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RESUME
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et la propagation d'infections de type virus mutagénes peuvent étre liées a la qualité et au
Y2RS RS OAS 1jdzS y2dza YSy2ya | dR22legNRQUKsdzA ¢ 9
déclenchant ces maladies dites "morbides" a long ou a court terme, sont liées au stress et a

la qualité des aliments consommeés, qu'ils soient d'origine végétamimale. Ces maladies
deviennent un phénoméne courant, elles toucherfféhentes races et toutes les catégories
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permis a des civilisations de survivre a des maladies mortelles. A titre d'exemple, on
retrouve ainsi des références aesl périodes de fievre paludique en Chine et a des
symptdmes de cette maladie dans le «<Huangdi Neijiang» Le Canon de Médecine datant des
environs du premier siécle avant notre éere, plus de 2000 ans, qui relate de I'emploi de
plantes médicinales, pour sogjer les fievregDesgrouat al., 2014).

Vers 186 avant L. apparait, dans certaines régions de Chine, l'utilisation en tisane, du Qing

hao su, appelé plus tard artémisinine en Occident et extrait d'une plantdaiméde utilisée

comme antipyrétigue appelée "Qing hgo'Artemisia annuaou Armoise annuelle.
L'artemisinine _blogue une enzyme qui permet au parasite de pomper le calcium et

f USYLISOKS |AyaA RS 4SS RS@St 2 LlbiSaedieombiation 2 2 dzNJ F
therapy, en francais Thérapie combinée a base d'artémisinine et en sigle ACT, est une
thérapie et une prévention tertiaire dans les cas de paludisme simple.

Dans cette optique notre étude vient s'ajouter a une longue série d'études menées sur les
plantes meédicinales et les substances naturelles extraites. Elle a pour objectif de révéler de
nouvelles biomolécules, de mettre en évidence leurs activités biologiques grace a des
techniques de biotechnologies d'une part. D'autre part ces investigationsigitont de

valoriser les ressources naturelles qui se distinguent par leur endémicité.

Pour se faire, notre choigest porté sur deux plantes médicinales endémiques a I'Algérie
Cyclamen africanurBoiss. & Reuter efygophyllum cornutun€oss. , apeune recherche
ethnaobotanique sur la pharmacopeée traditionnelle du Nord de I'Afrique, et qui a révélé

f QSTFAOLFIOAUS RS 0OSa LJX I yagSa RIya fSa LINRoOf S
nous avons entrepris des investigations pharmdmsochimigLes.

Ces dernieres nous ont permis d'isoler : cinq composés a partir de I'extrait méthanolique

des racines de l'espéc€yclamen africanunBoiss. & Reuter, deux nouvelles saponines
triterpéniques de type Oleanane, Afrocyclamin A et B (1, 2), ainsi que saponines
triterpénoides connus sous le nom de lysikokianoside (3), deglucocyclamin | (4) et de son
dérivé d'acide dicrotalique (5); et Seggiponosidegsonnus a partir de I'extrait méthanolique

de la plante entiere d&€ygophyllum cornutur€oss., cesaponosides sont de type ursane, ce

type de triterpeneed rapporté dans cette espéece pour la premiere fois et peuvent étre
considérés comme un marqueur chirtexonomique (chemotype) du gen&ygophyllum

Les structures ont été élucidées, sur la base'alyse des spectres de l'expérience RMN

1D et RMN2D (COSY, TOCSY, NOESY, HMBC et HSQC) et spectrométrie de masse en source
FAB mode ion négatiDes activités biologiquesdes fractions saponosidiques Fr.1 et Fr.2,

ont été testées sur des lignées &Rats males et femelles, de la radénstar pour évaluer

Iactivité anti inflammatoire. La fraction saponosidique Fr.1 de Cyclamen africanum a la dose

5 mg, a montre un effet significatif sur l'inflanation causé par la carragénipen reduisant

f U dZR ét ¥a &ponse immunitaire, qui s'est traduite par la concentration des prossiee

la reponse inflammatoire (PRI) a travers leurs action sur lesm@diateurs de
linflammation (CO®,PGE2, TN = Abh{0® [ FNI Ol Xygophyllua I LI2 y 2
ala dose 20 mg n'a pas montré un effet significatif sur l'inflammation en général.

Mots clés : Cyclamen africanumZygophyllum cornutum Activité anti inflammatoire,
Saponines triterpéniqgues, RMN 1D et 2D, spectrométrie de masse, protéines réponse
inflammatoire (PRI), anthflammatoires (AINS), médiateurs pirdflammatoire (COX,
PGE2, TN, iNOS).



ABSTRACT

The appearance of several diseases, such as cancer, diabetes, high blood pressure and
spread of infections mutagenic virus type can be linked to the quality and lifestyle that we
lead today. Indeed, several studies on the factors triggering thesaad"morbid"” longor
short-term illnesses are related to stress and quality of food consumed, whether of plant
and animal origin. These diseases are becoming a common occurrence, they affect different
races and all classes of society. According ethnobotamesdarch, naturally occurring
substances, allowed civilizations to survive deadly diseases. For example, we thus find
references to periods of malarial fever in China and one of the symptoms of this disease in
the "Huangdi Neijiang" The Canon of Medictfaing from around the first century BC, more
than 2000 years, which relates to the use of herbal medicines to relieve févesgrouas et

al., 2013.

Around 186 BC appears, in some parts of China, the use in herbal tea, Qing hao su, later
known as artemisinin in the West and extracted from a medicinal plant used as antipyretic
called "Qing hao" Artemisia annua or annual wormwood. Artemisinin blocksnapnes

which enables the parasite to pump calcium and prevents it from developing. As of today
the Artemisininbased combination therapy in French Combination therapy of artemisinin
and ACT acronym, is a therapy and tertiary prevention in cases of uncateglmalaria.

From this perspective our study adds to a long series of studies on medicinal plants and
natural substances extracted. It aims to reveal new biomolecules, highlighting their
biological activities through techniques of biotechnology on the band. Moreover, these
investigations will develop natural resources that are characterized by endemic.

To do this, our choice is focused on two endemic medicinal plants in AlggdaEamen
africanum Boiss. & Reuter andygophyllumcornutum Coss. After & ethnobotanical
research on traditional medicine in Northern Africa, which showed the effectiveness of these
plants in minimal inflammatory problems among Aboriginal, we undertook biochemical
pharmacological investigations.

The latter allowed us to isdie, five compounds from the methanol extract of the roots of

the species Cyclamen africanum Boiss. Reuter & two new oleanane triterpene saponins type,
Afrocyclamin A and B (1, 2) and three triterpenoid saponins known lysikokianoside of (3),
deglucocyclamin (4) and its derivative dicrotalique acid (5) September and known from the
methanol extract saponins from the whole plant of Zygophyllum cornutum Coss. these
saponins are ursane type, type triterpenes are reported in this species for the first time and
can be considered a chemotherapy marker Taxonomic (chemotype) of Zygophyllum kind.
The structures were elucidated on the basis of the analysis of NMR spectra of the
experiencelD and 2ENMR (COSY, TOCSY, NOESY, HSQC and HMBC) and mass spectrometry
method negative ion FAB source. The biological activities of saponosidiques FR.1 and Fr.2
fractions were tested on lines of male and female rats of Wimstarrats to evaluate the
anti-inflammatory activity. The saponosidique fraction FR.1 Cyclamen africanum iing 5
dose, showed a significant effect on inflammation caused by carrageenan, reducing edema
and immune response, which resulted in the concentration of protein the inflammatory
response (PRI) through their action on the jmflammatory mediators (COX, FGE2, TNF .
hY Abh{0®d ¢KS FNFXQOUAZ2Y 2F CNIPH A&l LR2Yy2aARAI
significant effect on inflammation in general.

Key words : Cyclamen africanumZygophyllum cornutum anti inflammatory activity,
saponinstriterpene, 1D and 2D NMR, mass spectrometry, protein inflammatory response
(PRI), antinflammatory drugs (NSAIDs), priflammatory mediators (COX PGE2, TNF X
iNOS.
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INTRODUCTION GENERAL
Les plantes médicinales sont un élément essentiel des soins deté@t dans le monde,
depuis les prendrs jours de I'espéce humainelds sont encore largement utilisées et ont
une importance considérable dans le commerce international. On retrouve les traces de leur
utilisation dans beaucoup de civilisations, pow citer qu'une "les Aryens" une civilisation
Iranienne, qui remonte au septiéme millénaire av/ Jp> 2 G f Qdzi At A&l GA2Y
plantes pour les guéons demeure gravé® I ya f Sa AyaONARLIiAZ2Yya RS
ainsi cette réalité. Le zoroa@n Treatsx 02y ydz O2YYS LINBYASbddke YSRSOA
GFyid Sy L NbkesenijtgriSla/ premigr® BiZ des plantes médicinales qui étaient
abondantes dans ces deux pays et dont il connaissait les usages et les vertus. Une fois
f QS & a $affedibles Sppliguait pour guérir les maladies dont il supposait avoir trouvé le
reméde(Ghaseni, 20100 Lf F2yRI fQS0O02tS RS YSRSOAYS RS
2yi0 G2dz22dzNBA SOSAtES I OdzNA2aA0S RSelon OKSND
laquelle le nom «raitement » trouve peutétre son origine dans le nom de ce grand
meédecin perseNous pouvons notamment citer les noms de : Abou Bakr Mohammad Ibn
Zakariya aRaziou « Rhazés (865-925), savant pluridisciplinaire persan qui cdimia a ces
A0ASyO0Sa Af Fdz2NF»AG A&2fS t LI NI AN Rifitezy S LX |
f Qdzii A £ A &l dvicenyie(o¥ SR Sir@)- (988087 ap. IC.) mondialement connu, ce
médecin & scientifique iranien pratiquai f QI  Cakchinfid, 8§ rédgéa uh ouvrage
encyclopédique de médecine médiévale, le Kita&lQahoun fi alTibb, connu en Occident
a2dza £S GAGNB RS /ly2y tdz -S aAs80tSz SiG | dzA
9dzNR LIS 2dzalj dzQl dz - &A1 St i3 SIONISIONIA S i $a AT N2 RIM L.
meédicinales expérimentées par sa propre personne. Avicenne fut le premier a rédiger une
y2YSyOf | (dzNB SEKIF dzAGABS 06 LDESnFrRAEN IS8 RSE LI |

5QF dzi NBa LJ &a erdzagartmént dedbrill@nds Sdviing Nt érudits qui
surent mettre a profit les bienfaits des plantes médicinales et contribuerent au progres de la
YSRSOAYS GNIYRAGA2YYSEES O0FAYAA y2YYSS | dz22dz
az2dzol FTFI Ij -HMogyA Q! LOKAF NIVEF OA Sy SiG | £t OKAYAadS Rdz
« Les fondements des vraies propriétés des remedes y décrivant 585 médicaments a
base de plante§Ghasemi2010.

L'histoire nous a livrébeaucoup de preuves sur l'efficacité desares médicinales, il
est indéniable qu'elles contiennent des principes actifs qui exercent une action biologique
directe sur l'organisme. En réalité, chacune d'elle offrirait deux a trois cents composants
différents, c'est de l'interaction entre ces ffifentes substances que naitrait I'efficacité
thérapeutique. C'est a partir de différentes recherches ethnobotaniques menées que
I'industrie pharmaceutique s'est basée sur le développement de nouveaux médicaments a
base de plantes. La reconnaissance de laleur clinique, pharmaceutique et économique
continue de croitre, bien que celarie fortement selon les pays.

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et
I'élaboration des médicaments, non seulement lorsque les tilmasits des plantes sont
utilisés directement comme agents thérapeutiques, mais aussi comme matieres premieres

1



pour la synthese de médicaments ou comme modeles pour les composeés
pharmacologiquement actifs.

Ces dernieres années, de nombreux pays développésmanifesté un intérét
croissant dans les systéemes de médecine alternatifs ou complémentaires, ce qui a abouti a
une intensification du commerce international des préparations a base de plantes et des
autres types de remédes traditionnels.

Des raisongxistent donc, tant dans les pays développés que dans les pays en voie de
développement cettes dernieres nous ont condsjta nous intéresser a deux plantes
médicinales endémiques a I'Algéri€yclamen africanunfBoiss. & Reutdret Zygophyllum
cornutum (Coss). Connwes pour leur utilisation dans la médecine traditionnelle
maghrébine, elles posséderaient des vertus antidiabétiques,poglycémiantes,
hypotensives eanti inflammatoires.

Ceinous a mené a entreprendre une étude pharmatimique, dansd cadre d'une
cotutelle FranceAlgérienne, en associant les compétences des Laboratoires de
PharmacognosieEA 4266 RS Q! yYAGSNAAGS RS . 2dz2NEH23yS
Professeur MariéAleth LACAILLBUBOISet celles du laboratoire d'Obtention des
Qubstances Thérapeutiques de I'Université de Constantine 1, Algérie dirigé par Melle le
Professeur Zahia KABOUCHE et Ces plantes n'ont jamais fait I'objet d'investigations
chimiques concernant lesaporosides L'étude a permis dans un premier temps de iséal
une extraction des métabolites secondaires, utilisantun solvant aqueux méthanolique, a
partir de racines de I'espedgyclamersp, d'isoler la fraction des saponosides, de purifier
chaque saponoside et d'identifier leur structure chimigid@ns m deuxieéme temps nous
avons réalisé une seconde extraction méthanolique des métabolites secondaires a partir de
la plante entiere cette foisi de I'especeZygophyllumsp, (avec la méme démarcheaous
avons pu isoler, purifier et identifier les saponosidescette plante.

Enfin dans untroisiéemetemps, nous avons testéleux produits isolés pour l'activité
anti -inflammatoires sur des lignées dats maleset femelles, de la rac&Vinstar Nous
avons réalisé des dosages des protéines de linflammatioranmoient la protéine €
réactive(CRP), le Fibrinogene, I'Haptoglobine et I'él¢tiomese des protéines sériques.
Cette activité biologique nous permis de mettre en évidence les relatioe$fet anti-
inflammatoire d'ure substanceségétak naturele.

Notre étude se structure en cing chapitres:
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CHAPITRE | : BOTANIE)

Dans ce chapitre nous présenterons dans le detail la classification botanique de notre
espece, qui nous permettra plus tard (partie matériels et méthodes) de mettre en évidence

lien phylogénique entre ledifférentes especes appartenant au méme genre et leur
composition chimique.

Ld mdt NBa Sy i Cydlaney afriRaBuniBasS$oa & Re(t&)

1.1.1. Famille de Primulaceae

L'especeCyclamen africanumappartient a la grande famille dé®rimulaceag(Puntet al,,

1974)ce nom vient du genr@rimula du latin primus, premier, en référence a la floraison

trés précoce dans l'année de ces plantes. On connaiPdesulaceadossiles des I'Eocene.

[ Q2NRNBE RS& t NAYdzZ £ Sa O2YLINBYR GNBA& Tl YA
Myrsinaceaeet lesPrimulaceagCornet 1961). Ces trois famillesonted 2 Y Y dzy RQF @2 A NJ
fleurs gamopétales, généralement pentaméres, des étamémpagétales et une placentation
OSYiUNItSd [ S FTNIZAG Said (BEvdeige@@rizd Sy iés sdagitS O LIA
a proximité des Centrospermales et des Plumbaginales. Toutefois] 383 cet ordre est

considéré comme polyphylétique et placé par Cronquist presetbesnales ou par Takhtajan

prés des Sapotalesors delf LJ NHziA2y RQ!tD LL o! y3aAz2aLISNY
situation va évoluer. Elles sont dorénavant Of dzi Sa Rl ya f Q2NRNB RSa
familles M. Kallersjo etal., 2000. En ce qui concerne la Flore Bence les genres de
"Primulaceae” seetrouvent dans les 3 familles suivantes :

1Primulaceae Androsace (incl. Douglasia), Cortusa, Hottonia, Primula et Soldanella

ma & NB& A yAnauélks S\stedlinon Centunculus Coris (genre de 2 espéces, a fleurs
zygomorphes)CyclamenGlaux Lysimachiat Trientalis

TirheophrastaceaeSamolus

[ &Albdzr GA2y OKFy3S t y2dzSI dz Sy famillaspant | yy S S
réunies en une seule, leBrimulaceae Les Primulaceaesont une famille de plantes
dicotylédones qui commnd 1000 espéces réparties en 22 genres et 850 especes. De
nombreuses especes sont cultivées comme plantes ornementales.

Cette famille est particulierement présente dans les régions tempérées de I'hémisphere
Nord.Elle est présentessentiellement dans derégions froides, tempérées, montagneuses

et tropicales, elle est dite Sutpsmopolite,maissurtout centrée sur I'hémisphére nord. La

Chine regroupe un peu plus de la moiti€é des espéces de cette famille, concentrées
principalement dans l&udet 'Ouestdu pays. L'analyse comparée de séquences géniques

de chloroplastes (Kallersjo et al., 2000) a montré queMgssinaceaeet les Primulaceae

étaient paraphylétiques. Certains genrégagallis Ardisiandra Coris LysimachiaJrientalig
appartiennen plus a la voie des Myrsinaceae qu'a celle &esnulaceae Dans d'autres
classifications récentes, cette famille de plante se rapproche des Plumbaginaceae.

1.1.2. Présentation du Genre Cyclamen
Le nom Cyclamen est la transposition du mot grec : cercle ou courone. C'est un genre
géophyte a gros tubercule arrondi et aplati, en forme de petit pain, cultivé dans toutes les
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zones tempérées. Son nom vulgaire de RBEpourceau a été donné, diin, aux
cyclamens, a cause de lavidité avec laquelle les porcs recherchent leurs racines
(dzo SNOdzf SdzaSa> tSa LRNDA 4SS y2dNNAaAaSyid RS
RQAY O2 ¢ @Dw M@afilien anglais, Pan porcino en italien, varkensbrood en
néedandaisjWidmer, 1992. Le genreCyclamenappartient a la famille dedyrsinaceage
anciennement Primulaceag selon la classification classique et selon la classification
phylogénétique. Ih'y a pas de parenté nette avec les autRrimulaceadJalaliet al., 2012).

. La taxonomie reconnait actuellement 24 especes, notamement

C. balearicum, C. repandur@, purpurascens, C. hederifolium,C. rhodium, C. creticum,C.
graecum, C. coum, C. colchicum, C. parviflorum, C. abchasicum, C. elegans, C. alpinum, C.
intaminatum, C. cilicium, C. mirabile, C. pseudibericum, C. cyprium, C. libanoticum, C.
persicum, C. roldfanumet enfin Cyclamen african(ifig.17).

1.1.3.Classification botanique du genre Cyclamen

Le genreCyclamenappartient a la famille de®rimulaceae qui compte 22 genres, il est
divisé en quatre sougenres, il obeiit a la classification botaniquevsinte:
I*SousgenreCorticata: Cyclamen cypriurat Cyclamen libanoticum
II*SousgenreCyclamenavec trois séries :

1*SerieCyclamen Cyclamen hederifoliumt Cyclamen africanum

2*SeriePersicum Cyclamen persicetCyclamen somalensainsi queCyclamergraecumet
Cyclamen rohlfsianum

3*SériePurpurascen Cyclamen purpurasceers Cyclamen colchicum
[I*SousgenreGyrophoebgeavec deux séries :

1*SerieCilicium: Cyclamen ciliciurat especes apparentées

2*SeériePubipedia: Cyclamen coushespéces apparentées

IV*SousgenrePsilanthunt Cyclamen repanduret especes apparentées

I.1.4.Répartition géographique

Les especes appartenant au genre poussent en plein air dans de nombreux pays
meéditerranéens, ou elles croissent surtout dans les régions fraiches et montagneuses. La

LJX dz& 3INI YRS O2yOSYiNlIGA2Y RQSALIBOSa asS (NEdz
plus dans leségionsEst de la Méditerranée du Liban, Syrie, Turquie, Chypre, la Grece, Israél

et I'lran avec des espéeces enclavées supplémentaires en Afrique du,Nigude N° XJaldi

et al,2012).



1. Cbhalearicum; 2. Crepandum; 3. Cpurpurascens 4. Chederifolium; 5. Crhodium;

6. Ccreticum; 7. Cgraecum; 8. Ccoum; 9. Ccolchicum; 10. Cparviflorum ; Cabchasicum
11 Celegans; 12. Calpinum; Cintaminatum ; Ccilicium; Cmirabile ; Cpseudibericunt 1
3. Ccyprium; 14.C.libanoticum; 15. Cpersicum; 16. Crohlfsianum; 17.C. africanum

Cycliamen

Figure N° 1 Répartitidn géographique des espéces botaniques du gépctamen (Jaladit
al., 2012 Wikepedia.

Le genreCyclamerest remarquable par le fait que pratiguement chaque mois de l'année, il y
a des espéeces en fleurs. Les fleurs sont rouges, roses, blanches ou panachées, et so
abondantes (fig.2 Celles de camines espéces, dont le cyclamen des Alp€gclamen
purpurascensrépandent un parfum agréable.

4
-
L -

Figure N° 2 Quelqgues fleurs du geni@yclamer{Jalali et al.2012.

Les feuilles se développent en rosette basilaire de laquelle émergent les fleurs gracieuses
portées par une tige mince. Leur face supérieure est souvent marbrée de blanc avec, dans sa
partie centrale, un motif en « sapin de Noélba face inférieure des feuilles de plusieurs

espéeces est pourprée. On suppose que cette couleur, servant de calorifére, capte la lumiéere
qui traverse la feuille et la transforme en chaleur. Les feuilles disparaissent en été, sauf chez

certain especes (fig).
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Figure N° 3 Les différentes formes de feuilles des espéeces de Cycl@hakatiet al., 2012)

l.1.5.Espéce&yclamen africanuniBoisson & Reuter)

1.1.5.1.Description botanique

La plante medicinal€yclamen africanurBoisson. &Reuter., poussdans ledaillis et les
anfractuosités des rochers dans le ndtdS Algiéri2et en Tunisiel'espéce seéveloppe dans

les broussailles et ravins rocheux dans le nord de 'Algérie et de la Titisressemble en

plus grand &yclamen confusumLes fleurs, dont leStaminesont desanthéeresjaunes
sontportéessur despédoncules de 10 a 20 cm. Les feuilles, qui peuvent atteindre 15 cm de
diameétre, apparaissent aprés les premiéres fle@srtains taxons soRA LJf 2 ORS &4 RQI
sont tétraploides (figure 4)I ressemble a un sosie d&/clamen hederifoliunls disent que

la seule facon de les distinguer est qQe africanummeurt a I'extérieur ouC.hederifolium
vivra. Il est certainement plus sensible a lasfdil'excés d’humidité en été et au froid en
hiver qu'en est Q S dhledferoBum. Il est trés étroitement lié &.hederifoliumavec lequel

il va croiser.Le tubercule produit des racines a partir du haut, sur les cotés et en bas,
contrairement aCyclame hederifolium qui produit des racines du haut et sur les cétés,
mais pas le fond. Il existe des individus diploidesmpre chromosomique 2n = 34) et
tétraploides (2n = 68). Les formes @eafricanundont on dit qu'ils different I'une de l'autre

en ceque la plante diploide a des feuilles plus petites ayant des pétioles de forme et les
fleurs sont dites étre parfumées . La plante tétraploide est parfois apgelé@mmmutatum
Schwarz & Lepper, mais cette distinction est controversée et rarement utitiaéeslle

repose sur le nombre de chromosome plutét que des caractéristiques visuelles.
e /

Copyright © 2007 by Dennis Stevenson ( [D€L29093]
Figure N° 4 Composition florale de I'espe€&yclamen africnum


http://fr.wikipedia.org/wiki/Alg%C3%A9rie
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http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89tamine
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Cyclamen africanunest une plante vigoureuse des feuilles coriaces d'un vert vif, elles
atteignent jusqu'a 15 cm de long et de large @jgLeurs motifs sont généralement moins

nettes que dans de nombreuses autres especes, bien que la couleur «feuilles argent»
existe.Les feuilles augmentent généralement directement a partir du tubercule, c'est I'une

RSa LINAYOALN fSa RATTSNEB ym®Gamendgtdariidinies3ebileS S a LIS
sont souvent trés volumineuses, dépassant souvent 10 cm (4 pouces) de dgiabr@srfleurs
apparaissent généralement avant ou avec les jeunes feuilles entre Septembre et Novembre,

les feuilles apparaissent presque directement a partir du tubercule s@2tfn (48 pouces)

pédicelles. La couleur des pétales varie du rose péale arose fonce (figh).

Copyright © 2007 by Dennis Stevenson ( [P&€L29093]
Figure N° 5 Aspect général de I'espe&@yclamen africanum.

