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RESUME

L'intérét des substances d’origine naturelle, ptédiement anti-tumorales nous a
amené a nous intéresser aux saponines triterpénefustéroidiques de plantes issues de la
biodiversité africaine de la famille désaliaceaeet desDracaenaceaeEn effet, des études
antérieures menées sur quelques plantes de cesfatailbes ont conduit a I'obtention de
molécules complexes et originales possédant d’xtek propriétés cytotoxiques, immuno-
modulatrices, anti-inflammatoires. Au vu de cesultdss nous avons entrepris des
investigations pharmaco-chimiques slussoniaarborea(Araliacead, Dracaena deisteliana
et Dracaena arborea (Dracaenaceag plantes médicinales couramment utilisées en
pharmacopée traditionnelle africaine pour traiiffécentes maladies. Les travaux menés ont
conduit a l'isolement de 31 composés purs en atitises différentes techniques analytiques
du laboratoire notamment les diverses techniqueshdematographie liquide successive a
pression atmosphériqgue, moyenne pression et ftasbmatographie sur silice en phase
normale et en phase inverse. Les structures ontdétérminées par les méthodes de
spectrométrie de masse en source FAB et de spempiesde RMN 1D et 2D (COSY,
TOCSY, NOESY, HMBC et HSQC). Parmi les 07 compgsés obtenus des écorces de
Cussonia arborea5 sont des nouvelles saponines triterpéniques alordérivé de I'acide
ursoliqgue, un dérivé de I'hédéragénine et troisivdér de l'acide oléanolique, tous
disubstitués en position 3 et 28 par des chaingesalccharidiques. 13 composés purs sont
obtenus a partir des feuilles @aissonia arboreadont 7 nouvelles saponines triterpéniques
dérivés de I'acide ursolique, de I'acide 23-hydnarsplique, de I'hédéragénine et de l'acide
oléanolique dont 04 d’entre elles sont obtenuess Ssoume de mélanges inséparables
d’'isomeres acide oléanolique/acide ursolique eéraginine/acide 23-hydroxyursolique. A
partir des écorces d®racaena arboreat des tiges deDracaena deisteliananous avons
isolé et caractérisé 10 saponines stéroidiques donbuvelles et une sapogeénine. Les
activités de certains de ces produits purs ontéseuées sur deux lignées de cellules

cancéreuses coliques humaines HCT 116 et HT-29.

Mots clés Araliaceae Dracaenaceae Cussonia arboreaDracaena arborea Dracaena

deisteliana Saponines triterpéniques, Saponines stéroidigiygeioxicité.
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ABSTRACT

The interest of the substances from natural origotentially antitumor led us to interest in
triterpenoid and steroidal saponins of plants fritw@ African biodiversity belonging to the
AraliaceaeandDracaenaceadamilies of plants. Indeed, of the former studieslertaken on
some plants of these two families led to obtaintegnplex and original molecules having
excellent cytotoxic, immuno-modulating, anti-inflaratory properties. Within sight of these
results we undertook pharmaco-chemical investigation Cussonia arboregAraliaceasg,
Dracaena deistelianaandDracaena arboregDracaenaceag medicinal plants usually used
in african traditional pharmacopeia to treat vasioliseases. The work led to the isolation of
31 pure compounds by using the various analytieahriiques in particular the various
chromatography techniques (CC, MPLC, TLC, flash) ssica gel, normal and reversed
phases. The structures were determined by the aethifomass spectrometry (FAB, ESI, IE)
and 1D tH and °C) and 2D (COSY, TOCSY, NOESY, HMBC and HSQC) NMR
spectroscopy. Among the 07 pure compounds obtadhe¢le barks ofCussonia arboreab
are new triterpenoid saponins derivatives of ucsatid, hederagenin and three derived from
the acid oleanolic, all disubstituted in positiorai®d 28 by oligosaccharidic chains. 13 pure
compounds were obtained from leaves @issonia arboreaseven of which are new
triterpenoid saponins derivatives of oleanolic acigsolic acid, hederagenin and 23-
hydroxyursolic acid of which four were obtainednaistures of isomers oleanolic acid/ursolic
acid and hederagenin/23-hydroxyursolic acid. Fromtark ofDracaena arboreaand stem

of Dracaena deistelianave isolated and characterized ten steroidal sapancluding 4 new
and sapogenin. The activities of some of these prgducts were evaluated on two cancerous
lines human colic cells HCT 116 and HT-29.

Key words: Araliaceae DracaenaceagCussonia arboregDracaena arboreaDracaena
deisteliana triterpenoid saponins, steroidal saponins, Cyiotty.
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Introduction

L'utilisation des plantes médicinales dans le émmiént des pathologies remonte a plusieurs
millénaires. La pharmacopée traditionnelle a atosijours constitué pour les populations,
vivant dans des régions dépourvues de centresrdé, ¢a principale voie d’accés aux soins.
Dans certains pays africains, plus de 80 pour deria population ont recours exclusivement

aux plantes comme sources de traitement (OMS, 2002)

De nos jours, la phytothérapie est devenue I'usepdimcipales voies d’accés aux soins.
Les laboratoires de chimie, de biologie a traversnbnde ont emboité le pas a la médecine
traditionnelle pour la recherche des voies et meydmvenir a bout des pathologies diverses,
ceci par la recherche de nouveaux principes aettifs compréhension de leurs modes d’action.
Trouver un traitement pour certaines maladies tglie les cancers, les maladies neuro-

dégénératives, le VIH/SIDA constituent un challemgportant pour les scientifiques.

Les substances naturelles d'origine végétale oinmarestent un réservoir inépuisé de
nouveaux métabolites secondaires aux activitésopguas explorées et qui peuvent constituer
des tétes de séries originales pour le développeaemouveaux médicaments. Afin de
rechercher de nouvelles molécules potentiellemeticancéreuses, le but de ce travalil,
entrepris dans le cadre de cette thése est d’faentie nouvelles saponines qui peuvent
induire sélectivement I'apoptose des cellules tuiasren affectant une ou plusieurs voies pro-
apoptiques a partir des extraits polaires destgdade deux familles, largement répandues
dans le monde: ledraliaceae et les Dracaenaceaell est intéressant de relever que de
nombreux emplois traditionnels de plusieurs espappartenant a ces deux familles de plantes
suscitées sont répandus a travers le monde pdter ties maladies neurologiques, génitales, la
tuberculose, la méningite, les malaises cardiagugur ses propriétés aphrodisiaques. Ces
usages sont plus particulierement répandus en udriet en Asie, deux parties du monde
possédant des différences culturelles mais ayaebemmun ['utilisation séculaire des plantes

médicinales.

Les saponines ou saponosides sont des composéstpnodturellement par certaines
plantes, caractérisées par leurs propriétés tesisiea leurs conférant un pouvoir moussant.
Différentes saponines isolées comportent des @&srimmunomodulatrice, cytotoxique, anti-
tumorale, anti-inflammatoire, antifongique, antale, expectorante pour ne citer que les
principales propriétés.

La famille desAraliaceaetout comme celle deBracaenaceaeregroupent un grand

nombre d’espéces riches en saponines dotées dseafivactivités pharmacologiques. On peut



Introduction

relever par exemple que les saponines issu€adax ginsen@.A. Meyer, plante de la famille
des Araliaceae et connu universellement, ont montré de nombreugespriétés
pharmacologiques, notamment des effets anti-inflatoire, antioxydant et anticancéreux. Les
saponines de diveBracaenasont connues pour leurs propriétés antitumordlasagésiques.
Bien que de nombreuses études aient été entremesesernieres années, ces deux
familles restent peu explorées sur le plan phariogmue et chimique. C’est dans cet esprit
gue nous avons entrepris de faire une recherchetéd de cette classe de molécules chimiques
douées d’activités biologiques, contenues dansplastes meédicinales utilisées dans la
pharmacopée camerounaise pour traiter les malackes,en associant les compétences des
Laboratoires de Pharmacognosie (Unité de Moléalilegerét Biologique, UMIB, UPRES EA
3660) de I'Université de Bourgogne en France dirjggr Mme le Pr. Marie-Aleth
LACAILLE-DUBOIS et celle du laboratoire de la Chimie Substancesurdiées de
I'Université de Yaoundé | au Cameroun dirigé mePl. Lucas BEIBAM SONDENGAM en
se basant sur les données de l'ethnopharmacoldgide® études chimiques antérieures

effectuées sur ces familles de plantes.

Le présent travail a donc pour but d’adopter I'ayghe scientifique pour l'investigation
chimique des fractions polaires de trois espéceplal@es :Cussonia arboregAraliaceas,
Draceana arboreaet Dracaena deisteliana(Dracaenaceae Cette étude chimique sera
complétée par une évaluation pharmacologique degriptés cytotoxiques de quelques

saponines isolées.

Aprés une introduction, notre travail s’articulera3 parties:
» Chapitre I: Etudes antérieures.
- Etude botanique
- Etudes chimiques antérieures
- Etudes pharmacologiques antérieures
- Méthodes d’études des saponines
» Chapitre II: Travaux personnels
- Travaux chimiques
- Travaux pharmacologiques
» Chapitre lll: Partie expérimentale

» Conclusions et perspectives.
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1.1 ASPECT BOTANIQUE ET ETHNOPHARMACOLOGIQUE
[.1.1 LAFAMILLE DES ARALIACEAE

[.1.1.1 Description

Famille de Dicotylédones, de I'ordre des ombelldles (dialypétales caliciformes), les
Araliaceae sont des plantes généralement ligneuses, a feulernes. Leurs fleurs sont
groupées le plus souvent en ombelles, actinomorptedacycliques et pentamerdses
ombelles ne sont pas composées mais simples, ppey(hierre) ou proliférés (Hydrocotyle).
Le nombre de carpelles n'est pas fixé mais varieeeh et 5. Le fruit est typiquement une
drupe (Lierre, Ginseng) (Boullard, 1997; DupontQ2p

La famille desAraliaceaecomprend environ 920 espéces, reparties en 84gequi
appartiennent pour la plus part aux régions trd@scqui, en dehors du Lierre, ne comprend
gue des especes exotiques (Viguier, 1906). Cettalléaest représentée par des arbustes
subtropicaux ou tempérés arbustifgdlia), grimpantes flederg ou herbacéessinseng. La

flore africaine en comprend de nombreuses esptmdss endémiques, dont quelques unes ont
été décrites. (Chazan, 1971).

1.1.1.2 Classification systématique (Jussieu, 1789)

Regne Plantae
Sous-regne Tacheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae
Ordre Apiales
Famille Araliaceae

Schémal : Classification classique désaliaceae

I.1.1.3 Répartition géographique
La famille vit principalement dans les régions sapicales et tropicales d'Asie et
d'Amérique.
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1.1.1.4 Le genreCussonialhunb

Le genreCussonia,représenté par pres de 40 espéces, dont 25 ersorgnréparties en
Afrique tropicale, en Afrique du Sud, Madagascadestiles Mascareignes (Tableau@é sont
desarbres ou arbustes, généralement glabres, raréomeenteux caractérisés par :

> des feuilles pétiolées, simples, palmées, ou Igldiggalement composées. Elles sont
souvent bondées, a la charge vers |'extrémité tigdau des branches principales.

» des stipules trés souvent intrapétiolaires,

» les inflorescences de pointes sont des grappes,ond®lles ou des panicules de
ombellules; bractées sous-tendant des fleurs @madlorales).

> Les pédicelles sont non articulés sous la fleur.

> les fleurs verdatres, 4-8 mm de diametre, a calgrgm

> Pétales (4 -) 5. Etamines (4 -) 5; anthéres ovalesjue plat, déprimé ou conique. Les
ovaires biloculaires, tres rarement avec 1-2 clpeurnuméraires; possédant deux styles et
trés rarement 3 a 4.

> Le fruit ovoide-globose, est souvent urcéolairesabconical en forme de coirC (
spicatg; les exocarpes sont charnus ou submembranaceux.

» Les graines ovoides, globuleuses ou latéralemenpimées. (Tennant, 1968).

Tableau 1 : Répartition géographique de quelques espec&udsonial’Afrique.

Especes Lieu géographique

Cussonia angolensiBeem. Hiern Afrique orientale et australe

Cussonia arbore&loscht. ex A.Rich. Afrique centrale, occidentale et orientale
Cussonia barterBeemann Afrique centrale et occidentale
Cussonia bancoensfsubrev & Pellegr. Afrique centrale et occidentale
Cussonia corbisierbe Wild. Afrique occidentale, centrale et australe
Cussonia paniculat&ckl. & Zeyh Afrique orientale et australe

Cussonia spicatdhunb Afrique orientale et australe

Cussonia holstiHaerms ex Engl Afrique orientale et australe

Cussonia jatrophoidedutch. & E.A. Bruce Afrique orientale et australe

Cussonia natalensiSond. in W.H.Harver Afrique orientale et australe

Cussonia nicholsonbbtrey Afrique orientale et australe

Cussonia arenicol&trey Afrique orientale et australe

Cussonia ZuluensiStrey Afrique orientale et australe

Cussonia sphaerocephakirey Afrique australe




Etudes antérieures

Aspect botanique et ethnopharmacologique

1.1.1.5 L’éspeceCussonia arboreddochst.ex A.Rich

Il s’agit d’un arbre a tronc court (ne dépasserst pa 10 m), ramifié, croissant dans la
savane des montagnes. Ses jeunes pousses, vélodses, supportent des feuilles caduques,
digitées ou réellement lobées, groupées en véesoilers le sommet des pousses. Les folioles
(5 a 7) sont elliptiques a obovales, amincies larsbase. A des longs racemes (de I'ordre de
50 cm) de fleurs jaunes, sessiles, développés dwarfeuilles, succedent des infrutescences

composeées de fruits ovoides, charnues, blanchétregs de 6 mm environ. (Boullard, 2001;
Burkill, 1985)

-L.
L -
-‘-

— w j"';

Photg 2: fleurs deC. arborea(www.metafro.be)
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[.1.1.6 Utilisations ethnopharmacologiques dasssonia

Cussoniaest généralement utilisé en meédicine traditioenetimme antidote contre les
piglres venimeuses et les morsures, comme emétitplesuges, stimulants / dépresseurs.
Néanmoins, différentes parties de cette plante Esgement utilisées pour le traitement de

diverses maladies. C’est ainsi :

v' qu’au Mali, la macération des tiges @e arboreaest considérée comme un purgatif et
appliguée comme une lotion. D’autre part, il posseth nombre non spécifié d'usages
meédicinaux et différentes parties sont utiliséesrpmaiter la décharge urétrale chez la femme
et comme aphrodisiaque par les hommes. (Chevalar, €937).

v Il est également utilisé au Burkina-Faso et en Gbkeoire (Kerharo efal., 1950;
Bouquet etal. 1974; Adjanohoun edl., 1972) ou les plaies des lépreux sont soignées avec
'écorce de la tige réduite en poudre, la décoctiws feuilles, comme collyre pour la
conjonctivite et les réduits de jeunes pousses@mommeées pour soigner la diarrhée.

v Les décoctions des racines et des souches sonéetan Nigeria pour traiter les régles
douloureuses, et une décoction de racines commdéifoiinslie, 1937) d'une part et l'eau
dans laquelle les feuilles ont été bouillies estgptive et est prise au Nigeria contre la
constipation, et une décoction de feuilles estisé&#® comme massage en cas d’épilepsie
(Ainslie, 1937) d’autre part. Cette derniére apgiien se retrouve également au Ghana pour
le traitement des enfants épileptiques (Iryit@30).

v' En Tanzanie, la racine est utilisée dans les bdénsapeur pour le traitement de la

blennorragie (Bally, 1937).

1.1.2 LA FAMILLE DES DRACAENACEAE
1.1.2.1 Description

Les Dracaenaceaeconstituent une famille de plantes des Monocotyhéd qui
comprend 2 genrefracaenaet SansevieraClassiquement, Id3racaenaceag@ouvaient aussi
former selon les différentes classifications, uoessfamille ded.iliaceag desAsparagaceae
ou desAgavaceag voire ne pas constituer un clade distinct. Lanckee révision de la

classification phylogénétique intégre [@scaenaceaelans la famille deRuscaceae.

[.1.2.2Le genreDracaena
Du mot grec "drakaina" qui signifie “femelle duadyon” (Stern, 1992), |eBracaena
sont des plantes monocotylédones, comprenant enid® espéces selon Kubitzki (1998).

Depuis le début du 19éme siecle, le genre a éldseprs reprises confondu avec d’autres tout

8
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a fait sans rapport, comme I'Agave, le Yucca ettipaierement la Cordyline. Bien que
variable, le genre forme dans I'ensemble un grdupeogene de géneéalogie considérable.
Dans le passé, le geribeacaenaa été classifié dans lediaceaeet lesAgavaceaeDahlgren a
entrepris un reclassement majeur des monolits tesisannées 1980, qui a impliqué une
énorme division de la famille ddsliaceae En conséquencd)racaenaest entré dans une
famille séparée a part entiere, avec d'autres gaommeCalibanus, Cordyline, Dasylirion,
Nolina et SanseverigMabberley, 1997)Dracaenaest sur le point d'étre réclassifié dans la

famille Convallariaceag/Angiosperm Phylogeny998).

1.1.2.2.1 Description

Renommés pour leur beau feuillage trées souventcp@nda plupart de®racaena
adultes sont des arbustes érigés qui ne se ramgan Leurs feuilles lancéolées et arquées
naissent au sommet de hautes tiges nues et leseksgimbler a des palmiers. Pouvant atteindre
3 m de haut, les branches en angle, sont glakaes,épines. Les cladodes largement ovées a
lancéolées, sont aigues au sommet, arrondies asl, lavec de nombreux (> 15) nervures
latérales paralleles. Le pédicelle 5 - 32 mm deast articulé au sommet ou dans la moitié

supérieure. Les tépales blanc-verdatres, 5 - 6 mfordy, 6 étamines, + 6 mm de long, est plus

court que le périanthe; I'ovaire triloculaire passel! - 6 ovules dans chaque loge, les styles 1
3 mm de long, stigmatisation tri- branchées. Ldgg#uits rouges sont globuleux, 6 - 10 mm
de diamétre, jusqu'a 8 ensemencés (Sebselbe 2006). LedDracaenafleurissent rarement en

intérieur. Toutefois, dans de bonnes conditiorsplantes matures peuvent fleurir en été. Elles
produisent habituellement une hampe florale portenthombreuses fleurs créme en forme

d'étoile.

1.1.2.2.2 Classification systématique

Domaine: Eukaryota

Uni: Plantae

Sous-régne : Viridaeplantae
Phylum: Tracheophyta
Sous-embranchement: Euphyllophytina
Infraphylum: Radiatopses
Classe: Liliopsida
Sous-classe: Lilidae
Super-ordre: Lilianae
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Commande: Asparagales
Sous-ordre: Asteliineae
Famille: Dracaenaceae
Sous-famille: Ruschioideae
Genre: Dracaena

Schéma2: Classification phylogénétique dBsacaena (Marrero etal., 1998; Miller, 2004)

1.1.2.2.3 Répartition géographique
Le genreDracaenaest trés répandu en Afrique tropicale, en Asiecaxtension aux

Y

régions chaudes d'Europe. Ces derniéres ann@estélnaturalisé en Australie.

10



Etudes antérieures Aspect botanique et ethnopharmacologique

Carte 1 : Répartition géographique dBsacaenaen Afrique. (Sheridan, 2008).

1.1.2.3 L’especeDracaena arboredVilld

Plante arborescente, arbustive ou sous forme dadgau de la forét de montagne,
semblable au palmier pouvant atteindre 20 m deebauivec un tronc de 20 & 30 cm de
diameétre,D. arboreaest taillé, posséde des racines aériennes, awerauarification distale en
couronne d'étroites feuilles lancéolées de 50 ach2@e long poussant vers l'apex de tiges ou
espacees le long de la partie. Les fleurs sonth&mcremes, en inflorescences pendantes de 1
a 1 ¥4 m de long (Burkill, 1985). Les feuilles emta sont habituellement en forme d'épée,
elliptiques a lancéolées. Les inflorescences samifiées et rarement simples. Les fleurs sont
bisexuelles, parfois solitaires avec le pédicetteaé. Il posséde 1 ou 2 ovules par loge, un

style mince et un fruit globuleux de 1 a 3 graines.

11
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Photo Bracaena arboredG. Kougan, 2010)

I.1.2.4 L'espéceDracaena deistelian&ngl

Cet arbuste, rarement ramifié, peut atteindre jas§un de hauteur. Les feuilles sont le
long de la tige, avec des inflorescences ternsnatemportant des fleurs blanches parfois
teintées de pourpre. Appelé “arbre de paix” aur@eaoun,D. deistelianaest utilisé comme
son nom l'indique pour attirer la paix vers lesrasitou vers soi-méme (Djongang, 2004), il sert
de drapeau blanc pendant les conflits entres leffectes voisines en pays Bamiléké (Ouest du
Cameroun) ou avec les autorités administrativesntBlserré dans les haies, il a des vertus

protectrices de la concession (Gautier, 1994).

D. deistelianaest répandu sur les montagnes et les hautes teriésst du Nigéria et

de I'ouest du Cameroun.

12
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Photo 4 :Dracaena deistelianéG. Kougan, 2010)

1.1.2.5 Utilisations ethnopharmacologiques deSracaena
[.1.2.5.1Utilisations médicinales

En Médicine traditionnelle africaine, la décoctidas feuilles deDracaena arborea
prise pawoie orale est utilisée pour soigner les malaises cardiadessnaladies génitales, les
maladies sexuellement transmissibles, les malagiesritiques, la variole, les convulsions
tandis que cette méme décoction prise sous formdaile pour traiter la varicelle et la
variole (Bouquet, 1969). D’autres études mentiohsen utilisation comme stimulant génital,
contre la paralysie, I'épilepsie, les spasmessani@adies des reins, comme diurétiques, pour la
régulation du cycle menstruel, comme sédatifs.

Les tiges deD. deistelianasont utilisées au Cameroun pour soigner les maudetts
(Jiofack etal. 2009).D. dracofut jadis utilisé dans les fles Madéres, commatplanédicinale
populaire. C’était le fameux « sang du dragon it d@ poudre (« résine » ou séve solidifiée)
apres avoir été séchée et moulue, était diluée diafisau-de-vie : en usage interne et externe,
pour ses propriétés astringentes, toniques, hétitpsta, en cas de contusions, hémoptysies,
hémorragies internes, méme en cas d’apoplexielatida] 2004).D. reflexa est utilisé au
Congo dans le traitement de linfertilité féminieé d’autres pathologies (Nkounkou ait,

13
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2005), tandis que I'écorce de. steudneriest utilisée pour le traitement de la méningite

cryptococcale, de la tuberculose et de la candidose en Tanzanie (Kisangauagt 2007).

[.1.2.5.2Utilisations non-médicinales

Outre ces utilisations en médecine traditionndis,Dracaenasont utilisés en agro
horticulture pour les haies (Sheridan, 2008), cemmarqueurs, plantes d'ornement. Comme
répulsifs des reptiles, comme poison pour les passcomme substitut de savon. Dans le
Social pour des pratiques magico-religieuses. (Butlo85)

14
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|.2 ETUDES CHIMIQUES ANTERIEURES
[.2.1 Généralités

1.2.1.1Les diterpénes

Les diterpénes forment un vaste ensemble de compos€, issus du meétabolisme du
2E, 6E, 10E-géranylgéranylpyrophosphate (GGPP) té&mndus chez les végétaux. La
structure des diterpénes est tres variable, étneitd dépendante de leur biogenése conduisant
essentiellement a deux types de composeés : lesas@m@cycliques et les composés cycliques.
La cyclisation conduit & deux séries énantioméatéfgrant par les configurations opposées des
carbones C-5, C-9 et C-10. La série est dite « atlam lorsque la fusion des cycles A et B est
identique a celle des stéroides atnk» (énantio) lorsque c’est I'antipode (Brunetonp20
Cette classe de composés se compose de trois gyemgses: les labdanes, les clérodanes et

lesentkauranes (voir exemple, tableau 2, p. 20-21).

[.2.1.2 Les saponines

Les saponines constituent un vaste groupe dhéd&@ostres fréquents chez les
végetaux. lls sont caractérisés par leurs proprit@sioactives car ils se dissolvent dans I'eau
en formant des solutions moussantes (Bruneton,)208%ont principalement produits par les
plantes mais aussi par les organismes marins (Awfoal., 1997; Yoshiki etal., 1998).
Structuralement, les saponines peuvent étre clamsédeux groupes selon la nature de la
génine: les saponines a génines triterpéniquedoideles plus nombreux existant chez les
angiospermes dicotylédones et chez certains animmars et celles a génines stéroidiques,

presque exclusivement présentes chez les angiospenonocotylédones (Bruneton, 2009).

Saponine
Y Aglycone
Sucre
Hexoses
Pentose A4
Stéroide Triterpénoide

Schém: 3 : composition des saponines

15



Etudes antérieures Etudes chimiques

Les génines triterpéniques

Les triterpénes, 4000 composés construits surg#ud0 squelettes différents sont des
composeés en4gissus de la cyclisation du 3S-2,3-époxy-2,3-dibgdualéne ou, plus rarement
du squaléene lui-méme. Presque toujours hydroxyhe8,des triterpenes présentent une trés
forte unité structurale, les différences majeuremtéd’ordre configurationnel et liées a la
conformation adoptée par I'époxy-squaléne (ou leame) avant la cyclisation. Le cation issu
de cette cyclisation peut ensuite subir une séridéplacements 1, 2 de protons et de méthyles
rationnalisant I'existence des différents squetettdra- et pentacycliques qui caractérisent ce
groupe (Bruneton, 2009). Les sapogénines tritequ&s de loin les plus nombreuses sont donc
des molécules pentacycliques, les oléananes eirdames étant les deux squelettes les plus
communs. Les principes directeurs qui conduisetiélaboration des principaux squelettes

triterpéniques sont rassemblés dans le schéma n° 4.

H+
"9

2,3-époxydosqualene

OLEANANES
B-amyrine
2 migrations 1,2

%  TARAXASTANES
taraxastérol

w

URSANES
a-amyrine
3 migrations 1,2

FRIEDELANES
friedeline

Schémad: Biosynthese des squelettes de base des tritergBneneton, 2009).
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Les éléments structuraux qui caractérisent cegsséont I'existence habituelle d'une
insaturation en 12(13), la fonctionnalisation fréqte des méthyles, surtout ceux en 23 et 28 en
hydrométhyle (saikogénine F), aldéhyde (gypsogérinesn carboxyle (acide médicagénique),
'oxydation d’'un plus ou moins grand nombre de ocads cycliques: 2, 7, 11, 15, 16, 21, 22,
I'oxylation de I'un de ces hydroxyles en cétonessh’pas rare et la polyfonctionnalisation peut

entrainer, par éthérification interne ou lactonsgtla formation d’'un cycle supplémentaire.

R;=H, R,= CHO:  gypsogénine

30 R;=OH, R,=COOH: acide médicagénique

R;=H, R,=CHj: acide oléanolique

R;=H, R,=CH,OH: hédéragénine

R;=6OH, R,=CH,OH, 1&-OH: acide polygalacique
R;=0H, R,=COOH, 27: présénégine

|

acide madécassique

» Les génines stéroidiques

Les génines stéroidiques possedent toutes un figuale?7 atomes de carbone qui

comportent habituellement six cycles.

27 26
2

21

N

S

20 E 25

Figure C: Spirostane Figure D: Furostane
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Les deux cycles E (furanique) et F (pyranique) $omhellement la conséquence d’'une
cétalisation intramoléculaire qui intervient apfesydation en 16, 22, et 26 d’'un précurseur
cholestanique. Les variations structurales soritées :

- si le squelette hexacycligue comprend de nombrearbones asymétriques, seule la
configuration du carbone 25 peut varier, ce quiedBine I'existence de deux séries:
néosapogénine®-9 et isosapogénine2p-R (Bruneton, 2009, Hostettmann adt, 1991 et
1995, Kamernitskii eal., 1986).

neosapogenine : 3spirostane isosapogénine : Bsspirostane

La double liaison en 5,6 peut étre conservée examhpla diosgénineu réduite, ce qui
induit I'existence de dérivés a cycles A/B fusiosnmd trans (H-&, ex. digitogénine) ou en cis

(H-5B, ex.: smilagénine).

H

H H
R O kY 9

HO/’//

)

HO HO

H

Digitogenine Smilagénine

Diosgénine

Les Furostanols ont un anneau F ouvert et un digeren C-26. Marker et Lopez
postulerent pour la premiéere fois I'existence geagides a chaine ouverte de ce type en 1947.
L'hydrolyse enzymatique ou acide du sucre en posi@i-26 conduit a la fermeture spontanée
du cycle, formant ainsi le dérivé spirostanol (Suhé). Le processus inverse, l'ouverture du
cycle, a été observée dans des cultures cellul@irehesche et Wulf, 1972; Marker et Lopez,
1947).
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1. H,0

? o

2. Fermentation

Schémab: Conversion d'un glycoside furostanol en un spiradtpar hydrolyse enzymatique
du 26-glycoside (Tschesche et Wulf, 1972; Markdrogtez, 1947).

» Les hétérosides
Les oses constitutifs des saponines les couramsg ®eglucose, D-galactose,L-

arabinose, L-rhamnose, D-xylose, D-fucose et acideD-glucuronique chez les saponines
triterpéniques. Les chaines oligosiques, linéamesamifiées, comportent jusqu’a une dizaine
d’oses qui constituent la partie sucrée de I'héiéli Elles peuvent étre liées a la génine par
une liaison de type O-hétéroside ou par une liad®nype ester. La formation de la liaison
osidique implique classiquement la fonction rédaetde I'oligoside et I'hydroxyle secondaire
qui est normalement présent en position 3, aussn lwhez les stéroides que chez les
triterpénoides: on parle alors de monodesmosidseZAféquemment, la molécule comporte
une seconde chaine osidique liée a la génine patiaison ester avec le carboxyle en 28 des
génines triterpéniques: on parle alors de bidesieesiDans le cas des saponines a génine
stéroidique la deuxiéme chaine osidique, quanceglite, est liée a la fonction alcool primaire
des furostanols.

1.2.2 Principaux métabolites secondaires isolés du ge@ussonia
Ces dernieres années, le ge@ressoniaa fait I'objet de plusieurs travaux chimiques et
pharmacologiques soulignant la présence de deundgrgroupes de métabolites secondaires a

savoir les glycosides diterpéniques et des glyessidterpéniques.
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1.2.2.1Les glycosides diterpéniques isolés du ge&lussonia

Des travaux entrepris sur quelques espécedusdsoniaont conduit a l'isolement et la

caractérisation des glycosides ayant le clérodariabdane et €éntkaurane comme génines.

Tableau 2: Glycosides diterpéniques isolés du gebussonia

Composé

Especes

Références

CH3 OR;

lcussoside A:R=GIcR.=H

2 cussoside B : R= Glc R = Glc
3cussoside C: R GlcR=H

4 cussoside D : R Glc-Api R, = Api

CH
H3C E/\[ 3

CH,OH

6 . .
HaC —QOGlc -Api

5 cussoside E

C. racemosa

Harinanteniaina ail.,
2002a

Glcooc” CHs
6 cussoracoside A

7 cussoracoside B ;R H R, = CH; R;= COOGIé-Api, R, = OH
8 cussoracoside C ;R HR, = CH; Ry= COOGIc R = OGlc

9 cussoracoside D;RHR, = COOGI@-Api R;=CH; R, = OH
10 cussoracoside E ;RoOH R, = CH; R3= COOGIc R = OH
11 cussoracoside F ;RpOH R, = CHOGIc>-Api

R;= CH; R,=H

C. racemosa

Harinanteniaina edl.,
2002b

20




Etudes antérieures

Etudes chimiques

C. racemosa

Cheng etl., 1993
Harinanteniaina ail.,
2002b

C. bojeri
C. paniculata

C. racemosa

Harinanteniaina «l.,
2002b

Yamasaki etl., 1976
Kaneda eal., 1978

C. bojeri

Harinantenaina «l.,
2002c

17 cussovantoside A ;R=Glc R= CH,OH R:= OH
18 cussovantoside B ;R Glc R= OH R= CH,OH
.CH,0H

H,c” 'CH,OR

19 cussovantoside C R= &lapi
20 cussovantoside D R= GlRha

C. vantsilana

Harinantenaina «l.,
2002d
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1.2.3 Les saponines triterpéniques@assonia

Il s’agit sans doute de la classe d@aposés la plus caractéristique dealiaceae
Les saponines se retrouvent pour la plus part ldesgs, dans les racines, le bois et les écorces.
Ces dernieres années, plusieurs équipes de reeheehsont intéressées aux saponines
triterpéniques contenues dans le gebussonia Ainsi, on note plusieurs articles scientifiques
décrivant l'isolement et la caractérisation de j@uss saponines obtenues de plusieurs especes
africaines de ce genre. Un constat se dégage ddivaas travaux a savoir que ces saponines
ont systématiquement cing types de geénines: l'adlanolique, I'hédéragénine, I'acide
ursolique, I'acide 23-hydroxyursolique (Chazan, P&t I'acide bétulinique. Les différentes
saponines isolées de quelques espéces étudiéexasignées dans les tableaux n°3, 4, 5 et 6

ci-dessous.

