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Introduction générale

Depuis fort longtemps, les plantes ont présenté une source trés importante pour
I’humanité, vu qu’elles peuvent synthétiser un grand nombre de molécules organiques
complexes dotées (sont recherchées en raison de leurs activités biologiques) souvent des
activités biologiques potentielles. Elles constituent des merveilleuses usines végétales qui
nous donnent la joie de guérir par un geste thérapeutique. On s'en sert traditionnellement pour
se soigner, se détendre, aromatiser la nourriture et aussi conserver les aliments (Schawenberg

et Paris., 1977).

Selon I’organisation mondiale de la sant¢ (OMS), 80% de la population africaine ont
toujours recours a la médecine traditionnelle pour les soins de santé primaire (Pierangeli et al.,
2009), par manque d’acceés aux médicaments prescrits par la médecine moderne mais aussi
parce que ces plantes ont souvent une réelle efficacité. En effet, les substances naturelles
d'origine végétale sont douées de plusieurs activités biologiques comme l'activité

antioxydante, anti-inflammatoire, anticancéreuse, antimicrobienne... etc.

L’Algérie, par la richesse et la diversité¢ de sa flore, constitue un véritable réservoir
phylogénétique, avec environ 4000 especes et sous-especes de plantes vasculaires (Dobignard
et Chatelain, 2010-2013). Cependant, la flore médicinale algérienne reste méconnue jusqu’a
nos jours, car sur les quelques milliers d’especes végétales, seules 146 sont dénombrées

comme médicinales (Baba Aissa, 1999).

Plusieurs plantes sahariennes, fréquemment utilisées en médecine traditionnelle, se
sont vues reconnaitre un effet thérapeutique au cours des si¢cles. Certaines d’entre elles ont
fait I’objet des études phytochimiques et ont abouti a 1’isolement et a I’identification des

principes actifs.

Les plantes contiennent des métabolites secondaires qui peuvent étre définis comme
des molécules indirectement essentielles a la vie des plantes, par opposition aux métabolites

primaires qui alimentent les grandes voies du métabolisme centrales.

Ces métabolites secondaires exercent une action déterminante sur 1’adaptation des
plantes a leur environnement. IIs participent ainsi, de maniére trés efficace, a la tolérance des

végétaux face aux stress variés (attaques de pathogenes d’insectes, sécheresse, lumicre UV...).

L’extraction, le fractionnement bioguidé, 1’isolement, la purification et Ia

détermination structurale de molécules d’origine naturelle et/ou leur modification par hémi-
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synthése organique, sont autant d’étapes nécessaires a la découverte de nouvelles substances

bioactives.

D’un point de vue d’application, ces molécules constituent souvent la base des
principes actifs des plantes médicinales. L’évaluation de la valeur thérapeutique de ces
métabolites fait 1’objet de nombreuses recherches et amene a 1’identification des principaux
¢léments actifs de la plante. Ainsi, de I’aspirine au taxol, I’industrie pharmaceutique s’est
largement appuyée sur la diversité et les propriétés biologiques des métabolites secondaires

des végétaux pour le développement de nouveaux médicaments.

Le présent travail s’inscrit donc dans ce domaine d’étude phytochimique et biologique
de trois différentes especes végétales issues de la flore Algérienne, d’une espece de la famille
des Lamiaceae (Salvia buchananii Hedge) riche en triterpénes, et d’une espéce de la famille
des Orobanchaceae (Cistanche phelypeae (L.)) riche en phenylethanoid glycosides ainsi
qu'une espéce de la famille des Scrophulariaceae (Anarrhinum petadum Dest.) riche en

iridoids. Ces trois plantes n’ont encore jamais fait 1’objet d’investigation chimique.
Ce manuscrit sera divisé en trois principales parties :

La premiére partie est consacrée a une présentation bibliographique relative aux trois
plantes et leurs familles botaniques respectives et aux genres des especes étudiées. Elle

comprendra aussi 1’étude botanique, les travaux phytochimiques et biologiques antérieurs.

La deuxiéme partie décrit le matériel utilis¢é et résume les différentes étapes
d’extraction et de purification des molécules des trois especes S. buchananii, C. phelypeae et
A. petadum, ainsi que les protocoles suivis pour la détermination des activités biologiques, a
savoir, les activités antibactérienne, antioxydante, anticholinestérase, antiproliférative et anti-

angiogénique des métabolites secondaires isolés.

La troisiéme partie concerne 1'¢lucidation structurale des produits isolés de chacune
des especes étudiées par le biais de méthodes spectroscopiques (RMN 1D et 2D, UV)
conjuguées a la spectrométrie de masse a haute résolution (HR-ESI-MS) ainsi que la

discussion des résultats des tests biologiques réalisés sur les composés purs.

Le manuscrit se termine par une conclusion générale.
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Apercu bibliographique sur le genre Salvia

I.1.1. Introduction sur la famille des Lamiaceae

Les plantes de la famille des Lamiaceae sont réparties dans le monde entier,
comprennent environ 258 genres et 6900 especes (Botineau., 2010). Les principaux genres
sont Salvia, Hyptis, Clerodendrum, Thymus, Plectranthus, Scutellaria et Stachys. Les
Lamiaceae sont le plus souvent des plantes herbacées, annuelles ou vivaces aromatiques, des
sous-arbrisseaux et rarement des arbres ou des lianes, producteur des huiles essentielles

(Quezel et Santa., 1963).

Position systématique. Selon la classification phylogénétique APG II (Angiosperm
Phylogeny Group) est la suivante (APG, II 2002 ; Bray, 2005). les Lamiacées sont des
dicotylédones appartenant a I’ordre des Lamiale (tableau I-1), ordre qui comprend également
les Orobanchaceae et les Scrophulariaceae. Nous traiterons ici ces trois familles qui
renferment 1’espece végétale Salvia buchananii, Cistanche phelypaea et Anarrinhnum

pedatum que nous avons étudiés.

Tableau I-1. Classification systématique des Lamiaceae.

Embranchement :  Spermatophytae (Plantes a graines)
Sous-embrachement :  Angiospermae (grianes protégées) ou plantes a fleurs
Classe : Dicotylédonae (Eudicots) ou Dicotylédone vrai
Sous-classe :  Asteropsidae
Groupe :  Euastéridéae
Super-ordre : Lamianeae
Ordre : Lamiale

Famille : Lamiaceae

I.1.2. Généralité du genre Salvia et de ’espece Salvia buchananii Hedge

Le genre Salvia comprend pres de 900 especes largement distribuées dans diverses
régions, y compris les zones tempérées et chaudes du monde comme la Méditerranée, 1’ Asie
centrale, les Iles Pacifique, I’Afrique tropicale et I’Amérique (Mohammad hosseini et al.,
2008; Guajardo Touche et al., 1997). L’Algérie ne compte que 23 especes de ce genre
(Quezel et Santa, 1963).

Salvia buchananii Hedge, c’est une espeéce mexicaine décrite en 1962 par Hedge en
Curtis’s Botanical Magazine (Hedge, 1963). Cette plante est décrite autrefois par Epling

comme un hybride entre S. gesneriflora Lindley et Paxton. Récemment I’espéce a été
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rapportée pour la premicre fois dans la nature, dans I’extréme nord-est de Querétaro au

Mexique.

S. buchananii également connu sous I’appellation Buchanan sage ou Velvet sage.
C’est une grande plante herbacée vivace atteignant 50 cm de haut, a feuilles pétiolées,
spatulées ou ovales-lancéolées et a fleurs rose pourpre, en longs racémes voyantes (figure I-
1). (Zamudio et al, 2013). Notre objectif est 1’étude phytochimique et pharmacologique des

racines de S. buchanani et I’huile essentielle des parties aériennes.

Y
:’/.' L e

Figure I-1. A. fleurs de Salvia buchananii. B. les parties botaniques de 1’espece Salvia

buchananii (Zamudio et al., 2013).
1.1.3. Propriétés biologiques du genre Salvia
I.1.3.1. Utilisations traditionnelles :

Le genre Salvia, est important en médecine traditionnelle, certaines espéces ont été
utilisées en médecine populaire dans plusieurs pays pour guérir bon nombre de maladies, on

citera par exemple :

Les racines séchées de S. miltiorrhiza (sauge rouge) sont des remedes reconnus dans la
médecine traditionnelle asiatique comme un traitement intensif des maladies coronariennes,
angines de poitrine, infarctus du myocarde, maladies cérébro-vasculaires et divers types

d’hépatites, insuffisance rénale chronique, dysménorrhée (Wu et al., 2012).
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Figure I-2. A. racines de S. miltiorrhiza. B. tablettes commerciales de Danshen (Wu et al.,

2012)

Les parties aériennes de S. officinalis permettraient les traitements antiseptiques,
analgésique, asthmatique, un stimulant hormonal pour réguler le cycle menstruel (Chevallier.,
1996), et un traitement contre différentes troubles comme la tuberculose et 1’eczéma

séborrhéiques (Esmaeili et al., 2008).

Les graines de S. aegyptiaca (la sauge Egyptienne ou Shajarat al ghazal) sont utilisées
comme des remedes contre la diarrhée et les hémorroides. La plante enti¢re est employée pour
la gonorrhée, les maladies oculaires, les troubles nerveux et les vertiges (Al-Yousuf et al.,

2002).

La S. moorcroftiana, est utilisée au Pakistan, présente des vertus thérapeutiques contre

le ver Guinée, la démangeaison et un cataplasme appliqué sur les plaies (Zahid et al., 2003).

On notera également ’emploi de I’extrait aqueux des racines de S. parryi, et les
feuilles de S. fulgens Cav et S. microphylla se mélangent appelé ‘mirto’, ils sont utilisés dans
la médecine traditionnelle mexicaine pour soigner les troubles de I’estomac (Guajardo Touche

et al., 1997; Narukawa et al., 2006).
1.1.3.2. Activités biologiques :

Le genre Salvia a fait I’objet de nombreux travaux scientifiques mettant en évidence
des activités variées. La majorité d’entre elles concernent surtout des effets anti-bacterienne,
anti-inflammatoire, cardiovasculaire, antioxydant et antiprolifératifs (anti-tumoral,

cytotoxique) (Wu et al., 2012).

Les extraits acétates d’éthyle et chloroformique de S. santolinifolia et 1’extrait

méthanolique de S. officinali sont montré une activité¢ antileishmanien contre Leishmania
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major en comparaison avec un médicament standard amphotericin B (Mehmood et al., 2006;

Nikmehr et al., 2014).

L’extrait aqueux de S. miltiorrhiza eut des effets profonds sur les cellules d’hépatome
HepG2 in vitro. Il a réduit la prolifération de ces cellules, causé des changements dans leur
morphologie, et induit la mort cellulaire par apoptose. D’autres études ont signalé parmi les
composés isolés de S. staminea, la taxodione a montré une activité cytotoxique sur panel
lignes cellulaires BC1, LU1, COL2, KB, KB-VI, LNCaP, P388 et A2780, avec CI 50 (1.2,
5.1,0.7,3.4,4.1,0.7, 0.3, et 9.0 n g/mL), respectivement (Topgu et al., 2003).

Les ditrepenes isolés de 1’especes S. sclarea (Ulubelen et al. 1994), S. miltiorrhiza
(Yongmoon et al., 2013) et S. sahendica (racines) (Jassbi et al., 2006) ont montré une activité
antimicrobienne contre Canadida albicans (avec une concentration de 100 pl/ml) et

Blakesleatrispora (champignon de sol avec une concentration 100ul/papier disc).

Les diterpenes néo-clérodanes isolés de S. dugesii ont signalé une activité antivirale
non toxique contre le virus grippal (FM1) par rapport au virazole a un agent antiviral (Gang et
al., 2011). Le composé salvinorin A séparé¢ de S. divinorum est un puissant hallucingéne

naturel et la principale composante psychoactive de cette plante (Saric et al. 2010

Par conséquent, les huiles essentielles des especes Salvia exercent également de
nombreuses activités pharmacologiques, y compris des activités antimicrobiennes,
antioxydantes, anticholinestérase, activité antimutageéne, anticancéreux, anti-inflammatoire et

cholérétique (tableau I-2) (Fu et al., 2013).

Tableau I-2. Les effets pharmacologiques des huiles essentiels des différent espéces du genre

Salvia (Fu et al., 2013).

Effets Salvia huiles essentiels Activités Salvia huiles essentiels
pharmacologiques pharmacologiques

S. officinalis,

S. chloroleuca,
S. przewalskii,
S. santolinifolia,
Antimicrobien S. hydrangea, Antimutagéne S. officinalis
S. mirzayanii,
S. fruticosa,
S. tomentosa,

S. recognita,
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S. Macrochlamys
S. lavandulifolia

S.lanigeraPoir S. officinalis

S. officinalis, S. libanotica

Antioxidant S.euphratica, Anticancéreuse S. leriifolia
S. fruticosa, S. acetabulosa

S.eremophila

S.lavandulaefolia
Anti-cholinesterase S. officinalis Anti-inflammatoire S. officinalis

S. fruticosa

Amélioration de la S.officinalis
performance cognitive S.lavandulaefolia Cholérétique S. desoleana

et de I’humeur

Diminution du stress S. sclaria Propriété S. officinalis

toxicologique S. libanotica

1.1.4. Principaux métabolites secondaires du genre Salvia

Les investigations chimiques réalisées sur le genre Salvia ont permis 1’isolement et
I’identifications de divers types de métabolites secondaires telle que les sesquiterpénoides, les
diterpénoides, les sesterpénoides, les triterpénoides, les stéroides, les polyphenols et d’autres

composés (Wu et al., 2012; Jassbi et al, 20006).
I.1.4.1. Sesquiterpénes :

Sont une grande variét¢ de squelettes de 15 carbones dérivés du couplage de trois
sous-unités d’isopréne. Le nombre de sesquiterpenoides naturels d’espéces Salvia est de 46
composés signalés en avril 2010. Ce groupe est distribué en 15 especes de Salvia et divisé en
six sous-groupes : sesquiterpenes aliphatiques, sesquiterpénes germacranes, sesquiterpenes
carotanes, caryophyllene sesquiterpénes, guaiane sesquiterpenes, et autres sesquiterpenes (Wu

et al., 2012). Le tableau suivant résume quelques sesquiterpenes isolés du genre Salvia.

Tableau I- 3. Quelques sesquiterpénes 1-40 isolés du genre Salvia.

No. Nom Plante Ref

1 salvinine S. divaricata | Ulubelen et
al., 1992;
Ahmed et al.,
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2 salviadienol A S. chinensis | Wang et al.,
2008
3 salviadienol B
4 3p,6,8a-triacetoxy-4p,5a-epoxy-1-oxogermacr-
10(14)-ene
S 3p,6p,8a-triacetoxy-4p,5a-epoxygermacr-1(10)E- S. roborowski | Li et al., 2003
ene
6 3p,6,8a-triacetoxy-4p,5a:1a,104-
diepoxygermacrane
7 trijugin A
8 trijugin B
9 trijugin C
10 | trijugin D
11 | trijugin E S. trijuga Pan et al.,
12 | trijugin F 2010
13 | trijugin G
14 | trijugin H
15 | trijugin |
16 | 4R*,5R* 5a5*,85* 8aR*,8bR*)-8-formyl-
4,5,5a,6,7,8,8a,8b-octahydro-5,8b-dihydroxy-
3,5a,8-trimethyl-2-ox0-2H-indeno[4,5-b]furan-4-yl
acetate (= castanin A)
S. castanea Xu et al.,2005
17 | (1aS*,6R*,6a5*,7aR*,9aR*)-1a,2,6,6a,7a,8,9,9a-
octahydro-
la,5,7atrimethylbisoxireno[4,5:8,9]cyclodeca[ 1,2-
b]furan-6-yl  acetate (= castanin B) 6-
acetoxyglechomafuran
18 | castanin C
19 | castanin D
S. castanea | Xu et al.,2008
20 | castanin E
21 | castanin F
22 | glechomafuran S. palaefolia | Gonzédlez et
al., 1989
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23 | (36,40,60,80,96,10a)-8(acetyloxy)-3,4:9,10 S. roborowski | Liu et al.,
diepoxygermacr-7(11)-eno-12,6-lactone 2009
24 | caryophyllene oxide S. sclarea | Gonzélez et
al., 1989;
Ulubelen et
al., 1994
25 | nubiol S. nubicola | Ali et al.,
2007
26 | bisnubidiol
27 | nubenolide
. S. nubicola | Ali et al.,
28 | nubenolide acetate 2006
29 | bisnubenolide
30 | 4,10-epoxy-6a-hydroxyguaiane (= buchariol) S. bucharia | Ahmad et al.,
1999
31 | isospathulenol S. sclarea Maurer et al.,
1983
32 | spathulenol S. eupatorium | Gonzélez et
S al., 1990
. sclarea
Ulubelen et
al., 1994
33 | p-eudesmol S. Aydogmus et
microphylla | al., 2006
34 | 8a-hydroxy-f-eudesmol
35 | la,9p-dibenzoyloxy-24,34,4f- trihydroxydihydro-
[-agarofuran
36 | la-acetoxy-11-hydroxy-2,8-dioxo-eudesman-3-en-
12-oic acid methyl ester
37 | 11-hydroxy-3,8-dioxo-eudesman-1,4-dien-12-oic S. palaefola | Gonzalez et
acid methyl ester al., 1991
38 | la-acetoxy-2-oxoeudesman-3,7(11)-dien-84,12-
olide
39 | la-hydroxy-2-oxoeudesman-3,7(11)-dien-84,12-
olide
40 | la,8a-dihydroxy-2-oxoeudesman-3,7(11)-dien- S. palaefola | Gonzalez et
86,12-olide al., 1990




Partie 1 Chapitre 1
Apercu bibliographique sur le genre Salvia

OAc QAc
AcO, O
OH OH 0 o
/ / HOImu,. 0 ? OAc
(6] / OAc
1 = OAc
oH
AcO OH

7 OTig OH 10 OTig OH OAc
8 OTig OAc 11  OTig OAc OAc
9 OH OTig 12 OH OTig OAc
13 OAc OTig OH
14 H OTig OH
15 H OTig OAc

i)

i)

R Ry
R Ry R,
17 B-OAc 18 OAc f—-OH
22 H 19 OAc a—OH
— 20 OH f-OH
2T OH o—OH

10



Partie 1 Chapitre 1

Apercu bibliographique sur le genre Salvia

Ol
jas)

25

Ol
2 2

"y, iy

38 Ac H
39 H H
40 H OH

Figure I-3. Structure des sesquiterpénes rencontrées dans le genre Salvia.
1.1.4.3. Diterpénoides :

Sont une classe de composés naturels qui possédent un squelette de noyau de 20
carbones. Les diterpénes ont un intérét, car beaucoup ont été trouvés pour avoir une activité
biologique ; par exemple, taxol, cafestol, et kahweol ont des propriétés anticancéreuses.
Diterpénes isolés de Salvia spp. constituent le groupe le plus important, soit 545 des 791
constituants de Salvia, parmi eux sont identifi¢ée dans le tableau 1-4. Selon leur structure, ce
groupe est classé en 5 sous-groupes : abietane diterpenoids, clerodane diterpenoids, pimarane
diterpenoids, labdane diterpenoids, et d’autres diterpenoids (Wu et al., 2012). Le tableau

suivant résume quelques diterpenoides isolés du genre Salvia.

11
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Tableau I-4. Quelques diterpenoides 41-59 isolés du genre Salvia.

No. Nom Plante Ref
41 | 3p-hydroxy-8,11,13(14),15abietatetraen-18- S. tomentosa | Ulubelen et al.,
oic acid 1981
42 | ferruginol S. Ulubelen et al.,
blepharochlaena | 2001
S. broussonetii | Fraga et al., 2005
S. cilicica Tan et al., 2002
S. miltiorrhiza | Don et al., 2006
S. sclarea Ulubelen et al,
1994
S. wiedemannii | Topcu et al., 1990
S. Ulubelen et
eriophora al., 2002
43 | iguestol S. broussonetii | Fraga et al., 2005
44 | 2a-hydroxysugiol S. cardiophylla | Gonzalez et al,
1988
45 | 7-oxocarnosic acid diacetate S. canariensis | Gonzélez et al.,
46 | 6-oxo-7a-hydroxycarnosic acid diacetate 1987
S. Ulubelen et al.,
blepharochlaena | 2001
S. anastomosans | Esquivel et al.,
2005
S. barrelieri Kabouche et al.,
47 | horminone 2007
S. pachystachys | Ulubelen et al,
1990
S. sahendica Jassbi et al., 2006
S. Sabri et al., 1989
verbenaca
48 | 7-acetylhorminone S. Ulubelen et al.,
blepharochlaena | 2001
S. candidissima | Ulubelen et al.,
1992
S. Topgu et al., 1990
wiedemannii
49 | royleanone S. nutans Nagy et al., 1999

S. tomentosa

12
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S. Nagy et al., 1998
pratensis
50 | 2a,7,11-trihydroxy-7,9(11),13-abietatrien-
12-one S. texana Gonzalez et al.,
51 | 2-oxotaxodione 1989
52 | 2a-hydroxytaxodione
53 | 6a-hydroxy-11,12-dioxo-8,13-abieta-diene S. recognita Tan et al., 1998
54 | 11,12,-dioxoabieta-8,13-dien (= miltirone) S. napifolia Ulubelen et al.,
1995
S. Wang et al., 1989
miltiorrhiza
55 | 7p-hydroxy-8,13-abietadiene-11,12-dione S. miltiorrhiza | Chang et al., 1990
56 | salviphlomone S. phlomoides | Hueso-Rodriguez et
al., 1983
57 | isocarnosol S. lanigera Al-Hazimi et al.,
1984
58 | rosmanol S. canariensis | Gonzalez et al.,
1987
S. officinalis | Hohmann et al.,
2003
S. pachyphylla Guerrero et al.,
2006
59 | conacytone S. ballotaeflora | Dominguez et al.,
1976
S. Cardenas et al.,
candicans 1995
R,
4 R, R, Ry R Ry Ry
42 CHy OH H H H H
43 CH; OCH; H a-OH OH H
4 CH; OH 0 H H OH
45 CO,CH; OAc 0 H OAc H
46  CO,CH; OAc o-OH 0 OAc H
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Figure I-4. Structures diterpenoides rencontrées dans le genre Salvia.
1.1.4.4. Triterpénes et steroides :

Les triterpénes constituent un trait caractéristique dans 113 especes de la plante Salvia
réparties en 214 composés. Par rapport a leurs structures ils sont classés en six sous-groupes :
triterpenoides types ursane (60-84) (figure I-5), oleanane (85-104) (figure 1-6), lupane (105-
121) (figure 1-7), dammarane (122-127) (figure 1-8), et autres triterpenoides. Les stéroides
brassicasterone (128), 1-oxo-7a-hydrox-ysitosterol (129), et stigmast-4-en-3-one (130) (figure
I-9) sont isolé de S. multicaulis, S. glutinosa, et S. amplexicaulis respectivement (Wu et al.,
2012). Le tableau I-5 résume les types des quelques tripterpénes isolés dans différentes

especes.

Tableau I-5. Quelques triterpenoids 60-130 isolés du genre Salvia.

No Nom Plante Ref
60 | maslinic acid (2a-hydroxy oleanalic acid) S. canariensis | Savona et al., 1983
61 | oleic acid S. officinalis Horiuchi et al., 2007

S. amplexicaulis | Ulubelen et al.,,

1977

14



Partie | Chapitre 1
Apercu bibliographique sur le genre Salvia
S. longystyla Delgardo et al,
1990
62 | 3p,11a,210-trihydroxyurs-12-ene S. staminea Topgu et al., 2003
(salvistamineol)
63 | 15,2a-dihydroxy-3/-acetoxy-11-oxours- S . kronenburgii | Topcu et al., 2004
12-ene
64 | 15,20,30,11a-tetrzhydroxyurs-12-ene
65 | 3a-acetoxyurs-12-ene-1p,11a-diol S. kronenburgii | Topgu et al., 1999
66 | 15,3a,11a-trihydroxyurs-12-ene
67 | 20.,3p,11a-trihydroxyurs-12-ene
68 | 3f-acetoxy-urs-ene-2a,11a-dial
69 | 3f-acetoxy-urs-ene-15,2a,11a-triol S. argentea Bruno et al., 1987
70 | 3p-acetoxy-urs-ene-15,2a,11a,20/-tetraol
71 | 3p-acetoxy-urs-12-ene-15,2a,110,204-
triol
72 | 3-oxours-12-ene-1/4,11a-diol S. haenkei Almanza et al., 1997
73 | 3-epi-ursolic acid S. lanata Mukherjee et al.,
1982
74 | santolinoic acid S. santolinifolia | Ahmad et al., 2007
75 | 20.,3p,5a-trihydroxyurs-12-en-28-oic acid | S. santolinifolia | Mehmood et al.,
(salvin A) 2006
76 | 3,11-dioxoursun-12-ene S. mellifera Gonzalez et al,
1990
77 | urs-12-ene-3a,11a-diol S. willeana De la Torre et al.,
1990
78 | 3a,24-dihydroxyolean-12-en-28-oic acid S. nicolsoniana | Pereda-Miranda et
79 | 3a,24-dihydroxyolean-12-en-28,30-dioic al., 1986
acid
80 | 2a-acetoxyurs-5,12-diene-34,11a-diol S. kronenburgii | Topgu et al., 1999
81 | 3-0x0-13(28)-epoxyursan-11-ene S. mellifera Gonzalez et al.,
1990
82 | 3/,60,23-trihydroxyurs-12,19(29)-dien- S. De Felice et al.,
28-oic acid hierosolymitana | 2006
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83 | 20,3$,204,23-tetrahydroxyurs-12,19 (29)- S. chinensis Wang et al., 2009
dien-28-oic acid
84 | 23-(trans-p-coumaroyloxy)-3/,6a,30- S. De Felice et al.,
trihydroxyurs-12-en-28-oic acid hierosolymitana | 2006
85 | 2a,3f-dihydroxyolean-28-oic acid
86 | 15,2a,3p,11a-tetrahydroxyolean-12-ene S. kronenburgii | Topgu et al., 1999
87 | 3p-acetoxyolean-12-ene-2a,11a-dial S. argentea Bruno et al., 1987
88 | 3f-acetoxyolean-12-ene-1p,2a,11a-triol
89 | 3f-hydroxy-l-oxoolean-12-en-28-oic acide S. virgata Ulubelen et al,
(acide virgatique) 1976
90 | 3a,6a,24-trihydroxyolean-12-en-28-oic S. santolinifolia | Mehmood et al.,
acid (salvin B) 2006
91 | Salvinemorol S. nemorosa Ulubelen et al.,
1994
92 | 24-nor-2a,3p-dihydroxyolean-4(23),12- S. De Felice et al.,
ene hierosolymitana | 2006
93 | 2R,3R-dihydroxy-24-nor-4(23),12- S. carduacea | Ballesta-Acosta et
oleanadien-28-oic acid al., 2002
94 | 2a,3a,160-trihydroxy-24-nor-4(23),12- S. palaestina Cioffi et al., 2008
oleandien-28-oic acid
95 | przewanoic acid B S. przewalskii | Wang et al., 1988
96 | przewanoic acid A
97 | 1B,11a-dihydroxygermanicone S. deserta Savona et al., 1987
98 | 23-hydroxygermanicone S. pomifera Topgu et al., 1994
99 | olean-13(8)-ene-2a,3p,11a-triol S. pinnata Ulubelen et al.,
1984
100 | olean-13(8)-ene-2a,3-diol S. horminum | Ulubelen et al.,
1977
101 | 34-hydroxyoleanan-13428 —lactone S. lanigera Al-Hazimi et al.,
1987
102 | 20,,20p-dihydroxy-3/-acetoxyurs-
103 ?,(81,212’-1 fiiﬂ;?c?reoxy% facetoxyurs-9(11).12- S. kronenburgii | Topgu et al., 2004
diene
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104 | deacetyloxysessein-7a-(34-hydroxyolean- S. regal Ortega et al., 1995
12-en-28-oate) (reglin)
105 | lupeol
106 | lup-20(29)-ene-2a,3p-diol S. palaestina | Hussein et al., 1997
107 | lup-20(29)-ene-23p-diol
108 | 2a-methoxylup-20(29)-en-3-ol
109 | palestinol S. triloba Firdous et al., 1999
110 | 7p-hydroxylup-20(29)-en-3-one S. pratensis Anaya et al., 1989
111 | 18,11a-dihydroxylup-20(29)-en-3-one S. deserta Savona et al., 1987
112 | (15,36)-lup-20(29)-ene-1,3,30-triol S. sclareoides | Rauter et al., 2007
113 | 3a-O-acetyl-20(29)-lupen-2a-ol S. trijuga Pan et al., 2010
114 | 15,11a,20-trihydroxylupan-3-one S. deserta Savona et al., 1987
115 | lupane-34,11a,20-triol
116 | 3p-acetoxylupane-11a,20-diol S. phlomoides | Garcia-Alvarez et
117 | 3-oxolupane-11a,20-diol al., 1981
118 | monogynol A S. Topgu et al., 2007
macrochlamys
119 | 3a,hydroxy-20-ox0-30-norlupane S. nubicola Ali et al., 2005
120 | 3p-O-trans-p-coumaroylmonogynol A S. montbretii | Ulubelen et al.,,
121 | 34-O-cis-p-coumaroylmonogynol A 1994
122 | santolin B
123 | santolin A S. santolinifolia | Ahmad et al., 2008
124 | santolin C
125 | 20S5,24R-epoxydammar-12/,25-diol-3-one S. bicolor Valverde et al.,
1985
126 | 74,25-dihydroxy-(20S,24R)- S.
epoxydammaran-3-one (salvilymitone) hierosolymitana | Pedreros et al., 1990
127 | (20S,24R)-epoxydammar-34,7a,25-triol (=
salvilymitol)
128 | brassicasterone S. multicaulis | Ulubelen et al,
1998
129 | 1-ox0-7a-hydroxysitosterol S. glutinosa Topgu et al., 1997
130 | stigmast-4-en-3-one S. amplexicaulis | Kolak et al., 2001
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Ri R: Rs Ri Rs Re¢ Ry Rs Ro R
60 H OH pOH H H CO,H H H H H
61 H H SOH H H CO,H H H H H
62 H H POH OH H CH; oOH H H H
63 OH OH pOAc O H CH; H H H H
64 OH OH pOH OH H CH3; H H H H
65 OH H aOAc OH H CH; H H H H
66 OH H oOH OH H CH; H H H H
67 H OH BOH OH H CH; H H H H
68 H OH pBOAc OH H CH; H H H H
69 OH OH pOAc OH H CH; H H H H
70 OH OH pOAc OH OH CH; H H H H
71 H OH pOAc OH OH CH; H H H H
72 OH H (0] H OH CH; H H H H
73 H H oOH H H CO,H H H H H
74 H OH pOH H H CO,H H OH H H
75 H OH pOH H H CO,H H H OH H
76 H H (0] (@) H CH; H H H H
77 H H oOH OH H CH; H H H H
78 H H oOH H H COH H H H OH
79 H H oOH H CO,H CO,H H H H OH

84 OH

Figure I-5. Structures triterpéniques du type ursane rencontrées dans le genre Salvia.
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Rs  Rg
CH, CH,
CH; CH;
CH, CHs
CO,H CHs
CO,H CO,0H
CH; CH;

S

~
4

oD DT T

Figure I-6. Structures triterpéniques du type oleanane rencontrées dans le genre Salvia.
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R, R, R Ry Rs Ry Ry 114 gh (I}Z (]){1%1
105 H CH;, BOH H H H H s BOH  OH
106 OH  CHs BOH H H H H e T BOAc  OH
107 H CO,0H BOH H H H H 7 on o ol
108 OCH; CHs BOH H H H H 18 n BOH H
109 OH  CH; H H H H H -

10 H CH; O= BOH H H H
11 H CH; 0 H OH OH H
12 H CH;, BOH H OH H OH
113 OH  CHs aOAc H H H H
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Figure I-8. Structures triterpénes du type dammarane rencontrées dans le genre Salvia.

128 129 13

<

Figure I-9. Structures stéroidique rencontrées dans le genre Salvia.
1.1.4.5. Polyphénoliques :

Il existe deux grands groupes de constituants actifs dans Sa/via : outre les composants
lipophiles précédemment mentionnés terpénoides, un autre groupe de métabolites sont les
polyphénoliques solubles dans I’eau, y compris [’acide salvianolique B, danshensu,
protocatechualdehyde, et ainsi de suite. Selon les structures des polyphénols, ce groupe est
classé en deux sous-groupes : les acides phénoliques et les flavonoides (Lu et al., 2002). Le
tableau suivant résume quelques polyphénoliques isolés de plusieurs espéces du genre Salvia

(tableau 1-6).

Tableau I-6. Quelques composés polyphénoliques 131-180 isolés du genre Slavia.

No. Nom Plante Ref
131 | przewalskinone B S. przewalskii | Lu et al., 1992
132 | nonyl 4-hydroxybenzoate S. Zahid et al.,

moorcroftiana | 2003

133 | eicosaheptanoic acid 2-(p-hydroxyphenyl)ethyl | S. microphylla | Aydogmus et
ester al., 2006
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134 | hexacosylferulate
135 | 4-(1-hydroxy-5-methylnaphthalen-2-yl)-2-methyl- | S. miltiorrhiza | Don et al.,2006
4-oxobutyl acetate (salvianonol)
136 | Eugenylglucoside S. officinalis | Wang et al.,
1998
137 | trans-p-coumaric acid 4-0-(2'-0-p-D-
apiofuranosyl)-f-D-glucopyranoside
138 | cis-p-coumaric acid 4-0-(2'-0-p-D- | S. officinalis | El-Sayed et
apiofuranosyl)-f-D-glucopyranoside al.,2001
139 | 4-hydroxyacetophenone 4-0-(6'-O-p-D-
apiofuranosyl)-f$-D-glucopyranoside
140 | 6-O-caffeoyl-f-D-fructofuranosyl-(2—1)-a-D-
glucopyranoside
141 | 1-O-caffeoyl-p-D-apiofuranosyl-(1—6)-4-D- S. officinalis | Wang et al,
glucopyranoside 1999
142 | 1-O-p-hydroxybenzoyl-f-D-apiofuranosyl-(1—6)-
S-D-glucopyranoside
143 | 1-0-(2,3,4-trihydroxy-3-methyl)butyl-6-O- S. officinalis | Wang et al.,
feruloyl-f-D-glucopyranoside 2000
144 | octanol ester cis-O-methyl caffeic acid dimer S. forskahlei | Ulubelen et al.,
1996
145 | salvianolic acid I S. cavaleriei | Zhang et
al.,1994
146 | methyl melitrate A S. officinalis | Lu et al., 1999
147 | salvianolic acid D S.miltiorrhiza | Ai et al.,1992
148 | salvianolic acid E
149 | prionitiside A S. prionitis | Zhao et al,
150 | prionitiside B 1996
151 | salvianolicacid J S. flava Ai et al.,1994
152 | 4-{4-O-[6-(4-hydroxybenzoyl)-O-f-D- S. plebeia Jin et al., 2009
glucopyranosyl]-3-hydroxyphenyl} butan-2-one
(salviaplebeiaside)
153 | 7,8-dihydroxy-2-(3,4-dihydroxyphenyl)-1,2-
dihydronaphthalene-1,3-dicarboxylic acid di(1-| S. officinalis | Luetal., 2001
carboxy-2-(3,4-dihydroxyphenyl))ethyl ester
(salvianolic acid L)
154 | lithospermate B S. miltiorrhiza | Zhang et
al.,2004
155 | salvianolic acid B
156 | dimethyl heptamethyl salvianolate B S. miltiorrhiza | Ai et al.,1988
157 | salvianolic acid C
158 | yunnaneic acid A S. yunnanensis | Tanaka et al.,
159 | yunnaneic acid B 1996
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160 | yunnaneic acid C
161 | yunnaneic acid D
162 | sagerinic acid S. officinalis | Luetal., 1999
163 | Nubatin S. nubicola | Ali et al., 2005
164 | 6,8-di-C-glucosylapigenin (= vicenin-2) S. officinalis | Lu et al., 2000
165 | luteolin 7-O-p-D—glucoside S. officinalis | Lu et al., 2001
S.triloba Rustaiyan et
al., 1988
166 | luteolin 7-O-glucuronide Lu et al., 2000;
167 | luteolin 3'-O-glucuronide S. officinalis | Lu et al., 2001
168 | 6-hydroxyluteolin 7-O-glucoside
169 | 6-hydroxyluteolin 7-O-glucuronide S. officinalis | Lu et al., 2000
170 | apigenin7-O-f-D-glucopyranosyl-(1"—4")--D
glucopyranoside(apiyenin 7-O-cellobioside) S. uliginosa | Veitch et
171 | apigenin7,4’-O,0-di-f-D-glucopyranoside al.,1998
(apigenin7,4'-0,0-diglucoside)
172 | genkwanin4’-O-a-L-arabinopyranosyl-(1—6)-f-d- S. Zahid et
galactopyranoside moorcroftiana | al.,2002
173 | salvionoside A
174 | salvionoside B S. nemorosa Takeda et al.,
175 | salvionoside C 1997
176 | salvianolic acid N S. yunnanensis | Zhang et al,
2008
177 | salvianolic acid A
178 | methyl salvianolate A S. yunnanensis | Zhang et al,
179 | ethyl salvianolate A 2008
180 | lithospermic acid
O OH 0 o
OCH, 5 O n-CyHs; OH N O_cz‘(,‘hSS
sosWorWonaubh ons
OH OCH;
OH o 1 132 132 134
O-pGle OH ci=b-co,H
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COOH

Figure I-10. Structures polyphénoliques rencontrées dans le genre Salvia.
1.1.4.6. Huiles essentielles :

Le genre Salvia est le plus étudié pour son huile essentielle avec des constituants
majoritairement d’hydrocarbures monoterpénes, monoterpénes oxygénés et hydrocarbures
sesquiterpeénes. Les principaux composants contiennent 1,8-cinéole, a-humulene, camphre,
bornéo, S-pinene, a-pinene, camphene, a-Thujene, f-caryophyllene et viridiflorol. En outre,
ils sont des sources riches de diterpeénes et triterpénes comme 1’acide carnosique, 1’acide
ursolique, le tanshinones et le carnosol, chacun d’eux a ses propres effets pharmacologiques

(Lopresti., 2017; Fu et al., 2013).
I.1.5. Travaux antérieurs sur ’espéce Salvia buchananii

La recherche bibliographique exhausive effectuée sur cette espéce a montré que
jusqu'a ce jour, elle n’a pas fait I’objet d’aucune étude phytochimique des racines. A ce jour,
seule la présence des diterpénes et des composé€s phénoliques dans les parties aériennes de
I’extrait dichlorométhane de la S. buchananii mentionnée par Bisio et ses collaborateurs,
I’é¢tude a abouti 1’identification des 11 composés (181-191) (figure I-11) qui sont du type
diterpénes clérodane (Bisio et al., 2015) : ent-(4R,5R,9S,10R)-15,16-epoxycleroda-
1,13(16),14-triene-17,12S;18,19-diolide (181), salvimicro-phyllin C (182), ent-19-O-acetoxy-
15,16-epoxy-3,13(16),14-clerodatrien-6,18-diol (183), ent-(5R,9R)-15,16-epoxy-10S-
hydroxycleroda-3,13(16)14-triene-17,12S;18,19-diolide ~ (184), ent-19-O-acetoxy-15,16-
epoxy-3,13(16),14-clerodatrien-6,8,12-triol  (185), ent-15,16-epoxy-10,6-dihydroxycleroda
3,7,13(16),14-tetraene-17,12;18,19-diolide (186), sepulturin E (187), ent-19-O-acetoxy-15,16-
epoxy-3,13(16),14-clerodatrien-6,8,12-triol  (188), 7a,12a—dihydroxyhautriwaic acid-19-
lactone (189), salviarin (190), ent-19-acetoxy-15,16-epoxy-6-hydroxy-3,13(16), 14-

clerodatrien-18-al (191), acide oléique et ursolique.
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Figure I-11. Diterpénes clérodane 181-191 isolés des parties aériennes de 1’espece S.

buchananii.

L’extrait dichlorométhane du S. buchananii a rapporté un effet antimicrobien contre
plusieurs bactéries Gram (+), et aucune activité observée contre Gram (-) (Bisio et al., 2015).
Une autre étude a montré une activité antioxydante de la S. buchananii de ’extrait exsudat

(Giamperi et al., 2012).
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1.2.1. Introduction de la famille des Orobanchaceae

Les Orobanchaceae sont des dicotylédones poussent particuliérement dans les zones
tempérées a subtropicales des deux Amériques, d’ Australie, de Nouvelle-Z¢lande et d’Afrique
tropicale. Cette famille comprenant 90 genres pour environ 2060 espéces jusqu'a I’aube du
21%me gigcle. La famille des Orobanchaceae est regroupée que des espéces non
photosynthetique (holoparasites) (Ventenat, 1799 ; Beck, 1930), essentiellement les
orobanches (150 espéces), et quelques genres proches comme les Cistanches

méditerranéennes et les Lathrées (Mcneal et al. 2013).

Description botanique. Les Orobanchaceae sont des herbacées des plantes parasites,
qui poussent a partir des racines d’autres plantes. Les Orobanchaceae ont des tiges courtes et
comportent des feuilles charnues réduites a I'état de bractées, dépourvues de chlorophylle, les
pétales peuvent étre blanchatres, brunatres, bleuatres, ou violets. Les fleurs sont
hermaphrodites et symétriques en grappe terminale simple ou composée, voisines de celles
des Scrophulariaceae. Calice 4-5 mére, mais souvent réduit a 2 lobes. Sépaleslatéraux plus ou
moins divisés. Corolle tubuleuse bilabi¢e. Etamines 4. Ovaires uniloculaires a 2-3 carpelles.

Style 1 a stigmate en général bilobé. (Quezel et Santa, 1963; Mcneal et al. 2013).

Position systématique. Selon les classifications phylogénétiques APG 1II

(AngiospermPhylogeny Group) (tableau 1-7).

Tableau I-7. Classification systématique APG III (2009) des Orobanchaceae.

Régne :  Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopside
Sous-classe :  Asteridae
Ordre : Lamiales

Famille : Orobanchaceae

1.2.2. Généralité du genre Cistanche et de I’espéce Cistanche phelypaea (L)) Coutinho syn.

La Cistanche est considérée comme [’herbe la plus précieuse de la famille des
Orobanchaceae. Il compte 20 espéces principalement distribuées dans les zones arides ou
semi-arides a travers I’Europe ibérique Péninsule, Afrique du Nord, Arabie Saoudite, Iran,

Afghanistan, Pakistan, Nord Inde, Mongolie et Chine du Nord-Ouest. Les espéeces de ce genre
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forment un groupe attrayant de parasites racinaires phanérogémiques. Le genre Cistanche a
des conditions environnementales difficiles. (Blatter., 1921; Agrawal, 1984;Musselman.,
1984). Ce genre est représenté au Sahara algérienne par trois especes (Ozenda., 1993) : C.
tubulosa, commune au Sahara central (Tassili N’Ajjer) ; C. tinctoria (Dest.) Beck, qui est un
Saharo- espéces méditerranéennes et localement connues sous le nom de Danoun (Hammiche
et al. 2006). Le genre Cistanche est riche en une large gamme de métabolites secondaires,
essentiellement des glycosides phényléthanoides, les iridoides, les lignanes (Wang et al.,
2012 ; Liu et al., 2013), les polysaccharides et les acides aminés libres, ¢léments de cendres et

minéraux (Ebringerova et al., 1997).

Dans notre travail, nous nous sommes intéressés a 1’espece Cistanche phelypaea (L)
Coutinho syn. qui est le sujet de notre étude phytochimique et pharmacologique. Elle s’agit
d’une plante trés puissante, haute de 50-150 cm, Calice de 15-11 mm, Corolle de 4-5 cm,
fendue jusqu'au tiers en 5 lobes, a tube étroit brusquement élargis au-dessus du calice. Fleurs
jaunesainsi que toute la plante. C. phelypaea se trouve généralement dans les terrains salés

(Quezel et al., 1963).

Figure I-12. Cistanche phelypaea au Tassili N'Ajjer, Hoggar, Algerie [1].

1.2.3. Propriétés biologiques du genre Cistanche
1.2.3.1. Usage en médecine traditionnelle :

Certaines espéces du genre Cistanche ont été utilisées en médecine traditionnelle pour

leurs vertus thérapeutiques telles que :
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C. phelypaea (L), la partie inférieure €paisse de la tige est recueillie et utilisée comme
poudre séchée, prise par voie orale. Elle est également utilisée comme pate a mettre sur les
abces. Les parties inférieures des jeunes pousses sont coupées en tranches et séché pour faire
des cataplasmes. C. Phelypaea est également utilis€é en médecine traditionnelle contre la
diarrhée, le diabete, les troubles intestinaux, I’infection (abces) et comme diurétique

(Boulous., 1983).

De nombreuses utilisations comestibles et médicinales sont attribuées a ce genre. La
plante de C. tubulosa est utilisée médicalement au Pakistan comme remede contre la diarrhée
et les plaies (Kobayashi et al., 1987). Les tiges succulentes séchées de C. deserticola ont été
utilisées pour le traitement de l'insuffisance rénale, infertilité féminine, leucorrhée morbide,

neurataxie et la constipation sénile depuis longtemps (Yang et al., 2013).
1.2.3.2. Quelques activités biologiques reconnues :

Les travaux effectués sur les phényléthanoides glycosides (glucosile) tels
qu’echinacoside (Ech) etacteoside (Act) et les polysaccharides du genre Cistanche ont mis en

évidence des propriétés pharmacologiques, voici quelques activités :
- Anti-oxydation :

Xiong et al., 1996 ont indiqué que I’echinacoside (Ech) (202), contiennene de

nombreux hydroxyles phénoliques qui pouvaient se lier aux radicaux libres.

Plusieurs études ont montré que 1’Ech pouvait mieux inhiber les radicaux OH et O2'in
vitro. Il pouvait aussi augmenter les activités de glutathion-peroxydase (GSH-Px) et du
superoxyde dismutase (SOD), diminuer la teneur en malondialdéhyde (MDA) et inhiber le
vieillissement induit par le D-galactose (Lei et Tu, 2004; Liu., 2005).

D'autres études ont montré qu’Ech, acteoside (Act) et isoactoside avaient des activités

d'¢limination (DPPH-) et antioxydantes (Li et al, 2009; Yang et al, 2009).
- Anti-inflammatoire :

Jia et al., (2014) ont mis en évidence que les PhG pouvaient traiter la colite chez les
souris induites par le sulfate de dextrane sodique (DSS), et protéger les cellules épithéliales
intestinales contre les Iésions inflammatoires en augmentant le facteur de croissance

transformant (TGF) -B1.

30



Partie 1 Chapitre 2

Apercu bibliographique sur le genre Cistanche

D’autres études effectuées sur ’extrait acétate d’éthyle des parties aériennes de C.
violacea Desf.a été évalué pour son activité anri-iflammatoire en utilisant la stabilisation de la
membrane des globules rouges humains (HRBC) et I’inhibition de la méthode de dénaturation
de Dl’albumine. Les résultats suggérent que I’extrait acétate d’éthyle a été médiée par
I’inhibition de D’activité arthritique, et la libération lysosomique pourrait €tre considérée
comme sous l’influence par I’action synergique des iridoides, les PhG et les composés
apigéniques. Ces effets pourraient étre extrapolés en limitant les réponses inflammatoires, et
en laissant entendre que C. violacea servirait de source pour la découverte de nouveaux agents

anti-inflammatoires (Bougandoura et al., 2016).
- Effet hépato-protecteur :

Wu et al., (2007) ont montré que l'injection intraveineuse d'Ech (50 mg/kg) pouvait

significativement affaiblir 'hépatotoxicité induite par CCls chez le rat.

Xiong et al., (1996) ont rapporté que quatre glycosides d'alcools phénéthyliques (y
compris Ech) ont été obtenus a partir des plantes de Cistanche Hoffmg. et Link. ont une

activité hépato-protectrice.
- Activité neuroprotectrice et amélioration de la mémoire :

Une étude récente a indiqué que les PhG avec (44.3% Ech) pourraient améliorer
l'apprentissage et la mémoire dans le modele focal d'ischémie cérébrale reperfusion des souris
démence vasculaire, et pourraient également améliorer l'intelligence (Gao et al., 2005; Li.,

2011).

Chen et al. (2007) ont évalué, qu’Ech pourrait prévenir une Iésion aigué causée par
I'AD extracellulaire striatale du rat 6-OHDA et que sa teneur en métabolites diminuait. Ech

pourrait également protéger et traiter la maladie de Parkinson (An et al, 2011).

Min et al (2013) ont révélé qu’Ech pouvait franchir librement la barriere hémato-
encéphalique et activer les récepteurs Trk qui étaient essentiels a la survie des neurones, ainsi
que ses voies de signalisation en aval, pour induire un effet de neuroprotecteur. Cependant,
une autre étude a indiqué qu’Ech protégeait les cellules neuronales par le piégeage des

radicaux libres (Kuang et al, 2009).

Liu et al (2011) ont étudié 'effet des PhG de la plante C. Herba sur l'altération de
'apprentissage et de la mémoire induite par la scopolamine chez les souris, et ont découvert

que les PhG pouvaient augmenter le taux de choline acétylase (ChAT) et de SOD, tout en
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diminuant le taux de cholinestérase et lemalondialdéhyde (MDA) dans les tissus du cerveau

de maniere significative, et améliorer la capacité d'apprentissage et de la mémoire.
- Effet hypoglycémie :

Morikawa et al. (2010) ont indiqué qu’Ech et Act du C. tubulosa pouvaient non
seulement inhiber 1’augmentation des taux de glycémie postprandiale, mais aussi améliorer
considérablement la tolérance au glucose chez les souris chargées d’amidon. Ces effets
pourraient étre liés aux activités inhibitrices de PhGs contre la maltase intestinale humaine et
I’aldose réductase des lentilles. Ainsi, les PhGs étaient une sorte de composants

antihyperglycémiques potentiels.
- Effet immunomodulateur :

Zeng et al. (1998; 2002) ont montré que les polysaccharides du Cistanche(CPS)
pouvaient accroitre la réponse proliférative des lymphocytes de la rate et du thymus et avoir
un effet synergique avec la concanavalin (Cona) et la phytohémagglutinine. Les CPS peuvent
stimuler la prolifération des thymocytes murins et améliorer significativement les
lymphocytes T spléniques murins pour sécréter 1’interleukine-2 (IL-2). Plusieurs études ont
montré que la CPS pourrait favoriser de maniére significative la cellule normale prolifération
sur les mitogenes (Cona et lipopolysaccharide) lymphocytes activés et non activés, et la
sécrétion de IL-2. L’administration de I’IP avec CPS pourrait considérablement améliorer les

indices de la rate a la fois normale et immuno- souris compromises (Wang et al., 2009).

- Autres effets pharmacologiques :

En outre, Cistanche Herba pourrait inverser ou soulager la toxicit¢ pour la
reproduction induite par le glycoside de Tripterygii Radix et Rhizoma en régulant la
production de spermatozoides normaux, ce qui est utile pour la santé reproductive. Cistanche
Herba pourrait également atténuer la toxicité des testicules induite par 1’hydroxyurea et
soulager la dégénérescence de cellules spermatogénétiques. Et cet effet peut étre lié a son
ectogenicandrogen-like effect (Wang et al., 2015). Cependant, Cistanche Herba pourrait
prendre une dose dépendante induire la cytotoxicité testiculaire en éliminant les hormones

fonction, inhibant la spermatogenése et endommageant les testicules (San et al., 2012).

Les flavonoides et les alcaloides en plus de leurs effets pharmacologiques traditionnels

n’ont pas été signalés. De plus, D’extrait hydro-alcoolique éthanol-eau et la solution de
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lixiviation de 1’éthanol du Cistanche Herba, pourraient étre utilisés pour anesthésier les
chiens, les chats et les lapins, et aussi avoir 1’effet antihypertensif. Cistanche Herba peut
stimuler la salive et la paralysie respiratoire. Certaines substances la salive et les glycosides

pourraient causer une paralysie respiratoire (Wang et al., 2015).
1.2.4. Composition chimique du genre Cistanche

Les investigations phytochimiques des plantes du genre Cistanche menées depuis 1980
(Karasawa et al., 1986), ont conduit a la détermination des principaux métabolites secondaires
du genre (tableau I-8) et qui sont majoritairement des composés glycosides phényléthanoides
(PhGs) (Xiong et al., 1996), des iridoides (Morikawa et al., 2010), des lignanes, des
oligosaccharides et des polysaccharides (Liu et al., 2013).

Tableau I-8. Le nombre de différentes composées chimiques des especes Cistanche.

Espéces Benzylglycosides Phényléthanoides Iridoides Lignanes | Autres
C. deserticola - 17 10 3 39
C. tubulosa (China) - 9 4 1 7
C. tubulosa (Pakistan) - 11 2 5 3
C. salsa 3 11 - - 18
C. sinensis - 4 2 - 5

1.2.4.1. Les composants volatiles :

Les huiles essentielles de C. salsa et de C. tubulosa ont été extraites grace a la
distillation a la vapeur, 38 et 21 composants ont été identifier par GC-MS, respectivement
(tableau I-9). Les principaux constituants des huiles essentielles de C. salsa sont les alcanes,
les alcools, les aldéhydes et quelques composés hétérocycliques, ainsi que 1’acide palmitique
et I’acide linoléique sont deux composés majoritaires 1’huile de C. fubulosa. Les composés
volatils de C. deserticola ont été extraits par éther de pétrole, 25 constituants ont été identifiés

par CG-SM (Jiang et al., 2009).
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Tableau I-9. Les analyses GC-MS des composées volatiles du genre Cistanche.

Espéces Méthode de distillation Nombre des composés identifiés Ref
C. salsa Distillation en courants 38 (70%) Jiang et al., 2009
C. tubulosa Distillation en courants 21 (91.44%) Jiang et al., 2009
C. deserticola Extraction par éther de pétrole 25 (75.03%) Jiang et al., 2009
C. deserticola Simultané 24 (83.60%) Hui et al., 2003
C. salsa Distillation-extraction 35 Jiang et al., 2009
Supercritiques fluide
Extraction (SEF)

1.2.4.2. Glycosides Phényléthanoides (PhGs):

Les glycosides phényléthanoides sont des constituants abondants des Cistanche, on
peut citer 34 PhGs comprenant 22 glycosides disaccharidiques, 10 glycosides trisaccharide et
2 glycosides monosaccharide (tableau I-10). Les structures des PhGs dans les plantes
Cistanche ont les caractéristiques suivantes : les glycosides disaccharides sont constitués de
rhamnose et glucose avec une liaison Glc (3 — 1) Rha; le glucose est 1i¢ couramment avec
I’aglycone dans la position (C4 ou C6) ou coumaroyle (Cm) ou caffeoyle (Cf) est
généralement situé; quand le PhG est un glycoside trisaccharide, un glucose ou rhamnose

supplémentaire appartient en position C6 du glucose intérieur.

Parmi ces PhG, le crenatoside (225) est un cas exceptionnel car un anneau d’éther
entre les deux positions, la position S d’aglycone et la liaison C-2 du glucose intérieur (Cheng

etal., 1993):

Tableau I-10. Les glycosides phényléthanoides192-227 isolés du genre Cistanche.

No. | Nom Plantes Ref
192 | 2'-acetyl acteoside C. deserticola | Du Niansheng et
al., 1993

C. tubulosa Song et al., 2000
C. phelypaea Kobayashi et al.,
1987
C. salsa Lei et al., 2007

C. deserticola | Du Niansheng et
193 | acteoside al., 1993
C. tubulosa Song et al., 2000
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C. phelypaea Kobayashi et al.,

1987
C. salsa Lei et al., 2007
194 | cistanoside A C. deserticola | Du Niansheng et
al., 1993
C. tubulosa Kobayashi et al.,
1987
195 | cistanoside B C. deserticola | Jiang et al., 2009
196 | cistanoside C C. deserticola | Kobayashi et al.,
1984
C. salsa Lei et al., 2007
197 | cistanoside D C. deserticola | Kobayashi et al.,
1984
C. salsa Lei et al., 2007
198 | cistanoside E C. deserticola | Kobayashi et al.,
1985
199 | cistanoside G C. deserticola | Karasawa et al.,
1986
200 | cistanoside H Karasawa et al.,

C. deserticola 1986
Jiang et al., 2009

201 | decaffeoyla cteoside C. deserticola | Song et al., 2000
C. tubulosa Karasawa et al.,
1986
C. deserticola | Kobayashi et al.,
202 | echinacoside 1987
C. tubulosa Kobayashi et al.,
1984
C. phelypaea Du Niansheng et
al., 1993
C. salsa Lei et al., 2007

C. deserticola | Song et al., 2000
C. tubulosa Xiong et al., 1996
C. salsa Lei et al., 2007

203 | isoacteoside

204 | isosyringalide-3'-a- L-thamnopyranoside C. tubulosa Yoshizawa et al.,
1990
205 | osmanthuside B C. deserticola | Kobayashi et al.,
1984
C. herba Wang et al., 2015
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206 | salidroside C. deserticola | Song et al., 2000
C. tubulosa Yu et al., 2007
207 | syringalide A-3'-a- L-rhamnopyranoside C. deserticola | Song et al., 2000
C. tubulosa Yoshizawa et al.,
1990
C. deserticola | Kobayashi et al.,
208 | tubuloside A 1987
C. phelypaea Song et al., 2000
C. tubulosa Xiong et al., 1996
C. deserticola | Kobayashi et al.,
209 | tubuloside B 1987
C. tubulosa Du Niansheng et
al., 1993
C. salsa Lei et al., 2007
210 | tubuloside C C. tubulosa Kobayashi et al.,
1987
211 | tubuloside D C. tubulosa Kobayashi et al.,
1987
212 | tubuloside E C. phelypaea Yoshizawa et al.,
C. tubulosa 1990
213 | cistantubuloside A C. tubulosa Tu et al., 2006
214 | cistantubuloside B1/B>
215 | cistansinenside A
216 | jionoside D C. sinensis Tu et al., 2007
217 | poliumoside
218 | kankanoside F C. tubulosa Massayuki et al.,
219 | kankanoside G 2006
220 | eutigoside A C. salsa Yang et al., 2005
221 | cistantubuloside Ci/C> C. tubulosa Tu et al., 2006
222 | salsaside D
223 | salsaside E C. salsa Lei et al., 2007
224 | salsaside F
225 | crenatoside C. tubulosa Cheng et al. 1993
226 | campneoside 11 C. herba Wang et al., 2015
227 | campneoside I (Isomére)
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Figure I-13. Structures des phényléthanoides glycosides dans le genre Cistanche.

1.2.4.3. Iridoides :

Cinq iridoides aglycones et quinze iridoides glycosides ont été isolés du genre

Cistanche (228-247) (tableau I-11) (Kobayashi et al., 1985; Xie et al., 2006). Les

caractéristiques structurelles des glycosides iridoide de ce genre sont résumées comme suit :

le glucose situé en position C1 de 1’aglycone, avec une configuration f-H en H-5 et H-9;
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I’hydroxylation se produit souvent en positions C-8 et C-10; parfois, la déshydratation peut se

produire entre les hydroxyles de C-10 avec C-1 ou C-3 pour donner un groupement époxy.

Tableau I-11. Les iridoides 228-247 isolé¢ du genre Cistanche.

No. Nom Plantes Ref
228 | bartsioside C. deserticola Kobayashi et al.,
1985
229 C. deserticola Yoshizawa et al.,
6-deoxycatalpol 1990
C. phelypaea Kobayashi et al.,
1985
C. tubulosa Tu et al., 1994
Tu et al., 1997
230 | 8-epideoxyloganic acid C. deserticola Kobayashi et al,
1985
C. deserticola Karasawa et al.,
231 | 8-epiloganic acid C. tubulosa 1983
Cheng et al., 1993
Duetal., 1993
Tu et al., 1994
Song et al., 1999
232 | 8-epiloganin C. herba Wang et al., 2015
233 | geniposidic acid C. deserticola Karasawa et al.,
1983
C. tubulosa Song et al., 1999
234 | gluroside C. deserticola Kobayashi et al.,
C. phelypaea 1985
235 | geniposide C. herba Wang et al., 2015
236 | leonuride (ajugol) C. deserticola Kobayashi et al,
C. phelypaea 1985
237 | mussaenosidic acid C. deserticola Kobayashi et al.,
1985
C. tubulosa Song et al., 1999
238 | adoxosidic acid C. tubulosa Song et al., 1999
239 | phelypaeside C. phelypaea Deyama et al., 1995
240 | kankanoside A
241 | kankanoside B
242 | kankanoside C C. tubulosa Xie et al., 2006
243 | kankanoside D
244 | cistachlorin C. deserticola Kobayashi et al,
1984
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245 | cistanin C. deserticola Xu et al., 1999
Kobayashi et al.,
1984

246 | kankanol C. tubulosa Xie et al., 2006

247 | cistanin-8-methyl-malonate C. violacea Bougandoura et al.,
2016

HO H
Cl
HO -
O
GlcO
Ri R: R3 Rs Rs CH;

28 H H = OH
229 H H -0- OH 243 OH
230 COOH H H H H =2
231 COOH H «OH H H
232 COCH, H OH H H
233 COOH H = H OH wCl
234 H H H OH H
235 COOH H H H OH
236 H OH H OH H
237 COOH H H OH H
238 COOH H H H OH
240 CH; H H OH H
241 H H B-OH OH OH

247

Figure I-14. Structures iridoides dans le genre Cistanche.
1.2.4.4. Lignanes :

Les lignanes sont des molécules présentes chez la plupart des Orobanchaceae. Celles
isolées du genre Cistanche, et plus précisément dans les especes de C. deserticola et de C.
tubulosa (248-253) (tableau 1-12). Les squelettes de base de ces composés sont constitués de

ditetrahydrofurane et de benzofurane lignanes (Moriya et al., 1995; Moriya et al., 1995).
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Tableau I-12. Les lignanes 248-253 isolés du Cistanche.

No. Nom Plantes Ref
248 dehydrodiconifery alcohol 4-O-B-p- C. tubulosa Yoshizawa et al.,
glucoside 1990
249 dehydrodiconifery  alcoholy’-O-B-p-
glucoside
250 liriodendrin C. deserticola | Jiang et al., 2009
C. tubulosa Kobayashi et al.,
1985
Yoshizawa et al.,
1990

Lei et al., 2001
Lietal., 2008

251 (+)-pinoresinol C. deserticola | Karasawa et
al.1986
252 (+)-pinoresinol-O-B-p- C. tubulosa Yoshizawa et al.,
glucopyranoside 1990
253 C. deserticola | Kobayashi et al.,
(+)-syringaresinol-O-f-p- C. tubulosa 1985
glucopyranoside Yoshizawa et al.,
1990
Kobayashi et al.,
1985
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Figure I-15. Structures lignanes dans le genre Cistanche.
1.2.4.5. Benzylglycosides :

Une étude phytochimique réalisée par Lei et al., en 2007 a montré 1’isolement et

I’¢lucidation de trois nouveaux benzylglycosides, salsasides A-C (254-256) (figure 1-16) a
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partir de C. salsa. Les caractéristiques structurelles de ces glycosides benzyliques sont
similaires a celles des phényléthanoides isolés de ce genre, sauf que I’alcool benzylique a

remplacé le phénéthylol dans 1’aglycone.
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Figure I-16. Structures benzylglycosides dans le genre Cistanche.
1.2.4.6. Saccharides :

Occupent une grande proportiondes especes de Cistanche, parmi lesquelles les
polysaacharides, les oligosaacharides et les galactitoles sont les principaux composés bioactifs

et font I’objet d’études intensives.
- Polysaccharides (Poly) :

Comprennent principalement le cistan A (Ebringerova et al., 2002), CDA-1A, CDA-
3B (Dong et al., 2007), CDP-4, ACDP-2 (Wu et al., 2005) (figure 1-17) et SPA (Wang et
al.,2015) (figure 1-18) sont isolées de C. deserticola. La composante glucidique de Cistanches
Herba, est constituée de plus de dix sucres simples reliés par des liens glycosidiques. La
composition du monosaccharide est principalement du : glucose, galactose, rhamnose,
arabinose et fructose. Les caractéristiques structurelles de Poly, y compris son poids
moléculaire, sa répartition du poids moléculaire, ses compositions monosaccharides, ses liens
glycosidiques et ses types de liaisons glycosidiques monosaccharidiques, ainsi que les unités

de répétition de Poly (Lei et al., 2008).
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arabinose

galactose

glucose

Figure I-17. Structures d’ACDP-2 dans le genre Cistanche.

e 1Gler1Glc6—1Glco lGlc() 1(GlC6)0 lGlcb 1GICTJ_1G1C?J_1G1C6—]T
3 3
A B

Ar— (_ 1Gley _)3 —iRhay—Ara; B: —Glc; —(— 1 Man4—) s1Ara.