1.1.5.2.Classification et systématique

Faite par Boisson. Et Reuter en 1852, I'espégelamen africanunsuit la classification
suivante:

Régne Plantae

Sousrégne Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopside
Sousclasse Dilleniida

Ordre Ericales

Famille Primulaceae
Sousfamille Myrsinoideae

Tribu Cyclamineae

Genre Cyclamen
Sousgenre Cyclamen

Serie Cyclamen

Espece Cyclamen africanum



LdH dt NB &Sy i I ZydgophyllunRedrnutuSas)Js O S

[.2.1.Famille de&Zygophyllaceae

Ces especes sont décrites et nommées suivant la nomenclature introduite en 1753 par Karl
Von Linné, elles sontegroupées dans 300 familles diffétes (Roland 2005). La flore
algérienne avec ses 3000 especes appartenant a plusieurs familles botaniques, dont 15%
endémiques (Quezelt Santa, 1963.), reste tres peu explorée sur le plan phytochimique ainsi
que pharmaologique. Dans ce qui suit, nous allons nous intéresser a la famille des
Zygophyllaceae

[ S& LI FydSa LI NIGSYlFyd £ OSGGS FILYAtESsT azy
arbustes, ou arbre€lles ont des feuilles stipulées, trés polymorphes

Les fleurs de tétra ou pentameres, isolées ou en inflorescences, possédent une corolle,
€galement tétra ou pentamere, parfois nulle. Généralement, ces plantes renferment 10
étamines, le plus souvent, a stipules unies, un ovaire de 4 a 5 carpellespa plusieurs
ovules par loge. Les fruits, sont en général, capsulés, loculicides, ou septicides, se dissociant
en coques, parfois bacciformes.

Zygophyllum geslinest une espéce tres ré@pdue dans le Sahara septentrional. Plusieurs
espéeces du méme genre partagent avec cette espece le nom vernaculaire de «aggaya» telles
gue Zygophyllum album, Zygophyllum cornutu@ygophyllum gaetulunet Zygophyllum
waterlot. (Joual et al., 2001; Eddouks €Maghrani,2004).

1.2.2.Classification du genrgygophyllum

LesZygophyllaeae dans la classification de Sheahan et Chase, constituent une famille avec
environ 285 especes, qui se subdivisent en cing $andlles et 27 genres (Sheahan

Chase 1996; Sheahanet Chase 2000). Elles sont largement distribuées dans les régions
arides, semarides, les terrains salés, et les paturages désertiques (Qeel3ahta, 1963).
LeszZygophyllodeageconstituent la sous famille la plus large avec 180 espece®u@ees en

guatre genres ‘Augea(monotypique), Tetraena(monotypique),Fagonia(30 especes), et
Zygophyllum(150 especes), les quatre autres sdamnilles restantes sont Larreoideae
Morkillioideag Seetzenioideaet TribuloideagSheahan et ChasEd% ; Takhtajan, 1997).
1.2.3.Répartition géographique

De distribution assez restreinte I'espécgygophyllum cornutumest confinées en Algérie
précisement dans les Wilaya dBiskraet Elouadet sur les deux pays maghrébins
limitrophes, la Tunisie et le Marofig.6); ce qui souligne sommportance Hle est
représentée principalement dans les régions arides et semésr. ainsi au Sahara Algérien,

on observe 7 genres et 27 espec&@zenda1987), elle constitue plus de 3% de la flore du
désert dont plus du tiers est endémiq(®matiet al., 2004). Le genreygophyllumest le plus
répandu de la fanille(Hussein et a).2011) . Ce sont des plantes trés adaptées au milieu
désertique par leur systéme de racines horizontales qui parcourent des regnirs pour
atteindre les nappes souterraines.
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Figure N6 : Répatrtition géographique de I'espezggophyllum cornutur€oss.

1.2.4.Présentation de I'especgygophyllum cornutun{Cosson

En Algérie, plusieurs plantes sont traditionnellement utilisées pour traiter le diahétes,

parmi lesquelles on not&ygophyllum cornutunCoss, plante médicinale traditionnellement
utilisée et scientifiquement évaluégour son activité antidiabétiqueZygophyllum cornutum
(Perez, 1958), connue sous le non de « Bougriba » I'espece appartient auZygmehyllum

de la imille desZygophyllaceaeelle est distribuée dans les régions arides et semi arides de
f Q! ¥ Mlelesiz8pandue principalement en Algérie (Biskra, Elouad), au Maroc et en

Tunisie(fig.7).

/4
Fig. 21. Zygophyllum cornutum Coss. 4 holziger Zweig mit diesjithrigen Asten; B Bliite halb-
gedfinet; C dieselbe ganz gesfinet; 2 Blumenblatt; £ Staubblitter, #—Z Pistill in verschiedenen
Stadien bis zur fast reifen Frucht. — Original.

Figure N7: Les différentes partiesonstituant la plante de I'espécgygophyllum cornutum
Coss(Quezekt Santa, 1963.
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|.2.4.1Description botanique

Sousarbrisseaux, rarement plantes annuelles, les feuilles de cette espéce sont simples ou
bifoliées, avec des fleurs axilliaires de &ta pentameres, et 10 étamines. Les fruits sont
y2y O2Nydza t € QI LISEX &aAYLX SYSyd RAfLFGSa Sy
Elle est largement distribuée dans les terrains salés ou gypseux, ainsi les paturages
désertiquegElgamakt al., 1995(Fig8).

Figure N8: arbrisseaux représentant I'espédggophyllum cornutur€oss.
(Elgamakt al., 1995.
1.2.4.2.Classification botanique
Nous présentons si dessous deux clasdiios de [Quezel ébanta 1963.

Régne Plantae

Sousregne: Tracheophyta

Superdivision: Spermatophytgseed plant)
Division Magnoliophyta(flowering plants)
Classe Magnioliopsida(Eudicotylédones)
Sousclasse Rosidadl

Ordre: Zygophyllales

Famille: Zygophyllaceae

Genre: Zygophyllum

Espece Zygophyllum cornutum

|.2.5Utilisations ethnopharmacologiques du genre Zygophyllum

BeaucoupRd3péces appartenant au genre et a la famille, sont utilisées comme remédes
dans différentes affections. NotammenBalanites aegyptiaca: une plante riche en
saporosides(Liu et Nakanishi, 1982), elle a plusieurs activités :-iaflammatoires, ant
oxydantes, anthociceptives (Speroni eal., 2005), antfongiques (Bishnu eal., 2007),
antiseptiques, antmalaria, antisyphiliques etanti-virales( Duke, 1983 Kokwang 1976),
traditionnellement, ses extraits aqueux sont utilisés dans le traitement de la jaunisse et le
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diabete (Kamel, 1991).arrea divaricata: plante populaire en médecine, elle est utilisée

dans le traitement des tumes, des maladies inflammatoires, debhumatismes et de la

fievre (Anesini etl., 1997; Anesini etal., 1999).Larrea tridentata: plante désertique (Van

Auken, 2000), elle est largement utilisée dans la thérapeutique, ses extraits peuvent soigner

f QI &b ¥sSpsoriasis et en méme temps ont des effets cicatrisants;f@mgiques et anti

viral (Brent, 1999), elle a aussi des activiggslgésiques, aninflammatoires et anti

oxydantes (Kay, 1996AbbouGazar etal., 2004). Peganum harmala ses extraits sont
dziAtAasa RlIya €S GNXAGSYSyiGs RS RAFo®PaES Sia f
études faites sufribulus terrestri;especes de la méme famille ont montré une activité
larviscide(EFSheikhet al) antidiabétique et antihyperlipidémique.

De nombreuxmétabolites ont été isolés a partites plantes appartenant a cette famille,

mais dans legenre Zygophyllum nous citronseux tester par Perez €CJ2 dzNJ ft QF OUG A
antidiabétique dezZygophyllum cornutugncolléctée de Tunisie, en 1958, ou son efficacité
remarquable testée sur le lapin a été rapparté

La zygophylle odygophyllumgaetulungui est trés utilisé au Maroc contre le diabéte sucré.

utilisée traditionnellement comme antnflammatoire, antidiabétique, antispasmodique et
anti-diarrhéique(Ait El Cadi et gl2012), des études réalisées sur cette plante montrent que

I'extrait aqueux peut diminuer la glycémie des rats rendus diabétiqeéddamsas edl.,

2010. Il est également efficace chez des patients souffrant du diabéte de type 2 (Smati et

al., 1993).

Zygophyllum eichwaldit cette espece a de nombreuses propriétés, -aeptiques,
antieczéma, antdiabétiques, antbactériennes et antfongiques (Sasmakov et al., 2001).
Zygophyllum coccineum plante commune en médecine traditionnelle dans les pays
méditerranéens, elle@ i dzi Af A&4SS O2yUNB S NXKdzYF 6AayvySsz
al., 1960), et le diabéte (Eskander et Won Jun , 198S)ée sur des rats diabétiques par
voieoraeY f WSEGNI Al SiGlAG O2yaiRSNIbéngfi§us Sufdl Keé L2
dysfonctionnement rénal et inhibiteur des dommages du foie associés au diébeéne.

Jannetet al., 2001)

Zygophyllum geslinicette espéce est utilisée contre le diabéte, elle possede également des
activités cytotoxiquegSmatiet al., 2004),

Zygophyllum propinquurKhan et al., 2014

Zygophyllum album les extraits ethanoliques ont un effetontre le diabéete de type I,

f QK@ LISNI SyaArzy SO GHhdet A2019RASE NI aNEEA [jidaS aR
étude, suggerent que l'extrait d&ygophyllumalbum pourrait exercer des activités
antidiabétiques parsa propriété antioxydante(El Ghoulet al, 2011). Concernant les
constituants phytochimiques, de la plupart de ces espéeegygophyllum elles sont
O2yaiAidzSSa YIFI22NARGF ANBYSyYy (i ReSygoph@oddeddise f f Ay S
composeés décrits chez ces especes (Smati et al., 2004).
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CHAPITRE:IPHYTOCHIMIE
.Introduction

[ QS@2f dzi A 2y BcBrblogiguosh dey dsldits nmthreld) tout spécialement des
biomolécules d'origine végétale, est étroitement liée aux développements des méthodes de
la chimie expérimentale et elle n'a pu éclore véritablemguoe dans la seconde moitié du
XVIIf™siécle désors que des techniques douces d'extraction par différents solvants ont
remplacé la méthode alors couramment utilisée de distillation séche des plantes et des

matiéres organiques en général.

Des liens étroits unissaient la chimie extractive, la biologggtade et la pharmacie puisque

de nombreuses préparations médicamenteuses avaient comme source dans les siécles
passés des organismes vivants végétaux , pour ces derniers, les décoctions, macérations et
autres opérations ont préludé a cette époque ou phamiens,botanistes et chimistes ont,

aprées de nombreux tatonnements, mis au point des meéthodes qui permettaient de
reconnaitre les plantes medicinales, d'en extraire les premiéres biomolécules individualisées.

Par ailleurs, si la chimie des produits natarest plus s

pécialement la phytochimie, n'a di sa

naissance et son développement qu'a I'évolution des techniques extractives et analytiques,

elle a eu par ellenéme une influence profonde

sur la g@macognosie, la biologie

structurale (biosythese ddsomoléculeg et la phylogénie des plantes.

[I.1.Géneralités sur lebiomolécules
Une biomolécule est une matéle qui participe au

LINE OS a a dza YShFo2ft Al dzS

organisme vivant végétal ou animal, par exemple
glucides, les lipides, les protéines, l'ealles acides
nucléiques (fig.Q On parle aussi de biomolécule
pour des molécules ditesnétabolites secondaires
SttSa azyd GNRBdJz@SSa RIy

étre vivant, par exemple chez les plantes on le§j

retrouve dans ses différentes parties (racine, feull
GAISX0ZI YIAa 200SydzsSa

biotechnologie (Extraction q solvant,
chromatographies sur colonndgLubert etal., 2003).

Elles peuvent étre macromolécules et classées ent
gue biopolymeres (lignine, cellulose,...) ou en tgué

Fibre de cellul

t

fuSyaNBGASY

Microfibrille

0 $a

i SOK YAl dz

R -
QTR

T QL@
QIQ

Chaines de
glucoses

LJI

AfigureNoY 9ESYLX & adzNJ f Qd
biomolécule «a fibre de cellulose(Luet Hsieh

macromolécules naturelles, tels que les protéines,
glucides, ou encore les hétérosides. Ces

le€012.

macromolécules peuvent avoir une structure primaire, secondaire, terti@juaternaire

(Lubert etal., 2003).

I1.1.1 Métabolites secondairechez lesrégétaux
Les plantes possedent des métabolites dits « seco

ndaires » par oppositionétabolites

primaires que sont les protéines, les glucides et les lipides. On appelle métabolites
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secondaires des composeés biosynthétisés naturellement. Nombreux ceposgédent des
propriétés thérapeutiques et sont (ou ont été) utilisés en médecinaitiennelle et
modérne (Nguyen et al, 2013. On distingue classiquement plusieurs catégories de
métabolites secondaires en fonction de leur nature biochimique et der lerigine
biosynthétique (figlO). Laclassification propase ici concerne seulement la catégorie des
hétérosides celle qui inclut lesaponosides/saponinesjne classe qui nous a intéressaéns
notre étude.

‘ Figure N10: Localisation des saponines

En fonction des techniqueR QS EG NI QG A2y Si RS NBOStI A2y y2d
et éliminer les autres classes, ces techniques permettent de caractériser chimiquement nos
composegCheok et al.2014). Elles présentent évidemment des limites, un certain nombre

de composés sont mixtes, présents dans un mélange, il faut savoir que la catégorie des
hétérosides pose un certain nombre de problemes quant a sa classificguisque en
ASYSNIf 2y yQé& AyOfdzi LIa tSa RSNA@GSa 3If e O0:
concerne pas lesaponosidegTouitoy, 2007).

I1.1.2. Hétérosides

[ S& KSGSNRPAARSA 62dz 3t e02aARSav az2yid RSa Yz2f
gualifié deglyconeet d'une substance non glucidique appeléggyconeou génine(Figll).
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Figure N°11: Les différentes portions d'un hétéroside

L'aglycone (partie non sucrée = génine) peut étre de nature chimique tres variée : il peut
s'agir d'un alcool, d'un phénol, d'une substance a fonction aminée ou a fonction thiol, d'un
a0 SNRORS:> 2édoideR Qegy ellelioNihchafiddBhétéroside I'essentielde ses
propriétés spécifiqueghérapeutiques ou toxiques par exemgehevalliey2009).

[1.2. Généralités sur les saponosides
[1.2.1.Définition
Le saponoside (ou saponine) est un hétérosds y SNI £ SYSy (i RFR2NWAST AR/EdzyZhS
génine de type triterpene ou stéie appelée sapogénine, possédant un ou des
groupements osidiques. Lesaporosidessont un vaste groupe de glycosides, largement
distribués chez les plantes supérieures, leurs propriétés temdives les distinguent des
autres glycosides. lls sdissolvent dans l'eau pour former des solutionoussantes
colloidales par agitatiofiTyler et al, 1981). lls sontcapabls RQl I A NJ LJ NJ f | LIS NY
membranes cellulaires.
Les saponosidessont généralementconnues en tant queomposés nosvolatils, tensie
actifs, elles sont largement distribués dans la nature, survenant principalement dans le régne
veégetal (Lasztity et al1998; Oleszek, 2002; Hostettmann et Marston, 200%.nom «
saponine » est dérivé dmot latin sapo, qui signifie « savon », parce que les molécules de
saponosideforment des solutions mousantes quand on les mélange avec de l'eau.
Structurellement et chimiquementce sont des molécules glycosidiques triterpéniques et
stéroidiques Cette combinaison structurelld® Q St S Y S ysetinorLjdléirks (caidstére
amphiphile), expliqudeur comportement de savon dans les solutions aqueu§dsszek,
2002).
Lessaponosidesont un large éventail de propriétés, qincluent leur goQt doux et amer
(Grenby, 1991; Kitagaw@002; Heng et al 2006 ) , des propriétés émulsifiantes a travers
leur capacité de former des mousseg Price et al ,. 1987 ), et des propriétés
LIKF NXYI O2ft 23AljdzSa (SfftSa jdzS Sa SF¥FSidia Iy
methanolique de quelgques espéces appartenant au genre Zygophy{Adtele et al. , 1999)
, des propriétés hémolytiqueda et al, 2000; Sparg et al 2004), ainsi que des activités
antimicrobiennes, insecticides, molluscicides (Sparg et2804). Lessaponosidesont de
nombreuwsesapplications, on les retrouve dans les boissentes confiseries, ainsi que dans
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les cosmétiques (Price et all987; Petit et al 1995; Uematsu et gl 2000) et dans les

produits pharmaceutiques (Sparg et abD02).

Leur diversité structurelle est énorme, par conséquent, lorsque le tersepbdnoside’est

employé, il doit continuer a refléter une certaine valeur dans la classification du produit
naturel, et il doit étre défini plus précisément. Parce que dennaissances des structures
chimiques des produits naturels (par exemple dsaponosides et leurs voies
biosynthesiques, ont considérablement avanké, Sai RS@OSydz Ll2&adaArofSs
une classification plus précis€es progrés ont stimul@ classification des produits naturels

a partir de la voie biosynthétique de leur squelette de carbone (Devon et Scott, 1972;
Connolly et Hill, 1991Xu et al, 2004) . En outre la classification peut étre basée sur les
transformations ultérieures de laoie de biosynthése deprincipaux squelettes de ces
OFNb2ySas GSta 1jdzS RSa NBI NNJIhbackyatoyf dgs YA Y S
modéles, ou de dégradation, conduisant au réarrangement, seco/hortoimiposés.

Plusieurs commentaires ont été publiés eours des deux derniéres décennies, en mettant
l'accent surla biosynthésg € QA Al& dtr&tirs, \elicidation, et les activités biologiques

des saponineKulshreshtha et al 1972; . Mahato et al., 1992 ; . Mahato et Nandy, 1991 ;
Mahato et Sen, 997; . Tan et al.,1999; Connolly et Hill, 2000; Sparg et al., 2004).

[1.2.2.Classification des saponosides

Les saponosides peuvent étre classés en deux groupes en fonction de la nature de leur
squelette aglycone. Le premier groupe est constitué sgsoniosidesteroidiques, qui sont
presque exclusivement présents dans les angiospermes monocotylédones. Le second groupe
constitué par les sapasides(Chomsky 2012 triterpéniques, qui sont les plus couranéet
surviennent surtout chez les angiospermes dicotylédo(@&hrleRapp 2007). Certains
auteurs distinguent un troisieme groupe appelé amines stéroidiques, qui sont classée par
RQI dzi N’ & | dzii S dzNsiroididhies YOB disdtifig@el £ 2 OR S &

W Les saponosides a génine stéroidiqueSagponines stéroidiques.
W Les saponosides a génine triterpénique pentacycliquSaponines triterpéniques.
W Les saponosides & alcaloide stéroidique qui correspondent aux gluco&caloidj dzQ 2 y

retrouvechez les Solanacées.

I1.2.2.1.Saponosides stéroidiques

lls sont constitués d'un aglycone stéroidique, un squelette en C27 spirostane, comprenant
généralement une structure de six anneaux (figure C). Dans certains cas, quand la matiére
végétale est fraiche, le groupement hydroxyle en position C26 est engagé dans une liaison

3t e02aARAdzSE SO FAyaa f I a0 NHzOG dzZNB  RQI 3 ¢
comme un squelette furostane (Fi2.B).
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Figure N12:5 A FTFSNBy 1Sa FT2NX¥S& RS aljdzsSt Saas
A) spirostane(B)furostane(C)triterpenoide.
R= chaine glycosidique

[1.2.2.2.Saponosidesiterpéniques
lls sont constitués d'un aglycongiterpénique, qui se compose dun squelette C30,
comprenant unestructure pentacycliquefig.13.C). On les trouve principalement dans les
Angiospermes dicotylédones, par exempldRosaceae Liliacae, Caryophyllaceae
Qucurbitaceag FabaceagPrimulaceagRanunculaceaeet Sapindaceae Les saponosides
aglyconetriterpénique, présentent une cyclisation de (32)3-€poxy2,3-dihydrosqualene
(fig.15). Cette cyclisation donne surtout naissance a trois types sdg@onosides
triterpéniques et qui sont

Lessaponosidesle typedammamanetétracyclique (figl3.B), quel'on trouve dans les
genresPanax ginseng Araliaceae Lessaponosidegriterpéniques pentacycliques (fit8.A.),
dans ce cas la sapogénine est attaché a une chaine de sucre ou d'unités d'acide uronique, ou
des deux, souvent dans la position 3. Les priltcidzE NBLINB &Sy (| yi dlaRdz (&L
OO0t YAYSST t4Ul OARS It @0&8NNKAT AljdzST f Ql SRSNAY
Les acides triterpéniques dssponosidegfig.13.C), qui sont I'acide glycyrrhétinique, I'acide
oléanolique, hédéragénine, acide quillaique.
Les sapogénines iterpéniques (des aglycones ou unités rsrcre), de loin les plus
courantes, sont en fait desomposés pentacycliques: les afg@anes (aussi connu comme les
RSNAPSENRYSOS fS& dzNEBIYySa 6dardydng)iles upayied,des O2 Y Y ¢
hopaneet les fridelane, qui représentent les cing squelettes les plus courants. Le groupe
tritepénique du lupane comprendlupeol, bétuline et l'acide bétulinique. La Frideline, un
saponosidereprésentant dutype fridelane. Les triterpénes de type ursane cempent un
h-amyrine, l'acide ursujue, I'acide Chimjue> f QI OA RgbeSiiiz NNS yeijkhiE 3fe AO NI G |-
type oléanane est représenté par l'acide glycyrrhifie>  tamyrine, I'acide oléanolique,
f QKA LIA23ISYAY ST |4 proBdesididing. Enfi, V& grSupes spéciaux
comprennent cucurbitacines et limonoideseux sont les triterpénes desAsteraceae
(taraxastérol, arnidiol, faradiol).
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Oleanane Dammarane
-A- -B-

Glycyrrhitinic acid
<

Figure N° 13Les principaux aglycones triterpeniques.

[1.2.3Biosynthése desaponosides a partir de I'oxydosqualene

Les sapoosidessont leproduit de la biosynthesede la voiedes isoprénoidedans laquelle
trois des unitésd'isopréne(molécules contenanbGatomes) sont d'abord liées les uns aux
autres de la maniere téte -a-queue», aboutissant a une molécule a 15 atomes de carbone
farnésylepyrophosphate. Deux molécules de farnégyeophosphate, sont par la suite liées
de maniérequeuea-queue pour obtenir un composé de 30 atomes de carbone, appelés
squalene (Holstein et déthl, 2004). Le squalene est oxydé en oxydosqualéneldligqui est

le point commun de départ pour les réactions de cyclisation dans la biosynthése de
triterpénoide (fig.14)(Abe et al 1993; Haralampidis et .al2002). L'oxydosqualene est
converti en erivés cycliquesia la protonation et I'ouverture du cycle époxydes qui crée

un carbocation (Fi@5.C.), qui peut subir plusieurs types de réactions de cyclisation.

A L
-
H,i ,,nm,ﬁx].-f l ®  — |

= : Figure N°15Formule de Lewis.
OKAYAL dz A: formule de Lewis de |'atome de carbon
B: carbone non chargé
C carbocation

Figure N°14& ( NXzO ( dzNB
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Aprés ces cyclisations, des réarrangements ultérieurs peuvent étre occasionnés de
différentes maniéres par une série de changements d'hydrures et / ou par la migration de
méthyle, qui conduit a la formation de nouveaux carbocations. Enfin, les carbocatiohs
neutralisées par un proton engendrant une élimination de la double liaison ou un anneau
cyclopropanyle, sinon par réaction avec l'eau pour donner un groupe hydroxyle. Dans la
Figure 16, la cyclisation principale et les réactions des réarrangementgluisent aux
aljdzSt St dSa GNRGSNLISYAljdzSa S aidSNRBORAIdzSao®
cyclases, qusont impliquées dans la réaction de cyclisation, détermine principalement le
squelette qui est formé (Fig.). De nombreux types gelase (par exemple cycloarténol
Ay UKl asSs f I y2-aam$riNe synthase y ork létd Slécriles , avec leurs
mécanismes d'action ( Abe et al. , 1993; Wendt et al. , 2000; Wendt , 2005 ; Haralampidis et
al. , 2002 ; Thoma et al., 2004).
Lacyclisah 2y RS f Q2 E sapoinetijitéippenicuslsroiSiglie, peuse produire de
deux fagons, soit par l'intermédiaire de la conformation «chagizuteuilchaise » ou par le
« chaise- bateaugchaise». Une différence importante entre les deux squelsti@sultant,
se situe dans la stéréochimie, qui est le plus clairement illustré par les configurations du
proton du carbone C8 et le carbofd 4.

