 espéces, et
toutes les espéces sont endémiques a Madagaseapéete appeléblaba quercinaBaillon
H.Perr a été récoltée dans le parc national Izombetsé aiP2km de I'Est du SAKARAHA dans
la région sud de Madagascar pendant la saisorugeeg mois du février 2006.

Par ailleurs, les résultats des tests prélimgsasur la cellule leucémique de souris P388
ont montré une activité inhibitrice de 99,85 % aleeconcentration de p@/ml d’extrait brut.

Ceci nous a conduits a l'isolement des moléctdsponsables de I'activité cytotoxique
antitumorale.

La présentation de notre travail de thése seskdn le plan ci-dessous.
La premiére partie sera consacrée aux généralités
I-1 Les maladies cancéreuses
[-2 Les substances Naturelles
[-3 Les déterminations structurales
Dans la deuxieme partie nous présenterons, lesriglatet méthodes utilisés.
Enfin dans la troisieme partie est dédiée auxiltats et discussions.
Nous terminerons la présentation par la conclusiovie des références bibliographiques.
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PREMIERE PARTIE

|.1-LES MALADIES CANCEREUSES 4
[.2- LES SUBSTANCES NATURELLES 10

[.3- LES DETERMINATIONS STRUCTURALES 17
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I.1. LES PLANTES MEDICINALES
[.1.1.Famille des Ebénacégd3 a 17]
I.1.1.Historique de la famille de 'TEBENACEAE
_La famille 'EBENACEAE a été découverte en 1952 parrier de la BATHIE et

classée a la 165eme famille selon les classemetdanifues des familles des plantes.

[.1.1.2.Description
La famille dEBENACEAE est constituée environ de 500 espéces et eshdépa

principalement dans les zones tropicales et subtlgs, selon HEGNAUER [18].Elle est

composée de 7 genres notammigiospyros, Eucléa, Maba, Onothéca, RhaphidantioyeRa
et Tetraclis Plus tard, les taxonomistes ont modifié la féarein 3 genresDiospyros, Eucléa et
Lassiocarpa. Les genres Maba, Rhaphidanthe, Rog€hetraclissont inclus dans IBiospyros

Selon Mary Susan TAYLOR 1991[19] dans «Flora ebatany of Madagascar », la
famille ' EBENACEAE comprend de nombreuses espéces, distribuéesatarégions chaudes
des deux mondes et de I'Afrique Australe, en petihbre en Asie et en Amérique tempérees.

Perrier de la BATHIE [20] dans « Flore de Madagassiades Comores » a classé la
famille ’EBENACEAE au 165 rang pour I'ordre de classement botanique dedatpl Cette
famille est composée de quatre genres :
Tetraclis (3 espéces), Eucléa (3 especes), Mabagp&ces) et Diospyros (72 espeédks est
représentée par une centaine d’'especes, presqies @uMadagascar (laux Seychelles, 6aux
Mascareignes, 2aux Comores et 97 a Madagascar).

Selon George SCHART en 2001 dans « Flore Géneéulgsearbres de Madagascar »
[70] ; la famille dEBENACEAE est constitué de 4 genres. Il a vérifié la desiorpde Perrier de
la BATHIE: Tetraclis (3 especes), Eucléa (3 espéces), Mahaegpéces) et Diospyros (72
especesgt les especes de Maba sont toutes endémiquedagikxar.

Les especes sont soit des arbres, soit des asbadbeis dur, parfois noir (ébéne) au
centre.

Feuilles alternées, rarement opposées, subopposéestticillées par trois (3), simples
treés entiéres, sans stipules et des pétioles courts

Fleurs axillaires ou latérales parfois sur I'écodeetronc ou des rameaux (cauliflorie),
solitaires, en cyme ou plus rarement en grappesraetées le plus souvent dioiques rarement

hermaphrodites ou polygames et dichlamydées deedean
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Calice infere, gamosépale plus ou moins lobé, Earmtier, tronqué ou clos sur le

bouton, persistant, plus ou moins accru sur i fru

Corolle gamopétale, lobée, hypogyne, caduque ;slgle&floraison tordue, rarement

valvaire-rédupliquée.

Les fleurs méles sont a étamines parfois en mémebre que les lobes corollin, plus
souvent en nombre double ou en nombre indéfingrées sur le tube corollin ou a la base de la
corolle, parfois en partie ou en totalité hypogyoessubhypogynes et rangées autour d’'un
rudiment d'ovaire.

Les fleurs femelles sont souvent plus grandes gsiemrlales, avec ou sans staminodes ;

disque nul ; ovaire supere, entier, sessile ounrang un peu contracté a la base.

Les fruits sont bacciformes, coriaces ou charmgghiscents.

[.1.1.3._Taxonomie de la famille EBENACEAE
La taxonomie de la famillEBENACEAE semble étre embrouillant et subit des quelques

modification. A l'origine, elle est composée de €genres avec 456 espéces distribuées dans le
plusieurs régions du monde.

Les genreRoyena, Mabat Tetraclis ont été fusionnés avec le genre sup@mespyrosavec
400 espéces. A ce stade la famille se composensentede deux genre®iospyros (444
especes) eEucléa (12 especes), [21], quelgues années plus, ils ténmédifiés en 3 genres :
Diospyros, Eucléa et Lassiocarpa. Les genres Matisgphidanthe, Royenat Tetraclis sont
inclus dans I®iospyros

[.1.1.4, Morphologie de la familleEBENACEAE [71]

Les dispositifs morphologiques de la famillEBENACEAE sont employeés pour faire
classifié le genre et les espéces.
Ces dispositifs morphologiques sont toujours vargevant des conditions enviromentales, et
ayant d'abouti faux des résultats.
Les utilisations des constituants chimiques caratiques de la famille ou du genre a un
avantage par rapport aux dispositifs morphologigoasces sont génétiqguement commande avec
les structures exactes non susceptibles aux chamemnvironnementaux maintenant dans
I'esprit la caractéristique taxonomique varial#e;ds échéant, ne veulent aucun doute soit une

addition utile, particulierement dans I'enfermetaxonomie de cette famille.
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Avant qu'un tel marqueur puisse étre identifiecksctéristigues phytochimiques doivent étre
recherchées de n'importe quelle tendance.

1.1.1.5. Caractéristigues phytochimigues

Les investigations phytochimiques ont pour menéisalement d'un certain nombre de
classes des composes. Le principal étant triteidéaet naphtoquinones

11.1.1.6 Travaux antérieurs sur les genres de laamille EBENACEAE

A notre connaissance, aucune étude scientifiquériante sur la plant®aba quercinan’a été
signalée. Par contre, les espéces des deux delmgs/roset Eucleaont fait I'objet des plusieurs
investigations chimiques montrant une importantésence de composés terpéniques et de
naphtoquinones [22 a 33].

1.1.2. Criteres généraux de sélection des plantestuiicinales

Actuellement, on estime que les méthodes de tigedes plantes médicinales suivent
principalement les trois approches suivantes.

1.1.2.1. Approche chimiotaxonomique

De l'arabe al-kimya venant du gregy;, principe de vie et du GreecOw, classification,
cette méthode consiste a rechercher des catéglariamlécules dans les plantes en fonction de
leur appartenance botanique. Si on a recherchaldaides, alors on travaille sur les familles
des Apocynacéaes, les Rutacéaes et les Rubiacaaees familles renferment souvent des
alcaloides.

Trés féconde, cette méthode a permis un invensystématique des plantes. Cependant,
la mise en évidence d’activités biologiques esventirévélée infructueuse.

1.1.2.2. Approche ethnopharmacologigue

Elle consiste a recueillir aupres des populatiates renseignements concernant
I'utilisation empirique.
Le chercheur enquétera sur les pratigues médisiretlaécoltera la plante. L’extrait préparé
passera des tests pharmacologiques pour vérificatio

1.1.2.3. Approche pharmacologigue d’'orientation

Elle consiste a pratiquer sur terrain quelquesige$salogiques simples permettant d’orienter la
récolte ultérieure de nouvelles plantes. L'essaktlait de plantes récoltées sur des germes en

culturein vitro, permet de mettre en évidence les substancessctive
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I.1- LES MALADIES CANCEREUSES

1.1.1- Description du cancer

Le cancer nait de la transformation d’une cellplés d’un clone de cellules en cellules a
reproduction indéfinie, non contrblable. Sans détale mécanisme de la cancérisation, on peut
dire qu'a I'état normal, la division cellulaire esbntr6lée par un certain nombre de facteurs.
Apres s’étre divisée en n cellules filles, cellesitive a confluence, c’est a dire au moment ou
les cellules se touchent, la division s’arréte grad’intervention de facteurs spécifiques qui sont
des inhibiteurs permanents (inhibiteurs de conticties facteurs sont absents, les divisions se
poursuivent [34].

On estime que le corps humain est composé d& cHllules. Certaines, comme les
cellules nerveuses semblent ne plus se divisersapdir atteint un certain stade de
développement, d’autres comme celles de I'épidertraussi les cellules hépatiques, elles ne se
divisent que lors d'une réparation consécutive adommage subi par l'organe. Entre la
fécondation de I'ceuf et la mort, il se produit@@ivisions cellulaires. Des facteurs de contréle
encore mal connus jusqu’a ce jour gouvernent cgsiains [35].

Alors, le cancer provient d'une altération celitg et est liée par la prolifération des
cellules anormales qui ont échappé au mécanismgatégr de I'organisme vivant pendant la
division cellulaire. Ces cellules ont la capaci®ngahir les tissus voisins et peuvent migrer vers
les territoires les plus éloignés pour qu’ellegrfent une métastase, et les mécanismes d’action
des maladies cancéreuses ne sont pas détailler gaieles varient suivant les domaines et les
facteurs qui bloquent les divisions cellulairesestamal connus.

1.1.2 - La division cellulaire

La division cellulaire se réalise, qui entre,rvea chromatine ou filament d’ADN se
diviser sous l'influence d’ADN polymérase [36], avale se rassembler en chromosomes. Ces
chromosomes vont se fixer sur le fuseau mitotiquéede I'assemblage de la tubuline en micro
tubulines, puis chague chromosome fils va migrelofey des « rails du fuseau vers les poles
apicaux de la cellule, les centrosomes ou les chsomes reforment la chromatine.

La membrane nucléaire, puis la membrane celuldas cellules filles se reforment : deux
cellules sont issues de la cellule d'origine (Fglly. Des enzymes sont nécessaires a la

formation de bases puriques et pyrimidiques indispbles a la formation de I’ADN,
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d’autres enzymes comme le topo isomérase assueemogitionnement des brins d’ADN
(Figure.2) formés lors de la division, permettarded boucles de se défaire puis de se refaire.
Suivant qu’elles agissent sur un seul ou sur le deins d’ADN, on est en présence de topo
isomérase | ou Il [37].

Division
cellulaire

\\._,-/ \_.- .__/' \
Metaphase Anaphase
Les cellules formss
Figurel : Division cellulaire
ﬁ}lljr};lzalglaosre] Absence d’une base
o \w\ .
n TS - Cassure de 2 brins
C h_i\
Pontage =\ \n (§
entre 2 brins <X A-
g 53
‘\\\\‘\)‘/» Z
Remplacement d’une base par //c/:\\
? 2 Y X = e ‘
I’agent cancérogene P [\4—__ Cnssuie d " BEb
e G~

Distorsion par t Pontage protéine —ADN

intercalation

0
—

Figure? : Différentes formes d’anomalie sur les bring’ A®N
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1.1.3 — Traitement

Dans le traitement des cancers, la chimiothérgie une place importante, qu’'elle soit
utilisée seule dans le cas de la leucémie, ou socetion avec d'autres thérapies telles que la
chirurgie ou la radiothérapie comme dans le casahcer du sein. Ainsi est rendue sans cesse
nécessaire la découverte de nouvelles substandégmates possédant une activité plus
intéressante que les anticancéreux utilisés arkéhactuelle en clinique.

Mais ou trouver ces nouveaux produits et sur qurésres d’activité les sélectionner ?

1.1.3.1 —Mécanisme d'activité antitumorale[38-39]

Jusqgu’a présent, le mécanisme d’action de lacnt@éanticancéreuse n’est pas bien défini
car les mécanismes d’action de la maladie varigntat les cibles attaquées. C’est pour cela que
les substances antitumorales sont classées sigganpes chimiques de la molécule active.

» Les substances alkyl antes qui modifient chimiquementre autres les acides

nucléiques tel le chlorambucil

HO~_ H

Figure3 : Structure de Chlorambucil

o0=—0n
0

» Les substances intercalantes dont la planéitétstale permettent a celles-ci de
s’insérer entre les paires de base des acideiquet et d’empécher leur

réplication, tel est le cas de camptothécine [40].

e

H (@]
Figure 4 : Structure de camptothécine

* Les substances antimétabolites ou encore analoguasturaux comme les
inhibiteurs de la méthylation de I'acide folique Rar exemple le methotrexate ou
MTX.
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Figure5 : Structure de Methrotrexate
* Les inhibiteurs de la synthese protéique au niviEsuribosomes ; c’est le cas de la

puromycine et de la giroline (une molécule isoléand éponged’'un lagon

Néocalédonien) [41]

Figure6 : Structure la Girroline
* Les poisons du fuseau : ils empéchent la formatiofuseau mitotique, comme la

vinblastine, le taxol (voir page : 8-9)

1.1.4 - Les histoires des découvertes des molécudagicancéreuses issues des plantes

I.1.4 -1 —Ochrosia elliptica

R
IS TN R= H Ellipticine
| R = OCH; 9 -Methoxy Ellipticine

Figure7 : Alcaloides isolés @chrosia elliptica

En 1958, un Américain, S. Goodwin, a isolé uralalitle de couleur jaune @throsia
elliptica de la famille des APOCYNACEAE, une plante récokéeFloride (USA) introduite aux
Petites Antilles.

A peu pres a la méme époque, Buzas a isolé le nm@paoide de la plant®©chrosia

oppositifoliade la Nouvelle Calédonie [42].
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De facon tout a fait indépendante, dans le cadre dfiblage général de plantes récoltées
en Papouasie (Nouvelle Guinée) par une expéditighozaaustralienne, les pharmacologues du
National Cancer Institute des Etats Unis, ont migedence l'activité antitumorale des extraits
d’Ochrosiacoccineaet d’Ochrosiamoorej plantes récoltées en Papouasie, mais également en
Australie. La purification de ces extraits actitw pes chimistes australiens Dalton et Connores
conduit a l'isolement de I'ellipticine, un alcaleidjue Goodwin avait isolé neuf ans auparavant
[43]. L'ellipticine et son dérivé, la 9-Methoxy-giticine agissent sur des tumeurs expérimentales
des animaux (sarcome 180, adénocarcinome 755, neei¢é1210). Cependant, I'activité de ces
alcaloides était variable et, de plus, lors denfisustration a I'animal, on observait des effets
secondaires facheux (atteinte de cellules de Ferklm cervelet). Ces faits conduisirent alors les

Américains a se désintéresser du sujet.

1.1.4.2 — Les alcaloides de IBervenche de Madagasc§4-45]

LA

H3CO/C[

R=CHs: Vinblastine (Velbéf®
R=CHO : Vincristine (Oncovin(fj

Figure8 : Alcaloides isoléPervenche de Madagascar

La pervenche de Madagascar, herbe tropicale asfleauvesCatharantus roseus.
Don, est une plante herbacée utilisée depuis Ipdeanciens par les Malgaches pour ses
propriétés anorexiantes. Des Canadiens de I'Uniteerd’'Ontario a London au Canada,
spécialisés dans l'étude du diabéte, s'intérestéean1957 a ces usages empiriques. lIs
préparerent des extraits et les administrerentsarales rendus diabétiques par injection d’'une
substance hyperglycémiante, l'alloxane. lls n'obésFnt aucun abaissement du taux de sucre
sanguin mais une leucopénie (baisse du nombreldeslgs blancs) importante qui se fait peut-

étre a chaque injection.
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Cela les conduisit a penser que la plante recpait-étre des substances leucopéniantes, donc
capables d’étre utilisées dans les leucoses okelegmies, maladies tumorales, dans lesquelles
le nombre de globules blancs s’éléve de fagon itapte.

Au méme moment, aux Etats-Unis, les chercheurs dieme pharmaceutique Eli Lilly
évaluaient un grand nombre d’extraits végétaux eftaient conjointement en évidence I'activité

antitumorale des extraits de pervenche de Madagasca

Apres l'isolement des alcaloides indoliques diméoas des chercheurs canadiens et

américains, la vinblastine ou vincaleucoblastine l&t vincristine ou leucocristine sont
C . 1y . ® .
commercialisées sous les noms respectifs de YedbéOncovin , ces deux substances allaient

devenir des atouts majeurs de la chimiothérapieartéreuse.

1.1.4.3 — Les alcaloides de |la Taxus brevifolia Nigt [46 a 51]

R0, O OH

O--_~
O
-— (o]
"OH B
HN---- £
O AOC
(@) CeHs
O&C
Ry
CeHs
R1= Phenyl et R=Ac Taxol
R; = OtBu et R,=H Taxotére

Figure9 : Structure de Taxol et Taxotére
Vers les années soixante, les Américains décitiéle déployer des moyens importants

pour avoir des nouvelles sources naturelles detautrss anticancéreuses. Et c’est au cours de
ces grandes campagnes de criblage d'extraits deteplaur des tumeurs expérimentales
d'animaux qu'ils décelerent, de maniere tout a faituite, dans les années soixante-dix, la
puissante activité de I'extrait d’écorces de trdedaxus brevifoliaNutt. (If, de la cote ouest des
Etats-Unis : Océan Pacifique). Le chimiste Wani M&tl Taylor du « Research Triangle
Institute », Caroline du Nord, isolerent le composéponsable de cette activité «le Taxol »
établi grace a la diffraction des rayons X et paibl 1971.
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Malgré I'importance de la découverte, peu de travAuent publiés jusqu'en 1979, date a
laquelle une biologiste américaine Susan Horwitd’Alert Einstein College of Medecine de
New York publia dans la revue Nature, le mode dcbriginal du Taxol : Cette substance est

capable de se fixer aux microtubules du fuseautigite et d’'empécher leur assemblage.
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1.2-LES SUBSTANCES NATURELLES
|.2.1-Définition

Les substances naturelles sont des produits paovedu métabolisme secondaire des

végétaux ou/et des animaux

I.2.2 —La biogenese des substances naturel[82-53]
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Figure10 : Biogénese des produits naturels
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I.2.3-Les composés phénoligues
1.2.3-1 Description des composés phénoligufs4 a56]

Les composés phénoliques forment un trées vastendnle des substances qui sont
difficiles a définir de fagon simple. L’élément wttural fondamental qui le caractérise est la
présence d’au moins un noyau benzénique auquetiiesttement lié au moins un groupe
hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction.

Une définition purement chimique des phénold@gtiefois insuffisante pour caractériser
les composés phénoliques végétaux. Elle incluredt ohétabolites secondaires possédant ces
éléments structuraux.

Dans la nature, les végétaux avec l'aide desoanoganismes synthéses les noyaux
aromatigues. Les organismes animaux sont presgyauts tributaires, soit de leur alimentation,
soit d’'une symbiose pour élaborer les métabolismes leur sont indispensables et qui
comportent cet élément structural.