Figure I-18. Structures de SPA dans le genre Cistanche.

- Oligosaccharides :

Sont des polyméres a chaine droite ou ramifiée qui sont reliés de deux a dix
monosaccharides par liaison glycosidique. Certains dérivés oligosaacharides correspondants
sont en fait a des produits PhG aprés la perte de phénethylol aglycones, y compris
cistantubuloses A1/A2 (257), cistansinensose A1/A2 (258), cistanoside I (259) et cistanoside
F (260) (figure I-19) ont également isol¢ de Cistanches Herba (Karasawa et al., 1986; Xiong
et al., 1996; Tu et al., 2007).

OR,
(0]
R R: R ¢)
257 OH  Gle : ~ o
258 OH Rha RhaO H
25 OH
260 OH H HO

SIelela
T
an)

Figure I-19. Structures oligosaccharides dans le genre Cistanche.
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- Galactitole :

Galactitoleest également un indicateur pour évaluer qualité¢ de Cistanche Herba a
Hong Kong, en Chine en combinaison avec PhGs. Le galactitol est le produit de réduction du

galactose, responsable de la bioactivité laxative (Wang et al., 2015).
1.2.4.7. Métabolites divers :

Les alcaloides comme la bétaine, et N,N-dimethyl glycine methyle ester (Gong et al,
2007), les flavonoides (Song, 2013), monoterpénoides, acides gras, acides aminés et certains

oligo-¢léments,... etc. existant dans le genre Cistanche (Y oshizawa et al., 1990).
1.2.5. Etude chimique antérieure de I’espece Cistanche phelypaea

Il n’existe aucune étude dans la littérature sur la phytochimie de cette plante a ce jour.
Une étude de I’huile extraite de la plante C. phelypaea réalisés en 2011 par Ramadan et
collaborateur, ont signalé la présence des acides gras, des stérols, hydrocarbone et des

tocopherols.
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1.3.1. Introduction sur la famille des Scrophulariaceae

Cette famille comprenant environ 220 genres et 2600-4000 especes sont 1'une des plus
grandes familles de plantes (Turker et al., 2005). Cette famille est dispersée dans un grand
nombre de régions du monde, en particulier dans les régions froides et tempérées de
I'hémisphere nord (Figure 1-20). Ce sont des plantes herbacées, plus rarement des arbustes ou

des arbres (Ozenda., 1958).

Figure 1-20. Répartition géographique des especes de la famille Scrophulariaceae (Heywood

et al., 2007).

1.3.1.1. Classification :

La classification de Valdés (1987) pour cette famille, est trés bien représentée avec 99
taxons (2 I'exclusion des hybrides) appartenant a 19 genres. Elle est subdivisée en trois sous-
familles : Verbascoideae, Scrophularioideae et Rhinanthoideae, qui sont habituellement

différenciées par l'estivation des pétales et la disposition des feuilles (Valdés et al., 1987).

Le schéma I-2 présente les différentes sous-familles des Scrophulariaceae.
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sous-familles fribu genre

Verbascoideae Verbasceae

Scrophularieae ————»  Scrophularia

————> TVerbascum

Anarrhi

Scrophularioideae Antirrhinum
Chaenorrhinum
Antirrhineae —>— Cymbalaria
Kickxia
Linaria
—— Misopates
Gratioleae @ —— > Gratiola
Sibthorpieae ———»  Sibthorpia
Digitaleae @ —————» Digitalis
Veroniceae —— > Jeronica
Bartisia
Ballardia
—— Rhinantheae Odontites
Parentucellia

Pedicularis

Schéma I-1. Classification de la famille Scrophulariaceae d’apres valdés (1987).

Position systématique

Récemment, un groupe de chercheurs (Angiosperm

Phylogeny Group 1998) publiait une nouvelle classification de plantes a fleurs, fondée sur

leurs relations phylogénétiques telles que mises en lumiere par la génétique (Angiosperm

Phylogeny Group.1998).

Cette classification attribue 23

tribus a la famille des

Scrophulariaceae (Hilliard., 1994). La position systématique des Scrophulariaceae se trouve

ainsi représentée par le tableau 1-13.

Tableau I-13. Classification systématique des Scrophulariaceae d’aprées APG (1998) et

Hilliard (1994).
Embranchement :  Spermatophyta
Sous-embrachement :  Angiospermae
Classe : Eudicotyledonae
Sous-classe :  Asteridae
Ordre : Lamiales
Famille :  Scrophulariaceae
Tribu :  Antirrhinae
Genre :  Anarrhinum
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1.3.2. Généralité du genre Anarrhinum et de I’espéce Anarrhinum pedatum Desf.

Le genre Anarrhinum était classé sous la famille Scrophulariaceae, mais actuellement
il est considéré comme ['un des Plantaginaceae. Il compte 8 espéces méditerranéennes dont
quelques unes en culture ornementale. Corolle prolongée a la base par un éperon gréle,
recourb¢ le long du tube de la corolle. D’apres la littérature, le genre Anarrhinum est riche en
une large gamme de métabolites secondaires, essentiellement des iridoides, monoterpenes et

de flavonoides (Dawidar et al., 1989 ; Salah El Dine et al., 2011).

Dans notre travail, nous nous somme intéresser a 1’espece Anarrhinum pedatum Desf.
qui a été le sujetde notre étude phytochimique et pharmacologique. Il s’agit d’une plante
herbacée, a tige florifére unique, Corolle éperonnée, a tube allongés, a éperon court, gréle et
formant un angle droit avec le tube (figure I-21). Divisions calicinales linéaires aigués.
Bractées linéaires lancéolées plus longues que les fleurs. Feuilles radicales en rosette,
oblongues, grossierement dentées, poilues ; les caulinaires subsessiles, profondément palmati-

partites a divisions largement linéaires (Quezel et Santa, 1963).

Figure I- 21. A. Anarrhinum pedatum Desf. [2], B. Spécimen Anarrhinum pedatum Desf.
vallée du Djebel el Ouach a Constantine [3] et C. Corolle d’Anarrhinum pedatum Desf.
(Quezel et Santa, 1963).

1.3.3. Quelques activités biologiques reconnues du genre Anarrhinum

Les travaux de Salah El Dine et collaborateurs ont montré que les composés ont été
testés pour I’inhibition de la protéase du virus de I’hépatite C (VHC). Les composés 6'-O-

cinnamoylmussaenosidic acid (265) et 8-O-cinnamoylmussaenosidic acid (267) présentaient
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une activit¢ modérée, tandis que les composés 6'-O-cinnamoyl-8-O-(6"-O-
cinnamoylglucopyranosyl)mussaenosidic acid (266) et 2E,6F)-8-{[(2E,6E)-8-hydroxy-2,6-
dimethylocta-2,6-dienoyl]oxy}-2,6-dimethylocta-2,6-dienoic acid (261) présentaient des
effets faibles. Aucune activité inhibitrice de la sérine protéase humaine n’a été observée pour

I’un de ces composés, ce qui peut inférer la sélectivité vers la protéase virale.

Une ¢étude de calcul de I’arrimage des composés isolés contre la protéase du VHC a été
utilisée pour formuler un mécanisme hypothétique de 1’activité inhibitrice des composés actifs

sur les enzymes testées.

L’espece Anarrhinum pubescens Fresen (Mahran et al., 2018), présente une activité
cytotoxique. Les composés 6-O-foliamenthoyl-(6'-O-cinnamoyl)-antirrhinoside (268),
pubescensoside (269) et antirrhinoside (270) ont été soumis a des tests cytotoxiques contre le
cancer du poumon humain lignée de cellules oma (A-549); le composé pubescensoside (269)

a montré une meilleure activité cytotoxique.
1.3.4. Composition chimique du genre Anarrhinum

Les especes du genre Anarrhinum ont fait I’objet de peu de recherche phytochimiques,
ainsi les principaux constituants en terme de métabolites secondaires du genre Anarrhinum
essentiellement des monoterpenes et des iridoides glycosides (Dawidar et al., 1989; Salah El

Dine et al., 2011). Ces substances sont connues pour leurs diverses activités biologiques.
1.3.4.1. Monoterpénes :

Plus de 900 monoterpénes connus se trouvent principalement dans 3 catégories
structurelles : les monoterpeénes linéaires (acyclique), les monoterpénes avec un cycle unique

(monocycliques) et ceux ave deux cycles (bicycliques) (Allen et al., 1977).

Les monoterpenes acycliques C10, le géranyl pyrophosphate (GPP), le premier
compos¢ issu du mévalonate est le précurseur de cette catégorie de monoterpénes. Dans ce

groupe, le géraniol est le plus répandu dans le régne végétal.

L’¢étude chimique des parties aériennes de 1’espéce Anarrhinum orientale (Salah El
Dine et al, 2011) a permis d’isoler deux monotérpénes acycliques: (2E,6F)-8-{[(2E,6E)-8-
hydroxy-2,6-dimethylocta-2,6-dienoyl]oxy } -2,6-dimethylocta-2,6-dienoic  acid (261), et
(2E,6E)-8-{[(2E,6E)-8-acetoxy-2,6-dimethylocta-2,6-dienoyl]oxy}-2,6-dimethylocta-2,6-
dienoic acid (262) (figure 1-22).
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Figure I-22. Monotérpénes isolés d’A4. orientale.

1.3.4.2. Iridoides :

La fonction des iridoides dans les plantes a été liée a la plante défense et 1’adaptation
des insectes ; cependant, ils présentent ¢galement une large gamme d’activités
pharmacologiques telles que les anti-inflammatoires, antinéoplasiques, antidiabétiques et les
effets neuroprotecteurs. Au cours d’une étude continue sur les plantes algériennes, il a été
constaté que plusieurs iridoides tels que I’asperuloside, 1’acide géniposidique et 1’iridoide V1

présentaient une activité antiangiogénique.

Des études phytochimiques réalisées sur Anarrhinum orientale. En 1989, Dawidar a
fait une recherche chimique des parties aériennes d’A. orientale. Cette étude a permis
d’identifier deux iridoides glycosilés esters, 6-O-nerol-8-oyl-antirrinoside (263), 6-O-nerol-8-
oyl-antirrinoside penta-acetate (263') et 6'-O-cinnamoyl-antirrinoside (264) (Dawidar et al.,

1989). Ces derniers produits sont présentés dans la figure suivante (figure [-23).

RO
0
~ N
o)
0> \ <:>
0
R (o) OH
263 H OH
263" Ac
64

Figure I1-23. Trois iridoides glycosilés isolés d’A4.orientale.

Une autre ¢tude supplémentaire réalisée sur le méme espece (Salah El Dine et al,
2011) sur I’extrait méthanolique qui s’aveére richement fournie en métabolites secondaires de

grande importance, il a séparé et identifi¢é deux nouveaux iridoides glycosilés :6'-O-
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cinnamoylmussaenosidic acid (265), 6'-O-cinnamoyl-8-O-(6"-O-
cinnamoylglucopyranosyl)mussaenosidicacid ~ (266), ainsi que un connu 8-O-

cinnamoylmussaenosidicacid (267), présenté dans la figure suivante (figure [-24).

COOH
X
0
e O
0 0
H
o OH
H\
H
HO
0 0 OH
o H OH o H OH H OH
OH OH
265 266 267

Figure 1-24. Iridoides glycosilés isolés d 4. orientale.

Deux iridoides nouveaux appelés 6-O-foliamenthoyl-(6'-O-cinnamoyl)-antirrhinoside
(268) et pubescensoside (269), ainsi que antirrhinoside (270), 6'-O-cinnamoyl-antirrhinoside
(271), 10-hydroxy-antirrhinoside (272), ont été isolés de Anarrhinum pubescens Fresen, cette

plante répondue d’Egypte (Mahran et al., 2018).

HO

OH
o)
70
OH
OH HO HO HO HO
AN X
(0t 0 0
EH3 O z
o)
HO/
OH
OH O
Q Q ¢oH o | on
= O
=
(6} HO / TOHC HOH,C
(6} OH e} OH (0}

¢ OH OH HO

OH OH
268 69 271 272

Figure I-25. Iridoides glycosilés isolés d ’A.pubescens.
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1.3.3.4.3. Autres composés :

Le composé diosmin (273) a été isolé d’A. pubescens (Mahran et al., 2018).

OH

oy ”//O\\\\\\

HO\\\““

OH

273
1.3.4. Traveaux antérieur sur I’espése Anarrhinum pedatum

A notre connaissance, il n’existe aucune donnée sur I’espece 4. pedatum.

50



Chapitre 4

[Les métabolites secondaires



Partie 1 Chapitre 4

Les métabolites secondaires

1.4.1. Les Terpénes
1.4.1.1. Définition :

Ce sont des produits naturels, formés de l'assemblage d'un nombre entier d'unités
penta-carbonées ramifi¢es dérivées du 2-méthyl butadiene, appelées unités isopréniques (Paris

et Moyse., 1965).

F

unités isopréne
1.4.1.2. Classification :
Les terpénes sont tous dérivés de la méme entité C5 isopreéne, et ils se différencient

entre eux par leurs structures.

L’isoprene, qui est un produit naturel, n’est pas invoqué dans le processus biochimique
de la formation des terpeénes. Deux entités isoprénes biochimiquement actives ont été
identifi¢es : le DMAPP (Diméthylallyl Pyrophosphate ou diméthylallyl diphosphate) etl’IPP
(Isopentényl Pyrophosphate ou diphosphate) (figure 1-26).

)\/\ )’\/\
oPP oPP

DMAPP (Cs) IPP (Cs)
DiMéthylAllyl PP Isopentényl PP
0} (0] (0]
s .
C|)® | €} (|)®
P (Phosphate) PP (Pyrophosphate ou di phosphate)

Figure I-26. DMAPP et IPP.

Selon le nombre d’entités C5 isoprénes (CsHs)n, incorporé dans leurs structures, les terpénes

sont classés en diverses catégories (figure 1-27).
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Acide Mévalorﬁ‘ues Déoxyxylulose phosphate
\ Hémuterpéne (Cs)
B
opPP OoPP
Diméthylallyl PP Isopentényl PP
DMAPP (Cs) Y IPP (Cy)
Co) —————™ Monoterpénes (C,)
PP \i
(Ci5) ——> Sesquiterpénes (Cys)
IPP
*2
(Cyp) —— Diterpénes (C,)
IPP
(Cy) —— Sesterpénes (C,s)
%) Y
(C30) > Triterpénoides (C;()
Stéroides (CIS_CSO)
Y
Tétraterpénes (C,
(Ca0) -~ p (Cs0)

Carténoides

Figure I1-27. Classification des terpenes.
1.4.1.2.1. Les Monoterpénes (C10)

Le processus biochimique invoqué lors de la formation du géranyldiphosphat (GPP)
est une condensation du DMAPP et de I’'IPP la prényl transférase. Ils constituent la majeure
partie des huiles essentielles qui sont présentes en quantité chez environ 2000 especes de 60
familles végétales (Louis., 2004). Cette classe des composées a connu une large extension
conduisant ainsi a des systémes mono/bicyclique. Quelques exemples parmi les plus
significatifs de ces systémes acycliques et cycliques (figure 1-28) sont illustrés dans ce qui

suit:
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/_/ HO "/ HO N\

HO HO' oH
Myrcene Nerol Citronellol Menthiafolic acid Foliamenthoic acid
(0}
HO HO
Limonene Menthol Thymol o-Pinene Thujone

Figure I-28. Quelques exemples de monoterpeénes.
1.4.1.2.2. Les Sesquiterpénes (C15)

L’addition d’une unité IPP au géranyl diphosphate conduit via laprényl transférase, au
farnésyl diphosphate (FPP), précurseur fondamental des sesquiterpeénes. Par rapport a la sous
famille desmonoterpénes, les sesquiterpénes offrent un plus grand nombre de possibilités de

cyclisation, ce qui augmente la diversité structurale de fagon considérable.

Ces composés n’ont pas seulement un intérét de produit chimique et position-points du
chemotaxonomique, mais aussi parce que beaucoup d’entre eux possédent une activité
thérapeutique anti-inflammatoire, antitumoral, antimicrobienne, anthelminthique et anti-
nourrir (Picman., 1986). Les sesquiterpenes lactones représentent plus de 5000 structures
différentes (Fraga., 1998). On les retrouve dans les champignons et autres familles
d’angiospermes (ex. Apiaceae) et dans les plantes (ex. Asteraceae, fleurs et feuilles). Dans le
régne végétal, les sesquiterpenes lactones appartiennent essentiellement a quatre familles : les
Astéracées (ou composées), les Lauracées, les Frullania et les Magnoliacées, et par

conséquent dans tous les produits qui en sont dérivés.

Tous les sesquiterpénes lactones présentent en général, une structure commune, un
groupement o-méthyléne-y-lactone (figure 1-29), qui semble é&tre responsable de leurs

activités biologiques.
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0] (o] [0}
o (o]
o
0
0 . .
Cérmacrnolides Eudesmanolides Héliangolides Guaianolides
[}
(o}
e} o
Pseudoguaianolide Hypocreténolides

Figure I-29. Structures de quelques lactones sesquiterpenes.
1.4.1.2.3. Les Diterpenes (C20)

Les diterpénes sont surtout répandus chez les végétaux, mais sont aussi présents chez
certains insectes et chez divers organismes marins. IlIs sont formés par 1'union des quatre
unités d'isoprénes et sont classés selon leur biogenese pour formée le Géranylgéranyl
diphosphate (GGPP) (Bruneton., 1993). La figure suivante présente quelques structures des
diterpenoides (figure 1-30).

Forskoline

0]

Vitamine K1 (Phylloquinone)

Figure I-30. Quelque exemple de diterpénes.

1.4.1.2.4. Les Triterpénes (C30)

Les triterpenes sont distribués dans le régne végétal et animal, leur formation en C30
provient du simple triterpéne le squaléne (figure 1-31) issu du couplage réductif de deux

unités de (FPP) (Bruneton., 1993).

54



Partie 1 Chapitre 4

Les métabolites secondaires

Les triterpenes peuvent étre classés en trois groupes : acyclique, tétracyclique,

pentacyclique (Bruneton., 199).
1.4.1.2.4.a. Composés aliphatiques (acycliques) :

Tel que le squaléne (figure I-31), surtout rencontré dans le régne animal, se trouve
¢galement dans I'insaponifiable d'huiles végétales (Olive, Lin, Arachide). C'est un

intermédiaire dans la biogenése des triterpénes cycliques et des stéroides.

Figure I-31. Structure de squaléne.

1.4.1.2.4.b. Composés pentacycliques :

Les sapogénines pentacycliques sont issues des squelettes oléanane, ursane, lupane,
friedelane et hopane (figure [-32) (Hostettmann et al, 1995). Ils sont le plus souvent
hydoxylés en position 3. Les triterpenes libres trés fréquents chez les plantes sont I’a-amyrine

et la f-amyrine.

30

2
Z
z
24

Ursane Oleanane Friedelane

2 24

Lupane Hopane

Figure I-32. Les différents squelettes pentacycliques triterpéniques rencontrés.
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1.4.1.2.4.c. Composés tétracycliques :

Les tétracycliques dérivent de trois squelettes principaux : dammarane, cucurbitane et

lanostane.

z,
Z
-z

2

8

29
Ianostane

1.4.1.2.5. Les tetraterpenes (C40)

Ce groupe de composés en C40 (8 unités d’isopréne) est constitu¢ par : Les
caroténoides, pigments jaunes trés répandus chez les animaux et les végétaux, possédant des
propriétés particulieres. Ces composés jouent un rdle dans la photosynthése mais en les
retrouve également dans des tissus non photosynthétiques de plantes, de champignons et dans

les bactéries.
1.4.1.2.6. Les Polyterpénes

Ce sont des macromolécules, composées d'un grand nombre d'unités d'isopréne ; dans
le régne végétal ; on trouve :

- Le caoutchouc de poids moléculaire 150 000 environ.

- La gutta, de poids moléculaire 100 000 environ.
1.4.1.2.7. Les iridoides
1.4.1.2.7.1. Définition :

Les iridoides sont des monoterpeénes caractérisés par un squelette cyclopenta [C]
pyranique a jonction cis, partiellement hydrogéné. Ils ont une fonction énol-éther tres
caractéristique qui s’ouvre facilement s’il n’y a pas de sucre li¢. L’iridodial est un exemple

(figure 1-34) (Evan., 2002).
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Figure I-33. Structure du squelette iridane.

Les iridoides doivent leur nom aux fourmis, Iridomyrmex, d’ou ont été isolées ces
substances en 1956, impliqués dans un mécanisme de défense de ces insectes (Cavilletal.,
1956). Le premier iridoide séparé est I’iridial qui est en équilibre avec la forme lactol (Cavill

et al., 1960), représentant la structure de base des iridoides.

Figure I-34. Structure de I’iridodial.

Malgré que les premiers iridoides ont été isol¢ a partir des fourmis, ce groupe des substances
est rare chez les insectes, par contre elles sont particulierement répandues dans le régne

végétal.

IIs sont présents exclusivement dans les dicotylédones part en particulier chez les Asteridael :
Dipsacales, Gentianales, Lamiales, Plantaginales, Rubiales, Scrophulariales (Jensen et al.,

2002).
1.4.1.2.7.2. Biosynthése des iridoides :

Les iridoides, monoterpénes en C10, dérivent du pyrophosphate de géranyl.
Nombreuses expériences basées sur le marquage isotopique, ont montré que le 8-
hydroxygéraniol préalablement oxydé en dialdéhyde, subit une cyclisation conduisant a
I’iridodial ou le 8-¢épi-iridodial. La glucosylation puis 1’oxydation de I’iridodial, donnent le
loganoside, précurseur immédiat de la plupart des iridoides. Le méme processus s’appliquant
au 8-¢pi-iridodial, conduit via le 8-épi-loganoside, aussi bien a I’antirrhinoside qu’a

I’aucuboside ou augardénoside (Bruneton., 1999 ; Sampaio-Santosa et al., 2001). Il s’avere

57



Chapitre 4

Partie 1
Les métabolites secondaires

que c’est au niveau du loganoside, que s’opére I’ouverture du cycle (figure 1-41), aboutissant
aux séco-iridoides. Cette ouverture conduit au sécologanoside, précurseur de tous les séco-

iridoides et de beaucoup d’alcaloides, particulicrement les alcaloides indoliques (Yamamoto

et al., 1999).

Dialdehyde \

OH

x X
Lo} (o) /O
H
HO 0-Gle O-Gle
Antirrhinoside Aucuboside Gardenoside
CO,CH;
H
X
OH
o]
H
0-Gle
Loganoside

O-Gle

Secologanoside

Figure I-35. Biosynthese des iridoides.

1.4.1.2.7.3. Classification des iridoides :

Il y a quatre groupes principaux d’iridoides : iridoides simples non hétérosidiques et se
résumant donc uniquement a la partie génine ou aglycone, iridoides glycosides ou glycosilés

les plus abondants, séco-iridoides et bisirioides.

1.4.1.2.7.3.a. Iridoides simples :

Les iridoides simples peuvent étre alcaloidiques, polycycliques, esters et éthers

internes (Bruneton., 1999). Les structures les plus simples ont été identifiées dans les plantes.
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On peut citer I’iridoide simple appelé népétalactone, constituant odorant majeur d’une plante
labiée Nepeta cataria L., nommée également herbe a chat en raison de son effet attractif pour

les chats (Takeda et al., 1995).

Nepetalactone

Les iridoides lactoniques peuvent étre subdivisés en deux groupes de types I et II,
selon 1’orientation régiochimique de la lactone par rapport au noyau cyclopentanique
fonctionnalis¢ (Nangia et al., 1996). Dans le cas des iridoides de types I représentés par
l'iridomyrmecine et l'isoiridomyrmecine isolés respectivement de Iridomyrmex humilis Mayr.
Et Iridomyrmexnitidus Mayr. (Pavan., 1955 ; Fusc et al., 1955), le groupement carbonyle de
la lactone est en position C-3. Dans le cas des iridoides de type II comme les composés
dihydronepetalactone et isodihydronepetalactone, ce dernier est en position C-1 (Nangia et al.,

1996).

H H

T
Tl

S limy,,,,
S My,

10 ¢]

Iridomyrmecine Isoiridomyrmecine Dihydronepetalactone Isodihydronepetalactone
Figure I-36. Quleques exemples des iridoides simples.
1.4.1.2.7.3.b. Iridoides glycosides :

La majorité des glycosides d’iridoides sont des glycosides, la liaison hétérosidique
s’établissant entre 1’hydroxyle porté par le carbone anomérique du D-glucose et I’hydroxyle
en C-1 de la génine, comme dans le loganoside, précurseur immédiat de la plupart des
iridoides. Cependant mais rarement, la liaison hétérosidique s’établit avec I’hydroxyle en C-
11, comme dans le cas de 1’ebuloside, iridoide isol¢ de la famille Caprifoliaceae (Bruneton.,

1999).
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10 OW
Loganoside Ebulosid

(2

Le type de sucre et sa complexité peuvent également varier. Pour I’exemple, le
catalpol peut avoir un rhamnopyranosyl porté par le carbone C—6 conduisant au 6—O—a—L—

rhamnopyranosylcatalpol, 1solé de Scrophularia nodosa (Philip et al., 2002).

OH
HO,

HC 0.
Ho— 0-Gle
Catalpol 6-0-a-L-rhamnopyranosylcatalpol

Figure I-37. Quleques exemples des iridoides glycosides.
1.4.1.2.7.3.c. Sécoiridoides :

Ces composés résultent par 1I’ouverture oxydante de la liaison C7—C8 de la génine. Les

différentes génines se caractérisent par certaines fonctionnalités :

- Présence d’un groupe vinyle en C9 sous forme lactone par exemple le gentiopicroside

(Asahina et al., 1936) ou ouverte (sécologanoside) (Battersby et al., 1968 ; Souzu et

al., 1996).
0. O
NN
O
H 0O-Gle
O-Glc
Gentiopicroside Secologanoside

Figure I-38. Exemples de sécoiridoides possédant une chaine latérale vinylique.
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1968) ou

- Présence d’un groupement <¢&thylidéne (oléoside (Garibold et al.,
hydroxyéthylidéne (10-hydroxyoléoside-11-méthylester (14) (Shen et al., 1990) en C9.

Présence d’un acide carboxylique estérifié (oleuropéine (Panizzi et al., 1960) ou non.

O-Gle

O-Gle

Oleuropeine

O-Gle
10- hydroxy-11-méthylester-oleoside

Oleoside
Figure I-39. Exemples de sécoiridoides possédant un groupement éthylidéne.

par refermeture en C8 via une liaison C-O,

Présence d’une structure tricyclique
comme pour le sécogalioside (Bock et al., 1976) :

H 0-Gle

Ol

T

Secogalioside

Figure I-40. Exemple de sécoiridoide possédant une structure tricyclique.

1.4.1.2.7.3.d. Bis-iridoides :
Ce type d’iridoides et composé de deux molécules iridoiques reliés au minimum par

une liaison (généralement une liaison ester). Les deux composés iridoides peuvent étre liés

directement entres eux sylvestroside I (Abdallah et al., 1991) ou par un squelette intermédiaire

coelobillardin (Magiatis et al., 2002).

OH

Sylvestroside 1

Figure I-41. Exemples de bisiridoides.
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1.4.1.2.7.4. Activités biologiques des iridoides

Les iridoides sont souvent présents dans les feuilles de plantes utilisées en
phytothérapie et en médecine traditionnelle pour leurs propriétés thérapeutiques
antipyrétiques, antitussives, hypotensives et dans le traitement de diverses affections et plaies

cutanées.

Certaines plantes a iridoides sont enregistrées dans la pharmacopée européenne a titre

d’exemple on peut citer :

- L’Harpagophytum procumbens, les racines scches utilisées pour le traitement
symptomatique des manifestations articulaires mineures, peuvent contenir jusqua 2 %

d’harpagoside.

- Les racines séches de 1’espéce Gentiana Ilutea sont utilis€ées comme stimulant de

I’appétit. Elles peuvent contenir jusqu’a 9 % de gentiopicroside.

- Les feuilles séches de I’olivier (Olea europaea, Oleaceae) ont des propriétés
hypotensives, hypoglycémiantes et diurétiques. Elles peuvent contenir jusqu’a 9 %
d’oleuropéine. Nombreux travaux se sont intéressés aux activités biologiques et
pharmacologiques d‘iridoides et de sécoiridoides. Ces travaux ont montré que ces
composés possédent de multiples activités biologiques et plusieurs revues font état
d’activités pharmacologiques de type anti-allergique, hypotensif, anti-hépatotoxique,
cholérétique, hypoglycémiant, purgatif, anti-inflammatoire, antipasmodique,
antitumoral, antiviral et antibiotique (Dinda et al., 2009; Villasenor et al., 2007,

Menichini., 2008).
1.4.2. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols constituent une famille de molécules
organiques largement présente dans le régne végétal (Dave, 2003), ce sont des métabolites
secondaires, caractérisés par la présence d’un cycle aromatique portant des groupements
hydroxyles libres ou engagés avec un glucide (Boizot et al, 2006). L’¢lément fondamental qui
les caractérise est la présence d’au moins un noyau benzénique (aromatique), auquel est
directement li¢ au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction : éther,

ester ou hétéroside.
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Ces composés manifestent une grande diversité de structures : quinones, coumarines,
acides phénoliques, flavonoides, tanins, stilibénoides, lignanes et xanthones. (Jensen., 1991)

Ces structures peuvent étre diversement substituées (glycosylées, estérifiées, acylées...).

1.4.2.1. Les acides phénoliques

Le terme d’acide phénolique peut s’appliquer a tous les composés organiques
possédant au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En phytochimie,
I’emploi de cette dénomination est réservé aux seuls dérivés de ’acide benzoique ou de

l'acide cinnamique.
1.4.2.1.a. Les acides hydrobenzoiques :

Ils sont dérivés par hydroxylation de 1’acide benzoique avec une structure de base de

type C6-C1 (tableau I-14) (Sarni et Cheynier, 2006).

Tableau I-14. Les principaux acides hydroxybenzoiques.

R, Ry R: R; R4
benzoicacid (nonphénolique) H H H H
® . p-hydroxybenzoicacid H H OH H
protocatechuicacid H OH OH H
N coon vanillicacid H OCH3 OH H
gallicacid H OH OH OH
syringicacid H OCH3 OH OCH3;
salicylicacid OH H H H
gentisicacid OH H H OH
1.4.2.1.b. Les acides hydroxycinnamiques :

Les acides hydroxycinnamiques représentent une classe trés importante dont la
structure de base C6-C3 dérive de celle de I’acide cinnamique. Les molécules de base de la
série hydroxycinnamique sont I’acide p-coumarique (et ses isomeres O- et m-coumariques) et
les acides caféique, férulique et sinapique (tableau I-15). Ces acides sont rarement présents a

I’état libre et existent généralement sous forme d’esters ou de glycosides (Sarni et Cheynier,
2006).
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Tableau I-15. Les principaux acides hydroxycinnamique.

o Ry R; R;
- N cinnamic acid H H H
° p-coumaric acid H OH H
caffeic acid OH OH H
e ferulic acid OCHs OH H
R sinapic acid OCH3 OH OCH3

e-anethol H OCH3 H

1.4.2.1.2. Propriétés thérapeutiques des acides phénoliques :

Les acides phénoliques sont considérés comme substances phytochimiques avec des
effets prébiotiques, de chélation et anti-inflammatoire. Leur toxicit¢é est faible.
Pharmacologiquement, le mieux caractérisé est 1’acide caféique, cet acide et I’acide férulique
empéchent la formation du cancer des poumons chez les souris (Psotova et al, 2003). L’acide
gallique inhibe la formation du cancer oesophagien chez les rats (Hale, 2005) L’acide
rosmarinique, est fortement anti-inflammatoire. Les acides phénoliques sont connus aussi

pour leurs propriétés antibactériennes (Didry et al, 1982) et antifongiques (Ravn et al, 1988).
1.4.2.2. Les phenylethanoides glycosides

Les composés naturels phenylethanoides glycosides (PhGs) ont été un sujet d’intérét
pour les chimistes médicinaux donnent leur génial potentiels dans les applications
pharmaceutiques et industrielle. Comme leur nom 1I’indique les structures de base de PhGs
sont caractérisées par le fragment hydroxyphénylethyle attachés a un S-glucopyranose par une

liaison glycosidique.

Les structures de base sont souvent substituées avec des substituants tels que les acides
aromatiques et les divers sucres (ex: rhamnose, xylose, apiose et arabinose) attaché
respectivement au résidu de glucose par une liaison ester ou bien par une liaison glucosidique

(Fu et al., 2008).

Les phenylethanoides glycosides (PhGs) sont solubles dans I’eau, distribués largement
dans le régne végétal, la plupart sont isolés a partir de plantes médicinales. Ces composés ne
sont pas spécifiques pour un organe et ont été isolé des racines des plantes, écorces, feuilles,

parties aériennes (Jiménez et al., 1994).
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La majorité¢ des phenylethanoides rapportés a ce jour se trouvent dans les familles :
Oleaceae, Plantaginaceae, Lamiaceae et Orobanchaceae (Nazemiyeh et al., 2006). La
premicre référence de la littérature sur les phenylethanoides glycosides concerne I’isolement
de Echinacoside a partire de Echinacea angustifolia (Asteraceae) en 1950 (Stoll et al., 1950)

mais leurs structures n’ont ét¢ déterminées qu’en 1983 (Becker et al., 1982).

HO Q
HO HO. fe)
OH
HO \ O OH
Q
O OH
O O
OH
HiC o
HO
HO
OH
Echinacoside

Grace a D’amélioration rapide des technologies de I’isolement, purification et
¢lucidation de la structure presque 200 nouveaux PhGs ont été identifi¢ jusqu’a 2008 (Fu et

al., 2008).
1.4.2.2.1. Activité biologique de PhGs :

Au cours des dix derni¢res années un grand nombre de PhGs ont été isolé a partir de
différentes plantes dont plusieurs ont montré une activité pharmaceutique variée comprenant
antibactérienne (Endo et al., 1981; Nishibe et al., 1982; Shoyama et al., 1986; Shoyama et al.,
1987; Ravn et al., 1988), neuroprotective, anti-inflammatoire (Fu et al., 2008), antioxydant
(Miyase et al., 1991), immunosuppresseur (To et al., 1990), antitumeur, antihypertension,
analgésique (Andary et al.,, 1980; Khan et al., 1992), antivirale (Cheminat et al., 1988),
antihépatotoxique (Houghtonet al., 1989).

1.4.2.3. Les flavonoides
1.4.2.3.1. Généralités :

Occupant une place prépondérante dans le groupe des phénols, les flavonoides sont
des métabolites secondaires ubiquistes des plantes. Plus de 4000 flavonoides naturels ont été
décrits. On estime que 2 % environ du carbone organique photosynthétis¢ par les plantes, soit

quelques 109 tonnes par an, sont convertis en flavonoides (Agrawal et al., 1989).
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Flavonoides (de flavus, « jaune » en latin) est le terme générique pour des composés
basés sur un squelette a 15 carbones, qui a son niveau le plus simple, consiste en deux cycles
phényles, les cycles A et B, connectés par un pont a trois carbones (structure en Cg -C3 -Cs).
Le pont en Cj3 entre les cycles A et B est communément cyclisé pour former le cycle C (figure

1-42).

Figure 1-42. Structure de base des flavonoides.
1.4.2.3.2. Classification :

Les diverses classes de flavonoides différent en fonction de la cyclisation et du degré
d’insaturation et d’oxydation du cycle C alors que les composés individuels au sein d’une
classe différent par la substitution des cycles A et B. Parmi les nombreuses classes de
flavonoides présentées (figure 1-43), nous citerons les principales : anthocyanes, flavanols,

flavones, flavanones, isoflavones et proanthocyanidols (Harborne, 1988).

Les flavonoides sont souvent hydroxylés en positions 3, 5, 7, 3', 4' et/ou 5'. Un ou
plusieurs de ces groupes hydroxyles sont fréquemment méthylés, acétylés, prénylés ou
sulfatés. Dans les plantes, les flavonoides sont souvent présents sous forme C- ou O-
glycosylés ; les formes libres, sans sucres attachés, sont appelées génines. Les O-glycosides,
de loin les plus fréquents, portent leurs substituants sur les groupements hydroxyles de la
génine, alors que pour les C-glycosides, la liaison se fait directement avec un carbone de la
génine, les C-6 et/ou C-8. En effet, la formation de la (ou des) liaison(s) hétérosidique(s) est
sous la dépendance de transférases trés spécifiques quant au substrat et a la position

d’osylation (Bruneton., 1999).
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OH

HO o

OH 0
FLAVONES FLAVONOLS FLAVANONES
R R R
Apigenin H Kaempferol H Naringenin H
luteolin OH Quercetin OH Eriodictyol OH
R R r
OH oH on

OH )
FLAVAN3-OLS FLAVAN-3,4-DIOLS DIHYDROFLAVONOLS
~ R R R
Afzelechol  H Leucopelargonidol ~ H Dihydrokaempferol ~ H
Catechol OH Leucocyanidol OH Dihydroquercetin OH

x-

0.
O +\
/ OoH

HO.

on 0 on
CHALCONES ANTHOCYANIDOLS AURONES
R R .
Isoliquiritigenin H Pelargonidol H Hiopidol
Buteine OH cyanidol OH

Figure I-43. Différentes classes de flavonoides.
1.4.2.3.3. Propriétés biologiques des flavonoides :

Connus pour leurs multiples rdles, les composés flavoniques ont attirés 1’attention
d’un grand nombre de chercheurs de différentes disciplines (biologistes, chimistes,
pharmaciens et médecins) ou on leur reconnait des activités anti-tumorales (Stavric et al,
1992), anti-carcinogeénes (Das et al, 1994), anti-inflammatoires (Bidet et al, 1987),

hypotenseurs et diurétiques (Bruneton, 1993), antioxydantes (Aruoma et al, 1995).
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1.4.3. Les lignanes
1.4.3.1. Définition :

Le terme Lignane a été inventé par Haworth en 1936 pour décrire une groupe de
dimeres de phénylpropanoides (Umezawa., 2003; Willfor et al., 2006). Les lignanes sont des
composés naturels diméres dont le squelette résulte de 1’établissement d’une liaison entre les

carbones £ des chaines latérales de deux unités dérivées du 1-phényl propane (liaison C8-C8").

Les lignanes sont des produits du métabolisme secondaire produit par plusieurs plantes

pour servir de molécules de défense contre les prédateurs.
1.4.3.2. Diversité structurale des lignanes

Huit groupes structuraux fondamentaux sont distingués, les plus simples sont les
composés a squelette dibenzylbutane (liaison 8-8'). Leur éventuelle cyclisation peut conduire

a d’autres types de lignanes (Umezawa 1990) (figure 1-44).

Dibezylbutanes lignans (8-O-8')  Monofuranics lignans (9-0-9')  Monofuranics lignans (9-O-7') Aryltaranines lignans

Butyrolactones lignans Dibenzocyclooctanes lignans Monofuranics lignans (7-O-7") Furanofuranics lignans

Figure I-44. Différents groupes structuraux fondamentaux des lignanes.
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1.4.3.3. Intéréts pharmacologiques des lignanes

Les lignane jouent un grand role dans le traitement de plusieurs maladies, les plantes
riches en lignanes sont utilisées pour traiter diverses maladies comme le cancer (Pelucchi et
al., 2004), l'arthrite, 1'ulcére et les douleurs (Chi 2001). Ces composés possédent une large
gamme d'activités biologiques incluant : ['activit¢ antitumorale, anti-oestrogénique,
bactéricide, antifongique et anti-inflammatoire (Raffaelli et al., 2002), cytotoxique (Tandon et

al., 1976), antivirale (Cos et al., 2008) et antimicrobienne (Saleem et al., 2005).

La recherche scientifique a aussi démontré que les lignanes sont transformés par les
bactéries intestinales en composés qui protégent des maladies hormonales. De nombreux
composés appartiennant a cette famille, font 1’objet d’exploitation dans un but thérapeutique,

par exemple : La podophyllotoxine est utilisé pour le traitement du condylome.
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I1.1.1. Matériel végétale

Le matériel végétal étudié a été récolté en Algérie et identifi¢le par Kamel Kabouche
et Prof. Gérard De Bélair (Faculté de sciences, Université d’Annaba Algérie). Un échantillon
a été déposé au laboratoire d’Obtention de Substances Thérapeutiques (LOST) (SBR.09.15)
pour I’espece Salvia buchananii, (CT.03.12) Cistanche phelypaea et (APD.05.16) pour

I’espéce Anarrhinum pedatum.
I1.1.1.1. Salvia buchananii Hedge.

Les racines de la plante Salvia buchananii ont été collectées a Chaabet-Ersas
Constantine, en Septembre 2015, apres séchage dans un endroit sec et a 1’abri des rayons

solaires, 950 g du matériel pulvérisé ont été obtenus.
11.1.1.2. Cistanche phelypaea (L.)

La plante enticre (tige, feuilles et fleurs) Cistanche phelypaea a été collectée au mois
de Mars 2012 dans la région de Ghardaia. Aprés séchage et broyage, la poudre obtenue est
pesée pour obtenir 4 kg du broyat.

11.1.1.3. Anarrhinum pedatum Desf.

Les parties aériennes de la plante Anarrhinum pedatum ont été collectées a Djbel El
Ouehch-Constantine, en Mai 2016. Aprés séchage dans un endroit sec et a I’abri des rayons

solaires, 2 kg du matériel pulvérisé a été obtenus.
I1.1.2. Techniques chromatographiques
I1.1.2.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Utilisées a chaque ¢étape pour le suivi et le contréle des purifications, les
chromatogrammes sur couche mince permettent de vérifier la présence et 1’état de pureté des
produits suivis. Les analyses sur couche mince sont réalisées en phase normale et/ou en phase
inverse sur des plaques d’aluminium ou en verre (Merck) : en phase normale, Silicagel 60

F254, 0.20 mm thickness) (Merck) ou en phase inverse, RP 18 Fasss, 0.20 mm (Merck).

Le développement des plaques s’effectue dans des cuves en verre saturées avec
I’¢luant appropri¢. Cette phase mobile est constituée d’un mélange binaire, tertiaire ou

quaternaire de solvants selon le type de séparation souhaitée. Dans notre cas, les systemes de
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solvants utilisés pour les CCM en phase normale sont : n-Hexane—CHClz, CHCl3—MeOH,
CHCl3-MeOH-H>0O, n-BuOH-CH3COOH-H>0O, CHCI3-MeOH-H,0—i-PrOH et en phase
inverse MeOH-H>O.

L’observation des CCM s’effectue en lumiere visible et sous UV (254 et 356 nm),
avant la révélation par un révélateur approprié€, le réactif utilisé¢ pour le présent travail est le

sulfate de cérium (IV) (une solution composée de 4 g de Ce(SO4)2, a 175 mL d’eau distillée).
I1.1.2.2. Chromatographie d’exclusion

Les chromatographies d’exclusion ou filtration sur gel ont été réalisées comme étapes
de fractionnement visant a éliminer des pigments. Elles ont ét¢ effectuées sur Sephadex® LH-
20 (40-70 pum, I’¢lution est réalisée par le méthanol au débit 1.0 mL/min). Les échantillons a
séparer ont ét¢ introduits sous forme liquide apres dissolution dans un volume d’¢éluant le plus
petit possible et éventuellement filtration. Le suivi des séparations et le rassemblement final
des fractions ont été faits sur la base d’analyses par CCM. Les fractions ont été récoltées par

un collecteur automatique RediFrac (Pharma Biotech).
I1.1.2.3. Chromatographie sur Colonne Flash (CCF)

Une certaine séparation a été effectuée avec Biotage® Isolera®Spektra (figure II-1)
pour le systéme de purification par éclair afin d’améliorer les fractions et la pureté des
composés avec détection A et analyse spectrale PDA a 254 et 320 nm. La taille de la

cartouche, en fonction de la quantité du mélange chargé, est indiquée au tableau II-1.

Figure II-1. Biotage® Isolera® Spektra.
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Tableau II-1. Les différentes tailles des cartouches utilisées pour les colonnes flash avec les

débits des solvants adaptés.

Type Colonne Dimensions Colonne Débit Cartouches Débit Poids Masse de

flash (mm) Volume prescrit (mL/min) silice(g) I’échantillon a
(mL/min) déposer (mg)

Biotage SNAP 21x55 17 mL 10-50 SNAP Ultra 10-20 1.5 100-500

Ultra 10 g 10 g

Biotage SNAP 30x 72 45mL 20-100 SNAP Ultra 15-40 5.5 250-1250

Ultra25 g 25¢

Biotage SNAP 39x 81 85 mL 30-150 SNAP Ultra 30-50 14 500-2500

Ultra50 g 50g

Biotage SNAP 39x 157 164 mL 30-150 SNAP Ultra 30-50 14 1000-5000

Ultra 100 g 100 g

Biotage SNAP 71 x 168 582 mL 65-325 SNAP Ultra 65-120 57 3400-17000

Ultra 340g 340g

I1.1.2.4. Chromatographie Centrifuge a haute performance (CPCHP)

Basée sur une technique de chromatographie de partage liquide/liquide, la
chromatographie de partage centrifuge (CPC) utilise le principe de partage des solutés entre
deux phases liquides non miscibles, préparées par mélange de deux ou plusieurs solvants ou
solutions. Une phase est maintenue stationnaire par une force centrifuge, ’autre pompée a

travers, joue le role de phase mobile permettant ainsi des échanges entre les deux phases.

Grace a la force centrifuge exercée par la rotation du rotor, la phase stationnaire est
retenue sur la partie extérieure de la cellule. La pompe permet de faire passer la phase mobile
a travers la phase stationnaire, permettant 1°‘échange entre les deux phases. Lorsque la phase
inférieure (souvent la phase aqueuse) est la phase stationnaire, la phase mobile (souvent la
phase organique) est pompée en mode ascendant dans la cellule. Inversement lorsque la phase
supérieure est la phase stationnaire, la phase mobile est pompée en mode descendant. Cela

permet de faire varier la phase mobile en fonction des composés a séparer.

L e L ]
: Phase mobile .
Force centrifuge : legére Force centrifuge 3 Phase stationnaire

. . legére

L L]

L] L]

: Phase :

. stationnaire . Phase mobile
v lourde v lourde
Mode Ascendant Mode Descendant

Figure II- 2. Représentation schématique d'une cellule en mode ascendant et descendant.
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HPCPC a été effectu¢ sur un appareil CPC240 EverSeiko (Everseiko Co., Japan),
équipés de3136 cellules (¢ 15 mm et 240 mL), un rotor de 240 mL réglé a la vitesse de
rotation de 700 rpm, ¢éluées avec des mélanges de solvants sélectionnés avec précision sur la
base de la composition chimique de 1’échantillon. Les fractions ont été recueillies par un
collecteur automatique RediFrac (Pharma Biotech), et rassemblées selon les résultats des

analyses par CCM.

Figure II- 3. Systéme de CPCHP.
I1.1.2.5. Chromatographie liquide haute performance semi-préparative (CLHP)

Les analyses CLHP ont été effectuées a l'aide d'une chaine chromatographique
Dionex, munie d’une pompe Shimadzu LC-8A, d'un injecteur Shimadzu et d’un détecteur
Shimadzu RID-10A. La séparation a été réalisée sur une colonne C18 p-Bondapak (30 cm x
7,8 mm, 10 um Waters débit de 2,0 mL / min). Les mélanges MeOH—H>O ont été utilisés

comme phases mobiles.
I1.1.3. Méthodes physico-chimique
I1.1.3.1. Pouvoir rotatoire

Le pouvoir rotatoire des molécules a ét¢ mesuré sur un polarimétre de type Perkin-
Elmer 241 a la longueur d’onde de la raie D du sodium (A= 589 nm) dans une cuve de 10 cm a
température ambiante. Le pouvoir rotatoire spécifique [a]p, exprimé en degrés, est calculé a

partir de la formule suivante : [alp =1000.a/1.c

(o: angle de rotation, en degré, lu sur le polarimétre, 1 : longueur, en dm, de la cuve de

mesure, ¢ : concentration de la molécule en solution en g/L).
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I1.1.3.2. Spectrométrie Ultra-violette-visible (UV)

Les spectres UV des composés ont ét¢é mesurés dans le méthanol a I’aide d’un
spectrophotomeétre du type Perkin—Elmer—Lambda, double faisceau permettant des lectures

directes contre témoin. Les mesures se font dans des cuves de quartz a trajet optique de 1 cm.
I1.1.3.3. Spectrométrie de masse (MS)

Les analyses MS et MS" (mode positif et négatif) ont été obtenues a ’aide d’un
spectrometre LCQ Advantage (Thermo Finnigan, USA) équipé d’un analyseur de picge
ionique et d’un logiciel Xcalibur 3.1. Toutes les molécules analysées ont été solubilisés dans
le MeOH puis diluées a 10-20 pm/mL. L’injection se fait grace a une seringue de 500 pl, avec

un débit de 5 pl/min.

HR-ESI-MS a été réalisé a I’aide d’un nanosysteme LC-MS/MS, d’un module UPLC
nanoAcquity et d’un spectrométre Q-TOF de premicre qualité équipé d’une source d’ions
nanoé¢lectrospray (Waters-Milford, MA, USA) appareil de masse pour effectuer une

correction d’étalonnage en temps réel.
I1.1.3.4. Spectrométrie de résonance magnétique nucléaire (RMN)

Les spectres de résonance magnétique nucléaire du proton et du carbone (RMN- 'H et
13C) ont été enregistrés sur un spectrométre BRUKER Advance 250 et sur BRUKER DRX-
500 ("H a 500 MHz et '3C a 125 MHz) et 8 BRUKER DRX-600 (‘H a 600 MHz et 1*C a 150
MHz) équipé d’une cryoplateforme.

Les échantillons ont été solubilisés dans le solvant deuterré CD3OD. Les déplacements

chimiques (8) sont exprimés en ppm par rapport au tétraméthylsilane (TMS).

Les programmes de séquences impulsionnelles standard fournies par BRUKER ont
permis de réaliser les expériences bidimensionnelles : COSY 'H-'H courte distance (3J, *J),
HSQC-J modulé 'H-"*C direct ('), HMBC 'H-"3C (longue distance (%/, °J, *J), NOESY'H-'H
ou ROESY 'H-'H (couplage a travers 1’espace).

I1.1.3.5. Analyse statistique

Les résultats d’acticité cytotoxique on exprimé en moyenne +SD d’analyse en trois
essais. Les valeurs de Clso (Concentration d’inhibition a 50%) sont calculées par la méthode

de régression linéaire a partir de la courbe [% inhibition = f (concentration)], les comparaisons
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multiples et la détermination des taux de signification sont faits par le test "student’s t-test”.

Les différences sont considérées statistiquement significatives au seuil du p< 0.05.
I1.1.4. Analyses GC et GC/MS
I1.1.4.1. Analyse GC :

L’huile essentielle de 1’espece Salvia buchananii, a ¢été analysée sur un
chromatographe en phase gazeuse de type Hewlett Packard 6890, équipé du FID et d’une
colonne capillaire HP-5MS (5% phénylméthylpolysiloxane) de (30m x 0.25 mm ; épaisseur
de film 0.25 pum). La température du four étant programmée de 60-275°C a une vitesse de
4°C/min, avec une température d’injection et détection de 280°C, et un volume injecté de 0,1
mL. Le gaz vecteur étant I’Hélium avec un débit de 2 mL/min. le mode d’injection est un

mode split (rapport de fuite : 1/50).
11.1.4.2. Analyse GC/MS :

L’analyse GC/MS a ¢été effectuée sur un appareil Hewlett Packard 6890 muni d’un
détecteur masse couplé du type Hewlett Packard 6890, équipé¢ du FID et d’une colonne
capillaire du type HP-5MS (5 % méthylphénylpolysiloxane), de (30 m x 0.25 mm. épaisseur
de film 0.25 pm). Les conditions opératoires sont les mémes pour les analyses GC (la

colonne, la température du four, le débit et le gaz vecteur). Les paramétres MS étaient :
- Potentiel d’ionisation : 70 ev.
- Résolution : 1000.

- Température de trappe d’ions : 200°C.
11.1.4.3. Identification des composants de I’huile essentielle de S. buchananii Hedge.

Les composants de 1’huile essentielle de S. buchananii ont été identifiés en comparant
leurs indices de rétention (IR), relatifs aux n-alcanes Co -Cy7, avec des composés deréférences
dans la littérature, et confirmés par GC-MS en comparant leurs spectres de masse avec ceux

des substances de référence (Mclafferty et al., 1991, Adams, 2007).

I1.1.5. Extraction, purification et hydrolyse
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11.1.5.1. Salvia buchananii Hedge.
I1.1.5.1.1. Extraction solide-liquide a partir des racines de S. buchananii (SBR) :

Une extraction préliminaire a été réalisée sur 950 g de poudre des racines par quatre
extractions successives a 1’aide de solvants de polarité¢ croissante : n-hexane, chloroforme,
CHCI3-MeOH (9 : 1 v/v) et méthanol (100 %). Les quatre extraits obtenus sont: 1.76 g
(SBRuex), 4.98 g (SBRcuci), 3.75 g (SBRe-m) et 24.80 g (SBRwmeon). Le protocole

d’extraction est récapitulé dans le schéma ci-apres :

Racines séches et pulvérisés de
Salvia buchananii (950g)

* Macération avec n-hexane 100% (3x 24h).
* Evaporation a sec.

Mare [ Extrait n-hexane (SBR,,.) 1.76g ]

(0.18%)
* Macération avec CHCl; 100% (3= 24h).

* Evaporation a sec.

Extrait CHCl; (SBRyy) 4.98g Mare
(0.52%)

* Macération avec CHCl; -MeOH (9:1 v/) (3= 24h).
* Evaporation & sec.

Marc Extrait CHClL; -MeOH (9:1 v/v)
‘ (SBR crcia meon) 3-738 .400)

* Macération avec MeOH 100% (3= 24h).
* Evaporation a sec.

Marc Extrait MeOH (SBRys05) 24.82
(2.61%)

Schéma II- 1. Différentes étapes de I’extraction des racines de la Salvia buchananii.

Les extraits résultants sont passés en CLHP couplée a la spectroscopie de masse (LC-

MS), pour déterminer leur richesse (figure I1-4 - II-5).
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Figure II- 4. Chromatograme LC-MS en mode positive des extraits SBRuex et SBRcHCL.
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Figure II-5. Chromatograme LC-MS des extraits SBRc-m et SBRmeoH.

- Une similitude est observée entre le profil LC-MS de I’extrait n-hexane (SBRHex)

riche en acides gras et celui d’extrait chloroformique (SBRcucis). Nous avons choisi
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d’étudier I’extrait (SBRcucn) car la quantité (4.98 g) est plus importante et son profil

LC-MS a montrer une richesse en métabolites.

- Nous avons aussi choisi d’étudier 1’extrait chloroforme-méthanol (SBRc-m) car sa

quantité est plus importante par rapport a 1’extrait méthanol (SBRmeon).

Avant d’entamer la séparation chromatographique, nous avons procédé¢ a des tests
chromatographiques sur couche mince de gel de silice greffée (CCM), afin de choisir la

technique convenable pour une meilleure séparation.
I1.1.5.1.2. Fractionnement et purification de I’extrait chloroformique (SBRcuci3) :

Une cartouche de 340 g de gel de silice en phase normale a été utilisée pour le
fractionnement de 4.98 g de I’extrait SBRcucis par flash chromatographie, en utilisant comme
systétme de séparation CHCl3-MeOH (100:0 a 0:100). La détection est principalement
effectuée par UV. Des fractions de 27 mL ont été récoltées et regroupées en fonction de leur
profil analysés par CCM (phase normale) réalisées avec différents systeémes d’¢lution
mentionnées ci-dessous (tableau I1-2). Les plaques sont visualisées sous la lumiére UV puis
révélées avec le Ce(SO4)/H2SO4 et chauffées a 100°C. 14 fractions ont été récoltées apres

rassemblement des fractions présentent des similitudes (figure I1-6).

Extrait SBRCHCB
(4.98 g

- Flash chromatographique silice normal
- Elution gradient CHCL-MeOH

Sbg Sbll
1250 mg 241 0 mg
CLHP Semi-prép CLHP Semi-prép
Iso 80% MeOH Iso 75% MeOH
Sbgil Sb8/2 Sb&/3 Sb&i4 Sb&/5 Sb11/1 Sb11/2 Sb11/3 Sb11/4
180 mg 133 mg 29mg 09 mg 132 mg -79.0mg 09 mg -16.3mg 126 mg
v v v

SBR2 SBR1 SBR3

Schéma II-2. Fractionnement et purification de 1’extrait SBRcucu.
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Tableau II-2. Fractionnement par chromatographie flash de I’extrait SBRcuci des racines de

S. buchananii.

CHCI:-MeOH | LOTS | Fractions | Masse Observations et | Eluant des CCM
(mg) produits isolés
100 :00 1-6 Sb1 205.9 Fraction non
exploitable (stérol)
7-9 Sb2 111.7 | Mélange complexe | CHCI:-MeOH
10-12 | Sb3 47.7 Faible quantité 98 :2
13-14 | Sb4 414.3 M¢élange complexe
15-16 | Sb5 751.5 | M¢lange complexe
17-18 | Sb6 19.3 Faible quantité
v 19-22 | Sb7 130.2 | M¢élange complexe
(acides gras) CHCI:-MeOH
95:5 23 Sb8 125.0 SBR1&SBR: 97 :3
95:5 24 Sb9 82.9 M¢élange complexe
25-26 | Sb10 195.0 CHCI:-MeOH
27 Sb11 241.0 SBR3 95:5
28-30 | Sbl12 313.1 M¢élange complexe
31-33 Sb13 86.8 Non exploitable CHCI:-MeOH
0:100 34-37 | Sbl4 270.1 | Mélange complexe 9:1
CHCl,- MeOH 98: 2 CHCl,- MeOH 97:3 Eﬂma- MeOH 95: 5 ] CHCl,- MeOH 9: 1
' i ]
e 13 ‘ '
- arh i
-t ‘-‘
' : !!
ok ne o
o 8 088
—_— — — e e ——— e L e
Shl  Sh2 Shi  ShS  Sh6 Sh7 Sh8Sho Sh10 'ShIL  ShI2 Sh13 Sh14

Figure I1-6. Profils CCM sur gel de silice normale de I’extrait SBRcucis effectué.

e La séparation des fractions SbS, Sb10, Sb12, et Sb14 a été effectuée par CLHP semi-

préparative en utilisant comme systtme MeOH-H2O avec plusieurs proportions, mais cette

séparation a été échoué car il y avait plusieurs pics et une mauvaise résolution.

Nous nous sommes intéressés aux fractions Sb8 et Sb11. Ces deux fractions ont été

purifiées par CLHP semi-préparative.
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e Fraction Sb8 (125.0 mg) : est séparé en CLHP semi-préparative en utilisant 1’¢éluant
MeOH-H>O (80 : 20), le temps de I’injection 40 min (figure II-7). Les fractions ont été
recueillies et réunies selon le profil en CCM en phase normale réalisée dans le CHCl3-MeOH
(95 : 5, v/v) pour donner 6 sous-fractions, permettant ainsi d’obtenir les composés SBR1 (13.2

mg, =21 min) et SBR2(13.3 mg, #- = 12 min).

2SBR,
f SBR,
‘ — SBR;
&g *1
NP5 | =
N | ~ SBR;
\ ".'. My
‘II“ I\ \ ie o
W 5, ’
— & % \\
— | | -
> AT & -
by wox ¥
)| . > Sh8

Figure II-7. Chromatogramme CLHP semi-préparative et profil CCM de la fraction Sb8.

e Fraction Sb11 (241.0 mg) : a séparé¢ par CLHP semi-préparative en utilisant 1’¢éluant

MeOH-H>O (75 : 25) avec 11 injections pendant 35 min (figure II-8). Les sous fractions ont
¢été recueillies et réunies selon le profil en CCM en phase normale réalisée dans le CHClz—

MeOH (9 : 1) pour donner le composé SBR3 (12.6 mg a ¢-= 29 min).

"
' SBR,
...... |
- - ) | i
- 3 I 0 -
& oy “u '|' < ':\Bl;-\'.l..
a ! Hltfr\'l u‘lh - L s w ‘.::
. O [=V ¢h ———— N~
' 7 v 9 " ——
W s | L s B
r ! v
I | ;
L Shll

Figure I1-8. Chromatogramme CLHP semi-préparative et profil CCM de la fraction Sb11.
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I1.1.5.1.3. Fractionnement et Purification de ’extrait chloroforme-méthanol (SBRc-m) :

3.75 g de I’extrait SBRc-m a subit une chromatographie d’interaction hydrophobe sur
gel de Séphadex® LH-20 ¢lué¢ au MeOH. Le fractionnement sur gel de Sephadex® permet de
séparer les molécules d’un extrait selon leur poids moléculaire. Des fractions de 10 mL (0.8
uL/min) sont recueillies est regroupées en fonction de leur profil analysé en CCM sur gel de
silice en phase normal sur support glasses avec 1’¢luant CHCl3--MeOH-H,O (80 :18 : 2)
(tableau II-3).