Aprés cyclisation de la conformation «chaidauteuil - chaise », le groupe méthyle
sur I'atome du carbon€8 est pointé vers le haut et l'autre sur I'atome du carbone C14 est
tourné vers le basalors que le contraire se produit, aprés cyclisation la conformation "
chaise - bateau - chaise » (voir le carbocation du dammarenyle et du protosteryle,
respectivemat, sur la Figlh).
Une cyclisation du protons initié de la «chaiséuteuil - chaise » est le résultat de la
conformation en dammarene tétracyclique, da& carbocationdu carbone C20, et toutes
les saponines issues de @arbocation sont classées comme des saponines de type
dammarane (Ryu et al., 1997 ; Ma et al , 1999 ; Chakravarty, 20al).
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C16-C17 shift
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baccharenyl carbocation
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lupenyl ca rhm:ltlnn\ hopenyl clrhucltlnn\ '-'“'-'“rb':ﬂ.“ carbocation
l lupanes hopanes \ cucurbitanes

e

cycloartenol lanosterol

cycloartanes l lanostanes

cholesterol

taraxasterenyl carlmcalitk

taraxasteranes steroids

Figure N°L6: Onze (11) structures, des principales classes de squelettes carbonés triterpeniques

aprées cyclisation,et leurs divers dérivé@/inckenret al., 2007).
NB:les deux génines encerclées représentent les composés isolés des deux espéces étudiées.

Une série de changements de I'hydrure et du méthyle dans le carbocation dammarenyle,
conduit au carbocation C8 dtirucallenyle, et toutes les saponines dérivées de ce
carbocation sont classés comme tirucallafleng et al. 2003). Le cycle a 5 chainons
corréespondantau carbocation C20 du dammarenyle, peut augmenter soit par un décalage
de la liaison CE&17, ou paun changement de la liaison GC37. Un changement de la
liaison C18C17 conduit awarbocation C17 du baccharenyle tetracyclique et peut étre suivie
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d'une réaction avec la double liaison G225 pour produire learbocation C25 du lupenyle
pentacyclique.Toutes les saponines dérivées de ce carbocation sont classées, comme des
saponines ddype lupane (Pambowt al., 1990; Elgamal et al., 1998; Xiang et al., 2000 ;
Yook et al.2002). Le carbocation du lupenyle peut étre réorganisé, d'abord en carbocation
C18 du germanicenyle, et ensuite par l'intermédiaire d'une série de déplacements au
carbocationC13 de I'hydrure oleanyle. Toutes les saponines issues damarbecation en
oleanyle sont classé comme des saponines de type oléanane (Sparg et al., 2004) . Les
saponines de type oléanane ont été isolées a partir d'un large éventail de plantes (Osbourn,
1996, 2003; Woldemichael et Clin 2002 ; Treyvaud ¢t28000; Voutquenne et al2003;

Wandji et alZ Hnno0 I S OS &aljdzStSGGS Samnyrine SIS
(Haralampidis et al., 2002Jn déplacement de l'urdes groupements méthyle dans le
carbocation du germanicenyle produit le taraxasterenyle, qui peut étre déprotoné pour
obtenir des saponines de type taraxasterane (Yahara.etl#197; Cheg et al, 2002. ) . Un
méthyle peut passer au carbocation germanicenyle , suivi par plusieurs changements
hydrure , et finit par produire le carbocation C13 , qui peut étre déprotoné en un squelette
saponine de type ursane (Babady et, d1991; Amimoto eal., 1993; Zhao et gl 1997 ;
Sanoko et a] 1999 ; Sahpaz et.aR000 ). Lesquelette ursane est aussi appelé le squelette
h-amyrine.

f Sa &l dxSY SN ySSamBite sdnt lés produits de cyclisation des enzymes
suivantsY O@& Gdnlyrin 8% (K | & &nyriddisynthase, respectiveme(tiaralampidis
et al, 2002 ). Un changement de la liaison €1¥F dans learbocation C20 du dammarenyle
conduit a un carbocation C17, qui peut étre cyclisé par une réaction avec la double liaison
dans la chaie latérale et former lecarbocation C25 déopenylepentacyclique. Toutes les
saponines dérivées de carbocation sont classées comme des saponines hopane (Hamed et
al., 1996; Meselhy et Aboutabl, 1997; Meselhy, 1998; Hamed eEflary, 1999; Sahu ek a
2001; Biswasetd. Hnnpo® Lf | SGS RSY2Y(GUNB |ljdz#> RIya
aljdz £ 8§y S LlsoNaleheth8pgrie dyWidde vérifié par Wendt (2005).

Toutes les saponines de type hopane décrites dans les plaotggnnent ungroupe
hydroxyle sur I'atome C3. A partir de la cyclisation du proton initié de la conformation
«chaise- bateau ¢chaise» de oxydosqualeneyn obtient uncarbocationC20donnant un
protosteryle tetracyclique, qui subit une série de changements hydrureméthyle
O2yRdzA &l yi FAyYyIl f SdaSafbbcation eh Q9 lsndsteNd. TB sarbachkiBn
peut subir d'autres changements d'un groupe méthyle et un hydrure au carbocation C5 en
cucurbitanyle. Toutes les saponines dérivées de ce carbocation, smses comme des
saponines de type cucurbitar{®obayashi et al 1992) . Learbocation en lanosteryle peut
également subir une déprotonation du groupement méthyle C19, conduisant a la formation
d'un cyclopropane, comme on en trouve dans cycloarténol.

Enfin, toutes les saponines issues du cycloarténol sont classées comme des saponines
de type cycloartane (Choi etl., 1989; . Xu eal., 1992; . Xu et Xu, 1992; Kennellyaét,

1996; . Sun et Cheth997; Zhao et al1997; Verotta etl., 1998, 2001 ; &lwan et al., 2002).
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I.2.4.Distribution dessaponosidesians le regne végétal

Avec les aglycones isolés, résumés enekrtes de base dans la big N°17, il est
intéressant d'étudier I'éventuelle relation entre l'origine végétale (taxonomie) et le tge

saponine.

Les plantes peuvent étre classées en fonctionlders caractéristiques physiques et sont
hiérarchiquement divisés en regne, sougegne, division, classe, seaksse, ordre, famille,
ISYNB Si SaLlsoOSe [ FAIANNBE y3I Y2y iaNB f QI ND NI
desquelles ont été isolées les saponines. Nombreuses sont les espéces de plantes qui ont été
identifiées a ce jour, l'arbre phylogénétique présenté dans la Figlife couvre
seulementune souslasse du royaume. Dans le tableduon a représenté seulement les
saponosideR Qdzy'S 3IANIJ y RS OI (S 32 NMagholioRsidsiéi refréSentd® 3y S O
classe a laquelle nos deux espéceSylamen africanum Et Zygophyllum cornutum
appartiennent.

Les classes appartiennent aous réegne, Tracheobionta qui sont toutes des plantes
vasculaires, et de la divisioriMagnoliophyta qui sont des plantes a fies ou des
angiospermes.

Plantae

I—Tracheobionta
I—I"'..-i'l agnoliophyta

—Magnoliopsida

— Asteridae

— Caryophyllidae
— Dilleniidae

— Hamamelidae
— Magnoliidae

— Rosidae

—Liliopsida

— Commelinidae
— Liliidae

— Zingiberidae

Figure N° 17 Arbre phylogénétique montrant les socaksses de plantes a partir des quelles |
saponosides ont été isolées et caractérisées (Vinekeah, 2007).

Dans la classe dédagnoliopsida il ya six susclasses, a savoifsteridae Caryophyllidag
Dilleniidag Hamamelidag Magnoliidaeet Rosidae Par exempleAsteridaeet Dilleniidaese
composent de 8 et ®rdres, respectivement. La répartition des différents squelettes de
saponine dantes odres différents de plantesst représentéalans le tableau 1.
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pour chaque ordre. On peut voir queoiéanane» (5) est lesquelette le plus commun
existant dangpresque tous les ordres, a I'exceptiBolanalegVinckeret al., 2007).
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Il.2.5Méthodes de phytochimie extractive et structurale des saponosides
Les techniques employégmur I'extraction dessaponosidegpeuvent étre classées en deux

OFiGS3I2NASazr I GSOKyAljdzS RQSEGNI OGAz2y Ofl aaa

*Les techniques d'extraction classiques sotd macération au Soxhlet et I'extraction de
reflux.

*Les technologies vertes sont les ultrasonsigsgs, les micrandes assistées, et I'extraction

par solvant accélérée @tg et al.2013).

Dans ce qui suit, nous allons présenter sommairement, les techniques de base utilisées pour
f QSEGNI OlGA2y RS& &l LRy2&ARSA& tthotds mbdaries RS &
RQIFYylIf&asS LJR2dzNJ St dzOARSNJ t SdzNJ & & NHzO G dzNB

[1.2.5.1Extraction

Les molécules de saponines sont extrémement complexes elm® composées
schématiquement d'un noyau lipophile (aglycone, sapogénine) et d'une ou plusieurs chaines
de sucres hydmphiles (glyconeffig.18), variables selon le type de saponine. Les saponines
triterpeniquessont acides et les stéroides sont neut(Benaige®t Guillén 2007).

SAPONIN

Clycone Aghycone

Sugar Sapogenin
1. &hcose /\
2. aral-hose
3, wyhose New “:3] Acit
&, heuromde acts s"'P‘T""“ Saponine

] |
Steroive Triterpenoios

Figure N18: Lesparties constituant ursaponosidg¢Benaiges et Guillér2007)

Les saponosides (saponines) ont un caractere détergent et donnent naissance a des
moussesgénéralement stables. Elles sont trés fréquentes dans les végétaux supérieurs,
surtout dans les tissus riches en substance nutritive, les tubercules, les feuilles, les fleurs et
les graines. La premiére indication de la présence de saponines dans lats esdggetaux
et/ou fractions brutes de saponines peut étre obtenue a l'aide de la pulvérisation de réactifs.
Les saponines de type stéroidigue donnent des taches jaunes sur une plaque de

OKNR Yl G23INILIKAS adz2NDO2dzOKS YAy OSec lé réactifide | @S O

Komarowski qui faiapparaitre en violet les taches liées aux saponines de type triterpénique
(Hiai et al., 1976)Le travail depurification de saponines commence naturellement par
fQ200GSYyGA2Yy RQdzy brii&sf I yIS RS al LRYAYySa
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Chaquepri 2 02t S RQSEGNI OllAz2zy RS& alLRyAySa Said t
et de sa composition en saponines (stéroides ou triterpenes). En régle générale, tout
commence par l'extraction de la matiere végétale avec un solvant polaire, ou destsalean

polarité croissante suivant le schéma gloBa S E (i KOheoketial? 9014

[1.2.5.2.Purification

La séparation d'umélange de saponines en différents composants est une tache ditfigile

nécessite l'application combinée de plusieurs techniques chromatographiques. La
chromatographie sur couche mince (CCM ou TLC phiar Layer Chromatography) et la
chromatographie sucouche mince haute performance (CCMIdBHigh Performancehin

layer chromatography(HPTLC), elles sont souvent utilisées pour les analyses qualitatives de
routine (Zhanget al, 2013) La purification qui est ensuite réalisée, peut impliquer la
chromatogaphieliquide a pression atmosphérique sur une colonne de gel de silice, la
chromatographieFlash, la chromatographie liquide a moyenne pression (MPLC) ou la
chromatographie liquide &aute pression (HPLC) qui est devenue la technique la plus
puissante etd plus courammenemployée. Dans la plupart des cas, certaines de ces étapes
doivent étre répétées avec K I yI3SYSy i RS adzLJLl2 NI 2dz RQST dzl
de pureté élevé. Trois types dipport sont souvent utilisés, notamment la silice eragh

normale, la silice en phase inverse {EF et le gel de Sephadex-H. Des solvants variés

mettent en jeu la plupart du tempdes mélanges de chloroforrmeéthanoleau sur silice

normale, des meélanges métharehu sur silice en phase inverse et des mélanges
acétonitrileeau enHPLGCheoket al., 2014)

[1.2.5.3.Détermination structurale des saponosides

La détermination structurale des saponines est basée sur deux étapes

1 QlylrfteasS OKAYALl @3 yiNRBYSKAYANBBE RQDKBRNRT &84Sa
Sik2dz R2dz0S&az LISNXYSGlGFIYyldl RQ200SyANeRddst Ay T2
sucres(schéma n°1).

-Puis des méthodes spectroscopiques (spectrométrie de masse et spectroscopie deRMN
monodl OARAYSYyaaz2yySttSo LSNXYSGGSyd RQFGGNROGdZS

GLY COSIDE
"H NNMR, COSY, TOLS " C BB, JNMOD
Definition of the stmucture of MNumrber of cathehydrate
substituents and preliminary aglycons residuals in substituents;
stoacture data prelimina ry aglycone stnicthue

QC data (fimnctional groupsdoubke
bonds, quantity of primary,
secondary, tertfiary and

"C NME speclr quarternary carbon atomrisy

h

distrinution

H NMR spectrum

HMNBC

Determnation of the \ Ieterminaion ofaglyone fruchure

mwenosaccharide sequence in -
residuals and sahstimtion pattern features gi‘amcﬁglgﬁﬁifgﬁﬁiﬁhemstw

Schéma N°1Les expériences spectrales de la RI¥YN,-2D, utilisées pour la
RSGSNXNAYI (A 2 yglyaoside2iet alz008).S R Qdzy

distribution
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11.2.5.3.1. Méthode chimiques

*Hydrolyseacide et analyse pathromatographie & phase gazeuse

La configuration absolue D ou L des sucres peut étre déterminée par chromatographie en
LKl aS 311 SdzaS RS RSNAGPSE OKANI dzE RSa &dzONBa
GSYLa RS NBGSylGAazy 206GSydza | SO OSQdneins2 6 & S NI
(Hara et al., 1987). Une méthode de détermination des configurations absolues des sucres
consiste en la détermination du pouvoir rotatoire de caixaprés hydrolyse acide de la

molécule et la séparation par CCM préparatives des sucres. Dans, Gefaat des quantités
importantes de saponines. Cependant, généralement la configuration absolue L pour le
rhamnose et arabinose, D pour le glucose, le xylose, le fucose et le quinovose est admise
LJdzA & lj dzQAf & Ql 3A 0 RSa adzodBans ld ratare (Hhddad et BINS |j dzS
2003).

I1.2.5.3.2Méthodes spectroscopiques

Difféerentes méthodes physiechimiques et instrumentales parmi lesquelles les méthodes
spectroscopiques et la spectrométrie de masse sont employées dans la procédure
RQSGlIofAaasSYSyd RS € aidNHzO( daNBterpebiques2 dzo St f Sa
11.2.5.3.2.1Spectrométrie de masse

A l'origine la spectrométrie de masse servait a détectea séparer les différents isotopes

d'un élément. Elle est maintenant lisiée pour élucider la structure d'une substance en

f QAVONRRdAzZA A YO RANBOGSYSYy(d RIEya Ul LILI NBAC
provenant de la chromatographie gazeuse, chromatographie liquide ou électrophorese
capillaire.

La spectrométrie de mas est impliquée dans de nombreux domaines de la chimie et son

OKIF YL RQI LI AOFdA2yS> @I Sy ONRBA&alyd 3INNOS
j dzQSttS O2yylnid RSLJzZA A& 1jdzStljdzSa FyysSaod [ |
Sail | dzQ 8ds guantitdzlinkirhes deSnatiére. Elle tient toujours une place de choix en
OKAYAS 2NHIYAldzZS 2G StftS aQSaid LI NFIFIAGSYSyd
O2YO0AYIF02ANB S / KAYA2UKS8I[[jdzSaovsx az2dza €t F2NY
masse, par sa sensibilité intervient également dans le développement de la chimie
SYGANRYYSYSyGltSe alia 0QSad alrya 0O02ydSaidsS
0Sa wmn RSNYyASNBa |yysSas dzyS SELX 2aizy RQl
structurale de macromolécules isolées (modifications gductionnelles, complexes
macromoléculaires norO2 g+ f Sy tasx 2t A32al OOKI NARSAI LkRf &)
menées nanomolécusCaiet al,, 2008)schéma n°2

FO/ 2YLRAAGAZY RQdzy aLISOGNRYSGNB RS Ylaas
/| QSald dzy AyaildNHzySyid ljdzA O2YLINBYR RAFTFSNBYGS
3dz00SaaA@SYSyiGs |LINBa AYyuNRBRdAzOUAZ2Y RS QSO
Y2t SOdzf S& RS f Q Qdodération dek ibrd §ormésile sgiatdn de cds Pns
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en fonction de leur rapport masse sur charge (m/z) (analyseur) et enfin leur détection
(Menet, 20112).

[ STRUCTURE D'UN SPECTROMETRE DE MASSE

Source d'lons 'ﬂ Analyseur en masse m/z % Detection 9 Traitement du signal

roduction lon o : "
Production d'k Separation des lons 5 A oman e o
Lonversion e =y us
} Representation des
en prnase rwwvodduite on fonction o
/ produils en fonction au d’un courant : ’ :
données dans un

) ZOUSe
f,'.:.{ ISE rapport m/2 B
’ onigue en e o 2 s
spectre de masse

couramnt

électrigue

Schéma N°2Les étapes que suit une molécule, danspectrometre de masse
(Menet, 2011).

* Principe:
Un composé organique introduit dans le spectromeéetre de masse est ionisé par
bombardement électronique a 78V. L'ion ainsi obtenu, appelé ion moléculaire, permet la
détermination de la masse molaire du composeé. Il peut y avoir des ruptures des liaisons
chimiques au sein de lion moléculaire, formant ainsi des ions fragments caractéristiques
puisque cette dissociation éventuelle ne se fait pas au hasard mais selon des mécanismes
bien déterminés. Ces ions fragments sont ensuite séparés en fonction de leur trappor
masse/charge par l'application d'un champ magnétique et/ou électronique, puis collectés
par un détecteur. L'ensemble des ces ions fragments constitue le spectre de masse dont la
lecture permet l'identification de la structure moléculaidenet, 2011).
*a2RSa RQAZ2YyA&alGAZ2Y
t £t dzAASdzNBE (el RS &a2dz2NODS&a SEAaldSyd Si azyl
résultat recherché et des molécules a analyser. Les principales et les plus utilisées sont
*L'impact électronique (EMS) consiste a obtenirpss vide, l'interaction d'une molécule et
d'un électron accéléré a quelques dizaines de volts.
*La ionisation chimique (€@S) est une méthode qui utilise un gaz réactif (a la pression
d'environ 1 mm Hg) qui est ionisé par un faisceau d'électrons etelome série d'ions qui a
leur tour réagissent avec les substances a analyser. On peut utiliser divers gaz, parmi
lesquels 'ammoniac, le méthane et l'isobutane.
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*L'electrospray est une technique qui permet de désolvater et d'ioniser, sous pression
atmosplérique, les molécules d'échantillons dissoutes dans un solvant sous l'influence d'un
champ électrique.
*La spectrométrie de masse a ions secondaires avec cible liquide (L.S.I.M.S) est une
technique de désorptiofonisation par des ions rapides (Cs+ aa&&é 30kV) en présence
d'une matrice liquide.
*Le bombardement par atomes rapides (F.A.B) est une technique dont le matériau a
analyser est dissaudans une matrice liquide puis bombardé sous vide avec une énergie
élevée par un faisceau d'atomes.
*La désorption-ionisation laser assistée par matrice (MALDI) est une technique permettant
de ioniser un échantillon solide préalablement dispersé dans une grande quantité de matrice
en lirradiant par des photons émis par un laser dont la longueur d'onde estesdans la
bande d'absorption de la matri@glenet, 2011).
*.Les ions

[ QA 2Y Y2 OAuFaliA NBQA 2y LINPRdAzZA G ljdzZ- yR dzyS Y
RQdzy &LISOGNERYS ((MPou Re§uertyun &léction (MS NR QA 2y Y2 S Od
toujours union & 2 YO NB A YLI ANJ RQSt SOGNRBYyas RS YlaasS
introduite dans la source.ll permet la détermination de la masse moléculaire. Cette masse
est impaire si la molécule présente dans sa forndag Yy 2 YO NB AYLI ANJ RQIT 2
exempe, NH de masse moléculaire 17 Da), elle est paire si la moléoallprésente pas
RQIT 2GS 2dz 02y iASyid RIya al FT2NXNdz SeHotly y 2 YO |
massemoléculaire 78 Da et My RS Yl &daS Y2t SOdzZ F ANB oH 5F0®
énoncée RS &a adza aQl LILJX AljdzS LI NOSIjdzS tSa Aaz2idz2LIS4a
2y0 dzyS Yl aasS SG dzyS @t SyO0S RS YsYS LI NRGS

[ QA 2y -mdeSldiR? O0QSald f QAz2y NBadzZ GFyd RS €I
chamgés a la molécule pour forer un ion (comme par exemple " pour donner MH, ou
M* Na'" pour donner MNJ). Il permet la détermination de la masse moléculaire.

[ QA2Y LI NBy Yy 202 SLANGS GldgNEASHINI |j dzZA  SY ISYRNB ¢
terme est apficable a tout ion susceptible de se fragmenter.

[ QA2Y TFAfA 2dz FNGAAYSYDSEZdzt QAEY TANR RAZE (|
L) dza A SdzNBE T NLIEB OYzNA S&NHzy { A2 PS G A 2 yétroDialsi A 4 & dz
Alder, Mc Laffertyjjui conduit a la perteR Qdzy" F NJ 3 Y £y(iB Dg) SulkiKNIDa),0 |
LI NJ SESYLX S0 al LINARGS Said ARSyGAljdzS t OSt¢
LISNRdz yS 02y iGASyy®enetl2@G).RQIF G42YS RQIT 208

[1.2.5.3.2.2Résonance Magnétique Nucléai(RMN)
[ NBaz2ylyOS YI3aySiAldzsS ydzOf SIANBSE wabxX Sa
ROyl feasS RS fF YIGASNBD® tF NJ NI LILIR NI | dzE | dzi
b £ QSOKSt2y S LXdzA o6Fla RS fQSOKfldEAMNRSa S
LISNXY SO dzy SEIFYSY SEGNBYSYSy(d RSéphénbn®neSi y 2
physique de base est le magnétisme nucléaire. La trés grande majorité des éléments
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posseéde cette propriété au moins sous certaines formes isotopiques. champ
ROQAYy@SaiGtA3aridazy RS fF wab Sad SEOSLIA2YyySt:
2NBF YA dzSaY o0A2ft23A1dzSax Ay2NHIyAldzSSaszs f QSic
L1l2aaAofS ROQSEIYAYSNI |jdzStljdz§a YAt t Aroshllitiohy S& @2
oubienunfragmenf I wab Said dzy Y2e&Sy RQA@@&@ncektIl GA2Y
Nicolg 2006).

L’expérience de la resonance magnetique nucléaire

bt

Ajustage du spin magretigue  Application d'un signal Fetour dans la position
dans le champ magnétigue B dérangeant initiale atravers |a
exterieur deviation du spin magnetiqgue  precession
Transformation de Fourier |
FID Spectre

Figure N°1%¥ ¢ NJ YaAaFT2NXIF UAZ2ZY RS C2dzNNA SN
champ magnétiquéLaurence et Nicole 2006

Les informations correspondant & des noyaux de types différents, par exéhge*>C ou
'H et H sont totalement distinctes. Dans les milieux liquides isotropes (RMN haute
NE&2fdziAz2zyos fS& RAFTFSNBY(aHgd’E b, bR@dzy Ys Y
chacun une réponse individuelle en fonction des caractéristiques de leur environnement. En
FyFfeasS &aGNHzOGdzNF S Af Sad LkRraairoftsS RS NBLIS
NEflGADBSE RIEya fQSaLl O0Sod [ BRBEAYAIDAKSE S NY
molécule soit entre entités distinctes, peut étre établie. De nombreux phénomenes
RQSOKIy3dS a2yl RSGSOGSa SiG lylrfeasao [Sa Y
RQdzyS Y2fSOdz S Y2dz@SYSy G Ay lBdgesentR@ldifsS LI N.
ROSYidAdSa RAAUGAYOUSE ORAFTFdzAAZ2Y UV LISdz@Syd sidN
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Dans les milieux anisotropes, liquides orientés et solides, la RMN présente des contraintes
supplémentaires liées en particulier a la mobilité réduite des noyaux. Elle a néanneoins d
nombreux intéréts : détermination de parametres non accessibles en milieu isotrope,
20aSNDF A2y RS adzmail yoOSa AyazftdzmtSas RS QA
solvant ne permet pas de la conserver. La RNNivopermet de distinguetes tissus en

fonction de leur teneur en noyauxH (HO et/ou autres molécules), en fonction de

LJ NF YSGNB&E fASa t fl Y20AfA0S RS 0Sa Y2ftsSO
O2yaidAaidzZ ydia RQdzyS &iNHzOGdzNB sa®ybiisS ) dzQdzyS | N
Outre’l = RQI dzi N¥AC,\nd. pedzient &tre exploités. Il est également possible

RS adzZA ONB f QS@2f dziA2y RS &(Ladrencest Nidafe 3083 LINB & Sy G S
* Interpretation des spectres R.M.N.