Les composés phénoliques des végétaux sontdssiisux grandes voies d'aromagenése :

- la voie la plus courante est celle via shiken@acide shikimique).

- 'autre voie via acétate conduisant a des otgtoesters, suivi de cyclisation.

La pluralité structurale des composés phénotiquiie a cette double origine
biosynthétique est encore accrue par la possiliibt fréquente, d’'une participation simultanée
du shikimate et de I'acétate a I'élaboration de posés d’origine mixte.

La participation d’un troisieme synthon élémaeta malonates» est également possible,
bien que moins fréquente et produit des dérivégeanide I'acide shikimique et du mévalonate
comme certaines quinones.
1.2.3.2- Quinoneg57 a 60]
1.2.3.2.1-Définition

Les quinones sont des dicétones cycliques portéeslgs noyaux semblables aux
aromatiques dont les noms en dérivent par exemplp-benzoquinones, 1,4-naphtoquinones,
9,10-anthraquinones.

Les quinones étant issus de I'oxydation de phémolspeut aussi s’attendre a trouver le
motif quinonique dans différentes classes de métabosecondaires. Les vitamines K,

antihémorragiques sont des naphtoquinones.
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1.2.3.2.2- Distribution

Plus de 1200 quinones ont été décrites, prineipaht dans le regne végétal, chez les
angiospermes, les gymnospermes, les champignangHhens et trés rarement chez les fougeres.
1.2.3.2.3- Biosynthese

La biosynthése des quinones est caractérisék mhversité des voies métaboliques qui
permettent aux différents organismes de les élabargartir d'un nombre assez limité de
précurseurs acétate/malonates, mévalonate.

1.2.3.2.3.a-Voie de l'acétate/malonate

Dans trés nombreux cas, la structure méme deifeoge révele qu'elle est issue de la
cyclisation d’'un polyB cétoester. C'est le cas du Chrysophénol et, pimgmglement, de 1,8-
dihydroxyantraquinone, c’est aussi celui de I'ab®gine-l, composé apparente certainement
naphtoquinone.
1.2.3.2.3.b-Voie de l'acide shikimique.

Une autre voie qui est d’ailleurs la plus frégeerhez les végétaux supérieurs est celle de

'acide O-succinyl benzoique (0SB= acide 4-(carlphgnyl)-4-oxobutanoique). Cet acide
provient de la réaction de I'acideo-chorismique et de l'acide-cétoglutarique en présence de
pyrophosphate de thiamine. Il est ensuite acylé Ipatoenzyme A et cyclise en acide 1,4
dihydroxy-2-naphtoique (DHNA) précurseur immédiatréiphtoquinone.

1.2.3.2.4- Propriétés biologiques

Les quinones ont des propriétés antinéoplastiquesbbiotiques, elles peuvent agir avec
I’ADN, forment des entités réactives de I'oxygemnéndibent les topoisomerases.

Certaines anthraquinones sont utilisées comme ifexaurgatifs destinés a provoquer
I'accélération du transit intestinal et I'évaluatide selles.

Les laxatifs et les purgatifs difféerents par l'inggé d’action. lls sont impliqués le
spasmolytique est un cas de constipation spasmedijula constipation est due a l'atonie du
tube digestif, on utilisera des médicaments qubrfient le peristaltisme intestinal.

lIs sont irritants une prise réguliere pendant donece assez longue, peut entrainer une
colopathie grave surtout, si le médicament esttdagsde phénolphtaléine exemple Purganol,
Fructines de Vichy.

On utilise surtout les principes actifs de drogoesimercialisées sous les noms suivants :

Pour le séné : Tamarine, Senokot, Pursennide
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Pour l'aloés : Aloine
Les benzoquinones naturelledricto sensune donnent lieu & aucune application
thérapeutique. Il faut toutefois remarquer que tame réduite de la 1,4-benzoquinone

(hydroquinone) existe a I'état d’hétéroside et qakii-ci tel I'arbutoside est doué d’'un pouvoir
antiseptique urinaire.

Beaucoup de quinones sont antibactériennes, falegi@t antitumorales.

1.2.3.3 Biogénese de l'isodiospyring61-69]

NCH;O,H

Polyacetate malonate )
Oxydation de-fang-B o
Plumbagine

(5-hydroxy-2-methylnaphthalene-1,4-dione)

CHg
E\ > cyclisation @é
| o} o —_—

(o)
I “/\Cosenz OxydM—A CHj
o) o OH OH i
3-methyl-naphthalene 1,8diol ‘O

O OH
7-Methyljuglone
ydroxy-7-methylnaphthalene-1,4-dione)

1
AA (

“— DIMERISATION—/— BB

Diospyrol

@3 oM

\ 2,3'dimethyl-1,2-binaphthyl-1',4,5,8'tetraol
oxydatlon u niveau A A
ue " TR
HO
HO 8H O
Mamegaqumone Elliptinone

Isodlospyrlne o

Figure.11 : Mécanisme de la formation de I'lsodiospyrine
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[.2.6-_Méthode d’extraction
Il nexiste que tres peu de meéethodes généralegtrdction de substances naturelles.

Chaque équipe de chercheurs utilise sa propre itpghmpour isoler tel ou tel produit naturel ;
néanmoins, on peut choisir deux schémas principaux.

1.2.6.1- Méthode d’extraction par gradient de polaité de solvant :

Méthode de BLIGH et DYER
Matériel brut

!

Macération

Filtration

Reprise par l'eau
extraction par partage liquide liquide
(melange de deux solvantnon miscibles)

Phase organique Phase aqueuse

Produits peu polaires produits polaires
et moyennement polaires

L’isolement et la purification de divers produg®verent longs et difficiles car tous les
produits autres que les produits peu polaires gevént dans une seule phase. On utilise
généralement cette technique pour les substanagggide marine et pour les plantes ne
contenant pas de chlorophylle.

1.2.6-2 Méthode extraction par solvant spécifique

La recherche concernant les familles chimiques alealoides; consiste en une

extraction spécifique, en ce sens que I'extraienbtne contient plus que des alcaloides bruts et

cela facilite la purification des produits.
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[.3-LES DETERMINATIONS STRUCTURALES

[.3.1-Principe
La détermination de la structure chimique esébasur linterprétation des spectres de

R.M.N et de spectres de masse du produit isolé.
[.3.2-_Résonances Magnétigue Nucléaires R.M.N

1.3.2-1 Introduction [70]
C’est en 1946 que deux groupes de physiciens, dafpés du Professeur BLOCH a

Stanford et I'équipe du Professeur PURCELL a Hatyvan cherchant a mettre en évidence
des transitions entre les états de spins nucléaioesept purement théorique a cette époque,
ont obtenu pour la premiére fois des signaux deo@se Magnétique Nucléaire (RMN).
Aprés le succés de cette démarche relevant dehanehe fondamentale, la RMN est née et a
explosé vers des multiples applications touchant :

-la chimie avec I'élaboration des structures égiras et la dynamique moléculaire,

-le domaine médical avec I'lmagerie par Résonamhagnétique (IRM)

1.3.2.2- Principe de la RMNJ[71]

La résonance magnétique nucléaire est une tashrdg spectroscopie appliquée aux

particules ou ensemble des particules atomiquest algs noyaux caractérisés par un spin
nucléaire non nul I et un moment magnétique nuagaiqui sont tous deux quantifiés : ils
sont équivalents a de petits aimants tel que :
p=yx1 {1}
| : spin
u : moment magnétique nucléaire
vy : rapport gyromagnétique
Les valeurs de | peuvent étre prévues empiriqneagartir du nombre p de protons et
du nombre n de neutrons constituant le noyau :
si p et n pairs : | = 0 (exemplé’C, 1°0)
si p et nimpairs : | est un entier (exempfel; **N pour lesquels | = 1)
si (p + n) est impair : | est un demi-entier (exéenpH, *C, 3'P)
Nous développerons uniguement les noyaux ayaritl(proton et carbone 13 qui ont un
v>0) puisque ce sont eux essentiellement qui sdigést en chimie organique pour I'élucidation

structurale.
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En présence d’'un champ magnétique extérigute® noyaux de spis 0 se répartissent
de facon inégale suivant deux niveaux d’énergieeEE2 avec N1 le nombre de noyaux dans
I'état d’énergie le plus faible E1 et N2 le nombeenoyaux dans I'état d’énergie excité E2.

Le rapport des populations a I'équilibre N1/N2a@anné par I'équation de Boltzmann :

N1/N2 = exp (AE/KT) {2}
k : constante de Boltzmann
T : température absolue [K]
Si | =%, I'exces de noyaukN (N1 — N2) orientés suivantyBest donnée par la formule :
AN/N = 2 By / KT{3}
K : constante de Boltzmann

T : température absolue [K]

Bo [gauss]
A .
Energie
—» T Noyaux dans létat — %: ont
Bo \“ tendance a orienter y dans le sens
> contraire de By : Etat moins stable
By nul
Niveau dégénéré pour
les états +/- 1/2
Noyaux dans I'état + % : ont tendance
a orienter y dans le méme sens que
> By : Etat le plus stable
Bo T X M

Figure12 : Levée de dégénérescence du niveau d’'énezgiaal/aux
La RMN consiste a faire passer le moment magaeétigicléaire du niveau de plus basse
énergie a celui de plus grande énergie en appliguanénergie électromagnétique extérigiie
= E2- E1 = . Le passage des noyaux du niveau d’énergie Elveawnd’énergie E2 se traduit

par I'apparition d’un signal de résonance.
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La relation mathématique existant entre le chamagnétique imposé de normg & la

fréquence de résonanegest :

B
Vg =7 X -0 {4}

Ouy est le rapport gyromagnétique caractéristiquehdg e noyau étudie.
En fait, la différence de populations entre kétaplus stable et I'état excité est tres faible.
Pour donner un exemple concret, pour les protossnu@écules de chloroforme a température
ambiante et dans un champ magnétiqueld1Tesla, les deux populations N1 et N2 ne differ
gue d’environ 10 unités sur un million. Comme lacédu signal de résonance dépend de la
différence de population, la RMN s’est heurtée éoud & un probléme technique de détection. Si
on se refere a la formule {4}, on peut augmeitérde deux fagons :
() augmenter N, c’est-a-dire utiliser des quantitgsdrtantes de produit,
Gy augmenter le champoB
Dans le premier cas, il est difficile d’isolemrda plan pratique des quantités importantes
de produit naturel. De plus, une concentration teédpvée entraine inévitablement des
phénomeénes de viscosité. C'est pour cela que lantdogie de la RMN a évolué vers la
fabrication des aimants superpuissants. Au dépaitnantation par bobine classique des
appareils de RMN qui fonctionnaient a 60 MHz emia#iun échauffement rapide et élevé de la
bobine ; lintroduction des aimants supraconductewu cryo-aimants refroidis a basse
température a I’'Hélium liquide a permis de fabrigaetuellement des appareils a 800 MHz ou
plus qu’on appelle la RMN a haut champ.
La RMN a onde continue ou RMN a balayage de champ]

D’apres I'équation {2}, on peut obtenir une résocade deux fagons : (i) faire varigyou (ii)
faire varier B. Les premiers appareils de RMN de 60 a 100 MH=ztionnaient par onde
continue. Cette technique consiste a soumettrehdigillon a analyser a une radiation
électromagnétique de fréquenggtres stable, et a faire varier le champ magnétagpmiqué B.

Le choix de cette technique vient du fait que,lsyslan pratique, il est difficile de maintenip B

trés stable.
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La R.M.N impulsionnelle

Le progres de I'électronique et de l'informatiqugermis I'avénement d’une autre méthode
gu’'on appelle 1aR.M.N impulsionnelleDans cette technique, on fait passer la frequepce
travers une bobine. L’émetteur d’onde électromagunétenvoie alors des impulsions tres bréves
telles que I'onde espolychromatique c’est-a-dire contient une large intervalle de fréace
autour devp. Les noyaux de fréquence d’absorptigrvont interagir fortement avec I'onde de
fréquenceve : il y a alors une forte absorption d’énergie qud#tecte par un signal de fréquence
Ve. Quand I'impulsion cesse, I'aimantation se met éilles pour tendre a reprendre sa position
d’équilibre, alignée sur Bo. L'oscillation induitia bornes de la bobine détectrice un signal de
relaxation décroissant de fréquence correspondant a

Ce signal est appelé en anglais « Free Inducticcaype (FID). La F.I.D contient toutes les
informations de la résonance, mais elle n’est gpto#able en tant que tel en analyse structurale.
C’est pour cette raison qu’on a introduit la tramsfation de Fourier (FT) de ce F.I.D afin de
générer un signal classique qu’on rencontre en RiMiXde continue. Ceci est schématisé par la
figure 14

Signal

Ve

v

——

Période T=1/Ve
T=1/ Ve

»

A

Temps de relaxation
décroissant

d
<

Durée d’impulsion

Figure13: Transformation de Fourrier : a gauche un FID étadte le signal correspondant
aprés transformée de Fourier.
Une impulsion correspond a un spectre completp€&ut donc enregistrer plusieurs fois le
méme spectre en envoyant plusieurs impulsions,naua’on veut dans la limite de la
disponibilité de l'appareil. C'est la technique Haccumulation qui permet de résoudre le

probleme des petites quantités. La F.I.D obtentie®mme de tous les spectres.
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Grace au progrés de linformatique et de la tetdgie de l'information et de la
communication (TIC), la F.I.D peut étre numériséemvoyée aux utilisateussa Internet par
File Transfer Progran(F.T.P). Le traitement des données numériques aliisnues est effectué
a l'aide des logiciels appropriés, pour citer lePEPIN de la firme Bruker. L'IMRA dispose de
ce logiciel. Nous donnons la F.I1.D du spectre priofoe du produit qui fait I'objet de cette thése

et le spectre de RMN correspondant.

Christiamn C:hEBruker TOFPSEIN THERA
SPROTON1ZS <oDT13 : .

[rel*126]

06

00

-06

1 2 = a £ [s]

Figurel4 : F.I1.D

|
1
|
\
|
I
|
q
[

T T T 4 T e T T v b e
12 10 -] & a z epm]

Figure15 : Spectre d¥H obtenu aprés traitement de son FID.
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1.3.2.3-Déplacement chimique

En pratique, les noyaux sont toujours dans uir@mvement ou corteége électronique qui
constitue un écran magnétique par rapport au chextgrieur appliqués. Cet effet d’écran
caractérisé par une constante qu’'on appelle caestiidcranc dépend essentiellement de la
place du noyau dans la molécule et dans I'étatlielse trouve (en solution dans un solvant
donné). Le champ effectifBeciir de frequenceesecis ressenti par le noyau sera alors plus faible
gue le champ appliqué (de fréquengk:

Beffectt= Bo(1 -0) {5}

On aura donc un petit écart qui va permettre atactériser I'environnement du noyau.
Ainsi, on aura autant de fréquences absorbées gudlde noyaux ayant un environnement
différent. Pour quantifier ce petit écart entredeyaux d’environnement différent, on a introduit
la notion de fréquence de référence qui est celléettaméthylsilane (TMS), et on a défini le
déplacement chimique comme suit :
d=(Ve-vims) /b {6}

L’intérét de définir ce déplacement chimique gsi un rapport de fréquences réside dans
le fait qu'il est indépendant de Bo. Ses valeurgl@gendront donc pas de I'appareil utilisé. Par
convention, le déplacement chimique du TMS est adal et les déplacements chimiques sont
exprimés en partie par million (ppm) par rapporiTalS.

Il existe des tables qui donnent les déplacenwritsiques des noyaux (comme le proton
ou le carbone 13) suivant leurs environnementstrél@ques. lls sont trés précieux pour
'analyse structurale.

1.3.2.4- Couplage spin-spin

On obtient une seule raie de résonance (singoletyu’un noyau d’hydrogene subit une
transition nucléaire d’'un état de spin donné a utreaniveau plus élevé. Mais les atomes
d’hydrogéne voisins, géminés et vicinaux, de panileeau d’énergie de leurs états de spin,
peuvent entrainer une nouvelle perturbation desanix d’énergie du noyau en résonance. Ainsi,
les protons ne donnent pas tous des singulets paais certains, on observe des multiplets
(doublet, triplet, quadruplet, etc.). L'interacti@mtre les moments magnétiques des noyaux a
travers les liaisons chimiques est appei@aplage spin-spinCe dernier est responsable de cette
multiplicité.
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La distance commune entre deux raies d’'un mettigippelée constante de couplage est
désignée par la lettiket est exprimée en Hertz (Hz). Ces constanteodplage sont désignées
par les symbole$), n indique le nombre de liaisons séparant les nogauplés. Si n = 1, seule
la nature des noyaux est précisée (exedplec). Les constantes de couplagesntre protons
géminés efJ entre protons dits vicinaux ont généralement ddsws importantes. Par contre,
les couplages associés a n>3 sont généralemetestalependant on connait des couplages a
longue portée appelés également couplage a lorigiaace. Parmi eux, on distingue le couplage
allylique et le couplage du systeme MW.

La valeur des constantes de couplage entre detangreicinaux varie avec l'angle diedde
Cette variation est décrite par I'équation de KARFLet CONROY:
3J=A+Bcosh+CcosR {7}
Avec les constantes A=4.22, B=-05,C =45
Les expériences de double irradiation supprimlentouplage entre deux protons, et

permettent ainsi de connaitre si les deux protarguestion sont couplés ou non entre eux.

1.3.2.5-Application a la détermination structurale
1.3.2.5.1-La RMN 1D du *H et du *3C[72]

La RMN du’H permet dattribuer & chaque signal le déplacenckithique des sites

protonés. Elle donne une idée sur la nature desites en fonction de la zone d’apparition de
leurs déplacements chimiques (0,6 <13 ppm).

La RMN duC découplé’H (BB : Broad Band decoupling) consiste a appligaer
I'acquisition du spectre, une fréquence centréelauzone de résonance dH provoquant
l'irradiation de ce dernier. On obtient alors uregjpe ne comportant que des singulets sous
forme de pics trés fins correspondant chacun aadoooe de la molécule. Ainsi, le nombre total
des pics équivaut au nombre total de carbonesituargtle composé a condition qu’il n’y ait pas
de superposition de pics.

Le spectre*C - J modulé (DEPT : Distorsionless Enchancement by ridatdon
Transfert) enregistré dans deux phases inversasdams deux cOtés opposés par rapport a la
ligne de base, les carbones a nombre pair de pfatéthylenes d’une part) et ceux a nombre
impair de proton (méthynes et méthyles d’autre)pads signaux des carbones quaternaires ne

comportant pas de proton n’apparaissent pas syeletre DEPT.
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1.3.2.5.2- La RMN 2D [73-75]
L’expérience de RMN a deux dimensions appartéetd spectroscopie a impulsions et

repose sur une succession de trois intervallesrdpd : préparation, évolution et détection. Dans
un certain nombre d’expériences s'y ajoute encoee autre période appelée temps de mixage

avant la détection.

Préparatio  Evolution Détection FID

N

»ld »l
P >

v

A

tl t2
Figure16: Echelle de temps d’expériences de RMN 2D

On parvient a obtenir le spectre 2D grace a lqueséce d’impulsions que nous

représentons a la figure 17, et qui s’effectue darsemps d’évolution.