Extrait SBRcuciMeoR
(3.75¢g)

- CC Sephadex® LH20 ,
- Elution isocratique MeOH 100%

Flash silice normal Sbsl Sbs4 Sbs6
Elution n-hexane-CHCI3 612.2 mg 24.0mg 90.7 mg
. CHCD- MeOH CLHP Semi-prép CLHP Semi-prép
(gradient 50:50 a 0:100 Iso 45% MeOH Iso 45% MeOH
100:0 4 0:100 )
Sbs2/1 Sbs2/2 Sbs2/3 Sbs2/4 Shsd/1 Sbsd/2 Sbsd/3 Sbsd/4 Sbs6/1 Sbs6/2
752 mg 31.6 mg 83.8 mg 5392 mg 33mg 1.1mg 51.1mg 1.2mg 1.1mg 1.2mg
CLHP Semi-prép
Iso 80% MeOH
\ 4 \ 4 \ 4
SBR4 SBRS SBR6
$bs2/2/1 $bs2/2/3
10.0 mg iimg
4
SBR2

Schéma II-3. Fractionnement et purification de I’extrait SBRcHCI3-MeOH.
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Tableau II-3. Fractionnement par colonne Séphadex de I’extrait SBRc-m des racines de S.

buchananii Hedge.
Systéme d’élution MeOH 100 %

LOTS Fractions Masse (mg) Observations et Produits isolés
1-5 Sbsl 876.5 Fraction non exploitable
6-7 Sbs2 612.2 M¢lange inséparable
8-10 Sbs3 30.6 Faible quantité
11-13 Sbs4 23.2 SBR4&SBRs
14 Sbs5 9.4 Faible quantité
15-17 Sbs6 90.7 SBRe

CHCl;- MeOH- H,0 80:18:2 SBR.y_
® |

———3

Y ! - ! < ;

Y

2 Ly

Y

e % J] :Q‘Q_H

Sbsl

Sbs2

Sbs3

Sbs4

Shs5

Sbs6

Figure I1-9. Profils CCM sur gel de silice normale de I’extrait SBRc-m

e Fraction Sbs4 (23.2 mg) : est fractionnée par CLHP semi-préparative en utilisant un

systétme MeOH—H>O (45 : 65) comme ¢luant pendant 25 min (figure 11-10). Pour fournir les
composés SBR4 (1.1 mg, #- = 6 min) et SBRs (1.2 mg, #- = 15.68 min).

w SBR,
]
;1 SBR;
A :’|
ﬁ‘{' . l‘\"
g |
I\‘.l vl\r\:\ a |
¥l . “:M-\ J‘\,J
' T L »

c-n-w A

|

i

) A%

SBR;

SBR,

L3 M, 5 St

Figure II-10. Chromatogramme CLHP semi-préparative et profil CCM de la fraction Sbs4.
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e Fraction Sbs6 (90.7 mg) : a été purifiée par CLHP semi-préparative en phase inverse
Cig en utilisant le systtme MeOH—-H>O (45 : 55 v/v) en isocratique, pendant 40 min (figure II-
11). Pour donner le composé SBRe (1.1 mg, #-= 13.40 min).

SBR,:

- : Y Shsé

Figure II-11. Chromatogramme CLHP semi-préparative et profil CCM de la fraction Sbsé6.

11.1.5.2. Cistanche phelypaea (L.)

I1.1.5.2.1. Extraction solide-liquide a partir des parties aériennes de C. phelypaea (CT)

4 kg des parties aériennes récoltée est séchés, broyées mises a macéréer dans un
mélange hydro-alcoolique : Ethanol/Eau : (70 : 30 ;(v/v)) pendant 24 heures a température
ambiante (cette opération a été répétée trois fois). La phase hydro-alcoolique est concentré
sous pression réduite a une température n’excédant pas 40°C, puis dilué¢ avec de I’eau distillée
a raison de 400 mL pour 1 Kg de matiére seéche. Une décantation pendant une nuit permet le
dépdt des composés hautement lipophiles (la chlorophylle, les cires, les résines, les boues
terpéniques, le sable etc...). La solution ainsi dégraissée subit une filtration pour obtenir une
solution aqueuse claire. Cette derniére a subi une extraction de type liquide-liquide en
utilisant des solvants de polarit¢ croissante en commencant par 1’éther de pétrole, le
chloroforme, puis ’acétate d’éthyle et en dernier le n-butanol. Les extraits obtenus sont

nommés CTep (3.27g), CTcuci (4.87 g), CTacore (10.96 g) et CTnsuon (36.86 g)

respectivement (schéma I1-4).
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Parties aidrinnes séchés et pulvénsés
de Cistancie phelypaca

M * Mpcdration & foed dans wn melange EtOH + H2O (70500 (3 x 24k)
Marg = .
| W * Filiration

[ Sohution hvdroédthanoliqus ]

* Evaporaton @ sec
W * Dintion  aves H:O distllée

[ Solution aqueuse ]

* Epuisement par ['éthey de pétroles

l = Diécantation
L * Evaporation & sec.
Extrait EF (Crg,) 3.272 ) [ Phase agueuse ]
(0.08 %) )
= Epuisement par CHCD
= Diécantation
v W * Evaporation & sec
Extrait CHCE (Clegen) | D
[ 4.78.2(0.12 %) [ whe Aaneme ]
* Epuisement par AcOE:
w * Décantation
L4 * Evaporation & sec.
Extrait AcOEt (Cly.oz,)
[ 10.96 g (0.27 %) [ Phase aqueuse ]
* Epunsement par le s-butaned
/" = Diécantation
L4 * Evaporation @ sec.

Extrait n-butanol (Ctyeqn) [

36.86 g (0.92 %) Phase agueuse ]

Schéma II-4. Différentes étapes d’extraction des parties aériennes de Cistanche phelypaea.

Les extraits résultants sont passés en CLHP couplée a la spectroscopie de masse (LC-

MS), pour déterminer leur richesse en métabolites secondaires (figure II-12- II-13).
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Figure II-12. Chromatogramme LC-MS des extraits CTep et CTcuc.
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Figure II-13. Chromatogramme LC-MS des extraits CTacokt et CTy-BuoH.
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CHCI3- MeOH | CHCI3- MeOH-H20
98:2 70:30:3

-
» T8

. P =
CTg, CTcucs CTac CTgyon

Figure I1-14. Profils CCM en phase normale des extraits CTep, CTcucis, CTacokt et CTy-
suoH de la plante C. phelypaea.

- Une grande similitude est observée entre le profil LC-MS de I’extrait CTacokt et celui
de D’extrait CT,-Buon. Nous avons choisi d’étudier I’extrait CTy-Buon car la quantité
(36.86 g) est plus importante que les autres extraits et son profil CCM (figure 1I-14) a

montré une richesse en métabolites.

Avant d’entamer la séparation chromatographique, nous avons procédé a des tests
chromatographiques sur couche mince de gel de silice normale (CCM), afin de choisir la

technique convenable pour une meilleure séparation.
I1.1.5.2.2. Fractionnement et purification de I’extrait n-buthanolique (CT,-Buon) :

10.59 g de I’extrait CTx-Buon ont été fractionnés par chromatographie d’exclusion sur
gel de Séphadex ® LH20, 1’¢lution est réalisée par le MeOH. Des fractions de 12 mL ont été
recueillies et regroupées en fonction de leurs profils analysés par CCM en phase normal
réalisées avec différents systémes d’élution mentionnées ci-dessous (tableau 11-4), fournissant
12 fractions (C1-C12). La fraction C12 contienne le composé¢ CT7 (28.0 mg) et a I’état pur
(figure 11-15).
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Extrait C tBu OH

10.59¢
CC Sephadex® LH20,

Elution isocratique MeOH 100%

c2 c3 cs c7 c12
245 1mg 896 Emg 949 Tmg 172 6 mg 28 0mg
CLHP Semi-prép CLHP Semi-prép CLHP Semi-prép CLHP Semi-prép
Iso 30% MeOH Iso 25% MeOH Iso 45% MeOH Is035% MeOH W
CT7
c253 Cs3 C5/5 C5/8
79mg T.0mg 14 9mg 11.1mg
€312 €353 cin ci2 c73
6.3mg 9_2_mg v 399mg 29mg 3.6mg
4 4
CT1 CT5 y CT4
A 4 W
_cr2 | cr1 | (S ——

Schéma II-5. Fractionnement et purification de I’extrait CTy-BuoH.

Tableau II-4. Fractionnement sur colonne de Séphadex de I’extrait CTu-suwon de C.

phelypaea.

Lots Fractions | Masse (mg) | Remarques/produits isolés | Eluant des CCM
22-37 Cl 1008.3 Fraction non exploitable
38-39 C2 245.1 CT:
40-43 C3 896.8 CT1&CT?
44-53 C4 5104 Profil identique a celui de la | CHCl3-MeOH-

fraction C5 H2O
54-58 Cs 499.7 CT3&CT4&CTs (70:30:3)
59-64 Co6 438.9 Profil identique a celui de la
fraction précedente

65-72 Cc7 172.6 CTs
73-88 C8 269.1 M¢élange complexe
107-119 C9 179.4 n-butano-
133-142 C10 51.4 Fractions non exploitables CH3COOH-H20
143-147 Cl1 29.9 (60:5:25)
148-153 C12 28 CT7
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CHCl,- MeOH- H,0 70: 30: 3

\
-
: t
C1 Ci C3

C4 1C5 | Cé6

\

n-BuOH-CH;COOH-H,0
60:15: 25
CTn-BuOH

CT7

Cc9 ' C10 Cc11' Cc12

Figure II-15. Profils CCM sur gel de silice normale de I’extrait CTs-BuoH.

Fraction C2 (245.1 mg) : a été chromatographiée par CLHP semi-préparative sur RP

Cis a I’aide d’un systéme d’¢lution isocratique MeOH—H>O (30 : 70) pendant 30 min (figure
II-16) pour donner le compos¢ CT1 (7.9 mg, ¢-=21.56 min).

CT

1 I‘f
qaE B
\eate B T

» oW
sl
N —
O L3S 3 RN

Figure I1-16. Chromatogramme CLHP semi-préparative et profil CCM de la fraction C2.

Fraction C3 (896.8 mg) : a été purifiée par CLHP semi-préparative sur RP Cig a

I’aide d’un systéme d’¢lution isocratique MeOH—-H>O (25 : 75) pendant 60 min (figure II-17)
a conduit aux composés CT1 (4.9 mg, t, = 42.28 min) et CT2 (6.3 mg, ¢- = 14.94 min).
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CT2

CT1
_____ 1

Figure I1-17. Chromatogramme CLHP semi-préparative et profil CCM de la fraction C3.

Fraction C4 (506.1 mg) : a été chromatographiée par CLHP semi-préparative sur RP

Cis a I’aide d’un systéme d’¢lution isocratique MeOH—-H>O (45 : 55) pendant 45 min (figure

II-18) pour donner les composé¢ CTz (2.0 mg, ¢ = 6.44 min), CT3 (1.0 mg, ¢ = 15.46 min),

CT4(26.1 mg, t,=25.74 min) et CT5 (3.2 mg, #- = 12.14 min).

Ihe 4l :
Rk [t # B
| 1} A )\..\A‘
-l i e CT3 ot
T4 | » | "\
ki | S
L. cTs \ [ \ arz . .
; " ‘ cTs
ali

Wi CT4

Figure II-18. Chromatogramme CLHP semi-préparative et profil CCM de la fraction C4.

Fraction C5 (499.7 mg) : a donné trois composés grace a une purification par CLHP

semi-préparative sur RP Cig a I’aide d’un systéme d’¢lution isocratique MeOH-H2O (45 : 55)

pendant 60 min (figure II-19), renferme les composés purs CT3 (14.9 mg, ¢ = 19.94 min),

CT4(11.1 mg, t, =34.22 min) et CTs (7.0 mg, #- = 15.22 min).
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Figure I1-19. Chromatogramme CLHP semi-préparative et profil CCM de la fraction CS5.

e Fraction C7 (172.6 mg) : a été soumise a une CLHP semi-préparative a 1’aide d’un
systéme d’¢lution isocratique MeOH-H>O (35 : 65) pendant 50 min (figure I1I-20) pour
obtenir le compos¢ CTe (3.6 mg, ¢, = 18.17 min).

CTé

Figure II-20. Chromatogramme CLHP semi-préparative et profil CCM de la fraction C7.
11.1.5.3. Anarrhinum pedatum Desf.
I1.1.5.3.1. Extraction solide-liquide a partir des parties aériennes d’A.pedatum (APD) :

Le matériel végétal, séché et broyé (1 kg) a été extraits successivement a température
ambiante pendant 48 h, en utilisant n-hexane, CHCl3, CHCI3-MeOH (9 :1, v/v) et MeOH, par
macération exhaustive (3 X 2L), pour donner 15.74 g (APDHex), 30.93 g (APDcuci), 74.94 g
(APDc-m) et 123.12 g (APDmeon). 70.75 g de I’extrait méthanolique a été répartie avec le
mélange n-BuOH-H>0 (50 : 50). Apres filtration et concentration, nous avons obtenu 1’extrait

n-buthanolique APD,-Buon (55.96 g) (schéma II-6).
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Parties aiérinnes séchés et pulvérisés
d’ Anarrhinum pedatum (2 kg)

* Macération avec n-hexane 100% (3= 24h).
» Filtration
* Evaporation a sec.

v

Marc [ Extrait n-hexane (APD,,.) 15.74g ]

%
* Macération avec CHCl; 100% (3= 24h). (0.79%)
* Filtration

* Evaporation a sec.

v ¢

Marc [ Extrait CHCl; (APDcsscrs) 30.93 ¢ ]

(1.53%)

* Macération avec CHCl; -MeOH (9:1 v/v) (3= 24h).
* Filiration.
* Evaporation a sec.

A 4 ¢

| Marc I Extrait CHCl; -MeOH (9:1 v)
(APD cucisu=0m) 74.94g (3.75 %)

* Macération avec MeOH 100% (3= 24h).

* Filtration.
* Evaporation a sec.

Extrait n-butanol

A 4
¢ —>| (APD,g.on) 55.69g
l Marc |
Extrait MeOH (APDy.ox) 123.12g

(6.16%) J

* Extraction avec le n-butanol-H20.

.o N
* Evaporation a sec.

Schéma I1I-6. Différentes étapes de I’extraction des parties aériennes d’Anarrhinum pedatum.

Les extraits résultants sont passés en CLHP couplée a la spectroscopie de masse (LC-

MS), pour déterminer leur richesse en métabolites secondaires (figure [1-22- 11-23)
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Figure I1-21. Chromatogramme LC-MS des extraits APDnex et APDcuciz.
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Figure II-22. Chromatogramme LC-MS des extraits APDc-m et APD,-BuoH.
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C-M-W $0:18: 2 BAW 60:15: 25

C-M 98:2 -

APD | | 7018 APD APD
L]

)
®
_
;

"
,.

APDypy
APDen
APDgyiew
APDp
f\l‘l]M,u]I:v’
Al)[)MIGII
APDN—H'Q[I-
APDyp0-

Figure II-23. Profils CCM sur gel de silice normale des extraits de la plante 4. pedatum.

Une similitude est observée entre le profil CCM des extraits APDc-m et APD,-Buon
nous a permet d’étudier I’extrait APD,-BuoH.
Nous avons choisi a étudier I’extrait APD,-Buon car il est plus important que les autres

extraits et son profil chromatogramme LC-MS et CCM ont montrés une richesse en

métabolites.
Avant d’entamer la séparation chromatographique, nous avons procédé¢ a des tests

chromatographiques sur couche mince de gel de silice normale (CCM) en parall¢le, afin de

choisir la technique convenable pour une meilleure séparation.
I1.1.5.3.2. Fractionnement et purification de I’extrait n-buthanolique APD,-Buon :

10.56 g de I’extrait APD,-Buon ont été fractionnés par chromatographie d’exclusion
sur gel de Séphadex ® LH20, I’¢lution est réalisée par le MeOH. Des fractions de 10 mL sont

collectées, analysées et réunies en fonction de leurs profils chromatographique en CCM pour

obtenir 13 fractions (A-M) (tableau II-5) (figurell-24).
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Tableau II-5. Fractionnement par chromatoghraphie Séphadex® LH20 de I’extrait APD,-

BuOH.
Lots | Fractions | Masse (mg) Observations / Produits Eluant des CCM
isolés
1-2 A 301.2 Fraction non exploitable
3 B 523.2 APD12
4 C 2200 M¢élange séparable
APD13& APD4& APDs n-butano—CH3COOH-
5 D 862.0 APD2& APD17& APD3 H>O
6-8 | E 1002.8 Mélange séparable (60:5:25)
9 F 360.0 Profil identique a celui de la
fraction G
10 G 252.9 APD23& APDii
11 H 99.2 Profil identique a celui de la
fraction I

12 1 97.4 APD23 n-butano—CH3COOH-
13 J 172.1 M¢élange complexe H.O
14-19 | K 154.1 Mélange complexe des (60:5:25)
20-21 | L 88.4 flavonoides
22-23 | M 56.5 APD2 CHCl;-MeOH-H-O

(80:18:2)
#-BuOH-CH;COOH-H,0 60: 15: 25 CHCI3 \IeOH i-[-_O_-SIJ_IS 1 - n-BuOH-CH;COOH-H,0

APD,por | PD,.5.0m 60:15: 25

Ly

= {_

o]
CTID,

[Bs (V48 _*H‘
F

A e
G 7

A

E

.‘ :

."’. . ||

ar=-g
| &
| ..
.".‘.ln
y % \n) g dr b £ el i i
H I L M

Figure I1-24. CCM analytique du fractionnement APD,-suon effectué en Séphadex.

Le profil LC-MS a permis de distinguer une grande partie qui est riche en iridoides

(les fractions B a G).

e Fraction B (523.2 mg) : est purifiée par CLHP semi-préparative a I’aide d’un systéme

d’¢élution isocratique MeOH-H>O (45 : 55) pendant 60 min (figure II-25). Nous avons obtenu

le composé APD12 (4.8 mg, #- =

15.03 min).
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‘ "X XY X
L
APD12

LN T

Figure II-25. Chromatogramme CLHP semi-préparative et profil CCM de la fraction B.

e Fraction C (200 mg) : a ¢été purifiée par CLHP semi-préparative a travers une colonne
de silice greffée Cis ¢luée par MeOH-H>O (45: 55) pendant 70 min (figure 11-26) pour donner
1.6 mg de APD13 (¢, = 12.04 min), 2.7 mg de APD4 (¢ = 45.0 min) et 2.3 mg de APDs (¢, =
57.04 min), cette purification n’étais pas assez efficace pour faciliter 1’acceés a d’autres
composés purs, nous avons choisi de réaliser un préfractionnement de cette fraction en
utilisant une technique chromatographique particuliére : la Chromatographie de Partage

Centrifuge (CPC).

(APD},

' : APD;
v APD,

APD,,#

APD;

APD,

- . . b \ it F
T, ; L _— L IRE)
Py —r &

Figure I1-26. Chromatogramme CLHP semi-préparative et profil CCM de la fraction C.
I1.1.5.3.2.1. Chromatographie de partage centrifuge (CPC) de la fraction C :

La Fractions C (2 g), a été soumise séparément a la CPC ; a été dissoute dans 9 mL de
la phase mobile du systeéme de solvant biphasique utilis¢ pour la séparation, ce dernier est
constitu¢ du CHCl3-MeOH-H>O—i-PrOH avec les proportions 9 : 12: 8: 1 (v / v / v). Une
colonne de 9 mL a été remplie a I’aide de la phase mobile avec une rotation minimale de rotor

avec 700 rpm, ensuite afin de récupérer les produits polaires piégés dans la colonne nous
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avons procédé a un dual-mode basé sur 1’échange des roles de deux phases en pompant la
phase inférieure en mode descendant pendant 30 minutes. Des fractions de 9 mL ont été
recueillies sur toute I'expérience. Toutes les fractions ont été analysées par CCM (figure I1-27)
puis regroupés en donnant les sous-fractions respectives C1-C8 sont purifiés par CLHP semi-

préparative (tableau I1-6).

97



86

*D uonoeyy e[ op uoneosyund 10 uoneredog ‘-] BWIYIS

9 ¥l LT 91
adav | "aav | “aav | “laav Vgav “gay [ “aay
p— N F. ) AN
| taav | f@av | %aav A A
N r. 3 N
flqav 7 Naav
1 N N
Bw 1 Bw g swQg Bw g Bw iy smzg Bwgg swy ] fwyg Sw gg
€iLD LD /LD St FiFD €D D 1+ Perce) T
fm g1 fmgg fwm g fmgg fwmg
1/90 FIED £/ED TED /€D
HO=IN %S+ 0s] HOIN %S +0s] HO=IN %S¢ 0s] HO?IN %€ 05T HO=IN %0+ 5]
dasd-muag gHTD dard-nuag dJHTD dasd-muag gHTD daid-muag dH'TD dasd-muag gHTD
Lo e fwmgLs Smgeeg Sm ek Smgeer 2w g9 Smog
LD 9D €D D £ Fde) 0

(1:8:71:6) HOII--O'H-HOSW-DHD

anbnerost wonnp? ‘DdD dH

(B07)
D uonoeij

sojueld sop uoneoryund 30 uoneredos ‘uonoeNXy

T onider) 1 onaeg




Partie I1

Chapitre 1

Extraction, séparation et purification des plantes

Ccl cC2

n-BuOH-CH;COOH-H,0
60: 15: 25

e TR e e I e ]
cyiles s c6 ! c7i cs

Figure II-27. Plaques CCM de chromatographie de partage centrifuge (CPC) de la fraction C.

Tableau I1I-6. Fractionnement en CPC de la fraction C.

Fractions | Masse (mg) Observations / Produits isolés Eluant des CCM
C1 51.6 Fraction non exploitable
C2 64.8 M¢élange contenant des produits déja
isolé

C3 235.9 APD1s& APD14& APD13 n-butano—
C4 430.1 APD1s&APD20& APD17& APD: & | CH3COOH-H,0

APD1s & APD13 (60 : 5:25)
C5 535.9 M¢élange complexe d’APD4
Cé 97.9 APD~
C7 425.6 APDs
C8 36.9 M¢élange complexe d’APDs

11.1.5.3.2.1.a. Purification des sous-fractions de la fraction C :

o Les sous-fractions C3 (235.9 mg) et C4 (430.1 mg) ont été purifiées par CLHP semi-

préparative a travers une colonne de silice greffée Cis ¢luée avec MeOH-H>O (35 : 65)

pendant 45 min (figure 1I-28- I1-29), pour donner les composés APD16 (2 mg, #- = 10.0 min),
APD14 (6.6 mg, t, = 26.0 min) et ’APD13 (10.0 mg, # = 30 min) de la sous-fraction C3, et les
composé APD2o (2.2 mg, t, = 11.81 min) APD17 (2.2 mg, ¢ = 13.65 min) APD2 (4.1 mg, ¢ =
22.69 min) de la sous-fraction C4 avec les composés APD16 (1.7 mg, - = 10.17 min), APD14

(3.0 mg, #, = 29.86 min) et ’APD13 (3.2 mg, # = 32.44 min) déja obtenu dans la sous fraction

C3.
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APD, ¢ .
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Figure I1-28. Chromatogramme CLHP semi-préparative et profil CCM de la sous-fraction
Cs.

APD,,
APD
4 J APD, APD,,
) l APD,,
APD,, - -~ \

et ] T ¥

C4

Figure I1-29. Chromatogramme CLHP semi-préparative et profil CCM de la sous-fraction
C4.

o Les sous-fractions C6 (97.9 mg) et C7 (425.6 mg) ont subies une purification sur une
colonne CLHP de silice greffée Cis ¢luée avec MeOH-H,0 (45 : 55) pendant 60 min (figure
II-30) pour donner le composé¢ APD7 (1.9 mg, #, = 34.0 min) et APDe¢ (3.0 mg, ¢ = 42.0 min)

respectivement.

' A" -
APD; u.

Cc7

Figure I1-30. Chromatogramme CLHP semi-préparative et profil CCM de la sous-fraction
C7.
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e La fraction D (862.0 mg) : a donné trois composés grace a une purification par CLHP

semi-préparative en utilisant comme ¢luant MeOH—H,0 (35 : 65) pendant 60 min (figure II-
31) pour obtenir les composés APD20 (2.9 mg, t, = 12.0 min), APD17 (1.8 mg, #- = 13.85 min)
et APD3 (2.1 mg, ¢ = 44.61min).

‘ ; APDyy

| .—\PDl;r APD
‘ N\ v v N
‘ = L

- ", = -

7 :\PD‘;

,( Al P BN _)-'\_ / r 7 D

Figure I1-31. Chromatogramme CLHP semi-préparative et profil CCM de la fraction D.
11.1.5.3.2.2. Chromatographie de partage centrifuge (CPC) de la fraction E

La fraction E (8.29 g), a été soumise la méthode CPC identique de la fraction C, a
l'exceptionune colonne de 3 mL a été remplie a I’aide de la phase mobile avec une rotation
minimale de rotor avec 700 rpm. Toutes les fractions ont été analysées par CCM (figure 11-32)
puis regroupésen donnant les sous-fractions respectives E1-E9 sont purifiés par CLHP semi-

préparative (tableau I1-7).
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CHCl;- MeOH- H;O- - PrOH
9:12:8:1

4!
§y’

s e e
El E2 E3

332

"E4 E5 E6 E7 " ES

(-

Figure I1-32. Plaques CCM de chromatographie de partage centrifuge (CPC) de la fraction E.

Tableau II-7. Fractionnement en CPC de la fraction E.

Fractions | Masse (mg) Observations / Produits isolés Eluant des CCM
E1l 21.0 M¢élange complexe faible quantité
E2 90.5 APD1& APDis
E3 82.0 Profil identique a celui de la fraction
précédente n-butano—-CH;COOH
E4 43.9 APD2: APD20& APD17& APD1s —H:0
ES 88.0 Mélange complexe (60:5:25)
E6 63.7 APD17& APDi1s& APDo
E7 79.6 M¢lange complexe
E8 59.7 APD21& APD19& APD10& APDs
E9 68.0 M¢élange complexe

11.1.5.3.2.2.a. Purification des sous-fractions de la fraction E :

o Les sous-fractions E2 (90.5 mg), E4 (43.9 mg) et E6 (63.7 mg) ont été purifiées par

CLHP semi-préparative sur une colonne de silice greffée Cig en utilisant comme systéme

d’¢lution MeOH-H>O (30 : 70) pendant 45 min (figurell-33- 1I-34- II-35) pour obtenir les

composés APD1 (1.3 mg, t- = 5.52 min) et APD15 (3.5 mg, #- = 30.0 min) a partir de la sous-

fraction E2, et le composé APD22 (0.9 mg, # = 7.70 min) de la sous-fraction E4, et APD1s
(4.5 mg, t-=21.36 min), et APD9 (2.9 mg, ¢, = 41.49 min) de la sous-fraction E6.
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Figure I1-33. Chromatogramme CLHP semi-préparative et profil CCM de la sous-fraction
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Figure I1-34. Chromatogramme CLHP semi-préparative et profil CCM de la sous-fraction
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Figure I1-35. Chromatogramme CLHP semi-préparative et profil CCM de la sous-fraction
E6.

o La sous-fraction E8 (59.7 mg) : nous avons obtenu cinq produits grice a une

chromatographie CLHP semi-préparative sur une colonne de silice greffée Cig en utilisant

comme systéme d’¢lution MeOH-H>0 (35 : 65) pendant 70 min (figure 1I-36). Les composés
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a offrir sont APD21 (3.6 mg, t, = 25.0 min), APD19 (8.3 mg, t, =27.41 min), APD10 (2.3 mg, ¢
= 54 min) et APDs (3.8 mg, ¢ = 62.27 min).

E8

Figure II-36. Chromatogramme CLHP semi-préparative et profil CCM de la sous-fraction
ES.

e Fractions G (252.9 mg) et I (97.4 mg) : ont subi une purification par CLHP semi-

préparative en utilisant systeme d’¢élution MeOH-H>O (30 : 70) pendant 60 min (figure II-37-
II-38) pour donner les composés APD11 (1.5 mg, # = 45.54 min) et APD23 (10.7 mg, ¢, =
24.36 min) de la fraction G et le composé¢ APD23 (4.9 mg, #, = 32.18 min) de la fraction I

(renferme le composé pur APD23).
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Figure II-37. Chromatogramme CLHP semi-préparative et profil CCM de la fraction G.
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Figure I1-38. Chromatogramme CLHP semi-préparative et profil CCM de la fraction I.

e Fraction M (56.5 mg) : a été purifi¢ par une chromatographie CLHP semi-préparative
en utilisant comme systeme d’¢lution t MeOH-H>O (45 : 55) pendant 20 min (figure 11-39)
pour offrir le composé APD24 (16.0 mg, - = 13.0 min).

APD.,

A

X :

APD.,

Figure I1-39. Chromatogramme CLHP semi-préparative et profil CCM de la fraction M.
I1.1.5.4. Hydrodistillation de I’huile essentielle de Salvia buchananii Hedge.

Les parties aériennes fraiches (200g) de la Salvia buchananii sont hydrodistillées dans
un Clevenger, durant 3 heures. L’huile essentielle obtenue est conservée a +4°C jusqu’a son

analyse GC et GC/MS.
I1.1.5.5. Hydrolyse des composés purs

Une solution de chaque composé (2,0 mg) dans 1 N HCI (1 mL) a été remuée a 80°C
dans un flacon de réaction bouché pendant 4 h. Apres refroidissement, la solution a été

¢vaporée sous un flux de No.
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Le résidu a été dissous dans 1’imidazole 1-(triméthylsilyl) et la pyridine (0,2 mL), et la
solution a été¢ remuée a 60 °C pendant 5 min. Apres séchage de la solution, le résidu a été
divisé entre H>O et CHCls. La couche du CHCI; a été analysée par GC a 1’aide d’une colonne
L-CP-Chirasil-Val (0,32 mm x 25 m). Les températures de 1’injecteur et du détecteur étaient
de 200°C. Un systéme de gradient de température a partir de 100°C pendant 1 min et jusqu’a

180°C a un taux de 5°C/min a été utilisés au four.

Des pics de I’hydrolyse ont été détectés par comparaison avec les temps de rétention des
¢chantillons authentiques de D-Glucose, D-fructose et L-rhamnose (Sigma—Aldrich) apres

traitement au 1-(triméthylsilyl) imidazole dans la pyridine.
I1.1.5.6. Préparation du dérivé d’acétonide du composé APD13

Une suspension du composé APD13 (6,0 mg) dans le THF (2,0 mL) a été traitée avec
du 2,2-diméthoxypropane (1 mL), suivie d’une quantité catalytique de p-Tsoh anhydre a 25
°C. Apreés 1 h d’agitation, quelques gouttes d’EtsN ont été ajoutées, et le mélange était
concentré sous vide. Le résidu est réparti entre le CHCI3 et une solution saturée de NaHCO3 et
la partie chloroforme a été concentrée sous vide, ce qui a permis d’obtenir 1’acétonide APD13a

(1,2-O-isopropilidene).
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I1.2.1. Activité Antioxydante

L’activité antioxydante de 1’huile essentielle de ’espéce Salvia buchananii a été

¢valuée par le test de blanchissement du B-caroténe (Miller 1971).

L’oxydation de I’acide linoléique génere des radicaux peroxydes. Ces radicaux libres
vont par la suite oxyder le B-caroténe qui entraine la disparition de sa couleur rouge, qui est
suivie par spectrophotométrie. Cependant, la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser
les radicaux libres dérivés del’acide linoléique, donc, prévenir [’oxydation et le

blanchissement du B-caroténe (Kartal et al., 2007).
I1.2.1.1. Blanchissement du B-caroténe de I’huile essentielle de Salvia buchananii :

Cette activité est déterminée selon la méthode de Miller 1971 (Miller 1971). Une
masse de 0.5 mg de B-caroténe est dissoute dans 1 mL de chloroforme et ajoutée a 25 puL
d’acide linoléique et 200 mg de Tween 40 (mixture émulsifiante). Le chloroforme a été
completement évaporé sous vide. 100 mL d’eau distillée saturée en oxygene a été ajouté au
mélange précédent, et rigoureusement agitée. 4 mL de cette mixture a été transféré dans
différents tubes-test, contenant différentes concentrations de 1’huile essentielle. Dés que
I’émulsion est ajoutée dans chaque tube, I’absorbance était mesurée a 470 nm au temps zéro,

en utilisant un spectrophotomeétre. Le systéme d’émulsion a été incubé 2h de temps a 50°C.

La Vitamine E a été utilisée comme standard. Le taux de blanchissement de B-caroténe

(R) était calculé selon I’équation suivante : R=In(a/b) /t
In : log naturel
a : ’absorbance au temps 0
b : I’absorbance au temps t (120 mn)

L’activité antioxydant (AA) a été calculée en termes de pourcentage d’inhibition

__A controle—A extrait

relatif au contrdle, utilisant I’équation suivante : AA% X 100

A controle

11.2.2. Activité Anticholinestérase

Les activités inhibitrices de 1’acétylcholinestérase (AChE) et la butyrylcholinestérase

(BChE) ont été mesurées en modifiant 1égérement la méthode spectrophotométrique d’Ellman

etal. (1961).
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Les enzymes AChE de DI’anguille électrique et BChE de sérum de cheval ont été
utilisés, ainsi que 1’iodure d’acétylthiocholine et le chlorure butyrylthiocholine ont été utilisés
comme substrats de la réaction (AChE etBChE respectivement) avec 1’acide 5,5’-dithio-bis 2-
nitrobenzoique (DTNB), pour la mesure de [’activité anticholinestérase. Pour mesurer
I’activité inhibitrice AChE, un volume de : 130 uLL du tampon de phosphate de sodium (100
mM, pH = 8), 10 uL de I’extrait a différentes concentrations, et 20 pL. de I’enzyme AChE
(5.32 x 103 U), ont été incubés pendant 15 min a 25°C, puis 20 pL de DTNB (0.5 mM) ont
été ajoutés. La réaction est ensuite initiée par 1’addition de 20 pL d’iodure d’acétylthiocholine

(0.71 mM).

L’analyse de I’activité inhibitrice BChE a été déterminée suivant les mémes étapes de celles
de I’AChE, en utilisant I’enzyme BChE (6.85 x 1073U) et le substrat chlorure
butyrylthiocholine (0.2 mM). L’hydrolyse de ces substrats a ¢été surveillée par
spectrophotométrie de la coloration jaune de 5-thio-2-nitrobenzoate formé par la réaction de
DTNB avec la thiocholine, libérée par [I’hydrolyse enzymatique de [I’iodure
d’acétylthiocholine ou de chlorure de butyrylthiocholine. L’absorbance a été¢ mesurée a 1’aide

d’un lecteur de microplaque a une longueur d’onde de 412 nm.

Le pourcentage d'inhibition de I'AChE ou BChE a ét¢ déterminé par comparaison des

vitesses de réaction d'échantillons par rapport a I'échantillon témoin (éthanol dans du tampon

phosphate, pH 8) en utilisant la formule : inhibition % = Acontrole—dextrait , 1

A controle

Ou : Aconrole est 1'activité de 1'enzyme sans échantillon d'essai,

Aexmait, €st l'activité de 1'enzyme avec I'échantillon de test.
I1.2.3. Activité Antibactérienne

L’¢étude de I’activité antibactérienne de I’huile essentielle de S. buchananii (SB) a été
effectuée par la méthode de diffusion sur disque sur les souches bactériennes suivantes :
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 4330, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli (HS), Staphylococcus aureus (HS), Pseudomonas
aeruginosa (HS), Klebsiella pneumoniae (HS), Salmonella heidelberg (HS) et Shigella sonnei
(HS). Les souches de références (ATTC) utilisées proviennent de I’institut Pasteur a Alger et

de prélévements de malades (SH) du CHU (hopital Benbadis, de Constantine).

Chaque bactérie a été ensemencée sur le milieu de culture Mueller-Hinton. La

sensibilité des souches a 1’huile essentielle de SB a été évaluée par la méthode de dilution en
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gélose ; différentes concentrations des extraits ont été inclus dans des boites de gélose
Mueller-Hinton (CMI sensible < 32 ug/mL) sur des disques (6 mm). Apres incubation a 37°C
pendant 18 a 24 h, des zones d'inhibition ont été mesurées a I’aide d’un pied a coulisse ou

d’une regle.
I1.2.4. Activité Antiproliférative

Il existe plus d’une centaine de variétés de cancer, ou de tumeur maligne, qui peuvent
se loger dans différents tissus et organes, et qui menasse la vie humaine, en revanche les
produits naturels ont été depuis toujours une source inépuisable des entités curatives sur les
quellesrepose la majorité des traitements appliqués. C’est dans ce cadre que nous nous
sommes intéressés a 1’évaluation de 1’activité antiproliférative des deux triterpenespurs (SBR1

et SBR2) isolés de la Salvia buchananii (SBR), en utilisant les lignées cellulaires suivantes :
- Les cellules Jurkat T (leucémie)
- Les cellules Hela (cancer du col de I'utérus)

- Les cellules MCF7 (cancer du sein)
I1.2.4.1. Test colorimétrique MTT

La viabilité cellulaire est mise en évidence par un test colorimétrique basé¢ sur la
capacit¢ des cellules vivantes a réduire le MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) en cristaux de formazan bleu. Ce test fait partie des méthodes
fondées sur des perturbations des fonctions mitochondriales des cellules et utilise le sel de
tétrazolium MTT qui est un colorant nécessitant une étape de métabolisation une fois avoir

pénétré dans les cellules vivantes.
11.2.4.2. Viabilité cellulaire

Les cellules ont été réparties sur une plaque a 96 puits avec différentes concentrations,
Les cellules Jurkat ont été ensemencées a une densité cellulaire de 2 x 10* / puits, tandis que
les cellules Hela et MCF7 a 1 x 10* / puits, la veille du traitement. Le nombre des cellules
viables a €té quantifié par le test MTT qui est une méthode rapide de numération des cellules
vivantes, utilise le sel de tétrazolium MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium) qui forme un précipité dans la mitochondrie des cellules de couleur

violette, puis avec un simple dosage de la densité optique a 550 nm par spectroscopie, la
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quantité relative de cellules vivantes et actives métaboliquement est reconnue. Dans certaines
expériences, la viabilit¢ cellulaire a également été vérifiée par le test d'exclusion de
trypanblue en utilisant une chambre de comptage Biirker. Les valeurs ICso ont été calculées a
partir de la dose de viabilité cellulaire et ont été définies comme la concentration entrainant
une inhibition de 50% de la survie cellulaire par rapport aux témoins. L'Etoposide a été utilisé
comme témoin positif. Chaque condition expérimentale a été testée une fois par quadruplicité.

Les valeurs ICso ont été réalisées avec le logiciel GraphPad.
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Figure I1-40. Schéma des plaques 96 puits dans le test MTT.
I1.2.5. Activité inhibitrice de la MonoAcylGlycerol Lipase (MAGL)
I1.2.5.1. La MonoAcylGlycérol Lipase (MAGL) :

La MonoAcylGlycérol Lipase fait partie de la super famille des hydrolases a sérine et
permet ’hydrolyse des liaisons ester 1 et 2 des monoacylglycérols en un glycérol et en un

acide gras libre (figure 11-41).
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Figure I1-41. Activité¢ de la MonoAcylGlycerol Lipase.

MAGTL est une protéine soluble et amphiphile de 33 kDa de la famille des a/f sérine

hydrolases. La localisation de MAGL dans I’organisme reste peu connue chez ’homme mais
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des études chez la souris ont permis de déterminer que cette enzyme était présente dans de
nombreux tissus comme le cerveau, I’intestin, le foie, etc... (Karlsson et al, .1997; Karlsson et

al., 2001).
I1.2.5.2. Essais enzymatiques :

L’inhibiteur synthétique de référence MAGL (4-[4-chlorobenzoyl]piperidin-1-yl)(4-
méthoxyphenyl)-methanone (composé "CL6a") (99 % pourcentage de pureté par analyse
CLHP), tel qu’indiqué précédemment (Tuccinardi et al., 2014). Les deux essais effectués sur

des plaques de 96 puits a température ambiante a un volume final de 200 pl.

Les composés sont dissous dans des solutions meres de DMSO a la concentration
maximale de 625 puM (la concentration de DMSO n’a pas dépassé 4% au cours des mesures),
et cette solution a été diluée a sept concentrations différentes (de 625 a 0,86 uM, en double
pour chaque concentration) qui ont été utilisées pour produire la courbe concentration-
réponse. Toutes les valeurs ICso sont la moyenne de trois expériences indépendantes.

Maximaux et minimaux controles ont également ét¢ inclus dans chaque plaque.

La réaction enzymatique pour les dosages LDH réalisée dans la direction "en avant"
(pyruvate a lactate), et la quantité de NADH consommeée a été surveillée (340 nm). Des essais
effectués dans un tampon de phosphate de 100 mM (pH = 7,4) en présence de pyruvate de
200 um et de NADH de 400 um. Aprés 15 min d’incubation, les mesures finales obtenuesen

utilisant un lecteur de microplaques Victor X3 (PerkinElmer).

La réaction enzymatique pour les essais MAGL a été basée sur la conversion du
substrat 4-nitrophénylacéate (4-NPA) en 4-nitrophénol et la quantit¢ de 4-nitrophénol
produite a été surveillée (450 nm), comme indiqué précédemment (Granchi et al., 2017). Des
essais réalisés dans un tampon de 10 mM Tris (pH = 7,2), contenant 1 mM d’EDTA et 0,1
mg/mL de BSA, en présence de 100 uM de 4-NPA, apres 30 minutes de réaction, les valeurs

d’absorbance sont mesurées a I’aide d’un lecteur de microplaques Victor X3 (PerkinElmer).

Les valeurs d’ICso sont des dérivées de données expérimentales a 1’aide de I’ajustement dose-

réponse sigmoide du logiciel GraphPad Prism.
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I1.2.5.3. Docking moléculaire :

La structure cristalline de ZAMAGL (code pdb 3PE6 (Schalk-Hihi et al., 2011))
provient de la banque de données des protéines (Berman et al., 2000). Nous avons d’abord

ajouté des atomes d’hydrogene.

Ensuite, la protéine complexée avec son inhibiteur de référence a été minimisée en
utilisant le logiciel Amber 14 (Case et al., 2015), et le champ de force ff14SB a 300K. Le
complexe placé dans une boite a eau rectangulaire parallélépipédique, un modele de solvant
explicite pour I’eau (TIP3R) a été utilisé et le complexe résolu avec un bouchon d’eau de 10
A. Pour neutraliser le systéme, des ions de sodium ajoutés comme contre-ions. Puis, deux

étapes de minimisation ont été effectuées.

- D’abord, la protéine qui a ét¢ maintenue fixe avec une retenue de position de 500

kcal/mol.A2 et seules les positions des molécules d’eau sont minimisées.

- Deuxiémement, 1’ensemble du systéme réduit au minimum jusqu’a ce qu’une
convergence de 0.05 kcal/A.mol soit atteinte. Les ligands ont été construits en utilisant
Maestro (Maestro., 2009) et minimisés au moyen de Macromodel (Macromodel.,
2009) dans un environnement aquatique, suivant la méthode CG pour obtenir une
valeur de convergence de 0,05 kcal/A.mol, en utilisant le champ de force du MMFF et

une distance-constante dié¢lectrique dépendante de 1.0.

L’amarrage automatiséréalisés au moyen du programme autodock 4.0 (Morris et al.,
1998); autodock Tools (Morris et al., 2009) a été utilisé¢ pour identifier les angles de torsion
dans les ligands, ajouter le modéle de solvant, et assing les charges atomiques Kollman a la
protéine.La charge ligandeest calculée selon la méthode Gasteiger. En considérant I’inhibiteur
de référence du 3-(4-(pyrimidine-2-yl)pipérazine-1-yl)azétidine-1-yl)méthanone comme
groupe central, les régions d’intérét utilisées sont définies par autodock;en particulier une
grille de 82, 40, et 30 points dans les directions x, y, et z, centrés sur le noyau de la masse de

ces composés qui a été construit.

Pour les calculs de la carte énergétique, ont a utilisés un espacement de 0.375 A et une
fonction dépendante de la distance de la constante diélectrique. Avec 1’aide du
LamarckianGeneticAlgorithm, les composés amarrés sont soumis a 100 passages de la
recherche autodock, en utilisant 500 000 étapes d’évaluation d’énergie et les valeurs par
défaut des autres parametres. L’analyse en grappes des résultats effectuée a 1’aide d’une

tolérance RMS de 2.0 A.
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I1.2.6. Activité Anti-angiogenique
I1.2.6.1 Angiogenese :

L’angiogenése est un processus régulé par une balance entre des molécules favorisant
I’angiogenese, appelées pro-angiogéniques (VEGF, PDGF, FGF) et des molécules la limitant,
appelées anti-angiogéniques (angiostatine, thrombospondine) (Mé¢jean et al., 2008).
L’angiogenése est indispensable a la croissance physiologique et a I’opposé son absence est
létale. L’angiogenese s’applique donc a des phénomeénes physiologiques (croissance
embryonnaire, formation du placenta, cicatrisation...); a des phénomeénes pathologiques
(rétinopathie diabétique, dégénérescence maculaire, cicatrisation tissulaire aprés un

phénomene ischémique) et a des phénomenes tumoraux (Folkman ., 1971).

11.2.6.2. Protocole de traitement, génération et mise en scéne d’embryons de poisson

zébre :

Les embryons de poisson-zeébre ont été obtenus a partir de poissons sauvages achetés
dans une animalerie locale et maintenus en circulation dans les aquariums a 28,5°C sur une
photopériode de 14/10 h (clair/foncé). Les embryons générés par I’accouplement naturel

décrit par Kimmel et al., 1995 ont été cultivés dans 1’eau a 28,5 °C.

Ensuite, des embryons sains et réguliers ont été sélectionnés a 24 heures apres la
fécondation (hpf), déclassés manuellement avec des forceps, distribués dans 96 microplaques
a un seul puits (un embryon par puits) et enfin incubé avec 100 pL d’eau embryonnaire
contenant des composés isolés (2 uM) ou 2-méthoxyestradiol (ME, 2 uM), utilisés comme
substance anti-angigénique standard. Le DMSO (0.2 % v/v) a été utilisé pour ces traitements.
Le groupe témoin n’a recu que le DMSO (0.2 % v/v). Tous les embryons traités (10 pour
chaque groupe) ont été incubés de 24 hpf'a 72 hpf (total de 48 h d’exposition).

I1.2.6.3. Détermination quantitative de I’activité de la phosphatase alcaline endogéne
(PAE) :

La détermination quantitative de 1’activité du PAE a été effectuée comme 1’ont décrit
Germano et al., 2015. Les embryons traités a 72 hpfsont déshydratés avec des concentrations
croissantes d’éthanol, puis ils ont été lavés trois fois avec un tampon de diéthanolamine (1 M,

pH 9.8) et incubés avec le substrat contenant 0.5 mg/mL p-phosphate de nitrophényle sel
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disodique (Sigma Aldrich) pendant 30 min a température ambiante. NaOH (2 M) a été ajouté

pour arréter la réaction.

La densité optique (DO) du produit final soluble mesurée a 405 nm a I’aide d’un lecteur de
microplaques (Mutiskan GO, Thermo Scientific). La croissance du navire a été¢ exprimée en
pourcentage de la formation respectueuse des embryons témoins, considérés a 100 %. Chaque

essai a €té répété au moins trois fois.

L’importance des différences évaluée sur la base du #-test, en tenant compte des différences

pour P<0.05 et P<0.01, et finalement calculée par rapport aux embryons témoins.
11.2.6.4. Essai Chorioallantoic Membrane (CAM) :

Le test CAM effectué selon la méthode de Certo et al., 2017. ceufs de poulet fécondés

ont été incubés a 37 °C, les ceufs sont positionnés horizontalement et tournent plusieurs fois.

Aprés 4 jours d’incubation, une fenétre de 1 cm? a été soigneusement créée sur le coté large
de I’ceuf pour évaluer 1’étendue des vaisseaux sanguins embryonnaires. Le développement des

embryons a été vérifié visuellement, et les embryons morts ou malformés sont exclus.

Ensuite, des composés isolés testés (APD1 a APD21) a 2 uM (100 pL/ceuf). Dix ceufs
utilisés pour chaque groupe. Le DMSO (0.2 % v/v) dans le tampon de Tris (pH 7.4) a servi de

véhicule pour ces traitements. L’acide rétinoique (3 M) a été utilisé comme témoin positif.

Aprés le traitement, les ceufs sont réincubés pendant les deux autres jours. A la fin de
I’incubation, chaque ovule a été observé sous un stéréomicroscope (série SMZ-171, Motic)
pour visualiser la microvascularisation du CAM. Les images de chaque CAM sont acquises
par un appareil photo numérique (MoticamMD 5 plus) pour quantifier les effets sur
I’angiogenese dans une zone normalisée a 1’aide d’un programme de traitement d’image Java
open source. L’activité angiogénique a finalement été exprimée en % respect du controle

considéré a 100 %, chaque expérience a été répétée trois fois.

Les similitudes ont été évaluée sur la base du z-test, en tenant compte des différences pour

P<0.05 et P<0.01, et finalement calculée par rapport aux ceufs témoins.
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Etude phytochimique de Salvia buchananii (SBR)

Malgré les nombreux travaux publiés sur les parties aériennes, les feuilles et les
racines de la Salvia (Wu et al., 2012), a notre connaissance les racines de la plante Salvia
buchananii ont fait ’objet d’aucune étude chimique. L’objectif de cette étude est d’isoler et
d’élucider les composés contenus dans cette plante et ainsi d’identifier de nouveaux

métabolites potentiellement biologiquement intéressants.
II1.1.1. Identification des triterpénes isolés de I’extrait SBRcuci3

Les trois triterpenes pentacycliques isolés de 1’extrait chloroformique (SBRi-SBR3),
ce sont des dérivés du squelette lupane, ursane et oléanane (figure III-1).
Les structures des produits isolés ont été ¢€lucidées principalement par [’utilisation des
techniques de résonance magnétique nucléaire (RMN) du proton'H, du carbone '*C et 1H
TOCSY a une dimension, et a séquences multi-impulsionnelles a deux dimensions
homonucléaires 'H-'"H COSY et hétéronuclaires 'H-'>*C HSQC, 'H-'3C HMBC, aussi par
spectrométrie de masse haute résolution HR-ESI, par comparaison avec les données de la

littérature.

2z 2
E Ursane = 24 Oleanane 2

Lupane

Figure III-1. Squelettes d’ursane, oleanane et lupane.
I11.1.1.1. Détermination structurale du composé SBR1

Le composé SBR1 se présente sous la forme d’une poudre blanche, soluble dans le
MeOH. Ce composé prend une coloration violette apres révélation en CCM par le sulfate de

cérium.
Spectrométrie de masse :

Le spectre de masse haute résolution HR-ESI-MS (figure III-2), présente en mode
positif un ion quasi-moléculaire a m/z 495,3442 [M+Na]" ( calc. 495.3450), et le spectre (ESI-
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MS) en mode négatif, un ion quasi-moléculaire a m/z 517 [M+HCOO]", suggérant une masse

moléculaire de 472 uma correspondant a une formule brute C3oHagO4.

le spectre ESI-MS/MS montre également des ions résultant de la fragmentation de la
molécule et notamment I’ion a m/z 499 [M+HCOO-18] correspondant a la perte d’une
molécule d’eau, qui indique la présence d’un groupement hydroxyle, et un ion fragment a m/z

473 [M+HCOO-44] indiquant la présence d’un groupe carboxylique.
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Figure ITI-2. Spectre de masse HR-ESI-MS en mode positif et ESI-MS/MS en mode négatif
du composé SBRi.

Spectrométrie RMN :

Le spectre de RMN 'H (figure I11-3) révéle clairement la présence de :

Six fins singulets raisonnant entre oy 0.83 et 1.72 intégrant chacun pour trois protons
correspondant a six groupes méthyles dont un déblindé vers 6u 1.72 ppm indiquant un

environnement ¢lectronique différent.

Un signale sous forme de doublet de doublets d’intensité 1H a 6u 2.14 ppm (J=13.0 -
1.5 Hz).
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Trois signaux d’intensité 1H a 6 3.04 (d, J = 11.8 Hz), 3.90 (d, J = 11.8 Hz) et 5.00

ppm (dd, J=11.0 - 5.5 Hz).

En considérant cette observation nous suggérons la présence d’un CH hydroxylé, et d’un ou/et

des ¢léments électronégatifs ou/et une double liaison avoisinant ce proton.

Un signale sous forme de triplet de doublets d’intégration 1H a 6u 3.09 ppm (J = 16.0

~11.15 - 4.6 Hz).

Trois signauxd’intensité 1H a 6u 1.30 (J=9.5-42 Hz) et 2.42 ppm (J =114 - 4.0
Hz) sous forme de doublet de doublets et d’un doublet large a 6u 1.65 (J = 11.5Hz).

Deux multiplets d’intensité 1 H a on 1.93 et 2.28 ppm.

Deux protons éthyléniques résonants a ou 4.71 et 4.90 ppm.
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Figure III-3. Spectre de RMN 'H, avec un agrandissement des parties (a, b et ¢) du composé

SBRi.
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Le spectre RMN !°C (figure I1I-4) du composé SBRi révéle la présence de 30

carbones parmi lesquels nous pouvons distinguer les carbones caractéristiques suivants :

- Six carbones méthylénique résonants a d¢ 14.6, 15.0, 17.0, 19.1, 20.7 et 27.6 ppm.

- Un massif de carbones entre dc 22.0-57.4 ppm attribuables aux CH: et Cq quaternaire.
- Un carbone oxyd¢ apparaisse a 6c 71.6 ppm.

- Un signal repéré a 6c 94.5 ppm indique la présence d’un acétal.

- Les deux carbones éthyléniques détéctés, sont un carbone quaternaire situé¢ a dc 151.8

ppm et un carbone méthylénique a 6c 109.0 ppm.

A ce stade, I’ensemble des données spectrales obtenues nous permet de proposer un squelette

triterpénique pentacyclique dérivés du noyau lupane.
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Figure ITI-4. Spectres de RMN '3C avec un agrandissement de la partie (a) du composé

SBR.
En examinant le spectre COSY (figure I1I-6) nous pouvons identifier deux types des
corrélations spectroscopiques :

- Des corrélations “Ju.u couplage a longue distance entre :
e Les deux protons éthyléniques Ha-29 (6u4.90 ppm) et Hp-29 (u4.71 ppm) correle
avec les protons du méthyle CH3-30 (6u19.1 ppm).
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- Des corrélations >Ju.y entre :

Le proton H-19 (du3.09 ppm) présente trois corrélations dont deux avec les deux
protons géminés Ha-21 (du 1.98 ppm) et Hp-21 (0u 1.38 ppm) et le troisiéme
appartenant au proton vicinal H-18 situé¢ a du 1.65 ppm.

Les protons Ha-21 et Hp-21 avec les protons Ha-22 (6u 1.93 ppm) et Hp-22 (0n 1.46
ppm).

Les protons vicinaux H-18 (du1.65 ppm) et H-13 (6u2.42 ppm).

Le proton H-13 corréle avec les deux protons géminés Ha-12 (dul.64 ppm) et Hp-12
(0n 1.62 ppm).

Les protons Ha-3 (8u3.90 ppm) et Hp-3 (013.04 ppm) corrélant avec le proton H-2
(0u 5.00 ppm).

Le proton H-2 couple avec deux protons géminés Ha-1 (6u2.14 pp) et Hy-1 (0n1.37
ppm).Les déplacements chimiques des protons H-2, Ha-3 et Hy-3 suggerent la
présence d’un groupement époxy a la position C-2/C-3, et que le composé SBR1 est

hydroxylé en carbone C-2 (figure III-5).

Figure III-5. Corrélations COSY Ju.n observée sur les cycles A, C, D et E du composé SBRu.
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Figure I11-6. Spectre COSY du composé¢ SBR.

L’analyse des spectres RMN 1D réalisée en TOCSY (figure I1I-8) et RMN 2D COSY

(figure III-6) indique les ordres :

C-1-C-2, C-5-C-7, C-9-C-13, C-15-C-10 et C-18-C-22

confirment la présence d’un systéme pentacyclique.

OH

Figure III-7. Corrélations 1D TOCSY observée sur les cycles A, B, C, D et E du composé

SBRu.
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Figure ITI-8. Spectre TOCSY du composé SBR1.

Grace a D’analyse des corrélations hétéro-nucléaires directe 'Juc observées sur le
spectre HSQC (figure III-9) nous pouvons dénombrer 6 méthines, 11 méthylénes et 6

méthyles pour le composé SBRi.

L’expérience HSQC permet de mettre en évidence touts les corrélations C-H du
composé (tableau III-1), C-1 (6c 45.8), C-2 (6c 94.5) et C-3 (6¢c 71.6) du cycle A, C-9 (6c
48.4), C-11(6¢ 22.0), C-12 (8¢ 26.8) et C-13 (d¢ 39.6) du cycle C, C-18 (8¢ 50.0), C-19 (dc
48.0), C-21 (6c 31.1) et C-22 (6c 38.0) du cycle E.

Cette analyse (HSQC) nous permet également d’identifier le degré de substitution de
la double liaison déduite par le fait que les deux protons éthyléniques sont portés par le méme
carbone C-29 (8¢ 109.0 ppm) ce qui confirme la présence d’une double liaison exo-cyclique

isopropényl (A%°).
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Figure III-9. Spectre HSQC du composé SBRu.

L’analyse HMBC détecte les couplages a deux, trois et méme quatre liaisons (°Ju.c,

3Ji.c et “Ju.c) entre protons et carbones et permet de corréler les carbones quaternaires avec

les protons voisins.

Les spectres HMBC (figure I11-12- III-14) du composé SBR1 montre :

Les corrélations du cycle E entre :

e Les protons du méthyle CH3-30 avec trois carbones, dont un quaternaire C-20

résonant a

oc 151.8 ppm, un carbone méthylénique C-29 (d¢ 109.0 ppm) et un

carbone méthine C-19 (d¢ 48.0 ppm) identifiait a I’aide du spectre HSQC.

Le proton H-19 avec les carbones C-18 (6c 50.0 ppm), C-20, C-21 (dc 31.1 ppm),

C-29 et C-30 (8¢ 19.1 ppm).

Le proton H-18 (ou 1.65 ppm) avec des carbones déja identifiés C-19, C-20 et C-

22, et avec un carbone tertiaire C-13 (6c 39.6 ppm), et avec des carbones

quaternaires dont un carbonyle C-28 (¢ 180.7 ppm), et les carbones C-14 (5¢ 43.4

ppm) et C-17 et (6¢c 57.4 ppm).
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La distinction entre les deux carbones C-14 et C-17 se fait par la différence du déplacement
chimique puisque le C-17 est le plus déblindé (6c 57.4 ppm) sous I’effet du groupement

carbonyle adjacent.

- Les corrélations du cycle D entre :
e Les protons H-18, Ha-22 et Hy-22 avec le carbonyle C-28.
e Les protons du méthyle CH3-27 (du 1.03 ppm) avec les carbones C-15 (6c 30.5
ppm) et C-13 et les carbones quaternaires C-8 (oc 39.7 ppm) et C-14.

Les protons géminés Ha-15, Hp-15 et Ha-16, Hp-16 sont attribués par analyse du spectre
HSQC et ils correlent entre eux sur le spectre COSY ce qui permet de fermer le cycle D et de

confirmer I’enchainement des cycles C-D-E du noyau lupane (figure I1I-10).

- Les corrélations du cycle B entre :
e Les protons du méthyle CH3-26 (6u 1.07 ppm) avec les carbones C-8, C-9 (d¢ 48.4
ppm) et C-14. Ce méthyle nous apporte des informations sur le cycle B par une

corrélation HMBC 3Ju.c avec le carbone C-7 (8¢ 33.1 ppm) (figure 111-10).

Figure III-10. Corrélations HMBC Jx.c des cycles B, C, D et E du composé SBRi.

- Les corrélations du cycle A entre :
e Les protons du méthyle CH3-25 (d11.05 ppm) avec les carbones méthines C-9 et C-
5 (8c61.4 ppm), un carbone quaternaire C-10 (6c 41.7 ppm), et avec le carbone C-1
(0c45.8 ppm) (figure I1I-11).
e Les protons des deux méthyles CH3-23 et CHz-24 (ou 0.83 et 0.95 ppm,
respectivement) portés par le C-4 sont facilement repérées ayant trois corrélations

HMBC identique avec le carbone tertiaire C-5, le carbone quaternaire C-4 (dc 39.7

124



Partie I11 Chapitre 1

Identification des prodtuis isolés de Salvia buchananii

ppm), et le carbone C-3 (8¢ 71.6 ppm), en plus de leurs corrélations mutuelles >Jios-

24 > Jra-c23 (figure 111-12).

La distinction des méthyles CH3-23 et CH3-24 s’effectue grace aux valeurs différentes du
déplacement chimique des carbones en position a-équatorial CH3-23 (valeur la plus déblindée

de dc 27.6 ppm) et f-axiale CH3-24 (valeur la plus blindée 6c 20.7 ppm).

e Le proton H,-1 avec les carbones C-2, C-5, C-9 et C-10, ce qui confirme la
présence du groupe hemiacetal porté par le carbone C-2, alors que le proton Hp-1
présente cinq corrélations avec les carbones C-2, C-3, C-5, C-10 et C-25.

e Le proton H-2 quant a lui il correle avec les carbones C-1 et C-3.

e Le proton H,-3 avec les carbones C-2, C-4 et C-5, ce qui repere la localisation du

groupement époxy a la position C-2/C-3.

Figure ITI-11. Corrélations HMBC ™/ Jx.cdes cycles A et B du composé SBR1.
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Figure I1I-12. Spectre HMBC ¢talé de 61 0.80 a 1.06 ppm du composé SBR1.
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La stéréochimie finale du composé¢ SBRi, est mise en évidence en comparaison des
données et avec celles de la littérature, indique la configuration f a la position C-2 (Gao et
al.2015). Cependant la présence de la fonction hémiacétale en C-2 conduit a 1’orientation o/
équilibré.

L’ensembles des données ainsi que la mesure du pouvoir rotatoire ([a]p = +17.0°, ¢
0.1 g/mL, MeOH) nous a permis d’établir la structure d’un nouveau triterpéne SBR1 comme
¢tant: le  2,3-seco-2,3-epoxy-2-hydroxylup-20(29)-en-28-oic acid, il est nommé

salviabuchanic acid.

SBR1: Salviabuchanic acid.

II1.1.1.2. Détermination structurale du composé SBR:
Spectrométrie de masse :

Le composé SBR2 a une masse 470 uma, comme [’atteste sur le spectre ESI-MS
enregistré en mode négatif (figure II1-15), la présence de I’ion a m/z 469 [M—H]", donnant la

formule brute C3oHs604.
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Figure I11-15. Spectre de masse ESI-MS et spectre MS/MS et MS? du composé SBRa.

L’examen du spectre RMN 'H du composé SBR: (figure I1I-16) montre la présence

des signaux caractéristiques d’un triterpéne notamment :

- Sept signaux singulets dans la région blindée entre 0.87 a 1.36 ppm, intégrants pour
trois protons chacun, correspondant a des groupements méthyles d’un squelette
triterpénique pentacyclique et résonnent a on 0.87 (H-24), 0.96 (H-29), 0.98 (H-24),
1.05 (H-23), 1.17 (H-25), 1.22 (H-30) et 1.36 ppm (H-27).

- Un massif de protons résonnant entre o 1.03 et 5.41 ppm correspondant aux CH et
CHaz des cing cycles (A, B, C, D et E) dont :

e Deux protons oléfiniques sous forme de singulet large résonnant a o 5.30 et 5,41
ppm attribuable aux protons H-12 et H-3 respectivement.

e Deux protons oxyméthyléne sous forme de doublets repérés a ou 4.11 et 4.20 ppm
(J = 14.9 Hz) correspondant respectivement aux protons Hy-1 et Ha-1.

e Trois protons méthine résonnant a oul.47 ppm (d, J = 2.0 Hz), 2.26 (dd, J=11.0 —
6.5 Hz) et 2.53 ppm attribuable aux protons H-5, H-9 et H-18. Le déplacement
chimique du proton H-18 est significatif de la présence d’une fonction acide en C-
28 (COOH).
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e Trois signaux multiplets d’intégration 1H chacun a du 1.52, 1.63, 1.40, 2.25, 2.00 et
1.75 ppm attribuables aux protons H-6, Ha-7, Hy-7, Ha-16, Hy-16, et H-21.
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Figure I11-16. Spectre RMN 'H du composé SBRa.

L’analyse du spectre RMN 3C (figure I11I-17) indique la présence de 23 carbones

parmi eux :

Sept carbones méthyléniques résonnant entre d¢ 16.0 et 29.0 ppm.