[ NBFfAAFGA2Y RQdzy &aLISOGNBE LINRG2Y t dzyS R
connaitre plusieurs parameétres. Deux cas peuvent se présenter :

- La molécule a déjaté isolée et, dans ce cas, les déplacements chimiques de ses protons
a2yid a0NAOGSYSYyld ARSYy(GAljdzSa t OSdzE RS2t LJdzo f
-La molécule est nouvelle, la comparaison des déplacements chimiques avec la banque de
données ne permetlpda RQARSYUGAFTFASNI £t S&a fAlFAA2ya Rdz O02Y
doivent étre approfondies par I&NB I t A&l GA2Y RQSELISNASYyOSa t
expériences COSY homo et hétéronucléaire et ROESY permettent, dans la majorité des cas,
d'identifier et d'élucider la structure primaire de différentes biomolécules tels que, des
Y2y2al OOKIF NARSA 2(ongeRRRIP201MI 24 OOKI NA RS &

* Spectroscopie de RMN monodimensionnelH( et**C)

-Spectre du proton H)

/'S (el RQSELISNASYOS | LILRNIS RS&onyes $pedtidsdzE  NB
et qui sont(Maeset al., 1995):

-La valeur des déplacements chimiques de chaque proton identifiable.

-Le nombre de résidus monosaccharidiques (nombre de protons amsne

11 LINBaSyOS 2dz y2y RQFOARS &ALl fAljdzS O0LINBaSyc
1S y2YONB RQ2alYAySa O0y2YoNB RS NIASE& O2NNEB:
-Le nombre de résidus de -8eoxyose et notamment de fucose (nombre de doublets
caractgistiquesR I ya f Sa KI dzk@g<lOQKF YLIA omMdm §f |

1 00Saa2ANBYSyis fQSidird RS LHH2NBGS RS fI Y2t SC
[ S ALISOUNB t dzyS RAYSyYyaAz2y L)Sdzi siGNB A0AYRS
figure(20).

La région des proins anomeres est importante (comprise entre 6 a ~ 4.5 ppm), elle permet

RS RSGUSNYAYSNI S y2Y0ONBF RS NBA&AARdza Y2yz2al OOK
Les constantes de couplage peuvent é¥eS 4 dZNBS& RAAONAYAYIYE f QI
sucres.

La "bulk region" (~ 3.6 a 3.2 ppm) rearfne de nombreux protons quipossedent une

fréquence de résonance proche, ce qui rend leur distinctiea difficile. Mais les protons

portés par des carbones impliqués dans une liaisegly©osidique sont trés souvent
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déblindés, ils peuvent alors glesvers les bas champs. Par conséquent, ils peuvent étre
distingués. Enfin la région comprise entre 1 et 3 ppm correspond a différents protons qui
apportent denombreuses indications (présence des protons équatoriaugtamides des
osamines, etc. ..(Maeset al., 1995)

Région des protons:

acétamide

methylique

axial et ¢quatorial des acides sialiques

Région des protons anoméres —— —————
’#ﬂ’ﬂ‘“ﬂ\
"Bulk region"
=
T T T T T T T T
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
(ppm}

Figure N20: Le spectraine dimension (RMNH), scindé en trois régions.
(Laurenceet Nicole 2006
*Spectre du carboné®C

Les™C et*!P possédentun moment magnétique nucléaire et il est donc possible de réaliser

f S48 SELISNASYOSa wodaodbdc | yiist deljli® pdr apporay Ry O &
12C, lesexpériences seront alors plus longues et les quantités de matériels dedtrenplus
O2yasSldsSyiSad ! f2Na | dBesttd®100%, JeRpéyearss sefdnti dzNB f f
plus facilement réalisables. De la méme maniere que pouprtdon, la position &

f QAYLIX AOFLGA2Yy RS 0Sa y2eé paditulierd inffuéncedmnyt $urst 2 y O
RSLI I OSYSyi(da OKAVYAI@@héssad€dal.y280d) y i S RQSONI y O

[ FSYysiGNB &aLISOGNI S RS fQ206aSNppmi AissylesRSa O
carbones anomeres se situent entre 90 et 110 ppm, les autadones résonnant entre 50

et 90 ppm.

Des signaux de carbones des groupethylenes (RCH-R) sont observés aux environs des

60-70 ppm, les carboneméthyliques (RCH) aux environs de 30 ppm et enfle carbone

RQdzy S TRyYNDIZAER&T S +t Sy@ANRBY wmyn LIWLIYO !'yS RA
AAIAYATFAOF GADS RQdzyS & dzglLauviehcéedkicale22g06.a dzZNJ £ S OF NbD

* RMN Bidimensionnelle Homonucléaire

-SpectreCOSY (Correlated Spectroscopgh/*H

[ S /7 h{, dn LSN¥SIGI RQ2060SYyAN apdencd pematN | G A 2y
corréler les protons qui sont couplés scalairement,déhl dzii NS a dcBpean& dle OSf £ S
OGN YAFSNBNI £ YI 3y S jprbténlvdish 2typerReQdinyt dd UdiRaliseY i6s & dzNJ
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constantes de couplagentre 2protons. Il existe plusieurs expériences COSY := 6.72 107 X
ddn Kk H- 9 wmannall o

- COSY 90 :yla transfert de magnétisation entre le proton H1 et H2.

-COSY R1: COSY un relais, la magnétisation est transférée du H1 a H3 viaH2.

-/h{, wH Y [ YF3AySGAralidArzy @I 2dzaljdzQl dz LINEP
TOCSYTOtal CorrelationSpectroscopY ou COSY multirelayé).

Cette derniére expérience permet deansférer la magnétisation sur la totalité des protons
RQdzy Y2y 2 aNéanMdéins, NA Rsialisation des constantes de couplage y est
beaucoup moingisée(Maeset al., 1995)

[ S& SELISNASyOSa / h{, az2yid T2y Resdrbryfdutest1€8a  LIdzA
constantes de couplage vicinales entre les différents protehglonc de déterminer la

nature du monosaccharide (tal2). Cetteexpérience permet, en plugle déterminer les
déplacements chimiques dgsrotons qui résonnent dans la "bulk region" (figthb.2),
(Laurenceet Nicolg 2006).

-Spectres NOESNuclear Overhauser Effect SpectroscopY

[ QSELISNASYOS Dbh9 06bdzOf S NJ h@SNKLF dza SNdeQ y K y O
protons. Les signaux de corrélation sont observés dans un spectre NOESY entre leke paires
protons qui sont prochedans l'espacé/Nong et Poli, 2014

OH
cHoH

Figure N° 21 Corrélation NOESY observée entre le proton anomérique klpedton
H4 de deux hexoses.

En général, on observe des corrélations-digxialeset équatorialaxiales entre les paires

de protons distants de moins 4.5 A (B). Si le NOESY intramoléculaire est un des outils
AYLRNIFYy(a RIya f OF ( (RNBEHdzisAcEhdridiqieS & NOBSY Y | dz
intermoléculaire est essentiellement utilisé pour détermineséuence des sucres et leurs

points de jonctionWonget Poli 2014).

34


file:///G:/ma%20thése%20pour%20le%2002%20Septembre%20MRT%203%209%202014.doc%23_ENREF_26
file:///G:/ma%20thése%20pour%20le%2002%20Septembre%20MRT%203%209%202014.doc%23_ENREF_26

[ 2NER|lj dzQ2y 20&SNIBS dzyS O2NNBf I GA2y bho{, Syl NI
appartenant a un autre sucre, ces deux protonsdéfinissent la liaison entre les deux sucres.

Les corrélations NOE sont les plus souvagervées entre le proton anomésed le proton

relié¢ a latome de carboneQl f I f Al A a2y ab.Z)@OrMgedaRoi MR I8y S> 06

Tableau 2: / 2 NNBf | GA2Yya 20aSNBSSa RIya f QSE LIS
Homonucléaire(Wonget Poli, 2014).

) ) ) ) Exemples:
Expériences : Elzmensnon Ellmensmn D'information ou n est
le nombre de liaisons.
‘ Corrélations Homonucléaires:
vicinaux MuH
2D Homonucléaire J-| . ¢ : (n<3)
> & Ni H H
résolue H i
> T
COSY 45 e gy
COSY 90 . . . . (n<3)
PR On , Jun | 0n , JHn H H
COSY DOF I I
TOCSY & S
gUnr
4 Y < 3
COSY L.R. S Jun S Jun H H H (n<3)
TOCSY | | |4
——~~C—C—Cz—
> ey
_ n
, \ JHH
COSY relayé ¥ ¥ (n<3)
(avec un Relais Op , Jun On |, Tun 'I"_'”H” -
Homonucléaire). S C—O— O
. . N.O.E
NOESY . . H H
O, Jun |On , Jun | |
ROESY ~—C cC—
o i

* RMN Bidimensionnelle Hétéronucléaire

*HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation)

] G638 SELISNASYOS LISNYSG RQ20WESIAAEHL Sithe ud 2 NNB ¢
proton S (i étér@adme voisin (Figl)./ Sa Ay TFT2N¥I GA2yaazyd RQI dzi

j dzQSt f S&a LISNXSOdGSyi S RS U SNXWoyigeNPolf 20143 S1j dzSy
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En effet, les couplageseflJ, permettent de corréler les noyaudistantsde troisliaisons
covalentes, il sera donc observé, pour un monosaccharide, les corrélations suivantes:

3Ji1cs *hucddizes *Jizesidizer “hacahace “discs’hisca mais surtout®Jycxou X est la
position du carbone du monosaccharide irgctlans laikison Gglycosidique.,(Tab)@NVong

et Poli 2014).

Figure N°22Corrélations HMBC observées entre le praiaomérique et les carbones
Voisins

*HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence)
[ Sa &aSljdsSyO0Sa RS LldzZ aSa LIS NNEnirdiug prdton'R et2e6 & S NIJ S
carbone™ ljdzA S LBRNISe® [Sa Gl OKS& RS O2NNBf |
déplacements chimiques dé¥C et desH qui sont directement liés les uns aux autres. Cette
SELISNASYOS LINXYSGZ t LINIAN Rdz aLISOGNB  LINE
carbones protonés de la saponifiaegeet Aspers2014) (tab.3).

xddijkTableau3/ 2 NNBf | A2ya 20aSNWSS&a RIya t QSELISH

Hétéronucléaie (Wong et Poli, 2014

Dimension Exemples:
Expériences Dimension F2 D'information ou «n» est

F1 ..
le nombre de liaisons.

I
XHCORR _ H< He JCH
HSQGinverse) O O, Jun - i |/
2D Jrésolue e

1
HMBC (Heteronuclea _ H JcH
Multiple Bond| ¢ Op  Jun gl | Y (n>1)
Correlation) P
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II.3. Travaux phytochimiques antérieurs sur les saponosides des genres Cyclamen
et Zygophyllum
Les deux genres desespéces etudiées, ofi A i f Q2 6 2 S GauxReBimiduifsdzti A S dzN.E
pharmacologiques soulignant la présence de deux grands grouesmeétabolites
secordaires tels queds glycosides triterpéniquaaodesmosidiques et bidesmosidiques
l1l.1.Genre Cyclamen
Les saponosides tritérpéniquae retrouvent pour la plus pades plantes, dans la partie
souterraine (racines bulbeusesjaisils sont présents également dans les parties aérisnne
(feuilles, tiges). Legecherches se sont focalisées sur les saponosidésterpéniques
contenues dans le genre. Ainsi, on note plusieurs articles scientifQBONA G y i QA & 2
et la caractéisation de plusieursaponosides extraitgle plusieurs espécede ce genre. On
notera que ces divers travauxdécrivent des types de saponosides avec legénines
adzZA g yaSa Y fQF OARS 2t S| @yaldmiggnoeBs Led differénisRS  dz
saponosides isolé de quelquegspéces étudiées sont consigndans les tableaux n°3, 4, 5
et 6.
TableauN“4 : Saponosideagénine de type @anane

N° R R1 espece Référence
1 Glc H Cyclamen repanduttubers | 5 | £ f Qdt & |20D)
2 H H Cyclamenmepandumtubers | 5 | £ f Qdt & |20D)
3 Glc OH Cyclamen repanduttubers | 5 | £ f Qdt &.|((2@1L0)
4 H OH Cyclamen repanduttubers | 5 | £ f Qdt & |20D)
0
Gle-11
OR
I-]{I:']C‘I § HO 0OH [8]
OH o
TAY
OH
N° R R1 espece Référence
5 Glc H Cyclamen repandurtubers | 5 I f f Qdt & [20zD)
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6 H Cyclamen repandurtubers | 5 | £ t Qdt & |20D)
Tableau N4: Saponosidea génine de type @anane( suite)
Structure espéce référence
Cyclamen 51 t f Qét
repandum | al .,(2010)
tubers

N° R1 R2 R3 R4 Espéce Référence

1 CHOH H CH Y Lysimachia. Podolaket al .,(2013)

2 CH OAc CH Y Lysimachia. Podolaket al .,(2013)

3 Ch H CHO Y [ @ GKeéN Podolaket al .,( 2013)

L.clethroides

4 CH H CH X L.clethroides Podolaket al.,(2013)

5 CH H CH Y L.clethroides, Podolaket al.,(2013)
L. vulgaris

6 CH H CHOH Y Lysimachia. Podolaket al .,(2013)
Vulgaris

7 CH H CHO H Lysimachia. Podolaket al .,(2013)
Vulgaris

NB:X= alphd-rhamnopyranose, Y= befa-xylopyranose
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Tableau N5: Saponosidea génine de type @anane

OH OH o .,

FEI;'-'O &

OH
R1 R2 R3 espece référence
COOH H H Cyclamen | Altunkeyik et
hederifolium al., 2012.
COOH T H Cyclamen | Altunkeyik et
Hﬁma hederifolium|  al., 2012.

OH

CHO T T Cyclamen | Altunkeyiket
Hﬂma Hfﬁ.;m;?ﬂ hederifolium|  al., 2012.
OH OH

R1 R2 Espece référence
CHO H Cyclamen hederifolium = Altunkeyiket al.,
2012.
CHOH oH Cyclamen hederifolium | Altunkeyik et al.,

9]
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Tableau N6 : Saponosidea génine de type @anane

N° Sructure espece référence

Ardisia Huang et al.,
mamillata = 2000

ardisimamilloside A

2 . CHO Ardisia Huang et al.,
mamillata | 2000

OH 0 [}
OH oH O OH

ardisimamilloside B
Tableau N7: Saponosidesa génine de type olénane

v CHO

N° R Espéce Référence
3 pr—o Ardisia mamillata Huang et al., 2000
Me
ﬂ;ﬁmn
4 H Ardisia mamillata Huang et al., 2000
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Tableau N8 : Cas de aporosidesstéroidiques, a géninede typecholestane

N° Sructure Espece Référence
5 Ardisia mamillata  Huang et al., 2000

oH o

]
OH

OH
oH

[11.2.GenreZygophyllum
. SIdz02dzld RQS&LIB OS&a RS OS hémfeutiuesyrdnfafguabled ¥ti RS &
sont utilisées en médecine traditionnelle. Dans ce qui suit, nous allons qterlques
recherches quiont corRdzA i t QA &aPattSisatoy des §hicosidedyant des
structures de saponosides tipéniques(aglyconeacide quinovique) qui se rapprochent le
plus des saponosides isolés dans cette étfidbleau N9 et 10 page39 ¢page46).

Tableau N9 : Saponosides trgrpéniquesa génine de typeacidequinovique.

N° R Espece Référence
N° | R1 R2 R3 Espece Référence
2 |H Glc (21)GLC H Zygophyllum AbdetAty &
album Ali.,(2009)
3 | D-quinovose H H Zygophyllum AbdetAty &
album Ali.,(2009)
4 H H Glc (21)GLC| Zygophyllum AbdetAty &
album Ali.,(2009)
5 | D-quinovose(3 | H H Zygophyllum AbdetAty &
c GD-xylose album Ali.,(2009)
6 | D-quinovose H D-quinovose | Zygophyllum AbdetAty &
album Ali.,(2009)

41



NO

NO

Tableau N10: Saponosides trigrpéniquesa génine de typeacidequinovique.

HO

R1 R2
COOH H
Me Me
Me H

R?
R3

COOH

R1

R3 Espéce

Me Zygophyllum
coccineum
Z. album

H Zygophyllum
dumosum

Me Zygophyllum
dumosum

Référence
(Oufet al,, 1994)

(Oufet al.,, 1994)

(Oufet al,, 1994)

Espece Référence
Zygophyllum  (Elgamakt
coccineum al., 1995)
Z. album

Z. dumosum

Zygophyllum | (Elgamakt
dumosum al., 1995)
Zygophyllum | (Elgamakt
dumosum al., 1995)
Zygophyllum | (Elgamakt
Sp al., 1995)
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Tableau N°10: Saponosides triterpénigaggenine de typeacidequinovique (suite)

R1

' OH o
o
HO hio.s0%

&

i -D-Glucopyranosyl

OH o

XN
HO oNoH

[0}
HO W

i -D-Glucopyranosyl

i -D-Quinovopyranosyl

Me

R3
i -D-Glucopyranosyl

i -D-Glucopyranosyl

i -D-Glucopyranosyl

i -D-Glucopyranosyl

I -D-Glucopyranosyl

H

i -D-Glucopyranosyl

Espéce
Zygophyllum
dumosum
Zygophyllum
coxineum

Zygophyllum
dumosum
Zygophyllum
coineum
Zygophyllum Sp

Zygophyllum
dumosum
Zygophyllum
coineum

Zygophyllum
coxineum

Zygophyllum
dumosum

Zygophyllum
coxineum

Zygophyllum
coaineum
Zygophyllum
coaineum

Référence
(Pollmanret al., 1997)

(Pollmanret al., 1997)

(Pollmanret al.,, 1997)

(Pollmanret al., 1997)

(Pollmanret al., 1997)

(Pdllmanret al., 1997)

(Pollmanret al., 1997)

(Pdllmanret al., 1997)

(Pollmannret al., 1997)
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1w 'DQLIJ‘QBYQQWNH%?I SapB'nosio'_és gipéniques a gén(l:ztg%ole: (-%I:L rPsanel-fPJ? Ilmi"&ﬁﬁteély 1997)

N° 'R Espéce Référence
1 oH Zygophyllum geslini | (Smatiet al., 2007)
. HO, _A._,OH
. T
0 o7 07
HOOC --uo\[/?von
HO oM O on
2 Zygophyllum geslini | (Smatiet al., 2007)
OR?
N° R1 Espece Référence
1 0SOH Zygophyllum geslini (Smatiet al., 2007)
_E_O\‘/_?n OH
O{OH
OH
2 I -D-Gluopyranosyl = Zygophyllum geslini (Smatiet al., 2007)
W
“0 OH
O/L\“ _I..\OY\IDH
H\:AOH © OH
OH OH
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Tableau N°10Saponosides trigrpéniquesa génine de typeacidequinovique (suite).
N° | Structure Espéce Référence

RS

H
OH
N° R1 R2 R3 Espéce Référence
1 OH OH <" Zygophyllum decumbens (Pdlimanret al,, 1998)
19
2 OH OH 1 Zygophyllum decumbens (Polimanret al.,, 1998)
3 H H 30 Zygophyllum decumbens (Pélimanret al., 1998)

Zygophyllum (Aquinoet al.,,
gaetulum 2001)
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Tableau N°10: Saponosides gipéniques a génine de type éanane(suite).

R1 R2

Glc H

Glc SO;Na

H H

Glc H

H Rha

Glc Rha

Glc-(1 "6)Glc Rha

HOOG

H%b‘t&ﬁdﬁ@/o

OH

Zygophyllum (Smatiet al,
geslini 2004)
Espece Référence

Larrea tridentata

Larrea tridentata

Larrea tridentata

Larrea tridentata

Larrea tridentata

Larrea tridentata

Larrea tridentata

Larrea tridentata

(Jitsuno & Mimaki,
2010)
(Jitsuno & Mimaki,
2010)
(Jitsuno & Mimaki,
2010)
(Jitsuno & Mimaki,
2010)
(Jitsuno & Mimaki,
2010)
(Jitsuno & Mimaki,
2010)
(Jitsuno & Mimaki,
2010)
(Jitsuno & Mimaki,
2010)
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10

11

NO
12

14

15

16

17

18

22

24

25

Tableau N°10: Saponosides gipéniques a génine de type éanane.(suite).

R1
Glc

R,O

Glc

Glc

Glc

Glc

Glc-(1 "6)Glc
Glc

H

Glc

RsO—.

RO 0

Rha

Rha

Rha

Rha

OH

SO;Na

SO;Na

Espéce
Larrea tridentata

Larrea tridentata

Larrea tridentata

Espece
Larrea tridentata

Larrea tridentata

Larrea tridentata

Larrea tridentata

Larrea tridentata

Larrea tridentata

Larrea tridentata

Larrea tridentata

Larrea tridentata

Référence
(Jitsuno & Mimaki,
2010)

(Jitsuno & Mimaki,
2010)

(Jitsuno & Mimaki,
2010)

Référence
(Jitsuno & Mimaki,
2010)

(Jitsuno & Mimaki,
2010)

(Jitsuno & Mimaki,
2010)

(Jitsuno & Mimaki,
2010)

(Jitsuno & Mimaki,
2010)

(Jitsuno & Mimaki,
2010)

(Jitsuno & Mimaki,
2010)

(Jitsuno & Mimaki,
2010)

(Jitsuno & Mimaki,
2010)
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Tableau N°10: Saponosides gipéniques a génine de type éanane.(suite).

N° | R

13 | Ara

21 H

19 | 2 0-GH
20 | 2 0-OH
21

Espéce
Larrea tridentata

Larrea tridentata

Larrea tridentata
Larrea tridentata
Larrea tridentata

Référence
(Jitsuno & Mimaki,
2010)

(Jitsuno & Mimaki,
2010)

(Jitsuno & Mimaki, 2010)
(Jitsuno & Mimaki, 2010)

(Jitsuno & Mimaki,
2010)
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CHAPITRE IPHARMACOLOGIE

l1l.1. Réaction inflammatoire

[11.1.1 Définition

[ QAYFELIYYFGA2Y Sald fQSyaSvyofS RSa YSOFyAiay:
f Q2 NBI YAAYS NBO2Yy Yl ni 3subRtSnéeNdzi lhi sobtiétraggtrasyllay S
NEFOQGA2Y AYTFEFYYF(i2ANBE RSLI a4S LI NF2A4 aSa :
aQF3IAG ft Rdz LINAME 1jdzS f Q2NHFYA&AYS R2AG LI NF2
[ Sa O dza S&a RiSsonf Mkbfetided &f Ydriéedagent infectieux, substance

étrangére inerte, agent physique, Iésion cyissulaire postraumatique [ QA Y Ft F YY I { A
commence par une réaction dereconnaissance faisant intervenir certaines cellules de

f Q2 NHI y A §tadsSnadopiage’, Ymphocytes) ou des protéines circulafexdines

de la Réctions Inflammatoire (PRBnticorps, protéines du complément, facteur de

| FASYFyXod ! fF LKFEaS RS NBO2yylAaalyoOoS FlI Al
ensemble deD St f dzf S& SG RS YSRAFGSdzZNE R2yd f Q2NRNFB
Certains médiateurs, comme les prostaglandines et les cytokines, maoluites par

différents types cellulaires, agissent sur plusieurs types cellulaires et contrélent parfois leur

LINE LINE LINPRdAzOGA2Y LI NJ NB3dzZ F GA2Yy NBUNRIF OGA QDS
NEBFOUAZ2Y AYTFElIYYIFO2ANBEI SYLRBXOXKMaySlYoff IS RSSia CoNaif
une description analytique et individuelle des cellules et des médiateurs qui la composent
(Okoliet Akah 2004).

on distingue plusieurs phases successivdans la réaction inflammatoirecongestive,
exsudative, proliférative, nécrotiqu@Engler 1995.{ 2dza f QAY Tt dzZSy OS RQdzy |
la réaction inflammatoire classique géveloppe en quatre phases plus ou moins distinctes

SO RQAYLEZNIFYOS @GFNRARIFIOofSO

[11.1.1.1.Remiere phase est unevasodilatation artériolaire qui entraine un érythéme, un
dégagement de chaleur locale, une hyperesthésie. La peau de leenflammmeée est rouge,

la douleur apparait a la pressiomulor, calor, dolon. EnYsYS G(GSyYLla fQ206as
démontre une stase du sgndans les vaisseausapillaires, une augmentation de la
perméabilité capillaire, un afflux désucocytes par diapédese.

lIl.1.1.2.Deuxiémephase S& G OF Ny OGSNR&ASS LI NI £ F2N¥IGA
plasmatique passe dans le compartiment interstitdal derme. Les cavitésereuses (plévre,

péritoine, synovie) se remplissent de liquide.

lII.L1.1.3.Foisitme phaseO2y aA aidS Sy I F2NXI GA 2lgucoy@slizy A a
affluent, des macrophages et des fibroblastes apparaissent. Ledesgyranulation est un

tissu conjonctif jeune, riche en fibroblastes et eapillaires, pauvre en fibres conjonctives.