Tableau 3: Saponines a acide oléanolique.

R,0
Composés R R3 especes Référence
21 H GIc>-GIc™-Rha C. barteri Dubois etal., 1986
22 GIcA H C. paniculata Dovgii etal., 2006
23 Glc-“Ara GIP-GIc™-Rha C. paniculata Dovgii etal., 2006
24 Glc-°GIcA Glc C. paniculata Dovgii etal., 2006
25 Ara H C. paniculata Dovgii etal., 2005
26 Glc-°Ara H C. paniculata Dovgii etal., 2005
26 Ara GIP-GIc™Rha C. paniculata Dovgii etal., 2005
27 Ara GIC-GIc*-Rha&-OAc | C. paniculata
28 Ara GIP-GIc*-Rha-OAc | C. paniculata
29 Glc-“Ara GIC-GIc™-Rha&-OAc | C. paniculata | Griskovetsetal. 2005
30 Glc-“Ara GIP-GIc’-Rha-OAc | C. paniculata
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Tableau 4: Saponines a hédéragénine.

OR,

R,0
CH,OH

Composé R R, espece Référence
31 Ara GI>-Glc*-Rha C. paniculata | Dovgii etal., 2006
32 Glc-“Ara GIP-GIc™-Rha&-OAc | C. paniculata | Dovgii etal., 2006
33 Glc-“Ara GIC-GIc”-Rha-OAc | C. paniculata | Dovgii etal., 2006
34 GIcA Glc C. paniculata Dovgii etal., 2006
35 Glc-“Ara GIc>-Glc™-Rha C. paniculata | Dovgii etal., 2006
36 Ara H C. paniculata Dovgii etal., 2005
37 H GIc®-GIc’-Rh&-OAc | C. paniculata
38 H GIc®-GIc’-Rha-OAc | C. paniculata
39 Ara GIC-GIc™-Rha-OAc | C. paniculata | Griskovets eal., 2005
40 Ara GIP-GIc™-Rha&-OAc | C. paniculata
41 A:lra GI-GIc™-Rha-OAc | C. paniculata
42 Arf-"GIcA - C. spicata -
43 Arf-"Gal-"GIcA - C. spicata Guzinger eal., 1986

Tableau 5: Saponines a acide ursolique / 23-hydroxyursolique.

Composé R Ry R3 Espece Référence
44 Ara H | GIC-GIc™-Rh&-OAc | C. paniculata | Dovgii etal., 2006
45 Ara H | GIE-GIc™-Rha-OAc | C. paniculata | Dovgii etal. 2006
46 Ara*-Gal H Glc C.racemosa | Harinantenaina &tl., 2002e
47 Ara’-Gall H GI®-GIc"-Rha | C .racemosa | Harinantenaina etl., 2002e
48 H H GI¢-GIc™-Rha | C. barteri Dubois etal., 1986
49 Ara H GIC-GIc™Rha | C. barteri Dubois etal., 1986
C .paniculata | Dovgii etal., 2006
50 H OH GIP-GIc™Rha | C. paniculata | Dovgii etal., 2005
51 Ara OH H C. bancoensis | Tapondjou etl., 2003a
52 Glc OH H C. bancoensis | Tapondjou etl., 2003a
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Tableau 6 Saponines a acide bétulinique.

Composé R, R> R3 espece Référence
53 Ara OH | GI¢-GIc*-Rha-OAc | C. paniculata | Griskovets etl., 2005
54 Ara OH | GI¢-GIc™-Rha-OAc | C. paniculata
55 Glc H GIP-Glc C .racemosa| Harinantenaina el., 2002

Wang et al., 1996

56 Glc H GIc-Ara C. racemosa| Harinantenaina «l., 2002e
57 Ara*-Gal | H GI®-GIc"-Rha C .racemosa| Harinantenaina etl., 2002e
58 Ara-Rha| H GIE-GIc’-Rha C. racemosa| Harinantenaina el., 2002e

1.2.4 Principaux métabolites secondaires isolés du geraeaena

[.2.4.1Les saponines stéroidiques @racaena

Les premiéres études chimiques sur le gBmaezaenaremontent en 1883, lorsque deux
professeurs de chimie de Glasgow, James Dobbie ldef@@lerson ont conduit une analyse
chimique a la demande de Monsieur Isaac BaileyoBaléet ont comparé les échantillons de
Dracaena cinnabaravec un certain nombre d'autres résines rougesiesrcomme le Sang de
Dragon (Pearson, 2002). LBsacaenafont donc I'objet de nombreuses études phytochigsqu
depuis les années 1980, l'intérét porté sur ceegdait étre motivé par la classe des molécules
isolées, car le genre est caractérisé par une pofgence de saponines de type stéroidique,
consistant souvent en des glycosides de spirosedrag furostanol et possédant des activités
biologiques avérées. Les tableaux n° 7, 8 et 9emaBkent les études phytochimiques

significatives conduites sur différentes especeBrdeaena
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Tableau 7: Saponines a génine spirostanique isolées des aspeldeacaena

Composés Especes Références
OH
OH
D. surculosa Yokosuka eal.,
oH 2002
R
59 B-D-Fuc
60 B-D-Glc

D. draco Mimaki etal., 1999

_64 Fuc Ac Ac Ac
65 OH H H H
66 OH Ac H H

_67 H H H H

_68 H Ac H H
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Composés Espéces | Références
HOH,C
R30
R,0
Ri RR R R Rs Re
69  Dracaenoside E H H H OHH eg+ax Me
70 Dracaenoside F  RhaH H OH H eqg+axMe D. Zheng el 2004
71 DracaenosidleG RhaH H OH H  eg+ax Me | cochinchinensi
72 Dracaenoside H RhaGlc Glc OH H eg+ax Me S
73 Dracaenoside | RhaGlc Glc H H =CH
74 Dracaenoside J H GlcGlc OH H eq CHOH
75  Dracaenoside K Rha H H OH OH ax Me
76  Dracaenoside L RhaGlc Glc OH OH ax Me
77 Collettinside I Rha H H H H eg+ax Me
78 Collettinside IV Rha Glc Glc H H eg+ax Me
- o )
D. ombet Moharram e#l.,
2007
RO H
R
79 Gal‘Gal®Glc-
80 Gal‘Glc-3Glc-
Tapondjou etl.,
2008
D. mannii
R Okuniji etal., 1991
_8lmanioside A Rfaic
_8ZXloribundasaponine A Glc
_8%spiroconazole A [RRRRha’Glc
HO
0 Xu etal., 2010
RZO (o) D. .
RO OH cambodiana | Tran etal., 2001
84 cambodraconoside A'R R = Ac
85 namonine D '2H, R = Ac
86 namonine C 'RRP=H

26




Etudes antérieures

Etudes chimiques

Composés Especes Références
_8Tambodraconoside B
D. Xu etal., 2010
cambodiana
Tableau 8: Saponines a génine Furostanique isolées desespgdracaena
Composés Espéces Références
HO%
D. surculosa Yokosuka etl., 2002
OH
OH
OH
D. draco Mimaki etal., 1999
91
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Composés Espéces Références

D. draco Hernandez edl., 2004

92icogénine

HOH,C
R30
D. cochinchinensig Zheng efal., 2004
R: R, Rs Ry Rs

93 H H Rha OH eqg+ax Me

94 Rha H H OH eg+ax Me

95 Rha H Rha OH eg+ax Me

96 Rha Glc H OH eqg+ax Me

97 Rha H Rha H eg+ax Me

98 Rha Glc H H eg+ax Me

5 Gle-O_ 7 D. cambodiana Xu etal., 2010
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1.2.4.2Les génines isolées du gelecaena

Plusieurs études menées sur le gdbracaenaont permis I'isolementle quelques

génines toutes de type stéroidique.

Tableau9: Les génines isolées du gewacaena

Composé Espéces

Tapondjou etal., 2008.
D. mannii

Yang etal., 1986.
D. cambodiana

Espeji etal., 1982

102 namogénind R = OH, 25R,S
103 namogénin®8 R =H, 25S

D. augustifolia Tran etal., 2004

104 namogéniné&

HO

D. cochinchinensis | Zheng etal., 2006

HO

l106dracogénine B
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1.1.2.5Autres composés isolés du gebmacaena

Diverses autres classes de composés ont été cmdescet quantifiées dans le genre
Dracaena notamment des flavonoides (Masaoudakt 1995; Himmelreich efal., 1995;
Gonzalez etl., 2004) et un métacyclophane (Veselalet 2002). Une autre étude a permis
I'identification des stérols et des triterpénoideda résine dBracaena cinnabar{(Masaoud et
al., 1995).

|.3 ETUDES PHARMACOLOGIQUES ANTERIEURES

Des travaux des scientifiques sur les saponingssdort que cette classe de molécules
posséde des propriétés biologiques et pharmacoiegjidiverses. On peut citer entre autre des
activitées molluscicide, anti-inflammatoire, antifpgue, antimicrobienne, antiparasitaire,
cytotoxique, antitumorale, immunostimulante et inmomonodulatrice (Lacaille-Dubois et
Wagner, 1996 et 2000; Lacaille-Dubois, 2005; Hdstahn et Marston, 1995). Depuis
guelques années, des recherches sur des saporenéemment également des activités anti-
apoptotiques sur différents types de cellules geligie: Jurkat (lymphocytes T humains
leucémiques), teratocarcinome F9, hépatocytes men&K-HEP-1, macrophages des tissus
périphériques (Lee etl., 1996; Park edl., 1997; Yui efal., 2001; Gaidi eal., 2002).

1.3.1 Activités cytotoxique et antitumorale

Les saponines triterpéniques isolées des especda thmille desAraliaceae ont
egalement présenté des propriétés cytotoxiquedesucellules cancéreuses. Une nouvelle
saponine isolée des écorces des racinkdsalia dasyphyllaMiq (Araliaceag par Xiao efal en
1999 a montré une activité cytotoxique significatsur les cellules KB et HelLar8vec des
valeurs d'lIGo de 1,2ug/ml pour les cellules KB et de 0,008/ml pour les cellules HeLasS
Plusieurs travaux sur I'espéBanax ginsend@.A.Meyer Araliaceag ont mis en évidence les
propriétés préventives contre le candervitro (Lee etal., 1999; Shibata etl., 2001; Yun et
al., 2003). D’autre part, des saponines isolées e ceéme plante ont montré des effets
antiprolifératifs sur les souches de cellules cesuses de la prostate de 'lhomme (Liwakt
2000). De I'extrait méthanolique deevisia palmatgAraliaceag des saponines triterpéniques
cytotoxigues ont été isolées et testées pour birgités antiprolifératives (De Tommasiadt,
2000). Il ressort de ces travaux que toutes montnes activité cytotoxique modérée de I'ordre
de 2,3 a4 7,8g/ml.

Les saponines isolées des différentes especeBrdeaena ont présenté diverses

activités pharmacologiques dont les plus avéréest des activites cytotoxiques et
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antitumorales. Darias etl. (1989), ont pour la premiere fois, mentionnéilidgtion deD.
draco comme anticancérigéne et reconnu étre une richiecesode saponines stéroidiques
cytotoxiques. Mimaki egl., en 1999, isolent 09 saponines steroidiqgg&$8, 86 dont 05
nouvelles64-68, des parties aériennes Be draca L’évaluation de l'activité cytostatique de
ces composés sur les cellules promyélocytique<irigues HL-60 humaines, a montré une
relative activité cytostatigue dél, 68 avec des valeurs d'lg de 1,3 et 2,6ug/ml
respectivement, par rapport a I'étoposide (0y8nl) pris comme référence positive. Dans une
autre étude, Gonzalez &, (2004) isolent 20 autres saponines stéroidigeds. draco parmi
lesquelles 3 nouvelles dénommeées draconines A, ®, lBlusieurs de ces composés ont montré
une forte activité cytotoxique sur les souchesealkiles leucémiques HL-60 (¥gde 2,0 a 9,7
#M). Toujours a partir d®. dracg une nouvelle autre saponine stéroidique, nomoggiune
92 fut obtenu par Hernandezat en 2004. Icogénine s’est révélé étre un compostaxyque
sur la ligne des cellules leucémiques HL-60 deyaloide avec une Kg2,6+0,9:g/ml pendant
72 h, par induction de I'apoptose. Vachalkoval ef1995) ont étudié la cancérogénicité de trois
homoisoflavonoides et quatre flavonoides isolésadeesine deD. cinnabaritandis que Al-
Fatimi etal. (2005)ont pour leur part, étudié la cytotoxicité de lainé deD. cinnabaridu
Yémen contre les cellules ECV-304 de I'homme. Tetual. (2003) ont testé les activités
antiprolifératives contre le carcinome des cellulesrines 26-L5 du colon, le fibrosarcome
HT-1080 humain, les cellules du mélanome B-16 dmsosines du type spirostanol et
furostanol issues des racines et des rhizomds. @eigustifolia Trois des composés testés ont
montré une forte activité antiproliférative contes cellules HT-1080 du fibrosarcome £}C
2,0 4 0,6uM).
1.3.2 Activités analgésique et anti-inflammatoire

Deux saponines triterpéniques nommeées cussonogides B 21 et 48, isolées de
Cussonia barterpossedent des propriétés sédaiyBubois efal., 1986), tandis que ceux sur
'espéceCussonia bancoensient conduit a I'obtention de deux nouvelles sapesn51, 52
Ces composés ont été testés pour leurs effetstmlnie de la production de NO sur les cellules
stimulées par LPS (cellules Raw 264.7). L’actidt#inociceptivan vivo et anti-inflammatoire
de deux triterpénes, lI'acide ursolique et I'acidh¥droxyursolique, obtenus ensemble avec

les saponines de. bancoensisnt été évaluées (Tapondjouaét 2003).

Deux nouvelles saponin@®, 80 furent isolées par Moharram &t (2007) a partir des
feuilles deD. ombet A une dose élevée de 30 mg/kg, la fraction riehesaponines de ces
feuilles montra des activités analgésiques et iafiimmatoires significatives tandis qu'a la
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méme dose aucune activité antiulcéreuse n'a éendiu etal. (2004) ont observé que la
résine deD. cochinchinensigt loureirin B pouvaient réduire les seuils desten des courants
tétrodotoxine sensible (TTX-S) sodiques selon Isegdae qui expliquerait I'effet analgésique.
Plus tard, Liu eal. (2005) ont étudié les effets de la résine de si@gragon et sa composante,
loureirin B (L07) sur la TTX-S et la tétrodotoxine résistante (TRXdes courants de soduim
dans le ganglion trijumeau (TG) des neurones disartt la technique du patch-clamp de la
cellule entiére et ont constaté que le sang-dragdoureirin B supprimaient deux types de pics

de courants de sodium en fonction de la dose.

_CHy
(@) (@)
O ]
HO /O A
HsC CHj

107 Loureirin B.

1.3.3 Activités antimicrobienne et antivirale

Mothana et Lindequist (2005) ont signalé une agtiantimicrobienne des extraits
chloroformique et méthanolique de la résinebdlacaena cinnabarde I'lle de Soqotra contre
Staphylococcus aureuATCC 6538), Bacillus subtilis (ATCC 6059), Micrococcus flavus
(SBUG 16) etEscherichia coli{ATCC 11229). Kumar edl. (2006) ont également signalé une
activité antimicrobienne des exsudes de la résimge deD. cinnabari de I'Inde contre
Bacillus pumulis (ATCC 14884),Bacillus subtilis(ATCC 6633),Bordetella bronchiseptica
(ATCC 4617), Luteus micrococugATCC 9341), Staphylococcus aureuATCC 29737),
Apidermidis aureusATCC 12228),Klebsiella pneumoniad ATCC 10031),Pseudomonas
aeruginosa(ATCC 9027),Streptococcus faecal(#TCC 8043), etNiger AspergillugMTCC
1344). Récemment, Mothana &t (2006) ont également signalé une activité aniwide
I'extrait méthanolique de la résine Be cinnabaricontre le virus de I'herpes simplex et le virus
de la grippe humaine. Ainsi, la résine Mecaenaparait donc étre une source riche d’agents
antimicrobiens avec éventuellement de nouveaux m&oas d'action. Il a été montré que la
résine deD. cochinchinensia été produite via l'infection par feisariumet Cladosporiunmssp.
(Wang etal., 1999), ce qui a été confirmé par une autre ételeée par Jiang at., 2003. En
effet, [l'inoculation de champignorsusarium 9568D dans la branche et le bois De
cochinchinensis abouti a I'émergence de la résine rouge au gimatculation aprés 4-5 mois
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d’incubation. Case etl. (2007) ont isolé d®racaena augustifolia3 composés caractérisés a
l'acide linoléique, ergostérol-5,8-endoperoxide & E-phytol, a forts potentiels

antituberculeux.

1.3.4Activités molluscicides

En 1986, les travaux sur I'espéCGaissonia spicata ont conduit a l'isolement des
saponines possédant des activités molluscicidgseemicides (Gunzinger at., 1986).

Les travaux de Tapondjou &t (2008) sur I'espécB. manniiont conduit a I'obtention
d’'une nouvelle saponine stéroidique, le maniosid&l &t la pénnogéning4 isolés par Espeji
etal., 1982, la floribundasaponine &2 isolé deDioscorea floribundapar Mahato eal.,1981,
le spiroconazole B3 obtenu des pulpes de fruits Beacaena mannipar Okunji etal., 1991

et possédant des propriétés molluscicides.

.4 METHODES D'ETUDES DES SAPONINES

Le regain d'intérét pour les plantes médicinalepretiuits alimentaires combiné a la
spectaculaire évolution des outils d'analyse a aié® sur plusieurs publications concernant
l'isolement et la caractérisation de nombreuses/eites saponines. Des méthodes modernes
concernant la séparation et l'analyse des sapooime&é publiées (Marston &t, 2000; Muir
etal., 2000; Schopke, 2000).
1.4.1 Extraction et purification

La premiére indication de la présence de saporiia@s les extraits végétaux et/ou

fractions brutes de saponines peut étre obtenuaicke Ide la pulvérisation de réactifs. Les
saponines de type stéroidigue donnent des tadmessaur une plague de chromatographie sur
couche mince (CCM) avec l'anisaldéhyde, vertes deecéactif de Komarowski qui fait
apparaitre en violet les taches liées aux sapondeegsype triterpénique. Le travail de
purification de saponines commence naturellement @atention d’'un mélange de saponines
brutes. Chaque protocole d’extraction des saporeésés adapter en fonction de la plante a
étudier et de sa composition en saponines (sté&raidetriterpénes). En régle générale, tout
commence par l'extraction de la matiere végétade avn solvant polaire, ou des solvants de

polarités croissantes suivant le schéma globalextraction résumé sur l&igure 1.

33



Etudes antérieures Méthodes d’'étude des saponines

Poudre du matériel végétal

Extraction par des solvants de polarités
croissantes (Hexane, Chloroforme, Méthanol).
Evaporation a sec.

| |

Extrait méthanolique Résidu

Repris par I'eau distillée
Partage contre du n-Butanol saturé d'eau

i

Phase aqueuse Rhbatanolique

Evaporation a sec
Repris par I'eau distillée
VLC sur SiO, RP-18 (gradient H,0, 50% MeOH et

!

Extrait HO  Extrait MeOH-H ;O (v/v: 50/50) Extrait MeOH

Figure 1. Schéma d’extraction des saponines a partir desaaci’'une plante.
1.4.2 Les techniques physico-chimiques
1.4.2.1 Les techniques chromatographiques

La séparation d'un mélange de saponines en ditfsfoemposants est une tache difficile
qui nécessite l'application combinée de plusiewshriques chromatographiques. La
chromatographie sur couche mince (TLC) et la chtographie sur couche mince haute
performance (HPTLC) sont souvent utilisées poumrleaslyses qualitatives de routine (Mangle
and Jolly, 1998). La purification qui est ensuiéalisée, peut impliquer la chromatographie
liquide a pression atmosphérique sur une colonngetiele silice (CC), la chromatographie
Flash, la chromatographie liqguide a moyenne pragdtPLC) ou la chromatographie liquide a
haute pression (HPLC) qui est devenue la technligysus puissante et la plus couramment
employée. Dans la plupart des cas, certaines decteges doivent étre répétées avec un
changement de support ou d’éluant afin d’atteindreniveau de pureté éleve. Trois types de
support sont souvent utilisés, notamment la siéicgphase normale, la silice en phase inverse
(RP-18) et le gel de Sephadex LH-20. Des solvaatg®y mettent en jeu la plupart du temps
des mélanges de chloroforme-méthanol-eau sur sibomale, des mélanges méthanol-eau sur

silice en phase inverse et des mélanges acéteretuil en HPLC.
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Schém:i 6 : Structure d’'un spectrométre de masse

1.4.1.2 Détermination structurale

La détermination structurale des saponines se érgénéralement en deux étapes:
premiérement une analyse chimique préliminaire ljyatermédiaire d’hydrolyses acides et
alcalines fortes et/ou douces, permettant d’obtges informations sur la nature de I'aglycone
et des sucres. Puis des méthodes spectroscopapexirOmétrie de masse et spectroscopie de

RMN mono et bidimensionnelle) permettent d’attriblzestructure complete du composé.

» Méthodes spectroscopiques

Différentes méthodes physico-chimiques et instrualea parmi lesquelles les méthodes
spectroscopiques et la spectrométrie de masseesibyées la procédure d’établissement de

la structure de nouvelles sapogénines stéroidietssesaponines.
% La spectrométrie de masse

Parmi les méthodes analytiques, la spectrométrimalgse occupe une place de choix
grace a ses caractéristiques: sensibilité, limetelétection ou variété des applications (analyses
chimiques quantitatives et qualitatives, biomédecigactions ions-molécules, etc.). A l'origine
la spectrométrie de masse servait a détecter ategdps différents isotopes d'un élément. Elle
est maintenant utilisée pour élucider la structitene substance. Elle peut étre combinée a
d’autres méthodes telles que la chromatographieug&zou chromatographie liquide.

- Description d'un spectrométre de masse

C’est un appareil dans lequel des ions sont preduipartir d'un échantillon, séparés
selon leur rapport masse/charge, puis détectégnpdétecteur et enfin exprimés en fonction de
leur abondance relative. Le schéma 6 montre dmmfachématique les principales parties d’'un

spectrométre de masse.

d'électrons

champ magnétique
incurve la trajectoire de¢
particules chargées

source

moléculaire [ ‘ ; qﬂ[

repoussoir  électrodes
accélératrices

détecteur

fente de sortie
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- Technigues utilisées et étapes dans I'obtentionndpectre de masse

Préparation et introduction de I'échantillon
Le composé doit étre a I'état de vapeur; ce qui@st idéal pour les gaz et les liquides, dont la
tension de vapeur est assez grande. Le gaz estuittdans la chambre d'ionisation par un tube
muni d'une “fuite”. La pression dans le réservetr-@0? torr et & la source de0® & 108 torr.
Si le composé est un liquide ou un solide voliiljection est directe mais le composé doit est
chauffé pour étre vaporisé; le chauffage du compo#étre surveillé pour éviter la pyrolyse.

- Les différents modes d'ionisation

Les principales méthodes d’ionisation sont I'impéletctronique (IE), I'ionisation chimique

et leFast Atom bombardme(fAB) ouBombardement par atomes rapides.
v ESI-MS

L’électrospray (électronébullation) est produit paiplication d’'un fort champ électrique a
pression atmosphérique sur un liquide traversanttule capillaire avec un faible débit
(couramment entre 1-1@l/min). Le champ électrique est obtenu par appbcatd’'une
différence de potentiel de 3 a 6 KV entre le cap# et la contre-électrode, séparés de 0,3 a 2
cm. Ce champ provoque une accumulation de chargks surface du liquide, située a
I'extrémité de capillaire, qui va se rompre poumfer des gouttelettes hautement chargées (De
Hoffmann etal., 1994)

v' FAB-MS

Dans cette méthode, un faisceau d’atomes neutrammede Xénon ou I'Argon est dirigé
sur un solide provoquant sa désorption et son atinis. Ce type d’ionisation donne peu de
fragments mais un ion moléculaire intense. Il astosit utilisé pour 'analyse des molécules de
poids moléculaire élevé. Dans cette techniquen lifmléculaire n’est pas toujours observable.
On observe généralement I'ion correspondant auspmioléculaire plus un proton [M+H]on
parle alors de mode positif (FABou l'ion correspondant au poids moléculaire maims
proton [M-H]", on parle alors de mode négatif (FABD’autres ions adduits peuvent se former
lorsqu’il existe des impuretés de sel ou par additie chlorure de sodium NaCl (on obtient

dans ce cas [M+N3)], ou de chlorure de potassium (on obtient [MHK]

% Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)
L'application des techniques de RMN 1fH (et °C) et 2D (COSY, HSQC, TOCSY,
HMBC, NOESY et/ou ROESY) permet de réaliser unecidhtion structurale fiable des
saponines et d’assigner complétement tous les igasbet protons de la molécule.
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v' Spectroscopie de RMN monodimensionnelléH et **C)

Généralement, les spectres RMlmontre clairement la présence les protons anomesi
(4.3-6.9 ppm) dans la pyridine, ainsi que les detisblies méthyles des déoxy-6-hexoses (1,4—
1,8 ppm). Les valeurs élevées des constantes gdageu] > 7,0 Hz) observeé pour les protons
anomere de®-glucosep-galactose eb-xylose est caractéristique pour la configuragidandis
gue les petites valeurd £ 1-1,5 Hz) observées pourldeghamnose suggére la configuration
L'analyse du spectre RMAC rend les choses encore plus simples. Les cartaomesériques
résonnent dans une région bien distincte du spé¢efell2 ppm). Cela permet d’avoir une
estimation du nombre de sucre présents dans lacateld.a configuration de 'anomeére du
rhamnose pourrait étre également confirmée a pietirdéplacements chimiques des carbones
C-3 et C-5. Pour Ig-L-rhamnopyranoside ces charbons résonnent a 753, ®tppm, tandis
que pour lex-L-rhamnopyranoside, on les observe a 72,5 et 69 mspectivement (Agrawal
etal., 1985; Sang dl., 1999). L'absorption dans les champs faibles €176 ppm) révele la
présence d’'un groupe carboxylique appartenancagaglucuronique.

v" RMN Bidimensionnelle Homonucléaire
- COSY (Correlated SpectroscopY)

Les spectres COSY mettent en évidence les coupliigass (géminal et vicinal) des
protons d’'un méme systéme de spins. Ce sont dedagms scalairesy 1 et *Jy, 4 (Figure 2).
Cette méthode peut permettre de retrouver I'enelmaémt des protons dans un squelette de la
molécule et donc sa nature. Cette expérience patenebnnaitre les déplacements chimiques
des protons osidiques et I'ordre de grandeur destantes de couplage interprotoné (Gunther,
1996; Massiot eal., 1995).

COSsY

Hs H
Proton anomérique

Figure Zorrélations COSY

- TOCSY (TOtal Corrélation SpectroscopY)

A partir d'un spectre TOCSY, un « Réseau-J » peatéabli, ou un « Réseau-J » est
défini comme un groupe de protons qui sont reliéssérie par un couplage scalaire. Par

exemple, tous les protons d'une seule unité denadde appartiennent a un méme « Réseau-
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J» (Agrawal, 1992). Un systéme de spin peut ddne i@entifié, s’il y a au moins une
résonance dans le systéeme de spin, comme le paotmmeére qui est bien isolée et qui a un
grand couplage avec ses spins voisiguyre 3). De facon plus pratique, pour un sucre, il
suffit d’observer une résonance pour identifierdesres protons de cette unité osidique. Pour

les désoxy-6-hexoses, leurs méthyles caractérestigarvent souvent de point de départ.

Figure 3: Corrélations TOCSY

- NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscop)

L’expérience NOE (Nuclear Overhauser Enhancemeset) en évidence la proximité
des protons. Les signaux de corrélation sont obsetlans un spectre NOESY entre les paires
de protons qui sont proches dans I'espace. Enaépérobserve des corrélations 1,3-diaxiales
et équatoriale-axiales entre les paires de pratistants de moins 4.5 A (Figure 4).

H, OH

N
3\N\_/ 1 Proton anomérique
IOESY

Figure 4:Corrélations NOESY

Si le NOESY intramoléculaire est un des outils imigats dans I'attribution des signaux d’un
résidu saccharidique, le NOESY intermoléculaireessentiellement utilisé pour déterminer la
séquence des sucres et leurs points de jonctiaisqu@n observe une corrélation NOESY
entre le proton anomeére d’'un sucre et un protom@@pant a un autre sucre, ces deux protons
définissent la liaison entre les deux sucres. Leseétations NOE sont les plus souvent
observées entre le proton anomere et le protoé éeliatome de carbone de la liaison avec

'aglycone figure 5).
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H,OH

NOESY

Figure 5: Corrélations NOESY entre le sucre et I'aglycone

v" RMN Bidimensionnelle Hétéronucléaire

-  HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation)
Cette méthode permet d'observer des corrélatidas entre, soit le proton anomére
d’'un sucre et un carbone d'un autre, soit entygrdéon anomeére d’'un sucre et un carbone de
I'aglycone, et vis versa. Elle permet ainsi a idfentles liaisons entre les sucres, donc leur

séquence et le point de fixation de cette séqusmckaglycone Figure 6).

igkre 6: Corrélations HMBC

-  HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence)

Les séquences de pulses permettent d'observenfgage directd entre un protoriH et le
carbone °C qui le porte. Les taches de corrélations appseatsa lintersection des
déplacements chimiques d€€ et des'H qui sont directement liés les uns aux autresteCet
expeérience permet a partir du spectre proton,ribatr sans doute la majorité des carbones

protonés de la saponine (Figure 7)

1)
CH
1 C/ 3
HQ Y, \H
H——Cc——C_—C
7 c

Figure 7: Corrélations*H-*3C (1J)
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» Configuration absolue des sucres.

La configuration absolub ouL des sucres peut étre déterminée par chromatographi
phase gazeuse de dérivés chiraux des sucres isdis/drolysat acide par comparaison des
temps de rétention obtenus avec ceux observédgmderivés d’échantillons témoins (Hara et
al., 1987). Une méthode de détermination des cordtguns absolues des sucres consiste en la
détermination du pouvoir rotatoire de ceux-ci agrgdrolyse de la molécule et la séparation
par CCM préparatives des sucres. Dans ce casjtids quantités importantes de saponines.
Cependant, généralement la configuration absolpeur le rhamnose et arabinosepour le
glucose, le xylose, le fucose et le quinovose datise puisqu’il s'agit des sucres les plus
fréguemment rencontrés dans la nature (Haddab, €003).

» Détermination de la position des substituants
La position d’'un substituant, par exemple un groapge dans un glycoside ou sur un
aglycone ne peut pas étre déterminée par les mesHo@SY ou TOCSY. La présence de tel
substituant modifie considérablement les déplacésnemmiques des protons et carbone du

résidu glycosidique auquel il est attaché.

» Localisation de groupement acyle

La présence d'un groupement acyle sur un sucreitimidis variations des valeurs de
déplacements chimiques du sucre en question. laanents chimiques associés a une telle
modification sont appelés Déplacements-InduitsAmiation (AIS, acylation-Induced Shifts)
(Agrawal, 1992). Dans le spectre RMN, le proton carbinyle (proton géminal au groupemen
acyloxy) apparait dans les champs tres faibles—@(® ppm) avec une multiplicité
caractéristique dépendant du mode de couplage.di#a@renciation avec les protons anomere
est souvent simple. lls apparaissent généralenmnime un triplet ou un triplet diffuse en
fonction des constantes de couplage avec les matemaux, alors que les protons anomere
apparaissent comme des doublets ayant des corsstdateouplage caractéristiques. Une
exception a ce comportement se trouve sur les@ef®-acylé, dans lesquels les protons H-6,
dans la plupart des cas, se chevauchent avecadgutstons du sucre. L'acylation du groupe
hydroxyle alcoolique (le carbone C-6 du sucre) pome un déblindage de 'ordre de 0,6-3,5
ppm du carbone (le carbone C-6 du sucre) et un blindage de lodke 1,2—4,0 ppm de la
résonance du carbone adjacent (le carlfynle carbone C-5 du sucre) (Teruiat, 1976;
Dorman etal., 1975; Agrawal and Pathak, 1996).
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» Localisation du groupement sulfate

La position d'un groupement sulfate sur un glycesslilfaté peut étre déterminée
puisque la présence du groupe sulfate influencelépdacements chimiques des carbones et
protons. Le groupement sulfate provoque le débtjaddes protons vicinaux et géminaux. Le
déblindage de ces protons dépend de la natureadipghydroxyle mis en cause. Les protons
méthylénes (CLHDSG;H) voient leur résonance augmenter de 0,4—-0,5 ppors que le proton
méthine (CHOSGH) voit son déplacement augmenter considérabledwt7—-0,9 ppm. Dans
le spectre RMN'C, la présence d’'un groupe sulfate provoque unimtidje prononcé du
carbonea de I'ordre de 6-11 ppm pendant que le carbpise trouve plutét blindé (Sung and
Adam, 1991; Kostova etl., 2002; Sanchez-Contreras at, 1998; 2000; Sasmakov at.,
2003; Shaker edl., 2000).