Un carbone méthyléne oxydé (CH>-OH) a 6¢c 61.1 ppm (C-1).

Deux carbones oléfiniques a 6c129.0 ppm (C-12) et 135.0 ppm (C-3).

Six carbones quaternaires a 6c 43.0 (C-8), 43.1 (C-14), 49.0 (C-17), 72.8 (C-19), 140.0
(C-13) et 155.0 ppm (C-2).

Trois carbones méthynes a 6c 44.2 (C-9), 64.2 (C-5) et 55.0 ppm (C-18).

Quatre carbones éthyléniques a oc 27.0 (C-21), 30.0 (C-15), 35.0 (C-7) et 38.9 ppm
(C-22).

Ce premier constat permet de déduire que le composé SBR2 est constitué¢ d’un triterpene

ayant une structure pentacyclique du type ursane.
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Figure ITI-17. Spectre RMN '*C du composé SBRa.

Le spectre COSY (figure III-18) du composé SBR2 montre les corrélations suivantes :

- Le méthyle H-27 couple avec les protons vicinaux Ha-15 (6u 1.87 ppm) et Hp-15 (dn
1.03 ppm).

- Le méthyle H-29 couple avec le proton H-20 a 6u 1.38, lui-méme corréle avec le
proton H-21, ce dernier couplent avec deux protons géminés Ha-22 (du 1.74 ppm) et
Hyp-22 (8u 1.65 ppm). Ce dernier correle avec le proton H-21.

- Le proton H-3 avec les deux protons vicinaux Ha-1 et Hp-1.

- Le proton H-9 montre deux taches de corrélations avec les protons vicinaux Ha-11 (6u
1.63 ppm) et Hp-11 (61 2.25 ppm).

- Les protons vicinaux Ha-11 et Hp-11 couple avec le proton H-12 & dx 5.30 ppm.

- Le proton H-12 corrélent en /i avec le proton H-18.
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Figure III-18. Spectre COSY du composé SBRa.

L’expérience HSQC (figure III-19) permet de mettre en évidence les corrélations

carbone-proton. Les déplacements chimiques sont notés dans le tableau III-1.
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Figure I1I-19. Spectre HSQC du composé SBRu.
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Le spectre HMBC (figure I1I-21- I1I-23) met en évidence les corrélations entre :

- Le méthyle CH3-25 avec les carbones C-2, C-10 (51.7 ppm) et C-9. La corrélation en
3Ju.c observée entre le proton H- 9 résonant a et le carbone C-12 permet d’indiquer la
localisation de la double liaison en C-12 —-C-13.

- Les protons du méthyle CH3-26 avec les carbones C-7, C-8, et C-9 et C-14.

- Les protons du méthyle CH3-27avec les carbones C-8, C-13, et C-15.

- Les protons du méthyle CH3-29 avec les carbones C-19, C-20 (6¢ 43.0 ppm) et C-21.

- Les protons du méthyle CH3-30 avec les carbones C-18, C-19 et C-20.

- Le proton H-9 avec les carbones C-11, C-12 et C-13 et avec les carbones quaternaires
C-2,C-10 et C-14.

- Le proton H-12 avec le carbone C-18 et avec le carbone quaternaire C-14.

- Le proton H-16 avec un carbone quaternaire fortement déblindé¢ a dc 182.5 ppm
confirme la présence d’une fonction acide en carbone C-28.

- Le proton H-18 avec les carbones C-30, C-12, C-13 (0c140.0 ppm), C-14, C-17 (6c
49.0 ppm), C-19 (8¢ 72.8 ppm) et C-28.

i [
TR

HMBC
X

Figure III- 20. Corrélations HMBC des cycles A, B, C, D et E du composé¢ SBRa.
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Figure I11-22. Spectre HMBC étalé de o1 0.80 a 2.60 ppm du composé SBRa.
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Figure III-23. Spectres HMBC étalés de du 4.0 a 5.50 ppm du composé SBRa.

La structure du composé SBR: a ét¢ établie apres 1’analyse des spectres de RMN et de
masse, en comparaison des résultats aux donnés de la littérature (enregistré dans CsDsN) (Rao
et al., 1990; Wang et al., 2009), nous a permis d’identifier le compos¢ SBR2 comme étant :
Heptadienic.acid isolé précédemment des racines de Salvia hypoleuca Benth (Saeidnia et al.,

2012), et Salvia trijuga (Pan et al., 2010).

Ce triterpéne a été connue pour son activité antiproliférative (Beladjila et al., 2017), et

anti-inflammatoire (Banno et al., 2004).

SBR:: Heptadienic acid.
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I11.1.1.3. Détermination structurale du composé SBR3
Spectrométrie de masse :

Le composé SBR3, de la formule brute C30H4sO4 a été déduite a partir du spectre de
masse ESI-MS enregistré en mode négatif. Il montre en effet un pic d’ions a m/z 471 [M—H]~

(figure 11I-24), correspondant a une masse moléculaire égale a 472 uma.
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Figure I11-24. Spectre de masse ESI-MS du composé SBRas.
Spectrométrie RMN :

L’analyse du spectre RMN 'H (figure III-25) montre la présence des signaux

caractéristique d’un triterpéne pentacyclique de type oléanane. On repéreles signaux suivants :

- Les protons H-3, H-12 et H-18 résonant respectivement a ou 3.70 (s/), 5.38 (s/) et 3.24
ppm (dd, J=4.0 - 13.0 Hz).

- Un massif de protons observés entre 0.85 a 2.06 ppm, attribuable aux CH et CH> des
cinqg cycles.

- Sept fins singulets correspondant aux sept méthyles résonnant a dy 0.87 (H-26), 0.95
(H-25), 0.97 (H-30), 0.98 (H-24), 0.99 (H-29), 1.17 (H-23), et 1.36 ppm (H-27).

- Deux protons oxyméthines a 3.70 ppm (d, J = 3.2 Hz) et 4.28 (dd, J = 10.6 — 2.8 Hz)

attribuables respectivement aux protons H-3 et H-2.
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Figure I11-25. Spectre de RMN 'H du composé SBR3.

Les déplacements chimiques des protons et carbones (tableau III-1), ont été déterminés
par comparaison avec celle de la littérature (enregistrées dans un mélange CDCI3 /CD;0OD)
(Savona et al., 1983; Amani et al., 2009). Cette analyse spectroscopique permet d’attribuer la
structure suivante pour ce compos¢ : 2a,3a-dihydroxy-olean-12-en-28-oic acid appelé
¢galement maslinic acid. Il a ét¢ isolé¢ de 1’espece S. trijuga (Pan et al., 2010) S. hypoleuca

(racines) (Saeidniaet al., 2012) et S.canariensis L (Savona et al., 1983).

SBR3 : Maslinic acid.
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I11.1.2. Identification des composés isolés de I’extrait SBRc-n
I11.1.2.1. Détermination structurale du composé SBR4
Spectrométrie de masse :

Le spectre de masse ESI-MS (figure 111-26) du composé SBR4 obtenu en mode négatif

indique un ion quasi-moléculaire a m/z 179 [M—H]", correspondant a la formule brute CoHgOs.

Ce D

[M-H]"

M+HCOO]~

ESI-MS/MS del’ion m/z 179

Figure I1I-26. Spectre de masse ESI-MS du composé SBRa.
Spectrométrie RMN :

L’analyse du spectre RMN 'H (figure I111-28) montre :

- Trois protons aromatiques d’intégration 1H chacun, dont deux protons sous forme de
doublet résonant a du 6.30 ppm (J = 8.1 Hz) et du 7.36 ppm (J = 1.9 Hz) et le troisi¢me
proton sous forme de doublet de doublets a 6n 6.90 ppm (J = 8.1 — 1.9 Hz), attribuable
aux protons H-8, H-5 et H-9 respectivement. Ceci permet de déduire la présence d’un
noyau aromatique tri-substitué¢ en 4, 6 et 7.

- Deux protons éthyléniques d’intégration 1H sous forme de doublet repéré a on 6.33 et

7.35 ppm ayant la méme constante de couplage J = 15.9 Hz, attribuables aux protons

137



Partie I11 Chapitre 1
Identification des prodtuis isolés de Salvia buchananii

H-2 et H-3 respectivement. Les valeurs du déplacement chimique et celle de la
constante de couplage permettent de déduire la présence d’une chaine éthylénique de

configuration trans (tableau I11-2).

Ces données permettent de déduire la présence d’un acide caféique.

J meta = Z}HZ/{

H

Ry

Jortho = 8 Hz

r= = \0 \D WO O OO

Figure I11-28.Spectre de RMN 'H du composé SBRu.

Les données spectrales établies et celles trouvées dans la littérature (Saleem et al.,
2004) nous ont permis d’identifier le composé SBR4 comme étant : Caffeic acid. Ce
composéest trés connu, il a été isolé de I’espéce S. officinalis (Wang et al., 2000), S.

sonchifolia (Wu et al., 1999a) et S. nipponica (Chan et al., 2011).
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0
HO A

OH

HO
SBRy4 : Caffeic acid.
I11.1.2.2. Détermination structurale du composé SBRs
Spectrométrie de masse :

Le spectre de masse ESI-MS (figure 11I-29) du composé¢ SBRs obtenu en mode négatif
indique un ion quasi-moléculaire am/z 193 [M-H] correspondant a la formule brute

C10H1004.
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Figure III-29. Spectre de masse ESI-MS du composé SBRs.
Spectrométrie RMN :

Le spectre RMN 'H (figure 111-30) du composé SBRs est trés proche de ceux du
composé¢ acide caféique (SBR4) avec tous les signaux caractéristiques. Cependant 1’apparition
d’un pic a du 3.68 ppm indique la présence d’un groupement méthoxyle (O-CH3) situé en

carbone C-1 (tableau I1I-2).
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Figure I11-30. Spectre de RMN 'H des composés SBRs comparé a celui du composé SBR4.

Les données spectrales établies et celles trouvées dans la littérature (Saleem et al.,
2004) nous ont permis d’identifier le compos¢ SBR¢ comme étant : Caffeic methyle ester

acid. 11 a été isol¢ de I’espece S. officinalis (Wang et al., 2000) et S. sonchifolia (Wu et al.,
1999a), S. nipponica (Chan et al., 2011).

HO

SBRs : Caffeic methyl ester acid.
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I11.1.2.3. Détermination structurale du composé SBRe

Spectrométrie de masse :

La masse moléculaire de 314 uma a été déterminée par le spectre de masse en ESI-MS
du composé SBRe qui présentait un ion quasi-moléculaire a m/z 313 [M—H] qui correspond a
la formule brute Ci17H1406 avec 11 insaturations. De plus, le fragment a m/z 269 [M—H—44]"
démontre la perte d’un groupement carboxylique (-COO) (figure I1I-31).
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Figure I11-31. Spectre de masse ESI-MS, MS/MS et MS? du composé SBRe.

Spectrométrie RMN :

L’analyse des spectres RMN 'H (figure 111-32), '3C (figure 11I-33) et HSQC (figure
I1-34) du composé SBRe¢ montre une forte similitude avec les spectres du composé acide

caféique (SBR4). La différence notable consiste en I’apparition des nouveaux signaux. En

effet, on observe :

- Trois protons aromatiques d’intégration 1H chacun, dont deux protons sous forme de
doublet résonant a 6y 6.77 ppm (J = 8.2 Hz) et du 7.33 ppm (J = 2.0 Hz) et le troisiéme
proton sous forme de doublet de doublets a 6n 6.92 ppm (J = 2.0 — 8.2 Hz), attribuable

aux protons H-5', H-2' et H-6', corrélent sur le spectre HSQC avec les carbones
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résonant a oc 116.0, 117.2 et 221.8 ppm respectivement. Ceci permet de déduire la
présence d’un deuxiéme noyau aromatique tri-substitué en 1', 3' et 4.

- Deux protons éthyléniques d’intégration 1H sous forment de doublet repéré a du 5.65
et 7.27 ppm ayant la méme constante de couplage J = 7.2 Hz, attribuables aux protons
H-7' et H-8', correlent sur le spectre HSQC avec les carbones résonants a dc 112.5 et
131.3 ppm respectivement. Les valeurs du déplacement chimique et celle de la
constante de couplage permettent de déduire la présence d’une chaine éthylénique de
configuration cis, et par rapport a leurs déplacements chimiques confirme la présence
d’une fonction carboxylique.

- Sept carbones quaternaires dont un carbonyle a 8c165.9 ppm (C-9), et quatre carbones
hydroxylés a d¢ 145.6 (C-4"), 145.7 (C-3"), 146.9 (C-3) et 149.2 ppm (C-4) et deux
carbones a d¢ 127.4 (C-1) et 127.7 ppm (C-1") (tableau II1-2).

142



Partie 111

Chapitre 1

Identification des prodtuis isolés de Salvia buchananii

H2
a H2
o7 HS' ns B5 s H7
H6
H6
T T T v T T
7.5 7.0 6.5 6.0 [ppm]
SBR¢
a
A e
75 70 &s 60 55 50 as 40 35
11 {pom)

T T T T T

110 20

T
120

e

50

h-o

epn

Figure I11-33. Spectre RMN '*C du composé SBRe.
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Figure I11-34. Spectre HSQC du composé SBRe.

Le spectre COSY (figure III-35) montre bien les taches de corrélations entre :

- Le proton H-6 (6u 7.07 ppm) avec le proton H-2 (dn 7.15 ppm).
- Le proton H-6' avec le proton H-2'".
- Le proton H-5 (6u 6.82 ppm) avec le proton H-6 (6u 7.07 ppm).
- Le proton H-5' avec le proton H-6'.
- Le proton H-8 (du 6.49 ppm) avec le proton H-7 (6u 7.75 ppm).
- Le proton H-8' avec le proton H-7".
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Figure III-35. Spectre COSY ¢talé du composé SBRe.

Les corrélations ™' Ji.c observée sur le spectre HMBC (figure 111-37) comme suit :

- Les corrélations du groupement acide caféique entre :
e Le proton H-2 avec les carbones C-4 et C-6
e Le proton H-5 avec les carbones quaternaires C1- et C-4.
e Le proton H-6 avec les carbones quaternaires C2- et C-4.
e Le proton H-7 avec les carbones quaternaires C-2, C-6 et le carbonyle C-9.

e Le proton H-8 avec les carbones C-1 et C-9.

- Les corrélations du groupement 3,4-dihydroxyphenylethylethoxy entre :
e Le proton H-2' avec les carbones C-4', C-6' et C-7'.
e Le proton H-5" avec les carbones quaternaires C-1'et C-4'.
e Le proton H-6' avec les carbones C-3', C-5' et C-7'.
e Le proton H-7" avec les carbones C-2', C-6' et C-8'.
e Le proton H-8' avec les carbones C-1', C-7' et C-9. Ce qui indique la jonction du

proton H-8' avec le groupement carboxylique en C-9.
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Figure III-36. Corrélations HMBC du composé SBRe.
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Figure IT1-37. Spectre HMBC du composé SBRe.

Ainsi, toute cette analyse spectrale permet d’attribuer la structure suivante au composé
SBR¢ : Nepetoidin B ((Z, E)-2-(3,4)-dihydroxyphenyl)-ethyenyl-ester), isolé
précédemment de Salvia grandifolia (Zhang et al., 2016).

OH

\}11{ OH

HO 0 |

HO

SBR¢ : Nepetoidine B.
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Tableau III-1. Déplacements chimiques en RMN 'H et '3C (600 MHz) de SBR1, SBR2 et
SBR3 dans le CD;0D.

SBR: SBR: SBR3

Position | dc ou (ppm, J en Hz) | oc on (ppm, Jen Hz) | oc on (ppm, J en Hz)
la 45.8 2.14 (dd, 13.0-1.5) | 61.1 4.20 (d, 14.0) 42.0 1.89 (dl, 12.8)
1b 1.37° 4.11 (d, 14.0) 1.73 (t, 13.7)
2 94.5 5.00 (dd, 11.0-5.5) | 155.0 - 66.0 4.28 (dd, 10.6-2.8)
3a 71.6 3.90 (d, 11.8) 135.0 541s 79.0 3.70 (d, 3.2)
3b 3.04 (d, 11.8)
4 39.7 - 43.4 - 38.6 -
5 61.4 0.88 (dd, 11.8-6.0) | 64.2 1.47 (d, 5.0) 48.5 1.62 (dl, 11.5)
6a 23.0 1.57° 18.0 1.52m 18.3 1.50 m
6b 1.55° 1.31m
Ta 33.1 2.28 m 35.0 1.63 m 33.0 1.52m
7b 1.44° 1.40 m 1.41 (td, 13.7,3.2)
8 39.7 - 43.0 - 39.8 -
9 48.4 1.30 (dd, 9.5-4.2) | 44.2 2.26 (dd, 11.0-6.5) | 47.6 1.97 m
10 41.7 - 51.7 - 38.5 -
1la 22.0 1.55° 26.8 225m 23.6 2.0 m
11b 1.53° 1.63 m
12a 26.8 1.64° 129.0 530l 129.1 5.38 sl
12b 1.62°
13 39.6 2.42 (dd, 11.4-4.0) | 140.0 - 140.0 -
14 43.4 - 43.1 - 41.7 -
15a 30.5 1.54° 30.0 1.87 m 28.0 2.14 m
15b 121 m 1.03 m 1.22 m
16a 31.0 1.98° 26.2 2.25m 211 m
16b 1.40° 2.00 m 232 1.22 (d, 11.5)
17 57.4 - 49.0 - 473 -
18 50.0 1.65 (dl, 11.5) 55.0 2.53s 41.1 3.24 (dd, 13.3,4.1)
19 48.0 3.09 (td, 16.0-11.5- | 72.8 - 46.5 1.77 (t, 13.3)

4.6) 1.31m
20 151.8 - 43.0 1.38 m 30.7 -
2la 31.1 1.98° 27.0 1.75 m 33.8 1.48 m
21b 1.38° 1.22 m
22a 38.0 1.93 m 38.9 1.74 m 32.5 2.05m
22b 1.46° 1.65m 1.88 m
23 27.6 0.83s 29.0 1.05s 21.6 1.15s
24 20.7 0.95s 21.0 098 s 22.0 0.87s
25 15.0 1.05s 19.0 1.17 s 16.3 0.94s
26 17.0 1.07 s 19.0 0.87s 17.3 0.90s
27 14.6 1.03 s 24.8 1.36s 26.0 1.25s
28 180.7 - 182.0 - 181.6 -
29a 109.0 4.90 s 16.0 0.96 s 33.1 0.99 s
29b 4.71s
30 19.1 1.72's 26.0 1.22s 23.4 0.97s
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Tableau III-2. Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et '3C (250 MHz) de SBRu,
SBRs et SBRe dans le CD3;0D.

SBR4 SBRs SBRs
Position | dc oun (ppm, J enHz) | dc on (ppm, JenHz) Position | dc on (ppm, JenHz)
1 168.0 - 167.3 - 1 127.4 -
2 117.0 6.33(d, 15.9) 117.1 6.42 (d, 15.7) 2 114.0 7.15 (d, 2.0)
3 141.0 7.35(d, 15.9) 141.0 7.68 (d, 15.7) 3 146.9 -
4 127.0 - 127.0 - 4 149.2 -
5 114.0 7.36 (d, 1.9) 114.0 7.24 (d, 1.9) 5 116.0 6.82 (d, 8.2)
6 147.8 - 146.6 - 6 122.0 7.07 (dd, 2.0 - 8.2)
7 145.0 - 145.7 - 7 148.5 7.75 (d, 15.5)
8 115.0 6.30 (d, 8.1) 113.5 6.30 (d, 7.8) 8 113.4 6.49 (d, 15.5)
9 121.0 690 (dd,8.1-19) | 120.0 7.11(dd,81-1.9) |9 165.9 -
O-CH;3 - - 51.2 3.68 1’ 127.7 -
2! 117.2 7.33 (d, 2.0)
3 145.7 -
4' 145.6 -
5 116.0 6.77 (d, 8.2)
6 121.8 6.92 (dd, 2.0-8.2)
7' 112.5 5.65(d,7.2)
8’ 131.3 7.27(d,7.2)

I11.1.3. Conclusion sur I’étude phytochimique des racines de S. buchananii

La séparation des extraits chloroformique et chloroforme-méthanol des racines de
Salvia buchananii, a été affinée par I’identification et la détermination structurale de 6

composés isolés dont un produit nouveau.

L’extrait chloroformique a conduit a I’isolement de 1’acide salvibuchanique SBRi
comme une nouvelle structure et deux produits dérivés de la famille d’ursane et oléanane,

acide hyptadienique SBR: et acide maslinique SBR3.

De I’extrait chloroforme-méthanol, nous avons isolé 3 composés ils appartiennent aux
familles des phénylpropanoids et des acides-phénols dont, I’acide caféique et I’acide caféique

méthyle ester et nepetoidin B SBR4, SBRs et SBRua.

Le triterpene lupane SBRi1 et I’acide hyptadiénique SBR:z ont été étudiés pour
déterminer leur cytotoxicité sur les lignées cellulaires cancéreuses Jurkat, Hela et MCF7

(Etude biologique).
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III.1.4. Analyse GC et GC/MS de I’huile essentielle des parties aériennes Salvia

buchananii Hedge.
I11.1.4.1. Composition chimique de I’huile essentielle de S. buchananii

La GC et GC/MS de I’huile essentielle a été analysée par chromatographie gazeuse
selon la méthode précédemment expliquée. Au total treize composés ont été identifiés, ce qui
correspond a un pourcentage de 95.9% par rapport a I’ensemble des constituants. D'apres le
tableau III-3, on peut observer que l'huile essentielle de S. buchananiiest principalement

constituée de :

- Ethercyclique :1,8-cineole (23.3%)
- Monoterpénebicyclique : a-pinene (19.8%), camphene (16.5%) et B-pinene (11.5%)
- Monoterpéne : bornylacetate (5.5%)

Tableau III-3. Composition chimique de I’huile essentielle de Salvia buchananii Hedge.

Composé RRI* % Composé RRTI? %
Pentanal 704 0.6 y-Terpinene 1054 1.6
Isovaleraldehyde 658 1.5 o-Cymene 1022 3.7
a-pinene 939 19.8 Camphor 1141 3.1
Camphene 954 16.5 Bornylacetate 1286 5.5
B-pinene 979 11.5 B-Caryophyllene 1417 4.3
Limonene 1024 2. Aromadendrene 1439 2.0
1,8-Cineole 1026 23.3 Total 95.9

RRI?: relative retention indices

II1.1.4.2. Discussion

Dans des études antérieures sur les huiles essentielles du genre, on a constaté que le
1,8-cineole était le principal composant des huiles essentielles de S. apiana (71.7%) (Aliet al.,
2015), S. Fructicosa (47.5%) (Sivropoulouet al., 1997), S. macrochlamys (27.0%) (Tabanca et
al., 2006), S. potentillifolia (19.3%) (Koseet et al., 2013). En accord avec la littérature, 1’huile

actuelle contient des quantités €levées de monoterpenes bicycliques.
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Etude phytochimique de Cistanche phelypaea (CT)

L’espéce C. phelypaea a retenu I’attention en premier lieu pour ses utilisations
traditionnelles en Sahara (Algérie) dans le traitement des diarrhées, diabétes et également
utilisé contre les troubles intestinaux, d’autre part la partie inférieure de la tige est utilisé sous
forme d’une pate pour soigner les abces (infections) (Boulous et al., 1983), en second lieu, en
raison de I’absence de travaux phytochimiques répertoriés sur elle. Le principe de cette étude
est d’isoler et d’¢lucider les composés contenus dans cette plante et ainsi d’identifier de

nouveaux métabolites potentiellement biologiquement intéressants.
I11.2.1. Identification des phényléthanoides glycosidés isolés de I’extrait CT,-Buon

Les composés CT1—CT?7, ont été obtenus sous forme de poudre brunatre amorphe. Les
structures des produits isolés ont été élucidées principalement par [’utilisation de la
spectrométrie de masse et la résonance magnétique nucléaire. Dans cette description, nous
analyserons dans un premier temps la spectrométrie de masse. Celle-ci nous donne des
informations sur les masses moléculaires, et permet d’établir la formule brute de chacune des
molécules isolées. Cette premicre étape sera suivie par 1’analyse des spectres RMN. Cette

derniére analyse permet tout d’abord de déterminer la nature des aglycones et des sucres.
I11.2.1.1. Détermination de structure du composé CT1
Spectrométrie de masse :

Le spectre de masse HR-ESI-MS en mode positif (figure 1I1-38) du composé¢ CTi
montre un ion pseudo--moléculaire a m/z 657.2353 [M+Na]" (calc. 657.2371). En plus du pic
de I’ion moléculaire, nous observons sur le spectre la présence d’autres fragments importants
am/z 597.2145 [M+Na-60]", m/z 511.1772 [M+Na-146]"et m/z 365.1203 [M+Na—146-146]"
indiquent la perte d’un groupement acétyle et deux unités désoxyhexose respectivement. Tous

ces ¢léments laissent supposer pour CT1 la formule brute C2sH42016.

Son spectre UV (MeOH) présente les bandes d’absorption Amax nm (log €) 223 (4.20),
280 (3.50), 321 (3.06).
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Figure III-38. Spectre de masse HR-ESI-MS et MS/MS du composé CTi.
Spectrométrie de RMN :
L’analyse simultanée des spectres RMN'H (figure 11I-39), COSY (figure I11-43) et
HSQC (figure I11-40) montre :

- Deux signaux caractéristiques a des protons aromatiques d’intégration 2H chacun a don
6.71 et 7.04 ppm de méme constante de couplage (J = 8.0 Hz) corrélent sur le spectre

HSQC avec leur carbone a dc 116.3 et 131.2 ppm respectivement.

La valeur de la constante de couplage ainsi que celles des déplacements chimiques des deux

signaux orientent vers la présence d’un noyau aromatique para substitué.

- Deux groupements méthylénes dont :

e Un signale multiplet & du 2.80 ppm d’intégration 2H correle sur le spectre HSQC

avec le carbone a d¢ 36.4 ppm.
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e Ce signal montre sur le spectre COSY (figure I1I-43) deux taches de corrélations
avec deux autres signaux, le premier résonne a ou 3.62 ppm alors que le deuxiéme a
ou 4.04 ppm, ces derniers correlent sur le spectre HSQC avec le méme carbone

résonant a 6c 72.5 ppm.
Ces observations sont en faveur d’un phényléthyl.

- Un signal singulet d’intégration de trois protons a 6u 2.00 ppm corréle sur le spectre
HSQC avec le carbone a 6c 21.2 ppm, indique la présence d’un groupement acétyle.
- Dr’autres signaux se trouvant dans la zone caractéristique des protons osidiques, en
effet on observe :
e Un signale sous forme de doublet (/ = 8.0 Hz) d’intégration 1H a ou 4.44 ppm
correle sur le spectre HSQC avec le carbone a d¢c 103.2 ppm, caractéristique au

proton anomérique appartenant a une unité osidique qui peuvent étre le glucose.

Les valeurs des déplacements chimiques orientent vers une jonction O-sucre alors que les

valeurs des constantes de couplage indiquent une configuration f des liaisons osidiques.

e Deux signaux sous forme de doublets d’intégration 1H a du 4.76 ppm (J = 1.3 Hz)
et 4.80 ppm (J = 1.5 Hz) corréles sur le spectre HSQC avec les carbones a ¢ 102.1
et 102.5 ppm, caractéristique aux protons anomériques de deux rhamnose (Rhal et
Rhall) confirmé par la présence de deux signaux sous forme de doublet
d’intégration 3H chacun, le premier a 6u 1.26 ppm (J = 6.3 Hz) et le dexiéme 1.27
ppm (J = 6.5 Hz) corrélant sur le spectre HSQC avec leurs carbones a dc 18.1 et
18.3 ppm typique des groupements méthyles d’un rhamnose. Ceci permet de
déduire la présence de deux unités osidiques.

e Un massif de protons résonnant dans une zone entre on 3.40 - 4.00 ppm.
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Figure I11-39. Spectre de RMN 'H, avec un agrandissement de la partie osidique (a, b et ¢)

du composé CTi.
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Figure I11-40. Spectre HSQC du composé CTi.

Le spectre RMN 3C (figure I11-41), confirme la présence de 21 carbones, on distingue

aisément les signaux suivants :

- Quatre carbones CH Sp? confirme la présence d'un noyau aromatique para substitué, a
oc 116.3 et 131.2 ppm attribuables aux C-3, C-5 et C-2, C-6 respectivement.

- Un carbone quaternaire Sp? oxygéné a 8¢157.0 ppm attribuable a C-4.

- Un carbone quaternaire Sp? a §c131.0 ppm attribuable a C-1.

- Deux carbones méthylénes a 6c 36.4 et 72.5 ppm attribuables aux C-7 et C-8 (CHz-
CH:-0).

- Trois carbones anomériques a dc 103.2, 102.1 et 102.5 ppm attribuables aux C-1'gic, C-
1"Rhar €t C-1"Rnar.

- Un massif de carbone entre oc 68.0 et 75.0 ppm attribuables aux des sucres
caractéristiques d’un glucose et deux rhamnoses.

- Un carbone quaternaire a dc 171.3 ppm confirme la présence d’un groupement acétyle.

L’ensemble de cette premicére analyse confirme la présence de la partie 4-
hydroxyphényléthoxy et trois unités osidiques, et donc déduire la présence d’un

phényléthanoides.
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Figure III-41. Spectre de RMN '3C, avec un agrandissement de la partie osidique (a, b et ¢)

du composé CTi.

L’expérience COSY et TOCSY (figure I11-43- 111-44) nous ont permis d’attribuer les

couplages H-H comme suit :

- La partie 4-hydroxyphényléthoxy on observe des taches de corrélation entre :

e Deux doublets d’intensité 2H (on 7.04 et 6.71 ppm) correlent entre eux attribuables

aux protons H-2/H-6 et H-3/H-5.

e Le proton H-7 (du 2.80 ppm) et deux protons sous forme de multiplet Hy-8 et Ha-8

(0n 3.62 et 4.04 ppm).

e Le proton Ha-8 et deux protons sous forme de multiplet Hy-8 et H-7.

e Le proton Hp-8 et les protons Ha-8 et H-7.
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- Les protons de trois unités osidiques qui montrent des taches de corrélation entre :

e Le proton anomérique H-1'gie (Ou 4.44 ppm) et le proton résonant a ou4.78 ppm
(dd, J = 9.0, 8.0 Hz) attribuable a H-2'Gic, lui méme corrélant avec un proton
résonant a ou 3.65 ppm (¢, J = 9.0 Hz) correspondant au proton H-3'gic.

e Le proton H-3'Gic et un proton résonant sous forme de triplet a ou 3.44 ppm (J =9.0
Hz) correspondant au proton H-4'gic, ce dernier et le proton résonant a ou 3.46 ppm
attribuable au proton H-5'gic.

e Leproton H-5'Gic et un proton résonant a du 3.68 ppm correspondant au proton Hp-
6'Gic lui méme corrélant avec un proton a ou 4.00 ppm attribuable au proton Ha-6'Gic,

ces deux derniers protons sont portés par le carbone C-6'Gic.

Les grandes valeurs de constantes de couplage, indiquent que ces protons sont axiaux. Il s’agit

donc d’un D-glucose de configuration £ au regard de la constante de couplage J = 9.0 Hz.

e Le proton H-6"rna1 (011.26 ppm) du groupement méthyle et le proton résonant a don
3.68 ppm attribuable a H-5"rna1, ce dernier avec un proton a ou 3.39 ppm (¢, J = 9.0
Hz) correspondant au proton H-4"Rna.

e Le proton H-4"grna et un proton résonant a du 3.96 ppm (dd, J = 9.0 — 3.0 Hz)
attribuable a H-3"Rrna1, lequel a son tour corréle avec le proton a éu 3.83 ppm (dd, J
= 3.0 — 1.8 Hz) correspondant au proton H-2"rpar.

e Le proton H-2"rna et le proton a ou 4.76 ppm (d, J = 1.3 Hz) correspondant au

proton anomérique H-1"Rrnar.

Ces corrélations permettent ainsi d’identifier un déoxyhexose, il s’agit d’un L-rhamnose

(Rhay) de configuration o.

e Le proton H-6"rhant (6u 1.27 ppm) du groupement méthyle et le proton résonant a ou
3.68 ppm attribuable & H-5"Rrnan, ce dernier avec un proton a ou 3.39 ppm (¢, /= 9.0
Hz) correspondant au proton H-4"rnan. Ce proton et le proton résonant a du 3.96

ppm (dd, J = 9.0-3.0 Hz) attribuable a H-3"Rrnan, lequel a son tour correle avec le
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proton a du 3.83 ppm (dd, J = 3.0-1.8 Hz) correspondant au proton H-2"rnan. Ce
proton et le proton a ou 4.80 ppm (d, J = 1.5 Hz) correspondant au proton

anomérique H-1"Rrnar.
Ces corrélations permettent ainsi d’identifier le L-rhamnose (Rhan) de configuration a.

L’analyse des spectres COSY et TOCSY a partir des protons anomériques nous a
permis d’identifier un S-D-glucopyranoside (Glc) et deux a-L-rhamnopyranosyle (Rha; et

Rhau) .

Figure I11-42. Corrélations COSY du f-D-glucopyranose et a-L-rhamnopyranosyl dans les
phényléthanoides CT1-CTs.
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Figure II1-43. Spectre COSY du composé CT1.
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Figure I11-44. Spectre 1D-TOCSY de la partie osidique du composé CT1.
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L’observation des spectres HMBC (figure III-46- 111-49) montrent des taches de

corrélations sont attribuées comme suit :

- Corrélations du 4-hydroxyphényléthoxy entre :

e Le proton H-2 avec les carbones C-3 et C-6, un carbone méthyléne C-7 et deux
carbones quaternaires C-4 et C-1. Cette déduction est confirmée par les corrélations
observées entre ce dernier carbone et les protons de la chaine éthane.

e Le proton H-5 avec les carbones C-1, C-3, C-4 et C-6.

e Le proton H-6 avec les carbones C-2, C-4 et le carbone de la chaine éthane C-7.

e Le proton H-7 avec les carbones C-1 et C-8

Cette observation permet de lier les groupements CH>-CH»>-O- et OH au cycle aromatique di-
substitu¢ en position 1 et 4 respectivement. Ceci confirme aussi une structure de type

phényléthanoide.

- Corrélations des trois unités osidiques entre :

e Les deux protons de la chaine éthane Ha-8 et Hp-8 avec le carbone C-1'gic ce qui
permet de déduire que le glucose est li¢ au groupement phenylethanoide par une
liaison entre le CH»-O et le carbone anomérique C-1'gic.

e Le proton anomérique du rhamnose H-1"rna avec le C-3'Gic ce qui permet de
déduire que le premier rhamnose est 1ié¢ au glucose en position C-3'gic.

e Les protons Ha-6'clc et Hy-6'le du glucose avec le carbone anomérique C-1"Rrnal,
ceci indique que le deuxiéme rhamnose est li¢ au glucose en C-6'gic.

- La corrélation du groupement acétyle entre :
e Le proton H-2'Gic avec le carbonyle a dc 171.3 ppm. Donc le groupement acétyle est

1i¢ au glucose en position 2'Gic.

Figure II1-45. Corrélations HMBC du composé CT1.
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Les déplacements chimiques sont notés dans le tableau I11-4.
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Figure I11-46. Spectre HMBC étalé de u 1.20 a 2.15 ppm du composé CT1i.
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Figure I11-47. Spectre HMBC ¢talé de on 3.1 a 4.1 ppm du composé CTi.
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Figure I11-49. Spectre HMBC étalé de du 6.65 a 7.05 ppm du composé CTi.
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L’analyse des données de RMN 1D & 2D couplées a celles du spectre de masse ainsi
que la mesure du pouvoir rotatoire ([a]3°= — 58.5, ¢ 0.1, MeOH), confirme ’identification du
compos¢  CTi  étant le  1-f-p-hydroxyphenyl-ethyl-2-0-acetyl-3,6-di-a-L-

rhamnopyranosyl-#-D-glucopyranoside, de structure nouvelle.

H,C o

HO 3 OH

0o ¢}

o)
—0

"

Rhal

HyC

CT1i: 1-f-p-hydroxyphenyl-ethyl-2-O-acetyl-3,6-di-a-L-rhamnopyranosyl-f-D-

glucopyranoside.
I11.2.1.2. Détermination de structure du composé CT:
Spectrométrie de masse :

L’analyse du spectre de masse ESI-MS en mode négatif (figure III-50) du composé
CT2 montre un ion pseudo moléculaire a m/z 591.17 [M—H]", correspondant a la formule brute
C26H10015, soit 66 uma de moins par rapport au composé CT1 correspondant a la perte d’un

groupement acétyle.

Son spectre UV (MeOH) présente les bandes d’absorption Amax nm (log €) 222 (4.09),
280 (3.55), 315 (3.10).
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Figure III-50. Spectre de masse ESI-MS/MS du composé CTa.

Les spectres de RMN 1D & 2D du composé CT: (figure III-51- III-58) montrent une

ressemblance avec le composé¢ CT1 identifié précédemment, la différance notable est

la disparition du signal correspondant au groupement acetyle (-CO-CH3) en C-2'gic du glucose

pour le

compos¢ CTa.

Les valeurs sont répertoriées dans le tableau I11-4.
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Figure II1-54. Spectre 1D TOCSY du glucose du composé CTa.
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Figure ITI-55. Spectre HSQC du composé CTa.
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La structure finale du CT2 est déterminée comme étant le 1-f-p-hydroxyphenyl-

ethyl-3,6-O-di-a-L-rhamnopyranosyl-f-D-glucopyranoside, la mesure de pouvoir rotatoire

([a ¥ =-7.0, ¢ 0.1, MeOH), identifi¢ pour la premiére fois.

H,C

CT2:1-f-p-hydroxyphenyl-ethyl-3,6-O-di-a-L-rhamnopyranosyl-4-D-glucopyranoside.
I11.2.1.3. Détermination de structure du composé CT3as3p
Spectrométrie de masse :

L’ion pseudo-moléculaire a m/z 803.2715 [M+Na]" observé sur le spectre de masse
obtenus en HR-ESI-MS mode positif (figure I11-59) pour le composé CT3as3b, indique une
masse moléculaire égale a 780 uma correspondant a la formule brute C37H4801s, soit un gain
de 142 wuma, ce qui suggere la présence d’un substituons supplémentaire par rapport au
composé CT1. Les fragmentations MS? et MS? de I’ion [M+Na]* engendre des ions fragments
a m/z 743.12 [M+Na-60]", 657.11 [M+Na—146]"et 511.03 [M+Na-146-146]" correspondant

a la perte d’un groupement acétyle et deux unités déoxyhexose respectivement.

Son spectre UV (MeOH) présente les bandes d’absorption Amax nm (log €) 225 (4.26),
316 (3.87).
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Figure I11-59. Spectre de masse ESI-MS et les fragmentations ESI-MS/MS et MS®.du

compos¢ CT3asb.
Spectrométrie de RMN :

Une analyse approfondie du spectre RMN 'H et une lecture attentive des valeurs
d’intégration d’un certain nombre de protons indiquent clairement un dédoublement des
signaux, ce qui prouve que le composé CT3 est un mélange (7 : 3) inséparable de deux

phénylethanoides (CT3as3b).

Les spectres RMN 1D et 2D (figure II1-60- III-65) du composé majoritaire CT3a
présentent une forte similitude avec les spectres du composé 1-f-p-hydroxyphenyl-ethyl-2-O-
acetyl-3,6-di-a-L-rhamnopyranosyl-f-D-glucopyranoside (CTi). La différence notable

consiste en 1’apparition des nouveaux signaux. En effet, on observe :

- Les protons aromatiques comme suit :
e Un signal sous forme de doublet (J/ = 8.0 Hz) caractéristique d’un couplage ortho
d’intégration 2H a on 7.44 ppm corréle sur le spectre HSQC avec le carbone a oc

131.3 ppm. Correspondant aux protons Hyans-2""/Hirans-6"".
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e Un signal sous forme de doublet de méme constante de couplage (J = 8.0 Hz)
d’intégration 2H a 6u6.84 ppm correle sur le spectre HSQC avec le carbone a

0c116.2 ppm. Correspondant aux protons Heans-3""/Herans-5"".

- Les protons oléfiniques dont :

e Un signal sous forme de doublet (/ = 16.0 Hz) d’intégration 1H a du 7,70 ppm
correle sur le spectre HSQC avec le carbone a oc 148.1 ppm. Correspondant au
proton Hp irans-7"".

e Un signal sous forme de doublet de méme constante de couplage (J = 16.0 Hz)
d’intégration 1H a 6u 6.37 ppm correle sur le spectre HSQC avec le carbone a d¢

114.9 ppm. Correspondant au proton Harans-8"".
La valeur de la constante de couplage (/= 16.0 Hz) indique une configuration trans.

Ces observations permettent déduire la présence d’un groupement trans-p-coumaroyl.

trans-p-coumaroyl.
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Figure I11-60. Spectre de RMN 'H avec I’agrandissement des parties osidique (a), les protons

anomériques (b) et p-coumaroyl (¢) du composé CT3a/3b comparé a celui du composé CTi.
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Figure I11-61.Spectre de RMN '3C avec 1’agrandissement de la partie (a, b) du composé
CT3zaib.
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Figure I11-62. Spectre HSQC du composé CT3a/3p.

Le spectre COSY (figure III-63) confirme la présence du groupement p-coumaroyl et

le phényléthanoide.
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Figure I11-63. Spectre COSY H-H étale de on 5.7 a 7.8 ppm du composé CT3as3b.
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L’¢étude du spectre HMBC (figure I11-65) permet de repérer les corrélations suivantes :

- Les protons aromatiques Hyans-2""/Huans-6"" avec le carbone résonant a 6c127.3 ppm
attribuable au carbone quaternaire aromatique C-1"".

- Les protons aromatiques Hgyans-3""/Huans-5"" avec un carbone quaternaire oxygéné
résonnant a dc 162.0 ppm correspondant au carbone C-4"", et le carbone quaternaire
C-1"".

- Le proton Haruns-8""montre une tache de corrélation avec un carbone quaternaire a dc
168.0 ppm qui ne peut étre qu’un carbone d’un carbonyle d’ester.

- Le deuxieme proton Hfuns-7""de la double liaison avec le carbone C-1"".

- Le proton H-4'gic du glucose avec le carbone du carbonyle C-9"" (d¢ 168.0 ppm). Ceci
permet de déduire que le glucose est 1i¢ a p-coumaroyl par une liaison (—Co—O—) et le

C-4'gle.

Les déplacements chimiques sont notés dans le tableau I11-4.

OH Rhall

Figure I11-64. Corrélations HMBC du composé CT3a.
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Figure I11-65. Spectre HMBC ¢talé de ou 5.6 2 7.8 ppm du composé CT3a3b.

La structure finale du composé CTza est identifiée comme étant le 1-f-p-
hydroxyphenyl-ethyl-2-0-acetyl-3,6-O-di-a-L-rhamnopyranosyl-4-frans-p-coumaroyl-$-
D-glucopyranoside, identifi¢ pour la premicére fois. La mesure de pouvoir rotatoire ([0]3°= —

96, c 0.1, MeOH).

CT3a: 1-f-p-hydroxyphenyl-ethyl-2-O-acetyl-3,6-O-di-a-L-rhamnopyranosyl-4-trans-p-

coumaroyl-f-D-glucopyranoside.
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L’analyse des spectres RMN 1D et 2D (figure I11-60 - III-65) montrent les signaux du
deuxieme composé minoritaire CTsb appartiennent au groupement p-coumaroyl,

reconnaissable par :

- Deux signaux sous forme de doublet (J/ = 8.0 Hz) a du 6.80 et 7.75 ppm, chacun
caractéristique des protons (Heis-3""/Heis-5"") et (Heis-2""/Heis-6"") du  cycle
aromatique.

- Deux signaux sous forme de doublet (J/ = 12.0 Hz) a dou 5.83 et 6.97 ppm
caractéristiques des protons Hpf.s-7 et Hocis-8 indiquant la présence d'une double
liaison. La valeur de la constante de couplage indique qu’il s’agit de diastéréoisomere

Cis du premier composé CT3a.

Ces constatations permettent de déduire qu’on est en présence d’un mélange de deux
diastéréoisomere Trans et Cis (7 : 3) en faveur du premier composé 1-f-p-hydroxyphenyl-
ethyl-2-0-acetyl-3,6-0-di-a-L-rhamnopyranosyl-4-cis-p-coumaroyl-#-D-glucopyranoside

(CT3p), identifié pour la premicre fois.

OH Rhall

CT3sb : 1-p-p-hydroxyphenyl-ethyl-2-O-acetyl-3,6-O-di-a-L-rhamnopyranosyl-4-cis-p-

coumaroyl-S-D-glucopyranoside.
I11.2.1.4. Détermination de structure du composé CT4a/p
Spectrométrie de masse :

L’analyse du spectre de masse HR-ESI-MS (figure 11I-66) du composé CT4aap en
mode positif montre un ion pseudo moléculaire a m/z 761.2604 [M+Na]" soit une masse
moléculaire égale & 737 uma correspondant a la formule brute C3sHssO17, soit 43 uma de

moins par rapport au composé CT3a3b correspondant a la perte d’un groupement acétyle.
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Son spectre UV (MeOH) présente les bandes d’absorption Amax nm (log €) 224 (4.30),
315 (3.85).

oNodTodyt 21"
T

Tem 261

760 zean
>

rasre TIOITOA
“ =

v [M+Na-146]
- HR-ESI-MS/MS del’ion 761

[M+Na-146-146] *
= i

asaoo | s

Figure I11-66. Spectre de masse HR-ESI-MS et les fragmentations HR-ESI-MS/MS du

compos¢ CT4asap.
Spectrométrie de RMN :

Les spectres de RMN 1D & 2D (figure I1I-67- I11-72) du compos€ CTaa4p montre une
forte similitude avec les spectres du composé CTszasp indiquant ainsi la présence d’un
mélange de deux diastéréoisomere Trans et Cis (7 : 3) de nature phényléthanoide. La seule
différence est notée au niveau du carbone C-2'ic par ’absence du signale correspondant au

groupement acetyl.

Les déplacements chimiques sont répertoriés dans le tableau I11-4.
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Figure I11-67. Spectre de RMN 'H avec I’agrandissement des parties osidique (a, b) du

composé CT4aab comparé a celui du composé CT3as3b.
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Figure I11-69. Spectre de COSY du composé CTaa/p.
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Figure I1I-71. Spectre de HMBC étale de 61 0.8 a 5.4 ppm du composé CTaasp.
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Figure I1I-72. Spectre de HMBC étale de ou 5.7 a 7.9 ppm du composé CT4a/ap.

La structure finale des deux phényléthanoides diastéréoisomére CT4asp est déterminée
comme étant le 1-#-p-hydroxyphenyl-ethyl-3,6-O-di-a-L-rhamnopyranosyl-4-trans-p-
(CT4a) 1-f-p-hydroxyphenyl-ethyl-3,6-O-di-a-L-

rhamnopyranosyl-4-cis-p-coumaroyl-#-D-glucopyranoside (CTap),

coumaroyl-#-D-glucopyranoside et

identifi¢ pour la

premiére fois. La mesure de pouvoir rotatoire ([a]3°=— 85.5, ¢ 0.1, MeOH).

CT4a: 1-f-p-hydroxyphenyl-ethyl-3,6-O-di-a-L-rhamnopyranosyl-4-trans-p-coumaroyl-f-D-

glucopyranoside.
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CTap : 1-f-p-hydroxyphenyl-ethyl-3,6-O-di-a-L-rhamnopyranosyl-4-cis-p-coumaroyl-f-D-

glucopyranoside.
I11.2.1.5. Détermination de structure du composé CTs
Spectrométrie de masse :

Le spectre de masse ESI-MS en mode négatif du compos¢ CTs montre un pic d’ion
pseudo-moléculaire a m/z811.18 [M—H] correspondant a la formule brute C37Hs302. La
présence des fragments ions a m/z 649 [M—H-162] et 607 [M—H-146]" dans le spectre MS?

indique la perte d’un acide caféique et un hexose respectivement (figure I11-73).
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Figure I1I-73. Spectre de masse ESI -MS du composé CTs.
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Spectrométrie de RMN :

L’analyse des spectres RMN 'H (figure 111-74) et HSQC (figure I1I-75) montre des

signaux caractéristiques d’un phényléthanoide. En effet, on observe :

- Trois protons aromatiques dont :

e Un signal sous forme de doublet (J/ =2.0 Hz) a 6u 6.68 ppm d’intégration 1H
attribuable au proton H-2. Ce proton correle sur le spectre HSQC avec son carbone
aoc 116.5 ppm.

e Un signal sous forme de doublet (J/ =8.0 Hz) a 6u 6.56 ppm d’intégration 1H
attribuable au proton H-5, corrélant sur le spectre HSQC avec son carbone résonant
aoc 117.0 ppm.

e Un signal sous forme de doublet de doublet (J =8.0, 2.0 Hz) a du 6.53 ppm
d’intégration 1H qui ne peut étre que le proton H-6. Ce proton correle sur le spectre

HSQC avec son carbone résonant a 3¢ 121.0 ppm.
- Deux groupements méthyléne dont :

e Un signal sous forme de doublet de doublet (J =11.0, 6.2 Hz) a du 2.72 ppm
d’intégration 2H attribuable au proton Hf-7 corrélant sur le spectre HSQC avec le
carbone résonant a oc 36.0 ppm.

e Deux multiplets d’intégration 1H a du 3.84 et 4.10 ppm attribuables
respectivement aux protons Hap-8 et Haa-8. Ces deux signaux corrélent sur le
spectre HSQC avec le méme carbone résonant a 6c 71.6 ppm. Cette observation
indique que ces deux signaux sont des protons non équivalents et les valeurs de
leurs déplacements chimiques sont en faveur d’une oxygénation en cette position

d’ou la présence d’un groupement CH»-CH»-O dans la molécule.

Ceci permet de déduire la présence d’un premier cycle aromatique tri-substitué en 1, 3 et 4 en
plus d’une chaine ¢éthoxy. Ce qui indiquant qu’il s’agit d’une unité 3,4-

dihydroxyphényléthoxy comme aglycone.

En plus des signaux de ’unité aglycone, 1’analyse des spectres RMN 'H et HSQC

montre également la présence de :

- Trois protons aromatiques dont :
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e Un signal sous forme de doublet (J/ =2.0 Hz) a 6u 7.06 ppm d’intégration 1H
attribuable au proton H-2"" ce proton correle sur le spectre HSQC avec son carbone
aoc 115.0 ppm.

e Un signal sous forme de doublet (J/ =8.0 Hz) a 6u 6.80 ppm d’intégration 1H
attribuable au proton H-5"", corrélant sur le spectre HSQC avec son carbone
résonant a 6c 116.1 ppm.

e Un signal sous forme de doublet de doublet (J =8.0, 2.0 Hz) a du 6.97 ppm
d’intégration 1H qui ne peut étre que le proton H-6"". Ce proton correle sur le

spectre HSQC avec son carbone résonant a dc 123.0 ppm.

- Deux protons oléfiniques dont :

e Un signal sous forme de doublet de méme constante de couplage (J = 15.9 Hz) a on
7.60 ppm d’intégration 1H attribuable au proton Ha-7"" corrélant sur le spectre
HSQC avec son carbone a oc 114.3 ppm.

e Un signal sous forme de doublet (J = 15.9 Hz) a éu 6.29 ppm d’intégration 1H
attribuable au proton HfS-8"" corrélant sur le spectre HSQC avec son carbone a oc
149.8 ppm. Les valeurs du déplacement chimique et celle de la constante de
couplage permettent de déduire la présence d’une chaine éthylénique de

configuration trans

Ces données permettent de déduire la présence d’un groupement acide caféique dans ce

compose€.

HQ

| AR AL
HO

Caffeicacid 1w/

Une deuxiéme analyse simultanée des spectres RMN 'H et HSQC du composé CTs
permet de repérer 1’existence de trois unités osidiques, sont semblables a ceux du composé

CTs3. On remarque la présence de :

- trois protons anomériques, dont un doublet a oy 4.48 ppm (J = 8.1 Hz) correspondent a
un proton anomérique H-1'ic du f-D-glucose en position CH>—O et deux doublets a on

4.61 et 4.67 (J = 1.4 Hz) correspond respectivement a deux protons anomériques H-
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1"rRhat et H-1"rnan des deux a-L-rhamnoses en positions C-3'gie et C-6'Gic
respectivement.

- Un signale triplet d’intégration 1H a 6u 5.10 ppm (J = 8.1 Hz) corr¢ele sur le spectre
HSQC avec le carbone a d¢ 70.3 ppm, lier d’un groupement acide caféique par la
liaison (C-0O-).

- Un signal singulet d’intégration de trois protons a on 1.98 ppm corréle sur le spectre

HSQC avec le carbone a 6c 20.4 ppm, indique la présence d’un groupement acétyle a

la position C-2'gic.

Les valeurs des déplacements chimiques sont répertoriées dans le tableau III-5.

35"\ Sggsﬁﬂ%«%ss% A ."'fa.338333333;3333333:332339; g FHF/ES
_“%\,\\ h%/’V S e a2 = | ANV
O ERE R ER £ OOt
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b s J
J0IM L ViV
.-W“/J l./ M -COCH;
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Figure II1I-74. Spectre de RMN 'H avec du composé CTs comparé a celui du composé

CT3as3p.
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Figure ITI-75. Spectre de HSQC du composé CTs.

La structure finale du composé CTs est ainsi déterminée comme étant le f-3,4-

dihydroxyphenyl-ethyl-2-O-acetyl-3,6-O-di-a-L-rhamnopyranosyl-4-O-caffeoyl-f-D-

glucopyranoside appelé¢ Brandioside isolé pour la premiere fois du genre Cistanche.

OH

CTs: Brandioside.
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I11.2.2. Identification de lignane isolés de I’extrait CT,-Buon
I11.2.2.1. Détermination de structure du composé CTe
Spectrométrie de masse :

Le composé CTe montre dans le spectre de masse ESI-MS en mode négatif un pic
d'ion pseudo-moléculaire a m/z 518.89 [M—H] (figure I1I-76), soit une masse moléculaire
¢gale de 520 wuma correspondant a une formule brute CosH32011 avec 11 degrés
d’insaturations. Le spectre montre un ion fragment am/z 356.80 [M—H—-162]" correspondant a

la perte d’un hexose.
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Figure I1I-76. Spectre de masse ESI-MS du composé CTs.
Spectrométrie de RMN :

Les spectres de RMN 'H (figure 111-80) et HSQC (figure 111-81) du composé CTs

montre la présence de :

- Deux signaux sous forme de doublet d’intégration 1H a 6 7.03 ppm (J = 1.9 Hz) et
6.95 (J = 1.7 Hz) ppm, caractéristiques de deux protons aromatiques attribuables aux
H-2 et H-2'. Ces deux protons correlent sur le spectre HSQC avec les carbones

résonants a oc 111.3 et 110.7 ppm respectivement.
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Deux signaux sous forme de doublet d’intégration 1H a ou 7.15 ppm (J = 8.5 Hz) et
6.80 (J = 8.2 Hz) ppm, caractéristiques de deux protons aromatiques attribuables aux
H-5 et H-5', corrélent sur le spectre HSQC avec les carbones résonants a 6c 117.9 et
115.9 ppm respectivement.

Deux signaux sous forme de doublet de doublet d’intégration 1H a du 6.92 ppm (J =
1.9, 85 Hz) et 6.80 (J = 1.7, 8.2 Hz) ppm, caractéristiques de deux protons
aromatiques attribuables aux H-6 et H-6', correlent sur le spectre HSQC avec les
carbones résonants a ¢ 119.6 et 119.8 ppm respectivement.

Deux singulet a on 3.86 et 3.87 ppm d’intégration 3H, correspondant a deux
groupements méthoxyles. Ces protons correlent sur le spectre HSQC avec les carbones

résonants a oc 56.1 et 56.2 ppm respectivement.

Ceci montre que ces protons forment deux noyaux aromatiques tri-substitué (figure I11-77).

Figure III-77. Unités aromatiques présentes dans le composé CTe.

Les spectres RMN 'H et HSQC montre un dédoublement des signaux également la

présence de :

Un signale doublet d’intégration 1H chacun a 4.86 ppm (J = 5 Hz) correspondant aux
protons H-7 et H-7'. Ces deux protons correlent sur le spectre HSQC avec les carbones
résonants a oc 86.9 ppm.

Deux signaux multiplets d’intégration 1H chacun a 6u 3.15 ppm aux protons H-8 et H-
8'. Ces deux protons correlent sur le spectre HSQC avec les carbones résonants a dc
55.1 ppm.

Deux signaux multiplets d’intégration 2H a ou 3.87 et 4.25 ppm attribuables
respectivement aux protons Hp-9, Hp-9' et Ha-9, Ha-9'. Ces deux signaux corrélent sur
le spectre HSQC avec les carbones C-9 et C-9' résonant a dc 72.4 ppm. Cette

observation indique que ces deux signaux sont des protons diastéréotopiques.
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Figure I1I-78. Unités présentes dans le composé CTe.

- Un signale sous forme de doublet (J = 8.0 Hz) d’intégration 1H a ou 4.44 ppm
caractéristique du proton anomérique d’un sucre noté¢ H-1"gic, corréle sur le spectre
HSQC avec le carbone a d¢ 103.0 ppm. La valeur de la constante de couplage en
comparaison avec celle de la littérature (Casabuono et al., 1994) permet d’identifier

I’hexose comme étant un f-D-glucopyranose.

La formule brute (C26H32011) de ce composé et en comparaison avec la littérature
(Casabuono et al., 1994) indique la présence de 32 protons, le proton restant serait
probablement di a la présence d’un groupement hydroxyle qui n’apparaisse pas sur le spectre,
localis¢ en position C-4'. Les 11 atomes d’oxygenes, 4 parmi eux sont sur les deux noyaux
aromatiques et 5 pour la partie osidique, il n’en reste donc que deux pour les deux unités de la

figure I11-79, autrement dit ces deux unités sont liées par le biais des deux atomes d’oxygene.

Par ailleurs cette molécule comportant 11 degrés d’insaturation dont huit sont
consommés par les deux noyaux aromatiques, il apparait clairement que ces deux unités
doivent former non pas un cycle mais un bicycle composé de deux cycles furaniques
parfaitement symétriques, par ailleurs, sachant qu’un lignane est formé par 1’association de
deux unités phényle propanoides par le biais de la liaison C-8 — C-8' (Casabuono et al., 1994),

nous pouvons donc confirmé que nous sommes en présence d’un lignane.

Les déplacements chimiques sont notés dans le tableau III-5.

Figure III-79. Structure partielle du composé CTs.
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Figure ITI-81. Spectre HSQC du composé CTs.
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L’analyse spectrale combinée (Masse, RMN 'H, HSQC) du composé CTs qui est en
accord avec celle indiquée dans la littérature, méne a la structure du Pinoresinol 4-O-f-D-
glucopyranoside isol¢ précédemment de la méme espece de C. tubulosa au Pakistan

(Yoshizawa et al. 1990) et de Festuca argentina (Gramineae) (Casabuono et al., 1994).

CTs : Pinoresinol 4-O-f-D-glucopyranoside.
I11.2.3. Identification de flavonoide isolés de I’extrait CT,-Buon
I11.2.3.1. Détermination de structure du composé CT7
Spectrométrie de masse :

L’¢étude du spectre de masse ESI-MS effectuée en mode négatif (figure I11-82) montre
un pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z 444.88 [M—-H]", correspondant a la formule brute

C21H15011.
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Figure III-82. Spectre de masse ESI-MS du composé CT7.
Spectrométrie de RMN :

L’examen du spectre RMN 'H (figure III-83) permet d’observer des signaux

compatibles avec la structure d’une apigénine dans la région des aromatiques :

Deux doublets d’intégration 1H a dn 6,48 et 6,80 ppm avec une méme constante de
couplage J = 2.0 Hz, chacun attribuable aux protons H-6 et H-8, respectivement.

Un signal sous forme de singulet d’intégration 1H a ou 6,53 ppm attribuable a H-3.
Les résonances a on 6.53 (H-3) et 6.80 ppm (H-8) sont en accord avec la structure
d’une flavone dont le cycle A est substitué¢ en positions 5 par un hydroxyle et en 7 par
un sucre (Flamini et al., 2001).

Deux doublets d’intégration 2H couplés avec une forte constante de couplage (J = 8.0
Hz) a du 6,73 et 7.78 ppm correspondant aux protons H-3', H-5 et H-2', H-6'
respectivement, indiquant une substitution para du cycle B.

L’apparition d’un doublet a 6u 5.11 ppm (J = 7,2 Hz), caractéristique d’un proton
anomérique et des signaux entre oy 3.40 et ou 3.98 ppm, indique la présence d’un
sucre li¢ a I’apigénine par une liaison de configuration f, vu la constante de couplage

du proton anomérique (Agrawal et al., 1989).
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Les constantes de couplage vicinal mesurées en comparaison a partir du spectre RMN
'H (figure I11-83) et la littérature entre les protons H-1" et H-2" (7.0 Hz), H-2"et H-3" (8.0
Hz), H-3" et H-4" (9.0 Hz) et H-4" et H-5" (9.0 Hz) sont toutes supérieure & 7 Hz, ce qui
indique qu’ils sont en position trans diaxiaux. Ceci est caractéristique d’un p-D-

glucuronopyranose (Flamini et al., 2001).
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Figure I11-83. Spectre RMN 'H du composé CT>.

L’expérience HSQC (figure 11I-84) permet I’attribution des signaux des protons aux

atomes de carbone correspondants comme suit :

- La corrélation du proton H-3 avec le carbone C-3 montre que ce dernier a un
déplacement chimique 6c 101.3 ppm.

- La corrélation du proton H-6 avec le carbone C-6 montre que ce dernier a un
déplacement chimique dc¢ 100.9 ppm.

- La corrélation du proton H-8 avec le carbone C-8 montre que ce dernier a un
déplacement chimique d¢ 95.8 ppm.

- La corrélation des protons H-2' et H-6' avec les carbones C-2' et C-6' respectivement
montre que ces derniersa un déplacement chimique oc 129.6 ppm.

- La corrélation des protons H-3' et H-5' avec les carbones C-3' et C-5' respectivement

montre que ces derniers a un déplacement chimique dc 119.8 ppm.
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- La corrélation du proton anomérique H-1"gic avec le carbone C-1"gic montre que ce
dernier a un déplacement chimique dc 101.5 ppm.

- La corrélation du proton H-2"gic avec le carbone C-2"Gic montre que ce dernier a un
déplacement chimique d¢ 74.5 ppm.

- La corrélation du proton H-3"Gic avec le carbone C-3"Gic montre que ce dernier a un
déplacement chimique dc 77.3 ppm.

- La corrélation du proton H-4"ic avec le carbone C-4"Gic montre que ce dernier a un
déplacement chimique d¢ 73.1 ppm.

- La corrélation du proton H-5"gic avec le carbone C-5"gic montre que ce dernier a un

déplacement chimique dc¢ 76.3 ppm.

Les déplacements chimiques sont notés dans le tableau III-5.
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Figure I11-84. Spectre HSQC du composé CT7.