Ce tissu nouvellement formé pedtQA Y RA A Rdzl ft AASNJ Sy 3INI ydzZ 2YSa
[11.1.1.4.Quatrieme phaseest une phase de sclérose du tissu nouvellement forod,

envahi par des fibres conjonctives, perd son élasticité et se sclérose.
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.2.CSt f dzf S& RS f QAYFE I YYIGAZ2Y

[ S&4 OStfdzAg Sa ljdzA AYOISNBASYYySyld RIya fSa YS
cellules circulantes qui migrent vers le tigaterstitiel et des cellules résidentes déssus

interstitiels (Tableau 1).

TableauN°11: Les différentes cellules intervenant dans la réaction inflammatoire
(Amoros et al., 1987

Polynucléaires neutrophiles Macrophages
Monocytes Histiocytes
Polynucléaires éosinophiles Mastocytes
Basophiles Cellules endothéliales
Plaqudtes Fibroblastes
Lymphocytes

Plasmocytes

[11.2.1. Polynucléaires neutrophiles (PNN)

La production des polynucléaires est médullaire a partir de cellules souches pluripotentes.

Leur maturation et leur prolifération est contrélée principalement par 2 cytokif@é8+CSF

et GCSF. Il existe une produatibasale de PNN, production qui augmente en cas de besoin.

[ YIGdzN> GA2y RS& tbb ySOSaaAidS Syg@ANRBY p 22
[ SdzNJ I QG A2Y REya ftQAYFELIYYLFdA2Yy &AQSESNDS LI N
w DifférentsNB OS LJG SdzZNB  OKA YA 20l OGAljdzSa o6LJ2dzNJ [ ¢. nZ
ASYSNBE fF YAINF GA2Yy RS matian bnhis adsSiN& proflustiodd A G S R
NI RAOlFdzE fA0NBa 2Eé3aSysSsa Si f QSELINBaarzy RS
wRécepteurspour les opsaines: récepteurs Fc pour le fragment Fc des IgG, récepteurs

pour les fragments du complément activé.

wRécepteurdJ2 dzNJ £ S& Y2f SOdzZ S&a RQIF RKSaA2y RS& OSft f «
l'yS F2Aa |OGA@Sasr tSa tbb aedyikKSGAaSefld R
LINAYIFANBa ofélz2azyvySaovo 2dz aSO2yRIFIANBasT Lz &
agissant sur les substances phagocytées, soit dans le milieuoetukire. Ces produits

sont nombreux cathepsine G, myéloperoxydase, protéindse chondradtine-sulfate,
héparinesulfate, collagenase, phosphatase acide et alcaline, lactoferrine,efodBanoides

(TXB2, LTB4;13ETE), radicaux libres oxygéiiéarket al., 2009.

[11.2.2 .Les monocytes et macrophages

Monocytes, macrophages circulants et mahages tissulaires (tabledl®) constituent le
systéme des phagocytes mononucléés. Toutes ces cellules dérivent des monocytes circulants
ROQ2NAIAYS YSRdzZ €t F ANBd® [ Sa Y2 \esvitbd @4Sheure® WA(G dzy S
f QOAYVOSNB ST £Sa YIFONRBLKEFISaueihdmast F ANS& 2y 0 d
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5S y2YOoNBdzaSa aAiiddz GAz2ya Sy 3Sydrdelrg avectuel Ol A @
micro-organisme, avec une particule inerte, avec un produit de dégradation tissulaire ou
liaison avec un ligand naturel pour un de leurs récepteuwnsticorps (fixation par leur Fc),

hydrates de carbone, thrombine, fibrine, facteurs de croissance (CSESHAVI GANCSF),

cytokines (111, IL6, IL10, TNE LY GSNFSNRYy ao0v sz LI NI GK2NX¥Y2y Sz OF
[ QI OGAGFGA2Y RS& YIFIONRLKIFISA | LRdz2NJ O2y a Sl dzS
w ftF LJsel qlizeStéui Brocessus beaucoup plus lent que celle des polynucléaires
neutrophiles. La digestion du matériel phagocyté est souvent incompléte et des peptides

sont apprétés dans les phagosomes et les phagolysosomes pour étre ultérieurement
présentés auwtymphocytes T par des molécules HLA de classe Il exprimés a la surface de la
cellule.

w fl fAOSNIYGA2Y RS y2YONBdzE LINRBRdZAG& RS as
f QA Y T | ¥ngymésictgkines, composants du complément, composants die
coaguation, radicaux libregOkoli et Akah, 2004

Tableau N2 principaux phagocytes mononucléés intissulaires

Foie Cellules de Kupfer
Os Ostéoclastes
Systeme nerveux Cellules microgliales
Poumons Macrophages alvéolaires
Organes lymphoides Macrophages, Cellules dendritiques
Séreuses al ONBLIKF 3Sa L} SdzNI} dzE 3
Foyers inflammatoires Macrophages mobiles, cellules géantes, cellules épithélic
Membrane synoviale Synoviocytes ou cellulemtdantes A
Tissu conjonctif Histiocytes

[11.2.3 Les celluleendothéliales

[ S& OSttdxZ S& RS f QS ypkti ¢t k@enicdiibie jBund un @ble factifa S | dzE
AYLRNIFY(G | dz O2dzZNAE RS ft QAYFE L YYIFOGA2Yy D

w [ QSGlId RS 22y O0iA2y RSa OSf tceldheé corfrdfeildNS
LJaadll3S RSa fAldzARSAa S RS &ascidir® Wr Yedidss O dzt
interstitiels. Cet état de jonction fait intervenir de nombreuses protéines trans
membranaires ou intraellulaires. connexines, cadhérines, protéines du cytosquelette,
intégrines de surfacéOkoli et Akah, 2004

w [ S G2ydza @I alddZ  ANS SG tF @1Fa2Y20NAOAGS &
paroi des vaisseaux et sont régulés par des molécules produites par les cellules endothéliales
ellesmémes. Ces molécules favorisent soit la vasoconstrictiodothgline-1, thromboxane

A2) soit la vasodilatation (NO, P8I La production de ces molécules vasoactives est elle
YsYS azdzyaaS t fQFrOGA2Y RS RATTthoidifelad Y SR

tt

S
Sa
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bradykinine, histamine, eicosanoides, cytokines et factelerscroissance (IL1, TNF, TGFR,
t 5DCZ 9DCXU0 o
w [ SdzNJ LINP RdzOGA2Y t € F2A& RS Y2f SOdzZA Sa LIN
V) et de molécules anthrombotiques (héparanesulfate, P@J NO, thrombomoduline,
protéine S, activateurs du plasmigered LISNXYSG €S O2yiNx§S RS
F2NXIFGA2Yy Kk FAONAY2f8aSd 5SS LXdza fSa OStfd#g Sa
certains facteurs plasmatiques de la coagulation (facteur IX, X, XII, facteur tegsulair
w [ YAINIOa@yFaRBE f Q8ADRI OS G a0dZ I ANE JSNEH
par leur sécrétion de chimiokinesL8, IL10, RANTES, MCR
w [ Sa OStfdzZ Sa SyR2GKStAFEtSa SELINAYSyid t fS8d
interviennent dans la diapédéseséletines E et P, ICAY, VCAMu X
w 9ffSa& LI NIAOALISY(G I dzEnfladmstyire pasla/poducti@rbde NB LI NJ
protéines matricielles et de différentes protéag€xkoli et Akah, 2004
[11.2.4 Autres cellules
IS& LX FljdzSGGSa az2yid OGAPSSA RS§A 1jdzQSttSa LI 2
inflammatoire. Elles produisent alors des meédiateurs a activité proinflammatoires
eicosanoides, thromboxane-A 12 HETE, PAElles participent aussi aux phénomenes de
NBLI NFGA2Yy LI N £ LINPRddzOGAZ2Y RS FTAONRYSOUGAYS
(Epidermal Growth Factor) et de PDGF (Platelet Derived Growth Factor).
Les fiboblastes de la matrice extracellulaire du tissu conjonctif produisent au cours de la
réaction inflammatoire des enzymes de destruction de la matrim@lagénases, gélatinase,
stromélysine, cathepsines, sérine protéasés participent aussi aux phénomenede
cicatrisation par la production de difféerents constituants de la matriamllagenes,
protéoglycanes, fibronectine, élastine

Les polynucléaires éosinophiles agissent au cours des phénomenes allergiques mais
aussi au cours des processus inflammatbile ! OGA@Sa | f2NBR LI N f QAy
ALISOATFAILdzZSa RS YSRALI GSdzNE  RIBurs ftodrs Wiffétehta§Y | G A 2
Y2t SOdzt Sa T @2 NX &itogaioides, OPAK, Fohosphioligase A &tgkines (IL1,
TNR).
Les basophiles, cellulesrculantes, et les mastocytes, cellules tissulaires, ont a leur surface
des récepteurs de haute affinité pour le Fc des IgE. lls sont capables de libérer plusieurs
meédiateurs importants de la réaction immuadlergiqueet inflammatoire : histamine,
sérotonine, leucotriene, PAF
[ Sa feYLK208:GSa AYUSNBASYYSYyld LINAYOALI fSYSy(
participent a la réaction inflammatoire par leur production de différentes cytokines.

N.3.MERA L G SdzNBE RS f QAYTFEl YYIGA2Z2Y

La description de® St f dzf S& AYGSNBSylyd Fdz O2dzZNAE RS f QA

AYLRNIFYG RS YSRAFGSddZINAR AYGSNBSYlyd RIEya €8S

YSRAF G0SdzNA LISdz@Syid sGNB RSONARG az2dza €1 T2

plasmatique eR QI dzi NB LI NIi RS YSRALF (GSdzNA OSf f dzf | A NB 3
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.31 aGSyYySa RQFOGAGIGAZ2Y LI I &Yl GAl dzS
Lf aQl3Ad RS aeadsySa YdzZ GALINRGSAldzSE R2y( f
inflammatoire. Les différents composants de ces systemes sont présents dansgle sa
OANDdzt Fyd 26 Afa RSYSdANByd t fQSiFd RS LINBO
LINBaAaSyOS RQdzy I OGAGIF 1SdzNJ aLISOATFALdzS® / Sa aea
étroites. On en décri8

1 le systéme contact

1 le systémecoagulationfibrinoformation et fibrinolyse

1 le systéme du complément

111.3.1.1. Le systeme contact

Les proteineslu systeme contact sont au nombre de 4:

w S FIFIOGSdzZNI RS 1 I3SYlLYy oO6ClI O 2dz FFOGSdzNJ - LL

w f LINBlFfft AONBAYS 06t YD

f Y A Y A Y fndé&ylafe éi (HMRVK)R &

f T OGSdzNI - L

2yasSljdzsSyO0Sa RS fQFrOdAGrGA2Yy Rdz a2daidsysS O2yi
A

v 0 -

W
W
/
[ S FFEOGSdzNJ RS 1 F3ISYly I|OGAGS oCl ko &f
polynucléaires neutrophiles. La kallicréine active le chimiotactisme.

Mais surtout, & bradykinine déclenche la production par les cellules endothéliales de PGI2,
RS GKNRYO2EIYS 1 us RQIFIOGAGEGSdzNI GA&&adzZ | A NB
YSRAIFI 0SdzNJ RS fQAYTFElLIYYIFGA2Y t fQ2NAIAYS R
f QI dz3 Y Si¢ la peimgabijité vasculaire, de la margination des leucocytes.

- Inhibition du systeme contact

Trois inhibiteurs régulent le systéme contact

w f QA Y KA o-asteraszii ogue e facteumde Hageman activé et la kallicréine

w { Q2-nhatiglbbuline qui bloque la kallicréine

w { Ql-ahtitdspsine qui bloque la facteur Xl activé

[11.3.1.2.Les systémes coagulatidibrinoformation et fibrinolyse

La présence de dépbts de fibrine intravasculaires et extravasculaires interstitiels est quasi

O2yaildlyaS Idz O02dz2NB RS fQAYFElYYlL A2y [ F

NEBf §@ZSyld RQdzy :RSaSljdzAit A6NE SyidNBS

w S aeaasysS RS fI O2Fr3dzZ FGA2y R2yG fF YAaS

déclenche la formation de fibrine a partir fibrinogéne

et le systeme de la fibrinolyse qui aboutit a la formation de la plasmine qui détruit la fibrine

par protéolyse.

l dz O2dzNE RS f QAYFELIYYFGA2Yy>Y €S aedaasyS RS f

@2 AS SE{ NNyRINSNBdzSLIIn NB 0iSerkintbdplastine tissulaire exprimée a la

Fl @SdzNJ RQdzyS fSaAz2y GAaadzZ FANB t f1 &dz2NFIF OS

FAONARYS AYGSNBASY(l RIya tF NBFEOGAZ2Y AYyTFElIYY
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neutrophiles, des plguettes et des cellules endothéliales. Les mécanismes de coagulation

sont régulés par plusieurs inhibiteurssurtout antithrombine Ill mais aussi alpBa
macroglobuline, héparine, alpkkantiprotéase.

Le systeme de la fibrinolyse assure la dissolutios dépots de fibrine intravasculaires ou
GAaadzAgA FANBad [ LIXIFaYAyS Said AaadzS RS t Ql OdA
GAaadzZ FANB Rdz LX I aYAy238yS o6¢t! 0d [ QFOGADAGS
formation de produitstRS RSANI RF A2y RS fF FAONRYS 06t5C0
RS4 RAFFSNBy(iSa OStfdzZ S& RS tQAYTFELYYILGA2Y ®
AYKAOAGUSdZNE RS f QFOGAGI{(GA2Y Rdzméle: aYAYy 238y S

111.3.1.3Le systeme du complément

[ S aeai8YS Rdz O2YLX SYSy(d Sail dzy aeaidsyS ydz
ou composants, intervenant a la fois dans les mécanismes de défendeaatérienne en

O2YLX Sal yi f QF O&étA dags leR Sriecan®S/al A @ENLIAQA Y FE | YYI (
O2YLRalyda Rdz O2YLJX SYSyid aQl NIAOdzt Sy a&adzi gl y
C1, C4 et C2) et voie alterne (C3, B et D) se rejoignant au niveau de C3 en un tronc commun
GSNXAYLI f R2y i f QF OG0 RF (Rd2 yO 21 YoLaf dBEAST RQ F i I | 8zK
action cytolytique.

lll.4.Médiateurs cellulaires

lls sont nombreux histamine, sérotonine, eicosanoides, radicaux libres oxygénés et
Y2y2E@RS RQlIT 2GS Oeidi21AySasz adzatonitssylahd t X y!
Seuls lesmportantsdans cetteseront décrits dans ce chapitre.

l11.4.1.Les radicaux libres
Les phénomenes de phagocytose par les polynucléaires neutrophiles induisent une
dAYSyidlGAzy RS t 02y &az2YY!l (Areyde Rfr@ddiands vy S LI
radicaux libres oxygénésuperoxydes Q2eau oxygénée D, et radicaux hydroxyles GH
Ces radicaux libres sont potentiellement toxiques, capables de désorganiser les membranes
cellulaires et de favoriser la cytolyse.
w [ S YRYREBRIR2GS 6bhv Said dzy NI RAOFf fAONB L
f QF OGA2y RQdzySY FiISraA tH S ROWSYRKRAYEEH 2dz bh{ o [ QI
AYRdzOGAGf S& O0Abh{ 0 IFdz O2dz2NA RS f QAYFE Il YYIl (A
NO posséde des propriétés inflammatoités @ a2 RAt I G G A 2@BdgiedZARS YSS S
2008.
l1l.4.2Les Eicosanoides
/'S a2yl RSa O2YLRasSa t wuwn ldi2YSa RS OIFNb2YyS
arachidonique est libéré a partir des phospholipides membranaires des cellules
AYFELYYIFG2ANBa &d2dza f QFDad aRSRS X NIK 8 & BIK 2 tRAQ
interviennentsurle métabb A 8 YS RS f QF OFBMDW): N} OKAR2Y A lj dzSa
Les lipooxygénases induisent la formation des leucotrienes: LTB4, LTC4, LTD4 et LTEA4.

54



Les cyclooxygénases générent la formation des prostaglandines (PGI2 ou prostacycline,
PGE2PGD?2) et des thromboxanes (TXA2 et TXB&yidlede 2 types de cyclooxygénase

La COX1 et la COX2 (BjgLa COX1 est dite constitutive. Elle fonctionne emp@&ence et

assure des fonctions physiologiqueagrégabilité plaquettaire, protection de la muqueuse
gastroduodénale, régulation dF f dzE & | y 3 dzA y , INBQXR éstrdite inddctible.y &S NA
9fttS yQSaid IOGAGS 1jdzS f 2 Nl paessusSiaflamniiidird 2 O& G S
(Borgiet al., 2008.

‘ HPETE ‘ EndoPeroxydes
Leucotritnes PGI2 PGD2 PGE2 PGF2 TXAZ

Figure N23: Synthese dedeucotrienes, des prostaglandines et des thromboxanes a partir
des phospholipides membranaires

Les eicosanoides possedent de nombreuses propriétés biologifigi2d), (Borgi et al.,

2008):

La PGE2 et la PGI2 agissent sur les fibres musculaires lisses des vaisssadilatation,
FdzZa3YSydl A2y RS fF LISNX¥SIOAfAOSET dZRSYSO

[ t D9H Tl OAISARAS GISQENGG ARSY tRS&ER2dzf SdzNP 9f £ S A\
ddzLILINB &aaSdzNARX [ dzZ3YSydS fF LINPRAdzOGAZ2Y RQAYYdzy
les lymphocytes.

[ S € SdzO20NRSYS . n Sad €S LI dz&d A YLXNdidey i RSa
polynucléaires le plus puissant. Il active les phagocytes.

[ S GKNRBYOZ2EIFIYS 'vw SyYyiGNIAyS dzyS Gl a202yaidNaOi
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Arcide Arachidonique

| ]

CoX-1 CoX-2
CONSTITUTIVE INDUCTIELE
Thromboxanﬁl Prostaglandines Prostaglandines
Fonction Frotection de la Régulatign de Meédiateur principal de
plaquettaire muqueuse gastro- la fonction I'inflammation, de la
duodénale rénale douleur et de la fievre

HOMEOSTASIE I MIAWATIDNI

FigureN°24 : Actions respectives des cyclooxygénases 1 et 2

[11.4.3 Lescytokines

Les cytokines sont des glycoprotéines solubles agissant comme des médiateurs
AYUGSNODStfdzZ I ANBad {eyiKSGiAasSSa S fstmmgNBSa L
varié, elles délivrent leurs messages en réagissant avec des récepteambranaires
spécifiques présents a la surface des cellules cibles. Une méme cytokine peut étre produite

par difféerents types cellulaires et agir sur un nombre important de cibles différentes. La
multiplicité de source et de cibles, leurs nombreuses Hatefions entre elles permettent de

LJ NI SNJ RS NBaSldz RS Oedz2iAySao 9fftSa AyidSNDA
RS fQAYYdzyAlUS® ! dz Y2AYa nn Oel2 1Ay RFeuyld Si
actions obligent a ne citer ici que Igsincipales cytokines jouant un réle majeur dans la

réaction inflammatoirg El Hamsas et aR010Q Skinneret al,, 2014), (fig.25).

Medscapes www.medscape.com

INFLAMMATION

Fibrinogen 1
“ciff
AJ. ,éj\,
=9

Y

Serum amyloid A

Y ‘\,::}._} D C-reactive fnrnlgin

Source: Adv Neonatal Care © 2003 W. B. Saunders

Figure N°25 Les cytokines anthflammatoires Ik1,1.c  S&G. ¢ b Ch
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w QA Y G SNALS)dz] Ay S

[ QL[ m SEAAGS &a2dza RSdzE F2NX¥Sa Y2t S@a IOANRSHS
aminés mais ayant les mémes propriétés biologiqlig5).

[ S&4 T OGAGAGSA o0A2f 23 Aeljipdriantd? JocaleSdt ysiémigey & Yy 2 Y0
f Qivation de f QS E LINKI& &t AGAygleKnbroblielixAgBngs qui interviennent dans la
synthése des médiateurs de QA Y T I YYI GA2Y @

La régulation du systéme IL1 essuréegpar deux grands mécanismes

ExistenceR Qdzy S F2NXS &a2f dzoft S R-®). 0eBdlair Soimg e5tlJS OA T
OFLIo6ftS RS o0f2ldzSNIftQL[ ™M S F3aAhd 0O02YYS dzy Ay
9EAAGSYOS RQdzy ISyiiRd2 WBDESIN SdBARBredefdéut. [ m 6 |
FyaGr3z2yAaidSo LINRRdzA G LI NJ twSa Sraziy 2aCeedasdS afds [Q 2 yli
(systéme de rétrocontrélgskinner et al., 2034

wLes facteurs de nécrose tumoral@NF. et TNFRR

Le TNFRS& (G LINRPRdzA i SEOf dzaA @SYSy (i Lt éddplodiipat & Y LIK 2
de nombreuses cellules macrophages, monocytes, lymphocytes T etkBratinocytes,

cellules mésangiales, épithéliales, endothéliales, basophiles et mastocytes, polynucléaires
neutrophiles et éosinophiles, fibroblastesll intervient de facon prépondérante dans
fQAYFELYYlLGA2Y SO F3IAG LI Nranddd spéchidudy or Al A NB
existe deux formes TNFR1 et TNMR2. Les actions du TNF dans les mécanismes de

f QAYYdzy AGS SG RS fQAY Tt YYI (s Zallulaite StESND S v i
diverses Certaines de ces actions sont communes avec cellés@é. [ m S &aS T2y
(tab.13).

w[ QA Y (i SBJILS)=t prydSite par la plupart des cellules (monocytes, fibroblastes,
ady20A20e0Sasx 24a0S2 osfimulavari&saddnt cerfaiyls atEBts jafgbiedk + RS
2dz £ SdzNAR O2YLRalydad [ S NBOSLIISdzNI LI2dzNJ f QL
lymphoides et non lymphoides. Elle intervient en stimulant la production hépatocytaire des
LINEPGSAYySa RS I LIKdn aCRP,ISAAT fimStogIBbihe, €I fbghdgerte YaY |
antitrypsine, a2y ONR 3f 206 dzf AYSX / SLISYRIFIYyld QL[ c RAYAY
production de molécules intervenant dans les processus de réparation tissuilaimbiteurs

des collagénases,Hw | X

w[ QA Y (i SBIIS)BRANY Sdzy S OKAYA21AYyS R2yd fF LINEZ LA
leucocytes circulants vers un foyer inflammatoire. Les polynucléaires neutrophiles sont la
OAOES LINAOGAfSIASS RS fQL[yYy LXubJele nblytideS NY SRA
OKAYA2GlI OdAayYysS Si& tQlFIOGAGrGAZ2Y RS& Lkt eydzOf
lipooxygénase et de N€ynthase.

w[ QA Y (i S-MNI(IS1dpsh uyieScytokine régulatrice produite a la fois par les lymphocytes
Tdetype Th2etpdrSa Yzy20eiSad 9fttS AYyKAOS I LINBaS
LINBaAaSYydlFriNRAROSE RQIFIYUGAISYS O0YFONRLKEIISAS Yzy?
cytokines: TNF:, IL1, IL6, IL8.
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Tableaul3: Principales actions biologiques du TNSlanner et al., 2034

MonocytesMacrophages
Active etauto-induit la
production de TNF.

Induit la synthese de
cytokines et de
prostaglandines.

Induit le chimiotactisme et
la transmigration.

Stimule le métabolisme.
Inhibe la différentiation.
Supprime la prolifération.
Polynucléaires neutrophiles
Augmente la capacité de
phagocytose.

Augmente la production de
superoxyde.

Augmente l'adhérence a la
matrice extracellulaire.
Lymphocytes

Induit la formation de
superoxyde par les B.
Induit I'apoptose des
lymphocytes T matures.
Active la migration des T
cytotoxiques.

C. endothéliales vasculaires Systeme nerveux central

Module lI'angiogénese.
Augmente Igperméabilité.
Supprime la prolifération.
Induit la NO synthase.
Induit la production de
diverses cytokines: IL1, IL3,
G-CSF, GMCSF.

Induit la prostacycline.
Induit Eselectine, ICAM,
VCAM.

Fibroblastes

Induit la prolifération.
Induit IL1, IL6, LIF.
Induit la synthése de
métalloprotéases.

Inhibe la synthése de
collagene.

Adipocytes

Augmente la libération
d'acides gras libres.
Supprime la lipoprotéine
lipase.

Cellules endocrines
Stimulel'ACTH et la
prolactine.