Dans une démarche simple, basée sur les méthoédesagropiques décrites ci-dessus, il sera
guestion dans la deuxieme partie de cette thésgplitjuer la détermination des structures des

composeés obtenus au cours de ce travalil
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II.1. TRAVAUX CHIMIQUES
[I.1 Cussonia arboreddochst.(Publication N° 1)

[1.1.1 Extraction et isolement des saponines

* A partir des écorces

L'écorce séchée et finement pulvériséeGlearborea (1,0 kg) a été macérée avec du
MeOH (5 L) pendant 48 h. Aprés évaporation du salsaus vide, un résidu noir de 140 g a été
obtenu. Un échantillon de 13 g de cet extrait a®WMea été soumis a un VLC sur RP-18 de gel de
silice en utilisant HO (3 x 100 ml), MeOH / KD (1:1, 3 x 100 ml) et enfin le MeOH (200 mL).
La partie soluble dans le MeOH est évaporée a secgonner une poudre jaunatre (7,6 g). Une
partie (2,5 g) est alors soumise au processus dcation qui est basé essentiellement sur la
chromatographie flash, la MPLC et la chromatograpbur colonne classique a pression
atmosphérique. Ce processus a abouti a I'obterdmrsept composédd8— 114 dont cing
nouveaux 108-112)

[Ecorces séchées et broyées (500%)

extraction au MeOH

a froid pendant 48 H.
évaporation a sec

[Extrait au MeOH (62 g)]

VLC Si RP-18 (63-200 pm) sur échantillon de 13.5 g.
Gradient H,O/MeOH: v/v: 1/0, 1/1, 0/1

[ Fraction MeOH/H ,0 v/v 1/1] [Fraction au MeOH ]

Lyophilisation

totum de saponines
7649

CC Flash (sur échantillon de 2.5 g).
CHCIl3-MeOH-H,0: 60-32-7

F1:66.3 mg F2:111.3mg F3:22.1 mg| |F4:223.5mg EZS: 24.7 mg ] [FG: 110 mg J F7:120 mg F8:90.7 mg F9: 80.4 mg F10: 20.1 mg
ccC

MPLC Si RP-18 (15-40 pm) L—

SephadexLH20  Gradient MeOH/H,0 MPLC Si RP-18 (15-40 pm)

Fa2 composé 109 ) (“Composé 108 composé 111°) | Gradient MeOH/H,0
composé 113 MPLC Si RP-18 (15-40 p 7.mg 29.2mg 3.5mg
7.7mg

Gradient MeOH/H ,0

composé 112 Composé 114 F45 composé 110
6F.)8 mg @ 6.55 mg 10.3mg 52 mg

Figure 8: Schéma d’extraction et de purification d’extraécbrces d€. arborea
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* A partir des feuilles
L'extrait éthanolique des feuilles déussonia arborearécoltée au Cameroun, a été
évaporé a sec et partitionné entre-lBuOH et BO, fournissant ainsi un totum Brut de saponines.
Un échantillon de 2,5 g de ce mélange, fractioraréchromatographie liquide sous vide (VLC), a
fourni huit fractions. Les travaux de purificatiggar chromatographie sur colonne moyenne
pression sur silice en phase normale et en phasesée RP-18 ont conduit a I'isolement de 10
saponinesi15126) dont sept sont nouvelles1(5-121).

[ feuilles séchées et broyées (500 g) ]

extraction au EtOH

a froid pendant 48 H.
évaporation a sec

[Extrait au EtOH (76 g) ]

n-BuOH saturé d'eau

m [Fraction alcoolique ]

évaporation sous vide
Lyophilisation

[totum de saponines]

89

VLC Si (70-200 pm) sur échantillon de 2.5 g.
Gradient CHCI /MeOH: v/v 9/1, 6/1, 4/1, 2/1

[ [ [ | | | j—
F1: 100 mg [FZ: 46.5 mg ] [FS: 278.5 mg ] F4:202.5 mg | F5: 183 mg][,:& 331.5mg)(F7: 44.7 mg ) (F8: 119.6 mg

CC MPLC Si (15-40 pm) -
CHCI .-MeOH-H ,O: 70-30-5 CC MPLC Si RP-18 (15-40pm)
Gradient MeOH / H ,0: 60-100
1

composé 125 ,

CC MPLC Si RP-18 (15-40pm)

3.6 mg - ‘ S 115 Gradient MeOH/H ,0: 60-100
22.7m 30 mg 31mg 4.5mg

| | | | | |
Fé61 F62 F63 F64 F65 F66 Fe67 [ F68 ] [ F69 ] [ F610 ]
1.9mg 26mg J | 5.9mg J_84mg 5.8 mg 54.4 mg 27.9mg ) {_6.6mg J (_6.3mg 4.9 mg

CC MPLC Si RP-18 CC MPLC Si RP-18
Gradient MeOH/H ,0: 70-100% Gradient MeOH / H ,0: 70-100%

F671 ;
3o o 1.2 mg composé 119/120
5.1 mg
composé 117/118 L
:
. composé 126
composé 122 composé 121/123 12.4 mg

Figure 9: Schéma d’extraction et de purification d’extraisdeuilles deC. arborea
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11.1.2 Elucidation structurale

Celle-ci repose sur la caractérisation de la géniles sucres et leur séquence a l'aide des
méthodes de spectroscopie de RMN 1D et 2D et derep@trie de masse.

* Nature des génines des compakg8—- 126.

L’analyse des spectres RMN-1D et 20", en particulier I'étude des corrélations obsesvée
sur les spectres HSQC, HMBC et COSY comparée aeaddnnées de la littérature a permis
d’identifier les génines des composés (Tableau. 1¥s génines sont des triterpenes
pentacycliques du type oléanane et ursane.

L'oléanane et l'ursane ont une structure molécelasemblable mais différent par le
positionnement des groupes méthyles sur le cyck Hin des groupes méthyles en position 20
de I'oléanane migre en position 19, on obtients&ure. Les génines ont été identifiées a I'acide
oléanolique, I'nédéragénine, qui differe de l'acioléanolique par la substitution de l'un des
hydrogénes du méthyle en 23 par un hydroxyle esle@aomeéres l'acide urs-12-én-28-oique et
I'acide 23-hydroxyurs-12-en-28-oique, respectiveniBigure 10).

R =H: acide oléanolique R =H: acide ursolique
R = OH: hédéragénine R = OH: acide 23-hydroxyursolique

Figure 10 Structures et corrélations HMBC et COSY obsengtrdes spectres RMN 2D des génines.

Génine

Composeés

Références

Acide oléanolique

110 111 112 114115
119 124 125 126

Abe etal., 2002
Seebacher «l., 2003

Acide urs-12-en-28-oique

112

Tapondjou eal., 2003
Grishkovets eal., 2005

Hédéragénine

10€, 116,117, 122, 12¢

Jhoo efal., 2001

Acide 23-hydroxy urs-12-en-28-0iquel09 113 118 121

Tapondjou eal., 2003
Grishkovets eal., 2005

Tableau 10:Nature des génines des compgké’— 126
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* Nature des sucres

Les composed08 - 126 ont été isolés sous de poudres amorphes blancheslyse du
spectre COSY*H-'H, complétée par celle du TOCSY, HMBC et NOESY éipale chaque
anomere permet d’'identifier la nature des sucr&sdluation des constantes de couplages spin-
spin et des déplacements chimiques a permis detéaszr chaque composé. Les configurations
absolues des sucres ont été déterminées a D pagludese, le xylose, le fucose et L pour
arabinose, rhamnose par analyse CPG de dérivesughiles sucres dans I'hydrolysat de chaque
composé (voir la section expérimentale). Dans festses RMN'H des composés, les relatives
grandes valeurs des constantes de coupliager..des protons anomériques (entre 7,0 et 8,3 Hz)
ont indigué une orientatioff pour le glucose, le xylose, le fucose et uneerationa pour
larabinose. Le singulet large du signal du pro@mmomérique du rhamnose a indiqué une

orientationa.
[1.1.1.3 Elucidation structurale des compos&88—114) isolés des écorces.
11.1.1.3.1 Composél08

» Spectrométrie de masse.

L’analyse du spectre de masse en source FAB (meédatif) du composé B permet
d’observer le pic de I'ion quasi-moléculairendz 1103 [M-H]  suggérant une masse de 1104
u.m.a, en accord avec la formule bruteyHgsO.3. D’autres pics des ions fragments ont été
observés a m/z 957 [(M-H)-14{4, 633 [(M-H)-146-162-162), 471
[(M-H)-146-162-162-162 correspondant a la perte d’un deoxyhexose, d'axyexose et de
deux hexoses, et d’'un deoxyhexose et de trois leex@spectivement. Le pic observéha 471

correspondant au pic de I'ion pseudo-moléculairéatgycone, notamment I’hédéragéenine (voir

tableau 10, p.45)

A A A L A A Mr A, k Ml

Agly C-30/ H1-30 /};_‘l C-25/ H-25

e __ /f Agly C-24/ H-24

a [ _ Agly C-26/H-26

Agl <C-16/H-16b
Qe
T Agly C-2/H-2b

M

N N

o &
Loyl

t U
35 30 2s ZVD 1’5
F1 (ppm)

Figure 11 : Spectre HSQC de la partie aglycone du composé 108 46
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» Spectroscopie RMN

* Nature des sucres

L’étude des spectres de RMN permet de distinguer dans la zone des sucresegusignaux
attribuables aux protons anomériques dont troismésnt sous formes de doublet§a4,84 (d,J
= 7,8 Hz); 5,04 (dJ = 8,3 Hz); 6,00 (dJ = 8,0 Hz) et le dernier sous forme d’un singulegéaa
oy 5,60 ppm. Ces protons corrélent sur le spectre HSQ€E quatre carbones anomériques

résonnantx 104,0; 105,1; 95,0 et 102,1; respectivement.

Gal C-1/H-1

J !
)
,. Glq1 C-1/ H-1
5.2~ Agly C12/1i12 I
5.4
5.6

\
O VA

- ¥

B /V

'._ Rha C-1/{H-1
5.8

= Gle L C-1/[H-1_

~

6.0 é‘
6.2 < o

3 o =

o
130 125 1290 115 11¢ 108 100 85 S0

F1 (ppm)

Figure 12: Spectre HSQC de la zone des anomeres du corif8sé
L’analyse des spectres de RMN 1D et 2D (TOCSY, COH®QC, HMBC) a permis
d’identifier la nature des sucres et de caracterise
- Deux -glucopyranosyl dont les protons anomériques résanraoy 5,04 (d,J = 8,3 Hz,
Glc I) etoy 6.00 (d,J = 8,3 Hz, Glc II).
- Unp-galactopyranosyl (Gal) dont le proton anomériggsonne ay; 4,84 (d,J = 7,8 Hz).

- Un a-rhamnopyranosyl (Rha) avec un proton anomériqdes60 ppm (s I).
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» Séquencage osidique en C-3.
Sur le spectre HMBC, on observe des taches delatorés entre :
- le signal du proton anomeérique)a5,60 (Rha H-1) et le carboneda78,1 (Glc | C-4).
- Le proton anomérique &y 5,04 (d,J = 8,3 Hz, Glc | H-1) et le carboné: 82,1
correspondant au C-3 de l'aglycone.
Ces données nous permettent de conclure que |¢ &lclié a I'aglycone en position 3,
gue le Rha est lié au Glc | par une liaisord), d'ou la séquence de la chaine osidique en<t-3,

I'on tient compte de la configuration D et L poulc@t Rha:a-L-rhamnopyranosyl-(1. 4)-3-D-
glucopyranosyl.

SO e e TS WU U W W RVEIDASU S S
. i
1
I F2 | ! l
< (ppm) ‘l /@ |
) H 1
3.6 H
i G341 H-2/Gal (-2 Glc i H-5/Agly C-3 {
/ Gle I H-5/Glc i C—:f
L 3.8 - B i a GleTH-6a/Gle TC-1 | o H-s/Gle C—S\_ ' Gle I1 H-S/Ga} C-2
- {g, v Gal H-3/Glj1 C-6
= g S e —_ //
i put
S : o ™ i o
4.z b GALEYGR G Gle LG e
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Figure 13: Spectre HMBC de la partie osidique du compl@

Cette information est confirmée par I'observatias daches de corrélation sur le spectre
NOESY entre les signaux des protond;®,60 (Rha H-1) et 4,16 (Glc | H-4), entréy 5,04 (d,
J=8,3Hz, Glc | H-1) eby 4,13 (Agly H-3).

» Séquencage osidique en C-28

L’analyse du spectre HMBC a permis le séquencagedeeix autres unités de sucres
restants. C’est ainsi qu’'on a observé d’'autresascle corrélations entre:

- Le proton anomérique & 4,84 (d,J = 7,8 Hz Gal H-1) et le carbone/a68,6 (Glc Il C-6).
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- Le proton anomérique @& 6,00 (d,J = 8,0 Hz Glc Il H-1) et le carbonedg 176,5 (Agly C-

28). Ceci montre que le Gal est lié au Glc Il pae liaison (36), confirmé par la corrélation

entre le proton @, 4.84 (d,J = 7,8 Hz Gal H-1) et le proton a 4,54 (Glc Il H-@&d)que le Glc

Il est lié a 'aglycone en position 28 par unedai ester. On peut donc conclure que la chaine

osidigue en C-28 est @ D-galactopyranosyl-(1 6)-4-D-glucopyranosyl.

» Conclusion
Au vu des données exposeées precédemment, le cobpdacté élucidé a @-a-L-

rhamnopyranosyl-(1 4)-3D-glucopyranosylhédéragénine-28/4-D-galactopyranosyl-(1. 6)-5

D-glucopyranosyl ester, un nouveau composé natéredmmeéarboréaside A

OH
4
0
QHo
3 Glc | OH @) 6
5 OHOH HO o)
1
HO o IO HO 1
1O 3 HO 3 3
Rha OH OH Glcll

10€ : arboréaside A (Kougan etal., 2009
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Tableau 11 Déplacements chimiques RMN et™*C (GDsN) de I'aglycone et sucres du compd$8

dc On dc On
1 383 0,84, 1,38 3-0-GIc |
2 256 1,82, 2,22 1 105,1 5,04 d (8,3)
3 821 4,13 m 2 75,7 3,97
4 412 - 3 77,6 4,20
5 46,9 1,50 4 78,1 4,16
6 17,7 1,20, 1,55 5 77,4 3,85
7 321 1,66, 1,76 6 60,7 3,94, 4,07
8 399 - Rha
9 476 1,62 1 102,0 5,60 |
10 36,4 - 2 71,7 4,54 m
11 233 0,80, 1,82 3 71,8 4,42m
12 122,6 5,355 4 73,1 4,21
13 1438 - 5 69,8 4,72
14 421 - 6 17,9 1,56 d (5,9)
15 32,4 1,22, 1,58 28-0-Gle II
16 24,1 1,84, 1,94 1 95,0 6,00 d (8,0)
17 48,0 - 2 73,1 4,03
18 41,7  3,05Br, d (13,0) 3 77,6 4,16
19 458 1,12, 1,62 4 70,9 4,07
20 30,2 - 5 77,4 3,08
21 36,2 1,63, 1,80 6 68,6 4,21, 4,54
22 326 1,12, 1,56 Gal
23 635  3,56d(11,2), 4,16 1 104,0 4,84 d (7,8)
24 132 0,84 s 2 74,4 3,83
25 15,7 0,83 s 3 75,7 4,00
26 17,1 0,99 s 4 70,0 4,18 s
27 256 1,12's 5 76,5 3,50 m
28  176,5 - 6 62,0 4,21, 4,35
29 326 0,82's
30 232 0,79 s

11.1.1.3.2 Composé 109
» Spectrométrie de masse

L’analyse du spectre de masse en source FAB (médatif) du composd09 permet
d’observer le pic de I'ion quasi-moléculairendz 1103 [M-H]  suggérant une masse de 1104
u.m.a, en accord avec la formule brutgHgsO,3. D’autres ions fragments ont été observéya
957[(M-H)-14€§", 633[(M-H)-146-162-162)", 471[(M-H)-146-162-162-162] correspondant
a la perte d’un deoxyhexose, d’'un deoxyhexose atalx hexoses, et d'un deoxyhexose et de
trois hexoses respectivement. Le pic obsenmd/a471 correspondant au pic de I'ion pseudo-
moléculaire de I'aglycone.
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» Spectroscopie RMN
* Nature de la génine.

La comparaison des données de RMN 1D et 2B’@tdu compos&09 avec celle du
composél08 a montré qu'ils different seulement par la paatigycone. A savoir, une paire de
signaux de carbones oléfiniquesaa 125,6 (C-12) et 138,0 (C-13), un signal de carbone
tertiaire ad: 52,8 (C-18) a été observé ddd® au lieu de 41,2. Des carboneg:dl22,6 (C-12),

& 143,8 (C-13) et 41,7 (C-18) dans les spectré€ et HSQC du compos¥08 En outre, on a
observé deux signaux de carbones tertiaires sspdetre RMNC a & 39,0 (C-19) et 38,7
(C-20), montrant des corrélations HSQC avec lesasig RMN ad; 1.29 (d,J = 4,1 Hz, H-19) et
oy 0.79 (1 d, H-20), respectivement et une corrélaG@SY entre ces deux protons sont en accord
avec un squelette du type ursane. De plus, unélation a longue distance sur le spectre HMBC
entre le signal @, 2,38 (d,J = 10,7 Hz, H-18) et les carbonexal25,6 (C-12); 138,0 (C-13);
48,0 (C-17); 39,0 (C-19) a confirmé le squeletteppsé. Ainsi, la structure de l'aglycone du
composeél09 a été identifiece comme étant l'acide 23-hydroxyiirsen-28-oique (Tapondjou et
al., 2003; Grishkovets etl., 2005).

» Conclusion

Le composél09 a été élucidé au @-a-L-rhamnopyranosyl-(2 4)-4-D-glucopyranosyl-
acide 23-hydroxyurs-12-én-28-oique @84-D-galactopyranosyl-(1 6)-3-D-glucopyranoside, un

nouveau composeé naturel dénomemigoréaside B(Kougan etl., 2009).

OH
0]
OHo
Glc | OH O
HO OH 0]
HO O © HQo
HO OH
HO HO OH Glc II

Rha
\\ 109 arboréaside B (Kougan et al. 2009) /
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Tableau 12 Déplacements chimiques RMN et**C (GDsN) de I'aglycone et sucres du compd€®.

dc O
1 384 0,84, 1,38
2 256 1,82, 2,22
3 821 4,13 m

4 422 -

5 47,7 1,54

6 17,9 1,22, 1,52

7 321 1,66, 1,76
8 395 -

9 47,7 1,62

10 36,5 -

11 234 0,80, 1,82
12 1257 5345l
13 1381 -

14 422 -

15 32,4 1,22, 1,58
16 24,2 1,84, 1,94
17 481 -

18 529 2,38d (10,7)
19 39,0 1,29 m
20 387 0,79 m
21 364 1,66, 1,80
22 336 b

23 64,0 3,58d(11,0),4,18
24 132 0,88s
25 158 0,84s
26 17,2 1,01s
27 233 1,04 s
28 176,5 -

29 17,0 0,84

30 209 0,81d (5,7)

oc O
3-0O-Glc |

1 105,1 5,04 d (8,3)
2 75,7 3,97
3 77,6 4,20

4 78,1 4,16

5 77,4 3,85

6 60,7 3,4407

Rha

1 102,0 560s]|
2 71,7 4,54 m

3 71,8 4,42m

4 73,1 4,21
5 69,8 4,72
6 17,9 1,56 d (5,9)

3-O-Glc Il

1 95,0 6,00 d (8,0)
2 73,1 4,03

3 77,6 4,16

4 70,9 4,07

5 77,4 3,98

6 68,6 4,21, 4,54

Gal

1 104,0 4,84 d (7,8)
2 74,4 3,83

3 75,7 4,00

4 70,0 4,18 s

5 76,5 3,50 m
6 62,0 4,21

4,35

% hon déterminé
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11.1.1.3.3Composél10

» Spectrométrie de masse

L’analyse du spectre de masse en source FAB (meédeatifi du composé& 10 permet
d’observer le pic de lion quasi-moléculairemdz 1351 [M-H]" suggérant une masse de 1352
u.m.a, en accord avec la formule brutgHzo/O30. D’autres pics des ions fragments ont été
observés am/z 779 [(M-H)-162-132-132-146) ", 455 [(M-H)-162-132-132-146-162-162]"
correspondant a la perte d’'un deoxyhexose, d’'unseet de deux pentoses et d’un deoxyhexose,
de trois hexoses et de deux pentoses respectiveheepic observé &n/z455 correspondant au
pic de I'ion pseudo-moléculaire de I'aglycone notaemt I'acide oléanolique (voir paragraphe 2,
p 45).

> Spectroscopie RMN

* Nature des sucres

L’étude des spectres de RMN permet de distinguer dans la zone des sucresigsiaux
attribuables aux protons anomériques dont cingésat sous forme de doublet$/g4,88 (d,J =
7,6 Hz),44 4,96 (dJ = 4,2 Hz),0,5,12 (d,J = 7,1 Hz),0,5,13 (d,J = 7,1 Hz),&, 6,09 (d,J= 8,0
Hz) et le dernier sous forme d’un singulet larg® &,65 ppm. Ces protons corrélent sur le spectre
HSQC avec six carbones anomériques résonnapt1®4,0; 103,8; 103,0, 106,2; 95,2 et 102,2
respectivement.

L’analyse détaillée des spectres CO8¥'H, TOCSY, HMBC, et NOESY & partir de
chaque proton anomere permet d’'identifier la natle® sucres. L'évaluation des constantes de
couplages spin-spin ainsi que des déplacementseomis de caractériser:

- Una-glucopyranosyl (Glc I) dont le proton anomére résnacy 4,96 (d,J = 4,2 Hz, Glc | H-1)

- Deux s-glucopyranosyl (Glc 1l et Glc Ill) dont les prot®mnomeres résonnenta 5,12

(d,J=7,1 Hz, Glc Il H-1) et &, 6,09 (d,J = 8,0 Hz, Glc Il H-1).

- Un g-xylopyranosyl (Xyl) dont le proton résonne&a 5,13 (d,J = 7,1 Hz, Xyl H-1).

- Uno-rhamnopyranosyl (Rha) avec le proton anomériqde®65 ppm.

- Una-arabinopyranosyl (Ara) avec le proton anomériqde 488 (d,J = 7,6 Hz, Ara H-1).

» Séquencage osidique en C-3

L'ordre des chaines oligosaccharidiques du compbBé été réalisé par des expériences de
NOESY et HMBC. Les corrélations HMBC entre :

- &45,12 (dJ=7,1Hz, Glc Il H-1) etx 84,0 (Xyl C-3),

- 45,13 (dJ=7,1, Xyl H-1) et 79,2 (Glc | C-2),

- 34,96 (dJ = 4,2; Glcl H-1) etk 88,9 (Agly C-3)
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a prouvé la séquence oligosaccharidique en C-3 @m@tant/s-D-glucopyranosyl-(1. 3)-5-D-
xylopyranosyl-(1- 2)-a-D-glucopyranosyl. Cette séquence a été confirméedpar taches de
corrélations sur le spectre NOESY entre les proéofs5,12 (Glc Il H-1) etdy 3,99 (Xyl H-3) et
entredy 4,46 (Glc |, H-2) et)y 5,13 (Xyl H-1),d5 4,96 (Glc | H-1) etd, 3,11 (Agly H-3).
» Séquencage osidique en C-28

D'autres corrélations HMBC entre :

- 45,65 (s |, Rha H-1) ek 78,1 (Glc Ill C-4)

- 4,88 (d,J=7,6 Hz, Ara H-1) etx. 68,5 (Glc Ill C-6)

- ;6,09 (dJ=8,0Hz, Glc lll H-1) etk 176,5 (Agly C-28),
ont permis de caractériser la séquence en C-28e d[étL-arabinopyranosyl-(1 6)]-[ a-L-
rhamnopyranosyl-(1 4)]-5-D-glucopyranosyl. Celle-ci a été confirmée par ur@réation
inverse observeée sur le spectre HMBC entre leopratdy 4,23 (Glc Il H-6b) et le carbone &
104,0 (Ara C-1) et par les corrélations sur le speOESY entre); 4,88 (Ara H-1) ety 4,56
(Glc 1l H-6a) et entra}, 5,65 (Rha H-1) ety 4,17 (Glc I1l, H-4).

» Conclusion

Au vue de ce qui précéde la structure du compbEg a été élucidée a G-5D-

glucopyranosyl-(L 3)-3D-xylopyranosyl-(1- 2)-a-D-glucopyranosyl-acide oléanolique £8-
[ a-L-arabinopyranosyl-(1 6)]-[ a-L-rhamnopyranosyl-(1 4)]-5-D-glucopyranoside, nouveau

composeé naturel dénomraéboréaside C(Kougan etl., 2009).

HO

HO
rRha ©OH

\ 110 arboréaside C(Kougan etl., 2009) /
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Tableau 13 Déplacements chimiques RMN et**C (GDsN) de I'aglycone et sucres du compddé®

oc OH
1 384 0,76, 1,38
2 259 1,74, 1,89
3 8809 3,11
4 391 -
5 554 0,63 m
6 18,2 1,15, 1,33
7 328 1,24, 1,36
8 395 -
9 47,6 1,49 m
10 36,6 -
11 23,3 1,09, 1,80
12 123,3 5345
13 143,8 -
14 418 -
15 27,8 1,15, 2,19
16 23,0 1,94, 2,00
17 46,7 -
18 41,3 3,09
19 459 1,15, 1,66
20 30,3 -
21 336 1,01, 1,24
22 321 1,63, 1,80
23 278 1,09 s
24 16,4 0,92 s
25 1572 0,76 s
26 17,1 0,98 s
27 257 1,15 s
28 1765 -
29 328 0,82's
30 23,3 0,81s

6(: 6|—|
3-0O-Glc |
1 103,8 4,96d (4,2)
2 79,2 4,46
3 77,1 4,13 m
4 70,0 4,24
5 77,8 3,85
6 62,0 4,27 ,4,42
Xyl
1 106,2 5,13d (7,1)
2 75,9 4,00
3 84,0 3,99
4 71,2 4,09
5 66,8 3,651 (10,9), 4,36
Glc 1l
1 103,0 5,12d (7,1)
2 75,3 3,97m
3 76,2 4,00
4 70,7 4,04
5 77,4 3,68 m
6 60,7 3,97, 4,07
28-0O-Glc lli
1 95,2 6,09 d (8,0)
2 73,2 4,05
3 77,8 4,23
4 78,1 4,17 m
5 77,4 3,98
6 68,5 4,23, 4,56
Ara
1 104,0 4,88d (7,6)
2 74,6 3,83
3 75,9 4,02
4 70,2 4,20
5 64,0 3,821d (8,3), 4,23
Rha
1 102,2 5,65sl
2 71,8 4,56
3 72,0 4,42
4 73,2 4,23
5 69,9 4,76 m
6 17,9 1,58d (6,1)
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11.1.1.3.4 Composé 111
» Spectrométrie de masse
L’analyse du spectre de masse en source FAB (médatif) du composdll permet
d’observer le pic de l'ion quasi-moléculairendz 1219 [M-H] suggérant une masse de 1220
u.m.a, en accord avec la formule brutgHzo/O30. D’autres pics des ions fragments ont été
observés an/z749[(M-H)-162-162-14¢", 455[(M-H)-162-162-146-132-1627" correspondant
a la perte d'un deoxyhexose et de deux hexoseietdgoxyhexose, de trois hexoses et d'un
pentose respectivement. Le pic observg/a455 correspond au pic de I'ion pseudo-moléculaire
de I'aglycone, notamment I'acide oléanolique (ymaragraphe 2, p 45).
» Spectroscopie RMN
* Nature des sucres
L’étude des spectres de RMN permet de distinguer dans la zone des sucress@ngux

attribuables aux protons anomeériques dont quas@rent sous formes de doubleid;a,86 (d,
J=6,4Hz), 4,90 (d)=7,8 Hz), 5,10 (d) =7,6 Hz), 6,10 (dJ = 8,0 Hz) et le dernier sous forme
d’'un singulet large @, 5,66 ppm. Ces protons corrélent sur le spectre H8@C cing carbones
anomeriques résonnant & 104,4; 104,0; 105,0; 95,2 et 102,2; respectivemeidgnalyse
détaillée des spectres RMN 1D et 2D a permis dtitlen des sucres. Ainsi, I'évaluation des
constantes de couplages spin-spin et les dépla¢smi@miques ont permis de caractériser :

- Un g-galactopyranosyl (Gal) dont le proton anomeremésaoy 4,90 (d,J = 7,8 Hz)

- Deuxp-glucopyranosyl (Glc | et Glc Il) dont les protoasomeres résonnentda 5,10 (d,

J=7,6 Hz, Glc | H-1) et &, 6,10 (d,J = 8,0 Hz, Glc Il H-1).

- Una-rhamnopyranosyl (Rha) avec le proton anomériqui 566 ppm (s ).

- Una-arabinopyranosyl (Ara) avec le proton anomériqde 4,90 (d,J = 7,8 Hz).
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Figure 14: Spectre HSQC de la zone des anomére du comddsé
» Séquencage osidique en C-3
Les corrélations HMBC entre :
- 0n 5,66 (s, Rha H-1) eic 78,1 (Ara C-4),
- entredy 5,10 (dJ =7,6 Hz, Glc | H-1) ebc 79,7 (Ara C-2),
- finalement entréy 4,86 (d,J = 6,4 Hz, Ara H-1) et 88,8 (Agly C-3),
ont suggéré la séquence en C-3 comme étantrhamnopyranosyl-(1 4)]-[ 3-D-glucopyranosyl-
(1- 2)]-a-L-arabinopyranosyl, confirmée par des corrélatio@ESY entredy 5,66 (Rha H-1) et
ou 4,21 (Ara H-4), entréy 5,10 (Glc | H-1) eby 4,52 (Ara H-2) et entréy 4,86 (Ara H-1) eby
3,14 (Agly H-3).
» Ségquengage en C-28
Les corrélations HMBC enti&; 4,90 (d,J = 7,8 Hz, Gal H-1) efc 68,6 (Glc Il C-6), entre
on 6,10 (d,J = 8,0 Hz, Glc Il H-1) eby 176,5 (Agly C-28) et les corrélations NOESY erdise
4,90 (Gal H-1) ety 4,24 (Glc Il H-6a) ont permis d'établir la séguendes sucres en C-28

comme étanf-D-galactopyranosyl-(1 6)-3-D-glucopyranosyl.
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Figure 15: Spectre HMBC de la partie osidique du comphbkg
» Conclusion
Au vue de ce qui précéde la structure du comfiddén été élucidée au deC{a-L-
rhamnopyranosyl-(2 4)]-[ #-D-glucopyranosyl-(L 2)]-a-L-arabinopyranosyl-acide
oléanolique 283-/-D-galactopyranosyl-(1 6)-3-D-glucopyranoside, un nouveau composeé

naturel dénommaérboréaside D(Kougan etal., 2009).
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111 arboréaside D(Kougan edl., 2009).

/

58



Travaux personnels

Etudes chimiques

Tableau 14 Déplacements chimiques RMN et**C (GDsN) de I'aglycone et sucres du compddd.

dc oy
1 384 0,82, 1,42
2 26,5 1,78, 1,98
3 888 3,14 m
4 395 -
5 555 0,64 d (11,9)
6 182 1,16, 1,34
8 395 -
9 477 1,52 m
10 36,9 -
11 235 1,10, 1,82
12 1231 535s|
13 1438 -
14 420 -
15 279 1,14, 2,19
16 23,0 ®1.82
17 46,7 -
18 41,8 3,09
19 459 1,16, 1,64
20 304 -
21 338 1,24,
22 321 1,66, 1,79
23 279 1,14 s
24 164 0,96 s
25 152 0,78 s
26 17,1 1,00 s
27 257 1,16 s
28 176,5 -
29 328 0,82s
30 233 0.81s

®: non determiné

oc oy
Ara
1 104,4 4,86 d (6,4)
2 79,7 4,52t (6,6)
3 73,0 4,29
4 78,1 4,21
64,6 3,751d (9,7), 4,22
Glc |
1 105,0 5,10d (7,6)
2 75,6 3,98 m
3 77,5 4,11
4 71,0 4,12
5 77,7 3,73
6 60,9 3,98, 4,10
Rha
1 102,2 5,66s|
2 71,9 4,56 m
3 72,0 4,44 m
4 73,8 4,24
5 70,0 4,76 m
6 17,9 1,60d (6,1)
Glc i
1 95,2 6,10 d (8,0)
2 73,3 4,06t (8,0)
3 77,5 4,19
4 70,5 4,24
5 77,5 4,00
6 68,6 4,24, 4,56
Gal
1 104,0 4,90d (7,8)
2 74,6 3,851 (8,5)
3 75,9 4,02
4 67,8 4,32
5 76,8 3,53
6 62,0 4,25, 4,34
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11.1.1.3.5 Composé 112
» Spectrométrie de masse

L’analyse du spectre de masse en source FAB (médatif) du composd12 permet
d’observer le pic de l'ion quasi-moléculaireméz 1087 [M-H]  suggérant une masse de 1088
u.m.a, en accord avec la formule brutgHgsO,,. D’autres pics des ions fragments ont été
observés a m/z 925 [(M-H)-167", 617 [(M-H)-146-162-162), 455
[(M-H)-146-162-162-162) correspondant a la perte d’'un hexose, d’'un dexogeet de deux
hexoses, et d'un deoxyhexose et de trois hexosgmaetivement. Le pic observéna/z 455

correspondant au pic de I'ion pseudo-moléculairéagdgycone, notamment I'acide oléanolique.