Préparatio Evolution Détection

90°% 180%

I ta/2 I to/2

Figurel7 : Séquence d’'impulsions d’'un spectre 2D

A

fn

L’exploitation d'un tel spectre est difficile dans espace a trois dimensions (Figure 18-a).
Aussi, on effectue une « coupe transversale » aiveau suffisant donnant une ou des taches

dite(s) taches de corrélation (figurel8- b).
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-c- Coupe effectuée a la base -d- Coupe effectuée au milieu
de pic de pic

Figure18 : Allure des spectres 2D

Les spectres 2D sont représentés dans un plandave axes de coordonnées portant des
valeurs de déplacements chimiques exprimés eneppati million (ppm). On distingue deux
types de spectres 2D : homonucléatté-{H) et hétéronucléairéH-*°C). Les corrélations entre
les noyaux concernés se traduisent par des tach&ssspectres.

1.3.2.5.2.1-La corrélation homonucléaire

a- CO SY COrrelationSpectroscolyf

C’est un spectre de corrélatioH-'H. En abscisses et en ordonnées sont porté8 les
(ppm) des'H. Le spectre a la forme d’un carré. Les tachderlg de la diagonale correspondent
a celles du spectréi-1D et celles en dehors de la diagonale sontlgses de corrélations.

Les couplages détectables sur la carte symétrigugétendent qu’a travers deux liaisons
(protons géminés) et trois liaisons (protons vigik)a Par conséquent, les sites protonés voisins
sont facilement repérés

\C/H H/_\H
N N

/7 N\
Géminés vicinaux

Figure 19: Corrélation entreH géminés et vicinaux
b- NOESY:NuclearOverhauseEffect Spectroscoly
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Ces spectre$d-2D ressemblant fortement aux COSY permettenttdiub des

informations sur de8H proches dans I'espace, couplés ou non & traerdialsons. Il s’agit
de couplage dipolaire. Ainsi les spectres NOESYt sotilisés pour établir la structure
tridimensionnelle d’'une molécule, donc sa confifjoraet sa conformation. Un spectre NOESY
s’exploite comme un COSY.

1.3.2.5.2.2-La corrélation hétéronucléaire

Ce type de corrélation exploite I'existence du dage scalaire hétéronucléaire permettant un
transfert d’aimantation du noyau le plus senstblevers le noyau le moins sensible du carbone
13.

a- HMQC : (HeteronuleaM ultiple QuantumCorrelatior) ou

HSQC: HeteronucleaBingle-QuantumCorrelation)

Il donne la corrélation entre le(s) proton(s) etckrbone qui le(s) porte (nt). Les taches
indiquent donc la connexion entre C et H. Ellesymdtent de déduire le nombre de carbones
protonés et d'attribuer les protons correspondachague carbone. Ainsi, les protons géminés
non équivalents sont mis en évidence trés facilérfi@aux protons pour une seule valeur de

carbone.

\CV//NH
pd \
Figure20: Corrélation directéH-°C
b- HMBC: HeteronucleaM ultiple Bond Correlation

Il permet I'observation des corrélations protonbcere a longue distance, généralement en
a etp.

Figure 21 : Corrélations en HMBC en positiaret 3
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Le nombre de liaisons qui séparent un proton ptasenne corrélation avec un carbone,
varie avec I'ensemble des paramétres favorisatriatesmission du couplage : géométrie de la
molécule, électronégativité des substituants. Daras de systemes insaturés, des corrélations
entre'H et *°C distants de 4 & 5 liaisons peuvent étre mise&vielence. Des corrélations de type
131H-13C peuvent apparaitre sur le spectre sous formaalhes$ symétriques par rapportdadu
H.

[.3.3-La spectrométrie de massgr6a 83]

1.3.3.1- Généralité

La spectrométrie de masse donne des indicationk snasse moléculaire et la structure
lorsqu’on étudie la fragmentation de I'ion molédrdaou elle permet de faire la vérification de la
structure d’'un produit isolé dans une plante oundproduit isolé a partir de la synthése
organique.

1.3.3.2- Principe de la spectrométrie de masse

La base de la spectrométrie de masse est dequewrbionisation de la molécule.

La quantité ionisée possede une énergie internédugpermet de se fragmenter pour donner le

ionisation

fragment: M M Fragments

Cette décomposition est liee a la structure de laléonle étudiée. Qui est la

caractéristique de la molécule. Le spectre cowarita détecter les ions positifs ou négatifs, il
résulte de la décomposition'M

1.3.3.2-Caractéristiques

La S.M est une technique qui opere en phase gaztul faut vaporiser préalablement les
systemes a étudier. Cette technique est une méttieskeuctive, c'est-a-dire I'échantillon a
étudier n’est plus récupérable aprés I'analyse.

C’est une technique de grande sensibilité d’'un iilan de I'ordre de 1ng peut étre détecté par
I'appareil, elle opér. & trés basse pression delie de 16mmHg par rapport & la pression
atmosphérique de 760mmHg. Cette raison qu’on \élitire la minimum interaction moléculaire

pour avoir d’'un bon spectre.
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1.3.3-4 Potentiel analytigue de la spectrométrie dmasse

La premiere information donnée par cette techmigst lindication de la masse

moléculaire d’'un composé inconnue. La deuxiémerimétion peut donner des renseignements

sur les groupements fonctionnels qui produisenfrdgsnents caracteristiques.

M

M'  s'appelle I'ilon moléculaire

\—fragment

1.3.3-5 Classifications des spectrométries des @sass

Les spectrométries de masse pour la détermindé@tructure peuvent étre classées selon

les techniques et les modes de production dediopsoduit a analyser

Ces classifications sont résumées dans le tableau-I

Tableau-1 : Résumé des classifications des spaétries de masse

TECHNIQUES MODE DE PRODUCTION DES ANALYSEUR NATURE DE L'ECHATILLON
IONS DE MASSE DANS LA SOURCE
I.E : Impact Electronique| Impact d’électrons deeV0, Gaz
13.10° Pa Quadripéle (Q)
IC : lonisation chimique Plasma d'ion réactant ol Gaz
1,13.16 a1,13.16 Pa
_ _ _ Secteur
ES Gradient de champ électrique eft magnétique (B) Gaz
Electrospray énergie thermique création de
microgouttelettes pression ol
atmosphérique
L.S.I.M Impact d’ions de faible énergie Résonance Solide

Spectrométrie de Masse |a
lons Secondaire avec cible

(9.9 KeV)

cyclotronique

Liquide ou
F.A.B Impact d’atomes neutres (KeV) Trapoe ionique
Bombardement par Atomes P q Liquide (glycérol)
Rapides
M.A.L.D.l: Impact de photons émis par un Analyseur a
Désorption Laser Assistég laser temps de vol
par Matrice (T.O.F) Solide
P.D.MS Impact d’ions forte énergie Solide

Désorption de Plasma

(100MeV)

Un spectre de masse est une représentation ¢ortage la masse a la charge, des
fragments chargés avec leurs concentrationsvetatOn attribue une valeur de 100% au pic le

plus intense dans le spectreple de baseet les intensités des autres pics, incluant cidl€ion

moléculaire sont rapportés en pourcentage du piade.
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1.3.3.6- Fragmentation

A premiére vue, la fragmentation d’'une moléculecaun large excés d’énergie semble
étre une approche assez brutale pour détermisénuieture moléculaire.
Cependant les justifications utilisées pour famer€spondre le type de spectre avec la structure
pour faire correspondre le type de spectre avestriecture ne peut étre qu’élégante, bien que
parfois arbitraire.
Les recherches duesviac Lafferty, Beynon, Stenhagent conduit a un certain nombre
de mécanismes réactionnels de fragmentation.
Bieman, Djerasset Budzikiewiczles ont repris et travaillées de main maitre. &e@lement, la
tendance est de représenter I'ion moléculaire ameccharge délocalisée.
L’approche de Djerassi est de localiser la chamgtipe soit sur une liaison (sauf dans le
systéme conjugué), soit sur un hétéro atome.
Exemple :
Les structures A et B représentent I'ion molécaldu cyclohexadiéne.
Le composé A est une structure délocalisée avedaatron de moins que le diene original non

chargé. Les électrons et la charge positive solocdisés sur le systeme Comme électron
enlevé pour former I'ion moléculaire est @TT. D’autres structures comme B et C (structure

de valence) peuvent étre utilisées. Des structaoesme B et C localisent I'électron et la

charge positive et sont de ce fait utilisées p@aride les processus de fragmentation.

2 2 2

Figure2?2 : Localisation de I'électron et de la chargsifree

La fragmentation a été initiée par I'impact élentque, ce n’est qu’une faible partie de la
force motrice de fragmentation qui est de I'énedgetransfert comme résultat de I'impact. La
majeure partie de cette force est le radical cajionmpose la structure.

La fragmentation d’ion moléculaire & nombre immbélectron (radical cation B peut se faire

par le clivage homo ou hétérolytique d’une liaistmple.
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a-Cas homolytique

CH; * H2C=—0—R

Figure.23 : Coupure homolytique
b- Cas hétérolytique

C’est une paire d’électron qui bouge ensemble ierste de charge comme indiqué par la
fleche.

Les fragments ont été a nouveau un cation a nopddred’électron et un radical mais ici la
charge finale se trouve sur le produit alkyle.

T |

. ®

HsC C C|3—/ (\Br — Brr * HsC C CHz
Lo

H
Figure24 : Coupure hétérolytique

Il y a certaines reégles générales pour pouvoirtifienles pics majeurs dans le spectre El et Cl
peuvent étre écrites et rationalisées en utiliobncept standard de la chimie physique.
-La hauteur relative des pics des ions molémga@gn général, décroit quand les poids
augmentent dans la série homologue.
-La hauteur relative du pic de l'ion moléculagst la plus élevée pour un composé a
chaine linéaire et décroit a mesure que le degréndigication augmente.

-Le clivage est favorisé au niveau des atomasadeone substitué par des alkyles. Plus il
est substitué plus le clivage est probable.

C’est une conséquence de la stabilité croissantard®cation.

Figure25 : Clivage au niveau des atomes de carboneitsigoptr les alkyles
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-Les liaisons doubles favorisent le clivage ajyé et donnent le carbocation allylique
stabilisé par la résonance.
Notons que cette regle n’est pas valable pourl&#Enas simples a cause de la migration
de la liaison double mais elle est valable pouciedoalcenes.

+

R = X — >~

Figure26 : La coupure au niveau de la chaine insaturée
-Les cycles saturés tendent a perdre les chalkggs latérales au niveau de la liaigon
C’est purement un cas spécial de ramification,Harge positive tend a rester sur le fragment

cyclique.
[ a i ws)
Figure27 : Perdre d’alkyle latérale sur cycle saturé

-Les cycles insaturés peuvent subir une réactidRélo-Diels-Alder

+

_,i+||
AN

Figure28 : Mécanisme de réaction Rétro-Diels-Alder
-Dans les composés aromatiques substitués palkidesa le clivage est plus probable au

niveau de liaison efl par rapport au cycle donnant un ion benzyle ss#bpar résonance, ou

plus probablement 'ion tropyllium.

— <!

Figure?9 : Clivage au niveau de liais@rpar rapport au cycle
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Les liaisons C—C contenant I'hétéro atome dont les électrons nontdigroduisent une

stabilisation par résonance.

% —
Qk/o 1 é/\R
— 1
T = |
R1

Figure30 : Clivage au niveau de I'hétéroatome stabpeérésonance

Les ions ayant subi un réarrangement sont des &atgrdont l'origine ne peut étre
décrite par simple clivage, des liaisons dans tess imoléculaires. lls sont formés pan
réarrangement atomique intramoléculaire pendafiaganentation. Le réarrangement impliquant
la migration d’atome d’hydrogéne dans les molécugleiscontiennent un hétéro atome est tres
courant. Un exemple important est le réarrangememnc Lafferty : [45]

H /H
/ 0
{ ]
C ~
/+\CH2 Y/ CH2

Figure31 : Réarrangement de Mc Lafferty

51



DEUXIEME PARTIE

MATERIELS ET METHODES

I1.2-METHODES 43

52



[1.1. MATERIELS
[1.1.1. Matériel véqgétal

11.1.1.1. Récolte de la plante

La récoltede Remeloky ou Maintifototsa été faite sur deux lieux différents.
La premiére récolte a été faite & Ampasy dans lanwane d’ANKILIABO/MANJA avec
collaboration d’'un guérisseur nommé MAHAZONTA au immal’Octobre 2005 DANS LE
R2GION Sud Ouest de Madagascar. La deuxieme réeok¢e faite dans le Parc National
d’'lzombitse & SAKARAHA dans la région Sud Madagagmendant la saison de pluie au mois
du Feévrier 2006.

11.1.1.2. Description botanique

Nom scientifique Maba quercina Baillon H. Perr
Genre Maba
Espéce quercina
Sous espece : Baillon H.Perr
Famille : EBENACEAE

C’est un genre monotypique endémique de Madagaaantient de 21 espéces, c’'est
un arbre ou/et arbuste toujours verts. Elle edtibigge dans le région chaude de Madagascar
dont: 2 especes dans la région Sud, 2 especeslelddsrd ; 4 espéces dans le Nord-est;
2especes dans le Sud-ouest 2 espéeces dans let®u@especes dans le Nord-Ouest.

Ces genres peuvent étre divisés en deux groupemsla forme de calice.
-groupe-1: & calice collé sur le bouton, plus owin® cylindrique, déchirant ensuite
irrégulierement.
-groupe-2 : a un calice manifestement denté ou, ll@sedents ou lobes réguliers, distinct sur le
bouton trés jeune.

L’espece diMaba quercinaa été classée dans le premier groupe.
C’est un arbuste de 3a5m de hauteur ; les feusieg distiques ou/et caduques, entierement
glabres méme sur les écailles des bourgeons btdeges, peu distantes, luisantes et sombre en
dessus, peu coriaces, ondulées sur le bord etrsiopées bord sur bord.

» Les pétioles (2.3mm) ridé en travers et largemanaculé en dessus.
» Les nervures latérales sont de (5-6paires) etaunspillant formant réseau peu distinct

sur la partie supérieure et réseau lache au comttaen visible en dessous.
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* L’inflorescence male : inconnue.

» L’inflorescence femelle : avant la chute des éesjlbourgeons a fleurs axillaires, sessile,
conique de (3-4.-x 2-2.5) ; axe court (1-2mm) parde 6-7 écailles imbriquées, coriaces
glabres, embrassantes, arrondies, olivatre, efrices bien visible aprés la chute.

* Fleurs solitaire, sessile sur I'articulation quinne 'axe.

» Calice entier, clos sur le bouton, s’ouvrant ciaii@dment au sommet épais, haut de 4mm
a l'anthese, large 3mmau somme et 1.5mmm a la base.

e Corolle de 4mm de longueur a tube cylindrique den2de largeur égalant a la longueur
des lobes.

» Ovaire glabre, 6 loges al ovulées, styles soudéslenne trifide au sommet.

* Fruit ovale-aigue de (10x4mm) un peu contractélzatke.

11.1.1.3. Etudes scientifigues effectuées sur Maba quercina Baillon H.Perr

D’apres les recherches bibliographiques sur ietermucune étude scientifique antérieure
sur la planteRemelokyn’a été signalée.

[1.1.2. Matériels technigues

[1.1.2.1. Matériels pour I'obtention de(s) produit(s) pur(s)
11.1.2.1.1. L'extraction
Plusieurs matériels pour faire I'extraction deanpés médicinales sont disponibles pour

les chercheur phytochimistes.
Dans notre travail, nous avons utilisé les matgiixtraction par macération a I'aide du solvant
organique et composeés de :

- Erlen, agitateur magnétique (figure-35 Annexe-I)

- Papier filtre marque Joseph, entonnoir, pompe @ {figure-36 Annexe-I)

- Rotavapor (figure-37 Annexe-l)

11.1.2.1.2. Séparation grossiére

Pour la séparation grossiére on utilise les dgprs matériels qui différent suivant les

technigues applications.
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11.1.2.1.2.1.Séparation a I'aide d’une chromatograhie sur colonngfigure-38 Annexe-I)

Dans cette technique on utilise la colonne enevde hauteur de 50cm et de diametre 15
cm constituées deux phases :
-la phase stationnaire : gel de silice 60mesh
-la phase mobile : solvant organique (hexane, ofdome, Acétate d’éthyle, acétone)

11.1.2.1.2.2. Séparation a l'aide d’'une extractiompar partage liguide-liquide

Dans cette technique on utilise 'ampoule a décantni d’'un robinet sur la partie
inférieur (figure-39 Annexe-l), et constituée dedsolvants non miscible.

11.1.2.1.3. Fractionnement

Pour faire les fractionnements des produits disetia colonne chromatographique
11.1.2.1.3.1. Colonne chromatographigue d’adsorfion (figure-40 Annexe —I)

Dans la technique de chromatographique d’adsorptin utilise la colonne en verre et
toujours constituée de deux phases (la phase netlddéephase stationnaire).
-Les choix de taille de la colonne, la granulongétie gel de silice ont été adaptés a la quantité et
la nature des échantillons a fractionnés.
-Le choix de la phase mobile et la condition déltdépend de I'analyse par CCM

11.1.2.1.3.2. Colonne chromatographique d’exclusion

On utilise toujours de la colonne en verre de haude 2.5m et diameétre de 1.5cm. Elle
constituée de deux phases :
-La phase stationnaire : gel de sephadex® (LH-20)
- La phase mobile : solvant (méthanol/ chloroforrbébs)

11.1.2.1.3.3. Colonne chromatographique par partage

C’est un systeme de séparation pour éliminerdepit. Elle constituée de la colonne ; la
phase stationnaire est composé de Lichroprep® @Réalisée selon la principe de la VLC
(chromatographie liquide sous vide). Elles onteftéctuées dans :

-entonnoirs Buchner avec verre fritté
-sous leger vide fourni par une pompe a eau

La phase mobile composée de I'acétonitrile/ eau
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11.1.2.1.3.3. Colonne chromatographigue de partageentrifugé(CPC)

Elles ont été réalisées sur un appareil ITO (Mudiyer-Coil-Séparator extractor Model)
et la vitesse de rotation 800/rpm. La phase mal#lerre par pompe waters600A, et le débit 2-
3ml/min. Les phases mobile et stationnaire ont @&téisies selon les systemes biphasique
guaternaires : n heptane/ Acétate d’éthyle/Méthdeml [CAMACH-FRIAS 1996]

11.1.2.1.4. Matériels d’analyses

Les matériels utilisés pour faire I'analyse chingglu produit sont ceux de CCM. Elles
sont effectuées sur de plaque de silica gebHQEsnmtoutes prétes. Aprés le développement dans
le cuve chromatographique (figure-42 Annexe —Iplégue a été observée en lumiére a UV 254
et 365nm (figure-43 Annexe —I).