Inhibe TSH, FSH et GH.

[1l.5 Marqueurs biologiques de la réaction inflammatoire

[ NBFOGAZ2Y
LIX FaYl dAl dzSa
rapport & leur taux normad S

2y Yyl A&aa8yi
a2yid f8a

Fievre.

Anoréxie.

Anomalies de la sécrétion
des hormones
hypophysaires.

Cardiovasculaire
Etat de choc.
Fuite capillaire.

Gastraintestinal

Ischémie. Colite.

Nécrose hépatique.
Inhibition de la synthése de
I'albumine.

Diminution de la catalase
hépatique.

Métabolique

Catabolismes lipidique et
protéique accrus.
Résistance a l'insuline.
Libération des hormones du
stress.
Inflammatoire(Autres)
Active la cytotoxicité.
Augmente la fonction NK.
Facilite la toxicitéumorale
de I'lL2.

dzy' S

LINE G SAYy Sa

I dZ3YSyGlarA2y

qui it nous citerons quelques unegii ont fait I'objet de cette étude expérimentale, en vu
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d'évaluer l'activité anttinflammatoire de deux fractions saponmiques extraites des
espece<.africanunet Z.cornutum

[11.5.1. Rotéine-Gréactive (CRP).

Elle a été découverten 1930f 2 N&E RS f I LIKIF &S FA3dzZS RQdzyS A
SttS NBIIAAAIAG 1 BSO S LRfeal Coekdivepr&én / Rdz
». Q'S & (glydagr&@éine qui reflete l'inflammation aigué. Elle s'éléve trés rapidement et

est, de ce fait, un marqueur préoaale la réaction inflammatoireProtéine synthétisée par
leshépatocytes ¢ellules du foig elle a pour rolede mobiliser les défenses immunitaires de
fU2NBFYAAYS LI N £ QF QOiAde@Galagl20RS I @2AS Rdz O
*Caractéristiques de la CRP :

-Sa demvie est de 6 a 8 heures.

-Sa valeur physiologique est inférieurd-& mg/L (chéz le rat)

-Sa concentration s'éléve dés 6eéme heure de l'inflammation. En moyenne, elle devient
pathologique 24 heures aprés le début de l'inflammation et se normalise rapidement apres

flI RAALI NARGAZ2Y RS I a2d2NOS RS tQAYTFE LYYl (A:
2 dz ™ n n runefirdadiEnatiod Qigué. Le retour de la CRP & une valeur physiologique
peNX¥ S RS 2dz2SNJ RS  Q&8Galét @200 S RQdzy UGNIAGSYS

[11.5.2.Dosage du Fibrinogene (Fib) ou Facteur |

Le fibrinogengFacteur lest une protéine solublesynthétisée par le foie, elle eptésente
dans le plasma sanguet dont les taux augmentent dans les états inflammatoires. Sous
l'action de la thrombine, le filmogene se transforme en fibrine, une protéine insoluble
essentielle a la coagulation du saffiganss 2005. Il joue un réle importah dans la
formation de caillots.

Cetteprotéine a unevariationrelativementmodérée (de 20@ 400 fois la norme), ayann
délai de réponse plus long (12 a 14 heures) et demivie allongée (2 a 6 jours), soosage
dans le sangpermet de détecter plusieurs syndromes notamment les sydromes
inflammatoiresaigus(Hanss$2005).

N5Po ®52 &3S RS € QI LIWK23t206AYyS 61 LI

[ QK LJG23t206AYyS o1 LW | SiS RSO2dzSNIIS Rl ya
Polonovski dans le département de biochimie de la faculté de médecine de Paris, ainsi que

son réle comme marqueuruprocessus inflammatoire en tant que glycoprotéine de la

phase aigué. Jayle a mis au pointe technique deRS G SNXA Yl G A2y it 4SS
LISNRE&@RIF&AldzS RS &2y O2 Y hpb mtffiséel af SQurs @K S Y 2 3
décennies suivantes dans les laboratoires cliniques pour caractériser les processus
AYFELYYLFG2ANBasxs SyaSyoftS 9SO €S R2al3S RQlc
f Q2 NR & 2(Rok€@R220BS[ U K| LJi 2 3f 2 6 AgiyDproiaelsyntsfiSelle

aussi par le foie qui présente la propriété de former un complexe stable avec 'hémoglobine
libérée dans la circulation.
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L'haptoglobine n'est donc pas une protéine de "transport" au sens strict, mais plutdt une

forme de "capture" de I'hnémoglobine normaleitant son élimination urinairdn I'absence
d'hémolysein vivoou de déficit de synthése hépatiqueaugmentationde I'haptoglobine
O2yaiAiddzsS dzy SEOStt Syl YI NIRoEEMWROMB.RQdzy &8y RNRY
l dz O2dzZNE RS fI NBIFOGAZ2Y AYFEFYYl (eldelBelle f QI dz=
RS fQ2NRa2Ydz02 ORS 9.dzyS AYYdzy23f26dzf AyS

111.5.4D [Q$f§()ﬂN£LJK2N£ S RS&a LINPGOSAYSa &SNRI dzSa ¢
[ QS dzRBIRP RSAYySa RS QAYTFELYNE GABRYIAS ROQdnf RKE|
j dzZA R2yyS dzy | LJSNJ:ed S tQSilFd LINRGSAIldSS RQdz
LINPGSAYySa LXLFaYlaAaljdzsSa R2yyS p FTNIOlALyasz O
AYGSNBSYlFIyld RIEya Sa Y@ONaddiet XISWIHRFR. Ne@QA Y T | )

R
zS

tab.14).
= Préalbumine .
Albumine albumine
alphal
“globulines
alpha2
“globulines
. bétal
“globulines
béta2 . o
z =
e ' globulines globulines  gapdt
RS —gamma
dépot L ; I |
lobulines
? ajaz poy
=0 ; G )
iz sens de migration
A B.

Figure N26: Electrophorése des protéines sériques
A Gelreprésentant les différentes fractions des immunoglobulines et leur migration salorplgids.
B: Représentation graphique de la migration des fractions des immunoglobuline

w 'YS KeLRIfodzYAYSYAS LISdzi sGNB LINEe&sSyidiS f 2N
w [ QStSPFiA2y RS I FTNIOGAzZ2Y M Said 206aSNBS
GFyRAA 1jdzS f QFrdAYSYyidlFridA2y RSA H S©@21jdzS dzy a
w [ QFIdAYSYylGlriA2y Aaz2ftsSS RSa& 3t 20 dzArahsfeBide Sa il f
f2NER RQdzyS OF NByOS YINIAIFfSo®

w [ QK@ LIS NBf 20dzf AYSYAS LISdzi siNB LRfeaofz2yl{fS
RQdzy LINROS&adaa AyTFTSOGASdE OANYAIPESszaza®A R
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hépatopathie chronique. Monoclonale, eltoit faire rechercher un myélonfBe Nadaiet
al., 2014).

Tableau N4 : Principales protéines sériques en fonction de leur fraction de migration
(Renaudeawet al.,, 19998).

Fraction de Waleurs Principales protéines de la réaction
migration normales inflammatoire
albumine 33 4390 gil

CLi-antitrypsine
orosomucoide

ci1-globulines L5a4gll

ci-antichymotrypsine

cez-macro globuline

hapteglobine
ceruleoplasmine

transferrine

f—globulines 6al3gl fraction C3

Elipoprotéines

Igd
v—globulines T5oalégll Ighd
IgG

cip-globulines 6al0gfl

[11.6.Classement des Protéines de la Réaction Inflammatoire (PRI) selon leur cinétique

Les modifications du taux des protéines sériqgues peuvent étres dosées en immuno
néphélométrie et I'évaluation dans le temples taux sériques peut avoir une grande valeur
indicative. Trois groupes de protéines de la réponse inflammatoire ou PRI peuvent étre
individualisésen fonction de leurs propriétégDubostet al, 1994 Soubrier et al. 1994)

(fig.27).

38 10000 SAA

CS

CRP
5000 |~

\
\
\

orosomucoide

300 [~ [ al-antitrypsine |

<3

200 [~ [Ilagu‘glnhinc

Fibrinogéne

100

Albumine

“{ Pré-albumine

l l |
0 7 14 21

Nombre de jours aprés un stimulus inflammatoire

% de variation des concentrations plasmatiqu

Figure N27: Courbes des différentdotéines de laRéactionIinflammatoire(Engler,
1989. (PRI positivest PRI négatis.
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Enréalité, comme le montre I¢ableay le probléeme est complexe car, d'un mammiéa.
l'autre, la nature et 8tat des PRI+ peut changet il est indispensable de connaitre ces
résultatspour étudier et suivre Evolution de la concentratioplasmatique de tell®u telle
PRI+ au écours d'une inflammation chez des mammiés diferentsChezfh@mme, les
deux principales PRI+ sol& Gréactive protine (CRP) etelsérum amyldde Aprotéine
(SAA), pradine qui n'existe pas chée rat. Chede rat (tab.15), les trds principales PRI+ sont
I'"1-GPA (orosomucoide), le T kinirwee (T kin)protéine qui existe pas chez I'hnomme et
les autres mammifres, etf ,M dont la concentrationest apparemment stable chez

I'hnomme apeés uneréaction inflammatoirg Doyenet al., 1992.

TableauN°15: Etat de la concentration plasmatique des PRI + et®RIS 1

rat. (Engler 195).

Protéines

Homme Rat

plasmatiques
0,GPA (Om) + 4
4Pl (oAT) + +
o;AChy + X
AP (@, CP!, Tkin,) X H
Hp + +
Co ' .
oM 0 4t
Tt - -
Hox tr
Fib + e
CRP +H +
SAP 0 0
SAA 4 X
Alb - -
PreAl E -

Abrévitions : 4 GPA : o -glycoptoténg acde (O : orosomucoids]; o4l : oy -protéinase inhbiteur ou oAT : oy~ antitypsine;
04AChy : o ~anfichymolrypsine; o4 AP : u-acule phase gobuline ¢CP! : ay-cystéine protéinase infibiteur, T Kin : T Kinnogéne),
Hp + haptoglobine; Cp : céruloplasming; oM  a-mactoglobuling; Tt  transfering; Hpx : hémopexing; Fb : ibinoggne; CRP ¢
C réactive protéine; SAP . sérum amyloide P protéing; SAA : sérum amylolda A prokéing; Al : lbumine; PréAlb : Préaloumine,

f @Re2 YY S
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l1.6.1. Les PRI a amplitude de variation élevée

Les taux sériques peuvent étre tres élevés, jusqu'a 1000 fois la normale ; le délai de réponse
est rapide (6 a 12 h) et la demi vie courtgddr) (Tab16). Parmi ces PRI, on peut classer la
protéine Gréactive ou CRP (la CRP a une action opsonisante favorisant la phagocytose des
cellules apoptotiques et active le complémefEngler 1995; la protéine sérique amyloide

A ou SAA ; la procalcitonine. Le dosage de la CRP est justifié pour la recherche et le suivi d'un
processus ithmmatoire débutant(Engler 1995).

TabkauN°16: Principales propriéts des Protéines de la
Réaction Inflammatoire (PRBngler 1995).

alGPA (Om) 0408 12-25 44 000 3]0\11’5
alPi {@lAT) 2-25 4-6 54 000 3 jours
alAChy 0,306 1-2 68 000 2 jours
Hp 06-18 3-8 85 000 (Hpl-1) 3jours

| Cp 0,2-05 0,8-1,2 132 000 4 jours
Fib 2545 6-10 340 000 2a6jours

| CRP < 0,006 0,030-0,400 125 000 6212h

l (5 sous-unités)

| SAA <0,010 0,05-1,00 12 000 6210h

x1GPA : ul glycoprotéine acide (ou Om : orosomucoide) Cp : céruloplasmine

olPf : o] protéinase inhibiteur (ou olAT : ol antitrypsine) Fib : fibrinogéne

«1AChy : a1 antichymotrypsine CRP : C-réactive protéine

Hp : haptoglobine SAA : sérum amyloide A-protéine

[11.6.2. Les PRI & amplitude de variation modérée

Les taux sériques sont de 200 a 400 fois la normale ; le délai de réponse dengl@$2 a

14 h) et la demvie plus longue (2 a 6 jours). Parmi ces PRI, ahglasser les arfirotéases

o0ty i A O NB-adichyyi@ripsine), I'orosomucoide, I'haptoglobine, le fibrinogéne. A

noter que I'hnaptoglobine se lie avec I'hnémoglobine liletepermet son épurationEngler

1989; Skinneret al., 2014).

[11.6.3. Les PRI a amplitude de variation faible

Les taux sériques sont de 0.5 fois la normale, le délai de répongdusdbng (plus de 48 h)

et la demivie est longue (3 a 5 jours). Parmi ces PRI, on peut classer la céruléoplasmine, la
fraction C3 du complémerEngler 1989 Skinneret al., 2014).

[1l.4. Interprétation desvariations desProtéines de la Réactioinflammatoire (PRI)

Pour interpréter la variationdes PRI dans le contexté} QdzyS SGdzRS SELISNRAY
FYAYlFESS NBIfA&ASS -ALRFIENI YYD Hit2deNB)  (RDIFBS (& droya i
variations de taux mesurés en fonction de la PRI dosée et des normes de PRI du mammifere
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sur lequel ont été réalisés ces dosages @étuwcomprative) Dans ce contexte, on notera

02YYS  QAYRAI dzfy,

réaction inflammatoire du rat, variergarallélenent £

OStftSa

RS

fesS condntéafioBsl déz diffébentes protéines de la
t QKdzYF Ay S

les protéines choisies dans cettprésente étude, qui sont CRP, Fibrinogéne, Albumine,

| I LJG 2 3 f,BlobhliieS = h

Tableau N17: Concentratioms plasmatiquesles protéineshez quatrenammifées apres
une réaction inflammatoiré¢Boffa et al, 1964).

o1 GPA (Om) + 4+ 4+ + + 4+
oIPl (cc1ATY -+ -+ +—+ -+ -
o1 AChy 4+ - <+ 2
cclAP (o lCPl, T-kin} cen “+—+ 4 e cnm
Hp o -+ + ++ B =
Cp ~+ -+ -+ -
o2M L 0 +++ a Q
Tt — — — +
Hpx O -+ -+ 0
Fib ++ ++ ++ ++
CRP += -+ O 4+
sAP 8] 8] + 4+ @]
SAM B e + 4+ ?
Alb — — — —
PreAlb — — > —

+++, ++, + : augmentation Hp : haptoglobine

O : pas de changement Cp : céruloplasmine

— : diminution cZ2M - o2 macroglobuline

wee : N'existe pas Tf : transférrine

o lGPA - ol glvcoprotéine acide Hpx : hémopexine

[fou Om : orosomucoide) Fib : fibrinogéne

&}ll:'(lx ot ngie;ﬁ%stf;ggg;em CRP : C-réactive protéine

o 1lAChy - ol antichvmotrupsine SAP s-;?mm amyloide P coml?-f)sant

al1AP : ol acute phase {ou 1 CP1 - SO serur_n amyloide A protéine

ol cystéine protéinase inhibiteur Alb - albumine

ou T-kin : T-kininogéne) PréAlb : préalbumine

IV.1. Lesanti-inflammatoires
UnantiA Y FE I YYIF G2ANB Said dzy YSRAOFYSyli

maladies qui en résultent.

RSAGAYS
RQdzy 3 Ndobtul8s cirfiqueslestinées a traiter une réaction inflammatoire et les

Ces médicaments ont des struods chimiques trés variées. Toutefois, ils présentent des

caractéres communs :

-Sur le plan pharmacologigue Tous les andiinflammatoires,inhibent la synthése des

prostaglandines.

-Sur le plan activité lls possedent, en plus de leurs activités amiiammatoires, des effets

analgésiques et antipyrétiques.

-ur le plan chimique: lls présentent des fonctions acides ou des caractéres acides.
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IV.1.1.Les antinflammatoires non stéroidiens
/| QSadG wmycn [jdzS tQFOARS alfAoOefAljdzS SarAd ae
dans le traitement du rhumatisme articulaire aigu. en 1946 sont découvégtepouvoirs
anti-inflammatoiresRS | LIKSyeéfodzil T 2yST O8d 1M6aCeRS Q.
molécules ouvrent la voie de la classe thérapeutique desiaffidimmatoires non stéroidiens
(AINS), ainsi dénommés de par leurs propriétés-anfi¥ € | YYIF §2ANBa& &l ya | ¢
stéroides, a la différence des glucocorticoides.
Les AINSgissent tous en inhibant une enzyme membranaire, la egeli@énase (COX).
[ QA VKAOAGAZ2Y RS OSGGS SylevyS LINI £Sa !'Lb{ S
des prostaglandines E2 et 12, médiateurs importants des phénomeénes inflammatoires. Mais
f BAYAGAZ2Y RS O0Sa LINRadl ItFryRAYSa FAyaAr |jdsS
rend compte des effets indésirables potentiels de la plupart des AINS

Diminution de la protection de la muqueuse gastro/ 1 Sa G Ayl £ S oNBalLRya
gastroduodSy I dzE0 S RAYAydziAzy RS £ QFANBIIFOAL A
augmentation du risque hémorragique).
9y mMddbnI fQSIdALIS RS bSSRfSYlIYy Y2okgsldhset QSEA 3
la COXL, constitutive, et la COX X Ay R dzO (i Aiah fdés certnifsdniécarhisthiesOpio
inflammatoires. Moins de 10 ans plus tard apparaissaient les premiersndathmatoires
dits anttCOX2 sélectifs, respectant la Ca NBRdzA al yi f Sa NRAR Al dzSa F
AINS «classiques(Noirezet al., 2000.

IV.1.2Les antileucotriénes.

Leur développement est directement lié a la mise en évidence du rble de ces médiateurs
dans linflammation. En effet, ils ont un réle important sur le recrutement des cellules de
l'inflammation (LT B4 surtout) et sur la vasodilatation et I'extravasation plasmatique au site
de linflammation (LTC4,D4 et E4). Au niveau des bronches, ils ast an effet de
stimulation des sécrétions et ce sont de puissants bronchodilatateurs. Leleardtrienes
actuellement utilisés en clinique agissent en bloquant les récepteurs cellulaires des cysteinyl
leucotrienes (LTC4, D4 et E4). lIs sont indiqués ¢ traitement de fond de I'asthme ou ils

ont une action complémentaire des corticoides inhalés. D'autre voie de blocage, par
inhibition de la synthese, sont a l'essai ainsi que le développement d'inhibiteurs spécifiques
du LTB4 qui pourraient étre utge dans d'autres pathologies ou les polynucléaires
neutrophiles sont impliqués.

IV.13.Les inhibiteurs des cytokines proflammatoires

lls sont directement issus des progrés des connaissances quant au réle de différentes
cytokines ditegpro-inflammatoires, en particulier du TNFS i RB Lek Mdléfules utiles

au blocage de ces cytokines sont essentiellement représentées par des anticorps
monoclonaux ou des protéines recombinantes.
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w !'YGAO2NLIA Y2y 2 0f 2sgurd) andT KR Yudrflikirabz&RénticKd2®). M1S
aQF3aAd RQdzy | yiAO2NlLla Y2 b @ibskayd ld TNEalehgage sus R S
son récepteur a la surface des cellules. Il est administré en perfusion.

w WSOSLIiSdzNJ a2fdzofS FdzLEb@ QR &A O (I ROEANBSILINE 6 $
NBEOSLIiSdzNJ LJrp Rdz ¢bC 2dz NBOSLIiSdzNJ RS (&L L
protéine chimérique associant deux domaines de liaison extracellulaire du récepteur Il
KdzYFAY Fdz ¢bC S dzffiumBreYilest ¢apabl€ de fixerSe TNBtLUed D m

TNFE . Il est administré par voie sowsitanée.

w WEMNBO2YOoAY!l yiSad dst@dmmérgakisk sodsiieSndrlde ASakirfra®L [ m
Son injection sou® dzii  YSS 1jdz2 G ARASYYS 19&NIA Q& LIGRRANA 1) 915 dz
AY KA O A UGS dzNIL Ry I'anatkelNdS inhibeRI8s répdhses induites par-1lin vitro, y

compris la production de monoxyde d'azote et de prostaglandine E2 et/ou celle de
collagénase par les cellules synoviales, les fibrotdasttées chondrocytes.

IV.2.Activité anti-inflammatoire des sapomsides

[ QSEAaGSYyO0S RYTaddzorark igAMNB BEAN O2yydzS RS (I NB-
fl FAY Rdz LINBYASN) a4A80fS RS y20NB §NB | dzQ«
antalgiques des feuilles de sa@eparmi les catégories des astiflammatoires, on retrouve

egalement les aniinflammatoires dits «aturels», formés par plusieurs goupes chimiques

dont lessaponosidesEn effet, de activitésanti-inflammatoires des saponosides, ont été

signalées dans plusieurs re@s comme celles citées par EI Beyrouthyen 2008 ( El
Beyrouthyet al.,2008)et par Lattanzion en 201( Dall'Acquaet al, 2010 Lattanzio et al.

2011).

Lessaporosides2 YU Tl AG € Q2062S0 RS LJ dzi A SdzNR cbilS OK S ND
certains forment le point de départ pour la sensynthése de médicaments stéroidiens
(Soligna¢ 2004). Beaucoup ont des propriétés pharmacologiquets sont utilisées en

LK@ G20KSNI LIAS S RI Ysssont stupgbritézae e lep@iriciyadxi A lj dzS
constituants de nombreux médicaments de plantes et des médicaments traditionfsels.

sont considérés comme responsables de nombespropriétés pharmacologique (Estrada

et al,, 2000). Liu et Henkel (2002) considerent $aporosideset polyphénols comme étant

les principaux ingrédients traditionfeedans les médicaments chinails,sont responsables

de la plupart des effets biologiqgues obsésv Par exemple, la racirge ginseng (Panax

ginseng CAMeyer, Araliaceae) est I'un daeeades des plus importants dans les médecines
orientales traditionnelles et il est maintenant utilisé dans le monde entier (Fuktdd., e

2000) Lessaporosides constiuent les principaux constituants actifs du ginseng.

Le genre Bupleurum est officiellement inscrit dans les pharmacopées chinoises et
japonaises, les plantes appartenant au genre, sont utilisées dans les médecines
traditionnelles asiatiques pour traitered affections différentes. Les racines séches de
Bupleurum fruticescend. (Apiaceae) sont traditionnellement utilisées pour traiter les
troubles associés a l'inflammationes @ y & G A (1 dzI y i & lABuin/cAinéns&.Bon f QS & L
et Allium macrostemonBunge (alliacées) sont la source principalein médicament
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traditionnelle chinoise " Xiebai " qui utilisé comme un traitement pour la douleur de la
poitrine, sténocardie, I'asthmeces constitutants se sont révélé étre deporosides(Baba

et al, 2000). La plupart desaponbsidesont des propriétés hémolytiques et sont toxiques

ou antrinflammatoires(Sparget al.,, 2004).

DSdzE GNRGSNLISYyS&as  Q230ykrBxgursalipNg dhtehupdp@rtr 8ai QF C
f QS adgaBSnia Bancoensistestés in vivo pour [ QI O A-@okideive letyainth
inflammatoire ont montrées des effetdrés significatifs(Tapondjou etal., 2003). Deux
saporosides isolés par Moharram etl. (2007) a partir des feuilles deracaena ombetont

montré des activités analgédigs et antiinflammatoires significative€Shen et al., 2014, a

la dose 30 mg/kg

LQ S E ihexdridué de Bursera simarubgl.) Sargamontré un effet antiinflammatoire sur
fQAYTFELYYFGAZ2Y AYRdzA OGS DelixidctionS onOrhoNtiurie fogey | vy S C
activité antiinflammatoire, comparable a celle de la phénylbutazone médicament de
référence.] Sa& & (i S NISthadamyritelont étd iSbés et caractérisés a partir de ces
fractions, ce qui suggere que ces composes bioactifs um effet antiinflammatoire

(Carretero et al., 2008).