» Spectroscopie RMN.

* Nature des sucres

L’étude des spectres de RMI¥ permet de distinguer dans la zone des sucresequat
sighaux attribuables aux protons anomériques dorg tésonnent sous forme de doubletd,a
4,82 d, J = 8,0 Hz), 4,88 (dJ = 7,8 Hz), 6,09 (dJ = 8,0 Hz) et le dernier sous forme d'un
singulet large & 5.64 ppm. Ces protons correlent sur le spectre G18@c quatre carbones
anomériques résonnanta106,1; 104,2; 95,1 et 102,2, respectivement.

L’analyse des spectres de RMN 1D et 2D a permidediifier la nature des sucres.
L’évaluation des constantes de couplages spin-apisi que des déplacements chimiques ont
permis de caractériser :

- Un g-galactopyranosyl (Gal) dont le proton anoméremésaoy 6,09 (d,J = 8,0 Hz)
- Deuxp-glucopyranosyl (Glc | et Glc Il) dont les protoasomeres résonnentoa 4,82 (d,
J=8,0Hz, Glcl) et a4 4,88 (d,J=7,8 Hz, Glc II).
- Una-rhamnopyranosyl (Rha) avec un proton anomériqdes64 ppm (s ).
» Séquencage osidique en C-3.

La substitution d'Agly C-3 par le Glc terminal & &uggérée par des corrélations HMBC
entre oy 4,82 (d,J = 8,0 Hz, Glc | H-1) etyc 88,8 (Agly C-3). Elle a été confirmée par
I'observation d’'une corrélation NOESY entiig¢4,82 (Glc | H-1) eby 3,31 (Agly H-3).

» Ségquencgage en C-28
Les corrélations HMBC entre:
- 0n 5,64 (sl, RhaH-1) ec 78,1 (Glc Il C-2),
- 0n4,88(dJ=7,8Hz Glc|H-1) ebc 68,5 (Gal C-6), finalement entég 6,09 (d,J = 8,0
Hz, Gal H-1) etc 176,1 (Agly C-28),
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ont suggeéré la séquence oligosaccharidique a MEBne étant-L-rhamnopyranosyl-(2 2)-5
D-glucopyranosyl-(L 6)-3D-galactopyranosyl.
» Conclusion
Au vu de ce qui précede le compodd?2 a été élucidé comme étant(BS-D-
glucopyranosyl-acide oléanolique ZBa-L-rhamnopyranosyl-(1 2)-3-D-glucopyranosyl-(L. 6)-
[D-galactopyranoside, un nouveau composé naturenaére arboréaside E (Kougan etal.,
20009).

112: arboréaside E (Kougan et al. 2009)
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Tableau 15: Déplacements chimiques RMN et**C (GDsN) de I'aglycone et sucres du compdd®

dc O
1 386 0,78, 1,45
2 269 ® 1,82
3 888 3,31
4 395 -
5 555 0,68
6 18,2 1,26, 1,34
7 336 1,207
8 395 -
9 481 1,62 m
10 36,4 -
11 23,4 1,82, 1,84
12 1225 5,35 brs
13 1435 -
14 421 -
15 27,9 1,20, 2,19
16 27,9 1,20, 2,19
17 23,0 b
18 46,7 -
19 41,3 3,08brd(13,1)
20 45,9 1,14, 1,62
21 30,3 -
22 324 1,26, 1,50
23 321 1,66, 1,79
24 27,9 1,22's
25 16,7 0,92s
26 157 0,88s
27 17,2 1,02's
28 257 1,16 s
29 327 0,82s
30 23,3 0,82s

dc On
3-B-D-Glc |
1 106,1 4,82 d (8,0)
2 75,6 3,96 m
3 77,6 4,21
4 70,2 4,21
5 77,5 3,99
6 60,8 3,95, 4,06
28-0O- Gal
1 95,1 6,09 d (8,0)
2 72,9 4,06 m
3 75,9 4,00
4 70,0 4,74 m
5 76,6 3,42
6 68,5 4,22, 4,55
Glcli
1 104,2 4,88d (7,8)
2 78,1 4,18
3 77,6 4,20
4 72,0 4,42 s
5 76,8 3,52
6 62,5 4,25m, 4,46 m
Rha
1 102,1 5,64 s
2 72,0 4,55 m
3 72,9 4,06 m
4 73,2 4,04 m
5 69,6 4,74 m
6 18,0 1,58d (5,9)
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11.1.1.3.6 Composé 113
» Spectrométrie de Masse
Le spectre de masse du compb$8en source FAB (mode négatif) montre le pic denl’io
guasi-moléculaire an/z 941 [M-H] suggérant une masse moléculaire de 942 u.m.acamdac
avec la formule @gH;g015. D’autres pics des ion-fragments ont été obser@éwn/z 795
[(M-H)-146], 633 [(M-H)-146-162], 471 [(M-H)-146-162-162] correspondant a la perte
d’'un deoxyhexose, d’'un deoxyhexose et d'un hexes&’'un deoxyhexose et de deux hexoses
respectivement. L'ion a 471 correspond a l'ion pemoléculaire de l'aglycone, notamment
'acide 23-hydroxyurs-12-en-28-oique (voir paradrag, p 45).
» Spectroscopie RMN.
* Nature des sucres
Sur le spectre RMN'H du composéll3 on observe la présence de trois protons
anomeriques résonnantéa 4,84 (d,J = 7.8 Hz), 5,60 (s 1), 6,00 (&, = 8,0 Hz). Ces protons
correlent sur le spectre HSQC avec trois carbonemaériques résonnantdg 104,0; 102,0; 95,1;
respectivement. L'évaluation des constantes deplagas spin-spin et des déplacements
chimiques a permis de caractériser :

- Deuxpg-glucopyranosyl (Glc | et Glc II) dont les protoasomeériques résonnenba 6,00

(d,J=8,0 Hz) eth4 4,84 (d,J = 7,8 Hz), respectivement.
- Un a-rhamnopyranosyl (Rha) avec un proton anomeériquesgonne & 5,60 ppm (s ).

Le signal du carbone & 73,0 (Agly C-3) qui montre une corrélation sur feestre HSQC
avec le proton @, 4.01 ppm permet de conclure que gu'’il n'ya pasiaisdn osidique en C-3 et
par conséquent prouve que le compbt8 est une saponine monodesmosidique avec une chaine
de sucres en position 28.

» Séquencage osidique en C-28

L’analyse du spectre HMBC a permis le séquencagetrdes unités de sucres. On a observé
des taches de corrélation sur le spectre HMBC entre

- Le proton ady 5,60 (s |, Rha H-1) et le carboné&78,0 (Glc 1l C-4).

- Le proton ad, 4,84 (d,J = 7,8 Hz, Glc Il H-1) et le carbonesa 68,6 (Glc | C-6).

- Entre le proton a 6,00 (d,J = 8,0 Hz, Glc | H-1) et le carbonea176,3 (Agly C-28).

Ceci montre que le Rha est lié au Glc Il par vaisdin (:4), le Glc Il est lié au Glc | par une
liaison (1-6) et Glc | est lié a I'aglycone en position 28 pae liaison ester. Cette séquence est
confirmée par la corrélation sur le spectre NOE®tfeele proton &y 5,60 (s |, Rha H-1) et le

proton a 4,13 (Glc Il H-4), entre le protorda 4,84 (d,J = 7,8 Hz, Glc Il H-1) et le proton &,
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454 (Glc | H-6a), On peut donc conclure que laick osidigue en C-28 esta-L-

rhamnopyranosyl-(2 4)-5-D-glucopyranosyl-(1L. 6)-4-D-glucopyranosyl.

» Conclusion
Au vu de tous ce qui précede, le compb¥8a éte identifié a 'acide 23-hydroxyurs-12-
en-28-oique 2&-a-L-rhamnopyranosyl-(1 4)-4-D-glucopyranosyl-(1. 6)-4-D-glucopyranoside,

précédemment isolé daussonia paniculatpar Griskhovets «dl., 2005.
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Tableau 16 Déplacements chimiques RMN et**C (GDsN) de I'aglycone et sucres du compddé

oc OH oc ox
1 385 0,86,1,44 28-0-Glc |
2 26,7 1,81, nd 1 95,1 6,00 d (8,0)
3 730 4,01 2 72,8 4,04
4 42,3 - 3 77,6 4,15
5 48,0 1,34 4 70,0 4,18
6 18,1 1,22, 1,46 5 77,2 3,97
7 32,7 1,22, 1,55 6 68,6 4,19,4,54
8 39,6 - Gle ll
9 47,9 1,53 1 104,0 4,84d (7,8)
10 36,6 - 2 74,5 3,82
11 23,2 0,79,1,82 3 75,8 3,97
12 125,6 5,35 4 78,0 4,13
13 138,1 - 5 76,3 3,50
14 421 - 6 60,7 3,94, 4,06
15 27,8 1,06,2.24 Rha
16 241 1.85,1.92 1 102.0 5.60 s
17  46.7 - 2 71.7 4.52
18 52.8 2.37 3 72.8 4.40
19 38.9 1.27 4 73,1 4,19
20 38,6 0,86 5 69,9 4,69
21 30,2 nd, nd 6 17,9 1,55d (5,9)
22 36,3 1,64, 1,79
23 66,8 3,55, 3,99
24 12,6 0,96 s
25 15,8 0,86
26 17,3 1,03s
27 23,3 1,03 s
28 176,3 -
29 17,1 0,99d (5.4)
30 208 083d(5,7)
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11.1.1.3.7 Composé 114
» Spectrométrie de masse.

L’analyse du spectre de masse en source FAB (médatif) du composd14 permet
d’observer le pic de I'ion quasi-moléculairendz 1057 [M-H]™ suggérant une masse de 1058
u.m.a, en accord avec la formule brutesHgeO,;. D’autres pics des ions fragments ont été
observés a miz 925 [(M-H)-137 , 617 [(M-H)-146-162-162), 455
[(M-H)-132-146-162-162) correspondant a la perte d'un pentose, d’'un demxyde et de deux
hexoses, et d’'un pentose, d’'un deoxyhexose etde ldexoses respectivement. Le pic observé a
m/z 455 correspondant au pic de I'ion pseudo-moléarilaie I'aglycone, notamment I'acide
oléanolique (voir paragraphe 2, p 45).

» Spectroscopie RMN

* Nature des sucres

L’étude des spectres de RMN permet de distinguer dans la zone des sucresegsighaux
attribuables aux protons anomériques dont troisnmsnt sous formes de doubletda4,86 (d,J
=7,8Hz), 4,89 (d) =7,6 Hz), 6,10 (dJ = 8,0 Hz) et le dernier sous forme d’'un singuegé a
oy 5,60 ppm. Ces protons correlent sur le spectre H3Q&& quatre carbones anomériques
résonnant @: 104,4; 104,0; 95,1 et 102,0; respectivement.

L’analyse des spectres RMN 1D et 2D ont permisatactériser :

- deuxp-glucopyranosyl (Glc I, Glc 1) dont les protonsoaméres résonnentdsg 6,10 (d,J

= 8,0 Hz) eby 4,89 (d,J = 8,0 Hz), respectivement.

- Una-rhamnopyranosyl (Rha) avec un proton anomériqdes60 ppm (s ).

Un a-arabinopyranosyl (Ara) avec le proton anomériqde 4,86 (d,J = 7,8 Hz).

» Séquencage en C-3.

Les corrélations HMBC entré, 4,86 (d,J = 7,8 Hz, Ara H-1) et 88,8 (Agly C-3), et
NOESY entredy 4,86 (Ara H-1) etoy 3,31 (Agly H-3) a permis d’établir la position de
I'arabinopyranosyl en C-3 de l'acide oléanolique.

» Séquencage osidique en C-28.
L’observation des corrélations HMBC entre les pnsta :

- 0n 5,60 (s, Rha H-1) &ic 78,0 (Glc Il C-4),

- 0n4,89 (dJ=7,6 Hz, Glc Il H-1) ebc 68,8 (Glc | C-6),
finalement entréy 6,10 (d,J = 8,0 Hz, Glc H-1) ebc 176,5 (Agly C-28),
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a suggeéré la séquence oligosaccharidique en Cfaghecdtantr-L-rhamnopyranosyl-(1 4)-5-D-
glucopyranosyl-(L. 6)-3D-glucopyranosyl, confirmée par des corrélations IS@Entre le signal
aoy 5,60 (s |, Rha H-1) &y 4,13 (Glc Il H-4), entréy 4,89 (Glc 1l H-1) eby 4,54 (Glc 1l H-6a).

» Conclusion
Au vu de ce qui précede le compddgel a éte identifieé au &-a-L-arabinopyranosyl-acide
oléanolique 283-a-L-rhamnopyranosyl-(1 4)-4-D-glucopyranosyl-(1. 6)-4-D-glucopyranoside,
un composé naturel dénommigvujianoside C3isolé dAcanthopanasenticosugpar Shao edl.,
1988.

-

OH (o)
(@)
HO 4 o
Ara OH 4 H o o0—°
%o Y HO °
OH HO
Glc Il OH
0 1 Glc |
HO
HO

Rha OH
\\ 114 : ciwujianoside C (Shao € al. 1988 /
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Tableau 17: Déplacements chimiques RMN et'*C (G;DsN) de I'aglycone et sucres du compddé.

dc O
1 386 0,78, 1,45
2 269 ® 1,82

3 888 3,31

4 395 -

5 555 0,68

6 18,2 1,26, 1,34
7 336 1,207

8 395 -

9 481 1,62 m
10 36,4 -

11 23,4 1,82, 1,84
12 1225 5,35

13 1435 -

14 421 -

15 278 1.16; 2.20
16 27,9 1,20, 2,19
17 23,0 b

18 46,7 -

19 413 3,08 d (13,1)
20 45,9 1,14, 1,62
21 30,3 1,26, 1,50
22 324 1,66, 1,79
23 321 1,22's
24 27,9 0,92s
25 16,7 0,88s
26 157 1,02's
27 17,2 1,16 s
28 176.5 -

29 327 0,82s
30 233 0,81s

dc oy
3-O-Ara
1 104,4 4,86 d (7,8)
2 79,7 4,52t (6,6)
3 73,0 4,29
4 78,1 4,21
5 64,6 3,751d (9,7), 4,22
28-0O-Glc |
1 95,1 6,10 d (8,0)
2 72,8 4,04
3 77,6 4,15
4 70,0 4,18
5 77,2 3,97
6 68,6 4,19, 4,54
Glcll
1 104,0 4,89 d (7,6)
2 74,5 3,82
3 75,8 3,97
4 78,0 4,13
5 76,3 3,50
6 60,7 3,94, 4,06
Rha
1 102,0 560s
2 71,7 4,52
3 72,8 4,40
4 73,1 4,19
5 69,9 4,69
6 17,9 1,55
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11.1.1.4. Elucidation structurale des composEs5— 126) isolés des feuillegPublication en

cours)
11.1.1.4.1 Composéll5

» Spectrométrie de masse.

L’analyse du spectre de masse en source FAB (médatif) du composd 15 permet
d’observer le pic de I'ion quasi-moléculairerdz 795 [M-H]" suggérant une masse de 796 u.m.a,
en accord avec la formule brutq.Bss0:4. D’autres pics des ions fragments ont été obseaivés
m/z 647 [(M-H)-149 ", 471[(M-H)-146-17q, correspondant a la perte d’'un deoxyhexose et
d’'un hexuronique successivement. Le pic obsemzal 71 correspondant au pic de I'ion pseudo-
moléculaire de I'aglycone, notamment I'hédéragéifunér paragraphe 2, p 45).

» Spectroscopie RMN

Le signal ag: 88.2 (d,J = 11.4 Hz, Agly C-3) et 180,0 (Agly C-28) permettent de conclure
gu’il n’ya pas de liaison en C-28 et par conséqumative que le compodé5 est une saponine
monodesmosidique avec une chaine de sucres eiopdit

* Nature des sucres

L'étude des spectres de RMN permet de distinguer dans la zone des sucres signaux
attribuables aux protons anomériques dont 'unméscad; 4,95 ¢, J = 8,1 Hz) et l'autre a}
5,65 (s I). Ces protons corrélent sur le spectr®@@avec deux carbones anomériques résonnant a
& 103,6 et 102,1; respectivement.
L’'analyse des spectres 1D et 2D a permis d’idemtifa nature des sucres. L’évaluation des
constantes de couplages spin-spin et des déplateotemiques ont permis de caractériser:

- Un g-glucuronopyranosyl (GlcA) dont le proton anomédgasonne a4 4,95 (d,J=8,1

Hz) ;
- Unoa-rhamnopyranosyl (Rha) dont le proton anomeérigsemae ay 5,65 (s )
» Séquencage osidique en C-3
Les corrélations observées dans le spectre HMBf@ énsignal du proton anomeériquéia

5,65 (1H, s |, Rha H-1) et celui du carbon&a77,8 (GIcA C-4), entre le signal du proton
anomerique ay 4,95 (1H, dJ = 8,1 Hz, GIcA H-1) et le signal du carboné=88,2 (Agly C-3),
ont suggéré la séquence de la chaine oligosacthagiden C-3 comme étantr-L-
rhamnopyranosyl-(1 4)-3-D-glucuronopyranosyl, confirmée par des corrélatibl®ESY entre
on 5,65 (s |, Rha H-1) ely 4,18 (GIcA H-4), entréy 4,95 (d,J = 8,1 Hz, GIcA H-1) eby 3,15
(Agly H-3).
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» Conclusion
Au vu de ce qui précede le composé5 a été élucidé a hédéragénineD3x-L-
rhamnopyranosyl-(1 4)-3-D-glucuronopyranoside, un nouveau composé haturelordeme

arboréaside F(Kougan et al., en cours).

HO O
HO
Rha

115: arboréaside F(Kougan et al. en cours)
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Tableau 18: Déplacements chimiques RMN et**C (GDsN) de I'aglycone et sucres du compddé.

dc oy dc oy

1 38,2 0,86,1,37 3-O- GIcA

2 26,9 1,05, 2.04 1 103,6 4,95d (8,1)
3 88.2 3,15 2 73,0 3,96 d (7.8)
4 40.0 - 3 77,0 4,09

5 55,7 0,76 4 77,8 4,18 d (8.8)
6 18,0 1,22, 1,53 5 76,8 3,991 (8.8)
7 32,1 1,20; 1,64 6 nd -

8 39,1 - Rha

9 46,5 1,54 1 101,8 5,65s|
10 36,2 - 2 71,7 4,56

11 23,1 1,12, 1,79 3 71,8 4,42 d (9.5)
12 121,5 5,38 4 72,9 4,23 d (9.5)
13 143,5 - 5 70,0 4,72 m
14 42,1 - 6 18,0 1,58 d (5,4)
15 27,8 1,12, 1.04

16 24,1 1,54,1,78

17 48,1 -

18 41,3 3,20d (12.8)

19 46,5 v 1,54

20 30,5 -

21 36,8 1,94, 1,98

22 32,1 1.80, 1.86

23 63,5 3,53, 4,12

24 13,1 0,81s

25 15,5 0.78 s

26 17,2 0,86 s

27 25,5 1,18s

28 180 -

29 33,1 0,83s

30 23,1 0,91s
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11.1.1.4.2 Composé 116

» Spectrométrie de masse
L’analyse du spectre de masse en source ESI (médatif) du composéd.16 permet
d’observer le pic de l'ion quasi-moléculairenéz 953 [M-H] ™ suggérant une masse de 954 u.m.a,
en accord avec la formule brutqg8:50,s. D’autres pics des ions fragments ont été obseives
m/z 938 [(M-H)-15]", 645 [(M-H)-146-167, correspondant a la perte d’'un méthyl et d’'un

hexose et d’'un deoxyhexose, respectivement.

» Spectroscopie RMN
* Nature de la génine
Une analyse des spectres RMN 1D et 2D1dl6é a permis de caractériser I'aglycone a
I'acide oléanolique par comparaison avec les dandéda littérature (Abe al., 2002 Seebacher
etal., 2003).
L’analyse du spectre RMKC montre deux signaux carboxyliques dont I'un disidé &
ac 171.8 et l'autre résonne & 180.0 (Agly C-28), cette derniere valeur obsengEmet de
conclure que le carbonyle en C-28 est non estérifié
* Nature des sucres
L’étude du spectre RMNH permet de distinguer dans la zone des sucres sighaux de
protons anomériquesay 4,96 ¢, J = 8,0 Hz), 5,17d, J = 7,7 Hz) et), 5,82 (s I) qui corrélent sur
le spectre HSQC avec trois carbones anomériqueanmast ad: 104.8, 106.0 et 102.8. L'analyse
des spectres 1D et 2D a permis d’identifier la ratles sucres. L’évaluation des constantes de
couplages spin-spin et des déplacements chimiqugseomis de caractériser :
- Ung-glucuronopyranosyl (GIcA) dont le proton anomeé¥sanne ay 4,96 (d,J = 8,0 Hz);
- Uno-rhamnopyranosyl (Rha) dont le proton anomére msaay 5,82 (s 1);
- Ung-glucopyranosyl (Glc) dont le proton anomére résoady 5,17 (dJ=7,7 Hz)

» Séquencage osidique en C-3
Les corrélations HMBC entre :
- 0u 5,82 (s, Rha H-1) & 78,1 (GIcA C-4),
- 0n 5,17 (d,J=7,7 Hz, Glc H-1) efy 81,0 (GIcA C-2)
- 0n 4,96 (dJ=8,0 Hz, GlIcA H-1) ebc 88,2 (Agly C-3),
ont suggeéré la sequence oligosaccharidique en@ndne étants-D-glucopyranosyl-(L 2)-[a-L-

rhamnopyranosyl-(1 4)]-5-D-glucuronopyranosyl, confirmée par des corrélatiN@ESY entre
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ou 5,82 (Rha H-1) ety 4,38 (GIcA H-4), entréy 5,17 (Glc H-1) ety 4,58 (GIcA H-2) et entre
Su 4,96 (d,J = 8,0 Hz, GIcA H-1) eby 3,24 (Agly H-3).

L'analyse du spectre RMAC montre deux signaux carboxyliques dont 'u&-a80,0 (Agly C-

28) et l'autre ad- 171,8 ne pouvant appartenir qu’'a I'acide glucurariqCette valeur blindée,
correspondant a un ester. La présence du signalrdéthyle supplémentaireda 3,74 (s, 3H) qui
correle avec le carbonedg 51,5 dans le spectre HSQC, et I'observation deoreglation entre ce
groupe proton @, 3,74 et le carbone & 171,5 dans le spectre HMBC confirme cette hypothese
Nous déduisons donc que le carbonyle de GIcA esttyi@ ceci est confirmé par I'observation

d'un fragment a m/z 643 [Agly+176+15jlans le spectre de masseldé.

» Conclusion
Au vu de ce qui précede le compdkks a été élucidé a I'acide oléanoliqueO33-D-
glucopyranosyl-(L 2)-[a-L-rhamnopyranosyl-(1 4)]-(6-O-methyl)-5-D-glucuronopyranoside,

un composé naturel dénommaoréaside G(Kougan etl., en cours).

6 GlcA ©
HO o7/ 1
ngh OH OH
a 5 o
1
HO
OH
HO Glc

\\ 116: arboréaside G(Kougan et al., en cou) /
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Tableau 19: Déplacements chimiques RMN et'*C (GDsN) de I'aglycone et sucres du compddé

dc On
1 37,5 091,152
2 26,8 nd, nd
3 88,2 3,24,dd (5.0, 13.0)
4 39,6 -
5 55,9 0,75
6 18,1 nd, 1,52
7 32,1 nd, nd
8 39,1 -
9 46,5 1,54
10 36,8 -
11 234 0,99, 1,81
12 1225 5,48,d (3.2)
13 1445 -
14 422 -
15 275 1,11, 2,18
16 234 1,90, 2,10
17 48,1 -
18 41,2 3,23, d (12.6)
19 46,0 1,57,1,64
20 30,0 -
21 333 1,93, 1,98
22 323 nd, nd
23 283 1,24s
24 16,8 1,04s
25 155 0,86 s
26 174 1,00 s
27 26,2 0,86 s
28 180,0 -
29 326 0,97 s
30 234 091s

dc On
3-0O-GIcA
1 104,8 4,96 d (8,0)
2 81,0 4,58, 1 (5,3)
3 77,5 4,37
4 78,1 4,38
5 76,8 3,95,1(8,1)
6 171,8 -
COOMe 51,5 3,74, s
Glc
1 106,0 517,d (7,7)
2 75,4 4,08, d (8,1)
77,5 4,19,d (8,9)
71,0 4,30
5 76,6 3,83,
62,7 4,42, nd
Rha
1 102,8 582sl
2 71,7 4,56
71,8 4,42
4 72,9 4,23
5 70,2 4,63
6 18,1 1,58 d (6,09)
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11.1.1.4.3 Composé 117/118

Les composé$17/118ont été isolés sous forme d’'un mélange insépadisieant une seule
tache sur la HPTLC.

» Spectrométrie de masse

L’analyse du spectre de masse en source FAB (médatif) permet d’observer le pic de
I'ion quasi-moléculaire &/z1085 [M-H] ™ suggérant une masse de 1086 u.m.a, en accordaavec
formule brute GHgsO,,. D’autres pics des ions fragments ont été obsedvéwn/z 941
[(M-H)-144", 795  [(M-H)-144-14§, 633  [(M-H)-144-146-167, 471
[(M-H)-144-146-162-162) correspondant a la perte successive d’'un groupeawte, d’'un
deoxyhexose, d’'un et de deux hexoses. Le pic oéseem/z 471 correspondant au pic de I'ion
pseudo-moléculaire des aglycones, notamment I'lagdéine poull17 et I'acide 23-hydroxyurs-
12-en-28-oique poutl8 (Tapondjou et al. 2003; Grishkovetsagt 2005).
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Figure 16: Spectres HSQC de la partie aglycone des comdds#$18

» Spectroscopie RMN
Sur le spectre HSQC, le signal du carborde 82,9 (Agly C-3) montrant une corrélation avec
le proton ady 4,06 ppm permet de conclure qu’il n'ya pas de dimiosidiqgue en C-3. Par
conséqueni1l7/118est le mélange de saponines monodesmosidiquesuagechaine de sucres
en position 28.
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. Nature des sucres
Sur le spectre HSQC du mélan@47/118 on observe la présence de trois protons

anomeriques résonnanta 4,82 (d,J = 7,8 Hz); 5,62 (dJ = 7,6 Hz); 6,07 (dJ = 7,8 Hz). Ces
protons correlent sur le spectre HSQC avec troisorees anomeériques résonnaatl04,1; 102,6;
95,1; respectivement.
L’analyse des spectres RMN 1D et 2D a permis dtifier la nature des sucres. L’évaluation des
constantes de couplages spin-spin et des déplateotemiques ont permis de caractériser:

- Deuxg-glucopyranosyl (Glc | et Glc II) dont les protoasomeériques résonnentg 6,07

(d,J=7,8 Hz) ey 4,82 (d,J = 7,8 Hz).

- Un p-fucopyranosyl (Fuc) terminal acylé dont le protoromeére résonned 5,62 (d,J =

7,6 Hz).
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Figure 17: spectre HSQC des la zone des anomeéres des coniig¢£$8

Le spectre TOCSY montre a partir du proton anoraeie5,62 (d,J = 7,6 Hz, Fuc H-1) une
tache de corrélation &, 5,64 attribuée au proton H-3 déblindé et qui momwirei que cette
position est acylée. En plus, I'existence des tatiohs entre le proton & 5,64 (Fuc H-3) et les
protons aoy 4,42 (Fuc H-2)0n 4,21 (Fuc H-4) respectivement confirme l'acylatidm Fuc en
position 3. La présence d'un groupement acyle éacddhydroxy-3-méthyldiglutarique) est
caractérisée par l'existence des signaux de detbowggles résonnant & 171,5 etéc 179,5
correspondant a un ester et un acide respectivefenk méthylenes & 47,0 et &¢ 46,9 qui
correlent dans le spectre HSQC respectivement laggarotons @y 2,72 et 2,86 ey 2,90 ety
2,96 respectivement. Ces protons montrent deslatiords avec le carbonyle & 179,5 et le
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carbonyle &¢ 171,5 respectivement, dans le spectre HMBC. Utre @orrélation entre le proton

du méthyle @y 1.51 et le carbone quaternairé-a70.5 est observée dans le spectre HMBC.
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Figure 18 Spectres HSQC de la partie osidique des comdds&418

» Séquencage osidique en C-28.
L’'analyse du spectre HMBC a permis d’établir leusgzage des trois unités de sucres. On a
observé des taches de corrélations sur le speMi&dHentre les protons anomériques a:
- 4 5,62(d,J=7,6 Hz, Fuc H-1) et le carbonéar7,4 (Glc Il C-4).
- o4482(dJ=7,8Hz, Glcll H-1) et le carbonesg 68,5 (Glc | C-6).
- 046,07 (dJ=7,8Hz, Glc 1 H-1) et le carbonetg176,5 (Agly C-28).
Ceci montre que le Fuc acylé est lié au Glc Il yae liaison (+4), le Glc Il est lié au Glc |

par une liaison (36) et Glc | est lié a I'aglycone en position 28 pae liaison ester.
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Figure 19 Spectres HMBC de la partie osidique des compb$é&L18
Cette séquence est confirmée par la corrélationlesuspectre NOESY entre le proton
anomérique ay 5,62 (d,J = 7,6 Hz, Fuc H-1) et le protond 4,15 (Glc Il H-4), entre le proton
anomérique ay 4,82 (d,J = 7,8 Hz, Glc Il H-1) et le proton &, 4,54 (Glc | H-6a). On peut
donc conclure que la chaine osidique en C-28&stfucopyranosyl-(1L 4)-5-D-glucopyranosyl-
(1- 6)-3-D-glucopyranosyl.
» Conclusion
Au vu de tout ce qui précéde, on conclut que lactire des composékl7/118 est
'hédéragénine 2&-[3-O-{acide 3-hydroxy-3-méthyldiglutariquef-D-fucopyranosyl-(L 4)-5
D-glucopyranosyl-(L 6)-3D-glucopyranosyl esterl(7) et l'acide 23-hydroxyurs-12-én-28-
280-[3-0O-{acide

glucopyranosyl-(L. 6)-4D-glucopyranosyl esterl(8), nouveaux composés naturels dénommes

oique 3-hydroxy-3-méthyldiglutariquep-D-fucopyranosyl-(1- 4)-5-D-

arboréaside H/I. (Kougan etl., en cours)

HG 118 arboréaside |
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Tableau 20 Déplacements chimiques RMN et'*C (GDsN) de I'aglycone et sucres des composés
117/118.

Composé 117 Composé 118
oc On oc OH oc OH
1 383 0,921,222 38,5 0,92, 1,22 28-0O-Glc |
2 26,8 1,82, nd 26,8 1,82, nd 1 95,1 6,07, d (7,8)
3 729 4,06 72,9 4,06 2 73,1 4,04
4 423 - 42,3 - 3 77,4 4,15
5 48,0 1,36 48,0 1,36 4 71,8 4,54
6 18,1 1,25,1,50 18,1 1,25, 1,50 5 77,2 3,98
7 32,7 125,131 32,4 1,25,1,31 6 68,5 4,214 4,5
8 395 - 39,7 - Glc Il
9 477 1,56 47,7 1,56 1 104,1 4,82, d (7,8)
10 36,7 - 36,6 - 2 74,7 3,80
11 234 0,79,1,85 23,4 0,79, 1,85 3 75,2 3,94
12 1224 5,35 125,6 5,36 4 77,4 4,18
13 1431 - 138,1 - 5 76,3 3,41
14 42,1 - 42,1 - 6 60,7 3,93; 4,15
15 27,8 1,58,2,16 27,8 1,58, 2,16 Fuc
16 24,2 nd, nd 24,2 nd, nd 1 102,6 5,62; d (7,6)
17 47,6 - 46,7 - 2 69,8 4,42
18 41,3 3,06 52,8 2,39 3 75,2 5,64
19 459 1,14,1,63 38,9 1,28 4 73,1 4,21
20 30,3 - 38,6 0,81 5 69,9 4,14
21 36,6 nd, 1,82 30,5 nd, nd 6 17,9 1,56; d (6,4)
22 320 1,64,1,78 36,3 1,64,1,78 HMG
23 67,0 3,56,4,02 67,0 3,56, 4,02 1 1715 -
24 12,6 0,92s 12,6 0,92s 2" 46,9 2,90d (1296 d (14,1)
25 15,6 0,86 s 15,8 0,86 s 3 705 -
26 17,2 1,00 s 17,3 1,00 s 4 47,0 2,72d (1286 d (15,4)
27 257 1,10 s 23,3 1,10 s 5 1795 -
28 176,5 - 176,5 - 6’ 28,1 151s
29 32,7 0,81s 17,0 0,85, d (5,4)
30 233 0,80s 20,9 0,80, d (6,7)
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[1.1.1.4.4 Composé 119/120
Les composé$19/120ont été isolés sous forme d’'un mélange insépadisieant une seule
tache sur la HPTLC.