Selon les cas, elles ont ensuite été révéléesgsaractifs de détection relativement
polyvalente, soit vanilline sulfurique ; Acide aulique de 10%, réactif de Dragendorff et
finalement chauffé dans I'’étuve de 120°C ou a Eaidun séche cheveux jusqu’a I'apparition des
taches de diverses couleurs sur fond jaune (figdrAnnexe —I)

11.1.2.1.4.2.1. Préparation des plagues de gel déice pour CCM

35g de gel de silice sont dissous dans I'eaudli@me égal & 90ml, agités pendant cing
minutes pour avoir une solution bien homogéeneuspsnsion de gel de silice a été étalée a l'aide
de I'étaleur sur plaques de verre 20/20.0n leséaévaporer a l'air libre a la température du
laboratoire pendant trois (3) jours. Aprés, legipks ont été chauffées a I'étuve a 60°C pendant
une (1) heure, puis chauffées pendant trois (3ydsetoujours dans I'étuve a la température
del20°C
11.1.2.1.4.2.2. Préparation des réactifs
11.L1.2.1.4.2.1. Vanilline Sulfurigue

19 de poudre de vanilline a été dissous dans108mié&thanol a 90°, aprés quelques minutes,

on lui ajoute 10ml d’acide sulfurique. Le mélange ®nservé a 0°C pour inviter toute réaction
d’oxydation.

11.1.2.1.4.2.2. Acide sulfurique de 10%

A la solution 10 ml d’acide sulfurique sont ajouékeau (90ml) pour former une solution a10%.
11.1.2.1.4.2.3. Réactif de Dragendorff

1.79g de sous nitrate de bismuth, 20g d'acide tprtrisont dissous dans 30ml d’eau

(solution notée A) ; puis 16g d’iodure de potassaont dissous dans 40ml d’eau (solution notée
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B). Au moment de 'emploi comme révélation, mélangé&ml de A et 2.5ml de B ; ajouter 10g
d’acide tartrique dissous dans 50ml d’eau.

[1.1.2.1.5. Matériels des purifications de(s) prodit(s) pur(s)

11.1.2.1.5.1. La chromatographie sur couche preparae(CCP)

Si les produits sont difficiles a séparer a l'agt#ela technique de la chromatographie sur
colonne, on utilise la technique CCP (figure-45 @&xm—I). C’est une plaque chromatographique
de gel de silice d’épaisseur 2mm et le recouvrersenverre.
11.1.2.1.5.2. L'HPLC analytigue

D’apres l'utilisant de CCP, les produits donnané umono tache sur la CCM (figure-46

Annexe —I) ne signifie pas obligatoirement que gelpit est pur, mais la chance de I'avoir pur
est trés probable. Pour s’assurer de la puretéatlujp, une analyse de ce produit a l'aide d’'une
HPLC analytique est réalisée (figure-47 Annexe —I)
11.1.2.2.Matériels des déterminations des structure
[1.1.2.2.1.L’'appareillage de la RMN

Les spectres RMN 1D du proton, du carbone 13 et RNON(COSY ; HSQC ; HMBC)

ont été enregistrés sur des spectrometres BRUCK&RMEAz (figure-48 Annexe —I). Les

données brutes ont éteé traitées a I'aide d’unetrg@nt informatique en utilisant le logiciel TOP
SPIN 1-3 (figure-49 Annexe —I) pour avoir des s interprétables et les déplacements
chimiques sont donnés en ppm par rapport au tethgtagane (TMS) utilisé comme référence
interne.

11.1.2.2.2.L'appareillage de masse

Les spectres de masse ont été obtenus sur I'app&@€ianalyseur a temps de vol 70eV

(figure-50 Annexe —I), représente le pic molécelat les pics de masse apres fragmentation.
1.2. METHODES

11.2.1-Récolte des plantes

Il existe deux méthodes systématiques pour lalteédes plantes :

- La méthode dite européenne qui consiste a faieerécolte de la plante au hasard c'est-
a-dire qu’on va récolter les plantes qui se trotidams le lieu de récolte.

- La méthode américaine: qui c’est une récolte laleplante a partir 'enquéte
ethnobotanique aupres des populations localesgawair I'usage traditionnel des plantes.

Nous avons adopté pour notre part la méthode aanégic
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11.2.1.1 Enquéte ethnobotanigue

a- Modalité d’'enquéte

Les vertus thérapeutiques des cératines planteésceanues des malgaches. Depuis fort
longtemps ils utilisaient ces plantes pour gudrgaggner les maladies.

L'utilisation des plantes était basée uniguementiesiexpériences et transmise a chaque
génération. Alors cette enquéte qualifiee d’exhaestoncerne tous les individus d'une
population proche de la nature : tradipraticiensgrgseur, personnes bien pratiquées, de
connaitre le nom et l'utilisation des plantes.

Les enquétes se déroulent comme suit : avant derpies plantes médicinales, nous
faisons un exposé en peu détaillé concernant Iésdiea et a la fin de cet exposé, nous posons
des questions concernant les plantes utilisésggrdpulations pour combattre ces maladies, puis
les parties utilisées pour faire les traitements.

Et enfin, nous essayons de leur demander leurdiffgsents noms vernaculaires pour
faciliter les récoltes et bien comprendre leursgasaafin des faciliter les tests du criblage
biologique.

b- Résultats des enquétes

Dans la zone la plus aride de Madagascar « SAKARAHMaba quercinaBaillon. H.
Perr est utilisée par la population locale pourgser le dazo», qui est un mot malgache
englobant plusieurs maladies parasitaires engenldréigvre.

D’apres les enquétes ethnobotaniques menées di@gdagion, les parties aériennes de cette
plante sont utilisées comme antipaludique.

Ce renseignement a été confirmé par deux tradjpeatas, JONARY a Sakaraha et
BARADA a Toliara. On fait bouillir les parties aénines de la plante, puis on pratique une
inhalation de la vapeur.

Un autre guérisseur nommé MAHANZOTA a (Ampasy/MANJmentionné que les racines
de cette plante peuvent étre utilisées pour soitgeiplaies ; Grattées, on en badigeonne le
pourtour de la plaie.

[1.2.2.Séchage, Broyage et Dégraissage

L’écorce de racine a été prélevée et puis ensaikée dans un local non humide a 'abri du
rayonnement solaire, et broyée.
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La poudre de la plante a été extraite par de Iféthe pétrole pour éliminer les graisses

végeétales.

[1.2.3.Tests du criblage photochimiques

50g de poudre de la plante dégraissé ont étééagtipsur les tests de criblage photochimiques

(selon les méthodes de FONG), pour avoir les familthimiques des composés qui sont
majoritaires ou/et existent dans cette plante.

Tableau-II :

Les types des tests des criblagesoghyhiques

Familles chimiques Tests Réactifs Observation Indication
Alcaloides DRAGENDORFF (NOy)3BI/KI Précipitation Alcaloides
WAGNER HgCl./KI
MAYER I,/K

Flavonoides WIL STATER 0.5mL HCI concentré Rouge Flavone

BATE SMITH Mg métallique Rouge pourpre Flavonol

Rouge violacé Flavonone
Tannins et BRONSTRAEGER 4ab5gouttes de gélatine a 1% Précipité Polyphénols
polyphénols
LIEBERMENN 4a5gouttes de gélatine+NacCl Bleu vert Tannin Catéchique
BURCHARD 4a5gouttesFeG10% de MeOH

KELLER-KILLIANI

Noir bleuatre

Tannins galliques

Anthraquinones

5mL de 'ammoniaque Rouge Anthraqunones
Saponines Eau distillée Présence de Saponines
mousse
Polysaccharides Méthanol Précipité Polysaccharides
Triterpenes et 3a4 gouttes d’anhydride acétique + Pourpre violet Triterpenes
Stéroides 3a 4 gouttes HSO, concentré
Quelques gouttes de FeCI3 + 1mL Bleu vert Stéroides

d’acide acétique glacial

Rouge pourpre

Terpenoides

11.2.4. L’isolement de(s) principe(s) actif(s) pales technigues des fractionnements

bioguidés

11.2.4. 1.Extraction par macération

Parmi les méthodes d’extraction proposée par lecbleer chimiste organicien dans la

littérature ; on applique dans notre étude la nughd’extraction par macération de solvant

organique.
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Une quantité égale a 782g de poudre d’écoeceadine deMlaba quercina Baillon
H.Perr a été macérée dans l'acétone deux fois reprigetémpérature ambiante de laboratoire
une durée de quatre heures a chaque maceération.
Apres les différentes étapes des filtrations,deksitions acétoniques obtenues ont éte
évaporées a sec ; I'extrait brut acétonique obiterté : Rup
10mg de Rup ont été passés aux différents testsridlage biologique pour savoir
I'activité de la plante. D’aprés les résultats tiests, le Rup possede une activité antiplasmodiale

sur la souche FC29 et une activité cytotoxiqudauaellule cancéreuse P388

782 g de poudre d’écorce d¢
racine

- 1*¥ Macération dans I'acétone
(V=800ml)
- Durée 4 Heures

Filtration
y
A 4 \ 4
Solution acétonigt-I Résidl
- 2*™ Macération
acétone (V=800ml)
- Durée 4 Heures
Evaporation : pour éliminer solvant l l
Solution acétonique-li Résidu

Extrait brut : Rup

Poids : 78.2g

Rendement : 10%

Tests :-Palus (10pg/ml)=54.72%

et Cytotoxe(10pg/ml)=99.85%

Imagel : Protocole d’extraction
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De ces deux activités de I'extrait brut aba quercina Baillon H.Perr I'activité
cytotoxique s’avérait plus intéressante par rappdectivité antiplasmodiale. De ce fait I'étude
de cette plante a été orientée vers le test deosytité sur les cellules cancéreuses
P 388.

11.2.4.2. Séparation grossiére

1g de Rup a subi une premiere séparation grossiéerd’aide dune colonne
chromatographique sur gel de silice de granulom&® mesh comme phase stationnaire et des
solvants de polarité croissante (hexane, chlorodoracétate d’éthyle et acétone) comme phase
mobile. Quatre fractions ont été ainsi obtenues.

Parmices quatre fractions, la fraction ChloroformiquééeoRup-001 a montré la plus forte

activité cytotoxique avec une inhibition de 95,4@6tr une concentration de 5pg/ml.

1g de Rup

Colonne chromatographique sur gel de silice-60mesh

Hexanre
Chloroforme \ |
Acétone
Acétate d'éthyle ¢
v ¢
; : Fraction Chloroformique Fraction Acétonique
\F/r_ascct)lgrrTlﬂHexanlque V=500ml a Fraction Acétate d'éthyle V=50ml
R (%) =17.21 R (%) =50 \Fg=(§/0)0ml|9 a3 R (%) =12.71
: _ Test (2.5pg/ml) =91.59% 0) =19. Test (2.5ua/mN==21.34%
Test (2.5ug/ml) =16.21% HO Test (2.5ug/ml) =41.87%

Image?2 : Protocole de séparation grossiere

Les quantités qui ont été séparés par cette taohrsignt tres faibles aussi, on a refait une
séparation mais avec une autre méthode : extrggiopartage liquide- liquide.

11.2.4. 3. Extraction par partage liquide

56g de Rup ont été séparés par un partage liglidggede selon une procédure proposée par
GUNATILAKA(1998). Ces extraits ont été dans un premtemps dissous dans un mélange de

méthanol /eau de proportion (80/20) et ensuiteaér8 par une phase apolaire hexane.
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Apres cette opération, a la phase polaire (Hydrbarélique) a été ajouté du méthanol
pour obtenir une phase polaire a 60% de méthanmlewgsuite extraite par du Chloroforme.
Apres décantation de la phase Chloroformique hisp méthanolique aqueuse a été extraite par
'acétate d’'éthyle.

Apres évaporation des solvants, ce partage a dermip d’'obtenir quatre fractions des

polarités croissantes.

569 de Rup

Dissoudre dans MeOHAD

A 4
Extrait Hydrométhanolique

Partager avec hexane et suivi d’'une
décantation

A 4

Phase Hexanique i )
V=2.5L Phase Hydrométhanoliqu

R(%)=2.856%

1%

-Ajout du méthanol jusqu’a 60%, puis
extraction par HCGI

v
Phase Chloroformique Phase Hydrométhanoliqu
V=5L
R(%)=72.56% |

1%

Extraction a l'acétate d’éthyle

l v
Phase Acétate d'éthyle Phase Hydrométhanolique
V=2.5L V=2.5L
R(%)=5.952% R(%)=16.385

Image3 : Protocole d’extraction par partage liquidaslag
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I1.2.4.4. Eractionnement bio-quidé de Rup-01(phase Chloroformue)

11.2.4.4.1. Principe
Il a été effectué sur une colonne chromatographaywerte de gel de silice 35 a 60 mesh.
Les choix des conditions d’élution, la séparatibies rassemblements finaux des fractions ont
été basés sur les analyses en CCM.
11.2.4.4.2. Analyse par CCM du Rup-01
Des plaques en aluminium [ALUGRANBILG.60/UVss4 pour CCM avec une couche de

silice d’épaisseur 0.2mm ont été utilisées. Ellesé&é découpées en petit rectangle de 10cm de

longueur et de 5¢cm de largueur. Les dépdts desupisoant été faits a 1.5cm du bord inferieur et
la migration a été réalisée jusqu'a 1cm du borésepr de la plaque.

L’échantillon, I'extrait Rup-01 a été dissous dams solvant volatile afin gu’il séché
rapidement, a été déposeé sur la ligne de spotidelde micropipette. Plusieurs systemes des
solvants ont été essayes pour faire migrer le pra@la fin de la migration, les taches de produit
ont été révélés par examen de la lumiére sousmipdadJV (254nm ou/et 365nm) suivi d'une
pulvérisation avec la vanilline sulfurique.

Apres les essais des systemes d'éluant (Fig.) langé Hexane/Acétate d’éthyle de
proportion (8/2) a permis une bonne séparatiortatdses des produits.

11.2.4.4.3. Colonne chromatographigue ouverte

15g de Rup-01 ont été séparés sur une colonne alwgraphique ouverte de gel de silice
40mesh [45cm de hauteur et 4.5 de diametre], delprincipe de chromatographie d’adsorption
en utilisant un gradient d’éluant hexane/acétatghgle. 4L de solvants ont été utilisés pour
épuiser I'extrait. Les fractions ont été récoltpastranches de 10ml dans des tubes a essai.

11.2.4.4.4. Regroupement des fractions

Une analyse sur CCM a été effectuée pour chaquednaavec comme systeme d’éluant
Hexane/ Acétate d’éthyle, suivi par une pulvér@matavec I'acide sulfurigue de 10% ; ce qui
nous a permis d’obtenir de regrouper les fractembuit fractions.
11.2.4.4.5. Test biologigue

Le test biologique utilisé sur ces 8 fractions memjue la 2™ (Rup-012) et la 4"(Rup-

014) fractions qui présentent une activité cytajori intéressante sur la cellule cancéreuse P388

avec des concentrations d’'inhibition respective@®% et 99.012% a 0 .5pug/mL.
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159 de Rup-01

CC éluée par Hexane/ Acétate
d’éthyle en gradiant

A 4

v

A 4

A 4

A 4

4

4

Rup-011 Rup-012 Rup-013 Rup-014 Rup-015 Rup-016 Rup-017 Rup-018
P (9)=2,8 P (9)=3.149 P (9)=3.78 P (9)=4,567 P (g)=2.62 P (g)=1,861 P (9)=1,132 P (9)=0.963
Test=27.3% Test=82.26¢ Test=36.04 % Test=99.012¢ Test= 48.15% Test=24.3% Test=19.03 % Test=28.12

Image3 : Protocole de fractionnement de Rup-D1

11.2.4.4.6. Isolement des principes actifs

La vérification systématique par la CCM est une hodé tres simple mais efficace
poursuivre I'isolement des principes actifs a giar. Une mono-tache sur la CCM indiquerait
gue la pureté du produit a été probable. L'analy&M effectuée sur la quatrieme fraction a
montré que cette fraction est un mélange des pd®our cela, une nouvelle série de
chromatographie d’adsorption sur gel de siliceéeedfiectuée sur la fraction Rup-014, en utilisant
successivement les systemes des solvants Hexah®bDiméthane puis [I'Ether du
Pétrole/Acétate d’éthyle comme les phases mobiles.

Une fraction nommée Rup-01433 a été obtenue audiste cette série de la colonne
chromatographique. Elle est la fraction le plusvact

11.2.4.4.7. Purification des principes actifs danses fractions Rup-014 et Rup-012

La fraction Rup-01433 ne présente pas encore uake sache sur la CCM, c'est un
mélange de deux produits trés proche ep &fficiles a séparer sur une colonne
chromatographique. Ce qui nous a amene a pro@darméthode de chromatographie sur
couche preparative.

Pour cela une forte concentration de Rup-01438lissbute dans du Dichlorométhane et
a été déeposeé sous d’'une bande sur la ligne dedapstune plaque en verre recouverte de gel de

silice 60ks4(Merk).
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Les produits ont été élués avec un mélange de rdshEther du pétrole/ Chloroforme/
Méthanol (1.45/8.54/0.01). Aprés la migration, ldaque a été enlevée de la cuve
chromatographique puis séchée dans une étuve @e B5% analyse sous la lampe d\ze51ma
permis de repéré le produit isoler et de trac&idd du crayon sa référence frontale.

La partie tracée a été ensuite grattée puis élaés dne petite colonne de hauteur de
15cm. On a obtenu un produit pur (Rup-001).

Les méme méthodes ont été utilisés pour I'isolerdentproduits Rup-002 et Rup-003 dans la

fraction Rup-012

Fraction Rur014

Poids= 3, 59
P -C.C (HexaneDichlorométhan)
A gradiant
A 4
\ 4 A 4
Rug-0141 Rup-0142 Rug-014:
Poids = 0,829 Poids = 1,097¢g Poids = 1.129¢g
Tes =21.14% Tes=38.4t% Test =99.17 ¢
C.C Ether/ Acétate d'éthyle (¢) R
Isocratique "
\ 4
\ 4 \ 4
Rup-0143: Rup-0143: Rup-0143:
Poids= 97.6mg Poids= 137mg Poids= 256.76mg
Tes=14.57 % Tes= 3017 % Test=99.7 %

Preparative Ether /[HC&I MeOH

Rug-001
Poids= 22mg
Cls=0.0175ug/mL

Image-4 : Protocole d’isolement du produit Rup-001
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Fraction Ru-01z

Poids = 3,1¢g
- C.C Dichlorométhane/ Hexane (7
A gradiant
A 4
\ 4 4 A A
Rup-0121 Rup-0122 Rup-0123 Rup-0124 Rup-0125 Rup-0126
P=410 mg P=758 mg P= 398 mg P=338 mg P=305 mg P=782 mg

Test=13.86 %

Test=85.23%

Test=38.51%

Test = 41.89%

Test=41.98%

C.C Chloroforme/ Ethef (6/4)
Isocratiqu
\ 4
l \ 4
EUE;JQHH Rup-01222 Rup-01223
=159 mg = =
Tosie17 500 P=284 mg P=209mg

Test=90.09%

Test=28.61%

Test=91.38%

Preparative
CeH14/C4HgO; (1/9)
Ether /HCC} /MeOH(7.54/2.45/0.0L

C.C Acétate d'éthyle / Ether (2/8) —»
Isocratiqu
\ 4 \ 4
Rup-01261 Rup-01262 Rup-01263
P=356,12mg P=144mg P=219mg
Test=96.82% Test=21 079 Test=13 480
Preparative

A

Ether/ HCCl,/ MeOH (8.25/1.74/0.01)

Ether, C4HsO./MeOH (1.54/8.4/0.01

Rup-003
Poids = 4.3mg
CI50 = 1.27 pg/mL

Rup-002
P=6.4mg
CI50 = 0.896 pg/ mL

Image-5 : Protocole d’isolement des produits Rup-002 étup-003
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11.2.5.- Test biologique
[1.2.5.1.- Tests realisés suP. falciparum
[1.2.5.1.1.- La culturein vitro

La premiere culture d@. falciparumfut réalisée par Trager et Jensen en 1976, ce qui
permit un développement considérable de I'étudpatasite et des drogues anti-paludiques.