Le genrelLigustrum représente des especes de plantes utilisées par les médecins chinois

LJ2 dzZNJ LINBQDGSY AN SG 3IFdzSNAN) f UKSLI GAGS SdG f1 oN
RQdzy S pByibdzmisue et pharmacologiquelifustrum lucidum Ait. (LL)jigustrum

pricei Hayata (LP3t Ligustrum sinensikour. (LS)afin d'évaluer leur effets analgésicié
anti-inflammatoires sur la nociceptivité induite chimiquement par la carragénine (desz

rongeurs) [ QS E G NJ A (i LigStrurh MpScai LH&yat&(LP)  NB RpmicliemehtQ
abdominalo f Sdz RQ9 @I yas Ol dza SaORIREBJ t § L2 A4 BIR QK & &K tzO
et le nitroprussiate de sodium. Le cemniu triterpénique, des troisde Ligustrum sppa été

mesurée par HPLC, la plus forte teneurheamyrine, I'acide bétulinique et lupeol, ont été

NB G NR dz@S & RI hgastruim erisdr Hayatah () CREi suggére que ces trois
triterpénes sont responsables dactivité anti-inflammatoire(Wu et al., 2011).
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PARTIE ITRAVAUX PERSONNELS
PHYTOCHIMIQUES
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CHAPITRE MATERIEL ET METHEID

[.1. ISOLEIENT ET PURIFICATION DE SAPONOSIDERARNIRDE[ Q9 { tcy@lan®en
africanumBoisson EReuter

l.1.1.Matériel végétal

Dans notre étuded plante deC.africanunBoiss. &Reuter (partie racinaire) a été collectée a
Constantine, en Algérie sur les rochers de Oued du Rumel au mois de Mai 2008, les
spécimens ont été identifiés par le Professeur Debellaire, qui apparéidatfaculté de
Chimie, Universit®gi Mokhtar Annala. Un voucher est attriliiau spécimen d€yclamen
africanumimmatricule LOST @¥b08 répértorié au laboratoire d'Obtention des substances
therapeutiques a l'université de Constantithe

1.1.2.Méthodes

1.1.2.1 Extraction des métabolites second&is

[ QS E (i Ntdipariryu matériel végétal sec (racine) est réalisée a chaud en utilisant

dzy' S aztdziazy RQSEGNI OG0 A 230). Apds décsniatioh yep f ]
refroidissement,le mélangeS & (i T A f (i NBéthadlique e3tSéivapdvd: 3\ deCette

extraction conduit a un extrait brut constitué de plusieurs catégories de composés
OKAYAljdzSasz it yll REEII QODOPEG ARBY Studddlds A y (0 S
saponosides recherchés, mélalsgévec touts sortes de métabolites secomires tels que

les polyphénols, tanils &l OOKIF NARSa SG FdziNBad [ S NBYRSY
gr/5Kg soit 6.9%

Pour chaque plante choisjgour une étude phytochimiqud, @1 y i RQSy Gl YSNJ f Sa
couteuses sur um grande quantité, on réalise un screenioig unrepérage sumne petite

j dzt y G A G S nietBandliqu& poiirNal reclierche des saponosides) appliquantune
chromatographie sur couche mince (CCM) de quelques gouttes de cet extrait , on obtient un

profii CCM en phase normale dans un solvant EMaOHH,O (60:32:7) ,qui serarévélé

dansune solution de vanilline a 3% profil chromatographique riche en saponosides
caractérisera par une succession de bandes violettes a fushi2gfig
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FigureN°28: Plaque chromatographique sur couche mince aprés révélation a la vaniline 2%
dessaponosides d€yclamen africanum

l.1.2.2 Fractionnement et sépration des métabolites secondaires

Pour le fractionnement, la séparation grossiere des saponosides, un protocole adapté a la
planteestNB I f A4S | dz aSAYy Rdz f | 02 KektrdigngthaBdliqud delLJt A |j dzS
f QS &Cyslandn africanuniBoiss & ReuterBy @dzS R QR énAes Savdposey LI
recherchés.Nous avons eu recours a quelquéschniques de chromatographigyour
pouvoirisoler lessaponosides qui se réesument aux étapes du schéma suivant

[ QSEG NI A G Y 8ridstlsqusis d upatiz8matpgnaphie liquidesousvide (VLC) sur
AATAOS Sy LKIAS y2N¥I S MDSDO)(ZF23DHDBABFY & R QS
voir annexe. Au terme de la manipulation dix (10) fractions sont obtenues puis réunies et
fractionnées en deux lots (N°1, N°2) selon leurs pr&@@i®M. La VLC sur gel de s#ingphase
Y2NXIFES | L}2dzNJ 6dzi RQSEAYAYSNI £tSa GlFlyAyao |
Ri=20,7% et & 56.2%.

Cyclamen africanum
10 gr extrait
Méthanolique (70 :30)

U

VLC (silice normale), ©=6 ;
H=6,5 cm ;
((70:23 :4) ;(60:32 :7) ;
(0:100 :0)) x 400 ml.

Obtention de
10 fractions

SchémaN°3: Extraction des saponosides.
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Slon le profil Chromatographique le lot N °1 est soumis une deuxiéme fois a une
chromatographie liquidesous vide(VLC), sur gel silice en phase inverse RP 18, avec un

AN RASYd RQS:DJAMKkIBO A DGO DN voir annexe, elle a pour objectif

dQSt A YA Y S NS If {StaQeta8tyaiiads A la fin de ces étage £ QSEGNI A G 20
constitué préférentiellement de saponosides.

1.1.2.3Isolement et purification des saponosides déyclamen africanum

[ @I&érdentet la purification sont réalisés, grace a une série de chromatografiigdes a

moyen pression (MPLC) sur gel de silice en phase m@rbghase inverse RP18 (Schéma

N°g.[ S LI dza 3INI YR y2YONB RS paRPMCIRU @bde dilideeh Sa >
phase inverse RP 18, qui a offert une meilleure séparation. Les produits obtenus sont pesés

F2 N*16N° 3 issues de (70 ::23 :4). F2 N4 GN° 10 issues de (60:32:7 );(0: 100:0)

5,62 gr (aspect boueux) trés chargé
en sucre en CCM de Contrdle

VLC en pnase ‘mverse (RF1E), =6, H=65¢(m;
(H20 : MeOH)=((100:0) ;(50 :50) :(0 :100 )) x 400 ml.

Fraction (H20: MeOH) Fraction (H20: MeOH)

_((to00)860mg.*

f 1
4xMPLC sur silice en phse invers (RP18) 4xMPLC sur silice en phase inverse(RP18)+ MPLC sur silice normale

e
l !
‘CCMdecontrﬁle(ﬂbepa'mbe) ' ‘CCMdecomréle(ﬂbcpm'tube) i

1 saponosides

isnles

Lyophilisation des fractions et pesée ' Lyophilisation des fractions et pesée '

Schéma N°4Fractionnenent, séparationet isolement,des saponosides de Q S E (i
YSUKEF y2f Al d&Scldén afri@®uilLIs OS
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avart et aprés étre lyophiliséen poudre blanchatre ce qui est caractérisiqgue des
saponosides.Cette poudre est analysée structuralement par résonnance magnétique
nucléaire monodimensionnelle et multidimensionnellomonucléaire et hétéronucléaire
(RMNH, *C,DEPT, HSQC, HMBC, COSY, TOCSYY)N#bEpectroscopie de mas$tRES!
MS;FAB, FAB).
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.2.Isolement et purification de saponosides dartir de f Q S & Zydfoih@Blum cornutum
Cosson

1.2.1.Matériel végétal

[ I LI I yGS Sy {izkgdpig@lumR&nuttinfiGoasldF@ Sollectée a Tolga, en
Algérie au mois de Mar2008 et l'identification botanique s'est faite par le professeur
Debellaire, département de chimie, faculté Baji Mokhtar de ANNABA. Un voucher
représentant le spécimen au numéro LOST 03/05 est stocké @amkpartement de
phytochimie, université de Constantine 1 (Algérie).

|.2.2.Méthodes

Elles consistat a extraire lessaponosides préseatdans notre plante, en faisant appel aux
différentes techniques dehytochimie extractiveBlesa S 0 | a S §inité studnvalet QI F
de cesmolécules avec des solvants possédant différentes polarités, et ceci est réalisé par des
chromatogaphies sur différents supports{ I OKI y i 1ljdz8 t QSEGNI OlAzy
catégoriesde composésnous avons ciblé, la famille slesaponosides contenus dans la
plante.

1.2.2.1Extraction des métablites secondaires

Cette étape consiste @xtraire a partir de la plante entiére séchée et broyée au moyen d'un
solvant polaire (Méthanol: H20, 70:30), les biomolécules dites métabolites secondaires
présentes dans cette plante. L'extraction se fait a chaud, aprées refroidissement le mélange
est filtré et évaporé a sec.

Le rendement obtenu au terme de cette opération est le rappnitre le poids de départ du
matériel végétal broyeé sec 3.8 kg et le poids de la fraction méthanolique obtenue évaporée a
sec 209 gr.

Rendement = R 209 X 1008008= 6.94%
R=6.94%

1.2.2.2.Fractionnement et séparationad saponosides

Dans cette étape et par rapport a lI'espéce précédente nous avons rencontré quelques
difficultés quant a la séparation des différentes métabolites secondaitefaildu mélange

des différens constituants de la plantes (feuilles, tige,in@s), |'opération s'est trouvée
compliquée par la présence de beaucoup de tanins et de polyphénols, qui étaient présents
pratiguement dans toutes les fractions et a toutes les étapes.

10 gr de I'extrait méthanolique ont subit une VLC sur gel de siligghase normale avec un
gradient d'élution (CH&MeOHH,O, 70:23:4 a 0:100:0 (voir annexe), donnant ainsi 10
fractions de F1 jusqu'a F1Bn se basant sur les profils chromatographiques obtenus lors des
contrbles, les fractions, sont regroupées selon seprofils ressemblants.
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1.2.2.3 Isolement et purification des saponosides decornutum

Deux fractions distinctes sont obtenues aprés regroupement : la fraction 1 qui comprend les
fractions de F1 jusqu'a F5 est retenue et pese 2.7gr. Elle subira par la suite une série de
chromatographies sous haute pression MPLC, sur gel de silice en phase normale et en phase
inverse pour donner les composég,3,4,5. La fraction 6 de la VE@eOH (640mg)ssue de

la séparation, quand elle donnera deux composéet 7 (Schéma 5)

Les sept (07) produits isolés, sont lyophilisés et agalgar spectroscopiede masseRMN

1D-2D.

10 gr D'extrait méthanolique de

Zygophylim
Fraction Fr.aFr.5 (2.7 gr) Fraction fr.6 (640mg)
MPLC MPLC
Composés Composés Composés
1.2 et3. 4ets 6et7

Schéma N°5Fractionnement, séparation et isolement, des saponosépartirRS QS E (i NI A
YSOUKIFy2ft Al d&goph@llunt carSlumiss® S
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CHAPITRE RESULTATS ET DISCUSSIONS

[I.1.ELUCIDATION STRUCRLEEDES SAPONOSIDES DE L'ESBEREerafricanun

(Boiss Et Reutej

La détermination structurale des saponosides@elamen africanuma été réalisée sur les

dérivés natifs purifiés. Elle repose sur les méthodes spectroscopiques1RMERD, qui
Oz2zyaraisSyid Sy f Qo vH F@ BEPT, RSQC, HMBIS COSNFACSW ANDESY)
combinéesa la spectroscopie de masse (HHBIMS;FAB, FAB). Ces méthodes permettent

de déterminer une structure complexe sans avoir recours aux hydrolyses partielles et/ou
dérivatisation.

La déermination stdzO G dzNJ £ S RQdzy &l LRy 2aARSI NBLI2Z&S &da
-De la génine (RMM ; **C, DEPT, RMRD)

-Des sucres (COSY, TOCSY, NOESY, HSQC, HMBC)

-Le séquencage des sucres (HMBC, NOESY)

1S aAGS RS FAEFIGAZ2Y RSa &adzONB&a adzaNJ f QF 3t &0z

[l.1.1.Déermination structurale du composé 1

Aprés analyse et calcul des données spectrales, les spectredBRIN LISNX SG0Sy i RQ:
RANBOGSYSyd I aiNYzOlG didacch&ifiqupadordparaiordesS S €
déplacements chimiques des protons et des carbones. En effet il existe dans la littérature

des données issues de travaux antérieurs, qui confirment et confortent ou pas, les résultats
obtenus lors de cette étude.

Dans notre démarchezhdza | @2y a OK2A&A RS RAGAASNI f QAY (S
en deux parties, une partie génine et une partie osidique pour tous les composeés, sauf pour

le composé (3) qui ne présente pas le méme aglycone.

[1.1.1.1Spectrométrie de masse

Le spetre de masse obtenu eRlRESIMS en modepositif du composél révele un ion
pseudomdéculaire & m/z 1081.5201[M+Na]. Le spectre obtenu en FABS en mode
négatif montreun ion pseudomtéculairea m/z 1057 [M-H] (fig.30), suggérant une masse
moléculaire de 1058 , corréspondant a une formule bruteSgels, 0.,

132 S0

aso za7 | sa7

Figure N° 30 Spectre de masse en source FAB en mode nélyktif] du composél.
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La fragmentatiordonne des ions observésna’z 925[M-H -132]-, 763[M-H -132-162]-, 601
[M-H-132-162-162]", 469 [M-H-132-162-162-132" correspondant a la perte de deux
pentosyles et de deux hexosygavec au moins un pentosyle en position terminale.

Tableau N17. Déplacements chimiques en RMM(600 MHz) et RMN? C (150 MHz), dans
la partie aglycone du compodérelevés @ | LIdsBex@périences RMNMDet -2D.
(4 en ppm,Jen Hz)GDsN.

Position Composé 1

é (H) 6 (C)
CH; (1) 0.74, 1.48 38.8
CH;(2) 1.76, 1.92 26.2
H-C(3) 3.08-3.12(m) 89.0
C (4) - 39.1
H-C(5) 0.57(d, J=9.5) 55.0
CH; (6) 1.25 (d, /=9.2), 17.0
CH; (7) nd, nd 334
C (8) - 43.0
H-C(9) 1.02 49.9
C (10) - 36.3
CH(11) 1.13 18.3
CH(12) 1.52,1.94 31.2
C (13) - 86.0
C (14) - 49.5
CH,(15) 1.91(nd) 45.4
C (1e) - 212.4
Cc (17) - 54.9
H-C(18) |1.78 55.6
CH(19) nd, nd 335
C (20) - 47.8
CH;(21) |1.80, 1.96-1.98 (m) 29.5
CH;(22) 33.2
Me (23) 1.12 (s) 27.3
Me (24) 1.00 (s) 16.0
Me (25) [0.70(s) 15.5
Me (26) |[1.18(s) 18.0
Me (27) 1.04 (s 21.9
CH,-0-(28)(3.30 (d, J=,8.0), 3.82(d,J=8.0) 74.3
CHO (29) |9.56 (s) 207.1
Me (30) |(0.86(s) 23.3
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11.1.1.2 Spectrométrie @ RMN
11.L1.1.21. Partie génine
*SpectresRMNH

18

i U1
5
—, 1

~§, 01
_ 60

FigureN° 31: Aggrandissement de la zone1(® ppm du pectre RMNH du composéL.

Le spectre de RMMH (fig.3) révélela présene de signauxcarctéristiquesqui sont:

Sixfins singuletsa 1y 0.70, 0.86 1.00, 1.05, 1.12, 1.18prrespondant ausignauxdes Six
groupements méthyle M23, Me 24, Me 25,Me 26,Me 27,Me 30.

Un massif de protos résonnants entre 0.57 €96 ppm correspondant aux groupements
CH et CHdes cing cycles tableau (IN).

''y'S  LJ A NB géRifauxic@r¥spondant auk28,a4 4 3.30 (d,J= 8.0 Hz) eh 3.82 (d

J = 8.0 Hz)déblindé du fait de leur pason sur le carbone @8 correspondant a un
oxymeéthylene, ce qui confirme les suggestions relatives au déblindagel@uaC. 86.0
ppm.

Le proton Ho -dxial résonnané 2 dza F 2 NI S (R30831@zppinA(talt 1B G
LeprotonHH b-F EA L £ NBA2Y Yl Vi & 2a28560p2)N¥ES poRitn esth y 3 dzf ¢
déblinde Rdz Tl Al RS fgroupdded adiéhydd Sur IR Q2 c 207.1 ppm
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*Spectres*C etDEPT

Les spectres de RMINC, affichent 52 signax correspondant aux atomes de carbones, dont
30sontathNh 6 dzS & | le feSi¢apparier@t WaSchaine osidiquéfig. 32) Les signaux
caractéristiques suivants sont obsenasc 15.5 (EG-25), 16.0 (65-24), 18.0 CHs-26), 21.9
(GH:-27), 23.3 (Hz-30), 27.3 (Hs-23) et réveélent la présence de six signaux de groupements
méthyles tertiaires, caractéristiques diguelette triterpénique de type oleanane.

l

| {
I !
' ey
roo a0 160 rav0 Lo 100 ne © o ad o o

Figure N° 32 SpectreRMN**Cet DEPHu composél (partie aglycone).

Unensemble decarbones résonnar y (i NIB.0 et 55.6 ppm attribuable aux CEH, et C
guaternaires.

Le signal quaternaire duG3, déblindé aic 89.0 ppm, traduisant une substitution a cet

endroit.

Le signal quaternaire du13 al c86.0 aulieu de at c142 ppm; présent dans un oleanane

Of FaaAljdzS3 (NI RdzA (tioh par unddidmans.y OS RQdzyS adzadAad
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Le signal quaternaire duG-16 déblindéa 1c 212.4 du fait dela présence de la fonction
cétone

Le signal quaternaire duG29 déblindé atc 207.1 du fait dela présence de la fonction

aldéhyde.

* SpectresHSQC

Les spectres HSQ@ermettent par f QF yI f 848 RS& O2NNBILd (A2ya
RQFGGNROAZSNI £ Sa RSLIX I OSY SfigureiN38) KtxesINRIZBH)Y R Sat C
grace aux corrélations obsérvégsi sont reportées sur le tableau A°

Phats | F2 l ’
phase j ( ppm )‘
2¢ /C5 \
0.6 - T +
) \ H25/C25
- N 0 ‘ Q
- 5 ‘ (3]
) o-e] 1 = (o4 R H?,P_%cao
—— | : '
> | 27/C21 o
_ | H27
S 9 5 : ‘
— | @ | a g | H2a/c24
i l H9/C9 ; ﬂ y l
T 12 H237C23 1 Hz;/c‘z%,
\g 9 % H6/C6
i :
5 | | Sver o| H2/CR2
1.6 +
1 HfL2/C12
/ f ; . ()
2 - | ]
DI BT o I I H2/C2
A | 2
< ! @ | 0]
S o [ O i'\i
} 2.0 H15/C15 et
_g 2.2 -
55 50 45 40 35 30 2‘5 20 15

F1 (ppm)

Figure N33: Spectre HSQC aiwmposél (partie aglycone).

* SpectresHMBC

[ QSELISNASYOS 1 a./ lijdzA @A &dzZ £t A4S t S&dew®et dzLJ | I &
atrois liaisonsC hic*had = LISNXY SO f QLI GGNAG6dziA2y RS& YSiKea
Dans cette expérience, les protons des méthyles corrélent au maximum avec quatre
carbones constituant le socle de la base carbonée qui le [§tigi@4).
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95 g0 85 80 75 70 65
F1 (ppm)

Figure N34 : Spectre HMBC deomposél (partie aglyconeMe N° = méthyle numéro)

Les protons desnéthyles Chi23 aiy 1.12 et CH-24 a 14 1.00 se distinguent par leurs
corrélations avec le carbone3a{c89.0connu etles carbones @ aic 39.1 et G5 aic

55.0 Lescarbones desnéthylesCH-23a1y 1.12et CH-24 a4 4 1.00sontdésigné gracea

fl RAFFSNBYOS RS RSLI I OSYSyd OKA-¥3heldiz36.0j dzA
ppmpourle@ns G2dzi OSOA &aQSE Li-élpuekle fud24®tlasal RS

valeur relativement blindée par rapport auHCo 0 &l -axiale @ea Wnd &akur plus
déblindée(Mahato, 199).
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CH3

Figure N35: Corrélations en“Jic *Jic “Jic des protons des méthyles 23 et 24 dans la
géninedu composél.

Les protonglu méthyle €k-25a+1 4 0.70corrélent avec les carbones connud €4 .38.8 G

5a1.55.0 G9al. 49.9et le arbone quaternaire €0 at ;. 36.3 fig. 34 et fy.3H).

Les protongdu méthyle €i;-261 4 a 1.18corrélent avec les carbones®a{.33.4 G8ai.

43.0 G91. a49.9 et C14 ai. 49.5 (Fig36, tabl7). Ceci est en bon agrément avec les

valeurs reportées dans la littérature dé QI 3t @ 02y S RS (HotchaiQ@® et YA ISy
(Reznicek et 311989.

Les protonglu méthyle €k-27aty 1.04,corrélent avec les carbones8a+ :43.0 G1l3ai.

86.0, G14 a4 1.49.5 et C15 at 445.4 (fig36).

CH,

/(\25 \

Figure N36: Corrélations enfJic *Jic des protons des méthyles GB5, CH-26 et CH27
ducomposél .

Les protonsdu méthyle €L-30aty 0.86correlent avec les carbones2Da+i. 47.8 G19a

1. 33.5etG21lai. 29.1 le CH-30Sy LJ2 Zaxiale\a2. £3.3'ppm (Fi®3), ladistinction

entre les carbones-20 quaternaireetCHH M S &0 NBI £ A & SSCletHS@ A RS R
Les protons du méthyle G29 sont oxydés en aldéhyda{y 9.56. La position axiale ou
équatoriale du groupement aldéhyde est déterminée par la valdu carbone €9
déblindéea+ . 207.1 ppm

Dans cette expérience le protontba iy 1.91correle avec le carbone-16, qui se trouve

déblindéa {;HMH ®n LIIYSE 2E&RS LI NJ I Liygxm By OS R
comparaison des valeurs degplacements chimiques desrbones G17a1.54.9 Gl6ai.

212.4 G15a1.45.4 Gl4ai.49.5 sont en accord avec celles de la littératgvayli et al.

1998).
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FigureN°37: Corrélations erfJic *Ji.c “Jic des protons du méthyle GH0du composél .

A partir des carbonesC5a+.45.4et G21aic 29.1ppnE f Ql yI fteasS RS t QSE
LIS NJ¥ S iibud? Rurdipiiotons respectifse qui permettra par la suite de retrouver dans

f QS E LIS NX I&sypi@tBns manguants (FRER).

La méme démarche estuivie pour lescarbones @, G21 ce qui permeR QI { & NRA 6 dzS NJ
protons B-2, H-21 tab.20 = adzNJ f S& a LFy) (GheBadtributoBs sérapti { v /
O2y FTANNSSE LI N. §iC&E diSriere Sy P&Ssede tpds, un bon rapport
signal/bruit, tous les protons de la génine ne peuvétre attribués Dans ce cason

détermine les déplacements chimiques des carbones sspéetreHSQC en corrélant avec

les protons correspondartte la méme expérience.

*SpectresRMN- COSY

A partir des protons caractérisés et identifiés précédemment sursiesctres desdeux
SELISNASYOSa 1 {v/ SG la./l32 fQSELISNASYOS [/ h{
chimiques despid2 ya I t A LIKI ( Adedz$éninek quidey @gleNyBnarale2ng sont

pas analysables sur le spectre de RIMNFig38).

Seront identh TASS&a 3ANNOS | dzE O2NNBf | GA2ya adzNJ f Sa
suivants:

Les protons H2 a1y 1.76 et 1.92ppm entre eux eta partir de leur corrélation avec le

proton vicinal H3a1 4 3.083.12 ppm

Les deux protons vicinauxHla{ 40.74 et 1.48ppmentre eux eta partir de leur corrélation

avecle proton H2a' y1.76et 1.92 ppm
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Figure N38: SpectreCOSYu composél (partie aglycong

* SpectresNOESY

La stéréochimie des carbones asymétriques dans la gélnimemposél est déterminée pr
fQrylrfeasS RSa OFftSdz2NE RSa O2yadslRMN'BatdRS 02 dz
effets NOESWisualisant les couplageipolaires entref Sa LINR (2 Yy & espid® OK S &
(spectre NOESY)

[ I & S NXagiaherdd P8 esEcorfirmée par les effets n@mtre les protons

-H3a143.083.12/ H5a+y 0.57 ppm.

-H3a143.083.12/CH-23a 1y 1.12 ppm(fig.39).

[ Q2 NA S yaxidle @k gptyh Hi18, est confirmée par lesffetsnOelj dzZQA f LINB A Sy (S
proton H12a4141.52 et 1.94 ppm

La distinction entre les protons des méthyless&3@a+y 0.86et CH-29a14 9.56a QSad Tl A {
LI NJ £ QI ylrfteasS RS& STTFSia 30hvec lespratéhdldndy LI2 dzNJ
1.80 H22 a1y 1.92 ppmet les protons du méhyle CH-27 atpymdnn  LILIY Sy L2 aa
axiale. (Fig. 10 et )1
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Figure N39: Leseffets nOe observésur les spectres NOESY composél

*Conclusionpartie aglycone)

[ QFylfeadaS RSa R2yySSa RS wab wm5 S w512y d LIS
est la Cyclamigenin B, auparavant isoléeGyelamen europaeufDbORCHAL968), Ardisia

gigantifolia (Gonget al., 2010)et Ardisia mamillata(Huanget al.,2003) Nos valeurs de
déplacement chimiques sont en bonne concordance avec celles rapportées dans les
publications précedemment citées.