» Spectrométrie de masse

L’analyse du spectre de masse en source FAB (mégatif) permet d’observer le pic de
I'ion quasi-moléculaire &/z1351 [M-H] ™ suggérant une masse de 1352 u.m.a, en accordaavec
formule brute GsH104030. D’autres pics des ions fragments ont été obseevés/z 1219
[(M-H)-137~; 881 [(M-H)-132-132-146", 749 [(M-H)-132-132-146-162], 455
[(M-H)-132-146-132-162-162-162] , correspondant a la perte successive de deux sntos
d’'un deoxyhexose et de trois hexoses. Le pic obs&m/z455 correspond au pic de l'ion pseudo-
moléculaire de I'aglycone, notamment I'acide oldmyu® pour (19, I'acide ursolique pourl0)
(voir paragraphe 2, p45).

» Spectroscopie RMN
* Nature des sucres

L’étude des spectres de RMN permet de distinguer dans la zone des sucresigsiaux
attribuables aux protons anomeériques dont cingnréma sous formes de doubletg 24,95 (d,J
= 7,8 Hz); 5,12 (dJ = 8,3 Hz ),d; 5,12 (d,J = 7,8 Hz ); 6,08 (dJ = 7,3 Hz), 4.86 (dJ = 7,6 Hz)
et le sixieme sous forme d’un singulet largg;®,62 ppm (s I). Ces protons montrent des taches
de corrélations sur le spectre HSQC avec six cabamomériques résonnang103,9; 106,2;
103,0; 95,1; 103,9 et 102,1; respectivement, pnoulgaprésence de six sucres.

L’analyse détaillée des spectres RMN 1D et 2Dranfged’identifier la nature des sucres.
L’évaluation des constantes de couplages spineipites déplacements chimiques ont permis de
caractériser :

- Trois pg-glucopyranosyl (Glc I, Glc Il, Glc IIl) dont lesr@ons anomeres résonnené;a
6,08 (d,J=7,3 Hz), 64,86 (d,J= 7,6 Hz) et 5,12 (d,J = 8,3 Hz), respectivement.
- Una-rhamnopyranosyl (Rha) avec le proton anomérigdg®62 ppm (s ).
- Una-arabinopyranosyl (Ara) avec le proton anomériqug 4,95 (d,J = 7,8 Hz).
- Un g-xylopyranosyl (Xyl) avec le proton anomeriqué#b,12 (d,J = 7,8 Hz).
» Séquencgage en C-3.
Les corrélations HMBC entre :
- 645,12 (dJ = 7,8 Hz, Xyl H-1) ebc 84,0 (Glc | C-2),
- 645,12 (dJ = 8,3 Hz, Glc | H-1) efic 79,0 (Ara C-2),
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- 0y 4,95 (d,J=7,8 Hz, Ara H-1) ebc 88,8 (Agly C-3), et les corrélations observéeslsur
spectre NOESY entre :

- 0n 4,95 (Ara H-1) eby 3,15 (Agly H-3),

- 0n 5,12 (Glc | H-1) eby 4,44 (Ara H-2),

- 0n 5,12 (Xyl H-1) ety 3,98 (Glc | H-2) ont permis d’établir la séquenes sucres en C-3
comme étang-D-xylopyranosyl-(1- 2)-4-D-glucopyranosyl-(1 2)-a-L-arabinopyranosyl.

» Séquencage osidique en C-28.

Les corrélations HMBC entre :

- 0n 5,62 (s |, Rha H-1) eic 77,1 (Glc Il C-4),

- 044,86 (dJ=7,6 Hz, Glc lll H-1) et 68,7 (Glc Il C-6),
finalement entréy 6,08 (d,J = 7,3 Hz, Glc Il H-1) ebc 176,5 (Agly C-28),
ont suggeéreé la séquence oligosaccharidique en €&@28ne étantr-L-rhamnopyranosyl-(1. 4)-5
D-glucopyranosyl-(L 6)-3D-glucopyranosyl, confirmée par [|'observation desrré&ations
NOESY entredy 5,62 (Rha H-1) eby 4,17 (Glc 1l H-4), entredy 4,86 (Glc 11l H-1) etoy 4,55
(Glc 1l H-6a).

» Conclusion
Au vu de ce qui précede le mélange de composéiesil9/120a été élucidé a B-p-
D-xylopyranosyl-(1- 2)-8-D-glucopyranosyl-(1. 2)-a-L-arabinopyranosyl acide oléanolique 28-
O-a-L-rhamnopyranosyl-(2 4)-4-D-glucopyranosyl-(1. 6)-3-D-glucopyranosyl esterl(9 et 3-
O-p-D-xylopyranosyl-(1- 2)- p-D-glucopyranosyl-(1. 2)-a-L-arabinopyranosyl acide urs-12-én-
oique 280-a-L-rhamnopyranosyl-(1 4)-4-D-glucopyranosyl-(L. 6)-4-D-glucopyranosyl ester

(120, nouveaux composeés naturels dénomanberéaside J/K (Kougan et al, en cours).
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Tableau 20: Déplacements chimiques RMN et**C (GDsN) de I'aglycone et sucres des compakEg/120.

Composé 119

Composé 120

dc On dc On
1 386 0,78,1,41 386 0,78,1,41
2 260 1,76,196 26,0 1,76,1,96
3 882 3,15 88,2 3,15
4 39,1 - 39,1 -
5 554 0,62 55,4 0,62
6 18,1 1,15,1,34 18,1 1,15,1,34
7 33,0 nd, nd 33,0 nd, nd
8 394 - 39,4 -
9 476 1,44 47,6 1,44
10 36,5 - 36,5 -
11 23,3 0,99,1,81 23,3 0,99,1,81
12 1238 534 125,8 5,34
13 143,6 - 138,6 -
14 421 - 42,1 -
5 278 1,11,2,18 27,8 1,11,2,18
16 24,1 1,90,2,00 24,1 1,90, 2,00
17 46,4 - 46,4
18 41,3 3,10 52,1 3,10

oc ou
3-O- Ara
1 103,9 4,95,d (7,8)
2 79,0 4,44
3 75,2 3,96
4 67,0 4,40
5 64,0 3,82, 4,24
Glc |
1 106,2 5,12,d (8,3)
2 84,0 3,98
3 76,8 4,04
4 70,7 4,01
5 77,2 3,68
6 62,0 4,18, 4,32
Xyl
1 103,0 5,12,d (7,8)
2 76,3 3,98
3 721 4,38
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19 459 1,15,1,66 39.1 0,81,d (4.0) 5 nd nd
20 30,5 38,7 1.34,d(4.2) 5 66,8 3,64, nd
21 364 1,68,1,82 36,4 1,68, 1,82 28-0O-Glc 1l
22 32,0 1,68,1,78 32,0 1,68, 1,78 1 95,1 6,08 d (7,3)
23 16,3 0,94 s 16,3 0,94 s 2 72,9 4,05
24 27,8 1,11 s 27,8 1,11s 3 77,7 4,18
25 151 0,77 s 15,1 0,77 s 4 70,1 4,22
26 17,1 1,02s 17,1 1,02s 5 77,2 3,99
27 25,6 1,15s 25,6 1,15s 6 68,7 4,22, 4,55
28 1765 - 176,5 - Glc 1l
29 32,7 0,82s 17,0 0,84,d(5,4) 1 103,9 4,86d (7,6)
30 233 0,77 s 20,9 0,81,d(6,7) 2 745 3,83
3 75,8 4,00
4 77,1 4,17
5 76,5 3,51
6 60,7 3,93, 4,08
Rha
1 102,1 5,62sl
2 71,7 4,55
3 71,8 4,41
4 73,1 4,22
5 69,9 4,73
6 17,9 1,57d (5,7)
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11.1.1.4.6 Composé 121

» Spectrométrie de masse.

L’analyse du spectre de masse en source FAB (médatif) du composd21 permet
d’observer le pic de I'ion quasi-moléculairendz 1103 [M-H]™ suggérant une masse de 1104
u.m.a, en accord avec la formule brutgHgsO.3. D’autres pics des ions fragments ont été
observés a m/z 941 [(M-H)-167, 633 [(M-H)-146-162-162), 471
[(M-H)-162-146-162-162)] correspondant a la perte d’'un hexose, d’'un deokodeet de deux
hexoses et d’'un deoxyhexose et de trois hexosgeatdgement. Le pic observé ra/z 471
correspondant au pic de lion pseudo-moléculaire I'dglycone, notamment l'acide 23-
hydroxyurs-12-en-28-oique (voir paragraphe 2, p 45)

» Spectroscopie RMN
* Nature des sucres

L’étude des spectres de RMIN a permis de distinguer dans la zone des sucussreq
signaux attribuables aux protons anomeériques doig tésonnent sous formes de doublety a
5,03 (d,J = 8,1 Hz), 4,86 (dJ = 7,6 Hz), 6,08 (dJ = 8,1 Hz) et le dernier sous forme d’'un
singulet large &, 5,62 ppm (s I). Ces protons montrent des corréiatgur le spectre HSQC avec
guatre carbones anomériques résonnagtld®5s,2; 104.0; 95,1 et 102,1; respectivement.
L’analyse détaillée des spectres de RMN 1D et Peranis d’identifier la nature des sucres a :

- Deuxg-glucopyranosyl (Glc I, Glc Il) dont les protonscameres résonnentdq 5,03 (d,J
= 8,1 Hz) eby 6,08 (d,J = 8,1 Hz), respectivement.
- Un pg-galactopyranosyl dont le proton anomérique résaeninet,86 (d,J = 7,6 Hz).
- Una-rhamnopyranosyl (Rha) dont le proton anomériqgemge &, 5,62 ppm (s I).
» Séquencage en C-3
Les corrélations HMBC observées eniyeb,03 (d,J = 8,1 Hz, Glc Il H-1) ebc 82,1 (Agly C-
3), et NOESY entréy 5,03 (Glc | H-1) eby 4,12 (Agly H-3) ont permis d’établir la fixatiored
Glc I sur Agly C-3.
» Séquencage osidique en C-28
Les corrélations HMBC observées entre :
- 0n 5,62 (s |, Rha H-1) efc 78,1 (Glc Il C-4), v 4,86 (d,J = 7,6 Hz, Glc Ill H-1) et
68,7 (Glc Il C-6), finalement enti@; 6,08 (d,J = 8,1 Hz, Glc Il H-1) ebc 176,3 (Agly C-28),
permettent de proposer la séquence de la chaigesaticharidique en C-28 comme étani-

rhamnopyranosyl-(% 4)-4-D-glucopyranosyl-(L 6)-3-D-glucopyranosyl, confirmée par des
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corrélations NOESY entré, 5,62 (Rha H-1) efy 4,16 (Glc Il H-4), puis entréy 4,86 (Glc llI
H-1) etoy 4,54 (Glc 1l H-6a).

» Conclusion
Le composd21a été élucidé au @-4-D-glucopyranosyl acide 23-hydroxyurs-12-en-28-
oique 280-a-L-rhamnopyranosyl-(2 4)-4-D-glucopyranosyl-(1. 6)-5-D-glucopyranoside, un

nouveau composeé naturel dénomemigoréaside L (Kougan et al. en cours)

OH 0o
(@)

HO 1 o)
HO 6
Glcl OH OH O
4 0]
OW "Ro 1
HO
clem OH el OH

HO o/1

HO OH
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OH

121 : arboréaside L
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Tableau 22: Déplacements chimiques RMN et'*C (GDsN) de I'aglycone et sucres du compdsd.

oc On
1 38,2 0,84, nd
2 25,5 1,84, 2,22
3 82,1 4,12
4 39.1 -
5 51,0 0,62
6 18,1 1,22,1,67
7 33,0 nd, nd
8 39,4 -
9 476 1,44
10 36,5 -
11 233 0,99, 1,81
12 125,6 5,36,d (4.3)
13 138,1 -
14 42,1 -
15 27,8 1,11, 2,16
16 24,1 1,90, 2.00
17 46,7 -
18 52,8 2,48,d(11.2)
19 39,1 nd
20 389 1.34,d(4.2
21 30,3 1,68, 1,82
22 36,3 1,68, 1,79
23 278 1,11s
24 16,3 0,94 s
25 15,1 0,77 s
26 17,1 1,02s
27 23,3 1,09s
28 176,5 -
29 17,2 0,82,d(5,2)
30 20,9 0,81,d(5,0)

dc o
3-0-Glc |
1 1052 5,03d(8,1)
2 751 3,93
3 774 4,14
4 71,0 4,07
5 774 3,84
6 62,1 4,23,4,38
28-0-Glc Il

1 951 6,08, d(8,1)
2 730 4,04
3 77,7 4,14
4 701 4,19
5 77,2 3,98
6 68,7 4,21,4,54
Gle il
1 1040 4,86d(7,6)
2 745 3,82
3 758 3,99
4 781 4,16
5 76,4 351
6 60,7 3,94,4,08

Rha
1 102,1 5,62sl
2 71,8 454
3 71,9 441
4 73,1 4,21
5 69,9 4,72

6 17,9 1,55,d (5,8)

86



Travaux personnels Etudes chimiques

11.1.1.4.8 Composé 122
» Spectrométrie de masse
L’analyse du spectre de masse en source FAB (médatif) du composd22 permet
d’observer le pic de I'ion quasi-moléculairendz 1103 [M-H]  suggérant une masse de 1104
u.m.a, en accord avec la formule brutgHgsO,3. D’autres pics des ions fragments ont été
observés a m/z 941 [(M-H)-1627, 633 [(M-H)-146-162-162), 471
[(M-H)-162-146-162-162)] correspondant a la perte d’'un hexose, d’'un deokodeet de deux
hexoses et d'un deoxyhexose et de trois hexosgeatdgement. Le pic observé ra/z 471
correspondant au pic de I'ion pseudo-moléculairéadgycone.
L’analyse détaillée des spectres de RMN 1D et 2idtne que le composiE?2 differe du
composél21 que par la partie aglycone, notamment I'acideradégue (voir paragraphe 2, p 45)
» Conclusion
Au vu de ce qui précede le compos®2 a été identifie au ®&-p-D-
glucopyranosylhédéragénine 2Ba-L-rhamnopyranosyl-(1 4)-4-D-glucopyranosyl-(1. 6)-
[D-glucopyranoside, précédemment isolé Meanthopanax brachypugt de Clematis
tangutica(Hu etal., 2009; Zhong edl., 2001).

OH
HO 0
HO 1 6
Gle | OH4 OH 0]
(@] (@]
OHO v HC|)_| 1
Gle i OH Glc 11 OH
HO 0
HO
Rha OH
122
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Tableau 23: Déplacements chimiques RMN et**C (GDsN) de I'aglycone et sucres du compds®

oc On
1 38,4 0,86,1,44
2 255 181,224
3 82.1 4,12
4 42,9 -
5 51,0 0.62
6 17,7 1,22, 1,67
7 32,7 1,22,1,555
8 39,6 -
9 479 1,53
10 36,6 -
11 232 0,79,1,82
12 1256 5,35
13 138,1 -
14 421 -
15 27,8 1,06, 2,24
16 241 1,851,92
17 46,7 -
18 41.2 3.06
19 457 1,11,1.62
20 303 -
21 36,2 1,66,1.82
22 320 nd, 1,78
23 639 357,418
24 13,2 0,84
25 157 0,84
26 17,1 0,99
27 257 1,11s
28 176,5 -
29 327 0,82s
30 233 0,77 s

oc OH
3-0O-Glc |
1 105,2 5,03,d (8,1)
2 75,1 3,93
3 77,4 4,14
4 71,0 4,07
5 774 3,84
6 62,1 4,23,4,38
28-0O-Glc Il

1 95,1 6,01,d(8,1)
2 73,0 4,04

3 77,7 4,16
4 69,9 4,21
5 77,2 3,99
6 68,7 4,22,4,55

Glc Il
1 1040 4,85d (7,6)
2 745 3,82
3 758 3,99
4 780 4,16
5 76,4 3,51
6 60,7 3,96, 4,09

Rha
1 102,1 5,62,sl
2 71,8 4,54
3 719 441
4 73,1 4,21
5 69,9 4,72
6 17,9 1,55, d (5,6)
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11.1.1.4.7 Composé 123.

» Spectrométrie de Masse

Le spectre de masse du compd88 en source FAB (mode négatif) montre le pic denl'quasi-
moléculaire an/z941 [M-H] suggérant une masse moléculaire de 942 u.m.acemdaavec la
formule GgH-g015. D’autres pics des ion-fragments ont été obseavész 795 [(M-H)-146],
633 [(M-H)-146-162], 471 [(M-H)-146-162-162] correspondant a la perte successive d'un
deoxyhexose, d'un et deux hexoses. L'iom& 471 correspond a l'ion pseudo-moléculaire de
I'aglycone, notamment I'acide oléanolique (voir ggmaphe 2, p 45).
> Nature des sucres
Sur le spectre RMN'H du composél23 on observe la présence de trois protons
anomériques qui résonnentja 4,84 (d,J = 8,3 Hz), 5,60 (s 1), 6,00 (d,= 8,0 Hz). Ces protons
montrent des taches de corrélations sur le spdd8QC avec trois carbones anomeériques
résonnant @ 104,0; 102,0 et 95.1, respectivement.
L’analyse détaillée des spectres RMN 1D et 2D dléation de couplages spin-spin et des
déplacements chimiques ont permis de caractériser :
- Deuxpg-glucopyranosyl (Glc | et Glc Il) dont les protoasomériques résonnenv@ 6,00
(d, J= 8.0 Hz) ety 4,84 (d,J = 8.3 Hz).
- Una-rhamnopyranosyl (Rha) dont le proton anomériqgemge &, 5,60 ppm (s I).
La valeur du carbone & 82,1 (Agly C-3) qui montre une corrélation avegieton ad,
4,01 ppm sur le spectre HSQC permet de concluriergya pas de liaison osidique en C-3 et par
conséquent prouve que le compdga est une saponine monodesmosidique avec une cti@ine
sucres en position 28.
» Séquencage osidique en C-28.
L’analyse du spectre HMBC a permis le séquencagetés unités de sucres. On a
observé des taches de corrélations entre :
- Le proton anomere &, 5,60 (s I, Rha H-1) et le carboné&78,0 (Glc 1l C-4).
- Le proton anomere &, 4,84 (d,J = 8,3 Hz, Glc Il H-1) et le carbonesg 68,6 (Glc | C-6).
- Le proton anomeredy 6,00 (d,J= 8,0 Hz, Glc | H-1) et le carbone’a176,3 (Agly C-28).
Ceci montre que le Rha est lié au Glc Il par uassdin (1-»4), le Glc Il est lié au Glc | par
une liaison (3-6) et Glc | est lié a I'aglycone en position 28 pae liaison ester. Cette séquence
est confirmée par I'observation de corrélationlsuspectre NOESY entre le protorda 5,60 (s |

Rha H-1) et le proton a 4,13 (Glc Il H-4), entreoleton ad, 4,84 (d,J= 8,3 Hz, Glc Il H-1) et le
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proton ady 4,54 (Glc | H-6a). On peut donc conclure que lambasidique en C-28 est le:L-
rhamnopyranosyl-(1 4)-3-D-glucopyranosyl-(1. 6)-4-D-glucopyranosyl.
» Conclusion.
Au vu de tous ce qui précede, le comp@88 est identifié a 'hédéragénine ZBo-L-
rhamnopyranosyl-(1 4)-3-D-glucopyranosyl-(1. 6)-5-D-glucopyranosyl ester dénommé
cussonoside A21, précédemment isolé déussonia barteripar Dubois et al. (1986) et de

Cussonia paniculatpar Dovgii etal., 2005.

28

HO - o
/
HO 6
O
4 OH O
o HO
HO S OH

H Glc |

HO

HO Rha

O 1

OH

Glc 1l

123: cussonoside A
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Tableau 24: Déplacements chimiques RMN et'*C (CDsN) de I'aglycone et des sucres du compb2g

oc  on
1 384 084,nd
2 255 1,84,2,22
3 730 4,01

4 429 -

5 51,0 0.62

6 17,7 122,167
7 327 122,160
8 394 -

9 476 1,55

10 36,3 -

11 234 1,05,1,79
12 1224 5,33
13 1438 -

14 421 -

15 28,3 1,05,2,24
16 241 1,74,1,86
17 46,7 -

18 412 3,10
19 458 1,11, 1,62
20 30,3 -

21 363 1,66, 1,81
22 320 nd, 1,78
23 639 357,418
24 132  084,s
25 157  084,s
26 171 099 s
27 257  111,s
28  176,3 -

29 327 0805
30 233 0795

OH

28-0O- Glc |
1 95,1
2 72,8
3 77,6
4 70,0
5 77,2
6 68,6
Glc li
1 104,0
2 74,5
3 75,8
4 78,0
5 76,3
6 60,7
Rha
1 102,0
2 71,7
3 72,8
4 73,1
5 69,9
6 17,9

6,00(d, J = 8,0 Hz)

4,04
4,15
4,18
3,97
4,19, 4,54

4,84(d,J = 8,3 Hz)

3,82
3,97
4,13
3,50
3,94, 4,06

5,60 (s I)
4,52
4,40
4,19
4,69
1,55, d (5,1)
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11.1.1.4.9 Composé 124

» Spectrométrie de masse

L’analyse du spectre de masse en source FAB (médatif) du composd24 permet
d’observer le pic de I'ion quasi-moléculairendz 1219 [M-H]™ suggérant une masse de 1220
u.m.a, en accord avec la formule brutgHgeOzs. D’autres pics des ions fragments ont été
observés an/z1057[(M-H) -167", 911[(M-H)-162-14¢", 749[(M-H) -162-146-162] ", 587
[(M-H)-162-146-162-162] , 455 [(M-H)-162-146-162-162-132] correspondant a la perte
successive d’'un deoxyhexose, d'un, de deux etaie liexoses et d’'un pentose. Le pic observé a
m/z 455 correspondant au pic de l'ion pseudo-molémildie I'aglycone, notamment I'acide

oléanolique (voir paragraphe 2, p 45).

» Spectroscopie RMN

* Nature des sucres
L’étude des spectres de RMN permet de distinguer dans la zone des sucressingux
attribuables aux protons anomeériques dont quas@rent sous formes de doublei;&,10 (d,
J=7,8Hz), 4,84 (d)=6,1 Hz), 4,86 (dJ=7,6 Hz), 6,08 (dJ = 8,0 Hz) et le dernier sous forme
d’un singulet large @&y 5,62 ppm. Ces protons correlent sur le spectre H&@C cing carbones
anomeriques résonnantal04,7; 104,3; 103,9; 95,1 et 102,1; respectivement
L’analyse des spectres RMN 1D et 2D a permis dtiflen la nature des sucres.

L'évaluation des constantes de couplages spin-apisi et des déplacements permettent de
caractériser:

- deuxp-glucopyranosyl (Glc I, Glc Il) dont les protonsoameres résonnentog 6,08 (d,J =

8,0 Hz) etvy 4,86 (d,J = 7,6 Hz), respectivement.

- Una-rhamnopyranosyl (Rha) avec le proton anomérigdg®62 ppm (s ).

- Una-arabinopyranosyl (Ara) avec le proton anomériqudg 4,84 (d,J = 6,1 Hz).

- Un g-galactopyranosyl (Gal) avec le proton anomérigde®10 (d,J = 7,8 Hz).

» Séquencage en C-3

La corrélation HMBC entre :

- 0un 4,84 (Ara H-1) et 88,2 (Agly C-3),

- 0n 5,10 (Glc | H-1) etéoc 79,4 (Ara C-3), et les corrélations observéeslsuspectre

NOESY entre :

- 0n 4,84 (dJ=6,1Hz, Ara H-1) eby 3,15 (Agly H-3),

- 0n5,10(dJ=7,8 Hz, Glc | H-1) eby 4,51 (Ara H-3)
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ont permis d’établir la séquence des sucres enc@ine étanp-D-glucopyranosyl-(L 3)-a-L-
arabinopyranosyl.
» Séquencage osidique en C-28

Les corrélations HMBC entre:

- 0n 5,62 (s, Rha H-1) eic 78,0 (Glc Ill C-4),

- 6n 4,86 (dJ=7,6 Hz, Glc Ill H-1) ebc 68,7 (Glc Il C-6),
finalement entredy 6,08 (d,J = 8,0 Hz, Glc Il H-1) etvc 176,5 (Agly C-28), permettent de
suggérer la séquence oligosaccharidique en C-28neoétanta-L-rhamnopyranosyl-(1 4)-4-D-
glucopyranosyl-(L 6)-3D-glucopyranosyl, confirmé par des corrélations NOEBitre oy 5,62
(Rha H-1) ety 4,16 (Glc 11l H-4), entreSy 4,86 (Glc Il H-1) ety 4,55 (Glc Il H-6a).

» Conclusion
Au vu de ce qui précede le compds#®t a été identifié au 8-4-D-glucopyranosyl-

(1- 3)-a-L-arabinopyranosyl acide oléanoligue @8a-L-rhamnopyranosyl-(1 4)-3-D-
glucopyranosyl-(L 6)-3#D-glucopyranoside, précédemment isolé WNeryta denhamii
(Cioffi et al., 2008; Mimaki efal., 2007).

OH
0]
OH W
HO o 3 Ara
HO
Gol oM OHo H
Glc il Gle Il
HO
h
HO Rna OH
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Tableau 25: Déplacements chimiques RMN et**C (GDsN) de I'aglycone et sucres du compdsé

Oc On
1 386 0,78,1,41
2 26,0 1,76,1,96
3 88,2 3,15
4 39,1 -
5 55,4 0,62
6 18,1 1,15,1,34
7 33,0 nd, nd
8 39,4 -
9 47,6 1,44
10 36,5 -
11 233 099,181
12 1238 5,34
13 143,6 -
14 421 -
15 278 1,11,2,18
16 24,1 1,90, 2,00
17 46,7 -
18 413 3,10
19 459 1,15,1,66
20 30,5 -
21 364 1,68,1,82
22 320 1,68,1,78
23 16,3 0,94 s
24 278 111s
25 151 0,77 s
26 17,1 1,02s
27 256 1,15s
28 176,5 -
29 32,7 0,82s
30 23,7 0,99 s

JC JH
3-O- Ara
1 104,3 4,84 d (6,1)
2 76,4 3,51
3 79,4 4,51
4 67,8 4,30
5 64,5 3,74, 4,22
6 104,3 4,84
Glc |
1 104,7 5,10d (7,8)
2 75,5 3,96
3 77,3 4,10
4 70,9 4,30
5 77,6 3,73
6 62,0 4,24, 4,33
28-0O-Glc Il
1 95,1 6,08 d (8,0)
2 73,1 4,04
3 77,7 4,16
4 69,9 4,21
5 77,3 3,99
6 68,7 4,22, 4,55
Glc
1 103,9 4,86 d (7,6)
2 74,5 3,83
3 75,8 4,00
4 78,0 4,16
5 76,4 3,51
6 60,7 3,96, 4,09
Rha
1 102,1 5,62sl
2 71,8 4,55
3 71,9 4,42
4 73,1 4,22
5 69,9 4,73
6 17,9 1,57 d (6,1)
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11.1.1.4.10Composé 125.

» Spectrométrie de masse.

L’analyse du spectre de masse en source FAB (médatif) du composd25 permet
d’observer le pic de l'ion quasi-moléculairenéz671 [M-H]™ suggérant une masse de 672 u.m.a,
en accord avec la formule brutggBss0y. Un autre pic d’un ion fragment a été observg/a2455
[(M-H) -176§, correspondant a la perte d’'un acide hexosuronifaepic observé an/z 455
correspondant au pic de I'ion pseudo-moléculaird’agycone, notamment 'acide oléanolique
(voir paragraphe 2, p 45).

» Spectroscopie RMN.
* Nature des sucres.

L’étude de spectre de RMMH permet de distinguer dans la zone des sucresguals
attribuable a un proton anomérique qui résonidg 4,83 @, J = 8,0 Hz), Ce proton corréle avec
un carbone anomérique qui résonr 406,5 sur le spectre HSQC.

L’analyse des spectres RMN 1D et 2D a permis diiflen un g-glucuronopyranosyl
(GlcA) dont le proton anomere résonné&,83 (d,J = 8,0 Hz).

» Séquencage osidique en C-3.

La substitution d'Agly C-3 par le GIcA terminal 8 &uggérée par la corrélation HMBC
observée entre le proton anomérigué,a,83 (d,J = 8,0 Hz, GIcA H-1) ebc 88,2 (Agly C-3).
Elle a été confirmée par une corrélation NOESYeel#t proton anomériquedy 4,83 (d,J = 8,0
Hz, GIcA H-1) etoy 3,15 (Agly H-3).

» Conclusion.
Au vu de ce qui précede, le compd®b a été identifie comme étant I'acide oléanolique 3-

O-4D-glucuronopyranoside, précédemment isoléddia armata(Hu et al, 1995)
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Tableau 26: Déplacements chimiques RMN et'*C (G;DsN) de I'aglycone et sucres du compdsi.

oc OH Jc on
1 386 078141 3-O-GlcA
2 26,0 1,76,1,96 1 106,5 4,83d (8,0)
3 882 3,15 2 75,3 3,93
4 391 - 3 78,4 4,16
5 554 0,62 4 71,6 3,93
6 181 1,15,1,34 5 64,5 4,26
7 330 nd, nd 6 169,0 -
8 394 -
9 476 1,44
10 36,5 -
11 233 0,99, 1,81
12 123,8 5,34
13 143,6 -
14 421 -
15 27,8 1,11,2,18
16 24,1  1,90,2,00
17 46,7 -
18 41,3 3,10
19 459 1,15,1,66
20 30,5 -
21 364 1,68,1,82
22 320 1,68,1,78
23 16,3 0,94s
24 27,8 1,11s
25 15,1 0,77 s
26 17,1 1,02s
27 256 1,15s
28 176,5 -
29 327 0,82s
30 237 0,99 s
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11.1.1.4.11Composé 126

» Spectrométrie de masse

L’analyse du spectre de masse en source FAB (médatif) du composd26 permet
d’observer le pic de I'ion quasi-moléculairendz 1249 [M-H]  suggérant une masse de 1250
u.m.a, en accord avec la formule bruteyHgsO,7. D’autres pics des ions fragments ont été
observés an/z1087[(M-H) -162"; 941[(M-H) -162-146, 779[(M-H) -162-146-162] ", 455
[(M-H)-162-146-162-162-324] , correspondant a la perte d’'un hexose, d'un hexbsd'un
deoxyhexose, de deux hexoses et d'un deoxyhexbsks guatre hexoses et d’'un deoxyhexose
respectivement. Le pic observéardz 455 correspondant au pic de l'ion pseudo-molérilde
I'aglycone, notamment I'acide oléanolique (voir ggnaphe 2, p 45).

» Spectroscopie RMN
* Nature des sucres.

L’étude du spectre de RMM permet de distinguer dans la zone des sucressajmaux
attribuables aux protons anomériques dont quasenrent sous formes de doublei;&,30 (d,
J=78Hz),0,4,78 (dJ=7,8Hz), 4,86 (dJ=7,6 Hz), 6,01 (dJ = 8,0 Hz) et le dernier sous
forme d’un singulet large &; 5,62 ppm. Ces protons corrélent sur le spectre H&@C cing
carbones anomeériques résonnaat 404,4; 104,5; 103,9; 95,2 et 102,1; respectivement

L’analyse des spectres RMN 1D et 2D a permis dtiflen la nature des sucres.
L'évaluation des constantes de couplages spin-apihes déplacements chimiques a permis de
caractériser :

- quatre g-glucopyranosyl (Glc I, Glc II, Glc Ill, Glc IV) dut les protons anomeéres
résonnent @y 4,78 (dJ=7,8 Hz),&; 5,30 (dJ=7,8 Hz),04 6,01 (d,J = 8,0 Hz) et 4,86 (d,
J=17,6 Hz), respectivement.

- Una-rhamnopyranosyl (Rha) avec un proton anomériqdes62 ppm (s ).

» Séquencage en C-3

- La corrélation HMBC entre :

- 045,30 (Glc Il H-1) et 81,6 (Glc | C-2),

- 044,78 (Glc | H-1) ebc 89,2 (Agly C-3),

et les corrélations observées sur le spectre NOEHé :
- 6n5,30 (dJ=7,8Hz Glc Il H-1) eby 4,20 (Glc | H-2)
- 6n 4,78 (dJ=7,8 Hz, Glc | H-1) ef 3,22 (Agly H-3),
ont permis d’établir la séquence des sucres erc@¥ne étang-D-glucopyranosyl-(L. 2)- S-D-

glucopyranosyl.
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» Séquencage osidique en C-28

Les corrélations HMBC entre :

- 0u5,62 (s |, Rha H-1) &ic 78,0 (Glc IV C-4),

- 0n4,86 (dJ=7,6 Hz, Glc IV H-1) ebc 68,7 (Glc Il C-6),
finalement entréy 6,01 (d,J = 8,0 Hz, Glc Ill H-1) et 176,5 (Agly C-28),
ont suggeéré la séquence oligosaccharidique en €&28ne étant-L-rhamnopyranosyl-(1. 4)-5
D-glucopyranosyl-(L 6)-5-D-glucopyranosyl, 'observation des rémtions
NOESY entrevy 5,62 (Rha H-1) ety 4,16 (Glc IV H-4), entréy 4,86 (Glc IV H-1) etoy 4,55
(Glc 11l H-6a).