L’ensemble des analyses spectrales nous a conduits a identifier le composé¢ CT7
comme étant : Apigenine 7-0-f#-D-glucuronopyranoside. C’est un flavonoide trés fréquent

dans le régne végétal, isolé pour la premicre fois dans I’espéce Cistanche.
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OH
HQOC o

OH o]

CT?7: Apigenine 7-O-f-D-glucuronopyranoside.
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Partie I11 Chapitre 2

Identification des prodtuis isolés de Cistanche phelypaea

I11.2.4. Conclusion sur I’étude phytochimique des parties aériennes de C. phelypaea (CT)

La purification de 1’extrait butanolique des parties aériennesde Cistanche phelypaea
(CT), a été affinée par I’identification et la détermination structurale de 7 composés isolés

dont 4 produits nouveaux.

Les composés CTi, CT2, CT3asb et CTaaup sont des structures nouvelles de
phényléthanoide glycosides, les deux derniers composés cités sont des mélanges inséparables
de trans (3a et 4a) et cis (3b et 4b) p-coumaroyl. Parmi ces composés nous identifions dont un
phenylethanoids (brandioside), un lignane pinoresinol 4-O-f-D-glucopyranoside (CTs) déja
isolée des parties aériennes de 1’espece Cistanche tubulosa, et un flavonoide apigenine 7-O-f-

D-glucuronopyranoside (CT7) isolé pour la premiére fois du genre Cistanche.

Une analyse comparative permet de constater que 1’originalité des molécules nouvelles
est plus liée a leurs aglycones qu’a leurs chaines oligosaccharide respectives. Les molécules

isolées possedent des aglycones classiques avec un groupement hydroxyle.

Au plan chimiotaxonomique, ces résultats sont conformes a ceux de la littérature, les

Cistanche étant connues comme source des phényléthanoides glycosides

Les composés isolés étant reconnus comme trés actives au plan biologique, nous avons
testé leur activité inhibitrice sur deux enzymes impliquées dans le métabolisme glycolytique
ou lipidique particulier des cellules cancéreuses, le lactate déshydrogénase humain (LDH) et

la monoacylglycérol lipase (MAGL), respectivement (partie biologique).
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Etude phytochimique d’Anarrhinum pedatum (APD)

La plante A. pedatum est intéressante a ¢tudier en raison de ses propriétés anti-
inflammatoires, antidiabétique et anticancéreux (Habtemariam., 2018; Avasthi et al., 2013) et
d’autre part, cette plante n’a fait ’objet d’aucune étude phytochimique dans la littérature. Le
but principal de cette étude et isoler et identifier les nouveaux métabolites secondaires

biologiquement intéressant.
111.3.1. Identification des iridoides isolés de I’extrait APD,-Buon

Les iridoides sont des métabolites secondaires de la flore et la faune terrestre et
marine, et se retrouvent dans de nombreuses familles de végétaux, Ce sont des monoterpénes
caractérisés par un squelette cyclopenta[c]pyranique, parfois désigné par le terme d’iridane

(cis-2-oxabicyclo-[4,3,0]-nonane).

Le systetme bicyclique pS-cis-fusionné du cyclopentanopyrane est la structure

caractéristique la plus commune dans cette classe de composés :

I1s sont considérés comme des marqueurs chimiotaxonomiques de plusieurs familles :
Dipsacaceae, Gentianaceae, Lamiaceae, Plantaginaceae, Rubiaceae, Scrophulariaceae,
Oleaceae, Acanthaceae, Pedaliaceae et Bignoniaceae (Dinda et al., 2007, Balasooriya et al.,

1982).

Quinze glycosides d’iridoides ont été identifiés dans 1’extrait butanolique (APDy-BuoH)

dont 10 composés nouveaux.

- 7 d’entre eux : APD1, APD3, APDs, APDs, APDs, APD10, et APD11, sont des esters
antirrinoside,

- Les 4 autres : APD2, APD4, APD7, et APDy, sont des esters macfadinoside,

- Les 4 derniers : APD12, APD13, APD14 et APD1s sont des esters agnucastoside A et

acide mussaenosidique.
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Les différences structurales des glycosides iridoides isolés résident dans la structure
chimique du groupement ester en position 5 et 6 de la partie aglycone. Et en position 6'Gic de

la partie osidique.

R
Acide mussaenosidique H
Agnucastoside A foliamenthoyl

H

o OH o OH
\ s_—0 " s 0 & ~OR
HO 2 (4] HO > 0 ’
HO HO 5_—0,
3 oH ! 3 on ! HO 2
(0]
3

0
Antirrinoside Macfadienoside OH !

I11.3.1.1. Structure du f-D-glucopyranose :

Tous les composés APD renferment un pf-D-glucopyranose ¢élément constitutif

d’antirrinoside, macfadienoside et acide mussaenosidique

L’hydrolyse acide des composés isolés suivie par 1’analyse par GC-MS chirale

I’hydrolysat confirme la configuration naturelle du D-glucose.

Le spectre RMN 'H (tableau I11-6) montre le doublet du proton anomérique Sy [4.68—
4.73 ppm] (d, J =7.9 = 0.1 Hz, H-1") et un massif entre ou [3.17—4.55 ppm] pour les 6 autres
protons glucosidiques. L’attribution des protons osidiques est réalisée par I’analyse des
données spectrales 1D TOCSY et COSY. Le f-D-glucose est 1i¢ a la partie monoterpénique
en sa position 1 comme [’atteste une corrélation HMBC entre H-1 du monoterpéne ou 5.22—
5.57 ppm et le carbone anomérique C-1'ic adc [98.4—100.5 ppm], et inversement entre le

proton anomérique H-1'ic et le C-1 hydroxylé a 6c [99.0-100.5 ppm].

7~ X\ HMBC

Figure I1I-85. Corré¢lations HMBC du f-D-glucopyranose dans les iridoides APD1 a APDzs.
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I11.3.1.2. Détermination structurelle du composé APD1
Spectrométrie de masse :

Le spectre de masse ESI-MS en mode positif (figure I11I-86) du composé APD1 montre
un ion pseudo-moléculaire a m/z 358.17 [M+Na]" correspondant a la formule brute CisH2010.
En plus du pic de I'ton moléculaire, nous observons sur le spectre la présence d’autres
fragments importants a m/z 367 [M+Na—18]" et 205 [M+Na-18-166]", indiquant la perte

d’une molécule d’eau et une unité hexose.

APD-11-2 #2322 RT: 574 AW: 1 NL: 7.21E5
T: +cESI| Full ms [ 150.00-2000.00]

100

. [2M+NaJ*

50+

74702

70+

T48.10

Ralative Abundance
i
&
I

20 [M+Na]*

749.18 B835.34
371.28

20219 zo0.83 203,08 3238

200 2850 200 250 400 450 500 550 €00 &850 700 750 200 250 200 850
wavelength (nm)

APD-11-2 #2380 RT: 857 AV: 1 NL: 1.74E4
T: +cESI Full ms2 285.004@25.00 [ 105.00-200.00]
20295

100+
20
20
1 u 28498
= [M+Na—18-162]"
2 a0
=
2
= 50 22288
£ ag
£ 20479 I +
z = I+Na—18
2 20 [ ]
20 18650 31487 385.28
T 28587 ars50 e
_ e _ =27 5 5 285!
160.88 13353|| 01358 220.58 23872 258.98 zs45s 289687 31155 S80.75 372 77 |285.90
g e T | Loy 7 = 1 = P I =il
-4t
180 180 200 220 240 260 280 200 220 240 360 280 400

wawvelength (nm)

Figure ITI1-86. Spectre de masse HR-ESI-MS en mode positif du composé¢ APD:.
Spectrométrie RMN :

Le spectre RMN 'H (figure 11I-87) de ce composé, montre d’emblée les signaux

caractéristiques d’un iridoide. En effet, on observe :

- Deux doublets résonants a ou 4.94 et 6.38 ppm (J = 6.4 Hz), caractéristique des
protons oléfiniques H-4 et H-3. Le signale du proton H-4 est difficilement identifiable
car enveloppé par le pic de I’eau.

- Deux signaux doublet a on 2.38 et 5.39 ppm (J = 7.3 Hz) caractéristique des protons

H-1 et H-9 respectivement.
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- Deux protons sous forme de doublet déblindé situ¢ a ou 3.60 et 3.96 ppm
correspondant aux H-7 et H-6 respectivement avec une constante de couplage J = 1.6
Hz.

- Un singulet résonant a du 1.50 ppm et s’intégrant pour trois protons attestant de la
présence d’un groupement méthyle (CH3-10).

- Un doublet a 6u 4,68 ppm (J = 7.3 Hz) caractéristique du proton anomere H-1'ic du
glucose (Tableau III-6), et un massif de protons observé entre du 3.22 a 3.89 ppm

correspondant aux protons osidique.

R BABLHIARD

oo et e e o ek et g

e B L P

~470
~467
~137

\ :

3.5
n
318
~180

H-10

Signaux du surre

W

66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 4.2 4{?( 3.&; 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12
ppm

Figure I11-87. Spectre de RMN 'H du composé APD;.

L’expérience de corrélation directe carbone—proton ou HSQC (figure I11-88) montre

les couplages entre :

- Le proton H-1 et son carbone C-1 résonant a 6c 94.9 ppm.

- Le proton H-3 et son carbone C-3 résonant a 6c 142.4 ppm.

- Le proton H-4 et son carbone C-4 résonant a 5¢c 107.0 ppm.

- Le proton H-6 et son carbone C-6 résonant a oc 78.0 ppm. Valeur qui confirme bien
que ce dernier est porteur d’un groupement OH libre.

- Le proton H-7 et leur carbone C-7 résonant a ¢ 66.2 ppm.

- Le proton H-9 et son carbone C-9 résonant a ¢ 52.9 ppm.

- Les protons H-10 et leur carbone C-10 résonant a dc17.5 ppm.
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La présence du cycle époxyde C-7/C-8 est déterminée par comparaison des déplacements
chimiques des carbones C-7 et C-8 (entre dc 64-66 ppm) qui possedent un blindage Adc= -15
a -20 ppm par rapport au diol (Dinda et al., 2007).

JL/ . ww \l\._ " M

APD-11-2.2.1.217
4PD-11-2 HMQC  HOQ (1)

R H-10/C-10 o
e [
+20
0]
& |
= 30
40

m)

f1

H-1/C-1

100

100 k110

105
120

f1 (ppm)

-110

130
115 t

H-3/C-3

.

140

5.0 4.9
f2 (ppm)

+150

e e T e
66 64 62 60 58 56 54 52 S50 48 46 4.4 4.2 4.1%(3.3) 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 1.6 14 12 1.0
ppm

Figure I11-88. Spectres HSQC du compos¢ APD1.

Toutes ces données spectrales a permis d’attribuer la structure du composé¢ APD; :
Antirrinoside, déja identifier du genre Kickxia abhaica (Al-Rehaily et al., 2006), Maurandya
antirrhiniflora (Borors et al., 1991) et Linaria vulgaris (Sticher., 1971).

APD:1 : Antirrinoside.
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I11.3.1.3. Détermination structurelle du composé APD>
Spectrométrie de masse :

Le spectre de masse haute résolution HR-ESI-MS (figure I1I-89), présente un pic pour
I’ion pseudo- moléculaire a m/z 567.2023 [M+Na]" (calculé 567.2054), suggérant une masse
moléculaire de 544 uma en accord avec la formule brute CsH360O13. D’autres ions-fragments
importants ont également été observés a m/z 549.1922 [M+Na—18]", 405.1504 [M+Na—162]"
et 383.0937 [M+Na—184]" correspondant a la perte d’une molécule d’eau, une unité hexose et

une chaine latérale ester C10.

. © [M+Na]*

o HR-ESI-MS/MS de m/z 567.2028
[M+Na-162]"*

aca 1noa

[M+Na—184]

[M+Na-18]"

an imar  e=r
A anz. 1374 —
L — " asr.aers saz.auze =T
| sor 0a77 | aov.ezos 430 1303 44@arFe  ASTI8TS |.., ''''' ] a2 asra I |
31l I 1 — — — — 3 N — T =

Figure II1-89. Spectre de masse HR-ESI-MS et HR-ESI-MS/MS en mode positif du composé
APD:z.

Spectrométrie RMN :

L’observation du spectre RMN 'H (figure I111-90) du composé APD:2 permet de
confirmer sa nature iridoidique, par la présence de certains signaux caractéristiques a ceux du

composé APD1. En effet, on observe :
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- Les signaux des deux protons oléfiniques H-3 et H-4 résonant respectivement a ou
6,42 ppm (d, J= 6.0 Hz) et 4.97 ppm (d, J = 6.2 Hz).

- Trois signaux a 6u 2.63 (d, J = 7.5 Hz), 3.72 (d, J = 2.0 Hz) et 5.55 ppm (d, J = 7.5
Hz) présentant une parenté évidente avec ceux des protons H-9, H-7 et H-1 du noyau
antirrinoside (APD1).

- L’absence du signale des protons CH3z-10 a on 1.50 ppm et I’apparition de deux
doublets a 6u 3.71 et 4.15 ppm (J = 13.5 Hz) attribuable & un CH» hydroxylé, indique

que le composé APD2 a un noyau macfadienoside (Bianco et al., 1974).
En plus des signaux du noyau macfadinoside, le spectre RMN 'H montre aussi :

- Deux protons oléfiniques dont un sous forme de triplet a ou 6.94 ppm (J = 7.4 Hz), et
le deuxieme de doublet a o1 5.43 ppm (J = 6.4 Hz).
- Trois groupements méthyléne résonnant comme suit :
e Un doublet a 644.10 ppm (J = 6.4 Hz) qui peuvent étre attribué¢ au CH>-OH.
e Un triplet a 64 2.26 ppm (J = 7.6 Hz).
e Un multiplet d’intégration 2H a du 2.36 ppm attribuable aux deux protons non
équivalents Ha et Hy.
- Deux groupements méthyles sous forme d’un singulet d’intégration 3H :
e Un a oul.78 ppm, dans le déplacement chimique et déblindé par une liaison
¢thylénique.
e Le deuxieme a 641.90 ppm, déblindé par une liaison éthylénique et un groupement

attracteur d’¢lectron qui peut étre un carbonyle.

Toutes ces données confirment la présence d’une chaine latérale ester C10.
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Figure I11-90. Spectre de RMN 'H du composé APDz comparé a celui du composé APD;.

L’expérience COSY H-H (figure III-92) montre les couplages du noyau

macfadienoside entre :

- Les protons oléfiniques H-3 et H-4.
- Le proton H-6 et le proton H-7.
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- Le proton H-9 et le proton H-1.
- Le proton Hy-10 et le proton Ha-10.

Figure I11-91. Corrélations COSY au niveau du squelette macfadienoside.
En plus de ces corrélations, I’examen du spectre COSY (figure 111-92) de ce composé,
montre aussi des corrélations de la chaine latérale ester entre :

- le méthyle résonnant a du 1.78 ppm (C-10") correle avec le proton oléfinique CH a ou
5.43 ppm et ainsi qu’avec le CHz a 0y 4.10 ppm qui est 1i¢ a un hydroxyle (CH2-OH).
- le proton oléfinique CH (du 5.43 ppm) correle avec ce CH2-OH (0u4.10 ppm) suggere

que ces deux atomes de carbones sont voisins.

Toutes ces observations ont permis de suggérer 1’existence d une unité isopréne.

COSY

Le méme spectre montre des taches de corrélations entre :

- Le méthyle résonnant a ou 1.90 ppm correle avec le proton oléfinique CH a ou 6.94
ppm et ainsi qu’avec le groupement CH> a 61 2.36 ppm.

- Le proton oléfinique CH (6u 6.94 ppm) correle avec deux groupements CH» a du 2.26
et 2.36 ppm, et avec le méthyle (CH3z) a (6u 1.90 ppm), suggérant la présence d’une

deuxieme unité d’isopréne, d’ou la structure
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Figure I11-92. Spectres COSY du composé¢ APDz.

L’expérience HSQC (figure III-93) permet de mettre en évidence les corrélations
carbone-proton du compos¢ APD:2. Par ailleurs, ce spectre HSQC montre des corrélations

carbones-protons de la chaine latérale ester :

- Les protons oléfiniques : H-3" et H-7" et leurs carbones résonant respectivement a dc
143.9 et 126.2 ppm.

- Les protons méthylénes H-4", H-5" et H-8" et leurs carbones résonants
respectivement a 6c 28.0, 31.1 et 58.8 ppm.

- Les protons méthyliques : H-9" et H-10" et leurs carbones C-9" et C-10" résonants

respectivement a 6c 12.1 et 23.1 ppm.
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Figure I11-93. Spectres HSQC du composé¢ APDx.

Le spectre HMBC (figure II1-96 -11I-98) met en évidence les corrélations du noyau

macfadinoside entre :

- Le proton H-1 et des carbones résonants a oc 73.5 et 99.3 ppm, correspondant
respectivement aux carbones C-5 et C-1'gic.

- Le proton H-3 et les carbones C-5, C-1 (¢ 94.3 ppm) et C-4 (6c 107.3 ppm).

- Le proton H-4 correle avec les carbones C-3 (8¢ 142.6 ppm), C-5 et C-9 (6c 51.1 ppm).

- Les protons Hap-10 correlent avec les carbones C-6, C-7, C-8 et C-9.

L’expérience HMBC montre en plus, les corrélations repérées de la chaine latérale

comme suit :

- Les protons méthylénes montrent les corrélations suivantes :
e H-4" corréle avec les carbones C-3", C-2" et C-6";
e H-5"avec C-3", C-6" (8¢ 138.1 ppm), C-7" et avec le carbone méthylénique C-10";

e H-8" corréle avec les carbones C-7" et C-6".

- Les protons oléfiniques montrent les corrélations suivantes :
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e H-3" correle avec C-9" et C-1" (d¢ 167.8 ppm), ce déplacement chimique confirme
que le carbone C-1" est un carbonyle ;

e H-7" corréle avec les carbones C-10" et C-5".

- Les protons méthyléniques montrent les corrélations suivantes :
e H-9" correle avec le carbone C-3" et les carbones quaternaires C-2" (6c 128.1 ppm)
et C-1";

e H-10" avec C-4", C-7", avec le carbone quaternaire C-6" a ¢ 138.1 ppm.

Par ces corrélations, on permet de déduire la chaine latérale reportée dans la figure I1I-

94 comme étant le foliamenthoyl (Dawidar et al., 1989).

Figure I11-94. Corrélations HMBC du groupement foliamenthoyl APD:.

- La corrélation entre le proton H-6 et le carbonyle C-1" du groupement foliamenthoyl

confirme sa localisation sur le carbone C-6 (figure I11-95).

HMBC

Figure ITI1-95.Corrélations HMBC mettant en évidence la position du foliamenthoyl.
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Figure I11-96. Spectres HMBC étalés de ou 1.2 a 2.80 ppm du composé APD:.
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Figure I11-97. Spectres HMBC étalés de ou 3.10 a 4.35 ppm du composé APDx.
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Figure IT1-98. Spectre HMBC ¢talé de o 4.5 a 7.3 ppm du composé APD:.

L’ensemble de ces données nous permet ainsi d’identifier le compos¢ APD2 comme
étant le 6-O-foliamenthoylmacfadienoside, C’est un nouveau composé¢ naturel. La mesure

du pouvoir rotatoire est [a]2> +25 (c 0.1, MeOH).

APD:2 : 6-O-foliamenthoylmacfadienoside.
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I11.3.1.4. Détermination structurelle du composé APD3

Spectrométrie de masse :

Le spectre de masse ESI-MS en mode positive (figure 11I-99) de ce composé présente
un pic d'ion pseudo-moléculaire a m/z 551.29 [M+Na]" correspondant a une formule brute en
CasH36012. Le spectre MS/MS du pic moléculaire enregistré en mode positif, montre des
fragmentations a m/z 388.94 [M+Na-162]" et 370.99 [M+Na—-162-18]" correspondant a la

perte d’un glucose et une molécule d’eau.
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Figure I11-99. Spectre de masse ESI-MS et MS/MS en mode positif du composé APDs.

Spectrométrie RMN :

L’analyse des spectres RMN 1D et 2D (figure III-100- I1I-102) du composé¢ APDs3,
nous revéle une grande ressemblance avec ceux du composé¢  6-O-
foliamenthoylmacfadienoside (APD2) identifi¢ précédemment avec [’absence du signal
correspondant au CH>-OH et la présence d’un singulet a 8y 1.51 ppm attribuable au CH3 pour

le composé APD3, ce qui nous oriente vers un noyau antirrinoside.
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Figure ITI-100. Spectre de RMN 'H du composé APD3 comparé a celui du composé APD:.
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Figure I11-102. Spectre HSQC étalé de 6 2.8 a 5.3 ppm du composé¢ APDs.
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La structure du composé APD3 a pu étre établie comme étant : 6-O-nerol-8-oyl-

antirrinoside. Il été isolé des parties aériennes de Anarrhinum orientale (Dawidar et al.,

1989).

APD3 : 6-O-nerol-8-oyl-antirrinoside.
I11.3.1.5. Détermination structurelle du composé APD4
Spectrométrie de masse :

La formule moléculaire brute C3sHs1O15 du composé APD4 a été déduite a partir du
spectre de masse haute résolution HR-ESI-MS en mode positif (figure 11I-103). 11 donne un
pic pseudo-moléculaire a m/z 711.3229 [M+H]".
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Figure III-103. Spectre de masse HR-ESI-MS en mode positif du composé APDa.
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Spectrométrie RMN :

Les spectres RMN 'H (figure 111-104), 13C (figure 111-105), HSQC (figure I1I-106) et
HMBC (figure III-108- III-109) du composé APDs présentent une forte similitude avec les
spectres du composé 6-O-foliamenthoylmacfadienoside (APD2). La différence notable
consiste en I’apparition des nouveaux signaux d’un deuxiéme groupement foliamenthoyl. En

effet, on observe :

- Deux protons oléfiniques dont un sous forme de triplet a 6u 6.71 / ¢ 143.4 ppm (J =
6.9 Hz), et le deuxieme de doublet a ou 5.44 / ¢ 125.2 ppm (J = 7.7 Hz), attribuables
respectivement aux H-3"' et H-7"".

- Trois groupements méthylénes résonnant comme suit :

e Un doublet a 5y 4.06 / 6c 58.6 ppm.
e Un multiplet a 61 2.33 / 6c 26.4 ppm attribu¢ au H-4"".
e Un multiplet a 85 2.22 / 6c 30.8 ppm correspondant au H-5"'.

- Deux groupements méthyles sous forme d’un singulet d’intégration 3H :

e Unaonl.78/dc22.8 ppm (CH3-10"), dans le déplacement chimique et déblindé
par une liaison éthylénique.

e Ledeuxieme a dy 1.81/8c11.6 ppm (CH3-9™), déblindé parune liaison éthylénique
et un groupement attracteur d’électron qui est le carbonyle C-1" (6c 167.8 ppm).

- Trois carbones quaternaires C-1", C2" et C-6"' résonnant respectivement a oc 167.8,

128.4 et 138.6 ppm.

Le déblindage du carbone C-5 (dc 80.5 ppm) comparativement au déplacement
chimique (6c 73.3 ppm) du méme carbone enregistré pour le composé¢ APDz, illustre bien
I’absence d’un hydroxyle libre dans cette position ce qui indique la substitution du deuxiéme

groupement foliamenthoyl en C-5.
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Figure I11-104. Spectre de RMN 'H du composé APD4 comparé a celui du composé APD:.
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Figure I11-105. Spectre de RMN *C du composé APDa.
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Figure I11-107. Corrélations HMBC du composé APD4.
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Figure II1-108. Spectre de HMBC ¢étalé de dn 1.80 a 4.3 ppm du composé¢ APD4.
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Figure II1-109. Spectre de HMBC étalé de dn 4.70 a 6.80 ppm du composé APD4.
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Toutes ces données spectrales ainsi que la valeur du pouvoir rotatoire ( [a]3> +41, ¢
0.1, MeOH) permettent d’établir sans ambiguité la structure du composé APD4 le 5,6-0-

difoliamenthoylmacfadienoside, isolé¢ pour la premiére fois.

APDs : 5,6-O-difoliamenthoylmacfadienoside.

I11.3.1.6. Détermination structurelle du composé APDs
Spectrométrie de masse :

Le spectre de masse haute résolution HR-ESI-MS enregistrés en mode positif (figure
I11-110), montre un pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z 717.3090 [M+Na]* (calc 717.3098) et
un pic d’ion protoné a m/z 695.3278, correspondant a une masse moléculaire égale a 694 uma,
suggérant une formule brute C3sHs0O14. En plus du pic de I’ion moléculaire, nous observons
la présence d’autres fragments importants a m/z 699 [M+Na—18]" et 551 [M+Na—166]",

indiquant la perte d’'une molécule d’eau et groupement foliamenthoyl.

apd_5 S #185-211 RT. 1.88-2.06 AV. 23 MNL: 2.06E7
F: FTMS + ¢ ESIFull ms [195.00-800.00]
717.3090

100

] [M+Na]*
90

3 [M+FH]*

807 695 3278

70

60

50

40 [M+Na-166]* 733.2826

511.2169

30]

20

B 331.1541 376 3421

104 317.1152

1 223.0966 2791;593 AN lxll | 3872715 4932?66 533.1990 5712212 57731‘75 L 758.3596
o e e e L L T S e L BSA  a t w

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
m/z

Figure I1I-110. Spectre de masse HR-ESI-MS en mode positif du composé¢ APDs.
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Spectrométrie RMN :

L’analyse des spectres RMN 1D et 2D (figure III-111- III-117) du composé APDs
présente les mémes signaux du composé 5,6-O-difoliamenthoylmacfadienoside (APD4) avec

I’absence du groupement CH>-OH (en position 10) et la présence d’un CH3-10, ce qui indique

d’un noyau antirrinoside.
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Figure ITI-111. Spectre de RMN 'H du composé APDs comparé a celui du composé APDa,
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Figure III-113. Spectre de COSY du composé¢ APDs.
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Figure III-114. Spectre HSQC du composé APDs.

Sur les spectres HMBC (figure III-116- I1I-117) du produit APDs, on revéle

mémes taches de corrélations observées avec le composé APDa4.

Figure III-115. Corrélations HMBC du compos¢ APDs.
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Figure III-117. Spectre de HMBC de 61 4.5 a 7.0 ppm du composé¢ APDs.

228



Partie 111 Chapitre 3
Identification des prodtuis isolés d’Anarrhinum pedatum

L’ensemble des données nous permet d’identifier la structure d’APDs comme 5,6-0-
difoliamenthoylantirrinoside. La valeur du pouvoir rotatoire ([a]3> —70 (c 0.1, MeOH),

c’est un iridoide naturel nouvellement isolé et décrit.

APDs : 5,6-O-difoliamenthoylantirrinoside.
I11.3.1.7. Détermination structurelle du composé APDs
Spectrométrie de masse :

APDs présente une formule moléculaire en C3sHsoO14.Cette formule est déterminée
grace au spectre de masse haute résolution HR-ESI-MS obtenu en mode positif qui présente
un pic pour I’ion pseudo-moléculaire a m/z 717.3083 [M+Na]* (calc717.3098) (figure III-
118), soit une masse moléculaire égale a 694 uma. Deux fragments important sont également
observées a m/z 533.1976 [M+Na—-184]" et 349.0883 [M+Na—184-184]", correspondant a

I’¢limination subséquente de deux chaines ester C10.
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Figure ITI-118. Spectre de masse HR-ESI-MS et HR-ESI-MS/MS en mode positif du

compos¢ APDe.
Spectrométrie RMN :

Les spectres RMN 'H (figure 11I-119) et HSQC (figure 11I-121) du composé APDs
présente de fortes similitudes avec celui du composé 5,6-O-difoliamenthoylantirrinoside
(APD:s), sauf les signaux correspondant au groupement foliamenthoyl situé¢ en C-5 montrent

des changements en position C- 6" et C-8". En effet, on observe :

- Quatre protons oléfiniques dont :
e Un sous forme de triplet a du 6.71 / 6c144.3 ppm (J = 7.3 Hz), attribuable au H-3".
e Doublet deboublet a dn 5.93/ 6c 145.5 ppm (J = 16.9, 12.0 Hz), attribuable au H-7";
e Deux doublets a on 5.07 et 5.27 / d¢c 112.1 ppm qui peuvent Etre attribué

respectivement aux protons Hp-8" et Ha-8".

- Deux groupements méthylénes résonnant comme suit :
e Un multiplet a 6n2.23 / 8¢ 24.1 ppm attribué au H>-4".
e Un tripleta on 1.59 / dc 41.5 ppm (J = 8.2 Hz) correspondant a H»-5".

- Deux groupements méthyles sous forme d’un singulet d’intégration 3H :
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e Un a du 1.80 / 6c12.0 ppm (CH3-9"), déblindé par un groupement attracteur
d’¢lectron qui est le carbonyle C-1" (¢ 166.0 ppm).

e Le deuxieme a on 1.29 / 6c27.4 ppm (CH3-10"), dans le déplacement chimique est
déblindé par un goupement OH.

L’ensemble de ces signaux confirme la présence d’un deuxiéme groupement C10 ester.
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Figure I1I-119. Spectre de RMN 'H du composé APDs comparé a celui du composé APDs.
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Le spectre COSY (figure I1I-120) du compos¢ APDs montre les mémes corrélations
du spectre COSY (figure III-113) d’antirrinoside et le groupement foliamenthoyl en position
C-6 déja décrit (APDs) et (APD2).

De plus, L’examen du spectre COSY de ce composé, montre aussi des corrélations de

la deuxiéme chaine latérale ester entre :

- Le méthyle blindé résonnant a dn 1.29 (CH3-10") qui est lié¢ a un hydroxyle correle
avec le proton oléfinique H-7" résonnant a 6u 5.93 ppm
- Le proton H-7"correle avec les protons Hp-8" et Ha-8" (du 5.07 et 5.27 ppm) suggere

que ces deux atomes de carbones sont voisins.

Toutes ces observations ont permis de confirmés I’existence d’un méthylidéne en C-8"

10"

o
HC “7» R
Il COSY
CH, —~

Ce méme spectre montre des taches de corrélations entre :

- Les protons méthyléniques CH3-9" (0n1.80 ppm) et un CH-3" oléfinique a 6n6.71
ppm.

- Les protons des deux groupements CH>-5" et CH>-4" (6u 1.59 et 2.23 ppm) correlent
avec le méthyle (CH3-9"), suggérant la présence d’une unité isoprene.

- Les protons du groupement méthyle CH3-10" (du 1.29) corrélent avec le CH»-5" ce qui

Se permet de proposer la structure du deuxiéme groupement ester.

8 HC 3w/
)l\z‘}l COSY
R C 3 A
o
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Figure ITI-120. Spectre de COSY du composé APDs.

L’expérience HSQC (figure III-121) permet de mettre en évidence les corrélations

directes C-H du composé APDs. Par ailleurs, ce spectre HSQC montre les corrélations C-H

du deuxiéme groupement ester C10 entre :

- Les protons oléfiniques H-7", H-3", Ha.-8" et Hyp-8" et leurs carbones résonant

respectivement a oc 145.0, 144.4 et 112.1 ppm.

- Les protons méthylenes H-4" et H-5" et leurs carbones résonant respectivement a d¢

24.0 et 41.5 ppm.

- Les protons méthyléniques H-9" et H-10" et leur carbones résonant respectivement a

oc 12.0 et 27.4 ppm.
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Figure ITI-121. Spectre HSQC du composé¢ APDe.

L’analyse des spectres HMBC (figure III-124- III-125) révéle des corrélations
similaires avec le composé¢ APDs en plus les corrélations intermoléculaires des atomes du

deuxiéme groupement ester C10 :

- Les protons méthylénes montrent les corrélations suivantes :
e H-4" corréle avec les carbones C-2" et C-3" ;
e H-5"avec C-3", C-4", C-6" et avec le carbone méthylénique C-10";
- Les protons oléfiniques montrent les corrélations entre :
e Les protons Ha-8" et Hp-8" correle avec les carbones C-6" et C-7" ;
e Le proton H-3" correle avec C-9" et un carbonyle C-1" (6¢c 166.0 ppm) ;
e Le proton H-7" correle avec le carbone C-6".
- Les protons méthyléniques montrent les corrélations suivantes :

e H-9" correle avec le carbone C-3", C-4", C-5" et le carbone quaternaire C-2" (dc

127.2 ppm);

\

e H-10" avec C-5", C-7"et avec le carbone quaternaire C-6" a d¢ 72.1 ppm.

Ces corrélations, permet de déduire la chaine latérale reportée dans la figure II1-122

comme ¢tant le menthiafoloyl situ¢ au carbone C-5.
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Figure I1I-122. Groupement menthiafoloyl faisant partie du composé APDe.
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Figure III-123.Corrélations HMBC du composé APDe.
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Figure I11-124. Spectre de HMBC étalé de on 1.15 a 2.50 ppm du composé¢ APDe.
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Figure III-125. Spectre de HMBC ¢étalé de dn 3.80 a 7.0 ppm du composé¢ APDe.

Sur la base de tous ce qui précéde, ainsi que la valeur du pouvoir rotatoire ([ar]3° —45,
c 0.1, MeOH), la structure du compos¢ APDs a été établie comme étant le 5-0-

menthiafoloyl-6-0O-foliamenthoylantirrinoside. C’est ¢galement un composé nouveau.

APDe : 5-O-menthiafoloyl-6-O-foliamenthoylantirrinoside.
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I11.3.1.8. Détermination structurelle du composé APD~
Spectrométrie de masse :

Sur le spectre de masse haute résolution HR-ESI-MS (figure I1I-126), enregistré en
mode positif, nous observons un pic d’ion pseudo-moléculairea m/z 733.3040 [M+Na]*
(calc733.3047), soit une masse moléculaire égale a 710 uma, suggérant une formule brute en
C3sHs0O1s5. Un ion-fragment observé a m/z 549.1961 [M+Na—184]" similaire a celui des

compos¢s présents APD4 et APDe.

APD24_3_2 MS2 27 (0.488) AM (Cen.3, 80.00, Ar,9500.0,0. 00,0.70); Cem (27-24) TOF MSMS
100 5491061 - m

[M+Na-184]"

[M+Na]*

533 2033

567 2058
o- 4201383  450.1349  489.1843 k 6154650 404315 GET ABE2  T15.3080

420 440 460 480 800 520 S0 6e0  SK0 800 620 640 es0 | es0 700 720 7a0  redr®

Figure III-126. Spectre de masse HR-ESI-MS en mode positif du composé APD7.

Les spectres de RMN 1D et 2D (figure I11-127 a 1I-131) du composé APD7 montrent
une forte ressemblance avec ceux du composé  5-O-menthiafoloyl-6-O-
foliamenthoylantirrinoside (APDs) identifié précédemment. La seule différence est notée au
niveau du carbone C-10, par I’absence du signale CH3-10 et la présence de deux signaux sous
forme de doublet résonant a ou 3.56 (Hp-10) et 4.14 (Ha-10) ppm (J = 13.0 Hz) d’un

groupement CH>-OH, caractéristiques du noyau macfadinoside.
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Figure I1I-127. Spectre de RMN 'H du composé APD7 comparé a celui du composé APDe.
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Figure IT1-129. Spectres

HSQC du composé¢ APD?7.
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Figure III-131. Spectres HMBC du compos¢ APD7.
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La structure finale du compos¢ APD7 est le 5-O-menthiafoloyl-6-O-
foliamenthoylmacfadienoside, isol¢ pour la premicre fois. La mesure du pouvoir rotatoire est

[a]%® +70 (c 0.1, MeOH).

APD7 : 5-O-menthiafoloyl-6-O-foliamenthoylmacfadienoside.
I11.3.1.9. Détermination structurelle du composé APDs

Spectrométrie de masse :

Le spectre de masse HR-ESI-MS (mode positif) donne un pic pour I’ion pseudo-
moléculaire a m/z 515.1500 [M+Na]" (calc515.1529) correspondant a la formule brute
C24H23011. D’autres ions-fragments sont observables a m/z 497.1386 [M+Na-18]" et
353.0975 [M+Na-162]" correspondants respectivement a la perte d’une molécule d’eau et un

glucose (figure I11-132).
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Figure III-132. Spectre de masse HR-ESI-MS et HR-ESI-MS/MS en mode positif du
compos¢ APDs.

Spectrométrie RMN :

Les spectres de RMN 'H et 3C du composé APDs (figure 11I-133- I1I-134) montrent
les mémes signaux caractéristiques du noyau antirrinoside (APD1). Les différences majeures

par rapport au compos¢ APD1, résident en la présence :

- Des signaux a champ faible allant de du 7.40 a 7.65 ppm, s’intégrant pour cinq protons
caractéristiques de protons aromatiques.

- Deux doublets (J = 16.5 Hz) s’intégrant chacun pour un proton a du 6.63 / ¢ 117.0
ppm et o 7.81 / oc 145.6 ppm (H-a et H-P) caractéristiques de protons oléfiniques
couplant entre aux. La valeur de la constante de couplage indique qu’ils sont en
position trans.

- Deux carbones quaternaires C-1" et C-9" (C=0) résonnant respectivement a 6c134.3 et

166.6 ppm.

L’observation de ces signaux nous permet de suggérer la présence d’un groupement

trans-cinnamoyle.
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trans-cinnamoyle

Le déplindage du proton H-6 du composé APDs par rapport au composé APD1 indique

que la position 6 du noyau antirrinoside est substituée par le groupement trans-cinnamoyle.

oo 39 © oo T wn oo =3 -
~o© < O Soo o ©wuolN I} )
~s © © [ e R ™ ool o -
APDg

H-10

H-3'g)

Ha,b-6'¢,, H-9

f1 (ppm)

Signaux du

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 4.2 ‘}.O( 3.8) 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 1.2
1 (ppm

Figure I11-133. Spectre de RMN 'H du composé APDs comparé a celui du composé APD:.
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Figure I11-134. Spectre de RMN '*C du composé APDs.

L’expérience COSY H-H (figure III-135) permet de retrouver toutes les corrélations
identifiant le noyau antirrinoside. Elle permet aussi d’identifier, les deux protons oléfiniques

Hq-8"et Hp-7", ainsi les protons aromatiques du groupement trans-cinnamoyle.
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Figure III-135. Spectre de COSY du composé APDs.
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L’analyse HSQC (figure III-136- III-137) permet de mettre en évidence les

corrélations directes C-H du composé APDs.

Les déplacements chimiques sont notés dans le tableau I1I-9.
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Figure I11-136. Spectre de HSQC étalé de on 1.3 a 4.3 ppm du composé APDs.
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Figure I11-137. Spectre de HSQC étalé de on 4.7 a 7.8 ppm du composé APDs.
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L’expérience HMBC (figure II1-139) montre clairement la position du groupement
trans-cinnamoyle sur le noyau antirrinoside, on observe la corrélation entre le proton H-6 du
noyau antirrinoside et le carbonyle C-9" résonant a 6c 166.8 ppm du groupement trans-

cinnamoyle (figure I1I-138).

Figure I11-138. Corrélations HMBC du trans-cinnamoyle du composé¢ APDs.
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Figure I11-139. Spectre de HMBC ¢talé de dn 1.46 a 3.9 ppm du composé¢ APDs
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Figure I11-140. Spectre de HMBC ¢étalé de on 4.6 a 5.8 ppm du composé APDs.
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Figure I1I- 141. Spectre de HMBC ¢talé de on 6.5 a 7.9 ppm du composé APDs.
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Sur la base des observations précédentes, et la valeur du pouvoir rotatoire[a]3> —120
(c 0.1, MeOH), la structure du composé APDs est le : 6-O-trans-cinnamoylantirrinoside

isolé pour la premicre fois.

APDs : 6-O-trans-cinnamoylantirrinoside.
I11.3.1.10. Détermination structurelle du composé APDo
Spectrométrie de masse :

Sur le spectre de masse haut résolution HR-ESI-MS, enregistrés en modes positif
(figure I11-142), nous observons un pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z 531.1469 [M+Na]"
(calc531.1478), soit une masse moléculaire égale a 508 uma, suggérant une formule brute de
C24H23012 Autre fragment est également observé a m/z 401.1205 [M+Na—130]", indiquant la

perte d’un groupement cinnamoyle.
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Figure I11-142. Spectre de masse HR-ESI-MS et HR-ESI-MS/MS en mode positif du
composé¢ APDy.

Le spectre RMN 1H (figure I1I-143) est trés voisin de celui du composé 6-O-trans-

cinnamoylantirrinoside (APDs). Cependant la différence notée par :

- L’absence du méthyle CH3-10 et la présence d’un groupement CH>-OH ce qui
confirme un noyau macfadinoside.

- Le blindage du proton H-6 a du 3.69 ppm (d, J = 1.7 Hz) du composé APDy par
rapport au H-6 (du 5.13 ppm) du composé¢ APDs indique que la position en C-6 du
noyau macfadinoside est libre.

- Le déblindage des protons Hp-6'Gic et Ha-6'Gic résonant respectivement a ou 4.36 et 4.50
ppm du glucose du composé APDy comparativement au déplacement chimique (ou
3.60 et 3.98 ppm) des mémes protons enregistrés pour le composé APDs, ce qui

indique que le groupement cinnamoyle est substitué¢ au carbone C-6'Gic du glucose.
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Figure I11-143. Spectre de RMN 'H du composé APDy comparé a celui du composé APDs.

L’analyse HSQC (figure III-144) permet de mettre en évidence les corrélations

directes C-H du composé APDo.
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Les déplacements chimiques sont notés dans le tableau III-9.
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Figure I11-144. Spectre de HSQC du composé APDy.

L’expérience HMBC (figure III-146) confirme la position du groupement trans-
cinnamoyle sur le noyau macfadinoside, on observe la corrélation entre les protons Ha-6'Gic et
Hyp-6'Gic du glucose et le carbonyle C-9" résonant & 6c 166.8 ppm du groupement trans-

cinnamoyle.

Figure III- 145. Corrélations HMBC du frans-cinnamoyle du composé APDo.
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Figure I11-146. Spectre de HMBC du composé APDy.

Sur la base de tous ces résultats, ainsi que la valeur du pouvoir rotatoire[a]3> —66 (c

0.1, MeOH), la structure du compos¢ APD¢ a été établie comme étant le 6'-O-trans-

cinnamoyl-macfadienoside.

APD9: 6'-O-trans-cinnamoyl-macfadienoside.
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I11.3.1.11. Détermination structurelle du composé APD1o
Spectrométrie de masse

La formule brute du composé APD1o a été déterminée sur la base des analyses de
spectrométrie de masse. Le spectre de masse HR-ESIMS (figure 11I-147) de ce composé
présente un pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z 515.1501 [M+Na]" soit une formule brute de

Co4H25011.
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Figure I1I-147. Spectre de masse HR-ESI-MS et MS/MS en mode positif du composé
APDo.

Spectrométrie RMN :

Les spectres RMN 1D et 2D (figure I11-148- I11-150) du composé APD1o ressemble en
grande majorité au compos¢ 6'-O-trans-cinnamoyl-macfadienoside (APDy) identifi¢
précédemment avec ’absence du signal correspondant au CH>-OH et la présence d’un
singulet a du 1.41 ppm attribuable au CH3 pour le composé APD1o, ce qui nous oriente vers un

noyau antirrinoside.

Les déplacements chimiques sont notés dans le tableau III-9.
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Figure I11-148. Spectre de RMN 'H du composé APD1o comparé a celui du composé APDo.
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Figure I11-150. Spectre HSQC étalé de 61 2.0 a 4.5 et 5.0 4 7.6 ppm du composé¢ APDho.
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Le composé APD1o est donc identifié : 6’-O-cinnamoylantirrinoside isolé a partir des
parties aériennes Anarrhinum orientale (Dawider et al., 1989) et Anarrhinum pubescens

(Mahran et al ., 2018).

APD1o : 6'-O-cinnamoylantirrinoside.
I11.3.1.12. Détermination structurelle du composé APD1:
Spectrométrie de masse :

Les spectres de masse ESI enregistrés en modes positif (figure III-151) et négatif
(figure I1I-152), présentent respectivement des pics pseudo-moléculaires a m/z 531 [M+Na]*
et 507 [M—H]", soit une masse moléculaire égale a 508 uma, correspondant a une formule
brute en C24H23012. Le spectre MS/MS du pic moléculaire enregistré en mode positif, montre
des fragmentations a m/z 513 [M+Na-18]", 385 [M+Na-146]" et 369 [M+Na-162]",
correspondant a la perte d’une molécule d’eau, un groupement coumaroyl et un glucose

respectivement.
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Figure I1I-151. Spectre de masse ESI-MS et MS/MS en mode positif du composé APD11.

APD-8-14 #29 RT: 0.71 AV: 1 NL: 2.55E6
T: - ¢ ESI Full ms [ 100.00-20:00.00]

100+ 54279
= | 2M+HCOO]~
80
§ M-
2
S 50884 )
f
o
20- sazo2 O 5%
57002 | 637.30
1 21995 397 49
= s7eso 718.68
14508 47996 27347 31127 34501 ¥ azr7y 46093 53439
P colf L S B o.M i ee ol B P el r:m umew
150 200 250 300 3aso 400 450 500 550 700 750

wanvelength (nm)

APD-9-14 878 RT: 188 AV. 1 NL: 896E4
T: - ¢ ESIFull ms2 507 00@30.00 [ 135.00-550.00]

s 24671 ESI-MS/MS de #/7 S07.00

.

o
Q

-3
e
ITRTVITATHITET

szazo VI—H-162]

144 96

28291

34472

5.3

Relative Abundance
o

Sl ki

Figure ITI-152. Spectre de masse ESI-MS et MS/MS en mode négatif du composé APD11.

257



Partie 111 Chapitre 3
Identification des prodtuis isolés d’Anarrhinum pedatum

Spectrométrie RMN :

Les spectres RMN 'H et 13C (figure I11-153- 111-154) du composé APD11 montrent les
signaux caractéristiques du composé 6-O-trans-cinnamoylantirrinoside (APDs), la différence
est notée au niveau du groupement coumaroyl qui révele un total dédoublement des signaux.

En effet, en observent les signaux suivants :

- Deux protons oléfiniques a du 6.43 (d, J = 16.0 Hz, H-a) et 7.77 ppm (d, J = 16.0 Hz,
H-p), correspondant respectivement aux protons Ha -8" et HS -7". La valeur de la
constante du couplage indique qu’il s’agit d’une configuration trans.

- Deux protons oléfiniques a 5.90 (Ha, J = 12.6 Hz) et 6.91 ppm (Hp, J = 12.6 Hz),
correspondant respectivement aux protons Ha -8" et HS -7". La valeur de la constante
du couplage indique qu’il s’agit d’une configuration cis.

- Quatre doublets de deux noyaux aromatiques d’intégration 2H chacun a ou 7.69 et
7.50 ppm (J = 8.0 Hz) et 0u6.75 et 6.81 ppm (J = 8.0 Hz) attribuables respectivement
aux protons (Heis-2"/Heis=6"), (Hurans-2"/Hirans=6"), (Heis=3"/Heis=5") et (Hirans=3"/Hurans-
5") indiquant que les noyaux aromatiques sont bi-substitué en para.

- Deux carbones quaternaires des deux cycles aromatiques C.is-4" et Cyans-4" a 6c160.1

et 160.0 ppm respectivement, ce qui suggere la présence d’un OH libre en C-4".

L’analyse des spectres RMN 1H et de masse confirme la présence d’un mélange
d’isomeére géométrique de deux groupements p-coumaroyles, I'un de configuration trans et

I’autre de configuration cis.

3n 2"
LAl 8" o
HO C—Cc——¢C
H H
5" 6"

Trans et cis -p-coumaroyl.
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Figure I1I-153. Spectre de RMN 'H du composé APD11 comparé a celui du composé APDs.
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Figure I1I-154. Spectre de RMN 3C du composé APD11.

L’expérience HSQC (figures III-155- III-157) permet de mettre en évidence touts les

corrélations directes C-H du compos¢ APD11.

Les valeurs sont répertoriées dans le tableau I11-9.
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Figure III-155. Spectre HSQC du composé¢ APD11.
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Figure I1I-156. Spectre HSQC étalé de du 2.0 a 5.2 ppm du composé APD11.
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Figure III-157. Spectre HSQC étalé de 6u 5.1 a 8.1 ppm du composé APD11.
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En vertu de cette analyse, le composé APD11 a été identifié a 6-O-trans et cis-p-
coumaroylantirrinoside. Ce composé a ¢été isolé des parties aériennes d’une plante

Scrophulariaceae, Linaria vulgaris (Ilieva et al., 1992) mais c’est la premiére fois qu’il est

isolé du genre.

APD11 : 6-O-trans et cis-p-coumaroylantirrinoside.
I11.3.1.13. Détermination structurelle du composé APD12

Spectrométrie de masse

Le spectre de masse obtenu en ESI-MS en mode positif (figure I1I-158) du produit
APD12, montre un pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z 1085 [2M+Na]’, soit une masse

moléculaire égale a 542 uma correspondant a une formule brute en C26H38012.
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Figure III-158. Spectre de masse ESI-MS en mode positif du composé APD1a.
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Spectrométrie RMN :

simple

Le spectre RMN 'H du composé APD12 (figure 111-159) montre un profil relativement

et permet de mettre en évidence la présence des protons caractéristiques d’un iridoide.

En effet, on observe :

Un doublet (/= 6.0 Hz) a 6u 5.30 ppm, correspondant au proton H-1.

Un singulet déblindé¢ résonant a on 7.46 ppm, caractéristique du proton oléfinique H-3.
L’absence du deuxiéme proton oléfinique H-4 indique que le C-4 est un carbone
quaternaire.

Un signal multiplet résonant a 6u 3.26 ppm, attribué au proton H-5.

L’apparition de deux groupements éthyléniques sous forme de multiplets a oul.44 et
2.23 et 1.71 ppm attribuables aux protons Hp-6, Ha-6 et H-7 respectivement, montre
que les positions C-6 et C-7 sont libre. Ce qui indique que le cycle époxyde (C-7/C-8)
est ouvert.

Le signal multiplet du proton H-9 a du 2.15 ppm.

Un signal singulet d’un groupement méthyle (CH3-10) a 6u 1.32 ppm.

Le proton anomere H-1'gic situé¢ a ou4.70 ppm.

Outre les signaux ayant permis de caractériser le noyau iridoide, le spectre RMN 'H

laisse observer des signaux identifier précédemment (APD2) du groupement foliamenthoyl

(Kuruiiziim-Uz et al., 2003).
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Figure I1I-159. Spectre de RMN 'H du composé APD12.
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L’expérience HSQC (figure I1I-160- I1I-161) montre les corrélations entre :

- Le proton H-1 et son carbone C-1 résonant a 5c 96.2 ppm.

- Le proton H-3 et son carbone C-3 résonant a 5c 150.0 ppm.

- Le proton H-5 et son carbone C-5 résonant a 6c 33.0 ppm.

- Les protons H-6 et leur carbone C-6 résonant a d¢ 30.8 ppm.

- Le proton H-7 et son carbone C-7 résonant a dc 40.7 ppm. Valeur qui confirme bien
que le cycle époxyde (C-7/C-8) est ouvert.

- Le proton H-9 et son carbone C-9 résonant a 6c 51.7 ppm.

- Les protons H-10 et leur carbone C-10 résonant a oc 24.5 ppm.

Selon la formule brute donnée par le spectre de masse en mode positif (C26H33012), on

peut déduire que le substituant en position C-4 il ne peut étre qu’une fonction acide.

Toutes ces données spectrales et une comparaison avec la littérature nous orientent

vers un squelette d’un iridoidemussaenosidicacid.

Les valeurs déblindées des déplacements chimiques des protons Ha-6'Gic (0n 4.20) et
Hp-6'G1c (0u 3.96 ppm) du glucose, permettent de suggérer que le groupement foliamenthoyl

localis¢ a la position C-6'Gic (tableau I1I-10).

f1 (ppm)

35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

45 4.0
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Figure I11-160. Spectre HSQC du composé¢ APD12.
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Figure III-161. Spectre HSQC de 01 0.8 2 4.2 et 4.4 4 5.6 ppm du composé APD12.

La structure du composé APD1: est : 6'-O-foliamenthoylmussaenosidic acid nommé
¢galement Agnucastoside A isolé précédemment de Vitex agnus-castus (Kuruiiziim-Uz et al.,

2003), mais c’est la premiére fois qu’il est isolé du genre Anarrhinum.

APD12 : Agnucastoside A.
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I11.3.1.14. Détermination structurelle du composé APD13
Spectrométrie de masse :

L’ion pseudo-moléculaire a m/z 727.2787 [M+Na]" (calc727.2789) du composé
APD13, obtenu en HR-ESI-MS (mode positif), correspond a une formule brute C3;2H4sO17
(figure III-162). D’autres fragments importants ont ¢&té observés a m/z a 709.2658
[M+Na-18]", 547.2139 [M+Na-18-162]" correspondant a 1’élimination successive d’une

molécule d’eau et une unité d’hexose.

M+Na]*

188d

N A e

mamany g

[M+Na—18]" revzoee
HR-ESI-MS/MS dem/z 727.2773

[M+Na—18-162]*

Figure III-162. Spectre de masse HR-ESI-MS et HR-ESI-MS/MS en mode positif du
compos¢ APDis.

Spectrométrie RMN :

Les spectres RMN du 'H et HSQC (figure I1I-163- 11I-164) du composé APD13
présente une forte similitude avec celui du composé agnucastoside A (APDi2), avec

I’apparition d’un deuxiéme sucre :

- Un multiplet a 6u 5.13/ 6¢c 72.2 ppm attribuable a un proton anomérique d’un sucre.
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- Deux protons sous forme de doublets résonant a ou 3.69 (Hp-1"Fr) et 4.05 (Ha-1"Fru) /
oc61.3 ppm (J=12.0 Hz).

- Undoublet a 61 3.88 / 6c 68.0 ppm (J = 12.0 Hz), attribu¢ au proton H-3"pr

- Un signal sous forme de doublet de doublet (J/ = 10.0, 4.0 Hz) résonant a on 4.02 / oc
69.0 ppm (H-4"Fr).

- Deux triplets (/= 10.0 Hz) d’intégration 1H a dn 3.49 (Hp-6"Fw) et 3.70 (Ha-6"Fr) / Oc

65.0 ppm.
= o AN O MO ONOTTTO P OWNOOWOo (=}]
0 @ SNv INWOSoOaNOWYEN MN-ONK A
N~ © 0w ww IO OOOP® ANANN ™~ -
I I 5 NE NSNS~V 1q”7 At NS I
APD,,

L

Ha-6 + H-4"" H-5"

Ha,b-7

f1 (ppm)

'6747270686.6646.26.0585654525048464442403.83.63.43.23.02826242220181.614

APD,,

Signaux du §pere

Ha-6 +H-5"

FL\ H-9
4

H-4"

T
7.5 7.0

T
6.5

T
6.0

5.5

4.5
f1 (ppm)

T
3.5

T
2.5 2.0

T
1.5 1.0

Figure I11-163. Spectre de RMN 'H du composé APD13 comparé a celui du composé APD12.
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L’analyse de spectre HSQC (figure I1I-164) revéle des corrélations carbone—proton du

noyau agnucastoside A, avec en plus les corrélations des atomes de I’hexose.

Les valeurs sont répertoriées dans le tableau II1-10.
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Figure I11-164. Spectre HSQC du composé APD13.

Partant du proton anomeére d’hexose cité précédemment et résonant a 6c 5.13 ppm,
I’expérience COSY H-H (figure I1I-165- 1II-166) du produit APD13 permet d’identifier la

nature du sucre. En effet, on observe les corrélations entre :

- Le proton anomére H-5"'r et le proton H-4"'rr résonant a oy 4.02 ppm sous forme de
doublet de doublets (J = 10.0, 4.0 Hz), lui-méme corrélant avec un signal doublet a ou
3.88 ppm (J = 10.0 Hz) correspondant au proton H-3""r

- Le proton Hp-1""Fru (03.69 ppm) et le proton Ha-1""fr (01 4.05 ppm) sous forme de
doublet (/= 12.0 Hz).

- Le proton Ha-6""r et les protons Hy-6"'rru @ 0u 3.49 ppm sous forme de triplet (J =
10.0 Hz) et le proton anomére H-5""r. Ces deux protons Ha-6""fru €t Hp-6"'Fru

constituant la partie AB d’un systeme ABX d’un hexose.
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Les grandes taches de corrélation traduisant de grandes valeurs de constantes de
couplage, indiquent que tous les protons caractérisant 1’hexose sont axiaux. Il s’agit donc d’un

D-fructose de configuration £ (Zhang et al., 1996), I’hydrolyse acide le confirme.

Afin de confirmé la configuration relative du f-fructopyranosyle, le dérivé acétonide
APD13a a été préparé (partie Il expérimentale).ainsi, les déplacements des carbones C-1""rr et
C-2""fny du p-fructopyranosyle résonnant a 6c 61.3 et 98.0 ppm par rapport au dérivé 1,2-O-
isopropylidene APD13a a 6c 73.4 et 107.6 ppm, respectivement, d’une maniere entiérement
identique a la 1,2-O-isopropilidene-#-D-fructopyranose et la comparaison de ces données

avec celles rapportées dans la littérature (Racine et al., 2016) le confirme.

f1 (ppm)

r6.5

H.9" /HA3" 7.0

40 35 30 25 20 15

75 70 65 60 55 50 45
f2 (ppm)

Figure I1I-165. Spectre de COSY du composé APD1s.
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Figure I11-166. Spectre de COSY de 6u 3.5 2 5.5 ppm du composé APD1s.

L’expérience HMBC (figure III-168- III-169) constitue un outil de choix pour
déterminer ou plutét confirme sans ambiguité la structure du composé APDi3. En effet, on

observe des corrélations entre :

- Corrélations du noyau agnucastoside A :
e Le proton H-3 avec les carbones C-1, C-4, C-5 et C-11 ;
e Le proton H-1 avec C-3, C-5 et C-1'Gic ;
e Le carbone C-8 présente trois corrélations dont une avec les protons du méthyle
CHs3-10, éthyleénes Hap-7 et avec le proton H-9.
- Des taches de corrélations du foliamenthoyl entre les protons :
e H-3"/C-1"et C-9";
e H-4"/C-2",C-3",C-5"et C-6";
e H-10"/C-5", C-6" et C-7".
- Les Corrélation du fructose entre :
e Le proton Hp-1""kr/C-2""Fru, C-4""Fru €t C-5""Fru;
e Le proton H-5""rr/ C-4""Fry;
e Le proton H-6""rr/ C-2""Fry €t C-4""fry
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La comparaison des déplacements chimiques (6c) du carbone carboxylique C-11 situé
a oc 167.4 ppm (8¢ 171.3 ppm du composé APDi2) dans le squelette iridoide suggere la

présence d’une estérification en C-5""r.du D-f-fructose avec la fonction carboxylique C-11.

Figure I1I-167. Corrélations HMBC du composé APD1s.
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Figure I11-168. Spectre de HMBC étalé de on 1.32 a 2.6 ppm du composé¢ APDis.
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Figure I11-169. Spectre de HMBC de 6n 3.23 a 7.53 ppm du composé APD1s.

La structure du composé¢ APD13 a pu étre établie comme une structure nouvelle :

agnucastoside A 11-(5-O-f-D-fructopyranosyl) ester, la mesure du pouvoir rotatoire [a]j

~168 (¢ 0.1, MeOH).

25

APD13: Agnucastoside A 11-(5-O-f-D-fructopyranosyl) ester.
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I11.3.1.15. Détermination structurelle du composé APD14
Spectrométrie de masse :

Le spectre de masse HR-ESI-MS en mode positif (figure I11-170) d’APD14 montre un
ion pseudo-moléculaire a m/z 727.2764 [M+Na]" (calc727.2789) correspondant a une formule

brute C32Hs307 et suggérant comme un isomére du composé APDis.

e
i
4

I-ATO AT GO A AV TGS R T OSET
=]

At

AR AR ERRE:

[M+Na]~

o nno wan = wze o - £ roo rre

HR-ESI-MS/MS de m/z727.27

[M+Na—-162]*

Figure I1I-170. Spectre de masse HR-ESI-MS et HR-ESI-MS/MS en mode positif du
compos¢ APDia.

Spectrométrie RMN :

L’analyse des spectres RMN 1D et 2D (figure I1I-171- III-178) révéle que le composé
APD14 différe du composé agnucastoside A 11-(5-O-f-p-fructopyranosyl) ester (APD13) par
I’absence des signaux correspondants au groupement foliamenthoyl et la présence des signaux
caractéristique du menthiafoloyl substitu¢ au carbone C-6'gie. Ceci permet de déduire la

présence d’un noyau mussaenosidic acid.

Les déplacements chimiques sont notés dans le tableau II1-10.
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Figure III-171. Spectre de RMN 'H du composé APD14 comparé a celui du composé APDs.
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Figure III-172. Spectre de HSQC étalé de on 0.9 a 4.7 ppm du composé APD14.
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Figure ITI-173. Spectre de HSQC étalé de on 4.5 a 7.6 ppm du composé APD14.
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Figure I11-174. Spectre de COSY du composé¢ APD14.
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Figure I1I-175. Corrélations HMBC du composé APD1a.
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Figure I11-176. Spectre de HMBC étalé de on 1.05 a 2.45 ppm du composé APD14.
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Figure I1I-177. Spectre de HMBC ¢talé

de ou 3.10 2 4.25 ppm du composé APD14.
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Figure I11-178.Spectre de HMBC étal¢ de on 4.3 a 8.0 ppm du composé APD14.
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L’ensemble des analyses spectrales de RMN et de masse et le pouvoir rotatoire [a]3’
=70 (c 0.1, MeOH) nous a permis d’identifier le composé¢ APD14 comme étant le 6'-O-
menthiafoloylmussaenosidic acid-11-(5-O-f-D-fructopyranosyl) ester, isol¢ pour Ila

premicre fois.

OH

APD14: 6'-O-menthiafoloylmussaenosidic acid-11-(5-O-f-D-fructopyranosyl) ester.
I11.3.1.16. Détermination structurelle du composé APD1s
Spectrométrie de masse :

Le composé APDis présente une formule moléculaire en C31H400O15. Une formule
déterminée grace au spectre de masse haute résolution HR-ESI-MS (figure I1-179) qui
montre un pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z 707.2156 [M+Na]" (calculé707.2163)
correspondant a une masse moléculaire égale a 684 uma. D’autres ions-fragments importants
ont également été observés am/z 689.2048 [M+Na—18]", 545.1620 [M+Na—-162]" et 399.1257
[M+Na—162-146]" correspondant a la perte d’une molécule d’eau, d’un glucose et un

groupement coumaroyle.
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Figure III-179. Spectre de masse HR-ESI-MS et HR-ESI-MS/MS en mode positif du
compos¢ APDis.

Spectrométrie RMN :

Les spectres de RMN 1D et 2D (figure III-180- III-185) du composé¢ APD1s montrent
des signaux caractéristiques d’un acidemussaenosidique similaire au composé APD13, et des

signaux d’un groupement trans et cis p-coumaroyle ressemble au produit APD11.

La corrélation entre les protons Hap-6'ic avec le carbonyle C-9" du p-coumaroyle

observée sur le spectre HMBC confirme sa localisation en C-6'gic du glucose.

Les valeurs sont répertoriées dans le tableau II1-10.
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Figure I11-180.
APD13 et APD11.
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Figure I11-181. Spectres de RMN 3C étalé du composé APDis.
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Figure III-182. Spectre COSY du composé¢ APDis.
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Figure I11-183. Spectre HSQC du composé¢ APD1s.
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Figure I11-184. Corrélations HMBC du composé APDis.
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Figure I11-185. Spectre HMBC du composé APD1s.

La structure finale du composé APDis est identifiée comme le mélange 6’-O-(trans,
cis-p-coumaroyl)mussaenosidic acid-11-(5-O-#-D-fructopyra-nosyl) ester. La mesure du
pouvoir rotatoire [a]3> —115 (¢ 0.1, MeOH). C’est un composé nouveau et a notre recherche

est le premier rapport iridoide C10 esters fructopyranosyl.