[1.1.1.22 Partie osidique

Tousles composés ont présge la méme structure osidigyde méme enchainement de

sucres (avec plusu moins un acide dicrotaligdeetle mémea A S RS TFAEIEGAZ2Y ¢t
G3.DeceFl Al f QAYOISNILINBOFGAZ2Y aQSad ddNRdzwSS FI O
spectres de RMND et-2D des différents composés entres eux.
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11.1.1.22.1.Détermination du nombre et de la nature des sucres
Le spectre RMNH montre les signaux de quatre protons anomériques résonnsois
forme de doubletd et dedd , 414 5.38 (d,J= 8.0 Hz), 4.86 (d=7.6 Hz), 4.82 (dF= 8.6Hz),
4.72 (d,J 5.9Hz)donnant des corrélations sur le spectre HS@@ec les carbonea 1 ¢
103.8, 103.4, 106.8 €i04.2 respectivement.(tald8.,fig. 40 et 47 .

[ QS @I f dzboliplagesspinR@niet des valeurs dedéplacemens chimiques révélés sur
les spectresde RMN2D, pemet RQ ¥ B § T A S-yllicopBaimsyl Glc | et Glc )j uni -

xylopyranosy(Xyl)S { -arabinopyranosyl (Ara).

7.6 Hz)

4.86(d, J

8.0Hz

538(d,J

—t—

Figure N40: SpectreRMN'H des protons anomériquesi composél.
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Tableau N18. Déplacements chimiques en RNMM(600 MHz) et RMN C (150 MHz), dans
le GDsN de lapartie osidique (glycone) doomposésl, NB f S @S des ex@ridnieSRMVN
-1Det 2D.(* en ppm,Jen Hz)

Position Composel
L (H) L(C)
3-O-Sucre

Ara
H-C(1) 4.72(d, J=5.9 104.2
H-C(2) 4.43 78.8
H-C(3) 4.22 72.9
H-C(4) 4.20 78.2
CH(5) 4.600rd,*¥10.4),3.72 64.0
Glc |
H-C(1) 5.38(d,J=8.0 103.8
H-C(2) 3.97¢) 75.5
H-C(3) 4.16 76.2
H-C(4) 4.04 71.5
H-C(5 3.96 77.2
CH(6) 4.46,4.24 . 62.2
Glcll
H-C(1) 4.86d, J=7.p 103.4
H-C(2) 3.77 €, J=8.% 84.2
H-C(3) 4.10 76.5
H-C(4) 4.05@dd, J=8.5, 8)3 715
H-C(5) 4.22 77.0
CH(6) 4.34d,J=1@)4.17 61.9
Xyl
H-C(1) 4.82(d, J=8.% 106.8
H-C(2) 3.90 75.5
H-C(3) 4.00 76.8
H-C(4) 4.03 70.3
CH(5) 4.47,3.68 66.9
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Figure N41: Spectre QCIu composél (Zone des anomergs

La orientationi du proton anomériqgue des deux glucose$s du xylose, ainsi que
f2ONA Sy O IRAZA ARG 2y |y 2a6i508ER odgSeur RdBme fpydnose, a été
déduite de laconstante de couplageelativement large degrotons anomériquesJE7.6 et
8.6 Hz) (talL8).

La configuration absolue des sucres a étéed@inée D pour Glc, Xyl et L pour Ara par
chromatbgraphie en phase gazeuse (voir partie expérimentale)

11.1.1.222DéteNX¥ Ay I A2y RS t QSYOKIAySYSyidi RSa &dzONB
La valeur du déplacement chimique du carb@Aea C4) déblindé a{ ¢ 78.8 ppm(Ara G2),

suggere une substitutioan cette position.

- une autre valeur déblindéa ¢ 78.2 ppm(Ara G4) laisse suggerer unautre substitution

en G4.

-La valeur du déplacement chimiqueu carbone € déblindéa 1 ¢ 84.2 ppm(Glc Il €),

laisse supposarne substitution en cette position.

87



AYS

'Siz |F2 3
iase (ppmz
2 | s.09
E @ ]
3al
: (o]
3.4+
B ®
3.8:
1 | ale IIH-%C-Z A
=) un
3.8- O
E Glc I H =
B =
] , o
4.0 Xyt H=B 4
1 Gle I1 H-3 C-4 %=
hra 4/.4§ Sk 143/C3 A
] Glc Il H-5/C-5*Ara H-3/C-3 ol
= (=) &{ R
] o &
4.4 =
E e, § ¥ ||¥
] Ara H-2/C=2 N A
. £
4.6 A

Figure N42: Spectre HSQC aiwmposél (Zone des alcookecondaires)

5QF LINB & fSa | yHIQRaHBOfig.82%¢t 48)I8981@xdshBGic |) & xylose
ont une position terminale confirmée par les corrélatiot.c observées sur le spectre
entre:

* |le proton Glc | HLa+ 45.38 ppm (d,=8.0) et leAraG21 -78.8 ppm
* entre le proton Xyl H1 a 14 4.82 ppm (d,J}8.6) et leGlc IIG2 a 1c 84.2 ppm.
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Figure N43: Spectre HMB@u composél.

[ QS E LIS N $iy.43% révétdes corrélations interglycosidiqaerk ¢ suivantes:
- A1y4.72 Ara HL/ 41 89.0 aglycone G
- A1y5.38GIc 1 H1/ a1c78.8 Ara @
- A1p4.86Glc Il H/ a1 :78.2 Ara &
- A1y4.82 XylH/ a1c84.2Glc 1l @
/'S ljdzA | LI&aNéquesclkBQ $ 12 6 A BEdne DOK | NA RS
. @ f-bHOOML D On G & & D-DHO & !0 Nl S Rde fixitisrilelza thdinef S LJ2
osidque en position @ ( Fig34) tableaul8.
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/| SOA | SGS 02y TANYV¥@acddul2 NS EkXsh@es OS bho{ |
-Alyn @1 H O 1/ AL3.1RIL B (Agly)

-Atyp doy DIfaQ4.43Ah B-2)

-Atyn @y ¢ DEaOynldH Al H,MNT 1 b on

-Atyn oy v /@& foddhm DEO L I bH

*SJructure du composél

Au terme des analyses spectrales RN et 2D, la structuredu composél, a été élucidée
comme étant: 0 +O-9 iD-xylopyranosy(1- 2) -D-glucopyranosy(1- 4)wiD-
glucopyranosy(1- 2)J-"-L- arabinopyranosy#l 3,28epoxyoleananrl6-oxo-30-al. Ce
composé rencontré pour la pmiere fois dans le regne végétal a été nomAféocyclamin 1
(Fig44).

29 30
OHC \\\\\\
OH
Glc 1I
HO Q g
HO (@) é (@)
Ara o 27
(@] (o) O
HO HO
S OH g
OH 24 =z
23
e) O
OH
HO
Glc 1 OH

Figure N°44structuredu composél Afrocyclamin ABencharifBetinaet al., 20R)

[1.1.2.Détermination structurale du composé 2

[1.1.2.1Spectrométrie de masse

Le spectre de masse obtenu par éléctronébulisation-H3RIS) en mode positifdu

composé?2, donne un ion pseudomoléculairdfNa] a m/z 1229.6780, ceci suggere la

formule chimique suivante sgHy4O6. Le spectre de masse obtenue par PAB en mode

négatif montre un ion pseudo moléculaifd-H]" a m/z 1205, traduisant une masse
moléculaire de 1206. Les ions fragments suivants a m/z [Ned-144]", a m/z 929[M-H-

144 -132 am/z 767 M-H-144-132-162]", am/z 605 M-H-144 -132-162-162 et am/z
476[M-H-144-132-162-162-137] (fig.45), 02 NNB A LI2ZYRSY G t f QSE AYAY I (7
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(GsH120s), correspondant & un acide et de deux hexosyles et deux pentosyles

 d5p
/\"Jr)’ / A“’"‘~~--.l_llx

| 162
‘ ‘ , / o -»»-6(‘)5 / “ ; 929 | ‘

767

1 12 ‘1»"1
A U ol iR i

ul *.y:‘,‘ i »\l l \‘ L ;

Figure N°45Spectrede masseen source FABRIS en mode négatif
du composé&.

[1.1.2.2 Spectrométrie de RMN

L'identification de I'aglycone repose directement sur I'étude et I'analyse spectralesIRIVIN
-2D et la masse deomposé

[1.L1.2.21. Partie génine

* Spectre RMN'H

Surle spectreRMN!H, les signaux caractéristiques suivants sont repérés

Sixméthyles résonnants en fins singuleds, ; 0.74, 0.86, 1.00, 1.12, 1.1 correspondent
aux déplacements chimiques des protons méthyliqgGe$23, CH-24, CH-25, CH-26, CH-
27, CH-30 reportés sur le tableau NE9 Ces derniers ne montrenpas une variation
significative, pour tous les composeés isolés lorscelte étude (Composés N, 4, 5 voir
tableaux/figures.

Un massif de protons résonnaat! 4 0.62et 1.92 ppm correspndant auxCH et CH- du
triterpene.

Le proton Ho -dxial, résonnant sous forme de multipket ; 3.08-3.15 ppm.

Le proton oléfiniqueH-12a+1 4 5.36 ppm se trouvant d#indé du fait de la double liaison.
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Un proton H16 a4 44.58 ppmporté par un carbone hydroxylé ewtte position.

Un multiplet H18 a1 4 2.42-2.44 ppm Kn) déblindé,du fait de sa position en face du céne
d'anisotropie de l'alool primaire en €28 (tabl19).

Deux pairede protons géminax portés respectivement par leaprotonsoxydés.

-HHYy nbo ®p c 13.650ppm (8,0 11.0 pour les deux protons).

-Hx-2941,3.82 ¢, F 10.4) etay3.92ppm.

* Spectre RMNC

Le spectre RMNC montre 58 sigraux de carbones, dont 30 carbones sont ditrés au
squelette du tritergne, le reste appartenant a la chair@igosaccharidique et a l'acide
dicrotalique.

Des signaux caractéristiques sont observés sur le spectre de I'expéfRvibE>C comme
suit:

Les carboneslesméthyles 25, 26, 2430, 23, 27,résonnantt. ¢0.74, .86, 1.00, 1.12, 1.19,
1.70 respectivement dont deuxéblindés,le carbone des méthyles B3, CH-27, du fait
de leuss positions équatoriales sur le cyclohexane (tab9).

Unensemble de carbones résonnaentre 1 ¢ 18.0 ett ¢ 55.5ppm attribuables aux GHCH
et G quaternaires.

Les carbones éthyligues-12 et GC13 de la double liaisom
respectivementi1 ¢ 124.0 etal ¢ 144.2 ppm (takl9).

Le carbone @6 deéblindé & ¢ 73.0 ppm du fait de la présead'un hydroxyle

Le carbone @8 et G29 résonnantrespectivement a ¢ 69.0 eti ¢ 66.5 ppm, a cause de
I'effet déblindant de leur carbones oxydes.

12.13 trisubstituée, résonnent

*Spectre HSQC

L'expérience HSQ@g.46) permet d'attribuer les dépleements chimiques des carbones)(
a partir des protons, par l'analyse des corrélations hétéronucléalfeobservées sur le
spectre HSQ(Fig46), ce qui a conduit dzE @ | ) KPraiddriées sur le tableau N9
qui sont relatifs aux six méthylegy)/ (0): 1.706)/27.0 CH-27; 1.19§)/27.7 CH-30; 1.12¢)/
27.3 CH23; 1.006)/16.0 M CH-(24); 0.86$)/16.5 CH-(26) et 0.74¢)/15.7 CH-(25).
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Figure N46: SpectreHSQQIu compos&.

Tableau N19. Déplacements chimiques en RMN(600 MHz) et RM&? C (150 MHz), dans
la partie aglycone du compos2 relevés @2 | LIdkEexdpériences RMNDet -2D.(1 en ppm,

Jen Hz)GDsN.

Position Composé 2

S5(H) s(C)
CH, (1) 1.53 (s), 0.76 (s) 38.7
CH1 (2) 1.76,1.92 26.2
H- C(3) 3.08-3.15(m) 89.0
c (4 . 39.2
H- ¢(5) 0.62-0.64 (m) 55.5
CH; (6) 1.34, nd 18.0
CH, (7) nd, nd 32.9
c (8) 40.0
H- ¢(9) 1.56-1.60 ( m) 46.7
c (10) 36.0
CH,(11) 0.96, 1.72 23.6
H- C(12) 5.36 (d, /=8.1) 124.0
c (13) 144.2
c (14) 41.8
CH,(15) nd,nd 33.9
H- Cc(16) 4.58 73.0
c (17) 39.5
H-C(18) 2.40-2.44 (m) 42.0
CH,(19) 2.50-2.54 (m), 1.72 42.7
Cc (20) 35.7
CH; (21) 2.12-2.16(m), 1.74 31.4
CH;(22) 1.52,2.28 27.8
Me (23) 1.12 (s) 27.6
Me (24) 1.00 (s) 16.0
Me (25) 0.74 (s) 15.7
Me (26) 0.86 (s) 16.5
Me (27) 1.70 (s) 27.0
CH,-0-(28) 3.56, 3.65(d, J/=11.0) 69.0
CH;-0-(29) 3.82 (d, /=10.4),3.92 66.5
Me (30) 1.19 (s) 27.7
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* le spectre HMBC

L'expérience HMBQig.47), a révéléles corrélations entre protonst carbones distants de
une aquatre liaisons(dic, *}0), elle permetlattribution des méthyles qui corrélent au
maximum &ec quatre carbones constituat# région ou le support qui les porte.

-Les protons des méthyles €BB aiy1.12 ppm ¢ CH-24 a+y 1.00 sont détectés sur les
spectres HMBC par leurs corrélations, aves carbones connus-& a 1¢ 89.0 G4
quaternaire a ¢ 39.0et le G5 at ¢55.5(fig.47). Leur distinction, se fait grace addférence
de déplacement chimique, des carbones © cR27.6ippm et @i n 6.0l ppm a cause
RS I L[IxidldduGeo/ &G f SdzNJ RSOt Ay R§ustdrialeSdu 2R S
(Valeur blindée).

-Les protonsCH-25a4 4 0.74 ppm,corrélent avec les carbones connud @41 ¢ 38.7, G5a
1c55.5 ppm G9a1l46.7 ppmet le carbone quaternaire-00a+t ¢36.0 ppm

-Les protons CE26 a {4 0.86 corrélent avec les carbones connus@1c 33.2 G8alc
42.3 G9a1c46.7 ppmet G14 (Quaternaire)at 40 (fig.47).

t

1 = & 52 i
—Me24 T-0— ) (= = S
) 2 ; - . o)
~—le-23 —5 — - — i — 3
2 = PEN=EN

~M327 - e o
1.8
2.0
2.2
- T ST | WaEL-r sk | NN NPT M BRI TS
e 90 80 70 60 50 40 30 20
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1—

Figure N47: Spectre HMB@u compose2.
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Les protondu méthyle €-27 a4 1.70 ppmcorrélent avec lesarbones connus-8, G13,

G14 et G15, cette deriére corrélation permet de situde carbone €15.

Le CH29 est oxydé en alcodINR Y I A NB @ -akidle? Ha2dudtalisiedy grdupement

CHOH est déterminée par I© £ Odzf RS&a @It SdzNAR 064/ 0 GKS2NRI«
cas de figures possibles. La substitution par un hydroxyle méne a un effet blindant de 5 ppm

du méthyle adjacent. Les valeurs de références utilisées sont celles des paires de protons
géMINEés onnues.

premiére hypothése CHOH en €0 deuxiéeme hypothéseCHOH en €9
valeurthéoriquel co9est de 28.0+ 5 valeur théoriquel czpest de 32.0+ 5
=24.0 ppm. =27.0 ppm.

D'apres ces résultats et par comparaisix valeurs retrouvéef=ig.4, Tab19), la fonction
CHOH est localisée en positi@h29.

Les carbones-@5 et G21, déja déterminés grace aux corrélations révélées par les protons
des méthyles C#R7 et des protons géminés du29, il est possible d'attribuer a ces
carbones leurs protons sur les spectres B38pectre HSQC).

A partir des protons HS5 et H21, les protons adjacents peuvent étre locadisér les
spectres COSY, qui sont lel6let H22. La méme méthodologie sera suivie pour retrouver
leurs carbonesaspectifs sur le spectre HSQC

Par cette néthode nous avons pu attribuer les protons des carbones restant, quand les
signaux s'aampagnent d'un bruit détectablsur les expériences citées plus haut.

*Le spectre NOESY

La stéréochimie des carbones asymétriques dans la géhineomposé2, est établie par
l'analyse des constantes de couplage mesurées sur le spectre'RMNdes effets n€

observés sur le spectre de l'expérience NOESHig.48) qui représente la RMRD

homonucléaire, visualisant ainsi les couplages dipolaires entre l&®nsrproches dans
l'espace.
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Figure Na8: Spectre NOESY de la partie aglycone du conthosé

[ I &0 S NBaialekdh prdtad F8hest prouvée par les corrélations entre3Hit 4 3.08
3.015/ H-5 a1y 0.620.64et H3a1,3.083.015/CH-23 &l 141.12(Fig.49).

[ U2 NR S yaxidle(da @ofon HL8 a1 42.402.44 ppm est confirmée par les corrélations
entre les protons géminés du ,88a+' 4 3.56, 3.6%t du proton H12 a1t 45.36 ppm(fig.49).

Figure N 49: Les effets nOe (kH'), de la partie aglycone du compogé
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Les corrélationgntre le proton géminéCH-OH29 al 3.56 et le proton du H9 a1 2.54

ppm, entre le proton géminé GFHOH29 a1y 3.56 etH-18 a 14 2.40-2.44 ppm réelent

f Q2 NR $¥dnle dUACBOFH29 etf Q2 NJA S yxiale duUACE30 ath;1.19.

Les protonsCH3-25 & 1y 0.74 et k26 & 0.86 ppmLINR dz&Sy (i f SdzNB 2 NA S
équatoriale.

*StructureRS  QF 3t @02y S Rdz O02YLJ2aS H

Au terme de cette analyse l'aglycone du comp®2sa étéidentifi€ comme étant

0 gum c h Z-plearelP-ene-3,16,28 ,29 tetrol" ce qui correspond a la génine de

f «@ederifolioside B, A 42t S R Lyckhnes hddgiolniAltunkeyik et al, 2012

Skinneret al,, 2014).

[1.1.2.2.2 Partie osidique

1.1.2220mMmd 5SOSNNAYIFGA2Y RSSi ORSS OKQ deyy SIVS yIiiORRES R
adzNJ £ QF 3t @02y S

Sur le spectre de RMI, quatre protons anomériques sont repérésy 5.38 (d,J= 7.0 Hz),

4.84 (d,J=7.6 Hz), 4.82 (dF 8.61Hz), 4.72 (dJF 5.9Hz). Ces protons corrélent sur

f QSELISNRA Ggh05 HPSO tSa O Nb 2y &4038 | 1041, 10652 NR NB
104.2ppm (tab21).

A partir du proton anoméque atyp Poy LILIY S €t QlylFfeasS &aLISOG N
LINE (i 2 ryhéxodR Pedwent étre attribugé

M[WMMJ \MMWMMMMWM

Ned NO®
-
N

Xyl 1H-1/c-19 | @ GIdIl H-1/C-1

; % no
5—2: - &é
: ° GlclH-1/c-1@ nf
S.4- 1 E
- = - Pk
,,,,,,, [t | LIS o | (Npefore®. [ 31! IS 90 Sl L ox 2 2% | |
135 130 125 120 115 110 105 100 95

FigureN°50: Spectre 5QQIu composé2
(Zone desanoméres)
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Les grandesaleurs de couplage (tab.pdiéterminent leur orientation et montre qu'il s'agit

R U dz@ucose La méme démarche a permis de déduire I'orientation des oses restant ayant
respectivement des protaanomériques aty 4.84,14.72,4 4 4.82 ppm,correspondant a

dzy -Glucose,aunh-l NI 60 Ay 2 & SyldBdi t dzy j

Lecarbone Ara @ déblindé &t ¢ 78.8 ppm etAra G4 a1 78.8 ppm comparativement a la

chaine osidige de "afrocyclamin A'confrme la présence d'une double substiton surces

deux positions En partant du proton anomé&ue de l'arabinose ay 4.72 ppm sur les

spectres des expériences COSY/ NOE®6tdhs peuvent étre attribués.

Le proton HL résonnant sous forme d'un doubletd( J=5.9H2, correle sur le spectre de
I'expérience HMBC avec le carbone @e l'aglyconeet révéele le point @ fixation de la

chaine oligosaccharidiqud.es déplacements chimiques de la partie osidique attribués
RQIFLINB A& f S& &35 MBEGE, AMBE, COSHTOCSY, NOESY, du @mposé
sont superposables avec ceux du compdsé'Afrocydamin A" X -¥0L®d®E O LLGL
(- N0 b wDL WO B H!10MN > YAa bt LI NI-4 délflindeé U F1BR G A 2y
ppm et & ¢ 72.0, indiguant une acylation en cette position.

La présence d'un acide dicrotalique (=I'acidéy8oxy-3-méthylpentanedidque), qui est

révelé par les observations de sept signaux additionnels sur les spectres dd.IRNMAD,
correspondant au fragment :-darboxy3hydroxy3-méthyll-oxobutyle, ce qui est en total

accord avec les observations citées denbttérature (G.Mihcet al,, 2010). Sa fixation sur la

position Xyl (H/IGi Said RSRdAzZA UGS LI NJ f Q20aSNBIF A2y RQdz
déblindé alyp dmy LIIY S €S ANRdzLSYSyid OGHMmMmppnEet S R
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Tableau N21. Déplacements chimiques en RMN(600 MHz) et RM® C (150 MHz), dans
la partie oligosaccharidique du compogérelevés @ | LIdsEex¥périences RMNDet -2D.
(4 en ppm,Jen Hz)GDsN.

Position Composé 2

t ol o 10
3-O-Sucre:
Ara
H-C(1) 4.72(d, J=5.9 104.2
H-C(2) 4.42 €) 78.8
H-C(3) 4.20 72.8
H-C(4) 4.18 78.8
CH(5) 4.60, 3.70 64.0
Glc |
H-C(1) 5.38 €@, J=7.D 103.8
H-C(2) 3.97 75.2
H-C(3 4.16 76.2
H-C(4) 4.04 71.5
H-C(5) 3.96 77.2
CH(6) 4.46, 4.24 62.2
Glc li
H-C(1) 4.84 d, J=7.% 104.1
H-C(2) 3.78 84.8
H-C(3) 4.10 76.5
H-C(4) 4.06 70.5
H-C(5) 4.21 77.0
CH(6) 4.34 d,J=11.% 4.17 61.7
Xyl
H-C(1) 4.82d, J=8.% 106.5
H-C(2) 3.90 75.5
H-C(3) 4.00 76.7
H-C(4) 5.18 72.0
CH(5) 4.46, 3.68 66.9
Acide Dicrotalique
Sur Xy#4
H-C(1) - 170.0
H-C(2) 3.02d, J=12.3 2.82 ¢, J=12.1 46.8
H-C(3) - 70.0
H-C(4) nd, nd 47.0
H-C(5) - 172.3
H-C(6) 1.46 27.5
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* structure ducomposé 2

L'analyse spectrale RMND et 2D, a permis élucider la structure d composé2 comme
Silyi ¥4-O-[8-hydroxyt3-methylglutaryl} i -D-xylopyranosy{(1- 2)i -D-
glucopyranosyl (1- 4)w I -D-glucopyranosy(l- 2)]-h-L-arabinopyranosyp8,30
dihydroxyolean12-ene un composé nouveau qui a été nomrmé&ocyclamin B (Fig51)

29 30
oH GlelI
o
O CH; 0 HO. o Ara
o
HO o) S HO
OH HO =) On
Acide dicrotalique  xy,
0
OH Q
HO
Glet ~ OH

Figure N51: structuredu composé, Afrocyclamin BEBencharifBetinaet al.,2012)

I1.1.3.Identificationdescomposé 3,4,5

IQAYGSNIINBUIF 0A2Y RS%4,%4ABDIAINBLENE RBHS OBIYOARBBES €
spectres sont superposables sur ceux déja interprétés (comphsgs Finatment notre
démarche a consist@& comparer les zones et a relever les différenease qui concerne les
guelques signaux additionnels ou manquant.

[1.1.3.1.Identification du composé 3

[1.1.3.1.1Spectrométrie de masse

Le spectre de masse obtenu ¢RESIMS en modepositif du composé3 révele un ion
pseudomdeculaiream/z 1085.7601[M+N4d]. Le spectre obtenu en source FABS en mode
négatif montreun ion pseudomteculairea m/z 1061 [M-H](fig.52), suggérant une masse
moléculaire de 1062, cazspondant a une formule brute d&,HgsO»o.
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