» Conclusion

confirmé par

Au vu de ce qui précede le compdsb a été identifié au 8-4-D-glucopyranosyl-(L 2)-
S-D-glucopyranosylacide oléanolique EBa-L-rhamnopyranosyl-(2 4)-4-D-glucopyranosyl-

(1- 6)-3D-glucopyranoside, précédemment isoléPdésatilla patengar Ye etl. (1999).

HO
HO 0
HO
2 1
HO Gle | O OH O 6
HO N A o}
HO @] 1/ HO @)
clel OH HO HO 1
OH
Gle v e OH
HO o/t
HO Rha
OH
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Tableau 27: Déplacements chimiques RMN et'*C (G;DsN) de I'aglycone et sucres du compds.

dc oy
1 38,6 0,78,1,41
2 26,0 1,76,1,96
3 89,2 3,22
4 39,1 -
5 55,4 0,62
6 18,1 1,15,1,34
7 33,0 nd, nd
8 39,4 -
9 47,6 1,44
10 36,5 -
11 23,3 099,181
12 123,8 5,34
13 143,6 -
14 42,1 -
15 278 1,11,2,18
16 24,1 1,90, 2,00
17 46,7 -
18 41,3 3,10
19 459 1,15,1,66
20 30,5 -
21 364 1,68,1,82
22 320 1,68,1,78
23 16,3 0,94 s
24 27,8 1,11s
25 151 0,77 s
26 17,1 1,02s
27 25,6 1,15s
28 1765 -
29 32,7 0,82s
30 233 0,77 s

dc oy
3-0O-Glc |
1 104,4 4,78 d (7,8)
2 81,6 4,20
3 77,2 4,14
4 70,1 4,07
5 76,2 3,51
6 62,2 4,24, 4,33
Glc li
1 104,5 5,30d (7,8)
2 75,2 3,99
3 77,2 4,15
4 70,9 4,09
5 77,3 3,84
6 62,2 4,24, 4,41
28-0O-Glc I
1 95,2 6,01 (8,0)
2 73,1 4,04
3 77,7 4,16
4 69,9 4,21
5 77,3 3,99
6 68,7 4,22, 4,55
Glc IV
1 103,9 4,86 (7,6)
2 74,5 3,83
3 75,8 4,00
4 78,0 4,16
5 76,4 3,51
6 60,7 3,96, 4,09
Rha
1 102,1 562sl
2 71,8 4,55
3 71,9 4,42
4 73,1 4,22
5 69,9 4,73
6 17,9 1,57 d (5,8)
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[I.1.2 Dracaena deistelianangl.

[1.1.2.1 isolement et purification

Poudre de tiges
(500 g)

-3X 2 L de MeOH (a Température ambiante)
- Filtration
- évaporation.

[ extrait au MeOH J
(8.59)

- n-BUOH sat. d'H,0O (3X150 ml)

I
[ phase Butanolique]

- évaporation.
-reprise dans de I'H,O
-lyophylisation

[totum de saponinesj
(3.509)

- MPLC (sur 450 mg)

gradient CHCIy/MeOH: 9/1; 6/1; 4/1; 2/1
- évaporation.

I I I [
Fr1 Fr2 Fr3 Fr4 |
(18 mg) (66 mg) (55.3 mg)
composé 131

- MPLC (70.6 mg

gradient CHCl3/MeOH/H,0: 5/1/1; 6/1/1
composé 127 composé 129 | | |

[Fr 41(1.8 mgﬂ [Fr 42 (6.2 mgﬂ [Fr 44 (6.2 mgﬂ
- MPLC

gradient CHCl3/MeOH/H,0: 5/1/1; 6/1/1 composé 130
| (3.1 mg)
Fr31 Fr 32 .
composé 128
(7 mg) (35mg)

Figure 19 Schéma d’extraction et de purification des tide®. deisteliana

[1.1.2.2 Elucidation structurale des compo$£27— 13J
* Nature des aglycones

L’'analyse des spectres RMN 1D et 2D du compb®& en particulier I'étude des
corrélations observées sur les spectres HSQC et GiMBBmparée avec les données de la
littérature a permis d’identifier I'aglycone de cemposé comme étant la diosgénine (Nakano et
al, 1989).

Les spectres RMN’C en mode DEPT des compod&8 129 130et 131 montrent trois
carbones primaires (GH dix carbones secondaires (§Hneuf carbones tertiaires (CH) et cinq

carbones quaternaires. L’examen des spectres BRifINevéle la présence des signaux de trois

meéthyles, des signaux de carbones oléfiniquedc a109,3 et dans la zone 123-153 ppm
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caractéristiques d'un squeletté®*?"Lspirosténe. Tous les protons et carbones de lmeyémt

éte attribués par I'analyse des spectres HSQC eBEIM.a comparaison de ces valeurs et de
celles de la littérature nous a permis d’identifesr génines a la néoruscogénine (De Combarieu et
al., 2002, Mimaki etal., 1996).

11.1.2.2.1Composé 127
» Spectrométrie de masse
L’analyse du spectre de masse en source FAB (médatif) du composd27 permet
d’observer le pic de l'ion quasi-moléculairenéz 801 [M-H] ™ suggérant une masse de 802 u.m.a,
en accord avec la formule brutgsBs,0:5S. D’autres pics des ions fragments ont été obseavé
m/z655[(M-H)-14€4", 97[OSGH] ", 80[SO;] .
» Spectroscopie RMN
* Nature des sucres
L’étude du spectre de RMNH permet de distinguer dans la zone des sucres signaux
attribuables aux protons anomériques dont le prenésonne aj; 4,83 (d,J = 7,8 Hz) et le
dernier sous forme d’un singulet largeda5,72 (s |). Ces protons anomériques corrélentesur |
spectre HSQC avec deux carbones anomériques régandal 01,8 et 102,1 respectivement.
L’analyse détaillée des spectres de RMN 1D et 2pemnis d’identifier la nature des
sucres. L’évaluation des constantes de couplagesspm et des déplacements chimiques ont
permis de caractériser:
- ung-glucopyranosyl (Glc) avec le proton anomériquergaonne @, 4,83 (d,J = 7,8 Hz).

- una-rhamnopyranosyl (Rha) avec un proton anomériqueégonne a; 5,72 ppm (s |).
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Figure 20: Spectre HSQC de la partie osidique du comi@seé
» Séquencage en C-3

L’observation des taches de corrélation dans letep&IMBC entre les signaux a:

- 0n4,83(dJ=7,8Hz, Glc H-1) efic 78,1 (Agly C-3),

- 0n 5,72 (s |, Rha H-1) ei 77,8 (Glc C-4),
montre que le Rha est lié au Glc par une liaisen4)let le Glc est lié a I'aglycone en position C-
3. Ceci est confirmé par I'observation des corréhat sur le spectre NOESY entre les sighaux a:

- 0n 4,83 (Glc H-1) eby 3,83 (Agly H-3),

- 0n 5,72 (Rha H-1) el 4,27 (Glc H-4).

L’expérience TOCSY montre a partir du proton an@m&by 5,72 (s |, Rha H-1) deux
taches de corrélationdy 5,07 (Rha H-2) eby 5,54 (Rha H-3). Ces protons déblindés montrent
ainsi qu’il est acylé en position 3. Cette obseoraest confirmée par des taches de corrélations
dans le spectre COSY entre le protaiy®,72 (Rha H-1) ety 5,07 (Rha H-2), entré; 5,07 (Rha
H-2) etoy 5,54 (Rha H-3) et enfin entég 5,54 (Rha H-3) et 4,48 (Rha H-4).
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Figure 21: Spectre TOCSY de la partie osidique du comd@sé

—

preet

L’absence des corrélations entre ces protons eatbonyle dans le spectre HMBC permet
d’affirmer que le substituant ne contient pas déaae. L’observation de deux pics a m/z 97
[OSGH], 80[SOy]” a permis d’identifier le substituant comme étansuifate. Ces données ont
permis d'établir la séquence des sucres en C-3 eoétant [30-sulfate]uw-L-rhamnopyranosyl-
(1—4)-p-D-glucopyranosyl.

» Conclusion

L’ensemble des données ci-dessus a permis d’éluddeomposél27 a la diosgénine 3-

O-[3-O-sulfate]u-L-rhamnopyranosyl-(&4)--D-glucopyranoside, nouveau composé naturel

dénomméleistélianoside A(Kougan etl., 2010a).

3
10,50 © L.

\ 127deistélianoside A(Kougan et al. 2010a) /
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Tableau 28: Déplacements chimiques RMN et**C (GDsN) de I'aglycone et sucres du compdsy.

dc On
1 37,1 09,21t(10,7); 1,64
2 29,8 1,65; 2,03d (11,6)
3 78,1 3,83m
4 38,4 2,41d(11,9); 2,70d (13,3)
5 140,6 -
6 121,5 534s
7 31,8 1,82d (10,9)
1,99 m
31,3 1,44m
49,9 0,82
10 36,7 -
11 20,3 1,35; nd
12 39,5 1,04 d (4,0); 1,63
13 401 -
14 56,3 1,02
15 31,9 1,73; 1,96 m
16 80,9 4,46t (7,5)
17 62,4 1,76t (7,5)
18 16,0 0,76 s
19 19,1 0,84 s
20 417 1,901t (6,7)
21 14,7 1,08 (d, 7,4)
22 109,6 -
23 314 1,62d (3,3); 1,64
24 28,9 1,52 m; nd
25 30,2 1,25 m
26 66,6 3,43d (10,7)
3,53d (8,5)
27 17,0 0,63 d (5,0)

oc oy
3-0O-Glc
1 101,8 4,83d(7,8)
2 749 3,888,6)
3 76,0 4t1@9,0)
4 778  4,27(9,2)
5 763 3,419,0)
6 60,9 4,00dd (3,5, 11,7)
4,11d (11,7)
Rha
1 1021 5,72sl
2 706 50
3 792 5,54 dd (2,8, 9,3)
4 71,8 4,484,7)
5 70,0 4,92d (3,1)
6 18,1 1,58 (d, 5,9)
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11.1.2.2.2 Composé 128
» Spectrométrie de masse

L’analyse du spectre de masse en source ESI (médatif) du composd 28 permet
d’observer le pic de I'ion quasi-moléculairendz 1015 [M-H] ™ suggérant une masse de 1016
u.m.a, en accord avec la formule brutgHG¢O... D’autres pics des ions fragments ont été
observés an/z883[(M-H)-137", m/z737[(M-H)-132-146]", m/z591[(M-H)-132-146-146] ",

m/z 46 (M-H)-132-146-146-132] correspondant a la perte de deux pentose et de deu
deoxyhexoses. Le picra/z461 correspond au pic de 'ion pseudo-moléculdgd&aglycone.
» Spectroscopie RMN
* Nature de la génine

L’analyse des spectres RMN 1D et 2D*% du composd28 en particulier I'étude des
corrélations observées sur les spectres HSQC et G{Mi®mparait avec les données de la
littérature permet d’identifier I'aglycone de cengoposé comme étant la (23S, 24S)-spirosta-5,
25(27)-diene-g&, 33, 23, 24u-tetrol (Mimaki et al, 1996).

* Nature des sucres

L’étude du spectre de RMNH permet de distinguer dans la zone des sucreseggighaux
attribuables aux protons anomériques résonnanta69 (d,J = 7,3 Hz),d; 4,95 (d,J = 7,3 Hz),
a4 6,26 (s 1),05 5,11 (d,J = 8,1 Hz) et corrélent dans le spectre HSQC ddsooas anomeériques
résonnant @& 100,5; 106,4; 101,7 et 106,3 respectivement.

L’analyse des spectres de RMN 2D a permis d’idemti nature des sucres. L'évaluation
des constantes de couplages spin-spin ainsi que ddptacements chimique permet de
caractériser :

- unpg-xylopyranosyl (Xyl) dont le proton anomerique nése ad; 4,95 (d,J = 7,3 Hz).
- una-rhamnopyranosyl (Rha) avec le proton anomériqe@26 (s ).

- unp-fucopyranosyl (Fuc) avec le proton anomeériqug 4,69 (d,J = 7,3 Hz).

- unoa-Arabinopyranosyl (Ara) avec le proton anomeériqui &,11 (d,J = 8,1 Hz).
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Figure 22: Spectre HSQC de la partie osidique du comd@§s
» Séquencgage en C-1
L’observation des corrélations entre les signaux a:
- 0n 4,69 (dJ=7,3 Hz, Fuc H-1) eic 83,8 (Agly C-1),
- 0n 6,26 (s, Rha H-1) eic 84,4 (Fuc C-3),
- 0n 4,95 (dJ=7,3Hz, Xyl H-1) ebc 78,1 (Fuc C-2)
montre que le Rha est lie au Fuc par une liaisen4{)l puis le Xyl au Fuc par liaison-42) et

enfin le Fuc a I'aglycone en C-1.
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Figure 23: Spectres HMBC de la partie osidique du compde
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Figure 24: Spectre TOCSY de la partie osidique du comi@s

Celle-ci est confirmée par I'observation des catieéhs sur le spectre NOESY entre les signaux
des protons a:

- 044,69 (dJ=7,8Hz, Fuc H-1) el 3,77 (Agly H-3),

- 0n 6,26 (Rha H-1) edy 4,07 (Fuc H-3),
- on 4,95 (Xyl H-1) etdy 4,05 (Fuc H-2) qui ont permis d’établir la séquedes sucres en
C-1 comme étanf-D-xylopyranosyl-(1- 2)-[a-L-rhamnopyranosyl-(1 3)]-5-D-fucopyranosyl.

» Séquencage en C-24

La corrélation observée dans le spectre HMBC datsggnal du proton anomériquedsas,11
(d,J = 8,1 Hz, Ara H-1) et le signal du carboné-e82,2 (Agly C-24) d’une part, et la corrélation
dans le spectre ROESY entre ce proton anomérighie 8,11 (Ara H-1) et 4,78 (Agly H-24)
d’autre part, ont permis de lier 'Ara en positi> de I'aglycone.

» Conclusion
L’ensemble des données ci-dessus a permis d’élieid@mposd 28 comme étant O-

[-D-xylopyranosyl-(1- 2)-[a-L-rhamnopyranosyl-(1 3)]-#D-fucopyranosyl (23S, 24S)-spirosta-
5,25(27)-diene-4, 35, 23, 24o-tetrol 240-a-L-arabinopyranoside, un nouveau composé naturel

dénomméleistélianoside B(Kougan egl., 2010a).
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128deistélianoside B(Kougan et al. 2010a)

Tableau 29 Déplacements chimiques RMMN et'*C (GDsN) de I'aglycone et sucres du compd$8

oc on
1 838 3,77dd (4,0, 12,1)
2 374 2,33 q (11,8)
2,70 m
3 683 3,84 m
4 438 254dd (4,0, 12,1)
2,66 brd (11,7)
5 1396 -
6 1246 5,55 s
7 318 1,46
1,74 m
8 329 1,48
9 50,3 1,51d (2,0)
10 42,8 -
11 23,9 1,54 d (5,3)
2,88 brd (12,6)
12 40,6 1,27 m, 1,57
13 40,4 -
14 56,7 1,09 m
15 32,3 1,23 m, 1,56
16 82,9 4,57
17 61,3 1,70 d (7,3)
18 150 1,37 s
19 16,7 0,92's
20 374 2,83t (6,9)
21 146 1,05 d (6,9)
22 111,7 :
23 70,0 3,97 d (4,4)
24 822 4,78 d (4,0)
25 1435 -

JC JH
1-O- Fuc
1 100,5 4,69, (d, 7,3 Hz)
2 78,1 4,08 (3,6)
3 84,4 4,07
4 73,4 4,59 t(8,9)
5 69,4 4,398,5)
6 17,1 1,46 d (6,5)
Xyl
1 106,4 4,95d (7,3)
2 74,0 3,89 t(7,9)
3 78,1 4,07
4 69,5 4,39
5 67,0 3,67 d (4,8)
4,25 m
Rha
1 101,7 6,26s
2 72,4 4,75
3 72,4 4,57 m
4 73,4 4,24 d (9,3)
5 69,4 4,75 m
6 19,0 1,68d (6,1)
24-0O-Ara
1 106,3 5,11d(8,1)
2 72,7 4,371(8,5)
3 74,5 4,04d (3,2
4 71,5 3,74 d (6,5)
5 66,9 3,62
4,21
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26 61,4 3,99,
4,81d (11,7)
27 1138 5,09, s |
5,23, s |

11.1.2.2.3Composé 129
» Spectrométrie de masse.
L’analyse du spectre de masse du comfd@8montre le pic de l'ion quasi-moléculaire a
m/z 559 [M-H]™ correspondant & une masse moléculaire de 560.uJdatee masse moléculaire
est en accord avec la formule brutgHzsOg. Le pic am/z427 correspond au pic de I'aglycone,
notamment la néoruscogénine (voir paragraphe R0p 1
» Spectroscopie RMN
* |dentification du sucre
Sur le spectre RMNH, on observe le signal d’un proton anomériqu 4,68 (d,J = 7,4
Hz) qui corréle avec un carbone anomériguie 201,5. L'analyse des spectres de RMN 1D et 2D
a permis d’identifier un résidurL-arabinopyranosyl (Ara).
» Séquencgage en position 1
Dans le spectre HMBC, on observe une tache delator entre le signal du proton
anomeérique qui résonneodg 4,68 (d,J = 7,4 Hz, Ara H-1) et le carbone qui résonné-82,7
(Agly C-1) suggérant la liaison osidique. Cetteomfation est confirmée par I'observation de la
corrélation entréy 4,68 (d,J = 7,4 Hz, Ara H-1) ety 3,74 (dd,J = 3,5; 11,6 Hz, Agly H-1) dans
le spectre NOESY. Ces observations nous ont pedi@tablir la séquence de la chaine
monosacharidique en position 1 de la génine contarg &O-a-L-arabinopyranosyl.
» Conclusion
L’ensemble des données précédentes a permis dfidenle composé129 a la
néoruscogénine O-o-L-arabinopyranoside, précédemment isolé Rlecus aculeatugpar De
Combarieu et al (2002).
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~

K 129 De Combariewetal (2002) /

Tableau 30: Déplacements chimiques RMN et'*C (G;DsN) de I'aglycone et sucres du compds®.

dc oy dc on
1 827 3,74 (dd, 3,5, 11,6) 1-O- Ara
2 36,6 2,07 (dd, 4,0, 14,5)
2,76 (t, 14,5) 1 1015 4,68 (d,7,4)
3 678 3,81 (t, 7,5) 2 720 430
4 429 2,55 (d, 11,5) 3 740 4,08 (t,9,0)
2,59 (d, 11,9) 4 690 4,22
5 1394 - 5 67,0 3,62
6 1236 5,28 (s) 4,21
7 319 1,82
1,95
8 31,9 1,42
9 499 1,34
10 425 -
11 234 1,40, 2,78
12 398 1,17, 1,49
13 448 -
14 56,3 1,00
15 317 1,42, 1,45
16 81,2 4,45
17 624 1,67
18 16,2 0,74's
19 143 1,12s
20 415 1,86 (d, 7,3)
21 143 0,95 (d, 7,4)
22 109,3 -
23 326 1,67, 1,70
24 285 1,23,2,21
25 152.8 -
26 646 3,97 (dd, 11,1, 11,6)
4,38 (dd, 4,5, 11,1)
27 109,9 472,s
4,76, s
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11.2.2.4 Composé 130

» Spectrométrie de masse

Le spectre de masse FAB (en mode négatif) monpelde I'ion quasi-moléculaire a m/z
705 [M-H]", correspondant a une masse moléculaire de 706 etnconforme a la formule
moléculaire GgHsgO12. D'autres importants pics de fragments d'ionsédétobservés e/z 559
[(M-H)-146], 427 [(M-H)-132-146] correspondant a la perte successive d’'un deoxgecsb
d'un pentose, respectivement. Le pien& 427 correspond au pic de I'aglycone, notamment la
néoruscogénine (voir paragraphe 2, p 100).

* Nature des sucres

L’étude du spectre RMNH permet de distinguer dans la zone des sucres signaux
attribuables aux protons anomériques dont un r@&samn 4,55 (d,J = 7,8 Hz) et le dernier sous
forme d’un singulet large &, 6,18 ppm. Ces protons correlent avec deux carbanesériques
résonnant @ 100,3 et 101,2; respectivement.

L’analyse du spectre RMN 1D et 2D a permis d’ideti la nature des sucres.
L’évaluation des constantes de couplages spineipites déplacements chimiques permettent de
caractériser :

- Una-rhamnopyranosyl (Rha) avec un protod;a6,18 ppm (s I).
- Una-arabinopyranosyl (Ara) avec le proton anomérigug 455 (d,J = 7,8 Hz).
» Séquencage en C-1

Les corrélations HMBC entre les signaux¥ya4,55 (d,J = 7,8 Hz, Ara H-1) etc 83,8
(Agly C-1), aoy 6,18 (s I, Rha H-1) &ic 74,8 (Ara C-2), ainsi que les corrélations obseswentre
les signaux ay 4,55 (d,J = 7,8 Hz, Ara H-1) ety 3,68 (Agly H-1), 6,18 (Rha H-1) &t 4,44
(Ara H-2) sur le spectre NOESY ont permis d’étalaiséquence des sucres en C-1 comme étant
a-L-rhamnopyranosyl (b>2)-a-L-arabinopyranosyil.

» Conclusion

L’ensemble des données précédentes a permis dfidente composé 130 au

néoruscogénine O-a-L-rhamnopyranosyl-(&2)-a-L-arabinopyranoside, précédemment isolé de

Sanseviera trifasciatgpar Mimaki etal. (1996).
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130 Mimaki et al. (1996)

Tableau 31:Déplacements chimiques RMN et**C (GDsN) de I'aglycone et sucres du compdse.

oc On
1 83,8 3,68
2 36,8 2,29; 2,69
3 67,7 3,78
4 43,5 2,33; 2,64
5 139,0 -
6 124,5 5,49
7 31,9 1,941,98
8 32,7 1,44
9 50,0 1,39
10 425 -
11 23,6 1,50 ; 2,86
12 39,8 1,22 ;1,47
13 44,8 -
14 56,4 1,04
15 32,8 1,70 ;1,73
16 81,2 4,46
17 62,5 1,67
18 16,3 0,76 s
19 14,7 1,34 s
20 41,5 1,86
21 14,6 0,95 (d, 7,4)
22 109,3 -
23 32,6 1,86, nd
24 28,5 2,19, 2,64
25 1439 -
26 64,7 3,97 ;4,38
27 108,6 4,72 s

4,76 s

oc On

1O- Ara

1 100,3 4,55d(7,8)
2 7438 4,44

3 754 4,05 t(9,0)
4 69,0 4,14

5 67,0 3,61

4,18

Rha

1 101,2 6,18 sl

2 719 4,66

3 728 4,54

4 73,6 4, 24

5 69,6 4,74

6 18,6 1,64 d (5,9)
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11.1.2.2.5Composé 131

» Spectrométrie de masse
L’analyse du spectre de masse en source FAB (médatif) du composd31 permet
d’observer le pic de l'ion quasi-moléculairenéz 837 [M-H] ™ suggérant une masse de 838 u.m.a,
en accord avec la formule brutqs:B8s6016. D’autres pics des ions fragments ont été obseaivés
m/z705[(M-H)-137", 559[(M-H)-132-14q ", 427[(M-H)-132-146-132] correspondant a la
perte d’un pentose, d’'un pentose et d’'un deoxyhexeisde deux pentoses et d’'un deoxyhexose,
respectivement. Le pic observardz 427 correspondant au pic de l'ion pseudo-molérilde
I'aglycone.
» Spectroscopie RMN
* Nature des sucres
L’étude du spectre de RMM permet de distinguer dans la zone des sucresdignaux
attribuables aux protons anomériques dont deuxresa sous formes de doubletga4,55 (d,J
=7,8Hz),054,97 (dJ=7,8 Hz) et le dernier sous forme d’'un singldege ad; 6,18 ppm. Ces
protons correlent sur le spectre HSQC avec troiborees anomeériques résonnant-a100,3;
106,4 et 101,2 respectivement.
L’analyse détaillé des spectres RMN 1D et 2Dydlg@ation des constantes de couplages
spin-spin ainsi que des déplacements chimiquesgitam de caractériser :
-un a-rhamnopyranosyl (Rha) avec un proton anomériqueégonne &y 6,18 (s I).
-un a-arabinopyranosyl (Ara) avec le proton anomériquierésonne ay, 4,55 (d,J = 7,8 Hz).
-un xylopyranosyl (Xyl) avec le proton anomérique ggsonne ay 4,97 (d,J = 7,8 Hz).
» Séquengage en C-1
La corrélation HMBC entre les signauxa4,55 (d,J = 7,8 Hz, Ara H-1) efic 83,8 (Agly
C-1),n 6,18 (s |, Rha H-1) efc 74,8 (Ara C-2)4y 4,97 (Xyl H-1) etdc 84,4 (Ara C-3), d'une
part, et les corrélations observées sur le spBEMESY entre les signauxdg 4,55 (d,J = 7,8 Hz,
Ara H-1) etdy 3,68 (Agly H-1),0y 6,18 (Rha H-1) efy 4,44 (Ara H-2),0y 4,97 (Xyl H-1) etdy
4,11 (Ara H-3), ont permis d’établir la séquences daicres en C-1 comme étadL-
rhamnopyranosyl- @& 2)-[4-D-xylopyranosyl-(1- 3)]-a-L-arabinopyranosyl.
» Conclusion
L’ensemble des données précédentes a permis dfidente composé 131 au
néoruscogénine O-a-L-rhamnopyranosyl-(2)-[f-D-xylopyranosyl-(1- 3)]-a-L-

arabinopyranoside, précedemment isol&ldéna recurvatapar Mimaki etal. (1996).
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Tableau 32: Déplacements chimiques RMN et™*C (GDsN) de I'aglycone et sucres du compd$4.

dc on

1 838 3,68

2 36,8 2,29; 2,69

3 677 3,78

4 435 2,33; 2,64

5 1390 -

6 1245 5,49

7 319 1,94, 1,98

8 327 1,44

9 500 1,39

10 425 -

11 236 1,50 ; 2,86

12 398 1,22 ;1,47

13 44,8 -

14 56,4 1,04

15 328 1,70 ;1,73

16 81,2 4,46

17 625 1,67

18 16,3 0,76

19 147 1,34s

20 415 1,86

21 14,6 0,95 (d, 7,4)

22 1093 -

23 326 1,86, nd

24 285 2,19, 2,64

25 1439 -

26 64,7 3,97
4,38

27 1086 4,72's
4,76 s

oc on

1-O- Ara

1 100,3 455 (d,7,8)
2 74,8 4,44

3 844 4,11 (t, 9,0)
4 69.0 4.14

5 67,0 3,61

4,18

Rha

1 101,2 6,18 sl

2 719 4,66

3 728 4,54

4 73,6 4,24

5 69,6 4,74

6 18,6 1,64 (d, 5,9)
Xyl

1 1064 4,97(d,7,8)
2 74,6 3,90

3 78,2 4,06

4 70,9 3,09

5 66,9 3,68

4,28
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[1.1.3 Dracaena arboregWilld. ). (Publication 2)

11.1.3.1 Extraction et isolement

Les écorces dB. arboreg séchées et réduites en poudre fine ont été edrail’aide du
méthanol, aprés évaporation a sec, le résidu olatenié@ dissoute dans I'eau puis partagé contre le
n-butanol saturé d’eau. La phase butanolique okteduaporée a sec, a été reprise dans de I'eau et
lyophilisée donnant ainsi I'extrait brut de sap@snUne prise de 450 mg de cet extrait a été
soumise a des MPLC successives sur silice nornade @hase inverse (gradient MeOHEH

conduisant a l'isolement d’une sapogénine et dg saponines dont deux nouvelles.

Poudre d'écorces I
(500 g)

- 3X 2 L de MeOH (a Température ambiante)

- Filtration
- évaporation.

[ extrait au MeOH J
(42 9)

- n-BuOH sat. d'H,0 (3X150 ml)

|
[ phase Butanolique ]

- évaporation.
-reprise dans de I'H,O
-lyophylisation

l totum de saponines I
(10.4 g)

- MPLC (sur 450 mg)

gradient CHCIl3/MeOH: 9/1; 6/1; 4/1; 2/1
- évaporation.

[ [ | [ | | | |
Fr 1 Fr2 Fr3 Fr4 Fr5 Fré Fr7 Fr8
-MPLC (44 mg) (66 mg) ) | _(85:3mg) | |(70.6 mg) | | (44 mg) (24.7 mg) (16.3 mg)

- MPLC
composé 134 gradient CHCl;/MeOH/H,0: 5/1/1; 4/1/1; 3/1/1
-MPLC (70.6 mg)
gradient CHCly/MeOH/H}O: 5/1/1; 6/1/1 Fr 61 (5.5mg) Fr 63 (2.1 mg)
composé 132 composé 133 | |
Fr 41(1.8 mg) Fr 42 (62 mg)] [Fr 44 (6.2 mg} composé 136
- MPLC (9.1 mg)

gradient CHCIl3/MeOH/H,0: 5/1/1; 6/1/1 COmposé 135
| (3.1 mg)
rﬁr 31 Fr32 -
(7 mg) (3.5 mg) | (COMpose 137
(10.6 mg)

Figure 25. Protocole d’extraction et de purification desrées deD. arborea

gradient CHCl3/MeOH/H,0: 5/1/1; 6/1/1

Y
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11.1.3.2 Elucidation structurale des compo$£382— 137)
» Nature des aglycones

L’analyse des spectres de RMN et**C combinés avec les spectres DEPT et HSQC des
composes isolés des écorcesDdearboreg permet de mettre en évidence la présence deequatr
méthyles caractéristiquesa 0,61 (d,J = 5,2 Hz), 1.18 (d) = 7,6 Hz), 0,84 s, 0,88 s. Du spectre
RMN **C, on observe un carbone quaternaire résonnait 09,8 (C-22) et deux carbones
oléfiniques aic 121,5 (C-6) et 140,5 (C-5), indiquant la présedem squelette stéroidique de
type spirostanol (Agrawal etl., 1985). D’autre part, on observe deux signaux fuqsables de
carbones ac 89,8 (C-16) et 89,9 (C-17). Le signal du protaiy &.41 assigné a H-16 montre une
corrélation avec le signal du carbone quaternaiie &,9 et une autre avec le carbone tertiaire a
oc 44.5 (C-20) dans le spectre HMBC, confirmant alagirésence du groupement hydroxyle en
C-17. Par comparaison des valeurs de déplacemémtsiqoes attribués avec celle de la

littérature, I'aglycone a été identifié a la pénéome. (Deng edl., 2008; Woo eal., 1998).