OH

"

0 O CH,0H

APD:1s : 6'-O-(trans, cis-p-coumaroyl)mussaenosidic acid-11-(5-O-4-D-fructopyra-nosyl)

ester.
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I11.3.2. Identification des monoterpénes isolés de I’extrait APD,-uon
I11.3.2.1. Détermination structurelle du composé APD16
Spectrométrie de masse :

Le composé¢ APDi¢ présente une formule moléculaire en CioHi6Os3, formule
déterminée grace au spectre de masse ESI-MS (figure I1I-186) enregistrés en modes positif et
négatif, présente respectivement un pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z 205.58 [M+Na]" et

183.66 [M—H], correspondant a une masse moléculaire égale a 184 uma.
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Figure III-186. Spectre de mass et ESI-MS en mode positif et négatif du composé APDjs.
Spectrométrie RMN :

L’analyse des spectres RMN 'H, 1*C et HSQC (figure I1I-187- I11-188- I1I-189) revele
que le composé APDie différe du composé 6-O-foliamenthoylmacfadienoside (APD2) par
I’absence des signaux caractéristiques du noyau iridoides macfadinoside et la présence des

signaux qui correspondant a I’acide foliamenthoique. Il permet de reconnaitre entre autres :

- Deux signaux caractéristiques des carbones oléfiniques a oc 142.2 et 125.9 ppm
attribuables aux C-3 et C-7 qui corrélent, sur le spectre HSQC, avec leurs protons a

6.79 (brt, J= 6.6 Hz, H-3) et 5.43 (brd, J = 6.6 Hz, H-7) respectivement.
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- Trois carbones méthyléne a 6c 28.0, 6c 31.3 et 6c 58.3 ppm correspondants aux C-4, C-

5 et C-8 qui correlent, sur le spectre HSQC, avec leurs protons respectivement a on

Identification des prodtuis isolés d’Anarrhinum pedatum

2.32 ppm (m, H-4), 2.21 ppm (m, H-5), 4.06 ppm (d, J = 6.6 Hz, H-8).

- Deux groupements méthyléniques a dc 12.4 (C-9) et 23.1 ppm (C-10) corrélant sur le

spectre HSQC avec leurs protons respectifs a ou 1.81 et 1.76 ppm

- Trois carbones quaternaires dont deux carbones oléfiniques C-2 (d¢c 131.0 ppm) et C-6

(0c 139.1 ppm) et un carbonyle d’une fonction acide C-1 (8¢ 171.7 ppm).

Les déplacements chimiques sont notés dans le tableau I1I-11.
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Figure I11I-187. Spectre de RMN 'H du composé APD16 comparé a celui du composé APD2.
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Figure I11-189. Spectre HSQC du composé APD1s.

L’ensemble des analyses spectrales nous a conduit a identifier le composé APDis
comme ¢tant le 8-hydroxy-2,6-dimethyl-(2E, 6E)-octadlenoicacid appelé Foliamenthoic

acid.

C’est un monoterpene tres fréquent dans le régne végétal isolé par exemple précédemment de

Anarrhinum pubescens (Mahran et al., 2018) et Radermacia smca (Iwagawa et al., 1990).
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HO \
OH

APDi6 : Foliamenthoic acid.
I11.3.2.2. Détermination structurelle du composé APD17

Spectrométrie de masse

L’ion pseudo-moléculaire a m/z 369.30 [M+Na]" du composé APD17, obtenu en ESI-
MS en mode positif (figure I11-190), correspond a une formule brute CisH260s. Un ion

fragment important ont également été observé sur le spectre ESI-MS/MS a m/z 206.87
[M+Na—-162]" correspondant a la perte d’un hexsose.
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Figure ITI-190. Spectre de mass et ESI-MS/MS en mode positif du composé APD17.

288



Partie 111 Chapitre 3
Identification des prodtuis isolés d’Anarrhinum pedatum

Spectrométrie RMN :

L’analyse des spectres de RMN 1D et 2D (figure III-191- I1I-192) montrent que le
squelette monoterpéne acyclique acide foliamenthoique (APD16) est identique point par point

au composé APD17, la différence réside en I’apparition des signaux suivants :

- Un proton anomérique sous forme d’un doublet situé¢ a on 5.55 ppm (H-1'Gic1) avec une
constante de couplage J = 7.5 Hz caractéristique d’une fS-configuration.
- Un ensemble de protons résonnant entre ou 3.20-3.87 ppm correspondant aux

déplacements chimiques d’un glucose (Iwagawa et al., 1990).

L’ensemble de ces signaux autorise a suggérer la présence d’un glucose et en
comparaison avec la littérature le carbone C-1'gier du glucose localis¢é en C-1 de I’acide

foliamenthoique.

Les déplacements chimiques sont notés dans le tableau I1I-11.
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Figure ITI-191. Spectre de RMN 'H du composé APD17 comparé a celui du composé APDis.
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Figure I11-192. Spectre HSQC du composé APD17.

La structure du composé APD17 a pu étre établie comme étant le glucosyl 8-hydroxy-
2,6-dimethyl-(2E,6E)-octadienoate nommé¢  également  foliamenthoicacid-1-O-f-D-
glucopyranosyl, isol¢é a partir des racines et parties aériennes de Radermacia smca (Iwagawa
et al., 1990), mais c’est la premiere fois qu’il est isolé du genre Anarrhinum.

Gle 1
HOH,C

HO
ol
HO A A OH
APD17: Glucosyl 8-hydroxy-2,6-dimethyl-(2E, 6E)-octadienoate.
I11.3.2.3. Détermination structurelle des composés APDis

Spectrométrie de masse

Sur le spectre de masse en HR-ESI-MS, enregistré en mode positif (figure I11-193), un
pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z 369.1594 [M+Na]" (calc369.1525) est observé, ceci
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suggere une masse moléculaire de 346 uma, soit une perte de 162 uma. La masse du composé

APD1s montre que la structure du composé¢ APD1s est identique a celle du composé APD17.

APD129BIS 12 (0.221) Cm (7:67) TOF MS ES+
1004 369.0794 3.49e5

[M+Na] *

715.2607

[M+Na-162]*+

441.1449
265.0598 3291399 539.1998

i R — b . bk
150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 8O0

[ 207.0869

Figure III-193. Spectre de masse HR-ESI-MS en mode positif du composé APDis.
Spectrométrie RMN :

Les spectres RMN 1D et 2D (figure I11-194- 11I-199) du composé APD1s montrent une
forte ressemblance avec ceux du composé glucosyl 8-hydroxy-2,6-dimethyl-(2E, 6F)-
octadienoate (APD17), la seule différence réside dans un dédoublement des signaux. En effet

on observe :

- Deux protons sous forme de douplet dont un a on 4.50 ppm, avec une constante du
couplage égale J = 8.0 Hz indique la présence d’un proton anomérique de
confuguration B (Hp-1'Gic), et le dexsiéme a ou 5.10 ppm, avec une constante du
couplage ¢égale J = 3.5 Hz indique la présence d’un proton anomérique de
confuguration o (Ha -1'G1c).

- Un massif des protons entre on 3.16 a 4.46 attribuables aux protons osidiques.

Cette observation nous permet de suggérer la présence d’un mélange mutarotation du

a /B D-glucose. Le spectre RMN 'H montre aussi :

- Le blindage du proton anomérique du S-D-glucose (dn 4.50 ppm, Hg-1'Gic) par rapport
au (0u 5.55 ppm, Hg-1'Gier) du composé APD17, indique que cette position est libre.
- Le déblindage des protons Ha-6'cic et Hp-6'cic (0n 4.39 et 4.27 / 3¢ 64.1 ppm) indique

que le carbone C-6'Gic est substitu¢. Cette hypothése est confirmée par la corrélation
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observée sur le spectre HMBC (figure I11-199) entre le carbone C-1 de I’acide

foliamenthoique avec les protons Ha-6'Gic et Hp-6'Gic du glucose.

Les déplacements chimiques sont répertoriés dans le tableau II1-11.
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Figure I11-194. Spectre de RMN 'H du composé APD1s comparé a celui du composé APD17.
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Figure I1I-195. Spectre COSY du composé APD1s.
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Figure I11-196. Spectre COSY ¢étalé de 6u2.0 a 5.5 ppm du composé¢ APD:s.
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Figure I11-197. Spectre HSQC du composé APD1s.

Figure II1-198. Corrélations HMBC du composé¢ APD:s.
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Figure I11-199. Spectre HMBC du composé APDzs.

Cette analyse spectrales permet d’assigner la structure suivante pour le composé

APD1s : 6-O-foliamenthoyl-a,f-D-glucopyranose isolé pour la premicre fois.

o1 ™
¢ / X OH
H,C
o O
HO
HO OH
OH

APDi1s : 6-O-foliamenthoyl- «,f-D-glucopyranose.
I11.3.2.4. Détermination structurelle des composés APD19

Spectrométrie de masse

Le spectre de masse HR-ESI-MS du composé¢ APD19 (figure I1I-200) donne un ion
pseudo-moléculaire a m/z 531.2021 [M+Na]® (calc 531.2054), suggérant une masse

moléculaire de 508 uma. Cette masse est en accord avec la formule brute C2:H36013. D autres
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ions-fragments importants ont également été observés sur le spectre ESI-MS/MS a m/z 369

[M+Na—-162] " et 207 [M+Na—162-162] correspondant a la perte successive de deux hexoses.

|APD201_180615111644 #328 RT: 3.11 AV: 1 NL: 281E7
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Figure I11-200. Spectre de masse HR-ESI-MS et ESI-MS/MS? en mode positif du composé

Spectrométrie RMN :

APDho.

L’analyse des spectres RMN 1D et 2D (figure 111-201- I1I-207) du composé APDuo,

nous revéle une grande ressemblance avec ceux du composé foliamenthoic acid-1-O-5-D-

glucopyranosyl (APD17), en plus la présence des signaux d’un deuxieme glucose (Glell)

comme différence notable. En effet, on observe :

- Un signale sous forme de doublet situ¢ a du 4.30 ppm (J = 7.5 Hz) attribuable au

deuxiéme proton anomérique H-1"gier.
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- Un massif de protons observé entre ou 3.20-3.87 ppm correspondant aux protons

ositiques du glucose (Glell).

o [fe i i=] ~ o <t ~ — o m wn w
o 0 < © NN © © <MN= ™ N o ~
w ‘e le] =t = < ©« o Lap e Bap § (9 M) . k. T
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4 o 4 8 ‘ 'L By 6 OH
HO o 0~
HO AN AN o OH
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Figure I11-201. Spectre de RMN 'H du composé APD19 comparé a celui du composé APD17.
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Figure I11-202. Spectre de RMN 3C du composé APDo.
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Figure I11-203. Spectre HSQC du composé¢ APD19.
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L’examen du spectre COSY (figure I1I-205) montre les corrélations entre :

- Le proton H-4 (6u2.37 ppm) avec le proton oléfinique H-3 (31 6.39 ppm) et le méthyle

CH3-9 (6u 1.88 ppm).
- Le proton H-5 (6u2.32 ppm) les protons H-3 et H-4.

- Le méthyle CH3-10 (du 1.81 ppm) avec le proton oléfinique H- 7 (6u 5.48 ppm).
- Les protons éthyléniques Ha-8 (du 4.36 ppm) et Hy-8 (du 4.24 ppm) corréle avec le

proton oléfinique H-7 et le proton anomére H-1"gicn (Ou 5.55 ppm). Ce qui indique la

localisation du glucose (Glc II) en position H-8.

CHs s Glen
; ' y ‘ OH 3 Jig. COSY
N H H, " VS
I(ylco\f]/& PN /JN Cc\ o ¢ - H-H
C
H H; H HO \
o 3 5 7 OH 4
Figure I11-204. Corré¢lations COSY du composé¢ APD19.
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Figure I11-205. Spectre COSY du composé APD19.
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Le spectre HMBC (figure I11-207) confirme toutes ces suggestions, on observe :

- Deux protons oléfiniques montrent des taches de corrélations entre :

e Le proton H-3 et le méthyle C-9 et le carbonyle C-1 (6u 167.6 ppm) ;

e Le proton H-7 et les carbones C-5 et C-10
- Trois groupements méthylénes montrent les corrélations entre :

e Les protons H-4 et les carbones C-2, C-3, C-5, C-6, C-7 et C-10 ;

e Les protons H-5 et les carbones C-3, C-4, C-6, C-7et C-10 ;

e Les protons Ha-8 et Hp-8 avec les carbones C-6, C-7 et le carbone anomére C-1"gicn
- Deux groupements méthyles montrent des taches de corrélations entre :

e H-9 et les carbones C-2, C-3 et C-1 ;

e H-10 et les carbones C-5, C-6 et C-7.

Le spectre HMBC montre aussi des taches de corrélations entre :

e Le H-1'gicret le carbonule C-1 ;

e Le H-1"giennet les carbones C-6, C-7 et C-8.

Sur la base de ces données on peut déterminer I’enchainement des deux unités osidiques Glcg

(1' C-1) et Gley (1" —C-8).

Les déplacements chimiques sont notés dans le tableau I11-12.

HOH,C

OH

HO -
0

OH

Figure I11-206. Corrélations HMBC du composé¢ APDo.
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Figure I11-207. Spectre HMBC du composé¢ APD19.

Ainsi, toute cette analyse spectrale en plus d’un pouvoir rotatoire [a]3> +34 (c 0.1,
MeOH) permet d’attribuer la structure nouvelle suivante au composé APDi9

foliamenthoicacid 1-O-f-D-glucopyranosyl ester 8-O-f-D-glucopyranoside.

Gle 1

HOH,C L
2 0 | Glc 11 OH
HO 8
O "X\ ™ Y OH
HO 0
OH | HO
O

OH

APD19: foliamenthoicacid 1-O-f-D-glucopyranosyl ester 8-O-f-D-glucopyranoside.
I11.3.2.5. Détermination structurelle des composés APD2o
Spectrométrie de masse :

Le composé¢ APD20 présente une formule moléculaire en CioHi6Os3, formule

déterminée grace au spectre de masse HR-ESI-MS (figure III-208) enregistrés en modes
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positif, présente un pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z 207.0987 [M+Na]", soit une masse

moléculaire égale a 184 uma.
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Figure IT1-208. Spectre de masse HR-ESI-MS en mode positif du composé APD2o.
Spectrométrie RMN :

Les spectres de RMN 'H, 13C et HSQC (figure I11-209- I111-210- I1I-211) du composé
APD2 sont semblables a ceux d’acide menthiafolique identifi¢ dans le composé APDes,

cependant il différe par I’absence des signaux du noyau iridoide. En effet, on observe :

- Quatre protons oléfiniques dont :
e Un multiplet a du6.71 / dc143.3 ppm attribuable au proton H-3;
e Doublet de doublets a du 5.91 / 6c 145.8 ppm (J = 17.8 — 10.3 Hz), correspondant
au H-7;
e Deux doublets a oy 5.04 et 522 / 6cl12.1 ppm qui peuvent étre attribué
respectivement aux protons Hp-8 et Ha-8.
- Deux groupements méthylénes résonnant comme suit :
e Un multiplet a 65 2.20 / 6c 24.1ppm attribué¢ au H-4.
e Un triplet a0u1.59 / 6c 41.5 ppm (J = 8.3 Hz) correspondant au H-5.

- Deux groupements méthyles sous forme d’un singulet d’intégration 3H :
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Un a ou 1.80 / 6c12.2 ppm (CH3-9), déblindé par un groupement attracteur
d’¢lectron qui est le carbonyle C-1 (6c 128.0 ppm).

Le deuxiéme a on 1.25 / 6¢27.5 ppm (CH3-10), dans le déplacement chimique est
déblindé par un goupement OH.

L’ensemble de ces signaux confirme la présence d’un acide menthiafolique (Arslanian
et al., 1990).
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Figure I11-209. Spectre de RMN 'H du composé APD2o comparé a celui du composé APDe.
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Figure I11-210. Spectre de RMN *C du composé APD:o.

L’analyse des corrélations hétéronucléaires'Ji.c observés sur le spectre HSQC (figure
I1-211) permet d’identifier et d’attribuer les déplacements chimiques des carbones portants

les protons.

Les valeurs desdcsont répertoriées dans le tableau I11-12.
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Figure III-211.Spectre HSQC du composé APD2o.
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Le composé APD2o a été identifi¢é comme étant :(2E, 65)-6-hydroxy-2,6-dimethyle-
2,7-octadioic acid connue sous le nom (S)-menthiafolicacid, isol¢ du Penstemon ambiguas

Torr. (Scrophulariaceae) (Arslanian et al., 1990) et jamais dans le genre Anarrhinum.

N\

I///o

APD2o : (S)-menthiafolic acid.
I11.3.2.6. Détermination structurelle du composé APD21

Spectrométrie de masse :

Le spectre de masse ESI-MS enregistré en mode positif (figure I11-212), présente un
pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z 369.00 [M+Na]*, soit une masse moléculaire égale a 346
uma et correspondant a une formule brute en CicH260Og. Un autre fragment est également

observé a m/z 207.00 [M+Na-162]", indiquant la perte d’un hexose.
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Figure I11-212. Spectre de masse ESI-MS/MS en mode positif du composé APD21.
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Spectrométrie RMN :

L’analyse des spectres RMN 'H et HSQC (figure 111-213- 111-214) du composé APD21
montrent les mémes signaux caractéristiques du composé acide menthiafolique (APD20) en

plus :

- Un proton anomérique localisé a 6u 5.53 ppm (d, J = 7.8 Hz). Leur carbone est attribué¢
a I’aide du spectre HSQC a d¢ 95.5 ppm, indique la présence du f-glucopyranosyl
ester.

- Un massif de protons dans la zone des protons osidiques.

Selon les déplacements chimiques et en comparaison avec la littérature on peut
déterminer 1’enchainement de f-D-glucopyranosyl H-1'gicr 1i€é au carbone C-1 de la fonction

acide a oc 182.0 ppm (Takeda et al., 1998).

Les déplacements chimiques sont notés dans le tableau I1I-12.
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Figure IT11-213. Spectre de RMN 'H du composé APD21 comparé a celui du composé APD2g.
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Figure I11-214. Spectre HSQC du composé APD21.

Cette analyse spectrale permet d’assigner la structure suivante pour le composé APD21
: (68)-2E-2,6-dimethyl-6-hydroxyocta-2,7-dienoic acid f-glucopyranosyl ester, isol¢ des

feuilles du Lantana lilacia (Takeda et al., 1998), mais c’est la premicre fois qu’il est isolé du

\\\OH
o) A N
HOH,C o
HO 0
(0]
OH

genre Anarrhinum.

H

APD21 : (65)-2E-2,6-dimethyl-6-hydroxyocta-2,7-dienoic acid S-glucopyranosyl ester.
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I11.3.3. Identification des glycosides phényléthanoides isolés de I’extrait APD,-suon
I11.3.3.1. Détermination structurelle du composé APD22
Spectrométrie de masse :

Le spectre de masse HR-ESI-MS en mode positif du APD22 montre un ion pseudo-
moléculaire a m/z 323.1091 [M+Na]" correspondant a la formule brute Ci4H2007 (figurelll-
215).
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Figure III-215. Spectre de masse HR-ESI-MS et MS/MS en mode positif du composé
APD22.

Spectrométrie de RMN :

Le spectre RMN 'H du composé APD22 (figure 111-216) montre :

- Deux protons aromatiques observés a 6u 7.06 (2H, d, J= 8.1 Hz) et 6.69 ppm (2H, d, J
= 8.1 Hz). La constante de coulage indique la position ortho de ces protons.

- Deux signaux multiplet d’intensité 2H dont un résonnent a du 2.81 ppm attribuable a
un HpB-7, le deuxieme a dn 4.13 (Haa-8) et 3.62 ppm (Haw-8) caractéristique d’un CH»-
0.

- Un proton anomérique H-1'ic sous forme d’un doublet a ou 4.28 ppm avec une

constante de couplage J = 7.8 Hz caractéristique d’un f-glucose (Miyase et al., 1988).
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Un ensemble de protons résonnant entre ou 3.19 et 3.82 ppm correspondant aux

déplacements chimiques du glucose.

HO

Gle
HOH,C

o) OH
4
HO I 8 2
5
OH 0" o 1
7 6
H-2 +H-6
H-3+H-5

Ha-6"¢y

H-4'gyc

H-3"¢e

HAT

T
72

T T T T T T T T T
70 6.8 6.6 6.4 62 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.
f1 (ppm)

T
E:

T
4.6

T
4.4

T
4.2

T T
4.0 3.8

Figure I11-216. Spectre de RMN 'H du composé APD2a.

L’analyse des corrélations hétéronucléaire!Jeusur le spectre HSQC (figure 111-217)

permet d’identifier et attribuer les déplacements chimiques au carbone du glucose et du

phényléthanoide aromatique correspondant aux protons déja identifier par I’analyse RMN 'H.

Les valeurs de dc sont répertoriées dans le tableau I11-13.
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Figure I11-217. Spectre HSQC du composé¢ APD24.

Les corrélations observées sur le spectre HMBC (figure III- 218) sont :

Corrélation du cycle aromatique :

e Les protons H-2/H-6 avec les carbones C-1, C-3/C-5, C-4 et C-7 ;

e Les protons H-3/H-5 avec C-2/C-6, C-4 et C-1.

Le proton méthyléne Hp-7 (u 2.81 ppm) avec les carbones C-1 et C-8. Ce qui
confirme la présence d’un phényléthanoide.

Le proton anomérique H-1'gic (0 4.28 ppm) correle avec le carbone C-8 indiquant

ainsi sa position par rapport a la génine.

311



Partie 111 Chapitre 3
Identification des prodtuis isolés d’Anarrhinum pedatum

-2 +H-6| H-3 +H-5
-~ 20
H2+H6/C-7
‘ L]
- 40
* 1
H-1'e,/ C-8 Hp7/ 08 60
» . "
- .
. -~ 80
H-2 +H-6 / C-3+ C-5 . : 100
' * H3+HS5/C3+C5
Hp7/C1 [120
- ® H3+HS5/C2+C6 -
H-2 +H-6 / C-2 + C-6 140
L] ¢ H3+H5/C-4
H2+H6/C4 - 160
. 1 30
T T T T — 1 T — T
7.0 Gé 1_5.0 55 50 4.5 40 as a0 N

Figure I11-218. Spectre HMBC du composé¢ APD2a.

Les données RMN confirment la structure du compos¢ APD22: 2-(4-
hydroxyphenyl)ethyl g-D-glucopyranoside appel¢ Salidroside ou Rhodioloside. Ce
composé¢ a été isolé de Veronicastrum virginicum une espéce de la famille des Plantaginaceae
(Taskova et al., 2006) et Epimedium grandiflorum (Miyase et al., 1988).

Glc

HOH,C

HO
HO I 8

OH

APD2: : Salidroside.
I11.3.3.2. Détermination structurelle des composés APD23
Spectrométrie de masse :

Sur le spectre de masse ESI réalisé en mode négatif (figure 111-219), nous observons
un pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z 623 [M—H] ", suggérant une masse atomique de 624

uma et une formule brute de C29H36015. Le spectre MS/MS du composé présente également
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des ions résultant de la fragmentation de la molécule et notamment I’ion a m/z 461

[M—H-162] eta 315 [M—H—-162-146] indiquant la présence d’un dihyxoses.
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Figure I11-219. Spectre de masse ESI-MS et MS/MS en mode positif du composé APD23.

Spectrométrie de RMN :

Le spectre de RMN 'H du composé APD23 (figure 111-220) montre la présence d’un

phényléthanoide glycosilé correspondant :

- Un groupement 3,4-dihydroxyphenylethoxy dont :

e Trois protons aromatiques a ou 6.70, 6.67 et 6.58 ppm respectivement attribués

aux protons H-2, H-5 et H-6, indiquant que le cycle aromatique est tri-substitué¢ en

C-1,C-3 et C4.

e Un signal sous forme d’un triplet correspondant a un méthyléne (a-CHbz) situé a du

2.82 ppm et deux protons non équivalents (f-CH>) a 6n4.04 (Ha) et 3.91(Hb) ppm

de la chaine latérale du groupement aglycone correspondant respectivement aux

Hp -7 et Ha -8.

- Un groupement caféique dont :

e Trois protons aromatiques dont un singulet large résonant a du 7.06 ppm, et un

doublet de doublets a du 6.77 ppm (J = 8.2 — 2.0 Hz) et un doublet on 6.97 (J = 2.0
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Hz) attribués respectivement aux protons H-2', H-5' et H-6' du noyau aromatique
tri-substitué en C-1, C-3 et C-4.
e Deux protons oléfiniques en position frans a du7.61 et 6.27 ppm caractérisés par la

méme constante de couplage 15,9 Hz attribués aux HS-7' et Ho-8'.
La partie osidique est mise en évidence par la présence de :

- Deux protons anomériques dont un a ou 5.19 ppm (J = 1.9 Hz) correspond d’un
rhamnose H-1"" confirmé par la présence d’un doublet a 6u 1.09 ppm d’intégration 3H
(J = 6.2 Hz) tres caractéristique d’un méthyle en position C-6"', le deuxiéme proton

anomérique a oy 4.37 ppm (J = 7.8 Hz) correspondent au H-1" indique un S-glucose.

D’apres la littérature le triplet a on 4.71 ppm (J= 9.7 Hz) correspond au proton du
glucose (H-4"Gic) dont la fonction hydroxyle est estérifiée par I’acide caféique (indique une
jonction en C-4' avec le carboxyle de la partie Caféique), ainsi le déplacement chimique du H-

3"Gic (Ou 3.74 ppm) indique que le H-1"rna est substitué en C-3'ic (Liu et al., 1998)

Les déplacements chimiques sont répertoriés dans le tableau III-13.
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Figure I11-220. Spectre de RMN 'H du composé APD2s.
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L’ensemble des données précédentes nous permet d’identifier le composé¢ APD23
comme étant le verbascoside déja isolé des parties aieriennes de ’espéce Camptoloma
lyperiiflorum (Plantaginaceae) (Taskova et al., 2006) et Lysionotus pauciflorus (Liu et al.,

1998) et pour la premiére fois dans le genre Anarrhinum.

HO O
N~ O%O o
0 OH \S/\Q
OH

HO

Rha

H%;C 0 "

OH

APD23: Verbascoside.
I11.3.4. Identification d’un flavonoide isolé de I’extrait APD,-suon
I11.3.4.1. Détermination structurelle du composé APD24
Spectrométrie de masse :

Le spectre de masse ESI-MS effectué en mode négatif (figure 11I-221) montre un pic
d’ion pseudo-moléculaire a m/z 463 [M—H] ([2M—H] a m/z 925) correspondant a la formule
brute en C21H20012. En plus du pic de I’ion moléculaire, nous observons sur le spectre la

présence d’un fragment important a m/z 301 [M—H—162]" indique la présence d’un hexose.
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Figure III-221. Spectre de masse ESI-MS et MS/MS en mode positif du composé APD2a.
Spectrométrie de RMN :

L’examen des spectres RMN 'H et 3C du composé APDa4 (figure 111-222- 111-223)
montre la présence des signaux caractéristiques d’un flavonoide glycoside de type flavonol

qu’on peut identifier par:

- Les protons aromatiques du cycle A :
e Deux signaux sous forme de doublets chacun résonnent a dn 6.19 / ¢ 100.1 et 6,37
/ dc 94.8 ppm avec une constante de couplage (J = 2,1 Hz), attribuables
respectivement aux protons H-6 et H-8.
- Les protons aromatiques du cycle B :
e Un signale sous forme de doublet d’intégration 1H a 6u 7.71 / d¢ 116.0 ppm (J =
2,0 Hz) attribuable a H-2' ;
e Un signal sous forme de doublet qui apparait a 6u 6.86 / 6c 117.5 ppm (J = 8,5 Hz),
attribuable a H-5";
e Un signal sous forme de doublet dédoublé d’intégration 1H & du 7.58 / 6¢123.2 ppm
(J=7,1 - 2,2 Hz) attribuable a H-6'.

Ces signaux confirment que le cycle B est tri-substitué en positions1', 3’ et 4.
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- Laprésence d’un B-glucose est clairement notée, confirmée notamment avec :

e Le proton anomérique H-1"gica on 5.24 / 6¢ 104,4 ppm (J = 7,0 Hz) ;

e Un massif des signaux sont observés entre 3 et 4 ppm.

Ainsi, cette analyse la coloration violette noire sous la lampe UV, confirme un flavonol

substitué en position 3.

Les déplacements chimiques sont notés dans le tableau I11-13.
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Figure I11-222. Spectre de RMN 'H du composé APD2a.

317




Chapitre 3

Partie 111
Identification des prodtuis isolés d’Anarrhinum pedatum

AP0 -4-1.2.fid 2 53 8 2 = 2 = g2 28 2 - a
FD-d-1 carbonie £ £ 2 B Bl ] E- 2z 8 3 EZg = 3

| I 1 | | | ] Vi AW | o/ | |

OH
OH
OH
C-3"+C-5"
c-1' c-2 Cc-4" C-6"
| 1 c-1" c-27|
C-5 i
c9 ? 1 C6 CS8
c7 G C-3 1
G5 i c3
C-4 ' [ c-4" a C-10
L T | |
{ | | ! ‘ | N
0 190 1;0 170 1 éD 15‘0 1-;0 13:0 l;"D 1 lID lOIO 9‘0 8‘0 76 6‘0 Slo 4‘0 3
f1 (ppm)
=
=

Figure I11-223. Spectre de RMN *C du composé APD24.

L’ensemble des données spectrales de RMN et de masses obtenues avec celle de la

littérature (Agrawal., 1989) nous a permis d’identifier le composé APD24 comme étant le

quercetine 3-0O-f-p-glucopyranoside.

OH

OH

APD24: Quercetine 3-O-f-D-glucopyranoside.
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Tableau III-7. Déplacements chimiques en RMN-'H et °C (250 MHz) d’APD1 et APD3, 'H
(500 MHz) et 1°C (125 MHz) d’ APD; dans le CD30D.

Position APD; APD: APD3

Sc ou (ppm, Jen Hz) | §¢ ou (ppm, J en Hz) Sc ou (ppm, J en Hz)
1 94.9 5.39d(7.3) | 94.3 5.55d(7.5) 94.5 5.54 d (5.8)
3 142.4 6.38d (6.4) 142.6  6.42d(6.0) 143.0 6.41d (6.0)
4 107.0 4.95d(6.4) 107.3 4.97d(6.2) 104.0 4.94brd (6.2)
5 74.5 - 73.5 - 73.4 -
6 78.0 3.96d (1.6) 79.2 510brs 79.0 5.06d (2.0)
7 66.2 3.60d (1.6) 58.0 3.72brd (2.0) 64.2 3.50d(2.0)
8 64.1 - 65.0 - 63.4 -
9 52.9 2.38brd (7.3) 51.1 2.63d(7.5) 53.1 2.47d (5.0)
10a 17.5 1.50s 60.8 4.15d (13.5) 17.2 1.51s
10b 3.71d(13.5)

1'""en C-6

" 167.8 - 167.6 -
2" 128.1 - 127.1 -
3" 143.9 6.94 brt (7.4) 143.7 6.93 brt (6.9)
H,-4" 28.0 2.36 m° 27.6 2.30 m®
H»-5" - 2.36 m° 31.0 221m
6" 31.1 2.26 br t (7.6)° 142.9 -
7" 138.1 - 126.2 5.42brd (7.7)
8"a 126.2 5.43 brd (6.4) 58.9 4.12°
8"b 58.8 4.10d (6.4)° 12.0 1.87s
9" 12.1 1.90s 23.0 1.76 s
10" 23.1 1.78 s 167.6 -
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Partie 111 Chapitre 3

Identification des prodtuis isolés d’Anarrhinum pedatum

I11.3.5. Conclusion sur I’étude phytochimique des parties aériennes d’A. pedatum (APD)

Cette étude d’A4. pedatum est la premiere étude phytochimique d’une espece du genre
Anarrhinum, a été affinée par 1’identification et la détermination structurale de 24 composés

isolés dont 12 produits nouveaux.

L’étude de D’extrait butanolique des parties aériennes d’A. pedatum a conduit a
I’isolement et 1’identification de quinze iridoides dont dix composés nouveaux dérivant
d’antirrinoside, macfadinoside, et acide mussaenosidique. Ansi que de six monoterpenes

(APD16-APD21) dont 2 sont nouvelles APD1s et APDio.

La purification de D’extrait n-butanolique au profil riche en iridoides, a exigé
I’exploitation d’une nouvelle méthodologie : un fractionnement par Chromatographie de
Partage Centrifuge (CPC) suivit d’une purification des fractions par CLHP sur silice greftée
C-18.

Malgré le grand écart entre les deux méthodologies CPC et CLHP en termes de
plateaux théoriques, la CPC permet un gain de sélectivité pour la classe des composés

iridoidesglucosylés.

Il est important de souligner que les iridoides isolées des plantes de la famille de
Scrophulariaceae on fait I’objet de plusieurs études biologiques. De I’inhibition de la protéase
du virus de I’hépatite C (VHC) (Salah El Dine et al., 2011) a la cytotoxicité (Mahran et al.,
2018) ainsi que I’activité anti-inflammatoire et hepatoprotective (Pasdaran et al., 2017) des
résultats satisfaisants ont été obtenus. C’est pourquoi, dans la poursuite de notre étude des
composés isolés de la familledes Scrophulariaceae, ont été testés sur deux modéles in vivo
impliquant des poisson-zébres embryons et des CAM. Les résultats de ces tests biologiques

sont développés dans la partie biologique.
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Partie I11 Chapitre 4

Evaluation des activités biologiques

Introduction

Ce chapitre présente les résultats des tests biologiques de quelques molécules que nous
avons isolées a partir des trois plantes S. buchananii (SBR), C. phelypaea (CT) et A. pedatum
(APD).

I11.4.1. Evaluation des tests biologiques de I’huile essentielle de S. buchananii (SB)
II1.4.1.1. Activité antioxydante :

Dans les plantes de la famille des Lamiaceae, la présence du thymol est généralement
accompagnée par son isomere carvacrol, qui sont biologiquement actifs (Menphini et al.,
1993). D’apres les résultats de 1’activité antioxydants obtenus, 1’huile essentielle de S.
buchananii (SB) montre une activité inhibitrice de 50.27% (2 mg/mL), 50.48% (4 mg/mL) et
42.96% (1 mg/mL) qui est supérieure a celle du standard (vitamine E) 73.9% (2 mg/mL) et
80.5% (4 mg/mL) avec le B-carotene/acide linoléique. En comparaison cette valeur avec
d’autres huiles de ce gnre (tableau I1I-14) (Mustafa et al, 2008) en remarque que 1’activité
antioxydante avec la méthode de blanchissement du pf-caroténe.est faible a cause des
composés de cette huile essentiel exemple :1,8-cineole (23.3%), a-pinene (19.8%), camphene

(16.5%), B-pinene (11.5%) et de bornylacetate (5.5%).

Comparativement a I’huile de S. buchananii ’huiles essentielle du S. officinalis
poussant en Algérie (Batna) (Lakhal et al., 2013) est caractérisée par la présence de a-thujone
(24.52%), camphor (16.86%), 1,8-cineole (15.92%), B-thujone (6.50%) et veridiflorol
(6.35%). Cette huile essentielle a présenté une activité antioxydante avec la méthode de
blanchissement du [-caroténe. Par ailleurs, [’huile essentielle présente une activité
antioxydante inhibitrice de (55.46 %) (4 mg/mL). On peut conclure que [Dactivité
antioxydante des huiles essentielles du genre Salvia est liée a l'effet des composants

majoritaires et a des effets de synergie.
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Tableau II1-14. Activité antioxidant des huiles essentielles de quelles especes du genre Slavia

selon la méthode de blanchissement du f-caroténe

Huiles essentielles f-caroténe/acide linoléique inhibition %
S. buchananiiHedge 50.48
S. officinalisL. 55.46
S. aucheri var. aucheri 87.60
S. aramiensis 92.40
S. pilifera 81.10

111.4.1.2. Activité anticholinestérase :

Le potentiel inhibiteur des composés testés contre 1’acétylcholinestérase et les
enzymes de la butyrylcholinestérase a été évalué a I’aide d’iodure d’acétylthiocholine et de
chlorure de butyrylthiocholine comme substrats, respectivement. Toutes les études
d’inhibition étaient effectuées dans des microplaques de 96 puits par la méthode Ellmans

(Ellmanet al., 1961). La tacrine a été utilisée comme témoin positif.

Par rapport a la tacrine (ICso : 0.00325 £ 0.130 pg/mL et ICso : 0.0018 £ 0.48 pg/mL),
utilisées comme norme, 1’huile essentielle a montré des activités inhibitrices intéressant avec
des valeurs ICso de 74 £ 0,52 pug/mL et 37,5 + 0,18 ug/mL, respectivement. D’aprés la
littérature, les huiles essentielles d’autres espéces du genre (S. officinaliset S. sclarea) ont
¢galement montré une inhibition notable du BChE (66,3% et 76,0% d’inhibition,
respectivement) (Orhan et al., 2008). Ces résultats peuvent justifier I'utilisation traditionnelle

des huiles essentielles de la Salvia pour la mémoire défaillante.
I11.4.1.3. Activité antibactérienne :

L’¢évaluation in vitro de D’activité antibactérienne a été réalisée par la technique de
disques en utilisant le milieu Muller-Hington. L’activité antibactérienne est déterminée en
termes de diamétre de la zone d’inhibition produite autour des disques apres 24h d’incubation
a la température adéquate pour le développement du germe en question et en concentration
minimale d’inhibition (CMI). Les résultats du test de 1’effet antibactérien sont résumés dans le

tableau I11-15.
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Tableau III-15. Activité antibactérienne de 1’huile essentielle du S. buchananii.

Microrganism Zone CMI? Microrganism Zone CMI?
inhibition,mm (pg/mL) inhibition,mm (pug/mL)

E. coli ATCC 21 40 S. sonnei (HS) 16 80
25922°
P.  aeruginosa 22 40 S.  heidelberg 50 80
ATCC 27853 (HS)
P.  aeruginosa 20 40 S. aureus 15 80
(HS)* ATCC 4330
K. pneumonia 16 80 S. aureus (HS) 14 80

(HS)

2: Concentration minimale inhibitrice,’: Souche hospitaliére.

L’huile essentielle du S. buchananii est active face a trois souches bactériennes testées,

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Escherichia coli ATCC 25922, et Escherichia coli

(HS) a des diametres de la zone d’inhibition respectivement a 22, 21 et 21 mm. Les valeurs de

la CMI varient entre 40 et 80 pg/mL (tableau III-15).

I11.4.2. Activité antiproliférative de S. buchananii (SBR)

I11.4.2.1. Résultats et interprétations du test de cytotoxicité des composés SBRietSBR: :

Le teste de cytotoxicité des composés triterpéniques SBRi1 et SBR:2 effectués sur les

trois lignées cellulaires Jurkat T (leucémie), Hela (cancer du col de 1'utérus) et MCF7 (cancer

du sein) aprés une incubation de 48 h ont montréque :

- En particulier, Hela a été 1égerement plus sensible que les cellules Jurkat et MCF7.

Les cellules ont également été traitées a différentes concentrations d’étoposide,

comme témoin positif, et ont montré trois valeurs d’I1Cso différentes (tableau I1I-16).

Tableau III-16. Résultats des essais cytotoxiques des molécules SBR1 et SBR2 pour trois

lignées de cellules cancéreuses.

Composés ICso (nM)

Jurkat HeLa MCF7
SBR1 38+0.9 40+2.1 70+ 3.1
SBR: 30£13 25+1.5 55+23
Etoposide 22+0.8 4+1.1 12+£2.2

2 Valeurs moyennes + SD de trois expériences effectuées en quadruplicata.
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Les cellules Jurkat étaient les plus sensibles a 1’action de I’étoposide, suivies des
cellules Hela, tandis que les cellules MCF7 étaient les plus résistantes. De plus, le
potentiel cytotoxique des composés SBR1 et SBR2 a été évalué chez des donneurs
sains, choisis comme étant 1’équivalent normal de la lignée cellulaire de Jurkat dérivée

de la leucémie.

SBR1 et SBR2 n’ont pas entrainé de réduction significative du nombre de PBMC non
reproductibles fraichement isolés, du moins dans la plage des doses cytotoxiques dans
les cellules leucémiques. Le ou les mécanismes sous-jacents a leurs effets anti-provital
ont été ¢tudiés plus en détail dans les cellules Hela. Examiner si les composés SBR1 et
SBR: réduisent le nombre de cellules en affectant la progression du cycle cellulaire
et/ou en induisant la mort cellulaire, les cellules Hela ont été exposées pendant 48
heures a des concentrations proches de leur ICso, 30 et 50 uM pour le composé SBRu,
15 et 35 uM pour le composé SBRz2, respectivement ; la teneur en ADN a été évaluée

par cytométrie en flux des noyaux tachés a 1’iodure de propidium (PI).

Comme le montre la figure III-224(A), le composé¢ SBRi a provoqué une

augmentation de la population cellulaire en phase S. de plus, on a observé une augmentation

du nombre de cellules ayant une teneur en ADN inférieure a Go/Gi, ce qui indique

I’apparition d’événements apoptotiques. Le composé SBRz a induit un bloc S robuste et

dépendant de la dose sans augmentation significative des cellules hypodiploides (figure III-

224(B)).

% cells

(4 B)

2
Mo W15um -

35 M
W0 . 20 M35p

15
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o wv
“

4

*

x

% cells

[ = wv
I *
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10 - -20 *
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Figure I11-224. Effets des composés SBR1 et SBR2 sur la prolifération des cellules d’Hela.

Evaluation cytométrique en flux de la teneur en ADN des cellules Hela exposées pendant 48
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heures a 1 et 2 heures ou véhicule seul (t¢émoins). Figure I11-224(A) Cellules d’Hela exposées
a 30 et 50 uM composés SBR1; Figure 111-224(B) Cellules d’Hela exposées a 15 et 35 uM
composé¢ SBR2. Les données sont présentées comme une diminution d’augmentation des
pourcentages de cellules traitées avec une teneur spécifique en ADN, en ce qui concerne les
valeurs de controle (cellules témoins, sous Go/G1, <2 % ; Go/G1, 53 £ 1,8% ; S, 37 + 2,1% ;

Go/M, 12 £ 0,9%).

Remarque : Tous les résultats sont des valeurs moyennes sd d’au moins trois expériences

réalisées en double (*p <0.05, **p<0.001).

En conclusion, I’acide salvibuchanique (SBR1), un triterpéne lupane ayant un anneau
lactol a sept chainons inhabituels dans I’anneau A, est signalé I’activité cytotoxique de I’acide
salvibuchanique (SBR1) et de I’acide hyptadienique (SBR2) a été évalué : ces triterpénes

pourraient mériter d’autres recherches en tant que médicaments anticancéreux potentiels.

Les composés SBR1 et SBR: (figure I11-225) ont montré une activité antiproliférative

intéressant avec une puissance similaire dans toutes les lignées cellulaires.

Figure II1-225. Structure des composés SBR1 et SBRa.
I11.4.3. Activité de la MonoAcylGlycerol Lipase (MAGL) de C. phelypaea (CT)

I11.4.3.1. Résultats et interprétations du test de la MonoAcylGlycerol Lipase (MAGL)
des composés isolés de C. phelypaea (CT)

Les composés phényléthanoides (CTi-CTs), le pinoresinol 4-O-f-p-glucopyranoside
(CTs) et I'apigénine 7-O-f-glucuronopyranoside (CT7), ont été testés sur des isoformes
purifiés de LDHS et de MAGL humains afin de déterminer leur pouvoir inhibiteur (tableau

II-17), ont montré que :
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Tous les composés étaient inactifs sur ALDHS, avec des valeurs de ICso supérieures a
200 puM, ce qui les rendaient moins puissants que les composés de référence
galloflavin (Manerba et al., 2012).

Dans les essais enzymatiques ZAMAGL, seuls deux dérivés [composés CTaaap (1-f-p-
hydroxyphenyl-ethyl-3,6-O-di-a-L-thamnopyranosyl-4-trans et cis-p-coumaroyl-S-D-
glucopyranoside) et CT7 (7-O-f-glucuronopyranoside de I’apigénine)] se sont avérés
inactifs, tandis que le pinoresinol 4-O-f-p-glucopyranoside (CTs) et le brandioside
(CTs) présentaient des valeurs ICso de 130,2 et 156,1 uM, respectivement.

Le meilleur pouvoir inhibiteur du ZAMAGL a ét¢ démontré par le composé CTi (1-f-p-
hydroxyphenyl-ethyl-2-O-acetyl-3,6-di-a-L-rhamnopyranosyl-#-D-glucopyranoside),
avec une valeur d’ICso dans la gamme micromolaire basse (88,0 uM), et il s’est avéré
sélectif pour le AIMAGL par rapport a la ZLDH. Bien que son activité d’inhibition soit
inférieure a celle de [Dinhibiteur synthétique MAGL de référence (4-[4-
chlorobenzoyl|piperidine-1-yl)(4-méthoxyphényl)-méthannone  (composé¢ "CL6a"
(Tuccinardi et al., 2014)), ce composé naturel est le premier phényléthanoide, portant
des unités de sucre f-D-glucopyranosyl et a-L-rhamnopyranosyl, affichant une activité
prometteuse sur le AIMAGL.

Les produits CT2 et CT3a3b ont montré une meilleure activité¢ d’inhibition, avec des

valeurs d’ICso similaires de 117,4 et 113,9 uM, respectivement.

Tableau III-17. Puissances d'inhibition ZLDHS et AIMAGL.de composés CT1-CT7.

IC

Composés ICso (nM)

hLDHS5 IC (95% n=3) hMAGL IC (95% n=3)
CT: >200 — 88.0 [60.7, 127.6]
CT: >200 - 117.4 [95.0, 145.1]
CT3zap >200 - 113.9 [93.8, 138.4]
CTasaip >200 - >200 —
CTs >200 — 156.1 [151.1, 164.7]
CTs >200 — 130.2 [110.2, 153.8]
CT, >200 — >200 -
galloflavin | 110.1 [82.9, 146.2] | - -
CL6a 2 - 12.1 [8.9, 16.3]

: confidence intervalle ;® non testé

Actuellement, seuls quelques composés dérivés de sources naturelles ont montré une

activité inhibitrice de cette enzyme (Scalvivni et al., 2016), mais ils appartiennent a
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différentes classes chimiques. Afin de mieux caractériser le mode de liaison du composé CTi

en MAGL, son complexe avec la protéine cible a été¢ soumise a des calculs d’amarrage.

En particulier, la pose de liaison putative émergeant de ces études de modélisation a montré
que la fraction sucrée se trouve dans la large cavité lipophile des interactions lipophiliques
formant la protéine avec L.148, 1.213, L241, et V183, tandis que le p-hydroxyphenyl-ethyl,
I’anneau éthylique se trouve dans la petite poche du site de liaison et forme des interactions
lipophiles avec les résidus Y194 et V270 (figure 111-226). Un grand nombre de liaisons H
stabilise la disposition de liaison du composé CTi: le groupe carbonyle du groupe O-acétyl 1ié
au glucopyranoside forme deux liaisons H avec 1’azote de base de I’AS1 et du M123 et le 4-
OH de la 3-a-L-rhamnopyranoside forme une liaison H avec la colonne vertébrale d’oxygene
de L241.

Le composé CTi est également caractéris€¢ par une liaison H intramoléculaire entre
I’oxygene éthéré du 6-a-L-thamnopyranoside et le 4-OH de la méme portion. En outre, le
groupe OH de la partie p-hydroxyphényléthyle forme une liaison H avec le résidu E-53, dans

lequel il se comporte comme un donneur de liaison H.

Figure I11-226. Vue des interactions ligand-récepteur les plus pertinentes du complexe 1-

hMAGL. Les liaisons hydrogénes sont répliquées sous forme de lignes pointillées noires.

De plus, a notre connaissance, il s’agit du premier rapport sur la présence naturelle de

phénylétanoide comme inhibiteur de la MAGL.

334



Partie I11 Chapitre 4

Evaluation des activités biologiques

125+
100+

75

%inhibition

T

log conc.

i
L]

Figure I11-227. Courbe dose-réponse pour le composé CT1, obtenue dans des essais
enzymatiques MAGL. Sur ’axe des X, il s’agit de la concentration logarithmique (uM), et sur

I’axe des y, le pourcentage d’inhibition.
I11.4.4. Activité anti-angiogénique d’A. pedatum (APD)

I11.4.4.1. Résultats et interprétationsde I’activité anti-angiogénique des composés isolés

d’Anarrhinum pedatum (APD)

Les composés isolés APDi-APD21 ont été testés par deux modeles in vivo, les
embryons de poisson-zebre et le CAM. Le poisson ze¢bre convient pour I’identification des
inhibiteurs de 1’angiogenése, puisque le développement des vaisseaux sanguins dans les

embryons précoces est bien caractérisé et facilement surveillé.

L’essai endogéne de phosphatase alcaline (EAP) a été utilisé ici pour évaluer 1’activité
anti-angiogénique des composés isolés d’A4. pedatum. Comme le montre la figure I11-228, les
résultats ont montré que parmi les nouveaux produits isolés, le composé APD14, présentait la
meilleure activité anti-angiogénique réduisant de fagon significative (P< 0,05) la croissance
des vaisseaux sanguins (72,72%) chez les embryons de poisson zébre par rapport au groupe
témoin. Des effets 1égers ont été observés pour les autres nouveaux composés dans 1’ordre
suivant : APD4>APD6>APD2>APD15>APDo>APD7>APD13>APDs>APDs>APD1s>APD19.
Inversement, une bonne réponse anti-angiogénique a €té observée apres le traitement avec les
composés isolés connus, APD3 (48,33 %, P< 0,01), APD2o (56,98 %, P< 0,01), APDn
(77,38%, P< 0,05), APD17 (79,82%, P< 0,05), APD1 (81%, P< 0,05). Les effets sur
I’angiogenése des composés isolés d’A. pedatum ont été comparés a ceux du 2-
méthoxyestradiol (52%, P <0,01), un métabolite endogéne de 17 p-estradiol ayant des

propriétés anti-angiogéniques et antitumoriques connues.
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Dans cette étude, le test CAM a également été effectué pour explorer le potentiel anti-
angiogénique des composés isolés. Le CAM, formé au 4-5 jour, montre un réseau vasculaire
extrémement dense. Lorsqu’un échantillon angiostatique est testé, les vaisseaux deviennent
moins denses et méme disparaissent. Dans 1’ensemble, il est évident qu’une forte réponse

antiangiogénique a été obtenue avec ce modele expérimental.

Les résultats présentés a la figure I1I-230, ont montré I’activité antiangiogénique la
plus élevée pour les composés APD1s>APDs>APD20>APD3>APD1>APD7. Les effets
angiogéniques, exprimés en % par rapport aux ceufs témoins, étaient de 21,54%, 23,86%,
28,98%, 29,57%, 29,90%, 31,45%, respectivement. L’acide rétinoique a été¢ utilis¢é comme
¢talon positif (45,01%). Les images d’observations microscopiques représentatives sont
présentées a la figure I11-230. Apres six jours d’incubation, la CAM des ceufs témoins a mis
en ¢évidence la présence d’un réseau vasculaire riche (figure I1I-230a). Un effet fortement
inhibiteur sur la formation capillaire a été observé avec ’acide rétinoique (figure I11-231b).
Dans les cames traitées avec les composés plus actifs APD7, APDs, APD14, APD3, APD,

APD2o, la microvasculature semblait moins dense (figures I11-230c-h).

Les effets inhibiteurs (e) sur la croissance des vaisseaux sont particulicrement évidents apres
le traitement au composé APD14 (figure 111-230e). Notamment, les composés APD14, APD3 et
APD20 ont montré une activité intéressante dans les deux essais. Nos résultats sont conformes
aux rapports précédents qui montraient 1’activité anti-angiogénique des dérivés de ’iridoid
(MunozCameroet al., 2018, Kooet al., 2004). Les effets sur I’angiogenése des composés isolés
d’A. pedatum ont été comparés avec celui de 2-méthoxyestradiol (52%, p<0,01), un

métabolite endogenede 17 S-estradiol ayant connu antiangiogénique et antitumifpropriétés.

En conclusion, la présence d’esters de glycosides iridoides dans la plante A.
pedatumest en accord avec les métabolites secondaires déclarés pour ce genre (Dawidar et al.,
1989, Salah El Dine et al., 2001) montrant qu’il est une source riche de ces composés

spécialisés.
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Figure I11-228. Activité angiogénique (% vs témoin) des composés APD1 a APD21 (2 uM)
dans I’essai de phosphatase alcaline endogéne (PAE) sur des embryons de poisson-ze¢bre. ME

= 2-méthoxyestradiol (2 uM). *P< 0,05 et **P< 0,01 vs témoin : "student’s t-test”.
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Figure II1-229. Activité angiogénique (% vs témoin) des composés APD1 a APD21 (2 uM)
dans I’essai de membrane chorioallantoique (CAM) RA = acide rétinoique (3 uM). *P < 0.05

and **P < 0.01 vs témoin: Student’s ¢-test.

Figure IT1-230. Activité anti-angiogénique des composés A. pedatum (2 uM) dans le test
CAM a = témoin, b = acide rétinoique (3 uM), c = APD7, d = APDg, e = APD14, f= APDs, g
= APDi, h = APDyo. Les images des caméras ont été prises a I’aide d’un stéréomicroscope
(SMZ-171 Series, Motic) équipé d’un appareil photo numérique (Moticam® 5 plus).
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I11.4.5. Conclusion sur I’évaluation des activités biologies

L’ensemble des résultats obtenus laisse ressortir que :

- Les triterpénes sont les composés majoritairement responsables des activités
cytotoxiques. Le lupane triterpene (SBR1) etl’acide hyptadienique (SBR2) a fait I’objet d’une
¢tude pour déterminer leur potentiel cytotoxique sur les lignes cellulaires Jurkat, Hela et
MCF7. Les deux composés ont montréune activité antiproliférative intéressant avec une
puissance similaire dans toutes les lignes cellulaires. Au moyen d’études cytométriques en
flux, I’acide hyptadien (SBR2) induit dans les cellules Hela un bloc de cycle cellulaire S,

tandis que SBR1 a provoqué a la fois cytostatique et réponses cytotoxiques.

- Les composés isolés de C. phelypaea (CT) ont été testés pour leur activité inhibitrice
sur deux enzymes impliquées dans le métabolisme glycolytique ou lipidique particulier des
cellules cancéreuses humaines lactate déshydrogénase (LDH) et monaacylglycérol lipase
(MAGL) respectivement. Tous les composés affichaient une activité négligeable sur le LDH,
tandis que certains d’entre eux affichaient une certaine activité inhibitrice sur le MAGL, en
particulier, le composé CT1i était le plus actif sur le MAGL, avec une valeur I1Cso de 88,0 uM,
et les ¢études de modélisation ont rationalisé le mode de liaison supposé de CTi dans le site

actif de la MAGL.

- L’activité anti-angiogénique a été analysée par deux modeles in vivo, les embryons de
poisson-zebre et la membrane chorioallantoique du poussin (CAM) sur les produits purs
d’A.pedatum (APD). Les résultats ont montré que, parmi les nouveaux composés, 6'-O-

menthiafoloylmussaenosidic acid-11-(5-O-[1-D-fructopyranosyl) ester (APDi4), présentait
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I’activité anti-angiogénique la plus ¢élevée sur les embryons de poisson-zebre et sur les essais
du CAM, ce qui réduisait la croissance des vaisseaux sanguins. Une réponse anti-
angiogénique intéressante a également été observée pour les composés connus, le 6-O-nerol-
8-oyl-antirrinoside (APD3), antirrinoside (APD1), 6-O-trans+cis-p-coumaroyl antirrinoside
(APD11), et (6S5)-2E-2,6-dimethyl-6-hydroxy-octa-2,7-dienoic acid p-glucopyranosyl ester
(APDyo).
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Nous avons présenté dans cette these les résultats des travaux phytochimiques réalisés
sur trois espéces appartenant a trois familles végétales différentes. Il s’agit de Salvia
buchananii (Lamiaceae), 1’espéce Cistanche phelypaea (Orobanchaceae) et enfin
Anarrhinum pedatum (Scrophulariaceae). Ces choix ont été motivés par le fait que ces
familles de plantes sont connues pour leur richesse en triterpenes, phényléthanoides et les
iridoides, des composés complexes dont les activités pharmacologiques, notamment dans le

domaine de la cancérologie a été démontrées.

L’¢tude phytochimique a ainsi permis de mettre en évidence, par différentes
techniques chromatographiques (CCM, Chromatographie d’exclusion moléculaire,
Chromatographie Flash, Chromatographie de Partage Centrifuge, Chromatographie Liquide
Haute Performance) et spectroscopiques (Résonance Magnétique Nucléaire et Spectrométrie
de Masse), 37 composés naturels, dont 17 nouveaux et 20 connus. Il faut préciser que les
molécules isolées de la famille de Lamiaceae sont des triterpénes et acides phénoliques alors
que celles isolées des Orobanchaceae et Scrophulariaceae sont des glycosides
phényléthanoides, et des iridoides, monoterpenes et flavonides respectivement. Ces composés

se répartissent comme suit :
Famille des Lamiaceae :

De Salvia buchananii, 3 triterpenes pentaycliques ont été isolés dont un lupan

triterpenes (SBR1) de structure nouvelle ont été identifiées, et 3 acides phénoliques connus.
e Salviabuchanic acid (2,3-seco-2,3-epoxy-2-hydroxylup-20(29)-en-28-oic acid)
e Heptadienic acid
e Maslinic acid
e Caffeic acid
e (affeic methyl ester acid

e Nepetoidine B
Famille des Orobanchaceae :

De Cistanche phelypaea, parmi les 5 glycosides phényléthanoides isolées, 4

correspondants a des structures nouvellement décrites (CT1 a CTy), (dont 2 sont sous forme
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de paires de dérivées inséparables de trams et 4-cis -p-coumaroyl-f-D-glucopyranoside

(CT3ab et CTaap)).

1-f-p-hydroxyphenyl-ethyl-2-O-acetyl-3,6-di-a-L-rhamnopyranosyl-f-D-
glucopyranoside
1-f-p-hydroxyphenyl-ethyl-3,6-O-di-a-L-rhamnopyranosyl-B-D-glucopyranoside
1-f-p-hydroxyphenyl-ethyl-2-O-acetyl-3,6-O-di-a-L-rhamnopyranosyl-4-trans-p-
coumaroyl-f-D-glucopyranoside (3a) et 1-f-p-hydroxyphenyl-ethyl-2-O-acetyl-
3,6-O-di-a-L-rhamnopyranosyl-4-cis-p-coumaroyl-S-D-glucopyranoside (3b).
1-f-p-hydroxyphenyl-ethyl-3,6-O-di-a-L-rhamnopyranosyl-4-trans-p-coumaroyl-
S-D-glucopyranoside (4a) et 1-p-p-hydroxyphenyl-ethyl-3,6-O-di-o-L-
rhamnopyranosyl-4-cis-p-coumaroyl-$-D-glucopyranoside (4b).

Brandioside (sont isolé pour la premiére fois du genre Cistanche)

Pinoresinol 4-O-4-D-glucopyranoside

Apigenine 7-O-f-D-glucuronopyranoside (sont isolé pour la premicre fois du

genre Cistanche)

Famille des Scrophulariaceae :

D’Anarrhinum pedatum, 24 molécules ont été isolées et nous avons identifi¢ 15

iridoides glucosylés dont 10 de ces molécules ont été reconnues comme nouvelles, et 4

monoterpeénes dont 2 originaux, alors que les autres molécules restantes ont déja été décrites

dans la littérature.

Antirrinoside

6-O-foliamenthoylmactfadienoside
6-O-nerol-8-oyl-antirrinoside
5,6-O-difoliamenthoylmacfadienoside
5,6-O-difoliamenthoylantirrinoside
5-O-menthiafoloyl-6-O-foliamenthoylantirrinoside
5-O-menthiafoloyl-6-O-foliamenthoylmacfadienoside
6-O-trans-cinnamoylantirrinoside
6'-O-trans-cinnamoyl-macfadienoside.
6'-O-cinnamoylantirrinoside

6-O-trans et cis-p-coumaroylantirrinoside
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e Agnucastoside A

e Agnucastoside A 11-(5-O-f-D-fructopyranosyl) ester

e 6'-O-menthiafoloylmussaenosidic acid-11-(5-O-f-D-fructopyranosyl) ester

e 6'-O-(trans, cis-p-coumaroyl)mussaenosidic acid-11-(5-O-f-D-fructopyra-nosyl)
ester.

e Foliamenthoic acid

e Glucosyl 8-hydroxy-2,6-dimethyl-(2E, 6F)-octadienoate

e 6-O-foliamenthoyl- a,f-D-glucopyranose

e Foliamenthoic acid 1-O-f-D-glucopyranosyl ester 8-O-f-D-glucopyranoside.

e (S)-menthiafolicacid

e (65)-2E-2,6-dimethyl-6-hydroxyocta-2,7-dienoic acidf-glucopyranosyl ester.

e Salidroside

e Verbascoside.

¢ Quercetine 3-O-f-D-glucopyranoside.

L’huile essentielle de [1’espéce Salvia buchananii, obtenue a partir de
I’hydrodistillation des parties aériennes a €té caractérisée pour la premiere fois.13 composés
organiques volatils ont été identifiés et constituent 95.9% de la composition chimique totale

de I’huile essentielle.

Cette huile est majoritairement composée de 1,8-cineole (23.3%) a-pinene (19.8%),

camphene (16.5%) et de B-pinene (11.5%)

Des tests biologiques préliminaires ont été réalisés sur 30 des 37 molécules isolées. Le
choix des molécules testées a été fait sur la base de leur diversité structurale, notamment la
nature des aglycones et des sucres, le type de liaison inter glycosidique et le type de la

séquence osidique.

Les triterpenes pentaycliques (SBR1 et SBR2) ont été testées en vue d’évaluer leurs

activitéscytotoxiques sur trois lignées cellulaires cancéreuses (Jurkat, HeLa et MCF7).

Nos résultats montrent que les deux composés testés, possédent une activité
antiproliférative intéressante sur les lignes cellulaires cancéreuses, mais ils n’ont pas entrainé
de réduction significative du nombre de PBMC. En particulier, HeLa était 1égerement plus
sensible que les cellules Jurkat et MCF7. Au moyen d’études cytométriques en flux, le
composé SBR: a induit dans les cellules HeLa un bloc de cycle cellulaire S, tandis que SBR1

a provoqué des réponses cytostatiques et cytotoxiques.

342



Conclusion générale

Ces triterpenes pourraient mériter d’autres recherches en tant que médicaments

anticancéreux potentiels.

Les molécules isolées de C. phelypaea ont été testées sur des isoformes purifiés de
LDHS et de MAGL humains afin de déterminer leur pouvoir inhibiteur. Les résultats obtenus
montrent que touts les composés ¢€taient inactifs sur ALDHS avec des valeurs de ICso
supérieures a 200 uM, alors que le 1-f-p-hydroxyphenyl-ethyl-2-O-acetyl-3,6-di-a-L-
rhamnopyranosyl-B-D-glucopyranoside.(CT1) est le plus actif sur le MAGL, avec une valeur
ICso de 88,0 uM, est le premier phényléthanoide, portant des unités de sucre f-D-
glucopyranosyl et a-L-rhamnopyranosyl, affichant une activité prometteuse sur le AIMAGL.
Cette étude ouvrira la voie a une future étude sur les petites molécules végétales glycosylées

en tant qu’inhibiteurs MAGL potentiels.