Les testsn vitro surPlasmodiurmécessitent I'accessibilité permanente a une soudtigée qui
fournit les parasites. Le milieu nutritif est conspode RPMI 1640 (Lonza) enrichi de 10% de
sérum humain AB+ (Etablissement Francais du Sanhdggd -glutamine (2 mM) (acide aminé
essentiel) (Lonza). Ce milieu est changé tousdessjafin de renouveler les nutriments et de
rehausser le pH (autour de 7,2), les parasitesalibédans le milieu I'acide lactique issu du
métabolisme du glucose. Pour une bonne compatibsiirique, les globules rouges sont de
groupe O et de Rhésus positif. La culture, placesdin incubateur, est maintenue a 37 °C a
saturation de vapeur d’eau et CO2 (5 %).

La parasitétmie est maintenue a 2% par dilution idigstne permettant ainsi le
développement du parasite dans des conditions alethn La parasitémie est estimeée par
comptage visuel au microscope (x 1000) a partindfattis sanguin, coloré au Giemsa. Lorsque
la parasitémie est supérieure a 2 %, elle est sdmigar division du culot globulaire centrifuge
(avec ajout de globules rouges sains).
11.2.5.1.2.- La synchronisation[Lambros et Vanderberg, 1979]

Principe

Les tests biologiques sont réalisés sur une papalde parasites de méme génération. La
synchronisation de la souche repose sur la lysalsimée de tous les globules rouges parasités
par des schizontes. En effet, afin de garantircBacaux métabolites plasmatiques, le parasite
perméabilise la membrane érythrocytaire mais ld aarssi sensible aux chocs osmotiques. A un
stade avancé du parasite, I'ajout de sorbitol damsilieu lyse les érythrocytes parasités par les
schizontes mars alors que les autres globulegeési ce choc.
Il ne reste alors que des globules rouges saimesglobules parasités par des mérozoites et des
jeunes trophozoites (stade anneaux).
Mode opératoire

La culture est centrifugée (a 500 g pendant 5 mie.ysurnageant est remplacé par neuf

volumes de solution de D-sorbitol (5 % dans deu’destillée).
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Une fois homogénéisée, la culture est placée a péfdant 10 minutes puis centrifugée
(2 500 g pendant 5 min.), ce qui permet d’isolecuéot de globules rouges parasités par des
formes anneaux, alors que les lysats cellulaires exo suspension.

[1.2.5.1.3.- Evaluation de l'activité antiplasmodide
Principe

P. falciparumest incapable de synthétiser ex novo les basequagri(adénine, guanine)
contrairement aux bases pyrimidiques (uracile, thgmcytosine). Il a donc besoin d’utiliser les
purines exogénes pour la synthése de ses nuclegiitligues.

L’hypoxanthine est le précurseur principal utiligér le parasite pour la synthése des
nucléotides puriques. L'introduction d’hypoxanthinéée dans le milieu permet (par suivi de la
radioactivité) de quantifier I'incorporation de petcurseur dans le parasite et ainsi d’évaluer le
développement du parasite.

L’incorporation étant plus grande dans les schismie dans les anneaux,
I’hypoxanthine radio-marquée est introduite un japres la préparation des plaques.

La souche d@. falciparumutilisée est : la souche kg¥ésistante a la chloroquine.

Mode opératoire

Les tests sont réalisés sur des plaques a 96 negaitglis d'un volume fixe d’hématies
parasitées (parasitémie de 1 % et hématocrite §l€c), Les fractions a tester (a différentes
concentrations) sont alors additionnées en triptieas les puits. Aprés 24 heures d’incubation a
37 °C, I'hypoxantine tritiée est ajoutée a rais@an J25uCi/puits (PerkinElmer a 1 mCi/ml,
France), et les plagues sont remises dans I'ineubg@endant 24 heures.

A la fin du cycle, les plaques sont congelées &CG2four provoquer I'hnémolyse des
erythrocytes. Apres décongélation, les acides mueé sont collectés sur un filtre a l'aide d’'un
collecteur de cellules automatique (Perkin EImeanEe). La radioactivité déposée sur
le filtre (séché au micro-onde et enveloppé danglastique dans lequel sont ajoutés 4 mL de
liquide de scintillation (Betaplate Scint, Perkilmigr) est alors mesurée par un compteur
(Microbeta Trilux, Perkin Elmer).

Détermination de la CI50

La CI50 (concentration de I'échantillon qui inhib8% de la croissance du parasite) est

déterminée par interpolation linéaire. Sur des lsesirdonnant I'inhibition en pourcentage en

fonction de la concentration testée.
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11.2.5.2.- Tests de cytotoxicité réalisés sur degltules P388
Principe

Comme dans les évaluations antiplasmodiales, dassont capables d’incorporer de
’hypoxanthine tritiée qui est un précurseur de dgnthése des nucléotides puriques.
L’introduction d’hypoxanthine tritiée dans le miliepermet (par suivi de la radioactivité)
d’évaluer le développement cellulaire.
Mode opératoire

Les cellules sont dénombrées sur une cellule daddak. La culture est ensemenceée dans
une plaque 96 puits a raison de 30 000 celluleppids dans 20QL de milieu.
Les plaques sont mises dans I'incubateur (24 B 2C3 a saturation de vapeur d’eau, 5% CO2).
Le 2éme jour, les échantillons sont ajoutés auemi{DMEM enrichi de 10% de sérum de veau
foetal) a différentes concentrations (0,1 ; 1 ; 1QQ@O ug.mL-1), puis les plagues sont mises a
incuber pendant 24 heures. Au 3eme jour, I'hypdrantritiée est ajoutée a raison de 0,25
uCi/puits (Perkin Elmer & 1 mCi/mL, France), et f[@aques sont remises dans l'incubateur
pendant 24 heures de plus. A la fin du cycle, lagyes sont congelées a -20°C pour provoquer
la lyse cellulaire. Aprés décongélation les aciasléiques sont collectés sur filtres a I'aide d’'un
collecteur de cellules automatique (Perkin EImeanEe). La radioactivité déposée sur le filtre
(séché a la micro-onde et enveloppé dans un plastigns lequel sont ajoutés 4 mL de liquide de
scintillation (Betaplate Scint, Perkin EImer) elsira mesurée par un compteur (Microbeta Trilux,
Perkin Elmer). La CI50 est déterminée comme préoéuent poulP. falciparum

11.2.5.3- Test de toxicité aigue

Il est trées important d’étudier la toxicité du pudidour de Rup — 001 car cette plante est utilisée
par la population comme médicament.

Les tests consistent en la détermination de la d@semale tolérée chez la souris swiss selon
la méthode de LOISEAU.

L'extrait a eté dissous dans l'eau stérilisée ; deses 100mg/kg jusqu’au 1500mg/kg sont
administrées chez des souris de 20a25¢g par gastaagie lot comprend 4 souris.

Les animaux sont observés pendant les 5 premierged suivant I'administration du produit.

Les survivants sont gardés pendant 15 jours.
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11.2.6. Démarche a suivre pour l'interprétation desspectres

Cette démarche est une méthode qu’on a suivie lpot@rprétation des spectres en vue
de la détermination des structures des prodwitéss

-Déterminer le nombre d’insaturation(s) et ou gele a partir de la formule brute/@,Nz en
appliguant la formule suivante : X-Y/2 + Z/2+1 }{8
- Travailler un spectre [EC
- Prendre le spectre corrélé proton-carbone HMQCH&QC et reporter sur la dimension
carbone les de ces derniers, ensuite faire correspondre le®ms avec les carbones qui les
portent.
- Sur le spectre proton marquer en dessous de elsgpal la fréquence du carbone qui les porte
et mettre en évidence les protons géminés non @guis ;
- Prendre le spectre COSY et relever les enchaimesnpeotoniques. Regarder s'il y a des motifs
qui peuvent déja étre déterminés : cycle aromatppra-disubstitué, cycle aromatique 1, 2,4-
trisubstitué, double liaison, etc. ;
- Travailler sur le spectre HMBC et reporter surdenension carbone, les déplacements
chimiques de ces derniers, ensuite reporter dadisnension proton les déplacements chimiques
de carbone qui les portent ;
- Confirmer les enchainements déja trouvés en C®Bxde du spectre HMBC ;
- En partant de la partie identifiée de la molécalmnstituer son squelette ;
- Certaines parties de la molécule peuvent étre phplicites que d’autres : les aromatiques
permettent de déterminer la position des substifuas protons d’un méthoxy ne correlent
qu'avec le carbone adjacent, les protons d’'un niétbyrrélent avec les carbonesceat anp (3J
et3));
- Prendre le spectre NOESY et relever les diff@gnsortes de tache NOE eéquilibre
conformationel, échange COSY. Noter lintensité aesrélations entre protons géminés et

commencer par l'interprétation des taches les iplgsses.
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[1.1.RESULTATS
[11.1.1. Test du criblage phytochimique

Tableadull : Résultat du criblage phytochimique de la péan

TESTS RESULTATS
Alcaloide +

Tanir -

Quinone ++

Terpenoide +
Stéroids -

Flavonoid ++

Polyphénol +

Saponine -

Remarque
- Absence
+ :Trace
++ : La présence notable

[11.1.2. Résultats des fractionnements bio-guidés
[11.1.2.1. Extraction

- Tableadlll : Résultat d’extraction de la poudre de lami&a

Poudre | Solvant de macération : Acétone Extrait brut : Rup
de racine| 1*" macération 2™ macération

Poids[g] 782 - - 78.2

Volume [mL] - 800 mL 800mL -

Rendement [%0] - - - 10

Tests (10pg/ml) CI [%] - - FC 29 P388
54.72 99.52

Durédh] - 4 4 72 72
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[11.1.2.2. Séparation grossiére a I'aide d’'une colonne chromatographique sur gediliee

-Rup : Poids = 1g
Gel de silice : 20g

TableaulV : Résultat de la séparation grossiere de Rup

Fractions Hexanique | Chloroformique| Acétate ‘éthyle Acétonique
Poids[g] 0.1721 0.5 0.1833 0.1271
Rendement [%0] 17.21 50 18.33 12.71
Volume de solvant [mL] 500 500 500 500
Test(5ug/mL)Cl [%] 16.21 91.59 41.78 21.34

[11.1.2.3. Extraction par partage liquide-liguide : Rup = 569

TableauV Résultat d’extraction par partage de I'extr&itip

Phases Hexanique Chloroformique  Acétate d’éthyle drbipéthanolique
Poids [g] 1.606 41.9 3.318 9.175
Volume utile [L] 2.5 5 2.5 2.5
Rendement [%] 2.86 74.82 5.95 16.38
[11.1.2.4. Colonne chromatographiqueFraction Rup-01
-Poids = 15¢g
-Solvant d’élution : Hexane/ Acétate d’éthyle
-Mode d’élution : en graduant
-Volume total du solvant : 4L
TableauVI : Résultat de fractionnement du Rup-01
Fraction: Rup-011 | Rup-01Zz | Rup-01% | Rup-014 | Rup-01t | Rup-01€ | Rup-017 Rup-01¢
Poids[g] 2.8 3.1 3.7¢ 4.5¢€ 2.62 1.8€ 1.1¢ 0.96¢
Rendemen{%] 18.6¢ 20.9¢ 25.2 30.4¢ 17.4¢ 12.4¢ 7.54 6.4
Test(0.5pg/mL)Cl [%] 27.¢ 82.2¢ 36.0¢ 99.01 48.1F 24.3] 19.0: 28.1:
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[11.1.2.4.1. Fraction Rup-014: - Poids = 3.5¢g

-Solvant d’élution : Hexane / Dichlorométhane (8.5)

-Mode d’élution : en isocratique

-Volume totale utile : 500 mL

TableauVIl : Résultat de la fraction Rup-014

Fraction: Rug-0141 Rug-0142 Rug-014:
Poids[g] 0.82 1.0¢ 1.12
Rendemen{%] 23.4% 31.3¢ 32.2¢
Test (0.25ug/mLYLI [%0] 21.14 38.45 99.17

I11.1.2.4.1.1. Fraction Rup-0143 - Poids = 850mg
-Solvant d’élution : Acétate d'éthyle/ Ether derpét (2/8)

-Mode d’élution : en isocratique

-Volume totale utile : 652mL
TableauVIll: Résultat de la fraction Rup-00143

Fraction: Rug-0143! Rug-0143: Rug-0143:
Poids[mg] 97.6 137 256.76
Rendemen{%)] 11.4¢ 16.12 30.20
Test (0.125pg/mLEI [%] 14.57 30.17 99.97

[11.1.2.4.1.2. Produit pur Rup-001: Poids = 22 mg
Clso=0.0175pg/mL
Rendement : 0.0393 %

[11.1.2.4.2. Fraction Rup-012:-Poids = 3.12g

-Solvant d’élution : Hexane/ Dichlorométhane (3/7)

-Mode d’élution : en graduant

-Volume total du solvant : 1.52L
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TableaulX : Résultat de la fraction Rup-012

Fractions Rup-0121| Rup-0122| Rup-0123 Rup-0124  Rup-0125Rup-0126
Poids [mg] 410 758 398 338 305 782
Rendement [%] 13.22 24.45 12.84 10.903 9.83 25.23
Test (0.25pg/mLCI [%)] 13.86 85.23 38.51 41.89 4198 |91.38

[11.1.2.4.2.1. Fraction Rup-0126: -Poids= 770 mg

-Solvant d’élution : Chloroforme/ Ether de pétr{é&4)

-Mode d’élution : en isocratique
-Volume totale utile : 585 Ml
TableauX : Résultat de la fraction Rup-00126
Fractions Rup-01261 | Rup-01262 Rup-01263
Poids [mg] 356.21 144 219
Rendement [%] 46.26 18.70 28.44
Test (0.125pg/mL)%0] 96.82 21.07 13.48

[11.1.2.4.2.1. 1.Produit pur Rup-002: Poids = 6.4mg

[11.1.2.4.2.2. Fraction Rup-0122: -Poids = 700mg

Clso=0.896 png/mL

Rendement =0.0114%

-Solvant d’élution : Acétate d’éthyle/ Ether derpét (1/9)

-Mode d’élution : en isocratique
-Volume totale utile : 750 mL
TableauXI : Résultat de la fraction Rup-0122
Fractions Rup-01221 Rup-01222 Rup-01223
Poids [mg] 159 284 209
Rendement [%] 22.71 40.57 29.85
Test (0.125ug/mLELI [%] 17.59 90.09 28.61
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111.1.2.4.2.2. 1.Produit pur Rup-003: Poids = 4.3 mg
Clso=1.127pg/mL
Rendement =0.0076%
[11.1.2.5. Résultat du test de comparaison

TableauXIl : Comparaison des résultats du test des ptedsmlés avec les molécules mis en

essai clinique

Fraction a Testé CI50 (ug/mL)
Bruceantine 0.00008
Vincristine 0.006
Antonomicine 0.006
Camptothecine 0.006
Vinblastine 0.007
Taxole 0.00004
Ellipticine 0.13
Podophylotyoxine 0.013
Rup-001 0.0127
Ruo-002 0.896
Rup-003 1.127
[11.1.3.Toxicité aique Témoin : DMSO de 5% o :DOHeure
TableauXIll : Résultat du test in vivo
Temps d’observation Sommeil Activité Motrice Mortalité
5 heures R.S N R
12heures R.S N R
24heures R.S N R
72heures R.S N R
5jours R.S N R
10jours R.S N R
Remarque :
R.S= Rien a signaler
N= Normale
R= Rien.

Les volumes de gavage par souris sont inférieOcSral
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[1l.1.4.Déterminations des structures
L'utilisation de la technique de spectroscopie de RMN a 1D, 2D et linterprétation des

spectres ainsi obtenus en utilisant un logicierappé appelé TOPSPIN 1-3 pour transformer les
données brutes en spectres interprétables ontpétoicidation de leurs structures chimiques.

[11.1.4.1. Interprétation et détermination de la configuration produit Rup-001

111.1.4.1.1 Interprétations des spectres de la R.M.N
111.1.4.1.1.1 Spectre de la RMN 1D

a- R.M.N du 'H:
Spectre proton du produit Rup-001
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Schémal : Spectre proton 1D du produit-I
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L’aspect général du spectre de proton monodimansigoermet d’avoir une idée sur les
protons portés par les carbones de groupementdidonels. En effetles déplacements
chimiques des protons portés par des groupementsidanels les acides, les aromatiques, les
aldéhydes, les phénols qui sont caractéristiquesiiceermet de les identifier.

Ainsi que les signaux des protons pouvant étrébatis sans ambiguité sont :

» Les signaux des protons qui sortent respective@d&.43ppm et 12.00ppm sous forme des
singulets, ils sont attribués aux protons (OH) kénol.

* Les signaux qui sortent a 7,61ppm (s) ; 7,25ppm €&J5ppm (d) ; 6,89ppm (d) ; 6,92ppm
(d) eta 6,92ppm (d) ils sont tous attribués awtgns des noyaux aromatiques.

* Les signaux singulets de deux méthyles résonnapectivement a 1,99ppm et a 2,00ppm.
b- RM.Ndu®®C
La RMN de®C a le méme principe que la RMN Hé mais la différence réside surtout sur

I'abondance naturelle. Les signaux apparaisserst favme de traits verticaux.

b... Spectre DEPT

[ref]

T r v . v
140 120 100 20 o 40 ppm]

Schéma4 : Spectre carbone 13 en mode DEPT du produit-I
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[ref]

15

- —_—

' g
150 100 50 [ppm]

Schémabs : Spectre carbone 13 en mode DEPT couplé avgodctre en mode BB du produit-I

Le mode DEPT 135° a été utilisé pour le produit ®R0f. Ainsi, on peut déterminer les
alkyles (CH), les méthylénes (CHl les methines (CH) suivant les deux sens du iptaizontal
du carbone. Ckj CH se trouvent dans le sens positif et,@Bins I'autre sens.
Pour le produit Rup-001, l'interprétation du spedDEPT 135° a montré : six CH éthyléniques
et deux CH qui ont été dans le sens positif du spectre. Adedpn’a été trouvé. De ce spectre

DEPT ce qui conforme la présence de noyaux aromesiq
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b.,. Spectre B.B

[rel]
{.400%
720394
76.7785

10
|

- MMWJMM
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200 150 100 50 o [ppm]

Schémab6 : Spectre carbone 13 en mode BB

Pour le produit Rup-001, le spectre B.B a montidgtvdeux pics.

Quatorze pics moins intenses ont été attribuesalbones quaternaires.

Les signaux a 190,3ppm; 190,051ppm ; 184,886ppd4 ;,428ppm ont été attribuées aux
groupements carbonyles.