11.1.3.2.1 Composé 132
» Spectrométrie de masse
Le spectre de masse FAB (en mode négatif) montpéclele I'ion quasi-moléculaire a
m/z 925 [M-H]", conforme a la formule moléculaire8740:5 indiquant un poids
moléculaire de 926 u.m.a. D'autres importants gecagments d'ions ont été observés a m/z
883 [(M-H)-42], 737[(M-H) — 42-146T, 429 [(M-H) — 42-146-146-162] correspondant a
la perte successive d'un acétyle, d’'un deoxyhexdisa, deoxyhexose et d’'un hexose. Le pic
a m/z 429 correspond au pic de I'aglycone, notamhagménnogénine.
» Spectroscopie RMN
L’étude du spectre RMRH du composd 32 permet de distinguer dans la zone des sucres,
trois signaux de protons anomériques qui résorment4,73 (d,J = 7,8 Hz), 5,70 (s |) et 5,63 (s
). Ces protons correlent avec trois carbones anqoes a 99,7jc 103.3 et 102.1 respectivement
sur le spectre HSQC.
L’analyse détaillée des spectres RMN 1D et 2D, dlgation des constantes de couplage
spin-spin et des déplacements chimiques ont petenéaractériser :
- Un B-glucopyranosyl dont le proton anomérique résonfie473 (d,J = 7,8 Hz).
- Deuxo-rhamnopyranosyl dont les protons anomeériques résdrady 5,70 (s 1) eby 5,63

(s 1), respectivement.
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Figure 26: Spectre HSQC de la partie osidique du comAd&t
Des corrélations'H-*C observées sur le spectre HMBC entre le signalpdaton
anomerique @y 5,70 (s |, Rha | H-1) et le signal de carbon& &8,3 (Glc C-2), puis entréy
5,63 (s |, Rha Il H-1) eic 85.7 (Glc C-3) et enfin entéy 4,73 (d,J= 7,8 Hz, Glc H-1) ebc 78,1
(Agly C-3).
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Figure 27: Spectre HMBC de la partie aglycone du compé
Les signaux déblindés des protons résonnaty; 4,62 (Glc H-6a) et 4,73 (Glc H-6b),
respectivement, suggere que l'acylation de la foncalcool primaire en C-6 de Glc. Ceci est
confirmé d’une part, par la valeur du signal de Gl6 déblindé &c 63,9 et d’autre part par
l'observation de corrélations sur le spectre HMB@eeles signaux RMN des protons H-6a et H-
6b (On 4,62 et 4,73) et le carbone du carbonyle du gragéyle ajc 170,9. Ces informations
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suggeérent la séquence de la chaine du sucre eco@ude étant-L-rhamnopyranosyl-(&2)-[a-
L-rhamnopyranosyl-(&3)]--D-glucopyranosyl. Cette séquence est confirmée 'phsdrvation
des corrélations sur le spectre NOESY entre lasasig de RMN'H entre le proton anomérique
résonnant ay 5,70 (s |, Rha | H-1) ely 3.90 (Glc H-2), entréy 5,64 (s |, Rha Il H-1) eiy 4.05
(Glc H-3) et entréy 4,73 (Glc H-1) eby 3,77 (Agly H-3).
» Conclusion

En conséquence, le composk32 a été élucidée a la  pénnogénin®-3-L-
rhamnopyranosyl-(&2)-[a-L-rhamnopyranosyl- (& 3)]-[6-O-acétyl]$#-D-glucopyranoside,
nouveau produit naturel dénommaoréasaponine A(Kougan etl., 2010a).

c”O

HO Rha ll %

132 arboreasaponlne A (Kougan et al. 2010a). /
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Tableau 33: Déplacements chimiques RMN et'*C (GDsN) de I'aglycone et sucres du compd$®

oc on oc On
1 37,2 0,92, 1,60 Glc
2 29,7 1,62, 2,04 1 99,7 4,73d (7,8)
3 78,1 3,77 2 78,3 3,90
4 38,8 2,34, 2,58 3 85,7 4,051t (9,0)
5 1405 - 4 69,6 3,76
6 121,5 5,23 5 78,3 3,90
7 31,8 1,54, 1,94 6 63,9 4,62 d (5,2), 4,73
8 31,9 1,48 _CHICO 20,4 1,94 (s )
9 49,8 0,84 CKCO 1709 -
10 36,6 - Rha |
11 20,6 1,44, 1,46 1 103,3 5,70 sl
12 32,0 1,86, 2,16 2 71,9 4,75
13 44.8 - 3 72,1 4,41
14 52,8 1,98 4 72,9 4,24
15 31,4 1,43, 2,14 5 70,2 4,65
16 89,8 4,41 6 18,0 1,58 d (5,9)
17 89,9 - Rha ll
18 16,8 0,88s 1 102,1 5,63sl
19 19,7 0,84 s 2 71,7 4,64
20 445 2,21 3 71,9 4,72
21 09,4 1,18d(7,6) 4 729 4,249.2)
22 109,8 - 5 69,4 4,70 m
23 31,7 2,16, 1,64 6 18,1 1,66 d (5,9)
24 28,4 nd, 1,58
25 30,4 1,52
26 66,4 3,43, 3,48
27 169 061d(57)
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11.1.3.2.2 Composé 133

» Spectrométrie de masse.

Le spectre de masse FAB (en mode négatbifjtre le pic de l'ion quasi-moléculaire a m/z
899[M - H]", conforme a la formule moléculaire,,0,g indiquant un poids moléculaire de 900
u.m.a. D'autres importants pics de fragments d@amsté observésm/z 753 [(M-H)-146], 445
[(M-H)-146-146-162] correspondant a la perte successive deux deoxgbsxet un hexose,

respectivement. Le picra/z445 correspond au pic de I'aglycone.

» Spectroscopie RMN

Une comparaison des déplacements chimiques3det 133 obtenus a partir de données
RMN 1D et 2D a montré que la plupart des signauxete deux composés sont superposables,
sauf ceux du cycle F de la partie aglycond.88. Des différences significatives de déplacements
chimiques &¢ 112,1; 41,2; 70,0; 39,0; 64,8 et 13,0 indiquanpriésence d'un groupe hydroxyle
supplémentaire. Son emplacement et sa configuraiéné attribué par l'analyse spectrale. En
effet, sur le spectre HMBC, on observe des coigglatentre le groupe de protons résonnant, a
0,98 (d,J = 6,4 Hz, Me-27) et les carbonesda 70,0 (C-24), 39,0 (C-25), 64,8 (C-26),

respectivement.

bl T VN TRy | FORON Y WO lJ.LL L o
M A roaptio e NP f
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Cppm} rj
A L
0.6 &
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A \ €D ~ -
1.0 ] i&;_w\
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Figure 28: Spectre HMBC de la partie aglycone du compg
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Figure 29: Spectre TOCSY de la partie aglycone du comd&se

Sur le spectre COSY, les protons du Me-27 exhibaatcorrélation avec le signal en large
multiplet ady 1,78 (H-25), une autre avec la paire de protodsonnant ay 3,50 (H-26ax, ddJ
=11,1; 11,6 Hz) ey 3,58 (H-26eq, dd] = 4,5 et 11,1 Hz), et enfin avec un proton d’oxtmres
aoy 3,98 (H-24, ddJ = 5,5; 5,5 Hz). Le proton d’oxyméthine, a son ta@xhibe des corrélations
avec les protons du méthylené,al,98 (H-23ax) ety 2,31 (H-23eq). Ces corrélations conduisent
a la suggestion d'un hydroxyle lié en C-24 du cycl€eci a été confirmé par le signal déblindé
du carbone du groupement méthyle en C-2¢ 3,0 au lieu de 16-17 ppm dans le cas de-ZH
(Agrawal etal., 1985).

Les deux doublets dédoublés a 3,50 (dd,11,1; 11,6 Hz) efy 3,58 (ddJ=4,5et 11,1
Hz) sont assignables aux protons vicinaw?H, et la constante de couplage du protép 3,98
(H-24, dd,J = 5,5; 5,5 Hz) est possible que si le proton dfogthine se trouve dans la
configurationp-équatoriale en C-24, et est vicinal au proton HeB3-axial et aux protons du
meéthyléne en C-23. Ces données permettent de cerlune orientation-axiale de I'hydroxyle
en C-24. Ceci a été confirmé par I'absence delati;é NOESY entre le proton résonnaniza
3,50 (H-26ax, dd) = 11,1; 11,6 Hz) el 3,98 (H-24, ddJ = 5,5; 5,5 Hz).

L’aglycone del33 a été par conséquent identifié a lax-24droxypénnogénine, signalé
comme aglycone dans une seule espece végétaleiaRans axialis(Changxiang eal., 1987).

* Nature des sucres
L'étude détaillée des données de la RMN 2D (COSFESY, HMBC) du compos&33 a
montré que celui-ci comporte la méme séquenceuwresque 32 et ne differe que par I'absence
du groupement acétyle attaché en C-6 du Glc. Ga#otanfirmé par la disparition du signal de
méthyle résonnant & 20,4 et celui du carbonyled 170,9 du spectre RMKC du composé
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133 et la présence d'une valeur appropriée du Glc sitigp C-6 adc 61,6, avec des signaux
RMN des protons H-6a et H-6b, respectivemerd,; 4.18 (d,J = 5,2 Hz) ety 4,35 (dd,J = 5,2;
11,4 Hz).

» Conclusion

Ainsi, la structure du compod&3a été élucidée au @hydroxypénnogénine @-a-L-
rhamnopyranosyl-(&2)-[a-L-rhamnopyranosyl-(&3)]-4-D-glucopyranoside, nouveau composé

naturel dénommaéarboréasaponine B.(Kougan etl., 2010a)

OH
@)
HO
o 2
3 cc QO
1
HO o7/t °© OH
HO ray rrai OH
OH HO

\\ 13z arboreasaponine (Kougan et al. 2010 /
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Tableau 34 Déplacements chimiques RMN et'*C (G;DsN) de I'aglycone et sucres du compd$s.

oc o oc o

1 370 0,83, 1,63 ® Glc

2 31,2 1,72dd (4,0, 14,5); 2,07 t (14,5) 1 99,74,73 d(7,8)

3 778 381t(7,5 2 783 3,90

4 381 256d(11,5);2,64d (11,9) 3 857  4,5,)

5 1403 - 4 696 3,76

6 1215 5,28(s) 5 783 3,90

7 31,9 1,47 6 61,6 4,18d(5,2),
1,86 4,35dd (5,2, 11,4)

8 32,1 149 Rha |

49,7 0,83 1 1033 5,70 sl

10 366 - 2 71,9 475

11 20,4 nd, 1,46 3 721 441

12 31,7 1,86,2,16 4 729 4,24

13 44,8 - 5 702 4,65

14 52,8 1,96 6 18,0 1,58 d(5,9)

15 31,7 142, 1,45 Rha Il

16 89,6 4,42t(7,4) 1 1021 563s

17 89,9 - 2 71,7 4,64

18 16,7 085s 3 71,9 4,72

19 19,0 095s 4 729 4,24 92)

20 446 2,26d(7,3) 5 69,4 470 m

21 092 1,16d(7,4) 6 181 1,66 d(5,9)

22 1121 -

23 412 1,98, 231, dd (12,4; 4,7)

24 70,0 3,98dd (5,5, 5,5)

25 390 1,78m

26 64,8 3,50dd (11,1, 11,6)
3,58 dd (4,5, 11,1)

27 13,0 0,98d(6,4)
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11.1.3.2.3 Composé 134

» Spectrométrie de masse
L’analyse du spectre de masse en source FAB (médatif) du composd34 permet
d’observer le pic de l'ion quasi-moléculairenéz591 [M-H]~ suggérant une masse de 592 u.m.a,
en accord avec la formule brutess8s,09. Le pic de lion fragment observé @&/z 429
[(M-H)-1627", correspond a la perte d’'un hexose. Le pic obsg&mé& 429 correspondant au pic
de l'ion pseudo-moléculaire de I'aglycone, notamtiampénnogénine (voir paragraphe 2, p 116).
» Spectroscopie RMN
* Nature des sucres
L’étude du spectre RMNH permet de distinguer dans la zone des sucresigmals
attribuable au proton anomérique qui résonng &,01 (d,J = 7,8 Hz). Ce proton anomérique
corréle sur le spectre HSQC avec le carbone anqueerésonnant & 102,6.
L’analyse des spectres RMN 1D et 2D a permis dtiflen la nature du sucre.
L’évaluation de la constante de couplage spin-agermis de caractériser tglucopyranosyl.
» Séquencage en C-3
La corrélation HMBC entre le proton anomeérique néemt &’y 5,01 (d,J = 7,8 Hz, Glc
H-1) etoc 78,2 (Agly C-3), et la corrélation observée suspectre NOESY enti@, 5,01 (Glc H-
1) etoy 3,90 (Agly H-3), ont permis de lier le Glc en C-3.

» Conclusion

L’ensemble des données précédentes nous permentifier le composéd 34 comme
étant la pénnogénine G-f-D-glucopyranoside (floribundasaponine), précédemrsié de
Dioscorea floribundgShashi eal., 1981).

-

134 floribundasaponingShashi et al. 1981)

/
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Tableau 35: Déplacements chimiques RMN et'*C (G;DsN) de I'aglycone et sucres du compd$é.

o on oc o
1 385 0,95 1,72 3-0- Glc

2 302 174,112 1 102,6 5,01 d (7,8)
3 7872 3,90 2 75,6 4,04

4 393 245,270 3 78,6 4,27

5  140,9 - 4 71,7 4,26

6 121,7 5,30 5 78,4 3,96

7 323 154,194 6 62,9 4,38, 4,55
8 32,1 1,54

9 502 0,95

10 37,0

11 20,9  1,50,1.58

12 31,7  2,16,2,20

13 44,8 -

14 53,0 -

15 31,7  1,50,2,22

16 90,2 4,44

17 90,1 -

18 17,1 0,96 s

19 19,4 0,95s

20 45,1 2,26

21 09,6 1,22d(7,6)

22 109,8 -

23 31,7  2,16,1,64

24 288  1,58,1,60

25 30,4 1,60

26 66,4 3,51, nd

27 17,2 0,62d (5,6)
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11.1.3.2.4 Composé 135

» Spectrométrie de masse.

Le spectre de masse en source FAB (mode négatdduiposél35 montre le pic de l'ion
guasi-moléculaire a m/z 737 W]~ suggérant une masse moléculaire de 738 u.m.agcemda
avec la formule gHg,013. D’autres pics d’ions fragments observablem&575[(M-H)-167",
m/z 429 [(M-H)-146-162 correspondent a la perte successive d'un hexosel'wet
deoxyhexose. Le pic&/z429 correspond au pic de I'aglycone, notammepélanogénine (voir
paragraphe 2, p 116).

» Spectroscopie RMN
* Nature des sucres

L’étude du spectre de RMNH permet de distinguer dans la zone des sucres signaux
attribuables aux protons anomeériques qui résoraént,84 (d,J = 7,8 Hz) et I'autre @&, 6,16 (s
). Ces protons correlent sur le spectre HSQC descadeux carbones anomériques résonnant
respectivement & 101,8 et 102,3 ppm.

L’analyse détaillée des spectres de RMN 1D et 2pemnis d’identifier la nature des
sucres. L’évaluation de la constante de couplage-sgpn a permis de caractériser yn
glucopyranosyl et un-rhamnopyranosyl.

» Séquencage en C-3

Les corrélations HMBC entre le proton anomériqug 6,16 (Rha H-1) efc 83,2 (Glc C-3)
d’'une part et le proton anomériquéa4,84 (d,J = 7,8 Hz, Glc H-1) ebc 78,1 (Agly C-3) d’'autre
part, permettent d’affirmer que le Rha est lié da @ar une liaison 3), le Glc est lié a
I'aglycone en position 3 par une liaison éther.t€stquence est confirmée par I'observation des
corrélations sur le spectre NOESY entre le proton 6,16 (s, Rha H-1) el 4,31 (t,J = 9,4 Hz,
Glc H-3) et entre); 4,84 (d,J = 7,8 Hz, Glc H-1) eby 3,77 (Agly H-3). La séquence de la chaine
des sucres en C-3 a été établielarhamnopyranosyl-@ 3)-4-D-glucopyranosyl.

» Conclusion

L’ensemble des données précédentes nous permentifidr le composél3s a la
pénnogénine  ®-a-L-rhamnopyranosyl-(&3)-4-D-glucopyranoside  (manioside  A),

précédemment isolé d@racaena manni(Tapondjou eal., 2008).
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Rha OH

Glc

Tableau 36:Déplacements chimiques RMN et**C (GDsN) de I'aglycone et sucres du compdsé

6(: JH
1 371 082160
2 297 1,62 204
3 781 3,77
4 388 234,258
5 1405 -
6 1215 5,23
7 318 1,554,194
8 319 1,48
9 498 0,84
10 36,6 -
11 20,6 144,146
12 32,0 1,86,2,16
13 44,8 -
14 52,8 1,98
15 31,4 143,214
16 89,8 4,41
17 89,9 -
18 16,8 0,88 s
19 19,7 0,84s
20 44,5 2,21
21 09,4 1,18d (7.6)
22 109,8 -
23 31,7 216,164
24 284  nd, 158
25 30,4 1,52
26 66,4 3,43,3,48
27 16,9 061d(5,7)

JC JH
8- Glc
1 101,8 4,84 (d, 7,8)
2 75,1 3,90 (t, 8,3)
3 83,2 4,31 (t, 9,04)
4 69,3 4,05 (t, 9,5)
5 77,7 3,85
6 62,0 4,28, 4,40
Rha
1 102,3 6,16 (s )
2 71,9 4,71
3 72,0 4,52
4 73,5 4,26
5 69,5 4,88
6 18,2 1,62 (d, 6,1)
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11.1.3.2.5 Composé 136

» Spectrométrie de masse.

Le spectre de masse en source FAB (mode négatdduposél36 montre le pic de l'ion
guasi-moléculaire a m/z 883 W]~ suggérant une masse moléculaire de 884 u.m.agcemda
avec la formule gH7,017. D’'autres pics d’ions fragments observablem& 737 [(M-H)-14§ ",
m/z 429 [(M-H)-146-146-162], correspondent a la perte d'un deoxyhexose et eex d
deoxyhexoses et d’'un hexose respectivement. La pifz 429 correspond au pic de I'aglycone,

notamment la pénnogénine (voir paragraphe 2, p.116)

» Spectroscopie RMN
* Nature des sucres.

L’étude du spectre RMNH permet de distinguer dans la zone des sucres sighaux
attribuables aux protons anomériques dont deuxirésd de singulet &, 5,64 (Rha | H-1) eby
5,58 (Rha Il H-1) et un sous forme de doublé;&,73 (d,J = 7,8 Hz). Ces protons corrélent sur
le spectre HSQC avec les carbones anomériquesnasorespectivement & 102,1; 103,1 et
99,4 ppm.

» Séquencage en C-3

Les corrélations HMBC entre le proton anomériqumndant &y 5,64 (s, Rha | H-1) eic
78,4 (Glc C-2) d'une part, puis entre le protonragdque résonnant@; 5,58 (s |, Rha Il H-1) et
oc 86,1 (Glc H-3) d’'autre part, enfin entre le protmnomérique résonnantéa 4,73 (d,J = 7,8
Hz, Glc H-1) etdy 3,77 (Agly H-3) permettent d’affirmer que le Rhast lié au Glc par une
liaison (1-2), le Rha Il lié au Glc par une liaison-4B) et enfin le Glc est lié a I'aglycone en
position 3 par une liaison éther. Cette séquenteadirmée par I'observation des corrélations
sur le spectre NOESY entre le prototeb,64 (s |, Rha H-1) ety 3,84 (t,J = 9,04 Hz, Glc H-2)
et entred, 5,58 (s, Rha Il H-1) ey 4,01 (Glc H-3), et entre & 4,73 (d,J = 7,6 Hz) ety 3,77
(Agly H-3). La séquence de la chaine des sucre€-8na été établie a-L-rhamnopyranosyl-
(1—2)-[a-L-rhamnopyranosyl-(& 3)]-4-D-glucopyranosyl.

» Conclusion

L’ensemble des données précédentes nous permentfier le composél36 comme
étant la pénnogénine G-a-L-rhamnopyranosyl-(2)-[a-L-rhamnopyranosyl-(&3)]--D-
glucopyranoside (spiroconazole A), précédemmeni isie Dracaena mannii(Okunji et al.,
1991).
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OH

l

136 splroconazole A(Okunji et al. 1991)

/

Tableau 37 Déplacements chimiques RMN et**C (GDsN) de I'aglycone et sucres du compdsé

oc  on

1 371 0,82 1,60
2 297 1,62 204
3 781 377

4 388 234,258
5 1405 -

6 1215 5,23

7 318 1,554,194
8 31,9 148

9 498 084

10 36,6 -

11 20,6 1,44, 1,46
12 32,0 1,86,2,16
13 448 -

14 52,8 1,98

15 31,4 143,214
16 89,8 4,41

17 89,9 -

18 16,8 0,88s

19 19,7 084s

20 445 221

21 09,4 1,18d(7,6)
22 1098 -

23 31,7 216,164
24 284 nd, 1,58
25 304 1,52

26 66,4 3,43,3,48
27 16,9 0,61d(5,7)

oc on
3-O-Glc
1 99,4 4,73d (7,8)
2 78,4 3,84t (8,3)
3 86,1 4,011t (9,04)
4 69,4 3,77, (9,5)
5 77,3 3,76
6 61,9 4,28, 4,40
Rha |
1 102,12 5,64 s
2 71,6 4,61
3 72,0 4,61
4 73,0 4,18
5 69,5 3,88
6 18,2 1,65d (6,1)
Rha Il
1 103,12 5,58 (s])
2 69,4 4,67
3 71,7 4,66
4 72,9 4,22
5 70,0 4,13
6 17,8 1,56 d (6,2)
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11.1.3.2.6 Composé 137

» Spectrométrie de masse.

Sur le spectre de masse en source FAB (mode néegabifis observons un ion quasi-
moléculaire a m/z 461 [MH]", suggérant une masse atomique de 462 u.m.a, enda&eec la

formule brute G/H4,0%s.

» Spectroscopie RMN.

Le spectre RMN'H de 137 a montré des signaux imputable & deux méthyléisites ¢y
1,23; 0,68 ppm) et deux méthyles quaternaibgd (43; 1,21 ppm).

L’analyse des spectres RMRC et DEPT del37 a montré 27 signaux, dont une paire de
carbones oléfiniquesd 139,8 et 124,9 ppm correspondant aux signaux dbsmas de la double
liaison A>®, 8 carbones tertiaires (CH), 9 carbones secorsléeb), 4 groupements méthyles
(CH3) et enfin 6 carbones quaternaires (C). Ces obsemgasuggérent un stéroide de type
spirostene.

L'analyse des spectres COSY, HSQC et HMBC pernadtridfuer les signaux du composé
137 en comparaison avec ceux décrits dans la littisatOn note sur le spectre HSQC, la
disparition de deux signaux des protons et |'apijoswri de deux carbones quaternaires
supplémentaires &c 88,2 et 91,2, respectivement sur le spectre RMN=6u Les taches de
corrélations observées sur le spectre HMBC entsigieal du groupe de protons qui résonnent a
on 1,21 (H-18) et les signaux des carbonedca88,2 et 91,2 d'une part, puis entre le signal de
groupe de protons résonnanijg 1,23 (H-21) et le signal ac 91,2 de l'autre part, permet

d’affirmer que les groupements hydroxyles sontdigér les carbones 14 et 17.

» Conclusion
Ces données permettent d’identifier la structiuecomposé 37 a celle de la (2%)-

namogénine A (Tran, 2004).

-

137 namogénine A (Tran, 2004)

\ /
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Tableau 38: Déplacements chimiques RMMN et™*C (GDsN) de I'aglyconel37

oc  on
1 782 3,85

2 436 2,25 257
3 682 3,93

4 438 2,65,2,72
5 139,8 -

6  124,9 570

7 26,4 1,98, 2,00
8 320 1,78

9 444 2,34

10 439 -

11 232 1.98,2.06
12 272 1.39,2.68
13 481 -

14 882 -

15 40.6 1.90,2.60
16 90.4 4.82

17 912 -

18 210 1.21s

19 138 1.43s

20 452 242

21 09,7 1,23d(7,3)
22 1096 -

23 32,1 1,68,1,78
24 289 1,60, nd

25 30,4 1,60

26 66,8 3,50, 3,52
27 17,2 0,68d (5,6)
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II.2 RESULTATS DESETUDES PHARMACOLOGIQUES

I1.2.1 Saponines comme agents anticancéreux potentiels

Les saponines possedent de nombreux effets sureledes tumorales. Différentes
propriétés cytotoxiques ont été décrites pour umbre de saponines, promouvant ainsi leur
potentiel en tant que médicaments ou adjuvantsaméreux. Les saponines triterpéniques ou
stéroidiques ont montré des activités inhibitrideda croissance ou des activités cytotoxiques
sur des lignées cellulaires de cancers.

Une des premiéres études des saponines pourtenteait du cancer a été décrite par
Ebbesen efl., en 1976. La saponine Quil A avait prolongé laveudes souris, ayant
développé de maniére spontanée la leucémie. Biendgunombreux groupes de saponines
aient été utilisé pour perméabiliser les membraoetulaires dans le cadre des études
microscopiques, un intérét accru pour les saporengsnt que médicaments potentiels pour le
traitement du cancer a eu lieu dans les années(T39@ etal., 1993; Yu etl., 1992) .

Une étude menée sur I'effet inhibiteur de la cramee de deux saikosaponines et deux
ginsénosides, saponines de Panax ginsémglificead, a montré que la saikosaponine-A
inhibait la prolifération cellulaire des cellules’hépatomes humains tandis que la
saikosaponine-C et les ginsénosides Rbl et Rgaiat#vaucun effet (Okita al., 1993). Yu et
al. ont identifiés une saponine triterpénique, tubdia® 1, de lI'ampoule dBolbostemma
paniculatum (Cucurbitacead)u etal., 1992). Cette saponine a montré un puissant affit
tumorigéne chez la souris sur un modéle de tumela geau.

Parmi les composés prometteurs donnant un potentiactivité in vivo,
kalopanaxsaponine A (référencé commbeédérine) deKalopanax pictus(7,5; 15 mg/kg),
semblait avoir augmenté la durée de vie des sporieuses du cancer du cblon 26 (115, 169
% T/C) et 3 LL carcinome pulmonaire de Lewis (1265 % T/C), ainsi que le cisplatine (3
mg/kg) (Park eal., 2001).

Mimaki etal. en 2001 ont mené un examen systématique destéstoytotoxiques des
saponines stéroidiques principalement celles isotiss plantes de la famille dediaceae
contre les cellules leucémiques promyélocytairestdlet ont trouvé plusieurs relations entre
les structures et les activités. Certaines sapsnateroidiques évaluées dans le systéeme de
dosage ont montré beaucoup d'activités cytotoxiogisétaient presque aussi puissantes que
celle de I'étoposide utilisé comme contrble pasités activités ont été trouvées étre sensibles
aux nombres de monosaccharides constituants I&seshde sucre et de leurs séquences, ainsi

gue les structures des aglycones.
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I1.2.2 Mécanisme d’action des saponines sur les cellulestales

Les saponines peuvent agir par voie extracellukirdes cellules tumorales ou par des
voies d'influence de signalisation intracellulaites effets extracellulaires de saponines sont la
perméabilisation de la membrane plasmique et bitibh de I'efflux de drogues par inhibition
directe de protéines membranaires. Les effets dpetaéabilisation se produisent a des
concentrations élevées de saponines (Habituellemda®0 pg/ml avec des variations
différentes pour les saponines) tandis que lestsefhtracellulaires peut aussi avoir lieu a des
concentrations plus faibles. Les divers effetsutales des saponines décrites ci-dessus sont

résumeés dans une représentation schématique BQure

Reduction of inflammatory

responses 5 Activation of insulin-like growth
factor | and estrogen receptors

Saponin Membrane

permeabilization ) . -
« Inhibitor of NFxB stabilization
» NFxB Inhibition
« Caspase 1 activation
* Inducible nitric oxide synthase and
cycloxygenase-2 blocked

o | ot e
.',‘ Saponin

Reduction of
invasiveness

* Slalyltransferase
Inhibition

* Matrix metalloprotease-2
and -9 Inhibition

*MAPK1,3,8,14 |

Tumor cell

Figure 30. Les effets cellulaires des saponines (Bachrah ,e2008).

L'arrét du cycle cellulaire et l'induction de I'ggose sont les meilleurs événements
étudiés. Autres effets intracellulaires tels quehibition de Il'envahissement des cellules
métastasées, la réduction des réactions inflamreafoiactivation du facteur de croissance
insulinique | et des récepteurs d’cestrogene, amsil'qnduction de détoxifiant et antioxydant
protéiques n'ont été observées que dans quelgsestda pertinence pour la thérapie anti-
tumorale reste a éclaircites saponines les plus efficaces sont les avicipa@sinhibent la
croissance des cellules tumorales a envirag/nl. En raison de leur fort impact sur la tumeur
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s

des cellules, leurs effets intracellulaires ontéitéliés en détail, en particulier les mécanismes
conduisant a l'induction de l'apoptose. Toutefigst a noter que tous les effets décrits des
saponines sur les cellules tumorales sont dépesglaii type de tumeur et la saponine.

Certaines voies spécifiques activées ont été obssnpour les saponines telles que la
stimulation des récepteurs du facteur de croissarstdinique | et décrites seulement pour le

ginsenoside Rgl, tandis que linduction de l'apsgptest une caractéristique commune de
presque toutes les saponines.

Des études plus détaillées pour les diverses sag®npermettront sdrement de
découvrir un degré plus élevé de mécanismes amaiegipour les saponines structurellement
lites. Néanmoins, I'objet des futures recherchedesusaponines pour la thérapie tumorale
restera la découverte de saponines a partir desgiweplantes et les analyses des relations
structure-activité pour permettre l'identificati@importants éléments de structure pour le

développement optimisé de saponines synthétiques.

11.2.3 Résultats
Les tests biologiques réalisés concernent la rebbkerd’effets cytotoxiques des

saponines que nous avons isolés a partir des esgecplantes étudiées. Ces travaux ont été
faits en collaboration avec MM. Jean-Frangois MIRED et Olivier DUCHAMP de
ONCODESIGN, Dijon.

L’activité cytotoxique des saponiné®8 109 110, 111, 113 114isolées des écorces de
Cussonia arboreal28 131 isolées des tiges de. deisteliana 132 133 135, 136isolées des
ecorces d®. arboreaont été évaluées sur deux lignées de cellules mgecau célon humain
(HT-29 et HCT 116) grace a la méthode de test dataxicité MTT qui détermine la capacité
de cellules viables a convertir le sel tetrazoli@ri4,5-dimethylthiazol-2-yl) — bromure de 2,5-
diphenyltetrazolium] (MTT) soluble en précipité fiermazan insoluble (Carmichael et al,
1987). En effet, I'anneau de tetrazolium qu’il dent est réduit par le succinate
déshydrogénase mitochondriale des cellules vivaatéigses, en formazan. Le Paclitaxel est
utilisé comme contrdle positif.

Les tableaux ci-dessous montrent les résultatsnobten présence de concentrations
croissantes des saponines testées.

[1.2.3.1 Test sur les saponines isoléedmssonia arborea

D’apreés les résultats obtenus (Table 39), les sapsiiriterpéniques isolées des écorces
de Cussonia arborea’ont pas montré d’activités cytotoxiques sur deax lignées de cellules
(ICsp >100). Ceci corroborent les résultats de la htigne (Chaturvedula ed., 2003) ou tous
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les saponines du type oléananes isolé®algscias amplifolia (Araliaceaednt montré une
cytotoxicité faible contre la ligne de cellules céareuses de l'ovaire A2780 de I'homme avec
des valeurs 16 de 'ordre de 6,7 a 10,8 mg / mL.
Tableau 39: Activités cytotoxiques des saponines isolée€ darborea
cellules (1Go, uM)

saponine HT-29 HCT 116
arboréaside A10€) > 100 >100
arboréaside B1Q€) > 100 >100
arboréaside C1(L() > 100 >100
arboréaside D1(11) nd > 100
23-hydroxyurs-12-eén-28-oique Z8-Rha-(1-4)-Glc-(1- 6)-Glc 113y > 100 > 100
ciwujianoside C3114) > 100 > 100
Paclitaxel (référence) 1,4x10°  3,21x10°

[1.2.3.2 Test sur les saponines isoléedDdacaena arborea

Les activités cytotoxiques de quatre saponines édesces déracaena arboresont
été évaluées. Les résultats sont consignés daaisiéau 40.

Le composé le plus actif, parmi ces saponinesesudéux lignées de cellules a été le
spiroconazole A 139 (pénnogénine-®-a-L-rhamnopyrannosyl-(4 2)-[a-L-
rhamnopyrannosyl-(Z 3)]-5-D-glucopyranoside) avec une valeur ddGle 1,67 et 2,04M
sur les cellules HT-29 et HCT 116, respectivemé¢aundis que arboréasaponine A3D),
manioside A {35 ont montré une cytotoxicité modérée. ArboréasammB (133 a éte
considéré comme inactif avec une valeur ghb100 M.

Ces composés possedent tous le méme aglyconenfl@genine) excepté le composé
133 qui comporte un hydroxyle supplémentaire fixé @sifion 24. Ce dernier s’est averé
inactif contrairement aux trois autres. On peutchane que la présence d’'un hydroxyle sur le
cycle F de la pénnogénine inhibe la cytotoxicitecdmposeé.

La comparaison des valeurs ds§Qle spiroconazole ALB6) avec son dérivé acétylé
(arboréasaponine A), suggére que le groupe acétyl&lc C-6 dans la structure de
arboréasaponine AL82 pourrait expliquer la diminution considérableldeytotoxicité contre
les cellules HT-29 et ainsi que linactivité de dernier contre les cellules HCT116. Ces
résultats montrent que le compds¥b est moins cytotoxique que le compd$ qui comporte
plus de sucres, ceci renforce I'hypothése que tat@yicité augmenterait avec le nombre de

sucres.
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Enfin les résultats ont montré que l'aglycone spiaol et lea-L-rhamnopyrannosyl
terminal lié en 2 de la chaine de sucre en C-3 sont essentielsl@aucytotoxicité élevee,
tandis que la substitution du groupe hydroxy en2Celi C-17 de l'aglycone provoque une
diminution de leur activité.

Tableau 40: Activités cytotoxiques des saponines isoléeb darborea

cellules (1Go, uM)

saponine HT-29 HCT 116
arboréasaponine A Bz) 8,54 7,60
arboréasaponine B132) > 100 > 100
manioside A 13£) 56,23 42,95
spiroconazole AX3€) 1,67 2,04
Paclitaxel (référence) 1,4xF0 3,21x10°

11.2.3.3 Test sur les saponines isoléedutacaena deisteliana

Deux saponines isolées des tigeDdeleistelianaont été testées sur les deux lignées de
cellules cancéreuses suscitées.
On constate que le deistelianosidelRg) et neoruscogenin @-a-L-rhamnopyranosyl-(2 2)-
[ D-xylopyranosyl-(1- 3)]-a-L-arabinopyranoside 181) ont présenté une cytotoxicité
modérée sur les deux lignées de cellules. Les leslltiCT-116 sont plus sensibles au
deistélianoside B que celles de HT-29 avec uneiteplus élevée sur HCT 116 par rapport
au HT-29 dans le cas du deistélianoside B.