L’activité anti-angiogénique des composés (APD1 a APD21) isolés des parties
aériennes d’A4. pedatum a été¢ évaluée par deux modéles in vivo, les embryons de poisson-
zebre et le CAM et ’essai endogene de phosphatase alcaline (EAP). Les résultats obtenus ont
montré que le nouveau iridoide glucosylé le 6'-O-menthiafoloylmussaenosidic acid-11-(5-O-
[-D-fructopyranosyl) ester (APD14) est le seul a posséder une activité anti-angiogénique
meilleur réduisant de facon significative (P< 0,05) la croissance des vaisseaux sanguins
(72,72%) chez les embryons de poisson zebre par rapport au groupe témoin. Parmis les
molécules connues isolées le 6-O-nerol-8-oyl-antirrinoside (APD3), antirrinoside (APD;), 6-
O-trans+cis-p-coumaroyl antirrinoside (APD11), et (65)-2E-2,6-dimethyl-6-hydroxy-octa-2,7-
dienoic acid p-glucopyranosyl ester (APDzo) ont manifesté une bonne réponse anti-
angiogénique. Ces résultats sont en accord avec des études antérieures qui est dépourvu
d’activité anti-angiogénique des dérivés de I’iridoid dans une étude de la littérature (Mufioz

Camero et al., 2018, Kooet al., 2004).

Cette ¢étude a permis de mieux connaitre la chimie de quelques plantes endémiques
Algériennes. Les sujets d’étude dans ce domaine ne manquent donc pas et chaque plante est
un réservoir potentiel de métabolites avec des caractéristiques phytochimiques et

pharmacochimiques originales a valoriser.
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Caractéristiques des composés isolés

1. Composés isolés a partir des racines de S. buchananii (SBR)

SBR1 : 2,3-seco-2,3-epoxy-2-hydroxylup-20(29)-en-28-oic acide (Salvibuchanic acid)

(Nouveau)

Formule brute : C30H1304

CHg

Pouvoir rotatoire : [a]p +17 (c 0.1, MeOH) SBR

Exact Mass: 472.34

HR-ESI-MS : m/z 495.3442 [M+Na]" (calc495.3450),
477.34 [M+Na—18]",

ESI-MS : m/z 517 [M+HCOO] 499 [M+HCOO-18]",
473 [M+HCOO—44]

Spectre de RMN : 'H et 1*C (600 MHz)

(Tableau III-1, page 145)

SBR: : Heptadienic acid
SBR;
Exact Maszs: 470 HOy,

Formule brute : C30H604

ESI-MS : m/z 469.25 [M-H], 451.21 [M-H-18],
407.22 [M—H-18-44]"

Spectre de RMN : 'H (600 MHz), *C (600 MHz)
(Tableau III-1, page 145)

N

D
S
S

SBR3 : Maslinic acid Exact Mo 472

Formule brute : C30H4304

ESI-MS : m/z 471.38 [M—H] ™ (mode négatif)
Spectre de RMN : 'H (600 MHz) N
(Tableau III-1, page 145) i

SBR4 : Caffeic acid

SBR,
Exact Mass: 180

Formule brute : CoHgO4

B HO. \
ESI-MS : m/z179 [M-H] oH
Spectre de RMN : 'H (250 MHz)
(Tableau III-2, page 146)

HO'
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SBRs : Caffeicmethyle ester acid

SBRs
Exact Mass: 194

Formule brute : C1oH10O4

ESI-MS : m/z193 [M—H]"

Spectre de RMN : 'H (600 MHz) Ho
(Tableau III-2, page 146)

HO \ /CHa

SBRg

SBRe : (Z,E)-2-(3,4)-dihydroxyphenyl)-ethyenyl-ester
(NepetOIdlne B) Exact Mass: 314 o

Formule brute : C17H140s : \/W " | o

0.

ESI-MS : m/z313.76 [M—H] 269 [M-H-44] "~ H
Spectre de RMN : 'H (600 MHz) '3C (250 MHz) 0
(Tableau III-2, page 146)

2. Composés isolés a partir des parties aieriennes de C. phelypaea (CT)

CT1i:1-4-p-hydroxyphenyl-ethyl-2-O-acethyl-3,6-di-a-L-rhamnopyranosyl-f-D-
glucopyranoside (Nouveau)

Formule brute : C>sH4016

Pouvoir rotatoire : [a]2’ —58.5 (c 0.1, MeOH) ) . MCa:S': it
H o puan

UV : MeOHAmax nm (log €) 223 (4.20), 280 (3.50), ) o

321 (3.06). O

HR-ESI-MS : m/z 657.2353 [M+Na]" (calc. 657.2371), HOMO @OH

m/z 597.2145 [M+Na-60]", 511.1772 [M+Na—146]", O>=0

365.1203 [M+Na—146-146]" BN A e

Spectre de RMN : 'H et '3C (600 MHz) o

(Tableau I11-4, page 195-196)
CT,
Exact Mass: 592.22

CT:: 1-f-p-hydroxyphenyl-ethyl-3,6-di-a-L-rhamnopyranosyl- & wa
S-D-glucopyranoside (Nouveau)

Formule brute : C26H0O15 HOM()/\/@/OH
Pouvoir rotatoire : [a]4®> —70 (c 0.1, MeOH) o
UV : MeOHAmax nm (log €) 222 (4.09), 280 (3.55), A ~
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315 (3.10)

HR-ESI-MS : m/z 615.2232 [M+Na]" (calc. 615.2265).
m/z 444.91 [M—H-146]426.00 [M-H-H,0T

Spectre de RMN : 'H et 1*C (600 MHz)

(Tableau I11-4, page 195-196)

CT3s : 1-f-p-hydroxyphenyl-ethyl-2-O-acethyl-3,6-di-a-L-rhamnopyranosyl-4-(trans et cis-p-
coumaroyl)-f-D-glucopyranoside(Nouveau)

Formule brute : C37H4s013 CT;

Ho. Ruall Exact Mass: 780.27
Pouvoir rotatoire : [a]3> —96 (c 0.1, MeOH)
UV : MeOHAmax nm (log €) 225 (4.26), 316 (3.87) %
HR-ESI-MS : /28032715 [M-+Na]" (calc. 803.2738), ) m W/O

m/z743.12 [M+Na—60]", 657.11 [M+Na—146]",
511.03 [M+Na-146-146]"

Spectre de RMN : 'H et 1*C (600 MHz)
(Tableau III-4, page 195-196)

CTs: 1-f-p-hydroxyphenyl-ethyl-3,6-O-di-a-L-rhamnopyranosyl-

4-(trans et cis-p-coumaroyl)-f#-D-glucopyranoside (Nouveau)

Formule brute : C37H6017

Pouvoir rotatoire : [a]3>=— 85.5, (c 0.1, MeOH)

UV : MeOHAmax nm (log £) 224 (4.30), 315 (3.85)
HR-ESI-MS : m/2761.2604 [M+Na]" (calc. 761.2633).
615.2008 [M+Na—146]", 469.1443 [M+Na—146-146]"
Spectre de RMN : 'H et 1*C (600 MHz)

(Tableau I11-4, page 195-196)

CTy
Exact Mass: 738.26

CTs: $-3,4-dihydroxyphenyl-ethyl-2-O-acetyl-3,6-O-di-a-L-rhamnopyranosyl-

CTs
Exact Mass: 812

4-O-caffeoyl-f-D-glucopyranoside (Brandioside)

Formule brute : C37H43020

ESI-MS : m/z 811.18 [M—H]", 649 [M—H-162], %@
607 [M-H-146]
Spectre de RMN : 'H et °C (250 MHz)
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(Tableau III-5, page 197-198)

CTs : Pinoresinol 4-O-f-D-glucopyranoside

Formule brute : C2sH32011

ESI-MS : m/z 518.89 [M-H]", 356.80 [M-H-162]"
Spectre de RMN : 'H et 1°C (250 MHz)

(Tableau III-5, page 197-198)

CT?7: Apigénine 7-O-f-D-glucuronopyranoside

Formule brute : C21Hi3011

ESI-MS : m/z 4454.88 [M—H]", 269.05 [M-H-176]"
Spectre de RMN : 'H et 1*C (250 MHz)

(Tableau III-5, page 197-198)

HORLC o
0
Ho

CT,
Exact Mass: 446

3. Composés isolés a partir des parties aieriennes d’A. pedatum (APD)

APD1 : Antirrinoside

Formule brute : C;sH»010

ESI-MS : m/z382[M+Na]", 367 [M+Na—18]",
285 [M+Na—18-162]"

Spectre de RMN : 'H et 1°C (250 MHz)
(Tableau III-7, page 323)

APD? :6-O-foliamenthoylmacfadienoside (Nouveau)

Formule brute : C25H36013

Pouvoir rotatoire : [a]2® +25 (c 0.1, MeOH)
HR-ESI-MS : m/z 567.2023 [M+Na]" (calc. 567.2054),
549.1922 [M+Na—18]", 405.1504 [M+Na—162]",
387.1401 [M+Na—162—18]", 383.0937 [M+Na—184]"
Spectre de RMN : 'H et 1*C (500 MHz)

(Tableau III-7, page 323)

369

APD,
Exact Mass: 362

HOH,C

OH

APD, 0

Exact Mass: 544.20 =
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APD3 : 6-O-nerol-8-oyl-antirrinoside

X
Formule brute : C2sH3O12 on
ESI-MS : m/z 551 [M+Na]", 389 [M+Na—162]",
APD;
371 [M+Na—162-18]", 527 [M—H] Fact Mask: 525

Spectre de RMN : 'H et 1*C (250 MHz)
(Tableau III-7, page 323)

APDs: 5,6-O-difoliamenthoylmacfadienoside (Nouveau)

Formule brute : C35sHs50O15

Pouvoir rotatoire : [a]3> +41 (c 0.1, MeOH)
HR-ESI-MS : m/z 711.3229 [M+H]" (calc. 711.3228),
ESI-MS : m/z 709 [M—H]", 733 [M+Na]"* vt M 71032
Spectre de RMN : 'H et 13C (600 MHz)
(Tableau III-8, page 324)

APD:s : 5,6-O-difoliamenthoylantirrinoside (Nouveau)

Formule brute : C35Hs0014

Pouvoir rotatoire : [a]3’> —70 (c 0.1, MeOH)
HR-ESI-MS : m/z 717.3090 [M+Na]*, 695.3278 [M+H]",
(calc. 717.3098), ESI-MS : 699 [M+Na—18]",

551 [M+Na—-166]"

Spectre de RMN : 'H et 1*C (600 MHz)

(Tableau III-8, page 324)

APDj
Exact Mass: 694.31

APDg : 5-O-menthiafoloyl-6-O-foliamenthoylantirrinoside (Nouveau)

Formule brute : C35sHs50O14 N
Pouvoir rotatoire : [a]2®> —45 (c 0.1, MeOH)

HR-ESI-MS : m/z 717.3083 [M+Na]" (calc. 717.3098),

551.2084 [M+Na—166]", 533.1976 [M+Na—184]", e
349.0883 [M+Na—184-184]" wonc
Spectre de RMN : 'H et 13C (500 MHz)
(Tableau III-8, page 324)
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APD7 : 5-O-menthiafoloyl-6-O-foliamenthoylmacfadienoside (Nouveau)

Formule brute : C35Hs0O15s

Pouvoir rotatoire : [a]2® +70 (c 0.1, MeOH)
HR-ESI-MS : m/z 733.3040 [M-+Na]"(calc. 733.3047).
549.1961 [M+Na—184]",

Spectre de RMN : 'H et 1*C (500 MHz)

(Tableau III-8, page 324)

APD,
Exact Mass: 710.30

APDs : 6-O-trans-cinnamoylantirrinoside (Nouveau)

Formule brute : C24H23011 Q_HO
e]

Pouvoir rotatoire : [a]3° =120 (c 0.1, MeOH)

APDg
HR-ESI-MS : m/z 515.1500 [M+Na]" (calc. 515.1529), Exact Mass: 492.15
497.1386 [M+Na—18]", 353.0975 [M+Na—162]",

HOH,C,
Spectre de RMN : 'H (500 MHz), '3C (125 MHz) Homo
(Tableau I11-9, page 325) >
APDy : 6'-O-trans-cinnamoylmacfadienoside (Nouveau)
Formule brute : C24H»301> APD,

Exact Mass: 508.15

Pouvoir rotatoire : [a]3® —66 (c 0.1, MeOH)

HR-ESI-MS : m/z 531.1469 [M+Na]" (calc. 531.1478),
513.1355 [M+Na—18]", 401.1205 [M+Na—130]",

ESI-MS : m/z531[M+Na]", 513 [M+Na—18]", 507 [M—-H] ",
489 [M—H-18]"

Spectre de RMN : 'H et 13C (600 MHz)

(Tableau II1-9, page 325)

APD,

APD10: 6'-O-cinnamoylantirrinoside Exact Mass: 49215
Formule brute : C24H23011 QV o
ESI-MS : m/z 531 [M+Na]", 513 [M+Na—18]", T Nowc

(o]
HR-ESI-MS : m/z 515.1469 [M+Na]" (calc. 515.1501), H%MO

497.1391 [M+Na—18]", 351.1389 [M+Na—18-146]"
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Spectre de RMN : 'H et 1*C (250 MHz)
(Tableau III-9, page 325)

APD11 : 6-O-trans et cis-p-coumaroylantirrinoside

Formule brute : C24H23012

ESI-MS : m/z 531 [M+Na]", 513 [M+Na—18]",
385 [M+Na—18-146]", 369 [M+Na—18-162]",
507 [M—H], 345 [M—H-162]"

Spectre de RMN : 'H et 13C (250 MHz)
(Tableau II1-9, page 325)

APD12: Agnucastoside A

Formule brute : C2sH33012

ESI-MS : m/z 565 [M+Na]"

Spectre de RMN : 'H et 13C (250 MHz)
(Tableau II1-10, page 326-327)

APD
Exact Mass: 508

APD;,
Exact Mass: 542

APD13 : Agnucastoside A 11-(5-O-f-D-fructopyranosyl) ester (Nouveau)

Formule brute : C3:H3017

Pouvoir rotatoire : [a]2’ —168 (c 0.1, MeOH)
HR-ESI-MS : m/z 727.2787 [M+Na]" (calc. 727.2789),
709.2658 [M+Na—18]", 547.2139 [M+Na—18-162]"
Spectre de RMN : 'H et 1*C (600 MHz)

(Tableau II1-10, page 326-327)

APD14: 6'-O-menthiafoloylmussaenosidic acid-11-

(5-O-p-p-fructopyranosyl) ester (Nouveau)

Formule brute : C32H43017

Pouvoir rotatoire : [a]3’> —70 (c 0.1, MeOH)

HR-ESI-MS : m/z 727.2764 [M+Na]" (calc. 727.2789),

565.2240 [M+Na—162]", ESI-MS : m/z 727 [M+Na]",

565 [M+Na—162]", 703 [M—H]", 541 [M—H-162]"
372

APDy3
Exact Mass: 704.27
0 O CH,0H
H

OH

APD,,
Exact Mass: 704.28
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Spectre de RMN : 'H et 1*C (500 MHz)
(Tableau III-10, page 326-327)

APD1s : 6'-O-(trans et cis-p-coumaroyl) mussaenosidicacid-11-(5-O-f-D-fructopyranosyl)
ester (Nouveau)

Formule brute : C31H40017 "
Pouvoir rotatoire : [a]2’> —115 (c 0.1, MeOH) L LT
HR-ESI-MS : m/z 707.2156 [M+Na]" (calc. 707.2163),

689.2048 [M+Na—18]", 527.1515 [M+Na—18-162]", .
381.1153 [M+Na—18-162—-146]" ""‘@’fﬁ_{)
Spectre de RMN : 'H et '3C (600 MHz) %
(Tableau III-10, page 326-327)

APD16 : Foliamenthic acid

Formule brute : CioHi603 Ho N \
ESI-MS : m/z 207 [M+Na]" APD,

Spectre de RMN : 'H et 13C (250 MHz) Fact Mass: 184 o
(Tableau III-11, page 328)

APD17: Glucosyl 8-hydroxy-2,6-dimethyl-(2E,6E)-octadienoate

Formule brute : CisH2603 APD,,

Exact Mass: 346

ESI-MS : m/z 369] M+Na]", 207 [M+Na—162]",

HOH,C o
Spectre de RMN : 'H et 1°C (250 MHz) HOM/\;H\/\/K/\OH
OH
[e]

(Tableau III-11, page 328)

APD1s : 6-O-foliamenthoyl-a,f-D-glucopyranose (Nouveau)

Formule brute : C16H260s

APDyg
Pouvoir rotatoire : [a]3° +61 (c 0.1, MeOH) Exact Mass: 346.15
HR-ESI-MS : m/z 369.1594 [M+Na]" (calc. 369.1525),
RN N"on
207.0869 [M+Na—162]", ESI-MS : m/z 369 [M+Na]", Hzc/

0 O
351 [M+Na—18]", 207 [M+Na—162]" H%MOH

Spectre de RMN : 'H et 13C (500 MHz)
(Tableau III-11, page 328)
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APD19 : Foliamenthoicacid 1-O-4-D-glucopyranosylester
8-0-f-D-glucopyranoside (Nouveau)

Formule brute : C22H36013

Pouvoir rotatoire : [a]3> +34 (c 0.1, MeOH) e

HR-ESI-MS : m/z 531.2021 [M+Na]" (calc. 531.2054), %MW
369.1502 [M+Na—162]", ESI-MS : m/z 531 [M+Nal",

369 [M+Na—162]", 207 [M+Na—162—162]",507 [M—H]",

345 [M—H-162], 183 [M—H—162—162]

Spectre de RMN : 'H et 1*C (500 MHz)

(Tableau III-12, page 329)

APDy
Exact Mass: 508.20

APD2¢ : (S)-menthiafolic acid

Formule brute : C10H1603

HR-ESI-MS : m/z 207.0987 [M+Na]" (calc. 207.0987),
Spectre de RMN : 'H et 1°C (250 MHz) LA
(Tableau III-12, page 329)

APD21 : (65)-2E-2,6-dimethyl-6-hydroxyocta-2,7-dienoic
acid f-glucopyranosyl ester APD,,
Exact Mass: 346
Formule brute : CisH2603
ESI-MS : m/z 369 [M+Na]", 207 [M+Na—162]", SN N

o)
Spectre de RMN : 'H et 13C (250 MHz) Ho}m/o |

(Tableau III-12, page 329)

APD2; : Salidroside

Formule brute : C14H2007
HR-ESI-MS : m/z 323.1091 [M+Na]* (calc. 323.1091), e
305.0858 [M+Na—1 8]+ HOH,C

Ho o OH
Spectre de RMN : 'H et 13C (250 MHz) M A/O/
O

(Tableau III-13, page 330)
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APD23 : Verbascoside

Formule brute : C20H36015 . o

ESI-MS : m/z 623.39 [M—H] ,m/z 461.00 [M—H-162] , D/\)K% o
m/z 315.82 [M—H—162—146] [ V\CE
Spectre de RMN : 'H (250 MHz) e~ B Mo 624
(Tableau III-13, page 330)

Rha

OH

APD24 : Quercetine 3-O-f-D-glucopyranoside

APD,y
Exact Mass: 464 OH

Formule brute : C2;H20012

ESI-MS : m/z 463.11 [M—H]", m/z 301.00 [M—H-162]"
Spectre de RMN : 'H et 13C (250 MHz)

(Tableau III-13, page 330)

OH
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ABSTRACT ARTICLEHISTORY

A pentacyclic triterpene, named salvibuchanic acid (1), together Received 7 June 2017

with ve known compounds, were isolated from the roots of Salvia ~ Accepted 31 July 2017
buchananii Hedge (Lamiaceae). The structural characterisation of all KEYWORDS
compounds was performed by spectroscopic analyses, including 1D SALVIA BUCHANANI:

and 2D NMRand HRESIMS experiments. The lupane triterpene (1) and pentacyclic triterpenes;
hyptadienic acid (2) were investigated for their potential cytotoxic salvibuchanic acid; phenolic
activity on Jurkat, HeLa and MCF7 cell lines. Both compounds showed derivatives; cytotoxic activity
an interesting antiproliferative activity with similar potency in all cell

lines.By meansof ow cytometric studies, hyptadienic acid (2) induced

in Hela cells a Scell cycle block, while 1 elicited both cytostatic and

cytotoxic responses.
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1. Introduction

Salviais an important genus of the Lamiaceae family (formerly Labiatae). Over 900 species
arewidely distributed indi erent regionsaround the world, such asthe Mediterranean area,
Central Asia, Africa, America. Secondary metabolites produced by Salvia plants include
monoterpenoids, diterpenoids, having mainly an abietane or clerodane skeleton, sesquit-
erpenoids,triterpenoids, avonoidsand polyphenols(Wu et al.2012). Aerial partsand roots
of Salvia genus have been used in traditional medicine for 1000 years in the treatment of
di erent diseases. Diterpenoids and phenolic derivatives isolated from di erent species

CONTACT Alessandra Braca @ alessandra.braca@unipi.it
fThese authors contributed equally to the work.
@ Supplemental data for this article can be accessed at https://doi.org/10.1080/14786419.2017.1365072.

© 2017 Informa UK Limited, trading as Taylor & Francis Group
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showed antioxidant, anticoagulant, cytoprotective, antihypertensive, anti- brotic, anti-is-
chaemia-reperfusion injury, antiviral and antitumour activities (Li et al. 2013).
Salvia buchananii Hedge is a herbaceous perennial shrub, up to 50 cm high, with purple
owersand ovate-lanceolate to spathulate leaves. In apreviouschemical study of S buchana-
niiaerial partsclerodane diterpenes, ursolic and oleanolic acidswereisolated from the surface
dichloromethane extract (Bisio et al. 2015). Moreover, the dichloromethane extract of S
buchananii fresh aerial parts was also investigated for its antioxidant (Giamperi et al. 2012)
and antibacterial activities (Bisio et al. 2015). In the course of our investigation on Algerian
Salvia species (Kabouche and Kabouche 2008; Lakhal et al. 2014), herein, we report the iso-
lation and the structure characterisation of one triterpene,named salvibuchanic acid (1) from
S buchananiiroots (Figure 1),along with other ve known natural compounds. Besides, salvi-
buchanic acid (1) and hyptadienic acid (2) have been evaluated for their cytotoxic activities
in Jurkat, HeLa and MCF7 cancer cell lines. Both compounds showed an interesting antipro-
liferative activity with similar potency in all cell lines. Further studiesrevealed that 2 induced
in HelLa cells a Scell cycle block, while 1 elicited both cytostatic and cytotoxic responses.

2. Resultsand discussion

Chloroform and chloroform-methanol extracts of Sbuchananii roots, were fractionated by

ash column chromatography followed by RP-HPLC, leading to the isolation of one lupane
triterpene (1)and ve known compounds,namely hyptadienic acid (2) (Rao et al. 1990;Wang
et al. 2009), maslinic acid (Savonaet al. 1983),ca eic acid methyl ester,ca eic acid (Saleem
et al. 2004) and nepetoidin B (Nakanishi et al. 1990). The structures of all compounds were
determined by combination of NMRand MS analyses and comparison of data with those
reported in the literature.

Compound 1 wasisolated asawhite powder. The molecular formulawas established to
be C,,H,,O, by 3C NMR and HRESIMS analyses (m/z 495.3442 [M + Na]*, Calcd 495.3450).
The negative ESI-MSspectrum showed an adduct ion peak at m/z517 [M + HCOO]~,whereas
inthe MS? spectrum aprominent fragment at m/z499 [M + HCOO - 18]~ was observed, due
to the loss of a water molecule. The neutral loss of CO, from the parent ion (m/z at 473
[M + HCOO - 44]) indicated the presence of one carboxyl moiety. The "*CNMRspectrum of
1 (Table S1) exhibited 30 signals, which were assigned to one carbonyl group (6 180.7),

30

Figure 1. Structures of compounds 1 and 2.
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1,1-disubstituted double bond (6 109.0 and 151.8), one hemiacetal group (6 94.5) and one
hydroxymethylene (0 71.6). These evidences suggested the presence of a pentacyclic trit-
erpene, belonging to the lupane series (Yook et al. 2002). The 'H NMRspectrum of 1 (Table
S1) con rmed the presence of a structure with six methyl groups (6 0.83, 0.95, 1.03, 1.05,
1.07 and 1.72),two ole nic protonsat & 4.71 and 4.90 (each 1H, br s). Assignments of all 'H
and '®*CNMRchemical shiftswere ascertained on the basis of 1D total correlation spectros-
copy (TOCSY),double-quantum ltred correlated spectroscopy (DQF-COSY) and heteronu-
clear single quantum coherence (HSQC) analyses. The 1D-TOCSY experiments suggested
the sequences: C-1-C-2,C-5-C-7,C-9-C-13,C-15-C-16 and C-18-C-22 con rming the pres-
ence of a pentacyclic system. A combination of HSQC and heteronuclear multiple bond
coherence (HMBC) data led to establish the location of all substituents. The HMBC correla-
tionsbetween the proton signalsat 6 1.72 (H-30) and the carbon resonancesat  48.0 (C-19),
109.0 (C-29) and 151.8 (C-20); 6 4.71 (H-29b) and 4.90 (H-29a) and & 48.0 (C-19) and 151.8
(C-20), con rmed the position of the C-20/C-29 double bond. The signal at 6 1.65 (H-18)
correlated with carbon resonancesat 6 48.0 (C-19),57.4 (C-17),151.8 (C-20) and 180.7 (C-28),
while the proton signal at 6 1.46 (H-22b) showed long-range correlations between signals
at 631.1 (C-21),50.0 (C-18) and 57.4 (C-17),con rming the location of carboxylic group at
C-17. The connectivities between the proton signal at & 2.14 (H-1a) and the carbon reso-
nances at 6 41.7 (C-10), 48.4 (C-9), 61.4 (C-5) and 94.5 (C-2) substantiated the presence of
hemiacetal group at C-2. The location of the epoxy group at C-2/C-3 position was veri ed
by HMBC correlations between signal at 6 3.90 (H-3a) and the resonances at 6 39.7 (C-4),
61.4 (C-5) and 94.5 (C-2) (Figure S1). Thiscompound was previously reported in a Chinese
patent and its stereochemistry at C-2 was reported as 3 (Gao et al. 2015). However, the
presence of the hemiacetal function at C-2 leads to an o/ equilibrium. Compound 1 was
therefore, identi ed as 2,3-seco-2,3-epoxy-2-hydroxylup-20(29)-en-28-oic acid and was
named salvibuchanic acid.

In the frame of our project aimed to study the cytotoxic activity of plant terpenes, the
antiproliferative activity of compounds 1 and 2 was evaluated in Jurkat, HeLa and MCF7
cancer cell lines. Cellswere exposed to increased concentrationsof 1 and 2 and cell viability
was evaluated at 48 h by MTT assay. Half maximal inhibitory concentration (IC,) values,
obtained from dose-response curves, are shown in Table 1. Compounds 1 and 2 showed an
interesting antiproliferative activity with similar potency in all cell lines. In particular, HelLa
resulted slightly more susceptible than Jurkat and MCF7 cells. Cells were also treated to
di erent concentrationsof etoposide, asapositive control,and showed three di erent IC50
values (Table 1). Jurkat cellswere the most sensitive to the action of etoposide, followed by
Helacells,whereasthe MCF7 cellswere the most resistant. Furthermore, the cytotoxic poten-
tial of compounds1 and 2 wasevaluated in PBMCfrom healthy donors,chosen asthe normal
counterpart of leukaemia-derived Jurkat cell line. Compounds 1 and 2 did not cause any
signi cant reduction of the number of freshly isolated non-proliferating PBMC, at least in

Table 1.1C_; (UM) values of compounds 1 and 2 against three cancer cell lines?

Compounds Jurkat HelLa MCF7
1 38+09 40+ 21 70+ 3.1
2 30+ 13 25+15 55+ 2.3
Etoposide 25+0.8 4+11 12+22

3Mean values + SD from three experimentsdone in quadruplicate.
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the range of cytotoxic dosesin leukaemia cells. The mechanism(s) underlying their antipro-
liferative e ect wasfurtherinvestigated in HelLa cells. To investigate whether compounds 1
and 2 reduced cellsnumber by a ecting cell cycle progression and/or by inducing cell death,
Hela cells were exposed for 48 h at concentrations close to their IC,, value, 30 and 50 pM
forcompound 1 and 15and 35 pM for compound 2, respectively; DNA content wasevaluated
by ow cytometry analysis of propidium iodide (Pl) stained nuclei. Asshown in Figure 2(A),
compound 1 caused an increase of cell population in Sphase. Moreover, an increase of cells
with sub G,/ G, DNA content was observed, thus indicating the onset of apoptotic events.
Compound 2 induced arobust and dose-dependent Sblock without any signi cant increase
of hypodiploid cells (Figure 2(B)).

In conclusion, salvibuchanic acid (1), alupane triterpene having an unusual seven-mem-
bered lactol ring in the A-ring isreported. The cytotoxic activity of salvibuchanic acid (1) and
hyptadienic acid (2) was evaluated:these triterpenes may be worthy of further research as
potential anticancer drugs.

(A) ** 1msopm
50 pyM *k

% cells

sub G/G, Gy/G, s G,IM

(B) 25 ) msum

20 | 135 M

% cells

sub Go/G, G,/G, s G,/M

Figure 2. Efect of compounds 1 and 2 on proliferation of HelLa cells. Fow cytometric evaluation of DNA
content in Hela cells exposed for 48 h to 1 and 2 or vehicle alone (controls). (A) HeLa cells exposed to
30 and 50 uM compound 1; (B) HelLa cells exposed to 15 and 35 uM compound 2. Data are presented as
increase/decrease in percentagesof treated cellswith a specific DNA content, in respect to control values
(control cells, sub G/ G,, <2%; G/ G,, 53 + 1.8%; §, 37 + 2.1%; G/ M, 12 + 0.9%).

Notes: All results are mean values + SD from at least three experiments performed in duplicate (*p < 0.05, **p < 0.001).
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3. Experimental

Salvibuchanic acid (1). White powder [a]D = +17 (c 0.1, MeOH); HR-ESI-MS: m/z 495.3442
[M + Na]* (Caled for G, H,,0,Na,495.3450),477.34 [M + Na-18]*;ESI-MS: m/z517 [M + HCOO],
499 [M + HCOO - 18]*,473 [M + HCOO - 44]~; '"H NMR (600 MHz, CD,0D) 6:0.83 (3H, s,Me-23),
0.88 (1H,dd, J= 11.8,6.0 Hz,H-5),0.95 (3H, s,Me-24), 1.03 (3H, s, Me-27),1.05 (3H, s, Me-25),
1.07 (3H,s,Me-26),1.21 (1H,m,H-15b),1.30 (1H,dd, J= 9.5,4.2 Hz,H-9),1.37 (1H, overlapped,
H-1b), 1.38 (1H, overlapped, H-21b), 1.40 (1H, overlapped, H-16b), 1.44 (1H, overlapped,
H-7b), 1.46 (1H, overlapped, H-22b), 1.54 (1H, overlapped, H-15a), 1.55 (1H, overlapped,
H-6b), 1.57 (1H, overlapped, H-6a), 1.62 (1H, overlapped, H-12b), 1.64 (1H, overlapped, H-12a),
1.65(1H,brd,J= 11.5Hz,H-18),1.72 (1H,s,Me-30),1.93 (1H,m, H-22a), 1.98 (1H, overlapped,
H-21a),2.14 (1H,dd, J= 13.0, 1.5 Hz,H-1a),2.28 (1H, m, H-7a),2.42 (1H,dd, J= 11.4,4.0 Hz,
H-13),3.04 (1H,d, J= 11.8 Hz, H-3b), 3.09 (1H, ddd, J= 16.0, 11.5, 4.6 Hz, H-19), 3.90 (1H, d,
J=11.8 Hz, H-3a),4.71 (1H, br s, H-29b), 4.90 (1H, br s, H-29a), 5.00 (1H, dd, J= 11.0,5.5 Hz,
H-2);'*CNMR (600 MHz, CD,0OD) 6:14.6 (C-27),15.0 (C-25),17.0 (C-26), 19.1 (C-30),20.7 (C-24),
22.0(C-11),23.0 (C-6),26.8 (C-12),27.6 (C-23),30.5 (C-15),31.0 (C-16),31.1 (C-21),33.1 (C-7),
38.0 (C-22),39.6 (C-13),39.7 (C-4 and C-8),41.7 (C-10),43.4 (C-14),45.8 (C-1),48.0 (C-19),48.4
(C-9),50.0 (C-18),57.4 (C-17),61.4 (C-5),71.6 (C-3),94.5 (C-2),109.0 (C-29),151.8 (C-20), 180.7
(C-28).
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COMPOSITION AND ANTIOXIDANT, ANTICHOLINESTERASE,
AND ANTIBACTERIAL ACTIVITIES OF THE ESSENTIAL OIL
OF Sawia Bucaanani FROM ALGERIA

Khadidja Aya Beladjila,! Djemaa Berrehal,!
Amal Al-Aboudi,? Zahia Semra,!-

Hala Al-Jaber,* Khaldoun Bachari,3

and Zahia Kabouchel”

The genus Salvia (Lamiaceae) is represented by more than 900 species distributed worldwide [1]. In Algeria, there
are 23 species from which S. jaminiana, S. verbenaca subsp., S. clandestina, S. barrilieri, and S. argentea subsp. aurasiaca
were the subject of our studies [2—7]. We present here the first report on the essential oil composition, the antioxidant,
anticholinesterase, and the antibacterial activities of the species Salvia buchananii Hedge which has been previously investigated
for its phytochemicals [8, 9].

Extraction. The hydrodistillation, in a Clenvenger-type apparatus, of fresh aerial parts (200 g) of Salvia buchananii,
collected at Constantine in August 2015 (Voucher number: LOST Sb08.16), yielded 0.9% of a yellow fragrant essential oil.

GC and GC-MS Analyses. GC analysis was performed on a Hewlett Packard 6890 gas chromatograph equipped
with an FID and HP-5MS capillary column. The GC/MS was performed using a Hewlett Packard 6890 gas chromatograph
coupled with a Hewlett Packard HP (Agilent technologies) MSD 5973 selective detector, using an HP-INNOWax column
(BO0m 0.25 mm, film thickness 0.25 m) [10].

Identification of Components. Essential oil components were identified based on their retention indices (determined
with reference to a homologous series of normal alkanes) and by comparison of their mass spectral fragmentation patterns
with those reported in the literature [11, 12] and with authentic compounds, especially for major components.

Thirteen components, representing 95.9% of the total oil content, were identified with 1,8-cineole (23.3%), -pinene
(19.8%), camphene (16.5%), -pinene (11.5%), and bornyl acetate (5.5%) as the major components (Table 1). This is the first
report on the essential oil of S. buchananii. In previous studies of the essential oils of the genus, 1,8-cineole was found to be
the major component of S. potentillifolia (19.3%) [13], S. fructicosa (47.5%) [14], S. apiana (71.7%) [15], and S. macrochlamys
(27.0%) [16] essential oils. In agreement with the literature, the present oil contains high amounts of bicyclic monoterpenes.

-Pinene and -pinene have been found as major components of the essential oil of S. potentillifolia (29.3%, 14.8%) [17].
It is noteworthy that -caryophyllene (16.0%, 24.8%, 19.0%) was mainly present in the essential oils of S. verticillata,
S. aethiopis, and S. nemorosa [18]. Moreover, camphene and camphor (8.5%, 43.8%) were mainly identified in the essential
oils of S. officinalis from Albania [19].

Antioxidant Activity. The antioxidant activity was assessed using the -carotene-linoleic acid test [20].

The essential oil showed good antioxidant activity, with 50.48% inhibition at 4 mg/mL, 50.27% at 2 mg/mL and
42.96% at 1 mg/mL.

1) Universite des Freres Mentouri Constantine, Departement de Chimie, Laboratoire d Obtention de Substances
Therapeutiques (LOST), 25000, Constantine, Algeria, fax: 421331811100, e-mail: zkabouche @yahoo.com; 2) Department of
Chemistry, Faculty of Science, The University of Jordan, Amman, Jordan; 3) CHU Benbadis—Constantine, Service de
Bacteriologie, 25000, Constantine, Algeria; 4) Department of Physics and Basic Sciences, Faculty of Engineering Technology
Al-Balga Applied University, Amman, Jordan; 5) Centre de Recherche Scientifique et Technique en Analyses Physico-Chimiques
(CR.A.P.C), Alger, Algerie. Published in Khimiya Prirodnykh Soedinenii, No. 3, May-June, 2018, pp. 494-495.
Original article submitted October 4, 2016.
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TABLE 1. Chemical Composition of the Essential Oil of S. buchananii from Algeria

Compound RRT* % Compound RRT* %

Pentanal 704 0.6 -Terpinene 1054 1.6
Isovaleraldehyde 658 1.5 0-Cymene 1022 3.7
-Pinene 939 19.8 Camphor 1141 3.1
Camphene 954 16.5 Bornyl acetate 1286 5.5
-Pinene 979 11.5 -Caryophyllene 1417 4.3
Limonene 1024 2.5 Aromadendrene 1439 2.0
1,8-Cineole 1026 233 Total 95.9

4RRI: relative retention indices.

TABLE 2. Antibacterial Activity (inhibition zones and MIC) of the Essential Oil of S. buchananii

Microrganism Inhibition zone", MIC®, g/mL Microrganism Inhibition zone, MIC, g/mL
mm mm
E. coli ATCC 25922° 21 40 S. sonnei (HS) 16 80
E. coli (HS) 21 40 S. heidelberg (HS) 20 80
P. aeruginosa ATCC 27853 22 40 S. aureus ATCC 4330 15 80
P. aeruginosa (HS)° 20 40 S .aureus (HS) 14 80
K. pneumonia (HS) 16 80

a3t concentration of oil: 128 g/mL; PMIC: minimum inhibitory concentration; HS: hospital strain.

Anticholinesterase Activity. The inhibitory potential of the tested compounds against acetylcholinesterase and
butyrylcholinesterase enzymes was evaluated using acetylthiocholine iodide and butyrylthiocholine chloride as substrates,
respectively. All the inhibition studies were performed in 96-well Microplates by Ellman s [21] method. Tacrine was used as
positive control.

Compared to tacrine (IC5,: 0.00325  0.130 g/mL and ICs: 0.0018  0.48 g/mL, respectively), used as a standard,
the essential oil has shown interesting AChE and BChE inhibitory activities with ICy, values of 74  0.52 g/mL and
37.5 0.18 g/mL, respectively. From the literature, essential oils of other species from the genus (S. officinalis and
S. sclarea) also exhibited a notable inhibition of BChE (66.3% and 76.0% inhibition, respectively) [22]. These results may
justify the traditional use of Salvia essential oils for failing memory.

Antibacterial Activity. The antibacterial activity of the essential oil was examined against a range of microorganisms,
namely Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli (HS), Staphylococcus aureus ATCC 4330, Staphylococcus aureus
(HS), Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Pseudomonas aeruginosa (HS), Klebsiella pneumoniae (HS), Salmonella
heidelberg (HS), and Shigella sonnei (HS). The reference strains (ATCC, American type culture collection) were obtained
from the Pasteur Institute (Algiers), whereas the others (HS, Hospital strains) were obtained from the laboratory of bacteriology,
Benbadis Hospital, Constantine, Algeria using conventional methods (NCCLS) [23, 24].

Table 2 showed that the essential oil exhibited the best antibacterial activity against Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Escherichia coli ATCC 25922, and Escherichia coli (HS) with 22,21, and 21 mm inhibition zone diameters, respectively.
The MIC values against all bacteria had a range between 40 and 80 g/mL.
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ABSTRACT

Four new phenylethanoid glycosides (1—4), 1-B p-hydroxy-
phenyl-ethyl-2-O-acetyl-3,6-di-a-L-rhamnopyranosyl-B-b-glu-
1-B-p-hydroxyphenyl-ethyl-3,6-0-di-o-L-
rhamnopyranosyl-B-b-glucopyranoside (2),

copyranoside (1),
1-B-p-hydroxy-
phenyl-ethyl-2-O-acetyl-3,6-di-0-L-rhamnopyranosyl-4-p-
coumaroyl-B-p-glucopyranoside (3), and 1-B-p-hydroxyphen-
yl-ethyl-3,6-di-o-L-rhamnopyranosyl-4-p-coumaroyl-B-p-glu-
copyranoside (4), together with three known compounds,
were isolated from the n-butanol extract of Cistanche phely-
paea aerial parts. The structural characterization of all com-
pounds was performed by spectroscopic analyses, including
1D and 2D NMR, and HRESIMS experiments. The isolated
compounds were assayed for their inhibitory activity on two
enzymes involved in the peculiar glycolytic or lipidic metabo-
lism of cancer cells, human lactate dehydrogenase (LDH), and
monoacylglycerol lipase (MAGL), respectively. All the com-
pounds showed negligible activity on LDH, whereas some of
them displayed a certain inhibition activity on MAGL. In par-
ticular, compound 1 was the most active on MAGL, showing
an ICsq value of 88.0 uM, and modeling studies rationalized
the supposed binding mode of 1 in the MAGL active site.

Introduction

Cistanche is a genus of Orobanchaceae family including about
20 species, usually holoparasitic desert plants, that lack chloro-
phyll and obtain their nutrients and water from the roots of host
plantsthat they parasitize. This genusisdistributed to certain arid
and semiarid regions of Africa, Asia, and the Mediterranean area,
including parts of southern Europe [1]. Some Cistanche species are
used for food application and in the traditional Chinese medicine
as tonic for the treatment of kidney deficiency, impotence, infer-
tility, profuse metrorrhagia, and chronic constipation [2]. The sec-
ondary metabolites produced by the representatives of the Cis-
tanche genusinclude phenylethanoid glycosides, lignans, iridoids,

Beladjila KA et al. New Phenylethanoid Glycosides... Planta Med

and oligosaccharides [3—5] some of which have been shown to
possess interesting biological activity such as anti-inflammatory,
neuroprotective,immunomodulatory, antioxidative, antibacterial,
and antiviral properties [2]. Cistanche phelypaea (L.) Coutinho syn.
Cistanche tinctoria (Desf.) Beck is an erect perennial parasite plant,
with numerous yellow flowers and absent roots: the plant at-
taches itself to its host (Tamarix gallica L. [Tamaricaceae], Calligo-
num comosum L Hér [Polygonaceae], and Pulicaria sp. [Astera-
ceae]) through small tubers. In North Africa traditional medicine,
it is used for diarrhea, diabetes, intestinal troubles, infection, and
as a diuretic [6]. Previous chemical studies revealed the presence
of iridoids and phenylethanoids as main constituents [7, 8].
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As a part of our research program for characterization of the
biological activity of different classes of natural products [9,10],
herein we report the isolation and the structure characterization
of four new phenylethanoid glycosides (1—4) ( Fig. 1), along with
three known compounds from C. phelypaea aerial parts. The iso-
lates were assayed for their lactate dehydrogenase (LDH) and
monoacylglycerol lipase (MAGL) inhibitory activity. In fact, tumor
cells exhibit progressive metabolic changes that are correlated
with malignancy. In particular, glycolytic and lipidic pathways are
reprogrammed in order to support the rapid growth of proliferat-
ing cells[11]. These dysregulated metabolic pathways are typical
features of cancer, and at the same time, they may offer therapeu-
tic windows for anticancer agents that target them. In this con-
text, LDH and MAGL are two enzymes overexpressed in tumor tis-
sues, which play key roles in the typical glycolytic and lipidic can-
cer metabolism, respectively [12,13]. In particular, the human
isoform 5 of the enzyme LDH (hLDH5), made of four A subunits,
catalyzes the final step of glycolysis, which consists in the reduc-
tion of pyruvate to lactate, thus allowing the adenosine triphos-
phate production in cancer cells that rely on glycolysis for their
survival. Glycolytic cancer cells display high glucose uptake and
elevated lactate production, and the overexpression of specific
enzymes such as LDH is necessary to assure a sufficient energy
production. Therefore, the inhibition of this crucial enzyme may
be considered a promising strategy to counteract cancer invasive-
ness, without affecting normal cells, which instead use oxidative
phosphorylation for most of their purposes. On the other hand,
MAGL is a serine hydrolase that cleaves monoacyglycerols into
fatty acids and glycerol. In particular, MAGLis the lipolytic enzyme
that is mainly responsible for the degradation of the endocanna-
binoid 2-arachidonoylglycerol, which is a neurotransmitter and an
important intermediate in lipid metabolism involved in many
physiological processes. Moreover, the intensified production of
fatty acids in cancer cells, generated by MAGL activity, increases
the formation of protumorigenic signaling molecules [14]. There-
fore, MAGL represents a potential target to treat diverse patholog-
ical conditions, including cancer. In the last decades, a great effort
has been directed toward the identification of small molecules
that are able to inhibit LDH [15,16] or MAGL [17,18], and many
compounds displaying efficient inhibitory activity on these tar-
gets were either discovered from natural sources or obtained by
chemical synthesis. Therefore, the search for LDH or MAGL inhib-
itorsrepresents an attractive goal to find new effective anticancer
drugsinterfering with the peculiar cancer metabolism and, there-
fore, has prompted us to carry out the investigation herein re-
ported.

Results and Discussion

The phytochemical study of C. phelypaea n-butanol extract, after
submission to flash column chromatography followed by RP-
HPLC, afforded four new phenylethanoid glycosides (1-4)
( Fig.1) and three known compounds, named brandioside [19],
pinoresinol 4-0O-B-p-glucopyranoside [20], and apigenin 7-O-f-
glucuronopyranoside [21] by comparison of NMR and MS data
with those reported in the literature.

OH
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0
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0
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1 R,=COCH; R,=H
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3 R,=COCH; R, = p-coumaroyl
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Fig. 1 Chemical structures of compounds 1—4 isolated from
C. phelypaea aerial parts.

Compound 1 wasobtained as abrownish amorphous solid with
a molecular formula CogH42016, as determined by '*C NMR and
HRESIMS analyses (m/z 657.2353 [M + Na]*). The positive ESIMS
spectrum showed a sodiated molecular ion peak at m/z 657 [M +
Na]*, while its fragmentation pattern was characterized by peaks
at m/z 597 [M + Na -60]*, 511 [M + Na —146]*, and 365 [M + Na
—146 - 146]*, due to the subsequent loss of an acetyl group and
two deoxyhexose units, respectively. The '"H NMR spectra of 1
( Table 1) exhibited characteristic signals of ortho-coupled A2B,
type aromatic protonsat 86.71 (2H, d, J= 8.0 Hz) and 7.04 (2H, d,
J=8.0 Hz), three anomeric protons at & 4.44 (1H, d, J=8.0 Hz),
4.76 (1H, d, J=1.3Hz), and 4.80 (1H, d, J=1.5Hz), an acetyl
group at © 2.00 (3H, s), two methyl groups at & 1.26 (3H, d,
J=6.3 Hz) and 1.27 (3H, d, J=6.5Hz), and two methylenes at &
4.04 (1H, m), 3.62 (1H, m), and 2.80 (2H, m). This evidence sug-
gested the presence of a phenylethanol residue and three sugar
moieties [5]. The observation of '*C NMR spectrum ( Table 1)
confirmed these findings. The structures of the sugar units were
assigned by 1D TOCSY and 2D NMR experiments, indicating the
presence of one B-glucopyranoside and two o-rhamnopyranosyl
residues. The complete assignments of all protons and carbons
were based by the analysis of HSQC, COSY, and HMBC data, indi-
cating that the two rhamnopyranosyl units were terminal units.
The relative configuration of the anomeric carbon of the glucose
residue was deduced to be B from the coupling constant
(J=8.0 Hz) of the anomeric proton. In the case of the rhamnose
residue, the ocanomeric configuration was derived by comparison
of the pertinent '3C NMR data with those reported in literature
[9]. The configuration of the sugar units was assigned after hy-
drolysis of 1 with 1 N HCI. The hydrolyzate was trimethylsilylated,
and GC retention times of each sugar were compared with those
of authentic samples prepared in the same manner. The HMBC
spectrum of 1 displayed the correlations between the proton sig-
nal at &y 4.44 (H-14,) and carbon resonance at 8; 72.5 (C-8), con-
firming that the phenylethanol moiety was linked to C-1gc. Simi-
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Table 1 'H and '*C NMRdata of compounds 1—4 (CD30D, 600 MHz, Jin Hz).

Position 1 2 3a/3b 4a/4b

Oy Oc Oy Oc Oy Oc Oy Oc
1 131.0 131.0 131.7 130.7
2/6 7.04d (8.0) 131.2 7.07 d (8.0) 131.5 7.05d (8.0) 131.3 7.10d (8.0) 130.9
3/5 6.71d(8.0) 116.3 6.72d (8.0) 116.4 6.73d (8.0) 116.2 6.73d (8.0) 116.2
4 157.0 157.1 157.0 157 1
7 2.80m 36.4 2.85m 37.6 2.78m 36.0 2.86m 36.7
8a 4.04m 725 3.99m 72.0 4.06m 72.3 4.02m 72.7
8b 3.62m 3.74m 3.65m 3.75m
glc-1 4.44d (8.0) 103.2  4.34d(7.8) 104.6 4.55d (7.8) 102.1 4.40d (8.0) 104.6
2 4.78 dd (9.0, 8.0) 75.0 3.29dd (9.5,7.8) 75.0 4.88dd (9.5,7.8) 74.3 3.40dd (9.5,8.0) 76.4
3 3.65t (9.0) 83.1 3.50t(9.5) 83.8 4.03t(9.5) 80.8 3.831(9.5) 81.9
4 3.441(9.0) 70.1 3.352 70.0 512t (9.5) 69.3 5.00t (9.5) 70.2
5) 3.46m 771 3.43m 76.3 3.77m 75.2 3.70m 74.9
6a 4.00dd (12.0, 3.0) 68.0  3.99dd (12.0,3.0) 68.0 3.79dd (12.0, 3.0) 67.5 3.77dd (12.0, 3.5) 67.8
6b 3.68dd (12.0, 4.5) 3.65dd (12.0, 5.0) 3.50dd (12.0, 5.0) 3.49dd (12.0, 4.5)
COCH3 171.3 171.6
COCH3 2.00s 21.2 1.98s 21.4
rha,—1 4.76d (1.3) 102.1 5.21d (2.0) 100.8 4.77d (1.8) 103.3 5.21d (2.0) 102.7
2 3.83dd (3.0,1.8) 72.8 3.96dd (3.0, 2.0) 71.6 3.74 dd (3.0, 1.8) 71.7 3.94 dd (8.0, 2.0) 72.4
3 3.96dd (9.0, 3.0) 72.0 3.70dd (9.0, 3.0) 70.7 3.54dd (9.0, 3.0) 72.0 3.60dd (9.0, 3.0) 72.7
4 3.391(9.0) 743  3.391(9.0) 73.4 3.291 (9.0) 73.0 3.311(9.0) 74.2
5) 3.68m 70.7 3.69m 71.2 3.54m 70.2 3.58m 70.6
6 1.26d (6.3) 18.1 1.26d (6.5) 18.3 1.08d (6.5) 18.7 1.09d (6.0) 18.3
rhay — 1 4.80d (1.5) 102.5  4.76d(1.8) 101.6 4.63d (2.0) 102.5 4.65d (2.0) 101.1
2 3.83dd (3.0, 1.8) 72.6 3.85dd (3.5, 1.8) 71.5 3.89dd (3.5,2.0) 71.4 3.86dd (3.5,2.0) 72.3
3 3.96 dd (9.0, 3.0) 72.4 3.70dd (9.0, 3.5) 72.3 3.70dd (9.0, 3.5) 72.0 3.75dd (9.0, 3.5) 72.6
4 3.391(9.0) 74.0 3.40t(9.0) 74.0 3.371(9.0) 73.2 3.342 74.0
5 3.68m 70.6 3.99m 70.0 3.64m 69.3 3.66 m 70.7
6 1.27d (6.5) 18.3 1.27d (6.5) 18.1 1.22d (6.0) 18.3 1.21d(6.0) 18.5
p-coum-1 127.3 127.4
2/6 trans 7.44.d (8.0) 131.3 7.50d (7.8) 130.9
2/6 cis 7.75d (8.0) 134.6 7.72d (7.8) 133.4
3/5 trans 6.84d (8.0) 116.2 6.83d (7.8) 116.2
3/5cis 6.80d (8.0) 115.3 6.80d (7.8) 115.2
4 162.0 161.7
O-trans 6.37d (16.0) 114.9 6.38d (16.0) 114.0
O cis 5.83d(12.0) 115.9 5.83d(12.0) 115.2
B-trans 7.70d (16.0) 148.1 7.71d (16.0) 147.3
B cis 6.97d (12.0) 147.7 6.99d (12.0) 146.4
COO 168.0 168.0

Jvalues are in parentheses and reported in Hz. Chemical shifts are given in ppm. Assignments were confirmed by COSY, 1D-TOCSY, HSQC, and HMBC ex-

periments. Glc: B-p-glucopyranoside; rha: o-L-rhamnopyranosyl; p-coum: p-coumaroyl; 2 overlapped signal.

larly, the correlation between signals at &y 4.78 (H-2g,,) and &¢
171.3 suggested that the acetyl group was linked to C-2g)c. Like-
wise, the long-range correlations between Oy 4.76 (H-1,,4) and

carbon resonance J¢ 83.1 (C-3c), Oy 4.80 (H-1 1), and O¢ 68.0
(C-64ic) allowed to establish that the two a-L-rhamnopyranosyl
moieties were linked at C-34c and C-6¢, respectively. Thus, the
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structure of 1 was established as 1-B-p-hydroxyphenyl-ethyl-2-O-
acetyl-3,6-di-o-L-rhamnopyranosyl-B-p-glucopyranoside.

The molecular formula of compound 2, isolated as a brownish
amorphous solid, was assigned CogH40O15, as deduced by
HRESIMS analyses (m/z 615.2232 [M + Na]*), as well as from '3C
NMR data. The ESIMS/MS spectrum displayed two fragments at
m/z 469 [M + Na —146]* and 323 [M + Na — 146 — 146]* attribut-
able to the subsequent loss of two deoxyhexose units, respective-
ly. Comparison of 'H and "*C NMR spectra of 2 ( Table 1) with
those of 1 revealed 2 to differ from 1 only for the absence of the
acetyl group at C-2 of glucose unit. Thus, the structure of 2 was
determined as 1-B-p-hydroxyphenyl-ethyl-3,6-O-di-o-L-rhamno-
pyranosyl-B-p-glucopyranoside.

Compound 3 displayed a molecular formula C37H4804g by
HRESIMS (m/z 803.2715 [M + Na]*). The ESIMS of 3 showed a so-
diated molecular ion peak at m/z 803 [M + Na]* and a fragmenta-
tion pattern with peaks at m/z 743 [M + Na - 60]*, 657 [M + Na
—146]*,and 511 [M + Na— 146 — 146]", corresponding to the sub-
sequent loss of an acetyl moiety and two deoxyhexose units. Anal-
ysis of NMR data of 3 ( Table 1), besides chemical shifts similar
to those of 1, displayed the presence of two couples of signals at-
tributable to trans-olefinic protonsat 66.37 (1H, d, J=16.0 Hz, H-
Otrans) and 7.70 (1H, d, J=16.0 Hz, H-By,,6), cis-olefinic protons at
05.83 (1H, d, J=12.0 Hz, H-0), and 6.97 (1H, d, J=12.0 Hz, H-
Beis), and two couples of ortho-coupled AyB, aromatic protons at &
6.84 (2H, d, J=8.0 Hz, H-3/H-5;,,¢) and 7.44 (2H, d, J=8.0 Hz, H-
2/H-64ans), and 6.80 (2H, d, J=8.0 Hz, H-3/H-5.) and 7.75 (2H, d,
J=8.0 Hz, H-2/H-6). Also in this case the assignments of all pro-
ton and carbon signals were deduced from acombined analysis of
1D and 2D NMR experiments. Moreover, key correlation peaks in
the HMBC spectrum of 3 between the proton signal at &, 5.12 (H-
44c) and carbon resonance at Oc 168.0 (COO), 0y 4.88 (H-2gc),
and 8c; 171.6 (COCH3) were present, confirming that the p-cou-
maroyl group was linked to C-44c while the acetyl group at C-
241c- Thus, compound 3 was identified as an inseparable mixture
7:3 of 1-B-p-hydroxyphenyl-ethyl-2-O-acetyl-3,6-di-a-L-rhamno-
pyranosyl-4-trans-p-coumaroyl-B-b-glucopyranoside (3a) and 1-
B-p-hydroxyphenyl-ethyl-2-O-acetyl-3,6-di-0-L-rhamnopyranosyl-
4-cis-p-coumaroyl-B-p-glucopyranoside (3b).

The HRESIMS of compound 4, a brownish amorphous solid,
showed a sodiated molecular ion peak at m/z 761.2604 [M +
Na]*, corresponding to the molecular formula C35H46047. In the
ESIMS/MS fragmentation pattern of m/z 761 [M + Na]*, peaks at
m/z 615 [M + Na —146]* and 469 [M + Na — 146 —146]*, due to
the subsequent loss of two deoxyhexose units, respectively, were
evident. Comparison of NMRdata of 4 ( Table 1) with those of 3
showed in 4 the absence of the acetyl group at C-2c. In the light
of these data, compound 4 was established to be an inseparable
mixture 7:3 of 1-B-p-hydroxyphenyl-ethyl-3,6-di-a-L-rhamno-
pyranosyl-4-trans-p-coumaroyl-B-b-glucopyranoside (4a) and 1-
B-p-hydroxyphenyl-ethyl-3,6-di-a-L-rham nopyranosyl-4-cis-p-
coumaroyl-B-o-glucopyranoside (4b).

Phenylethanoids 1-4, pinoresinol 4-O-B-p-glucopyranoside,
brandioside, and apigenin 7-O-B-glucuronopyranoside, were as-
sayed on human LDH5 and MAGL purified isoforms to determine
their inhibition potencies ( Table 2). All the compounds were in-
active on hLDH5, showing ICsq values greater than 200 uM, thus

Table 2 hLDH5 and hMAGL inhibition potencies.

Compound 1G5 (M)
HLDH5 Cl (95 %, HMAGL Cl (95 %,
n=3) n=3)

1 >200 - 88.0 [60.7,
127.6]

2 >200 - 117.4 [95.0,
145.1]

3a/3b >200 - 113.9 [93.8,
138.4]

4a/4b >200 - >200 -

pinoresinol 4-O-f-p- >200 = 130.2 [110.2,

glucopyranoside 153.8]

brandioside >200 - 156.1 [151.1,
164.7]

apigenin 7-O-B-glu- >200 - >200 -

curonopyranoside

galloflavin 110.1 [82.9, =2 =

146.2]

Cl6a -2 - 12.1 [8.9,

16.3]

Cl: confidence interval; 2 not tested.

being less potent than reference compound galloflavin [22]. In
hMAGL enzymatic assays, only two derivatives (compound 4 and
apigenin 7-O-B-glucuronopyranoside) proved to be inactive,
whereas pinoresinol 4-O-3-p-glucopyranoside and brandioside ex-
hibited ICso values of 130.2 and 156.1 uM, respectively. Com-
pounds 2 and 3 showed a better inhibition activity, with similar
IC5q values of 117.4 and 113.9 uM, respectively. The best inhibi-
tion potency on hMAGL was demonstrated by compound 1, with
an ICsq value in the low micromolar range (88.0 uM), and it proved
to be selective for h(MAGL over hLDH. Although itsinhibition activ-
ity was lower than reference MAGL synthetic inhibitor (4-[4-
chlorobenzoyl]piperidin-1-yl)(4-methoxyphenyl)-methanone
(compound “CL6a” [17]), this natural compound is the first phe-
nylethanoid, bearing B-p-glucopyranosyl and o-L-rhamnopyrano-
syl sugar units, displaying a promising activity on hMAGL. Present-
ly, only few compounds derived from natural sources have shown
an inhibitory activity on this enzyme [23]; however, they belong
to different chemical classes.

In order to better characterize the binding mode of compound
1 into MAGL, its complex with the target protein was subjected to
docking calculations. In particular, the putative binding pose
emerging from these modeling studies showed that the sugar
moiety lies in the wide lipophilic cavity of the protein forming
lipophilic interactions with L148, 1213, L241, and V183, whereas
the p-hydroxyphenyl-ethyl ring lies into the small pocket of the
binding site and forms lipophilic interactions with residues Y194
and V270 ( Fig.2). A high number of H-bonds stabilizes the
binding disposition of compound 1: the carbonyl group of the O-
acetyl group linked to the glucopyranoside forms two H-bonds
with the backbone nitrogen of A51 and M123 and the 4-OH of
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Fig.2 View of the most relevant ligand-receptor interactions of
the 1-hMAGL complex. Hydrogen bonds are represented as black
dashed lines.

the 3-a-L-rhamnopyranoside forms an H-bond with the oxygen
backbone of L241. Compound 1 is also characterized by an intra-
molecular H-bond between the ethereal oxygen of the 6-o-L-
rhamnopyranoside and the 4-OH of the same portion. Further-
more, the OH group of the p-hydroxyphenyl-ethyl portion forms
an H-bond with residue E53, in which it behaves as a H-bond do-
nor.

In summary, seven compounds, including four new structures
(1—4), were isolated and characterized from the aerial parts of
C. phelypaea. The isolation and structural characterization of the
new phenylethanoids 1—4 and the known compound pinoresinol
4-0-B-p-glucopyranoside are completely in agreement with the
available information on the chemical types of secondary metab-
olites typical of Cistanche species [24,25], while brandioside and
apigenin 7-O-B-glucuronopyranoside are reported from this ge-
nus for the first time here. Moreover, to our knowledge thisisthe
first report of naturally occurring phenyletanoid as a MAGL inhib-
itor. This study will open the way for future investigation on plant
glycosylated small molecules as potential MAGL inhibitors.
HRESIMS and NMR spectra of compounds 1—4 and data for the
IC5¢ determination of compound 1 in MAGL enzymatic assays are
available as Supporting Information.

Materials and Methods

General experimental procedures

Optical rotations were measured on an Atago AP-300 digital po-
larimeter equipped with a sodium lamp (589 nm) and a 1-dm mi-
crocell. NMR experiments were recorded at 300 Kin CD3z0D on a
Bruker DRX-600 spectrometer (Bruker BioSpin GmBH) equipped
with a Bruker 5mm TCI CryoProbe as reported previously [26].
HRESIMS were acquired in the positive ion mode on a LTQ Orbi-
trap XL mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific). ESIMSwere
obtained from an LCQ Advantage ThermoFinnigan spectrometer
(ThermoFinnigan), equipped with a Xcalibur software. Column
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chromatography was performed over Sephadex LH-20 (40—
70 um, Pharmacia) at a flow rate 0.8 mL/min. HPLC separations
were conducted on a Shimadzu LC-8A series pumping system
equipped with a Shimadzu RID-10A refractive index detector and
Shimadzu injector on a Cyg u-Bondapak column (30 cm x 7.8 mm,
10 um Waters, flow rate 2.0 mL/min). TLC analyses were carried
out using glass-coated silica gel 60 Fo54 (0.20 mm thickness)
plates (Merck) with CHCI3-MeOH H,O (70:30:3) as eluent and
cerium sulphate as spray reagent. GC analysis was performed us-
ing a Dani GC 1000 instrument on a L-CP-Chirasil-Val column
(0.32mm x 25 m) working with the following temperature pro-
gram: 100°C for 1 min, ramp of 5°C/min up to 180 °C; injector
and detector temperature 200 °C; carrier gas N, (2.0 mL/min); de-
tector dual FID; split ratio 1:30; injection 5 pL.