Les pics qui sortent 8161, 92 ; 158,57 ; 148,10 ; 145,42 ; 135,09 ; 130(,228,56 ;
114,19 ; 113,16 ont été attribués aux carbonesmates éthyléniques des noyaux benzéniques.
Six pics ont été attribués aux carbones méthyni¢@QE. Ces attributions ont été vérifiees par le
spectre DEPT. En effet, les signaux qui sortemtld1,34 ; 125,69 ; 137,665 ; 138,72 ; 139,51 et
140,12 ont été attribués aux carbones primaire9 (led noyaux benzéniques. lls corroborent les
déplacements chimiques des protons
- Deux pics de CElqui sortent a 20,6ppm et 20,4ppm ont été attrilw&sgroupements méthyles
portés par des noyaux benzéniques CHs).
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Les signaux a 77.28ppm ; 77.03ppm et 76.77ppm demisignaux du solvant qui est le
chloroforme deutérié.
Les signaux a 22.68ppm jusqu’au 31.92ppm sont idssdfimpurete.

Tableau- VIII : Récapitulation des interprétations de 3C

Déplacements des carbongs  Spectre DEPT SpectravB@Bdes remarques
190.31ppm a 184.42ppm Carbonyles (CO)

161.9ppm a 145.42ppm Carbone quaternaire éthylér{iqq)
140.12ppm a 137.66ppm + Carbones methynes (CH)
135.09ppm a 128.56ppm et Carbone quaternaire éthylénique (Cq)
114.19ppm a 113.16ppm

126.69ppm a 121.34ppm + Carbones methynes (CH)
77.28ppm a 76.77ppm Solvant Chloroforme deutérié
31.92ppm a22.68ppm impureté

20.6ppm et 20.4ppm - méthyles des noyaux benzénique

111.1.4.1.2. Interprétation des spectres de la R.M\ 2D

a- Spectre COSY
Il permet d’'identifier les protons reliés par desuplages scalaires. Il s’agit du spectre de

corrélation proton proton qui s'inscrit dans unréar
Le proton qui sort & 6.89ppm est corrélé avecdeoprsortant a 6.75ppm
Le signal de proton a 6.925ppm corrélé avec leoprebrtant a 6.926ppm.
b - Spectre HSQC

120
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Schéma9 : Spectre HSQC agrandi du produit-1 entre @@n3
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Schémal0 : Spectre HSQC agrandi du produit-I entre 6/57/@apm
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Sur son spectre de H.S.Q.C, on a relevé les ctiodaentre les carbones et les protons qui sont
réesumees dans le tableau-3 ci-dessous.
TableaulX : Corrélations H.S.Q.C du produit Rup-001

Déplacements chimiques des protons Déplacements chimiques des carbones (ppm)
(ppm)
1.99 20.65
2.00 20.45
6.926 138.8
6.926 139.5
6.75 140.1
6.89 137.7
7.27 125.7
7.65 121.3

c- Spectre HMBC
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Schémall : Spectre HMBC du produit-I
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Sur le spectre H.M.B.C du produit Rup-001, les &ations ci-dessous ont été repérées :

Le proton hydroxylé qui sort &12.43sous forme de singulet qui est le plus ddbliprésente une
tache de corrélation avec les carbones quaterngitiesortent respectivement a 114.2ppm et 125.7ppm.
Alors la séquence de corrélation proton qui sot2a43ppm porté par le carbone 161.9ppm est la

suivante :

Figure-43 : Séquence de corrélation due au protth48ppm
Cette séquence confirme la position du OH (12.43ppmest porté par le carbone a 161.9ppm
Le proton & 7.27 est corrélé avec les carbones qui sortepecisement a 20.4ppm ; 130.2ppm et
a 114.2ppm. Or ce proton a 7.27ppm est un protoadreque. Alors la corrélation le plus favorable es

toujours en méta. D'ol la séquence est représdatéela figure 44 ci-dessous:

130.2

0%
Figure44 : Corrélation proton a 7.27ppm

Le proton sortant a 6.72ppm corréle avec lesorad sortant a190.1ppm ; 128.6ppm ; 137.7ppm.

Le signal a456.89 est corrélé avec les carbones qui sortentectgpment a 190.3ppm ;
140.1ppm et 114.2ppm.

Le spectre de COSY, confirme aussi les positioascds deux protons qui présentent un
couplage scalaire.

Les carbones qui sortent a 190.1ppm et190.3ppmndesncarbonyles. La premiéngpothése de

fragmentation de la molécule est représentée diguee 45:
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Figure45 : Premiére fragmentation du produit |
Le signal proton a 12.00ppm (singulet) est un prohydroxylé corrélé avec les carbones sortant
respectivement a 158.5ppm, 135.0ppm et 113.1ppou &’ séquence ci-dessous :

12.00
azof—g~_ laiza

Figure-46 : Séquence de corrélation du proton a 12.00ppm

Le proton qui sort a 7.6ppm toujours sous formesidgulet corréle avec les carbones qui sortent
respectivement a 135.00ppm ,113.1ppm et au grougeméthyle a 20.6ppm en fin avec de carbonyle a
184.4ppm.

Le proton 7.6 attribué au proton du noyau benzénique, n@leopas avec le carbone qui sort a
158.5 qui est porteur proton hydroxyl&®2.00 ; or les corrélations les plus favorablesceonant les
protons du noyau benzénique sont en méta ce gselgirévoir que le proton qui sort a7.6ppm serait e
position para par rapport au proton hydroxylé ppetéle carbone a 158.5ppm. La séquence de caorélat

correspond a la figure-47 :

Figure47 : Séquence de la corrélation du proton a 7.83pp
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Le signal de proton a 6.926ppm présente de cado¥tatavec les carbones qui sortent
respectivement a 184.4ppm et 113.1ppm.
De méme pour le signal proton &.925 présente des corrélations avec les carbonesagtent
respectivement a 184.6et 128.7ppm. Les deux pratomsdes protons vicinaux alcéniques. La deuxiéme

fragmentation de la molécule est montrée sur lardig48 :

Figure48 : Deuxieme fragmentation du produit |

Si on rassemble les deux fragmentations de la mi@gon aboutit & la structure compléte de la
molécule du produit Rup-001 :
[11.4.1.1.2. La configuration de la molécule de quid Rup-001

o
Figure49 Structure compléte du produit Rup-001

Masse de la molécule375

Formule brute C22H 1406

Tableau X : Récapitulation des déplacements chimiquels aeolécule
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Position: 6 C (ppm o H (ppm HMBC

v 190.:

2’ 140.1 6.75 (d 128.€¢; 190.:

3 137.7 6.89 (d 114.2; 190.:

q 190.1

1'b 114.2

5 161.5 12.4(s 114.Z; 125.]

6’ 125.7 7.27 (s 114.2; 130.2; 20.4
7 148.:

8’ 130.Z

6'b 128.€

1 184.¢

2 139.t 6.926 (d 184.¢; 128.7

3 138.¢ 6.925 (d 184.4; 113..

4 184.¢

1e 113.1

5 158.t 12.0 (s 113.1; 135.(

6 135.(

7 145t

8 121.: 7.60 (s 113.1; 135.(; 20.¢
6¢ 128.7
CHjs 20.2 2.00 (s 130.2; 125.7; 148.:
CHjs 20.¢ 1.99 (s 145.£; 135.C; 121.:




4.1.1.3_Interprétation des spectres de masse duggtuit Rup-001

Pour le produit Rup-001, le mode d’enregistremenspectre de masse est le mode TOFMS ES+.
Dans le mode TOFMS ES, il y a deux systémes d'éstregnent de spectre de masse :
Soit [M+1]", c’est-a-dire que le produit a gagné un protén H

Soit [M-1], il y a déshydrogénation (perte d’un protof) H
Dans le spectre de masse du produit Rup-001, éstwlavec le mode [M+1]et permis de déduire une
masse donné une masse 375. La masse exacte détalmest alors 374.

Si le produit subit de la fragmentation, la mass@ibduit s’écrit :

+
[M+1]"=A +B A" estla masse parent et Bst la partie fragmentée

La masse de la partie B [M+1] "- A",
Pour le produit Rup-001, on a obtenu les fragmamsatsuivantes :
M*=375
- 375-368=7
Cette masse n’a pas de signification dans ladittée.
- 375-357=18
Cette perte correspond a I'eapH
- 368-303=68
C’est la perte du groupement présenté sur la figQre

HO IS
=
Figure50 : Le fragment de la molécule m/z=68

- 357-303=54
Cette perte correspond au départ du fragment déami la figure-51 suivante.

F— N\

O
Figure51 : La séquence m/z=54

- 375-235= 140
Nous n'avons pas trouvé dans la littérature laiiggtion de cette masse, car ce n’est une fragatient

caractéristique
- 368-235=133
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Cette perte correspond au fragment :

oW W Vel

=

Figure52 : La perte de la masse m/z=133

357-235=122
Il'y a départ de :

HO .

Figure53 : le départ de la molécule m/z=122

375-153=222
Cette masse correspond au :

Figure54 : Fragmentation m/z=222

-368-153=215
Cette perte ne correspond pas a une de fragneniddi la structure ; il se peut qui ait fragmenotati

suivie d'un réarrangement
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111.1.4.2. Interprétation des spectres du produit Rip-002

111.1.4.2.1.Interprétation des spectres de la RMN
111.1.4.2.1.1. Spectre de la RMN 1D

a- RMN H

[rel]

Hs)

My

Hs)

His)

Hil

THs)

12 10 8 ] 4 2 [ppm]

Schéma14 : Spectre’H 1D du produit-II
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[rel]l
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10

16 £} 1.2 10 68

(ppm]

Schéma15 : SpectréH 1D agrandi du produit-Il entre 6.8 & 7.7ppm
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Schéma16 : SpectréH 1D agrandi du produit-1l 1.05 & 2.35ppm
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[r=i]

10

Schéma17 : SpectréH 1D agrandi du produit-l entre 3.6 & 3.9ppm
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Dans le spectre proton 1D du produit Rup-002a adentifié onze (11) signaux de
protons se trouvent entre 0 & 12.5ppm.
Les signaux qui sortent & 12.52ppm (singulet)le88ppm (singulet) ont attribués aux

protons de propriété acide : proton phénolique ebptoton acide (figure-55)

©/O\
H
o
Y \H <~ Acide
o)

Figure55 : Représentation le proton acide

Proton phénolique

Les signaux qui sortent a 7.59ppm (s), 7.52ppm7(&BHppm (s), 6.98ppm (s), 6.92ppm (s) sont
attribués aux protons alcéniques :

Ce sont les protons du noyau benzénique ou lesrates alcenes (figure-56)

H «—— Proton benzénique

N

Figure56: Représentation les protons alcéniques

Proton des alcenes

Le pic proton qui sort a 3.85ppm sous forme de quadt est attribué au proton O-¢H

c6té de CH Ce proton est représenté dans la figure-57

98



Figure57 : Représentation les protons ethoxy

Les signaux qui sortent a 2.25ppm singulet et 8phf singulet sont attribués aux
protons des méthyles qui sont liés au noyau beqaérfigure-58)

CHj;

Figure58: Représentation proton méthyle lié avec de ndgnzénique

Le signal qui sort a 1.15ppm sous forme de tripkdtattribué au groupement méthyle (
CHgs) a coté de CH(figure-59).

NER
H
Figure59 : Représentation de proton méthyle lié avagdeipe ethoxy
b- RMN du **C

Pour le produit Rup-002, on observe deux (2) tyjespectre de carbone
Le DEPT 135° et le spectre B.B
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b..- Spectre DEPT:

o}

Schéma18 : Spectré®C en mode DEPT du produit-II
Pour le produit Rup-002, I'interprétation de spedEPT 135° conduit a la présence de :
Trois groupement méthyles (GH cing methynes (CH) qui se trouvent dans le pasdif et un

méthyléne (CH) dans l'autre sens.
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b.,.-Spectre B.B:

4 [rel]

200 150 100 50 0 [ppm]

Schéma19 : Spectré®C en mode BB du produit-1|

Le spectre B.B du produit Rup-002, présente vingttee pics de carbone.
-Les pics a 182.5ppm, 184.05ppm, 188.92ppm, et 0BPPmM sont attribuables aux

groupements carbonyles.

\/

T

O
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Figure60 : Groupement carbonyle
Les signaux qui sortent & 22.26ppm, 21.07ppm et1ppm sont attribués aux carbones de
groupement méthyle ¢Hs).
Le pic qui sort & 58.43ppm a été attribué au caltb@CH..

/ O :C/
H H

Figure61 : Carbone ethoxy
Les signaux qui sortent a 120.72ppm, 121.28ppm.,21pHm, 138.81ppm et 139.42ppm

sont les signaux des CH des noyaux aromatiques.

\ C:/ H
/
Figure62 : CH benzénique
Les onze signaux qui sortent a 112.15ppm, 113.45ppm24ppm 128.7ppm, 131.5ppm,

132.10ppm, 145.01ppm, 146.17ppm, 148.7ppm, 158.2d@GA.18ppm sont les signaux des

carbones quaternaires alceniques.

Tableau Xl : Récapitulation des interprétations du spectre de caone 13

Déplacement chimique de DEPT B.B
182.5ppm a 190.05p¢ Carbonyle
112.15ppm a 162.18pf Carbone quaternaire éthylénique (
120.71ppm a 139.4pg + Carbones methynes (C
58.41ppn - Carbone méthylene (()
18.41ppm & 22.26py. + Carbore méthyl
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111.1.4.2.1.2. Spectre de la RMN 2D
a- Spectre HSQC

Schéma20 : Spectre HSQC du produit-1i
Sur le spectre de H.S.Q.C ci-dessus, on a relesvédeeélations entre les carbones et les protons
qui sont résumeées dans le tableau-XII ci-dessous.

Tableau XlI : Les corrélations entre les carbones epiegons du produit Rup-002

Déplacements chimiques des protons (ppm)| Déplacements chimiques des carbones (ppm)
1.22 1841
2.21 21.07
2.35 22.26
3.85 58.41
6.92 139.95
6.98 138.82
7.16 124.21
7.52 121.21
7.5¢ 120.7:
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b- Spectre H.M.B.C:
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Schéma?21 : Spectre HMBC du produit-I|
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Sur le spectre H.M.B.C du produit Rup-002 ; ongré les corrélations ci-dessous :

Le proton de groupement hydroxyle (-OH) qui soil2.52, le plus deblindé, présente
une tache de corrélation avec les carbones quaesrgui sortent respectivement a 112.52ppm
et 124.41ppm. Alors la séquence correspondant acmeselations au proton dont le signal se
situé a 12.52ppm est donc porté par le carbon@©3ppm est représenté sur la figure-63 dans la

page suivante.

(12.52)

159.95

e

Figure63 : Séquence de corrélation proton a 12.52ppm
Le signal qui sort a 11.85ppm, sous forme de setgedt celui d’'un proton de (-OH) ayant
une propriété acide, qui présente des corrélatwes les carbones qui sortent respectivement a
112.52ppm et & 139.41ppm. Alors la séquence délation relative au proton a 11.85ppm porté
par le carbone 162.04ppm se présente comme guitgfic4) :

(12.52)
/
.95
11 2.5 124a9.441
(13'--/859\ 162.04
s 139.95

Figure64 : Séquence de corrélation du proton a11.85ppm
Le proton & 6.92 porté par le carbone a 139.95ppm corréle kegecarbones qui sortent
respectivement a 184.2ppm; 124.41ppm et a 112.52ppiw il ne corréle pas avec le carbone
qui sort & 159.95ppm qui est le porteur de (-OH2B2pmm.
Alors le proton a 6.92ppm est en position pararppport au proton (-OH) a 12.52ppm
porté par le carbone a 159.95ppm. La séquenceatdesations concernant le proton 6.92ppm est

représenté dans la figure 65.
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L (12.52)

/
O
pz.gs

Figure-65: Séquence de corrélation du proton a 6.92ppm
Le proton sortant & 6.98ppm correle avec les cadosortant a190.1ppm ; 124.41ppm ;
184.2ppm. Alors la séquence de la corrélation eshée ci-dessous (figure-66):
(a2.52)

(11.85)

Figure66: Séquence de corrélation proton a 6.98ppm
Le signal proton a 1.22ppm sous forme de tripttagtribué au proton de groupement
méthyle qui corrélé avec le carbone sortant a $Alqui est un carbone du groupement ethoxy
(-OCH,) et le proton qui sort a 3.85ppm porté par le caeb58.41ppm correle avec le carbone a

117.8ppm.D’ou la premiere fragmentation de la makprésenté sur la figure-67 :

Figure67 : Premiére séquence du produit Rup-002
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Le proton de groupement méthyle qui sod2a21, présente des taches de corrélation avec les
carbones qui sortent respectivement a 120.72pp21@pm et 146.17ppm.

Ainsi I'on peut écrire la séquence figure-68.

Figure68: Séquence de corrélation du proton meéthyl@ dppm
Pour le proton de méthyle &.35 (singulet), présente des taches de corrélatiea les
carbones qui sortent respectivement a 120.72ppin21@pm et 148.7ppm.
Alors la séquence de corrélation pour proton qui 8®.35ppm porté par le carbone22.26

ppm est représentée sur la figure-69.

Figure69: Séquence de corrélation du proton méthyl&agphm
Le proton qui sort a 7.59ppm toujours sous formesidgulet corréle avec les carbones qui
sortent respectivement a 124.21ppm ,113.5ppm gtapement méthyle a22.26ppm en fin avec

le carbonyle a 184.4ppm. Alors la séquence eséseptée sur la figure-70:

i

Figure70: Séquence de corrélation du proton a 7.59ppm
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Le signal proton a 7.52ppm présente de corrélatiavsc les carbones qui sortent
respectivement a 188.13ppm ,112.76ppm, 117.58ppne enéthyle a 21.07ppm. Donc la

séquence est la suivante (figure-71).

Figure71 : Séquence de corrélation du proton a 7.52ppm
En réunissant les quatre séquences des figures’4lan a la deuxieme fragmentation de

la molécule qui est représentée dans la figure 72 :

>

@
Figure72 : Deuxieme séquence du produit Rup-002

*Le fleche de couleurrouge indique la corrélation directe, bleu corafion en méta et vert corrélation en ortho

Si on rassemble les dgux fragmentafiohs [(1) + @@)]la molécule, on aboutit a la structure

complete de la molécule du produit Rup-002 Figud@e:-
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[11.1.4.2.1.3. La configuration de la molécule Rup302

Figure73 : Structure complet du produit Rup-002

Masse Moléculaire 418

Formule brute C,,H,50-

Nomenclature scientifique 6’-ethoxy-1’,3-dihydroxy-4,6-dimethyl-1,2’-binafiyl-2,5’, 8,8-
'tetraone
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Tableau XllI : Récapitulation des déplacements chimigdeda molécule Rup-002

07

26

Positions 3 C (ppm) d H (ppm) HMBC
1 117.58
2 188.13
3 121.21 7.52 188.13;142.76 ; 21
4 148.7
4b 142.76
5 120.72 7.59 113.6; 124.21 ; 22.
6 146.6
7 124.21 7-16 113.6 ;120.72 ; 22.26
8 184.4
8b 113.6
1 159.95 12.52 124.41 ;112.51
2’ 112.51
3 162.04 11.85 139.95; 112.51
4 139.95 6.92 112.51;142.41 ; 184.2
4'a 132.45
5 184.2
6’ 117.8
7 138.2 6.98 190.0;184.2 ; 124.41
8’ 190
8'a 124.41
CHs 21.07 2.21 120.72 ;146.17 ;124.
CHs 22.26 2.35 120.72 ; 148.7 ; 121.
O-CH, 58.41 3.85 18.41; 117.8
CHs 18.41 1.22 58.41
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111.1.4.3. Interprétation et détermination de la configuration du produit Rup-003

111.1.4.3.1. Interprétation des spectres de la RMN
[11.1.4.3.1. Spectres de la RMN 1D

a- RMN du H
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Schéma22 : SpectréH 1D du produit-1|
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Schéma?23 : SpectréH 1D agrandi du produit-lll entre7 a 8.2ppm
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L’interprétation de spectre proton 1D du produipRl03 ; on a repéré les déplacements
chimiques protons qui se trouvent dans la bande lantre 1 & 8.5ppm ainsi :

Les signaux qui sortent a8.19ppm (d) ,8.16ppm 83ppm (t), 8.09ppm (1),
7.73ppm (d-d), 7.53ppm (t), 7.45ppm (1), peuvere attribués aux protons de noyau benzénique
ou /et les protons alcéniques.