Tableau 41: Activités cytotoxiques des saponines isoléeb deeisteliana

cellules (1Go, uM)

saponine HT-29 HCT 116
deistélianoside B1Q€) 70,73 21,25
neoruscogéniné-O-Rha-(1- 2)-[Xyl-(1 - 3)]-Ara (131 29,51 29,03
Paclitaxel (référence) 1,4xT0 3,21x10°

Ces résultats sont en accord avec ceux de laalit@ (Mimaki efl., 2001, 2003; Yokosuka et
al., 2002b) qui montrent que les saponines glycesylén C-1 n'ont pas d’activités
cytotoxigues excepté celles qui comportent des pgewacétyles liés sur des sucres. D’autre
part, les saponines dérivées de la (25S)-spirestes)3, 3-diol, dont la chaine saccharidique
est composée de deux deoxypyranoses, c'est-aadiDefucose et L-rhamnose, ont montrées
des activités cytotoxiques. Ces données nousamaiuits a émettre I'hypothése selon laquelle,
la présence de ces deux sucres dans la structsided® saponines obtenuesDiedeisteliana

expliquerait d’'une part I'activité et d’autre pdd,présence de la double liaison en position 25-
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27, ainsi que la présence de I'hydroxyle substénéposition 24 seraient responsables de la
faible cytotoxicité comparée a celle obtenue pauf25S)-spirost-5-enes133-diol-1-O-o-L-
rhamnopyranosyl-(1 2)--D-fucopyranoside (Mimaki &tl., 2001).

Conclusion

Parmi les molécules testées, les arboréasid€y Ainsi que deux autres saponines connues
isolées des écorces Gaissonia arborean’ont pas montré d’activités cytotoxiques surdesix
lignées de cellules du cancer du célon. Quant aporsnes stéroidiques isolées des deux
especes d®racaena,des effets cytotoxiques modéreés et faibles sudées< lignées ont été
observés pour ces saponines. Ces résultats saesterd avec ceux de la littérature notamment
pour les saponines glycosylées dérivées de laigéogénine. L'absence de la cytotoxicité ou
I'activité modérée avec ces saponines sur les dignges de cellules cancéreuses HT-29 et
HCT 116 suggerent des études pharmacologiques éameptaires sur d’autres souches afin de

comparer les résultats et de tirer une conclusion.
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l1l.1 Matériel Végétal et extraction

Les plantes utilisées dans cette étude, appadigraux familles deAraliaceaeet des
Dracaenaceaetoutes originaires d’Afrique Centrale et récolté@savril 2007 au Cameroun.
L’identification des différentes plantes a été daign collaboration avec un botaniste de
I'herbier National du Cameroun d’ou les échantdi@ont répertoriés.

Tableau 42: plantes étudiées et lieux de récolte

plante famille Partie récoltée Lieu de récolte  Bfpdrtie
écorces

Cussonia arborea Araliaceae feuilles Bangoua 1 kg
racines
bois

Dracaena arborea écorces Bangoua 1 kg

Dracaenaceae| feuilles
Dracaena deisteliana tiges Yaoundé 1 kg

Apres récolte, le matériel végétal est séché peg gel’air libre, ensuite écrasé en poudre
afin gu'’il présente une grande surface de contaet & solvant extracteur, permettant ainsi
d’augmenter le rendement lors de I'extraction. Lathmde d’extraction employée est la
maceération a froid dans du méthanol. La droguedmast mis en contact avec le méthanol a
raison de 3L pour 500 g de drogue dans un percoladempérature ambiante. Apres 48 h,
I'extrait est recueilli et le résidu est a nouveadrait jusqu’a épuisement. Les filtrats sont
ensuite réunis, le solvant évaporé a l'aide d’uapévateur rotatif (Buchi rotavapor, max.
50°C). On obtient I'extrait brut méthanolique qat pesé et conservé dans des bocaux.

[11.2 Techniques chromatographiques

[11.2.1 Chromatographie sous couche mince (CCM).

Pour les analyses qualitatives et quantitatives ededsaits, nous utilisons dans notre
Laboratoires des plaques de gel de silice (silick@®4) prétes I'emploi a support en verre.
Celles-ci sont développées dans des cuves de ctugraphie en verre. Les systemes de
solvants couramment utilisés pour la CCM sont ligasts :

» CHCIl-MeOH-H,0-AcOH: 80-20-2-0,5
70-3M>
62-3B5H
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[11.2.2 Réactifs de révélation

Les réactifs de révélations utilisés lors des aerpées sont le réactif de Komarowsky
(mélange de V/V: 5/1 dp-hydroxybenzaldehyde a 2% dans le MeOH gB® a 50% dans
'EtOH) et la vanilline sulfurique (50 ml de solati de vanilline a 1% + 1 ml d’acide

sulfurique) pour les saponines.

[11.2.3 Chromatographie sur colonne ouvei@L).

Utilisée pour les fractionnements des extraits Sorit des purifications. Les phases
stationnaires utilisées dans notre Laboratoire po@C sont le gel de silice et le sephadex LH-
20. Les phases mobiles sont des mélanges binairdsritaires a base du chloroforme, du
meéthanol et de I'eau dans le cas du gel de séicke, méthanol dans le cas du Sephadex LH-20.
La composition de I'éluant du départ est déetermpeiela CCM. Le débit varie en fonction du
type de séparation souhaitée. Les fractions smteillies dans des tubes a essai disposés
dans un collecteur de fractions (PHARMACIA, BUCH# sont analysées par CCM,
regroupeées et le solvant évaporé a 'aide d’évaporaotatif (Buchii).

[11.2.4 Chromatographie liquide a moyenne pression (MPLC).

Cette technique permet de fractionner et de purglasieurs grammes de mélanges.
Dans notre laboratoire, nous disposons des instaltade MPLC constituées des colonnes
Buchi (460x25 mm; 460x 15 mm) remplies de gel tleesb0 (15-4QuM, Merck) ou de gel de
silice RP-18 (15-4@M). Elles sont reliées a des pompes (Gilson M3Q&HB les systémes de

solvants utilisés sont les suivants :

» CHCI3-MeOH-H,0 : 80-20-2
70-30-5
62-32-5

[11.2.5 Chromatographie Liquide sous Vide (VLC).

Il s’agit d'une technique de fractionnement « gi@ss» préliminaire. Elle permet
d’éliminer les sucres et les tanins contenus daobantillon. L'appareillage est constitué d’'un
verre fritté reli€ & une pompe a vide. Le verréérest une petite colonne (de diamétre et de
hauteur variant suivant la quantité de produit dépgui contient la phase stationnaire (silice a
phase inverse et silice normale). Avant de faireldp6t de I'échantillon, on conditionne la
phase stationnaire par lavage avec du meéthanol. foisela silice imbibée de méthanol,
I'échantillon sous forme de poudre trés fine egiodé a la surface du support. L’élution est
réalisée dans l'ordre avec les mélanges suivakitsOH / HO, 0/100 (V/V), MeOH / HO
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50:50 (V/V) et MeOH/ HO: 100/0 (V/V). On récupeére ainsi trois fractiofes ffaction aqueuse
qui contient essentiellement les sucres, la frachl@thanol/Eau et Méthanol qui contient nos

composés d'intérét).

[11.2.6 Chromatographie Flash.

Flash chromatographie est une forme rapide de ctagraphie préparative a moyenne
pression sur colonne optimisée pour des sépasatancours desquelles le solvant est pompé
a un deébit éleve accélérant la séparation. L'apipatitsé dans notre Laboratoire est de marque
CombiFlash® RETRIEVE & un systéme mono-colonne. Il posséde un collededractions
acceptant des tubes de diamétre de 12 a 18 mmilist utes colonnes de gel de silice
préemballés de marque RediSege granulométrie Variable, pour les séparationlemse
normale ou inversée. Le volume de la fraction esB3da 27 ml par incrément de 1ml. Cet
appareil possede la fonction équilibration d’'unéoone et séparation. Débit: 9 a 99 ml/min.
Systéme isocratique.

[11.3 Méthodes physico-chimiques
[11.3.1 Polarimétrie (§]p).

Les pouvoirs rotatoires ont été enregistrés supalarimétreAA-OR automati@quipé
d’'une lampe a sodium. Le produit préalablementadisslans du méthanol est introduite dans
une cellule de 10 cm de long et traversé par wstéaiu lumineux polarisé a la longueur d’'onde

de la raie D du sodium (598,3 mm).

[11.3.2 Spectrométrie de Masse (MS).
Les spectres de masse ont été enregistrés sureatr@spétre de masse en mode FAB
(FAB’, FAB+) (JEOL SX 102) ou ESI-TOF (Q-TOF-1-Micromagsectrometer).

111.3.3 Spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléairéd\jRM

Les spectres de résonance magnétique nucléaireotbnpet du carbone (RMRH et
13C) ont été respectivement enregistrés & 600 etMI25 dans la pyridine deutériée f0sN)
ou dans le dimethylsulfoxide deuterié (DMSg)-d Les expériences de RMN
multidimensionnelles (DEPT, HSQC, HMBC, COSY, TOGCSNOESY et ROESY) sont
effectuées sur un appareil Varian INOVA 600 équdpé systeme SUN 4 L-X computer. Les

déplacements chimiques sont exprimés en ppm.
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l11.4 Méthodes chimiques et biologiques

[11.4.1 hydrolyse acide

2 mg de saponines sont hydrolysés par 3 ml d’'uhgtigo d’acide trifluoroacétique
(TFA) 2N dans un tube en verre scellé pendant 2eisean I'étuve a 120°C. L’'aglycone libéré
est extrait & 3 reprises par 10 ml de dichloromé&haCe dernier est comparé avec un
échantillon authentiqgue par CCM sur silice. La ghagueuse contenant les sucres est évaporée
a plusieurs reprises dans du méthanol afin d’ékemiiacidité puis analysée par CCM sur silice
dans le solvant en comparaison avec des échastionoins.

l11.4.2 Test d’évaluation de la cytotoxicité: méthode MTT

111.4.2.1 Méthode

L'essai colorimétrique MTT détermine la capacitécdbules viables a convertir le sel
tetrazolium [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) — bromurde 2,5-diphenyltetrazolium] (MTT)
soluble en précipité de formazan insoluble (Caraethet al, 1987). En effet, I'anneau de
tetrazolium qu'il contient est réduit par le suatm déshydrogénase mitochondriale des
cellules vivantes actives, en formazan. La coutbumilieu passe du jaune au bleu-violacé.
L’intensité de cette coloration est proportionnaienombre de cellules vivantes présentes lors
du test mais aussi a leur activitt métabolique. fbanazan est alors solubilisé et la
concentration déterminée par la densité optiquédanmn. Le résultat est un essai sensible avec
un signal colorimétrique proportionnel au nombrecelules. Grace a ces nombreux avantages,
cette méthode est considérée comme étant une agandés techniques traditionnelles, car

rapide, fortement reproductible avec une variaitmratest en datapoint (15 % SD).

[11.4.3.2 Protocole

Dans une culture cellulaire de densité de 50000800 cellules par puits, on ajoute la
saponine approprié avec le volume du moyen dereutissulaire dans chaque puits de 0.1 ml
et pouvant contenir jusqu’a 10% de sérum foetalrbdvine fiole de MTT est dégelé et ajouté
aux 96 puits a une température de 37°C pendapures tout en remuant doucement jusqu’a
obtention d'une solution claire. On ajoutexlOde solution de MTT dans chacun en
meélangeant doucement sur le c6té ou en secouavieent avec ushaker S’en suit une
incubation a 37°C et I'enlévement du moyen deucealtsuivi de I'ajout de 200L de DMSO
dans chaque puit pour dissoudre le formazan patame en haut et en bas plusieurs fois. A
terme, on mesure lI'absorbance avec un lecteur atpupela la longueur d’onde de test de 570

nm et une longueur de référence de 630 nm pounioliesignal de type (OD570-OD630).
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[11.5 Données spectrales et constantes physiquessdeomposeés isolés.

[11.5.1 Cussonia arborea

6 1
1 (0] 0—Glc—
Rha—4GIc/ Gal

HO

108 arboréaside A

3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1-4)-3-D-
glucopyranosylhédéragénine-28-B-D-
galactopyranosyl-(1.6)-3-D-
glucopyranoside

C54H88023‘ M=1104

FAB-MS m/z1103 [M-H], 957[(M—-H) -14§]", 633[(M— H) -146-162-162)", 471[(M

- H) -146-162-162-162 RMN 'H et’®C pyridine-@, 600 et 125 MHz (voir table 11)

6 1
1 (@) 0—Glc—
Rha—4GIc/ Gal

HO

109 arboréaside B.

3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1-4)-3-D-
glucopyranosyl-acide 23-hydroxyurs-12-én
oique 28-Of-D-galactopyranosyl-(1.6)-3
D-glucopyranoside.

C54H88023‘ M=1104

FAB-MS m/z1103 [M-H]", 957[(M—-H) -146", 633[(M— H) —146-162-162)", 471[(M

— H) -146-162-162-167".

13,1

Rha

110 arboréaside C

RMN lH et 3C: pyridine-d, 600 MHz et125 MHz ((voir table 12)

3-O-4-D-glucopyranosyl-(1- 3)-5-D-
xylopyranosyl-(1- 2)-a-D-glucopyranosyl-
acide oléanolique 28-O¢-L-
arabinopyranosyl-(1-6)]-[a-L-
rhamnopyranosyl-(1-4)]-3-D-
glucopyranoside.

C64H10403o' M = 1352

FAB-MS m/z1351 [M-H]", m/z779[(M—- H) —162-132-132-146)", 455
[(M-H) -162-132-132-146-162-162" RMN-'H et **C pyridine-d, 600 et 125 MHz (voir table 13)

6 1
O-Glc— Gal

111 arboréaside D

3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1-4)]-[ 5-D-
glucopyranosyl-(1-2)]-a-L-
arabinopyranosyl-acide oléanolique 28-8-
D-galactopyranosyl-(1. 6)-3-D-
glucopyranoside.

Ce4H104030, M =

FAB-MS m/z1219 [M-H]', 749[(M - H) -162-162-144", 455[(M - H) -162-162-146-132-167
RMN-'H et *C pyridine-d, 600 et 125 MHz ((voir table 14)
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1 2
0—Gal>—"Glc=—"Rha

112 arboréaside E

3-O-B3-D-glucopyranosyl-acide oléanolique
28-0O-a-L-rhamnopyranosyl-(1-2)-3-D-
glucopyranosyl-(1-6)-3-D-galactopyranoside

C54H88022’ M = 1088

FAB-MS m/z1087 [M-H]', 925[(M-H) =162, 617[(M- H) -146-162-162)", 455[(M—
H) -146-162-162-162) RMN-'H et'*C pyridine-d, 600 et 125 MHz (voir table 15)

Rhal— GIcA—O

g
HO

115arboréaside F

acide oléanolique 3-Qa-L-rhamnopyranosyl-

(1 -4)--D- Glucuronopyranoside.

C42H63014, M =796

FAB-MS m/z795 [M-H], 647[(M-H) -149", 471[(M-H)-146-176¢ RMN-'H et'C pyridine-d, 600

et 125 MHz (voir table 18)

Me

1 6
Rha— 4(23ICA—O

1
Glc

116 arboréaside G

Acide oléanolique 3-Q#-D-glucopyranosyl-(1-2)-
[a-L-rhamnopyranosyl-(1-4)]-(6-O-methyl)#D-
glucuronopyranoside.

CuoH7015, M =954

FAB-MS m/z953 [M-H]", 807[(M-H)-146]", 645[(M-H) -146-167", 470[(M-H) -146-176-15]

)

RMN-'H pyridine-d, 600 et 125 MHz (voir table 19

6 1 4
0—Gle—"Glc™—"Fuc
3

! HMG

HO

117arboréaside H

hédéragénine 28-O-[3-O-{acide 3-hydroxy-3-
méthyldiglutarique}g-D-fucopyranosyl-(1-4)-5
D-glucopyranosyl-(1-6)-#D-glucopyranosyl
ester.

C54H86022‘ M = 1086

FAB-MS m/z1085 [M-H], 941[(M-H) -144", 795[(M— H) -144-144¢", 633[(M — H) -144-146-161,
A71[(M - H) -144-146-162-162) ", RMN-'H et'*C pyridine-d, 600 et 125 MHz (voir table 20)
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23-hydroxyurs-12-én-oique 28-0O-[3-O-{acide 3-
hydroxy-3-méthyldiglutarique}g-D-fucopyranosyl-
(1 -»4)-BD-glucopyranosyl-(1-6)-5-D-

0 glucopyranosyl ester.

6 1 _ 4
0—Glc—"GlcFyc
]

HO™
H07 HMG C54H86022‘ M = 1086

118 arboréaside |

FAB-MS m/z1085 [M-H]', 941[(M—-H) 144", 795[(M- H) —-144-14§", 633[(M — H) —144-146-162,
471[(M - H) -144-146-162-162) RMN 'H et™*C pyridine-@, 600 et 125 MHz (voir table 20)

3-0O-D-xylopyranosyl-(1-2)-#-D-
glucopyranosyl-(12)-a-L-
arabinopyranosyl acide oléanolique
3 28-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1-4)-5
0—Gle—'clc*-"Rha D-glucopyranosyl-(1-6)-3-D-
glucopyranoside.

1
xyl—2Glc- 2Ara—0

C64H104030’ M = 1352
119arboréaside J

FAB-MS m/z1351 [M-H]’, 1219[(M-H) -1327", 941[(M- H) -132-146-132]", 779
[(M=H) -132-146-132-162]", 455[(M— H) —132-146-132-162-162-162]
RMN-'H et **C pyridine-d, 600 et 125 MHz (voir table 21)

3-Of-D-xylopyranosyl-(1-2)- f-D-
glucopyranosyl-(1-2)-a-L-
arabinopyranosyl acide urs-12-en-
oique 28-Oa-L-rhamnopyranosyl-
0—Glcd gt t
¢— Rha | (14)-BD-glucopyranosyl-(1-6)-3D-
glucopyranoside

1 2 1
Xyl— "Glc— 2Ara—o

120arboréasideK

CG4H104030’ M = 1352

FAB-MS m/z1351 [M-H], 1219[(M—H) —132", 941[(M- H) -132-146-132], 779
[(M=H) -132-146-132-162]", 455[(M— H) —132-146-132-162-162-162]
RMN-H et**C pyrldlne -&k, 600 et 125 MHz (voir table 20)

23-hydroxyurs-12-en-28-oique 28-@-.-
rhamnopyranosyl-(1-4)-£-D-glucopyranosyl-
(1 -6)-4-D-glucopyranoside

6
O——G|C‘1GIC4——1Rha CugH76015, M = 942
HO™ >~
4
HO
113

FAB-MS mode ion négativen/z941 [M-H]", 795 [(M-H) —146], 633 [(M-H) -146-162], 471 [(M-H)
-146-162-162] RMN-'H et °C pyridine-d, 600 et 125 MHz (voir table 21)
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121 arboréaside L.

6 1 4
0—Glc—"Gal*'rha

3-0-D-glucopyranosyl acide 23-
hydroxyurs-12-en-oique 28-Q@rL-
rhamnopyranosyl-(1-4)-3-D-
galatcopyranosyl-(1.6)-4-D-
glucopyranoside.

C54H83023' M=1104

FAB-MS m/z1103 [M-H]", 941[(M—-H) -162", 617[(M— H) -146-162-162)", 471[(M -

H) -162-146-162-162)

114

6 1 4 1
O—Glc—"Glc— Rha

RMN- 'H et"®C pyridine-d, 600 et 125 MHz (voir table 22)

3-O-a-L-arabinopyranosyl-acide oléanolique
28-0O-g-L-rhamnopyranosyl-(1-4)-3-D-
glucopyranosyl-(1- 6)-3-D-glucopyranoside.

C53H85021, M = 1058

FAB-MS m/z1057 [M-H], 925[(M—-H) -137", 617[(M— H) -146-162-162)]", 455[(M —

H) 132—146—162—162)] RMN-"H et **C pyridine-d, 600 et 125 MHz (voir table 17)

HO
7
HO

123

6
0—Gle—'GIc2-"Rha

Acide oléanolique 28-QL-rhamnopyranosyl-
(1 -4)-B-D-glucopyranosyl-(1-6)-4-D-
glucopyranoside.

C48H78018, M= 942

FAB-MS m/z941 [M-H],

795 [(M-H) —-146], 633 [(M-H) -146-162], 471 [(M-H) -146-162-162]

RMN-'H et °C pyridine-d, 600 et 125 MHz (voir table 24)

Glc—o0

122

6 1 4
O—Glc—"Gal~—'Rha

3-O-D-glucopyranosylhédéragénine 28-@-L-
rhamnopyranosyl-(1-4)-£-D-glucopyranosyl-
(1 -6)-BD-glucopyranoside.

C54H88023’ M=1104

FAB-MS m/z1103 [M-H], 941[(M—H) —162, 617[(M— H) —146-162-162), 471[(M -
H) -162-146-162-162) RMN-'H et °C, pyridine-d;, 600 et 125 MHz (voir tableau 23)
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acide oléanolique 3-Q3-D-
glucuronopyranoside.

C36H6609, M =672

124

FAB-MS m/z671 [M-H], 455[(M-H)-176]", RMN-'H et *C pyridine-d;, 600 et 125 MHz (voir tableal
25)

3-Of-D-galactopyranosyl-(L 3)-a-L-
arabinopyranosyl acide oléanolique 28-O
a-L-rhamnopyranosyl-(1-4)-8-D-
o glucopyranosyl-(1-6)-3-D-
O—Glci—1gic? _trpg | glucopyranoside.

3
Gml—Am—O

1_25 CSQHQGOZ& M=1220

FAB-MS m/z1219 [M-H[, 1057[(M—H) —162, 911[(M— H) —162-146, 749[(M— H) —162-146-162],
587[(M- H) ~162-146-162-162]", 455[(M — H) ~162-146-162-162-132]
RMN-H et **C pyridine-d, 600 et 125 MHz (voir tableau 26)

3-O-D-glucopyranosyl-(1- 2)-4-D-
glucopyranosyl-(1-2) acide oléanolique 28-
O-a-L-rhamnopyranosyl-(1-4)-3-D-
glucopyranosyl-(1-6)-3D-glucopyranoside.

- o—alc&"Glct"Rha
Glc— "Glc-0
C60H98027’ M= 1250

126

FAB-MS m/z1249 [M-H]’, 1087[(M-H) -162"; 941[(M-H) -162-149", 779
[(M-H) -162-146-162] ", 455[(M— H) —162-146-162-162-324] RMN-'H et **C pyridine-a;, 600
et 125 MHz (voir tableau 27)
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I11.5.2 Dracaena deisteliana

.| diosgenine 3-O-[3-O-sulfatee-L-
rhamnopyranosyl-(3-4)-f-D-glucopyranoside

C39H62015S, M =802

4
HO,S—"Rha*— Glc—0
127 deistelianoside A

FAB-MS m/z801 [M-H]’, 655[(M— H) -146", 97[OSQH]", 80[SO3 RMN-'H et**C pyridineds, 600 et
125 MHz (voir tableau 28)

1-O-B-D-xylopyranosyl-(1-2)-[a-L-
rhamnopyranosyl-(1- 3)]-3-D-fucopyranosyl
(23S, 24S)-spirosta-5, 25 (27)-dieng; BB, 23,
O—Ara | 24a-tetrol 24-Ow-L-arabinopyranoside.

O

Rhat— °Fuc
2

1

Xyl C49H76022’ M =1016

HO
128 deistelianoside A

FAB-MS m/z1015 [M-H]', 883[(M- H) 137", 737[(M- H) -132-146]", 591[(M— H) —132-146-146],
461[(M- H) —132-146-146-132] RMN-"H et**C pyridine-@, 600 et 125 MHz (voir tableau 29)

néoruscogeénine 1-Q@-L-arabinopyranoside

Ara—0 C32H4808' M =560

HO

129

FAB-MS m/z559 [M-H]RMN-'H _pyridine-d, 600 et 125 MHz (voir tableau 30)

Vi néoruscogenine 1-@-L-rhamnopyranosyl-

L 2 (1—2)-a-L-arabinopyranoside
Rha— Ara—0O
C38H58012,M =706

HO

130

m/z705[M — H]’, 559 [(M-H)-132-146], 427 [(M-H) -132-146] RMN-'H et**C pyridine-d, 600 et 125
MHz (voir tableau 31)

néoruscogénine 1-@+-L-rhamnopyranosyl-
(1—2)-[p-D-xylopyranosyl-(1- 3)]-a-L-
arabinopyranoside.

3
XyIL Ara
2

y

Rha
HO

C43H66015’ M =838

131

FAB-MS m/z837 [M-HJ’, 706[(M— H) —132", 564[(M- H) —132-14§, 447[(M— H) —132-146-132]
RMN-H et™*C pyridine-d, 600 et 125 MHz (voir tableau 32)
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I11.5.3 Dracaena arborea

132 arboréasaponine A

pénnogénine-3-Qe-L-rhamnopyranosyl-(1-2) -
[a@-L-rhamnopyranosyl-(33)] - [6-O-acétyl]g-
D-glucopyranoside.

C47H74018‘ M = 926

FAB-MS m/z925 [M—H]", 883 [(M-H)-42], 737 [(M-H) — 42— 146], 429 [(M-H) — 42-146

Hz (voir tableau 33)

-162-162] RMN-'H et *3C pyridine-d, 600 et 125 M
= O—7p-,

133 arboréasaponine B

24q-hydroxypénnogénine 3-@-L-
rhamnopyranosyl-(32)-[a-L-
rhamnopyranosyl-(1-3)]-#-D-glucopyranoside.

C45H72018‘ M =900

FAB-MS m/z899[M-H], 753 [(M-H) —146], 445 [(M-H) —-146-146-162] RMN-'H et °C pyridine-d,

600 et 125 MHz (voir tableau 34)

Glc—O
134

pénnogénine 3-Q-D-glucopyranoside.

C33H5209’ M =592

FAB-MS m/z591 [M-H], 429[(|v| H) 163 RMN- “C pyridine-d, 600 et 125 MHz (voir tableau 35)

3
RhaL- Glc—O

pénnogénine 3-Qx-L-rhamnopyranosyl-(33)-
P-D-glucopyranoside (manioside A).

C39H62013, M =738

FAB-MS m/z737[(M-H) -14§", 429[(M-H) -146-162] RMN-'H et'*C pyridine-d, 600 et 125 MHz

(voir tableau 36)

136

pénnogénine 3-Qx-L-rhamnopyranosyl-(32)-
[a-L-rhamnopyranosyl-(3-3)]-f-D-
glucopyranoside (spiroconazole A)

C45H72017‘ M = 884

FAB-MS m/z883[M-H]’, 737[(M-H) -14€", 429[(M
ds, 600 et 125 MHz (voir tableau 37)

—H) -146-146 -162]" RMN-'H et **C pyridine-
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Namogénine A
C27H4206’ M =462
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Conclusiongpetspectives

Ce travail présente une étude chimique, complétée yne étude biologique réalisée
séparément sur les extraits polaires des écorcsiiles deCussonia arboregAralicead,
suivi de celle sur les écorces Deacaena deisteliaa(Dracenaceaget enfin sur les tiges de
Dracaena arborea(Dracaenaceag trois plantes médicinales endémiques de I'Afeiqu
subsaharienne. Au cours de ces investigations mfucantribué a compléter les connaissances
des constituants chimiques des plantes des fandil@saceaeet Dracenaceagl19 saponines
triterpéniques et l1llsaponines steroidiques ontisgies dont 12 dérivés triterpéniques
nouveaux et 04 dérivés stéroidiques nouveaux.

L’extrait méthanolique des écorces@earboreaa fourni sept saponines triterpéniques
parmi lesquelles cing nouvelles saponines dénommdeEséasides\-E (108 - 112, dont un
dérivé de I'hnédéragénine, un dérivé de l'acide 28rbxyursolique et cing de l'acide
oléanolique, tandis que I'extrait méthanolique f#eslles, a fourni 14 saponines triterpéniques
dont 7 nouvelles sont dénommeées arboréadtdeg113-119). Certains de ces composeés ont
été obtenus sous forme de mélanges inséparablessoesres: hédéragénine/acide 23-
hydroxyursolique; acide oléanolique/acide ursoligue tableau 43 regroupe les nouvelles
saponines triterpéniques obtenueLdarborea.

L’extrait éthanolique des tiges d& deistelianaa fourni cing saponines steroidiques
composeés d’'un dérivé de la diosgénine, quatre éerie la néoruscogénine parmi lesquelles
deux nouvelles dénommées deistélianosides (127-128. L'extrait méthanolique des
écorces deD. arboreaa donné cing saponines stéroidiques dérivés gerdaogénine dont
deux nouvelles dénommées arboréasaponieB (132-133. Les nouvelles saponines
stéroidiques sont regroupées dans le tableau 44.

L’élucidation des structures de ces composés aéétiésée au moyen des méthodes
modernes d’analyse spectroscopique, particuliéretaeRMN 1D ¢H et **C) et 2D (COSY,
HSQC, HMBC, TOCSY, ROESY ou NOESY) et la spectrameéle masse.

Cette étude chimique qui complete celle déja réalsur certaines espéces de ces deux
familles de plantes a montré une fois de plus ggeshponines triterpéniques, notamment les
dérivés de l'acide oléanolique et son isomére diacursoliqgue, de I'héderagénine et son
isomere I'acide 23-hydroxyursolique demeurent lesstituants dominants de la famille des
Araliaceaeet du genreCussoniaen particulier. Il est a noter qu’aucune saporéagvée de
I'acide bétulinique n'a été isolée ou identifiépaurtir de I'espéc€. arborealors de ce travalil
contrairement alC. paniculataet C. mannii D’apres les élucidations structurales de plusieur
composeés isolés dans le gei@assonia il s’avere que plusieurs d’entre eux possedemt un

caractéristique commune, la méme séquence osidigpesition 28 de I'aglycone a savoir 28-
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O-o-L-Rha-(1-4)-4-D-Glc-(1—6)--D-Glc sur motif triterpéne. Il serait donc intéressa
d’entreprendre des études sur d’autres espece® dmroe afin d’évaluer le role de cette
séquence sur la signification chimiotaxonomiquelest activités pharmacologiques de ces
molécules.

Certaines saponines steroidiques isolées des dpéxes d®racaenaétudiées lors de
ce travail ont montré des propriétés cytotoxiquesiénées sur les deux souches de cellules
cancéreuses coliques humaines (HCT 116 et HT-2@)de du test au MTT et du paclitaxel
comme témoin positif. Ceci permet de conforterriesultats de la littérature sur le potentiel
cytotoxique des saponines isolées de ce genre.

En revanche, les saponines triterpéniques obtegyestir des écorces d& arborea
n'ont pas montré d’activité cytotoxique sur les xisouches de cellules cancéreuses du cbdlon
humain ce qui est en accord avec les données ligelature. Il serait donc intéressant de
déterminer si ces molécules ne seraient pas respl@ssd’autres activités attribuées a cette
plante, notamment les activités antiparasitairesmgicrobiennes.

Les résultats présentés dans ce travail et lesédsnde la littérature montrent que les
saponines triterpéniques a I'hédéragénine ou aaliélenolique (et leurs isomeéres: acide 23-
hydroxyursoliqgue et acide ursolique, respectiveipestnt une classe de métabolites tres
répandus dans le genfeussonia,d’une part, celles a génines stéroidiques dansefeeg
Draceana d’autre part. Ainsi afin d’enrichir les informatis sur ces deux familles, notamment
celles concernant leur chimiotaxonomie, des étudesniques sur les autres espéces
appartenant a ces genres devraient étre nécessaires

En conclusion, cette étude a permis d’isoler evaliger le potentiel cytotoxique des
guelques saponines isolées de trois espéeces deglat de mieux connaitre la chimie des
plantes médicinales africaines, Elle a en outreaédré leur intérét comme source potentielle
de nouveaux produits naturels biologiguementactious envisageons d’étendre ces études
sur d’autres espéces car vu la richesse de laAlfsireaine en plantes médicinales, et le faible
nombre d’especes étudiées, celle-ci demeurent uneces potentielle de métabolites
secondaires biologiquement actifs.
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Tableau 43: Nouvelles saponines triterpéniquesCiessonia arborea

o
OR,
R,07 7
“~OH
R]_ RZ
1 2 6 1 1 2 6 1
108 | Rrha—‘Glc Gal— Glc— 109| Rrpa—‘Glc Gal— Glc—
1 4 1'
1_13 Rha— GIcA H 1_16 H HMG —SFucl_4G|Cl_GG|C___
=
115 H HMG — Fuct-*GIct—"Glc—
0
OR,
R,0
Ry R> R R>
6
1—10 —4Glc—Aral
Glcl—SXyll—zaGk;- 1 118 Xyll—zGIcl—zAra__ Glce—lGIc4—1Rha—
Rha
&L Rhal——42Ara_
N —clc>—"cal 119 Gle clct—Glct—"Rha—
Glc
112 Glc —Gal®—"cIc="Rrha
114 Me
Rha3—4§3|?:A— H
lGlc
117 | xy=*cic=*Ara— | clc"clc™—"Rha—

Tableau 44: Nouvelles saponines steroidiqueddealeistelianaet D. arborea.

e}

4
HO,S—"Rha~— Glc—0

“
‘.
Y

127 deistélianoside A
(@]

132arboréasaponine A

133 arboréasaponine B
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