Plant material

C. phelypaea aerial parts were collected in March 2012 in the
southwest of Algeria. The plant was identified by Prof. Gérard De
Bélair, Faculty of Sciences, University of Annaba, Algeria. A vouch-
er specimen (number Ct.03.12) hasbeen deposited in the Herbar-
ium of the Department of Chemistry, Université des Fréres Men-
touri-Constantine, Constantine, Algeria.

Extraction and isolation

The dried and powdered aerial parts (4 kg) of C. phelypeae were
extracted with MeOH H,O (4:1) at room temperature for 48 h.
The extraction was repeated three times by changing the solvent.
The obtained extract was filtered, concentrated, and successively
extracted with petroleum ether, chloroform, ethyl acetate and n-
butanol, to give 3.27, 4.87, 10.96, and 36.86 g of the respective
residues. The n-butanol extract (10.59 g) was subjected to col-
umn chromatography over Sephadex LH-20 in MeOH. Fractions
of 12mL were collected, analyzed by TLC, and grouped to give
11 major fractions (A—K). Fraction K contained pure apigenin 7-
O-B-p-glucuronopyranoside (28 mg). Fraction B (245.1 mg) was
purified by RP-HPLC with MeOH H,O (3:7) as eluent to obtain
pure compound 1 (7.9 mg, tg21 min). Fraction C (896.8 mg) was
purified by RP-HPLC with MeOH H,0 (25:75) as eluent to afford
pure compound 2 (6.3 mg, tg 15 min). Fraction E(638.9 mg) was
purified by RP-HPLC with MeOH H,O (45:55) as eluent to give
brandioside (7 mg, tg 15min) and compounds 4 (14.9mg, tg
20 min) and 3 (11.1 mg, tg 34 min). Fraction G (172.6 mg) was
purified by RP-HPLC with MeOH H,0 (35:65) as eluent to obtain
pinoresinol 4-O-B-b-glucopyranoside (3.6 mg, tg 18 min).

Compound 1: brownish amorphous solid; [o]3° —58.5 (¢ 0.1,
MeOH); UV (MeOH) A, (log €): 223 (4.20), 280 (3.50), 321
(3.06); 'H and '3C NMR data, see Table 1; ESMSm/z 657 [M +
Na]*, 597 [M + Na -60]*, 511 [M + Na —146]*, 451 [M + Na —
60 —146]*, 365 [M + Na — 146 —146]*; HRESIMS: m/z 657.2353
[M + Na]* (caled. for CogH4oNaO1g, m/z 657.2371).

Compound 2: brownish amorphous solid; [&]3® —=7.0 (¢ 0.1,
MeOH); UV (MeOH) A,ax (log €): 222 (4.09), 280 (3.55), 315
(3.10); 'H and "*C NMR data, see Table 1; ESIMSm/z 615 [M +
Na]*, 469 [M + Na —146]*, 323 [M + Na — 146 —146]*; HRESIMS:
m/z 615.2232 [M + Na]* (calcd. for CogHyqoNaO15, m/z 615.2265).

Compound 3: brownish amorphous solid; [a]3° —96 (c 0.1,
MeOH); UV (MeOH) Ay (log €): 225 (4.26), 316 (3.87); 'H and
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SCNMRdata, see Table 1; ESIMSm/z 803 [M + Na]*, 743 [M +
Na -60]*, 657 [M + Na —146]*, 511 [M + Na — 146 — 146]%;
HRESIMS: m/z 803.2715 [M + Na]* (calcd. for C37H4gNaO+g, m/z
803.2738).

Compound 4: brownish amorphous solid; []3® —85.5 (¢ 0.1,
MeOH); UV (MeOH) Ay (log €): 224 (4.30), 315 (3.85); 'H and
8C NMRdata, see Table 1; ESIMSm/z 761 [M + Na]*, 615 [M +
Na —146]*, 469 [M + Na— 146 — 146]*; HRESIMS: m/z 761.2604
[M + Na]* (calcd. for C3sH4gNaO17, m/z 761.2633).

Acid hydrolysis of compounds 1-4

A solution of each compound (2.0 mg) in 1N HCI (1 mL) was
stirred at 80°C in a stoppered reaction vial for 4 h. After cooling,
the solution was evaporated under a stream of N,. The residue
was dissolved in 1-(trimethylsilyl)imidazole and pyridine (0.2 mL,
1:1), and the solution was stirred at 60 °C for 5 min. After drying
the solution, the residue was partitioned between H,O and CHCl;.
The CHCI3 layer was analyzed by GC using a L-CP-Chirasil-Val col-
umn (0.32mm x 25 m). Temperatures of both the injector and
detector was 200°C. A temperature gradient system was used
for the oven, starting at 100°C for 1 min and increasing up to
180°C at a rate of 5°C/min. Peaks of the hydrolysate were de-
tected by comparison with retention times of authentic samples
of b-glucose and L-rhamnose (Sigma-Aldrich) after treatment with
1-(trimethylsilyl)imidazole in pyridine.

Enzymatic assays

All the compounds were assayed against purified hLDH5 (Lee Bio-
solution Inc.) and hMAGL (Cayman Chemical), as previously re-
ported [15,17]. The reference MAGL synthetic inhibitor (4-[4-
chlorobenzoyl]piperidin-1-yl)(4-methoxyphenyl)-methanone

(compound “CL6a”) was synthesized in our laboratory (purity per-
centage 99 % by HPLC analysis), as previously reported [17]. Both
assays were performed in 96-well plates at room temperature at a
final volume of 200 pL. Compounds were dissolved in DMSO stock
solutions at the maximum concentration of 625 uM (the concen-
tration of DMSO did not exceed 4% during the measurements),
and this solution was diluted to seven different concentrations
(from 625 to 0.86 uM, in duplicate for each concentration) that
were used to generate the concentration-response curve. All the
IC5¢ values are the mean of three independent experiments.
Maximum and minimum controls were also included in each
plate. The enzymatic reaction for LDH assays was performed in
the “forward” direction (pyruvate to lactate), and the amount of
consumed NADH was monitored (340 nm). Assays were per-
formed in 100 mM phosphate buffer (pH=7.4) in the presence
of 200 uM pyruvate and 40 uM NADH. After 15 min of incubation,
the final measurements were carried out by using a Victor X3 mi-
croplate reader (PerkinBlmer). ICsq values were derived from ex-
perimental data using the sigmoidal dose-response fitting of
GraphPad Prism software. The enzymatic reaction for MAGL as-
says was based on the conversion of the substrate 4-nitrophenyl-
acetate (4-NPA) to 4-nitrophenol and the amount of produced 4-
nitrophenol was monitored (405 nm), as previously reported [27].
Assayswere performed in 10 mM Trisbuffer (pH = 7.2), containing
1mM EDTA and 0.1 mg/mL BSA, in the presence of 100 uM 4-
NPA. After the reaction had proceeded for 30 min, absorbance

valueswere then measured by using a Victor X3 microplate reader
(PerkinElmer). ICsq values were derived from experimental data
using the sigmoidal dose-response fitting of GraphPad Prism soft-
ware.

Docking studies

The crystal structure of hnMAGL (pdb code 3PE6 [28]) was sourced
from the Protein Data Bank [29]. First we added hydrogen atoms.
Then the protein complexed with its reference inhibitor was mini-
mized using Amber14 software [30] and ff14SB force field at
300 K. The complex was placed in a rectangular parallelepiped
water box, an explicit solvent model for water (TIP3P) was used,
and the complex was solvated with a 10 A water cap. To neutralize
the system, sodium ions as counterions were added. Then two
steps of minimization were carried out. First, the protein was kept
fixed with a position restraint of 500 kcal/mol-A2 and only the po-
sitions of the water molecules were minimized. Second, the entire
system through 5000 steps of steepest descent followed by a CG
was minimized until a convergence of 0.05kcal/A-mol was
reached. The ligands were built using Maestro [31] and minimized
by means of Macromodel [32] in a water environment, following
the CG method to obtain a convergence value of 0.05 kcal/A-mol,
using the MMFF s force field and a distance-dependent dielectric
constant of 1.0. Automated docking was carried out by means of
the AutoDock 4.0 program [33]; AutoDock Tools [34] was used to
identify the torsion angles in the ligands, add the solvent model,
and assign the Kollman atomic chargesto the protein. The ligand
charge was calculated using the Gasteiger method. By consider-
ing the ZYH [(2-cyclohexylbenzo[d]oxazol-6-yl)(3-(4-(pyrimidin-
2-yl)piperazin-1-yl)azetidin-1-yl)methanone] reference inhibitor
as the central group, the regions of interest used were defined by
AutoDock; in particular a grid of 82, 40, and 30 pointsin the x, y,
and z directions, centered on the core of the mass of this com-
pound, was constructed. For the energetic map calculations, a
grid spacing of 0.375 A and a distance-dependent function of the
dielectric constant were used. With the aid of the Lamarckian
Genetic Algorithm, the docked compounds were subjected to
100 runs of the AutoDock search, using 500000 steps of energy
evaluation and the default values of the other parameters. The
cluster analysis on the results was performed using an RMStoler-
ance of 2.0 A.

Supporting Information

HRESIMS and NMR spectra of compounds 1—4 and data for the
ICsq determination of compound 1 in MAGL enzymatic assays are
available as Supporting Information.
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6'-O-menthiafoloylmussaenosidic acid-11-(5-O-B-D-fructopyranosyl) ester

ABSTRACT: Ten new iridoid glycosides (1-10) and two new monoterpenoids (11 and 12), together with nine known
compounds (13—21), were isolated from the n-butanol extract of the aerial parts of Anarrhinum pedatum. The structural
characterization of all compounds was performed by spectroscopic analysis, including 1D and 2D NMR and HRESIMS
experiments. The isolates were assayed for their antiangiogenic activity by two in vivo models, using zebra sh embryos and
chicken chorioallantoic membranes (CAMSs). The results showed that among the new compounds 6'-O-menthiafoloylmussae-
nosidic acid-11-(5-O-B-p-fructopyranosyl) ester (9) exhibited the most potent antiangiogenic activity in both the zebra sh
embryos and CAM assays, reducing the growth of blood vessels. Antiangiogenic e ects were also observed for the known
compounds 6-O-nerol-8-oyl-antirrinoside (13), antirrinoside (14), 6-O-trans- and cis-p-coumaroyl antirrinoside (15), and (6S)-
2E-2,6-dimethyl-6-hydroxyocta-2,7-dienoic acid B-glucopyranosyl ester (18).

Anarrhinum (family Plantaginaceae, formerly Scrophularia-
ceae) is a genus of owering plants that occurs in temperate
and subtropical regions."2 The major secondary metabolites
produced by this genus are iridoid glycoside esters,” although
to date only a few species have been investigated chemically.
The function of iridoids in plants has been related to plant
defense and insect adaption; however, they also exhibit a wide
range of pharmacological activities such as anti-in ammatory,
antineoplastic, antidiabetic, and neuroprotective e ects. > In
the course of a continuing study on Algerian plants,7’8 it was
found that several iridoids such as asperuloside, geniposidic
acid, and iridoid V1 exhibited antiangiogenic activities.”
Angiogenesis is the growth of new blood vessels to ensure
wound healing, reproduction, and development of cells,
playing an important role in many physiological processes.

. . © XXXX American Chemical Society and
-4 ACS Publications  American Society of Pharmacogno)éy

However, unregulated angiogenesis is still involved in
in ammatory diseases, tumor growth, and metastasis. Thus,
the inhibition of angiogenesis is considered a promising
strategy against neoplastic growth and for the prevention of
in ammatory disorders, and nowadays there is a growing
interest in discovering new angiomodulators from natural
sources. Accordingly, a phytochemical investigation was
conducted of Anarrhinum pedatum Desf., a herbaceous plant
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with a ower-bearing stalk, as obtained in the northeastern
region of Algeria.m’11

In this contribution, we report for the rst time a study on
the A. pedatum aerial parts, leading to the isolation and
structural characterization of 12 new compounds, including 10
iridoid glycosides (1—10) and two monoterpenoids (11 and
12), together with nine known compounds (13—21). The
isolates were assayed for their inhibitory e ects on neo-
vascularization by two in vivo models, with zebra sh embryos
and chicken chorioallantoic membranes, (CAMs), as to be
considered new potential antiangiogenic agents.

.FSULTS AND DISCUSSION

The aerial parts of A. pedatum were defatted with n-hexane and
then extracted with solvents of increasing polarity. The MeOH
extract was partitioned between n-BuOH and H,O to give an
n-BuOH residue. This extract was subjected to Sephadex LH-

20, CPC, and RP-HPLC separations to a ord in pure form 12
new (1-12) and nine known compounds (13-21).

The molecular formula of compound 1 was determined as
C;35H5,0,4 by HRESIMS, showing a sodiated molecular ion
peak at m/z 717.3090 for [M + Na]* and a protonated ion
peak at m/z 695.3278, supported by the NMR spectra. In the
ESIMS, fragments obtained in the positive mode, at m/z 699
[M+ Na- 18]*and 551 [M + Na — 166]", revealed the losses
of a water molecule and a C, ester side chain. The 'H and *C
NMR spectra of compound 1 (Table 1) showed the presence
of a group of characteristic signals for a Cg-type iridoid
skeleton at © 1.49 (s, Me-10)/16.0 (C-10), 2.86 (br s, H-9)/
494 (C-9),3.63 (d,J=2.0Hz H-7)/64.0 (C-7),5.15 (d,J =
2.0 Hz, H-6)/76.5 (C-6), 5.48 (d,J = 6.5 Hz, H-4)/ 1024 (C-
4),5.82 (d,J =22 Hz H-1)/93.5 (C-1), and 6.59 (d,J = 6.5
Hz, H-3)/145.6 (C-3) and of one P-glucopyranose moiety,
having an anomeric proton at © 4.68 (d, J = 7.8 Hz). These

DOI:10.1021/acs.jnatprod.8b00893
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Table 1. 'H and '*C NMR Data of Compounds 1-4"

1 2 3 4
position Oy & Oy & Oy & Oy &
1 5.82d (2.2) 935 598 d (2.2) 923 5.81 d (2.0) 935 5.96d (2.7) 9238
3 6.59 d (6.5) 145.6 6.58 d (6.5) 1454 6.58 d (6.5) 145.6 6.56 d (6.7) 1455
4 548 d (6.5) 1024 549 d (6.5) 1024 549 d (6.5) 1024 547 d (6.7) 102.6
5 80.3 80.5 79.0 80.6
6 5.15 d (2.0) 765 5.19 d (2.0) 762 5.15d (2.2) 763 5.17 d (2.0) 762
7 3.63 d (2.0) 64.0 3.78 d (2.0) 60.9 3.63 d (24) 643 3.71 d (2.0) 614
8 64.6 66.6 64.0 66.0
9 2.86 br s 494 301 br s 490 2.88 br s 50.1 302 br s 488
10a 149 s 16.0 4.16 d (13.0) 61.1 150 s 16.1 4.14 d (13.0) 61.0
10b 3.56 d (13.0) 3.56 d (13.0)

gle-1' 4.68 d (7.8) 100.0 470 d (8.0) 1004 471d (7.8) 100.5 4.68 d (7.7) 1004
2 323 br t (9.0) 744 322 brt (9.0) 738 323 br t (9.0) 746 322 brt (9.5) 74.0
3 337t (9.5) 711 336 t (9.5) 716 337t (9.5) 779 335" 776
4 331t (9.5) 709 335t (9.5) 712 332t (9.5) 712 334" 71.1
5 340 m 77.8 341 m 774 340 m 779 338 m 774
6'a 3.97 dd (12.0, 3.0) 624 3.94 dd (12.0, 3.0) 62.0 3.98 dd (12.0, 2.5) 624 3.94 dd (12.0, 2.0) 627
6'b 3.71 dd (120, 5.5) 3.73 dd (120, 5.0) 3.73 dd (12.0, 5.0) 3.71 dd (120, 4.5)

1" 167.3 167.1 166.0 166.0
2" 1283 128.9 125.1 1272
3" 6.78 br t (6.9) 142.6 6.79 br t (6.9) 143.1 6.71 br t (7.3) 1443 6.71 br t (7.0) 1444
H,-4" 231°m 275 233" m 264 223 m 24.1 223 m 240
H,-5" 2.19° m 31.1 222" m 308 159 t (8.2) 415 157 t (8.2) 415
6" 137.8 138.6 718 72.1
7" 543 brd (7.7)° 126.0 544 brd (7.7)° 1252 5.93 dd (16.9, 12.0) 1455 5.93 dd (17.0, 11.0) 145.0
8"a 4.09° 58.6 4.06" 586 527 br d (17.1) 112.1 5.25 br d (17.0) 112.1
8"b 4.09° 4.06° 507 brd (114) 5.07 br d (11.0)

9" 1.80° s 13.0 1.81s 125 1.80° s 12.0° 1.80 s 12.0
10" 179" s 23.0 178 s 228 129 s 274 128s 274
1 167.8 167.8 165.7 166.0
2 1283 1284 127.0 1285
3 6.69 br t (6.9) 143.0 6.71 br t (6.9) 1434 6.78 br t (7.6) 143.1 6.77 br t (7.3) 1433
H,-4 231" m 275 233" m 264 234 m® 278 233 m" 278
H,-5 2.19° m 31.0 222°m 30.8 225" 314 223" 313
6 137.8 138.6 136.2 137.5
7 543 brd (7.7)° 126.0 544 brd (7.7)° 1252 5.46 br d (7.0) 1262 5.46 br d (6.5) 126.2
H,-8 4.09° 586 4.06° 586 4.114d (6.7) 59.0 410 d (6.5) 58.8
9 1.80° s 12.0 181s 11.6 1.80° s 12.0° 179 s 12.0
10 1.79° s 23.0 178 s 228 1.81s 230 178 s 232

“Spectra were run in methanol-d, at 600 MHz ('H) and 150 MHz ('3C) for 1 and 2; at 500 MHz ('H) and 125 MHz (**C) for 3 and 4. J values
are in parentheses and reported in Hz; chemical shifts are given in ppm; assignments were con rmed by COSY, 1D-TOCSY, HSQC, and HMBC

experiments. "Overlapped signal.

data led to the iridoid portion of 1 being identi ed as
antirrinoside.'”"® The additional NMR signals could be clearly
attributed to two foliamenthoyl moieties® with the help of 1D-
TOCSY, DQF-COSY, HSQC, and HMBC experiments, which
showed correlation peaks between © 2.19 (H,-5" and H,-5 )
and 0 23.0 (C-10" and C-10 ), 126.0 (C-7" and C-7 ), and
137.8 (C-6" and C-6 ); 82.31 (H,4" and H,-4 ) and 5 128.3
(C-2" and C-2 ), 142.6 (C-3"), and 143.0 (C-3 ); © 4.09
(H,-8" and H,-8 ) and & 126.0 (C-7" and C-7 ); 6 6.69 (H-
3 )and 8120 (C-9 ) and 167.8 (C-1 ); and 0 6.78 (H-3")
and 0 13.0 (C-9") and 167.3 (C-1"). Other HMBC
correlations between 4.68 (H-1'y.) and 93.5 (C-1) and 5.15
(H-6) and 167.8 (C-1 ) indicated the substitution sites of the
glucose unit and one of the foliamenthoyl moieties. The other
foliamenthoyl unit was located at C-5 of the iridoid skeleton as
a result of its down eld shift from 73.4 ppm in 6-O-nerol-8-
oylantirrinoside (6—f01iamenthoylantirrinoside)3 or 74.5 ppm

in antirrinoside'” to 80.3 ppm in 1. The con guration of the
sugar unit was assigned after hydrolysis of 1 with 1 N HCl
followed by GC analysis of the trimethylsilylated sugars by a
chiral column. This procedure was used to determine the
absolute con guration of the sugar units of all new compounds.
From the above results, compound 1 was identi ed as 5,6-O-
difoliamenthoylantirrinoside.

The molecular formula of compound 2 (C;sHs,0;5) was
determined by its '>*C NMR data and HRESIMS ([M + H]*
ion at m/z 711.3229), varying from that of 1 by 16 amu.
Comparison of the NMR spectroscopic data of 2 with those of
1 (Table 1) showed these compounds to di er only in the
iridoid moiety, having in 2 a hydroxymethylene group at C-8
(&4 3.56 and 4.16, both d, J = 13.0 Hz) instead of a methyl
group (Oy 1.49, s). The iridoid glucoside portion of 2 was thus
characterized as macfadienoside'” instead of antirrinoside in

DOI:10.1021/acs.jnatprod.8b00893
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Table 2. 'H and '*C NMR Data of Compounds 5-7"

5 6 7

position Oy Oc Oy Oc Oy Oc
1 555d (7.5) 943 557 d (6.4) 933 524 d (8.5) 95.0
3 6.42 d (6.0) 142.6 6.43 d (6.5) 142.0 639 d (6.2) 142.0
4 497 d (6.2) 107.3 497 d (6.5) 106.0 492 d (6.2) 107.0
5 735 733 73.0
6 5.10 br s 792 5.13 d (2.0) 772 3.96 d (1.7) 776
7 3.72 br d (2.0) 58.0 358 d (2.0) 61.6 3.57° 622
8 65.0 63.1 65.0
9 263 d (7.5) 51.1 250 d (6.4) 52.0 257 d (8.5) 503
10a 4.15 d (135) 60.8 151s 17.0 4.11d (12.8) 60.6
10b 3.71 d (13.5) 3.62 d (12.8)
gle-1' 472 d (8.0) 993 4.68 d (8.0) 98.4 471 d (8.0) 99.0
2 325 brt (9.0) 743 325" 734 3.30° 74.0
3 3.34 t (9.0) 782 335t (9.5) 783 344 t (9.5) 77.0
4 328t (9.5) 713 326" 704 343t (9.5) 71.1
5 344 m 773 343 m 76.4 357" 75.0
6'a 3.93 dd (12.0, 3.0) 624 3.98 dd (12.0, 2.0) 62.8 450 dd (12.0, 2.3) 63.6
6'b 3.66 dd (12.0, 5.0) 3.60 dd (12.0, 6.0) 436 dd (12.0, 5.5)
1" 167.8 134.3 134.0
2" 128.1 7.65 dd (7.5, 2.8) 128.0 7.64 dd (7.5, 3.0) 1282
3" 6.94 br t (7.4) 143.9 7.40° 128.6 7.42° 130.0
4"a 236 m” 28.0 7.40° 130.0 7.42° 1312
4"b 236 m"
5" 226 brt (7.6)° 31.1 7.40° 128.6 7.42° 130.0
6" 138.1 7.65 dd (7.5, 2.8) 128.0 7.64 dd (7.5, 3.0) 1282
7" 543 br d (6.4) 1262 781 d (16.5) 145.6 7.70 d (16.0) 146.4
8" 4.10d (64)° 58.8 6.63 d (16.5) 117.0 659 d (16.0) 1175
9" 190 s 12.1 166.6 166.8
10" 178 s 23.1

“Spectra were run in methanol-d, at 500 MHz ('H) and 125 MHz (3C) for 5 and 6; at 600 MHz ('H) and 150 MHz ('3C) for 7. J values are in
parentheses and reported in Hz; chemical shifts are given in ppm; assignments were con rmed by COSY, 1D-TOCSY, HSQC, and HMBC

experiments. "Overlapped signal.

1.2 Thus, compound 2 was identi ed as 5,6-O-difoliamen-
thoylmacfadienoside.

The HRESIMS of compound 3 in the positive-ion mode
showed a [M + Na]* sodiated molecular ion peak at m/z
717.3083, corresponding to a molecular formula of C;5Hs,0 4,
and hence was assigned as an isomer of 1. Two main fragments
at m/z 533.1976 [M + Na — 184]* and 349.0883 [M + Na —
184 — 184]%, due to the subsequent loss of two C,, ester
moieties, were also observed. The signals in the 1D and 2D
NMR spectra (Table 1) of 3 were superimposable on those of
1 except for an ester moiety identi ed as a menthiafoloyl unit
from signals at ® 1.29 (H-10")/27.4 (C-10"), 1.80 (H-9")/
12.0 (C-9"),1.59 (H,-5")/41.5 (C-5"),2.23 (H,-4")/24.1 (C-
4"), 527 (H-8a")—5.07 (H-8b")/ 112.1 (C-8"), 5.93 (H-7")/
145.5 (C-7"), and 6.71 (H-3")/1443 (C-3"), 71.8 (C-6"),
125.1 (C-2"), and 166.0 (C-1")," instead of a foliamenthoyl
unit. The assignments of all proton and carbon signals were
deduced from a combined analysis of 1D and 2D NMR
experiments. The HMBC spectrum indicated the substitution
site of the menthiafoloyl moiety from the cross-peak between O
5.15 (H-6) and 165.7 (C-1 ). Unfortunately, no cross-peak
was evident that correlated the menthiafoloyl moiety with C-5,
but again the down eld shift of C-5 (79.0 ppm) clearly
indicated that this was the substitution site. From these results,
the structure of compound 3 was determined as 5-O-
menthiafoloyl-6-O-foliamenthoylantirrinoside.

Compound 4 (C;5sH,0,5) showed a [M + Na]* peak at m/
z 733.3040 in the positive HRESIMS and hence was assigned
as an isomer of 2. The HRESIMS/MS displayed a fragment
peak at m/z 549.1961 [M + Na — 184]* similar to that of the
previous compounds 1—3. The spectroscopic data (Table 1) of
the ester and sugar moieties were identical to those of 3, while
the iridoid portion was superimposable with that of 2 and
characterized as macfadienoside."* Consequently, compound 4
was deduced as 5-O-menthiafoloyl-6-O-foliamenthoylmacfa-
dienoside.

The HRESIMS of compound 5 showed a sodiated molecular
ion peak at m/z 567.2023 [M + Na]*, consistent with a
molecular formula of C,5sH340 3, 166 amu less than that of 4.
Comparison of its NMR spectra (Table 2) with those of 4
showed that 5 di ered in the absence of the menthiafoloyl unit
linked at C-5. Therefore, 5 was identi ed as 6-O-
foliamenthoylmacfadienoside.

Compound 6 was assigned a molecular formula of
CyH,30,,, as deduced from the [M + Na]* ion at m/z
515.1500 in the positive HRESIMS, as well as from the analysis
of its '*C NMR spectroscopic data (Table 2). The NMR
spectra (Table 2) showed the presence of an iridoid glycoside
moiety superimposable on that of 1 and an aromatic acyl
moiety identi ed as a trans-cinnamoyl group [ 6.63 (H-8")/
117.0 (C-8"),7.40 (H-3"/H-5")/128.6 (C-3"/C-5"), 7.40 (H-
4"y/130.0 (C-4"), 7.65 (H-2"/H-6")/128.0 (C-2"/C-6"),
7.81 (H-7")/145.6 (C-7")].> The HMBC experiment
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Table 3. 'H and '*C NMR Data of Compounds 8—10"

position

1

3

4

5
6a
6b
Ta
7b
8

9
10
11
gle-1'
o
3
4
5
6'a
6'b
1"

3
H,-4"
H,-5"
6"

70
8"a
8"b
Y

10"
trans 1"
2"/ 6"
3"/5"
4"

7

8"

o

cis 1"
2"/ 6"
3"/ 5"
4"

7

8"

6 a
6 b

8

10

o
522.d (5.9
7535

3.24°
2.36 m
129 m
1.70 m®
170 m®

2.15 dd (5.5, 4.0)
1325

473 d (7.7)
323"

339t (9.5)

337t (9.5)

3.54 m

450 dd (12.0, 2.5)
430 dd (12.0, 5.0)

6.78 br t (7.6)
232 m
222 brt (7.5)

544 t (5.5)
407 d (7.0)°
407 d (7.0)°
1.86 s

176 s

4.05 d (12.0)
3.69"

3.88 d (10.0)
4.02 dd (10.0, 4.0)
513 m

3.70°

3.49 br t (10.0)

&

95.6
151.0
112.0
33.0
30.0

39.0

79.9
51.0
24.0
167.4
99.0
74.0
77.0
70.5
75.0
63.3

168.0
128.0
1427
27.0
30.7
138.0
125.8
58.1

11.5
232

61.3

98.0
68.0
69.0
722
65.0

Oy
525"
754 s

3.26 m
238 m
1.49
1.63°
1.63°

2.16 m
134 s

473 d (8.0)
324 brt (9.0)
341t (9.5)

338t (9.5)

354 m

453 dd (120, 3.0)
430 dd (12.0, 5.0

6.81 br t (7.6)
226 m
1.71 m

5.94 dd (17.0, 10.0)
525"

5.08 br d (10.0)
1.86 s

130 s

407°
370

3.90 d (10.0)
4.04°

515 m

371°

351 brt (11.0)

95.4
1514
112.0
320
30.6

414

79.6
51.7
24.5
167.5
99.3
74.4
715
713
75.3
63.8

167.9
127.0
144.0
24.1
39.7
722
145.0
112.1

12.0
27.0

61.8

97.8
68.4
69.0
72.0
65.2

By

528 d (5.6)/5.14 d (5.6)
751s

3.19°

232m

1.40 m

1.68 br t (7.6)
1.63 br t (7.3)

215 m
130 s

471d (7.8)/470 d (7.8)
3.19°

340t (9.5)

335"

3.56 m/3.53 m

455dd (115, 2.0)/4.51 dd (12.0, 2.0)
439 (12.0, 5.8)/4.33 dd (12.5, 6.0)

745 d (8.0)
6.78 d (8.0)

7.68 d (16.0)
6.35 d (16.0)

7.66 d (8.0)
6.76 d (8.0)

6.87 d (12.0)
577 d (12.0)

4.09 d (12.0)/4.07 d (12.0)
3.60°

3.90 d (9.8)/3.88 d (10.0)

4.00 m

5.12 m

3.71 dd (16.0, 12.0)/3.69 dd (16.0, 12.0)
3.46 dd (16.0, 5.0)

95.0
151.7
112.1
325
304

79.6
51.1
24.1
167.2
99.0
742
77.0
71.0
75.7
63.6

1252
1309
115.5
160.0
146.7
114.6
167.9
126.5
133.7
1158
159.0
1452
115.8
167.2
61.4

97.0
68.7
69.0
72.6
65.0

“Spectra were run in methanol-d, at 600 MHz ('H) and 150 MHz ('3C) for 8 and 10; at 500 MHz ('H) and 125 MHz (*C) for 9. J values are in
parentheses and reported in Hz; chemical shifts are given in ppm; assignments were con rmed by COSY, ID-TOCSY, HSQC, and HMBC
experiments. "Overlapped signal.

supported the location of the ester moiety at C-6, from the
correlation peak observed between 8 5.13 (H-6) and 166.6 (C-

9"). Therefore, 6 was identi ed as 6-O-trans-cinnamoylantirri-
noside.
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A molecular formula of C,,H,30,, was assigned to
compound 7 as determined by its HRESIMS ([M + Na]* at
m/z 531.1469) and NMR data. In the HRESIMS/MS, a
fragment ion at m/z 401.1205 [M + Na — 130]* was observed,
due to the loss of a cinnamoyl residue. Analysis of the NMR
data (Table 2) of compound 7 revealed the presence of an
iridoid glucoside unit attributable to macfadienoside'* and a
trans-cinnamoyl ester moiety. The position of the ester group
at C-6' of the glucose moiety was deduced by the HMBC
correlation between 0 4.50 (H-6'ay.) and 166.8 ppm (C-9").
Thus, compound 7 was determined as 6'-O-trans-cinnamoyl-
macfadienoside.

The HRESIMS of compound 8 exhibited a sodiated
molecular ion peak at m/z 7272787 [M + Nal*, consistent
with a molecular formula of C;,H 430 ,;, as deduced also by its
3C NMR data (Table 3). The positive ESIMS/MS showed
peaks at m/z 709 [M + Na — 18] and 547 [M + Na — 18 —
162]7, due to the subsequent loss of one water molecule and
one hexose residue. The analysis of the '*C NMR spectrum
(Table 3) allowed 16 signals to be attributed to an iridoid
glucoside, 10 to an ester chain, and six to another sugar residue
consisting of a hexose unit. The spectroscopic data of
compound 8 (Table 3) showed the presence of a typical
conjugated carboxylic enol-ether system of an iridoid with
characteristic signals at ® 1.32 (s, Me-10)/24.0 (C-10), 1.70
(m, H,-7)/39.0 (C-7), 2.15 (dd, J = 5.5, 4.0 Hz, H-9)/51.0
(C-9), 236, 129 (m, H-6a and H-6b)/30.0 (C-6), 3.24
(overlapped signal, H-5)/33.0 (C-5), 522 (d,J = 5.5 Hz, H-
1)/95.6 (C-1), and 7.53 (s, H-3)/151.0 (C-3), and of one -
glucopyranose moiety, having an anomeric proton at 84.73 (d,
J = 7.7 Hz). The iridoid portion was thus identi ed as
mussaenosidic acid.'® The presence of a foliamenthoyl ester
moiety linked at C-6 of the glucose unit was also clearly
evident from the 1D and 2D spectroscopic data, particularly
from the HMBC correlations between © 4.50/4.30 (H-6'a and
H-6'b) and 168.0 (C-1"). Thus, a partial structure of
agnucastoside A was recognized.'” An additional hexose
moiety, a fructose unit in a pyranosyl form esteri ed at C-5,
was proposed by means of the 1D and 2D NMR spectra.18 The
carbon chemical shift of the carboxylic function at 8 167.4 (C-
11) (1713 ppm in agnucastoside A)'” in the iridoid skeleton
suggested that the fructopyranose sugar moiety is linked in an
ester linkage through C-5. In order to con rm the [-
fructopyranose relative con guration, the acetonide derivative
8a was prepared (Experimental Section). Thus, C-1 and C-2 of
the B-fructopyranose unit were shifted from 61.3 and 98.0 ppm
to 734 and 107.6 ppm, respectively, in the 1,2-O-
isopropylidene derivative 8a, in a manner completely in
accordance with 1,2-O-isopropilidene-B-p-fructopyranose re-
ported in the literature.'® From these data, the structure of 8
was determined as agnucastoside A 11-(5-O-B-p-fructopyr-
anosyl) ester.

Compound 9 showed a molecular formula of C5,H,30,; by
means of HRESIMS (m/ z 727.2764 [M + Na]"), suggesting it
is an isomer of 8. Analysis of its NMR data (Table 3) and
comparison with those of 8 showed that these compounds
possess the same iridoid structure, but with a di erent ester
moiety present. Thus, characteristic signals of a menthiafoloyl
ester unit were present instead of signals for a foliamenthoyl
moiety (0 1.30 (H-10")/27.0 (C-10"), 1.71 (H,-5")/39.7 (C-
5"),1.86 (H-9")/12.0 (C-9"),2.26 (H,-4")/24.1 (C-4"),525
(H-8a")—-5.08 (H-8b")/112.1 (C-8"), 5.94 (H-7")/145.0 (C-
7"), 6.81 (H-3")/144.0 (C-3"), 722 (C-6"), 127.0 (C-2"),

and 167.9 (C-1")). Thus, 9 was elucidated as 6'-O-
menthiafoloylmussaenosidic acid-11-(5-O-B-p-fructopyrano-
syl) ester.

Compound 10 displayed a molecular formula of C5;H,,0;
from its HRESIMS (m/z 707.2156 [M + Na]*) and NMR
data. The ESIMS of 10 showed a sodiated molecular ion peak
at m/z 707 [M + Na]* and a fragmentation pattern with peaks
at m/z 689 [M + Na — 18]%, 545 [M + Na — 162]*, and 399
[M + Na— 162 — 146]", corresponding to the subsequent loss
of a water molecule, one hexose unit, and one p-coumaroyl
moiety. Analysis of the NMR data of 10 (Table 3) showed
there were close similarities with those of 8, except for the
presence of two coupled signals attributable to trans-ole nic
protons at ® 6.35 (1H, d, J = 16.0 Hz, H-8"trans) and 7.68
(1H, d, J = 16.0 Hz, H-7"trans), cis-ole nic protons at 0 5.77
(1H,d,J=12.0 Hz, H-8"cis) and 6.87 (1H, d,J=12.0 Hz, H-
7"cis), and two ortho-coupled A,B, aromatic proton signals at ®
6.78 (2H, d, J = 8.0 Hz, H-3"/H-5"trans) and 7.45 (2H,d,J =
8.0 Hz, H- 2"/ H-6"trans), and 6.76 (2H, d, J = 8.0 Hz, H-3"/
H-5"cis) and 7.66 (2H, d,J = 8.0 Hz, H-2"/ H-6"cis), instead of
signals of the foliamenthoyl ester chain. Thus, compound 10
was identi ed as an inseparable 1:1 mixture of 6'-O-(trans and
cis-p-coumaroyl) mussaenosidic acid-11-(5-O-B-p-fructopyra-
nosyl) ester. To the best of our knowledge this is the rst
report of C, iridoid fructopyranosyl esters.

Compound 11 was assigned a molecular formula of
Cp,H3cO 3, as determined by its positive HRESIMS data
(m/z 5312021 [M + Na]*) and *C NMR spectrum. The
positive ESIMS/MS showed peaks at m/z 369 [M + Na —
162]" and 207 [M + Na — 162 — 162]~, due to the subsequent
loss of two hexose residues. The 'H and '*C NMR spectra
(Experimental Section) revealed the presence of two methyl
groups attached to double bonds, two methylene groups, two
trisubstituted double bonds, and one hydroxymethylene group.
An HSQC experiment was used to establish the association of
the protons with the corresponding carbons, leading to the
characterization of the acyclic monoterpene part of the
molecule as 8-hydroxy-2,6-dimethyl-(2E,6E)-octadienoic acid,
or foliamenthoic acid.”” Two [B-glucopyranosyl units were also
evident from the 1D-TOCSY, COSY, and HSQC experiments
conducted. The HMBC spectrum indicated the positions of
the glucosyl moieties, showing correlations between 05.55 (H-
1') and 167.6 (C-1) and 6 4.30 (H-1") and 65.6 (C-8). Thus,
compound 11 was determined as foliamenthoic acid 1-O-B-p-
glucopyranosyl ester 8-O-B-p-glucopyranoside.

The molecular formula of compound 12 was determined by
HRESIMS to be C;4H,404 from the sodiated molecular ion
peak at m/z 369.1594. The ESIMS/MS showed a prominent
fragment at m/z 207 [M + Na — 162], due to the loss of a
hexose moiety, leading to the inference of the presence of a
monoterpene glycoside structure. The monoterpene aglycone
moiety was characterized as foliamenthoic acid as in 11°° from
the 1D and 2D NMR experiments carried out. Two sets of
signals were observed for glucose in the 'H and '*C NMR
spectra (Experimental Section), indicating that compound 12
is present as a mutarotational mixture of O~ and PB-anomers.
The HMBC correlation of H-6bg.q and H-6by,g at 04.27 with
C-1 at O 167.8 established the position of the glucose moiety.
From these data, the structure of 12 was determined as 6-O-
foliamenthoyl-o,B-p-glucopyranose.

Compounds 13-21 were characterized as 6-O-nerol-8-oyl-
antirrinoside (13),3 antirrinoside (14),13 6-O-trans and cis-p-
coumaroyl antirrinoside (15),'” 6'-O-cinnamoylantirrinoside
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Figure 1. Angiogenic activity (% vs control) of compounds 1-21 (2 M) in a zebra sh embryo endogenous alkaline phosphatase assay. ME = 2-

methoxyestradiol (2 PM).

*p < 0.05 and **p < 0.01 vs control: Student’s t-test.
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Figure 2. Angiogenic activity (% vs control) of compounds 1-21 (2 pM) in the CAM assay. RA = retinoic acid (3 pM).
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Figure 3. Antiangiogenic activity of A. pedatum compounds (2 PM) in the CAM assay. a = control, b = retinoic acid (3 pM),c=4,d=6,e=9,f=
13, g = 14, and h = 18. The images of CAMs were captured using a stereomicroscope (SMZ-171 Series, Motic) equipped with a digital camera

(Moticam 5 plus).

(16),” agnucastoside A (17),"” (6S)-2E-2,6-dimethyl-6-
hydroxyocta-2,7-dienoic acid B-glucopyranosyl ester (18)%
glucosyl 8-hydroxy-2,6-dimethyl-(2E,6E)-octadienoate (19),”
(S)-menthiafolic acid (20),”* and foliamenthic acid (21)*° by
comparison of their NMR and MS literature data.

All of the isolated compounds (1-21) were assayed by two
in vivo models, involving zebra sh embryos and CAMs. The

zebra sh is suitable for identi cation of angiogenesis inhibitors,
since development of blood vessels in early embryos is well
characterized and easily monitored. A zebra sh endogenous
alkaline phosphatase (EAP) assay was used to evaluate the
antiangiogenic activity of the isolated compounds from A.
pedatum. As shown in Figure 1, the results demonstrated that,
among the new isolates, compound 9 exhibited the best
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antiangiogenic activity by reducing signi cantly (p < 0.05) the
growth of blood vessels (72.72%) in zebra sh embryos as
compared to the control used. Weaker e ects were observed
for the other new isolates in the following order: 2 > 3 > 5 >
10>7>4>8>1>6>12> 11. In addition, signi cant
antiangiogenic activities were observed after treatment with the
known isolated compounds, 13 (48.33%, p < 0.01), 18
(56.98%, p < 0.01), 15 (77.38%, p < 0.05), 19 (79.82%, p <
0.05), and 14 (81%, p < 0.05). The e ects on angiogenesis of
A. pedatum isolated compounds were compared with that of 2-
methoxyestradiol (52%, p < 0.01), an endogenous metabolite
of 17 B-estradiol having known antiangiogenic and antitumor
properties.

In this study, the CAM assay was also performed to explore
the antiangiogenic potential of the A. pedatum isolates. The
CAM, formed on day 4-5 in chicken embryos, shows an
extremely dense vascular network. When an angiostatic sample
is tested, the vessels become less dense and even disappear.
Overall, it is evident that a signi cant antiangiogenic response
was obtained with this experimental model.” The results, as
summarized in Figure 2, showed the highest antiangiogenic
activities for compounds 9 > 6 > 18 > 13 > 14 > 4. The e ects
on angiogenesis, expressed as percentages versus control eggs,
were 21.54%, 23.86%, 28.98%, 29.57%, 29.90%, and 31.45%,
respectively. Retinoic acid was used as positive standard
(45.01%). Images of representative microscopic observations
are shown in Figure 3. After 6 days of incubation, the CAM of
control eggs showed the presence of a rich vascular network
(Figure 3a). A signi cant inhibitory e ect on capillary
formation was observed with retinoic acid (Figure 3b). In
the CAMs treated with the more active compounds (4, 6, 9,
13, 14, 18), the microvasculature appeared less dense (Figure
3c—h). The inhibitory e ects on vessel growth were
particularly evident after treatment with compound 9 (Figure
3e). Notably, compounds 9, 13, and 18 showed a signi cant
activity in both assays. Our results are in accordance with
previous reports that have shown the antiangiogenic activity of
iridoid derivatives.”

.XPERIMENTAL SECTION

General Experimental Procedures. An Atago AP-300 digital
polarimeter with a sodium lamp (589 nm) and 1 dm microcell was
used to measure optical rotations. NMR experiments were recorded
on Bruker DRX-600 and DRX-500 spectrometers, acquiring the
spectra in methanol-d,. Standard pulse sequences and phase cycling
were used for TOCSY, HSQC, COSY, and HMBC NMR experi-
ments. HRESIMS were obtained in the positive-ion mode on an LTQ
Orbitrap XL mass spectrometer (Thermo Fisher Scienti ¢) and Q-
TOF Premier spectrometer equipped with a nanospray ion source
(Waters Milford, MA, USA). ESIMS were obtained from an LCQ
Advantage ThermoFinnigan spectrometer (ThermoFinnigan, USA).
Column chromatography was performed over Sephadex LH-20.
HPCPC chromatography was carried out on a CPC240 Everseiko
chromatographer equipped with 3136 cells (240 mL) (Everseiko Co.,
Japan). HPLC analysis was performed using a Shimadzu LC-8A series
pumping system equipped with a Shimadzu RID-10A refractive index
detector and Shimadzu injector on a C;g J-Bondapak column (30 cm
x 7.8 mm, 10 pm Waters, ow rate 2.0 mL/min). TLC separations
were carried out using silica gel 60 F,s, (0.20 mm thickness) plates
(Merck) with n-BuOH—CH;COOH-H,0 (60:15:25) as eluent and
cerium sulfate as spray reagent. GC analysis was performed using a
Dani GC 1000 instrument on a L-CP-Chirasil-Val column (0.32 mm
x 25 m), working with the following temperature program: 100 °C
for 1 min, ramp of 5 °C/min up to 180 °C; injector and detector

temperature 200 °C; carrier gas N, (2 mL/ min); detector dual FID;
split ratio 1:30; injection 5 PL.

Plant Material. The aerial parts of Anarrhinum pedatum were
collected in May 2016 in Djbel El Ouahch, Constantine, Algeria. The
plant was identi ed by Prof. Kamel Kabouche, Universite des Freres
Mentouri-Constantine, Constantine, Algeria, where a voucher speci-
men (number AP.05.16) has been deposited at the Herbarium of the
Department of Chemistry.

Extraction and Isolation. The dried and powdered aerial parts (2
kg) of A. pedatum were defatted with n-hexane and then extracted
successively for 48 h with CHCl;, CHCl;—MeOH (9:1), and MeOH,
by exhaustive maceration (3 x 5 L), to give 30.9, 74.9, and 123.1 g of
the respective residue. The MeOH extract was partitioned between n-
BuOH and H,0 to give 55.96 g of a dried n-BuOH residue. Part of
the n-BuOH fraction (10.6 g) was chromatographed on a Sephadex
LH-20 column (5 x 100 cm) using MeOH as eluent at a ow rate of
1.0 mL/ min, collecting fractions of 10 mL, which were analyzed by
TLC on silica 60 gel-coated glass with n-BuOH—-CH;COOH-H,0
(60:15:25) and grouped into nine major fractions (A—1). Fraction B
(523 mg) was subjected to RP-HPLC with MeOH—-H,0 (4.5:5.5) to
yield agnucastoside A (17) (4.8 mg, tg 15 min). Fractions C (2 g) and
E (829.5 mg) were separately submitted to HPCPC with CHCL;—
MeOH-H,0-i-PrOH (9:12:8:1), in which the stationary phase
consisted of the lower phase (ascending mode, ow rate 3 mL/min),
with fractions of 9 and 3 mL collected, respectively. HPCPC fractions
C; (236 mg) and C, (430 mg) were separately puri ed by RP-HPLC
with MeOH-H,O (3.5:6.5) as eluent to a ord compounds 11 (2.0
mg, tg 9 min), 9 (6.6 mg, tg 26 min), and 8 (10.0 mg, tg 30 min) from
fraction C; and compound 5 (4.1 mg, tz 23 min) from fraction C,.
HPCPC fractions C; (97.9 mg) and Cg (425.6 mg) were subjected to
RP-HPLC with MeOH-H,0 (4.5:5.5) to yield compounds 4 (1.9
mg, tg 34 min) and 2 (2.8 mg, tg 39 min) from fraction C,; and
compounds 3 (3.0 mg, tg 42 min) and 1 (11 mg, tg 47 min) from
fraction Cg. HPCPC fractions E, (90.5 mg), E5; (43.9 mg), and Eg
(63.7 mg) were chromatographed by RP-HPLC with MeOH-H,0
(3:7) to obtain 14 (1.3 mg, tz 6 min) and compound 10 (7.4 mg, tg
33 min) from fraction E,, 18 (2.9 mg, tz 16 min), 19 (2.1 mg, t; 18
min), and compound 12 (2.0 mg, tg 24 min) from fraction Es, and
compounds 12 (4.5 mg, tg 24 min) and 7 (2.9 mg, tz 41 min) from
fraction Eq. HPCPC fraction E; (59 mg) after separation with RP-
HPLC with MeOH-H,0 (3.5:6.5) yielded 20 (3.6 mg, tz 25 min),
21 (8.3 mg, tg 27 min), 16 (2.3 mg, tg 54 min), and compound 6 (3.8
mg, tg 62 min). Fraction D (410.6 mg) was puri ed by RP-HPLC
with MeOH-H,0 (3.5:6.5) as eluent to give 18 (2.9 mg, tg 12 min),
19 (1.8 mg, tg 14 min), and 13 (2.0 mg, tg 45 min). Fraction F (252.9
mg) was chromatographed by RP-HPLC with MeOH—-H,0 (3:7) as
eluent to obtain 15 (1.5 mg, tg 45 min).

Compound (1): amorphous powder; [6]% —70 (c 0.1, MeOH); 'H
and PC NMR, see Table 1; ESIMS m/z 693 [M — H]™, 649 [M — H
— 44]7,717 [M + Na]*, 699 [M + Na — 18]*,551 [M + Na — 166]*;
HRESIMS m/z 7173090 [M + Na]*, 695.3278 [M + H]" (calcd for
C35H5,0 4,Na 717.3098).

Compound (2): amorphous powder; [0(]12)5 +41 (¢ 0.1, MeOH); 'H
and >C NMR, see Table 1; ESIMS m/z 709 [M — H]~, 733 [M +
Na]*; HRESIMS m/z 711.3229 [M + H]* (caled for C3sHs05
711.3228).

Compound (3): amorphous powder; [6]% —45 (¢ 0.1, MeOH); 'H
and >C NMR, see Table 1; HRESIMS m/z 717.3083 [M + Nal®,
551.2084 [M + Na — 166]*, 533.1976 [M + Na — 184]%, 349.0883
[M + Na — 184 — 184]* (caled for C55Hs,0,,Na 717.3098).

Compound (4): amorphous powder; [&]% +70 (¢ 0.1, MeOH); 'H
and 'C NMR, see Table 1; HRESIMS m/z 733.3040 [M + Na]*,
549.1961 [M + Na — 184]" (caled for C35Hs,0sNa 733.3047).

Compound (5): amorphous powder; [&]F +25 (¢ 0.1, MeOH); 'H
and ’C NMR, see Table 2; HRESIMS m/z 567.2023 [M + Nal*,
549.1922 [M + Na — 18]%,405.1504 [M + Na — 162]*,387.1401 [M
+ Na — 162 — 18]%, 383.0937 [M + Na — 184]" (caled for
C,5H3,05Na 567.2054).

Compound (6): amorphous powder; [6]3 —120 (c 0.1, MeOH);
'H and “C NMR, see Table 2; ESIMS m/z 515 [M + Nal*
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HRESIMS m/z 515.1500 [M + Na]*, 497.1386 [M + Na — 18]*,
353.0975 [M + Na — 162]* (caled for C,,H,30,,Na 515.1529).

Compound (7): amorphous powder; [6]% —66 (c 0.1, MeOH); 'H
and “C NMR, see Table 2; ESIMS m/z 531 [M + Na]*, 513 [M +
Na — 18], 507 [M — H]7, 489 [M — H — 18]"; HRESIMS m/z
531.1469 [M + Na]*, 513.1355 [M + Na — 18]*, 401.1205 [M + Na
— 130]* (caled for C,4H,0,Na 531.1478).

Compound (8): amorphous powder; [&]Z —168 (¢ 0.1, MeOH);
"H and '*C NMR, see Table 3; ESIMS m/z 727 [M + Na]*, 709 [M +
Na - 18]*,547 [M + Na — 18 — 162]*; HRESIMS m/ z 727.2787 [M
+ Na]*, 709.2658 [M + Na — 18]*,547.2139 [M + Na — 18 — 162]*
(caled for C3,H, 50 ,,Na 727.2789).

Compound (9): amorphous powder; [6]% —70 (c 0.1, MeOH); 'H
and C NMR, see Table 3; ESIMS m/z 727 [M + Nal*, 565 [M +
Na - 162]*, 703 [M — H]~, 541[M — H — 162]"; HRESIMS m/z
7272764 [M + Na]*, 5652240 [M + Na — 162]" (caled for
C3,H;50;Na 727.2789).

Compound (10): amorphous powder; [&]% —115 (c 0.1, MeOH);
'H and '3C NMR, see Table 3; ESIMS m/z 707 [M + Na]*, 689 [M +
Na — 18]%, 545 [M + Na — 162]*, 527 [M + Na — 18 — 162]*, 399
[M + Na — 162 — 146]*, 683 [M — H]~; HRESIMS m/z 707.2156
[M + Na]*, 689.2048 [M + Na — 18]*, 527.1515 [M + Na — 18 —
162]%, 381.1153 [M + Na — 18 — 162 — 146]* (caled for
C;,H40;Na 707.2163).

Compound (11): amorphous powder; [&]3 +34 (c 0.1, MeOH);
"H NMR data (CD;0D, 500 MHz) 0 1.81 (3H, s, Me-10), 1.88 (3H,
s, Me-9), 2.32 (2H, m, H,-5), 2.37 (2H, m, H,-4), 3.20 (1H, br t,J =
9.0 Hz, H-2y), 3.29 (2H, overlapped, H-4 g and H-54p), 3.39
(1H, overlapped, H-5,), 3.40 (1H, overlapped, H-4,,; and H-3,),
3.42 (1H, overlapped, H-2,,), 3.43 (1H, overlapped, H-3,,), 3.70
(2H, dd, J = 12.0, 5.0 Hz, H-6bg and H-6b ), 3.87 (2H, dd, J =
12.0, 2.5 Hz, H-6a,, and H-6by), 4.24 (1H, dd, J= 11.0, 3.0 Hz, H-
8b),4.36 (1H,dd,J=11.0,5.0 Hz, H-8a), 548 (1H, br d,J = 6.6 Hz,
H-7),5.55 (1H,d,J =75 Hz, H-1,,), 6.93 (1H, br t, ] = 6.6 Hz, H-
3); *C NMR data (CD;0D, 125 MHz) 8 12.0 (C-9), 23.0 (C-10),
27.0 (C-4), 30.2 (C-5), 62.3 (C-64 and C-64), 65.6 (C-8), 70.8
(C'4glcl)’ 713 (C'4gchI)’ 73.6 (C'zglcl)s 74.7 (C'Zglcll)’ 71.0 (C'Sglcl
and C-341), 77.5 (C-54c1), 78.1 (C-541), 95.0 (C-1gp), 102.0 (C-
Lgen)s 123.0 (C-7), 127.7 (C-2), 139.5 (C-6), 1434 (C-3), 167.6 (C-
1); ESIMS m/z 531 [M + Na]*, 369 [M + Na — 162]*, 207 [M + Na
- 162 - 162]*,507 [M — H] 7,345 [M - H - 162] 7,183 [M - H -
162 — 162]7; HRESIMS m/z 531.2021 [M + Na]*, 369.1502 [M +
Na — 162]* (caled for Cp,H;405Na 531.2054).

Compound (12): amorphous powder; [&]% +61 (c 0.1, MeOH);
'H NMR data (CD;0D, 600 MHz) & 1.77 (3H, s, Me-10), 1.81 (3H,
s, Me-9), 2.23 (2H, m, H,-5), 240 (2H, m, H,-4), 3.16 (1H, br t,J =
8.0 Hz, H-24.4), 3.37 (3H, overlapped, H-24.5, H-34cp, and H-4.p),
3.38 (1H, overlapped, H-54y), 3.52 (1H, m, H-5,p), 3.69 (1H, t,J =
9.3 Hz, H-34.), 4.00 (1H, m, H-44.5), 4.27 (2H, overlapped, H-6b o
and H-6by.p), 439 (1H, dd, J = 12.0, 2.0 Hz, H-6a,.,), 4.46 (1H, dd,
J=120,2.0 Hz, H-6a,.p), 450 (1H, d,J = 8.0 Hz, H-1,.p), 4.08 (2H,
d,J=72Hz H,-8),5.10 (1H, d, J = 3.5 Hz, H-1,4), 542 (1H, br d,
J=70Hz H-7), 678 (1H, br t, ] = 7.6 Hz, H-3); *C NMR data
(CD;0D, 150 MHz) §12.0 (C-9), 23.2 (C-10), 27.4 (C-4), 31.8 (C-
5), 64.1 (C-64cq), 64.8 (C-64cp), 58.4 (C-8), 70.1 (C-44p), 71.0 (C-
4ycd > 72.0 (C-540), 74.0 (C-2e), 74.1 (C-3 4005 75.1 (C-54p), 76.0
(C-24ep), 77.5 (C-3yep), 92.0 (C-lyee), 97.3 (C-lyep), 126.6 (C-7),
128.3 (C-2), 136.5 (C-6), 143.6 (C-3), 167.8 (C-1); ESIMS m/z 369
[M + Na]*, 351 [M + Na — 18]*, 207 [M + Na — 162]*; HRESIMS
m/z 369.1594 [M + Na]*, 207.0869 [M + Na — 162]* (caled for
C,¢H260gNa 369.1525).

Acid Hydrolysis of Compounds 1-12. Acid hydrolysis of
compounds 1— 12 was carried out as reported in a previous study.”* p-
Glucose and p-fructose were identi ed as the sugar moiety in each
case by comparison with the retention times of authentic samples.

Preparation of Acetonide Derivative. A suspension of
compound 8 (6.0 mg) in tetrahydrofuran (2.0 mL) was treated
with 2,2-dimethoxypropane (1 mL), followed by a catalytic amount of
anhydrous p-TsOH at 25 °C. After 1 h of stirring, a few drops of Et;N

were added, and the mixture was concentrated under a vacuum. The
residue was partitioned between CHCl; and a saturated solution of
NaHCOj, and the chloroform part was concentrated under a vacuum,
a ording the acetonide 8a.

Zebra sh Embryo Generation and Staging, Treatment
Protocol. Zebra sh (Danio rerio) embryos were obtained from
wild-type sh bought from a local pet store and maintained in ow-
through aquaria at 28.5 °C on a 14/10 h (light/ dark) photoperiod.
Embryos were generated by natural mating as described by Kimmel et
al.”® and they were cultured in water at 28.5 °C. All experiments were
performed in compliance with the European Directive 2010/ 63/ EU
and the ethical guidelines described in the “National Institutes of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals”. Then,
healthy and regular embryos were selected at 24 h postfertilization
(hpf), manually dechorionated with forceps, distributed in 96 single
well microplates (one embryo per well), and nally incubated with
100 YL of embryo water containing isolated compounds (2 YM) or 2-
methoxyestradiol (2 pPM), employed as a standard antiangiogenic
substance. DMSO (0.2% v/v) was used as a vehicle for those
treatments. The control group received only DMSO (0.2% v/ v). All
treated embryos (10 for each group) were incubated from 24 hpf to
72 hpf (total of 48 h of exposure).

Quantitative Determination of Endogenous Alkaline
Phosphatase Activity. Quantitative determination of EAP activity
was performed as described by Germano et al.”® Treated zebra sh
embryos at 72 hpf were dehydrated with increasing concentrations of
ethanol; then they were washed three times with diethanolamine
bu er (1 M, pH 9.8) and incubated with the substrate containing 0.5
mg/ mL p-nitrophenyl phosphate disodium salt (Sigma-Aldrich) for
30 min at room temperature. NaOH (2 M) was added to stop the
reaction. The optical density of the soluble end product was measured
at 405 nm using a microplate reader (Mutiskan GO, Thermo
Scienti c). Vessel growth was expressed as a percentage of formation
with respect to control embryos, which were considered 100%. Each
assay was repeated at least three times. The signi cance of the
di erences was assessed on the basis of the t-test, considering the
di erences for p < 0.05 and p < 0.01, and nally calculated versus
control embryos.

Chorioallantoic Membrane Assay. CAM assay was performed
following the method of Certo et al?’ Fertilized chicken eggs were
incubated at 37 °C. The eggs were positioned horizontally and rotated
several times. After 4 days of incubation, a window (1 cm?) was
carefully created on the broad side of the egg to assess the extent of
embryonic blood vessels. The development of the embryos was
checked by a visual inspection. Malformed or dead embryos were
excluded. Then, isolated compounds were tested at 2 UM (100 pL/
egg). Ten eggs were used for each group. DMSO (0.2% v/ v) in Tris
bu er (pH 7.4) was used as a vehicle for those treatments. Retinoic
acid (3 PM) was used as positive control. After treatment, the eggs
were reincubated for other 2 days. At the end of incubation, each egg
was observed under a stereomicroscope (SMZ-171 Series, Motic) to
visualize the microvasculature of the CAM. The images of each CAM
were acquired by a digital camera (Moticam 5 plus) for quanti cation
of the e ects on angiogenesis in a standardized area using an open
source Java image-processing program. The angiogenic activity was

nally expressed as percentage with respect to control, which was

considered 100%. Each experiment was repeated three times. The
signi cance of the di erences was assessed on the basis of the t-test,
considering the di erences for p < 0.05 and p < 0.01, and nally
calculated versus control eggs.
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Résumé :

Dans ce travail de thése, nous avons mené une étude phytochimique sur trois espéces : Salvia
buchananii Hedge, Cistanche phelypeae (L.) Coutinho et Anarrhinum pedatum Desf. 37 composés ont
¢été isolés a I’aide de différentes méthodes chromatographiques de séparation et de purification. Parmi
ces composés, 17 correspondent a des molécules nouvellement décrites. Les composés isolés peuvent
étre classés en plusieurs groupes : triterpénes, phényléthanoides, iridoides, flavonoides, acides
phénoliques. L’analyse GC et GC/MS d’huile essentielle de I’espece S. buchananii, a montré que cette
huile est majoritairement composée : 1,8-cineole (23.3%), a-pinene (19.8%), camphene (16.5%) et de
B-pinene (11.5%). Cette huile a montré une bonne activité antioxydante avec le test de blanchissement
du f-caroténe. L’évaluation de ’activité antiprolifératif a été effectuée sur deux triterpénes (SBR; et
SBR;), possédent une cytotoxicité intéréssante sur les lignées HelLa. De plus, les composés (CT; a
CT>) ont manifesté une activité inhibitrice sur ZIMAGL. Il s’agit du premier rapport sur la présence
naturelle de phénylénetanoide comme inhibiteur de la MAGL. Parmi les produits purs testés d’A.

pedatum, le nouveau iridoide (APD14) est le seul a posséder une excellente activité anti-angiogénique.

Mots clés : Lamiaceae, Orobanchaceae, Scrophulariaceae, triterpénes, phényléthanoides, iridoides,

Huile essentielle, activité biologique, RMN et spectroscopie de masse.

Abstract :

In this thesis, we carried out a phytochemical study on three plants : Salvia buchananii Hedge,
Cistanche phelypeae (L.) Coutinho and Anarrhinum pedatum Desf. 37 compounds were isolated by
the use of different chromatographic methods of separation and purification. Amongthem, 17 were
new molecules. The isolated compounds were classified into many groups : triterpenes,
phenylethanoid, iridoids, flavonoids, phényléthanoids. GC and GC/MS analyses of the essential oil of
S. buchananii showed that it was mainly represented by : 1,8-cineole (23.3%) a-pinene (19.8%),
camphene (16.5%) and the f-pinene (11.5%). This oil showed a good antioxidant activity by the
bleaching of pS-carotene. The cytotoxic activity of the triterpenes SBR; and SBR; showed an
interesting antiproliferative activity with similar potency in all cell lines HeLa. In addition, several
compounds (CT1-CT7) showed a promising activity on AIMAGL. This is the first report of naturally
occurring phenyletanoid as a MAGL inhibitor. Moreover, the new iridoid compound (APD14) the 4.

pedatum exhibited the most potential antiangiogenic activity.

Keywords : Lamiaceae, Orobanchaceae, Scrophulariaceae, triterpénes, phenylethanoid, iridoids,

essential oil, biological activities, NMR and mass spectroscopy.
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