Les pics qui sortent a 6.40ppm (d) ,6.14ppm &d37ppm (d) et 5.43ppm (d)
peuvent étre attribués aux protons de :

CH—/—CH—Cycle

HC CH

Figure-74 : Représentation les protons alcénique dugr&dip-003

Le proton qui sort 82.03 sous forme de singulet peut étre attribugraton de :

HsC ‘221

0

@—cn, o

Figure 75 : Représentation le proton méthyle

Les spectres de protons qui sortent al.64ppni($2ppm(s), 1.52ppm(s)et
1.30ppm(s) peuvent étre attribués aux protons de :

q) -
X '%
/ H-C
ou 3
ou \

/
II/ O —
"LLL J\")«J ’ \\H

Figure 76 : Représentation les protons qui sortent ap&Gpisqu’'al.64ppm
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Schéma28 : Spectré®C en mode BB du produit-III
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Schéma28 : Spectré®C en mode BB du produit-11l agrandi

Sur le spectre carbone 13 du produit Rup-003 ; ogpéré les déplacements chimiques
des carbones qui se trouvent dans la bande largprise entre 18.94ppm a 148.00ppm:

Les carbones qui sortent entre 18.94ppm a 29.45qpmh attribués aux carbones des
groupements meéthyles ou/et des carbones secondaires

Le signal qui sort a 67.85ppm a été attribué aubaa qui lié avec un
hétéroatome.[O,N,S]

Les pics qui sortent & 117.5ppm jusqu’au 133.5ppmnévé attribués aux carbone des
alcénes ou des carbones de noyau benzeénique.

Les signaux a 135.5ppm; 136.5ppm; 148.00ppm dét adtribués aux carbones
guaternaires de noyau benzénique.
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111.1.4.3.1.2. Spectres de la RMN 2D

a- Spectre COSY
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Schéma27 : Spectre COSY du produit-Ill
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L’interprétation de spectre COSY du produit Rup-@0hontré que le protai8.19 (d)
porté par le carbone a 122.29 est couplé avemtempa 7.45ppm sous forme de triplet porté par
le carbone & 126.39ppm, alors le signal protori8ppm est attribué au Gld cé6té de CH. D’ou

ce couplage est représenté par la figure 77

8.19ppm H /H 7.45ppm
R 122§c:c 126.39
H

NG

Figure77 : Couplage du proton a 8.19ppm et le proto&ppm
De méme le proton a 8.16ppm sous forme de doubtetaiplé avec le proton 7.53ppm sous

forme de triplet. (Voir figure 78)

H H
8.16ppm AN / 7.53ppm
c=—=c
S

Figure78: Couplage du proton a 8.16ppm et le 7.53ppm
Les protons a 8.13ppm et 8.09ppm sont sous formetrjjdet sont couplés avec le proton

7.73ppm qui sort en doublet de doublet ou faux guadt (figure-79).
‘ ‘ 8.09ppm

Figure79: Couplage du proton a 8.09ppm, 8.13ppm etdeopra 7.73ppm
Le proton &6.40 sous forme de doublet est couplé avec le pr@at®.43ppm qui sort sous forme
de doublet (figure — 80).

5':1‘3()m/g%L
[
|

/C\
6 . 40ppm

Figure80: Couplage du proton a 6.40ppm et le proton48@pm
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Le proton &6.14 sous forme de doublet est couplé avec le p@dt5.57ppm qui sort sou forme

de doublet (figure- 81).
6.14ppml:/\H 5.57ppm
LS
PR

Figure81 : Couplage du proton a 6.41ppm et le protorb&@dpm

b- Spectre HSOC:
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Schéma?24 : Spectre HSQC agrandi du produit-111 enti@e 2.5ppm
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Schéma?25 : Spectre HSQC agrandi du produit-111 entde $opm
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Schéma26 : Spectre HSQC agrandi du produit-1ll entie &6.8ppm
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Sur le spectre de H.S.Q.C ci-dessus, on a releveédeélations entre les carbones et les
protons qui sont résumées dans le tableau- XIV.

Tableau XIV Corrélations entre les carbones et les prstdu produit Rup-003

Déplacements chimiques des protons Déplacements chimiques des carbones
(Ppm) (Ppm)
1.56 26.00
1.62 25.43
1.64 22.26
2.03 18.94
5.43 117.55
5.57 125.21
6.14 123.93
6.40 67.85
7.45 126.39
7.53 128.05
7.73 133.5
8.09 125.94
8.13 126.71
8.16 123.10
8.19 122.29
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b- Spectre HMBC du Rup-003
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Schéma?29 : Spectre HMBC du produit-11l agrandi entre@a 8ppm
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Dans le spectre H.M.B .C du produit Rup-003, oreleve les corrélations entre les
carbones et les protons le suivant.

Le signal proton a 8.19ppm (doublet) et porté pacdrbone a122.29ppm présente des
taches des corrélations avec les carbones quinsarte25.94ppm et 143.00ppm.

Or ce proton est couplé avec le proton a 7.45pprté par le carbone a 126.39ppm ; et le
proton a 7.45ppm est corrélé aussi avec les casban&22.29ppmet a 125.94ppm. Alors la
séquence de la corrélation est représentée sigute 82 dans suivante.

7. 73ppm

Figure82 : Séquence de corrélation du proton a 8.19ppm

Le signal proton a 6.14ppm sous forme de doubletéppar le carbone a 123.94 est
présenté une tache de corrélation avec le carbdrii 8ppm et une faible corrélation avec le
carbone a 143.00ppm ; or ce proton est couplé Evecoton a 5.55ppm porté par le carbone
125.21ppm.

Le proton a 5.55ppm sous forme de doublet est léoaéec les carbones a 112.8ppm et
al43.00ppm. La séquence de la corrélation estgeptée dans la figure-83 ci-dessous.
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S8.19ppm

Figure83 : Séquence de corrélation du proton a 6.14ppm
La fleche en couleur jaune : indique la faible étation
Le proton qui sort a 8.16ppm (doublet) porté pacdebone a 123.10 est corrélé avec les
carbones qui sortent a 128.05ppm et 148.00ppm. eOproton est couplé avec le proton a
7.53ppm porté par le carbone a 128.05ppm (figue-84
VAVAVAVY

/N

1800 M
— 8.16ppm
”zlL 128105 23.10

f53ppm

Figure84 : Séquence de corrélation du proton a 8.16ppm
Le proton qui sort a 6.40ppm doublet porté pardébane a 67.85ppm est présenté une
tache de corrélation avec les carbones a 117.5d@%.75ppm ; 142.00ppm ; 148.00ppm. Or ce
proton est couplé avec le proton qui sort a 5.44fgboablet) porté par le carbone & 117.5ppm et
en plus le carbone porteur du proton 6.40ppm esiadmone qui est lié avec un hétéroatome. La
séquence de corrélation est représentée surlaefpsuivante.
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Figure85 : Corrélation du proton a 6.40ppm
Le méthyle qui sort a 2.03ppm porté par le carbéris8.95ppm présente une tache des
corrélations avec les carbones a 117.5ppm et ®Q@@m, une faible corrélation avec le carbone
a 110.04 ; de méme le méthyle a 1.56ppm porté paatbone a 26.00ppm corréle avec les
carbones a 142.00ppm et a 110.04ppm, une faibtélaton avec le carbone a 117.5ppm. La

séquence de la corrélation est représentée pigula{86 ci-apres.

H3;1.56
26.00

Figure-86 : Corrélation du proton méthyle a 2.03ppm
Dans le tableau périodique de MENDELIEW il y a tie$ogénés de I'azote et du soufre
qui peut posséder une tétravalence ; cependantodibpnese et le soufre n’acquiérent cette
tétravalence que lorsqu’ils sont avec des oxygguoast a I'azote a I'état excité sous forme de sel
d’acide (ammonium).
L’hétéroatome qui est lié avec le carbone a 6 hBbme pourra étre que l'azote. La

premiére hypothese de fragmentation de la molésileeprésentée dans la figure-87 suivante.
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Figure87 : Premiére séquence du produit Rup-003

Le méthyle qui sort & 1.62ppm porté par le cart26.43ppm présente des taches des
corrélations avec les carbones a 125.21ppm, 112 &gméme pour le méthyle a 1.64ppm porté
par le carbone a 22.26ppm est corréle avec lesrasba 125.21ppm, 112.8ppm.

La deuxieme hypothése de séquence de la molédutemésentée par la figure-88 ci-
dessous :

7.73ppm

Figure-88 : Deuxieme séquence du produit Rup-003

Si on ensemble les deux fragmentations, on obiestructure finale du produit
Rup-003 figure- 89
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111.1.4.3.1.3. La configuration de la molécule Rup303

Figure-89: Structure compléte du produit Rup-003
+
Formule bruteC21H 26N
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Tableau XV Récapitulation des déplacements chimiquesadadlécule Rup-003

Positions 3 C (ppm) o H (ppm) HMBC

1 135.5

2’ 112.8

3 143.00

4 125.94 8.09 133.5;143.00

5’ 133.5 7.73 126.71; 125.94

6’ 126.71 8.13 133.5;135.5

20, 125.21 5.55 143.0;123.93; 112.8
2B 123.93 6.14 125.21;112.8

3a 126.39 7.45 143.0; 125.94

3B 122.29 8.19 125.94 ;143 ; 126.39
2 148.00

3 110.04

4 142.0

5 117.5 5.45 67.85;110.04 ; 142.0
6 67.85 6.40 117.5;142.0;148.0 ;135.5
200 128.05 7.53 123.10; 148.00

2B 123.10 8.16 148.00 ; 128.05

CHs 26.00 2.21 117.5;142.0; 110.04
CHs 22.26 2.35 125.21; 123.93

CHs 25.43 1.62 125.21;112.8

CHs 18.95 2.03 117.5; 142.0 ; 110.04
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111.2-DISCUSSIONS

I11.2.1 -Partie chimie

Du point de vue systématique chimique, aucune étmdérieure n'a été réalisée sur le
genre deMaba appartenant a la famille des Ebénacées .Cettdléagst réputée riche en
composés a base de quinones (Schart-en 2001).

Les tests du screening phytochimique, pour lesctiéhs de la présence des composés
existant dans cette plante que nous avons effecaréeborent a I'hypothése de Perrier de la
Bathie, c'est-a-dire la présence des composés lipdem

Les différentes méthodes d’extractions dangtirditure ne présentent que de variante de
ce principe en fonction de ce qu’on veut extragagla plante.

Les produits isolés sont des molécules organigquessont solubles dans le solvant
organique de polarité moyenne alors les molécursdonc moyennent polaire.

Le produit Rup-001 isolé est un quinone il s’agé Ksodiospyrine. Cette molécule
semble étre un dimere de méthyle juglone type tsmjirine (Page-14), il s’agit de (5,7) bis
(8Hydroxy-6-méthyles) naphtoquinonel-4. Ce prodegibnfere a la  biosynthése des
naphthoquinones, c’est a dire qu’elle provientaledie acétate /malonate.

Les naphthoquinones sont des composés qui compaier groupements carbonyl en
position Para ou en orthocependant, le spectre de RMMN, °C et de corrélation HMBC,
observées lors de la détermination des structied®uph-0001 et Rup-002 sont en faveupdea
naphthoquinone. Alors, en général, tout composépisente de groupement cétonique ayant
des propriétés basiques, par I'existence de dewbleis de I'oxygéne (base de Lewis) et la
présence du centre nucléophile.

Les quinones sont classées dans la famille des asdspphénoliques. Alors tous les
composés phénoliques ont souvent des propriétdssagjrace a leur proton H mobile.

Si I'on regarde leur structure, les protons desugements (-OH) sont a coté des
groupements attracteurs, les carbonyles. Ces comslifavorisent la formation des liaisons

hydrogéenes
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Figure-90: Présentation de liaison d’hydrogéne dansddoqixt I
Comme il est conjugué au double liaison, ce prgbeat migrer vers l'un ou l'autre des
OXygéenes.
Mécanisme de réarrangement :

Figure91 : Mécanisme de réarrangement du produit |

A partir du produit B, il y a toujours des liaisohgdrogenes d’ou a I'équilibre c’est la
tautomérie :
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O
Figure92 : Tautomérie du produit-|

Il'y a aussi la présence d’une liaisorentre les carbones en positions 8 et 6°. Elle perm
une rotation permanente d’'ou la conformation, doagroduit présente de trois stéréo-

isomeres.

OH o

Position-2

Position -1

Position-3

Figure93 : Stéreochimie produit-I

Ce sont la liaison d’hydrogéne qui stabilise ciitene mésomeére
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Entre ces trois stéréo-isomeres c’est la premi@tipn qui est la plus stable, car tous les
carbones dans cette molécule ont un type d’hyboiasg Donc tous les carbones ?sp
possédent une géométrie plane et un angle desngade 120°.

D’ou la configuration exacte de la molécule du prib&up-001.

o

HO

@)
Figure94 : Structure d’lsodiospyrine

Formule bruteC22H ]_406

Masse moléculaire 374
Nom systématique : Isodiospyrine
Nomenclature scientifigue5.5 dihydroxy, 77’-dimethyl-binaphthy-Tetraone

Elle a été isolée pour la premiere fois dangléda quercinaBaillon.H.Pe}

La deuxieme molécule qu’'on a isolée appartig@edment a la famille des quinones,
cette molécule a été de la méme propriété chimigeela premiere molécule isolée notée Rup -
001 (voir p-68).La deuxieme moléculé,¢H,50) est une molécule n’étant pas encore décrite, a

notre connaissance, c’est un produit nouveau.
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o
Rup-002 j
Rup-001 o

Figure 95 : La comparaison de la structure de Rup-00LiptG02

Les deux molécules sont de naphthoquinones, eiffésemht entre elle par les positions
des substituants et sur la structure elle méme :

Le produit Rup-001 ; les groupements carbonylesr@gvent dans le noyau A, B’et
toujours en positiofPara c'est-a-dire en positionl, 4 par rapport a lalerélg numeérotation qui
justifie la régle plus petit indice.

Les groupements (OH) sont portés sur les A’, B mtpesition B par rapport aux
groupements carbonyles.

Mais pour le produit Rup-002 les groupements aaylas se trouvent dans le noyau A, A’ et B'.
lls sont en position 1,7 pour le noyau AA’ et asition Parapour le noyau B. L’hydroxyle est

fixé sur le noyau B ; il y a des groupements éth@@yCH,-CHz) qui se fixe sur le carbone n°6
dans le produit Rup-002.

En regardant la structure de Rup - 002 ci-dessus trouvé que les deux groupements
méthyles sont en positighpar rapport aux groupements carbonyles.

Si I'on envisage le mécanisme de réarrangemens &oproduit Rup-002 passe a I'état

intermédiaire pour arriver a une structure stébbér la figure-96 ci-dessous).
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C H>C H,C

OH (@]
"= I
HO <
I

Figure96 : Le mécanisme de réarrangement de Rup-002

La comparaison structurale entre le produit Ruped®up-002 a montré que ; le Rup-002
pourrait étre un dérivé de la Rup-001. Les rediesdibliographiques concernant les dérivés de
I'lsodiospyrine ont montré que la plupart de ceuwxi gortent des groupements éthoxyle,
possédent une activité antituberculeuse et anétanone. Or, Rup-002 & une structure semblable
il possede une activité cytotoxique : C150=0.89@pigA notre connaissance nous pensons Rup-
002 est un produit nouveau non encore deécrit dahtddrature

Les trois composés isolés laba quercina Baillon H.Perr; sont trés différents du point
de vue de leurs structures :

Les deux premieres molécules appartiennent aakseldes composés phénoliques de
type naphthoquinones (Plumbaginées ou/et 7-métiigipe) substitué ; la troisieme molécule

appartient a la famille des alcaloides (voir lafez97).

Figure-97 : Structure de produit Rup-003
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Les tests screening phytochimique Miaba quercina Baillon H.Perret les données
bibliographiquee concernant la famille ' EBENACEBmtrent que cette famille ne contient pas
d’Alcaloides. C’est la premiere fois dans la famt dans le genre qu’un alcaloide a été isolé.

Dans cette structure il y a toujours une liaigbqui se trouve entre la position 1 etl’,

alors cette molécule possede de trois steréisomere.

_

\%
=

Position N°1 Position N°2

Position N°3

Figure-98 : Isomérisation de produit N°3

Si I'on regarde ce trois isomeres du produit RuB-08est la premiére position qui est la
plus stable parce que le charge positif de sel siamum est stabilisée par le fait que les des
encombrements stériques deux groupements éthearyl reinimes par rapport aux autres
encombrements stérique provoque par les autrepgnoents des les positions 2et3

Les structures de trois molécules isolées dandalstgpgMaba quercina Baillon H.Perr

sont représentées dans la figure-99 le suivant :
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Produt N°2 Produit N°1

‘ Produit N°3

Figure-99 : Les trois molécules isolées

- Le premier produit : Isodiospyrine isolé premiasesfdans le Maba quercina Baillon
H.Perr [93]

- Le deuxieme produit : 6'éthoxy-1’,3" dihydroxy-4 6diméthyl-2-binaphthyl-2,5’,
8,8’tetraone est probablement un nouveau produit.

- Latroisieme produit isolé 3, 4,4'triméthyl-2,3'thén-yl-4propén-yl, cyclohexadien-yl,

Pyridinium c’est le premier alcaloide isolé danfalaille des Ebénacées
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[11.2.2- Partie Pharmacologique [94 a 96]

D’apres les recherches bibliographies sur Intefaiggs concernant de la molécule Isodiospyrine
et ses dérivés appartenant a la famille des corspplsénolique ; elles ont été des plusieurs
importances sur sont cible de criblage biologiquieaggté orienté suivant des tests préliminaire.
[11.2.2-1- Sur le test d'inhibiteur de 'ADN topanerase-|

CHz HsC

5-hydroxy-6,7-dimethylnaphthalene-1,4-dione compowitd 5-hydroxy-7-

methylnaphthalene- -dione (1:1)
(isodiospyri

OH (@]
(@]
j ‘ HO
T O‘
o

HsC
= o

1", 5-dihydroxy-3',7-dimethyl-2,2'-binaphthyl-1 , 486 tetraone
(Diospyrin)

Figure 100 :L’Isodiospyrine et le Diospyrine isolé daa®Pioscures de morrisiana

Isodiospyrine et diospyrine sont des produits mdslisolés dans la plani2ioscures de
morrisiana L'activité cytotoxique d’objets exposés la diféce du topoisomerase humain
prototype | (camptothecine de poison de topo Ipdigspyrine n’induit pas les complexes
covalents du topo I-ADN. Cependant, I'lsodiospyraoatrarie la camptothecine induite, fendage
d’ADN.
L’analyse obligatoire a indiqué que I'lsodiospyrile le topo | mais pas 'ADN. Ces résultats
suggerent que I'lsodiospyrine empéche le topo lI'ptache directe au topo |, qui limite I'acces
du topo | au substrat d’ADN.
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En outre, I'lsodiospyrine montre un effet inhibitdart sur I'activité de kinase du topo |
vers le facteur d’épissage du facteur 2/altermat’asence d’ADN. Ces résultats ont des
implications importantes sur le mode d’action weaire de naphthoquinone et de ses dérivés,
c’est-a-dire ces inhibiteurs du topoisomeraseADN de roman peuvent empécher la relaxation
d’ADN et les activités de kinase du topo |I.

111.2.2.2- Sur le test antibactérien

Deux naphtazolines diméres, diospyrine et Isodiospyisolés a partir de la racine du
Diospyros de piscatoria (Gurke), un ingrédient commun dans plusieurs médsci
folkloriques, ont été montrés un large spectreti/aé antibactérienne.

La concentration inhibitrice minimum (MICs) du dmysine contre

Streptococcus pyogenes 12344 et streptocoquenisnnies atcc 33400 se sont échelonnées
de 1,56 a 50 mg/mL. Tandis que ceux contre desecd®suis de salmonelles classent par
sérotype des typhus (typhus de S.), atcc 653% ethlelonae atcc 19977 de

mycrobactérie étaient entre 25 et 100 mg/mL. Issulane était plus en activité que son
diospyrine racémique d’isomere.

[11.2.2.3-Sur le test des antiprotozoaires

Les six dérivés de naphtalene, deux 2-naphthaédehwy savoir 4-hydroxy-3,5-
dimethoxy-2-naphthaldehyde 1, 4-hydroxy-5-methoxyaphthaldehye 2, son isomére relatif des
naphthoquinones généralement d’occurrence de Skydr-methoxy-2-naphthaldehyde 3 et
trois, diospyrine 4, 80-hydroxyisodiospyrine 5 etrhonomere simple, le plumbaginée 6.isolés
dans les racines désiospyros de assimilisa été subi des activités antiprotozoaire dost le
dérivés de naphtaléne 1-5 ont été évalués pourdetivité antiprotozoaire in vitro contre les
parasites protozoaires appartenant aux genres Aogpene, Leishmania et Plasmodium. Parmi
les composés examineés, le naphthaldéhyde 1 a mianhidition modérée de la croissance des
parasites, brucei de T., le cruzi de T., donovaniLdavec les valeurs IC50 de 19,82, 12,28 et
38,78 IM et a montré la cytotoxicité vers les myses
Squelettigues de rat (cellules L-6) avec IC50 de 1W4,94, alors que 2 et 3 s’avéraient
comparativement moins en activité a 1. Les quinateeres 4 et 5 ont montré la bonne activité
contre le brucei de T et donovani de L. avec ICA@ &t 8,82 IM, de 12,94

et 16,66 IM respectivement.
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111.2.3- Discussion générale

Dans un pays comme Madagascar ou les médicamesttduiés sont en grande partie
importés et coltent donc trés chers, le recourspdantes medicinales devient de plus en plus
fréquent surtout pour les gens éloignés des cestagaires. Les vertus thérapeutiques des
plantes sont connues de Malgaches depuis fortdamug et transmises entre les générations.
Jadis, ils utilisaient déja ces plantes pour saitgeemaladies.

L'utilisation des plantes est basée uniquementl’sipérience. Autrefois la plupart des
maladies étaient considérées comme des punitionsedi pour des infractions aux interdits
religieux, a des fautes envers la morale, a laig&gte du culte des ancétres et non en relation
avec des causes naturelles.

Il N’y a pas de doses précis concernant les plaritiésees par les tradipraticiens alors elles
peuvent occasionner des effets secondaires ois ébxieités.

Par conséquent, 'administration du reméde étaiicdsoit précédé d’un rituel, soit suivi
d’un interdit «fady».Alors les études phytochimigyétude chimique et biologique) des plantes
tiennent donc une place importante au niveau dpofaulation locale pour éviter ces effets
secondaires

D’apres les études chimiques qui ont été faites IsplanteMaba quercinia Baillon
H.Perr (Remeloky utilisée par les populations de la région sudsbute Madagascar, les
constituants majoritaires de cette plante sorst cdenposés phénoliques a base de quinone.

Les tests biologiques in vitro sur la cellule P3&&lisés ont montré que les produits
majoritaires sont responsables de l'activité. Timide le test de toxicité aigue des différents
extraits a été neégatif. Ces résultats des étudgsogiimiques corroborent aux enquétes
ethnobotaniques réalisées au niveau des populdiicates et ressemble au résultat des tests

biologiques de topoisomerase-I et |l effectués eayaat sur I'lsodiospyrine et son dimere.
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L’étude chimique et biologique de trois moléculsslées deMaba quercinaBaillon
H.Perr a été entreprise au Laboratoire de Chimie MarviB@) et au laboratoire de Chimie des
Substances Naturelles et Chimie Organique Biolagigu I'Université d’Antananarivo en
collaboration avec ICSN/CNRS.

732g de la poudre d’écorce de racineMaba quercinaBaillon H.Perr ont été extraits
par I'éther de pétrole pour éliminer la graisse étatp .La poudre dégraissée a été ensuite
extraite par macération dans l'acétone. Apréslieation et évaporation a siccité : On a eu un
extrait brut acétonique.

L’extrait brut est soumis aux différents tests deblages biologiques et phytochimique
pour savoir leurs activités et pour connaitre #&silles chimiques de leurs constituants.

Le criblage biologique de I'extrait brut a montrgée leMaba quercinaBaillon H.Perr
a une activité antiplasmodiale sur le souche FQ28ne activité cytotoxique sur la cellule
cancéreuse P388 avec des pourcentages d'inhibitispectivement 54.72%et 98.47% a la
concentration10pg/ml. Au vu de ces résultats pighime, l'activité cytotoxique semble
meilleure par rapport a l'activité antiplasmodiadnsi la suite de I'étude de cette plante a été
focalisée vers cette activité cytotoxique.

L’extrait brut est repris par une extraction partpge avec des solvants de polarité
croissante (Hexane ; Chloroforme ; Acétate d’étretlecétone). Les différents extraits obtenus
ont été testés sur la cellule cancéreuse P388.

L’extrait chloroformique a retenu notre attentippurcentage d’inhibition (95.47% a
5ug/ml)

Le fractionnement bioguidé de cet extrait, efiécsur une colonne chromatographique
de gel de silice a donné six fractions. Les réssiltle test montrent que la deuxieme (Rup-0012)
et la quatrieme (Rup-0014) fractions s’averentples actives avec des pourcentage d’inhibition
respectifs 82.26% et 95.76% a 0.5ug/ml.

La purification de la fraction Rup-0014 par desies de chromatographie sur colonne
de gel de silice et de chromatographie sur coucégapative ; a permis d’isoler un produit pur
noté Rup-001. La méme opération a été effectuée lpodeuxieme fraction et a conduit aux
produits purs notés : Rup-002et Rup-003.

Tous les trois produits purs Rup-001, Rup-00Rap-003ont éte testés sur cellule
cancéreuse P388 et les CI50 ont été déterminégsRup-001=0.0175 pg/ml ;
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ClsoRup-002= 0.896pg/ml et GHRup-003=1.27ug/ml.

Les interprétations concertées des spectres B&MN ‘H ,**C 1D 2D (COSY, HSQC,
HMBC), avec des résolutions par logiciel TOPSPIM(Bet I'analyse par spectrométrie de masse
mode TOFMS ES+. ont permis de déterminer et d’'iflentes structures exactes de ces trois(3)
produits isolés d&aba quercina BaillonH.Perr :

Le Rup-001 donne une formule bru@g,H,,0¢ avec de masse M=374, et il s’agit de
I'lsodiospyrine c’est la¥®fois isolé dans I&aba quercina BaillonH.Perr.

Le Rup-002 correspond &,4H1507; avec de masse M=418 il s'agit d'un dérivé de
I'lsodiospyrine est probablement d’'un nouveau piodu

Le Rup-003 est constitué de la formule I€aH6N* avec de masse M=292 il s’agit d’un
alcaloide c’est la premiere fois de I'alcaloiddéstde la famille des EBENACEE.

Par ailleurs, le test de criblage phytochimiqueeanis de déceler la présence de quinones
et de flavonoides dans I'extrait brut M@aba quercina BaillonH.Perr. Le résultat de criblage
phytochimique et les structures chimiques des ptedsolés dans cette plante corrobore la
description botanique de TAYLOR.M.S et la chimiatagmie de la famille des EBENACEES

Les résultats des tests biologiques de I'extmitétorce de racine ddaba quercina
Baillon H.Perr sont analogues aux résultats des tests concetaargropriétés biologique de la
molécule a base de quinone.

Les résultats de nos recherches s’ajoutent asta tles molécules anticancéreuses
particulierement des plantes de la région Sud Mastzar En concordance avec la signature de la
nature, la structure naphtoquinonique de Rup-OBLgt002 et la structure alcaloidique de Rup-
003 ayant des activités cytotoxiques seraient dgsandes valeurs thérapeutiques, nous

poursuivront nos recherches enfin de vérifier deyfgothése.
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ANNEX. I. FIGURE DES MATERIEL:

Figure32 : Extraction Figure33: Filtration

Figure 35 : colonne chromatographie

Figure-34 : Evaporatiol
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Figure-41 : Analyse chromatographie

sur couche mince

Figure-4C : Lampe UVos4/36:

Figure- 37 : CCP pour faire la purificatic

Figure-36 : CCM pour rechercher le systéeme
du solvant d’élution

Figure 38 : HLPC analytique

Figure4?2 Extraction par partage
liquide- liquide




155



156



Test des triterpenoides et des stéroides

Les réactifs communs de ces deux terpénes sont :
-le réactif dd_iebermann Burchard test de coloration
-la solution saturée de chloroformique
de chlorure d’Antimoine test de fluorescence
On préleve quelque milligramme d’extrait brut
On additionne 10 ml de dichloromethane, puis ateggendant 10 mn. La solution

obtenue est séchée sur,8@y.ensuite filtrée. Le filtrat est réparti dans 6dsla essais propres et

secs.

Tube n°1 Témoin
Tube n°2 Test deiebermann Burchard

Additionner 3 a 4 gouttes de d’anhydride acétique

3 a 4 gouttes de80O, cc

Si la coloration est :

Pourpre Présence de triterpenes

Violette ou bleue vert Présence de stéroides
Tube n°3 Test d8alkowski

Incliner le tube de 45°

Ajouter 1 ml BSO, cc

Si 'anneau de séparation est :

Rouge Présence de stéroides insaturés
Tube n°4 Test dBadjet Kedde

Additionner Quelques graines d’acide picrique

Si la coloration est :

Rouge Présence de stéroides lactoniques
Tube n°5 Test dEeller-Killiani

Additionner Quelques gouttes de Fe0d%

Quelques gouttes d’acide acétique glacial

Incliner le tube de 45°

Si 'anneau de séparation

Rouge pourpre Présence de desoxy-2-sucre
Tube n°6

Additionner un peu de solution chloroformique sétude chlorure
d’antimoine ShQd

S’il y a apparition d’'une fluorescence

Bleue Présence de triterpenes
Jaune Présence de stéroides
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Test des flavonoides et des leucoanthocyanes

L’extrait sec est dissous dans I'éthanol 80%, filire. Le filtrat est partagé dans 5 tubes a essai
propres et secs :

Tube n°1 Témoin
Tube n°2 Test d&Vilstater
Additionner 0,5 ml de HCI cc

Quelques tournures de Mg
Si la coloration est :

Rouge Présence de flavones

Rouge a Présence de flavonols

pourpre

Rouge violacée Présence de flavanones et flavanols
Tube n°3 Test d@Vilstater modifié

Additionner 0,5 ml de HCl cc

Quelques tournures de Mg
Apres dissolution de Mg

1 ml d’eau et 1 ml d’alcool isoamylique
Si la coloration est : de la phase supérieur est

Rouge Présence de flavones

Pourpre Présence de flavonols
Tube n°4 Test dBate-Smith

Additionner 0,5 ml de HCl cc

Chauffer pendant 30 mn au bain marie
Laisser refroidir
Si la coloration est

Rouge violacé Présence de Leucoanthocyanes
Tube n°5

Additionner 0,5 ml de HCI cc froid

Si la coloration est

Rouge Présence d’anthocyanes
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Test des alcaloides
Dissoudre I'extrait brut dans 10 ml HCI 2%

Filtrer la solution et le filtrat est divisé dansafre tubes a essais

Tube n°1 Témoin
Tube n°2
Ajouter 5 gouttes de réactif de Mayer
Si la précipitation est
Blanc jaunatre Présence d’alcaloides
Tube n°3
Ajouter 5 gouttes de réactif de Dragendorff
Si la précipitation est
Orange Présence d’alcaloides
Tube n°4
Ajouter 5 gouttes de réactif de Wagner
Si la précipitation est
Rouge orangé Présence d’alcaloides

Test des coumarines

On dissous le résidu brut avec de I'eau chauddil@@mla solution aqueuse et le filtrat est répart
dans deux tubes a essais :
Tube n°1 Témoin
Tube n°2
Additionner 0,5 ml NEFHOH 10%
Observer a la lumiere U.\A£254 nm ou 365 nm)

S’il'y a fluorescence
Bleu Présence de coumarine

Test des quinones

L’extrait brut est dissout 15 ml dans I'eau dig#lpuis filtré.

Extraire le filtrat avec un mélange d’éther-chlamhe 3/1 (v/v) dans une ampoule a décanter.
Ajouter 3 ml NH,OH au %2 ensuite agiter.

Observer le changement de la coloration de la phlaséine (inférieur) a I'ceil nu

Si la coloration est :
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Rouge Présence de quinone
Test des tanins
On peut caractériser les tanins par le test deaidm et la précipitation.
On dilue I'extrait sec dans 10 ml d’eau distill&mn filtre sur coton et le filtrat ainsi obtenu est

divisé dans 4 tubes a essais

Tube n°1 Témoin
Tube n°2

Ajouter 4 a 5 gouttes de gélatine 1%

S’il y a apparition de

Précipitation Présence de polyphénol
Tube n°3

Ajouter 4 a 5 gouttes de gélatine 1%

4 a 5 gouttes de NaCl 10%
S’il y a appatrition de
Précipitation Présence de tanins

Tube n°4
Ajouter 4 a 5 gouttes de gélatine 1%
4 a 5 gouttes de NaCl 10%
4 a 5 gouttes de Fefl0% dans MeOH
Si la coloration est
Bleuatre Présence de tanins galliques
Verdatre Présence de tanins catéchiques

Test des saponines

Les saponines sont détectées par I'indice de maigsa le test d’hémolytique.
Dissoudre quelques milligrammes d’extrait brut adecl’'eau distillée dans un tube a essai et
agiter vigoureusement pendant 30 secondes
Placer le tube verticalement pendant 30 mn.
Mesurer la hauteur de mousse persistante aux ter@pan et t=30 mn
Si la hauteur est supérieur a

3cm Présence de saponines

160



Nom: FATIANY

Prénoms Pierre Ruphin
Directeur de Thése de Doctord®.r Amélie RAHARISOLOLALAOProfesseur Titulaire a la Faculté
des Sciences a I'Université d’Antananarlzmail: amelie_raharisololalao@ yahoo.fr ,
« ETUDE CHIMIQUE ET BIOLOGIQUE DE TROIS MOLECULES |ICYTOTOXIQUESY
DE Maba quercina BAILLON H PERR (EBENACEE)

Nombre des figures 100
Nombre des schémas 30
Nombre des tableaux 283
Références 96

Laboratoire de rattachementaboratoire d€HIMIE MARINE  dirigé par Madame le Docteur
Voahangy RAMANANDRAIBE a lInstitutM algache dé&kecherchesAppliquées (IMRA).
Contact Tél. +261 325 205 568 Email: fpierreruphin@ yahoo.fr

ABSTRACT : In a country as Madagascar where the distributedsdcost rather expensive in
its majority, one has recourse to the plants iaitional medicine, and this is more frequent in
the moved back places where there is almost notsteiof center, care and health. It is starting
from the information given by the tradithérapeutiest we chose to study plants whddaba
.The result of the preliminary tests on the ceB8 was shown one activated inhibiting of 99,85
% for a concentration at 10mg/ml of extract.

The bio-guided fractionation method was applieddentify and isolate the bioactive
compound. Various techniques of chromatography (TLElumn and preparative
chromatography) were used starting from the acétaxitract of thestem bark of Maba
guercina And to the isolation of Isodiospyrin and both gmunds.

Their chemical structures were determined by NMR 2D and mass spectrometry.
Compounds 1-3 exhibited in vitro cytotoxic activégain the cell P388 with IC50 values ranging
from 0.017 to 1.27pg/ml, and the test of acutedibxicarried ouin vivo on mice of stock swiss
showed an absence of toxicity

Keywords Phenolic compoundN.M. R (1D and 2D), COSY, HSQC, HMBC, TOFSM-
ES, Maba quercina (Baillon H.Perr), EBENACEE, cytokic
RESUME : Le Maba quercina Baillon H.Peronnu sous le vernaculaire Remeloky (Antandroy,
Mahafaly, Tagnalagna) ou Maintifototse (Sakalava} atilisé en médicine traditionnelle
Malgache pour soigner de la plaie ou/et paludisme.

L’extrait brut deMaba quercinaBaillon H.Perr, a montré une activité cytotoxique
sur la cellule P388de l'ordre de 98.47% d'inhibitiet sur une souche de plasmodium
falciparium FC29 de I'ordre de 54.92% d'’inhibitide concentration a 10pg/ml.

Les produits purs qu’ont été isolés Maba quercinaH.Perr a montré une activité
cytotoxique significative avec une 4glqui est comprise entre de 0.017 a 1.867 pg/mlesur
cellules cancéreuses P388. et le test de toxigtéeeaffectuén vivo sur des souris de souche
swiss a montré une absence de toxicité

Le fractionnement bioguidé a permis d’isoler notaninune molécule majoritaire
qui est responsable de I'activité cytotoxique ebdautres molécules.

L’interprétation concertée des spectres de la R.MINdu proton et des spectres
(2D) a savoir COSY, HSQC, HMBC a permis d’élucides structures des produits isolés
appartenant a la famille des composés phénoliques.séquences des molécules ont été
vérifiées par la spectrométrie de masse de mode&SMIES

Mots clés: Maba quercina (Baillon H.Perr), EBENACEE cytotoxique,composés phénoliqueR.M.N
(1D et 2D), COSY, HSQC, HMBC, TOFSM-ES
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